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Titre : Etude de la séparation de phase liquide-liquide et du chaperon d'histone FACT dans 
l'organisation du compartiment de réplication de l'Adénovirus de type 5.   

Résumé : L’Adénovirus est un virus à ADN double brin qui est utilisé comme vecteur vaccinal. Son 
génome est très compacté à l’intérieur de la particule virale et il est organisé en chromatine grâce à 
son association avec la protéine virale VII. La libération du génome viral dans le noyau d’une cellule 
cible est suivie par sa décompaction, par l’éviction partielle de protéines VII et le dépôt d’histones 
cellulaires afin d’initier la transcription des gènes viraux puis la réplication de l’ADN viral. A un stade 
plus tardif, ce processus est inversé et les génomes viraux sont condensés et compactés en chromatine 
associée à la protéine VII et dépourvue d’histones cellulaires. A l’heure actuelle, peu de facteurs 
impliqués dans cette chromatinisation réversible du génome adénoviral sont connus. Ces facteurs sont 
probablement les chaperons d’histones cellulaires, classés en trois groupes différents agissant de 
manière dépendante ou non de la réplication, ou durant la réparation de l’ADN. La réplication de l’ADN 
viral s’effectue à l’intérieur d’organelles sans membranes induites par le virus et nommées 
compartiments de réplication viraux (CR). Les CR sont formés par des facteurs de l’hôte et par des 
protéines virales comme la protéine de réplication virale DBP (DNA Binding Protein). Les CR sont 
morphologiquement dynamiques et deux types de CR distincts peuvent être distingués. Les CR 
précoces sont supposés répliquer les génomes pour l’expression des gènes viraux tandis que les CR 
tardifs entourent des corps appelés corps viraux induits après la réplication (ViPR bodies en anglais) 
qui sont le site d’accumulation de génomes susceptibles d’être encapsidés dans les nouvelles 
particules virales. Nous avons essayé d’élucider le mécanisme à l’origine de la formation des CR et des 
ViPR et ce qui permet le recrutement ou l’exclusion des protéines de l’hôte et des protéines virales, 
qui pourrait être nécessaire à la chromatinisation réversible des génomes viraux. Les mécanismes 
impliqués sont probablement la séparation de phase liquide-liquide (LLPS). La LLPS est un processus 
physique réversible permettant l’enrichissement et l’appauvrissement en facteurs au sein de deux 
phases fonctionnelles distinctes formées par de faibles interactions entre des protéines et des acides 
nucléiques. Elle pourrait expliquer la formation des CR de l’Adénovirus. Dans ce travail, nous avons 
montré que les CR sont dépourvus d’histones cellulaires, qu’ils excluent la chromatine de l’hôte et que 
des chaperons d’histones incluant FACT (FAcilitates Chromatin Transcription) y sont spécifiquement 
associés. FACT s’accumule dans les CR et sa sous-unité SSRP1 induit de la séparation de phase 
suggérant un rôle dans la formation des CR de l’Adénovirus et la réplication et/ou la transcription du 
génome viral probablement par la chromatinisation réversible du génome viral. Ce travail permettra 
de mieux comprendre le devenir du génome adénoviral dans la cellule infectée et potentiellement 
d’améliorer encore les vecteurs basés sur les Adénovirus.  

Ce travail de thèse s’est également concentré sur l’étude du SRAS-CoV-2 pouvant provoquer un 
syndrome de détresse respiratoire aiguë avec un degré élevé de mortalité chez les patients âgés. Nous 
avons établi des épithéliums bronchiques primaires (EB) reconstitués fonctionnels dérivés de donneurs 
(adultes et enfants) pour étudier l'infection par le SRAS-CoV-2 dans un modèle physiologiquement 
pertinent. Nous avons identifié les cellules multi-ciliées comme principales cellules cibles du 
SRAS- CoV-2. Nous avons observé une propagation virale rapide dans tout l’EB en 24 à 48 heures. En 
3-4 jours, nous avons observé la formation de syncytiums entre les cellules ciliées et les cellules basales 
qui s'accumulent du côté apical des EB. Nous observons que les cellules infectées, notamment les 
syncytiums, sont libérés au niveau apical et contribuent à la dose virale transmissible. Il est intéressant 
de noter que certains EB, principalement reconstitués à partir de jeunes donneurs, ont montré une 
résistance intrinsèque à l’infection et à la propagation du virus. Ce phénotype d'infection restreint était 
corrélé à une libération plus rapide de la sécrétion d'interféron de type III. De plus, le traitement par 
interféron exogène de type III des épithéliums permissifs a installé une restriction de l'infection, tandis 
que l'inactivation du gène de l'interféron a favorisé l'infection. Prises ensemble, nos données révèlent 
la formation de syncytiums comme contribution possible à la dissémination tissulaire ou 
environnementale du SRAS-CoV-2 et la réponse IFN de type III en tant que contributeur central à la 
résistance au SRAS-CoV-2 dans les BE, ce qui peut expliquer les observations épidémiologiques selon 
lesquelles la mortalité par le SRAS-CoV-2 dépend de l'âge.      
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Mots clés : Adénovirus, Chromatinisation, Chaperon d’histone, Séparation de phase liquide-liquide, 
Interactions hôte-pathogène, SRAS-CoV-2. 

 

Title : Study of liquid-liquid phase separation and the FACT histone chaperone in the adenovirus type 
5 replication compartment organization. 

Abstract : Adenovirus is a double stranded DNA virus which is used as a viral vector vaccine. Its 
genome is highly compacted inside the viral particle and organized into chromatin by virtue of the 
protein VII. Nuclear genome delivery in a target cell is followed by decompaction and partial eviction 
of protein VII and the deposition of cellular histones to initiate viral genes transcription and then the 
viral DNA replication. At late stages the process is reversed and viral genomes are condensed and 
packaged into a chromatin associated with proteins VII and without cellular histones. Few factors 
involved in driving this reversible chromatinization of the adenoviral genome are known. Potential 
candidates involve cellular histone chaperons, which are classed into three different groups acting 
replication dependent, replication independent or following DNA repair. Viral genome replication 
occurs in virus induced membraneless organelles called viral replication compartment (RC) formed 
with host factors and viral proteins like the viral DBP (DNA Binding Protein) protein. RCs are 
morphologically dynamic and two distinct RCs can be distinguished. Early RCs are presumed to 
replicate genomes for gene expression while late RCs surround bodies called viral induced post 
replication bodies (ViPR bodies) which are the site of viral genome accumulation likely for their 
encapsidation into new viral particles. We tried to elucidate the mechanism driving RC and ViPR bodies 
formation and what allows the recruitment or exclusion of both host and viral proteins which can be 
necessary for the reversible viral genome chromatinization. Mechanisms involved are likely liquid-
liquid phase separation (LLPS). LLPS is a reversible physical process permitting the enrichment and 
depletion of factors within two functional separate phases formed by weak interactions between 
proteins and nucleic acids. It can explain the adenoviral RC formation. In this work, we have shown 
that RCs are histone free, exclude host chromatin and that histone chaperones including FACT 
(FAcilitates Chromatin Transcription) are specifically associated with RCs. FACT accumulates in RC and 
its SSRP1 subunit drives phase separation suggesting a role in Adenovirus RC formation and genome 
replication and/or transcription possibly by reversible genome chromatinization. This work will allow 
to better understand the fate of the adenoviral genome in the infected cell and to improve potentially 
adenoviral based vectors. 

This thesis work also focused on the study of SARS-CoV-2 which can cause acute respiratory distress 
syndrome with a high degree of mortality in elderly patients. We established functional reconstituted 
primary bronchial epithelia (BE) derived from donors (adults and children) to study SARS-CoV-2 
infection in a physiologically relevant model. We identified multi-ciliated cells as the primary target 
cells for SARS-CoV-2. We further observed rapid viral spread throughout the entire BE within 24-48 
hours. Within 3-4 days, we observed syncytia formation between ciliated cells and basal cells which 
accumulate at the apical side of the BE. We show that infected cells including syncytia are released 
into the apical lumen and contribute to the transmittable virus dose. Interestingly, some BE mainly 
reconstituted from young donor, showed an intrinsic resistance to infection and virus spread. This 
restricted infection phenotype correlated with a faster release of type-III interferon secretion. 
Moreover, exogenous type-III interferon treatment to permissive epithelia installed infection 
restriction while interferon gene knockout promoted infection. Taken together our data uncover 
syncytia formation as possible contribution to tissue or environmental SARS-CoV-2 dissemination and 
the type-III IFN response as a central contributor to SARS-CoV-2 resistance in BE, which may explain 
epidemiological observations that SARS-CoV-2 fatality is age dependent. 

 

Keywords : Adenovirus, Chromatinization, Histone chaperone, Liquid-liquid phase separation, Host-
Pathogen interactions, SARS-CoV-2. 
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Chapitre 1 

I. La chromatine cellulaire : structure et régulation.  

I.1 Organisation de la chromatine cellulaire.  

I.1.1 Structure et formation des nucléosomes avec les histones cellulaires.  

 

 

Figure 1. Schéma de l’organisation et des différents niveaux de compaction de la chromatine. La 
chromatine adopte une structure de billes sur un fil (fibre de 10 nm) par enroulement de l’ADN autour 
d’une particule de cœur d’histones (nucléosomes). L’association de l’histone H1 aux nucléosomes 
permet la formation de chromatosomes qui peuvent s’associer entre eux (fibres de 30 nm). La 
formation d’une fibre de 30 nm reste toutefois débattue in vivo. Des interactions entre les fibres 
induisent un niveau plus élevé de compaction de la chromatine notamment sous la forme de 
chromosomes compacts au cours de la mitose. (Adaptation de (1)). (Schéma généré avec 
Biorender.com).   

L’ADN génomique, localisé et protégé à l’intérieur du noyau des cellules eucaryotes, n’est pas présent 

sous la forme d’une molécule nue. Il est en effet associé à des protéines et plus ou moins compacté 

grâce à de petites protéines chargées positivement, les histones. Ces histones sont réparties entre les 

histones de « cœur » (H2A, H2B, H3 et H4) et l’histone de liaison H1. L’ADN associé aux histones, forme 

la chromatine cellulaire. Elle est structurée par des unités répétées (Figure 1) que sont les 
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nucléosomes. Un octamère d’histones de cœur sur lequel 145 à 147 paires de bases d’ADN sont 

enroulées en hélice gauche. Les histones interagissent toutes les 10 paires de bases environ en 14 

positions ((2) ; (3)). Un octamère d’histones est composé de 2 copies de chacune des histones, H2A, 

H2B, H3 et H4 (Figure 2). Les nucléosomes sont connectés les uns avec les autres par de courtes 

séquences d’ADN génomique nommées « ADN de liaison » qui varient en taille en fonction des espèces 

et les types cellulaires considérés. 

La formation de nouveaux nucléosomes s’effectue séquentiellement. Dans un premier temps, deux 

dimères d’histones H3-H4 s’associent à l’ADN pour former le tétramère (H3-H4)2 ((4) ; (5)). Deux 

dimères d’histones H2A-H2B sont ensuite incorporés pour former le nucléosome. Les nucléosomes 

sont des structures très dynamiques, qui peuvent changer de conformation sur une durée de temps 

très courte (6). Le détachement temporaire de 10 ms à 50 ms d’une partie de l’ADN de l’octamère 

d’histones permet l’accès à des sites internes des nucléosomes. L’ADN est ensuite enroulé à nouveau 

durant 250 ms.  

     

Figure 2. Structure d’un nucléosome constitué d’un octamère d’histones et structures des dimères 
d’histones H3-H4 et H2A-H2B. Un nucléosome est formé par l’enroulement de 147 pb d’ADN autour 
d’un octamère d’histones (2 hétérodimères d’histones H3-H4 (tétrasome) et 2 hétérodimères 
d’histones H2A-H2B) (structures issues de (7)). (Adaptation de (7), (8), (3) et (9)). 

Comme toutes les protéines, les histones sont synthétisées dans le cytoplasme et elles sont ensuite 

prises en charge sous la forme de monomères et de dimères dans le cytoplasme pour être acheminées 

dans le noyau (10). De la même façon, le remodelage des nucléosomes de la chromatine nécessite 

l’intervention de facteurs cellulaires spécifiques que l’on appelle chaperons d’histones. 
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Bien que la formation des nucléosomes semble possible sur presque toutes les séquences d’ADN, celle-

ci est plus souvent rencontrée sur des séquences comportant les dinucléotides AA, TT ou TA et espacés 

de 10 paires de bases. Ces séquences présentent une meilleure affinité pour les octamères d’histones 

((11) ; (12) ; (3)). Le positionnement des nucléosomes peut être plus ou moins dense sur l’ADN 

génomique. Par exemple, des régions pauvres ou dépourvues en nucléosomes ont pu être mises en 

évidence (13). Ces régions sont le plus souvent des promoteurs de gènes, des « enhanceurs » ou 

encore des origines de réplication ((14) ; (15) ; (16) ; (17) ; (18)). Cette densité des nucléosomes peut 

également varier en réponse à des signaux spécifiques et des stress environnementaux. Dans ce cas, 

une reprogrammation de la transcription de gènes peut avoir lieu par la disparition de nucléosomes 

résultant de l’éviction des histones ((19) ; (20)). L’ajout de nouveaux nucléosomes est souvent corrélé 

à une diminution de l’expression des gènes ((21) ; (22) ; (23) ; (24) ; (20) ; (19) ; (25)).                  

La chromatine peut adopter plusieurs niveaux de repliements (Figure 1) (1). La structure primaire de 

la chromatine est caractérisée par la disposition des nucléosomes le long de l’ADN génomique sous la 

forme d’une fibre de 10 nm semblable à des billes sur un fil permettant d’assurer le premier niveau de 

compaction de l’ADN (26). L’histone de liaison H1 peut s’associer aux nucléosomes proches des points 

d’entrée et de sortie de l’ADN et former un chromatosome (27). Cette association assure de multiples 

fonctions dont la stabilisation des nucléosomes et la formation d’une structure tertiaire plus compacte 

sous la forme d’une fibre de 30 nm (1). Malgré des études ayant observé la formation de cette fibre in 

vitro, son existence reste cependant controversée in vivo ((28) ; (29); (30)). Un niveau de compaction 

supérieur de la chromatine est observé au cours de la mitose. Dans ce cas, l’ADN nouvellement 

répliqué est condensé en chromosomes compacts. Cette condensation de la chromatine est un 

processus clé de la division cellulaire qui permet de partager de manière égale les deux jeux de 

chromatides sœurs (31). La présence de chromosomes condensés durant la métaphase résulte de 

nombreuses interactions fibre-fibre (32). Malgré une implication de complexes nommés condensines 

I et II ((33) ; (34)), les mécanismes régissant la compaction de la chromatine en chromosomes compacts 

restent très largement méconnus. Un modèle est cependant proposé où la chromatine est distribuée 

de manière homogène durant l’interphase et commence à être formée sous la forme de fibres 

filiformes au cours de la phase précoce de la prophase. La formation de segments de chromatine, d’une 

taille de 80 kb à 120 kb et sous la forme de boucles, serait induite par les condensines et d’autres 

facteurs cellulaires. Cette étape constituerait l’événement initial dans le processus de compaction de 

l’ADN (35). Plus tardivement durant la phase M, la compression axiale des bras des chromosomes 

nécessiterait une activité supplémentaire des condensines en combinaison avec la topoisomérase IIα 

((36) ; (37)). Le diamètre des chromosomes est ensuite réduit par une compression latérale.          
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Il est admis que la structure et le degré de compaction de la chromatine influencent directement 

l’accessibilité du génome notamment à la machinerie transcriptionnelle. Le degré de compaction de la 

chromatine régulerait ainsi l’expression des gènes. Des travaux récents ont par exemple montré que 

la chromatine compacte comporte très rarement des sites actifs d’initiation de la transcription (TSS) 

(38) et qu’elle inhibe l’expression des gènes (39). D’autres études ont toutefois révélé l’existence 

possible de gènes transcriptionnellement actifs in vivo au sein d’une chromatine en interface, 25 fois 

plus compacte que la fibre de 30 nm (40). Cet arrangement tertiaire de la chromatine pourrait 

probablement permettre une plus grande accessibilité de l’ADN. 

Les histones dites canoniques sont synthétisées et incorporées durant la réplication de l’ADN. Pour 

cette raison, elles sont qualifiées d’histones « dépendantes de la réplication » (41). A la différence des 

histones canoniques, les variants d’histones sont synthétisés tout au long du cycle cellulaire et sont 

qualifiés d’histones « indépendantes de la réplication » (42). Des travaux ont permis d’identifier 83 

variants d’histones en incluant des isoformes épissées chez la souris et 85 variants d’histones chez 

l’homme pour les histones H2A, H2B et H3 (43). Le plus grand nombre de variants d’histones a été 

caractérisé pour les histones H2A et H3.  

A ce jour, seul un unique variant a été découvert pour l’histone H4 chez l’homme. Ce variant est 

nommé H4G et il possède 85 % d’identité avec l’histone H4 canonique. Des travaux ont montré que 

l’expression de ce variant est plus élevée dans certaines lignées cancéreuses comme celle issue d’un 

cancer du sein humain MCF7 (44) ainsi que chez des patients. Malgré une faible connaissance de son 

rôle, ce variant d’histone est localisé uniquement dans le nucléole où il permettrait d’augmenter 

l’expression des ARNr.  

L’histone H2A est celle qui présente le plus de variants dont H2A.X, H2A.Z, MacroH2A et H2A.B. H2A.X 

est impliquée dans les mécanismes de réparation de l’ADN (45). En effet, en réponse à des dommages 

de l’ADN, la phosphorylation de la sérine 139 ou de la tyrosine 142 dans sa partie C-terminale permet 

le recrutement de facteurs cellulaires impliqués dans les voies de signalisation et de réparation de 

l’ADN (46). H2A.Z est enrichie dans les nucléosomes en position + 1 et -1 dans les régions libres en 

nucléosomes entourant les sites d’initiation de transcription chez la levure (24). MacroH2A semble 

associée à une fonction de répression de l’expression des gènes en raison de son enrichissement dans 

l’hétérochromatine comme celle du chromosome X inactivé chez les femelles de mammifères (47). Le 

variant H2A.B est enrichi au niveau des sites de réparation de l’ADN, des sites de réplication de l’ADN 

et dans les régions actives pour la transcription (48). Des travaux ont montré qu’il peut ensuite être 

rapidement échangé par l’histone canonique H2A sans l’assistance d’autres facteurs cellulaires 
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supplémentaires in vitro (48). D’autres travaux suggèrent au contraire, l’implication du chaperon 

d’histones NAP-1 (49).  

Dans les cellules somatiques, les régions transcriptionnellement actives sont enrichies avec le variant 

d’histone H3.3 (50). Le variant H3.3 diffère de H3.1 et H3.2 par seulement 4 acides aminés pour H3.2 

et 5 acides aminés pour H3.1. Son incorporation dans la chromatine se fait de manière indépendante 

de la réplication ((51) ; (52) ; (53); (54)). Des travaux ont en effet montré que l’histone H3.1 est 

remplacée par le variant H3.3 au niveau de gènes transcriptionnellement actifs (55). D’autres études 

ont révélé une incorporation du variant H3.3 au niveau de dommages de l’ADN induits par les UV (56). 

D’autres variants de l’histone H3 peuvent également être incorporés en dehors de la phase S comme 

le variant CENP-A (Centromere protein A) chez les mammifères, qui est spécifiquement retrouvé au 

niveau des centromères (57).  

D’autres variants d’histones ayant un rôle durant la spermatogenèse (58) ont également été décrits 

comme le variant TH2A pour l’histone H2A ((59) ; (60)), le variant TH2B pour l’histone H2B (61) et les 

variants H1t et HILS1 pour l’histone de liaison H1 ((62) ; (63) ; (64)). 

Comme pour les histones canoniques, l’incorporation des variants d’histones au sein de la chromatine 

est assurée par des chaperons d’histones spécialisés. Ceci sera détaillé dans un autre paragraphe (voir 

paragraphe : I.1.2.1).                              

Les histones peuvent subir de nombreuses modifications post-traductionnelles (PTM) au niveau de 

leur long segment N-terminal (voir paragraphe : I.1.2). Ces modifications ainsi que l’incorporation de 

variants d’histones jouent de multiples rôles dans la régulation de la structure de la chromatine, son 

niveau de compaction mais également dans la régulation directe de la transcription et de l’expression 

des gènes.         

I.1.2 Modifications épigénétiques, régulation de la compaction de la chromatine cellulaire et de 

l’expression des gènes.  

L’étude de la structure des nucléosomes (2) a montré que les extrémités N- et C-terminales des 

histones constituent des extensions désordonnées exposées à l’extérieur des nucléosomes et forment 

l’ensemble des « queues d’histones ». L’intégrité des nucléosomes est maintenue par des interactions 

entre les histones de cœur ainsi que certaines de leurs extrémités. Ces queues d’histones peuvent 

également interagir avec les nucléosomes voisins et permettre ainsi une régulation de la compaction 

de la chromatine. Les queues d’histones subissent des modifications post-traductionnelles par l’ajout 

de groupements acétyles au niveau de lysines (acétylation), méthyles au niveau de lysines et arginines 

(méthylation), phosphates au niveau de sérines et thréonines (phosphorylation) et ubiquitines au 

niveau de lysines (ubiquitinylation) ((65) ; (66) ; (1)). On a longtemps parlé du « code d’histone » en 
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relation avec ces modifications post-traductionnelles où de nombreuses revues en parlent encore par 

exemple en 2022 (67). Le rôle de ces modifications post-traductionnelles sera très brièvement abordé 

dans le paragraphe suivant.             

Des travaux ont révélé que les modifications post-traductionnelles des histones contribuent à la 

modification de la structure de la chromatine et au recrutement spécifique de facteurs de liaison à la 

chromatine impliqués dans l’expression des gènes (68). L’acétylation des lysines est réversible et 

régulée par deux familles d’enzymes, les histones acétyltransférases (HAT) qui ajoutent des 

groupements acétyles et neutralisent des charges positives et les histones déacétylases (HDAC) qui 

enlèvent des groupements acétyles et restaurent ainsi des charges positives. En diminuant les 

interactions entre les histones et l’ADN par la neutralisation de charges positives, l’acétylation favorise 

la décondensation de la chromatine. Elle est par conséquent majoritairement associée à une 

transcription active des gènes. L’acétylation des lysines K9 et/ou K14 de l’histone H3 est par exemple 

utilisée comme marqueur de chromatine active pour la transcription. La méthylation peut jouer à la 

fois un rôle dans l’activation et la répression des gènes (69). Des travaux ont par exemple montré que 

la triple méthylation de la lysine K36 de H3 s’accumule à l’extrémité 3’ de certains gènes actifs (70). 

D’autres études ont mis en évidence que la méthylation de la lysine K27 de l’histone H3 joue un rôle 

dans la répression de l’expression du gène HOX (71). La phosphorylation des queues d’histones joue 

aussi de multiples rôles dont la régulation de la compaction de la chromatine durant la mitose et la 

méiose (72) mais également dans la régulation de l’expression des gènes (73) et la réparation des 

dommages de l’ADN (46). Finalement, des études sur l’ubiquitinylation des histones ont montré des 

rôles dans l’inhibition de la compaction de la chromatine (74) et dans la régulation de l’expression des 

gènes (75).                 

Des modifications épigénétiques ont également été observées au sein de la chromatine adénovirale 

(76) et elles auraient notamment un rôle dans l’établissement et la maintenance de l’infection ((77) ; 

(78)). Nos travaux de recherches se sont focalisés sur l’implication des chaperons d’histones et leurs 

rôles dans le remodelage de la chromatine du virus. 
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I.1.2.1 Gestion des histones et de la chromatine cellulaire par les chaperons d’histone. 

 

Figure 3. Schéma des étapes d’assemblage et de désassemblage des nucléosomes par les chaperons 
d’histones. Deux dimères d’histones H3-H4 sont premièrement fixés à l’ADN pour former un 
tétrasome. Un premier dimère d’histones H2A-H2B est ensuite ajouté pour former un hexasome. 
L’ajout d’un second dimère d’histones H2A-H2B permet de former un nucléosome. Chaque étape de 
l’assemblage des nucléosomes est réalisée par différents chaperons d’histone spécialisés dans la 
gestion soit de dimères d’histones H3-H4, soit de dimères d’histones H2A-H2B. (Adaptation de (79)). 

 

I.1.2.1.1 Principes généraux sur les chaperons d’histones.  

Les nucléosomes et la chromatine peuvent se former spontanément lorsque des histones et de l’ADN 

sont incubés seuls in vitro (80). Des travaux en ajoutant des extraits cellulaires d’œufs de 

Xenopus laevis (81) ont permis d’identifier d’autres facteurs cellulaires qui facilitent cet assemblage. 

Ils ont été nommés chaperons d’histones. Ce sont des protéines acides pouvant être identifiées par 

leur capacité à promouvoir l’assemblage des particules de cœur des nucléosomes en liant les histones 

(82) (Figure 3). A la différence d’autres remodeleurs de la chromatine comme le complexe SWI/SNF 

(SWItch/Sucrose Non-Fermentable) ((83); (84)), les chaperons d’histones fonctionnent de manière 

indépendante de l’ATP. Les chaperons d’histones n’interviennent pas seulement au niveau de l’ADN. 

Ils sont en effet impliqués dans la gestion des histones depuis leur site de synthèse dans le cytoplasme, 

dans leur import dans le noyau, dans leur stockage, dans leur dépôt/ dissociation de la chromatine et 

dans leur dégradation. Des études ont montré que les dimères d’histones H3-H4 sont importés dans 

le noyau par ASF1 (Anti-silencing function protein 1) et par un mécanisme dépendant de la protéine 

d’import Imp4 ((85) ; (86)). D’autres travaux plus récents proposent une autre voie d’import et 

suggèrent que des monomères d’histones H3 et H4 sont importés directement dans le noyau par un 

mécanisme dépendant de Imp5. Les monomères d’histones H3 et H4 sont ensuite assemblés en 

dimères et pris en charge par des chaperons d’histones (86). Les dimères d’histones H3-H4, H2A-H2B 

et les variants d’histones ne sont pas manipulés par les mêmes chaperons d’histones. Certains 

chaperons d’histones sont en effet spécialisés soit dans la gestion des dimères H3-H4, soit dans la 
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gestion des dimères H2A-H2B. Les chaperons d’histones peuvent également être divisés en 2 classes 

suivant leur intervention dans le dépôt d’histones de manière non couplée à la réplication de l’ADN 

(chaperons d’histones indépendants de la réplication) ou de manière couplée à la réplication 

(chaperons d’histones dépendants de la réplication) (82) (Figure 4). De manière non exhaustive, HIRA 

(Histone cell cycle regulation defective homolog A) et DAXX (Death domain-associated protein) 

appartiennent à la première classe de chaperons d’histones alors que ASF1, CAF1 (Chromatin Assembly 

Factor 1) et NASP (Somatic Nuclear Autoantigenic Sperm Protein) appartiennent à la seconde (82) 

(Tableau 1). Certains chaperons d’histones peuvent toutefois être des exceptions en intervenant à la 

fois durant la réplication ou de manière indépendante. Ceci est le cas par exemple des chaperons 

d’histones NAP1 (Nucleosome assembly 1), NAP1L4 (Nucleosome assembly protein 1 like 4) et FACT 

(FAcilitates Chromatin Transcription). Le chaperon d’histone FACT intervient en effet à la fois durant la 

transcription, la réplication et la réparation de l’ADN (voir I.1.2.2). 
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Figure 4. Modèle de l’assemblage de la chromatine par les chaperons d’histones. A la suite de leur 
synthèse dans le cytoplasme et jusqu’à leur destination finale (chromatine), les histones H3, H4, H2A 
et H2B sont pris en charge sous la forme de dimères par différents chaperons d’histones. D’autres 
chaperons d’histones dont NASP et NPM2 permettent le stockage de dimères d’histones dans le 
cytoplasme. ASF1 joue un rôle de navette entre les chaperons d’histones CAF1 et HIRA en leur 
transmettant respectivement soit des dimères d’histones H3.1-H4/H3.2-H4, soit H3.3. ASF1 permet 
également le recyclage d’histones durant la réplication. CAF1 est impliqué dans le dépôt d’histones de 
manière couplée à la réplication et durant la réparation de l’ADN. HIRA a un rôle dans le dépôt de 
dimères d’histones H3.3-H4 de manière indépendante de la réplication comme DAXX. FACT et NAP1 
sont des pourvoyeurs de dimères d’histones H2A-H2B. FACT joue un rôle dans le dépôt d’histones de 
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manière couplée ou non à la réplication. Il est également engagé dans l’échange d’histones durant la 
réparation de l’ADN. Adaptation de (5), (9) et de (82)). (Schéma généré avec Biorender.com).  

 

I.1.2.1.2 Chaperons d’histones indépendants de la réplication.  

Le chaperon d’histone HIRA est un complexe de 6 protéines. Il a été renommé ainsi en raison de sa 

principale sous-unité HIRA (3 copies), impliquée dans la formation des nucléosomes par le dépôt de 

dimères d’histones H3.3-H4 de manière indépendante de la réplication ((87) ; (88)) (Figure 4). Les 2 

autres sous-unités sont CABIN1 (Calcineurin Binding Protein 1) (2 copies) et UBN1 (Uninuclein-1) (1 

copie). Ce chaperon est impliqué dans de multiples fonctions comme la détection d’ADN nu par le 

dépôt du variant d’histone H3.3 (89). Des études ont montré qu’HIRA peut interagir avec l’ARN 

polymérase de type II, permettant l’incorporation d’H3.3 au niveau de gènes actifs pour la transcription 

(89). HIRA permet également de promouvoir la transcription des gènes en étant recruté 

spécifiquement par un mécanisme dépendant de la protéine de liaison à l’ADN RPA (Replication 

protein A) au niveau de promoteurs ou d’enhanceurs (90). D’autres travaux ont montré une 

implication d’HIRA dans la réparation de l’ADN via le dépôt du variant H3.3 au niveau de sites d’ADN 

endommagés (56). Le chaperon d’histone ASF1 sert de donneur de dimères d’histones H3.3-H4. La 

liaison spécifique du complexe HIRA avec le variant d’histone H3.3 est conférée par sa liaison avec 

UBN1 (glycine en position 90 d’H3.3). UBN1 se lie ainsi directement avec le complexe ASF1-H3.3-H4 

(91).  

Le chaperon d’histone DAXX est également spécialisé dans le dépôt de dimères d’histones H3.3-H4 de 

manière indépendante de la réplication de l’ADN (92) (Tableau 1). La spécificité de DAXX pour H3.3 est 

due à son interaction avec la glycine 90 de H3.3, comme pour HIRA (93). Ce chaperon d’histones peut 

former un complexe en s’associant au remodeleur de la chromatine ATRX (α-thalassemia/mental 

retardation syndrome protein). Le complexe DAXX/ATRX est impliqué dans le dépôt spécifique du 

variant d’histone H3.3 au niveau des télomères (94), de l’ADN péricentrique (95), d’éléments d’ADN 

répétés (96) mais également au niveau de séquences rétrovirales endogènes (97). 

               

I.1.2.1.3 Chaperons d’histones dépendants de la réplication.  

Le chaperon d’histone CAF1 est impliqué dans le dépôt de dimères d’histones de novo des dimères 

d’histones H3.1-H4 et H3.2-H4 de manière dépendante de la réplication ((98) ; (82)) (Figure 4). Ce 

chaperon d’histone est un complexe formé de 3 sous-unités ; une petite sous-unité p48 (RbAp48), une 

moyenne sous-unité p60 (CHAF1b) et une grande sous-unité p150 (CHAF1a) (99). La sous-unité p150 

permet au complexe CAF1 de s’associer avec la machinerie de réplication en se liant directement à 

PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen). Cette interaction avec PCNA permet également un 
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recrutement de CAF1 et le dépôt du variant d’histone H3.1 au niveau de sites de réparation de l’ADN 

endommagé ((100) ; (101)). Des études proposent un modèle pour lequel 2 complexes CAF1-H3-H4 

permettent le dépôt de 2 dimères d’histones H3-H4 et la formation d’un tétrasome (H3-H4)2 durant la 

réplication au niveau de la fourche de réplication (102). La reconnaissance du tétrasome par les 

chaperons d’histone FACT ou NAP1 permet ensuite le dépôt de dimères d’histones H2A-H2B et la 

formation de nucléosomes ((9) ; (99)). Le chaperon d’histone ASF1 sert de donneur de dimères 

d’histones H3.1-H4 au chaperon d’histone CAF1 dans le noyau (82). Des travaux ont toutefois montré 

que CAF1 peut se lier à des dimères d’histones H3.3-H4 (95).           

Le chaperon d’histone NAP1 est spécialisé dans la gestion des dimères H2A-H2B comme pour le 

complexe FACT (Figure 4). Des travaux chez la levure ont montré que la déplétion de NAP1 induit une 

augmentation d’héxasomes (103). Ces résultats suggèrent que NAP1 est impliqué préférentiellement 

dans le dépôt du dernier dimère d’histones H2A-H2B.     

Les chaperons d’histones NAP1L1 (Nucleosome assembly protein 1 like 1) et NAP1L4 appartiennent à 

la famille des NAP1L (Nucleosome assembly protein-like). Cette famille de chaperons d’histones 

comporte 5 membres (NAP1L1 à NAP1L5), caractérisés chez l’homme et chez la souris. Ils sont 

cependant moins connus par rapport à NAP1. Des travaux ont toutefois montré qu’ils ont tous les deux 

la capacité à s’associer aux dimères d’histones H2A-H2B et à former des nucléosomes (104). Ces 

travaux ont également trouvé une activité de désassemblage des nucléosomes plus élevée pour 

NAP1L1 que pour NAP1L4, suggérant une implication possible de ces chaperons d’histones dans la 

chromatinisation réversible des nucléosomes. Cette activité d’éviction pour les histones canoniques et 

pour des variants d’histones a également été documentée par d’autres travaux (105).          

NPM2 (Nucleoplasmin-2) est un autre chaperon d’histone spécialisé dans la gestion des dimères H2A-

H2B (106) (Figure 4). Il forme un complexe protéique pentamérique (ou décamérique) (107) pouvant 

reconstituer des nucléosomes in vitro (108). Les fonctions associées à ce chaperon d’histone sont peu 

connues. Des travaux ont cependant révélé un rôle de NPM2 dans le remodelage et la décondensation 

de la chromatine spermatique après la fécondation ((109) ; (104)). 

      

I.1.2.1.4 Chaperons d’histones impliqués dans l’import nucléaire des histones.  

Le chaperon d’histone ASF1 est impliqué dans la gestion des dimères H3-H4 ainsi que des différents 

variants de l’histone H3 (110) de leur site de synthèse jusqu’à leur import dans le noyau (82) (Figure 4). 

ASF1 comporte une seule protéine chez la levure et les deux paralogues (ASF1a et ASF1b) chez les 

mammifères et la plupart des vertébrés. Il se trouve au centre de nombreuses voies en servant de 

donneur d’histones à la fois aux chaperons d’histones CAF1 (dépendant de la réplication) (79), au 
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complexe HIRA (indépendant de la réplication) (82). Il peut également interagir et former un complexe 

avec d’autres chaperons d’histones dont NASP (stockage d’histones) et DAXX (indépendant de la 

réplication) (93). Des études ont montré que ASF1a interagit avec HIRA à la fois in vitro et in vivo ((111) ; 

(112) ; (113)) alors que ASF1b interagit préférentiellement avec la sous unité p60 de CAF1 (112). 

       

I.1.2.1.5 Chaperons d’histones impliqués dans le stockage des histones.  

Le chaperon d’histone NASP peut s’associer à la fois à des dimères H3-H4 et à des monomères d’H3 

((114) ; (115)) (Figure 4). Des travaux in vitro ont révélé que NASP est capable de former des dimères 

d’histones H3-H4 en présence d’histones monomériques en concertation avec ASF1 (114). Ces 

résultats suggèrent ainsi une implication possible de NASP dans le repliement et la formation des 

dimères H3-H4, dans leur protection in vivo (116). Les travaux de Cook et al, proposent un rôle de NASP 

dans le stockage des dimères d’histones H3-H4 à la fois dans le noyau et dans le cytoplasme (117) 

(Figure 4). NASP serait impliqué dans la protection de ces dimères en cas de stress cellulaire contre la 

dégradation induite par les protéines de choc thermique Hsp70 et Hsp90. D’autres études suggèrent 

une implication directe du complexe HSP90-NASP dans le repliement des dimères H3-H4 (117). Comme 

décrit précédemment, NASP est également impliqué avec ASF1 dans le stockage des dimères H3-H4 

(79).   

Des études ont montré que NPM2 est le chaperon d’histone majeur impliqué dans le stockage des 

dimères d’histones H2A-H2B dans des oocytes et des embryons de vertébrés à un stade précoce du 

développement (118). 
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Tableau 1. Liste des chaperons d’histones et leurs fonctions. Le chaperon d’histone FACT de notre 
étude est montré en rouge. (Adaptation de (119)). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

((88);(94);(95);(120);(87);(121);(122);(116);(123);(124);(125);(126);(82) ;(127);(123);(108);(128);(129);(130);(105)) 
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I.1.2.2 Le chaperon d’histone FACT est impliqué dans le dépôt de dimères H2A-H2B durant la 

réplication, la transcription et la réparation de l’ADN.  

Nous nous focaliserons plus en détails dans les prochains paragraphes sur les caractéristiques du 

complexe FACT dont sa constitution, ses fonctions biologiques ainsi que les mécanismes moléculaires 

connus car ce facteur s’est révélé important au cours de nos travaux. 

      

I.1.2.2.1 FACT : un complexe hétérodimérique formé par SSRP1 et Spt16.    

Figure 5. Structure du chaperon d’histone FACT. (A) Schéma de l’organisation des 2 sous-unités SSRP1 
et Spt16 du complexe FACT, de leurs différents domaines et de leurs modifications post-
traductionnelles (phosphorylation et acétylation). NTD : Domaine N-terminal ; DD : Domaine de 
dimérisation ; MD : Domaine médian ; IDD : domaine intrinsèquement désordonné ; HMG : boite de 
groupe à forte mobilité et CTD : Domaine C-terminal. (Adaptation de (131). (B) Reconstruction de la 
structure 3D du complexe FACT et son association à l’ADN et à la particule de cœur d’un nucléosome 
à partir de cartes de densités électroniques (image prise de (132)). 

Le chaperon d’histone FACT est un complexe hétérodimérique constitué par 2 sous-unités protéiques, 

Spt16 (Suppressor of Ty 16) et Pob3 (Polymerase One Binding protein 3) ((133) ; (134)) chez 

Saccharomyces cerevisiae et Spt16 (codé par le gène Supt16) et SSRP1 (Structure Specific Recognition 

Protein 1 codé par le gène Ssrp1) chez l’Homme ((132) ; (131)). De multiples fonctions sont attribuées 

au chaperon d’histone FACT dont un rôle durant la transcription (124), la réplication (135) et la 

réparation de l’ADN (127). D’autres fonctions lui sont également associées dont sa nécessité dans la 
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formation artificielle de cellules souches pluripotentes (136) et son implication dans la progression de 

différents cancers ((137) ; (138) ; (139) ; (140) ; (141)). 

La structure du complexe FACT est conservée chez tous les eucaryotes (142). Les structures complètes 

de ses 2 sous-unités associées aux nucléosomes n’ont pas encore été résolues à ce jour. L’association 

individuelle des domaines de FACT avec les nucléosomes a cependant été obtenue ((143) ; (144) ; 

(145) ; (146)). Ces études ont permis de proposer un modèle d’interaction de FACT avec l’ADN et les 

nucléosomes (132) (Figure 5).  

 

I.1.2.2.2 Structure de la sous-unité SSRP1. 

La sous-unité SSRP1 est formée de 5 domaines : un domaine N-terminal (NTD), un domaine médian 

(MD), un domaine intrinsèquement désordonné (IDD), une boite de groupe à forte mobilité (HMG) et 

un domaine C-terminal intrinsèquement désordonné (CID) (Figure 5). Le domaine NTD contient un 

motif PH (Pleckstrin Homology domain) et il est responsable de la dimérisation de SSRP1 avec Spt16. 

Le domaine MD contient 2 domaines PH et il serait impliqué dans la liaison du complexe FACT avec 

l’ADN et les histones H3 et H4 de la particule de cœur des nucléosomes (147). Le domaine HMG est un 

domaine de liaison à l’ADN présentant une homologie avec les protéines de la famille des HMGB (148). 

Ces protéines se lient à l’ADN de manière dépendante de la structure de l’ADN mais indépendamment 

de sa séquence. Ce domaine est entouré par les 2 domaines intrinsèquement désordonnés IDD et CID. 

Le domaine CID peut également se lier à l’ADN (149). 

 

I.1.2.2.3 Structure de la sous-unité Spt16.  

La taille de la structure de la sous-unité Spt16 est fortement conservée entre la levure et les 

mammifères. Spt16 est constituée de 4 domaines, à savoir un domaine N-terminal (NTD), un domaine 

de dimérisation (DD), un domaine médian (MD) et un domaine C-terminal (CTD). Le domaine NTD est 

impliqué dans la liaison de Spt16 aux queues d’histones H3 et H4 (143). Ce domaine permet ainsi une 

interaction stable du complexe FACT avec le tétramère d’histones H3 et H4. Le domaine DD comporte 

un motif PH permettant la dimérisation des deux sous-unités Spt16 et SSRP1 (144). Ces mêmes travaux 

suggèrent une liaison entre le domaine MD et les dimères H2A-H2B. D’autres études ont mis en 

évidence sa liaison avec le tétramère H3/H4 (134). Pour terminer, le domaine CTD qui est 

négativement chargé et intrinsèquement désordonné présente un signal de localisation nucléaire 

(144). Des travaux ont montré que la délétion de ce domaine et d’une partie du domaine MD empêche 

son interaction avec les nucléosomes et inhibe la transcription dépendante de FACT (150). Les deux 

sous-unités Spt16 et SSRP1 peuvent subir des modifications post-traductionnelles pouvant affecter 
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l’activité de FACT et sa liaison à l’ADN. La sous-unité Spt16 peut être poly-ribosylée par la protéine 

PARP-1 en réponse à des dommages de l’ADN et ceci inhibe l’association de FACT avec la chromatine 

((151) ; (127)). SSRP1 comporte notamment plusieurs sites de phosphorylation pouvant être 

phosphorylés par la protéine kinase nucléaire CK2 ((152) ; (153)). Des études ont montré que la 

phosphorylation des domaines entourant le domaine HMG, inhibe sa liaison avec l’ADN des 

nucléosomes ((152) ; (154) ; (155)). La sous-unité SSRP1 phosphorylée peut toutefois s’associer avec 

de l’ADN non lié via ses domaines HMG et CID (156). Cela suggère que la phosphorylation de cette 

sous-unité pourrait jouer un rôle et réguler le recrutement de FACT au niveau des sites de dommages 

à l’ADN. 

 

I.1.2.2.4 Rôle de FACT durant la transcription. 
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Figure 6. Fonctions attribuées au chaperon d’histone FACT. Le complexe FACT est impliqué dans le 
remodelage de la chromatine durant la transcription (A), la réplication (B et D) et la réparation de 
l’ADN (C). Images prises de ((124) en (A), (135) en (B), (127) en (C) et (82) en (D)). 

FACT a été nommé « FAcilitates Chromatin Transcription » en raison de son rôle initialement identifié 

durant la transcription ((157) ; (158)). Des criblages génétiques chez la levure ont montré que des 

mutations de la sous-unité Spt16 empêchent la transition du cycle cellulaire de la phase G1 à la phase 

S (159). La purification de complexes FACT à partir de cellules humaines a révélé in vitro sa capacité à 

faciliter la transcription d’ADN chromatinisé avec des nucléosomes par l’ARN polymérase de type II 

((158) ; (160); (161); (162)). D’autres études ont aussi montré un enrichissement de FACT au niveau de 

gènes activement transcrits ((163) ; (164) ; (165)) ainsi qu’une plus forte occupation de nucléosomes 

au niveau des sites d’initiation de la transcription lorsque la sous-unité Spt16 est mutée (163). Ces 

travaux suggèrent la capacité de FACT à déstabiliser et à enlever directement ou indirectement des 

nucléosomes de la chromatine (166) pour favoriser l’accès et le passage de la machinerie 

transcriptionnelle lors de l’initiation de la transcription (167). Plusieurs groupes proposent notamment 

que FACT enlèverait effectivement un dimère d’H2A-H2B de la particule de cœur pour déstabiliser les 

nucléosomes ((160) ; (161) ; (162)). D’autres études plus récentes ont montré que FACT permettrait 

de les repositionner par la suite et de reconstituer les nucléosomes après le passage de l’ARN 

polymérase de type II ((168) ; (124)). Les travaux de Chen et al., proposent un modèle (Figure 6) dans 

lequel FACT interagirait avec l’ADN des nucléosomes et le tétramère d’histone H3-H4 via les domaines 

HMG et de liaison aux histones de sa sous-unité SSRP1. La sous-unité Spt16 permettrait ensuite 

d’enlever un dimère d’histones H2A-H2B de la particule de cœur. Ce dimère est ensuite repositionné 

par Spt16 en coopération avec SSRP1. La délétion du domaine HMG de SSRP1 entraine en effet la perte 

presque totale de la capacité de FACT à réassembler les nucléosomes.  

Bien que de nombreux travaux suggèrent l’implication de FACT dans l’initiation de la transcription 

(163), d’autres ont montré à l’inverse peu d’effet malgré son recrutement au niveau de promoteurs 

de gènes actifs ((166) ; (169)). Le chaperon d’histone FACT serait donc majoritairement impliqué dans 

la phase d’élongation de la transcription ((165) ; (170) ; (171) ; (172)). Cependant, différentes études 

montrent peu d’effets sur la transcription lorsque FACT est muté ou inactivé ((163) ; (173) ; (174) ; 

(175) ; (156) ; (176)). Une faible corrélation a en effet été observée entre la déplétion de FACT et les 

changements de la transcription de gènes dans des cellules souches embryonnaires de souris (170). 

FACT pourrait ainsi avoir dans la majorité des cas seulement une fonction de remodelage pour son rôle 

dans la déstabilisation réversible des nucléosomes et le recyclage des dimères d’histones H2A-H2B 

((177) ; (178) ; (168) ; (124)). 
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I.1.2.2.5 Rôle de FACT durant la réplication de l’ADN.                              

FACT possède également un rôle durant la réplication de l’ADN. Les mécanismes moléculaires qui lui 

sont associés sont toutefois bien moins connus que ceux décrits pour la transcription (124). Le 

complexe FACT interagit directement avec différents acteurs moléculaires de la machinerie de 

réplication. Des travaux ont en effet révélé que FACT peut interagir directement avec la sous-unité 

MCM4 du complexe hélicase MCM 2-7 (179). Ce complexe hélicase facilite la séparation du double brin 

d’ADN au niveau de la fourche de réplication. Chez la levure, des interactions de FACT avec l’ADN 

polymérase α ((180) ; (181)) et la protéine de liaison à l’ADN simple brin RPA1 (133) ont été décrites. 

La protéine RPA1 permet de protéger l’ADN simple brin dissocié au niveau de la fourche de réplication 

de l’ADN (182). Le remodelage de la chromatine par la dissociation des nucléosomes ainsi que la 

conservation de leurs positions et de leur modifications épigénétiques sont impliqués dans la 

réplication de l’ADN. Les nucléosomes présents sur le brin d’ADN génomique initial sont nommés 

nucléosomes parentaux. La dissociation des nucléosomes parentaux est en effet nécessaire à la 

progression de la machinerie de réplication le long de la chromatine ((183) ; (184)). Leur réassemblage 

est ensuite nécessaire afin de conserver l’intégrité de la chromatine. De nombreuses études 

notamment chez la levure ont montré l’implication de FACT dans le réassemblage des nucléosomes 

parentaux avec les dimères d’histones préexistants (histones parentales). Ils sont redéposés sur le brin 

d’ADN synthétisé au cours de la réplication ((185) ; (186) ; (135)). D’autres études ont mis en évidence 

le rôle de FACT dans le dépôt de nouveaux dimères d’histones synthétisés en concertation avec 

d’autres chaperons d’histones dont CAF1 et ASF1 ((82) ; (135) ; (187)) (voir paragraphe : I.1.2.1). FACT 

possèderait par conséquent des rôles multiples à la fois dans le maintien de l’intégrité de la chromatine 

durant la réplication en participant au désassemblage et au réassemblage des nucléosomes au niveaux 

des brins d’ADN néosynthétisés. Les travaux de Yang et al., proposent en effet le modèle dans le lequel 

FACT participerait au dépôt de dimères d’histones H3-H4 nouvellement synthétisés (Figure 6B). 

 

I.1.2.2.6 Rôle de FACT durant la réponse et la réparation aux dommages de l’ADN. 

Un rôle du complexe FACT a également été documenté dans le maintien de l’intégrité de la chromatine 

lorsque celle-ci est endommagée. Il intervient en effet dans les processus de réponse et de réparation 

aux dommages de l’ADN en réorganisant la chromatine et en facilitant la réparation au niveau des sites 

d’ADN endommagés. FACT peut s’accumuler au niveau de sites de cassures simples (188), doubles 

brins d’ADN (189) et au niveau de sites de dommages de l’ADN causés par les UV ((190) ; (155) ; (191)). 

Les mécanismes permettant son recrutement restent cependant inconnus. Il est possible que FACT soit 

recruté en réponse à un changement de la chromatine au niveau des sites endommagés ou par leur 

reconnaissance directe. Gao et al., ont montré une interaction directe entre le domaine N-terminal de 
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SSRP1 et de la protéine XRCC1 de réparation de l’ADN (188). Cela pourrait expliquer le recrutement 

spécifique de FACT au niveau des sites de cassures simples brins. Ces travaux ont également mis en 

évidence la capacité de SSRP1 à échanger rapidement les histones H2B au niveau des sites de cassures 

d’ADN simple brin. Lazaro et al., ont rapporté également la capacité de FACT à s’associer avec la kinase 

DNA-PK ((192) ; (193)). Cette kinase est responsable de la phosphorylation du variant d’histone H2AX. 

Ce variant d’histone est un marqueur majeur de cassures doubles brins d’ADN (194). Le chaperon 

d’histone FACT est par ailleurs à ce jour le seul chaperon d’histone impliqué dans le dépôt du variant 

d’histone H2AX ((195) ; (196)). La chromatine est ensuite rapidement restaurée une fois l’ADN réparé. 

Pour retrouver l’intégrité initiale des nucléosomes, le complexe FACT échange le variant H2AX par un 

dimère d’histones canoniques H2A-H2B ((151) ; (197)). 

   

I.1.2.2.7 Régulation des niveaux protéiques de FACT, de son activité et inhibition par ARN 

interférence ou pharmacologique.   

 

  

Figure 7. Mécanisme de l’inhibition de FACT par la curaxine (CBL0100 et CBL0137). L’intercalation de 
molécules de curaxines dans l’ADN permet de déstabiliser les nucléosomes sans induire de cassures. 
La déstabilisation des dimères H2A-H2B et l’exposition des tétramères de la particule de cœur des 
nucléosomes permettent (ou induit par FACT) le recrutement de FACT sur les nucléosomes 
déstabilisés. FACT y reste ensuite piégé (c-trapping pour « chromatin trapping ») et ne peut plus s’en 
dissocier. Le complexe FACT serait ainsi inhibé. (Schéma pris de (198) et adaptation de (149) et de 
(199)). 

Les niveaux d’expression de FACT sont variables en fonction des tissus ainsi que des types de cellules 

de mammifères différenciées (199). L’abondance de FACT est cependant plus élevée dans un nombre 

important de tumeurs et de lignées cellulaires cancéreuses (141). Un niveau élevé d’expression de la 

sous-unité SSRP1 corrèle par exemple avec des tumeurs sévères pour le cancer du sein (156). Les 

curaxines sont une classe de molécules anti-cancéreuses qui ont été mises au point pour inhiber le 
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complexe FACT ((200) ; (149) ; (198) ; (199)) (Figure 7). Les molécules de curaxines s’intercalent dans 

l’ADN sans entrainer de cassures et déstabilisent les dimères H2A-H2B et exposent les tétramères de 

la particule de cœur des nucléosomes (200). Lorsque FACT est recruté au niveau des nucléosomes 

déstabilisés, il y reste piégé (c-trapping pour « chromatin trapping ») et ne peut plus s’en dissocier. 

D’autres études proposent que suite au traitement avec la curaxine, le recrutement de FACT est 

directement impliqué dans la déstabilisation des nucléosomes et y reste ensuite piégé (198). Le 

complexe FACT est majoritairement piégé au niveau de la chromatine transcriptionnellement inactive. 

Cela a pour conséquence de diminuer sa densité au niveau de la chromatine transcriptionnellement 

active et d’inhiber le processus d’élongation au cours de la transcription. Ces molécules ont montré 

une toxicité plus élevée avec des lignées cellulaires cancéreuses par rapport à des cellules saines ((142) 

; (199)). Ces résultats suggèrent que les rôles de FACT et sa nécessité peuvent varier en fonction des 

types cellulaires considérés. La régulation de son niveau d’expression dans les différentes lignées 

cellulaires n’est également pas connue. Des travaux par ARN interférence ont montré qu’il existe une 

co-régulation des 2 sous-unités de FACT (201). Les niveaux de protéines Spt16 dépendent en effet de 

la présence des ARNm de SSRP1 et ils peuvent ainsi être affectés lors d’expériences de transfection 

d’ADN plasmidique codant pour SSRP1 ((202) ; (201) ; (141)). Le phénomène inverse est également 

observé proposant un modèle où l’ARNm d’une sous-unité forme un complexe avec l’autre sous-unité 

afin de prévenir sa dégradation (201). Cependant, ces mécanismes de cette régulation restent encore 

inconnus. 

De manière analogue à la chromatine cellulaire, le génome ADN de nombreux virus dont l’Adénovirus 

est compacté et remodelé au cours de l’infection. Ce remodelage permet au génome viral de mimer la 

chromatine de l’hôte afin d’éviter d’être détecté par la cellule. Il joue également un rôle dans 

l’initiation des processus de transcription des gènes viraux ainsi que la réplication du génome viral. La 

compréhension des mécanismes moléculaires dans le remodelage réversible de la chromatine 

adénovirale reste à ce jour très peu connue. Le prochain chapitre sera consacré à la biologie de 

l’Adénovirus en nous focalisant pour terminer sur les rôles connus des chaperons d’histones dans la 

gestion de sa chromatine. 
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Chapitre 2 

II. Les Adénovirus.  

II.1 Introduction générale.  

II.1.1 Histoire et découverte.  

Les Adénovirus (Ad) ont été isolés pour la première fois en 1953 à partir de tissus d’adénoïdes d’enfants 

souffrant d’infections respiratoires et ont été nommés agent AD (Adenoid Degenerating agent). L’effet 

cytopathique de l’infection par ces virus fut observé dans les tissus en culture (203). Durant la même 

période et de façon indépendante, un agent nommé RI-67 (Respiratory Illness agent) a été isolé à partir 

de sécrétions respiratoires de recrues de l’armée américaine souffrant de troubles respiratoires aiguës 

(204). Le même effet cytopathique a également été observé lors de la mise en culture de ce virus. Il 

faudra attendre 1956 pour que le terme Adénovirus (AdV ou Ad) soit employé universellement pour 

ces virus (205). Le terme Adénovirus vient du grec « adeno » signifiant glandes, en référence aux 

glandes adénoïdes et du grec « virus » signifiant poison. Un très grand nombre de travaux de recherche 

avec ces virus a été à l’origine de découvertes en biologie cellulaire comme la mise en évidence de 

l’épissage alternatif ((206) ; (207)). Le prix Nobel sera décerné en 1993 pour ces travaux à Richard J. 

Roberts et Philip A. Sharp. 

 

II.1.2 Classification. 

Les Ad font partie de la famille des Adenoviridae et sont regroupés en 5 genres en fonction des espèces 

qu’ils infectent, des séquences des protéines hexon et protéase. On compte ainsi les Aviadenovirus, 

les Atadenovirus, les Siadenovirus, les Ichtyadenovirus et les Mastadenovirus (ICTV). Les Ad humains 

appartiennent à ce dernier genre et ils sont divisés en 7 espèces classées de A à G (Tableau 2). Parmi 

plus de 100 types d’Ad référencés, soixante-sept types sont connus pour infecter l’Homme (208). Cette 

classification a été réalisée en fonction de plusieurs critères dont la séquence de la région E3, le 

tropisme cellulaire, le pouvoir oncogénique chez les rongeurs ou encore de la capacité 

d’hémagglutination de ces virus (209). L’Ad de type 5 (Ad5) du groupe C est le type le plus 

fréquemment retrouvé dans les infections respiratoires (210). Avec l’Ad2, l’Ad5 est l’un des types le 

plus étudié et par conséquent le mieux caractérisé.                
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Tableau 2. Classification des adénovirus humains. Les Adénovirus sont classés en fonction de leurs 

groupes et de leurs types. L’Adénovirus de type 5 (Ad5) de notre étude appartient au groupe C et est 

montré en rouge. (Adaptation de (208)). 

 ((211);(212);(213);(214)). 

II.1.3 Pathogénicité.  

Les différents types d’Ad sont à l’origine de différentes manifestations cliniques et pathologies en 

fonction de leur tropisme cellulaire. Plusieurs récepteurs sont en effet connus en fonction de chaque 

type (Tableau 2). La majorité des infections par les Ad se manifeste par des infections respiratoires, 

gastrointestinales ou encore oculaires (215). La transmission virale se fait directement de personne 

infectée à une autre personne via des aérosols respiratoires ou au moyen de « fomites » et de fèces 

contaminées (216). Les symptômes apparaissent entre 2 à 14 j après l’infection suivant le type de 

pathologie (217). L’infection par l’Ad est cependant asymptomatique dans la majorité des cas chez les 

personnes immunocompétentes mais des complications sévères et parfois fatales sont observées chez 

les personnes immunodéprimées (218) et les enfants en bas âge (219). L’Ad41 a été récemment 

soupçonné d’être à l’origine d’hépatites en raison de sa détection chez de nombreux enfants malades 
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(213). Les types 4 et 7 ont été responsables d’un très grand nombre d’infections chez les militaires en 

raison de leur promiscuité ((220) ; (221)).  

          

II.1.4 Traitements.  

Il n’existe actuellement aucun traitement spécifique et approuvé pour lutter contre l’infection par l’Ad. 

Toutefois, l’analogue nucléotidique Cidofovir « cytosine nucleotide » est utilisé chez les personnes 

immunodéprimées. Cette molécule permet d’inhiber compétitivement la polymérase virale ((222) ; 

(209)). Si ce traitement est efficace pour lutter contre les infections par le HCMV (223) et par le BKV 

(224), il reste peu efficace contre l’infection par l’Ad et présente une néphrotoxicité élevée. Le 

Brincidovorir (CMX001), un conjugué lipidique de Cidofovir, a montré moins de néphrotoxicité et une 

meilleure biodisponibilité orale que le Cidofovir. Ce traitement est actuellement utilisé chez des 

receveurs de transplantations d’organes (225).   

Un vaccin a été développé et est utilisé dans le secteur militaire depuis 1971 par l’armée américaine 

comme moyen de prévention contre les types 4 et 7 ((226) ; (227) ; (209) ; (228)). Une protection contre 

les types 3 et 14 est également possible avec ce vaccin en raison d’une immunité croisée ((229) ; (230)). 

                         

II.1.5 Utilisation thérapeutique.  

II.1.5.1 Vaccination.  

Malgré une utilisation limitée de l’Ad en thérapie génique pour lutter contre les maladies génétiques 

(voir II.1.5.2) (231), il présente l’avantage de pouvoir être modifié pour la conception de vaccins et 

d’être produit à grande échelle car ce virus se multiplie très efficacement. La capside de l’Ad peut en 

effet être modifiée en substituant la région la plus immunogène de la protéine virale hexon par un 

épitope d’intérêt. En plus de la protéine hexon, d’autres protéines virales majeures (Figure 8) qui 

constituent la capside peuvent être modifiées comme le penton, la fibre ou la protéine IX pour exposer 

un antigène d’intérêt (232). 

Le génome de l’Ad peut aussi être modifié pour y insérer le gène codant pour l’antigène d’intérêt. Ce 

sont ce type de vecteurs adénoviraux qui ont été développés comme vaccins durant la pandémie de 

SARS-CoV-2 pour exprimer la protéine Spike (S) du SARS-CoV-2 ((233) ; (234)). L’Ad26 humain a été 

utilisé par exemple par la compagnie Johnson and Johnson pour la réalisation de leur vaccin 

(Ad26.COV2-S). Le vaccin « Sputnik V » (Gamaleya Research Institute) consiste en une première 

injection avec le type 26 puis d’une seconde injection avec le type 5. Le vaccin « AstraZeneca » est un 
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autre exemple de vaccin adénoviral développé à partir d’un adénovirus de chimpanzé (ChAdOX1-

nCoV). 

  

II.1.5.2 Vecteurs de thérapie génique.  

Les Ad sont utilisés en thérapie génique comme vecteur permettant un transfert de gène de manière 

transitoire. Ces virus comportent plusieurs avantages dont leur capacité à infecter de nombreux types 

cellulaires (Tableau 2), à infecter des cellules quiescentes ou encore de ne pas intégrer leur génome 

dans celui de la cellule hôte. Le génome viral modifié peut toutefois persister sous une forme 

épisomale (235). A ce jour, 3 générations de vecteurs ont été mises au point depuis les années 1990 

(236). La première génération consiste en un génome viral délété des régions E1 et E3. La seconde 

génération consiste en la délétion supplémentaire des régions E2 et E4. La dernière génération permet 

l’insertion d’un transgène pouvant avoir une taille plus grande car ces vecteurs ne contiennent que les 

régions ITR (nécessaires à la réplication du génome) du génome viral ainsi que la séquence 

d’encapsidation Ψ (Figure 9). En 1993, un vecteur de première génération comportant le transgène 

CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) a été directement administré dans les 

voies respiratoires d’un patient de 23 ans souffrant de la mucoviscidose (237). Après traitement, une 

perte d’expression du transgène est toutefois observée en moins de 30 jours, cette expression est 

diminuée après un second traitement et inefficace au troisième traitement. Le développement d’une 

immunité spécifique contre ces vecteurs ne permet pas des utilisations répétées. 

  

II.1.5.3 Vecteurs oncolytiques. 

A l’heure actuelle, les vecteurs adénoviraux sont très étudiés dans les approches de thérapie 

anticancéreuse et semblent constituer une alternative très prometteuse dans ces traitements. En 

effet, des vecteurs adénoviraux oncolytiques ont été développés afin de cibler spécifiquement les 

cellules tumorales (238). Ces vecteurs ont été modifiés pour se répliquer seulement dans les cellules 

tumorales et induire leur lyse après l’expression d’un ou de plusieurs transgènes. Le vecteur 

oncolytique ONYX-O15 (239) aussi nommé H101 est employé depuis 2006 en Chine afin de soigner 

certains cancers (240). Un second exemple de vecteur oncolytique nommé CG0070 (241)) est 

actuellement enregistré en phase III d’essais cliniques contre le cancer NMIBC, un cancer de la vessie. 

Ce vecteur oncolytique est un Ad5 modifié dans lequel le promoteur spécifique des cellules 

cancéreuses E2F-1 a été inséré à la place du promoteur adénoviral E1A (Figure 9) conférant une 

réplication sélective pour les cellules tumorales de vessie défectueuses pour la voie pRb (242). 
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II.2 Structure de la particule virale.  

Figure 8. Vues schématiques de la structure d’une particule d’Ad5. La vue schématique en coupe 
(haut) ou entière (bas, (243)) d’une particule virale d’Ad5 montre son organisation avec des protéines 
majeures, mineures et des protéines de core (voir tableau). Le génome viral est protégé dans la capside 
et est compacté par les protéines VII. (Adaptation de (244) ; (245) ; (246) et (247)).  
 

L’Ad5 est un virus non-enveloppé possédant une capside icosaédrique d’environ 90 nm. Le génome 

viral est un ADN double brin linéaire de 36 kpb protégé à l’intérieur de la capside. Il est associé aux 

protéines virales core (ou de cœur) parmi lesquelles on compte 250 à 500 copies de la protéine VII. Ce 

génome code pour 45 protéines (248) dont 13 protéines de structure qui sont divisées entre les 

protéines majeures et les protéines mineures. Les protéines majeures forment la structure principale 

de la capside alors que les protéines mineures ont une fonction de stabilisation. La structure de la 

capside de l’Ad5 a été définie pour la première fois en 1991 (249) avec une résolution de 35 Å. Depuis, 

cette structure a été acquise par cryo-microscopie électronique avec une résolution de 3,6 Å et par 

cristallographie aux rayons X (250) avec une résolution de 3,5 Å (251). Les protéines structurales ont 

été initialement nommées en fonction de leur profil de migration par électrophorèse et de leur 
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position. Du poids moléculaire le plus élevé au poids moléculaire le plus faible, on trouve les protéines 

II (hexon), III (penton), IIIa, IV (Fibre), IVa2, V, VI, VII, VIII et IX. 

 

II.2.1 Protéines majeures.  

La capside icosaédrique (T=25) est formée par 3 protéines majeures. La protéine II (hexon, 720 copies) 

forme des trimères qui composent la structure de base de la capside. Deux motifs différents peuvent 

être formés par les protéines hexons. L’association de 9 protéines hexons (les hexons centraux) 

constitue les GON (Group of Nine) des 20 faces triangulaires de la capside (252). L’association de 5 

protéines hexon (les hexons péripentonéaux) autour d’une protéine penton forme les GOS (Group of 

Six) que l’on trouve sur les 12 sommets de la capside. Des trimères de protéines IV (fibres) sont 

présents au niveau des 12 sommets de la particule virale et forment les spicules, aussi appelées fibres 

dans le cas des Ad à la surface du virus. Ces fibres reposent sur des pentamères de protéines III 

(pentons) (Figure 8). Les trimères de fibre de l’Ad5 permettent la reconnaissance des cellules cibles par 

l’interaction de la tête globulaire avec le récepteur cellulaire CAR (Coxsackievirus and Adenovirus 

Receptor) (253). La structure penton-base est nécessaire pour l’initiation de l’entrée virale en 

interagissant avec les intégrines cellulaires αβ (254). 

 

II.2.2 Protéines mineures.  

Il existe 4 protéines mineures (IIIa, VI, VIII et IX). Ces protéines sont associées à plusieurs fonctions 

dont la première est d’être essentielles à la stabilisation et au maintien de l’intégrité de la structure de 

la capside. La protéine IIIa (60 copies) forme un anneau en dessous du penton sous la forme de 

pentamères (Figure 8) et permet de stabiliser les interactions entre les hexons péripentonéaux (GOS) 

et le penton ((251) ; (246)). La protéine IX (240 copies) est la seule protéine mineure à être exposée à 

l’extérieur de la particule virale et permet de stabiliser les GON (255). Enfin, la protéine VIII est 

impliquée dans la stabilisation des protéines IIIa et IX et permet respectivement leur liaison aux GOS 

et aux GON (252). La protéine VI (360 copies) présente aussi une fonction stabilisatrice de la capside 

en interagissant et en stabilisant le penton dans la capside (256). Elle est aussi responsable de la 

rupture de l’endosome et ainsi de l’échappement endosomal du virus (257). 

 

II.2.3 Protéines core. 

Six protéines core interagissent avec le génome viral : les protéines IVa2, V, VII, Mu (X), TP (Terminal 

Protein) et la protéase virale AVP (Adenoviral Protease) (258). La protéine IVa2 est présente seulement 

au niveau de chaque sommet de la capside virale (259) (Figure 8). Cette protéine est impliquée dans 
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l’encapsidation du génome viral ((260) ; (261) ; (262)) en interagissant avec la séquence 

d’encapsidation Ψ (261) et dans la régulation de la transcription des gènes tardifs (voir paragraphe 

II.3.5). La protéine Mu (X) a également un rôle dans l’encapsidation du génome viral (263) quand elle 

est sous sa forme de précurseur. Une fois clivée par l’AVP, la protéine Mu (X) participe à la libération 

du génome (263). L’AVP (7 copies) permet la maturation par clivage des protéines virales précurseurs 

pIIIa, pVI, pVII, pVIII, pTP et pX. 

La protéine virale VII est une protéine basique (23 % d’arginines et 19 % d’alanines) avec 46 % de 

résidus chargés positivement ou fortement cationiques (264). Cette caractéristique permet à cette 

protéine de s’associer à l’ADN viral. On estime que 250 à 500 copies de la protéine VII sont associées 

au génome viral, ce qui représente environ 10 % de la masse de la particule virale (265). Cette protéine 

multifonctionnelle est impliquée notamment dans la compaction du génome viral ((266) ; (267) ; (268) 

et (269)) en agissant comme une histone cellulaire ((270) ; (266) ; (271) ; (65)) et en mimant les 

protéines protamines (272). Cette protéine facilite également la transcription des gènes précoces 

((267) ; (273) ; (274) ; (275)) et est nécessaire à l’échappement de l’endosome et à la maturation totales 

des protéines de capsides par l’AVP. Elle possède également un rôle dans l’import nucléaire du génome 

à travers les pores nucléaires (276). 

Finalement, la protéine TP (Terminal protein) est liée de façon covalente à chaque extrémité 5’ du 

génome viral. Cette protéine est synthétisée sous la forme d’une protéine précurseur (pTP) qui est 

ensuite maturée par l’AVP (TP). Les protéines pTP servent d’amorce au cours de l’initiation de la 

réplication de l’ADN viral, ce qui explique sa présence aux extrémités du génome ((277) ; (278)). 

II.2.4 Structure du génome viral. 

Figure 9. Schéma simplifié de la structure du génome de l’Ad5. Le génome de l’Ad5 est un ADN double 
brin linéaire comportant une séquence d’encapsidation (Ψ). Il possède une séquence répétée inversée 
(ITR) à chaque extrémité. Les 2 extrémités du génome viral sont liées à la protéine TP. Les différentes 
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unités de transcription sont représentées en vert (gènes précoces E1A, E1B, E2A, E2B, E3 et E4) et en 
rouge (gènes tardifs L1 à L5 sous le contrôle du promoteur unique MLP). (Adaptation de (278) , de 
(279) et de (280) Principle of Virology, 2015).  

L’Ad5 possède un génome double brin linéaire de 36 kpb où une séquence terminale répétée inversée 

(ITR) est présente à chacune de ses extrémités (Figure 9). Ces séquences constituent l’origine de 

réplication de l’ADN viral. Une séquence d’encapsidation Ψ est présente après l’ITR 5’ et elle permet 

son incorporation dans la capside (281). Le génome de l’Ad peut être associé à des protéines VII ou 

aux histones cellulaires. Malgré ses interactions avec les nucléosomes, la protéine VII ne remplace pas 

les histones des nucléosomes (65). Une protéine pré-VII interagie premièrement et de manière 

indépendante à la séquence d’ADN viral en formant des complexes avec l’ADN et les histones 

cellulaires (266). Une structure compacte d’ADN double brin viral est ainsi organisée au moyen de 180 

nucléosomes (282). Le dépôt réversible de la protéine pré-VII sur le génome viral et au cours de 

l’infection virale est détaillée plus loin et plus en détails (paragraphe II.4.1) (258). L’expression des 

gènes viraux est finement régulée au cours de la progression de l’infection. En effet, les gènes précoces 

E1A, E1B, E2, E3 et E4 (E pour Early) sont les premiers exprimés avant la réplication du génome. Après 

l’initiation de la réplication de l’ADN viral, les gènes tardifs L1 à L5 (L pour Late) sont enfin exprimés.        

Très brièvement, l’unité transcriptionnelle précoce E1A (E pour Early) code pour la protéine E1A 

servant à activer l’expression des unités transcriptionnelles E1B, E2, E3 et E4. La protéine E1A induit 

de plus une transition du cycle cellulaire vers la phase S car l’Ad5 a la particularité d’infecter les cellules 

quiescentes, en phase G0/G1. La région E1B code pour plusieurs protéines possédant des activités anti-

apoptotiques (283). La région E2 code pour les protéines nécessaires à la réplication du génome viral 

(pTP, la Pol et la DNA Binding Protein (DBP)) (284). La région E3 n’est pas nécessaire au cycle viral 

complet dans les cellules en culture et code pour des protéines immunomodulatrices impliquées dans 

le contrôle de la réponse immunitaire de l’hôte (285). Enfin, la région E4 code pour plusieurs protéines 

régulatrices interagissant avec des protéines cellulaires. Elles ont des rôles multiples dans le contrôle 

du cycle cellulaire, de la réparation de l’ADN et de l’apoptose (286). Des ARN non codants sont 

exprimés par le génome de l’Ad5 (VA-RNA) (Figure 9). Ces ARN sont impliqués dans la régulation de la 

réponse immunitaire ((287) ; (288)).    

Les gènes tardifs (L1 à L5, L pour Late) sont sous le contrôle du promoteur unique MLP (Major Late 

Promoter) (289) et sont exprimés après l’initiation de la réplication du génome viral. Ces gènes codent 

pour les protéines de structure du virus et pour d’autres protéines non structurales impliquées dans 

l’assemblage des capsides.  
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II.3 Cycle de réplication de l’adénovirus.  

 

 

Figure 10. Cycle simplifié de réplication de l’Ad5. Le virus se fixe aux récepteurs cellulaires CAR et les 
intégrines. Après endocytose par la voie dépendante de la clathrine, les particules virales s’échappent 
de l’endosome grâce à la rupture membranaire induite par la protéine virale VI. Les particules sont 
transportées le long des microtubules jusqu’au centre organisateur des microtubules (MTOC) par 
fixation à la dynéine. Aux pores nucléaires, le génome viral est libéré dans le noyau après 
désassemblage des particules virales. La transcription des gènes précoces a lieu et permet la 
production de la polymérase virale (Pol), des protéines DBP et pTP. Ces protéines permettent 
l’initiation de la réplication. Les gènes tardifs dont ceux codant pour les protéines de structure sont 
ensuite exprimés. Les génomes viraux sont enfin compactés avec la protéine VII et sont incorporés 
dans de nouvelles particules virales. Après lyse cellulaire, les particules virales sont libérées et peuvent 
infecter de nouvelles cellules. (Adaptation de (278) et (290)). 

 

II.3.1 Reconnaissance et entrée de l’Ad5 dans la cellule hôte. 

Une première interaction est nécessaire entre la tête de la fibre présente à la surface des capsides 

d’Ad5 et le récepteur cellulaire CAR (Coxsackievirus and Adenovirus Receptor) ((291) ; (253) ; (292)). 

La protéine CAR est exprimée de manière ubiquitaire dans presque tous les tissus humains (293). CAR 

a été renommé ainsi en raison de la découverte initiale de son interaction avec le Coxsackievirus B et 

les Ad de type C (294). La protéine CAR est impliquée dans la formation des jonctions serrées des 
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cellules épithéliales ((295) ; (296)) Des études ont montré que la liaison des particules virales avec CAR 

induit une augmentation de la perméabilité épithéliale et favorise l’infection (297). L’interaction 

fibre/CAR induit une réorganisation de la capside qui permet l’exposition d’un motif RGD (arginine, 

glycine et acide aspartique) des protéines penton ((298) ; (299)) ainsi qu’un désassemblage partiel des 

fibres (300). Ce motif est requis pour la fixation du penton sur les intégrines de type αvβ3 et αvβ5, ce 

qui induit une réorganisation du cytosquelette d’actine (301) et favorise l’endocytose du virus par la 

voie dépendante de la clathrine ((302) ; (254) ; (303)). Les particules virales sont ensuite partiellement 

désassemblées. 

 

II.3.2 Rupture et échappement endosomal.  

Une fois à l’intérieur des endosomes, les capsides d’Ad5 sont libérées dans le cytoplasme entre 15 à 

30 min après infection (304). Cet échappement du virus de l’endosome est induit par l’activité lytique 

de la protéine virale VI (257). Celle-ci est exposée à l’extérieur de la capside au cours de son 

désassemblage partiel dans l’endosome (305). La protéine VI se lie à la membrane interne de 

l’endosome par une hélice amphipatique présente dans son domaine N-terminal. Cette association 

permet d’induire la courbure de la membrane endosomale (306) puis sa rupture (305). Le mécanisme 

précis de cette rupture membranaire reste toutefois encore mal connu. Un modèle suggère cependant 

que l’orientation oblique de l’hélice amphipatique de la protéine VI dans la membrane serait à l’origine 

de la réorganisation membranaire et de sa rupture (306). La protéine VI permet dans un second temps 

et indépendamment à la lyse endosomale, l’échappement du virus des endosomes rompus au moyen 

de son motif conservé PPxY (x pouvant être n'importe quel acide aminé) (257). Ce motif permet le 

recrutement de la E3 ubiquitine ligase Nedd4.2 (257). Le rôle précis de Nedd4.2 dans cet échappement 

endosomal est encore inconnu. 

 

II.3.3 Transport de la particule virale vers le MTOC. 

Les capsides sont acheminées jusqu’au noyau le long des microtubules par un processus actif 

impliquant les moteurs moléculaires cellulaires (307). Parmi eux, la dynéine est le moteur moléculaire 

impliqué dans le transport rétrograde de cargos de la périphérie cellulaire jusqu’au MTOC. La kinésine 

permet un transport antérograde (308). Des travaux ont montré que la dynéine est impliquée dans le 

transport rétrograde de l’Ad2 (309) jusqu’au MTOC par son interaction directe et nécessaire avec la 

protéine hexon ((310); (311)). Après l’échappement de l’endosome, la protéine VI, via son motif PPxY 

participe également au transport de la particule jusqu’au MTOC (257) puis jusqu’au noyau où est libéré 

le génome viral. A ce niveau, une interaction de la capside avec le moteur moléculaire Kif5B (famille 
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de la Kinésine-1), impliqué dans le transport antérograde faciliterait le désassemblage de la capside et 

la libération du génome dans le noyau ((312) ; (313) ; (307)). 

  

II.3.4 Libération du génome viral dans le noyau.  

La libération du génome viral dans le noyau est une étape clé, indispensable à l’initiation de la 

transcription des gènes viraux ainsi que la réplication du génome du virus. Une fois au MTOC, les 

particules virales sont ensuite transloquées vers le pore nucléaire (NPC). Cette étape nécessite le 

facteur d’export nucléaire CRM1. L’utilisation de la leptomycine B, un inhibiteur de CRM1, induit en 

effet une accumulation des particules virales aux MTOC ((314) ; (315)). La taille trop grande des 

capsides d’Ad5 ne permet pas leur passage direct à travers les pores nucléaires (316). Les capsides 

doivent être désassemblées pour permettre la libération du génome viral. CRM1 est impliqué dans ce 

désassemblage, indépendamment de sa fonction d’export (Thèse de Floriane Lagadec ; (315)). 

L’interaction des particules virales avec les nucléoporines joue également un rôle au niveau du pore 

nucléaire. L’interaction directe entre la protéine hexon et la nucléoporine Nup214 permet l’ancrage 

du virus au complexe du pore nucléaire ((317) ; (318)) et la nucléoporine Nup358 facilite l’import 

nucléaire du génome viral sans affecter le désassemblage des capsides (319). D’autres travaux ont 

montré un rôle possible de NLS de la protéine VII liée au génome viral ((276) ; (320)) ou encore de 

l’histone H1 (317). 

 

II.3.5 Expression des gènes viraux.  

L’expression des gènes de l’Ad est régulée dans le temps. Des mécanismes d’épissage alternatifs 

conduisent à la diversité des ARN messagers viraux. Ceux-ci ne seront pas détaillés dans ce manuscrit.     

La première unité transcriptionnelle à être exprimée est E1A en raison de la présence d’un promoteur 

constitutivement actif. Cette particularité lui permet ainsi d’être exprimée immédiatement et de 

favoriser l’accumulation de la protéine virale E1A (321). Cette protéine virale est nécessaire à 

l’activation de l’expression des autres unités transcriptionnelles E1B, E2, E3 et E4 (Figure 9). L’initiation 

de la réplication du génome viral nécessite au préalable l’expression de la région E2. Cette région code 

pour les trois protéines pTP, l’ADN polymérase virale (Pol) et la DNA Binding Protein (DBP) 

indispensables à la réplication du génome viral (284) (Figure 12). 

Les gènes tardifs L1 à L5 sont exprimés après l’initiation de la réplication du génome (321). Les gènes 

tardifs codent pour des protéines impliquées dans l’assemblage des particules et pour les protéines de 

structure. Ils sont sous le contrôle du promoteur unique MLP (Major Late Promoter) ((289) ; (322)). La 

production de transcrits L1, codant pour les protéines 52-55K et pIIIa, est toutefois observée en phase 
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précoce ((323) ; (324)). L’accumulation de génomes viraux permet d’activer l’expression du gène 

codant la protéine de liaison à l’ADN IVa2. Cette protéine stimule fortement l’expression de la région 

MLP avec la protéine L4-33KDa (initialement identifiée comme la protéine DEF-A) (325). La région L3 

code notamment pour l’AVP, les protéines pVI et hexon. En fonction du type cellulaire et de la quantité 

de virus utilisée, les cinétiques d’expression des gènes varient fortement mais leur ordre d’expression 

est conservé. Dans les cellules U2OS, la réplication du génome viral débute environ 12 h après 

l’infection (326) alors qu’elle démarre après 29 h d’infection pour les cellules IMR-90 (fibroblastes 

isolés de tissus pulmonaires) (321). Avec ce modèle cellulaire, les ARNm pour le gène E1A commencent 

à être détectés par exemple après 6 h d’infection pour 2 h avec des cellules HeLa ((327) ; (328) ; (329)). 

Les gènes E1B, E2 et E3 commencent à être exprimés après environ 12 h d’infection dans les cellules 

IMR-90 et 3 h avec des cellules HeLa. Les gènes E2A et E4 commencent à être exprimés après environ 

6-7 h d’infection des cellules IMR-90 et 3 h pour les cellules HeLa. Ces travaux ont montré que 

l’expression des gènes tardifs codant pour la protéine hexon, la fibre ou le penton commence avant 

l’initiation de la réplication et après 13 h d’infection avec des cellules IMR-90. D’autres études n’avaient 

en effet pas mis en évidence ces résultats avant l’initiation de la phase de réplication (323). Malgré 

une détection précoce des transcrits pour les gènes précoces et tardifs, la protéines E1A, DBP et les 

protéines structurales ne sont détectées que plus tardivement et respectivement après 12 h, 18 h et 

36 h d’infection avec des cellules IMR-90 (321). 

                  

II.3.6 La réplication du génome viral.  

Les protéines DBP, Pol et pTP participent à la réplication du génome viral. Cette réplication de l’ADN 

viral est particulière dans le sens où l’amorce utilisée pour initier la réplication est une protéine. L’ADN 

polymérase virale, associée à la protéine pTP est recrutée sur une des origines de réplication dans les 

ITR (330). La protéine pTP permet l’initiation de la réplication du génome en servant d’amorce 

(Figure 12). Celle-ci sera finalement clivée par la protéase virale AVP plus tardivement (331). Au cours 

du temps, cette réplication est divisée en deux vagues, une première lente où peu de génomes sont 

produits puis une seconde, plus rapide (326). Comme pour d’autres virus, la réplication du génome 

adénoviral s’effectue dans des compartiments de réplication (CR) dont la formation est induite par le 

virus, dans le noyau. Les mécanismes de la réplication virale dans ces CR seront décrits plus en détails 

dans le paragraphe II.4.3. 

II.3.7 Assemblage et sortie virale.  

L’assemblage des nouvelles particules virales s’effectue dans le noyau (332) dans des « usines virales » 

ou viral factories (333). Les capsides sont formées par l’assemblage des protéines structurales et par 
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l’encapsidation du génome viral compacté par les protéines VII. L’encapsidation spécifique du génome 

viral nécessite le signal d’encapsidation Ψ sur le génome (Figure 9) (334). Des études ont montré que 

la protéine IIIa (335) et les protéines non structurales IVa2 (336), L4-22K (337), L1-52/55K (338) se 

fixent in vivo sur la séquence Ψ et sont impliquées dans l’encapsidation du génome viral. D’autres 

travaux ont révélé que la protéine non structurale L4-33K est nécessaire à l’encapsidation du génome 

par un mécanisme indépendant de sa fixation sur la séquence Ψ (339). La protéine V joue un rôle dans 

l’ancrage du génome viral dans la capside. Cette protéine interagit en effet à la fois avec la protéine VI 

liée à la capside (245) et avec la protéine VII liée au génome viral (340). Des travaux ont montré par 

ailleurs que la protéine V s’associe aux nucléoles et qu’elle est suffisante à la redistribution du nucléole 

vers le cytoplasme de la nucléoline et de la nucléophosmine (B23) (341). De nombreuses protéines non 

structurales sont de plus impliquées comme chaperonnes dans l’assemblage des particules mais 

n’entrent pas dans leur composition. La formation de trimères d’hexons est par exemple favorisée par 

la chaperonne virale 100K (342) après l’import de protéines hexon sous la forme de complexes fixés à 

la protéine VI (343). Les protéines virales sont maturées par l’AVP à l’intérieur de la particule virale. La 

migration de particules du mutant ts1 (protéase virale inactive ((344) ; (345))) permet de mettre en 

évidence des protéines structurales non matures pIIIa, pVI, pVIII, pVII et pX (p pour pré-protéine). 

L’encapsidation du génome viral ne nécessite pas une association avec les protéines VII (265). Les 

particules virales formées sans protéines VII présentent toutefois un défaut de maturation pour 

certaines protéines incluant les protéines pVI et pVIII. L’entrée de ces particules délétées n’est pas 

affectée mais celles-ci présentent un défaut d’échappement endosomal. La lyse de la cellule infectée 

est induite par l’infection et permet la libération des particules virales. Les mécanismes viraux 

impliqués dans l’induction de la lyse restent mal connus. La lyse cellulaire est favorisée par l’expression 

tardive du gène E3 codant pour la protéine virale ADP (Adenovirus Death Protein) (346). D’autres 

travaux suggèrent également une implication possible de l’autophagie (347). Le cycle complet de l’Ad5 

dure approximativement entre 20 et 24 h et il peut varier suivant le type cellulaire utilisé. 

 

 

 

 

 

 

 



  Introduction 

 

57 
 

II.4 Le devenir du génome viral dans le noyau : structure, transcription et réplication.  

II.4.1 Chromatinisation réversible du génome adénoviral.  

 

 

Figure 11. Modèle de la chromatinisation réversible du génome viral au cours du cycle de l’Ad5.         
(1) Le génome viral est compacté par les protéines VII. (2) Une fois libéré dans le noyau, il est 
décondensé par l’éviction des protéines VII. (3) L’ADN génomique est chromatinisé avec des histones 
cellulaires pour permettre l’activation de la transcription des gènes précoces. (4) La réplication du 
génome viral permet la synthèse de nouveaux génomes ADN double brin. (5) Les génomes viraux sont 
chromatinisés avec des histones pour permettre l’activation de la transcription des gènes tardifs. (6) 
et (7) : Hypothèse de la compaction des génomes viraux avec des protéines VII à partir soit de génomes 
viraux nus (6), soit de génomes chromatinisés et pour lesquels les histones ont été au préalable 
dissociées. (8) Assemblage de nouvelles particules virales et encapsidation de génomes viraux 
compactés. 

 

Le génome adénoviral n’est pas une molécule d’ADN double brin linéaire nu mais il peut présenter 

plusieurs formes suivant son association ou non avec des protéines virales et cellulaires au cours du 

cycle viral. Le génome viral peut en effet être soit associé sous une forme plus ou moins compactée 

avec des dimères de protéines virale VII (250 à 500 copies de protéines VII par virion) (348) soit associé 
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à des histones cellulaires (Figure 11) ((349) ; (348)). Il est de plus possible de trouver des molécules 

intermédiaires associées à la fois avec des protéines VII et avec des histones cellulaires (348). La 

protéine virale VII possède une séquence protéique similaire aux protamines ((350) ; (345)) ayant un 

rôle dans la compaction de l’ADN spermatique. En s’associant au génome viral, ces « protamine-like 

proteins » forment une structure irrégulière de perles sur un fil, semblable à la chromatine de l’ADN 

cellulaire en s’associant au génome viral (268). Elles restent associées au génome viral durant les 

premières heures après infection puis sont sélectivement dissociées ((340) ; (351)). La durée de cette 

association reste cependant sujette à débat ((267) ; (274) ; (76) ; (352)). Certains travaux ont montré 

que la transcription virale n’est pas requise pour l’éviction des protéines VII du génome viral que ce 

soit pour la région codante E1A ainsi que celle pour l’hexon (353). D’autres études plus anciennes 

suggèrent de manière différente qu’en plus de freiner la transcription des gènes viraux précoces, la 

transcription du gène viral précoce E1A favoriserait la dissociation des protéines VII en conduisant à 

un remodelage de la chromatine virale et à l’activation de la transcription des gènes viraux tardifs 

((267) ; (275)). La réplication virale n’aurait également pas de rôle dans la dissociation des protéines 

VII comme montré par des travaux utilisant des inhibiteurs de réplication ((351) ; (76)).  

Des travaux récents ont montré par MNase-seq que jusqu’à 4 h après infection dans les cellules U2OS, 

les protéines VII forment de « petits nucléosomes like » puis sont remplacées par des histones 

cellulaires formant de plus « gros nucléosomes » (348). Le nom d’« adénosomes » a été proposé pour 

les « petits nucléosomes like ». Les travaux de (348) ont révélé que la chromatinisation du génome 

viral avec les histones cellulaires est effectuée rapidement après l’entrée du génome viral dans le 

noyau et elle permet une formation sélective de nucléosomes au niveau des gènes précoces. Ces 

travaux suggèrent de plus que cette étape serait nécessaire à l’initiation de la transcription des gènes 

précoces. Les histones cellulaires sont également incorporées plus tardivement au cours de l’infection 

à de nouveaux génomes viraux répliqués (76). Ces travaux proposent de plus que cette incorporation 

d’histones serait indépendante de la réplication virale et pourrait avoir un rôle dans l’activation des 

gènes viraux tardifs (353). Aucune étude à ce jour n’a en effet démontré ce dernier point.         

Le génome viral est finalement encapsidé sous une forme compacte avec les protéines virales VII. La 

protéine VII n’est pas positionnée de manière aléatoire sur le génome viral mais elle dépend de la 

séquence d’ADN (348). L’existence du génome viral sous plusieurs formes de chromatines en fonction 

des protéines qui lui sont associées et de son degré de compaction suggère une régulation très fine 

dans le temps et un remodelage de ce dernier par le dépôt et par l’éviction des histones cellulaires et 

des protéines virales VII au cours de l’infection. Les acteurs moléculaires impliqués dans le remodelage 

de la chromatine cellulaire en incorporant et en retirant les histones et les protamines sont les 

chaperons d’histones. 
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II.4.2 Régulation de la chromatine adénovirale par les chaperons d’histones.  

Une fois libéré dans le noyau, le génome viral condensé par les protéines VII est remodelé par le 

recrutement du chaperon d’histone TAF-1 (Template activating factor 1). Ce facteur cellulaire est 

connu pour son rôle dans la décondensation de la chromatine des spermatozoïdes chez le Xénope 

(354) en interagissant avec les protéines protamines. Il est aussi impliqué dans la décompaction du 

génome adénoviral en interagissant avec la protéine VII et il favorise ainsi l’expression des gènes viraux 

précoces ((355) ; (356) ; (76) ; (352)). Bien que la chromatinisation du génome viral avec des histones 

cellulaires au cours de l’infection soit connue, les chaperons d’histones impliqués dans ce processus 

restent encore méconnus. Des travaux précédents pour l’Ad ont examiné l’implication des chaperons 

d’histones CAF1 (357), DAXX (358) et HIRA ((359) ; (353)). Aucune de ces études n’a cependant 

démontré un rôle clair de ces candidats dans le dépôt de dimères d’histones. En effet, malgré 

l’observation d’une relocalisation de CAF1 au niveau des CR, la déplétion de la sous-unité p150 par 

siRNA dans les cellules HeLa n’a aucun effet sur l’association de l’histone H3 avec les génomes viraux 

6 h et 12 h après infection (357). Ces observations (357) sont en adéquation avec le constat que seul 

le variant d’histone H3.3 est incorporé à la chromatine virale et non H3.1 (353). Les 2 chaperons 

d’histones DAXX et le complexe HIRA sont connus pour la gestion du variant d’histone H3.3 mais leur 

rôle dans la chromatinisation du génome adénoviral est controversé. En effet, des études ont révélé 

pour certaines aucun rôle du complexe HIRA dans le dépôt de dimères d’H3.3-H4 au cours de l’infection 

par l’Ad5 (353) alors que d’autres ont montré une implication possible avec des vecteurs adénoviraux 

(359). En revanche, la déplétion d’HIRA par ARN interférence n’a pas d’impact sur l’association du 

variant H3.3 sur la région codante E1A et sur le génome viral. La déplétion d’HIRA n’affecte pas non 

plus la production de particules virales 48 h après infection, l’expression des gènes précoces E1A à 8 h 

ainsi que le gène tardif codant la fibre à 18 h (353).         

La synthèse des nouveaux génomes viraux a lieu dans des compartiments de réplication viraux (CR) 

induits au cours de la réplication virale. Ces génomes viraux nouvellement répliqués et migrant en 

périphérie des CR sont transcriptionnellement actifs et nécessitent une chromatinisation préalable par 

les histones cellulaires. Un certain nombre d’études contradictoires sur les mécanismes de 

chromatinisation ont conduit à l’hypothèse d’un couplage possible du dépôt de dimères d’histones au 

cours de ces processus par des chaperons d’histones. Les facteurs moléculaires assurant cette 

régulation de la compaction du génome viral tout au long du cycle viral restent encore à être identifiés 

et caractérisés, notamment parmi les chaperons d’histones cellulaires. Des travaux sur le chaperon 

d’histone NPM1 (nucleophosmin 1 ou B23.1) décrivent son rôle potentiel qui favoriserait le dépôt de 

protéines VII par TAF-III ((355) ; (360) ; (361) ; (362)) et la compaction du génome viral pour son 
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encapsidation ((360) ; (363)). NPM1 interagit avec les nouvelles particules vides pour favoriser leur 

assemblage (364). 

II.4.3 Formation et composition des compartiments de réplication adénoviraux (CR). 

Figure 12. Schéma de la réplication du génome de l’Ad5. (1) Assemblage d’un complexe de pré-
initiation entre la protéine pTP et la Pol (encadré en pointillés). La Pol lie de manière covalente un 
dCMP à la sérine 580 de la protéine pTP. L’amorce protéique s’associe à un résidu G en position 4 au 
niveau d’une origine de réplication du génome viral puis un trinucléotide est formé. (2) Le 3’-OH du 
trinucléotide nouvellement synthétisé sert d’amorce pour la réplication par la Pol du génome viral de 
manière continue et par déplacement de brin dans le sens 5’ vers 3’. Les protéines DBP s’associent au 
brin d’ADN parental simple brin à mesure de la progression de la réplication. (3) Synthèse d’un nouveau 
génome viral double brin. (4) Formation d’un ADN simple brin parental linéaire associé à de multiples 
protéines DBP. (5) Le génome ADN simple brin parental se circularise par l’association de séquences 
ITR complémentaires. (6). Association d’une nouvelle amorce protéique et initiation d’un nouveau 
cycle de réplication. Les protéines DBP se dissocient du brin parental à mesure de la progression de la 
Pol. (7) Synthèse d’un nouveau génome viral double brin. (8) La pTP est clivée par la protéase virale 
(AVP) en protéine TP durant la maturation des particules virales. (Adaptation de (278), de (330) et de 
(280) Principle of Virology, 2015). 
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La machinerie de réplication de l’Ad est codée par les gènes précoces E2 et E3. Elle comporte au 

minimum les 3 protéines virales de réplication DBP, la Pol et pTP comme démontré in vitro ((365) ; 

(366)). Les 2 facteurs cellulaires OCT-1 (Octamer-binding transcription factor 1) et NFI (Nuclear factor I) 

participent également à la réplication de l’ADN viral ((367) ; (368) ; (369)).  

La protéine DBP (70 kDa) se fixe sur l’ADN simple brin (370) tous les 10 à 15 nucléotides et 

indépendamment à la séquence nucléotidique (371). Elle peut également se fixer sur de l’ADN double 

brin (372) et des molécules d’ARN ((373) ; (374)). Des études par cristallographie ont démontré que la 

protéine DBP s’associe au génome viral ADN simple brin par oligomérisation ((375) ; (376)). En effet, 

le bras C-terminal de 17 acides aminés de DBP s’insère dans la partie hydrophobe d’une autre protéine 

DBP permettant de former une longue chaîne protéique (277). La protéine DBP facilite la réplication 

de l’ADN viral ((377) ; (378)) en augmentant la processivité de la Pol, en facilitant l’étape d’élongation 

(378) et en déstabilisant l’ADN double brin (379). Il semblerait que cette déstabilisation dépende de la 

multimérisation des protéines DBP sur l’ADN simple brin. En s’associant aux intermédiaires d’ADN viral 

simple brin, la protéine DBP prévient leur possible dégradation par les nucléases. DBP est une protéine 

multifonctionnelle qui joue aussi un rôle dans la transcription (380), la stabilité des ARN messagers 

(381) et dans l’assemblage des virions (382)).   

La Pol virale (120 kDa) appartient à la famille B des polymérases, qui ont la particularité d’utiliser une 

protéine comme amorce pour initier la réplication de l’ADN ((383) ; (384)). La moitié C-terminale de la 

Pol contient les 3 sous-domaines analogues à la forme d’une main avec la paume, les doigts et le pouce, 

cette structure étant commune aux ADN polymérases dépendantes de l’ADN. La moitié N-terminale 

de la Pol contient un domaine 3’-5’ exonucléase commun à de nombreuses autres ADN polymérases 

ADN dépendantes, ce qui lui confère une activité correctrice ((385) ; (330)).          

La protéine pTP (76,5 kDa) forme un hétérodimère avec la Pol et le complexe de pré-initiation de la 

réplication de l’ADN viral avec DBP. Une fois le génome viral encapsidé, pTP est maturée en TP (37 kDa) 

par la protéase virale (AVP) et au niveau de 2 sites de clivage (386) sur les génomes viraux entrants. La 

réplication du génome viral nécessite la formation du complexe de pré-initiation comprenant Pol, pTP, 

l’ADN viral et les facteurs cellulaires Oct-1 et NFI ((387) ; (277) ; (387)) (Figure 12). Ce complexe est 

recruté au niveau d’une origine de réplication du génome viral et lie de manière covalente un 

nucléotide dCMP au groupe hydroxyle de la sérine 580 de la protéine pTP.  Le groupe 3’-OH du dCMP 

lié à pTP sert à la synthèse du nouveau brin d’ADN par la Pol en s’associant avec le brin matrice sur le 

G en position 4. La Pol est dissociée de la protéine pTP à la suite de la synthèse des premiers nucléotides 

et assure l’élongation du brin d’ADN. Cette synthèse est réalisée par déplacement de brin et de 

manière conservative dans le sens 5’ vers 3’. De multiples copies de protéines virales DBP s’associent 
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par oligomérisation et tout au long de cette synthèse sur le second brin génomique déplacé. Un 

génome viral ADN double brin et un génome simple brin associé à de multiples copies de DBP sont 

formés suite à cette première étape de réplication. Le génome viral simple brin peut être circularisé 

par complémentarité des 2 extrémités ITR. Ces 2 formes peuvent par ailleurs servir de matrice pour 

initier un nouveau cycle de réplication en raison de la présence d’une origine de réplication à chacune 

des extrémités du génome viral. La réplication du génome viral a lieu dans des compartiments 

spécialisés formés au cours de la réplication virale nommés compartiments de réplication viraux (CR). 

Figure 13. Schéma de l’organisation des compartiments de réplication (CR) de l’Ad5. Schéma des CR 
précoce (gauche) et tardif (droite) montrant les sites d’accumulation de génome ADN simple brin 
(ssDAS, abréviation en anglais), l’accumulation de génome double brin (ADNdb) répliqués dans la zone 
de réplication périphérique (PRZ) et la localisation des ViPR (zones d’accumulation de génomes 
ADNdb) au centre des CR tardifs. (Adaptation de (388), (278), (389) et de (390)). 

     

Les CR de l’Ad5 se présentent sous la forme d’organelles sans membranes (voir paragraphe II.5.4). Les 

CR sont des structures très dynamiques et leur morphologie varie au cours de l’infection. Ils adoptent 

premièrement une morphologie en gouttelettes sphériques et de petite taille (CR précoces) (Figure 

13). Puis, ils évoluent sous la forme d’une structure plus irrégulière, semblable à un anneau aux 

contours très irréguliers (CR tardifs). Ce changement de morphologie coïncide avec la formation de 

zones d’accumulation importante de génomes viraux. Celles-ci correspondent aux corps de post-

réplication induits par le virus (ViPR bodies, appelés ViPR dans la suite du manuscrit) (388). Les ViPR 
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sont spécifiquement localisés au centre des CR tardifs. Les ViPR sont observés dans différentes lignées 

cellulaires susceptibles à l’infection par l’Ad comme les cellules U2OS (388) et A549 (363).  

Lors de la réplication de l’ADN viral, l’ADN simple brin intermédiaire s’accumule à l’intérieur de 

structures fibrillaires nommées sites d’accumulation d’ADN simple brin (ssDAS, pour single stranded 

DNA Accumulation Site). Ces structures peuvent être visualisées par le marquage de la protéine DBP. 

Le marquage des génomes viraux par des nucléotides modifiés (BrdU) a permis de montrer que la 

réplication du génome est limitée dans ces ssDAS mais est très active autour de ces structures, dans 

une zone nommée zone de réplication périphérique (PRZ, pour Peripheral Replicative Zone). Ces 

observations sont consistantes avec le fait que les protéines virales pTP et Pol sont localisées 

majoritairement dans cette PRZ (391). De nombreuse études ont permis de montrer que la réplication 

du génome viral est spatialement séparée de sa transcription (392). En adéquation avec ces 

observations, le suivi des génomes viraux nouvellement répliqués a montré que leur production au 

niveau des CR précoces est suivie par leur migration en périphérie où a probablement lieu la 

transcription des gènes viraux tardifs (388). 

En plus des protéines pTP, Pol et DBP virales, au moins 67 protéines cellulaires différentes ont été 

retrouvées dans les CR (390) et certaines peuvent être utilisées comme marqueurs pour visualiser ces 

compartiments. C’est le cas par exemple de la protéine USP7 (Ubiquitin Specific peptidase 7) même si 

sa fonction au cours de l’infection n’est pas connue ((388) ; (326) ; (393)). De la même façon, les ViPR 

sont caractérisés par le recrutement spécifique de la protéine nucléolaire Mybbp1a, son rôle étant là 

encore indéfini (387).   

La compartimentation de la réplication du génome viral dans les CR constitue un moyen de produire 

de nouveaux génomes dans un environnement privilégié, concentrant les facteurs nécessaires à cette 

réplication, et, au contraire, excluant ceux qui pourraient inhiber la réplication du virus. Cette 

compartimentation pourrait jouer un rôle dans la chromatinisation ou la compaction sélective des 

génomes viraux en fonction de leur localisation et de l’avancée du cycle viral. Les travaux de (388) ont 

montré que la formation de nouveaux génomes adénoviraux dans les CR tardifs est suivie par leur 

migration et leur accumulation dans les ViPR, où ils sont dépourvus d’histones cellulaires mais 

spécifiquement associés à la protéine VII. Les mécanismes régulant la formation des CR viraux, leur 

évolution morphologique ainsi que ceux régulant à la fois, la réplication de l’ADN viral et sa 

transcription sont encore mal connus. De même, les mécanismes moléculaires qui assurent la 

régulation et de la structure du génome viral pour l’adapter à ses différentes fonctions restent 

largement méconnus. En effet, au cours du cycle viral, ce génome viral associé aux CR peut servir de 

matrice pour la Pol virale, mais aussi pour la transcription par l’ARN pol II et enfin, comme source de 
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génomes compactés par la protéine VII qui seront encapsidés dans les nouvelles particules virales. 

Cette régulation de la structure du génome viral est aussi une question qui se pose pour d’autres virus 

à ADN.  

  

II.4.4 Chromatinisation réversible connue pour d’autres virus.  

Il existe plusieurs exemples de virus dont le génome ADN viral est compacté sous la forme d’une 

chromatine virale associée à des histones cellulaires dans les particules virales. Le SV40 ((394) ; (77) ; 

(395)) et les papillomavirus ((396) ; (397)) en sont des exemples. De nombreux virus géants dont le 

Marseillevirus codent pour des protéines proches des histones cellulaires qui sont associées au 

génome viral dans les particules ((398) ; (398) ; (399) ; (400)). En revanche, des études de protéomiques 

n’ont pas révélé la présence d’histones cellulaires dans les particules virales de plusieurs Herpesviridae 

dont le KSHV ((401) ; (402)), l’EBV ((403)), le HSV et le HCMV ((404) ; (405)). Une fois le génome viral 

libéré dans la cellule hôte, sa structure peut ensuite être modifiée, de façon transitoire ou plus durable 

selon les virus. Par exemple, la chromatinisation du génome viral par les histones cellulaires est connue 

pour certains Herpesviridae (406) mais aussi pour le virus de l’Hépatite B (407). Ce processus joue de 

multiples rôles dans la biologie de ces virus comme l’échappement à la réponse aux dommages de 

l’ADN, la reconnaissance des génomes viraux par les senseurs cellulaires, la régulation de l’expression 

des gènes viraux, la réplication du génome viral ou encore le maintien du génome viral sous forme 

épisomale latente.  

Une association entre le génome viral et des histones H3 a été décrite précocement pour le HSV-1 

(406). La chromatinisation du génome du HCMV avec les histones H3.1, H3.2 et le variant d’histone 

H3.3 a également été rapportée durant les phases d’infections lytiques et latentes de manière 

indépendante de la réplication et de la transcription virale (408). Les génomes ADN non-intégrés des 

rétrovirus MLV et VIH-1 sont rapidement associés à des histones cellulaires (125). Pour tous ces 

exemples, cette chromatinisation du génome viral doit être réversible dans la mesure où ils ne sont 

plus associés aux histones cellulaires dans les particules virales. Et, en effet dans ce contexte, les 

principaux acteurs moléculaires capables de réguler la structure du génome viral sont les chaperons 

d’histones cellulaires. 

L’implication des chaperons d’histones DAXX, du complexe HIRA et ASF1 a été documentée pour la 

chromatinisation du génome du HSV-1 après son entrée dans le noyau et par le dépôt exclusif du 

variant d’histone H3.3 ((409) ; (410)). Dans ce cas, le dépôt du variant H3.3 semble être impliqué dans 

la réponse cellulaire antivirale (411). Les travaux de (410) ont de plus montré que cette 

chromatinisation du génome viral facilite sa transcription et la réplication du virus.  
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Le dépôt d’histones H3.1 a également été observé plus tardivement durant l’infection par un 

mécanisme dépendant de la réplication virale. En ce qui concerne les rétrovirus, la déplétion des 

chaperons d’histones HIRA, NAP1 et CAF1 n’a au contraire pas révélé une diminution de l’association 

d’histones H3 sur la forme ADN non intégrée des génomes rétroviraux du MLV et du VIH-1 (125). 

Notre connaissance des acteurs moléculaires cellulaires et des protéines virales impliqués dans la 

chromatinisation réversible des génomes viraux reste limitée. Plusieurs travaux ont toutefois identifié 

que la protéine virale ICP0 du HSV-1 joue un rôle dans l’éviction des histones cellulaires présents sur 

le génome viral au cours du stade d’infection lytique (406). Le mécanisme employé pour cette éviction 

reste toutefois méconnu mais l’observation que la protéine ICP0 facilite l’acétylation des histones H3 

pourrait permettre d’aider cette éviction en diminuant l’interaction entre l’ADN viral et les histones 

(412) comme proposé par (406) et observé in vitro par ((413) ; (414)).  
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II.4.5 L’infection par de nombreux virus induit la formation de compartiments de réplication viraux.        

 

Figure 14. Schéma des différents types de compartiments de réplication membranaires (cytoplasme) 
et sans membranes (noyau) induits au cours de l’infection par de nombreux virus. Des complexes de 
réplication viraux (VRC) sont formés par de nombreux virus et sont issus de la membrane du réticulum 
endoplasmique et du Golgi. Images par microscopie électronique et reconstructions 3D prises de ((415) 
(virus de la Dengue) ; (416) (virus de la Poliomyélite) ; (417) (virus Zika) ; (418) (SARS-CoV-2) et (419) 
(TuMV)). Des complexes de réplication viraux (CR) sans membranes sont formés au cours de l’infection 
par d’autres virus dans le noyau et dans le cytoplasme (Figure 17). (Adaptation de (420) et de (421)). 
(Schéma généré avec Biorender.com). 

    

L’infection par certains virus induit la formation d’organelles membranaires dans le cytoplasme. 

Plusieurs noms sont attribués à ces structures comme les « usines virales » (Viral factories) ou encore 

complexes de réplication viraux (VRC pour viral replication complexes). Les VRC permettent la 

formation d’un espace isolé du reste du cytoplasme et servent à enrichir ou exclure de nombreux 

facteurs cellulaires et viraux. De nombreuses fonctions leurs sont également associées comme la 

réplication, la transcription du génome viral et l’inhibition de la réponse antivirale par l’exclusion des 
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senseurs antiviraux. Les virus à ARN simple brin (+) comme le virus de la poliomyélite (Picornaviridae) 

(416), le virus de la Dengue ((415) ; (422)), le virus Zika (417), le virus du Nil occidental (Flaviviridae) 

(423), le SARS-CoV-2 (Coronaviridae) ((424) ; (418)) et de nombreux virus de plantes comme le TuMV 

(Potyviridae) (419) effectuent leur réplication dans des invaginations membranaires. Elles sont issues 

et formées à partir du réticulum endoplasmique et d’autres organites cellulaires comme les 

mitochondries, l’appareil de Golgi ou les lysosomes. Leurs structures présentent des morphologies qui 

varient selon les virus. Elles peuvent prendre notamment la forme de membranes courbées et 

ouvertes, de vésicules à simple membrane ou des vésicules à double membrane comme pour le 

SARS- CoV-2. De manière similaire aux VRC, des organelles sans membranes (MLO pour membrane-

less organelles) sont induites par l’infection de nombreux virus dans le cytoplasme ou le noyau. Ces 

structures sont nommées corps d’inclusion (IB pour inclusion bodies) lorsqu’elles se forment dans le 

cytoplasme et généralement compartiments de réplication viraux lorsqu’elles se forment dans le 

noyau (CR pour compartiments de réplication viraux). Le virus respiratoire syncytial (Pneumoviridae) 

((425) ; (426)), le virus de la rage (Rhabdoviridae) (427), le virus de la rougeole (Paramyxoviridae) ((428) 

; (429)), le virus Ebola (Filoviridae) (430) ou encore le virus Nipah (Paramyxoviridae) (431) sont connus 

pour induire la formation de corps d’inclusion intracytoplasmiques. 

De nombreux virus à ADN comme le HSV-1 et l’EBV (Herpesviridae) ((432) ; (433) ; (434) ; (435) ; (436) 

; (437)), les parvovirus (Parvoviridae) ((438) ; (439) ; (440) ; (441)), le VIH (Retroviridae) ((442) ; (443)) 

ou les Ad dont l’Ad5 ((389) ; (388) ; (326)) induisent la formation de CR dans le noyau. Malgré une 

meilleure connaissance des mécanismes de formation réversible des VRC cytoplasmiques, ceux 

assurant la formation des IB et des CR restent mal connus. L’émergence depuis quelques années de la 

séparation de phase liquide-liquide (LLPS pour Liquide-liquide phase separation) comme principe 

physique en biologie cellulaire a permis toutefois de mieux comprendre le mode de formation de 

nombreux MLO cellulaires ainsi que de certains CR viraux.  

                            

II.5 Les organelles sans membranes et la séparation de phase liquide-liquide (LLPS). 

Nous détaillerons dans les prochains paragraphes la notion de LLPS ainsi que les méthodes utilisées 

pour son étude et son implication dans la formation et la dynamique des organelles cellulaires. Nous 

nous focaliserons plus particulièrement sur les CR intranucléaires de virus ADN dont l’Ad. 

II.5.1 Introduction générale. 

II.5.1.1 Définition, principes physiques généraux et fonctions cellulaires associées aux organelles 

sans membranes. 
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La LLPS est un processus physique réversible consistant en la formation de phases liquides distinctes 

basée sur l’interaction entre des molécules de soluté et des molécules de solvant ((444) ; (445)). 

Comme un mélange entre l’huile et l’eau, la formations de plusieurs phases dépend de différents 

paramètres dont la concentration, la température, la pression ou encore le pH. Dans des systèmes 

biologiques, des MLO possédant des propriétés liquides peuvent être formées par LLPS avec des 

macromolécules comme les protéines et les acides nucléiques (ARN et ADN). Les MLO sont des 

structures dynamiques et réversibles car elles sont formées par un réseau d’interactions multiples et 

faibles entre les différentes macromolécules (Figure 15B). Très souvent, les protéines impliquées dans 

la formation des MLO possèdent des domaines intrinsèquement désordonnés (IDR pour intrinsically 

disordered regions) qui favorisent les interactions multiples (Figure 15A). Ces molécules peuvent être 

diffuses en solution et former des MLO en s’accumulant quand elles atteignent une concentration de 

saturation suffisamment élevée (Figure 15A). Les MLO peuvent également former des gouttelettes 

plus denses sous la forme d’un gel et d’un solide lorsque la concentration en molécules augmente 

continuellement ((446) ; (447) ; (448)). Des travaux récents ont révélé que de nombreux processus 

cellulaires ont lieu dans des MLO formés par séparation de phase. Certains sont localisés dans le 

cytoplasme comme les granules de stress impliqués dans la régulation et la gestion des ARN (voir 

paragraphe II.5.2). D’autres, comme les nucléoles sont formés dans le noyau et permettent la 

régulation des processus de réplication, de transcription et de réparation de l’ADN (449) (voir 

paragraphe II.5.3). Les MLO peuvent favoriser des réactions enzymatiques en concentrant enzymes et 

substrats au même endroit mais aussi par l’exclusion d’inhibiteurs (Figure 15C) ou au contraire inhiber 

des réactions en séquestrant des enzymes. De nombreuses autres fonctions leurs sont associées dont 

notamment la régulation de la transcription et la réparation de l’ADN ((450); (451)).  
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Figure 15. Principe physique de la séparation de phase liquide-liquide (LLPS) et fonctions associées. 
(A) Schéma d’un diagramme de phase montrant la formation de MLO en fonction de la concentration 
moléculaire et de manière dépendante de la température, du pH et de la force ionique. Lorsque la 
concentration en macromolécules (protéines et acides nucléiques) est inférieure à la concentration de 
saturation (Csat), les molécules restent dispersées dans une seule phase. Lorsque la concentration est 
supérieure à la Csat, les macromolécules s’associent par des interactions faibles et multiples et forment 
des gouttelettes (MLO). Ceci permet la création de 2 phases distinctes. Lorsque la concentration 
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augmente, les MLO peuvent adopter une structure sous la forme d’un gel ou d’un solide. (B) Liste des 
différentes interactions possibles et qui ont été observées entre les protéines et les acides nucléiques 
dans les MLO. (C) Liste des fonctions associées aux MLO dont la concentration de molécules (a), la 
séquestration de molécules (b), la spécificité des réactions (c), l’exclusion de molécules (d) et 
l’augmentation de la vitesse des réactions par le rapprochement de molécules (e). (Adaptation de 
(452), (453), (454) et (455)). (Schéma généré avec Biorender.com). 

 

Les interactions moléculaires peuvent être facilement modulées et rompues en réponse à divers 

changements physiologiques comme des changements de concentration en molécules dans la cellule 

ou l’accumulation d’un nouveau partenaire moléculaire. Ce phénomène peut être mis en évidence par 

la dissolution d’une des phases du nucléole (voir paragraphe II.5.3) par l’introduction in vitro et in 

cellulo de polypeptides (proline-arginine) (456). L’apport d’adénosine triphosphate connue pour être 

une molécule hydrotrope permet aussi d’inhiber la formation des MLO ou encore les dissoudre (457). 

Des traitements avec de l’1,6-Hexanediol sont également utilisés pour dissoudre une variété de MLO 

en déstabilisant les interactions protéine-protéine et protéine-ARN (458). 

 

II.5.1.2 Méthodes d’étude de la séparation de phase liquide-liquide.  

La formation réversible des MLO par LLPS peut être reconstituée in vitro en utilisant par exemple des 

protéines purifiées en solution (459). Ces études permettent de définir la concentration de saturation 

Csat à laquelle les MLO commencent à être observées. Pour une concentration en protéines inférieure 

à la Csat, les protéines sont diffuses dans la solution. Pour une concentration supérieure à la Csat, les 

MLO se forment (Figure 15A). Une autre caractéristique des MLO formées par LLPS est leur turbidité 

élevée (460), qui peut être déterminée par mesure de densité optique à 340 nm, 400 nm ou 600 nm. 

Des études par microscopie permettent ensuite de discriminer les MLO formées par LLPS des agrégats 

en raison de leurs formes sphériques, de leurs mouvements aléatoires et de leurs tailles 

micrométriques caractéristiques. Dans les cellules, les MLO peuvent être marquées avec des anticorps 

et observées par immunofluorescence après fixation des cellules. Cependant, les MLO peuvent 

présenter des différences d’accessibilité aux anticorps dans ces conditions et par conséquent modifier 

l’apparence des MLO étudiées. En revanche, l’expression de protéines couplées à des protéines 

fluorescentes et capables de former des MLO permet d’observer leur formation et leur dynamique 

dans les cellules vivantes, ce qui permet également d’observer leur capacité à fusionner entre elles. 

Une autre caractéristique des MLO formées par LLPS est les échanges rapides avec l’extérieur et une 

mobilité moléculaire élevée des éléments les constituant. La technique de FRAP (Fluorescence 

Recovery After Photobleaching) est employée à la fois in vitro et in vivo pour quantifier cette mobilité 

moléculaire (461). Des techniques de microscopie à super résolution peuvent également être utilisées 



  Introduction 

 

71 
 

pour étudier la formation, la structure et l’organisation des constituants des MLO. Parmi ces 

techniques, on peut citer le SIM (Structures Illumination Microscopy), le STORM (Stochastic Optical 

Reconstruction Microscopy) et le LLSM (Lattice Light Sheet Microscopy). Des études corrélatives par 

microscopie optique et électroniques ou CLEM (Correlated Light and Electron Microscopy) peuvent 

être aussi utilisées (462). Ces techniques possèdent les avantages de permettre l’étude de MLO plus 

petits ainsi que leur dynamique quand des cellules vivantes sont notamment utilisées. La structure des 

granules de stress (200 nm de diamètre) a par exemple été résolue par microscopie STORM en étudiant 

des cellules U2OS vivantes (463). 

 

II.5.2 Des compartiments cytoplasmiques sans membranes se forment par LLPS. 

Les granules de stress (GS) constituent un exemple de MLO se formant dans le cytoplasme des cellules 

eucaryotes en réponse à de multiples stress cellulaires comme un stress oxydatif ou l’infection par des 

virus ((464) ; (465) ; (466) ; (467)). Les GS ont notamment pour fonction de réguler le métabolisme des 

ARN. En réponse à un stress, l’arrêt de l’initiation de la traduction peut induire une augmentation de 

la concentration cytoplasmique des ARN messagers et entrainer la formation des GS (468). Ces MLO 

sont formées par des interactions multiples entre ARN et protéines. Ces GS contiennent plusieurs 

milliers d’ARN (469) et plusieurs centaines de protéines ((463) ; (470) ; (471)). Malgré la capacité 

d’autoassemblage des ARN (472), des études récentes ont montré le rôle clé de la protéine G3BP1 

(GTPase-activating protein-(SH3 domain)-binding protein 1) dans la formation des GS par LLPS (473). 

La présence de 3 domaines désordonnés IDR dans cette protéine facilite les interactions protéine-

protéine et protéine-acide nucléique. Cela favorise la condensation des GS par LLPS en réponse à une 

augmentation de la concentration en ARN, soit dans les cellules, soit in vitro (474). Des travaux récents 

ont aussi montré un rôle majeur de G3BP1 dans l’activation du senseur cGAS (cyclic GMP-AMP 

synthase). Ce senseur est impliqué dans la réponse aux dommages cellulaires et dans la réponse 

antivirale induite par la présence d’ADN cytosolique. Lorsque l’enzyme cGAS est activée en liant de 

l’ADN, elle catalyse la synthèse de GMP-AMP (cGAMP) (475). Les molécules de cGAMP servent ensuite 

de second messager en activant la protéine STING (Stimulator of Interferon Genes). Cette activation 

de la voie STING induit la production d’interféron de type I (IFN-1) et d’autres cytokines (476). La 

protéine G3BP1 des GS participe à la précondensation de cGAS et à la formation de MLO temporaires 

constitués de cGAS et de l’ADN (473). Ces MLO constituent un environnement riche en ADN, en ATP 

et en GTP favorisant l’activation de cGAS et la synthèse de cGAMP (477). Pour de nombreux virus à 

ADN comme l’Ad et les virus Herpès, le génome viral doit être acheminé jusqu’au noyau afin que le 

génome viral soit répliqué et exprimé. Une exposition des génomes viraux dans le cytoplasme peut 

induire leur détection par le senseur cGAS et ainsi activer la réponse antivirale. Les virus ont cependant 
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développé des stratégies pour contrecarrer cette détection. La protéine de tégument ORF52 du KSHV 

peut par exemple former in vitro et in vivo des MLO par LLPS avec de l’ADN (478). Cette protéine ORF52 

inhibe cGAS (479) en s’accumulant et en excluant cGAS des MLO (478). Le mécanisme d’exclusion de 

cGAS par la protéine ORF52 reste cependant encore inconnu. 

             

II.5.3 De nombreux organites sans membranes se forment par LLPS dans le noyau.  

 

 

Figure 16. MLO intranucléaires et cytoplasmiques se formant par LLPS. De nombreux MLO se forment 
par LLPS dans le cytoplasme (granules de stress) et dans le noyau (nucléoles, PML-NB, Cajal bodies, 
Nuclear speackles et les Paraspeckles). (Adaptation de (480)). (Schéma généré avec Biorender.com). 

 

De nombreux MLO se formant par LLPS sont trouvés dans le noyau dont les nucléoles, les cajal bodies, 

les nuclear speakles, les paraspeckles ou encore les PML-NB. Les nucléoles constituent les MLO 

intranucléaires des cellules eucaryotes les mieux caractérisés et identifiés comme usines de production 

de ribosomes dans les années 1960. Ces MLO sont sous-compartimentés en 3 zones formées par LLPS. 

La plus au centre se nomme centre fibrillaire (FC pour fibrillar center). La plus en périphérie se trouve 

le composant granulaire (GC pour granular component) et entre la phase FC et GC se situe le centre 

fibrillaire dense (DFC pour dense fibrillar center). Il est possible de trouver de multiples phases DFC et 

FC dans la phase GC. Les phases FC et DFC servent de sites de synthèse des ARN ribosomiques et la 
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phase GC est le premier site d’assemblage et de maturation des sous-unités ribosomiques. Le nucléole 

est constitué de plus de 1300 protéines identifiées pour être plus ou moins abondantes dans ces 3 

phases. La nucléoline est la protéine la plus abondante du nucléole pouvant être trouvée dans ses 3 

phases (480). 

Les corps de cajal (cajal bodies) ou corps enroulés (coiled bodies) ont été identifiés en 1903 et sont des 

MLO se formant au niveau de sites actifs de la transcription des gènes codant de petits ARN nucléaires 

(481). Ils sont en effet composés d’ARN et de protéines impliquées dans la modification post-

transcriptionnelle de petits ARN nucléaires et de petits ARN nucléolaires. Les deux protéines les plus 

étudiées des cajal bodies sont la coilin et la protéine SMN (Survival of Motor Neurons) impliquées 

toutes les deux dans le maintien de l’intégrité de ces MLO (482). 

Les PML-NB (Promyelocytic leukemia nuclear bodies) sont un autre exemple de MLO intranucléaires 

(483). La protéine TRIM19 est celle la plus étudiée pour ces MLO et elle peut être utilisée comme 

protéine marqueur (484). Les PML-NB sont formés par l’oligomérisation de protéines TRIM19 et de 

nombreuses protéines SUMOylées permettant une stabilisation de leur structure. La protéine TRIM19 

peut en effet subir un grand nombre de modifications post-traductionnelles comme la SUMOylation 

et contient également un motif d’interaction avec la protéine SUMO (485). 

Les nuclear speckles (NS) ont été pour la première fois observés par Santiago Ramon et Cajal en 1910. 

Ces MLO intranucléaires dépourvus d’ADN sont composées par un grand nombre de protéines comme 

des facteurs de transcription et des facteurs de traitement des ARN. Les ARN sont en effet rapidement 

échangés entre les NS et l’environnement extérieur. Ces structures dynamiques peuvent être par 

exemple dissoutes durant la mitose et se reformer durant la phase tardive de la télophase ((486) ; 

(487)). Les NS se forment à proximité des sites de transcription de l’ARN polymérase II et ils sont connus 

pour intervenir dans l’épissage alternatif des gènes. Des composants des NS sont également impliqués 

dans la localisation des chromosomes (488), la modification de la chromatine, la transcription ((489) ; 

(490)), la modification des ARN messagers (ARNm), l’export des ARNm ou encore l’assemblage de 

complexes ribonucléoprotéiques messagers (487). Parmi plus de 360 protéines qui composent ces 

MLO, les protéines SON et SRRM2 sont les plus enrichies et essentielles à leur formation (491). 

Les paraspeckles sont un dernier exemple de MLO intranucléaires spécifiques des cellules de 

mammifères découverts en 2002. Ils sont composés d’ARN et de plus de 40 protéines. Ces MLO 

partagent plusieurs constituants avec le nucléole et sont des sites de séquestration de protéines et 

d’ARN impliqués dans la régulation de l’expression de gènes ainsi que la régulation de l’apoptose (492). 

Les paraspeckles ont de multiples fonctions dont la régulation de l’expression de gènes en séquestrant 

par exemple leur ARNm (493), la différenciation cellulaire et la biogenèse des micro-ARN (492).                   
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De manière similaire aux MLO cellulaires, de nombreux MLO sont induites par l’infection d’un grand 

nombre de virus. 

 

II.5.4 Les CR de nombreux virus dont ceux des Ad sont des MLO qui se forment par LLPS.   

 

 

Figure 17. Des MLO intranucléaires et cytoplasmiques se forment par LLPS au cours de l’infection par 
de nombreux virus et servent de sites de réplication. Des corps d’inclusion (IB) se forment par LLPS 
dans le cytoplasme au cours de l’infection par le virus de la rougeole, le virus respiratoire syncytial, le 
virus Ebola, le virus de la rage et le virus Nipah. Des IB périnucléaires avec une structure sphérique 
(accumulation de protéines N, L et P) et des IB associés à la membrane plasmique avec une structure 
cristalline (accumulation de protéines M et de nucléocapsides) se forment au cours de l’infection par 
le virus Nipah. Des MLO se forment par LLPS dans le noyau au cours de l’infection par l’Ad5, le HSV-1, 
le CMV, le virus d’Epstein-Barr, le VIH-1 et les parvovirus. Les protéines virales constituant ces MLO 
sont indiquées en vert et celles de l’hôte sont indiquées en rouge (Adaptation de (494)). (Schéma 
généré avec Biorender.com). 

 

Malgré de nombreuses études sur les composants viraux et cellulaires des MLO virales, peu 

d’informations existent sur les mécanismes impliqués dans leur formation et leur changement de 

morphologie au cours de l’infection. Des travaux récents commencent à mettre en évidence le rôle clé 
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de la LLPS (494). Dans le cas de l’Ad, ces MLO sont les CR qui apparaissent sous la forme de 

ponctuations sphériques (CR précoces) et cette morphologie évolue ensuite vers une forme en anneau 

(CR tardifs) au centre desquels on retrouve les ViPR qui serviraient de centre de stockage des génomes 

viraux avant leur encapsidation (388). Plusieurs arguments sont en faveur d’une formation des CR 

adénoviraux par LLPS dont la propriété des CR précoces à fusionner entre eux (326) et la capacité de 

la DBP (impliquée dans la réplication du génome viral) à former à elle seule des MLO quand elle est 

surexprimée (357). Une étude plus récente suggère également que la protéine DBP pourrait 

promouvoir la formation des CR viraux par LLPS (495). En effet, ces travaux ont montré la capacité de 

fusion des structures formées par la protéine DBP par imagerie de cellules HFF infectées et vivantes. 

Des analyses par FRAP de cellules HFF infectées (16 h pi) ont en effet montré un coefficient de diffusion 

similaire entre la protéine DBP dans les CR et d’autres MLO cellulaires. Ce coefficient varie au cours de 

l’infection : il est plus élevé 16 h après l’infection et il décroît ensuite à 24 h et à 36 h d’infection. Une 

augmentation de la concentration en ARN et ADN viraux dans les CR pourrait expliquer ces 

observations.  

De manière similaire à l’Ad, des compartiments de réplication intranucléaires marqués se forment au 

cours de l’infection par le HSV-1. La surexpression dans des cellules non infectées du facteur de 

transcription viral ICP4 est suffisante pour induire la formation de MLO par LLPS (496). Ces MLO 

comportent de nombreuses caractéristiques communes aux MLO comme une morphologie sphérique, 

une mobilité moléculaire interne élevée, une capacité à fusionner entre elles et d’être rapidement 

désagrégées par le 1,6-Hexanediol. La protéine UL112-113 du CMV a été aussi récemment rapportée 

pour former des CR viraux intranucléaires par LLPS (497). Les auteurs ont mis en évidence le rôle de 

cette protéine virale dans la nucléation des MLO viraux en montrant que les génomes viraux favorisent 

leur formation en diminuant la concentration en protéines virales dans ces structures. Ils ont 

également montré la nécessité de son association autour des génomes viraux pour recruter la 

polymérase virale et par conséquent favoriser la réplication du génome viral. 

L’infection par le parvovirus canin (CPV) se caractérise par la formation de CR viraux intranucléaires. 

Malgré un certain nombre d’arguments en sa faveur, à ce jour, aucune étude utilise le terme LLPS pour 

qualifier la formation de ces MLO viraux. Ces MLO sont marquées par la protéine virale NS1 (440) et 

sont produites d’abord sous la forme de petites structures ponctiformes sphériques évoluant par la 

suite sous la forme de structures pouvant occuper presque l’intégralité du noyau (441). Il s’agit de sites 

de synthèse et d’accumulation des nouveaux génomes viraux comme démontré par l’incorporation de 

nucléotides modifiés BrdU (441). Les MLO du CPV possèdent des caractéristiques communes aux 

autres MLO viraux comme la propriété d’exclure la chromatine cellulaire en périphérie du noyau ainsi 

qu’une mobilité moléculaire élevée qui diminue fortement au cours de l’infection pour atteindre un 
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état similaire à un gel. L’observation d’une dissolution de ces MLO par un traitement avec de la 

DNase- 1 suggère la nécessité des génomes viraux dans le maintien de leur intégrité.  

Un dernier exemple pouvant être cité est celui des MLO intranucléaires servant de site de réplication 

viraux et se formant dans le noyau de cellules infectées par le VIH-1 ((443) ; (498) ; (499) ; (442)). Ces 

MLO contiennent le génome viral sous la forme ADN et ARN ainsi que le facteur SC35 des nuclear 

speckles et le facteur CPSF6 des paraspeckles.  

Un vaste champ d’investigation est en train d’émerger dans la compréhension des MLO induits par les 

virus et permettra de mieux comprendre les mécanismes et le rôle de la séparation de phase liquide-

liquide dans la formation et les changements de la morphologie des CR viraux. Une partie de ce projet 

de thèse s’inscrit dans ce domaine d’investigation afin d’étudier le rôle de la séparation de phase 

liquide-liquide dans la formation des CR de l’Ad5. 
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 Objectifs de la thèse 

 

Dans la particule virale, le génome ADN de l’Ad5 est compacté par les protéines VII et dans la cellule 

infectée, il doit d’abord être importé dans le noyau puis décompacté et chromatinisé avec des histones 

cellulaires afin de mimer la chromatine de l’hôte et permettre l’expression des gènes précoces puis 

tardifs après l’initiation de la réplication du génome viral. Cette dernière s’effectue dans les CR viraux. 

Les CR précoces servent à la production de génomes viraux transcriptionnellement actifs pour 

l’expression des gènes viraux tardifs. Les CR tardifs entourent les ViPR qui concentreraient les 

nouveaux génomes qui seront encapsidés dans les nouvelles particules virales. Ces génomes sont 

transcriptionnellement inactifs. Ces CR sont des MLO virales et sont des structures dynamiques 

dédiées non seulement à la réplication du génome viral mais aussi à la régulation de l’expression des 

gènes viraux. De ce fait, on peut supposer que leur formation et leur composition au cours du temps 

permette d’adapter la structure du génome adénoviral à chacune de ces fonctions. Les mécanismes 

déterminant la formation et les changements de morphologie des MLO adénoviraux ainsi que les 

acteurs moléculaires impliqués dans la chromatinisation réversible du génome viral sont à ce jour très 

mal connus. Les objectifs du projet de thèse visent à mieux caractériser le rôle des chaperons 

d’histones dans le remodelage de la chromatine virale mais également d’étudier l’implication de la 

séparation de phase liquide-liquide dans la biogénèse des CR adénoviraux et la composition sélective 

de macromolécules dont les chaperons d’histones.      

En raison de l’émergence rapide et brutale du SARS-CoV-2 et d’un contexte épidémique mondial très 

particulier dans lequel cette thèse a été menée, ces travaux de recherches ont également porté sur 

l’étude de ce nouveau coronavirus au moyen d’épithéliums bronchiques reconstitués de patients. Ces 

recherches avaient pour objectifs de caractériser avec ce modèle les différences de susceptibilités 

observées dans la littérature entre les adultes et les enfants (500). Ce modèle a aussi été utilisé pour 

étudier l’Ad dans un contexte plus proche de la réalité physiologique.   
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I. Matériel.  

I.1 Equipements techniques. 

 
Nom Compagnie 

Hôte de culture cellulaireTM Herasafe KS  ThermoScientific 

Incubateur de culture cellulaireTM 150i ThermoScientific 

Centrifugeuse 5417R Eppendorf 

Centrifugeuse 5424 Eppendorf 

ChemiDoc MP Imaging System Bio-Rad 

Leica DM6 CFC TCS SP8 Leica 

Leica DMI 6000 AFC Leica 

Mini Trans-Blot Cell Bio-Rad 

Microscope de culture Olympus CK40  Olympus 

Trans-Blot Turbo Transfer System Bio-Rad 

Boite d’incubation western blot  LI-COR 

 Tableau 3 : Equipements et techniques.  

 

I.2 Consommables. 

 
Nom Compagnie 

Chambres et lames ibidi Ibidi 

Coverslips (12 ou 15 mm Ø) Marienfeld 

Lamelles de microscopie (76 x 26 mm) Thermo Scientific  

Gel Mini-PROTEAN TGX Stain-Free  Bio-Rad 

Parafilm M Bemis Company, Inc. 

Consommables plastiques Sarstedt, Nalge Nunc International, greiner bio-one 

Tubes en polypropylènes  Beckman 

Tubes de réactions  Sarstedt, Greiner bio-one, Eppendorf 

Slide-a-LyserTM Dialys Cassettes Thermo Fisher Scientific 

Aiguilles et seringues Braun, Servoprax 

Papier Whatman pour blot GE Healthcare 

Tableau 4 : Consommables.   

 

I.3 Kits. 

 
Nom Compagnie 

Trans-Blot Turbo RTA Mini 0,2 µm Nitrocellulose Transfer Kit Bio-Rad 

Tableau 5 : Kits.  
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I.4 Logiciels. 

 
Logiciel Compagnie 

GraphPad Prism 7 GraphPad Software Inc.  

Image J NIH 

Leica LAS-X Leica 

MetaMorph Molecular Devices LLC 

Imaris 9.9 OXFORD Intruments 

Tableau 6 : Logiciels.  

 

I.5 Produits chimiques et réactifs. 

 
Nom Compagnie 

Agarose (4%) Thermo Fisher Scientific 

DAKO Fluorescent Mounting Medium  AGILENT 

Ethanol absolu VWR Chemicals 

Gibco DMEM (X1) Life Technologies 

Gibco opti-meM (X1) Life Technologies 

Gibco Trypsin/ EDTA 0,25 % (X1) Sigma 

Lipofectamine 2000 Life Technologies 

Poudre de lait  Régilait 

Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific 

Paraformaldéhyde 16 % EM grade Delta microscopie 

PBS 10X Life technologies  

Poly-L-lysine solution 0,1 % (w/ v) Sigma 

Saponine Sigma 

Β-Mercaptoéthanol Roth 

Tableau 7 : Produits chimiques et réactifs.  

 

I.6 Solutions stocks. 

 
Solutions stocks Composition  

Saponine 10 %, H2O  

Fluorure de phénylméthylsulfonyle fluoride (PMSF) 100 mM 

Tableau 8 : Solutions stocks utilisées pour ces travaux.  

 

I.7 Tampons et médiums. 
Solution Composition 

Tampon de lyse virale 10 mM Tris pH 7,4 ; 0,1 % SDS ; 1 mM EDTA 

Tampon de lyse cellulaire (Pierce™ IP Lysis Buffer)  
Thermo Fisher Scientific 

25 mM Tris HCl pH 7,4 ; 150 mM NaCl ; 1 % NP-40 ; 1 mM EDTA ;  
5 % glycerol   

Tampon IF 10 % SVF ; 0,05 % Saponine diluée dans du PBS 1X 

PBS 10X 1,37 M NaCl; 27 mM KCl; 100 mM Na2HPO4; 18 mM KH2PO4; 
ph7.5  

Tampon réducteur SDS (X4) 125 mM tris pH 6,8 ; 4 % SDS ; 0,02 % bleu de Bromophénol ; 10 % 
glycérol 

TAE (50X) 2 M Tris ; 0,05 M EDTA ; 5,71 % acide acétique  

TBS (10X) 1,37 M NaCl ; 27 mM KCl ; 250 mM Tris pH 7,4 

Tampon de transport (X10) 200 mM HEPES; 1,1 M KOAc; 20 mM Mg(OAc)2; 10 mM EGTA; 
pH  7,3 

Tris-Glycine-SDS buffer (10X) 25 mM Tris ; 192 mM glycine ; 1 % SDS ; pH 8,3 

Solution de saturation pour WB TBS 1X-Tween 0,05 % ; 10 % lait en poudre 

Tampon de transfert pour WB (10X) 250 mm Tris, 1,93 M glycine, 0,2 % SDS  

 Tableau 9 : Tampons et médiums.  
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I.8 Lignées cellulaires. 
Lignée cellulaire  Origine Caractéristiques/ Objectifs biologiques 

U2OS ATCC HTB-96 
Donnée par M.Piechaczyk, 
IGMM, Montpellier, France 

-Cellules épithéliales osseuses d’ostéosarcomes  
-possèdent de gros noyaux facilitant nos études microscopiques 
des cellules infectées) 

HEK293 αVβ5 ATCC CRL-1573 
Donnée par G. Nemerow, Scripps 
Research Institute La Jolla, USA 

-Cellules embryonnaires rénales humaines 
-Exprime de manière stable les intégrines αVβ5 
-Exprime de manière stable les protéines virales des régions 
génomiques E1A et E1B 
-maintien en culture par ajout de 0,5mg/ mL de généticine 
(G418)   
-permet l’amplification de virus réplicatifs et de vecteurs viraux 
non réplicatifs   

HFF-CAR Donnée par J. Dechanet-Merville, 
CIRID,Université de Bordeaux, 
France 
 

-Fibroblastes de prépuces humains 
-Exprime de manière stable le récepteur viral CAR de l’Ad5 
-Cible primaire virale 
-permet une meilleure infection virale  

MRC5 ATCC CCL-171 
Donnée par J. Dechanet-Merville, 
CIRID,Université de Bordeaux, 
France 
 

-Fibroblastes pulmonaires fœtales humains immortalisés 
- Cible primaire virale 

U2OS-H2B-tdiRFP Générée au laboratoire par  
le Dr Komatsu 

-Exprime la protéine histone H2B fusionnée avec l’étiquette 
tdiRFP 
-permet la visualisation de la chromatine et des noyaux  

U2OS-Mybbp1a-mcherry Générée au laboratoire par  
le Dr Komatsu   

-Exprime la protéine nucléolaire Mybbp1a fusionnée avec 
l’étiquette mcherry 
-maintien en culture par ajout de 0,5mg/ mL de généticine 
(G418)   
-permet la visualisation des nucléoles dans les noyaux de 
cellules non infectées 
-permet la visualisation des ViPR bodies dans les noyaux 
infectés 

U2OS-USP7-mcherry Générée au laboratoire par  
le Dr Komatsu 

-Exprime le facteur de l’hôte USP7 fusionné avec l’étiquette 
mcherry 
-maintien en culture par ajout de 0,5mg/ mL de généticine 
(G418)   
-permet la visualisation des CR viraux précoces et tardifs dans 
les noyaux infectés 

Tableau 10 : Lignées cellulaires. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.9 Anticorps. 

I.9.1 Anticorps primaires.  
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Nom Espèce Application Dilution Origine Référence 

Projet Adénovirus 

GAPDH Souris WB 1/1000 Sigma-Aldrich G9545 

HA (Clone 3F10) Rat IF 1 :500 Roche 11867423001 

Sérum Ad5 Lapin IF 1 : 1000 Donné gentiment par : R. Iggo, Institut 

Bergonié, Bordeaux, France 

/ 

DBP (Clone B6.8) Souris IF 1 :10 Donné gentiment par : R. Iggo, Institut 

Bergonié, Bordeaux, France 

/ 

USP7 Rat IF 1 :30 Donné gentiment par : T. Dobner, 

Heinrich-Pette-Institute, Hamburg, 

Allemagne 

/ 

SSRP1 (FACT) Lapin IF 

WB 

1 :250 Proteintech 15696-1-AP 

Spt16 (FACT) Lapin IF (cellules) 

IF (EB) 

WB 

1 :200 
1 :100 

1 :1000 

Abcam Ab204343 

NAP1L1 Lapin IF 1 :200 Proteintech 14898-1-AP 

NAP1L4 Lapin IF 1 :200 Proteintech 16018-1-AP 

ANP32A Lapin IF 1 :250 Proteintech 15810-1-AP 

B23/ NPM1 Souris IF 1 :200 Proteintech 60096-1-Ig 

p150 (CAF1) Lapin IF 1 :250 Proteintech 17037-1-AP 

p60 (CAF1) Lapin IF 1 :200 Abcam ab109442 

HIRA  Lapin IF 1 :100 Abcam ab129169 

DAXX Souris IF 1 :200 Abcam Ab9091 

ASF1A Lapin IF 1 :125 Proteintech 66884-1-Ig 

NPM2 Lapin IF 1 :200 Abcam ab243544 

NASP Lapin IF 1 :50 Proteintech 11323-1-AP 

H2A Lapin IF 1 :100 Proteintech 10445-1-AP 

H2B Lapin IF 1 :100 Proteintech 15857-1-AP 

H3 Lapin IF 1 :100 Proteintech 17168-1-AP 

H3.3 Lapin IF 1 :250 Proteintech 13754-1-AP 

H4 Lapin IF 1 :100 Proteintech 16047-1-AP 

MCM7 Lapin IF 1 :250 Proteintech 11225-1-AP 

Projet SARS-CoV-2 et Adénovirus 

Cytokeratin 5 (CytK5) Lapin IF 1 :200 Abcam ab52635 

Cytokeratin 5 (CytK5) Cochon d’Inde IF 1 :200 Origene BP5006 

Alpha-tubulin-acetyl 

K40 (AcTub) 

Souris IF 1 :200 Abcam ab24610 

Acetyl alpha tubulin 

(AcTub) 

Lapin IF 1 :200 Cell Signaling D20G3 

Mucin 5AC (Muc5A) Lapin IF 1 :200 Abcam ab3649 

ab198294 

Mucin 5 AC (Muc5A) Souris IF 1 :200 Abcam Ab2649 

ACE2 Lapin IF 1 :50 Abcam Ab15348 
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Projet SARS-CoV-2 

N (Clone 3G9) Souris IF 1 :500 Mis au point durant notre étude et par 

notre collaboration  

avec Denis Dacheux 

Laboratoire d’Harald 

Wodrich 

 

 

I.9.2 Anticorps secondaires. 

Nom Espèce Application Dilution Origine Référence 

α-souris Alexa-Fluor 520 Chèvre WB 1 :2500 Bio-Rad 12005866 

α-souris Alexa-Fluor 700 Chèvre WB 1 :2500 Bio-Rad 12004158 

α-lapin Alexa-Fluor 520 Chèvre WB 1 :2500 Bio-Rad 12005869 

α-lapin Alexa-Fluor 700 Chèvre WB 1 :2500 Bio-Rad 12004161 

α-lapin Alexa-Fluor 488 Ane IF 1 :300 Life 

Technologies 

A21206 

α-lapin Alexa-Fluor 647 Ane IF 1 :300 Invitrogen A31573 

α-rat Alexa-Fluor 488  

Ane 

 

IF 

 

1 :300 

Invitrogen 

Molecular 

Probes 

 

A21208 

α-rat Alexa-Fluor 647 Ane IF 1 :300 abcam ab150155 

α-souris Alexa-Fluor 488 Ane IF 1 :300 Life 

Technologies 

A21202 

α-souris Alexa-Fluor 647 Ane IF 1 :300 Life 

Technologies 

A31571 

α-souris Alexa-Fluor 594 Ane IF 1 :300 Life 

Technologies 

A21203 

α-lapin Alexa-Fluor 594 Ane IF 1 :300 Invitrogen A21207 

α-cochon d’Inde Alexa-Fluor 594 Ane IF 1 :300 Invitrogen 

Molecular 

Probes 

A11076 

α-GFP Booster Atto488  Alpaga IF 1:200 Chromotek Gba488-100 

Tableau 12 : Liste des anticorps secondaires.  

 

II. Culture cellulaire.  

II.1 Lignées cellulaires.  

Les lignées cellulaires utilisées sont soit des fibroblastes d’ostéosarcome humains (U2OS), soit des 

cellules rénales embryonnaires humaines exprimant les intégrines cellulaires αVβ5 (HEK293- αVβ5), 

soit des fibroblastes humains (fournis par le Dr. Julie Dechanet-Merville, Université de Bordeaux), issus 

de prépuces et exprimant le récepteur CAR (HFF-CAR). A noter que les cellules U2OS sont notre modèle 

cellulaire principal pour ces études car cette lignée à l’avantage de posséder de gros noyaux, facilitant 

ainsi les études en microscopie. Des lignées U2OS ont également été employées afin d’étudier la 

localisation de facteurs cellulaires étiquetés (U2OS-Mybbp1a-mcherry ; U2OS-USP7-mcherry) ou pour 

visualiser la chromatine cellulaire (U2OS-H2BtdiRFP) (Tableau 10). 

      

Tableau 11 : Liste des anticorps primaires.    
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II.2 Maintenance des cellules. 

Toutes les lignées cellulaires sont maintenues dans du milieu de culture DMEM (Dulbecco’s modified 

Eagle Medium) contenant du GlutamaxTM et supplémenté avec 100 U / mL de pénicilline, 100 µg / mL 

de streptomycine et 10 % de sérum de vœu fœtal (SVF). De la généticine est ajoutée pour maintenir 

certaines lignées modifiées (Tableau 10).  

Les cellules sont maintenues à 37°C avec 5 % de CO2 dans un environnement humide. Deux fois par 

semaine, lorsqu’elles atteignent environ 80 % de confluence, elles sont lavées avec 5 mL de PBS 1X 

(PBS pH 7,4 ; Gibco) puis détachées quelques minutes à 37°C avec 2,5 mL d’une solution de trypsine 

0,05 % Trypsine / EDTA (Gibco). Elles sont de nouveau reprises dans 7,5 mL de DMEM complet et 

centrifugées à 478 g durant 5 min et à température ambiante. Le culot est enfin repris dans 10 mL de 

DMEM. En fonction du niveau de confluence des cellules, la culture est finalement maintenue en 

ensemençant 1 mL de cellules dans 9 mL de DMEM complet à 37°C.  

Suivant le type d’expérience, les cellules sont dénombrées puis ensemencées avec les quantités 

adéquates précisées dans le tableau 13.  

Plaque    Quantité de cellules/ puits Volume de milieu final 

6 puits 2,5 x 105 2 mL 

12 puits 8 x 104 1 mL 

Tableau 13 : Conditions d’ensemencement cellulaire. 

  

II.3 Transfection d’ADN. 

Pour réaliser des transfections d’ADN plasmidiques permettant l’expression transitoire de protéines 

étiquetées, les cellules sont transfectées avec de la lipofectamine 2000. Elles sont préalablement 

lavées avec du PBS 1X plus placées dans le volume désiré d’Optimem (Gibco) à 37°C (Tableau 14). Les 

conditions utilisées suivant la taille des puits sont listées dans le tableau ci-dessous :  

Conditions Plaque 6 puits Plaque 12 puits 

Nombre de cellules 2,5 x 105 8 x 104 

Solution 1 200 µL Optimem + ADN 
(0,1 à 3 µg) 

100 µL Optimem + ADN 
(0,8 à 1,5 µg) 

Solution 2 200 µL Optimem + 
3 µL Lipofectamine 2000 

100 µL Optimem + 
1,5 µL Lipofectamine 2000 

Volume de milieu + 800 µL d’Optimem + 400 µL d’Optimem 
Tableau 14 : Conditions de transfection des cellules U2OS avec de la Lipofectamine 2000.  

De l’ADN plasmidique est mélangé avec du milieu Optimem à 37°C (solution 1). En parallèle, la 

Lipofectamine 2000 est diluée dans du milieu Optimem (solution 2). Les deux solutions sont mélangées 

et incubées 15 min à température ambiante. Le mélange est ensuite ajouté aux cellules. Après 
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incubation 3 h à 37°C, le milieu de transfection est remplacé par du DMEM complet et les cellules sont 

incubées 24 h à 37°C. Les cellules sont ensuite soit fixées (analyses par IF), soit lysées (analyses par 

WB) ou bien encore infectées. 

Nom Protéine étiquetée 

exprimée 

Origine Application Quantité d’ADN 

transfectée (µg) 

pcDNA3-mCherry-

USP7 

USP7mcherry Montpellier Genomic Collections, 

Institut de Génétique Moléculaire de 

Montpellier 

Transfection 2 µg 

pEGFP-N1-Histone 

H3.3 

EGFP-H3.3 Générée au laboratoire par 
le Dr Komatsu 

Transfection 2 µg 

pCAG-Histone H2B-

tdiRFP 

H2BtdirFP Laboratoire de M.-E.Torres-Padilla’s 

(Université de Strasbourg) 

Addgene : plasmide #47884   

Transfection 2 µg 

pEGFP-C1-DBP EGFP-DBPwt Générée au laboratoire par 
le Dr Komatsu 

Transfection 2 µg 

pEGFP-C1-DBPdeltaC EGFP-DBPΔC Générée au laboratoire par 
le Dr Komatsu 

Transfection 2 µg 

pCHA-puro-DBP HA-DBPwt Générée au laboratoire par 
le Dr Komatsu 

Transfection 2 µg 

pCHA-puro-DBPdeltaC HA-DBPΔC Générée au laboratoire par 
le Dr Komatsu 

Transfection 2 µg 

pEGFP-C1-SSRP1 EGFP-SSRP1 Générée au laboratoire par 
le Dr Komatsu 

Transfection 0,1-2 µg 

pEGFP-C1-CAF-1 p150 EGFP-p150 Générée au laboratoire par 
le Dr Komatsu 

Transfection 2 µg 

pEGFP-C1 empty Contrôle EGFP Addgene : plasmide #36412 Transfection 0,1-2 µg 

Tableau 15 : Liste des plasmides. 

 

II.4  Traitements pharmacologiques. 

Les deux inhibiteurs du chaperon d’histones FACT (Curaxine), CBL0100 et CBL0137 (selleckchem) ont 

été généreusement donnés par le Dr Vincent Parissi. Selon les expériences, ils sont utilisés à différentes 

concentrations (de 0,1 µM à 1 µM). Les drogues sont dissoutes dans du DMSO puis elles sont diluées 

aux concentrations adéquates dans le milieu de culture cellulaire. L’addition de DMSO seul sert de 

contrôle sans drogue dans toutes les expériences. Selon les expériences, les cellules sont prétraitées 

pendant 3 h avant d’être infectées et l’infection synchronisée de 30 min est réalisée sans drogue. Du 

milieu de culture contenant la drogue ou du DMSO est ensuite ajouté durant toute la période 

d’infection. Dans d’autres cas, les inhibiteurs sont ajoutés à un temps donné après infection. 
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III. Culture d’épithéliums bronchiques (EB) reconstitués de patients.  

III.1 Génération des épithéliums. 

Les cultures cellulaires des EB sont établies au moyen du protocole décrit dans la partie introductive 

du chapitre 5 (voir V.1.7 Morphologie et composition cellulaire du tractus respiratoire humain). Les EB 

utilisés durant ces études ont été générés par le laboratoire du Dr Thomas Trian (Hôpital Haut-

Lévêque) et par le doctorant Alexis Celle. La procédure utilisée pour la reconstitution des EB est la 

suivante. Des frottis bronchiques ou des biopsies bronchiques sont réalisés pour des patients adultes 

ou pour des enfants entre la troisième et la cinquième génération bronchique (501). Les explants sont 

cultivés à 37°C, 5 % CO2 dans du milieu (PneumaCult Ex medium, Stemcell) afin d’amplifier les cellules 

épithéliales basales. Cinq cent mille cellules sont ensemencées et cultivées sur des inserts (Corning) à 

l’interface air-liquide durant 21 jours en utilisant du milieu ALI (PneumaCult ALI medium, Stemcell). 

Les cellules basales initiales sont différenciées durant cette période et forment des épithéliums 

bronchiques fonctionnels, composés de cellules à mucus, de cellules ciliées, de cellules club et de 

cellules basales. Cette méthodologie possède l’avantage de générer jusqu’à plus de 24 inserts pour le 

même patient. Des études comparatives sont ainsi possibles et peuvent être menées en parallèle avec 

différents virus, en utilisant des inhibiteurs mais aussi pour plusieurs patients dans une même 

expérience. Après avoir été générés, les EB ont été finalement réceptionnés et utilisés pour nos études 

d’infections.  

      

III.2 Maintenance des épithéliums. 

Le milieu basal de 500 µL est remplacé tous les trois jours par du milieu ALI frais (PneumaCult ALI 

medium, STEMCELL Technologies) à 37°C et contenant du supplément (STEMCELL Technologies), de 

l’héparine (STEMCELL Technologies) et de l’hydrocortisone (STEMCELL Technologies) suivant les 

recommandations fournisseurs. Les épithéliums sont ensuite maintenus dans un environnement 

humide contenant 5 % de CO2. 

    

IV. Infection par l’Ad5.  

IV.1.1 Infection synchronisée des lignées cellulaires. 

Pour les expériences d’immunofluorescence (IF), 8 x 104 de cellules sont ensemencées dans des 

plaques 12 puits contenant des lamelles de 15 mm de diamètre. Le jour d’après, 1,2 x 105 cellules par 

puits sont considérées pour les infections.  
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Pour les analyses d’une même population cellulaire à la fois par WB et par IF, 2,5 x 105 cellules U2OS 

sont ensemencées dans des plaques 6 puits contenant des lamelles de 15 mm de diamètre. Le jour 

d’après, 3,75 x 105 cellules par puit sont considérées pour les infections.  

Les infections sont réalisées par addition soit de 3000 pp/cellule, soit de 5000 pp/cellule comme 

indiqué dans les expériences. Des quantités croissantes de particules virales (50 pp, 500 pp et 

5000  pp  / cellule) ont également été utilisées pour des études par WB. 

Pour les analyses par WB :  

Les cellules sont lavées avec du PBS 1X et infectées avec un inoculum contenant soit 3000 pp/cellule, 

soit 5000 pp/cellule diluées dans 1 mL de DMEM complet à 37°C. Les contrôles de cellules non-

infectées sont réalisés en parallèle par ajout de 1 mL par puits de DMEM complet à 37°C. Les cellules 

sont incubées en présence de virus à 37°C, 5 % CO2 pendant 30 min. Le virus est ensuite éliminé et 

remplacé par du milieu DMEM complet. Cette méthode permet de réaliser une infection quasi 

synchronisée avec l’Ad5. Dans ce manuscrit, nous considérons que l’infection débute à partir du 

moment où l’inoculum est ajouté (T0 d’infection). Les 30 min d’infection sont par conséquent 

comprises dans le temps d’infection indiqué dans les expériences. 

Pour les analyses par IF :  

Les cellules sont lavées avec du PBS 1X. Les lamelles sont ensuite infectées avec 3000 pp/cellule diluées 

dans 100 µL de DMEM complet à 37°C. Les contrôles non infectés sont réalisés en parallèle par ajout 

de 100 µL de DMEM. Les lamelles sont incubées à 37°C à 5 % de CO2. Au bout de 30 min, l’inoculum 

est remplacé par du milieu complet. Comme pour les analyses par WB, on considère l’infection 

synchronisée et les 30 min sont incluses dans le temps d’infection. 

 

IV.1.2 Infection pour les expériences d’imagerie en temps réel. 

Les cellules ensemencées dans une chambre de culture individuelle (Ibidi) sont lavées après leur 

adhésion (6 h au minimum) avec du PBS 1X. Les cellules sont ensuite infectées par addition d’1 ml de 

DMEM contenant 3000 pp/cellule. Les cellules ne sont pas synchronisées pour ces expériences et sont 

suivies par microscopie dès l’addition du virus (Leica DMI 6000 AFC). 

     

IV.1.3 Infection des épithéliums bronchiques.  

Le milieu ALI basal contenant de l’héparine et de l’hydrocortisone est enlevé et remplacé par 500 µL 

de milieu ALI préchauffé contenant uniquement de l’héparine. Les épithéliums sont lavés une seule 
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fois par ajout de 200 µL de PBS 1X à 37°C (face apicale) et par de multiples aspirations afin d’enlever 

le mucus. Un nombre de 2,3 x 109 pp pour la souche standard WT ou pour la souche standard 

(Ad5- ATCC) sont diluées dans du DMEM (sans SVF) à 37°C. Un volume de 100 µL d’inoculum est ajouté 

au niveau de la face apicale des EB et incubé 1 h à 37°C dans une atmosphère humide contenant 5 % 

de CO2. L’inoculum est enlevé et l’épithélium est lavé avec 100 µL de PBS 1X à 37°C par de multiples 

aspirations. Les épithéliums sont enfin de nouveau incubés à 37°C dans une atmosphère humide 

contenant 5 % de CO2. Le milieu basal de 500 µL est remplacé tous les jours par du milieu ALI 

complémenté à 37°C et contenant de l’héparine. Les EB sont ensuite analysés soit vivants ou soit fixés 

selon les expériences. 

        

V. Immunofluorescence et Microscopie. 

V.1 Fixation. 

V.1.1 Fixation des lignées cellulaires. 

Aux temps indiqués dans les différentes expériences, les cellules sont lavées avec une solution de 

PBS 1X à 37°C. Elles sont ensuite fixées à température ambiante durant 10 min avec 100 µL de PBS 1X 

/ 4 % de paraformaldéhyde (PFA-EM Grade, Delta microscopie). Les lamelles sont enfin lavées trois fois 

avec du PBS 1X à température ambiante et peuvent être stockées dans du PBS 1X à 4°C avant de 

réaliser l’IF. 

   

V.1.2 Fixation des épithéliums bronchiques.  

Aux temps indiqués dans les différentes expériences, la face apicale des EB est lavée trois fois par 

incubation de 2 min avec du PBS 1X à 37°C afin d’enlever un maximum de mucus. Les EB sont fixés 

durant 30 min avec 500 µL (faces apicale et basale) de PBS 1X / 4 % de paraformaldéhyde (PFA-EM 

Grade, Delta microscopie) à température ambiante. Les EB sont enfin lavés par immersion complète 

et par rotations douces dans du PBS 1X à température ambiante. Un stockage dans du PBS  1X à 4°C 

est possible avant de réaliser l’IF. 

 

V.1.3 Congélation et décongélation des épithéliums bronchiques. 

Ce protocole a été mis au point au laboratoire durant cette thèse. Les EB peuvent être stockés à -20°C 

après déshydratation avec 500 µL (face apicale et basale) de concentrations successives et croissantes 

d’éthanol, 50 % éthanol pendant 5 min à température ambiante ; 70 % éthanol pendant 5 min à 
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température ambiante ; 100 % éthanol pendant 5 min à température ambiante ; 100 % éthanol 

pendant 10 min à température ambiante. 

Les EB sont décongelés et réhydratés avec 500 µL (face apicale et basale) des concentrations 

successives et décroissantes d’éthanol, 70 % éthanol pendant 2 min à température ambiante ; 50 % 

éthanol pendant 2 min à température ambiante ; PBS 1X pendant 10 min à température ambiante ; 

100% éthanol pendant 10 min à température ambiante.   

Un dernier lavage dans un grand volume de PBS 1X est finalement effectué. 

 

V.2 Immunofluorescence.  

V.2.1 Marquage des lignées cellulaires.  

Les cellules sont perméabilisées et saturées (50 µL par lamelle) pendant 10 min à température 

ambiante dans du tampon IF (PBS 1X, 10 % SVF, 0,05 % saponine). Les anticorps primaires (Tableau 11) 

sont dilués dans le tampon IF. Après centrifugation à 4°C pendant 10 min à 21 000 g, 50 µL d’anticorps 

sont ajoutés par lamelle puis les lamelles sont incubées dans une chambre humide durant 1 h à 37°C. 

Les lamelles sont ensuite transférées dans les puits d’une plaque puis elles sont lavées par addition de 

PBS 1X 3 min, 5 min et 10 min sous agitation. Les anticorps secondaires couplés à des fluorochromes 

(Tableau 12) sont dilués dans du tampon IF. Après centrifugation à 4°C durant 10 min à 21 000 g, 50 µL 

de mélange sont ajoutés par lamelle et incubés 1 h à 37°C dans une chambre humide à 37°C. Les 

cellules sont lavées comme précédemment 3 min, 5 min et 10 min sous agitation avec du PBS 1X. Un 

dernier lavage est réalisé par immersions rapides dans du PBS 1X puis les lamelles sont immergées 

dans de l’eau déminéralisée, déshydratées dans un bain d’éthanol 100 % et séchées. Les lamelles sont 

ensuite montées sur une lame avec du milieu de montage (DAKO, Fluorescence Mounting Medium, 

Agilent), contenant 1 µg/ml de DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole, Sigma). Les échantillons sont 

laissés dans le noir et à température ambiante toute une nuit avant leur observation au microscope.  

      

V.2.2 Marquage des épithéliums bronchiques.   

Ce protocole a été mis au point au laboratoire durant les travaux présentés dans ce manuscrit. Les EB 

sont perméabilisés 10 min à température ambiante (200 µL au niveau apical et 500 µL au niveau basal) 

avec une solution de PBS 1X, 0,5 % Triton X-100. Après un lavage par immersion rapide de l’insert, une 

saturation est réalisée avec du tampon IF (PBS 1X, 10 % SVF, 0,05 % saponine) pendant 1 h à 

température ambiante. Les anticorps primaires (Tableau 11) sont dilués dans le tampon d’IF. Après 

centrifugation à 4°C pendant 10 min à 21 000 g, 200 µL d’anticorps dilués sont ajoutés au niveau apical 



  Matériel et Méthodes 

 

91 
 

puis incubés 1 h à température ambiante. Les échantillons sont ensuite lavés 3 min, 5 min et 10 min 

sous agitation avec du PBS 1X (200 µl au niveau apical et 500 µl au niveau basal). Les anticorps 

secondaires couplés à des fluorochromes (Tableau 12) sont dilués dans du tampon IF, PBS 1X contenant 

2 µg/mL de DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole, Sigma) et de la phalloïdine. Après centrifugation à 

4°C pendant 10 min à 21 000 g, 200 µL sont ajoutés et incubés 2 h à température ambiante. Les EB 

sont de nouveau lavés 3 min, 5 min et 10 min sous agitation avec du PBS 1X (200 µl au niveau apical et 

500 µl au niveau basal). Un dernier lavage est réalisé par immersion rapide dans du PBS 1X puis les EB 

sont immergés dans de l’eau déminéralisée, déshydratés dans un bain d’éthanol 100 % et séchés. Les 

membranes contenant les épithéliums sont coupées et montées entre lame et lamelle avec du milieu 

de montage (DAKO, Fluorescence Mounting Medium, Agilent). Les échantillons sont laissés dans 

l’obscurité et à température ambiante toute une nuit avant leur observation au microscope. 

       

V.3 Acquisitions par microscopie et analyses. 

V.3.1 Acquisition à partir de cellules fixées.  

Les lames de microscopie sont observées au moyen d’un microscope plein champs à épifluorescence 

afin de contrôler les signaux des marquages par immunofluorescence ou des signaux des étiquettes 

des protéines de fusions après transfection (Leica DMI 6000 AFC). Les études de colocalisations ont été 

réalisées au moyen d’un microscope confocal SP8 (Leica DM6 CFS TCS SP8) accessible au Bordeaux 

Imaging Center (Bordeaux). Les acquisitions par microscopie confocale sont effectuées avec des plans 

focaux de 0,3 µm (de 5 à 10 par cellule), au format 1024 x 1024 pixels, 12 bits avec une taille de pixel 

de 72 nm et un pinhole fixé à 1 AU. 

   

V.3.2 Acquisition à partir de cellules vivantes.  

Les cellules dans des plaques 12 puits transfectées ou non sont lavées avec du PBS 1X puis détachées 

par l’addition de 100 µL de trypsine / EDTA pendant 3 min à 37°C. L’effet de la trypsine est neutralisé 

par l’addition de 900 µL de milieu DMEM complet. Les cellules sont ensuite ensemencées dans une 

chambre de culture individuelle (25,5 X 75,5 mm2, référence : 80106, Ibidi). Après adhésion (6 h au 

minimum), les cellules vivantes qui ont été infectées ou non selon les expériences sont observées au 

moyen d’un microscope plein champs à épifluorescence (Leica DMI 6000B, associé à une caméra 

Hamamatsu camera C11440 ORCA-flash2.8). Les acquisitions sont réalisées à des temps précis après 

l’infection ou en suivant individuellement des cellules par acquisitions toutes les 15 min (jusqu’à plus 

de 24 h).  
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V.3.3 Acquisition des épithéliums bronchiques fixés. 

L’acquisition de l’intégralité des EB est réalisée par microscopie confocale (SP8, X10) en moyen du 

logiciel LAS-X (Leica) et du mode mosaïque en spirale. Les acquisitions sont réalisées avec un objectif 

X10 et les plans focaux sont de 2,99 µm (±16 plans), au format 512 x 512 pixels, 12 bits avec une taille 

de pixel de 2,27 µm et un pinhole fixé à 1 AU. Les acquisitions réalisées avec un objectif X20 ont des 

plans focaux de 0,55 µm, au format 1024 x 1024 pixels, 12 bits avec une taille de pixel de 0,57 µm et 

un pinhole fixé à 1 AU. 

     

V.4 Analyses et quantification des images.  

V.4.1 Traitements.  

Les acquisitions sont analysées au moyen du logiciel Image J (Wayne Rasband, NIH). Dans ce manuscrit, 

les images confocales des lignées cellulaires sont des projections en Z de 5 plans focaux de 0,3 µm 

rassemblés en un plan unique (1,5 µm total). Les images des EB sont analysées avec le logiciel Image J 

ou avec du logiciel IMARIS (version 9.9). Les images confocales prises avec l’objectif X63 pour 

l’acquisition des EB présentées dans ces travaux sont soit des vues uniques d’un seul plan focal de 

0,21 µm (vue orthogonale), soit des projections en Z d’une portion apicale ou de la totalité des ±40 µm 

de l’épithélium. Les images confocales des EB prises avec les objectifs X10 et X20 sont des projections 

en Z de la totalité des tissus. Les reconstructions 3D des EB sont réalisées avec le logiciel LAS-X (Leica) 

au moyen du mode 3D-viewer. 

        

V.4.2 Quantification.  

La première étape de cette quantification consiste en la projection de 5 plans focaux sur un seul plan. 

Ensuite, le nombre et la taille des CR fluorescents ont été déterminés avec le logiciel Image J au moyen 

d’une macro. La région d’intérêt (ROI) est tracée manuellement pour délimiter le seul noyau. Un seuil 

d’intensité de fluorescence est ensuite appliqué à chaque image pour permettre de distinguer 

uniquement les signaux d’intérêts correspondant aux CR. Le logiciel dresse ensuite le nombre et la 

taille des objets ainsi sélectionnés dans un tableau de données. 

 

V.4.3      Elaboration des profils d’intensité. 

Les profils d’intensités ont été réalisés avec le logiciel Image J avec le plugin « RGB Profile Plot ». Une 

image composite est premièrement réalisée à partir d’une image acquise par microscopie confocale. 

Le composite est ensuite enregistré en format RGB. Un axe linéaire est tracé de part et d’autre du 
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noyau en traversant par exemple plusieurs CR viraux suivant le type d’analyse souhaitée. Les profils 

d’intensités selon l’axe tracé sont représentés par un graphique au moyen du plugin « RGB Profile 

Plot ». Trois courbes sont ainsi visibles sur le graphique. Ces courbes correspondent aux signaux 

individuels des marquages réalisés. Les valeurs d’intensité de chaque signal le long de l’axe sont 

sauvées dans un tableau de données. Le profil d’intensités est enfin généré à l’aide des valeurs ainsi 

déterminées sous la forme d’un graphique par le logiciel PRISM. 

                  

VI. Microscopie électronique.  

VI.1 Fixation et traitement des épithéliums bronchiques.    

Des études préliminaires d’EB infectés par l’Ad5 ont été menées par microscopie électronique pendant 

ces travaux. Après l’infection virale, la face apicale des EB est lavée par trois incubations successives 

de 2 min avec du PBS 1X préchauffé afin d’enlever un maximum de mucus. Pour fixer les EB, 500 µL 

d’une solution tampon phosphate 0,1 M contenant 2,5 % (v/v) de glutaraldéhyde et 2 % (v/v) de 

paraformaldéhyde sont ajoutés au niveau de la face apicale et de la face basale durant 2 h à 

température ambiante. Le reste des étapes de ce protocole a été effectuée par Sabrina Lacomme 

(Laboratoire de Marc Landry). Les EB sont lavés avec une solution de phosphate 0,1 M et fixés une 

seconde fois dans le noir et à température ambiante avec une solution tampon phosphate 0,1 M 

contenant 1 % (v/v) d’osmium tétroxyde. Après lavage avec de l’eau déminéralisée, les EB sont 

déshydratés au moyen d’une série de concentrations croissantes d’éthanol puis finalement incubés 

2  h dans un mélange d’éthanol 100 % et de résine époxy (Epon 812 ; Delta Microscopy, Toulouse, 

France) 50/50 (v/v). Après polymérisation de la résine entre 24 h et 48 h à 60°C, les échantillons sont 

sectionnés par ultramicrotome (EM UCT, Leica Microsystems, Vienna, Austria) en utilisant un diamant 

(Diatome, Biel-Bienne, Switzerland). Des sections ultrafines de 70 nm sont finalement positionnées sur 

des grilles en cuivre et marquées avec une solution sans uranyle et avec du citrate de plomb. 

                   

VI.2 Acquisition des images.   

Les grilles sont observées avec un microscope électronique à transmission (H7650, Hitachi, Tokyo, 

Japan) à 80 kV au BIC par Sabrina Lacomme (Laboratoire de Marc Landry).   

VII. Biochimie. 

VII.1 Lyse cellulaire. 

Les cellules sont lavées avec du PBS 1X puis incubées 2 min avec une solution de PBS 1X, 0,6mM EDTA 

à 37°C. Après décollement, les cellules sont récoltées et centrifugées pendant 5 min à 4°C à 5000 g. 
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Les culots sont enfin repris dans un volume de 160 µL de tampon de lyse (Pierce™ IP Lysis Buffer ; 

Thermo Fisher Scientific) contenant 1 mM de fluorure de phénylméthylsulfonyle fluoride (PMSF) et 

incubés 10 min dans la glace. Les cellules sont centrifugées pendant 10 min à 21 000 g à 4°C. Le 

surnageant est enfin récupéré et les lysats peuvent par ailleurs être conservés à -20°C avant leur 

analyse. 

     

VII.2 Dosage protéique par méthode Bradford.  

La concentration en protéines des lysats cellulaires est déterminée par dosage colorimétrique avec la 

méthode Bradford. Une gamme étalon de 0 à 20 µg d’albumine sérique bovine dans un volume final 

de 800 µL de PBS 1X est réalisée. Deux microlitres de lysat cellulaire sont dilués dans un volume final 

de 800 µL de PBS 1X. Deux cents microlitres de réactif Bradford sont ajoutés et mélangés aux 

échantillons de gamme et des lysats cellulaires. L’absorbance à 595 nm est finalement mesurée par 

spectrométrie après 5 min d’incubation dans l’obscurité. La courbe étalon permet de déterminer la 

concentration en protéine des lysats cellulaires analysés. 

       

VII.3 Electrophorèse des protéines en gel dénaturant et réducteur (SDS-PAGE). 

Trente microgrammes de protéines sont dénaturés 15 min à 100°C dans du tampon de charge (50 mM 

Tris pH 6,8 ; 2 % SDS, 10 % Glycérol, 1 % β-mercaptoéthanol, 0,05 % bleu de bromophénol). Les 

échantillons sont ensuite chargés sur un gel d’électrophorèse de polyacrylamide précoulé (SDS-PAGE) 

(4-20 % Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Long Shelf Life Precast Protein Gels, 10 puits, Bio-Rad). 

L’électrophorèse est ensuite réalisée dans un tampon de migration TGS 1X (25 mM Tris pH 8,3 ; 192 

mM glycine, 1 % SDS) durant 30-40 min à 180 V. 

  

VII.4 Coloration par technologie « Stain Free ». 

Après électrophorèse, le gel est activé par une exposition de 450 nm et les signaux sont visualisés par 

l’émission de fluorescence avec un système d’imagerie ChemiDoc MP (Bio-Rad). Les gels pré-coulés 

commerciaux utilisés contiennent en effet des molécules trihalo pouvant se lier de manière covalente 

aux résidus tryptophanes des protéines après activation par la lumière (technologie Stain Free). 
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VII.5 Western Blot. 

Après révélation Stain Free, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose de 

0,2 µm (Amersham Protran, GE Healthcare). Le gel et la membrane sont déposés entre deux éponges 

(3 MM CHR, GE Healthcare) préalablement tous trempés dans une solution de transfert commerciale 

(Trans-Blot Turbo 5X, Bio-Rad). Le transfert est finalement effectué par l’utilisation d’un Turbo Trans-

blot (Bio-Rad) dans une cuve de transfert (Bio-Rad) durant 7 min (protocole Mixed MW).    

La membrane est incubée pendant 30 min sous agitation dans du tampon de saturation, TBS (137 mM 

NaCl, 2,7 mM KCl, 25 mM Tris pH 7,4), 0,1 % de Tween 20 (Euromedex), 10 % de poudre de lait écrémé. 

Elle est enfin incubée toute la nuit à 4°C en présence d’anticorps primaires (Tableau 11) dilués dans 

5 mL de tampon de saturation. La membrane est lavée le lendemain 3 fois avec du tampon de lavage 

(TBS 1X, 0,1 % Tween 20) (10 min par lavage). La membrane est incubée 1 h avec les anticorps 

secondaires, couplés à un fluorochrome (Tableau 12) et dilués dans 5 mL de tampon de saturation. La 

membrane est finalement lavée 3 fois avec 5 mL de tampon de lavage (10 min par lavage) et stockée 

dans du tampon TBS 1X. A noter que deux révélations peuvent être réalisées successivement au moyen 

d’un premier anticorps secondaire Alexa 700 puis d’un second anticorps secondaire Alexa 520 après 

incubation dans les mêmes conditions comme citées précédemment avec un anticorps primaire d’une 

autre espèce. 

 

VII.6 Révélation et quantification. 

Les signaux des anticorps secondaires sont révélés avec un système d’imagerie ChemiDoc MP 

(Bio- Rad). Les temps d’exposition sont ajustés en fonction de l’intensité des signaux. Les images sont 

ensuite analysées avec le logiciel Image J (Wayne Rasband, NIH) où l’intensité des signaux est 

déterminée.  
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Chapitre 1 

I. Les compartiments de réplication de l’Ad5 sont dépourvus d’histones.  

 

I.1 Mise en évidence et caractérisation des CR de l’Ad dans les cellules U2OS.  

Figure 18. Visualisation des CR de l’Ad5 par le marquage des protéines DBP/USP7 et des ViPR 
marqués par la protéine Mybbp1a. (A) Des cellules U2OS sont incubées avec 3000 pp/cellule pendant 
30 min pour synchroniser l’infection puis les cellules sont fixées (24 h après infection) et une IF est 
réalisée avec les anticorps anti-DBP (magenta) et anti-USP7 (cyan). Le DAPI (gris) est utilisé pour 
visualiser les noyaux. Microscopie confocale (X63). Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 5 µm). 
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(B) Profils d’intensités des signaux rapportés en fonction de la distance le long des axes a-b (CR 
précoces) et c-d (CR tardifs). (C) Des cellules U2OS-Mybbp1a-mcherry sont transfectées avec les 2 
plasmides codant pour les protéines USP7-GFP et H2B-tdiRFP. Les cellules sont infectées (24 h après 
transfection) dans les mêmes conditions qu’en (A) puis les signaux Mybbp1a-mcherry, H2B-tdiRFP et 
USP7-GFP sont analysés 20 h plus tard (cellules vivantes). Microscopie plein champs (X63). (Barre 
d’échelle, 5 µm et 1 µm pour les agrandissements i, ii, iii et iv).  

Comme d’écrit dans l’introduction, la réplication du génome de l’Ad5 s’effectue dans des CR nucléaires 

dont la morphologie évolue au cours de l’infection, allant des CR précoces aux CR tardifs qui entourent 

les ViPR (388). Ils peuvent être visualisés par marquage de la protéine virale DBP, qui est directement 

impliquée dans la réplication du génome viral et la protéine cellulaire USP7 qui est recrutée dans les 

CR tout au long de la réplication virale. 

Pour mettre en évidence ces CR dans notre modèle d’étude, les cellules humaines U2OS (issues d’un 

ostéosarcome) sont infectées de façon synchronisée par l’Ad5 réplicatif et délété de la région E3. Pour 

ce faire, les cellules sont incubées en présence de virus à 3000 pp/cellule pendant 30 min puis, le virus 

est retiré et remplacé par du milieu complet. Vingt-quatre heures après l’infection, les cellules sont 

fixées et analysées par IF à l’aide d’anticorps anti-DBP et anti-USP7. Elles sont ensuite observées par 

microscopie confocale. Le noyau des cellules est visualisé par un marquage de l’ADN par du DAPI 

(Figure 18A). Les résultats montrent qu’il est possible de distinguer les 2 types de CR dans ces 

conditions expérimentales. Les CR précoces sont caractérisés par un marquage ponctiforme, plus ou 

moins large, où la DBP et USP7 colocalisent dans le noyau (flèches blanches). Les CR tardifs quant à 

eux, sont caractérisés par un marquage de DBP en forme d’anneaux irréguliers et de taille variable. 

USP7 colocalise partiellement avec DBP au niveau de ces structures. On peut observer également qu’à 

l’intérieur de ces anneaux, le marquage DAPI est plus prononcé que dans le reste du noyau. Dans les 

cellules non infectées, aucun marquage avec les anticorps anti-DBP n’est visible et les signaux pour 

USP7 sont diffus dans le noyau. Ces caractéristiques morphologiques des CR précoces et tardifs sont 

en accord avec ceux décrits par de précédents travaux du laboratoire (388). 

Pour visualiser plus précisément les colocalisations entre les 3 signaux, l’intensité de fluorescence de 

chacune des protéines ainsi que celle du marquage DAPI ont été mesurées le long d’un axe choisi, 

passant par plusieurs CR (indiqué sur les images en lettres minuscules) et ce, sur un plan focal. Pour 

chaque marquage, cette intensité est rapportée en fonction de la distance le long de cet axe (Figure 

18B). Par exemple, pour les CR précoces (Figure 18B, graphique du haut), l’intensité des signaux a été 

rapportée selon l’axe a-b dessiné sur la Figure 18A. Les résultats montrent que les intensités les plus 

élevées pour DBP et USP7 se superposent pratiquement systématiquement le long de l’axe. En 

revanche, ce sont les signaux les moins intenses du DAPI qui coïncident le plus souvent avec les pics 

des 2 protéines. La même analyse est réalisée pour les CR tardifs (Figure 18B, graphique du bas) selon 
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l’axe c-d. De la même façon, les résultats montrent que les pics des signaux DBP et USP7 apparaissent 

au même endroit et que l’intensité du marquage par le DAPI est faible dans ces zones, suggérant une 

faible concentration d’ADN dans ces zones. Ces pics successifs de DBP et USP7 correspondent à la 

bordure des anneaux caractéristiques des CR tardifs (têtes de flèches jaunes). Si l’on considère le signal 

DAPI entre 2 pics des protéines DBP et USP7 d’un même CR, on constate une nette augmentation de 

la fluorescence qui corrèle avec une accumulation d’ADN dans ces structures (tête de flèche rouge).  

L’ensemble de ces résultats montre qu’il est possible de distinguer les CR précoces et tardifs de l’Ad5 

dans ces conditions expérimentales et d’étudier avec précision leur composition et leur morphologie.  

Il a été montré que les CR tardifs enrichis en DBP et USP7 entourent les ViPR où se concentrent l’ADN 

viral répliqué, la protéine nucléolaire Mybbp1a et la protéine VII du virus. En revanche, les histones 

cellulaires sont exclues de ces ViPR (388). La formation des différents CR et des ViPR est un processus 

extrêmement dynamique dans la cellule infectée par l’Ad5. Pour les visualiser dans notre modèle 

d’étude, la lignée cellulaire U2OS-Mybbp1a-mcherry construite par le Dr Tetsuro Komatsu a été utilisée 

(Figure 18C). Celle-ci exprime constitutivement la protéine Mybbp1a fusionnée à la protéine 

fluorescente mCherry (388). Ces cellules ont été cotransfectées avec les plasmides codant pour 

USP7- GFP et l’histone H2B-tdiRFP. Vingt-quatre heures après transfection, une infection synchrone 

est réalisée comme précédemment mais cette fois-ci, les cellules vivantes sont observées par 

microscopie. Vingt heures après infection, on observe une très grande majorité de cellules avec des CR 

précoces et quelques cellules avec des CR tardifs. Dans les cellules non infectées, la protéine USP7-GFP 

est diffuse dans le noyau alors que la protéine Mybbp1a est concentrée dans les nucléoles (flèches 

jaunes), dont le signal DAPI est bien exclu. Dans les cellules infectées, les CR précoces apparaissent 

bien sous la forme d’un marquage ponctiforme de USP7-GFP et une partie de la protéine Mybbp1a est 

relocalisée autour des CR. Les CR tardifs apparaissent sous forme d’un marquage de USP7-GFP en 

anneau irrégulier. Les ViPR apparaissent à l’intérieur de ces anneaux et leur structure circulaire est 

visualisée par la protéine Mybbp1a (astérisques blanches). Comme pour les CR précoces, les CR tardifs 

et les ViPR possèdent des signaux H2B-tdiRFP faibles. Ces résultats sont en accord avec ceux de 

précédents travaux (388) et montrent que les CR et les ViPR sont dépourvus d’histones cellulaires H2B. 

Comme décrit dans l’introduction, les génomes viraux sont soit associés au cours du cycle viral avec la 

protéine VII (chromatine virale), soit à des histones cellulaires ou aux deux (348). Des travaux 

précédents ont en effet montré une association précoce dès 1 h d’infection du génome de l’Ad5 avec 

l’ensemble des histones H2A, H2B, H3 et H4 (76). Par ailleurs et comme montré précédemment, les CR 

et les ViPR comportent de très faibles signaux pour l’histone H2B. Cela suggère qu’ils sont dépourvus 

de génomes viraux associés aux histones H2B. Nous avons ensuite réalisé une étude complète afin de 
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savoir si toutes les histones cellulaires sont exclues ou non des CR et des ViPR comme pour l’histone 

H2B.     

I.2 Les CR de l’Ad5 sont dépourvus d’histones cellulaires dans les cellules U2OS. 

Afin de mettre en évidence l’exclusion ou non de l’ensemble des histones cellulaires des CR et des 

ViPR, des cellules U2OS ont été infectées dans les mêmes conditions que celles décrites en figure 18. 

Les cellules ont ensuite été fixées 24 h après infection et analysées par IF avec des anticorps anti-

histones. Les histones H2A, H2B, H4 et les variants d’histones H3.1, H3.3 ont ainsi été étudiés 

individuellement par microscopie confocale. Comme attendu, toutes les histones cellulaires sont bien 

observées dans les noyaux des cellules non infectées, sous la forme de signaux plus ou moins diffus 

pour les histones H2A et H4 (Figure 19A). Seuls de très rares signaux sous la forme de ponctuations ont 

été détectés dans les CR précoces et pour les histones H3.1 et H4 (flèches blanches). Comme pour la 

figure 18, des profils d’intensités ont été rapportés le long d’axes choisis et analysés pour toutes les 

histones (Figure 19B). Les pics d’intensités USP7 correspondant aux CR précoces coïncident avec les 

faibles intensités des signaux des histones et du DAPI. Les CR tardifs et les ViPR sont également 

dépourvus d’histones cellulaires (Figure 19C et 19D). Seuls de rares ponctuations pour les histones ont 

été trouvées dans les CR tardifs (flèches jaunes).  

Ces résultats montrent que les CR et les ViPR sont dépourvus d’histones cellulaires dans nos conditions 

expérimentales et sont en accord avec ceux documentés pour l’histone H3.3 (357). 
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Figure 19. Les CR précoces, les CR tardifs et les ViPR sont dépourvus d’histones cellulaires. Des 
cellules U2OS sont incubées avec 3000 pp/cellule pendant 30 min pour synchroniser l’infection puis 
les cellules sont fixées (24 h après infection) et une IF est réalisée avec les anticorps anti-USP7 (cyan) 
et les anti-histones (H2A, H2B, H3.1, H3.3 et H4) (magenta). Le DAPI (gris) est utilisé pour visualiser les 
noyaux. (A) Contrôles non infectés (NI) et CR précoces. (B) Profils d’intensités des signaux rapportés 
en fonction de la distance le long des axes a-b (H2A), c-d (H2B), e-f (H3.1), g-h (H3.3) et i-j (H4) pour 
les CR précoces. (C) CR tardifs. (D) Profils d’intensités des signaux rapportés en fonction de la distance 
le long des axes k-l (H2A), m-n (H2B), o-p (H3.1), q-r (H3.3) et s-t (H4) pour les CR tardifs. Microscopie 
confocale (X63). Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 5 µm). 

  

I.3 Au cours de l’infection, les génomes viraux répliqués s’accumulent dans des compartiments 

dépourvus d’histones et d’ADN cellulaire.  

Afin de confirmer l’absence d’histones H2B dans les CR viraux et les ViPR dans des cellules fixées, la 

lignée cellulaire U2OS-H2B-tdiRFP construite par le Dr Komatsu, a été utilisée. Les cellules ont été 

infectées dans les mêmes conditions expérimentales que la figure 18. Cette fois, les cellules ont été 

co-infectées avec le virus modifié Ad5-ANCHOR et le virus Ad5 réplicatif (délété de la région E3) comme 

dans (326). Le génome du virus Ad5-ANCHOR comporte à la fois une cassette d’expression codant pour 

la protéine OR3-GFP et une séquence de 10 nucléotides nommée Anch. Lorsque le génome viral est 

libéré dans le noyau, la cassette OR3-GFP est exprimée et les protéines OR3-GFP s’accumulent dans le 

noyau infecté. La reconnaissance et la liaison par oligomérisation transitoire de ces protéines sur Anch 
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permet la visualisation des génomes viraux double brin. Ce virus modifié permet ainsi de suivre par 

microscopie la localisation des génomes doubles brins dans le noyau des cellules infectées et ce tout 

au long du cycle viral. Après 16 h ou 24 h après infection, les cellules ont été fixées et analysées par 

microscopie confocale. Seize heures post infection (pi), seules des zones circulaires intranucléaires plus 

ou moins larges et avec des signaux élevés pour OR3-GFP sont observées (Figure 20A). 

 

Figure 20. Les génomes viraux répliqués s’accumulent dans des compartiments intranucléaires 
dépourvus en histones et en ADN cellulaire. (A) Des cellules U2OS-H2B-tdiRFP sont incubées avec le 
virus modifié Ad5-ANCHOR pendant 30 min pour synchroniser l’infection puis les cellules sont fixées 
(16 h et 24 h) et les noyaux ont été marqués par du DAPI (gris). La protéine OR3-GFP (vert) permet de 
visualiser les génomes viraux et la chromatine est visualisée par l’histone H2B-tdiRFP (rouge). (B) Profils 
d’intensités des signaux rapportés en fonction de la distance le long des axes a-b (CR précoces à 16 h), 
c-d (CR précoces à 24 h) et e-f (ViPR). Microscopie confocale (X63). Projections en Z (1,5 µm). (Barre 
d’échelle, 5 µm).     

Vingt-quatre heures après l’infection, les CR précoces (flèches blanches) et les ViPR (flèches bleues) 

présentent tous deux des signaux faibles pour H2B-tdiRFP. Les intensités de fluorescence pour les deux 

protéines OR3-GFP et H2B-tdiRFP ont été reportées en plus de celle du DAPI le long d’axes choisis 

(Figure 20B). Les pics OR3-GFP correspondant soit à des CR précoces (axes a-b, c-d et e-f), soit à des 

ViPR (axe g-h) coïncident systématiquement avec les signaux les plus faibles pour H2B-tdiRFP (flèches 
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jaunes pour les CR précoces et flèches bleues pour les ViPR). Seuls les ViPR comportent des signaux 

élevés pour le DAPI, reflétant l’accumulation de l’ADN viral dans ces structures.  

Ces résultats montrent que les CR précoces et tardifs ainsi que les ViPR sont bien des zones dépourvues 

d’histones. Par la suite, nous avons voulu suivre l’évolution des génomes viraux et des histones en 

temps réel dans les cellules infectées.  

Figure 21. Les génomes viraux répliqués s’accumulent dans des compartiments intranucléaires qui 
grossissent et qui excluent la chromatine cellulaire au cours de l’infection. Des cellules U2OS sont 
transfectées avec 2 µg de plasmide codant pour la protéine H2B-tdiRFP. Les cellules sont infectées sans 
synchronisation d’infection (24 h après transfection) avec le virus modifié Ad5-ANCHOR. Une cellule 
vivante est suivie toutes les 15 minutes dès le début de l’infection (0.00) jusqu’à 15 h (15.00). Les 
signaux OR3-GFP (vert) et H2B-tdiRFP (rouge et gris) sont analysés. Microscopie plein champs (X63). 
(Barre d’échelle, 5 µm et 1 µm pour les agrandissements). 
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Les cellules U2OS ont été transfectées avec le plasmide codant pour H2B-tdiRFP puis infectées 24 h 

après la transfection avec à la fois le virus modifié Ad5-ANCHOR et avec la souche Ad5 délétée de la 

région E3. Sans réaliser de synchronisation d’infection pour cette expérience, une cellule dès le début 

de l’infection, a été suivie par microscopie plein champs. Les acquisitions ont été effectuées toutes les 

15 min jusqu’à 15 h après infection. Les premiers signaux OR3-GFP des génomes viraux sont détectés 

à partir de 8 h après l’infection et sous la forme de ponctuations intranucléaires discrètes (Figure 21, 

flèches blanches, condition à 8 h). Ces zones adoptent une morphologie sphérique et s’élargissent à 

mesure de la progression de l’infection. A partir de 12 h après infection, les signaux OR3-GFP sont de 

plus en plus marqués et ils se localisent en majorité en périphérie de ces structures sphériques. Dans 

toutes les zones où s’accumulent les génomes viraux, on observe un faible signal pour H2B-tdiRFP 

(flèches jaunes) jusqu’à 15 h. Ces résultats montrent que les génomes viraux répliqués dans les 

différentes structures ne sont pas associés à des histones cellulaires. 

      

I.4 Conclusion générale du chapitre. 

En accord avec les travaux antérieurs du laboratoire (388), l’ensemble de ces résultats montre que 

dans notre modèle d’étude, l’infection des cellules U2OS par l’Ad5 induit la formation de structures 

associées au génome viral, les CR précoces, les CR tardifs et les ViPR. Que ce soit dans les cellules 

vivantes ou les cellules fixées, ces expériences suggèrent que toutes ces structures sont dépourvues 

d’histones cellulaires et, par conséquent que les génomes viraux qui s’y accumulent (soit pendant la 

réplication du génome, soit après dans les ViPR) ne sont pas chromatinisés par les histones cellulaires. 

Il est à noter que la protéine Mybbp1 caractérisant les ViPR est retrouvée à la périphérie des CR 

précoces dans les cellules U2OS. 
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Chapitre 2 

II. Les chaperons d’histone CAF1 et FACT sont associés aux compartiments de réplication de 

l’Ad5. 

Les mécanismes expliquant comment les histones cellulaires sont exclus des CR et des ViPR sont encore 

méconnus. Deux possibilités non mutuellement exclusives pourraient expliquer cette exclusion des 

histones de la chromatine cellulaire. La première possibilité pourrait être liée à la formation des CR 

viraux par LLPS. Ceci pourrait expliquer les propriétés sélectives des CR pour certaines macromolécules 

comme les histones cellulaires et à l’inverse la concentration d’autres macromolécules comme les 

génomes viraux ou les protéines DBP et USP7. Cependant, les histones ne sont pas sous forme libre 

dans les cellules mais sont soit associées à l’ADN, soit à des chaperons d’histones. Les chaperons 

d’histones sont impliqués dans la gestion des dimères d’histones pour les véhiculer de leur site de 

synthèse jusqu’au noyau et pour permettre leur dépôt ou leur éviction de l’ADN pour former la 

chromatine. La seconde possibilité est le recrutement spécifique (indépendamment ou non de la LLPS) 

de certains chaperons d’histones dans les CR. La suite de ce travail consiste à étudier la présence ou 

non de plusieurs chaperons candidats au niveau des CR et des ViPR induits par l’Ad. 

    

II.1 Localisation des chaperons d’histones dans les cellules U2OS infectées par l’Ad5. 

II.1.1 HIRA et DAXX : chaperons d’histone H3.3.        

Le dépôt de dimères d’histones par les chaperons d’histones est un processus qui dépend, ou non, de 

la réplication du génome cellulaire. Nous nous sommes d’abord intéressés aux chaperons d’histones 

HIRA et DAXX impliqués dans le dépôt du variant d’histone H3.3 indépendamment de la réplication. 

Des cellules U2OS ont été infectées dans les mêmes conditions que celles décrites à la figure 18A. 

Vingt-quatre heures après infection, les cellules ont été fixées et analysées par IF à l’aide d’anticorps 

anti-USP7, anti-HIRA et anti-DAXX. Les observations par microscopie confocale (Figure 22A) révèlent 

que HIRA et DAXX sont diffuses dans le noyau de cellules non infectées (NI) (Figure 22A) mais aussi 

dans les CR précoces des cellules infectées (Figure 22A). Les profils d’intensités (Figure 22B) rapportés 

le long de l’axe e-f pour HIRA (Figure 22A) et le long de l’axe g-h pour DAXX ne montrent aucun 

enrichissement spécifique dans les CR précoces au fort signal USP7 (têtes de flèches jaunes). En ce qui 

concerne les CR tardifs, HIRA est relocalisé au niveau de ces structures, à la fois à l’intérieur et en 

périphérie (Figure 22A). Le profil d’intensités (Figure 22B) rapporté le long de l’axe i-j révèle que les 

pics des signaux HIRA coïncident avec les pics des signaux USP7 correspondant aux CR tardifs (têtes de 
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flèches jaunes). De plus, les signaux HIRA sont systématiquement les plus faibles dans le reste du 

nucléoplasme par rapport aux CR. DAXX colocalise aussi partiellement avec les CR tardifs (Figure 22A). 
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Figure 22. Les chaperons d’histones HIRA et DAXX sont relocalisés au niveau des CR tardifs dans des 
cellules U2OS infectées. Des cellules U2OS sont incubées avec 3000 pp/cellule pendant 30 min pour 
synchroniser l’infection puis les cellules sont fixées (24 h après infection) et une IF est réalisée avec les 
anticorps anti-USP7 (cyan), anti-DAXX (magenta) et anti-HIRA (magenta). Le DAPI (gris) est utilisé pour 
visualiser les noyaux (A) Contrôles non infectés (NI) (première et seconde lignes), CR précoces 
(troisième et quatrième lignes) et CR tardifs (cinquième et sixième lignes). (B) Profils d’intensités des 
signaux rapportés en fonction de la distance le long des axes a-b (NI, HIRA), c-d (NI, DAXX), e-f (CR 
précoces, HIRA), g-h (CR précoces, DAXX), i-j (CR tardifs, HIRA) et k-l (CR tardifs, DAXX). Microscopie 
confocale (X63). Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 5 µm). 

En plus d’être présent à l’intérieur des CR, DAXX est enrichi en périphérie et des signaux à l’intérieur 

des ViPR sont détectés. Le profil d’intensités (Figure 22B) révèle que les pics des signaux DAXX 

coïncident systématiquement avec les pics des signaux USP7 correspondant aux CR tardifs (têtes de 

flèches jaunes). Toutefois, des signaux élevés pour DAXX sont détectés dans la partie périphérique des 

ViPR et diminuent vers le centre des ViPR. 

          

II.1.2 CAF1 : chaperon d’histone H3.1. 

Nous nous sommes ensuite intéressés au chaperon d’histone CAF1 connu pour être impliqué dans le 

dépôt du variant d’histone H3.1 durant la réplication du génome cellulaire. CAF1 est constitué des 3 

sous-unités p150 (CHAF1a), p60 (CHAF1b) et p48 (RbAp48). Les cellules U2OS ont été infectées et 

analysées par IF comme précédemment à l’aide des anticorps anti-USP7 et des anticorps anti-p150 et 

anti-p60. Les 2 sous-unités p150 et p60 sont observées sous la forme de petites ponctuations dans 

tout le noyau de cellules non infectées (NI) (Figure 23A). Des signaux apparaissent aussi dans le 

cytoplasme. Dans les cellules infectées, p150 et p60 sont relocalisés à l’intérieur et en périphérie des 

CR précoces sous la forme de ponctuations, ce qui est confirmé par l’analyse des profils d’intensités 

(Figure 23B). Ces résultats sont en accord avec ceux des travaux de Komatsu et al., (357).  

Pour ce qui est des CR tardifs, nos observations montrent pour la première fois que p150 et p60 sont 

relocalisés à l’intérieur et en périphérie de ces structures (Figure 23A). L’analyse des profils d’intensités 

(Figure 23B) montre que les signaux les plus élevés pour les 2 sous-unités coïncident systématiquement 

avec les pics des signaux USP7 des CR tardifs. 
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Figure 23. Le chaperon d’histones CAF1 est relocalisé au niveau des CR précoces et tardifs dans des 
cellules U2OS infectées. Des cellules U2OS sont incubées avec 3000 pp/cellule pendant 30 min pour 
synchroniser l’infection puis les cellules sont fixées (24 h après infection) et une IF est réalisée avec les 
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anticorps anti-USP7 (cyan), et les 2 anticorps anti-p150 (magenta) et anti-p60 (magenta) dirigés contre 
deux des 3 sous-unités de CAF1. Le DAPI (gris) est utilisé pour visualiser les noyaux (A) Contrôles non 
infectés (NI) (première et seconde lignes), CR précoces (troisième et quatrième lignes) et CR tardifs 
(cinquième et sixième lignes). (B) Profils d’intensités des signaux rapportés en fonction de la distance 
le long des axes a-b (NI, p150), c-d (NI, p60), e-f (CR précoces, p150), g-h (CR précoces, p60), i-j (CR 
tardifs, p150) et k-l (CR tardifs, p60). Microscopie confocale (X63). Projections en Z (1,5 µm). (Barre 
d’échelle, 5 µm). 

 

II.1.3 NPM2, ASF1 et NASP : chaperons d’histones cargo et de stockage d’histones.       

Nous avons également testé les chaperons d’histones ASF1, NASP et NPM2. NPM2 et ASF1 sont 

respectivement impliqués dans l’acheminement des dimères H2A-H2B et H3-H4 du cytoplasme au 

noyau et leur transmission à d’autres chaperons d’histones. NASP a été étudié pour son rôle de 

stockage des dimères H3-H4. Dans les mêmes conditions expérimentales que celles utilisées 

précédemment, des cellules U2OS ont été infectées et analysées par IF par des anticorps anti-USP7 et 

des anticorps anti-NPM2, anti-ASF1 et anti-NASP. Les analyses par microscopie confocale révèlent que 

les signaux anti-ASF1 et anti-NASP sont diffus dans le noyau de cellules non infectées (NI) (Figure 24A). 

NPM2 est également détecté dans le noyau de cellules NI sous la forme de ponctuations et dans le 

cytoplasme sous la forme d’un signal faible et diffus (Figure 24A). Dans les cellules infectées, on 

n’observe pas de relocalisation de NASP ou de ASF1 dans les CR précoces. En revanche, les signaux 

NPM2 sont en partie associés aux CR précoces (Figure 24A et 24C). Pour ce qui est des CR tardifs, les 

signaux ASF1 et NASP colocalisent avec le marquage USP7 (Figure 24A et 24C). NPM2 est aussi détecté 

sous la forme de ponctuations pour lesquelles certaines colocalisent avec les CR tardifs et d’autres sont 

trouvées à proximité des CR tardifs (Figure 24D). Le profil d’intensité (Figure 24D, graphique du haut) 

rapporté le long de l’axe m-n présente un pic pour les signaux NPM2 à proximité d’un pic de USP7 

correspondant à un CR tardif (pics de gauche). Il s’agit en effet d’une ponctuation NPM2 qui ne 

colocalise pas mais qui est à proximité d’un CR tardif. NPM2 est par conséquent rarement associé aux 

CR tardifs à la différence des chaperons d’histone ASF1 et NASP. Ils sont en effet à la fois associés aux 

CR et enrichis.  
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Figure 24. Les chaperons d’histones NPM2, ASF1 et NASP sont associés aux CR précoces et tardifs 
dans des cellules U2OS infectées. Des cellules U2OS sont incubées avec 3000 pp/cellule pendant 30 
min pour synchroniser l’infection puis les cellules sont fixées (24 h après infection) et une IF est réalisée 
avec les anticorps anti-USP7 (cyan), et les anticorps anti-NPM2 (magenta), anti-ASF1 (magenta) et anti-
NASP (magenta). Le DAPI (gris) est utilisé pour visualiser les noyaux (A) Contrôles non infectés (NI) 
(première, seconde et troisième lignes), CR précoces (quatrième, cinquième et sixième lignes). (B) 
Profils d’intensités des signaux rapportés en fonction de la distance le long des axes a-b (NI, NPM2), 
c- d (NI, ASF1), e-f (NI, NASP), g-h (CR précoces, NPM2), i-j (CR précoces, ASF1) et k-l (CR précoces, 
NASP). (C) CR tardifs. (D) Profils d’intensités des signaux rapportés en fonction de la distance le long 
des axes m-n (CR tardifs, NPM2), o-p (CR tardifs, ASF1) et q-r (CR tardifs, NASP). Microscopie confocale 
(X63). Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 5 µm). 

         

II.1.4 NAP1L4 et FACT : chaperons de dimères d’histones H2A-H2B.  

Enfin, nous nous sommes intéressés aux chaperons d’histones NAP1L4 et FACT qui sont impliqués dans 

la gestion des dimères H2A-H2B. Si FACT est bien caractérisé dans la littérature pour avoir des rôles 

dans le dépôt de novo durant la réplication ou dans l’éviction et le repositionnement d’H2A-H2B durant 

la transcription du génome cellulaire (124), les fonctions de NAP1L4 (NAP2) restent peu décrites 

hormis un rôle dans la formation de nucléosomes par dépôt d’H2A-H2B (104). Comme précédemment, 

les cellules U2OS ont été infectées et analysées par IF avec des anticorps anti-USP7 et des anticorps 
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anti-SSRP1 (sous-unité de FACT), anti-Spt16 (sous-unité de FACT) et anti-NAP1L4. Les observations par 

microscopie confocale montrent que les 2 sous-unités de FACT sont localisées de manière diffuse dans 

les noyaux des cellules non infectées (NI) (Figure 25A).  
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Figure 25. Les chaperons d’histones NAP1L4 et FACT sont relocalisés au niveau des CR précoces et 
tardifs dans des cellules U2OS infectées. Des cellules U2OS sont incubées avec 3000 pp/cellule 
pendant 30 min pour synchroniser l’infection puis les cellules sont fixées (24 h après infection) et une 
IF est réalisée avec les anticorps anti-USP7 (cyan), les anticorps anti-NAP1LA (magenta) et les 2 
anticorps anti-SSRP1 (magenta) et anti-Spt16 (magenta) dirigés contre les 2 sous-unités de FACT. Le 
DAPI (gris) est utilisé pour visualiser les noyaux (A) Contrôles non infectés (NI) (première, seconde et 
troisième lignes), CR précoces (quatrième, cinquième et sixième lignes). (B) Profils d’intensités des 
signaux rapportés en fonction de la distance le long des axes a-b (NI, NAP1L4), c-d (NI, SSRP1), e-f (NI, 
Spt16), g-h (CR précoces, NAP1L4), i-j (CR précoces, SSRP1) et k-l (CR précoces, Spt16). (C) CR tardifs. 
(D) Profils d’intensités des signaux rapportés en fonction de la distance le long des axes m-n (CR tardifs, 
NAP1L4), o-p (CR tardifs, SSRP1) et q-r (CR tardifs, Spt16). Microscopie confocale (X63). Projections en 
Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 5 µm). 

NAP1L4 est quant à elle détectée sous la forme de ponctuations dans le noyau et diffuse dans le 

cytoplasme des cellules NI (Figure 25A). En revanche, dans les cellules infectées, une relocalisation très 

nette est observée pour les protéines NAP1L4 et SSRP1 dans les CR précoces (Figure 25A). Des 

ponctuations pour ces 2 protéines sont également visibles à proximité des CR. Les profils d’intensités 

(Figure 25B) montrent que les pics de ces deux protéines coïncident presque systématiquement avec 

les pics USP7. Ces résultats démontrent que NAP1L4 et la sous-unité SSRP1 de FACT colocalisent avec 

les CR précoces et y sont enrichis. Le même résultat a été observé pour la sous-unité Spt16 de FACT 

(Figure 25A et 25C). Toutefois, la relocalisation de Spt16 est moins contrastée car cette protéine est 

également trouvée dans le reste du nucléoplasme mais avec des signaux plus faibles. Comme pour les 
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CR précoces, NAP1L4 et les 2 sous-unités de FACT colocalisent avec les CR tardifs (Figure 25C) et sont 

visibles à proximité des CR. Les profils d’intensités (Figure 25D) montrent que les signaux les plus élevés 

pour ces protéines coïncident presque systématiquement avec les pics USP7 des CR tardifs. L’ensemble 

des résultats montre que NAP1L4 ainsi que les 2 sous-unités de FACT (SSRP1 et Spt16) sont relocalisées 

et enrichis dans les CR précoces et tardifs. 

     

II.2 Localisation des chaperons d’histones dans les cellules MRC5 et HFF-CAR infectées par l’Ad5. 

Nous avons voulu confirmer nos résultats précédents avec 2 autres lignées cellulaires permissives à 

l’infection de l’Ad5. La lignée cellulaire MRC5 (Normal Human Fœtal Lung Fibroblast Cells) et des 

fibroblastes humains immortalisés (HFF-CAR, Human Foreskin Fibroblast) ont ainsi été utilisés.  

 

II.2.1 CAF1 : chaperon d’histone H3.1. 

Les 2 lignées cellulaires MRC5 et HFF-CAR sont infectées dans les mêmes conditions expérimentales 

que les U2OS. Les cellules sont fixées 24 h après infection et analysées par IF au moyen d’anticorps 

anti-USP7 et anti-p150. Les observations par microscopie confocale montrent que la sous-unité p150 

de CAF1 est détectée dans le noyau de cellules MRC5 (Figure 26A) et le noyau de cellules HFF-CAR 

(Figure 26C) non infectées (NI) sous la forme de ponctuations plus ou moins nombreuses. Vingt-quatre 

heures après infection et dans ces conditions expérimentales, les cellules infectées comportent 

essentiellement des CR précoces avec une morphologie plus ou moins sphérique et allongée (Figure 

26A et 26C) et des CR précoces avec une morphologie en anneau (Figure 26A, tête de flèche blanche). 

Il a été montré que les CR tardifs se forment plus tardivement avec la lignée cellulaire HFF (36 h) (389) 

ou encore avec des cellules épithéliales bronchiques à 34 h après infection (278). Les CR tardifs ont 

une morphologie en anneaux irréguliers et pour lesquels des signaux élevés pour le DAPI sont présents 

au centre et correspondent à une accumulation de génomes viraux concordant avec les ViPR décrits 

pour les cellules U2OS (388). 

Comme pour la lignée cellulaire U2OS, la sous-unité p150 de CAF1 est relocalisée et enrichie dans les 

CR précoces pour les 2 lignées MRC5 (Figure 26A) et HFF-CAR (Figure 26C). Les signaux anti-p150 

colocalisent en effet presque totalement avec les CR visualisés par les signaux USP7. Les profils 

d’intensités (Figure 26B et 26D) montrent que les pics p150 coïncident presque systématiquement 

avec les pics USP7 correspondant aux CR précoces.  
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Figure 26. Le chaperon d’histones CAF1 est relocalisé au niveau des CR précoces dans des cellules 

MRC5 et HFF-CAR infectées. Des cellules MRC5 (A) et HFF-CAR (C) sont incubées avec 3000 pp/cellule 

pendant 30 min pour synchroniser l’infection puis les cellules sont fixées (24 h après infection) et une 

IF est réalisée avec les anticorps anti-USP7 (cyan) et anti-p150 (magenta) pour visualiser une des 3 

sous-unités de CAF1. Le DAPI (gris) est utilisé pour visualiser les noyaux (A) Contrôles non infectés (NI) 

et CR précoces (MRC5). (B) Profils d’intensités des signaux rapportés en fonction de la distance le long 

des axes a-b (NI, MRC5) et c-d (CR précoces, MRC5). (C) Contrôles non infectés (NI) et CR précoces 

(HFF-CAR). (B) Profils d’intensités des signaux rapportés en fonction de la distance le long des axes a- b 

(NI, HFF-CAR) et c-d (CR précoces, HFF-CAR). (D) Profils d’intensités des signaux rapportés en fonction 

de la distance le long des axes e-f (NI, HFF-CAR) et g-h (CR précoces, HFF-CAR). Microscopie confocale 

(X63). Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 5 µm). 
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II.2.2 ASF1 et NASP : chaperons cargo et de stockage de dimères d’histones H3-H4. 

      

 

Figure 27. Le chaperon d’histones ASF1 est présent et faiblement enrichi dans les CR précoces et 
dans des cellules MRC5 infectées. Des cellules MRC5 sont incubées avec 3000 pp/cellule pendant 
30min pour synchroniser l’infection puis les cellules sont fixées (24 h après infection) et une IF est 
réalisée avec les anticorps anti-USP7 (cyan) et anti-ASF1 (magenta). Le DAPI (gris) est utilisé pour 
visualiser les noyaux. (A) Contrôles non infectés (NI) et (CR précoces). (B) Profils d’intensités des 
signaux rapportés en fonction de la distance le long des axes a-b (NI) et c-d (CR précoces). Microscopie 
confocale (X63). Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 5 µm). 

 

Comme pour les cellules U2OS, les chaperons d’histones ASF1 (Figure 27) et NASP (Figure 28) ont une 

localisation diffuse dans les noyaux non infectées (NI) et ce pour les 2 lignées MRC5 et HFF-CAR. Dans 

les cellules infectées, nous n’observons pas d’enrichissement spécifique dans les CR, ni pour ASF1, ni 

pour NASP dans les cellules MRC5. L’analyse des profils d’intensités pour les cellules MRC5 infectées 

corrobore ces observations (Figure 27B et 27B). Les mêmes résultats ont été obtenus avec NASP et les 

cellules HFF-CAR (Figure 28C). 
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Figure 28. Le chaperon d’histones NASP est associé aux CR dans des cellules MRC5 et HFF-CAR 
infectées. Des cellules MRC5 (A) et HFF-CAR (C) sont incubées avec 3000 pp/cellule pendant 30 min 
pour synchroniser l’infection puis les cellules sont fixées (24 h après infection) et une IF est réalisée 
avec les anticorps anti-USP7 (cyan) et anti-NASP (magenta). Le DAPI (gris) est utilisé pour visualiser les 
noyaux (A) Contrôles non infectés (NI) et CR précoces (MRC5). (B) Profils d’intensités des signaux 
rapportés en fonction de la distance le long des axes a-b (NI, MRC5) et c-d (CR précoces, MRC5). (C) 
Contrôles non infectés (NI) et CR précoces (HFF-CAR). (D) Profils d’intensités des signaux rapportés en 
fonction de la distance le long des axes e-f (NI, HFF-CAR) et g-h (CR précoces, HFF-CAR). Microscopie 
confocale (X63). Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 5 µm). 
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II.2.3 FACT et NAP1L4 : chaperons de dimères d’histones H2A-H2B. 

       

Figure 29. La sous-unité SSRP1 du chaperon d’histones FACT est relocalisé au niveau des CR précoces 
dans des cellules MRC5 et HFF-CAR. Des cellules MRC5 (A) et HFF-CAR (C) sont incubées avec 3000 
pp/cellule pendant 30 min pour synchroniser l’infection puis les cellules sont fixées (24 h après 
infection) et une IF est réalisée avec les anticorps anti-USP7 (cyan) et anti-SSRP1 (magenta) pour 
visualiser une des 2 sous-unités de FACT. Le DAPI (gris) est utilisé pour visualiser les noyaux (A) 
Contrôles non infectés (NI) et CR précoces (MRC5). (B) Profils d’intensités des signaux rapportés en 
fonction de la distance le long des axes a-b (NI, MRC5) et c-d (CR précoces, MRC5). (C) Contrôles non 
infectés (NI) et CR précoces (HFF-CAR). (B) Profils d’intensités des signaux rapportés en fonction de la 
distance le long des axes e-f (NI, HFF-CAR) et g-h (CR précoces, HFF-CAR). Microscopie confocale (X63). 
Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 5 µm). 
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Dans les cellules MRC5 (Figure 29A) et HFF-CAR (Figure 29C) non infectées, la sous-unité SSRP1 du 

complexe FACT est diffuse dans le noyau. En revanche, dans les cellules infectées, on observe une 

relocalisation très nette de SSRP1 dans les CR pour les deux lignées cellulaires. L’analyse des profils 

d’intensités (Figure 29B et 29D) montre que les pics SSRP1 coïncident systématiquement avec les pics 

d’USP7. 

Figure 30. Le chaperon d’histones NAP1L4 est relocalisé au niveau des CR précoces dans des cellules 

MRC5 et HFF-CAR infectées. Des cellules MRC5 (A) et HFF-CAR (C) sont incubées avec 3000 pp/cellule 

pendant 30 min pour synchroniser l’infection puis les cellules sont fixées (24 h après infection) et une 

IF est réalisée avec les anticorps anti-USP7 (cyan) et anti-NAP1LA (magenta). Le DAPI (gris) est utilisé 

pour visualiser les noyaux. (A) Contrôles non infectés (NI) et CR précoces (MRC5). (B) Profils 

d’intensités des signaux rapportés en fonction de la distance le long des axes a-b (NI, MRC5) et c-d (CR 

précoces, MRC5). (C) Contrôles non infectés (NI) et CR précoces (HFF-CAR). (B) Profils d’intensités des 
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signaux rapportés en fonction de la distance le long des axes e-f (NI, HFF-CAR) et g-h (CR précoces, 

HFF-CAR). Microscopie confocale (X63). Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 5 µm). 

En ce qui concerne NAP1L4, cette protéine est détectée sous la forme de ponctuations intranucléaires 

dans les cellules MRC5 (Figure 30A) et HFF-CAR (Figure 30C) non infectées. Cette protéine est 

également détectée dans le cytoplasme des 2 lignées cellulaires. Dans les cellules infectées, NAP1L4 

est enrichie dans les CR sous la forme de petites ponctuations (flèches blanches) que ce soit avec les 

MRC5 (Figure 30A) ou avec les cellules HFF-CAR (Figure 30C). Cette association de NAP1L4 avec les CR 

est confirmée avec les profils d’intensités (Figure 30B et 30D). 

II.2.4 Localisation de la sous-unité Spt16 de FACT dans des cellules infectées d’un épithélium 

bronchique reconstitué. 

 

Comme détaillé dans le matériel et méthode, un modèle primaire d’épithéliums bronchiques 

reconstitués d’adultes a été utilisé pour étudier l’infection par le SARS-CoV-2 et par l’Ad5. Nous avons 

voulu savoir si, dans ce système plus proche de la réalité physiologique que les lignées cellulaires, la 

sous-unité Spt16 de FACT était bien relocalisée dans les CR des cellules infectées. Pour ce faire, des 

épithéliums bronchiques d’adultes ont été reconstitués à partir de biopsies de tissus bronchiques de 

patients (voir matériel et méthode). Ils ont ensuite été infectés avec 2.3x109pp d’Ad5 par épithélium 

pendant 1 h avant d’être lavés pour éliminer les virus libres. Cinq jours après l’infection, les épithéliums 

sont fixés et analysés par IF avec des anticorps anti-DBP pour visualiser les cellules infectées et avec 

l’anticorps anti-Spt16. Le même marquage avec l’anticorps anti-SSRP1 a également été réalisé en 

parallèle et les mêmes résultats ont été obtenus (données non montrées). A faible grossissement, 

l’observation par microscopie confocale de l’intégralité des épithéliums, montre la présence de zones 

circulaires floues visualisées par les signaux DBP (Figure 31B, flèche jaune). Ces régions correspondent 

à des foyers d’infection. L’un de ces foyers a été observé et analysé à plus fort grossissement (Figure 

31C). Il se compose de nombreuses cellules dans lesquelles un signal pour DBP est visible dans le noyau. 

Un de ces noyaux a été analysé à plus gros grossissement (Figure 31C, flèche jaune). Plusieurs types de 

marquages DBP sont observés dans ces épithéliums. DBP est détectée soit diffuse dans certains noyaux 

(tête de flèche rouge), soit sous la forme de ponctuations plus ou moins sphériques (flèches blanches) 

semblables à des CR précoces ou encore sous la forme d’un marquage en anneau semblable à des CR 

tardifs (tête de flèche rouge). Dans ces conditions expérimentales, il est difficile de distinguer de façon 

certaine les CR précoces des CR tardifs car l’infection des cellules n’est pas synchronisée. La 

propagation du virus semble en effet inégale comme suggérée par des signaux DBP diffus dans les 

noyaux infectés en bordure des foyers d’infection. De plus, les signaux DAPI sont systématiquement 
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exclus lorsque DBP est sous la forme d’un marquage en anneau ou ponctiforme (têtes de flèches 

jaunes). 



  Résultats 

 

123 
 

Figure 31. Spt16 est observée au niveau des CR dans un contexte physiologique au sein d’un 
épithélium bronchique reconstitué d’adulte 5 j pi. Deux épithéliums bronchiques reconstitués 
d’adulte, infecté en (B), (C, lignes 3 à 4) et non infecté (NI) en (A) et (C, lignes 1 à 3) sont infectés avec 
2,3 x 109 pp/épithélium puis lavés 1 h après infection. Après fixation (5 j), une IF est réalisée avec les 
anticorps anti-DBP (cyan) et anti-Spt16 (magenta) pour visualiser une des 2 sous-unités de FACT. Le 
DAPI (gris) est utilisé pour visualiser les noyaux. (A) Vue globale de l’épithélium non infecté (NI). (B) 
Vue globale de l’épithélium infecté. (C) Vues agrandies. Contrôle (NI, lignes 1 à 3) et épithélium infecté 
(lignes 4 à 6). Microscopie confocale (X10) en (A), (B) et (X63) en (C). Projections en Z (48 µm) en (A) et 
(B). (Barre d’échelle, 500 µm). Projections en Z, 1 µm (C, lignes 1, 2, 3, 5 et 6), 1,5 µm (C, ligne 4). 
(Barres d’échelles, 10 µm, 5 µm, 2 µm respectivement pour les lignes 1 à 3 et 20 µm, 10 µm, 2 µm 
respectivement pour les lignes 4 à 6). 

 

Comme pour les lignées cellulaires U2OS, MRC5 et HFF-CAR, la sous-unité Spt16 du chaperon d’histone 

FACT colocalise et est relocalisée dans les CR dépourvus de marquage DAPI dans ces épithéliums 

bronchiques reconstitués.  

L’ensemble des résultats obtenus pour différents chaperons d’histones, dans les différents modèles 

cellulaires sont récapitulés dans le Tableau 16. Nos résultats montrent que les 2 chaperons CAF1 et 

FACT sont relocalisés dans les CR au cours de l’infection. 
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Tableau 16. Tableau bilan de l’étude de la localisation des chaperons d’histones. 

 

II.3 CAF1 et SSRP1 sont relocalisés dans les cellules infectées par l’Ad5. 

II.3.1 SSRP1 est recrutée dans les zones dépourvues d’histones au cours de l’infection. 

Comme nous l’avons observé précédemment avec les cellules fixées, la sous-unité SSRP1 de FACT est 

relocalisée dans les CR précoces et tardifs 24 h après infection. Nous avons voulu déterminer la 

dynamique de cette association et vérifier l’absence d’histones dans ces structures. Pour cela, la lignée 

U2OS-H2B-tdiRFP a été transfectée avec un plasmide codant pour la protéine SSRP1 fusionnée à la 

protéine EGFP. L’expression de EGFP-SSRP1 nous permet de suivre sa localisation en temps réel dans 
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les cellules vivantes. Vingt-quatre heures après transfection, les cellules ont été infectées sans 

synchronisation avec 3000 pp/cellule.  

 

Figure 32. SSRP1 est recrutée dans les zones dépourvues d’histones au cours de l’infection par l’Ad5. 

Des cellules U2OS-H2B-tdiRFP sont transfectées avec 2 µg de plasmide codant pour la protéine EGFP-

SSRP1. Les cellules sont infectées sans synchronisation d’infection (24 h après transfection) avec 3000 

pp/cellule. Une cellule vivante exprimant EGFP-SSRP1 est suivie toutes les 15 minutes dès le début de 

l’infection (0.00) jusqu’à 15,75 h (15.75). Les signaux EGFP-SSRP1 (vert) et H2B-tdiRFP (rouge) ont été 

analysés. Microscopie plein champs (X63). (Barre d’échelle, 5 µm et 1 µm pour les agrandissements). 
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Une cellule exprimant la protéine EGFP-SSRP1 (flèches jaunes) a été choisie au commencement de 

l’infection (0.00 h sur le film) et elle a été suivie par microscopie plein champs à épifluorescence. Les 

acquisitions ont été effectuées toutes les 15 min jusqu’à 15,75 h. Un nombre important de petites 

ponctuations EGFP-SSRP1 (flèches blanches) apparaissent dans le noyau à partir de 9,75 h. A mesure 

que l’infection progresse, de plus en plus de ponctuations (flèches blanches) sont observées à partir 

de 11,75 h et ce jusqu’à 15,75 dans des zones du noyau dépourvues de protéines H2B-tdiRFP (flèches 

bleues). Un agrandissement de ces zones confirme l’absence de H2B-tdiRFP dans ces structures. Dans 

nos conditions expérimentales, la réplication du génome viral commence entre 8 h et 10 h après 

l’infection. Ces observations sont donc en faveur d’un recrutement de la protéine EGFP-SSRP1 au 

niveau des génomes viraux. Par ailleurs, les ponctuations EGFP-SSRP1 ont une localisation très similaire 

aux ponctuations observées précédemment pour la sous-unité p150 de CAF1. En raison de ces 

résultats, nous avons voulu savoir si les protéines SSRP1 et p150 sont recrutées au niveau des mêmes 

structures virales. En effet, comme le chaperon d’histones CAF1 est impliqué dans le dépôt de dimères 

d’histones H3-H4 et que FACT est lui nécessaire au dépôt de dimères H2A-H2B, leur colocalisation 

simultanée serait en faveur de la formation de nouveaux nucléosomes sur l’ADN viral répliqué. 

    

II.3.2 SSRP1 et p60 sont relocalisées dans les mêmes structures au cours de l’infection. 

Afin de visualiser une colocalisation potentielle de EGFP-SSRP1 (FACT) et p60 (CAF1), des cellules U2OS 

ont été transfectées avec 2 µg de plasmide codant pour la protéine EGFP-SSRP1. Vingt-quatre heures 

après transfection, les cellules ont été infectées avec 3000 pp/cellule de façon synchrone. Vingt-quatre 

heures après, les cellules ont été fixées et analysées par IF avec les anticorps anti-USP7 et anti-p60. 

Dans les noyaux des cellules non infectées, EGFP-SSRP1 est observée sous la forme de nombreuses 

ponctuations sphériques dont USP7 et p60 sont exclues (Figure 33A).  

Dans les cellules infectées, une accumulation de grosses ponctuations EGFP- SSRP1 plus ou moins 

ovoïdes et amorphes est observée (Figure 33B). De petites ponctuations EGFP- SSRP1 sont visibles à 

leur périphérie. La morphologie des CR semble altérée dans ces conditions. En effet, ces CR atypiques 

forment de nombreuses structures avec des morphologies plus ou moins allongées, moins sphériques 

par rapport aux CR de cellules non transfectées (Figure 18A) et souvent plus proches les unes des 

autres. Ces CR atypiques sont observés en périphérie des structures sphériques EGFP-SSRP1 (flèches 

rouges). La localisation de la protéine p60 n’est toutefois pas altérée et elle reste associée en 

périphérie des CR précoces (flèches blanches). Certaines ponctuations p60 colocalisent également 

avec EGFP-SSRP1 (flèches bleues). D’autres noyaux infectés ont été observés avec de nombreux 

signaux EGFP-SSRP1 (têtes de flèches blanches), sous la forme de petites ponctuations associées aux 
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mêmes structures virales pauvres en signaux DAPI (Figure 33C). De manière similaire, la protéine p60 

endogène (flèches blanches) est associée autour des CR.  

 

Figure 33. SSRP1 et p60 sont relocalisées dans les mêmes structures dans des U2OS infectées. Des 
cellules U2OS sont transfectées avec 2 µg de plasmide codant pour la protéine EGFP-SSRP1. Les cellules 
sont incubées (24 h après transfection) avec 3000 pp/cellule pendant 30 min pour synchroniser 
l’infection puis les cellules sont fixées (24 h après infection) et une IF est réalisée avec les anticorps 
anti-USP7 (cyan) et anti-p60 (magenta) pour visualiser une des 3 sous-unités de CAF1. Le DAPI (gris) 
est utilisé pour visualiser les noyaux. Les vues i, ii, iii, iv, v et vi, vii correspondent à des agrandissements 
des carrés en pointillés de la première ligne. (A) Contrôle non infecté (NI). (B) Cellules infectées avec 
une accumulation de grosses ponctuations EGFP-SSRP1. (C) Cellules infectées avec des petites 
ponctuations EGFP-SSRP1. Microscopie confocale (X63). Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 
5 µm et 2 µm pour les agrandissements).  
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Nous pouvons également observer que parmi les ponctuations EGFP-SSRP1 associées à ces structures, 

certaines colocalisent avec p60 (flèches bleues). La protéine p150 a été étudiée et des résultats 

similaires ont été trouvés (données non montrées). Les nombreuses colocalisations entre la protéine 

p60/p150 et la protéine EGFP-SSRP1 sont en faveur d’un recrutement simultané des 2 chaperons 

d’histones CAF1 et FACT sur des génomes viraux associés aux CR précoces. Ces résultats nous 

interrogent sur la possible formation de nouveaux nucléosomes par ces 2 chaperons d’histones sur 

l’ADN viral répliqué.  
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Figure 34. La surexpression d’EGFP-SSRP1 perturbe la morphologie des CR viraux formés dans des 
noyaux de cellules U2OS infectées. Des cellules U2OS sont transfectées avec des quantités différentes 
de plasmides (100 ng, 500 ng et 1 µg) codant pour la protéine EGFP-SSRP1 et pour la protéine EGFP. 
Les cellules sont incubées (Ad5) ou non (NI) (24 h après transfection) avec 3000 pp/cellule pendant 30 
min pour synchroniser l’infection puis les cellules sont fixées (24 h après infection) et une IF est réalisée 
avec les anticorps anti-DBP (magenta). Le DAPI (gris) est utilisé pour visualiser les noyaux. Les signaux 
EGFP sont analysés (vert). (A) Cellules transfectées avec 1 µg de plasmides codant la protéine EGFP, 
non infectées (NI) et infectées (Ad5). (B) Cellules transfectées avec des quantités différentes de 
plasmides codant pour la protéine EGFP-SSRP1 (100 ng ; 500ng et 1 µg) et non infectées (NI). (C) 
Cellules transfectées avec des quantités différentes de plasmides codant pour la protéine EGFP-SSRP1 
(100 ng ; 500ng et 1 µg) et infectées (Ad5). Microscopie confocale (X63). Projections en Z (1,5 µm). 
(Barre d’échelle, 5 µm et 2 µm pour les agrandissements en (C)).   

Nous nous sommes demandés si la surexpression de la protéine EGFP-SSRP1 pouvait altérer la 

morphologie des CR viraux en raison de nos précédentes observations de CR atypiques ovales et 

amorphes (Figure 33B). Pour le savoir, les cellules U2OS ont été transfectées avec des quantités 

croissantes de plasmide codant pour la protéine EGFP-SSRP1 et les cellules ont été infectées 24 h plus 

tard (Figure 34). Vingt-quatre heures après l’infection, les cellules ont été fixées et analysées par IF 

avec les anticorps anti-DBP. Les cellules non infectées (NI) révèlent un très faible nombre de noyaux 

avec un signal pour EGFP-SSRP1 avec 100 ng de plasmide (Figure 34B, première ligne) et l’on observe 

une augmentation de la taille de ces structures avec celle de la quantité de plasmides. Dans les cellules 

infectées, de nombreuses ponctuations EGFP-SSRP1 (flèches blanches) sont associées avec la protéine 

DBP (flèches jaunes). On observe également des CR de morphologie atypique à la périphérie des 

ponctuations EGFP-SSRP1 lorsque la surexpression de EGFP-SSRP1 est forte, comme pour 500 ng de 

plasmide par exemple (flèches blanches). Ces résultats suggèrent une altération de la morphologie des 

CR par la surexpression de SSRP1, ceux-ci pouvant se former en périphérie des gouttelettes EGFP-

SSRP1. 

 

II.3.3 SSRP1 et p150 sont relocalisées au niveau de l’ADN viral au cours de sa réplication dans les 

cellules infectées.  

La détection des CR par le marquage de la DBP comme dans les expériences précédentes est un moyen 

indirect de détecter les génomes en cours de réplication. Pour les visualiser de façon plus précise, et 

vérifier que les protéines SSRP1 (FACT) et p150 (CAF1) sont bien recrutées au niveau de génomes viraux 

répliqués, les cellules U2OS ont été coinfectées de façon synchrone avec le virus modifié Ad5-ANCHOR 

et l’Ad5 sauvage. Les cellules ont été fixées 24 h après infection et analysées par IF avec les anticorps 

anti-SSRP1 et anti-p150. Dans les cellules non infectées (Figures 36A et 36B), aucun signal OR3-GFP 

n’apparait alors que SSRP1 et p150 sont diffuses dans les noyaux. Dans les cellules infectées, les 

ponctuations OR3-GFP du génome viral sont associées à la périphérie de p150 (Figure 35B) ou sont 
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associées et dans les CR précoces avec la protéine SSRP1 (Figure 35A). Aucune cellule infectée avec 

des CR tardifs n’a été observée dans nos conditions expérimentales.  
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Figure 35. SSRP1 et p150 sont relocalisées au niveau de l’ADN viral au cours de sa réplication dans 

des cellules U2OS infectées. Des cellules U2OS sont incubées avec 3000 pp/cellule d’Ad5 WT et le 

même nombre de particules avec le virus modifié Ad5-ANCHOR pendant 30 min pour synchroniser 

l’infection puis les cellules non infectées (NI) et infectées (Ad5) sont fixées (24 h après infection) et une 

IF est réalisée avec les anticorps anti-SSRP1 (magenta) en (A) et les anticorps anti-p150 (magenta) en 

(B). La protéine OR3-GFP (cyan) permet de visualiser les génomes viraux. Le DAPI (gris) est utilisé pour 

visualiser les noyaux. Pour chaque condition en (A) et (B), 2 noyaux infectés sont analysés avec soit 

des petites ponctuations OR3-GFP (lignes 2 et 3), soit avec des groupements de ponctuations plus 

nombreuses (lignes 4 et 5). Microscopie confocale (X63). Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 

5 µm et 2 µm pour les agrandissements). 

Cette expérience a été réalisée seulement une seule fois et il serait intéressant de la reproduire sur 

des temps d’infection plus longs pour étudier les CR tardifs. Dans nos conditions expérimentales, des 

colocalisations entre OR3-GFP et p150 (Figure 35B) peuvent être observées mais elles sont moins 

nettes que pour SSRP1. Ces résultats démontrent bien une association entre les génomes viraux et la 

sous-unité SSRP1 de FACT et suggèrent une association avec p150. Ces observations sont en en faveur 

du recrutement spécifique des 2 chaperons d’histones FACT et CAF1 et par conséquent de la formation 

possible de nouveaux nucléosomes sur des génomes viraux nouvellement répliqués. 

 

II.4 Conclusion générale du chapitre.  

L’ensemble de ces résultats montre que l’association et/ou l’enrichissement de certains des chaperons 

d’histones testés aux différents CR de l’Ad : HIRA et DAXX sont relocalisés au niveau des CR tardifs et 

CAF1, NAP1L4 et FACT sont relocalisés et enrichis au niveau des CR tardifs (Tableau 16). Cependant, 

ces résultats ne permettent pas de déterminer le rôle de l’association de ces chaperons d’histones 

dans la formation des CR et les changements de structure du génome viral. En effet, par exemple, des 

études ont révélé que la déplétion de la sous-unité p150 (CAF1) par ARN interférence n’impacte pas 

l’association des génomes viraux avec l’histone H3 12 h dans les cellulaire HeLa (357). Cela suggère 

que CAF1 n’est pas impliqué ou du moins n’a pas un rôle majoritaire dans la chromatinisation des 

génomes viraux dans ces conditions expérimentales. On peut aussi supposer une complémentation 

fonctionnelle par un autre chaperon d’histones pour le dépôt des dimères d’histones H3-H4. Malgré 

l’observation de DAXX au niveau des CR tardifs dans les cellules U2OS, ce candidat n’a pas été retenu 

pour la suite de ce travail en raison d’études ayant montré la dégradation de ce chaperon d’histones 

durant l’infection par l’Ad5 de cellules humaines hépatocytaires (358). De la même façon, nous n’avons 

pas retenu le complexe HIRA, notamment car Giberson et al., ont montré que ce candidat n’a pas de 

rôle dans le dépôt des dimères H3-H4 pour l’Ad5 sauvage (353). 

En revanche, le candidat FACT possède l’avantage d’être le mieux caractérisé dans la littérature et pour 

lequel des fonctions comptant le dépôt d’H2A-H2B de novo (dépendant de la réplication) mais 
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également l’éviction et le repositionnement d’H2A-H2B durant la transcription (indépendant de la 

réplication) sont connues. Comme FACT a une implication dans la chromatinisation réversible du 

génome cellulaire durant la réplication et la transcription, nous avons supposé qu’il puisse jouer un 

rôle clé potentiel dans la régulation de la structure du génome de l’Ad5. Enfin, des inhibiteurs 

(curaxine) existent pour ce chaperon d’histones. Pour l’ensemble de ces raisons, nous avons fait le 

choix de focaliser la suite de ce travail sur le candidat FACT.  
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Chapitre 3 

III. Etude du chaperon d’histone FACT et son rôle au cours de l’infection par l’Ad5. 

III.1 Inhibition pharmacologique du chaperon d’histone FACT par la curaxine. 

Pour savoir si FACT est un chaperon d’histone impliqué dans la progression du cycle viral, nous avons 

utilisé 2 inhibiteurs de type curaxine. Il s’agit d’une classe de molécules anti-cancéreuses (dont les 

drogues CBL0100 et CBL0137) induisant la déstabilisation des nucléosomes en s’intercalant dans la 

double hélice d’ADN sans en induire de cassures. En conséquence de la déstabilisation des 

nucléosomes, FACT est piégé et inhibé ((200) ; (198)).     

 

Figure 36. Tests de cytotoxicité de la curaxine (CBL0100 et CBL0137) avec des cellules U2OS. Des 

cellules U2OS non infectées sont incubées avec des concentrations croissantes (100 nM, 200 nM, 

500 nM et 1 µm) de l’inhibiteur de FACT CBL0100 ou CBL0137. Une condition avec du DMSO sert de 

contrôle. Les cellules sont fixées (24 h après ajout des drogues) et une IF est réalisée avec les anticorps 

anti-USP7 (cyan) et anti-SSRP1 (magenta). Le DAPI (gris) est utilisé pour visualiser les noyaux. 

Microscopie confocale (X63). Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 5 µm). 

  

Sachant que ces drogues peuvent être toxiques pour les cellules, nous avons testé l’effet de 

concentrations croissantes de CBL0100 et CBL0137 sur la localisation de SSRP1 et d’USP7 (marqueur 

des CR) dans les cellules U2OS non infectées. Pour cela, les cellules U2OS ont été incubées durant 24 h 
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avec 100 nM, 200 nM, 500 nM et 1 µM de chacune des 2 drogues (Figure 36). La condition avec 

seulement du DMSO sert de contrôle. Elles ont ensuite été fixées et une IF est réalisée avec les 

anticorps anti-USP7 et anti-SSRP1. Les observations par microscopie confocale n’ont pas révélé de 

changement de localisation de SSRP1 et de USP7 entre le contrôle sans drogue et en présence des 

différentes concentrations de CBL0137.  

 

Figure 37. Effet inhibiteur de CBL0100 et non de CBL0137 sur la formation des CR dans les cellules 

U2OS infectées. (A) Des cellules U2OS sont incubées durant 3 h avec 200 nM de CBL0100 ou de 

CBL0137. La condition avec du DMSO sert de contrôle. Les cellules sont ensuite infectées sans drogues 
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avec 3000 pp/cellule pendant 30 min pour synchroniser l’infection puis les cellules sont incubées le 

reste de l’infection avec les mêmes concentrations en drogues. Les cellules sont fixées (24 h après 

infection) et une IF est réalisée avec les anticorps anti-USP7 (cyan) et anti-SSRP1 (magenta). Le DAPI 

(gris) est utilisé pour visualiser les noyaux. (B) Quantifications. Les cellules sont comptées, catégorisées 

et le pourcentage de cellules avec les différents phénotypes (type I : diffus ; type II : petites 

ponctuations ; type III : CR précoces ; et type IV : CR tardifs) est déterminé (n = 40 cellules/condition). 

Microscopie confocale (X63). Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 10 µm). 

 

De la même façon, le marquage DAPI des noyaux ne présente aucune modification. En revanche, pour 

CBL0100, à partir d’une concentration de 200 nM, des zones sphériques dépourvues de chromatine 

(triangles rouges) apparaissent, sans changement notable de la localisation de USP7. A 1 µM, ces 

changements sont beaucoup plus drastiques avec la relocalisation et la concentration de SSRP1 dans 

ces zones dépourvues d’ADN (flèches jaunes). La protéine USP7 est aussi modifiée et apparait diffuse 

dans le noyau et dans le cytoplasme à partir de 500 nM. Comme FACT est décrit pour être inhibé dans 

la gamme de concentrations de curaxine utilisée (502) mais également afin de réduire l’impact 

cytotoxique de ces drogues dans nos conditions expérimentales, des concentrations inférieures ou 

égales à 200 nM pour CBL0100 et CBL0137 ont été utilisées.     

Pour étudier si le chaperon d’histone FACT est nécessaire ou non pour la progression du cycle viral, 

nous avons utilisé le CBL0100 et le CBL0137 pour mesurer leur effet sur la formation des CR viraux. 

Pour cela, les cellules U2OS ont été prétraitées durant 3 h avec 200 nM de CBL0100 ou de CBL0137 et 

les drogues ont été retirées. Les cellules ont ensuite été infectées de façon synchrone et les mêmes 

concentrations de drogues ont été ajoutées et conservées le reste de l’infection. Vingt-quatre heures 

après l’infection, les cellules sont fixées et analysées par IF à l’aide d’anticorps anti-SSRP1 et anti-USP7. 

Des analyses par microscopie confocale (Figure 37) ont révélé que les 2 drogues ont un effet inhibiteur 

sur la formation et la morphologie des CR viraux. L’inhibiteur CBL0100 possède l’effet le plus fort en 

induisant une inhibition totale de la formation des CR viraux et seulement l’observation de signaux 

diffus dans les noyaux pour la protéine USP7. Pour CBL0137, on observe dans le noyau une 

accumulation de ponctuations très régulières où SSRP1 et USP7 colocalisent. Celles-ci peuvent 

correspondre à l’accumulation de CR très précoces dont la transition en CR tardifs a été inhibée. Pour 

quantifier l’effet des drogues, nous avons déterminé le pourcentage de cellules présentant 1/ un signal 

diffus pour USP7 (pas de CR), 2/des CR très précoces (ponctuations de petite taille), 3/des CR précoces 

et 4/ des CR tardifs (Figure 37B). Vingt-quatre heures après infection, en absence de drogues, on 

détecte 5 % de cellules aux CR très précoces, 22,5 % avec des CR précoces et une majorité avec des CR 

tardifs (72,5 %), et aucune avec un marquage diffus de USP7. En revanche, pour CBL10100, on observe 

aucun marquage typique de CR, quel qu’il soit. Pour CBL0137, non seulement on détecte 17,5 % de 

cellules sans CR mais, contrairement au contrôle sans drogue, on constate une accumulation de 
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cellules aux CR précoces (47,5 %) par rapport à celles présentant les CR tardifs (29 %). Ces résultats 

suggèrent que CBL0100 inhibe la formation des CR alors que CBL0137 induit un retard de la transition 

des CR précoces en CR tardifs. En raison de la forte inhibition de la formation des CR viraux par 

CBL0100, nous avons réalisé d’autres expériences afin de caractériser son effet sur la progression du 

cycle viral.  

Figure 38. Effet inhibiteur de CBL0100 sur la formation des CR dans les cellules U2OS infectées (16 h 

pi et à 24 h pi). Des cellules U2OS sont incubées durant 3 h avec du CBL0100 (100 nM). Les conditions 

avec du DMSO servent de contrôles. Les cellules sont incubées sans drogues avec 3000 pp/cellule 
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pendant 30 min pour synchroniser l’infection puis les cellules sont incubées le reste de l’infection avec 

la même concentration en drogue. Les cellules non infectées (NI et 24 h en (A)) et infectées (16 h en 

(C) et 24 h après infection en (E)) sont fixées et une IF est réalisée avec les anticorps anti-USP7 (cyan) 

et anti-SSRP1 (magenta). (B), (D) et (F) Quantifications. Les cellules sont comptées, catégorisées et le 

pourcentage de cellules pour les différents phénotypes (type I : diffus ; type II : petites ponctuations ; 

type III : CR précoces ; et type IV : CR tardifs) est déterminé (n = 40 cellules/condition). Microscopie 

confocale (X63). Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 10 µm). 

 

Pour évaluer si l’inhibition de la formation des CR viraux persiste avec des concentrations plus faibles 

de CBL0100, nous avons choisi de tester une concentration de 100 nM et de vérifier si cet effet a lieu 

tôt dans le cycle de réplication. En utilisant le même protocole expérimental que précédemment, les 

cellules U2OS infectées ont été fixées soit 16 h, soit 24 h après infection. Nos observations en 

microscopie confocale (Figure 38B, 38D et 38F), montrent que quel que soit le temps analysé, la 

formation des CR viraux est très fortement inhibée avec 100 nM de CBL0100 (Figure 38). Comme seule 

la protéine USP7 marquant les CR viraux a été étudiée, nous nous sommes demandés si l’inhibition de 

la formation des CR viraux est due à un défaut de production de la protéine DBP ou à un effet direct 

de l’inhibiteur. 

L’ensemble de ces résultats suggère que FACT est impliqué dans l’initiation de la formation des CR 

viraux dans lesquels le génome viral est répliqué. Sachant que l’expression des gènes précoces des 

régions E2 codant pour la Pol, DBP et pTP est nécessaire pour initier la réplication du génome et que 

le chaperon d’histone FACT est impliqué dans la transcription de gènes cellulaires, l’effet de l’inhibiteur 

CBL0100 pourrait être un effet indirect dû à l’inhibition de la transcription de ces gènes précoces et 

non un effet direct sur la formation des CR.       

Pour le savoir, une expérience a été effectuée dans les mêmes conditions expérimentales que 

précédemment mais cette fois-ci des anticorps anti-DBP ont été utilisés pour vérifier la présence ou 

non de cette protéine précoce en présence de drogue (Figure 39A). Les observations montrent que la 

protéine DBP est bien exprimée dans les cellules infectées sans drogue et en présence de CBL0100. 

Cependant, au lieu d’être localisée dans les CR précoces (flèches blanches) ou dans les CR tardifs 

(flèches jaunes), elle est diffuse dans le noyau des cellules (flèches bleues). Pour vérifier si l’absence 

des CR induite par la drogue est bien une inhibition de la formation des CR et non un délai dans leur 

formation, la même expérience a été réalisée et les cellules ont été fixées à des temps plus long après 

infection (Figure 39B). Sans drogue, les CR tardifs sont plus difficiles à distinguer à 30 h après infection. 

Aucune structure précise n’est en effet visualisable avec le marquage de la DBP (flèches jaunes). Ceci 

est dû à l’observation d’un important effet cytopathique induit par la réplication virale. Cet effet 

cytopathique est encore plus marqué après 52 h (flèches vertes). Au même temps et en présence de 
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drogue, nous avons pu constater que seuls de très rares noyaux infectées présentent des CR précoces 

(Figure 39B, flèches blanches). A 52h, un nombre plus important de noyaux avec des CR précoces est 

observé (flèches blanches). Ces résultats suggèrent que la synthèse de la DBP ne soit pas altérée par la  



  Résultats 

 

140 
 

 

Figure 39. DBP s’accumule au sein de noyaux malgré l’effet inhibiteur de CBL0100 sur la formation 

des CR avec des cellules U2OS infectées (24 h pi). CBL0100 induit un délai d’accumulation pour DBP 

et les protéines structurales, inhibant la formation des CR avec des U2OS infectées (29 h pi et 52 h 

pi). Des cellules U2OS sont incubées durant 3 h avec du CBL0100 (100 nM) en (A) ou seulement à partir 

de 30 min après infection en (B). Les conditions avec du DMSO servent de contrôles. Les cellules sont 

ensuite incubées sans drogue avec 3000 pp/cellule pendant 30 min pour synchroniser l’infection puis 

les cellules sont incubées le reste de l’infection avec la même concentration en drogue. Les cellules 

sont fixées (24 h après infection en (A), 30 h et 52 h en (B)) et une IF est réalisée avec les anticorps 

anti-DBP (cyan) et anti-SSRP1 (magenta). Le DAPI (gris) est utilisé pour visualiser les noyaux. 

Microscopie confocale (X63) en (A). Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 20 µm (lignes 1-2) et 

10 µm (lignes 3-4). Microscopie plein champs (X63) en (B). (Barre d’échelle, 20 µm). 

 

curaxine. Nous ne pouvons cependant pas exclure que la quantité de la DBP soit diminuée en présence 

de la drogue. Ces analyses par IF ne permettent qu’une étude qualitative de la présence de la DBP et 

ne sont en effet pas suffisantes pour conclure sur une telle diminution. Ces résultats montrent que la 

formation des CR est fortement retardée par la drogue. Ils indiquent également que la réplication virale 

est très certainement inhibée par la drogue en raison d’absence d’effet cytopathique jusqu’à 52 h 

après infection. L’ensemble de ces observations suggère que FACT serait nécessaire pour la formation 

des CR viraux et non pour l’expression des gènes précoces comme DBP.       

Pour savoir si FACT intervient dans des étapes plus tardives du cycle viral, nous avons réalisé la même 

expérience que ci-dessus mais cette fois l’inhibiteur CBL0100 a été introduit après la formation des CR, 

soit 10 h ou 16 h après infection (et en conservant cette drogue le reste de l’infection). Les cellules ont 

ensuite été fixées 30 h après infection et une IF a été réalisée avec les anticorps anti-DBP et anti-SSRP1. 

Dans les conditions sans drogue, il est possible d’observer à la fois des cellules infectées avec des CR 

précoces (flèches blanches) et avec des CR tardifs (flèches jaunes). De manière similaire à l’expérience 

précédente, les CR tardifs sont plus difficiles à distinguer en raison de l’observation d’un important 

effet cytopathique induit par la réplication virale. Lorsque la drogue est ajoutée à 10 h après infection, 

la grande majorité des cellules possèdent des CR précoces. Lorsqu’elle est ajoutée à 16 h après 

infection, des cellules avec des CR précoces et d’autres avec des CR tardifs sont observées. Comme 

pour la condition contrôle sans drogue, un important effet cytopathique est également observé pour 

un grand nombre de cellules. Cet effet témoigne à nouveau d’une importante réplication virale malgré 

l’ajout de la drogue à 16 h après infection. Ces résultats suggèrent que l’inhibition plus tardive de FACT 

par la curaxine retarde la transition des CR précoces en CR tardifs. Dans nos conditions expérimentales, 

l’inhibition de FACT après 16 h d’infection par la curaxine n’aurait toutefois plus d’effet.   
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Figure 40. La production de DBP est atténuée à mesure d’un traitement tardif par CBL0100 et non 

effectif après 10 h pi avec des cellules U2OS. Des cellules U2OS sont infectées avec 3000 pp/cellule 

pendant 30 min pour synchroniser l’infection sans drogue. Du CBL0100 (100 nM) est ajouté à 10 h 

après infection en (A) et à 16 h après infection en (B) durant le reste de l’infection. Les conditions avec 

du DMSO servent de contrôles. Les cellules sont fixées (30 h après infection) et une IF est réalisée avec 

les anticorps anti-DBP (cyan) et anti-SSRP1 (magenta). Le DAPI (gris) est utilisé pour visualiser les 

noyaux. Microscopie plein champs (X63). (Barre d’échelle, 20 µm). 

 

Pour confirmer que l’inhibition de FACT par CBL0100 n’empêche pas la transcription et la synthèse de 

DBP, les cellules U2OS ont été infectées de façon synchrone et incubées avec 100 nM de CBL0100 puis 

elles ont été lysées 30 h et 52 h après infection. Les extraits cellulaires ont été analysés par western 

blot avec les anticorps anti-DBP mais aussi avec des anticorps dirigés contre SSRP1 pour vérifier que sa 

quantité ne varie pas au cours de l’infection. La GAPDH sert de contrôle de charge mais l’intensité des 

bandes n’étant pas identique entre les pistes (Figure 41A), aucune quantification du signal n’a été 

réalisée.  

Figure 41. L’inhibiteur de FACT CBL0100 induit une diminution de la quantité de la protéine DBP dans 
les cellules U2OS infectées. Des cellules sont incubées avec 3000 pp/cellule ou non (NI) pendant 
30 min pour synchroniser l’infection puis du CBL0100 (100 nM) est ajouté à 30 min après infection en 
(A), aux différents temps après infection (30 min, 6 h et 10 h) en (B) et à 16 h après infection en (C). La 
drogue est maintenue le reste de l’infection. Les conditions avec du DMSO servent de contrôles. Les 
cellules sont lysées (30 h et 52 h après infection) en (A), à 30 h après infection en (B) et (C) puis 30 µg 
de protéines totales pour toutes les conditions sont analysées par western blot. La protéine SSRP1 
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(anti-SSRP1, taille théorique : 86 KDa) et DBP (anti-DBP, taille : 70 KDa) sont étudiées. La GAPDH (anti-
GAPDH : taille : 37 KDa) sert de contrôle de charge. L’intensité des bandes est mesurée et les rapport 
SSRP1/GAPDH et DBP/GAPDH sont calculés. MT : Marqueur de taille protéique. 

 

Cependant, il semblerait que, dans ces conditions expérimentales, le niveau de SSRP1 ne soit pas 

affecté, quelles que soient les conditions. En revanche, quel que soit le temps analysé après infection, 

il semblerait que la drogue induise une diminution de la quantité de DBP dans les cellules infectées. En 

réalisant la même expérience mais où cette fois-ci, la drogue est ajoutée soit 30 min, 6 h, 10 h ou 16 h 

après infection (et en conservant cette drogue le reste de l’infection), on peut observer que la quantité 

de DBP est également altérée (Figure 41B et 41C). Plus la drogue est introduite tôt durant l’infection 

et plus cette quantité en DBP est diminuée. Cependant, la quantité de DBP ne semble pas changée 

lorsque la drogue est ajoutée à 16 h après infection. Ces résultats suggèrent que FACT serait 

directement nécessaire à l’expression du gène précoce E2A codant pour la DBP et ceux avant la 

formation des CR visibles en microscopie optique.  

Figure 42. L’inhibiteur de FACT CBL0100 induit une diminution de la quantité des protéines de 
structure du virus dans les cellules U2OS infectées (30 h pi et 52 h pi). Des cellules sont incubées avec 
3000 pp/cellule pendant 30 min pour synchroniser l’infection puis les cellules sont incubées avec du 
CBL0100 (100 nM) pour le reste de l’infection. Les conditions avec du DMSO servent de contrôles. Les 
cellules sont lysées (30 h et 52 h après infection) puis 30 µg de protéines totales sont analysés par 
western blot. La protéine SSRP1 (anti-SSRP1 : 86 KDa) est étudiée. Le sérum anti-Ad5 permet de révéler 
les trois protéines de structure fibre (61 KDa), penton (68 KDa) et hexon (108 KDa). La GAPDH (anti-
GAPDH : 37 KDa) sert de contrôle de charge. MT : Marqueur de taille. 

 

Pour étudier si l’inhibition de FACT altère l’expression des gènes tardifs de manière similaire au gène 

précoce E2A, la même expérience que celle présentée en figure 41A a été réalisée. Les extraits 

cellulaires ont été analysés par western blot et les trois protéines de structure fibre, penton et hexon 
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ont été étudiées en utilisant le sérum anti-Ad5. Des anticorps dirigés contre la protéine SSRP1 ont 

également été utilisés pour vérifier que sa quantité ne varie pas au cours de l’infection. La GAPDH sert 

de contrôle de charge mais l’intensité des bandes n’étant pas identique entre les pistes, aucune 

quantification du signal n’a été réalisée. Comme pour la protéine DBP, il semblerait que la drogue 

induise une diminution de la quantité de la fibre (flèche bleue), du penton (flèche rouge) et de l’hexon 

(flèches marron) à 52 h après infection (Figure 42). A la différence d’une observation des protéines 

fibre et penton dans la condition sans drogue, ces deux protéines ne sont plus détectées à 30 h après 

infection. Ces expériences n’ayant pu être réalisées plusieurs fois en raison de la pandémie de 

COVID 19, il serait nécessaire de les reproduire afin de confirmer ces résultats. La diminution de 

l’expression des gènes tardifs par l’inhibition de FACT suggère une implication directe de ce chaperon 

d’histone dans leur transcription. Il n’est toutefois pas à exclure que la diminution de l’expression des 

gènes tardifs puisse être la conséquence de la diminution de l’expression du gène précoce E2A, de la 

diminution de la production de la DBP et d’un défaut de la formation des CR (Figure 39). 

 

III.2 Conclusion générale du chapitre.  

Pour appréhender le rôle de FACT dans le cycle viral, nous avons testé l’effet de l‘inhibition 

pharmacologique de FACT par CBL0100 et CBL0137. CBL0100 bloque la formation des CR précoces 

alors que CBL0137 semble inhiber la transition des CR précoces / CR tardifs, ce qui suggèrerait un rôle 

de FACT dans la formation des CR dans les cellules infectées par l’Ad5. Cependant, nous avons montré 

que CBL0100 inhibe aussi l’expression de DBP, indispensable à la réplication du génome viral et à la 

formation des CR précoces. Cette observation corrèle avec le défaut d’expression des gènes tardifs 

(protéines de structure) normalement exprimés après la formation des CR. Ces résultats laissent 

supposer un rôle de FACT dans la transcription des gènes précoces, qui pourrait être lié à une 

implication dans la régulation de la structure du génome viral, accessible aux facteurs de transcription 

viraux et cellulaires.  

Cependant, il est à noter que les drogues utilisées ne sont pas des inhibiteurs spécifiques de FACT. 

D’autres facteurs cellulaires comme p53 et NF-κB peuvent aussi être affectés (199). Il n’est donc pas 

exclu que les effets observés sur le cycle viral ne soient pas dus à une inhibition spécifique de FACT 

mais aux effets secondaires de ces molécules. Pour valider ces résultats, nous avons envisager 

d’inhiber FACT plus spécifiquement en bloquant son expression par ARN interférence. Ces expériences 

ont été initiées mais les données restent très préliminaires et ne seront par conséquent pas décrites 

dans ce manuscrit. 
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Chapitre 4 

IV. SSRP1 et DBP sont capables de former des structures semblables à des compartiments sans 

membranes dépendants de la séparation de phase liquide-liquide (LLPS). 

 

Dans les CR induits par l’Ad5 dans les cellules infectées, sont concentrées les protéines virales de la 

réplication dont DBP et le génome viral répliqué ou en cours de réplication. Les données de la 

littérature pour l’Ad5 indiquent que les CR sont les MLO, qui pourraient se former par LLPS. En effet, il 

a été montré que la protéine DBP seule est suffisante pour former des structures sans membranes, 

des gouttelettes (357) et que les CR précoces de l’Ad5 fusionnent entre eux au cours de l’infection 

virale (495). La protéine mutante DBP∆C, tronquée dans sa partie C-terminale pour les acides aminés 

512 à 529, ne permet plus la formation de telles gouttelettes car elle ne peut plus en effet 

s’oligomériser (357). Tout comme la protéine DBP sauvage, nous avons montré que la sous-unité de 

FACT, SSRP1 est enrichie dans les CR viraux. De plus, nous avons pu observer, notamment dans les 

expériences de surexpression de la protéine EGFP-SSRP1, que celle-ci forme des structures sphériques 

très régulières dans le noyau de cellules transfectées (non infectées), capables d’exclure la chromatine 

comme les CR viraux. Selon le niveau d’expression de EFGP-SSRP1 transfectées et infectées, la 

localisation de la DBP varie : les 2 protéines colocalisent quand le niveau d’EGFP-SSRP1 est faible ; en 

revanche, quand le niveau est élevé et que de grosses gouttelettes apparaissent, DBP est exclue et 

relocalisée à leur périphérie. Nous avons voulu savoir si ces observations dépendaient ou non de la 

présence de facteurs viraux comme l’ADN viral répliqué par exemple. 

   

IV.1 La surexpression de DBP et de SSRP1 induit la formation de structures intranucléaires 

dépourvues d’histones.  

Pour ce faire, nous avons étudié les propriétés de SSRP1 et DBP exprimées seules ou en combinaison 

dans des cellules non infectées. Dans un premier temps, les cellules U2OS-H2B-tdiRFP qui permettent 

de visualiser la chromatine cellulaire, ont été transfectées avec les plasmides codant pour les protéines 

EGFP-DBPwt, EGFP-DBPΔC, EGFP-SSRP1 ou la protéine EGFP. Vingt-quatre heures après transfection, 

les cellules ont été fixées et analysées par microscopie confocale (Figure 43). Les cellules surexprimant 

la protéine contrôle EGFP présentent des signaux diffus à la fois dans le noyau et dans le cytoplasme 

(Figure 43). Au contraire, les cellules surexprimant EGFP-DBPwt présentent de nombreuses structures 

nucléaires sphériques parfaites ou ovoïdes de taille variable (diamètres allant de 0,5 µm à 15 µm). En 

accord avec les résultats de Komatsu et al. (357), la protéine EGFP-DBPwt seule est suffisante pour 

former des structures semblables aux gouttelettes intranucléaires dans les cellules U2OS. Leur 
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formation dépend du domaine C-terminal de DBP car aucune gouttelette n’est détectée pour le mutant 

EGFP-DBPΔC. 

 

Figure 43. DBP et SSRP1 sont capables de former des organelles sans membranes dépourvues en 
histones et en ADN cellulaire. Des cellules U2OS-H2B-tdiRFP sont transfectées avec 2 µg de chaque 
plasmide codant pour la protéine EGFP-DBPwt, pour la protéine EGFP-DBPΔC, pour la protéine EGFP-
SSRP1 et pour la protéine EGFP. Les cellules sont fixées (24 h après transfection) et le DAPI (gris) est 
utilisé pour visualiser les noyaux. Les signaux EGFP (vert) et H2B-tdiRFP sont analysés. NT : contrôle 
non transfecté. Microscopie confocale (X63). Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 10 µm et 5 µm 
pour les agrandissements). 

 

La protéine EGFP-SSRP1 forme elle aussi des structures intranucléaires sphériques semblables à des 

gouttelettes dont la chromatine est bien exclue car aucun marquage H2B-tdiRFP ou DAPI n’est observé 

dans ces structures. 
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Ces expériences révèlent qu’individuellement, les 2 protéines DBP et SSRP1 sont suffisantes pour 

former des structures intranucléaires et sphériques, dépourvues de chromatine, en faveur d’une 

formation par LLPS. 

 

IV.2 Les structures formées par SSRP1 sont partiellement accessibles aux anticorps 

 

Figure 44. Les structures formées par SSRP1 sont partiellement accessibles aux anticorps dans les 
cellules U2OS. Des cellules U2OS sont transfectées avec les plasmides codant pour la protéine EGFP-
SSRP1 (2 µg) et pour la protéine EGFP (2 µg). Les cellules sont fixées (24 h après transfection) et une IF 
est réalisée avec les anticorps anti-USP7 (cyan) et anti-SSRP1 (magenta). Les signaux GFP sont analysés 
(jaune). Le DAPI (gris) est utilisé pour visualiser les noyaux. Les vues en troisième ligne correspondent 
aux agrandissements (carrés en pointillés) de la seconde ligne. Microscopie confocale (X63). 
Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 2 µm et 5 µm pour les agrandissements). 

 

Une propriété décrite pour les organelles sans membranes est d’être faiblement accessibles aux 

anticorps lorsqu’on utilise des cellules fixées et des IF pour les détecter (461). Ceci dépend des 

anticorps utilisés mais également des conditions de fixation. Par exemple, lorsque la protéine de fusion 

HA-DBP est surexprimée, les anticorps anti-HA révèlent l’ensemble de la gouttelette alors que les 

anticorps anti-DBP marquent principalement sa périphérie (357). Ce phénomène reflète le caractère 

dense de ces structures (454). Pour évaluer cette éventuelle différence de détection avec SSRP1, les 

cellules U2OS ont été transfectées avec le plasmide codant pour la protéine EGFP-SSRP1 ou EGFP seule 

comme contrôle. Vingt-quatre heures après transfection, les cellules ont été fixées et analysées par IF 

avec des anticorps anti-SSRP1 et anti-USP7. La protéine USP7, recrutée dans les CR de manière similaire 

à la protéine SSRP1, a été marquée afin d’étudier sa localisation sans infection par rapport aux 

gouttelettes formées par la protéine EGFP-SSRP1.   
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Les cellules exprimant la protéine EGFP-SSRP1 forment bien des structures sphériques dans le noyau 

et celles-ci sont également révélées par les anticorps anti-SSRP1 (Figure 44). Cependant, les signaux 

les plus intenses sont trouvés en périphérie de ces structures (flèches jaunes). Leur centre est moins 

marqué (flèches blanches). Dans ces conditions expérimentales, la protéine USP7 (flèches noires) ainsi 

que la chromatine cellulaire sont exclues de ces structures. Cette expérience révèle ainsi une plus faible 

accessibilité des anticorps anti-SSRP1 à l’intérieur des gouttelettes formées par EGFP-SSRP1.  

Cette observation est en faveur d’une formation de ces structures par LLPS. Une autre caractéristique 

de la formation possible par LLPS est la capacité des gouttelettes à fusionner entre elles. 

           

IV.3 Les structures formées par DBP ou par SSRP1 fusionnent entre elles. 

IV.3.1 Structures formées par la protéine virale DBP. 

Pour étudier la capacité de fusion des gouttelettes DBP, les cellules U2OS-H2B-tdiRFP ont été 

transfectées avec le plasmide codant pour la protéine EGFP-DBPwt. Vingt-quatre heures après 

transfection, la fluorescence de l’EGFP et de tdiRFP a été suivie dans les cellules vivantes toutes les 

15 min pendant presque 10 h par microscopie à épifluorescence (Figure 45A). Au début de l’acquisition 

(0’), les noyaux comportent de petites ponctuations sphériques d’EGFP-DBPwt. Au fur et à mesure des 

acquisitions, des événements de fusion entre gouttelettes DBP sont observés (par exemple entre les 

temps 465 min et 495 min ou entre 540 min et 570 min) (flèches bleues, Figure 45A). L’agrandissement 

des images (Figure 45B) permet de décomposer cet événement où 2 gouttelettes à proximité 

(540 min), se rapprochent et fusionnent entre elles pour former une gouttelette de plus grande taille 

et ovoïde (570 min). Celle-ci évolue rapidement en une structure sphérique quasi parfaite (585 min). 

Dans ce film, on peut également constater que les gouttelettes EGFP-DBPwt sont dépourvues de 

signaux H2B-tdiRFP. Ceci est d’autant plus facile à observer lorsque les gouttelettes sont de grande 

taille. Ces résultats montrent la capacité de la DBP à former des gouttelettes capables de fusionner, 

une caractéristique de la LLPS.  
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Figure 45. Les structures formées par DBP fusionnent entre elles dans les cellules U2OS. (A) Des 

cellules U2OS-H2B-tdiRFP sont transfectées avec 2 µg de plasmide codant pour la protéine EGFP-

DBPwt. Une cellule vivante est suivie toutes les 15 min (24 h après transfection) durant 9,75 h (585’ ou 

585 min). Les signaux EGFP-DBPwt (Filtre « Fire » du logiciel Image J) et H2B-tdiRFP (gris) sont analysés. 

(B) Agrandissements de 2 structures (1 et 2) fusionnant pour former une plus grosse structure (3) et 

acquissent entre 540 min et 585 min. Microscopie plein champs (X63). (Barre d’échelle, 5 µm en (A) et 

1 µm pour les agrandissements en (B). 
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IV.3.2 Structures formées par la protéine SSRP1. 

 

Figure 46. Les structures formées par SSRP1 fusionnent entre elles dans les cellules U2OS. (A) Des 

cellules U2OS-H2B-tdiRFP sont transfectées avec 2 µg de plasmide codant pour la protéine EGFP-

SSRP1. Une cellule vivante est suivie toutes les 15 min (24 h après transfection) durant 8,75 h (525’ ou 

525 min). Les signaux EGFP-SSRP1 (Filtre « Fire » du logiciel Image J) et H2B-tdiRFP (gris) sont analysés. 

Les vues i, ii, iii et iv correspondent aux temps d’acquisition pour lesquels les structures pointées par 

des flèches bleues sont agrandies en (B). (B) Agrandissements de 2 structures (1 et 2) en (i), fusionnant 

pour former une plus grosse structure (3) en (iii et iv) et suivies entre 135 min et 180 min. Microscopie 

plein champs (X63). (Barre d’échelle, 2 µm en (A) et 1 µm pour les agrandissements en (B).  
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La même expérience que précédemment a été réalisée pour SSRP1 et ce phénomène de fusion a ainsi 

été observé entre 2 gouttelettes EGFP-SSRP1 (Figure 46A). Ces gouttelettes EGFP-SSRP1 sont 

également dépourvues de chromatine cellulaire y compris pendant la fusion comme le démontre 

l’absence de signal H2B-tdiRFP dans ces structures.  

La capacité des protéines DBP et SSRP1 à former individuellement des organelles sans membranes 

sous la forme de gouttelettes capables de fusionner entre elles après un contact, est un argument fort 

en faveur d’une formation des gouttelettes par LLPS. 
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IV.3.3 Les structures SSRP1 et DBP colocalisent dans des structures intranucléaires dépourvues 

d’histones similaires aux CR viraux.  
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Figure 47. Les structures SSRP1 et DBP colocalisent dans des structures intranucléaires dépourvues 

d’histones similaires aux CR viraux. (A) Des cellules U2OS sont co-transfectées avec les différentes 

combinaisons de plasmides : HA-DBPwt (2 µg) + EGFP (2 µg), HA-DBPΔC (2 µg) + EGFP (2 µg), HA-DBPwt 

(2 µg) + EGFP-SSRP1 (2 µg) et HA-DBPΔC (2 µg) + EGFP-SSRP1 (2 µg). Les cellules sont fixées (24 h après 

transfection) et une IF est réalisée avec les anticorps anti-HA (signal magenta). Les signaux GFP sont 

analysés (vert). Le DAPI (gris) est utilisé pour visualiser les noyaux. Microscopie confocale (X63). 

Projections en Z (1,5 µm). (Barre d’échelle, 5 µm). (B) Schéma bilan montrant la colocalisation entre 

les protéines DBPwt et SSRP1 dans les mêmes structures sphériques intranucléaires excluant la 

chromatine cellulaire. Des structures sphériques indépendantes et formées par la protéine SSRP1 y 

sont également associées.  

  

Dans les expériences précédentes, nous avons observé que la protéine DBP dans les cellules infectées 

présentait une localisation différente en fonction du niveau de surexpression de SSRP1, avec une 

colocalisation quand le niveau est faible et une association autour des gouttelettes de SSRP1 quand le 

niveau est fort. Nous avons voulu savoir si ces 2 protéines exprimées en l’absence d’infection par l’Ad5 

gardaient ces propriétés, qui semblent étroitement liées à leur capacité à former des MLO par LLPS. 

Pour ce faire, les cellules U2OS ont été cotransfectées avec différentes combinaisons de plasmides et 

avec une quantité de 2 µg pour chaque plasmide : HA-DBPwt + EGFP, HA-DBPΔC et EGFP (contrôles), 

HA-DBPwt et EGFP-SSRP1, HA-DBPΔC et EGFP-SSRP1. Vingt-quatre heures après transfection, les 

cellules ont été fixées et analysées par IF à l’aide d’anticorps anti-HA (Figure 47A). Les cellules 

exprimant la combinaison des deux protéines HA-DBPwt et EGFP-SSRP1 révèlent la présence de 

gouttelettes HA-DBPwt plus ou moins sphériques. La grande majorité des cellules possèdent des 

structures sous des formes plus amorphes (troisième ligne). D’autres cellules comportent des 

structures HA-DBPwt occupant presque la totalité du noyau (quatrième ligne). Comme précédemment 

observé (Figure 43), la protéine HA-DBPΔC est diffuse dans le noyau car elle n’est plus capable de 

former des gouttelettes (Figure 47A, cinquième ligne). La protéine EGFP-SSRP1 colocalise avec les 

structures marquées par la protéine HA-DBPwt. La protéine EGFP-SSRP1 est également présente seule 

sous la forme de gouttelettes sphériques plus petites, excluant la protéine EGFP-DBPwt (flèche jaune) 

et excluant la chromatine cellulaire. Comme pour les expériences de transfection d’EGFP-SSRP1 et 

d’infections virales (Figure 34), des petites gouttelettes EGFP-SSRP1 sont ainsi localisées en périphérie 

des gouttelettes marquées par les 2 protéines HA-DBPwt et EGFP-SSRP1 (Figure 47B). La protéine 

EGFP-SSRP1 est également suffisante pour former des gouttelettes sphériques (flèches blanches), 

excluant le protéine HA-DBPΔC (flèches jaunes) et excluant la chromatine cellulaire. Ces résultats 

suggèrent que la protéine SSRP1 pourrait être recrutée dans les CR de manière indépendante de son 

association aux génomes viraux ou avec une autre protéine virale. 
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IV.4 Conclusion générale du chapitre. 

Nous avons pu mettre en évidence que la sous-unité de FACT SSRP1 seule possède la capacité à former 

des MLO, tout comme DBP. Comme pour les CR viraux, ces MLO se forment dans le noyau et ont 

individuellement la propriété d’exclure la chromatine cellulaire. Nous avons également constaté que 

ces 2 protéines peuvent colocaliser à l’intérieur de gouttelettes semblables à celles formées par LLPS. 

Ces résultats récapitulent leur colocalisation au sein des CR viraux. Cette observation suggère que la 

protéine SSRP1 pourrait être recrutée dans les CR viraux de manière indépendante de son association 

avec une protéine virale ou aux génomes viraux. Sa capacité à se concentrer par LLPS associée à la 

protéine DBP, aux mêmes propriétés liquides permettrait cette relocalisation, tout en excluant la 

chromatine cellulaire. Nous avons mis en évidence plusieurs caractéristiques en faveur d’une 

formation de ces MLO par LLPS avec 1) la formation de gouttelettes caractéristiques, 2) leur faculté de 

fusion et 3) l’accessibilité partielle aux anticorps. Nos travaux comme pour d’autres (495) mettent en 

lumière des arguments forts en faveur d’une formation des CR viraux par LLPS en décomposant les CR 

viraux et en étudiant leurs constituants individuellement. 
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La pandémie de SARS-CoV-2 m’a donnée l’opportunité de rejoindre le projet de recherche ANACONDA 

« Analysis of COVID-19 infection and inflammatory response on a fully differentiated human bronchial 

epithelium model ». Ce projet, mené au sein de l’université de Bordeaux par de nombreux acteurs 

avait pour objectifs de caractériser l’infection par le SARS-CoV-2 au moyen d’épithéliums bronchiques 

(EB) reconstitués de patient (503). Les EB ont été générés et cultivés par le doctorant Alexis Celle à 

l’hôpital de Haut-Lévêque (Laboratoire de Thomas Trian, Centre de Recherche Cardio-thoracique de 

Bordeaux (INSERM), Equipe Remodelage bronchique). Les infections et la fixation des EB ont été faites 

par Marie-Lise Blondot et Patricia Recordon-Pinson (Equipe de Marie-Line Andreola, Microbiologie 

Fondamentale et Pathogénicité (CNRS), Equipe Andevir). Avec Harald Wodrich et Muriel Faure au 

laboratoire, ma contribution a été d’optimiser un protocole d’IF à partir des échantillons fixés, puis de 

réaliser les IF et les acquisitions par microscopie confocale (Bordeaux Imaging Center). Les acquisitions 

confocales ont enfin été quantifiées par Noémie Pied, post-doctorante au laboratoire. J’ai également 

profité de ce nouveau modèle au laboratoire pour étudier l’infection par l’Ad5, qui est, lui aussi un 

virus respiratoire. Le chapitre 5 de ce manuscrit regroupe les résultats sur le SARS-CoV-2 qui ont fait 

l’objet d’une publication et le chapitre 6 présente les résultats préliminaires obtenus pour l’Ad5. 
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Chapitre 5 

V. Etude entre adultes et enfants de l’infection par le SARS-CoV-2 avec des épithéliums 

bronchiques reconstitués de patient : l’infection par le SARS-CoV-2 est restreinte par 

l’interféron de type III et induit la formation de syncytiums.    

V.1 Introduction générale. 

Le syndrome respiratoire aigu sévère (SRAS) ou SARS en anglais (Severe acute respiratory syndrome) 

est une pathologie respiratoire grave causée par plusieurs virus appartenant à l’ordre des Nidovirales 

et plus particulièrement à la famille des Coronaviridae. Les coronavirus (CoV) sont des virus enveloppés 

et ils possèdent un génome à ARN simple brin, non segmenté, à polarité positive d’une taille d’environ 

30 000 bases. Cette famille de virus est divisée en 4 genres avec les Alphacoronavirus, les 

Betacoronavirus, les Gammacoronavirus et les Deltacoronavirus. Sept coronavirus sont connus pour 

infecter l’espèce humaine (« Human Coronavirus » ou HCoV). Deux appartiennent aux 

Alphacoronavirus (HCoV-229E et HCoV-NL63) et 5 appartiennent aux Betacoronavirus (HCoV-OC43, 

HCoV-HKU1, MERS-CoV, SARS-CoV-1 et SARS-CoV-2). Le SARS-CoV-1 a été à l’origine d’une pandémie 

qui a touché 29 pays dans le monde. Malgré un signalement par de nombreux cas de pneumonies 

sévères atypiques depuis novembre 2002 dans la province chinoise de Guangdong, le SARS-CoV-1 a 

été détecté à Hong Kong en février 2003. A la fin de cette pandémie en juillet 2003, 774 personnes 

reportées ont perdu la vie pour 8096 cas au total (504). Le nouveau Betacoronavirus SARS-CoV-2 

(Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2), initialement nommé 2019-nCoV, a été détecté 

pour la première fois en fin 2019 dans la ville chinoise de Wuhan (province de Hubai) et s’est ensuite 

rapidement propagé dans toutes les régions du monde. Le réservoir naturel du SARS-CoV-2 est encore 

inconnu mais il est très probablement la chauve-souris car sa séquence génomique possède 96,2 % 

d’homologie avec celle de la souche virale RaTG13, identifiée chez la chauve-souris (505). Il partage de 

plus 79 % d’homologie avec le SARS-CoV-1 et seulement 51,8 % avec le MERS (506). Ce virus est l’agent 

pathogène à l’origine de la maladie nommée COVID 19 (Coronavirus disease 2019). Bien que la 

pandémie de SARS-CoV-2 se poursuive encore à la date du 14 mai 2023, elle a causé jusqu’à présent 

plus de 6,9 millions de morts pour plus de 765 millions de cas dans le monde (WHO, 

https://covid19.who.int/). La communauté internationale s’accorde toutefois sur le fait que ces 

nombres restent largement sous-estimés (507). 

 

V.1.1 Transmission et pathogénicité.   

Le SARS-CoV-2 est transmis par des gouttelettes et des aérosols (508), par contact direct et par le 

contact avec des objets contaminés. Les premiers symptômes apparaissent après une période 

d’incubation entre de 4 à 5 j. Ce virus cible en majorité les cellules ciliées ((509) ; (510)) des voies 

https://covid19.who.int/
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respiratoires inférieures (Figure 53). Dans la majorité des cas, les personnes infectées sont 

asymptomatiques, ou bien elles présentent des symptômes bénins. Cela peut inclure une perte 

d’odorat, de la fièvre, des maux de tête, de la fatigue, des nausées, des courbatures ou encore de la 

diarrhée. Dans un nombre de cas plus restreint, les conséquences peuvent être fatales en menant à 

un syndrome de détresse respiratoire aigu ou « acute respiratory distress syndrome » (ARDS) en 

anglais (503). Cela se caractérise généralement après 7 j par une surcharge en fluide (511), une 

inflammation des voies respiratoires, une hypoxémie sévère et une insuffisance cardiaque. Le risque 

de contracter un COVID sévère est augmenté pour les hommes et chez les personnes présentant des 

facteurs de risque comme l’obésité, le diabète, des pathologies cardiaques, des pathologies 

pulmonaires ou encore l’âge ((512) ; (513) ; (514) ; (515)). Une corrélation entre âge et mortalité a été 

constatée avec une mortalité diminuée pour les enfants de moins de 9 ans (moins de 0,001%) et de 

plus de 8% pour les adultes de plus de 80 ans ((515) ; (516)). Malgré une observation possible de cas 

sévères ((517) ; (518)), cette protection conférée aux enfants s’explique par un contrôle plus rapide de 

l’infection et par une réponse inflammatoire plus faible (519). Plusieurs analyses par transcriptomique 

ont en effet révélé une pré-activation de la réponse IFN de type I et de type III (voir V.1.6) dans les 

voies respiratoires des enfants et qui décroit avec l’âge ((520) ; (521)). Des études ont également 

montré qu’en réponse à l’infection, des niveaux plus faibles de cytokines pro-inflammatoires dont 

l’IL- 6 (Interleukine 6) sont produits chez les enfants ((522) ; (523)). De manière similaire à ces travaux, 

nous avons observé que les EB d’enfants infectés par rapport à ceux provenant d’adultes produisent 

plus rapidement de l’IFN de type III (509). Nous avons montré qu’un traitement d’EB d’adultes avec de 

l’IFN de type III exogène permet de restreindre l’infection. Au contraire, une réponde défective de l’IFN 

de type III promeut l’infection. Nous avons également constaté une réponse inflammatoire atténuée 

chez les enfants. 

V.1.2 Structure de la particule du SARS-CoV-2.  

 

Figure 48. Vues schématiques d’une particule virale de SARS-CoV-2. Les vues schématiques en coupe 
(centre) ou entière (droite) d’une particule virale de SARS-CoV-2 montrent la constitution d’une 
nucléoprotéine composée par l’association du génome viral et de multiples copies de protéines 
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structurales N. La nucléoprotéine est protégée par une enveloppe lipidique comportant les protéines 
de structure S (Spike), M (Membrane) et E (Enveloppe). Particule virale par microscopie électronique 
(source image : (524)). (Adaptation de (525)). 
 
  
Les particules du SARS-CoV-2 ont une taille d’environ 100 nm (526). Elles sont formées par les protéines 

de structure, la glycoprotéine de surface Spike (S) formant la « grosse » spicule, la protéine de 

membrane (M) et celle d’enveloppe (E). Ces 3 protéines sont insérées dans l’enveloppe.  

Figure 49. Cycle viral simplifié du SARS-CoV-2. (1) Le SARS-CoV-2 se lie au récepteur cellulaire ACE2 
via sa protéine S. Elle est ensuite clivée par la protéase TMPRSS2. (2) Le virus pénètre dans la cellule 
cible par fusion avec la membrane plasmique (Entrée par fusion). (3) Les particules peuvent emprunter 
la voie d’endocytose s’il n’y a pas de clivage par TMPRSS2. (4) Une fois dans l’endosome, la protéine S 
est clivée par la cathepsine L. Cela permet la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane 
endosomale. (5) Après libération du génome ARN, (6) les 2 polyprotéines pp1a et pp1ab sont traduites 
et (7) clivées en protéines non structurales Nsp. (8) Des complexes de réplication viraux constitués par 
l’invagination de doubles membranes issues du réticulum endoplasmiques sont mis en place. Ils 
permettent la réplication et (9) la transcription virale. (10) Les protéines de structure et accessoires 
sont finalement synthétisées par la traduction des ARN subgénomiques. (11) De nouvelles particules 
virales sont formées au niveau de la voie ERGIC par incorporation de génomes viraux associés aux 
protéines N à l’intérieur d’une enveloppe membranaire comportant les protéines S, M et E. (12) Les 
particules virales sont ensuite maturées dans l’appareil de Golgi et dans les lysosomes et (13) sont 
finalement libérées par exocytose. (Adaptation de (527) et de (525)). (Schéma généré avec 
Biorender.com). 

La protéine E forme un canal ionique participant à l’assemblage des particules (528). La protéine M est 

essentielle à l’incorporation du génome viral durant l’assemblage des particules ((529) ; (530)). La 
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protéine S se lie au récepteur cellulaire « enzyme de conversion de l’angiotensine 2 » ou « angiotensin-

converting enzyme 2 » (ACE2) et permet l’entrée virale dans les cellules par fusion de l’enveloppe virale 

avec la membrane plasmique ou endosomale (Figure 49) (531). La nucléocapside hélicoïdale est 

formée par l’association de multiples protéines de nucléoprotéine (N) avec l’ARN viral. 

 

V.1.3 Organisation génomique du SARS-CoV-2.  

Le génome de l’isolat initial du SARS-CoV-2 de Wuhan possède une taille de 29903 bases (NCBI : 

MN908947.3) (532). Il comporte 14 cadres ouverts de lecture (ORFs) et code pour 29 protéines virales 

connues (Figure 50). A l’extrémité 5’ UTR se trouve une coiffe et la partie 3’ UTR est polyadénylée. Les 

2 premiers tiers du génome viral possèdent 2 grands cadres de lecture nommés ORF1a et ORF1b. Ces 

cadres de lecture codent pour 16 protéines non-structurales (Nsp 1 à Nsp 16). De nombreuses 

fonctions sont attribuées aux protéines Nsp comme l’inhibition de la traduction des ARN messagers 

cellulaires par Nsp1 ((533) ; (534) ; (535)) ou la formation du complexe de réplication et de transcription 

viral par Nsp12 et les protéines Nsp7, Nsp8, Nsp9 et Nsp13 ((536) ; (537)). Les protéines Nsp3 et Nsp4 

sont impliquées dans la formation des vésicules de réplication virales à double membrane ((538) ; 

(539)). Des ARN subgénomiques sont transcrits à partir de la partie 3’ et possèdent les mêmes régions 

5’ UTR et 3’ UTR. Ils codent pour les 4 protéines de structure S, M, E, S et pour 9 protéines accessoires 

ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9a, ORF9b et ORF10. Les protéines accessoires jouent 

un rôle dans le contrôle de la réponse antivirale et du métabolisme cellulaire (540). 
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Figure 50. Schéma simplifié de l’organisation du génome ARN simple brin du SARS-CoV-2. Le génome 
ARN simple brin d’environ 30 000 bases est constitué des 2 cadres de lectures chevauchant ORF1a et 
ORF1b codant respectivement pour les polyprotéines pp1a et pp1ab. Les polyprotéines sont ensuite 
clivées et permettent la formation des protéines non structurales Nsp. La partie 5’ possède une coiffe 
et la partie 3’ et polyadénylée. Des régions non codantes UTR sont également trouvées aux extrémités 
génomiques. Les protéines structurales et accessoires sont exprimées à partir des ARN 
subgénomiques, codés par la région 3’ du génome. Ils codent pour les protéines S, E, M, N et pour les 
protéines accessoires. (Adaptation de (537)).    

 

V.1.4 Emergence de nouveaux variants du SARS-CoV-2. 

Depuis l’émergence du SARS-CoV-2 à Wuhan (Wuhan-Hu-1) (541) et de sa diffusion dans le monde 

entier, de nombreux variants sont apparus et se sont continuellement succédés ((525) ; (542)). Ces 

nouveaux variants sont caractérisés par l’accumulation de mutations dans les domaines RBD (Receptor 

Binding Domain) et S1 de la protéine S. D’autres mutations apparaissent également dans les autres 

protéines structurales comme la protéine N ((543) ; (544)) et non structurales comme la protéine Nsp6 

(545). Ces mutations sont associées à une virulence plus élevée, une plus forte transmissibilité et 

confèrent la possibilité d’une évasion immunitaire par une neutralisation diminuée des anticorps 
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dirigés contre le domaine RBD et le motif de liaison au récepteur (RBM) ((546) ; (547) ; (548) ; (543)). 

Les variants les plus fréquents qui se sont succédés sont les variants Alpha (B.1.1.7) (549), Beta 

(B.1.351) (550), Delta (B1.617.2) (551), Epsilon (B.1.427/B.1.429) (552) et Omicron (B.1.529) (553). Des 

études ont de plus montré une efficacité vaccinale diminuée pour le variant Omicron. Les anticorps 

neutralisants issus des 2 premières doses vaccinales (souche Wuhan-Hu-1) ne permettent pas 

d’inhiber efficacement ce variant ((554) ; (555) ; (556)). L’émergence plus récente du nouveau variant 

d’Omicron (XBB.1.5) (557) et qui s’est propagé rapidement aux Etats-Unis semble être caractérisé par 

une plus forte contagiosité en raison d’une affinité plus élevée pour le récepteur cellulaire ACE2 (558). 

                        

V.1.5  Les syncytiums se forment durant l’infection de nombreux virus par fusion de cellule à cellule.  

Figure 51. Formation et fonctions des syncytiums durant l’infection par le SARS-CoV-2. L’association 

de cellules infectées et non-infectées par l’interaction entre les protéines virales Spike (S) et le 

récepteur cellulaire ACE2 induit la formation de syncytiums par fusion des membranes cellulaires. De 

nombreux rôles hypothétiques peuvent être attribués aux syncytiums formés durant l’infection par le 

SARS-CoV-2. Nous formulons comme d’autres (559) les hypothèses d’une dissémination virale au sein 

du tractus respiratoire ou de la protection de particules virales pour une dissémination entre individus. 

(Adaptation de (559)). (Schéma généré avec Biorender.com). 

 

Les syncytiums sont des cellules géantes polynucléées formées par la fusion de plusieurs cellules. Les 

syncytiums peuvent être observés au sein de tissus musculaires (560), de tissus placentaires (561) ou 
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peuvent également être induits par l’infection de nombreux virus. Ils sont notamment observés durant 

l’infection par le VIH ((562) ; (563)), le virus respiratoire syncitial RSV ((564) ; (565)), les virus Influenza 

((566) ; (567)), les Herpesviridae dont le HCMV ((568) ; (569)) ou par l’EBV (570). La formation de 

syncytiums a déjà été décrite pour le SARS-CoV-1 dans des tissus pulmonaires de patients (571) mais 

également dans des lignées cellulaires infectées comme les cellules Vero E6 (572). Des syncytiums sont 

également induits par l’infection du SARS-CoV-2 ((573) ; (574) ; (575) ; (576) ; (577) ; (510)). La protéine 

S du SARS-CoV-2 est en effet suffisante pour induire la fusion de cellule à cellule en interagissant avec 

le récepteur cellulaire ACE2 ((578) ; (505)) (Figure 51). Les fonctions des syncytiums dans la 

pathogénicité du SARS-CoV-2 restent méconnues. Des rôles hypothétiques sont cependant attribués 

(559) comme l’activation de l’inflammation, la dissémination virale ((510) ; (579)), l’élimination de 

cellules immunitaires ((580) ; (581)) ou encore pour une évasion du système immunitaire (582).  

 

V.1.6 Infection virale et contrôle de la réponse interféron. 

Les IFN sont des cytokines qui participent à la réponse immunitaire notamment lors d’une infection 

virale (583). Les IFN sont divisés en 3 types (I, II et III) en fonction du récepteur sur lequel ils se fixent. 

Les IFN de type I sont composés de multiples sous-types : l’IFN-α, l’IFN-β et des autres IFN moins bien 

caractérisés (IFN-δ, IFN-ε, IFN-κ, IFN-τ, IFN-ω et IFN-ζ (souris)). L’IFN-α est produit généralement par 

les cellules immunitaires dont les monocytes et les cellules dendritiques. Tous les IFN de type I se fixent 

au même récepteur hétérodimérique formé par les sous-unités IFNAR1 et IFNAR2.        

L’IFN de type II est essentiellement composé par l’IFN-γ. Il n’est pas directement sécrété par les cellules 

infectées mais par les cellules NK (Natural Killer) et les lymphocytes T.  

Les IFN de type III (IFN λ) sont divisés entre l’IFN-λ1 (IL-29), l’IFN-λ2 (IL-28A), l’IFN-λ3 (IL-28B) et l’IFN- λ4 

(584). Les IFN-λ peuvent être sécrétés par tous les types cellulaires dont les cellules épithéliales 

pulmonaires (585) durant une infection virale à la différence des IFN-α. Tous les IFN de type III se fixent 

sur le même récepteur hétérodimérique IFNLR formé par les sous-unités IFNLR1 (IL28Rβ) et IL10Rβ. 

Les IFN de type III se lient premièrement à la sous-unité IFNLR1. La seconde sous-unité est ensuite 

recrutée pour former un complexe permettant d’induire une cascade de signalisation.  
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Figure 52. Voies de signalisation de l’IFN de type I et de type III. Une fois la cellule infectée par un 
virus, celui-ci peut être détecté par des PRR cellulaires. Cette détection active l’expression et la 
sécrétion d’IFN (type I et type III). Les IFN lient leur récepteur et induisent leur propre production par 
la cellule infectée (fonction autocrine) ou par les cellules environnantes (fonction paracrine) afin de 
prévenir l’infection. Le récepteur de la voie de signalisation de l’IFN de type I est un hétérodimère 
composé de l’IFNAR2 et de l’IFNAR1. Pour la voie de l’IFN-III, celui-ci est également un hétérodimère 
formé de IFNLR1 et de IL-10Rβ. Les 2 sous-unités IFNAR2 et IL-10Rβ interagissent avec JAK1 et les 2 
sous-unités IFNAR1 et IFNLR1 interagissent avec TYK2. L’activation de la voie de signalisation conduit 
ensuite à l’assemblage du facteur de transcription ISGF3 permettant d’induire de multiples ISG après 
sa translocation dans le noyau (Adaptation de (586) et de (585)). (Schéma généré avec Biorender.com). 
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Malgré la présence de plusieurs récepteurs en fonction des différents types d’IFN, les voies de 

signalisation activées par les IFN de type I et III sont communes ainsi que leurs réponses 

transcriptionnelles ((587) ; (586) ; (585)) (Figure 52). D’une manière simplifiée, l’activation des kinases 

TYK2 (Tyrosine kinase 2) et JAK1 (Janus kinase 1) suite à la dimérisation des 2 sous-unités des 

récepteurs aux IFN permet d’induire la phosphorylation des facteurs de transcription STAT1 et STAT2 

(Signal Transducer and Activator of Transcription). Le facteur de transcription ISGF3 (Interferon-

Stimulated Gene Factor 3) est ensuite formé entre ces 2 protéines phosphorylées et la protéine IRF9. 

Ce facteur de transcription est transloqué dans le noyau et permet d’induire la transcription des ISG 

(Interferon-stimulated genes) en se liant aux séquences ISRE (Interferon-Sensitive Response Element). 

Plusieurs centaines d’ISG ont été décrits et codent pour des protéines qui, par divers mécanismes, 

permettent de restreindre l’infection virale ((588) ; (589)). L’enzyme OAS1 (2’-5’-oligoadenylate 

synthetase 1) inhibe par exemple l’infection virale et la production de virions notamment pour le 

SARS- CoV-2 (590). L’enzyme CH25H (Cholesterol-25-Hydroxylase) permet par exemple d’inhiber 

l’entrée virale en modifiant le métabolisme du cholestérol ((591) ; (592)).  

Les IFN de type I et III peuvent également être produits après la détection de PAMP (Pathogen-

Associated Molecular Patterns) par divers PRR cellulaires (Pattern-Recognition Receptors). La 

localisation des PRR au niveau des endosomes comme les Toll-Like Receptors (TLR3 et TLR4) ou dans 

le cytosol (RIG-I, MDA5 et cGAS) permet d’orienter la production d’IFN de type I ou de type III. La 

signalisation causée par le TLR4 au niveau de la membrane plasmique induit par exemple une réponse 

IFN de type III (593) alors que celle induite au niveau des endosomes active une réponse IFN de type I 

(594). D’une manière très simplifiée, la signalisation engendrée par les PRR permet d’activer des 

facteurs de transcription de la famille des IRF (Interferon Regulatory Factor). La formation de 

complexes entre ces IRF et le facteur NF-κB (Nuclear factor-Kappa B) entraîne l’expression des IFN 

lorsqu’ils sont transloqués dans le noyau (585).  

Les IFN sont sécrétés par les cellules infectées et peuvent à nouveau les auto-stimuler (fonction 

autocrine). Les IFN activent d’une manière paracrine les cellules non infectées environnantes afin de 

stimuler l’expression d’ISG et prévenir l’infection ((591) ; (585)).  

Depuis l’émergence du SARS-CoV-2, il a été montré que les IFN de type I et III jouent de multiples rôles 

cruciaux depuis les phases précoces jusqu’aux phases avancées de l’infection ((595) ; (596) ; (597) ; 

(598)). La réponse IFN au début de l’infection détermine notamment une protection plus ou moins 

élevée comme montré par un contrôle rapide de l’infection chez les enfants à la différence des adultes 

((519) ; (520) ; (521)). L’importance de la réponse IFN dans le contrôle de l’infection est également 

visible par la description de cas sévères en raison de déficiences pour les voies de la réponse IFN ((599) 
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; (600) ; (601)) et des mutations dans l’ISG codant pour OAS1 (602). Dès le début et tout au long de 

l’infection, le SARS-CoV-2 contrôle la réponse IFN par de multiples mécanismes d’évasion impliquant 

presque la totalité des protéines virales ((598) ; (603)). La protéine S inhibe par exemple la réponse IFN 

de type I en se fixant au facteur de transcription IRF3 (604). La réponse IFN est également contrôlée 

par l’inhibition de l’import nucléaire des facteurs de transcription IRF3 et STAT1 par la séquestration 

des sous-unités RAE1 et NUP68 du pore nucléaire (605). L’ensemble de ces études a contribué à 

proposer des moyens thérapeutiques en utilisant les IFN en combinaison avec des antiviraux. 

L’Intron A (IFN-α2b), l’Avonex (IFN-β1a) et le Peginterferon Lambda-1a (IFN-λ1) sont par exemples 

utilisés en clinique (606).  

   

V.1.7 Morphologie et composition cellulaire du tractus respiratoire humain et des EB reconstitués. 

Le tractus respiratoire humain est composé par les voies respiratoires hautes (voies nasales, le 

pharynx, le larynx et la trachée) et par les voies respiratoires basses (les poumons) (Figure 53). Les 

poumons assurent les échanges gazeux entre l’environnement extérieur et le sang en permettant 

d’assimiler le dioxygène et de libérer le dioxyde de carbone. L’air est acheminé dans les poumons au 

travers d’un arbre bronchique se ramifiant jusqu’aux alvéoles pulmonaires. Cet arbre bronchique est 

constitué par 23 ramifications commençant par la trachée puis les bronches, les bronchioles et se 

terminant par les alvéoles pulmonaires situées en partie la plus distale (607). Les alvéoles pulmonaires 

sont constituées de pneumocytes de type I (fonction de structuration) et de pneumocytes de type II 

(fonction sécrétrice de surfactant) permettant d’assurer les échanges gazeux (608). Les épithéliums 

nasaux possèdent une organisation tissulaire et cellulaire similaire aux épithéliums bronchiques. Ces 

épithéliums sont pseudostratifiés et polarisés. Ils se composent de cellules ciliées, de cellules 

sécrétrices de mucus, de cellules club et de cellules neuroendocrines (525). Sur la face apicale, les 

cellules à mucus ont un rôle de protection en produisent du mucus. Les cils des cellules ciliées 

permettent par des mouvements hélicoïdaux répétés, une élimination du mucus. Les cellules basales 

se situent sur la face basale des tissus et possèdent une fonction de soutien. 
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Figure 53. Composition du tractus respiratoire humain et des épithéliums bronchiques reconstitués 
de patients. (A) Schéma de l’organisation cellulaire et tissulaire des voies respiratoires humaines. Les 
voies nasales (voies respiratoires hautes) possèdent une organisation tissulaire et cellulaire similaire 
aux bronches et bronchioles pulmonaires (voies respiratoires basses). Les épithéliums pseudostratifiés 
sont polarisés et se composent de cellules ciliées, de cellules sécrétrices de mucus, de cellules club et 
de cellules neuroendocrines. Les cellules basales se situent sur la face basale des tissus. Les alvéoles 
pulmonaires sont constituées de pneumocytes de type I et II et permettent les échanges gazeux et 
l’assimilation de dioxygène dans le sang. (B) Schéma de la procédure utilisée pour générer les EB 
reconstitués de patients (adultes et enfants). Les EB sont reconstitués in vitro à l’interface air-liquide 
au moyen de cellules basales prélevées par biopsies ou par des brossages nasaux. Entre 24 et 48 EB 
sont produits pour chaque donneur et permettent des études comparatives. (Adaptation de (525) et 
de (609)). (Schéma généré avec Biorender.com).  
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Figure 54. Voies simplifiées de différenciation des cellules épithéliales respiratoires. Les cellules 
progénitrices basales peuvent se différencier en cellules suprabasales et peuvent générer à la fois les 
cellules club ou les cellules à touffe. Les cellules neuroendocrines sont produites par les cellules à 
touffe et les cellules ciliées et à mucus sont produites à partir des cellules club. Des marqueurs 
cellulaires permettent de différencier et de caractériser ces différents types cellulaires comme la 
cytokératine 5 (KRT5 ou CytK5) pour les cellules basales, la mucine 5AC (Muc5AC) pour les cellules à 
mucus, la tubuline acétylée (AcTub) ou encore FoxJ1 pour les cellules ciliées. (Adaptation de (610) et 
de (609)). (Schéma généré avec Biorender.com). 

 

Les cellules basales sont de plus des cellules progénitrices pouvant être identifiées par les marqueurs 

protéiques dont TP63 (transformation-related protein) ou les protéines du cytosquelette intermédiaire 

CytK5 (Cytokeratin 5) et KRT14 (Cytokeratin 14) ((611) ; (612)). A la suite d’une lésion et afin de rétablir 

l’intégrité de l’épithélium, les cellules basales se dédifférencient en cellules club (dont le marqueur est 

SCGB1A1) puis en cellules à mucus (marqueur MUC5AC) ou en cellules ciliées (marqueur FOXJ1 

(Forkhead box protein J1) et tubuline acétylée)) (Figure 54). Les cellules à mucus et les cellules club ont 

également la capacité de se dédifférencier en l’absence des cellules basales et devenir des cellules 

progénitrices (KRT5+/TP60+) ((613) ; (614)).  

Les cultures des EB sont établies selon le protocole décrit en figure 53B. Brièvement, des frottis 

bronchiques ou des biopsies bronchiques sont réalisés pour des patients adultes ou pour des enfants 

entre la troisième et la cinquième génération bronchique (501). Les EB sont générés à partir de la 

dédifférenciation des cellules basales collectées et amplifiées avec les prélèvements bronchiques. 

Après une mise en culture à l’interface air-liquide en présence de facteurs de croissance adaptés 

durant 21 j, les cellules basales initiales reconstituent des EB fonctionnels.  

L’avantage de ce modèle d’épithéliums respiratoires est qu’il utilise des cellules primaires de patients, 

plus proches du contexte physiologique des voies respiratoires humaines. Un autre avantage de ce 

modèle est de permettre des études comparatives entre des adultes, des enfants, des patients sains 



  Résultats 

 

170 
 

ou encore des patients avec des pathologies. Comme présenté en figure 53, (609) les EB sont 

pseudostratifiées et sont constitués des 3 types cellulaires identifiés, cellules ciliées, cellules à mucus 

et cellules basales. Ce modèle est déjà utilisé pour l’étude du SARS-CoV-1 (615) est du RSV (616). 

Depuis la pandémie de COVID 19, un nombre croissant d’études sur le SARS-CoV-2 a été réalisé avec 

ce modèle, soit commerciaux (509), soit avec des EB dérivés de patients adultes (617) ou d’enfants 

(618) comme ceux utilisés dans notre étude (510). D’autres travaux ont été menés avec des EB 

reconstitués à partir de cellules nasales ((619) ; (620)).   

Les résultats de nos travaux sur le SARS-CoV-2 sont présentés dans un premier temps sous la forme de 

l’article publié dans le journal PNAS (Beucher et al., 2022 (510) ; voir V.2). D’autres résultats 

complémentaires figurants dans la partie « Informations supplémentaires » de cet article mais 

également non publiés sont inclus et commentés dans la seconde partie (voir V.3).  
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V.2 Résultats publiés  
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V.3 Résultats supplémentaires 

 

V.3.1 L’IFN de type III restreint l’infection du SARS-CoV-2.   
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Figure 55. L’interféron de type III protège les EB de l’infection par le SARS-CoV-2. Des EB de l’adulte 

A11 sont édités par CRISPR/Cas9 pour le gène IFN-λ2 (Δ IFN) ou non (Sauvage). Les EB sont incubés 

(+SARS-CoV-2) ou non (NI) avec 1 200 PFU/épithélium puis lavés 1 h après infection. Après fixation (4 j 

après infection), une IF est réalisée avec les anticorps anti-N (vert) et anti-CytK5 (magenta) pour 

observer les cellules basales. La phalloïdine (rouge) marque le cortex d’actine. Le DAPI est utilisé pour 

visualiser les noyaux (bleu). (A) Vues globales des EB. Microscopie confocale (X10). Projection en Z 

(48 µm). (Barre d’échelle, 500 µm). (B) Vue agrandie et orthogonale d’un foyer d’infection (flèche 

blanche en (A)) de l’EB infecté (sauvage). (Barre d’échelle, 20 µm). (C) et (D) Reconstructions 3D de la 

zone imagée en (B), phalloïdine (rouge), DAPI (bleu). (E) Vue agrandie et orthogonale de la région de 

l’EB infecté (Δ IFN) (flèche jaune en (A)). (Barre d’échelle, 20 µm). (F) et (G) Reconstructions 3D de la 

zone imagée en (E), phalloïdine (rouge) et DAPI (bleu). 

Comme présenté dans Beucher et al. (510), nous avons montré que l’ajout d’IFN de type III exogène 

sur la face apicale d’EB d’adultes permet de restreindre l’infection du SARS-CoV-2. Pour confirmer ces 

résultats, des EB d’adultes dont l’adulte A11 ont été édités par CRISPR/Cas9 pour le gène IFN-λ2 (Δ IFN) 

ou non (Sauvage). Les EB ont été infectés avec 1 200 PFU/épithélium puis lavés 1 h après infection. 

Après fixation (4 j après infection), une IF a été réalisée avec les anticorps anti-N (vert) et anti-CytK5 

(magenta). Un marquage du cortex d’actine avec de la phalloïdine (rouge) a été également effectué 

afin de visualiser l’architecture tissulaire. Le DAPI permet de visualiser les noyaux (bleu). L’adulte A11 

est le seul à avoir montré un phénotype d’infection similaire à celui des enfants, c’est-à-dire que 

l’infection de l’EB du patient A11 est naturellement restreinte (510). L’analyse de la vue globale de l’EB 

infecté sauvage (Figure 55A) a révélé la présence de petites zones infectées (Figure 55B et 55C) et 

restreintes à une faible proportion de l’EB. La vue orthogonale (Figure 55B) montre la présence de 

cellules infectées (vertes) sous la forme d’un cercle en périphérie de ces zones endommagées. Les 

cellules au centre de ces zones sont également caractérisées par des signaux anti-CytK5 plus élevés 

que le reste de l’épithélium (Figure 55B, 55C et 55D). A la différence de l’EB sauvage, celui édité est 

infecté sur toute sa surface (Figures 57A, 57E, 57F et 57G). Les signaux anti-CytK5 sont élevés pour une 

très large proportion des cellules (Figure 55E et Figure 55G) comme pour celles situées au centre des 

zones infectées pour l’EB sauvage (Figure 55D). La formation des syncytiums ne semble pas affectée 

en raison de leur observation sur la face apicale de l’EB édité (flèches jaunes, Figure 55E) ou de l’EB 

sauvage (flèches blanches, Figure 55B). L’infection par le SARS-CoV-2 et par conséquent restreinte dans 

nos conditions expérimentales lorsque le gène IFN- λ2 est délété par CRISPR/Cas9.    
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V.4 Conclusion générale du chapitre. 

  

  

Figure 56. Modèle de la progression de l’infection du SARS-CoV-2 avec des EB reconstitués de 

patients. Le SARS-CoV-2 cible majoritairement les cellules ciliées. Les premières cellules infectées 

apparaissent 1 j après l’infection, d’où de nouveau virus sont produits et infectent de nouvelles 

cellules. Dès 3 j après infection, des syncytiums sont observés au niveau de la face apicale des EB avec 

un maximum atteint 4 j après infection. Un important endommagement des EB se caractérise par une 

destruction des cils, par une désolidarisation des jonctions et par la perte des syncytiums qui se 

retrouvent dans le surnageant apical. (Schéma généré avec Biorender.com). 

 

En étudiant l’infection du SARS-CoV-2 avec des EB reconstitués provenant d’adultes et d’enfants, nous 

avons pu montrer que les cellules ciliées des EB d’adultes sont les premières à être majoritairement 

ciblées dès 24 h après infection ((510) et Figure 56). L’infection se propage ensuite dès 48 h à 

l’intégralité des EB hormis pour quelques enfants et un seul adulte (Figure 55). Celle-ci reste en effet 

circonscrite au sein de zones circulaires infectées pour ces quelques individus. Cette protection 
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intrinsèque des EB semble corréler avec l’observation d’une réponse IFN de type III accélérée comme 

observée pour les EB d’enfants (510). Cette protection est également visible lorsque nous avons réalisé 

un traitement des EB d’adultes permissifs avec de l’IFN de type III exogène (IFN-λ3). De manière 

similaire aux IFN de type III, un rôle protecteur de l’IL-13 a également été décrit (621). Notre étude a 

montré une réponse pro-inflammatoire atténuée chez les EB d’enfants (510) comme décrit dans des 

études cliniques (519) ou in vitro ((520) ; (521)).  

La formation de syncytiums a également été observée sur la face apicale des EB d’adultes (510) et 

d’enfants comme pour d’autres travaux ((573) ; (574) ; (575) ; (576) ; (577)). Ces structures sont issues 

de la fusion de cellules infectées avec des cellules saines environnantes par un mécanisme dépendant 

de l’interaction entre la protéine S du SARS-CoV-2 et le récepteur cellulaire ACE2. Nous avons observé 

que les syncytiums sont positifs pour les marqueurs de cellules ciliées (tubuline acétylée) et de cellules 

basales (cytokératine 5). En raison de ces résultats, nous proposons que les syncytiums soient 

probablement issus de la fusion entre des cellules ciliées et des cellules basales sans exclure la 

possibilité que l’expression de la protéine CytK5 soit la conséquence de l’infection ou d’une 

dédifférenciation des cellules infectées (509). 
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Chapitre 6 

VI. Etude de l’infection d’épithéliums bronchiques reconstitués par l’Ad5.   

VI.1 Introduction générale.  

Si l’infection par l’Ad5 est très bien caractérisée dans les lignées cellulaires, très peu d’études ont été 

menées avec des modèles physiologiques primaires incluant les EB. Des données de l’infection d’EB 

par des vecteurs adénoviraux en thérapie génique existent, par exemple pour des essais de thérapie 

génique pour traiter la mucoviscidose (237). Une étude réalisée avec des EB a révélé une production 

de génomes viraux intracellulaires dès 24 h après infection mais également une production virale au 

niveau apical et basolatéral dès 4 j pi et se poursuivant à 8 j pi (622). Ces résultats suggèrent une 

transmission virale apicale probablement en raison de l’effet cytopathique de l’infection par l’Ad, 

caractérisé par un cycle de réplication lytique où de nombreuses particules virales sont libérées (346). 

Dans cette étude, les auteurs ont montré que l’Ad14 (groupe B) présente une internalisation du virus 

10 fois plus importante (1 h pi) et une production virale 1000 fois plus efficace que l’Ad5 (type C) dans 

ce modèle d’EB. Ce résultat semble en adéquation avec la présence des récepteurs CD46, DSG2 et des 

acides sialiques au niveau apical des EB. A la différence de ces récepteurs utilisés par le type B14, le 

récepteur CAR utilisé par l’Ad5 est présent au niveau des jonctions serrées, au niveau basal mais 

faiblement au niveau apical. Ceci est également en adéquation par le fait qu’une induction de la 

rupture des jonctions serrées par un traitement à l’EGTA a montré une meilleure efficacité pour le 

transfert de gènes avec des épithéliums de souris (623). De plus, la susceptibilité des EB peut être 

expliquée par le fait que l’Ad5 utilise initialement un variant mineur de CAR présent au niveau apical 

(296) et qui colocalise plus tardivement avec le corécepteur à la surface des cellules épithéliales (624). 

Malgré toutes ces observations, aucune étude à ce jour n’a encore été menée par microscopie afin de 

caractériser la cinétique d’infection de l’Ad5 avec des EB. De même, aucune donnée à haute résolution 

n’a encore montré quelles cellules sont les premières cibles de l’Ad5 et quelles sont celles infectées au 

cours de plusieurs cycles d’infection dans ce modèle. De manière similaire aux études précédentes 

menées pour le SARS-CoV-2, des résultats préliminaires avec une souche standard d’Ad5 et des EB 

d’adultes sont présentés dans la partie suivante.  

   

VI.2 Résultats préliminaires.  

VI.2.1 Etude de la cinétique d’infection d’EB d’adultes par une souche standard réplicative d’Ad5.   

Afin de caractériser l’infection des EB reconstitués à partir de cellules de patients adultes par l’Ad5, 

nous avons réalisé une cinétique d’infection. Des EB de l’adulte A11 (voir Beucher et al., 2022 (510)) 
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ont été infectés en parallèle avec 2,3 x 109 pp/épithélium (23 000 pp/cellule) puis fixés du jour 1 au 

jour 7 pi.  
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Figure 57. Etude de la cinétique d’infection d’EB d’adultes par une souche standard réplicative d’Ad5. 

Des EB d’adulte (A11) sont incubés avec 2,3 x109 pp/épithélium (souche standard) soit 1,3 x 108 

PFU/épithélium puis lavés 1 h après infection. Les EB sont étudiés vivants en (C) ou fixés en (A) et (B). 

Après fixation (jours 1 à 7 pour les EB infectés et jour 7 pour l’EB non infecté (NI)), une IF est réalisée 

avec les anticorps anti-DBP (vert) et anti-CytK5 (magenta) pour visualiser les cellules basales. Le DAPI 

(gris) est utilisé pour visualiser les noyaux en (B). (A) Vues globales des EB de la cinétique d’infection. 

Microscopie confocale (X10). Projections en Z (54 µm). (Barre d’échelle, 500 µm). (B) Vues des EB de 

la cinétique d’infection en plus fort grossissement. Microscopie plein champs (x20). (Barre d’échelle, 

50 µm). (C) Etude de la cinétique d’infection de l’EB fixé 7 j après infection en (A) et (B). La même 

portion de l’épithélium a été obtenue avant infection (NI) jusqu’à 7 j après infection. Microscopie plein 

champs en lumière visible (x5). (Barre d’échelle, 100 µm). 

 

Une souche virale standard réplicative d’Ad5 (génome sauvage) a été employée pour cette étude 

(ATCC). Nous avons choisi d’utiliser pour ces expériences une dose élevée de virus afin de s’assurer de 

l’établissement de l’infection virale avec ce modèle primaire. Cette dose de 23 000 pp/cellule est en 

effet 7 fois plus grande que celle utilisée pour infecter des U2OS. Après fixation, un double marquage 

avec les anticorps anti-DBP (signal vert) pour détecter les cellules infectées et avec l’anti-CytK5 (signal 

magenta) pour visualiser les cellules basales, a été réalisé par IF. L’analyse des vues globales des EB 

infectés par microscopie confocale (Figure 57A) et par microscopie plein champs (X20) (Figure 57B) 

révèle l’apparition de cellules infectées dès le premier jour pi (Figure 57B, triangles jaunes). Toutefois, 

dès 3 et jusqu’à 7 j pi, de nombreux foyers d’infection sont observés et augmentent en taille à mesure 

que l’infection progresse. L’apparition et l’augmentation de la taille des foyers infectés ont été 

étudiées par un suivi de la même région de l’épithélium infecté (jour 1 à 7). Le même suivi mais par 

microscopie plein champs, en lumière visible et avec un épithélium vivant a permis de mettre en 

évidence une apparition de zones blanches dès 3 j pi (Figure 57C, flèches rouges). Ce résultat corrèle 

avec la détection des foyers d’infection par IF (Figure 57B). Ces taches blanches deviennent ensuite 

sombres, augmentent en taille et sont observées dès 6 j pi (Figure 57C, flèches bleues). Cette transition 

d’un phénotype clair en phénotype sombre est certainement dû à l’effet cytopathique de l’Ad5. Les 

cellules infectées sont certainement lysées au sein des foyers d’infection, entrainant la formation de 

cavités dans lesquelles les signaux CytK5 sont absents (Figure 57B, flèches jaunes). Un 

endommagement local et une propagation de l’infection virale en périphérie des foyers est de plus 

visible au jour 7 mais également au jour 13 (Figure 60B). A la différence du SARS-CoV-2 où 1,2 x 103 

PFU par épithélium sont suffisantes pour l’établissement de l’infection sur l’ensemble de l’épithélium 

dès 2 j pi, l’infection par l’Ad5 est restreinte à un faible nombre de foyers. Ce nombre est en effet très 

faible en comparaison avec la dose virale de 2.3 x 109 pp par épithélium (1,3 x 108 PFU par épithélium) 

utilisée durant l’infection.      
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VI.2.2 Etude de l’infection des EB d’adultes par différentes quantités de particules d’Ad5.   

 

Figure 58. Etude de l’infection des EB d’adultes par différentes quantités de particules adénovirales. 

Des EB d’adultes (A13) sont incubés avec des quantités décroissantes de particules virales d’une 

souche standard d’Ad5 allant de 23 000 pp/cellule (correspondant à 2,3 x109 pp/épithélium) à 

10 pp/cellule. Les EB sont lavés (1 h après infection) puis étudiés vivants 8 j après l’infection en (A) et 

13 j après infection en (C). (A) Vues grossies d’une portion des EB non infecté (NI) et infectés. 

Microscopie plein champs (X5) en lumière visible. (Barre d’échelle, 100 µm). (B) Quantification du 

nombre total de foyers sombres d’infection par épithélium en fonction de la quantité de virus utilisée : 

10 pp/cellule (n = 2 foyers), 39 pp/cellule (n = 5), 156 pp/cellule (n = 13), 625 pp/cellule (n = 26), 2 500 

pp/cellule (n = 60) et 10 000 pp/cellule (n = 188). (C) Vues globales reconstituées manuellement des 

EB non infectés (NI) et infectés (13 j après l’infection). Microscopie plein champs (X5) en lumière visible. 

(Diamètre des épithéliums, 6 300 µm). 
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Pour savoir si la permissivité des EB d’adultes dépend de la dose d’Ad5 utilisée, des EB de l’adulte A13 

ont été infectés avec la souche d’Ad5 standard à différentes doses, à savoir 23 000, 10 000, 2 500, 625, 

156, 39 et 10 pp/cellule. La quantification manuelle du nombre total de foyers d’infection par 

épithélium (9 j pi) montre que ce nombre est proportionnel à la dose virale utilisée (Figure 58B). En 

effet le nombre de foyers est diminué d’un facteur d’environ 2,4 entre chaque dose. Cette étude révèle 

également qu’une dose virale au moins supérieure à 10 000 pp/cellule est nécessaire si nous voulons 

plus de 180 foyers à étudier. Pour le reste de nos expériences, une dose de 23 000pp/cellule a été 

choisie afin d’observer la formation d’un maximum de foyers infectés.  

   

VI.2.3 Caractérisation morphologique des foyers d’infection par l’Ad5.   

Pour mieux caractériser les foyers d’infection, une étude par microscopie confocale d’EB d’adultes a 

été menée 5 j pi et dans les mêmes conditions expérimentales que pour la figure 57B. Des doses 

identiques pour l’Ad5 (Figure 59A) et pour le virus Ad5 réplicatif mais délété (ΔE3) pour la région E3 

(Figures 61B et 61C), le même que celui utilisé avec les cellules U2OS ont été incubées avec les EB. 

Pour les 2 virus, des foyers d’infection sont présents en surface des EB et sont constitués de nombreux 

noyaux infectés comme indiqué par le marquage DBP (Figure 59C, droite). Comme pour la souche 

standard, des zones sombres caractérisant des foyers d’infection sont présentes pour la souche ΔE3 

(10 j pi). Des acquisitions à plus fort grossissement révèlent des signaux CytK5 plus élevés (Figure 59C, 

triangles blancs) et une accumulation de noyaux endommagés au sein des foyers de cellules infectées 

(Figure 59C, triangles jaunes). Ces observations suggèrent un remaniement possible des cellules 

basales à la suite de la destruction des cellules dans les foyers. L’infection avec le virus modifié Ad5-

ANCHOR montre également l’accumulation de génomes viraux répliqués (ponctuations OR3-GFP, 

flèches jaunes, Figure 59E) et de CR viraux (Figure 59E, flèches blanches). Une propagation virale 

rayonnant à partir du centre des foyers est également visible par des signaux DBP et OR3-GFP plus 

faibles en périphérie (Figure 59E). L’ensemble de ces données indique une propagation virale d’une 

cellule unique initialement infectée vers la périphérie et aboutissant à la formation d’un foyer 

d’infection. Si une production de génomes viraux peut être visualisée par l’infection du virus modifié 

Ad5-ANCHOR, ces expériences ne permettent pas d’étudier les conséquences de l’infection virale sur 

la structure de l’épithélium et la production effective de particules virales. Des études par microscopie 

électronique ont également été menées en parallèle. 
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Figure 59. Caractérisation morphologique des foyers d’infection viraux. Des EB d’adulte (A11) en (A) 

et d’un autre adulte non publié en (B), (C), (D) et (E) sont incubés avec 2,3 x109 pp/épithélium (souche 

standard d’Ad5) en (A), avec la même quantité de virus d’une souche réplicative délétée (ΔE3) en (B), 
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(C) et avec 2,3 x109 pp/épithélium (souche ΔE3) et la même quantité de virus Ad5-ANCHOR en (D) et 

(E). Les EB sont lavés 1 h après infection puis étudiés soit vivants (B), soit fixés (A, C, D et E). Après 

fixation aux jours indiqués, une IF est réalisée avec les anticorps anti-DBP (vert) et anti-CytK5 (magenta) 

pour visualiser les cellules basales en (A) et (C). Les anticorps anti-DBP (magenta) et anti-GFP (vert) 

sont utilisés en (D) et (E). Le DAPI est utilisé pour visualiser les noyaux (gris en (B) et bleu en (D) et (E)). 

(A) Vues globales d’un EB infecté 5 j après l’infection. Microscopie confocale (X10). Projections en Z 

(54 µm). (Barre d’échelle, 500 µm). (B) Vues grossies d’une portion d’EB vivant d’adulte infecté, 10 j 

après l’infection. Microscopie plein champs (X5 (haut) et X20 (bas) en lumière visible. (Barre d’échelle, 

100 µm (haut) et 50 µm (bas)). (C) Vue globale et vues agrandies d’un EB d’adulte infecté et fixé 5 j 

après l’infection. Microscopie confocale (vue globale : X10, vue agrandie du milieu et de droite : X20). 

Projection en Z (X10 : 48 µm, X20 : 20 µm). (Barre d’échelle, 500 µm (gauche), 100 µm (milieu) et 20 µm 

(droite)). (D) Vue grossie d’un EB d’adulte infecté et fixé 4 j après l’infection. Microscopie confocale 

(x20). Projection en Z (28 µm) (E) Vue orthogonale du foyer encadré en (D). Microscopie confocale 

(x63). (Barre d’échelle, 10µm).  
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Figure 60. Etude des foyers d’infection par microscopie électronique. Des EB d’adulte (A13) sont 
incubés en (A) avec 2,3 x109 pp/épithélium de souche d’Ad5 standard (soit 23 000 pp/cellule ou 
1,3 x 108 PFU/épithélium) et 10 000 pp/cellule en (B). Les EB sont lavés 1 h après infection puis fixés 
13 j après infection et étudiés par microscopie électronique en (A). En (B), une IF est réalisée avec les 
anticorps anti-DBP (vert) et anti-CytK5 (magenta) pour observer les cellules basales. La phalloïdine 
(rouge) marque le cortex d’actine. Le DAPI est utilisé pour visualiser les noyaux (gris). (A) Etude par 
microscopie électronique de cellules infectées d’un EB d’adulte 13 j après infection (coupes 
transversales ultrafines de 70nm). (Barre d’échelle, 2 µm (gauche) et 0,5 µm (droite). (B) Vues globales 
d’un EB d’adulte infecté 13 j après infection. Les vues du bas correspondent à des agrandissements du 
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foyer d’infection indiqué par le triangle blanc. Microscopie confocale (X10). Projections en Z (60 µm). 
(Barre d’échelle, 500 µm).          

L’infection par la souche standard réplicative d’Ad5 a également été étudiée par microscopie 

électronique (EM en anglais). Des EB d’adultes ont été infectés dans les mêmes conditions 

expérimentales (2,3 x 109pp /épithélium soit 23 000 pp/cellule) et fixés (13 j), c’est-à-dire, un temps 

relativement long pour laisser l’infection s’établir. Les observations de sections ultrafines d’EB (70 nm) 

montrent la présence de particules virales individuelles dans des noyaux (Figure 60A, triangles rouges) 

mais également sous une forme ordonnée caractéristique pour l’Ad5 (Figure 60A, triangles noirs). 

L’étude en parallèle d’un EB du même patient par IF avec les anticorps anti-DBP et anti-CytK5 montre 

de nombreux foyers d’infection visualisés par un signal DBP en périphérie. Le centre des foyers est 

dépourvu de signaux phalloïdine et CytK5 (Figure 60B, triangle blanc). Ces résultats suggèrent un effet 

cytopathique viral entrainant un endommagement local de l’EB. Ces observations démontrent que des 

particules virales sont produites et s’accumulent dans les noyaux de cellules épithéliales infectées d’EB. 

D’autres observations sont nécessaires pour mettre en évidence les conséquences de l’infection virale 

sur la morphologie de l’EB et des cellules infectées.  

     

VI.3 Conclusion générale du chapitre.  

L’ensemble de ces données préliminaires révèlent une permissivité très faible des EB d’adulte pour 

l’Ad5 comme déjà publié (622) par rapport à celle du SARS-CoV-2 (510). En effet, 1,2 x 103 PFU de 

SARS- CoV-2 par épithélium sont suffisants pour un établissement de l’infection sur la totalité des EB 

et ce, en moins de 48 h. Pour l’Ad5, malgré une dose virale importante (2,3 x 109 pp/épithélium soit 

1,3 x 108 PFU/épithélium), entre 3 et 4 j d’infection sont nécessaires à l’apparition de foyers d’infection. 

Ces foyers sont caractérisés par de nombreuses cellules infectées jointives et visibles par un marquage 

de la DBP. Malgré une augmentation de la taille de ces foyers, une grande partie de la surface 

épithéliale reste non infectée et ce, jusqu’à 13 j pi. Les résultats avec le virus modifié Ad5-ANCHOR par 

microscopie confocale ou avec le virus réplicatif sauvage par microscopie électronique ont révélé 

respectivement une accumulation de génomes viraux répliqués et de particules virales au sein de 

noyaux infectés. Par ailleurs, une propagation virale locale et du centre vers la périphérie des foyers 

d’infection a été démontrée par la présence de cellules infectées en phase précoce situées en 

périphérie des foyers. Un effet cytopathique par lyse des cellules au sein des foyers d’infection a 

également été observé avec ce modèle biologique. Ces études préliminaires sont en cours au 

laboratoire et permettront comme pour notre étude sur le SARS-CoV-2 de mettre en lumière si des 

différences existent entre adultes et enfants au moyen de ce modèle physiologique et pour différentes 

souches standards d’Ad.  
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Figure 61. Modèle de la chromatinisation réversible du génome viral par les chaperons d’histones au 

cours de l’infection par l’Ad5. Dans la particule virale, le génome viral est compacté par l’association 

de protéines virales VII. Une fois libéré dans le noyau, il est décondensé par TAF-Iβ. L’ADN viral pourrait 

être chromatinisé avec des histones cellulaires par HIRA (H3.3-H4) et par FACT (H2A-H2B) afin de 

permettre l’activation de la transcription des gènes précoces. La synthèse de la protéine virale DBP 

induit la formation des CR précoces (petites puis grosses ponctuations) et les protéines virales pTP et 

Pol permettent l’activation de la réplication des génomes viraux. La réplication du génome viral permet 

la production de nouveaux génomes ADN double brin nus et simple brin associés à des protéines DBP. 

Le recrutement de FACT dans les CR viraux pourrait permettre de maintenir les génomes viraux nus 

par l’éviction des histones. Les génomes viraux sont chromatinisés avec des histones afin d’activer la 

transcription des gènes tardifs. Le dépôt d’histones pourrait être réalisé par HIRA, (CAF1 ?) et FACT en 

périphérie des CR. FACT pourrait jouer également un rôle de remodelage de la chromatine virale au 

cours de la transcription. Les génomes viraux sont finalement compactés avec de nouvelles protéines 

VII par TAF-III dans les ViPR. Ils sont ensuite encapsidés pour former de nouvelles particules virales. 

  

Ces travaux de recherche ont porté sur l’étude des acteurs moléculaires impliqués dans le remodelage 

de la chromatine de l’Ad5. Ce remodelage est un processus nécessaire tout au long du cycle viral afin 

de permettre dans un premier temps l’expression des gènes viraux, puis la réplication du génome viral 

et enfin la production de nouveaux génomes encapsidés dans les particules virales. Une fois le génome 

viral libéré dans le noyau sous une forme compactée avec les protéines virales VII, celui-ci est 

premièrement décompacté par TAF-1β. Il va ensuite être remodelé et chromatinisé avec des histones 

cellulaires afin de mimer la chromatine de la cellule hôte. Cette étape est nécessaire à l’activation de 

la transcription des gènes viraux précoces puis de la réplication du génome viral. Les acteurs 

moléculaires ainsi que les mécanismes impliqués dans la chromatinisation du génome adénoviral sont 

très peu connus. Dans la cellule, la formation réversible des nucléosomes par le dépôt ou l’éviction 

d’histones est réalisée par les chaperons d’histones. Les chaperons d’histones peuvent être divisés en 

2 groupes. Le premier groupe comporte ceux impliqués dans le remodelage de la chromatine durant 

la réplication (dépendant de la réplication). Le second groupe contient ceux impliqués dans le 

remodelage de la chromatine de manière non couplée à la réplication (indépendant de la réplication) 

(Figure 61). Certains chaperons d’histones sont de plus spécialisés dans la manipulation des dimères 

d’histones H3-H4 et d’autres dans la gestion des dimères d’histones H2A-H2B. Nous nous sommes ainsi 

demandés si la chromatinisation des génomes viraux est réalisée au cours de la réplication du génome 

viral ou de manière indépendante.  

La réplication du génome viral s’effectue dans les CR, induits au cours de l’infection. Les CR sont des 

structures très dynamiques pouvant être visualisés par le marquage de la protéine virale DBP, 

directement impliquée dans la réplication du génome viral ainsi que par celui de la protéine cellulaire 

USP7 constamment recrutée dans les CR tout au long de la réplication virale. Des travaux récents ont 

montré que les CR viraux se comportent comme un liquide et se forment par LLPS (495). Les CR 
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adoptent premièrement une morphologie ponctiforme plus ou moins large (CR précoces) puis une 

morphologie en anneaux irréguliers d’une taille variable (CR tardifs) ((388) ; (326)). Aux stades les plus 

tardifs, la protéine Mybbp1a est relocalisée au centre de ces CR, à savoir dans les ViPR (388). Nous 

avons constaté que cette protéine se relocalise aussi autour des CR précoces lorsqu’elle est sur-

exprimée dans les cellules U2OS. Les ViPR sont des sites d’accumulation de génomes viraux. Comme 

la protéine VII y est également présente, il est très probable que les génomes viraux soient remodelés 

et compactés dans les ViPR avant leur incorporation dans les nouvelles particules virales. Les fonctions 

de la protéine Mybbp1a au cours de l’infection restent inconnues. Des travaux ont montré que cette 

protéine est un suppresseur tumoral (625) et qu’elle est impliquée dans la régulation de nombreux 

processus cellulaires et ayant un impact sur la physiologie des cellules cancéreuses comme la mitose, 

la senescence, la biogenèse des ribosomes, les régulations épigénétiques et la régulation du 

métabolisme. Comme pour Mybbp1a, les fonctions de la protéine USP7 restent également mal 

connues à ce jour malgré des rôles décrits durant l’infection par de nombreux virus (393). Une étude 

a par exemple révélé que USP7 est surexprimée au cours de l’infection du VSV, du virus Sendai et du 

virus Influenza A. La protéine USP7 permet un échappement de la réponse immunitaire innée en 

inhibant la voie JAK-STAT1 de la voie de l’IFN de type I (626). En ce qui concerne l’Ad, une étude récente 

a révélé une interaction directe entre la protéine USP7 et la protéine DBP (627). La mutation d’un motif 

de liaison de la protéine USP7 dans la région C terminale de la protéine DBP suffit à inhiber la formation 

des CR viraux sans altérer sa liaison avec USP7. Cette mutation suffit également à inhiber la réplication 

des génomes viraux et l’expression des protéines tardives.  

Pour étudier si la chromatinisation des génomes viraux avec des histones cellulaires est réalisée au 

cours de la réplication du génome viral ou de manière indépendante, nous nous sommes 

premièrement demandés si les CR viraux sont des compartiments riches ou pauvres en histones 

cellulaires. 

Comme l’étude pour le variant d’histone H3.3 (357), nous avons démontré que les CR viraux et les ViPR 

sont dépourvus des histones H2A, H2B, H4 ainsi que les 2 variants d’histones H3.1 et H3.3. Nos 

expériences avec le virus Ad5-ANCHOR ont montré qu’il est possible de détecter des premiers signaux 

OR3-GFP sous la forme de ponctuations à partir de 8 h après infection. Ces ponctuations correspondent 

à des zones d’accumulation de génomes viraux qui s’élargissent ensuite et qui excluent la chromatine 

cellulaire. Nous avons en effet constaté que ces zones sont caractérisées par des signaux faibles pour 

la protéine H2B-tdiRFP. De manière similaire à la réplication du génome de l’Ad5, celle du génome du 

parvovirus canin (CPV) (441) et du HSV-1 (628) se réalise également dans des zones intranucléaires qui 

s’agrandissent et qui excluent la chromatine cellulaire et l’histone H2B. Le rôle de l’exclusion des 

histones des CR viraux reste encore inconnu. Il est cependant possible que cette compartimentation 
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soit nécessaire à la réplication virale mais permette également de contrôler la chromatinisation des 

génomes viraux en périphérie ou à l’extérieur des CR viraux. Ce contrôle pourrait aussi impliquer des 

chaperons d’histones cellulaires. 

Nos travaux ont permis de mettre en évidence une relocalisation sélective de plusieurs chaperons 

d’histones dans les CR viraux au cours de l’infection par l’Ad5. Les chaperons d’histones HIRA et DAXX 

sont relocalisés au niveau des CR tardifs et les chaperons d’histones CAF1, NAP1L4 et FACT sont 

relocalisés et fortement enrichis à la fois dans les CR précoces et les CR tardifs. D’autres chaperons 

d’histones comme ASF1 et NASP ont également été observés dans les CR sans y être autant enrichis 

que CAF1, FACT et NAP1L4. La relocalisation des sous-unités p150 et p60 de CAF1 dans les CR précoces 

est en accord avec des travaux antérieurs (357). Nos analyses ont toutefois révélé pour la première 

fois que ces 2 sous-unités sont également relocalisées dans les CR tardifs. Ces observations suggèrent 

de possibles fonctions de CAF1 dans le remodelage de la chromatine virale et dans la chromatinisation 

des génomes viraux en raison de son rôle décrit dans le dépôt de novo de dimères H3-H4 de manière 

dépendante de la réplication de l’ADN cellulaire (82). En raison d’un rôle de CAF1 et PCNA au cours de 

la réponse de dommage de l’ADN ((100) ; (101)), il est également possible que CAF1 puisse être 

impliqué dans le dépôt de dimères d’histones H3.1-H4 durant l’infection par l’Ad5 (629). L’association 

possible de CAF1 avec des dimères d’histones H3.3-H4 (95) peut laisser supposer son implication dans 

le dépôt du variant d’histone H3.3. Des études ont cependant constaté aucun impact sur l’association 

des génomes viraux avec l’histone H3, 12 h après infection de cellules HeLa lorsque la sous-unité p150 

est déplétée par ARN interférence (357). Ces résultats suggèrent que le chaperon d’histone CAF1 n’est 

probablement pas impliqué dans la chromatinisation des génomes viraux dans ces conditions 

expérimentales. Il est toutefois possible que la déplétion de la sous-unité p150 ne soit pas totale 

comme proposé par les auteurs. Malgré une relocalisation de DAXX aux CR tardifs dans les cellules 

U2OS, l’étude de ce chaperon d’histone a été exclue en raison de sa dégradation observée au cours de 

l’infection par l’Ad5 de cellules humaines hépatocytaires (358). En ce qui concerne HIRA, les travaux 

de Giberson et al., (353) ont montré que ce candidat n’a pas de rôle dans le dépôt de dimères 

d’histones H3-H4 pour l’Ad5 sauvage alors que nous avons observé la relocalisation d’HIRA au niveau 

des CR tardifs dans les cellules U2OS. Un rôle d’HIRA a cependant été montré pour le dépôt du variant 

d’histone H3.3 avec des vecteurs adénoviraux et non pour le virus sauvage (359). L’étude de ce 

chaperon d’histone a été exclue en raison de nombreux travaux contradictoires et peu concluants sur 

son rôle possible au cours de l’infection par l’Ad5. Le chaperon d’histone ASF1 a également été exclu 

en raison de son rôle de donneur de dimères d’histones et non d’une implication directe dans le dépôt 

d’histones.  
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En revanche, la relocalisation et le fort enrichissement des 2 sous-unités SSRP1 et Spt16 du chaperon 

d’histone FACT dans les CR précoces et les CR tardifs, suggèrent un rôle possible de ce chaperon 

d’histone au cours de l’infection. Nous avons fait le choix d’étudier FACT au détriment de l’autre 

candidat prometteur NAP1L4 en raison d’une meilleure caractérisation de FACT dans la littérature et 

pour ses multiples fonctions dans le remodelage de la chromatine. FACT est en effet impliqué dans la 

chromatinisation réversible durant la réplication, la transcription et la réparation de l’ADN. Nos travaux 

avec des épithéliums bronchiques reconstitués (EB) de patients ont également montré un 

enrichissement de FACT dans des structures sphériques ou sous la forme d’anneaux semblables à des 

CR viraux. Ces résultats obtenus avec un modèle plus proche de la physiologie de l’infection de l’Ad5, 

récapitulent ceux obtenus avec des lignées cellulaires. Nos travaux ont également permis d’observer 

un recrutement et une association à la fois de la sous-unité SSRP1 de FACT et de la sous-unité p150 de 

CAF1 avec des génomes viraux. La surexpression de la protéine SSRP1 nous a permis de constater son 

accumulation au cours de la progression de l’infection sous la forme de très nombreuses ponctuations 

à l’intérieur de zones dépourvues d’histones. Ces résultats sont en adéquation avec un recrutement 

de la sous-unité SSRP1 de FACT au niveau des génomes viraux. Nos expériences de surexpression de la 

protéine SSRP1 ont permis de constater également une association de SSRP1 au niveau des CR viraux. 

Nous avons également constaté un recrutement des sous-unités p60 et p150 endogènes de CAF1 au 

niveau des CR viraux qui colocalisent avec la sous-unité SSRP1. Ces résultats suggèrent que les 2 

chaperons d’histones CAF1 et FACT puissent être recrutés simultanément au niveau d’un même 

génome viral et être tous les 2 impliqués dans son remodelage (Figure 61). D’autres études avec le 

HSV-1 ont également montré un recrutement de la sous-unité SSRP1 sur le génome viral d’une manière 

dépendante de la protéine virale ICP22 (630). Ces travaux ont en effet montré que l’interaction entre 

ICP22 et SSRP1 est nécessaire au recrutement de FACT dans les CR viraux. L’absence de la protéine 

ICP22 entraine un défaut de l’élongation de la transcription en induisant une diminution globale de la 

transcription des gènes viraux. Ces travaux montrent par conséquent le rôle de FACT dans la 

transcription des gènes du HSV-1. Ils suggèrent aussi un rôle possible de FACT dans le remodelage de 

la chromatine du HSV-1 et un rôle similaire pour l’Ad5. Les mécanismes moléculaires déterminant les 

changements de la morphologie des CR viraux ainsi que ceux impliqués dans l’exclusion sélective de 

protéines virales et de protéines cellulaires de ces zones comme les chaperons d’histones et les 

histones cellulaires restent encore méconnus. Nous nous sommes questionnés sur le rôle possible de 

la séparation de la LLPS dans l’exclusion et le recrutement sélectif de molécules.  

Les travaux de Komatsu et al., ont montré que la protéine DBP, est capable à elle seule de former des 

MLO (357). Ces travaux ont montré que ces MLO intranucléaires excluent la chromatine cellulaire et 

sont dépourvus du variant d’histone H3.3. Nos recherches ont montré que, de manière similaire, la 
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sous-unité de FACT SSRP1 possède la capacité à former des MLO lorsqu’elle est surexprimée. Comme 

précédemment décrit, les MLO intranucléaires formés par la protéine DBP mais également ceux 

formés par la protéine SSRP1 ont individuellement la propriété d’exclure la chromatine cellulaire et 

l’histone H2B. La surexpression de ces 2 protéines permet leur colocalisation à l’intérieur de 

gouttelettes intranucléaires sphériques plus ou moins grandes conservant la propriété d’exclure la 

chromatine cellulaire. Ces résultats récapitulent la colocalisation de la protéine DBP et de la protéine 

SSRP1 au sein des CR viraux. Nos observations suggèrent un modèle dans lequel la protéine SSRP1 peut 

être recrutée dans les CR viraux de manière indépendante à son association avec une protéine virale 

ou aux génomes viraux. Seule la protéine SSRP1 entière a été utilisée durant nos recherches. Il serait 

intéressant de déterminer la ou les portion(s) minimale(s) de cette protéine nécessaire(s) à la 

formation des MLO. La surexpression de mutants tronqués pour les différents domaines de la protéine 

SSRP1 permettrait cette identification. Une fois ce(s) domaines identifiés, il serait également 

intéressant de réaliser des expériences de co-expression entre les mutants tronqués de la protéine 

SSRP1 et la protéine DBP. Ces études permettraient d’analyser les fragments de la protéines SSRP1 

pouvant colocaliser ou non avec les MLO formés par la protéine DBP. Des expériences similaires ont 

notamment été menées in vitro et in cellulo pour la nucléoprotéine (N) du SARS-CoV-2. La protéine N 

purifiée possède la capacité de former in vitro des MLO avec le génome viral purifié ((631) ; (632)). Ces 

études ont par exemple permis de démontrer que tous les domaines de la protéine N dont les 

domaines IDR sont nécessaires à la formation de MLO (632). Ces expériences ont permis l’élaboration 

d’un modèle des réseaux d’interactions entre la protéine N et le génome viral (631). De manière 

similaire à la protéine N, beaucoup de protéines nucléaires et de protéines liant la chromatine sont 

enrichies en IDR (633). Une des caractéristiques des chaperons d’histones dont les 2 sous-unités de 

FACT est de comporter également de nombreux domaines IDR. Ces domaines jouent des rôles majeurs 

dans les fonctions des chaperons d’histones en favorisant leur association aux histones, leur dépôt et 

leur éviction. Par exemple, la délétion du domaine IDR C terminal de la sous-unité Spt16 de FACT 

diminue d’un facteur 6 son association aux histones H2A-H2B (634). En étudiant le degré de désordre 

par l’analyse des séquences en acides aminés des chaperons d’histones avec le logiciel PONDR, nous 

avons pu mettre en évidence leur enrichissement en IDR (données non montrées) comme d’autres 

travaux (107). Le rôle de ces domaines IDR dans la formation des MLO reste encore inconnu. Il est 

possible que ces domaines IDR soient cruciaux pour leur recrutement dans les CR viraux. 

Notre étude des MLO formées individuellement par les protéines DBP et SSRP1 a démontré plusieurs 

caractéristiques en faveur d’une formation par LLPS. La morphologie sphérique de ces MLO excluant 

la chromatine cellulaire, leur accessibilité partielle à certains anticorps mais surtout leur capacité de 

fusionner entre elles après un contact sont en effet des arguments en faveur d’une formation par LLPS. 
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En décomposant les CR viraux et en étudiant leurs constituants individuellement, les résultats de nos 

travaux comme d’autres (495) sont des arguments forts en faveur d’une formation des CR viraux par 

LLPS. Il serait intéressant de réaliser des expériences similaires avec les mutants tronquées pour les 

différents domaines de la protéine SSRP1 pouvant former des MLO. Il serait également intéressant 

d’étudier la mobilité moléculaire interne de ces MLO par FRAP. Ces travaux permettraient de mieux 

comprendre quel(s) domaine(s) de la protéine SSRP1 est (sont) nécessaire(s) à la formation des MLO 

par LLPS et à leurs propriétés dynamiques. 

Notre étude du rôle de FACT par une approche pharmacologique avec les curaxines (CBL0100 et 

CBL0137) a montré un fort effet inhibiteur de CBL0100 et un plus faible effet pour CBL0137 sur la 

formation des CR viraux (à dose égale). Nous avons en effet montré que l’ajout de 100 nM de CBL0100 

en début d’infection suffit à inhiber totalement la formation des CR viraux 16 h après infection et 

presque totalement 24 h après infection. Nous avons constaté que cet effet est diminué si la drogue 

est ajoutée plus tardivement au cours de l’infection. Un ajout de celle-ci à 16 h ne permet plus 

d’observer de changements que ce soit pour la formation des CR viraux mais aussi pour la synthèse de 

la protéine virale DBP et des protéines structurales fibre, penton et hexon. Comme la curaxine est une 

drogue, il est également possible qu’elle ait d’autres cibles pouvant inhiber directement ou 

indirectement la progression du cycle viral. De récents travaux ont montré une forte induction de la 

réponse IFN et de l’expression d’ISG lorsque FACT est inhibé par l’utilisation du CBL0137 ou par la 

déplétion de sa sous-unité Spt16 (635). Ces mêmes travaux ont permis de mettre en évidence que les 

2 stratégies présentées précédemment pour inhiber le chaperon d’histone FACT permettent d’inhiber 

l’infection par de nombreux virus dans les virus Zika, l’influenza et le SARS-CoV-2. Il serait par 

conséquent intéressant d’analyser l’impact de la curaxine sur la réponse IFN au cours de l’infection par 

l’Ad5. De même, il serait intéressant d’étudier le rôle de FACT dans la réplication de l’Ad5 en utilisant 

l’ARN interférence pour dépléter individuellement les 2 sous-unités SSRP1 et Spt16 de ce chaperon 

d’histone. Des analyses par IF et par western blot de cellules infectées 30 h et 52 h permettraient 

d’évaluer si la déplétion des sous-unités de FACT impacte la formation des CR et l’expression de la 

protéine DBP et des protéines de structure fibre, penton et hexon. La détermination de la quantité de 

génomes viraux dans le surnageant des cellules infectées par qPCR permettraient d’évaluer si la 

déplétion des sous-unités de FACT impacte la production de nouvelles particules virales. Ces résultats 

seraient complétés par la mesure du titre viral des surnageants des cellules infectées (plages de lyses).  

L’ensemble de ces résultats suggère un possible rôle de FACT dans la chromatinisation réversible du 

génome de l’Ad5. En raison des multiples fonctions de FACT dans le remodelage de la chromatine 

durant la réplication, la transcription et la réparation de l’ADN cellulaire, nous faisons l’hypothèse 

d’une intervention de FACT dans la chromatinisation du génome viral à différentes étapes du cycle 
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viral (Figure 61). Il est ainsi possible que FACT permette le dépôt de dimères d’histones H2A-H2B au 

début du cycle viral afin d’activer l’expression des gènes précoces. FACT pourrait intervenir dans le 

dépôt d’histones H2A-H2B au cours de la réplication virale en périphérie de la PRZ des CR viraux en 

raison de son fort enrichissement dans les CR précoces et tardifs. Il est aussi possible que FACT soit 

impliqué dans le dépôt d’histones H2A-H2B ou uniquement dans le remodelage de la chromatine pour 

la transcription des génomes viraux en périphérie des CR précoces. En raison de la capacité de FACT à 

remodeler et à détacher des dimères d’histones H2A-H2B des nucléosomes, il est possible que FACT 

ait un rôle dans la déchromatinisation des génomes viraux dans les CR viraux afin de maintenir une 

population de génomes nus. Il est également possible que cette même fonction de FACT puisse 

intervenir plus tardivement afin de produire de nouveaux génomes déchromatinisés finalement 

accumulés dans les ViPR. 

         

  

Au cours de la pandémie de COVID19, ces travaux de thèse ont également porté sur l’étude de 

l’infection de l’Ad5 et du SARS-CoV-2 dans des épithéliums bronchiques reconstitués.  

  

L’infection par le SARS-CoV-2 se propage rapidement sur l’intégralité des EB d’adultes à la 

différence de nombreux EB d’enfants en ciblant d’abord les cellules ciliées.    

Des analyses par IF et par microcopie 24 h après infection ont permis d’identifier comme pour d’autres 

études ((617) ; (509) ; (618)) que les premières cellules majoritairement ciblées par le SARS-CoV-2 sont 

les cellules ciliées. L’étude de cinétiques d’infections a révélé que pour la majorité des patients 

analysés (adultes et enfants), l’infection se propage dès 48 h sur l’intégralité des EB hormis pour 

quelques enfants et pour un seul adulte. Si l’infection reste circonscrite au sein de zones circulaires 

infectées pour ces quelques individus, une propagation de celle-ci en périphérie de ces zones a 

également été observée. 

 

Une réponse IFN de type III accélérée protège les EB du SARS-CoV-2.    

Ces travaux nous ont cependant permis de faire une corrélation entre la protection intrinsèque des EB 

et une production accélérée d’IFN de type III comme observée pour les EB d’enfants et par d’autres 

travaux ((520) ; (519)). Nous avons de plus constaté comme pour d’autres études ((519) ; (520) ; (521)), 

une réponse pro-inflammatoire plus atténuée pour les EB d’enfants. Cette protection a également été 

démontrée avec des EB d’adultes permissifs par un traitement avec de l’IFN de type III exogène 
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(IFN- λ3). Dans ce cas, nous avons constaté une restriction de l’infection qui à la différence d’une 

réponse défective de l’IFN de type III (IFN-λ2), promeut l’infection. 

 

Des syncytiums se forment à la surface des EB infectés : un rôle dans la propagation du 

SARS- CoV- 2 ?    

Ces travaux ont permis d’observer de manière similaire à d’autres études ((573) ; (574) ; (575) ; (576) ; 

(577) ; (510)) la présence de structures sphériques polynucléées (syncytiums) dès 4 jours après 

infection sur la face apicale d’EB d’adultes et d’enfants. Nous avons observé que les syncytiums sont 

positifs pour les marqueurs des cellules ciliées et des cellules basales. Comme nous ne pouvons étudier 

que des échantillons fixés et non suivre la formation des syncytiums, ces syncytiums sont très 

certainement issus de la fusion entre des cellules ciliées et des cellules basales. Nous n’excluons pas la 

possibilité que l’expression de la cytokératine 5 soit la conséquence de l’infection ou d’une 

dédifférenciation cellulaire des cellules infectées (509). L’observation des EB 7 j après infection a révélé 

une disparition des syncytiums. En étudiant les syncytiums libérés au niveau de la face apicale d’EB 

d’adultes, nous avons pu montrer que ces structures contenant des particules virales, ont la capacité 

de transmettre l’infection. 

 

Quel lien entre une taille augmentée des syncytiums au cours de l’infection par les variants du 

SARS-CoV-2 et la transmission/pathogénicité ?    

Seule la souche de SARS-CoV-2 originelle (BetaCoV/IDF0372/2020) a été utilisée pour ces travaux. 

L’émergence de nouveaux variants du SARS-CoV-2 tout au long de la pandémie (525) nous questionne 

sur l’impact que les mutations dans la protéine S de ces variants pourraient avoir sur l’infection des EB 

d’adultes et d’enfants mais également sur la formation des syncytiums (559). Des travaux avec des 

lignées cellulaires ont montré que les variants Alpha, Beta et Delta forment des syncytiums de taille 

supérieure à celle des syncytiums de la souche originelle. Le virus Delta possède la protéine S la plus 

fusogène corrélant avec une production plus élevée de cytokines inflammatoires ((636) ; (637) ; (638)). 

D’autres travaux ont montré que la substitution D614G dans la protéine S présente pour tous les 

variants permet d’augmenter la formation des syncytiums (639) en corrélation avec une réplication 

virale et une transmission augmentée chez le hamster (640). Malgré la présence de cette mutation 

pour le variant Omicron, d’autres mutations dans la protéine S sont à l’origine d’une formation 

diminuée des syncytiums ((582) ; (641)). Ceci a été montré par la nécessité pour Omicron de plus de 

molécules d’ACE2 que les autres variants pour que des cellules exprimant la protéine S fusionnent avec 

des cellules exprimant la protéine ACE2 (641). Comme les cellules pulmonaires possèdent moins de 

molécules d’ACE2 que les cellules dans le nasopharynx, ces résultats pourraient expliquer pourquoi le 
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variant Omicron se réplique très peu dans les tissus pulmonaires in vitro avec des modèles 

d’organoïdes ((642) ; (643)) et in vivo ((644) ; (645) ; (646)). D’autres études ont montré une corrélation 

entre une forte réponse IFN et une faible réplication du variant Omicron à la différence du variant 

Delta avec des cultures pulmonaires (643). Alfi et al., ont montré que l’inhibition avec de la Ruxolitinib 

(inhibiteur de JAK1) de la signalisation de l’immunité innée permet de restaurer la réplication de ce 

variant dans les tissus pulmonaires. La destruction tissulaire par la formation des syncytiums pourrait 

induire un niveau élevé d’inflammation comme montré par une réponse IFN plus importante par 

l’activation de cGAS au niveau des syncytiums ((647) ; (648) ; (649)).    

Il existe un nombre restreint d’études à ce jour sur les variants avec des EB reconstitués de patients ou 

commerciaux. Des travaux sur les variants Alpha (650) et au moyen de pseudovirus (651) comportant 

la protéine S des souches Alpha, Beta, Gamma, Delta et Wuhan-Hu-1, ont toutefois révélé une plus 

forte infectiosité pour le variant Delta. Une forte infectiosité pour le variant Omicron a également été 

constatée avec un modèle différent d’organoïdes alvéolaires (652). 

 

Les EB sont faiblement permissifs à l’infection par l’Ad5.    

L’étude préliminaire de l’infection de l’Ad5 avec un faible nombre d’EB d’adultes a révélé une plus 

faible permissivité des EB à l’infection comme publié par ((653) ; (622) ; (654)) à la différence du 

SARS- CoV-2 (chapitre 5). L’utilisation de 1,2 x 103 PFU de SARS-CoV-2 par épithélium suffit à 

l’établissement d’une infection sur la totalité des EB en moins de 48 h. La cinétique d’infection pour 

l’Ad5 est en effet différente malgré une dose virale très importante (2,3 x 109 pp/épithélium 

correspondant à 1,3 x 108 PFU/épithélium). 

 

L’infection par l’Ad5 est circonscrite dans des régions des EB. 

Malgré l’apparition dès 24 h de très rares cellules infectées au niveau de la face apicale des EB, en 

adéquation avec une production de génomes viraux documentée par (622), 3 et 4 j d’infection sont 

nécessaires pour observer des foyers d’infection. Nous avons également constaté une accumulation 

de noyaux endommagés dans ces zones infectées ainsi qu’un élargissement de ces zones au cours de 

l’infection. Ces observations suggèrent que les cellules infectées sont endommagées puis lysées en 

raison de l’effet cytopathique induit par l’Ad5 (346). Nos analyses révèlent que l’infection se propage 

à la périphérie des zones infectées jusqu’à plus de 10 j après infection. Les raisons de cette localisation 

spécifique restent cependant encore inconnues mais elle pourrait être liée au récepteur CAR. 
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L’infection par l’Ad5 peut s’établir depuis les faces apicale et basale des EB. 

A la différence d’anciens travaux ayant rapporté une infection seulement possible depuis la face 

basolatérale des épithéliums (297), de récentes études ont montré la possibilité d’une infection depuis 

leur face apicale ((622) ; (655) ; (656)). Pour nos travaux, l’infection par l’Ad5 a en effet été réalisée au 

niveau de la face apicale des EB. 

  

La faible susceptibilité des EB pourrait être liée à la localisation du récepteur CAR et sa faible 

expression. 

Le degré d’expression du récepteur CAR et sa localisation pourrait expliquer la différence de 

susceptibilité entre les EB et les lignées cellulaires ainsi qu’une infection favorisée au niveau basolatéral 

des EB (657). La protéine CAR comporte 2 isoformes fonctionnels au niveau membranaire qui différent 

suivant la présence au niveau C-terminal de l’exon 7 (isoforme CARex7) ou de l’exon 8 (CARex8) après 

épissage (296). En fonction du modèle cellulaire utilisé, les quantités et la localisation de ces isoformes 

peuvent varier (657). Les travaux de Sharma et al., ont en effet montré de plus faibles quantités de 

protéines CARex7 et CARex8 exprimées par les épithéliums respiratoires humains (HAE) par rapport à des 

lignées cellulaires non polarisées. Les HAE ont par exemple des quantités environ 7 fois (CARex7) et 3 

fois (CARex8) inférieures par rapport aux cellules HEK-293 et des quantités environ 4 fois (CARex7) et 2 

fois (CARex8) inférieures par rapport aux cellules HeLa. Ces mêmes travaux ont permis d’observer la 

localisation de l’isoforme CARex7 au niveau des jonctions serrées basolatérales à la différence de 

l’Isoforme CARex8 se situant majoritairement au niveau de la face apicale dans le cytoplasme des 

cellules. Cette étude ne permet pas de savoir la proportion de protéines CARex8 exposées à la surface 

des épithéliums et directement accessibles aux virus. Toutefois, la transduction d’Ad5 (exprimant la β-

Galactosidase) par la face apicale est diminuée de 3 log en utilisant les épithélium polarisés Calu-3 et 

les HAE (EB) par rapport à des lignées cellulaires non-polarisées comme les cellules HeLa et HEK-293. 

Ces résultats sont en adéquations avec la faible susceptibilité/permissivité des EB d’adultes observée 

durant nos travaux. Il serait intéressant de déterminer systématiquement les quantités de protéines 

CARex7 et CARex8 comme pour les analyses de (657) pour chaque nouveau patient analysé afin de voir 

s’il existe une corrélation entre le niveau d’infection et la quantité de protéines CAR. D’autres études 

ont également montré une plus faible susceptibilité de l’Ad5 en utilisant des vecteurs adénoviraux à la 

différence des autres types Ad4 (type E), Ad3 (type B1), Ad21 (type B1) et Ad69 (type D) (654). Ces 

études sont en cours au laboratoire et permettront de mettre en lumière si l’infection d’EB par l’Ad5 

et par différentes souches standards d’Ad est similaire ou non entre les adultes et les enfants. 

A ce jour, aucune étude n’a encore été menée par microscopie pour caractériser les cinétiques 

d’infection de l’Ad5 ainsi que d’autres types d’Ad avec des EB de patients.   
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De même, les premières cellules infectées par l’Ad5 à partir de la phase apicale restent à être 

caractérisées plus en détails pour confirmer leur identité. Il est difficile d’imaginer que l’Ad5 cible les 

cellules basales dans un contexte physiologique. Les cellules ciliées sont très probablement ciblées en 

premier car elles sont exposées sur la surface apicale des EB et accessibles au virus à la différence des 

cellules basales. D’autres travaux avec des vecteurs adénoviraux suggèrent également que les cellules 

ciliées sont celles majoritairement ciblées par l’Ad2 (653). 
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