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Listes des abréviations 
!

ADN   Acide Desoxyribonucléique 

AcN   Anticorps Neutralisants  

Ag                   Antigène   

ALR   AIM2-like receptor/ Récepteur AIM2-like 

APC   Antigen-presenting cell/ Cellule présentatrice de l’antigène 

ARNm  ARN messager 

BCR   B cell receptor/ Récepteur des cellules B 

CAR   Coxsackievirus-Adenovirus Receptor/ Récepteur des Coxsackievirus-                                      

……….Adénovirus 

CILP   Common helper-like ILC precursor/ Précurseur commun aux ILCs 

CLP   Common lymphocyte progenitor/ Progéniteur commun lymphoïde 

CMH-I/-II  Complexe majeur d'histocompatibilité de classe -I ou de classe -II 

DAMPs  Damage-Associated Molecular Patterns/ Motifs moléculaires associés aux 

.......................dégâts 

DC   Dendritic Cells / Cellules dendritiques 

DSG2   Desmogléine 2 

FcRc  Récepteurs aux fragments Fc des immunoglobulines 

HAdVs  Human Adenovirus / Adénovirus humains 

HNP-1  Human Neutrophil Peptide-1 

Id2   Inhibitor of DNA binding 2 

Ig   Immunoglobuline 

ILC   Innate Lymphoid Cells/ Cellules lymphoïdes innées 

LPS   Lipopolysaccharide 

LyB   Lymphocytes B 

LyT   Lymphocytes T 

-! Th1  T helper cells 1/ Lymphocytes T auxiliaires 1 

-! Th2  T helper cells 2/ Lymphocytes T auxiliaires 2 

-! Th17  T helper cells 17/ Lymphocytes T auxiliaires 17 

LTc   Lymphocytes T cytotoxiques 

Mo-DC  Monocyte-derived DC/ DC dérivés de monocytes 

Nfil3   Nuclear factor interleukin 3 regulated 

NK   Natural Killer (cells)  

NKT   Natural Killer T cell/ Lymphocytes NKT 
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NLR   Nucleotide binding oligomerization domain (NOD)-like receptor/ Récepteur 

…………….....NOD-like 

PAMPs  Pathogen-Associated Molecular Patterns/ Motifs moléculaires associés aux 

........................pathogènes 

PBMC    Peripheral Blood Mononuclear Cells / Cellules mononucléées du sang 

........................périphériques 

pDC   Plasmocytoid DC/ DC plasmocytoïdes 

PRR   Pattern recognition receptor/ Récepteur de reconnaissance de motifs 

………………..moléculaires 

TLR   Toll-like receptor/ Récepteur Toll-like 

TCR   T cell receptor/ Récepteur des cellules T 

Tox   Thymocyte selection-associated high mobility group box 
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Préface  
 
Résumé 

Au cours de la dernière décennie, une nouvelle population cellulaire impliquée dans 

l'immunité innée a été identifiée chez la souris puis confirmée chez l'Homme. Ces cellules 

appelées cellules lymphoïdes innées (ou ILCs pour Innate Lymphoid Cells) sont caractérisées 

par une morphologie lymphoïde. Depuis 2013 une nomenclature a été proposée en fonction des 

similitudes de l'expression des facteurs de transcription et des profils de cytokines avec les 

lymphocytes T CD4+. Il existe actuellement 3 groupes d'ILCs: ILC1, ILC2 et ILC3, qui reflètent 

respectivement les lymphocytes T CD4+ Th1, Th2 et Th17/22. 

Les études sur les ILCs ont été principalement réalisées chez la souris, tandis que l'étude des 

ILCs chez l'Homme aborde principalement leur rôle lors d'une réponse anti-allergique ou pro-

inflammatoire. Les ILCs jouent un rôle crucial dans diverses fonctions biologiques et 

immunitaires. Elles sont impliquées dans le maintien de l'intégrité de l'épithélium et de 

l'homéostasie, la réparation des tissus, ainsi que dans la réponse rapide contre les pathogènes. 

Les ILCs se trouvent dans les tissus lymphoïdes et non lymphoïdes situés à travers l'organisme, 

mais principalement dans les tissus muqueux et la barrière de surface. Elles représentent l'une 

des premières cellules immunitaires rencontrées par les agents pathogènes. Cette 

multifonctionnalité suggère un rôle potentiel des ILCs lors des réponses antivirales. 

Dans cette étude, je me suis intéressée à l'implication des ILCs dans une réponse adénovirale. 

Les infections à adénovirus sont l'une des infections les plus courantes dans toutes les 

populations, conduisant à la présence d'une immunité bien caractérisée. Nous examinons les 

cellules épithéliales, les cellules dendritiques, les anticorps, les ILCs et les adénovirus lors 

d'interactions dans le cadre de primo-infections et de vaccination. 
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Abstract 

In the last decade a new cell population involved in innate immunity was identified in 

mice and then confirmed in humans. These cells dubbed innate lymphoid cells (or ILCs) are 

characterized by a lymphoid morphology. Since 2013 a nomenclature was proposed according 

to the similarities of the transcription factor expression and cytokines profiles to CD4+ T cells. 

There are currently 3 groups of ILCs: ILC1, ILC2 and ILC3, which mirror of the Th1, Th2 and 

Th17/22 CD4+ T cells, respectively. 

ILCs studies have been performed most in mice, while the study of ILCs in humans mainly 

address their role during an anti-allergic or pro-inflammatory response. ILCs have a crucial role 

within various biological and immune functions. They are involved in maintaining the integrity 

of the epithelium and homeostasis, tissue repair, as well as in the rapid response against 

pathogens. ILCs are in lymphoid and non-lymphoid tissue located through the organism but 

mostly in mucosal tissue and surface barrier. They represent one of the first immune cells that 

pathogens encounter. This multi-functionality suggests a potential role of ILCs during antiviral 

responses. 

In this study, I was interested by the implication of ILCs in an adenovirus response. Adenovirus 

infections are one of the most common infections in all populations leading to the presence of 

well characterized immunity. We are examining the epithelial cells, dendritic cells, antibodies, 

ILCs and adenovirus during interaction in the context of primo-infections and vaccination. 
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I. Objectifs de recherche 
 

Au cours de ma thèse j’ai pu travailler sur différentes études dont une qui a débuté lors 

de mon stage de master 2 au sein de cette équipe. Cette étude correspond au projet principal de 

thèse de Mme Aline Ouoba. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à l’activation des 

cellules dendritiques (DC) par des complexes immunoglobulines (Ig) - adénovirus. Les 

infections par adénovirus humains (HAdVs) sont très répandues à travers le monde et 

aujourd’hui ils représentent un outil de traitement en santé humaine (vaccination, thérapies 

géniques notamment) largement utilisé. Cependant, pendant une infection virale, l’organisme 

met en place une réponse immunitaire spécifique (voir paragraphe II.1). Cette immunité peut 

interférer avec le processus de vaccination utilisant des vecteurs dérivés d’HAdVs (voir 

paragraphe II.4).  

En vue des informations acquises lors de cette étude (voir les annexes Revue 1 et Article 

1), nous nous sommes interrogés sur le potentiel rôle d’une nouvelle population cellulaire 

impliquée dans l’immunité innée dans le même contexte, les cellules lymphoïdes innées (ou 

ILCs). Quelques études ont suggéré un rôle des ILCs lors de la mise en place de la réponse 

immunitaire suite à une infection par le virus influenza chez la souris1,2,3. Cependant la 

transposition de ces études chez l’Homme n’a pas encore été mise en évidence. Plus 

globalement, les connaissances sur l’impact des ILCs lors de la mise en place d’une réponse 

antivirale chez l’Homme sont encore très vagues. D’où la nécessité de s’intéresser à ces acteurs 

de l’immunité innée dans ce contexte de santé. L’enjeu de l’immunité préexistante dans la 

réussite des différents traitements basés sur les vecteurs d’HAdVs, notamment la vaccination, 

n’est pas négligeable. Voilà pourquoi nous nous sommes intéressés au rôle des ILCs lors d’une 

infection par HAdVs dans un premier temps puis leur rôle de manière plus physiologique en 

coopération avec d’autres acteurs de l’immunité innée, en particulier les cellules épithéliales et 

les DC.  Pour finir, l’impact de l’immunité préexistante sur la réponse mise en place par les 

ILCs dans cette dynamique immunitaire a aussi été étudié. 

En parallèle, j’ai également pu participer à l’exploration de l’impact des peptides 

antimicrobiens (HNP-1 et lactoferrine) sur les infections adénovirales chez les DCs (voir 

l’annexe Article 2). J’ai ensuite pu transposer cette étude au modèle ILCs (études préliminaires 

non présentées).  
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Le plan d’étude du rôle des ILCs lors d’une infection par adénovirus a été le suivant :  

1.! Dans un premier temps il était important d’apprendre à isoler, garder en culture et 

manipuler ce nouveau type cellulaire. Chez l’Homme nous retrouvons un très faible 

pourcentage de cellules dans le sang circulant. La rareté des ILCs dans le sang 

périphérique a été un point déterminant dans le choix de la technique utilisée. La 

première étape a donc été de mettre en place un protocole d’isolation et d’optimiser leur 

maintien en culture. Puis les questions sur les proportions d’ILCs présentes dans le sang 

périphérique ainsi que leurs caractéristiques ont été abordées.   

2.! La deuxième étape consistait à étudier si les ILCs pouvaient être directement infectées 

et activées par des adénovirus, ainsi que leurs profils d’activation. L’infection des ILCs 

par des HAdVs était encore méconnue. Leurs profils d’activation lors d’une réponse 

immunitaire antivirale étaient eux aussi peu décrit. Voilà pourquoi la question est 

primordiale dans un contexte où les ILCs semblent être impliquées dans l’orientation 

de l’immunité adaptative suite à une infection virale (mais aussi bactérienne et 

parasitaire)4,5,6.  

3.! Ensuite, le profil d’activation des ILCs après une stimulation indirecte par des cellules 

épithéliales préalablement infectées par des adénovirus a été étudié. Les ILCs étant 

majoritairement retrouvées dans les différents compartiments muqueux de l’organisme, 

le choix d’étudier des cellules épithéliales semble être le plus adapté. Étant donné 

qu’une partie importante des vecteurs adénoviraux utilisés en thérapies ont pour 

tropisme les cellules pulmonaires (notamment les HAdVs des espèces C et D), l’étude 

des cellules épithéliales pulmonaires a été opté. De plus, beaucoup d’études concernant 

l’infection des cellules pulmonaires par les HAdVs sont disponibles permettant ainsi 

d’avoir des bases solides pour l’étude de l’activation indirecte des ILCs par les cellules 

épithéliales pulmonaires. 

4.! De la même façon, le profil d’activation des ILCs après une stimulation indirecte par 

des DC préalablement incubées avec des adénovirus a été étudié. De précédentes études 

chez la souris ont montré une coopération entre les DC et les ILCs au cours de la réponse 

immunitaire7,8,9. Nous souhaitons étudier les conséquences de la communication entre les 

DC et les ILCs sur leurs activations lors d’une réponse antivirale chez l’Homme. 

5.! En parallèle, l’impact de l’immunité préexistante sur l’activation des ILCs contre 

différents HAdVs sera évaluée et les conséquences dans l’utilisation de vecteurs 
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adénoviraux en vaccination seront discutées. De précédentes études ont mise en 

évidence la notion d’immunité préexistante10 mais ont également montré l’impact de 

cette immunité préexistante sur la maturation/l’activation des DC au cours de la réponse 

antivirale11. Ces études décrivent notamment que la présence d’anticorps neutralisants 

(AcN) contre un adénovirus utilisé en tant que vecteur modifie non seulement le profil 

d’activation des DC mais aussi l’activation des lymphocytes T par ces derniers12, et plus 

globalement l’activation de l’immunité adaptative13- 

6.! La dernière étape consiste à étudier et comparer le profil d’activation des ILCs en 

coculture avec les configurations précédemment étudiées. Ainsi, le rôle des ILCs lors 

de la mise en place d’une réponse antivirale pourra être mieux appréhendé (non 

présenté).   

 

 
Figure 1: Schéma récapitulatif du projet de thèse 
Récapitulatif du plan de recherche avec les différentes étapes effectuées et les techniques utilisées 
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II. INTRODUCTION  
 

1)! La réponse anti-adénovirus préexistante 

 
Normalement, lors d’une infection microbienne, notre organisme met en place une 

réponse immunitaire afin de contrôler le pathogène. L’immunité est classiquement séparée en 

deux grandes voies : innée (ou immédiate) et adaptative (ou tardive). Selon la nature du 

microorganisme, la réponse immunitaire adaptative pourra être adaptée au pathogène. Nous 

nous intéresserons plus spécifiquement aux infections par les HAdVs. Les infections par les 

HAdVs sont fréquentes et la plupart des individus peuvent posséder une immunité spécifique 

dirigée contre un ou plusieurs types d’adénovirus. L’immunité préexistante de l’hôte pourrait 

alors modifier l’efficacité et/ou la toxicité des vecteurs thérapeutiques dérivés des HAdVs14,15,16.  

 

Au cours d’une première infection virale ou primo-infection, l’organisme va mettre en 

place une réponse pouvant créer une mémoire immunitaire17,18. Le système immunitaire inné va 

détecter la particule virale par l’intermédiaire de pattern recognition receptors (PRR) incluant 

les récepteurs Toll-like (TLR) dont les TLR2, 3, 4, 7 et 915,19,20 (Figure 2a) et le système du 

complément ce qui conduit à l’induction de cytokines pro-inflammatoires (Figure 2b). Les 

cellules présentatrices de l’antigène (APC) (Figure 2c) comme les DC (cf paragraphe II.2.iii) 

vont ensuite présenter les peptides obtenus par dégradation des particules virales aux 

lymphocytes T auxiliaires et aux lymphocytes T cytotoxiques (LTc) via le complexe majeur 

d’histocompatibilité de classe II (CMH-II) et de classe I (CMH-I) respectivement (Figure 2d). 

Les lymphocytes T auxiliaires vont à leur tour stimuler les lymphocytes B (Figure 2d), la 

production d’anticorps spécifiques et la génération d’une mémoire immunitaire durable21,13 

(Figure 2e). Bien que le rôle des lymphocytes T spécifiques commence à être étudié, la 

composante humorale de la réponse immunitaire anti-adénovirale semble majoritairement 

incriminée dans les mécanismes de neutralisation et de toxicité parfois observé lors de 

l’utilisation de vecteurs adénoviraux17,22.  

Lors d’une seconde infection ou de l’administration d’un vecteur thérapeutique, les 

anticorps spécifiques à l’HAdV d’intérêt vont former des complexes Ig - HAdVs12,23,11 (Figure 

2f). Ces complexes vont être directement pris en charge par les DC via les récepteurs aux 

fragments Fc (FcRc) des immunoglobulines24,25 (Figure 2g). Il s’en suit la dégradation des 

complexes Ig - HAdVs, la maturation des fragments antigéniques viraux et leur présentation 
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via les molécules de CMH-I et -II afin de stimuler les lymphocytes T12,13,26 (Figure 2h). Ces 

complexes Ig - HAdVs induisent également la mort d’une partie des DC par pyroptose11 

illustrant l’impact de l’immunité préexistante de l’hôte vis-à-vis de certains vecteurs 

thérapeutiques dérivés d’HAdVs27,28. Ainsi, au cours des thérapies géniques, la réponse 

immunitaire préexistante de chaque individu peut induire une réponse hyper-inflammatoire15,29.   

Afin d’éviter ou de contourner les effets indésirables de l’immunité préexistante de 

l’hôte lors de l’administration de vecteurs dérivés des HAdVs, plusieurs stratégies ont été 

développé telles que la sélection d’HAdVs avec différents tropismes30,22, la construction de 

vecteurs chimériques31,29, ou encore la modification directe du génome et/ou des protéines de 

capside19. Supprimer les épitopes ciblés par les anticorps en modifiant les antigènes de la capside 

virale permet d’échapper à l’immunité préexistante et donc augmenter la puissance 

thérapeutique15,29,32,28. Effectuer des modifications génomiques ou au niveau du revêtement de la 

capside peut également permettre d’atténuer la reconnaissance virale et de ce fait la réponse 

antivirale et la toxicité14. Pour finir, l’utilisation de vecteur adénoviraux d’origine animale ou 

d’un sérotype possédant une faible séroprévalence permet de contourner la réponse immunitaire 

préexistante de l’hôte33,31,34. 
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Figure 2: Schéma de la réponse immunitaire mise en place lors d’une infection par les 

HAdVs 
Première infection (ou primo-infection): a. Attachement et pénétration du virus au sein des cellules 
épithéliales, b. Sécrétion de cytokines pro-inflammatoires en réponse à l’infection virale, c. 

Maturation des cellules dendritiques (DC) par les cytokines pro-inflammatoires sécrétées 
(immunité innée), d. Stimulation des lymphocytes T (Ly T) et B (Ly B) via les cytokines sécrétées 
par les DC activées et par présentation antigénique par les complexes CMH-I/II-peptide antigénique 
(immunité adaptative), e. Production d’anticorps spécifiques aux adénovirus par les Ly B. 
Seconde infection/ vaccination: f. Liaison des anticorps provenant des Ly B mémoires spécifiques 
aux adénovirus (formation de complexes Ig - HAdVs), g. Fixation des complexes Ig - HAdVs aux 
récepteurs Fc à la surface des DC, internalisation des complexes et stimulation des DC, h. 
Activation de la réponse immunitaire spécifique aux HAdVs de façon plus rapide et plus intense 
que lors de la primo-infection. 
 

Pour plus d’informations sur voies de détection du système immunitaire reconnaissant le 

virus par les cellules infectées voir l’Annexe 1. 
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2)! Les acteurs et médiateurs de l’immunité innée impliqués dans la réponse anti-

adénovirale 

 

L’immunité innée correspond à la mise en place des premiers mécanismes à large 

spectre contre les pathogènes et également à l’orientation de l’immunité adaptative. Parmi les 

acteurs importants de cette réponse, nous comptons entre autres les cellules épithéliales35, les 

DC36 et les ILCs37. Contrairement aux cellules épithéliales et dendritiques14,19, le rôle des ILCs est 

encore très mal caractérisé face aux infections virales chez l’Homme et sont au centre de ma 

thèse. 

 

i.! Les cellules lymphoïdes innées (ILC) 

a.! Origine des ILCs 

 
En 2010, une nouvelle lignée immunitaire importante a été mise en lumière suite aux 

travaux effectué par Neill et ses collaborateurs chez la souris38. Ils ont découvert un type 

cellulaire capable de sécréter des cytokines de type Th2 de façon précoce après la détection de 

l’agent pathogène39,40. Ils ont appelé ces cellules des nuocytes38. Puis, ce même type cellulaire a 

été découvert chez l’Homme1,41. Les ILCs sont ainsi caractérisées et classifiées pour la première 

fois en 201342.  Cette classification se base sur leur profil fonctionnel et phénotypique, ce qui 

entraîne la distinction entre les cellules dites cytotoxiques correspondant aux cellules NK et les 

cellules non-cytotoxiques divisées en trois groupes : les ILC1, ILC2 et ILC3 sur la base des 

similarités présentes avec les lymphocytes T helper43. 

Elles dérivent d’une cellule souche qui va progressivement subir des étapes de 

maturation/différenciation (Figure 3). Chez l’Homme, les ILCs dérivent d’un précurseur 

hématopoïétique multipotent44 (HSC) qui va donner lieu à un progéniteur restreint aux lignées 

lymphoïdes possédant un potentiel de différenciation pour les cellules T, B, NK ou ILCs mais 

aussi pour les DC lymphoïdes45. Ce progéniteur est aussi appelé progéniteur commun lymphoïde 

(ou CLP-like). A la suite de l’expression de certains facteurs de transcription, notamment des 

facteurs Id2 (inhibitor of DNA binding 2), Tox (thymocyte selection-associated high mobility 

group box) et Nfil3 (nuclear factor, interleukin 3 regulated)45,46, le progéniteur hématopoïétique 

va se différencier en précurseur commun aux ILCs nommé CILP (common helper-like ILC 

precursor). Le CILP ne peut pas générer de cellules NK. A noter qu’à cette étape de 

différenciation, le précurseur exprime non seulement l’intégrine α4β7 mais aussi le récepteur à 

l’IL-1 (IL-1R). L’expression du facteur Id2 est capitale car sans cette expression, le précurseur 
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lymphoïde est permissif à l’orientation vers la différenciation des lymphocytes T et B et non 

vers la différenciation en ILCs47,48. Il a été montré que l’induction de ce répresseur chez les 

progéniteurs thymiques humains, bloquait l’engagement des lymphocytes T dans leur voie de 

différenciation46. 

 

 
Figure 3: Voie de différenciation des cellules lymphoïdes innées (ILCs) à partir d’une 
cellule souche hématopoïétique 
Id2: Inhibitor of DNA binding 2, Nfil3: Nuclear factor, interleukine 3 regulated, Tox: Thymocyte 
selection-associated high mobility group box, CD34: marqueur de purification des cellules souches, 
CD45: marqueur des cellules nucléées d’origine hématopoïétique, CD127: chaîne α du récepteur de 
l’IL-7 , CRTH2: récepteur de la prostaglandine D2, CD117: proto-oncogène impliqué dans la survie, la 
prolifération et la différenciation cellulaire, CD161 (= KLRB1; Killer cell Lectin-like Receptor 
subfamily B member 1): récepteur de la famille des lectines C exprimé sur la majorité des cellules NK 
 
 

Le précurseur des ILCs (ou ILCP) exprime donc entre autres Id2 mais également le 

CD161 et le CD127, marqueur majeur de l’identification des ILCs. Les ILCP sont retrouvés au 

niveau de la circulation sanguine et également de quelques tissus.  

Pour finir, à ce niveau de différenciation, les ILCP sont capables de donner les trois sous 

populations ILC1-3, en fonction des différents signaux environnementaux perçus par les 

précurseurs. Chez l’Homme, ainsi que chez les souris, nous pouvons observer une distribution 

hétérogène des différents groupes à travers différents organes (poumons, foie, rate, intestins, 
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peau et sang périphérique)47. Ces cellules sont « rares » au niveau du sang périphérique (~ 0,07% 

des cellules leucocytaires CD45+49 et 0,01 - 0,1% des lymphocytes chez l’adulte37,50), mais nous 

pouvons les retrouver en plus grandes proportions au niveau des compartiments muqueux47.  

En résumé, chez l’Homme, les ILCs sont tous Lin- CD45+ CD127+ puis selon leur 

groupe, ils expriment de façon différentielle le CRTH2 et le CD11751,37. Le critère Lin- signifie 

que les ILCs n’expriment pas de marqueurs d’identification des lignées cellulaires connues 

telles que les monocytes (CD14), les lymphocytes T (CD3), les lymphocytes B (CD19-CD20).  

Les ILC1 sont définis comme CRTH2- CD117-, les ILC2 comme CRTH2+ CD117+/-, et les 

ILC3 comme CRTH2- CD117+52. Le CD45 est exprimé par la plupart des cellules nucléées 

d’origine hématopoïétique, tandis que le CD127 correspond à la chaine . du récepteur de l’IL-

7, cytokine nécessaire et impliquée dans le développement des ILCs (cellules NK non 

comprises). Le CRTH2 correspond au récepteur de la prostaglandine D2, molécule sécrétée par 

les mastocytes au cours d’une réponse allergique et inflammatoire. Enfin, le CD117 est un 

proto-oncogène impliqué dans la survie, la prolifération et la différenciation cellulaire (Figure 

3).  

 
b.! Rôle des ILCs 

 
A travers la littérature, les ILCs semblent avoir un rôle lors de la première ligne de 

défense contre les pathogènes53,54. Les ILCs sont localisées de manière stratégique à l’interface 

entre l’environnement et l’organisme, c’est à dire au niveau des compartiments muqueux55. Les 

ILCs sont capables de répondre de façon précoce à un pathogène notamment via la sécrétion de 

cytokines qui vont initier une réponse en synergie avec les cellules myéloïdes7. Les ILCs sont 

donc activées par la présence de cytokines ou chimiokines dans le milieu, préalablement 

sécrétées par les cellules épithéliales ou d’autres cellules de l’immunité innée activées55. Outre 

leur rôle dans un contexte pathologique, les ILCs sont aussi impliquées dans le maintien de 

l’homéostasie et l’intégrité de la barrière épithéliale, ou encore la réparation et le modelage 

tissulaire37. Cette ambivalence fait de ces cellules des acteurs émergeants clés dans la régulation 

et le maintien global de l’organisme56. Chez l’Homme, les trois groupes d’ILCs sont basés sur 

leur homologie avec les groupes de lymphocytes T helper57. Le groupe d’ILC1 est composé des 

cellules NK qui ont une activité cytotoxique et les ILC1 qui sont non-cytotoxiques, c’est-à-dire 

qu’ils ne sécrètent ni de granzyme B, ni de perforine. Les ILC1 expriment le facteur de 
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transcription T-bet contrairement aux cellules NK qui expriment en plus de T-bet le facteur de 

transcription Eomes47,56. Le facteur de transcription T-bet est exprimé par les lymphocytes Th1 

impliqués généralement dans la réponse antivirale et auto-immune58. Les ILC1 sont capables de 

sécréter des cytokines de type Th1-like dont l’IFNγ!et le!TNF au cours d’une réponse auto-

immune, suite à une infection, ou encore lors d’inflammation chronique37,47 (Figure 4).  

Le développement des ILC2 dépend de l’expression du facteur de transcription GATA-

359. Au cours d’une infection ou bien de pathologies plutôt pulmonaires60, ils sont capables de 

sécréter des cytokines de type Th2-like notamment l’IL-5 et l’IL-13 47,57 (Figure 4).  

Quant aux ILC3, l’expression du facteur de transcription ROR-/t est requis pour leur 

développement. Lors d’infection ou bien de pathologies plutôt intestinales61, les ILC3 

produisent des cytokines de type Th17-like dont l’IL-17 et l’IL-22 pouvant induire une tolérance 

immunitaire62 et un retour à l’homéostasie tissulaire47,57 (Figure 4). Nous pouvons donc dire à 

travers cette description que les ILCs sont des cellules innées miroirs aux lymphocytes T avec 

un rôle pivot dans l’orientation de l’immunité adaptative42. Les cellules NK semblent être les 

homologues des lymphocytes T CD8+, et quant aux ILC1, ILC2, ILC3 les homologues 

respectifs des lymphocytes T helper CD4+ Th1, Th2, Th17/2263. Il est également important de 

noter que les ILCs partagent de nombreux gènes dont des master gènes, des gènes régulateurs 

avec les lymphocytes T56. 
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Figure 4: Description et fonction des ILC1, ILC2 et ILC3 chez l’Homme 
Les ILC1 sont stimulées par la présence d’IL-12 et d’IL-18 dans le milieu et vont être impliquées 
dans l’immunité contre les pathogènes intracellulaires, l’immunité anti-tumorale et lors 
d’inflammation chronique. Au cours de la réponse, les ILC1 vont sécrétées de l’IFNγ et du TNF. 
Les ILC2 sont stimulées par la présence d’IL-33, d’IL-25 et de TSLP dans le milieu et vont être 
impliquées dans la clairance des pathogènes, l’expulsion des helminthes et lors de la réparation 
tissulaire. Au cours de la réponse, les ILC2 vont sécrétées de l’IL-5, l’IL-13 et de l’IL-4 en plus 
faible quantité. Les ILC3 sont stimulées par la présence d’IL-23 et d’IL-10 dans le milieu et vont 
être impliquées dans l’immunité contre les pathogènes extracellulaires, la tolérance immunitaire et 
lors d’inflammation intestinale. Au cours de la réponse, les ILC3 vont sécrétées de l’IL-17, l’IL-22 
et de l’IFNγ. La réponse immunitaire mise en place par les ILCs lors d’une infection virale chez 
l’Homme est à approfondir.
 
 

Une autre grande caractéristique des ILCs est que, contrairement aux lymphocytes T et 

B, elles n’expriment pas de TCR et BCR. Cela nous amène à nous interroger sur les possibles 

voies d’activation de ces cellules, par contact direct avec les pathogènes ou seulement de 

manière indirecte via l’environnement cellulaire. Quelques études sur modèle murin ont mis en 

évidence l’expression d’un panel non-exhaustif de TLRs (Toll-Like Receptor ; voir paragraphe 

II.2.ii.b) sur les ILCs tels que le TLR2, 3 et 964 ou encore le TLR4, 5, 7 et 865. Concernant 

l’Homme, des études ont mis en évidence l’expression des TLR2 et 9 sur les cellules NK du 

sang périphérique (sachant aujourd’hui que les cellules NK appartiennent aux ILC1)66,67.  Spits 

et al. ont mis en lumière une expression fonctionnelle du TLR2 sur les ILCs ROR-γt+ 
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humaines68. Puis, une autre étude a montré que les ILC2 circulant exprimaient différents niveaux 

de transcrits pour les TLR1*, 2, 3, 4*, 5*, 6* (* variation significative par rapport aux cellules 

Th2) suite à une stimulation par un mix de ligands TLRs69. Il a également été observé en premier 

lieu chez la souris puis chez l’Homme, que les ILCs exprimaient les molécules du CMH-II70,71. 

Outres ces molécules, il existe un panel de marqueurs cellulaires que les ILCs partagent 

notamment avec les cellules NK72, déjà bien connues. Il nous reste tout de même des aspects à 

élucider quant aux différentes molécules exprimées à la surface cellulaire des ILCs. 

Pour ajouter à une complexité déjà bien présente, les ILCs sont des cellules que l’on 

peut qualifier de plastique73. La transdifférenciation permet aux ILCs de passer d’un profil 

cellulaire à un autre en fonction des différentes cytokines présentes dans leur environnement 

afin de modifier la réponse74 (ex : ILC3 ou ILC2 -> ILC1 sous l’influence d’IL-12 lors de 

réponse inflammatoire notamment au niveau des intestins ; les ex-ILC3 et ex-ILC2 expriment 

à leur tour T-bet et sécrètent l’IFNγ75,76; ou encore les ILC2 -> ILC3 ou ILC1 sous l’influence 

respectivement du mix IL-1β, IL-23, et TGF-β ou l’IL-12 au niveau pulmonaire55,77).  

Aujourd’hui, nous savons que très peu d’informations concernant les ILCs au cours des 

infections virales. Voilà de quoi attiser notre curiosité y compris lors d’infection par les HAdVs 

ou l’utilisation de vecteurs dérivés des HAdVs au cours des vaccinations.  

 

ii.! Les cellules épithéliales 

 
Une des premières barrières physiques de l’organisme contre les agents pathogènes 

après la peau correspond au tissu épithélial composé d’un ensemble de cellules juxtaposées et 

étroitement liées par des systèmes de jonction78. On en retrouve notamment au niveau 

pulmonaire ou encore intestinal en bordure des muqueuses comme couche superficielle 

hébergeant les différents acteurs de l’immunité (Figure 5). Les cellules épithéliales sont parfois 

qualifiées de cellules sentinelles ou d’immunocytes car elles jouent un rôle crucial dans le 

déclenchement et l’orientation de la réponse anti-pathogène79.  
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Figure 5: Acteurs de la réponse immunitaire mise en place lors d’une infection par les 

HAdVs au niveau du tractus pulmonaire 
Suite à une infection virale, les cellules épithéliales vont sécréter diverses moléculaires pro-
inflammatoires (cytokines, alarmines). Ces molécules vont ensuite stimuler les autres acteurs de la 
réponse innée (cellules dendritiques, monocytes, macrophages) qui vont aider à l’orientation de la 
réponse adaptative spécifique aux HAdVs (Ly T, Ly B et production d’anticorps spécifiques). Le 
rôle joué par les ILCs dans la mise en place de cette réponse n’est pas encore bien définie, 
particulièrement chez l’Homme. 
 
 

a.! Les cellules épithéliales : première barrière face aux pathogènes 

 
Plus globalement, les cellules épithéliales tapissent les surfaces internes et externes du 

corps ainsi que les cavités organiques78. L'épithélium possède une capacité de renouvellement 

tous les ~ 5 - 7 jours (dépendant de l’âge) lui permettant une fonction constante malgré les 

agressions extérieures. L’une des principales fonctions des cellules épithéliales est de protection 

via une barrière physique, nécessitant des contacts intercellulaires spécifiques tels que les 

desmosomes, les jonctions serrées, les jonctions gap ou encore les jonctions adhérentes 

notamment impliquées dans le maintien structural des cellules. Seules les jonctions serrées et 

adhérentes servent au maintien des cellules à la matrice extracellulaire sous-jacente80,81,83  (Figure 

6). Au niveau des cellules épithéliales, nous retrouvons également différents types de 

glycoprotéines transmembranaires impliquées dans les infections par les HAdVs: les 
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intégrines82, les desmogléines83 (localisées dans les desmosomes) et CAR (coxsackievirus and 

adenovirus receptor). 

  
Figure 6: Schéma des jonctions présentes au niveau des cellules épithéliales 
Le complexe des jonctions serrées se compose de différentes protéines membranaires dont les 
protéines JAM (junctional adhesion molecule), les protéines CAR (coxsackievirus and adenovirus 

receptor), les occludines et les claudines ayant un rôle dans le maintien de la cohésion entre deux 
cellules de façon imperméable. Les jonctions d’ancrage correspondent aux jonctions adhérentes, 
aux desmosomes et aux hémidesmosomes et assurent l’adhésion intercellulaire ainsi que le maintien 
de la forme de la cellule épithéliale. Les desmosomes sont impliqués dans l’adhésion entre cellules 
et les hémidesmosomes sont nécessaires à l’attachement de la cellule à la lame basale. Les intégrines 
ont également un rôle dans l’ancrage de la cellule à la lame basale. Les jonctions gap (ou 
communicantes) permettent le passage de petites molécules (vitamines, acides aminés, etc) entre 
cellules voisines. 
 
 

Parmi les cellules épithéliales, les cellules en gobelet sécrètent du mucus qui sert de  

barrière physico-chimique en limitant la pénétration de certaines molécules ou micro-

organismes84, mais aussi via des protéines appelées mucines en maintenant un pH = 485,86. Le 

mucus contient des protéines impliquées dans la lutte contre les micro-organismes pathogènes87,88 

et qui sont synthétisées de façon constitutive ou inductible suite à la détection d'un agent ou 

motif pathogène tel que le LPS (lipopolysaccharide), ou via la détection de molécules sécrétées 
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par les cellules avoisinantes comme des cytokines pro-inflammatoires (TNF, IL-1β). Une fois 

activée, les cellules épithéliales peuvent sécréter les lysozymes, les peptides antimicrobiens89 ou 

encore participer à la trancytose des immunoglobulines A (IgA)90 (au niveau intestinal)91. A la 

suite d’une stimulation, les cellules épithéliales produisent des cytokines, y compris des 

chimiokines, servant de signal d’alerte pour les cellules environnantes79 (Figure 5).  

  

b.! Rôle des cellules épithéliales dans l’induction de la réponse immunitaire 

 
Les cellules épithéliales peuvent également détecter le « danger » et communiquer avec 

la flore bactérienne de la lumière intestinale par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques 

nommés PRRs tels que les TLRs ou encore les NLRs (nucleotide binding oligomerization 

domain-like receptor, aussi appelés NOD-like receptors) (Figure 7).  

 
Figure 7: Récepteurs cellulaires impliqués dans la reconnaissance des pathogènes et dans 

l’induction de la réponse immunitaire adaptée 
La reconnaissance des pathogènes ou des composants microbiens s’effectue via des récepteurs 
transmembranaires à la membrane cellulaire ou endosomale comme les TLRs (Toll-like receptors). 

Les récepteurs cytosoliques (ALRs: AIM2-like receptors; NLRs: NOD-like receptors) peuvent 
également reconnaître les composants microbiens dans le cytoplasme. La détection des pathogènes 
va entraîner la transduction d’un signal de reconnaissance aboutissant à l’induction d’une réponse 
immunitaire adaptée. 
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Les PRRs sont exprimés par la majorité des cellules nucléées de l'organisme. Les TLRs 

et les NLRs peuvent être différenciés entre autres par leur localisation. Les TLRs sont des 

récepteurs transmembranaires localisés à la membrane plasmique ou endosomale, tandis que 

les NLRs sont intracytoplasmiques92. Actuellement chez l'Homme nous comptons 13 membres 

de la famille des TLRs reconnaissant le plus souvent des composants microbiens très conservés 

appelés PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns)93. La reconnaissance des PAMPs 

par les TLRs conduit tout d'abord à l'activation de l'immunité innée, qui va participer à 

l'orientation et l'activation de l'immunité adaptative et donc à la réponse contre l'agent 

pathogène94,95,96. Aujourd’hui, 22 membres de la famille des NLRs ont été caractérisés dont 8 

reconnaissant des PAMPs. L’activation de ces récepteurs a un rôle crucial dans la formation 

d'inflammasome97,98, qui est un complexe qui favorise la maturation et la sécrétion d'IL-1β et 

d'IL-18 et qui est également impliqués dans le processus de pyroptose97,99,100.  

Les cellules épithéliales peuvent aussi, dans certains cas particuliers, faire fonction de 

cellules présentatrices de l’antigène « non-professionnelles ou facultatives », principalement 

dans le compartiment associé aux muqueuses. Une fois que le pathogène interagit avec le 

récepteur adéquat, ce dernier est internalisé puis dégradé afin d’être présenté sous forme de 

peptide antigénique aux lymphocytes T via les CMH-I/II. Cette étape correspond à 

l’apprêtement antigénique et précède la stimulation des lymphocytes T. La machinerie 

cellulaire des cellules épithéliales, peut également être détourné par certains virus pour 

échapper au système immunitaire, notamment aux LTc. Certaines protéines virales ont la 

capacité d’interférer avec l’expression du CMH-I à la membrane plasmique et de diminuer son 

expression101. Cette stratégie n’est pas la seule mise en place pour échapper à la réponse 

immunitaire. Les cellules NK répondent à l’absence ou la diminution de l’expression du CMH-

I à la surface cellulaire102,103, ce qui contraint les virus à trouver un équilibre entre « ne pas être 

détecté » et « ne pas stimuler » la réponse immunitaire. Ces mécanismes d’échappement 

immunitaire ont été bien caractérisés pour les HAdVs104,105.  

 

c.! Les cellules épithéliales et les ILCs : partenaires lors d’une réponse anti-

adénovirale ? 

 
Les cellules épithéliales sont majoritairement décrites au cours des infections par les 

HAdVs car leur localisation leur confère la fonction de barrière contre les pathogènes106,107,108. Elles 

sont dites permissives à l’infection car elles expriment à leur surface cellulaire de nombreux 

récepteurs et corécepteurs permettant l’entrée virale109,110,111 et permettent la réplication virale112. Si 
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les cellules épithéliales sont parmi les premières cellules à être infectés par les HAdVs et à 

participer au déclenchement de la réponse immunitaire35,113,114,115,116, nous nous intéressons surtout à 

leur interaction avec les ILCs117 dans un contexte d’infection naturelle ou de vaccination.  

Les ILCs peuvent interagir avec les cellules épithéliales pulmonaires au cours 

d’infections microbiennes1,118,119,120 ou de maladies121,122,123,60,124 en participant à la réponse 

immunitaire117,125,126 et au processus de remodelage tissulaire117,127. Ces études ont majoritairement 

été effectué chez le modèle murin. Dans ma thèse, nous décrivons principalement le rôle des 

ILCs humaines et de leurs interactions avec les autres acteurs de la réponse anti-adénovirale, 

notamment avec la lignée cellulaire épithéliale bronchique humaine A54935. 

 

iii.! Les cellules dendritiques (DC) 

Les DC correspondent aux derniers acteurs ciblent de ma thèse, ce sont des cellules 

impliquées dans la réponse immunitaire innée et adaptative36.  

 

a.! Origine des DC  

 
En 1973, Ralph Steinman a décrit pour la première fois chez la souris un nouveau type 

cellulaire présent en petite quantités dans les organes lymphoïdes (rate, ganglions lymphatiques 

et plaques de Peyer) et présentant des caractéristiques morphologiques très particulières 

(présence de dendrites)128. Dans les années suivantes, Steinman et son équipe ont montré que les 

DC expriment de façon constitutive les molécules de CMH-I et -II, signifiant qu’elles ont la 

capacité de déclencher une réponse adaptative129,130. De plus, les DC expriment une large gamme 

de PRRs leur permettant de répondre à un très large spectre de « danger » pouvant participer à 

la fois au déclenchement et à l’orientation de la réponse131.  

 
Les DC appartiennent à une famille très hétérogène. Il existe différents sous-types de 

DC ayant une localisation et une fonction propre132,133,134.  Les DC dérivent d'un progéniteur 

hématopoïétique pluripotent commun dérivant en 2 lignées : un précurseur myéloïde et un 

précurseur lymphoïde132,135. Selon la localisation des précurseurs, les environnements vont 

engendrer les différents sous-types de DC136: les DC interstitielles (localisées dans le tissu 

conjonctif de différents organes, les muqueuses)137, les cellules de Langerhans (localisées dans 

les couche basale de l’épiderme)138,139, les DC plasmacytoïdes (pDC) (localisées dans de 
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nombreux organes et le sang périphérique)136 et les DC dérivant de monocytes (localisées dans 

les tissus inflammatoires)132,140.  

Le précurseur lymphoïde va donner naissance aux pDC, dit non conventionnelles133,135, 

dont les principales différences avec la lignée myéloïde sont tout d'abord leur morphologie 

similaire aux plasmocytes (lymphocytes B producteurs d'anticorps) et leur capacité à sécréter 

une large quantité d'interféron de type I (IFN . et β) en réponse à une infection virale141,142,143. 

Le précurseur myéloïde va se différencier en DC myéloïdes ou classiques : les cellules 

de Langerhans, et les DC interstitielles. Ces cellules ont pour rôle principal de capturer, 

dégrader et présenter les peptides antigéniques aux lymphocytes T naïfs. Elles sont donc 

qualifiées de cellules présentatrices de l’antigène professionnelles et produisent une large 

quantité d'IL-12144. Une autre caractéristique est que les DC myéloïdes expriment les molécules 

de costimulations nécessaires à l'interaction avec les lymphocytes T et donc à l'orientation de 

la réponse145. 

Un autre type de DC myéloïde, les DC dérivés de monocytes (Mo-DC) possèdent les 

mêmes caractéristiques que les DC conventionnelles132. Mais à la différence de ces derniers, ils 

proviennent de la différenciation de monocytes en DC grâce aux cytokines présentent dans le 

milieu environnemental142. Au cours de ma thèse, nous étudierons l’activation des ILCs à travers 

l’infection des Mo-DC issus de sang humain périphérique. 

 
b.! Rôles des DC au cours de l’induction de la réponse immunitaire 

 

Le plus grand réservoir de DC sont immatures et correspond aux DC interstitielles qui 

sont rapidement mobilisables à la suite d'une infection36,137. Les DC sont localisées dans tous les 

tissus et leur rôle est prépondérant dans les muqueuses144,146,147. Les DC immatures capturent 

l'antigène contrairement aux DC matures qui ont régulé négativement cette caractéristique132,148. 

Les DC immatures ont principalement un rôle de sentinelle au sein de l’organisme148 (Figure 8). 

Ce sont des cellules phagocytaires possédant des dendrites leur permettant de détecter des 

pathogènes éloignés133. La principale caractéristique de ces cellules est de capturer l’antigène 

par macropinocytose, puis le dégrader afin de le présenter sous forme de peptides aux 

lymphocytes T par l’intermédiaire du CMH au niveau des organes lymphoïdes secondaires149. 

Une autre voie d’activation est l'interaction DC-antigène via les PRRs exprimés à leur surface 

cellulaire entrainant une internalisation du complexe antigène-récepteur puis dégradation et 

apprêtement des peptides (Figure 8). Cette étape permet la maturation des DC qui se caractérise 

par l’expression du CD83150,151 , de molécules de costimulation comme le CD80148,152 et le CD86153,152, 
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et provoque leur migration vers les ganglions lymphatiques dans le but de présenter l'antigène 

aux lymphocytes T et B naïfs par la molécule de CMH-II149,154. Il est donc possible via l’expression 

du CMH-II (ou HLA-DR), du CD83 et du CD86 d’observer l’état de maturation et d’activation 

des DC (Figure 8). Ces marqueurs seront utilisés comme témoin d’activation dans nos tests.  

Contrairement aux cellules épithéliales, les DC sont des APC professionnelles, et les 

seules capables de stimuler les lymphocytes T naïfs (Figure 8). Pour recruter les cellules 

immunitaires au site de l'infection, les DC activées vont sécréter des molécules dites chimio-

attractantes155. De manière générale, lorsque les TLRs interagissent avec leur agoniste il y a 

production puis sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et immuno-stimulatrices afin de 

transmettre aux autres cellules la présence du danger. Les principales et premières cytokines 

sécrétées sont l’IL-6, l’IL-12, l’IL-18 et le TNF155. Une infection virale est également marquée 

par la sécrétion d’IFN de type I20.   

Concernant l'activité des DC au niveau de l’épithélium, il est important de noter qu'elles 

ont la possibilité de capturer l'antigène directement à l'intérieur de la lumière intestinale grâce 

à leurs dendrites. Cette action est possible car elles possèdent les mêmes molécules 

d'adhérences que celles exprimées au niveau des jonctions intercellulaires156 (Figure 6). 

 
Figure 8: Représentation de l’activation des cellules dendritiques 
Les DC immatures correspondent à des cellules sentinelles ayant pour rôle principal la capture de 
l’antigène. Les DC matures sont caractérisées de cellules présentatrices de l’antigène ayant un rôle 
dans l’activation des lymphocytes via la présentation de l’antigène, l’expression de molécules de 
costimulation et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires.
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En résumé, les DC sont des APC professionnelles qui permettent l'éducation, le 

développement et la maturation des lymphocytes T naïfs pour générer des lymphocytes T 

spécifiques à l’antigène36. 

 

iv.! Marqueurs d’activation des ILCs : CD69 / CD161 ? 

 

Pour observer l’activation des ILCs, nous nous intéressons à l’expression du CD69 et 

du CD161. Ces deux marqueurs sont connus comme étant exprimés par différents types de 

cellules immunitaires notamment les lymphocytes T157,158,159.  

Le CD69 appartient à la famille des récepteurs C-lectine de type II et est exprimé par 

un panel de cellules immunitaires résidentes des tissus comme les lymphocytes T mémoires, 

les lymphocytes T γδ, et les lymphocytes T auxiliaires157,160,161. L’expression du CD69 s’observe 

de façon précoce à la suite d’une stimulation lymphocytaire, d’un traitement162 ou au cours d’une 

inflammation163,164,161. C’est un marqueur d’activation cellulaire et de rétention tissulaire159,165. C’est 

également un récepteur immuno-régulateur. Le CD69 agit sur la régulation de la différenciation 

des lymphocytes T régulateurs ou encore en influant sur la sécrétion de TNF, d’IFN-γ, d’IFN-

! ou d’IL-17166,167. 

Le CD161 appartient à la famille des récepteurs de type C-lectine et est aussi appelé 

NKR-P1A158. Cette protéine est exprimée par les cellules NK, les lymphocytes T dont les 

lymphocytes T mémoires, les lymphocytes T γδ et "#, et les cellules NKT168,169,170. Il correspond à 

un récepteur précoce lors de la maturation des cellules NK mais il est également associé à une 

expression au cours de l’inflammation171,172,173. C’est pourquoi il est qualifié de marqueur 

d’activation cellulaire158,168 notamment concernant les cellules NK pro-inflammatoires avec une 

réactivité élevée aux cytokines174, ou en induisant la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires172,173. Outre son action activatrice, le CD161 peut également transmettre des 

signaux inhibiteurs le qualifiant alors de récepteur immuno-régulateur158,175. 

Concernant les ILCs, le rôle de ces deux marqueurs restent à bien définir. En effet, étant 

un miroir inné des lymphocytes T, nous nous attendons à un profil d’action plus ou moins 

similaire pour l’expression du CD69 après stimulation des ILCs (infection, cancer, 

inflammation)176,177. Pour le CD161, il semble être utiliser dans un premier temps comme 
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marqueur d’identification pour certaines populations d’ILCs178 mais possède-t-il également une 

fonction d’activation comme pour les cellules NK41 ?  

 

3)! Histoire et biologie des adénovirus 

i.! Classification et nomenclature 

 

La famille Adenoviridae est divisée en 5 genres : les Mastadenovirus179 infectant les 

mammifères, les Aviadenovirus infectant les oiseaux180, les Atadenovirus et les Siadenovirus, 

infectant respectivement les reptiles et les mammifères181,182,183, et les Ichtadenovirus infectant les 

poissons184,185. 

Dans ma thèse, nous nous intéresserons aux HAdVs, qui appartiennent au genre 

Mastadenovirus186. Le premier adénovirus a été isolé en 1953 par Rowe et al187  à partir de tissus 

adénoïdes d’enfants. 

Ce sont des virus non-enveloppés possédant un génome ADN double brin linéaire. Les 

HAdVs sont regroupés en 7 espèces, de A à G (Figure 9). Aujourd’hui, nous dénombrons plus 

de 100 types d’HAdVs avec des tropismes variables10,180,188,189. Historiquement, la classification 

s’est basée sur différents critères : les propriétés d’hémagglutination, la neutralisation par des 

anticorps spécifiques, ainsi que la pathogénicité190,191, de cette analyse a émergé environ 50 

« séro » types d’HAdVs192. L’analyse des séquences génomique193 est ensuite privilégiée à partir 

de l’HAdV-G52194, grâce au potentiel du séquençage de nouvelle génération pour l’analyse du 

génome entier ou de trois régions spécifiques (penton, hexon et fibre)195,196,197 (informations 

actualisées sur http://hadvwg.gmu.edu/).                        

Globalement,! 1es HAdVs des espèces A et C ciblent principalement les voies 

respiratoires, urinaires et gastro-intestinales-!Les HAdVs de l’espèce B possèdent le tropisme 

le plus large car les membres de cette espèce peuvent affecter les voies respiratoires, urinaires, 

gastro-intestinales et oculaires10-!Les HAdVs de l’espèce D ciblent les voies oculaires et gastro-

intestinales, tandis que ceux de l’espèce E ont un tropisme pour les voies respiratoires et 

oculaires186. Concernant les HAdVs de l’espèce F et potentiellement G, l’infection cible 

particulièrement les compartiments intestinaux!(Figure 9).!

Notons que majoritairement les HAdV-Bs et les HAdV-Ds sont responsables de 

conjonctivites (ex: HAdV-D8, -D9, -D19,-D37)186,198,199,200. HAdV-E4 et B7 sont associés à des 
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maladies respiratoires aigües186,201,202,203. HAdV-F40 et HAdV-F41 sont principalement responsables 

de gastroentérites aigües avec état diarrhéique186,194,204,205. Parmi les HAdVs les mieux caractérisés, 

il y a l’HAdV-C5, qui est aujourd’hui l’un des adénovirus le plus décrit et utilisé en thérapie 

génique et en vaccination206,207,208,209,210,211. 

 
Figure 9: Classification des HAdVs selon l’espèce et le tropisme 
Répartition d’une partie des HAdVs parmi les 7 espèces connues (A-G). 
 

 

ii.! Structure des adénovirus  

 

Les particules des HAdVs ont une taille d’environ 90 nm de diamètre renfermant le 

génome viral et les protéines associées190,212,213 (Figure 10). Le génome est d’approximativement 

36 kb codant pour plus de 40 protéines dont 12 correspondent à des composants de la capside214. 

Deux grandes classes de protéines composent la particule virale : les protéines de capside 

correspondant aux protéines dites structurales, et les protéines de core associées au génome215. 

Parmi les protéines de capside, il existe deux groupes : les protéines majeures (hexons, pentons 

et fibres) et les protéines mineures (pIIIa, pVI, pVIII et pIX)216. La structure classique des virions 

comprend une capside de forme icosaédrique constituée de 20 faces triangulaires composées 

de protéines d’hexons217 ainsi que de protéine de pentons218 formant une structure 

pentamérique190,219,220.  Au sommet de chaque penton nous retrouvons une projection de protéine 

virale, nommée fibre221, au bout de laquelle se trouve le domaine knob. Ce domaine est souvent 

impliqué dans l’attachement aux récepteurs cellulaires en tant qu’interaction primaire pour 

certains HAdVs. Les protéines de pentons permettent l’entrée du virus au sein de la cellule par 

des interactions secondaires190. Les protéines d’hexons peuvent également participer au 
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mécanisme d’entrée virale pour d’autres HAdVs222. Les hexons et les fibres sont composés de 

différents domaines, soit hautement conservés entre les différentes espèces soit 

hypervariables223,224,225,226,227. Les domaines conservés auraient un rôle dans l’interaction virus-

récepteurs cellulaires212,224. En plus de permettre l’infection de la cellule hôte, les protéines de 

pentons possèdent également une activité cytopathogène précoce contre la cellule cible38. De 

façon similaire aux hexons, les protéines de pentons possèdent des régions conservées entre les 

espèces mais aussi des régions variables exposées sur la face de la capside virale participant au 

tropisme cellulaire228.  

Les protéines mineures sont moins spécifiques à l’espèce d’HAdV, participant entre 

autres à la structure et la stabilité de la capside virale229,230, ou encore à l’empaquetage du génome231 

ou à l’échappement endosomal232. Le génome viral est étroitement associé à différentes protéines 

au sein de la capside aussi appelées les protéines de core. Il existe de nombreuses copies de ces 

protéines conservées entre espèces (protéines V, VII, Mu et Terminale). Brièvement, les 

protéines de core ont une action directe sur l’ADN viral en permettant sa condensation et en 

facilitant la réplication de l’ADN viral233, mais elles permettent aussi le maintien des interactions 

entre le génome et la capside.  

 

Figure 10: Structure des HAdVs et des vecteurs exprimant la GFP 
Description des protéines structurales majeures et mineures de la capside et des protéines associées 
au génome viral.  
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iii.! Récepteurs cellulaires des adénovirus : HAdV-C5, HAdV-D26 et 

HAdV-B35 

 

Pour l’attachement cellulaire, puis l’entrée au sein de la cellule hôte, les HAdVs lient 

leur récepteur principal via les protéines de fibres grâce au domaine distal de la fibre, le knob234. 

Une voie d’entrée virale non-classique via les protéines d’hexons peut également être 

impliquée222. Pour stabiliser la liaison et permettre l’internalisation virale par endocytose228, 

certains HAdVs lient un récepteur secondaire via leurs protéines de pentons, plus précisément 

via les motifs conservés RGD (arginine, glycine et acide aspartique)235 servant de ligand à 

différents types d’intégrines communément utilisés par les différents types d’HAdVs236. Les 

intégrines appartiennent à une grande famille de protéines transmembranaires composées d’une 

sous-unité alpha et d’une sous-unité beta237. Il existe plus d’une vingtaine de membres ayant 

pour cible privilégiée les motifs RGD majoritairement présents au niveau des matrix 

extracellulaire81. 

Dans ma thèse, nous nous focalisons sur trois types d’HAdVs appartenant à des espèces 

distinctes, l’HAdV-C5, l’HAdV-B35 et l’HAdV-D26. Nous avons sélectionné ces trois HAdVs 

car l’HAdV-C5 correspond au principal vecteur utilisé lors de thérapie génique et les HAdV-

B35 et HAdV-D26 représentent de nouvelles stratégies vaccinales. 

 
Récepteur HAdV-C5 

CAR correspond à la protéine d’amarrage principale des HAdV-C5238,239  et est également 

utilisé par d’autres virus234,240. CAR est une molécule d’adhésion cellulaire de 46 kDa, appartenant 

à la superfamille des immunoglobulines et est composé de 2 domaines extracellulaire Ig-like, 

un domaine typique transmembranaire et d’un domaine intracytoplasmique82,241,242. Au niveau des 

cellules épithéliales, CAR est impliqué dans les jonctions serrées en participant au maintien de 

l’intégrité de l’épithélium241 (Figure 6). CAR permet l’ancrage d’HAdV-C5 à la cellule mais 

pas son internalisation243. Comme pour d’autres type d’HAdV, l’internalisation nécessite la 

présence d’un récepteur secondaire ou auxiliaire comme les intégrines82,243, les plus connues sont 

notamment α4β7, α3β1244, α5β1245, αvβ1246, αvβ3247 ou encore αvβ581,248 . CAR va lier via son domaine 

D1 au knob, il s’agit ici de l’étape d’attachement227,249. Les intégrines vont ensuite lier les protéines 

de capside situées à proximité de la base de la fibre au niveau de motifs RGD permettant 

l’internalisation de l’HAdV241,248,250. Cependant, il existe des exceptions comme l’adénovirus canin 
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de type 2 (CAV-2) pouvant infecter des cellules exprimant seulement CAR, sans l’intervention 

d’intégrines251.  

 
Récepteur HAdV-D26  

Le CD46 est un membre de la famille de protéines régulatrices du complément252,253. Le 

CD46 a longtemps été considéré comme le récepteur principal de l’HAdV-D26254,255 associé à une 

interaction secondaire de faible affinité avec CAR (récepteur secondaire)256. Or, des études 

récentes décrivent le CD46 comme un récepteur secondaire256 et l’acide sialique comme un 

récepteur primaire utilisé par l’HAdV-D26 pour l’entrée virale257. Aujourd’hui les données ne 

sont pas totalement claires mais ces deux molécules semblent être impliquées dans deux 

mécanismes distincts dans l’infection de l’HAdV-D26222. L’utilisation de l’acide sialique 

comme un récepteur primaire par plusieurs types d’HAdVs a déjà été observé notamment pour 

l’HAdV-D37258. Il est également possible que d’autres composants à la surface cellulaire aient 

un rôle dans l’entrée virale, comme le motif glycane GD1a retrouvé dans différentes 

glycoprotéines,259,260. 

 

Récepteur HAdV-B35  

Pour l’HAdV-B35, le CD46 semble être le récepteur principal du virus209,250,254. Il semblerait 

également que les intégrines jouent un rôle au niveau de l’interaction secondaire de manière 

similaire à ce qui a été précédemment décrit pour l’HAdV-C5 et l’HAdV-D26 aboutissant à 

l’internalisation virale247,261.  

 

4)! Les adénovirus humains 

i.! Transmission et physiopathologies des HAdVs 

 

Chez l’Homme, la plupart des infections aux HAdVs sont associées à des symptômes 

bénins le plus souvent respiratoires mais pas que. Il est estimé que 1/3 des infections par les 

HAdVs sont asymptomatiques. Si les infections par les HAdVs conduisent majoritairement à 

des pathologies de gravité modérée, le virus est parfois associé à des symptômes sévères chez 

les patients immunodéprimés (hépatites, cystites, encéphalites). Les infections par les HAdVs 

survenant notamment suite à une greffe de cellules souches hématopoïétiques186 chez les enfants 

peuvent conduire à un taux de mortalité pouvant atteindre 80%189,243.  
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La transmission de l’HAdV passe par différentes voies: l’inhalation d’aérosols, 

l’inoculation conjonctivale directe, la propagation fécale-orale ou encore par exposition à des 

tissus ou du sang infectés262. La période d’incubation varie en fonction du type d’HAdV concerné 

et est de 2 jours à 2 semaines214,262.  

Dans la majorité des cas les symptômes de l’infection se résorbent spontannément263, 

suggérant un contrôle par la réponse immunitaire. Cependant, l’environnement immunitaire mis 

en place peut privilégier un état de persistance virale pouvant durer plusieurs années264,265,266. Lors 

d’une diminution de l’activité immunitaire, nous pouvons observer une réactivation virale sans 

réinfection apparente267,268. Il semblerait que certaines personnes possèdent un réservoir viral 

pouvant modifier les futures réponses immunitaires268,269,270. C’est pourquoi, il est primordial de 

s’intéresser aux cellules immunitaires pouvant jouer un rôle à proximité des sites infectieux ou 

réservoirs comme les ILCs. 

 

ii.! Epidémiologie  

 

La distribution des types d’HAdVs n’est pas homogène à travers le monde271,272 (Figure 

11). En effet, les différentes régions mondiales ne possèdent pas la même prévalence pour un 

type d’HAdV donné273,274. La majorité des individus ont été infecté par plusieurs types d’HAdVs 

durant leur enfance275,276. Certains types d’HAdVs sont de plus associés à une séroprévalence 

mondiale particulièrement élevée (HAdV-C5 et HAdV-C2)277,278. 

La majorité des études épidémiologiques concernant les infections par les HAdVs a été 

réalisé sur des cohortes d’Amérique du Nord272,279,280,281 ou d’Europe occidentale275,276. Les quelques 

études en Asie sont effectuées en Chine10,282,283 et au Japon284,285 et pour l’Afrique en Afrique du Sud286. 

En revanche, les données sont beaucoup plus limitées en ce qui concerne l’Afrique 

subsaharienne287, l’Amérique du Sud288,289, le Moyen-Orient10 et l’Océanie290,291. Le regroupement de 

ces données indiquent que les types d’HAdVs des espèces C, D et B sont respectivement les 

plus observés à travers le monde282. La séroprévalence pour l’HAdV-C5 est la plus largement 

étudiée278 principalement en raison de son utilisation historique et majoritaire en vaccination, et 

par comparaison avec des vecteurs dérivés d’HAdVs alternatifs ou non-humains255,282,292. Les 

HAdV-Ds montrent globalement une séroprévalence faible en Europe et Amérique du Nord 

mais élevée en Afrique et en Asie notamment pour l’HAdV-D26208,293,33. Enfin, les HAdVs de 

l’espèce B, en particulier l’HAdV-B35 ou l’HAdV-B11, semblent présenter une faible 

séroprévalence à travers le monde33,282. 
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Cette faible séroprévalence fait de certains HAdVs des candidats pour le développement 

de vecteurs alternatifs pour la vaccination, notamment les HAdVs de l’espèce B avec l’HAdV-

B35 ou encore certains HAdVs de l’espèce D33,282,294,295.  

 
Figure 11: Estimation de la séroprévalence des HAdVs utilisés sous forme de vecteur 
Les adénovirus HAdV-E4, HAdV-C5, HAdV-D26 et HAdV-B35 correspondent aux types les plus 
utilisés en clinique sous forme de vecteur.
 

 

iii.! Utilisation des adénovirus humains en thérapie génique  

a.! Vecteurs dérivés des HAdVs 

 

Le génome des adenoviridae varie entre 26 à 42 kilobase (kb)296,297. Cette caractéristique 

leur confère la capacité de transporter de grands transgènes avec une stabilité génomique assuré 

par une ADN polymérase de haute-fidélité comparativement aux virus à ARN189. Le génome 

adénoviral est composé de 3 grandes classes de gènes (précoces ou E298,299,300,301, intermédiaires302,303 

et tardifs ou L179,236) qui ont respectivement pour rôle de préparer la cellule à la réplication de 

l’ADN viral  (E), permettre l’expression et l’activation des gènes tardifs (Int), puis permettre la 

synthèse des protéines structurales de la capside virale (L) (Figure 12). Les vecteurs dérivés 

des HAdVs ont été amélioré au fil des années afin d’optimiser leur utilisation.  La délétion des 

régions codant pour les gènes précoces (E1, E3 et E4) permet, en plus d’empêcher la réplication, 

de pouvoir intégrer un transgène pouvant atteindre ~ 7 kb. Les gènes E1 et E4 sont impliqués 

dans l’expression des autres gènes précoces, la régulation du cycle viral (E1)298,304 et entre autres 
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la modulation du cycle cellulaire (E4)305,306. Les gènes E1 requis pour la réplication virale ont été 

intégrés dans des cellules dites « trans-complémentées »307,308 afin de permettre la production et 

l’amplification des vecteurs in vitro.  

Les gènes E3 sont quant à eux impliquées dans l’échappement envers le système immunitaire 

inné309,310,311 et ne sont en revanche pas essentiels pour la réplication virale dans des cellules 

permissives à l’infection307,308. 

 
Figure 12: Schéma de l’organisation du génome des HAdVs 
Représentation des gènes précoces (flèches grises), des gènes intermédiaires (flèches gris clair) et 
des gènes tardifs (flèches gris foncé). Encadrés en rouge les gènes délétés lors de la création de 
vecteurs adénoviraux. 
 
 

En 2017, une étude a mis en évidence que les HAdVs correspondaient aux premiers 

vecteurs utilisés lors d’essais cliniques, suivis de près par les rétrovirus312. La majorité des essais 

cliniques concerne les thérapies anti-tumorales et les traitements pour les maladies 

monogéniques et une minorité concerne la vaccination313,314,315,316,317. Cependant, les essais cliniques 

vaccinaux sont de grande ampleur et impliquent généralement une grande population d’étude312.  

 
Tableau 1: Tableau des HAdVs utilisés lors des essais clinique/candidats de vecteur 
vaccinal 
Liste non-exhaustive des vecteurs HAdVs candidats utilisés en thérapies génique et vaccinale. 
 



! "!&%!"!

b.! Historique des vecteurs dérivés des HAdVs 

 

La première utilisation des HAdVs en clinique fût en 1956 dans le traitement de 

carcinome du col de l'utérus318. S’en est suivi en 1971 la première utilisation d’HAdV-E4319 et 

d’HAdV-B7320, en tant qu’agent vaccinal par voie orale sous forme lyophilisée par l’armée 

américaine321,322,323,324,234. En effet, des études épidémiologiques ont mis en évidence la responsabilité 

des HAdV-E4 et HAdV-B7 dans les pathologies respiratoires aigües chez les soldats américains 

et européens272,325,326,327,328,329. En 1980, les premiers HAdVs sous forme de vecteur d’expression 

génique ont été mis en place à partir des HAdV-C5 et HAdV-C2330,331,332. Par la suite, au cours des 

années 1980, l’utilisation de vecteurs HAdVs notamment pour la vaccination a été reconnu par 

l’OMS333. En 1991, le premier transfert de gènes de bonne efficacité avec des vecteurs HAdVs 

in vivo a été effectué334,335 confirmant leur potentiel thérapeutique. En 1993, le premier essai de 

thérapie génique utilisant l’HAdV-C5 au Clinical Center, NIH, a été effectué sur un patient de 

23 ans atteint de mucovisidose336,337,338.  Après plus de 30 ans, les HAdVs sont toujours les virus 

les plus utilisés en tant que vecteur dans divers essais cliniques lors de transfert de gènes dans 

le traitement des cancers, de maladies monogéniques ou encore en vaccination335,339 ,340.  

 

c.! Problèmes et solutions liés à l’utilisation des vecteurs dérivés des HAdVs 

 
Aujourd’hui l’immunogénicité induite par le vecteur HAdV a une place primordiale lors 

du développement de nouveaux vecteurs, c’est pourquoi les recherches se tournent vers des 

HAdVs entrainant une immunogénicité plus contrôlée341,317,17. Pour les HAdVs de l’espèce A, les 

stratégies de vaccination propose l’HAdV-A31 en raison de la réponse faible du système 

immunitaire de l’hôte342.  

Les membres de l’espèce B possèdent une faible séroprévalence au sein des populations 

ce qui fait d’eux de bons candidats. L’HAdV-B35343 est choisi pour divers essais pré-cliniques 

ou cliniques contre le VIH, le virus Ebola, le paludisme ou le virus respiratoire syncytial344,345. La 

piste des vecteurs recombinants est également explorée afin de pallier aux potentielles 

séroprévalences présentes346 ainsi que d’augmenter l’efficacité et la couverture vaccinale347.  

Les HAdV-Cs348 sont notamment utilisés pour lutter contre le VIH349,350, le paludisme351,352, la 

tuberculose353, le virus Ebola354,355,356 , le virus de la grippe357, ou récemment au centre d’études pré-

cliniques luttant contre le virus Zika358,359, le virus de la rage360,361, le virus de la dengue362,363, 

Clostridium botulinum364,365, et des coronavirus366,367,368. La forte séroprévalence mondiale pour 
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l’HAdV-C5 limite son utilisation pour la vaccination278,282,294. Cette limitation a le plus souvent été 

associé à la présence d’AcN produits par l’hôte283,295,197, mais également par la présence de 

lymphocytes T résidents369,370.  

Parmi les HAdV-Ds, l’HAdV-D26 suscite le plus d’intérêt. Il est couramment décrit 

comme un vecteur alternatif prometteur10,282. Il est actuellement le seul membre de l’espèce D à 

avoir été évaluer lors d’essais clinique à grande échelle pour la vaccination contre le VIH371,372,373,374, 

le virus Ebola375,376 et le coronavirus377,378. Les autres candidats potentiels ou testés pour des études 

de vaccination pré-cliniques sont le D24379, le D28380, le D43381, le D4831, le D49382 ou le D19383 

(renommé HAdV-D64384). Pour finir, le candidat HAdV-D56 a montré un profil d’efficacité et 

d’immunogénicité presque identique à l’HAdV-D26385.  

L'HAdV-E4 est utilisé comme candidat vaccin pour diverses maladies infectieuses 

notamment l’hépatite B386, ou le Zika387, et de futures explorations sont en cours322. Enfin, les 

HAdV-Fs ont un grand potentiel en tant que candidats vaccins par voie orale (ex : vaccination 

contre le VIH388) ou les thérapies géniques ayant pour cible le tractus gastro-intestinal ou les 

tissus muqueux389,390,391. En effet, il semblerait que les taux d’AcN dirigés contre cette espèce soient 

relativement faibles chez les enfants et les personnes âgées.  

Malgré les avantages considérables qu’offre l’utilisation de vecteur dérivé d’HAdV, 

certaines limitations sont encore présentes236. Pour certains types, l’induction de puissantes 

réponses inflammatoires et surtout des niveaux élevés d’AcN sont les principaux 

inconvénients22,392,393.  

Ce dernier aspect a été développé dans la section II.1 et correspond à l’immunité dite 

préexistante. Pour contourner l’immunité préexistante les alternatives disponibles sont 

l’utilisation de vecteurs dérivés d’adénovirus humains alternatifs ou non-humains394,395,396. 

 

5)! Implication de l’immunité préexistante contre les adénovirus : cas concrets au 

cours de développement de vaccinations 

 
L’année 2020 a été marqué par l’émergence d’une nouvelle souche virale SARS-Cov-2 

responsable de la maladie du COVID397,398,399 et d’une pandémie impactant d’une manière non-

négligeable le fonctionnement mondial humain et économique. Aujourd’hui une des 

nombreuses priorités est de mettre au point différentes stratégies vaccinales400,401,402. Beaucoup de 
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ces stratégies se basent sur l’utilisation d’adénovirus en tant que vecteurs403,404,405,406, mais les 

stratégies choisies sont-elles les plus sûres407 ? 

Ces dernières années nous avons également pu être témoins d’émergence ou de 

réémergence virale plus ou moins mortelle comme le virus Ebola408,409, le virus Zika410,411,412 ou encore 

le virus de la fièvre jaune413,414 nécessitant le développement de vaccins414,415,416,417,418. D’autres 

infections virales sont quant à elles étroitement surveillées pour un risque de pandémie comme 

l’infection au coronavirus du syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS CoV)419 ou encore 

la grippe420.  De par les évènements récents et les exemples que nous avons pu observer dans le 

passé, le développement de vaccins et de traitements efficaces est aujourd’hui une priorité pour 

la santé publique mondiale. Comme décrit précédemment, les HAdVs possèdent des avantages 

non-négligeables lorsqu’ils sont utilisés en tant que vecteur (défectifs pour la réplication, ne 

s’intègrent pas au génome et expression stable du transgène)421,422. Mais comme l’histoire nous 

l’a également montré, l’utilisation de vecteur adénoviraux n’est pas sans risques21,12. En effet, 

chez certaines populations la séroprévalence contre l’HAdV-C5 est supérieure à 90%10,33,339. 

Comme ont pu montrer les essais cliniques de vaccination contre le VIH STEP (HIV Vaccine 

Trial Network 425 (HVTN502 STEP))423,424 et Phambili (HVTN 503 Phambili)425,426 interrompu 

précocement en parti par manque d’efficacité, les sujets possédant un titre d’AcN élevé avaient 

un risque aggravé de contracter le VIH au cours des 18 mois post-vaccination316,27. Un autre essai 

de vaccination contre le VIH, le HVTN505, a été interrompu pour les mêmes raisons 

d’efficacité, bien qu’aucune preuve concernant le risque d’acquisition du VIH n’ait été 

démontré par la cohorte choisie316,427. Il a été observé que la présence d’AcN pour le vecteur choisi 

entraînait la formation de complexes Ig - HAdV-C5 pris en charge par les APC aboutissant à 

l’activation des lymphocytes T mémoires redirigés vers les tissus muqueux, pouvant favoriser 

les infections par le VIH11,13,423,425. Pour éviter ces complications d’autres outils sont à notre 

disposition comme l’utilisation d’HAdV de sérotype moins présent que l’HAdV-C5 comme 

l’HAdV-D26 ou avec une séroprévalence plus faible comme l’HAdV-B35, l’HAdV-D36 et 

l’HAdV-D3833,428. Une autre alternative doit être également évaluer, celle de l’utilisation 

d’adénovirus provenant de chimpanzé394,429, de macaque430, ou bien de chien (CAV)431,432. 

Aujourd’hui, il apparaît primordial de mieux caractériser l’impact de l’immunité 

préexistante chez les populations au cours du développement de vaccins utilisant les HAdVs. 

L’étude du rôle des ILCs au cours des infections par les HAdVs et plus globalement au sein de 

la dynamique immunitaire est donc indispensable.  
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III. Matériels et méthodes  
 

Vecteurs adénoviraux 

Dans ma thèse, les HAdVs utilisés (HAdV-C5, HAdV-D26, HAdV-B35) sont déplétés de la 

région E1 les rendant incapable de se reproduire dans les cellules infectées. Les vecteurs HAdV-

C5 et HAdV-D26 expriment une cassette d’expression GFP293 tandis que le vecteur HAdV-B35 

exprime une cassette d’expression YFP433. Néanmoins, nous utilisons pour visualiser tous les 

vecteurs le laser de détection de la GFP par cytométrie en flux. Les vecteurs ont été amplifié 

soit dans des cellules de rétinoblaste embryonnaire humain 911 (HER 911) soit des cellules 

293T E4-pIX puis purifié à 99% par deux gradients de densité de chlorure de césium (CsCl)11,434. 

 
Test de neutralisation (étude préalable) 

Pour déterminer le titre d’anticorps neutralisants, les cellules HER 911 (105 cellules/puits) ont 

été cultivées dans un milieu DMEM supplémenté par 10% de sérum bovin fœtal (FBS) et des 

antibiotiques (Pénicilline 100 I.U./mL et streptomycine 100 μg/mL) dans une plaque de 24 

puits. Après 24 h, les sérums testés ont été dilués de 1/40 à 1/2560 et incubés 30 minutes à 20°C 

avec les différents vecteurs (15 pp/cellule pour l’HAdV-C5, 500 pp/cellule pour l’HAdV-D26 

et 100 pp/cellules pour l’HAdV-B35). Le virus seul et les complexes Ig - HAdVs (voir 

paragraphe dédié) ont été co-cultivés avec les cellules 911 pendant 24 h. Enfin, les cellules ont 

été collectées et l'expression de la GFP a été déterminée par cytométrie de flux (Calibur® et 

Novocyte®). Le pourcentage de cellules infectées permet d'évaluer la séroprévalence contre 

l’HAdV-C5, l’HAdV-D26 et l’HAdV-B35. Le titre d'anticorps neutralisants correspond à 

l'inverse de la dilution du sérum qui inhibe 50% de l'infection sans sérum. (Résultats exposés 

dans l’annexe) 

Par la suite, l’activation des Mo-DC sera évaluée en présence ou non d’anticorps dit neutralisant 

avec l’utilisation de la même banque de sérum que les tests de neutralisations.  

 
Cellules primaires du sang périphérique et conditions de culture 

Les échantillons de sang humain (sang frais et couche leuco-plaquettaire) ont été obtenus auprès 

de donneurs anonymes adultes en bonne santé à la banque régionale du sang (EFS, Montpellier, 

France). Les cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC) sont isolées sur un gradient 

Ficoll-Histopaque® 1077 (Sigma-Aldrich, Lyon, France). 
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Isolation des cellules dendritiques (DC) 

A partir des PBMCs issues de couches leuco-plaquettaires, les monocytes sont purifiés grâce à 

l'expression du CD14 par sélection immuno-magnétique positive (système MACS, 

MiltenyiBiotec). Les cellules CD14+ ont été générées pendant 6 jours en présence de 50 ng/ml 

de facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages (GM-CSF) et de 20 

ng/ml d'interleukine-4 (IL-4) (PeproTech®, Neuilly sur Seine, France). Le milieu utilisé pour 

la culture est le RPMI avec 10% de sérum foetal bovin (FBS) et les antibiotiques pénicilline 

100 I.U./mL (cat#243.000001.02, Sigma) et streptomycine 100 μg/mL (cat#S6501, Sigma). 

Enrichissement et sélection des cellules lymphoïdes innées (ILC) 

A partir des PMBCs issues de sang frais, les cellules lymphoïdes innées sont enrichies par 

sélection immuno-magnétique négative (kit EasySep™ d’enrichissement des Pan-ILC 

humains, cat#17975, StemCell™). Le kit contient un cocktail d’anticorps magnétiques ciblant 

les principales lignées cellulaires du système immunitaires excepté les ILCs. L’enrichissement 

a été effectué suivant les instructions du fabricant49. Les ILCs fraichement enrichies sont mises 

en culture dans un milieu complet constitué de RPMI supplémenté de 10% de sérum humain 

AB (sHAB), 10 ng/mL d’IL-7 (PeproTech®, Neuilly sur Seine, France), 1 mM de sodium 

pyruvate (Gibco) et des antibiotiques (pénicilline 100 I.U./mL et streptomycine 100 μg/mL). 

Différentes combinaisons de milieux ont été testé en présence d’IL-2, d’IL-12 et/ou d’IL-7 à 

différentes concentrations (à 5, 10, 20, 30 ou 90 ng/mL) ou encore un milieu commercial 

spécifique aux cellules NK (NK MACS Medium, cat#130-114-429, MiltenyiBiotec) avec une 

efficacité moindre (n = 2 par combinaison testée).   

 
Lignée cellulaire A549 et conditions de culture 

Les cellules épithéliales pulmonaires A549 (American Type Culture Collection, ATCC, 

Manassas, VA) sont maintenues en culture dans un milieu complet. Le milieu utilisé pour la 

culture est le DMEM supplémenté avec 10% de sérum fœtal bovin (FBS) et des antibiotiques 

(pénicilline 100 I.U./mL et streptomycine 100 μg/mL). Les différentes conditions de cultures 

se trouvent dans les paragraphes suivants. 

 
Infection directe des ILCs par vecteurs adénovirus 

Les ILCs (entre 2.104 cellules et 3.104 cellules dans 300 uL de milieu complet) sont incubées 

en présence de l’HAdV-C5-GFP, l’HAdV-D26-GFP ou l’HAdV-B35-YFP à 104 particules 
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physiques (pp)/cellule. 1000 pp/cellule et 2000 pp/cellules ont été également testé. Le milieu 

utilisé pour la phase d’infection ne contient pas de sérum humain. En effet, des tests 

préliminaires ont montré une neutralisation quasi-totale de l’infection lorsque le sHAB est 

présent à cette étape (données non présentées). 6 h post infection, le sérum humain AB (10%) 

est ajouté aux conditions avec HAdV seul et sous forme de complexes Ig - HAdVs.  Après 24 

h d’incubation, l’activation des ILCs est observée via l’expression des marqueurs d’activation 

CD69 et CD161, ainsi que la sécrétion de cytokines antivirales et immunomodulatrices. Le 

détail des conditions dans le cas d’une stimulation par complexes Ig - HAdVs est décrit dans 

un paragraphe dédié. 

 

Stimulation indirecte des ILCs par les Mo-DCs/cellules A549  

La première étape de ce test consiste en la stimulation des Mo-DC ou des cellules A549 par les 

HAdVs seuls ou sous forme de complexes Ig - HAdVs.  

Les Mo-DC (5.105 cellules dans 400 uL de milieu complet) sont incubées avec l’HAdV-C5-

GFP, l’HAdV-D26-GFP ou l’HAdV-B35-YFP (104 particules physiques (pp)/cellule) pendant 

6 h dans le milieu RPMI Mo-DC complet. Après ces 6 h post-infection, le surnageant des Mo-

DC est jeté puis les cellules sont lavées au PBS et centrifugées à 1500 rpm pendant 5 min afin 

d’éliminer toutes traces d’HAdVs dans le milieu. Les cellules sont ensuite mises en culture dans 

du milieu ILC de base (RPMI + 10% sHAB + P/S). Environ 18 h après le changement de milieu 

(au total 24h post infection) le surnageant des Mo-DC activées est utilisé pour la mise en culture 

des ILCs fraichement isolées. Le même procédé est adapté pour la stimulation indirecte des 

ILCs par les cellules A549. La phase d’infection de 6 h est ici réalisée en présence de 

103pp/cellules d’HAdVs dans le milieu A549 DMEM complet.  

Après 24 h d’incubation en présence des surnageants des Mo-DC ou des cellules A549 

stimulées, l’activation des ILCs est observée via l’expression des marqueurs d’activation CD69 

et CD161, ainsi que la sécrétion de cytokines antivirales et immunomodulatrices. 

 

Formation des complexes Ig - HAdVs 

IVIg® ou "Intravenous Immunoglobulin" (Baxter SAS, Guyancourt, France) a été utilisé 

comme témoin pour la formation des IC et correspond à un mix à 95% d’IgG humaines issu de 

plasma de donneurs sains (1 000 à partir de 50 000 donneurs/lot). IVIg® est utilisé chez les 
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patients présentant des déficiences immunitaires acquises ainsi que des maladies auto-

immunes. De façon commune aux ILCs, aux DC et aux cellules épithéliales, pour la formation 

des complexes Ig - HAdVs, l’HAdV-C5-GFP, l’HAdV-D26-GFP ou l’HAdV-B35-YFP ont été 

incubés en présence de sérums décomplémentés issus d'une banque de sérums du laboratoire 

pendant 25 min à température ambiante. Les sérums utilisés possèdent ou non des anticorps 

spécifiques aux différents HAdVs utilisés (résultats des tests de neutralisation). Après 

incubation, les complexes Ig - HAdVs nouvellement formés sont mis en culture avec les 

différents types cellulaires pendant 24 h. Les ILCs (entre 2.104 cellules et 3.104 cellules) sont 

mis en présence de 104 particules physiques (pp)/cellule d’HAdVs, tout comme les Mo-DC 

(5.105 cellules), alors que les cellules épithéliales pulmonaires A549 (5.105 cellules) sont mises 

en présence de 103 particules physiques (pp)/cellule d’HAdVs. 

 
Cytométrie en flux 

Marquage extracellulaire 

Les anticorps CD127 FiTC (cat#560549, BD Pharmingen™) ou PE-CF594 (cat#562397, BD 

Pharmingen™) clone HIL-7R-M21, CD3 PerCP-Cy5.5 (cat#560835, BD Pharmingen™) ou 

CD3 APC (cat#300412, Biolegend®) clone UCHT1, CRTH2 (CD294) PE clone BM16 

(cat#563665, BD Pharmingen™), CD117 PE-Cy7 clone 104D2 (cat#339217, BD 

Pharmingen™) servent à identifier la population d’ILCs et d’exclure les lymphocytes T 

(contaminants potentiels de la déplétion). Le CD69 APC (cat#555533, BD Pharmingen™) ou 

FiTC (cat#347823, BD Biosciences™) et CD161 PE-Cy5 (cat#551138, BD Pharmingen™) 

servent à observer l’activation des ILCs après stimulation. L’expression de différents récepteurs 

cellulaires impliqués dans l’infection par les HAdVs a été observé par l’utilisation d’un panel 

d’anticorps: l’anti-hCXADR (CAR) (cat#AF336, R&D systems™) est utilisé au 1/10è avec 

l’anticorps secondaire Donkey anti-goat Alexa Fluor™ 488 (cat#A11055, Invitrogen), la 

Desmogléine 2 FiTC (DSG2) clone AH12.283 (cat#sc-80663FiTC, SantaCruz Biotechnology®), 

le CD46 APC (cible la protéine MCP) clone TLA-2-10 (cat#352405, Biolegend®), le CD49d 

APC (cible les intégrines α4) clone 9F10 (cat#304307, Biolegend®), le CD16 (cible les 

FcγRIII) clone 3G8 (cat#302011, Biolegend®). Quelques récepteurs Toll-Like ont été exploré : 

le TLR2 FiTC (CD282) clone TL2.1 (cat#309706, Biolegend®), le TLR3 PE (CD283) clone 

TLR-104 (cat#315010, Biolegend®), le TLR4 PE (CD284) (cat#130-096-237, MiltenyiBiotec) 

et le TLR9 APC clone eB72-1665 (cat#560428, BD pharmingen™). Les marquages CD83 
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FiTC (cat#556910, BD Pharmingen™), (dans les conditions sans vecteur GFP/YFP), CD86 

APC (cat#555660, BD Pharmingen™), HLA-DR PE alias CMH-II (cat#555812, BD 

Pharmingen™) (résultats du marquage HLA-DR non concluant) permettent d’observer 

l’activation des Mo-DC suite à la stimulation virale. Le HLA-ABC PE (cat#555553, BD 

Pharmingen™) alias CMH-I est utilisé pour observer l’activation des cellules A549 suite à la 

stimulation virale ainsi que le marquage HLA-DR FiTC (cat#555811, BD Pharmingen™) pour 

les conditions contrôles, qui a été exclu de l’analyse pour non expression. L’expression de la 

GFP/YFP par les cellules infectées (ILCs, Mo-DC, cellules A549) ainsi que d’autres marqueurs 

précédemment cités ont été évalué par cytométrie en flux (Novocyte®). Les volumes 

d’anticorps ont été adapté au nombre de cellules pour chaque type cellulaire à partir des 

instructions du fabricant. Chaque cellule a été incubé pendant 30 min à 4°C sur agitation douce. 

Les cellules sont ensuite lavées deux fois (1800 rpm, 4°C, 5 min) puis resuspendues dans 130uL 

de tampon (PBS + sérum de veau fœtal). Le marqueur 7-AAD (7-aminoactinomycin D) 

(cat#559925, BD Pharmingen™) est ajouté au 1/250è 10 min avant la lecture afin d’observer 

la viabilité cellulaire dans chaque échantillon. Les résultats sont ensuite analysés avec le logiciel 

NovoExpress®. 

 
Criblage de cytokines (Cytometric Beads Assay) 

Les surnageants sont collectés et la sécrétion des cytokines est mesurée par l’utilisation de deux 

panels de 13 cytokines (réponse antivirale et cytokines T helper) par la technique de 

quantification multiplexe de cytokines ou CBA. Les panels utilisés sont les LEGENDplex™ 

HU Anti-Virus Response Panel (13-plex) et LEGENDplex™ HU Th Cytokine Panel (13-plex) 

(cat#740390 et cat#740722, Biolegend) suivant les instructions du fabricant. Cette technique 

permet de connaître la concentration présente d’une large variété de cytokines dans un même 

échantillon. Elle utilise les mêmes principes de base que la technique ELISA en sandwich, par 

lesquels un analyte soluble est capturé entre deux anticorps, ici notre analyte correspond aux 

cytokines d’intérêts. Deux populations de billes qui diffèrent en taille expriment des niveaux 

de fluorescence intrinsèque différents en APC, ce qui nous permet de les distinguer. Chaque 

bille est conjuguée à un anticorps spécifique pour capturer l’analyte d’intérêt, puis des anticorps 

de détection biotinylés vont ensuite permettre la formation des complexes billes de capture-

analyte-anticorps de détection. Pour observer ces complexes, la streptavidine-phycoérythrine 

(SA-PE) va se lier aux anticorps de détection biotinylés donnant un signal fluorescent en PE 

dont l'intensité est proportionnelle à la quantité d'analyte liée. La concentration précise de 

chaque analyte va ensuite être quantifié par cytométrie en flux via l’intensité du signal et 
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déterminée à l’aide de courbe standard connue et du logiciel d’analyse fournit par le fabricant 

(Legendplex™). Nous sélectionnons les cytokines d’intérêts à partir d’une sécrétion 2 fois plus 

élevée que le contrôle pour les HAdVs et 2 fois plus élevée que la condition HAdV seul pour 

les formes immunes complexées. 

 
Analyses statistiques 

L’ensemble des données a été analysé par le logiciel GraphPad Prism 5. La significativité des 

résultats a été déterminé par l’utilisation du test t apparié de Student afin d’effectuer des 

comparaisons au sein de chaque donneur. Cette analyse nous permettra d’observer les variations 

présentes malgré l’hétérogénéité inter-donneur. 
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IV. Résultats                
 

1)! Isolation et caractérisation des ILCs à partir de sang périphérique 

a.! Comment isoler les ILCs humains circulants dans le sang 

périphérique ? 

 

La première étape de ma thèse a été de mettre en place un protocole d’isolation et de 

culture des ILCs à partir des PBMCs du sang périphérique adulte humain. Les ILCs sont 

obtenues après enrichissement par une sélection immunomagnétique négative (kit EasySep™, 

StemCell™) et sont étudiées immédiatement après isolation et après 24 h de culture optimisée 

(Figure 13).  

 

 

Figure 13: Représentation schématique du protocole d’isolation des ILCs à partir de sang 

périphérique humain et rendement 

Les PBMCs isolés de sang frais sont utilisés comme matériel de départ pour l’enrichissement des ILCs 
humains par sélection immunomagnétique négative (StemCellTM). Une partie des ILCs fraîchement isolées est 
directement caractérisées par cytométrie en flux, la seconde partie est mise en culture selon les différentes 
conditions souhaitées. Après 24 h sous stimulation, les ILCs sont à leur tour caractérisées par cytométrie en 
flux. Les résultats obtenus sur 60 donneurs de sang frais sont indiqués ci-dessus avec le rendement moyen 
de l’isolation. Les pourcentages de chaque groupe d’ILCs sont également indiqués. 
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Nous avons effectué les premiers tests à partir de couches leuco-plaquettaires puis pour 

des raisons d’optimisation, le protocole a été transposé sur des poches de sang total. Pour 

évaluer la qualité de notre protocole, nous avons effectué un multi-marquage avant et après 

enrichissement sur des échantillons provenant de couches leuco-plaquettaires (Figure S1) et de 

sang frais (Figure 14, résultats complets Figure S2) (résultats obtenus par l’utilisation du 

cytomètre Navios, Beckman Coulter). Avant l’enrichissement (déplétion des cellules 

contaminantes), nous observons à partir d’échantillon de sang frais 0,53% de cellules Lin- dont 

31,4% exprimant le CD127. Après l’enrichissement, nous observons 84,5% de cellules Lin- 

dont 91% exprimant le CD127 (Figure 14A). Notre protocole nous permet d’enrichir les ILCs 

totaux CD127+ à 60% environ. Pour les différents groupes d’ILCs, les proportions 

d’enrichissement varient. Avant déplétion, nous observons 79,6% d’ILC1 (CRTH2- CD117-), 

23,2% d’ILC2 (CRTH2+ CD117+/-) et 20,4% d’ILC3 NKp44- et NKp44+ (CRTH2- CD117+). 

Après déplétion, nous observons 12,8% d’ILC1, 61,6% d’ILC2 et 86,3% d’ILC3 (Figure 14B). 

La proportion des cellules contaminantes NK, NKT, lymphocytes T et B, a également été 

quantifié avant et après déplétion (Figure S3) à l’aide du marqueur CD3 pour les lymphocytes 

T, du CD19 et CD20 pour les lymphocytes B et du CD16 et CD56 pour les cellules NK et NKT 

(selon la population étudiée). Le pourcentage résiduel des cellules contaminantes est 

globalement de: 0,4-7% de lymphocytes B, 0-2% de lymphocytes T et 0-5% de cellules NK et 

NKT (Figure S3). 
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Figure 14: Validation du protocole d’enrichissement des ILCs humaines à partir de sang 

frais par cytométrie en flux 

A. Comparaison de la population Lin- CD127+ avant et après le protocole d’isolation des ILCs par sélection 
immunomagnétique négative. B. Observation de la distribution de chaque groupe d’ILCs avant et après 

enrichissement. La stratégie d’analyse est la suivante: Cellules vivantes $ Cellules CD45+ $ Cellules Lin- 
$ Cellules CD127+ $ ILC2, %&'()*+,+-./012)3 ILC1 - ILC3. Les ILC1 (CRTH2- CD117-) sont identifiées 

en fuchsia, les ILC2 (CRTH2+ CD117+/-) en bleu et les ILC3 (CRTH2- CD117+) en vert. Le marqueur 
NKp44 appartient à la famille des récepteurs naturels de cytotoxicité (NCR) impliqués dans la reconnaissance 
de cellules infectées ou tumorales. Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre Navios (Beckman Coulter) 
en collaboration avec Anne-Sophie Bedin (UMR_1058, Inserm, Montpellier) via leur protocole habituel. 
 

 
Nous avons ensuite optimisé la culture des ILCs (tableau des milieux testés en Figure 

S4A). A travers cette étape, nous avons évalué la viabilité cellulaire, la dérive phénotypique et 

la capacité des ILCs à être activées. Le milieu optimal sélectionné est composé de RPMI, de 

sérum AB humain (10%), d’IL-7 (10 ng/mL), de sodium pyruvate (1 mM) et d’antibiotiques 

pénicilline-streptomycine. Néanmoins, l’IL-7 induit l’internalisation du CD127 (Figure S4B), 

la chaine α du récepteur de l’IL-7. Par conséquent, nous ciblons en culture les cellules CD3- 

CD127+/-, puis les marqueurs CRTH2 et CD117 pour identifier les différents groupes d’ILCs. 
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b.! Stratégie d’analyse phénotypique des ILCs humaines 

i.! Les marqueurs d’identification  

 

Après l’enrichissement, les ILCs sont caractérisées selon des critères morphologiques 

(lignée lymphoïde) ainsi que l’expression de marqueurs d’identification par cytométrie en flux 

(Figure 15, Figure S5). Une première sélection morphologique en fonction de la taille et de la 

granulosité des cellules est effectuée sur la population lymphoïde (Figure 15-1). Au sein de 

cette population lymphoïde, les lymphocytes T sont exclus sur la base de l’expression du 

marqueur CD3 (Figure 15-2). Les lymphocytes T sont des cellules que nous voulons 

principalement éliminer en raison de leurs similarités avec les ILCs. Cette étape permet 

également de vérifier l’efficacité de la déplétion des lymphocytes T lors du protocole 

d’enrichissement. L’expression du CD127 permet de cibler les ILCs totaux CD3- CD127+/-

(Figure 15-3). Ensuite, nous utilisons les marqueurs CRTH2 et CD117 pour identifier chaque 

groupe d’ILCs. Les marquages phénotypiques utilisés pour différencier chaque groupe d’ILCs 

au sein de la population lymphoïde CD3- CD127+/- sont les suivants: ILC1 (CRTH2- CD117-), 

ILC2 (CRTH2+ CD117+/-) et ILC3 (CRTH2- CD117+) (Figure 15-4).  

 

!

Figure 15: Stratégie d’analyse phénotypique des ILCs humaines fraichement enrichies à 

partir de sang frais par la technique de cytométrie en flux 

La population lymphoïde est sélectionnée (1). Les cellules CD3+ (récepteur des Ly T) sont exclues (2). Parmi 

les cellules CD3-, l’expression du marqueur CD127 permet de mettre en évidence les ILCs totaux CD3- 

CD127+/-
(3). L’expression des marqueurs CRTH2 et CD117 sur les cellules CD3- CD127+/- permet 

d’identifier chaque groupe d’ILCs (4). Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en flux Novocyte ®, 
analysés avec le logiciel NovoExpress et sont représentatifs du protocole d’enrichissement des ILCs utilisé. 
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ii.! Récepteurs aux HAdVs  

 

L‘une des premières étapes de caractérisation des ILCs a consisté à explorer 

l’expression de différents marqueurs candidats pouvant être utilisé en tant que récepteurs 

d’entrée virale par les HAdVs (Figure 16).  

CAR est une molécule d’attachement primaire de l’HAdV-C5 lors de l’infection des 

cellules épithéliales. Nos résultats montrent que les ILCs fraîchement isolées n’expriment pas 

CAR à leur surface (Figure 16A, Figure S6A). Nous avons ensuite évalué l’expression de DC-

SIGN (ou CD209)435,436, un récepteur lectine de type C présent à la surface des macrophages, des 

DC myéloïdes, des pDC et des Mo-DC. Les ILCs n’expriment également pas DC-SIGN à leur 

surface (Figure 16A, Figure S6B). 

Le CD46 est un récepteur d’infection utilisé par l’HAdV-D26 et -B35. Nous observons 

une expression du CD46 par plus de 95% des ILCs (ILC1, ILC2 et ILC3) (Figure 16B, Figure 

S7A). Nous avons également évalué l’expression du CD49d (intégrines α4) à la surface des 

ILCs, qui joue parfois le rôle de récepteur secondaire pour certains HAdVs. Nous observons 

une expression du CD49d par plus de 90% des ILCs, tous groupes confondus (Figure 16C, 

Figure S7B). Enfin, nous observons que la desmogléine 2 (DSG2), plus généralement utilisée 

par certains HAdVs des espèces B et D, n’est pas exprimée par les ILCs fraîchement isolées 

(Figure S8A) ou après une stimulation (données non montrées). 

Nous avons par la suite exploré l’expression du CD16 (FcγRIII) pouvant être impliqué 

dans l’internalisation des HAdVs sous forme de complexes Ig - HAdVs en cas d’interactions. 

Ces données sont particulièrement intéressantes dans un contexte d’interaction hôte-pathogène 

pour explorer l’impact de l’immunité préexistante de l’hôte sur l’infection ou l’activation 

potentielle des ILCs. Nous observons une faible expression du CD16 à la surface des ILCs 

(Figure 16D, Figure S8B).  
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Figure 16: Expression des récepteurs candidats aux HAdVs: CAR, DC-SIGN, CD46, 

CD49d et CD16 par les ILCs humaines du sang périphérique 

A. Expression de la protéine CAR et DC-SIGN par les ILCs totaux, ILC1, ILC2 et ILC3 fraîchement isolées 
à partir de sang frais. B. Expression de la protéine CD46 par les ILCs totaux, ILC1, ILC2 et ILC3 fraîchement 
isolées à partir de sang frais. C. Expression de la protéine CD49d par les ILCs totaux, ILC1, ILC2 et ILC3 
fraîchement isolées à partir de sang frais. D. Expression de la protéine CD16 (FcγRIII) par les ILCs totaux, 
ILC1, ILC2 et ILC3 fraîchement isolées à partir de sang frais. La Desmogléine 2 (DSG2) a également été 
observée (Figure S8). Les populations cellulaires ont été normalisé à 100%. Les résultats ont été obtenus 
avec le cytomètre en flux Novocyte ®, analysés avec le logiciel NovoExpress et sont représentatifs de 2 à 4 
donneurs indépendants.  
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iii.! Récepteurs et marqueurs d’activation cellulaire 

 
 Afin d’évaluer l’activation des ILCs, nous avons testé différents PRRs et marqueurs 

pouvant servir de contrôle fiable d’activation cellulaire. Nous avons à la fois exploré les 

récepteurs candidats permettant d’activer les ILCs mais aussi les marqueurs d’activation tels 

que les molécules de CMH, le CD69, le CD161, le CD80 ou le CD86 permettant d’évaluer le 

niveau d’activation des cellules. 

 
Nous avons commencé par caractériser l’expression d’un panel non-exhaustif de TLRs 

par les ILCs du sang périphérique. Les tests ont d’abord été effectué sur des échantillons de 

couches leuco-plaquettaires (Figure S9) puis sur des échantillons de sang frais (Figure 17) 

pour les TLR2, 3, 4 et 9. Les TLR2 et 4 sont situés sur la membrane plasmique et les TLR3 et 

9 sur les membranes endosomales.  

Nous observons pour les ILCs enrichies à partir de sang frais une faible expression 

moyenne des TLR2 (<5%), 4 (<7%) et 9 (<5%). Notons que les résultats varient (entre 3% et 

20%) en fonction des donneurs. En revanche, le TLR3 est exprimé par environ 45% des ILCs 

CD3- CD127+/- (Figure 17). 

 Nous observons des variations dans l’expression de certains TLRs entre les ILCs 

enrichies de couches leuco-plaquettaires et les cellules enrichies à partir de sang frais. Les TLR2 

et 3 ont une expression similaire entre les deux types d’échantillons cellulaires. Cependant, 

nous observons une expression plus élevée pour les TLR4 et 9 sur les cellules issues de couches 

leuco-plaquettaires, respectivement ~ 25% (TLR4) et ~ 40% (TLR9) (Figure S9).  

 Ensemble, ces résultats montrent que les ILCs sont hypothétiquement capable de 

détecter des PAMPs (ex: LPS) ou des DAMPs via l’expression de TLRs et ainsi déclencher une 

réponse immunitaire le cas échéant. 
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Figure 17: Expression de différents TLRs par les ILCs humaines du sang périphérique 

A. Expression des TLR2 et TLR4 par les ILCs totaux, ILC1, ILC2 et ILC3 fraîchement isolées à partir de 
sang frais. B. Expression du TLR3 par les ILCs totaux et du TLR9 par les ILCs totaux, ILC1, ILC2 et ILC3 
fraîchement isolées à partir de sang frais. Les populations cellulaires ont été normalisées à 100%. Les résultats 
ont été obtenus avec le cytomètre en flux Novocyte®, analysés avec le logiciel NovoExpress et sont 
représentatifs de 2 à 5 donneurs indépendants. 
 
 
 Nous avons ensuite exploré l’expression à la membrane plasmique des molécules de 

CMH-I (HLA-ABC) et de CMH-II (HLA-DR) (Figure 18). Les molécules de CMH-I et de 

CMH-II sont notamment impliquées dans la présentation des peptides associés aux 

lymphocytes T au cours de la mise en place de la réponse immunitaire. Nous observons que 

plus de 95% des ILC1, 2 et 3 expriment le CMH-I (Figure 18A) quelques soit le donneur. A 
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contrario, nous quantifions une faible expression du CMH-II par les ILCs (Figure 18B), mais 

aussi de fortes variations d’expression en fonction des donneurs. Globalement, le CMH-II est 

exprimé en moyenne par un peu moins de 20% des ILCs totaux. Une stimulation virale ou 

bactérienne par du LPS des ILCs n’augmente pas l’expression du CMH-II à la surface des 

cellules (données non montrées).  

 

 

Figure 18: Expression des CMH-I (HLA-ABC) et CMH-II (HLA-DR) par les ILCs 

humaines du sang périphérique 

Expression du CMH-I (A) et du CMH-II (B) par les ILCs totaux, ILC1, ILC2 et ILC3 fraîchement isolées à 
partir de sang frais. Les populations cellulaires ont été normalisées à 100%. Les résultats ont été obtenus avec 
le cytomètre en flux Novocye ®, analysés avec le logiciel NovoExpress et sont représentatifs de 3 donneurs 
indépendants pour le CMH-I. Pour le CMH-II, en raison de fortes variations entre les donneurs, les résultats 
ne représentent qu’un seul donneur. 
 
 

Nous avons ensuite évalué l’expression des marqueurs d’activation CD69 et CD161 

(Figure 19A-B). Le CD69 est un marqueur d’activation précoce exprimé par les cellules 

lymphoïdes (notamment les Ly T) et le CD161 est un marqueur dont l’expression augmente au 

cours de l’inflammation, principalement sur les cellules NK. Nous observons qu’un faible 

pourcentage d’ILCs fraîchement isolées exprime le CD69 (< 20%) après l’enrichissement 

(Figure 19A). Le CD161 est exprimé par environ la moitié des ILCs fraîchements isolées (40% 

- 47%) (Figure 19B). Cependant, nous remarquons que les niveaux d’expression du CD69 et 

du CD161 varient entre les donneurs. 
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Pour finir, l’étude des marqueurs CD80 et CD86, qui sont des molécules de co-

activations clefs de la réponse inflammatoire participant au développement de la réponse  

adaptative437, indique qu’ils ne sont pas exprimés par les ILCs fraîchement isolées (Figure 19C-

D). 

 

Figure 19: Expression de différents marqueurs d’activation CD69, CD161, CD80 et CD86 

par les ILCs humaines du sang périphérique 

Expression du marqueur CD69 (A), CD161 (B), CD80 (C) et CD86 (D) par les ILCs totaux, ILC1, ILC2 et 
ILC3 fraîchement isolées à partir de sang frais. Les populations cellulaires ont été normalisées à 100%. Les 
résultats ont été obtenus avec le cytomètre Novocyte ® et analysés avec le logiciel NovoExpress. En raison 
de fortes variations entre les donneurs, les résultats présentés ne représentent qu’un seul donneur parmi les 
30 testés (CD69), les 26 testés (CD161) et les 3 testés (CD80 et CD86).  
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 L’expression des molécules de co-activations CD80 et CD86 par les ILCs a ensuite été 

évalué après une stimulation des ILCs de manière directe et indirecte. Une stimulation directe 

correspond à une infection des ILCs par des HAdVs et une stimulation indirecte correspond à 

l’infection préalable de cellules autre que les ILCs, dont les surnageants de culture sont utilisés 

pour stimuler les ILCs. 

Avec une stimulation directe par du LPS, ou avec une infection par des HAdVs, 

l’expression du CD80 et du CD86 par les ILCs ne varie pas de façon significative (données non 

montrées).   

La stimulation indirecte des ILCs augmente l’expression du CD80 et du CD86 d’environ 

15% (n = 1, données non montrées). D’après nos résultats préliminaires, l’expression du CD80 

et du CD86 varie davantage lors d’une stimulation indirecte des ILCs. Pour la suite de l’étude, 

l’expression de ces marqueurs ne sera pas évaluée. 

Les résultats d’expression du CD69 et du CD161 par les ILCs après une stimulation 

seront présentés dans les paragraphes suivants. Pour la suite du projet, nous utiliserons le LPS 

comme contrôle positif d’activation des ILCs, car malgré une faible expression du TLR4, nos 

résultats indiquent une activation cellulaire élevée après une stimulation.  

La Figure 20 synthétise l’ensemble de nos résultats concernant l’expression des différents 

marqueurs étudiés dans cette partie du projet. 

 
 
 Après les étapes d’optimisation de purification, de mise en culture et de caractérisation 

des ILCs, nous avons ensuite évalué la capacité des HAdVs à infecter les ILCs.  
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 Récepteurs cellulaires candidats aux HAdVs / complexes Ig - HAdVs 

CAR DC-SIGN CD46 CD49d DSG2 CD16 

ILC1 X X  
 

> 90% 

 
 

> 90% 

 
< 10% 

 
 

< 10% ILC2 X X 

ILC3 X X X 

 
 

 Molécules intervenant dans l’immunité  

TLR2 TLR3 TLR4 TLR9 CMH-I CMH-II CD80 CD86 CD69 CD161 

ILC1 X  40 %  
- 

 50% 
  

ILCs 
totaux 

 
 

< 10% 

X  
 

> 95% 
 

 
 

< 20% 

X X > 10%  
 

< 10% ILC2 X < 10% X X > 20% 

ILC3 X X X X < 10% 

 
Figure 20: Tableaux récapitulatifs des résultats de quantification des différents récepteurs 

et marqueurs étudiés dans la première partie du projet 

Synthèse de l’expression des récepteurs cellulaires (A) impliqués dans l’infection par les HAdVs seuls ou 
sous forme immun complexée, et des molécules intervenant dans la reconnaissance des pathogènes, la 
présentation antigénique ou l’activation cellulaire (B) par les ILC1, ILC2 et ILC3 fraîchement isolées à partir 
de sang frais. (X = Pas d’expression) 

 
 

2)! Les ILCs peuvent être infectées puis activées par les HAdVs   

a.! Infection des ILCs par l’HAdV-C5, -D26 et -B35  

 

Nous avons d’abord incubé des vecteurs HAdV-C5, -D26 ou -B35 avec les ILCs 

(Figure 21A-D). Ces vecteurs exprimant la GFP ou le YFP, nous pouvons visualiser par 

cytométrie en flux le pourcentage de cellules infectées. Nous observons que les trois HAdVs 

testés (à 104 pp/cellule) infectent comparablement les ILCs totaux avec des taux d’infection 

moyen après 24 h de 13,5% pour l’HAdV-C5, 13% pour -D26 et 17% pour -B35 (Figure 21A).  

Ensuite, la comparaison pour chaque HAdV de l’expression de la GFP par les sous 

populations d’ILCs indique que pour l’ensemble des virus, les ILC2 sont les plus efficacement 

infectées, suivies des ILC1 pour l’HAdV-C5 et l’HAdV-B35 et des ILC3 pour l’HAdV-D26 

(Figure 21B-D).  

 

A. 

B.
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Figure 21: Evaluation de la capacité d’infection des ILCs par les HAdVs-GFP  

L’expression de la GFP par les ILCs totaux ou les différents groupes a été mesurée 24 h post-infection par 
l’HAdV-C5, l’HAdV-D26 ou l’HAdV-B35 (n = 16). A. Pourcentages moyens des ILCs totaux exprimant la 
GFP après l’infection. B-D. Pourcentages moyens des groupes d’ILCs exprimant la GFP après l’infection 
par l’HAdV-C5 (B), l’HAdV-D26 (C), ou l’HAdV-B35 (D). Les analyses statistiques par test de Student t 
apparié ont été effectué par comparaison avec les cellules non infectées et entre les groupes d’ILCs pour 
chaque HAdV (ns, p > 0,05, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001). Les résultats ont été obtenus avec le 
cytomètre en flux Novocyte ® et analysés avec le logiciel NovoExpress. 
 

 
Le profil d’infection de chaque HAdV pour un groupe d’ILC donné (Figure S10 et 

Figure 21), montre que les ILC1 sont préférentiellement infectées par l’HAdV-B35, suivies de 

-C5 et -D26 (Figure S10A). Les ILC2 sont plus infectées par l’HAdV-C5 et -B35 (Figure 

S10B). Enfin, les ILC3 montrent un profil similaire aux ILC1 (Figure S10C).  

Chaque groupe d’ILC montre donc un profil d’infection relativement variable en 

fonction des différents HAdVs. Globalement, les ILCs semblent être plus permissives à 

l’HAdV-B35. Nous pouvons également remarquer une grande variabilité des infections entre 

les donneurs d’ILCs, passant d’une infection nulle à presque 80% de cellules exprimant le GFP 

(Figure 21). 

 
b.! Infection des ILCs par les HAdVs en présence d’Ac spécifique  

 
Au cours d’une infection, l’organisme met en place un ensemble de mécanisme visant 

à éliminer le pathogène. L’un de ces mécanismes corresponds à la production d’Ac spécifiques 

pouvant directement se fixer au pathogène. La réponse Ac de l’hôte est considérablement plus 

efficace lors de la seconde rencontre avec le pathogène grâce à l’établissement de la mémoire 



! "!('!"!

immunitaire. Cette composante humorale peut, de plus, fortement interférer avec les vaccins 

dérivés des HAdVs. Nous allons ici nous intéresser à l’impact de l’immunité humorale 

préexistante sur l’infection des ILCs par des HAdVs.  

Pour cette partie du projet, nous utilisons une gamme de sérums préalablement testés 

par test de neutralisation pour la présence d’Ac neutralisants (AcN) dirigés contre l’HAdV-C5, 

-D26 et -B35 (Ouoba A & Paris O, soumis). Notre contrôle « IVIg », correspond à un pool de 

95% d’IgG humaines issues de plasma d’une multitude de donneurs sains utilisé comme témoin 

de formation de complexes Ig - HAdVs principalement pour l’HAdV-C5. Le sérum E (SE) 

affiche un titre très élevé en AcN pour l’HAdV-C5 (3500) mais pas d’AcN pour l’HAdV-D26 

ou -B35. Le sérum A (SA) possède un titre élevé en AcN pour l’HAdV-D26 (2500) et des titres 

faibles pour l’HAdV-C5 (50) et -B35 (0). Le sérum 14 (S14) possède des titres élevés en AcN 

pour l’HAdV-B35 (2200) et l’HAdV-C5 (2000) et un titre faible pour l’HAdV-D26 (120). Il 

s’agit du seul sérum parmi l’éventail testé (n > 400) pour lequel nous avons décelé la présence 

d’un titre élevé en AcN dirigés contre l’HAdV-B35. C’est pour cette raison que malgré sa 

positivité contre l’HAdV-C5, nous l’avons utilisé comme contrôle pour la formation de 

complexes Ig - HAdVs en présence de l’HAdV-B35. Il est utile de souligner pour cette partie 

du projet qu’un Ac peut être neutralisant, ou au contraire facilité l’infection en fonction des 

cellules ciblées. Ce phénomène d’ADE (antibody-dependent enhanement) favorisant 

l’infection virale par les Ac sera développé dans la partie discussion. 

Pour les ILCs totaux, nous observons une meilleure expression de la GFP par l’HAdV-

C5 et -D26 sous forme de complexes Ig - HAdVs en comparaison des vecteurs seuls. En 

revanche, pour l’HAdV-B35, nous observons en présence d’AcN (S14) une diminution de 

l’expression de la GFP (Figure 22A).  

 

 Pour les ILC1 et les ILC2, nous observons une augmentation de l’expression de la GFP 

en présence de complexes Ig - HAdVs comparable à celle observée pour les ILCs totaux 

(Figure 22B-C). En revanche, pour les ILC3 avec le complexe HAdV-C5-SE, nous observons 

une légère diminution de l’expression de la GFP (Figure 22D). 

 
Si nous comparons les groupes d’ILCs entre eux, les ILC2 (34%) et les ILC1 (29%) sont 

plus permissives au complexe HAdV-D26-SA que les ILC3 (19,5%) (données non montrées).  

De plus, les ILC1 (15%) affichent une expression de la GFP significativement supérieure à celle 

des ILC3 (7,5%) après une infection par le complexe HAdV-B35-S14 (données non montrées). 
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Globalement, les ILC3 semblent être les moins permissives aux infections par les HAdVs 

sous forme nue ou immun-complexée. A contrario, les ILC2 semblent être les ILCs les plus 

permissives aux infections par les HAdVs en présence ou non d’AcN. 

Figure 22: Evaluation de la capacité d’infection des ILCs par les HAdVs-GFP en présence 

d’anticorps (AcN)  

L’expression de la GFP par les ILCs a été mesurée 24 h post-infection avec chaque HAdV avec ou sans AcN 
pour les ILCs totaux, ILC1, ILC2 et ILC3 (n ≥ 5). Les sérums E, A et 14 possèdent respectivement des AcN 
contre l’HAdV-C5, l’HAdV-D26 et l’HAdV-B35. A. Pourcentages moyens des ILCs totaux exprimant la 
GFP après une infection avec ou sans AcN. B-D. Pourcentages moyens des ILC1 (B), ILC2 (C) et ILC3 (D) 
exprimant la GFP après une infection avec ou sans AcN. Les statistiques ont été effectuées par test de Student 
t apparié par comparaison avec les cellules non infectées et entre les différents adénovirus (ns p > 0,05, * p 

≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001). Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en flux Novocyte ® et 
analysés avec le logiciel NovoExpress. 
 
 
 Les résultats obtenus concernant l’infection des ILCs par les HAdVs avec ou sans la 

présence d’Ac spécifiques sont synthétisés schématiquement dans la Figure 23. Le récapitulatif 

sous forme de tableau est disponible dans le Figure S11. 



! "!()!"!

!

Figure 23: Représentation schématique de la capacité d’infection des ILCs humaines par 

les HAdVs en présence ou non d’Ac (AcN)  

Synthèse de l’infection des ILCs par l’HAdV-C5 (A), l’HAdV-D26 (B) et l’HAdV-B35 (C) avec ou sans 
AcN.  
 
 
 Après avoir caractérisé la capacité des HAdVs à infecter les ILCs sous forme nue ou 

immun-complexée, nous avons étudier le profil d’activation des ILCs par les HAdVs à travers 

l’expression de marqueurs d’activation, la distribution des groupes d’ILCs et le profil de 

cytokines sécrétées. 
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c.! Profils d’activation des ILCs par les HAdVs  

 

Afin d’évaluer l’activation des ILCs après une infection par les HAdVs, nous mesurons 

l’expression du CD69 et du CD161. Notre objectif est également d’évaluer si le choix de ces 

marqueurs est pertinent pour mesurer l’activation des ILCs dans notre modèle. Nous avons 

estimé le pourcentage d’ILCs exprimant les marqueurs d’intérêts en raison du faible nombre de 

cellules disponibles et des difficultés d’analyses des moyennes d’intensité de fluorescente 

(MFI). La distribution des ILCs dans les différentes conditions sera aussi examiné en 

comparaison des proportions observées pour les ILCs non-stimulées en raison des propriétés 

de plasticité des ILCs. En parallèle, la sécrétion de cytokines par les ILCs après une infection 

par les HAdVs sera examinée afin de mieux définir la participation des ILCs dans la réponse 

immunitaire inflammatoire et antivirale. 

 
i.! Expression du CD69 

 

Le CD69 est un marqueur d’activation précoce exprimé par les cellules lymphoïdes. 

Environ 30% des ILCs expriment le marqueur CD69 en l’absence de stimulation (Figure 24). 

Nous observons une légère augmentation du pourcentage de cellules exprimant le CD69 en 

présence de LPS (35%), notamment sur les ILC3 (40%) (données non montrées). Le LPS 

semble donc activer préférentiellement les ILC3, corrélant avec le rôle décrit des ILC3 lors de 

réponse antibactérienne. 

Nous observons de légères variations dans l’expression du CD69 par les différents 

groupes d’ILCs (Figure 24). Les ILC2 (33,5%) et les ILC3 (31,5%) semblent en moyenne 

exprimer plus de CD69 que les ILC1 (25%) en absence de stimulation. 

Après l’infection par les HAdVs, nous observons globalement une tendance à 

l’augmentation de l’expression du CD69 par les ILCs totaux et une diminution de l’expression 

du CD69 en présence d’AcN (Figure 24). Nous observons également d’importantes variations 

dans le profil d’expression du CD69 entre chaque groupe d’ILCs. Tous les groupes d’ILCs 

semblent globalement exprimer moins de CD69 à la suite d’une infection par les HAdVs en 

présence d’AcN, mais les variations ne sont pas significatives, en raison d’un échantillonage 

limité et d’une forte hétérogénéité entre les donneurs (Figure 24). 
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Figure 24: Expression du marqueur d’activation CD69 par les ILCs humaines après une 

infection par les HAdVs en présence ou non d’anticorps (AcN)  

L’expression du CD69 a été mesurée 24 h post-infection pour chaque HAdV avec ou sans AcN pour les ILCs 
totaux et les différents groupes d’ILCs (n ≥ 5). Les sérums E, A et 14 possèdent des AcN contre l’HAdV-
C5, l’HAdV-D26 et l’HAdV-B35 respectivement. A. Pourcentages moyens des ILCs totaux exprimant le 
CD69. B-D. Pourcentages moyens des ILC1 (B), ILC2 (C) et ILC3 (D) exprimant le CD69. Les statistiques 
ont été effectuées par test de Student t apparié par comparaison avec les cellules non infectées et entre les 
différents adénovirus (ns p > 0,05, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001). Les résultats ont été obtenus avec 
le cytomètre en flux Novocyte ® et analysés avec le logiciel NovoExpress. 
 

 

 Les résultats obtenus concernant l’expression du CD69 par les ILCs après l’infection 

par les HAdVs avec ou sans la présence d’Ac spécifiques sont synthétisés schématiquement 

dans la Figure 25 et sous forme de tableau dans la Figure S11. 
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Figure 25: Représentation schématique de l’expression du CD69 par les ILCs humaines 

après une infection par les HAdVs en présence ou non d’Ac (AcN) 

Synthèse de l’expression du CD69 par les ILCs après une infection par l’HAdV-C5 (A), l’HAdV-D26 (B) 
ou l’HAdV-B35 (C) avec ou sans AcN. 
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 Pour conclure, nous observons une diminution du pourcentage d’ILCs exprimant le 

CD69 après une infection sous forme immun-complexée en comparaison des HAdVs seuls. 

Globalement, nous montrons un pourcentage d’expression du CD69 plus élevé pour les ILC2 

puis les ILC3, suivit des ILC1 pour toutes les conditions. 

 
ii.! Expression du CD161 

 
Le CD161 est un marqueur exprimé au cours de l’inflammation notamment pour les 

cellules NK, qui appartiennent aux groupes des ILC1. Nous avons donc évalué l’expression de 

ce marqueur dans notre modèle. 

En l’absence de toute stimulation, environ 60% des ILCs expriment le CD161. Le 

pourcentage d’expression du CD161 est globalement plus élevé par les ILC2, suivi des ILC3 et 

des ILC1 (Figure 26). Nous observons une légère augmentation d’expression du CD161 en 

présence de LPS notamment pour les ILC2 (83%) (données non montrées).  

 
Le nombre restreint d’échantillons et le pourcentage élevé d’ILCs exprimant le CD161 

en absence de stimulation ne nous permet pas d’observer de variations significatives. 

L’infection par les HAdVs seuls n’induit pas d’augmentation du pourcentage d’ILCs exprimant 

le CD161. Cependant, une tendance semble se dégager pour les ILCs totaux où nous observons 

une expression du CD161 légèrement plus élevée avec l’HAdV-C5 (63,6%) en comparaison de 

l’HAdV-B35 (58,3%) (Figure 26A). Nous constatons le même profil d’expression du CD161 

pour les ILC3 lors d’une infection par l’HAdV-D26 (68,2%) en comparaison avec l’HAdV-

B35 (60%) (Figure 26D). Il semblerait qu’en revanche, l’infection par l’HAdV-B35 induise 

une légère diminution du pourcentage d’ILCs totaux et plus spécifiquement des ILC1 exprimant 

le CD161 par rapport aux autres HAdVs et au contrôle négatif.  

En présence d’AcN, les variations d’expression du CD161 par les ILCs ne sont dans 

l’ensemble pas significatives. Nous observons cependant pour les ILC1, une augmentation de 

l’expression du CD161 au cours de l’infection par le complexe HAdV-B35-SA (54,6%) en 

comparaison de l’HAdV-B35 seul (29,1%) alors que pour le complexe HAdV-B35-S14, nous 

observons un profil opposé (Figure 26B). En revanche pour les ILC3 et l’HAdV-B35, le 

pourcentage de cellules exprimant le CD161 augmente en présence de SA (78,4%) et de S14 

(70,8%) en comparaison du virus seul (60,1%) (Figure 26D). 
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Globalement, après une infection par les HAdVs, nous observons une plus forte 

expression du CD161 par les ILC3 que par les ILC1 pour tous les virus testés. En présence 

d’HAdVs sous forme immun-complexée, nous observons un pourcentage d’expression du 

CD161 plus élevé pour les ILC3 que pour les ILC1. Ce profil d’expression n’est pas observé 

en présence de sérum ne possédant pas d’AcN contre l’HAdV-B35 (SA) (données non 

montrées). 

Cependant, pour les ILC1 et les ILC3 principalement nous avons été confrontés à de 

fortes variations dans le pourcentage d’expression du CD161 entre les donneurs. Bien que 

nécessitant des investigations plus poussées, nos données actuelles indiquent que le CD161 

n’est pas un candidat idéal pour le suivi de l’activation des ILCs dans notre modèle. 

  

 

Figure 26: Expression du CD161 par les ILCs humaines après une infection par les 

HAdVs en présence ou non d’anticorps (AcN) 

L’expression du CD161 par les ILCs totaux et les différents groupes d’ILCs est mesurée 24 h post-infection 
avec chaque HAdV avec ou sans AcN (n ≥ 5). Les sérums E, A et 14 possèdent respectivement des AcN 
contre l’HAdV-C5, l’HAdV-D26 et l’HAdV-B35. A. Pourcentages moyens des ILCs totaux exprimant le 
CD161. B-D. Pourcentages moyens des ILC1 (B), ILC2 (C) et ILC3 (D) exprimant le CD161. Les statistiques 
ont été effectuées par test de Student t apparié par comparaison avec les cellules non infectées et entre les 
différents adénovirus (ns p > 0,05, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001). Les résultats ont été obtenus avec 
le cytomètre en flux Novocyte ® et analysés avec le logiciel NovoExpress.  
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iii.! Distribution des ILCs        

 

Les ILCs sont des cellules capables de dériver d’un groupe à un autre en fonction des 

stimulations reçues dans leur environnement. La présence de cytokines dans le milieu peut 

influencer l’expression des différents facteurs de transcription régissant le devenir des ILCs en 

ILC1 (T-bet), ILC2 (GATA-3) ou ILC3 (ROR-γt) permettant d’orienter plus efficacement la 

réponse immunitaire. C’est pourquoi, nous avons étudié les variations potentielles du profil de 

distribution phénotypique des ILCs dans notre modèle d’infection par les HAdVs. 

Pour cette étude, nous avons déterminé le pourcentage d’ILCs totaux présent dans la 

population lymphoïde préalablement isolée, puis nous avons évalué le pourcentage des 

différents groupes d’ILCs. Les pourcentages obtenus pour chaque condition sont comparés avec 

le témoin négatif. Nous avons été confrontés à des variations dans le pourcentage d’ILCs totaux 

entre donneur (de 40% à 90%). Ces variations sont dépendantes de l’échantillon sanguin 

(variation inter-donneur et qualité de l’échantillon), mais aussi de la qualité de l’isolement des 

cellules, impactée par la rareté des ILCs dans le sang. 

Encore une fois, la limitation de notre échantillonnage et les variations entre donneurs 

ne permettent pas d’observer de variations significatives concernant la distribution des ILCs 

dans les conditions testées.  

Néanmoins, nous observons dans l’ensemble significativement plus d’ILC3 que d’ILC2 et 

d’ILC1 dans nos échantillons (Figure 27). Nous avons également systématiquement observé 

une diminution des ILCs totaux entre le contrôle sans virus et la condition HAdV-C5 (Figure 

27A).  

Globalement en présence d’AcN, nous n’observons également pas de variations 

significatives dans la distribution de chaque groupe d’ILCs par rapport aux conditions HAdVs 

seuls. Nous observons une légère augmentation du pourcentage d’ILCs totaux et des ILC1 avec 

le complexe HAdV-B35-S14 en comparaison des contrôles. Nous avons également observé une 

légère augmentation du pourcentage d’ILC3 avec le complexe HAdV-C5-SE (41%) en 

comparaison avec le virus seul (34,6%) (Figure 27D).  
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Figure 27: Distribution des ILCs humaines après une infection par les HAdVs en présence 

ou non d’anticorps (AcN) 

La distribution des ILCs est étudiée 24 h post-infection pour chaque HAdV avec ou sans AcN pour les ILCs 
totaux et les différents groupes d’ILCs (n ≥ 5). Les sérums E, A et 14 possèdent respectivement des AcN 
contre l’HAdV-C5, l’HAdV-D26 et l’HAdV-B35. A. Pourcentages moyens des ILCs totaux. B-D. 
Pourcentages moyens des ILC1 (B), ILC2 (C) et ILC3 (D). Les statistiques ont été effectuées par test de 
Student t apparié par comparaison avec les cellules non infectées et entre les différents adénovirus (ns p > 

0,05, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001). Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en flux Novocyte 
® et analysés avec le logiciel NovoExpress. 

 
 
Globalement l’infection par les HAdVs avec ou sans AcN n’induit pas de changement 

significatif dans la distribution des groupes d’ILCs, à l’exception des ILC3 et de la quantité 

d’ILCs totaux. Cependant, les informations recueillies dans notre modèle ne nous permettent 

pas de conclure que les HAdVs peuvent influencer le profil de distribution phénotypique des 

ILCs. 

iv.! Criblage des cytokines sécrétées après une infection par les HAdVs  

 
Les ILCs sont particulièrement sensibles à leur environnement et participent au 

développement et à l’orientation de la réponse immunitaire par la production de cytokines. 

Nous nous sommes donc interrogés sur la nature des cytokines sécrétées par les ILCs après une 

infection par les HAdVs. En raison du nombre limité de cellules nous avons travaillé sur les 

ILCs totaux uniquement. Le rôle de chaque cytokine sélectionnée sera abordé dans la 

discussion.  

 Nous avons effectué un criblage à l’aide de deux panels de 13 cytokines impliquées 

principalement dans la réponse antivirale, et dans le déclenchement ou l’orientation de la 
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réponse pro-inflammatoire et de l’immunité adaptative (Ly T helper) (Figure 28). Certaines 

cytokines sont communes aux deux panels (l’IL-6, le TNF, l’IFN-γ et l’IL-10).  

Lors du criblage, le niveau de sécrétion de chaque cytokine a été normalisé par rapport 

au profil sans infection. Le profil de cytokines obtenu après une stimulation via le LPS, nous a 

permis de contrôler le potentiel sécrétoire des ILCs. Suite à l’infection des ILCs par les HAdVs, 

nous avons pu discriminer 3 groupes de cytokines classées selon le niveau de sécrétion moyen 

mesuré pour l’ensemble des conditions et des donneurs (Figure 28). Seules les cytokines dont 

le niveau de sécrétion est au moins 2 fois plus élevé que celui des témoins sont présentées.  

 Pour le panel 1, le niveau de sécrétion de l’IL-1β, du TNF, de l’IFN-λ1 et de l’IFN-γ est 

inférieur à 100 pg/mL. Pour l’IL-8 et l’INF-β, la sécrétion moyenne mesurée est comprise entre 

100 et 200 pg/mL. Enfin, l’IFN-λ2/3 est sécrétée à une concentration sécrétion supérieure à 200 

pg/mL (Figure 28A). Concernant le panel 2, l’IL-5, l’IL-6, l’IL-9, l’IFN-γ, le TNF et l’IL-21 

sont produits à des concentrations inférieures à 100 pg/mL (Figure 28B). Concernant les 

cytokines communes aux deux panels, les résultats sont comparables pour le TNF et l’IFN-γ. 

En revanche, nous détectons la production d’IL-6 dans le surnageant des ILCs avec le panel 2 

uniquement. 

 

 

Figure 28: Criblage des cytokines sécrétées par les ILCs après une infection par les 

HAdVs 

La présence de cytokines appartenant à un panel antiviral (A) et un panel de cytokines Th (B) dans le 
surnageant des ILCs infectées par les HAdVs a été évaluée par le système CBA (cytometric bead array) (n 
= 5). Les cytokines présentant une sécrétion moyenne inférieure à 100 pg/mL sont représentées en orange, 
celles sécrétées en moyenne entre 100 et 200 pg/mL en rouge et celles ayant une sécrétion supérieure à 200 
pg/mL sont en rouge foncé. Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en flux Novocyte ® et analysés 
avec le logiciel LegendPlexTM. 
 
 
 Le schéma de synthèse des résultats est disponible dans la Figure 29 et sous forme de 

tableau en Figure S11. 
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Figure 29: Représentation schématique des cytokines sécrétées par les ILCs humaines 

après une infection par les HAdVs en présence ou non d’anticorps (AcN) 

Synthèse des cytokines sécrétées par les ILCs après une infection par l’HAdV-C5 (A), l’HAdV-D26 (B) ou 
l’HAdV-B35 (C) avec ou sans AcN.  
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Pour conclure, l’infection par les HAdVs induit la production de cytokines à activité 

pro-inflammatoire et antivirale par les ILCs comparable à un profil Th1 et associée à une 

infection virale. 

 
v.! Récapitulatif du profil d’activation des ILCs après une infection par les 

HAdVs  

 
Nous avons observé à travers les différents paramètres étudiés des profils variables 

concernant la capacité d’infection des ILCs par les HAdVs, mais aussi l’expression du 

marqueur CD69 et le profil de cytokines sécrétées (Figure S11). 

 Pour résumer cette première partie, nous constatons que les 3 HAdVs infectent les ILCs, 

mais que l’HAdV-B35 infecte le mieux. Sous forme de complexes Ig - HAdVs, les HAdVs 

semblent infecter plus efficacement les ILCs en comparaison des HAdVs seuls. Les ILC2 sont 

globalement les plus permissives aux infections par les HAdVs. Selon nos différentes stratégies 

d’évaluation de l’activation des ILCs, nous montrons que les ILC1 et les ILC2 sont sensibles à 

la stimulation par les HAdVs. Enfin, lors de la stimulation des ILCs par les HAdVs, nous 

observons la sécrétion d’un profil de cytokines correspondant plutôt à celui des ILC1 (TNF et 

IFN-γ) associé à la production de cytokines possédant une activité antivirale directe, telles que 

les interférons de type I (INF-β) et III (IFN-λ). 

L’ensemble des résultats concernant l’infection et l’activation/stimulation des ILCs par 

les HAdVs sont synthétisées schématiquement dans le Figure 30. 
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Figure 30: Synthèse de l’activation/stimulation des ILCs après une infection par les 

HAdVs 

Nous avons évalué l’activation des ILCs par l’expression des marqueurs CD69 et CD161, leurs 
distributions et la sécrétion de cytokines impliquées dans la réponse antivirale et pro-inflammatoire. 
 
 

L’étape suivante consiste à déterminer si l’environnement inflammatoire/antiviral généré 

par d’autres types cellulaires en réponse aux HAdVs peut indirectement impacter le profil 

d’activation des ILCs. Nous avons commencé par évaluer l’activation des ILCs à travers les 

cellules épithéliales pulmonaires A549 puis à travers les DC. 

 

3)! Profils d’activation des ILCs suite à l’infection des cellules épithéliales par les 

HAdVs  

 

Parce que les ILCs sont localisées dans les muqueuses, et que leurs interactions avec les 

cellules épithéliales avoisinantes sont des évènements cruciaux dans l’induction et l’orientation 

de la réponse immunitaire, nous avons évalué ces interactions in vitro dans un contexte 

d’infection par les HAdVs.  

 

a.! Profils d’activation des cellules épithéliales suite à l’infection par les 

HAdVs 

i.! Infections des cellules A549 par les HAdVs 

 

La première étape consiste à évaluer la capacité d’infection des cellules A549 par les 

HAdVs en présence ou non d’AcN (Figure 31). Après l’infection directe des cellules A549, 
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nous observons un pourcentage d’infection de 57% pour l’HAdV-C5, 46% pour -D26 et 84% 

pour -B35 (à 103 pp/cellules) (Figure 31A). La présence d’AcN réduit fortement l’infection par 

rapport aux conditions HAdVs seuls. Les complexes Ig - HAdVs formés avec IVIg servent de 

témoins d’infection. La présence d’IVIg fait chuter l’infection des cellules A549 par l’HAdV-

C5 contrairement aux conditions avec D26-IVIg et B35-IVIg (qui présentent un profil 

d’infection similaire aux HAdVs seuls) (Figure 31B). Comparativement, les complexes C5-

SE, D26-SA et B35-S14 montrent respectivement 7% d’infection, 1% d’infection et 11% 

d’infection. En présence d’un sérum sans AcN contre l’HAdV-B35 (SA), le pourcentage de 

cellules infectées GFP+ est comparable à celui obtenu avec l’HAdV-B35 seul (Figure 31B). 

 Ces résultats confirment l’efficacité des AcN à réduire l’infection des cellules A549 par 

les HAdVs.  

 

!
Figure 31: Capacité d’infection des cellules A549 par les HAdVs en présence ou non 

d’anticorps (AcN) 

L’infection des cellules A549 a été mesurée 24 h post-infection avec chaque HAdV en absence (A) (n 
= 9) ou en présence d’AcN (B) (n ≥ 4). Les sérums E, A et 14 possèdent respectivement des AcN contre 
l’HAdV-C5, l’HAdV-D26 et l’HAdV-B35. Les statistiques ont été effectuées par test de Student t 
apparié par comparaison avec les contrôles (ns p > 0,05, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001). Les 
résultats ont été obtenus avec le cytomètre en flux Novocyte ® et analysés avec le logiciel NovoExpress.  
 
 

ii.! Expression du CMH-I par les cellules A549 

 
Nous utilisons le CMH-I comme marqueur d’activation des cellules A549101. Environ 

65% des cellules A549 expriment le CMH-I en moyenne (Figure 32). Les sérums seuls ne 

modifient pas l’expression du CMH-I (résultats non montrés). Nous observons une diminution 
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de l’expression des molécules du CMH-I après 24 h d’infection par les 3 HAdVs. En revanche, 

sous forme de complexes Ig - HAdVs, l’expression du CMH-I est comparable à l’expression 

basale des cellules A549.   

L’utilisation de sérums sans AcN contre les HAdVs utilisés entraîne un profil 

d’expression du CMH-I similaire aux conditions d’infection par les HAdVs seuls (Figure 32). 

 

 

Figure 32: Expression du CMH-I par les cellules A549 après une infection par les HAdVs 

L’expression du CMH-I par les cellules A549 a été mesurée 24 h post-infection avec chaque HAdV (n ≥ 4). 
Les statistiques ont été effectuées par test de Student t apparié (ns p > 0,05, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 

0,001). Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en flux Novocyte ® et analysés avec le logiciel 
NovoExpress. 
 

 
 En résumé, nous observons qu’une infection par les HAdVs induit une diminution de 

l’expression du CMH-I par les cellules A549 dans notre contexte d’étude. En présence d’AcN 

spécifiques, l’infection des cellules A549 par les HAdVs est réduite et les cellules retrouvent 

un profil d’expression basal du CMH-I. Les HAdVs ont donc la capacité d’infecter et d’activer 

les cellules A549, que nous évaluons par les variations d’expression du CMH-I. Nous 

utiliserons ces observations pour évaluer l’effet indirect des HAdVs sur l’activation des ILCs 

par l’intermédiaire des cellules épithéliales (Figure 5 paragraphe II.2.ii). 

 
b.! Profils d’activation des ILCs à la suite d’une stimulation indirecte  

 

A présent, évaluons le profil d’activation des ILCs dans un contexte de stimulation 

indirecte via les cellules A549. Les ILCs participent en coopération avec d’autres cellules de 
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l’immunité à la mise en place d’une réponse immunitaire adéquate. Ici, les cellules A549 ont 

été préalablement infectées par l’HAdV-C5, -D26 ou -B35. Nous souhaitons déterminer si dans 

un contexte d’infection naturelle par les HAdVs ou de vaccination, les cellules épithéliales 

peuvent influencer sur la physiologie des ILCs. Le surnageant de 24 h des cellules A549 

activées/infectées est utilisé pour stimuler les ILCs.  

Dans cette optique, nous évaluons l’expression du CD69 et du CD161, la distribution 

des ILCs, ainsi que la sécrétion de cytokines.  

 

i.! L’expression du CD69 

 

Les sérums seuls n’induisent pas de variation de l’expression du CD69 par rapport au 

contrôle milieu seul. Nous ne constatons globalement pas de différences pour l’expression du 

CD69 par les ILCs totaux CD3- CD127+ en milieu ILC et en présence du surnageant des cellules 

A549 (Figure S12). Cependant, nous observons une augmentation du pourcentage d’ILCs 

exprimant le CD69 après une stimulation au LPS (Figure S12A). Le même profil est observé 

après une stimulation par le LPS pour les ILC2 et les ILC3 (Figure S12C-D). A contrario, le 

pourcentage d’ILC1 exprimant le CD69 diminue en présence de LPS (Figure S12B).  

Brièvement, nous observons à l’exception des ILC1, que le pourcentage de cellules 

exprimant le CD69 augmente après une stimulation par le surnageant des cellules A549 

infectées par les 3 HAdVs (Figure S12). Pour les ILC1, le pourcentage de cellules exprimant 

le CD69 diminue avec l’HAdV-C5 et l’HAdV-B35, mais augmente après une stimulation par 

le surnageant des cellules A549 infectées par l’HAdV-D26 (Figure S12B). En présence d’AcN, 

à l’exception de l’HAdV-C5, nous observons une légère diminution du pourcentage de cellules 

exprimant le CD69 (Figure S12). 

 Si nous comparons entre chaque groupe d’ILCs les profils obtenus pour chaque 

condition, nous observons une augmentation du pourcentage de cellules exprimant le CD69 

pour les ILC2 et les ILC3 après une stimulation par le LPS. Avec l’HAdV-C5, nous observons 

une augmentation du pourcentage de cellules exprimant le CD69 pour les ILC2 et les ILC1, 

alors qu’avec l’HAdV-B35, cet effet est observé principalement pour les ILC2 et les ILC3. 

 
 Globalement, nous pouvons observer à la suite d’une stimulation indirecte des ILCs par 

le surnageant de cellules A549 infectées, des profils différents en fonction des groupes d’ILCs 

étudiés. Nous quantifions un pourcentage basal de cellules exprimant le CD69 plus élevé pour 
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les ILC3 et les ILC2, que pour les ILC1. Ce profil confirme les résultats vus dans la Figure 24 

après une infection directe des ILCs par les HAdVs. La stimulation indirecte des ILCs par le 

surnageant des cellules A549 infectées par les HAdVs ne montre pas un impact élevé sur le 

pourcentage de cellules exprimant le CD69 à l’exception des ILC1 pour l’HAdV-D26 et des 

ILC2 pour l’HADV-C5. Les AcN semblent diminuer le pourcentage de cellules exprimant le 

CD69 pour les ILC1 et les ILC2, à l’exception de l’HAdV-C5.  

La synthèse des résultats obtenus est disponible schématiquement dans la Figure 33 et 

sous forme de tableau dans la Figure S13. 
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Figure 33: Représentation schématique de l’expression du CD69 par les ILCs humaines 

après une stimulation indirecte par les surnageants des cellules A549 infectées par les 

HAdVs 

Synthèse de l’expression du CD69 par les ILCs après une stimulation par les surnageants des cellules A549 
infectées par l’HAdV-C5 (A), l’HAdV-D26 (B) ou l’HAdV-B35 (C) avec ou sans AcN.  
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ii.! L’expression du CD161 

 

Nous nous sommes ensuite intéressés au profil d’expression du CD161 par les ILCs 

malgré les résultats non concluants concernant l’expression du CD161 après une infection 

directe par les HAdVs. Il a été montré que l’expression du CD161 par les cellules NK est 

modulée en réponse aux cytokines environnantes174.  

Les sérums seuls n’induisent pas de variation dans le pourcentage d’expression du 

CD161. Globalement, nous constatons une expression basale du CD161 plus faible par les ILCs 

en « milieu ILC » qu’en présence du surnageant des cellules A549 (à l’exception des ILC2) 

(Figure S14).  

Nous observons qu’environ 60% des ILCs totaux expriment le CD161. Le contrôle 

positif LPS montre un profil d’expression du CD161 similaire ou inférieur au contrôle sans 

stimulation pour les ILCs totaux et les ILC1. A contrario, nous observons pour les ILC2 et les 

ILC3, que le LPS induit une légère augmentation du pourcentage de cellules exprimant le 

CD161 par rapport aux contrôles.  

Si nous étudions les niveaux d’expression obtenus après chaque stimulation pour chaque 

groupe d’ILCs, nous observons globalement un pourcentage d’expression du CD161 inférieur 

ou égal au milieu seul à l’exception de la condition HAdV-B35-S14 et des ILC2 (Figure S14). 

Au sein des ILC2, nous observons également une augmentation significative de l’expression 

du CD161 pour le complexe HAdV-B35-S14 par rapport au virus seul (Figure S14C). Un profil 

similaire semble se dessiner pour les ILC1 et les ILC3, mais compte tenu du faible nombre de 

donneurs ces observations restent à confirmer. 

   
Pour résumer, nous observons peu variation dans le pourcentage d’expression du CD161 

intra-groupe. Comparativement à la Figure 26, le pourcentage basal d’expression du CD161 

par les ILC2 semble trop élevé pour observer des variations interprétables.  

 
 

iii.! Distribution des ILCs 

 
Comparablement à ce que nous avons observé lors d’une stimulation directe (Figure 

27), la stimulation indirecte des ILCs ne montre pas de variations dans la distribution des ILCs 

(Figure S15) en comparaison des contrôles. Les sérums seuls n’induisent pas de variation dans 

la distribution du nombre d’ILCs par rapport au milieu contrôle (Figure S15). Néanmoins, nous 

pouvons observer pour la condition HAdV-B35 une diminution du nombre d’ILC3 et une 
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augmentation du nombre d’ILC3 avec la condition HAdV-D26-SA en comparaison avec 

l’HAdV-D26 seul (Figure S15D). 

Globalement, nous confirmons un pourcentage d’ILC3 plus important que les ILC1 et les 

ILC2 pour toutes les conditions. Cependant, la comparaison avec le profil obtenu lors d’une 

infection directe des ILCs par les HAdVs (Figure 27) indique une légère augmentation des 

ILC1 et une diminution des ILC2 suggérant qu’en fonction de la voie de stimulation, la 

distribution des ILCs peut varier. Cette hypothèse devra être confirmer par une autre approche 

comme l’étude des facteurs de transcription.  

 

iv.! Criblage des cytokines sécrétées après une indirecte par les cellules A549 

infectées par les HAdVs  

 

Nous nous intéressons ensuite au profil des cytokines sécrétées après une stimulation 

des ILCs par le surnageant des cellules A549 infectées par les HAdVs. Comme précédemment, 

nous utilisons deux panels de cytokines impliquées dans la réponse antivirale et dans la réponse 

T helper. L’objectif est de détecter les cytokines pouvant intervenir au cours d’une réponse 

immunitaire antivirale. Lors du criblage, le niveau de sécrétion de chaque cytokine est 

normalisé par rapport au profil obtenu pour la condition contrôle sans stimulation puis comparé 

avec le profil obtenu par les cellules A549. Le profil de cytokines obtenu par les ILCs après 

une stimulation des cellules A549 via le LPS, nous a permis de contrôler le potentiel sécrétoire 

des ILCs étudiées de façon indirecte.  

A partir de nos résultats, nous avons discriminé 3 groupes de cytokines classées en 

fonction du niveau de sécrétion moyen mesuré pour l’ensemble des conditions et des donneurs. 

Les cytokines présentant une sécrétion moyenne inférieure à 500 pg/mL sont représentées en 

orange, celles sécrétées en moyenne entre 500 et 2 000 pg/mL en rouge et celles ayant une 

sécrétion supérieure à 2 000 pg/mL sont en rouge foncé (Figure 34). Seules les cytokines dont 

le niveau de sécrétion est au moins 2 fois plus élevé que celui des témoins sont présentées, bien 

que chaque cytokine exprime un niveau de sécrétion différent. 

 Pour le panel 1, nous observons une production d’IL-6, d’IFN-λ1 et d’IFN-λ2/3 inférieur 

à 500 pg/mL. Pour l’IFN-γ, la sécrétion moyenne mesurée est comprise entre 500 et 2 000 

pg/mL. Nous observons une sécrétion supérieure à 2 000 pg/mL pour L’IL-8 et l’IFN-4 (Figure 

34A). Concernant le panel 2, nous observons une production d’IL-6, d’IFN-γ, de TNF et d’IL-
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21 inférieur à 500 pg/mL (Figure 34B). Concernant les cytokines communes aux 2 panels, nous 

observons un profil identique pour l’IL-6 mais des variations pour le TNF et l’IFN-γ. Pour le 

panel 1, la sécrétion de TNF est inférieure au contrôle, tandis que pour le panel 2, nous obtenons 

une sécrétion supérieure au contrôle. En comparaison du panel 1, nous quantifions un niveau 

de sécrétion d’IFN-γ plus faible pour le panel 2. Ces différences entre panels peuvent en partie 

s’expliquer par des variations expérimentales.  

 
 

 

Figure 34: Criblage des cytokines sécrétées par les ILCs après une stimulation indirecte 

par le surnageant des cellules A549 infectées par les HAdVs 

La production de cytokines appartenant à un panel antiviral (A) et un panel de cytokines Th (B) dans le 
surnageant des ILCs stimulées par les cellules A549 a été évaluée par le système CBA (cytometric bead 

array) (n = 4). La production de cytokines par les cellules A549 après une infection par les HAdVs a 
également été évaluée afin de comparer avec les ILCs (données non montrées). Les réultats ont été obtenus 
avec le cytomètre en flux Novocyte ® et analysés avec le logiciel LegendPlexTM. 
 
 

La synthèse des résultats sous forme de schéma est disponible dans la Figure 35 et sous 

forme de tableau dans la Figure S13.  
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Figure 35: Représentation schématique des cytokines sécrétées par les ILCs humaines 

après une stimulation indirecte par les surnageants des cellules A549 infectées par les 

HAdVs en présence ou non d’anticorps (AcN) 

Synthèse des cytokines sécrétées par les ILCs après une stimulation par les surnageants des cellules A549 
infectées par l’HAdV-C5 (A), l’HAdV-D26 (B) ou l’HAdV-B35 (C) avec ou sans AcN. 
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v.! Récapitulatif du profil d’activation des ILCs après une stimulation 

indirecte par les cellules A549 dans un contexte d’infection par 

différents HAdVs  

 

Nous avons observé à travers les différents paramètres étudiés des profils variables 

concernant l’expression du marqueur CD69 et des cytokines sécrétées après une stimulation 

indirecte des ILCs à travers les cellules A549 infectées par les HAdVs (Figure S13). 

Pour résumer cette partie, nous avons constaté que les ILCs étaient capable d’être 

stimulées par un environnement de cytokines pro-inflammatoires et antivirales induit par 

l’infection des cellules A549 par les HAdVs (Figure 36).  

Les 3 HAdVs peuvent infecter les cellules A549, et l’HAdV-B35 infecte le plus 

efficacement. La présence d’AcN spécifiques dans les sérums entraine la réduction de 

l’infection pour les 3 HAdVs étudiés.  

A la suite d’une stimulation par le surnageant des cellules A549 préalablement infectées, 

les ILC2 et les ILC3 semblent être activées à travers l’expression du CD69. Concernant le profil 

des cytokines mise en évidence, nous observons un profil plutôt antiviral (IFNs) ainsi que la 

présence de molécules pro-inflammatoires pouvant corroborer avec l’activation observée. Pour 

aborder cette question en utilisant une autre approche, nous pourrions évaluer les transcrits 

d’ARN messager des cytokines d’intérêts pour chaque groupe d’ILCs après une stimulation 

indirecte à travers les cellules A549 infectées par les HAdVs. 
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Figure 36: Synthèse de la réponse mise en place par les ILCs après une stimulation 

indirecte par le surnageant des cellules A549 infectées par les HAdVs 

Les ILCs ont été stimulée via le surnageant des cellules A549 préalablement infectées par les HAdVs seuls 
ou en présence d’AcN. Après la caractérisation des cellules A549, nous avons évalué l’activation des ILCs 
par l’expression des marqueurs CD69 et CD161, la distribution des ILCs et la sécrétion de cytokines 
impliquées dans la réponse antivirale et pro-inflammatoire. 
 

 
Nous avons ensuite étudié le profil d’activation des ILCs au cours d’une stimulation 

indirecte à travers les DC. Nous savons que les ILCs participent en coopération avec les autres 

cellules à la mise en place d’une réponse immunitaire adéquate, notamment avec les DC7,65,438. 

 

4)! Profils d’activation des ILCs à la suite d’une stimulation par des DC infectées 

par les HAdVs  

a.! Profils d’activation des DC à la suite d’une infection par les HAdVs 

i.! Infections des DC par les HAdVs 

 

Nous avons d’abord étudié l’infection des DC par les HAdVs avec ou sans AcN 

(Figure 37). Nous observons que tous les HAdVs testés peuvent infecter les DC avec un 

pourcentage moyen d’infection de 28% pour l’HAdV-C5, 23,5% pour l’HAdV-D26 et 42,5% 

pour l’HAdV-B35 (Figure 37A). En présence d’AcN, nous observons une augmentation de 

l’infection des DC pour l’HAdV-C5 et l’HAdV-D26 (Figure 37B). Les complexes Ig - HAdVs 

formés avec IVIg servent de témoins d’infection. En revanche, pour l’HAdV-B35 la présence 

du sérum A (sans AcN contre l’HAdV-B35) induit une augmentation de l’expression de la GFP, 
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alors qu’en présence du complexe HAdV-B35-S14 (avec des AcN contre l’HAdV-B35) nous 

observons une diminution de l’expression de la GFP (Figure 37B). 

 Ces résultats montrent que la présence d’AcN facilite l’internalisation de l’HAdV-C5 et 

-D26 par les DC, contrairement à ce que nous avons observé avec les cellules A549 

(paragraphe II.3.a.i).  

 

 

Figure 37: Capacité d’infection des DC par les HAdVs en présence ou non d’anticorps 

(AcN) 

L’infection des DC a été évaluée 24 h post-infection en mesurant l’expression de la GFP avec chaque HAdV 
(A) sans AcN (n = 9) ou (B) en présence d’AcN (n ≥ 2). Les sérums E, A et 14 possèdent respectivement des 
AcN contre l’HAdV-C5, l’HAdV-D26 et l’HAdV-B35. Les statistiques ont été effectuées par test de Student 
t apparié par comparaison avec les cellules non infectées (contrôle négatif) et entre les différents HAdVs 
avec ou sans AcN (ns p > 0,05, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001). Les résultats ont été obtenus avec le 
cytomètre en flux Novocyte ® et analysés avec le logiciel NovoExpress. Les donneurs identifiés en rouge 

ont été exclus des analyses statistiques. 

 
 

ii.! Expression du CD83 et du CD86 

 
Nous nous intéressons ensuite au profil de maturation/d’activation des DC via 

l’expression du CD83 (Figure 38A) et du CD86 (Figure 38B). Le CD83 est un marqueur de 

maturation exprimé après une stimulation ou une infection et le CD86 est une molécule de 

costimulation pouvant réguler la réponse adaptative en intéragissant avec les lymphocytes T et 

B lors de la présentation de l’Ag.  

 Les DC immatures n’expriment pas de CD83. La stimulation par le LPS conduit à une 

augmentation du pourcentage de cellules exprimant le CD83. Certains sérum seul induisent 

parfois une légère augmentation de l’expression du CD83 sans impacter sur les conditions avec 

HAdVs (Figure 38A).  
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Pour le CD86, nous observons une forte augmentation du pourcentage de cellules 

positives après une stimulation par le LPS, en comparaison des DC immatures (Figure 38B). 

Pour les sérums A et E seuls, nous observons une légère augmentation du pourcentage de 

cellules positives pour le CD86 par rapport au contrôle, respectivement de 20% et de 4%, sans 

pour autant impacter les conditions avec HAdVs (Figure 38B). L’infection par les HAdVs seuls 

induit également une augmentation du pourcentage de cellules exprimant le CD86 de 34,5% 

pour l’HAdV-C5, 48% pour l’HAdV-D26 et 38% pour l’HAdV-B35 en moyenne. En présence 

d’AcN, nous observons également une augmentation du pourcentage de DC exprimant le CD86 

par rapport au contrôle, respectivement de 37% (HAdV-C5-IVIg) et de 42% (HAdV-C5-SE) 

pour l’HAdV-C5 et de 48% pour l’HAdV-D26-SA (Figure 38B). Pour les complexes HAdV-

B35-SA et HAdV-B35-S14, nous observons une augmentation de l’expression du CD86 par les 

DC par rapport au contrôle, respectivement de 30,5% et de 72,5% (Figure 38B).  

 
La comparaison des HAdVs entre eux, seuls ou immun-complexés, montre un 

pourcentage d’expression du CD86 plus élevé avec l’HAdV-D26 en comparaison des autres 

HAdVs (Figure 38B). Pour les conditions immun-complexées, nous observons globalement 

une augmentation du pourcentage de cellules exprimant le CD86 par rapport aux HAdVs seuls. 

Toutefois, le nombre limité de donneur rend les comparaisons difficiles. 

 

 
Figure 38: Expression des marqueurs de maturation CD83 et de costimulation CD86 par 

les DC après une stimulation par les HAdVs en présence ou non d’anticorps (AcN) 

Expression du CD83 (A) et du CD86 (B) par les DC, 24 h post-infection avec chaque HAdV puis normalisée 
par rapport à l’expression observée avec la condition contrôle sans stimulation (n ≤ 2).  
Les statistiques ont été effectuées par test de Student t apparié (ns p > 0,05, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 

0,001). Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en flux Novocyte ® et analysés avec le logiciel 
NovoExpress. 
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b.! Profils d’activation des ILCs à la suite d’une stimulation indirecte par 

les DC 

 

Les DC sont préalablement infectées avec les différents HAdVs durant 24 h. Les ILCs 

sont ensuite mis en culture avec les surnageants des DC activées.  

Nous avons comme précédemment évalué le pourcentage de cellules exprimant le CD69 

et le CD161, la distribution des ILCs, ainsi que la sécrétion de cytokines. 

 

i.! L’expression du CD69 

 

Les différents sérums n’induisent pas de variation de l’expression du CD69, cependant, 

nous constatons de fortes augmentations dans l’expression du CD69 lorsque les ILCs sont en 

contact avec le milieu des DC immatures (non stimulées) en comparaison du milieu de culture 

classique des ILCs (ILC) (Figure 39). Globalement, 2 à 3 fois plus d’ILCs expriment le CD69 

en milieu DC en comparaison du milieu ILC pour les ILCs totaux, mais aussi pour les différents 

groupes d’ILCs. 

Nous observons une augmentation entre 6% et 15% du pourcentage d’ILCs exprimant 

le CD69 après une stimulation par le LPS, pour les ILCs totaux et les différents groupes d’ILCs 

(Figure 39).  

Contrairement à l’HAdV-C5, pour -D26 et -B35, nous observons une augmentation du 

pourcentage d’ILCs exprimant le CD69, respectivement de 6% à 16% et de 5% à 11%. Si nous 

comparons le profil obtenu entre chaque HAdV, nous observons que l’HAdV-D26 impacte le 

plus l’expression du CD69 par les ILCs par l’intermédiaire des DC (Figure 39). L’ensemble de 

nos résultats semblent également montrer une augmentation des cellules exprimant le CD69 

pour les conditions l’HAdV-C5 et -B35 avec AcN par rapport aux HAdVs seuls.  

En contact avec les surnageants de DC infectées par les HAdVs seuls ou sous forme de 

complexes Ig - HAdVs, nous observons un pourcentage de cellules exprimant le CD69 plus 

élevé pour les ILC3 en comparaison des autres sous-groupes et pour les 3 HAdVs testés.  

 

Pour conclure, après une stimulation indirecte des ILCs par le surnageant de DC 

infectées, nous observons un pourcentage d’expression du CD69 plus élevé pour les ILC3 que 

pour les autres groupes. Nous observons également des variations légèrement plus élevées pour 
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l’HAdV-C5 et -B35 en présence d’AcN que pour le virus seul. A contrario, nous observons une 

nouvelle fois le profil inverse pour l’HAdV-D26. 

 
Figure 39: Expression du CD69 par les ILCs après une stimulation indirecte par le 

surnageant de DC stimulées par les HAdVs en présence ou non d’anticorps (AcN) 

L’expression du CD69 par les ILCs a été mesurée 24 h post-stimulation indirecte par le surnageant des DC 
infectées pour les ILCs totaux, et les différents groupes d’ILCs (n = 7). Les sérums E, A et 14 possèdent 
respectivement des AcN contre l’HAdV-C5, l’HAdV-D26 et l’HAdV-B35. La condition « ILC » correspond 
au milieu ILC et la condition « milieu » à la présence de surnageant de DC non infectées. Pourcentages 
moyens des ILCs totaux (A), ILC1 (B), ILC2 (C) et ILC3 (D) exprimant le CD69 après une stimulation 
indirecte. Les statistiques ont été effectuées par test de Student t apparié par comparaison avec les cellules 
non-stimulées (contrôle négatif) et entre les différents adénovirus (ns p > 0,05, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** 

p ≤ 0,001). Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en flux Novocyte ® et analysés avec le logiciel 
NovoExpress. Une partie des donneurs étudiés (encadré rouge) montre un profil différent et est représentatif 
de la diversité inter-donneur présent chez l’Homme. 
 
 
Les résultats sont synthétisés schématiquement dans la Figure 40 et sous forme de tableau dans 

la Figure S16.  
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Figure 40: Représentation schématique de l’expression du CD69 par les ILCs humaines 

après une stimulation indirecte par les DC stimulées par les HAdVs 

Synthèse de l’expression du CD69 par les ILCs après une stimulation par le surnageant des DC infectées par 
l’HAdV-C5 (A), l’HAdV-D26 (B) ou l’HAdV-B35 (C) avec ou sans AcN.  
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ii.! L’expression du CD161 

 
Nous évaluons ensuite l’effet d’une stimulation indirecte des ILCs par le surnageant des 

DC infectées sur l’expression du CD161. Pour chaque groupe d’ILC les sérums n’induisent pas 

de variation de l’expression du CD161 par rapport au contrôle. Globalement, nous constatons 

un pourcentage d’expression du CD161 par les ILCs plus faible en présence du surnageant des 

DC, à l’exception des ILC1 (Figure S17). L’expression basale du CD161 est de ~ 35% pour 

les ILCs totaux et de 29%, 57% et 48% environ pour les ILC1, les ILC2 et les ILC3 

respectivement. Le LPS ne modifie pas l’expression du CD161 par les ILCs en stimulation 

indirecte. 

 

Les données montrent des variations de l’expression du CD161 intra-groupe mais sans 

atteindre de significativité. Cependant, nous pouvons distinguer un pourcentage d’expression 

du CD161 globalement plus élevé pour les ILC2 puis les ILC3 en comparaison des ILC1.  

 

iii.! Distribution des ILCs 

 

Les sérums seuls n’induisent pas de variation dans la distribution du nombre d’ILCs par 

rapport au milieu contrôle (Figure S18). Nous n’observons également pas de variations dans la 

distribution des ILCs stimulées par une voie indirecte par le LPS. Nous observons une 

augmentation du pourcentage d’ILC1 en condition « surnageant des DC non-stimulées » (16%) 

en comparaison de la condition « milieu ILC » (11%). Nous observons également plus d’ILC1 

pour l’HAdV-D26 (20%) que pour l’HAdV-C5 (16%) (* p=0,0121) (Figure S18). Il semblerait 

que les ILC1 et les ILC3 aient une distribution plus variable que les ILC2 après une stimulation 

indirecte par le surnageant des DC infectées. 

Globalement, les ILC1 et les ILC3 sont significativement plus représentées que les ILC2, 

mais nous n’observons pas de changement majeur dans la répartition des ILCs sous l’influence 

des surnageants des DC. 

 
iv.! Criblage des cytokines sécrétées après une indirecte par les DC infectées 

par les HAdVs  

 

Pour finir, nous avons une nouvelle fois évaluer le profil des cytokines sécrétées par les 

ILCs en réponse aux surnageants des DC soumis à nos conditions de stimulations, à l’aide de 
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nos 2 panels de criblages. L’objectif est de mettre en évidence les cytokines impliquées dans 

une réponse antivirale et/ou dans l’orientation de la réponse immunitaire. Le niveau de sécrétion 

de chaque cytokine a été normalisé par rapport au profil obtenu pour la condition contrôle sans 

stimulation puis comparé avec le profil obtenu par les DC. 

Nous avons classé 3 groupes de cytokines basés sur le niveau de sécrétion moyen. Les 

cytokines présentant une sécrétion moyenne inférieure à 5 000 pg/mL sont représentées en 

orange, celles sécrétées en moyenne entre 5 000 et 10 000 pg/mL en rouge et celles ayant une 

sécrétion supérieure à 10 000 pg/mL sont en rouge foncé (Figure 41). Seules les cytokines 

dont le niveau de sécrétion est au moins 2 fois plus élevé que celui des témoins sont présentées.  

 Concernant le panel 1, nous observons une production d’IL-6, de TNF et d’IFN-λ1 

inférieur à 5000 pg/mL. Pour la chimiokine CXCL10 (IP-10), la sécrétion moyenne mesurée 

est comprise entre 5000 et 10 000 pg/mL. L’IL-8 est produit à une concentration supérieure à 

10 000 pg/mL (Figure 41A). Avec le panel 2, nous observons un niveau de sécrétion pour le 

TNF inférieur à 5 000 pg/mL et pour l’IL-6 entre 5 000 et 10 000 pg/mL (Figure 41B). 

Concernant les cytokines communes aux 2 panels, nous observons un profil identique pour le 

TNF mais des variations dans les taux d’IL-6 avec un taux détecté plus faible avec le panel 1 

(< 5 000 pg/mL) qu’avec le panel 2 (> 5 000 pg/mL). Ces différences entre panels peuvent 

s’expliquer en partie en raison de variations entre donneur mais aussi du protocole de dosage 

qui a été modifié par rapport au protocole original. 

 
Figure 41: Criblage des cytokines sécrétées par les ILCs après une stimulation indirecte 

par le surnageant des DC stimulées par les HAdVs 

La présence de cytokines appartenant à un panel antiviral (A) et un panel de cytokines Th (B) dans le 
surnageant des ILCs stimulées par les DC a été évaluée par le système CBA (cytometric bead array) (n = 3). 
Les cytokines sécrétées par les DC après une infection par les HAdVs ont été mesurées afin de les comparer 
avec les ILCs (données non montrées). Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en flux Novocyte ® 

et analysés avec le logiciel LegendPlex
TM

. 
 

Les résultats sont synthétisés dans les Figure 42 et Figure S16. 
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Figure 42: Représentation schématique des cytokines sécrétées par les ILCs humaines 

après une stimulation indirecte par le surnageant des DC infectées par les HAdVs 

Synthèse des cytokines sécrétées par les ILCs après une stimulation par le surnageant des DC infectées par 
l’HAdV-C5 (A), l’HAdV-D26 (B) ou l’HAdV-B35 (C) avec ou sans AcN.  
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v.! Récapitulatif du profil d’activation des ILCs après une stimulation 

indirecte par les DC dans un contexte d’infection par différents HAdVs  

 

Nous avons pu observer des variations concernant l’expression du marqueur CD69 et 

des cytokines sécrétées après une stimulation indirecte des ILCs à travers les DC infectées par 

les HAdVs (Figure S16). 

Pour résumer cette partie, nous montrons que les ILCs semblent être, dans notre modèle, 

capable d’être stimulées par un environnement de cytokines pro-inflammatoires et antivirales 

induit par l’infection ou la stimulation des DC par les HAdVs (Figure 43).  

Les DC sont infectées par les 3 HAdVs mais plus efficacement par l’HAdV-B35. La 

présence d’AcN entraine une augmentation de l’infection pour les 3 HAdVs.  

A la suite d’une stimulation par le surnageant des DC, tous les ILCs semblent être 

activées à travers l’expression du CD69 mais avec un pourcentage légèrement plus élevé pour 

les ILC3 suivi des ILC1 et ILC2. La présence d’AcN lors de l’infection des DC, semble 

augmenter l’expression du CD69 (sauf avec l’HAdV-D26 pour les ILC1 et les ILC2).  

Concernant le profil des cytokines mise en évidence, nous observons un profil plutôt pro-

inflammatoire et chimio-attractant pour les cellules impliquées dans une réponse antivirale. 

Pour évaluer et affiner ces observations par une approche complémentaire, il serait nécessaire 

de quantifier les transcrits d’ARN messager des cytokines d’intérêts pour chaque groupe 

d’ILCs. 
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Figure 43: Synthèse récapitulative de la réponse mise en place par les ILCs après une 

stimulation indirecte par le surnageant des DC stimulées par les HAdVs 

Les ILCs sont stimulées par le surnageant des DC préalablement infectées par les HAdVs seuls ou en 
présence d’AcN. Après la caractérisation des DC afin de s’assurer de leur activation, nous avons évalué 
l’activation des ILCs par l’expression des marqueurs CD69 et CD161, leurs distributions et la sécrétion 
de cytokines impliquées dans la réponse antivirale et pro-inflammatoire. 
 
 

5)! Synthèse des résultats 

 
Nous avons montré que les ILCs sont infectées par les 3 HAdVs testés, mais que l’HAdV-

B35 infecte plus efficacement les ILCs. De plus, nous avons observé que les ILC2 sont dans 

l’ensemble plus permissives à une infection par les HAdVs. En présence d’AcN, nous avons 

observé un profil similaire pour les ILC2. Les ILC3 sont en revanche les cellules les moins 

permissives aux infections par les HAdVs sous forme nue ou immun-complexée. Nous avons 

également observé 2 profils diférents en présence d’AcN avec une augmentation de l’infection 

pour l’HAdV-C5 et l’HAdV-D26 et une diminution de l’infection pour l’HAdV-B35. Après 

une activation directe des ILCs, nous observons dans l’ensemble une diminution du 

pourcentage d’ILCs exprimant le CD69 après une infection sous forme immun-complexée en 

comparaison des HAdVs seuls. En parallèle, nous avons mis en évidence la sécrétion d’un panel 

de cytokines à activité pro-inflammatoire (TNF, IL-6, IL-21) et antivirale (IFNs) comparable à 

un profil Th1 et corrélant avec le profil connu d’une activation des ILC1. L’expression du 

CD161 et la distribution des ILCs ne semblent en revanche pas être impacté par les infections 

directes des HAdVs.   

La comparaison du profil d’activation directe avec la stimulation par les cellules A549 

montre des profils d’activation différents concernant l’expression du CD69, du CD161 et des 



! "!#,,!"!

cytokines sécrétées. Après une infection directe les ILC1 et les ILC2 expriment d’avantage le 

marqueur CD69, alors que lors d’une stimulation indirecte par les cellules A549 ce sont les 

ILC2 et les ILC3 qui semblent le plus fortement réagir. Le marqueur CD161 n’est en revanche 

pas significativement impacté, aussi bien après une infection directe par les HAdVs que lors de 

stimulations indirectes. Les données concernant la distribution des ILCs après une infection ou 

une stimulation indirecte n’indiquent également pas de variations significatives entre les 

groupes d’ILCs quel que soit le type de stimulation. Pour finir, nous observons un profil de 

cytokines similaires entre les deux voies de stimulation, à l’exception de l’IL-8 plus fortement 

produit dans le surnageant des ILCs activées indirectement par les cellules A549. Nous 

constatons également des variations d’un facteur 10 ou plus dans le taux de production de l’IFN-

4, l’IFN-λ1 et l’IL-6 entre les 2 voies d’activation. 

 La comparaison du profil d’activation directe avec la stimulation indirecte par le 

surnageant des DC indique également des variations concernant l’expression du CD69, du 

CD161 et des cytokines sécrétées. Au cours d’une stimulation par le surnageant des DC, nous 

observons une augmentation globale des ILCs exprimant le CD69 avec un niveau d’expression 

plus élevé pour les ILC3. L’expression du CD161 et la distribution des ILCs ne sont pas 

significativement impactées indirectement par l’infection ou la stimulation des DC. Concernant 

les cytokines sécrétées, nous observons une augmentation de plus de 25 fois de la sécrétion 

d’IFN-λ1, de TNF et d’IL-6. La production de CXCL10 et d’IL-8 est retrouvée uniquement 

dans les conditions de stimulation indirecte. 

 Enfin, la comparaison des profils d’activation des ILCs stimulées indirectement par les 

surnageants des cellules A549 ou des DC montre des similitudes mais aussi un pourcentage 

d’expression du CD69 plus élevé avec les DC qu’avec les cellules A549, principalement pour 

les ILC2 et les ILC3. Bien que non significatives en raison de nombre limité de donneurs, nous 

observons de plus fortes variations dans le pourcentage d’expression du CD161 par les ILCs 

avec les DC qu’avec les cellules A549 et que la distribution des ILCs est confrontée à de plus 

grandes variations inter-donneur avec les DC en comparaison des cellules A549. Pour finir, 

nous observons dans l’ensemble un profil commun de cytokines sécrétées à activité antivirale, 

avec de l’IFN-λ et pro-inflammatoire avec le TNF, l’IL-6 et l’IL-8. Nous pouvons tout de même 

constater des particularités comme la présence d’IL-21 et d’IFN-γ dans le surnageant des ILCs 

indirectement stimulées par les cellules A549 et la présence de CXCL10 dans le surnageant des 

ILCs indirectement stimulées par les DC.  
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V. Discussion et perspectives  
 

 Les ILCs correspondent à une nouvelle population cellulaire possédant un potentiel non 

négligeable, dont les fonctions lors de l’induction de la réponse immunitaire sont encore mal 

explorées. Aujourd’hui, les mécanismes par lesquels les ILCs humaines détectent le danger et 

par conséquent sont activées ne sont pas encore élucidés. De précédentes études ont suggéré un 

rôle des ILCs lors de la mise en place de la réponse immunitaire suite à une infection par le 

virus influenza2, ou encore une réponse coopérative avec les DC au cours d’une réponse 

vaccinale chez la souris438. Cependant, chez l’Homme les connaissances sur l’impact des ILCs 

lors de la mise en place d’une réponse antivirale sont encore vagues.  

 Nos études au sein du laboratoire ces 15 dernières années, nous ont permis de mieux 

comprendre les interactions entre le système immunitaire de l’hôte et les HAdVs lors d’un 

contexte d’infection naturelle mais surtout de vaccination, notamment à travers les DC. Nos 

travaux nous ont ensuite amené à étudier le rôle des ILCs, qui sont des cellules moins 

conventionnelles. L’ensemble de nos études nous permet de mieux appréhender les interactions 

entre la réponse immunitaire de l’hôte et les HAdVs, et a pour objectif de participer à 

l’amélioration des vaccins dérivés des HAdVs. 

 
Mon projet de thèse a donc pour ambition d’approfondir nos connaissances 

fondamentales pour améliorer les stratégies de développement et d’utilisation de vecteurs 

adénoviraux en thérapies géniques, en particulier en vaccination qui touche de plus larges 

populations. La complexité de ce projet repose sur l’utilisation des ILCs provenant de sang 

périphérique humain adulte, qui sont extrêmement minoritaires, mais aussi à travers l’utilisation 

de différents HAdVs, ainsi que de sérums ayant des profils sérologiques en AcN contre chaque 

HAdV très variés. Aux difficultés techniques et expérimentales associées aux ILCs s’ajoute les 

variations inter-donneur. La physiologie unique des ILCs et nos nombreuses interrogations 

scientifiques sur ces cellules rendent ce projet fascinant.  

 
Pour ce projet, il a fallu dans un premier temps mettre en place un protocole d’isolation 

et de culture fiable des ILCs humaines à partir de sang périphérique. Dans un second temps, 

j’ai évalué la physiologie des ILCs au cours d’une infection par différents types d’HAdVs, mais 

aussi l’impact de l’immunité humorale préexistante de l’hôte. Enfin, j’ai pu explorer 

l’adaptabilité des ILCs à répondre aux facteurs environnementaux pro-inflammatoires et 
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antiviraux reçus notamment à travers l’infection des cellules épithéliales et des DC par les 

HAdVs avec ou sans immunité humorale préexistante. Le profil ou le rôle des ILCs dans un 

contexte d’infection naturelle ou de vaccination par les HAdVs n’avait jusqu’à présent jamais 

été étudié chez l’Homme, et peu d’études existent dans le modèle animal439. 

 
Il est important de rappeler que notre modèle d’étude, à partir des cellules humaines, 

présente de fortes variations entre les donneurs dues à l’hétérogénéité de la population humaine, 

mais également aux nombreuses difficultés expérimentales inhérentes aux ILCs. Nous 

n’observons donc pas une représentation globale sur l’ensemble des populations. Nos 

observations mettent en évidence des profils parfois différents, qui nous permettent d’obtenir 

des indices et d’avancer dans la compréhension des questions posées. De plus, nous utilisons 

des virus non réplicatifs, il est donc probable que certaines de nos observations ne reflètent pas 

totalement les situations naturelles d’infection par les HAdVs. Nos résultats s’intègrent 

davantage à un contexte de vaccination utilisant des vecteurs dérivés des HAdVs. 

 
Enrichissement et culture des ILCs 

J’ai débuté cette étude à partir d’ILCs isolées de couches leuco-plaquettaires (Figure 

S1). Au cours de ces premiers tests, j’ai développé et optimisé un protocole d’isolation et de 

culture adapté et reproductible des ILCs humaines. Les premiers résultats sur l’expression des 

TLRs ont révélé une expression du TLR4, -3 et -9 supérieure ou égale à 1 log par comparaison 

aux cellules seules (Figure S9). De plus, la viabilité des ILCs isolées à partir de couches leuco-

plaquettaires n’était pas satisfaisante et aucune infection par les HAdVs n’avait été observé 

dans ces conditions. Par la suite, j’ai transposé les protocoles d’isolation, de culture et d’étude 

à des ILCs isolées à partir de sang périphérique frais, afin de déterminer si les différents 

traitements imposés aux couches leuco-plaquettaires pouvaient altérer nos données sur les 

ILCs. A partir de ce nouveau protocole, j’ai obtenu des ILCs ayant une viabilité stable en culture 

et également capable d’être infectées par les HAdVs. Cette différence de viabilité et de 

permissibilité a déjà été observé entre des lymphocytes issus de couches leuco-plaquettaires et 

de sang frais avec le VIH par exemple (communication personnelle). Concernant, l’expression 

des TLRs, nous avons constaté des variations en comparaison des premières observations à 

partir de couches leucocytaires. Cela pourrait s’expliquer par la qualité de l’échantillon, car 

nous avons régulièrement observé que les cellules immunitaires isolées de couches leuco-

plaquettaires peuvent parfois afficher un profil d’activation déjà très avancé. 
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Les ILCs provenant de sang périphérique montrent une faible expression du TLR4 après 

isolation. Cependant, nous avons pu observer que l‘activation des ILCs par le LPS se traduit 

notamment par la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Ce qui indique que le niveau 

d’expression du TLR4 est suffisant pour permettre la stimulation par le LPS ou alors que 

l’expression du TLR4 est augmenté suites aux premières liaisons ligand-récepteur 

(rétrocontrôle positif)440. L’expression et la stimulation des autres TLRs (TLR2, -3 et -9 en 

particulier) n’a pas été évalué mais ils pourraient participer à l’activation des ILCs dans notre 

modèle15,19,67,68,69, ou bien induire une immunosuppression comme certaines études le montrent441. 

Les TLRs semblent donc induire une réponse ambivalente des ILCs selon l’environnement 

d’étude.  

Outre la stimulation par le LPS, nous avons également étudié l’expression du CMH-II 

à travers une stimulation cellulaire par le récepteur P2X7 (récepteur purinergique). Une étude 

sur les ILCs murins a mis en évidence l’expression du CMH-II pour 50 - 70% des ILC2, et des 

ILC3, ainsi que sa contribution dans l’activation des lymphocytes T CD4+ par les ILCs70 . D’une 

autre part, le récepteur P2X7 active la réponse immunitaire en agissant sur l’induction de 

l’inflammation et la sécrétion de cytokines442,443. Après une stimulation par de l’ATP à travers le 

P2X7R, nous n’avons cependant pas observé l’activation des ILCs. Nous n’avons donc pas 

poursuivi dans cette voie, bien que nous n’ayons pas exploré l’ensemble des possibilités comme 

par exemple la combinaison P2X7R-CMH-I. 

 
Récepteurs cellulaires aux HAdVs 

Dans la suite de l’étude, nous nous sommes intéressés à l’expression de certains 

récepteurs aux HAdVs connus pour être utilisé par l’HAdV-C5, -D26 ou -B35, tels que CAR 

et DC-SIGN pour -C5, CD46 et la DSG2 pour -D26 et -B35, ainsi que les intégrines α4 

(CD49d). Les ILCs expriment ni CAR, ni DC-SIGN, cependant nous avons observé que 

certains HAdVs (ex: l’HAdV-C5) peuvent infecter les ILCs, indiquant qu’un autre récepteur 

primaire est utilisé par certains HAdVs ou bien que les récepteurs secondaires comme les 

intégrines α4 remplissent un rôle plus primaire au cours de l’infection des ILCs. D’autres 

récepteurs comme l’acide sialique ou les motifs GD1a présents sur différentes glycoprotéines 

pourraient être exprimés par les ILCs (tests non effectués). Afin de s’assurer de la voie 

d’infection utilisée par les HAdVs ainsi que les récepteurs préférentiellement utilisés pour 

infecter les ILCs, nous pouvons imaginer de bloquer tour à tour les différents récepteurs aux 
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HAdVs et évaluer le pourcentage de cellules exprimant le transgène GFP. Ce type 

d’expérimentation pourrait mettre en lumière une voie d’infection propre aux ILCs ou bien 

mettre en évidence de nouveaux récepteurs utilisés par les HAdVs au cours d’une infection. 

 
Infection des ILCs par les HAdVs 

 Nous avons montré que les ILCs humaines provenant du sang périphérique pouvaient 

être infectées par l’HAdV-C5, l’HAdV-D26 et l’HAdV-B35 à des niveaux différents mais aussi 

avec des sensibilités très différentes entre les donneurs. En effet, nous avons observé des 

variations allant de 0% à presque 80% d’efficacité d’infection en fonction des donneurs. Ce 

phénomène n’est pas totalement surprenant car au sein d’une population, la réponse 

immunitaire de chaque individu peut fortement varier face à une infection virale et conduire à 

de nombreux niveaux de sensibilité à la maladie. Nous avons également observé des variations 

dans l’expression de certains récepteurs aux HAdVs en fonction des donneurs. Cependant, le 

faible nombre de cellules isolées par donneur, ne nous a pas permis d’examiner en parallèle s’il 

y avait une corrélation entre le pourcentage d’expression des récepteurs aux HAdVs et le 

pourcentage d’infection. Une des hypothèses possibles est que les donneurs exprimant les plus 

faibles taux de récepteurs aux HAdVs sur les ILCs correspondent aux donneurs pour lesquels 

l’efficacité d’infection des ILCs par les HAdVs sont les plus faibles, et inversement.  

 
Marqueurs d’activation 

Au cours de la caractérisation des ILCs, nous avons étudié l’expression de différents 

marqueurs d’activation afin de sélectionner les meilleurs candidats pour évaluer l’activation 

des ILCs. Nous avons fini par sélectionner le CD69 et le CD161 en raison de leur niveau 

d’expression par les ILCs. Nos données ont toutefois révélé que le CD161 n’est pas un 

marqueur pertinent, notamment pour les ILC2 qui l’expriment fortement de façon basale. Le 

CD161 pourrait en revanche être utilisé comme marqueur d’identification par plus de 80% des 

ILC2 en moyenne178. Nous avons tout de même pu observer des variations plus cohérentes du 

CD161 par les ILC1 et les ILC3 lors de nos études d’infection directe par les HAdVs (Figure 

26). Ces résultats correspondent à des profils d’activation plus interprétables et mériteraient 

d’être approfondi, en particulier pour déterminer le rôle du CD161 lors de l’activation des ILC1 

en comparaison par exemple des données disponibles et plus complètes sur les cellules NK.  
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 Le CD69 semble en revanche être un marqueur plus pertinent pour évaluer l’activation 

des ILCs. Pour aller plus loin et en raison du faible nombre de cellules ainsi que des techniques 

les plus récentes, l’étude des transcrits ARN, notamment du CD69 mais aussi du CD161 après 

une infection des ILCs par les HAdVs ou une stimulation via les cellules épithéliales ou les DC, 

semble le plus intéressant pour affiner nos travaux. 

D’autres marqueurs n’ont pas été exploré, tels que le CD80 et le CD86 (décrit 

brièvement dans l’étude), mais aussi le CMH-I ou encore le CD62L. Les ILCs fraîchement 

isolées ou non stimulées n’expriment pas le CD80 et le CD86, mais leur expression augmente 

légèrement après une stimulation par les HAdVs. Nos données montrent que ces marqueurs 

semblent donc être impliqués lors de l’activation des ILCs à travers les DC plutôt qu’après une 

infection directe par les HAdVs. Nous avons également observé lors de tests préliminaires une 

diminution du pourcentage d’ILCs exprimant le CMH-I après une infection par les HAdVs. 

Pour rappel, plus de 95% des ILCs montrent une expression du CMH-I après isolation, ce qui 

nous laisse supposer que ce marqueur pourrait être un bon marqueur « d’infection » ou d’entrée 

virale101,444,445. Cependant, pour étudier l’activation des ILCs, le CMH-I seul ne semble pas être 

suffisant.  

Pour finir, une étude chez l’Homme a montré que le marqueur CD62L (molécule 

d’adhésion cellulaire de type L-selectine) correspondrait à un marqueur de fonctionnalité des 

précurseurs ILCs mais aussi qu’il pourrait être utilisé comme marqueur de diagnostique 

clinique lors de maladies inflammatoires446. L’absence ou la diminution de l’expression du 

CD62L par les ILCs a été observé chez des patients atteints de la maladie de Crohn. Il serait 

donc pertinent d’étudier l’expression du marqueur CD62L par les ILCs du sang périphérique 

après une infection par les HAdVs. Ce marqueur pourrait donc s’avérer être un bon candidat 

pour explorer l’activation des ILCs chez l’Homme, aussi bien sur le plan fondamental pour 

améliorer les connaissances sur les ILCs dans la réponse immunitaire, que sur le plan clinique 

pour le suivi de l’évolution des maladies inflammatoires ou de l’évaluation des traitements447.  

 
Sécrétion des cytokines pro-inflammatoires et antivirales 

 En parallèle de nos études sur l’expression des marqueurs d’activation des ILCs, nous 

avons examiné la sécrétion de cytokines par les ILCs après une infection directe ou d’une 

stimulation indirecte à travers les cellules épithéliales pulmonaires A549 ou les DC. Au cours 

des analyses, nous avons observé des variations entre les deux panels CBA utilisés, concernant 

les taux d’IL-6, mais aussi de TNF et d’IFN-γ. Ces différences pourraient provenir de 
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modifications du protocole original. Nous ne pouvons pas non plus exclure les fluctuations 

expérimentales ou les variations entre les donneurs car nous comparons la sécrétion moyenne 

des cytokines d’intérêts pour l’ensemble des donneurs en comparaison des contrôles négatifs. 

 Au cours d’une réponse immunitaire, les cytokines circulantes dans le plasma peuvent 

être détectées et utilisées comme biomarqueurs suite à une infection ou une vaccination. 

Cependant, si le dosage des cytokines circulantes peut participer au pronostic et au suivi 

thérapeutique, leurs concentrations circulantes ne présentent qu’un intérêt limité pour la 

compréhension globale de la physiopathologie de ces molécules. La plupart des cytokines ne 

sont d’ailleurs pas détectables dans la circulation à l’état physiologique. L’activité biologique 

des cytokines est généralement locale, voire agissent dans des micro-environnements. Il est 

donc difficile de définir des seuils précis à partir desquels les cytokines exercent une activité 

biologique. Les cellules immunitaires répondent à des gradients de concentrations de cytokines, 

parfois dans un contexte dynamique et un environnement extrêmement restreint. A partir de 

tests in vitro, nous sommes dans un contexte de micro-environnement donnant un aperçu des 

cytokines impliquées dans l’interaction entre les ILCs et d’autres acteurs cellulaires clés de la 

réponse immunitaire. Dans la circulation sanguine, les cytokines sont généralement présentes à 

une concentration inférieure à 10 pg/mL448. Cependant, si certaines cytokines exercent leurs 

effets biologiques à forte concentration, d’autres peuvent induire des effets avec des quantités 

bien plus faibles. Par exemple, les IFNs ont une activité biologique importante même a de très 

faible concentration, contrairement au TNF qui nécessite une concentration plus élevée pour 

exercer une activité biologique. L’environnement cytokinique peut donc moduler la réponse 

immunitaire à des concentrations minimales ou dans un micro-environnement. Dans un 

contexte physiologique, les cytokines peuvent également avoir des activités différentes selon 

leur cible, leur concentration et leur combinaison avec d’autres cytokines. Certaines cytokines 

vont être associées à un effet dose alors que d’autres vont rapidement atteindre un plateau 

d’activation. Dans notre étude, nous considérons qu’une différence d’expression de 2 fois ou 

plus en comparaison des taux mesurés pour les contrôles, correspond à des variations 

biologiquement significatives, indépendamment de la quantité mesurée.  

 Nous observons après une infection des ILCs par les HAdVs une augmentation de la 

sécrétion d’IFN de type III (IFN-λ) et de type I (IFN-β). Les IFNs de type I et III sont impliquées 

dans l’immunité antivirale directe et possèdent de fortes propriétés immunomodulatrices449. Les 

concentrations présentes dans le surnageant des ILCs sont au moins 2 fois plus élevée que les 

concentrations basales pouvant être retrouvées sans stimulation. Nous observons le même profil 
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concernant l’IFN-γ (IFN de type II) qui est impliqué dans l’induction et le développement des 

mécanismes antiviraux indirects en favorisant la réponse immunitaire cytotoxique. Nos 

résultats suggèrent donc qu’en réponse à une infection directe par les HAdVs, les ILCs 

humaines répondent par une forte activité des IFNs. Le TNF, l’IL-6 et l’IL-21 sont produits à 

des niveaux plus modérés et ont potentiellement une action synergique plutôt qu’individuelle. 

Le TNF est une cytokine pro-inflammatoire ayant un rôle plus général dans l’induction et la 

stimulation des cellules immunitaires avoisinantes. L’IL-6 est une cytokine présentant une 

pléiotropie fonctionnelle et qui contribue à la défense de l’hôte en stimulant les réponses de la 

phase aigüe, l’hématopoïèse et les réactions immunitaires450. L’IL-6 possède des activités 

fondamentalement différentes en fonction de ses partenaires cytokiniques451. L’IL-21 est une 

cytokine pro-inflammatoire, induisant notamment la sécrétion d’IL-8, en maintenant la fonction 

des lymphocytes T CD8+ et en renforçant la présentation antigénique des APC452,453. Nous avons 

également détecté la présence d’IL-1β et d’IL-8 selon les conditions, qui ont entre autres un 

rôle de médiateur pro-inflammatoire notamment en favorisant le recrutement de leucocytes sur 

le site de l’infection et en favorisant la fonction des lymphocytes ou encore des neutrophiles. 

Ces cytokines peuvent notamment agir sur le recrutement des ILCs au niveau tissulaire454. 

 Lorsque nous stimulons les ILCs par le surnageant des cellules A549 ou des DC, nous 

observons un profil comparable à une infection directe des ILCs par les HAdVs mais à des taux 

plus élevés, d’un facteur 10 (pour les cellules A549) à un facteur 25 (pour les DC). Les ILCs 

produisent des quantités très supérieurs d’IL-8 et de TNF après une stimulation indirecte, ainsi 

que la production de CXCL10. Le CXCL10 (ou IP-10) est une molécule pléiotropique capable 

d’exercer de puissantes fonctions biologiques, notamment en favorisant l’activité 

chimiotactique des cellules CXCR3+ (son récepteur), en induisant l’apoptose, en régulant la 

croissance et la prolifération cellulaire ainsi que l’angiogenèse au cours des maladies 

infectieuses et inflammatoires, et le cancer455,456,457. Le CXCL10 est principalement associé à 

l’immunité de type I, induite notamment au cours des réponses antivirales455,458,459.  

 D’après l’ensemble de nos données, nous obtenons un profil de cytokine Th1 et antiviral 

corrélant avec une stimulation des ILCs par les HAdVs. Une étude sur l’IL-21 montre son 

implication dans les réponses des Ly T CD8+ mais aussi dans la formation de Ly T CD4+ 

mémoires au cours des réponses à une infection virale460. Cette étude montre également un profil 

d’activation des Ly T CD4+ à travers l’expression du CD69, mais cependant sans corrélation 

directe avec la production d’IL-21460. Les ILCs étant des homologues de l’immunité innée des 
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Ly T CD4+ il serait intéressant de comparer nos résultats. L’évaluation des transcrits ARNm 

permettrait ainsi d’identifier la sous population d’ILCs produisant chaque cytokine et peut-être 

de mettre en évidence un rôle prédominant d’une sous population en particulier.  

 
Distribution des ILCs 

 Le dernier critère examiné correspond à la distribution des ILCs après une infection par 

HAdVs ou une stimulation à travers le surnagent des cellules épithéliales A549 ou des DC. 

Comme décris précédemment (paragraphe II.2.i), les ILC1, ILC2 et ILC3 sont identifiables à 

travers l’expression de facteurs de transcription, respectivement T-bet, GATA-3 et ROR-/t, 

mais aussi par les niveaux d’expression du CD117 et du CRTH2.  

Des études chez l’Homme ont montré que les ILCs sont capables de se différencier en de 

multiples lignages en réponse aux signaux environnementaux locaux notamment induit par un 

agent pathogène47,55,461,462. Le même phénomène a d’abord été mis en évidence chez la souris462,463. 

Dans notre étude, nous observons le pourcentage de chaque ILC présent dans le milieu 

après stimulation, ce qui correspond à un « état des lieux » qui se traduit par les proportions des 

différents types d’ILC à un instant T. Nous ne pouvons savoir par ce biais si les cellules ont 

divergé d’un groupe vers un autre groupe (processus de transdifférenciation décrit dans le 

paragraphe II.2.i.b). Pour répondre précisément à cette question, il faudrait étudier l’expression 

des facteurs de transcriptions à travers l’expression des ARNm. La présence de transcrits 

ARNm des facteurs de transcriptions pour une sous population donnée permettrait de confirmer 

ou d’infirmer les résultats observés sur les pourcentages obtenus à partir des marqueurs CD117 

et CRTH2. De plus, si nous isolons préalablement chaque sous population d’ILCs, nous 

pourrions évaluer si après une stimulation par les HAdVs, nous observons une 

transdifférenciation des ILCs.  

Avec les données récoltées, nous observons globalement des variations dans les 

proportions d’ILC entre les infections directes et les ILCs stimulées à travers les cellules A549 

ou les DC. Nous observons après une infection directe par les HAdV-B35-S14 une 

augmentation du nombre d’ILCs totaux qui semble avoir pour origine une augmentation du 

pourcentage d’ILC1 en comparaison avec les conditions HAdV-B35 et HAdV-B35-SA (Figure 

27). Ces résultats pourraient confirmer les hypothèses suivantes: 1) les ILCs sont plus 

permissives à l’HAdV-B35, en effet cet adénovirus a été décrit comme infectant 

préférentiellement les lignées cellulaires lymphoïdes, 2) même si les ILC2 semblent être plus 
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infectées par les HAdVs de façon globale, une dérive des ILCs en ILC1 pourraient corroborer 

avec les profils d’activation observés, et 3) les ILC1 répondent de façon préférentielle aux 

infections par HAdVs. Pour pouvoir confirmer ces hypothèses et approfondir nos 

connaissances, l’étude des transcrits ARNm que ce soit pour l’expression du CD69, des 

marqueurs CD117 et CRTH2 ou encore de la production de cytokines semblent être le choix le 

plus judicieux. L’ensemble de ces données croisé avec nos données pourraient nous orienter 

sur la ou les populations d’ILCs capables d’être infectées et/ou recrutées pour ensuite interagir 

et moduler l’immunité adaptative. 

 
Stimulation indirecte des ILCs 

 Au cours des stimulations indirectes des ILCs par le surnageant des cellules A549 ou 

des DC, nous nous attendons à des profils d’activation des ILCs opposés en présence d’AcN. 

Néanmoins, en l’absence d’immunité préexistante contre les HAdVs, nous nous attendons à 

observer une coopération cellulaire entre les cellules A549 et les ILCs mais également entre les 

DC et les ILCs reflétée par une activation des ILCs. 

Au cours de l’infection des cellules A549 par les HAdVs sous forme de complexes Ig - 

HAdVs, nous observons une neutralisation de l’infection en comparaison aux HAdVs seuls 

(Figure 31). La neutralisation des HAdVs va également arrêter la cascade immunitaire induite 

au cours d’une infection par les HAdVs. Dans ce contexte, nous nous attendons à quantifier une 

diminution de l’activité cellulaire des ILCs se traduisant par une diminution globale des 

marqueurs de l’activation comme l’expression du CD69 ou encore la sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoires et antivirales. Nous observons pour les ILC1 et les ILC2 notamment une 

diminution du pourcentage de cellules exprimant le CD69 en présence d’AcN pour l’HAdV-

D26 et l’HAdV-B35 corrélant avec les profils de neutralisation et d’activation des cellules A549 

infectées (Figure S12, Figure S13 et Figure 33). Concernant la sécrétion de cytokines, nous 

observons des profils différents en comparaison avec les conditions avec les HAdVs seuls, 

nécessitant d’autres quantifications pour émettre une conclusion (Figure S13, Figure 34 et 

Figure 35).  

Contrairement aux cellules A549, les DC affichent une augmentation de l’infection en 

présence des HAdVs sous forme complexes Ig - HAdVs (Figure 37) et une activation cellulaire 

(Figure 38). Concernant l’analyse de la condition HAdV-B35-S14, nous observons 

individuellement soit une infection égale à l’HAdV-B35 soit légèrement supérieure. Il serait 

nécessaire d’effectuer des tests sur un plus grand nombre de donneur. Dans ce contexte 
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d’augmentation de l’infection, nous nous attendons à quantifier une augmentation de l’activité 

cellulaire des ILCs se traduisant par une augmentation globale des marqueurs de l’activation 

comme l’expression du CD69 ou encore la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et 

antivirales. Globalement, nous observons une augmentation du pourcentages d’ILCs exprimant 

le CD69 pour l’HAdV-C5 et l’HAdV-B35 corrélant avec les profils d’activation des DC 

infectées et nos hypothèses (Figure S16, Figure 39 et Figure 40).  Pour finir, nous observons 

dans l’ensemble une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et 

antivirales (à l’exception du CXCL10) en comparaison aux conditions avec les HAdVs seuls 

(Figure S16, Figure 41 et Figure 42).  

Pour conclure, nous pouvons déduire de l’ensemble de nos données que nous observons 

un effet activateur modéré sur le profil des ILCs à travers l’expression du CD69 et la sécrétion 

de cytokines par une stimulation indirecte, que ce soit à travers les cellules épithéliales 

pulmonaires A549 ou les DC. L’analyse d’un nombre de donneur bien plus élevée serait 

nécessaire pour approfondir nos données. 

 
Immunité préexistante 

Les FcγRs contribuent à la modulation de la réponse immunitaire notamment par le 

phénomène ADE (antibody-dependent enhancement)464,465, ou encore en influant sur la production 

des cytokines au cours de la réponse464,466,467. Les FcγRs possèdent au niveau de leur queue 

cytoplasmique des motifs appelés ITAM (motif activateur des récepteurs immuns basé sur la 

tyrosine) ou ITIM (motif inhibiteur des récepteurs immuns basé sur la tyrosine) permettant 

respectivement de transmettre des signaux activateurs ou inhibiteurs après liaison à un 

complexe immun468,469,470. L’expression des FcγRs a donc un rôle crucial notamment dans le 

contexte vaccinal en présence d’une immunité préexistante. De plus, en fonction des virus, du 

type cellulaire mais aussi du titre d’AcN, un faible titre d’AcN augmente l’infection tandis 

qu’un titre d’AcN plus élevé la neutralise.  

Au cours de cette étude, nous avons pu observer lors d’une infection des DC par les 

HAdVs (Figure 37) un phénomène ADE qui se traduit par une augmentation de l’infection 

dépendante des anticorps à travers les récepteurs aux fragments Fc465,471,472. Au cours de ce 

phénomène, la formation de complexes Ig - HAdVs entre le virus et des anticorps non 

neutralisants ou à des concentrations sous neutralisantes permet d’internaliser le virus473, 

d’augmenter la réplication virale et modifier la réponse immunitaire de l’hôte, notamment à 

travers une surproduction de TNF471,474.  
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Concernant les ILCs, nous présumons l’hypothèse d’un phénomène ADE après une 

infection par l’HAdV-D26 en présence du sérum A pour tous les groupes d’ILCs et plus 

faiblement après une infection par l’HAdV-C5 en présence du sérum E pour les ILC1 et les 

ILC2 (Figure 22). Cependant, nous avons pu mettre en évidence seulement un faible 

pourcentage d’ILCs exprimait le CD16 (FcγRIII), rejoignant ce qui a été observé pour les Ly 

T464,468. D’autres FcγRs, comme le CD32 (FcγRII) ou le CD64 (FcγRI), participent aussi à la 

modulation de la réponse immunitaire en présence d’AcN464,468. Le rôle du CD32 dans l’activation 

des lymphocytes475,476, ou au cours de réponse antivirale477,478, a déjà été décrit. Le CD64 est impliqué 

dans l’internalisation des complexes Ig - HAdVs par les cellules présentatrices de l’antigène et 

module l’activation de l’immunité humorale, notamment des lymphocytes479,480,481. 

 

L’ensemble de ces observations nous laissent supposer que les ILCs participent aux 

interactions entre les vecteurs vaccinaux dérivés des HAdVs et la réponse immunitaire 

préexistante de l’hôte471. Néanmoins, les phénomènes d’ADE pour les ILCs restent encore 

majoritairement à explorer. 

 
Perspectives 

La première étape pour consolider nos résultats serait d’étudier les transcrits d’ARNm 

des différents marqueurs (CD69, CRTH2, CD117) et des cytokines (IFN-λ, IFN-β, IFN-γ, TNF, 

IL-6, IL-8, IL-21 et CXCL10) que nous avons examiné par cytométrie en flux, mais aussi 

approfondir nos données par l’analyse des facteurs de transcription (T-bet, GATA-3 et ROR-

/t). Il serait également envisageable de déterminer la production de cytokines pour chaque 

groupe d’ILCs par des stratégies de marquage intracellulaire. Les ILCs semblent être plus 

sensible à une infection par l’HAdV-B35 et montrent des profils différents en présence de 

sérum contenant des anticorps spécifiques (S14) et non spécifiques (SA). Ces résultats semblent 

cohérents avec les connaissances disponibles sur l’infection par l’HAdV-B35 infectant 

préférentiellement les cellules de la lignée lymphoïde. De plus, des tests utilisant des virus 

réplicatifs pourraient être plus informatifs concernant le profil d’infection et d’activation des 

ILCs dans un contexte d’infection naturelle.  

 
Nous avions pour ambition au début de ce projet de transposer les études menées avec 

la lignée épithéliale pulmonaire A549 à des cellules pulmonaires primaires humaines afin 

d’affiner nos résultats et de se rapprocher d’une situation plus physiologique. Nous avions 
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également le projet d’observer le profil d’activation des ILCs au cours d’une infection par 

HAdVs avec ou sans immunité préexistante dans un contexte de co-culture grâce à l’utilisation 

du système Transwell ® (Figure 44). En parallèle, nous voulions transposer nos tests à des 

cellules entérocytaires de type Caco-2 car pour une grande partie des HAdVs l’infection se fait 

par voie digestive. Cela aurait permis d’approfondir nos connaissances dans un contexte 

d’infection naturelle par les HAdVs. 

 

Figure 44: Représentation schématique du protocole de stimulation des ILCs en co-

culture après une infection des cellules A549 par les HAdVs 

Les cellules épithéliales sont directement infectées par les HAdVs dans le compartiment supérieur 
du système Transwell®. Les DC et les ILCs situées dans le compartiment inférieur sont stimulées 
dans un environnement de costimulation. Les ILCs sont ensuite étudiées pour l’expression du 
CD69, la distribution de chaque groupe et la sécrétion des cytokines impliquées dans la réponse 
antivirale et pro-inflammatoire.  
 

 Nous pouvons aussi nous interroger  sur les différences d’activation entre les ILCs 

circulantes et les ILCs tissulaires. Les ILCs sont majoritairement décrites et étudiées dans les 

tissus (peau, poumons, intestins) 60,454,482,483. Pour des raisons évidentes, chez l’Homme l’étude des 

ILCs tissulaires est plus problématique que chez la souris, c’est pourquoi le modèle sanguin est 

plus accessible. Il se pourrait que les ILCs tissulaires aient une physiologie différente face aux 

HAdVs car dans un contexte physiologique leur réponse induit une infiltration cellulaire 

immunitaire massive qui conduit à la formation d’un environnement inflammatoire plus enrichi. 

Dans ce cas, les ILCs circulants pourraient correspondre à un « stock » d’ILCs. 

 
 Dans un contexte plus général, nous savons que les ILCs ont un rôle crucial dans 

l’orientation de l’immunité adaptative484. Les ILCs peuvent agir de manière indirecte via la 
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sécrétion de cytokines mais aussi directe par contact cellulaire485. Des études chez la souris ont 

mise en évidence que les ILCs étaient capable de stimuler la différenciation des Ly B à travers 

la sécrétion d’IL-5 et d’IL-639,486, mais aussi des éosinophiles, mastocytes ou encore les DC486. Les 

ILCs semblent aussi avoir un rôle plus direct dans la modulation de l’immunité adaptative par 

leur capacité à présenter les antigènes aux Ly T CD4+ à travers le CMH-II et la liaison de 

molécules de costimulation437,487,488. Après la phase aigüe de la réponse immunitaire, les ILCs 

participent au maintien des Ly T CD4+ mémoires mais aussi dans la régulation de la réponse 

effectrice en stimulant les Ly T régulateurs117,487.  

Récemment, une nouvelle sous population d’ILCs a été observé chez la souris, une 

population capable de synthétiser et sécréter comme les Ly T régulateurs de l’IL-10 et du TGF-

β, appelée ILCreg489,490. Cette population a été identifié comme exprimant le facteur de 

transcription FoxP3, caractéristique des Ly T régulateurs. Chez l’Homme, une population 

similaire a été mise en évidence dans l’intestin, une population Lin- CD127+ IL-10+ qui reste 

cependant à étudier plus en profondeur490. 

Dernièrement, une étude a mis en évidence la génération d’une sous-population d’ILC2 

mémoires à l’âge adulte491. L'ensemble de ces données montre que la fonction des ILC soulève 

encore de nombreuses questions quant à leur rôle au cours de la réponse immunitaire. Les 

nombreuses facettes de ces cellules restent encore à explorer dans notre modèle, encore 

confronté à de nombreux obstacles techniques, tels que les difficultés de purification et de 

culture, et le nombre extrêmement réduit de cellules disponibles. 

 
Conclusion 

Pour conclure, les ILCs répondent à une infection par HAdVs à travers notamment leur 

participation dans l’induction d’un environnement pro-inflammatoire et antiviral. Ces cellules 

présentent un profil d’activation différent en fonction des voies de stimulation utilisées mais 

aussi en présence ou non d’anticorps neutralisants. Pour étudier cette activation, le CD69 et la 

sécrétion de cytokines paraissent être de bons outils. 

Nos résultats, bien que préliminaires, montrent que les ILCs participent à la réponse 

immunitaire dirigé contre les HAdVs et par conséquent interviennent également lors de la 

réponse de l’hôte dans un contexte de vaccination utilisant des vecteurs adénoviraux.  
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VI. Figures supplémentaires 

 
Figure S1: Validation du protocole d’enrichissement des ILCs humaines à partir de 

couches leuco-plaquettaires par cytométrie de flux 

Comparaison de la population Lin- CD127+ avant (A) et après (B) isolation des ILCs par sélection 
immuno-magnétique négative. Le protocole d’observation est le suivant: Cellules vivantes $ 

Cellules CD45+ $ Cellules Lin- $ Cellules CD127+ $ ILC1 - ILC2 - ILC3. Les ILC1 (CRTH2- 

CD117-) sont identifiées en fuchsia, les ILC2 (CRTH2+ CD117+/-) en bleu et les ILC3 (CRTH2- 

CD117+) en vert. Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en flux Navios (Beckman Coulter) 
en collaboration avec Anne-Sophie Bedin (UMR_1058, Inserm, Montpellier). 
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Figure S2: Validation du protocole d’enrichissement des ILCs humaines à partir de sang 

frais par cytométrie de flux 

Comparaison de la population Lin- CD127+ avant (A) et après (B) isolation des ILCs par sélection 
immuno-magnétique négative. Le protocole d’observation est le suivant: Cellules vivantes $ 

Cellules CD45+ $ Cellules Lin- $ Cellules CD127+ $ ILC1 - ILC2 - ILC3. Les ILC1 (CRTH2- 

CD117-) sont identifiées en fuchsia, les ILC2 (CRTH2+ CD117+/-) en bleu et les ILC3 (CRTH2- 

CD117+) en vert. Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en flux Navios (Beckman Coulter) 
en collaboration avec Anne-Sophie Bedin (UMR_1058, Inserm, Montpellier). 
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Figure S3: Evaluation de l’efficacité du protocole d’enrichissement des ILCs humaines 

par cytométrie de flux 

A-B. Comparaison des populations NKT, Lymphocytes T et lymphocytes B avant (A) et après (B) 
le protocole d’isolation des ILCs par sélection immuno-magnétique négative. Les résultats sont 
présentés pour un seul donneur et sont représentatifs de 3 donneurs indépendants. Le protocole 

d’observation est le suivant: Cellules vivantes $ Cellules CD45+ $ 1. Cellules CD3+ (LyT) vs 

CD19+ (LyB), 2. Ly (LyT exclus): CD16 vs CD56 (NK) puis 3. Parmi les LyT: CD16 vs CD56 
(NKT). C. Récapitulatif des cellules NK et NKT, des LyT et des LyB présentes dans l’échantillon 
sanguin après enrichissement et déplétion. Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en flux 
Navios (Beckman Coulter) en collaboration avec Anne-Sophie Bedin (UMR_1058, Inserm, 
Montpellier). 

1. 

2. 
3. 

1. 

2. 3. 
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Figure S4: Milieux testés pour la culture des ILCs et l’expression du marqueur CD127 

A. Liste des différents milieux testés (n = 2 pour chaque combinaison de milieu). Les différentes 
combinaisons de milieux sont en présence d’IL-2, d’IL-12 et/ou d’IL-7 à des concentrations de 5, 
10, 20, 30 ou 90 ng/mL en milieu RPMI ou en milieu commercial spécifique aux cellules NK.           
B. L’expression du CD127 en MFI (Moyenne d’intensité de fluorescence) par les ILCs a été 
mesurée après 24 h en culture (n = 2). La condition CD127 correspond à un milieu complet sans 
cytokines, puis l’IL-2 et/ou l’IL-7 y a été ajouté. Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en 
flux Novocyte ® et analysé avec le logiciel NovoExpress. 
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Figure S5: Observation des ILCs fraîchement enrichies à partir de sang frais par 

cytométrie en flux 

Parmi la population lymphoïde (= main), les doublets sont exclus (P2), et les cellules négatives pour 
le marqueur de viabilité 7-AAD sont sélectionnées (Alive). Au sein de cette population, les cellules 

CD3- CD127+ sont sélectionnées (= ILCs totaux), et l’expression des marqueurs CRTH2 et CD117 
permet d’identifier chaque groupe d’ILCs. Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en flux 
Novocyte ® et analysés avec le logiciel NovoExpress. Les résultats sont représentatifs du protocole 
d’enrichissement des ILCs utilisé. 
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Figure S6: Expression de CAR et DC-SIGN par les ILCs humaines du sang périphérique 

Détails de l’expression de la protéine CAR (A) et DC-SIGN (B) par les ILCs fraîchement isolées à 
partir de sang frais. Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en flux Novocyte ®, analysés 
avec le logiciel NovoExpress et sont représentatifs de 2 à 3 donneurs indépendants. 
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Figure S7: Expression du CD46 et du CD49d (intégrine α4) par les ILCs humaines du 

sang périphérique 

Détails de l’expression de la protéine CD46 (A) et CD49d (intégrine "5) (B) par les ILCs 
fraîchement isolées à partir de sang frais. Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en flux 
Novocyte ®, analysés avec le logiciel NovoExpress et sont représentatifs de 2 à 4 donneurs 
indépendants. 
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Figure S8: Expression du CD16 et de la DSG2 par les ILCs humaines du sang 

périphérique 

Détails de l’expression de la protéine DSG2 (desmogléine 2) (A) et du CD16 (FcγRIII) (B) par les 
ILCs fraîchement isolées à partir de sang frais. Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en 
flux Novocyte ®, analysés avec le logiciel NovoExpress et sont représentatifs de 4 à 5 donneurs 
indépendants. 
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Figure S9: Expression de différents TLRs par les ILCs humaines de couches leuco-

plaquettaires

A. Expression des TLR2 et TLR4 par les ILCs totaux (CD3- CD127+) isolées à partir de sang frais. 
Pour le TLR2, la flèche bleue correspond au marquage et pour le TLR4 la flèche orange correspond 

au marquage. B. Expression des TLR3 et TLR9 par les ILCs totaux (CD3- CD127+) isolées à partir 
de sang frais. Sur les deux histogrammes, la flèche bleue correspond au marquage. Les résultats 
correspondent aux premières mesures effectuées. Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en 
flux FacsCalibur ®, analysés avec le logiciel FlowJo et sont représentatifs de 2 expériences 
indépendantes. 
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Figure S10: Efficacité d’infection des ILCs humaines par l’HAdV-C5, l’HAdV-D26 et 

l’HAdV-B35 

L’expression de la GFP par les ILCs a été mesurée 24 h post-infection avec chaque vecteur HAdV 
pour les ILC1, ILC2 et ILC3 (n = 16). Les pourcentages moyens des cellules exprimant la GFP 
après l’infection sont pour les ILC1: HAdV-C5: 18% / HAdV-D26: 12,5% / HAdV-B35: 23% (A); 
pour les ILC2: HAdV-C5: 25% / HAdV-D26: 19% / HAdV-B35: 24 % (B); pour les ILC3: HAdV-
C5: 14% / HAdV-D26: 14% / HAdV-B35: 16% (C). Les statistiques ont été effectuées par test de 
Student t apparié par comparaison avec les cellules non infectées et entre les différents HAdVs (ns, 

p > 0,05, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001). Nous notons une différence significative entre 
l’HAdV-C5 et l’HAdV-D26 puis l’HAdV-D26 et l’HAdV-B35 pour les ILC2 (* p ≤ 0,05) mais une 
différence non significative entre les HAdVs testés pour les ILC1 et les ILC3. Les résultats ont été 
obtenus avec le cytomètre en flux Novocyte ® et analysés avec le logiciel NovoExpress. 
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Figure S11: Tableaux récapitulatifs d’infection et d’activation/stimulation des ILCs par 

les HAdVs en présence ou non d’anticorps (AcN)  

A. Capacité d’infection des ILCs par les HAdVs. B. Expression du marqueur CD69 par les ILCs. 
C. Sécrétion des cytokines par les ILCs. Seules les cytokines dont le niveau de sécrétion est au 
moins 2 fois plus élevé que celui des témoins sont présentées.!
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Figure S12: Expression du marqueur d’activation CD69 par les ILCs après une 

stimulation indirecte par le surnageant des cellules A549 infectées avec les HAdVs en 

présence ou non d’anticorps (AcN) 

L’expression du CD69 par les ILCs a été mesurée 24 h post-stimulation indirecte par le surnageant 
des cellules A549 infectées pour les ILCs totaux et les différents groupes d’ILCs (n ≥ 2). Les sérums 
E, A et 14 possèdent respectivement des AcN contre l’HAdV-C5, l’HAdV-D26 et l’HAdV-B35. 
La condition ILC correspond au milieu ILC et la condition milieu à la présence de surnageant de 
cellules A549 non infectées. A. Pourcentages moyens des ILCs totaux exprimant le CD69 après 
une stimulation indirecte. B-D. Pourcentages moyens des ILC1 (B), ILC2 (C) et ILC3 (D) 
exprimant le CD69 après une stimulation indirecte. Les statistiques ont été effectuées par test de 
Student t apparié par comparaison avec les cellules non stimulées (contrôle négatif) et entre les 
différents HAdVs (ns p > 0,05, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001). Les résultats ont été obtenus 
avec le cytomètre en flux Novocyte ® et analysés avec le logiciel NovoExpress. 
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Figure S13: Tableaux récapitulatifs des résultats d’activation des ILCs après une 

stimulation indirecte par le surnageant des cellules A549 infectées avec les HAdVs en 

présence ou non d’anticorps (AcN) 

A. Expression du marqueur CD69 par les ILCs après une stimulation indirecte des ILCs par le 
surnageant des cellules A549 infectées avec ou sans AcN. B. Sécrétion des cytokines par les ILCs 
après une stimulation indirecte des ILCs par le surnageant des cellules A549 infectées avec ou sans 
AcN. Seules les cytokines dont le niveau de sécrétion est au moins 2 fois plus élevé que celui des 
témoins sont présentées.!
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Figure S14: Expression du CD161 par les ILCs après une stimulation indirecte par le 

surnageant des cellules A549 infectées par les HAdVs en présence ou non d’anticorps 

(AcN) 

L’expression du CD161 par les ILCs a été mesurée 24 h post-stimulation indirecte par le surnageant 
des cellules A549 infectées pour les ILCs totaux et les différents groupes d’ILCs (n ≥ 2). Les sérums 
E, A et 14 possèdent respectivement des AcN contre l’HAdV-C5, l’HAdV-D26 et l’HAdV-B35. 
La condition ILC correspond au milieu ILC et la condition milieu à la présence de surnageant de 
cellules A549 non infectées. A. Pourcentages moyens des ILCs totaux exprimant le CD161 après 
une stimulation indirecte. B-D. Pourcentages moyens des ILC1 (B), ILC2 (C) et ILC3 (D) 
exprimant le CD161 après une stimulation indirecte. Les statistiques ont été effectuées par test de 
Student t apparié par comparaison avec les cellules non stimulées (contrôle négatif) et entre les 
différents HAdV (ns p > 0,05, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001). Les résultats ont été obtenus 
avec le cytomètre en flux Novocyte ® et analysés avec le logiciel NovoExpress. 
 

 

!!
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Figure S15: Distribution des ILCs humaines après une stimulation indirecte par le 

surnageant des cellules A549 infectées par les HAdVs en présence ou non d’anticorps 

(AcN) 

La distribution des ILCs a été étudié 24 h post-stimulation indirecte par le surnageant des cellules 
A549 infectées pour les ILCs totaux et les différents groupes d’ILCs (n ≥ 2). Les sérums E, A et 14 
possèdent respectivement des AcN contre l’HAdV-C5, l’HAdV-D26 et l’HAdV-B35. La condition 
« ILC » correspond au milieu ILC et la condition « milieu » à la présence de surnageant de cellules 
A549 non infectées. A. Pourcentages moyens des ILCs totaux présents après une stimulation 
indirecte. B-D. Pourcentages moyens des ILC1 (B), ILC2 (C) et ILC3 (D) après une stimulation 
indirecte. Les statistiques ont été effectuées par test de Student t apparié par comparaison avec les 
cellules non stimulées (contrôle négatif) et entre les différents HAdVs (ns p > 0,05, * p ≤ 0,05, ** 

p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001. Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en flux Novocyte ® et 
analysés avec le logiciel NovoExpress. 
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Figure S16: Tableaux récapitulatifs des résultats d’activation des ILCs après une 

stimulation indirecte par le surnageant des DC infectées avec les HAdVs en présence ou 

non d’anticorps (AcN) 
Synthèse de l’expression du marqueur CD69 (A) et des cytokines sécrétées (B) après une 
stimulation indirecte des ILCs par le surnageant des DC infectées avec ou sans AcN. Seules les 
cytokines dont le niveau de sécrétion est au moins 2 fois plus élevé que celui des témoins sont 
présentées. 
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Figure S17: Expression du marqueur d’activation CD161 par les ILCs après une 

stimulation indirecte par le surnageant des DC infectées par les HAdVs en présence ou 

non d’anticorps (AcN) 

L’expression du CD161 par les ILCs a été mesurée 24 h post-stimulation indirecte par le surnageant 
des DC infectées pour les ILCs totaux (A), les ILC1 (B), les ILC2 (C) et les ILC3 (D) (n = 5). Les 
sérums E, A et 14 possèdent respectivement des AcN contre l’HAdV-C5, l’HAdV-D26 et l’HAdV-
B35. La condition « ILC » correspond au milieu ILC et la condition « milieu » à la présence de 
surnageant de DC non infectées. Les statistiques ont été effectuées par test de Student t apparié par 
comparaison avec les cellules non stimulées (contrôle négatif) et entre les différents HAdVs (ns p 

> 0,05, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001). Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en 
flux Novocyte ® et analysés avec le logiciel NovoExpress. 
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Figure S18: Distribution des ILCs humaines après une stimulation indirecte par le 

surnageant des DC infectées par les HAdVs en présence ou non d’anticorps (AcN) 

La distribution des ILCs a été étudié 24 h post-stimulation indirecte par le surnageant des DC 
infectées pour les ILCs totaux (A), les ILC1 (B), les ILC2 (C) et les ILC3 (D) (n = 7). Les sérums 
E, A et 14 possèdent respectivement des AcN contre HAdV-C5, HAdV-D26 et HAdV-B35. La 
condition « ILC » correspond au milieu ILC et la condition « milieu » à la présence de surnageant 
de DC non infectées. Les statistiques ont été effectuées par test de Student t apparié par comparaison 
avec les cellules non stimulées (contrôle négatif) et entre les différents HAdV (ns p > 0,05, * p ≤ 

0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001). Les résultats ont été obtenus avec le cytomètre en flux Novocyte 
® et analysés avec le logiciel NovoExpress. 
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VII. Annexes 
 

1)! Annexe 1: Infection par les HAdVs et la réponse immunitaire associée 

 

Lors d’une infection virale, la première grande étape correspond l’adsorption de la 

particule virale à la cellule cible492. Dans un premier temps, le domaine knob de la fibre va se 

lier à des récepteurs cellulaires, dit récepteurs primaires (exemple CAR, l’acide sialique, 

CD46)30,80 reconnaissant des motifs viraux235,247,493,494  (étape 1. Annexe 1). L’expression des 

récepteurs cellulaires étant souvent lié à certains types tissulaires, le tropisme viral est donc 

déterminé par cette première interaction228,493. Or, cette étape permet seulement l’attachement et 

non l’internalisation virale. Pour se faire, certains adénovirus ont besoin d’une interaction 

supplémentaire qui se produit entre les protéines de penton et un récepteur secondaire ou 

corécepteur comme les intégrines30,236,250 notamment les intégrines αv81,246,247. En effet, cette liaison 

via entrainer une cascade de signalisation favorisant l’internalisation du virus via des 

endosomes précoces par une endocytose par vésicules mantelées de clathrines81,236,495,496 (étape 2. 

Annexe 1). Les différentes associations récepteur-corécepteur participent très largement au 

tropisme viral30,190,234. L’internalisation de la particule virale est suivie par une acidification de 

l’endosome496 (étape 3. Annexe 1) aboutissant à la rupture de la membrane endosomale493,497,494 

(étape 4. Annexe 1). Ce signal marque le début de la phase de déshabillage progressive du 

virus499. Après la lyse de l’endosome, la capside virale partiellement perturbée, est transportée 

jusqu’aux pores nucléaires via les microtubules dans le but d’y engager le génome viral500  (étape 

5. Annexe 1). Les virus s’accumulent alors au niveau des pores nucléaires501,502 où le processus 

de décapsidation, c’est-à-dire à la libération du génome virale dans le noyau de la cellule hôte236,503  

s’effectue dans le but de poursuivre le cycle viral dans le noyau cellulaire. 

A chaque étape de l’entrée virale le système immunitaire peut reconnaître les particules 

virales par l’intermédiaire de différents types de récepteurs appelés PRR (pathogen recognition 

receptor) dont la famille des Toll-like receptor19,96, AIM2-like receptor ou encore les NOD-like 

receptor19. Les adénovirus peuvent être reconnu lors de l’entrée virale au niveau de la membrane 

plasmique avec des récepteurs transmembranaires comme les TLR2, TLR4, TLR9, et au niveau 

du cytoplasme avec des récepteurs cytosoliques comme les complexes AIM2 ou NALP319,248. 

Cette liaison récepteur-virus ou motifs viraux permet de stimuler l’expression de gènes 

impliqués dans la mise en place de la réponse antivirale, en particulier les gènes stimulés par 

les interférons (ISG pour Interferon-Stimulated Genes) via le facteur NF-kB19. L’ADN viral 
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reconnu par les récepteurs cytosoliques permet la maturation et la sécrétion d’IL-1β et IL-18 

actives impliqués dans la réponse inflammatoire504.  

Au sein de l’immunité innée un autre type moléculaire est impliqué dans la défense de l’hôte 

lors d’une infection virale, ce sont les peptides antimicrobiens dont les défensines14,505. Les 

défensines peuvent agir à différentes étapes au cours de l’infection entre autres par agrégation 

sur la particule virale masquant les sites de liaison avec les récepteurs cellulaires ou encore en 

bloquant le déshabillage des particules virales au sein des endosomes19,505. Comme pour les 

défensines, la présence d’anticorps spécifiques à l’adénovirus peut impacter la voie de détection 

des particules virales369 mais aussi la mise en place de la réponse antivirale13,506, notamment par 

l’expression des ISGs19. 

Pour résumer, lors d’une réponse antivirale mise en place à la suite d’une infection par 

adénovirus, les acteurs impliqués peuvent être peptidiques (les peptides antimicrobiens) ou 

cellulaires comme les cellules épithéliales, les macrophages ou encore les cellules 

dendritiques14. La réponse antivirale se traduit également par la sécrétion de plusieurs cytokines 

à action antivirale et pro-inflammatoire comme: les IFNs, le TNF, l’IL-1, l’IL-6, l’IL-8 et IL-

1214.  
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Annexe 1: Réponse immunitaire innée induite par une infection par les HAdVs 

A. Détails des étapes clés lors de l’entrée virale: 1.Liaison de la particule virale aux récepteurs 
cellulaires/ 2.Endocytose de la particule virale par une vésicule mantelées d’un manteau de 
clathrines/ 3.Acidification de l’endosome/ 4.Destruction de la membrane endosomale/ 5.Libération 
de l’ADN viral dans le noyau cellulaire pour poursuivre le cycle viral (non abordé dans cette figure). 
B. Voies de détection du virus par le système immunitaire: 1.Détection des motifs viraux via les 
récepteurs transmembranaires à la membrane cellulaire ou endosomale (TLRs: Toll-like receptors)/ 
2. Détection des motifs viraux via les récepteurs cytosoliques (ALRs: AIM2-like receptors; NLRs: 
NOD-like receptors). 
ISG: Interferon-stimulated genes 
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2)! Revue 1: A review of 65 years of human adenovirus seroprevalence 
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3)! Article 1: Seroprevalence of Neutralizing Antibodies against Adenoviruses type 

-C5, -D26 and -B35 in Healthy and HIV-Infected Adults and Children from 
Burkina Faso and the Republic of Chad: impact on the use of HAdV-derived 

vaccines (soumis) 
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4)! Article 2: Lactoferrin retargets human adenoviruses to TLR4 to induce an 

abortive NLRP3-associated pyroptotic response in human phagocytes  
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