
 

 

 



Université de Montréal 

 

 

 

Nouvelle approche pour modifier le tropisme des vecteurs adénoviraux à 
l’aide de ligands bispécifiques 

 

 
 

par 

Maxime Pinard 

 
 
 
 
 
 

Département de microbiologie et d’immunologie 

Faculté de médecine 
 
 
 
 
 
 

Thèse présentée à la Faculté des études supérieures 

En vue de l’obtention du grade de doctorat  

En microbiologie et immunologie 

 

 

 
 
 

Octobre 2011 
©Maxime Pinard, 2011 



 

 

ii

 

Université de Montréal 

Faculté des études supérieures 

 

 
 

 

 
Cette thèse est intitulée : 

Nouvelle approche pour modifier le tropisme des vecteurs adénoviraux à 
l’aide de ligands bispécifiques 

 

 
 

Présenté par : 

Maxime PINARD 

 

 
 
 

a été évalué par un jury composé des personnes suivantes : 

        Hugo Soudeyns     _ 

Président-rapporteur 

         Bernard Massie      _ 

Directeur de recherche 
 

Anne-Marie Mes-Massons 
Membre du jury 

 
      Jacques J. Tremblay   _ 

Examinateur externe 
 

              Édward Bradley          _ 
Représentant du doyen 



 

 

iii

Résumé 
 
 
Mot-clé : Adénovirus, Changement de tropisme, IGF-IR, Tumeurs, Muscles 

 
 L’adénovirus a été étudié dans l’optique de développer de nouveaux traitements 

pour différentes maladies. Les vecteurs adénoviraux (AdV) sont des outils intéressants du 

fait qu’ils peuvent être produits en grandes quantités (1X1012 particules par millilitre) et de 

par leur capacité à infecter des cellules quiescentes ou en division rapide. Les AdVs ont 

subi bon nombre de modifications pour leur permettre de traiter des cellules tumorales ou 

pour transporter des séquences génétiques exogènes essentielles pour le traitement de 

maladies monogéniques. Toutefois, les faibles niveaux d’expression du récepteur primaire 

de l’adénovirus, le CAR (récepteur à l’adénovirus et au virus coxsackie), réduit grandement 

l’efficacité de transduction dans plusieurs tumeurs. De plus, certains tissus normaux comme 

les muscles n’expriment que très peu de CAR, rendant l’utilisation des AdVs moins 

significative. Pour pallier à cette limitation, plusieurs modifications ont été générées sur les 

capsides virales. L’objectif de ces modifications était d’augmenter l’affinité des AdVs pour 

des récepteurs cellulaires spécifiques surexprimés dans les tumeurs et qui seraient exempts 

dans les tissus sains avoisinant.  On peut mentionner dans les approches étudiées: 

l’utilisation de ligands bispécifiques, l’incorporation de peptides dans différentes régions de 

la fibre ou la substitution par une fibre de sérotypes différents.  

 

 Notre hypothèse était que les domaines d’interaction complémentaire (K-Coil et E-

Coil) permettraient aux ligands de s’associer aux particules virales et d’altérer le tropisme 

de l’AdV. Pour ce faire, nous avons inclus un domaine d’interaction synthétique, le K-Coil, 



 

 

iv

dans différentes régions de la fibre virale en plus de générer des mutations spécifiques pour 

abolir le tropisme naturel. Pour permettre la liaison avec les récepteurs d’intérêt dont 

l’EGF-R, l’IGF-IR et le CEA6, nous avons fusionné le domaine d’interaction 

complémentaire, le E-Coil, soit dans les ligands des récepteurs ciblés dont l’EGF et l’IGF-I, 

soit sur un anticorps à un seul domaine reconnaissant la protéine membranaire CEA6, 

l’AFAI.  

 

 Suite à la construction des différents ligands de même que des différentes fibres 

virales modifiées, nous avons determiné tout d’abord que les différents ligands de même 

que les virus modifiés pouvaient être produits et que les différentes composantes pouvaient 

interagir ensemble. Les productions virales ont été optimisées par l’utilisation d’un nouveau 

protocole utilisant l’iodixanol. Ensuite, nous avons démontré que l’association des ligands 

avec le virus arborant une fibre modifiée pouvait entraîner une augmentation de 

transduction de 2 à 21 fois dans différentes lignées cellulaires. À cause de la difficulté des 

adénovirus à infecter les fibres musculaires occasionnée par l’absence du CAR, nous avons 

cherché à savoir si le changement de tropisme pourrait accroître l’infectivité des AdVs. 

Nous avons démontré que l’association avec le ligand bispécifique IGF-E5 permettait 

d’accroître la transduction autant dans les myoblastes que dans les myotubes de souris.  

Nous avons finalement réussi à démontrer que notre système pouvait induire une 

augmentation de 1,6 fois de la transduction suite à l’infection des muscles de souriceaux 

MDX.  Ces résultats nous amènent à la conclusion que le système est fonctionnel et qu’il 

pourrait être évalué dans des AdVs encodant pour différents gènes thérapeutiques.  
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Abstract 

 

Key words : Adenovirus, Retargeting, IGF-IR, Tumours, Muscles 

 

 Adenoviruses have been studied as a way to develop new treatments for different 

diseases. Adenoviral vectors (AdV) are considered interesting tools for this propose, 

because they can be produced at high titers (1X1012 particles per millilitre) in laboratory 

and they have the capacity to infect non-dividing and dividing cells. AdV have been often 

modified in order to obtain the ability to kill tumour cells or to deliver exogenous genetic 

sequences essential to treat monogenic disease. However, weak expression of the primary 

adenovirus receptor, the CAR (Coxsackie and adenovirus receptor) reduces greatly the 

transduction efficiency of AdV for the tumour cells.  Moreover, some normal tissues 

express low amount of CAR, like the skeletal muscle, reducing the appeal of using AdV as 

a gene delivery vehicle for this tissue. To address this problematic, many modifications 

were done on the adenoviral capsid. The goal of these modifications were to generate an 

AdV able to target specific cellular receptors that were expressed in tumour cells but not in 

normal cells.  Several approaches were done to modify the tropism of AdV, such as 

incubation with a bispecific ligands, incorporation of peptides within the adenoviral fiber 

structure or substitution of the viral fiber with a different serotype fiber. 

 

  The hypothesis of my project was to determine if an interaction domain fused within 

a ligand could bind the complementary domain incorporated on a virus and change the 

tropism of the AdV. The first step was to include a synthetic interaction domain, the K-
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Coil, within specific region of the adenoviral fiber, as well as inserting two point mutations 

to abolish the natural tropism. To target the EGF-R, IGF-IR and the CEA6, we fused the 

complementary interaction domain, the E-Coil, to the respective ligand known as the EGF 

and the IGF-I or to a single domain antibody (known as AFAI) that bind specifically to 

CEA6.  The specific interaction between the E-Coil and K-Coil was used to associate the 

ligand with the fiber in order to retarget the AdV toward the selected receptor. 

 

 We showed that the different ligands as well as the modified fibers could be 

produced and that both E-Coil and K-Coil expressing partners could interact together.  We 

optimized the viral production by using an iodixanol purification protocol.  More 

importantly, we clearly demonstrated that the ligand association with the fiber could 

increase the transduction efficiency between 2 to 21 fold against various tumour cells. The 

difficulty of adenovirus to infect muscle cells because of the lack of CAR expression 

brought us to evaluate the potential of our retargeted AdV to increase the transduction for 

the tissue. We showed that the use of IGF-E5 could increase the transduction efficiency in 

myoblasts as wells as in myotubes. We finally demonstrated that our retargeting system 

could increase the transduction efficiency for skeletal muscle by 1,6 fold in new born MDX 

mice. In conclusion, our results show that the retargeting system is indeed functional. This 

system could be assessed using vectors that express therapeutic genes. 
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1.1 La thérapie génique 

 

 Le but premier de la thérapie génique est de permettre le transfert de séquences 

génétiques dans l’optique de pouvoir traiter différentes maladies chez les patients. En fait, 

le transfert de gène via l’utilisation de différents vecteurs devrait permettre de corriger la 

fonction des gènes responsables de maladies monogéniques (Hida et al., 2011;Al-Allaf et 

al., 2010;Goyenvalle and Davies, 2011;Yagi et al., 2011), d’induire la mort de cellules 

tumorales (Witlox et al., 2007;Natsume and Yoshida, 2008;Vachani et al., 2010) ou de 

prévenir l’apparition de certaines maladies en utilisant le transfert de gène en tant que 

vaccin (Bodles-Brakhop and Draghia-Akli, 2008). En ce qui concerne les maladies 

monogéniques, les gènes transduits devraient être exprimés seulement dans les cellules 

défectueuses, et ce, sur une période assez longue pour assurer la correction des défauts. Les 

corrections devraient rétablir le phénotype normal des cellules ciblées.  Dans le cas où la 

thérapie génique ciblerait des cellules tumorales, les vecteurs devraient être en mesure 

d’éliminer toutes les cellules tumorales sans altérer la survie des cellules normales 

avoisinantes.  

 

 Le transfert de séquences génétiques peut s’effectuer de différentes manières. En 

effet, énormément de travaux ont été effectués dans l’optique d’utiliser des vecteurs non 

viraux pour le traitement de plusieurs maladies. Ces vecteurs sont avantageux car ils sont 

versatiles, faciles à préparer et à entreposer (Elsabahy et al., 2011). Plusieurs approches 

peuvent être utilisées pour amener la séquence d’intérêt dans les cellules, dont l’ADN nu, 
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des complexes lipides-ADN ou encore, l’utilisation de différents types de polymères 

(Elsabahy et al., 2011). Les vecteurs viraux, pour leur part, sont beaucoup plus intéressants 

car ils peuvent transporter les séquences génétiques dans les cellules ciblées plus 

efficacement que les vecteurs non viraux. Par contre, les vecteurs viraux induisent souvent 

une réponse immunitaire contre les protéines virales. Mis à part ce désavantage, plusieurs 

vecteurs ont été étudiés à cause des avantages qui les caractérisent : l’intégration, leur vaste 

tropisme, leur facilité à être purifiés ou leur capacité d’encapsider de grands fragments 

d’ADN exogènes. En première partie, les rétrovirus, les virus associés à l’adénovirus 

(AAV) et les adénovirus seront abordés, mais l’emphase portera principalement sur les 

adénovirus.  

 

1.1.1 Différents vecteurs viraux utilisés 

 

 Les rétrovirus sont des virus à ARN simple brin qui ont la capacité d’intégrer leur 

génome au niveau des chromosomes des cellules infectées. C’est l’un des virus les plus 

utilisés lors d’essais cliniques après l’adénovirus en 2011 avec 20.7% des essais cliniques 

(http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/). En fait, il s’agit du premier virus 

à avoir permis le traitement d’une déficience génétique chez l’humain en 2000 soit la 

correction de la maladie X-SCID (Cavazzana-Calvo et al., 2000). Dans plusieurs patients, 

l’intégration de la séquence du rétrovirus s’est produit à proximité de l’oncogène LMO2. 

Cinq des patients traités ont développé une leucémie (Hacein-Bey-Abina et al., 2003) mais 

le traitement a tout de même permis la guérisson des autres patients. Toutefois, il n’est pas 

clair si le développement de la leucémie chez les patients est lié directement à la 
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surexpression du gène LMO2.  L’expression de l’IL2RG pourrait accroître le potentiel 

d’oncogène comme mentionné dans la revue de littérature de Biasco en 2012 (Biasco et al., 

2012). De plus, il serait possible que d’autres facteurs soient impliqués dans le 

développement qui serait indépendant du transgène ou du site d’insertion (Ginn et al., 

2010). Les lentivirus qui font partis de la famille des rétroviridae sont étudiés, ont aussi été 

impliqués dans des essais cliniques (http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed 

/clinical/). En plus des trois gènes retrouvés dans les rétrovirus (Gag, Pol et Env), le 

génome du lentivirus encode pour plusieurs protéines accessoires qui permettent aux 

lentivirus d’infecter des cellules quiescentes en plus des cellules en division rapide. Le 

tropisme naturel des rétrovirus ou des lentivirus est très limité mais il peut être changé en 

utilisant différentes glycoprotéines comme celle du VSV ou celle du GaLV mentionné dans 

la revue de Bouard (Bouard et al., 2009). Une autre limitation touche l’intégration non 

spécifique du génome viral. Dans certains cas, l’intégration du génome de rétrovirus ou de 

lentivirus peut mener à la surexpression des gènes trouvés à proximité des sites 

d’intégration. La surexpression serait causée par la présence des séquences LTR qui sont 

des promoteurs très puissants. De plus, après une certaine période de temps, une réduction 

de l’expression du transgène peut être mesurée.  Cette diminution est attribuée à la 

méthylation des cytosines et à la déacétylation des histones (Rivella et al., 2000). La 

réduction d’expression et la surexpression des gènes à proximité peuvent être résolues par 

l’utilisation de vecteurs SIN qui ont la capacité de s’inactiver lors de la transcription 

inverse.  En fait, les vecteurs SIN sont générés en éliminant une séquence précise dans le 

LTR retrouvé en 3’ du génome viral qui est ensuite transférée sur la portion 5’ lors de la 

transcription inverse (Yu et al., 1986). Ce transfert inactive l’activité transcriptionnelle du 
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virus. Les vecteurs SIN sont moins sensibles à la répression parce que les séquences du 

LTR qui sont ciblées par les méthylases ont été enlevées. De plus, l’inactivation des LTR 

empêche la surexpression des gènes qui pourraient se retrouver à proximité du site 

d’intégration (Yi et al., 2011). L’utilisation des vecteurs SIN produit par contre une moins 

grande quantité de particules virales et l’expression du transgène est réduite étant donné 

qu’elle n’est plus sous le contrôle des LTR (Yi et al., 2011). Tout de même, le transgène 

peut placé sous le contrôle de différent type de promoteur comme le CMV qui mène à 

d’excellent niveau d’expression.  

 

 Les virus associés à l’adénovirus (AAV) sont des virus à ADN simple brin dont la 

capside est d’une taille de 20 nm. L’AAV requiert la présence des protéines adénovirales 

pour qu’ils puissent se répliquer dans les cellules infectées. Tout comme les rétrovirus, 

l’AAV a la capacité d’intégrer son matériel génétique dans le génome des cellules 

infectées. La différence entre les deux virus est que l’AAV s’intègre plus fréquemment sur 

le site AAVS1 qui se retrouve sur le bras q du chromosome 19. L’AAV peut tout de même 

s’intégrer de façon non spécifique dans le génome des cellules (Deyle and Russell, 2009). 

L’intégration requiert cependant l’expression du gène REP qui est délété dans la majorité 

des vecteurs utilisés en essais cliniques. Cependant, les vecteurs AAV peuvent se maintenir 

de manière épisomique durant plusieurs années dans les tissus qui ne sont pas en division 

active, comme les tissus hépatiques ou les fibres musculaires (Duan et al., 1998;Nakai et 

al., 2001). Les AAV peuvent être produits en bonne quantité dans les laboratoires et la 

réponse immunitaire face à l’AAV est très faible. Lorsque l’AAV induit une réponse 

immunitaire, c’est que l’individu avait déjà été infecté par l’AAV ou que le système 
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immunitaire a bâti une réponse contre le transgène.  L’induction d’une réponse immunitaire 

contre le transgène est problématique car elle réduit l’expression de celui-ci (Bouard et al., 

2009). La petite taille de la capside et la présence de 11 différents sérotypes permettent aux 

AAV d’être utilisés pour infecter différents tissus comme les muscles squelettiques, les 

hépatocytes ou la rétine de l’œil (Mays and Wilson, 2011). Par contre, la taille de la 

cassette d’expression qui peut être encapsidée dans les vecteurs peut difficilement dépasser 

les 5 Kb. Pourtant, même avec plusieurs limitations, de nombreux essais cliniques ont été 

entrepris en utilisant l’AAV (Mingozzi and High, 2011). Le meilleur résultat provient 

probablement du rétablissement d’une protéine impliquée dans la maladie de Leber qui 

occasionne une perte graduelle de la vision chez l’humain. Le rétablissement de la protéine 

RPE65 a donc permis un rétablissement partiel de la vision des patients (Cideciyan, 2010).  

 

 Les vecteurs adénoviraux (AdV) sont des virus à ADN double brin avec une capside 

de 80 nM. L’adénovirus peut être utilisé pour de multiples raisons. D’une part, les 

adénovirus peuvent être produits en grande quantité (jusqu’à 1X1012 particules/mL) en 

laboratoire. Ensuite, comparativement à d’autres types de vecteurs, ils ont la capacité 

d’infecter autant des cellules quiescentes que des cellules en division rapide (Coughlan et 

al., 2010). L’intégration du génome adénoviral dans les chromosomes est un événement 

peu fréquent (Harui et al., 1999), favorisant l’utilisation de ceux-ci dans des systèmes où 

l’on cherche à obtenir une expression transitoire. De plus, certaines modifications sont à 

l’étude pour permettre l’intégration chromosomique du génome viral. L’énorme quantité 

d’encapsidation pouvant atteindre 37Kb qui peut être atteint chez l’adénovirus en fait un 

outil intéressant. Le meilleur exemple est le transport du gène de la dystrophine pour le 
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traitement de la dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) dont l’ADN complémentaire 

fait au-dessus de 14kB (Gilbert et al., 2003). Le large tropisme des adénovirus permet aussi 

de les utiliser dans le cadre de différentes approches thérapeutiques. Les connaissances du 

génome viral ont permis la modification de plusieurs de ses composantes dont la base 

penton (Wickham et al., 1996), les héxons (Alba et al., 2010), la protéine de la capside IX 

(Poulin et al., 2010), la protéine V (Puntener et al., 2011), de même que de la fibre virale et 

ce, de multiples manières (Coughlan et al., 2010). Les adénovirus ont été utilisés pour le 

transport d’une multitude de protéines cellulaires pour le traitement de maladies 

monogéniques comme la DMD. De plus, les adénovirus peuvent être armés avec différentes 

protéines pour éliminer les cellules tumorales comme des gènes suppresseurs de tumeurs, 

des protéines pro-apoptotiques ou des protéines immunorégulatrices. Les adénovirus ont 

aussi servi de vecteurs pour plusieurs gènes suicides (Kuhlmann et al., 2008). Bien qu’il ne 

fût pas le premier vecteur viral testé en essais cliniques, l’adénovirus est le premier virus à 

avoir été commercialisé pour le traitement des cancers. La GendicineTM est un AdV de 

première génération encodant pour le gène suppresseur de tumeur p53. Ce vecteur a été 

accepté par l’administration de la nourriture et des drogues de Chine (SFDA) comme 

traitement contre les cancers de la tête et du cou en 2003. Le virus ne contient pas la région 

E1 et la forme sauvage de p53 est sous le contrôle du promoteur du virus du sarcome de 

Rous. Par la suite, en 2006, un autre type de vecteur adénoviral, le H-101, a aussi été 

accepté par la SFDA comme traitement pour les tumeurs de la tête et du cou (Shi and 

Zheng, 2009). Ce virus, similaire à l’ONYX-015, est un virus réplicatif compétent 

n’exprimant plus la protéine virale E1B-55K nécessaire à la séquestration de la protéine 
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cellulaire p53.  Ce virus peut donc se répliquer dans les cellules tumorales mais pas dans les 

cellules normales exprimant la protéine p53. 

 

1.2  L'adénovirus 

 

1.2.1 Structure et classification 

 

 Les adénovirus ont été isolés pour la première fois dans les années 1950 à partir de 

cellules adénoïdes qui avaient été infectées (ROWE et al., 1953). Ce sont des 

nanoparticules icosaédriques de 90nm non enveloppées faisant partie de la famille des 

adénoviridae. Ils appartiennent au genre des mastadénovirus (virus de mammifère) qui sont  

 
 
Table 1 : Classification des différents sérotypes adénoviraux connus. 
Le tableau a été inspiré des travaux de Nicklin et de ses collègues (Nicklin et al., 2005). 
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divisés en huit classes distinctes (table 1) en fonction de leur caractère morphologique, de 

leur capacité à induire une hémagglutination ou selon le type de tissus qu’ils peuvent 

infecter (Horwitz, 2004). Chacun des virus des différentes familles a des caractéristiques 

précises tant au niveau de la taille de leur fibre (nombre de répétitions au niveau de la tige) 

que dans la charge isoélectrique de celle-ci (Arnberg et al., 2002). Le poids moléculaire des 

adénovirus de type 2 avoisine les 150X103 kDa dont 7% serait associé au génome viral 

(van and Burnett, 1985).  Les particules sont relativement stables, mais certaines conditions 

physico-chimiques peuvent engendrer une perte d’infectivité chez les particules virales. En 

effet, une trop grande force ionique de même qu’un pH trop acide, une augmentation 

thermique ou l’effet de geler et dégeler les virus endommagent les particules (Rexroad et 

al., 2006;Rexroad et al., 2003;Yamamoto, 1967). Tous les membres des adénoviridae sont 

composés de 240 copies de trimère d'hexon (soit 720 copies par capside de la protéine II), 

de 12 pentamères de bases pentons (soit 72 copies par capside de la protéine III) et 12 

d'homotrimères de fibre (soit 36 copies par capside de protéine IV). Les adénovirus 

contiennent un cœur nucléo-protéique associé à des éléments protéiques qui font le pont 

entre le génome viral et la capside (Figure 1). Le génome viral de l’adénovirus de type 5 est 

composé d’un fragment linéaire de 36 000 paires de base d’ADN double brin associé à une 

protéine terminale essentielle à la réplication du génome (Mei et al., 2003). Le génome 

viral est séparé en différentes régions qui sont exprimées les unes après les autres. La 

séquence génomique contient, en plus des séquences encodantes pour les différentes 

protéines virales, un signal d’encapsidation essentiel à l’incorporation du génome viral dans 

la particule et à la propagation du virus. De plus, la séquence virale possède deux séquences 

terminales inverses, à savoir les ITRs impliqués dans la réplication du génome viral. 
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Figure 1 : Struture de l’adénovirus 
Représentation schématique de la particule adénovirale de type 5 et positionnement des 
différentes composantes de la capside virale. La figure a été adaptée de John J. Rux et 
Roger M. Burnett.  
 

1.2.2 Cycle de vie des adénovirus 

 

 Le cycle de réplication débute par l’internalisation des particules virales suite à des 

changements conformationnels des intégrines engendrés par l’interaction avec les particules 

virales. L’adénovirus s’échappe ensuite des endosomes tardifs, se déplace vers le noyau de 

la cellule et les capsides partiellement dénaturées interagissent finalement avec les pores 

nucléaires (Figure 2). Le temps de propagation des particules adénovirales est variable 

selon les modifications qui ont été apportées à la capside ou à la séquence génomique. Par 
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contre, pour un virus sauvage, le temps entre l’entrée du virus et la lyse des cellules est 

d’environ 20 à 24 heures (Thomas Shenk, 1996). Le relargage est causé par la cytolyse des 

cellules permettant ainsi à environ 10 000 nouvelles particules virales par cellules d’être 

produites.   

 

1.2.2.1 Interaction à la membrane, internalisation et mouvement 

cytoplasmique 

 

 Les particules adénovirales reconnaissent en premier lieu le récepteur CAR 

(coxsackie adenovirus receptor) via le bouton de la fibre virale à l’aide d’une interaction de 

forte affinité dont la constante de dissociation est autour de 14.8 nM (Kirby et al., 2000). Le 

récepteur fait partie de la super famille des immunoglobulines. Il est exprimé au niveau des 

jonctions étanches de plusieurs types de tissus, dont ceux du cœur, de la cornée ou au 

niveau des tissus épithéliaux, dont ceux des poumons (Tsukita et al., 2008;Mandell et al., 

2006;Sinnreich et al., 2005;Shaw et al., 2004;Noutsias et al., 2001). Le rôle normal du CAR 

est associé avec les interactions cellulaires pour permettre la formation des jonctions serrées 

(Farmer et al., 2009). Son expression est polarisée au niveau apical des cellules et requiert 

donc des dommages au tissu pour permettre l’interaction entre le récepteur et les particules 

virales. Par contre, les niveaux d’expression du CAR sont en relation avec le 

développement des organismes vivants donc, certains tissus dont les muscles possèdent une 

faible expression du récepteur. De plus, plusieurs types cancéreux dont les glioblastomes 

perdent l’expression du CAR (Li et al., 1999;Miller et al., 1998). Le CAR et la fibre virale 

interagissent l’un avec l’autre via le bouton de la fibre (Nicklin et al., 2005). L’interaction  
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Figure 2 : Cheminement de l’adénovirus suite à l’interaction avec le CAR 

Réprésentation schématique des voies intracellulaires utilisées par des adénovirus suite à 
l’interaction avec le CAR et les intégrines.    
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activerait la voie de signalisation p44/42 MAPK dans les cellules permettant le 

regroupement des molécules de CAR. Il a été suggéré que cette activation pourrait aussi 

moduler l’expression ou la localisation des intégrines à proximité de la liaison avec le CAR 

(Farmer et al., 2009). 

 

 La fibre virale serait composée d'un homotrimère de protéine IV divisé en trois 

portions distinctes. Le trimère est ancré à la capside virale via l'interaction du motif 

conservé FNPVYPY avec la base penton. Ce domaine se retrouve en N-Terminus de la 

fibre et il est conservé parmi un bon nombre de sérotypes (Zubieta et al., 2005). Le trimère 

est stabilisé par un autre domaine protéique YTFSYI qui est aussi conservé dans la fibre de 

différents sérotypes (Hong and Engler, 1996). De plus, l’interaction entre le bouton et le 

CAR est régie par plusieurs domaines.  La génération de nombreuses mutations ponctuelles 

dans la séquence du bouton a permis de montrer l’importance des domaines AB et DG dans 

l’interaction avec le CAR (Kirby et al., 2000). Le groupe de Law a aussi montré que des 

mutations dans le domaine FG pouvaient diminuer énormément l'infectivité virale (Law 

and Davidson, 2005). La fibre virale peut aussi interagir avec d’autres récepteurs à la 

surface des cellules (Nemerow et al., 2009) ou avec des composantes de la matrice 

extracellulaire (Dechecchi et al., 2001;Zhang and Bergelson, 2005). La taille de la tige qui 

peut varier de 6 à 22 répétitions selon les sérotypes de même que les domaines qui se 

retrouvent sur le bouton confèrent au virus sa spécificité.  Ces variations sur la fibre 

modulent l’efficacité d’interaction avec le CAR (Law and Davidson, 2005). Il peut aussi y 

avoir une liaison à partir d'autres éléments membranaires via une séquence retrouvée dans 

la tige de la fibre. Les hépérans sulfates glycosaminoglycans (HSG), à l'aide du motif dans 
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la fibre, peuvent servir de point d'ancrage pour certaines particules virales (Nemerow et al., 

2009).  

 

 L'internalisation des virus s'effectue suite à l'interaction entre la base penton et les 

intégrines αVβ5 ou αVβ3. La base penton est composée d’un pentamère de protéines III qui 

contiennent chacune une séquence peptidique RGD exposée à la surface des particules 

virales permettant l’interaction avec les intégrines (Lindert et al., 2009). Cette interaction 

génère un changement conformationnel entraînant la phosphorylation de la tyrosine 

retrouvée sur le motif NPXY de la queue cytoplasmique de la chaîne β. La phosphorylation 

du récepteur active la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) qui recrute différentes 

protéines, dont Rab5, à proximité du site d’interaction. D’autres protéines de la famille des 

Rho, dont Rac1 et Cdc42, sont aussi recrutées (Jimenez et al., 2000;Kallergi et al., 2007). 

Cette cascade d’activation permettra aux clathrines de même qu’aux dynamines, une 

GTPase, de former l’endosome précoce. En fait, il a été démontré que l’internalisation 

passait par la voie des clathrines en utilisant un dominant négatif pour inhiber le processus 

d’internalisation (Meier et al., 2002). La formation des endosomes précoces suite à 

l’interaction des particules virales avec les intégrines est un processus rapide qui s’effectue 

dans un délai de 5 à 10 minutes (Thomas Shenk, 1996). 

 

 Différents mécanismes sont requis pour permettre à la capside virale d’être libérée 

dans l’espace cytoplasmique. Le changement de pH occasionné par l'association avec des 

vesicules lysosomales mène à la déstabilisation des protéines de la capside permettant 
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l’exposition de la protéine VI (Wiethoff et al., 2005).  La portion N terminale de la protéine 

VI possède une structure tertiaire en forme d’hélice α avec une nature amphipatique. La 

nature hydrophobique de l’hélice lui permet de s’insérer dans la membrane lipidique de 

l’endosome et de la déstabiliser libérant ainsi la capside virale dans le cytoplasme 

(Wiethoff et al., 2005). En effet, si une mutation est introduite dans la séquence de l’hélice 

α de la protéine VI ou que celle-ci n’est pas maturée par la protéase virale, il y a une 

réduction au niveau de la production virale (Wiethoff et al., 2005). La protéase virale, une 

cystéine protéase, est essentielle non seulement pour la maturation de la protéine virale VI 

mais aussi pour la maturation de six autres protéines virales dont la protéine IIIa, VIII, µ, 

les protéines terminales et les protéines liant l’ADN viral (Perez-Berna et al., 2009).  Pour 

avoir une activité maximale, la protéase requiert un cofacteur qui augmente son efficacité 

de 120 fois. Ce peptide se retrouve à être la portion clivée sur la protéine VI, soit la 

séquence GVQSLKRRCF (Tong, 2002;Mangel et al., 1996). Sans la maturation de ces 

différentes protéines virales, l’adénovirus serait non infectieux (Greber et al., 1996). 

Ensuite, il est essentiel que la fibre virale se dissocie de la base penton pour permettre 

l’exposition de la protéine VI dans l’endosome. Une fois de plus, la protéase serait requise 

pour que la fibre puisse se dissocier correctement de la capside lors du processus 

d’infection (Greber et al., 1996). La dissociation a lieu suite à l’association de l’intégrine 

avec la base penton (Nakano et al., 2000). 

 

 Après le relargage des endosomes, les capsides virales peuvent interagir avec les 

microtubules via un moteur cellulaire, la dynéine. L’interaction entre la dynéine et la 

capside est modulée par l’hexon.  Pour que cette interaction ait lieu, il est essentiel que la 
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structure de l’héxon ait été exposée à un pH relativement faible pour permettre aux 

structures spécifiques d’être accessibles. En effet, dans des conditions neutres à pH 7.4, il 

n’y a pas d’interaction entre les deux partenaires (Bremner et al., 2009). Contrairement au 

transport cellulaire classique qui est bidirectionnel, seulement la portion impliquée avec le 

transit nucléaire est requise ici. Les particules virales utilisent donc le transport cellulaire 

pour atteindre les pores nucléaires avec lesquels ils peuvent interagir (Strunze et al., 2005). 

Suite à l’interaction entre la capside virale et le complexe d’échange nucléaire (NPC), 

l’ADN viral est transféré dans le noyau où la transcription est initiée.  Le transfert de la 

séquence virale requiert la présence de calcium qui permet l’ouverture du complexe 

d’échange (Greber et al., 1997). Il a été aussi montré que l’association avec le complexe 

nucléaire entraîne la dissociation de la protéine VI (Puntener et al., 2011). Par contre, on ne 

sait pas si cette dissociation est essentielle au transfert du matériel génétique. Suite à la 

translocation de l’ADN viral, seulement les protéines de terminaison associées de manière 

covalente au génome viral et la protéine VII sont retrouvées dans le noyau (Greber et al., 

1997;Schaack et al., 1990). La protéine terminale, d’une part, sert à fixer le génome viral à 

la matrice nucléaire (Schaack et al., 1990) et, d’autre part, est utilisée comme séquence 

initiatrice lors de la réplication de l’ADN. 

 

1.2.2.2 Contrôle de la machinerie cellulaire et transcription des séquences 

virales 

 

Le génome viral est séparé en plusieurs régions qui seront transcrites à différents 

temps durant le cycle de réplication. Il y a d’abord la transcription des éléments précoces 
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encodés par les séquences E1, E2, E3 et E4 qui servent à initier le cycle viral en prenant 

contrôle de plusieurs systèmes cellulaires. L’accroissement des signaux de survie, 

l’activation du cycle cellulaire et l’inhibition des réponses immunitaires innées font partie 

des modifications occasionnées par l’adénovirus (Braithwaite and Russell, 2001). Ensuite, 

les gènes tardifs comprenant les protéines de la capside virale, dont la fibre, les héxons et la 

base penton, sont transcrits et assemblés dans l’espace nucléaire. 

   

 

Figure 3 : Réplication du génome viral.  
Schéma des deux méthodes employées par le virus pour effectuer la réplication du génome 
viral. D’une part, la polymérase virale utilise l’ADN double brin pour effectuer la 
réplication du génome viral (Réplication de type I). La deuxième méthode utilise le 
nouveau brin, qui forme une structure en forme d’épingle à cause des ITR, pour permettre à 
la polymérase de synthétiser le nouveau brin complémentaire. La figure a été adaptée de  
(Lechner and Kelly, Jr., 1977). 
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Pour permettre la formation de particules infectieuses, le génome viral doit se répliquer. 

Cette réplication peut s’effectuer de deux manières (Figure 3). La première méthode 

consiste à l’association de la polymérase avec le génome viral à l’une des extrémités 

déplaçant l’ancien brin pendant la polymérisation et permettant la formation de nouveaux 

brins. La deuxième méthode se produit lorsqu’un brin se circularise et que les ITR forment 

un fragment double brin pouvant servir de séquence initiatrice. La réplication requiert la 

présence du précurseur de la protéine terminale et de l’ADN polymérase virale (Schaack et 

al., 1990).  La polymérase virale possède une activé polymérase 5‘-3’ pour générer le brin 

complémentaire de même qu’une fonction d’éxonucléase 3’-5’qui sert à corriger les erreurs 

au niveau des nouvelles séquences (Thomas Shenk, 1996).  La protéine terminale qui a une 

taille initiale de 80 kDa est associée au nouveau brin et est clivée en une protéine de 55 kDa 

par la protéase virale lors de l’assemblage des nouvelles particules. Sa fonction servirait à 

ouvrir l’ADN viral de manière à faciliter l’initiation de la réplication.   

 

La première région du génome viral à être transcrite par la machinerie cellulaire est 

la portion E1. Cette région est sous le contrôle d’un promoteur unique dans le génome de 

l’adénovirus, car elle doit être transcrite très tôt lors de l’infection. La région promotrice est 

en fait constituée de plusieurs séquences qui permettent d’accroître l’expression de la 

protéine E1A (Berk, 1986). La structure unique de E1A contient de multiples motifs 

essentiels à ses différentes fonctions liées par des séquences flexibles. La protéine E1A 

possède quatre domaines conservés (CR domain) qui lui permettent d'interagir avec 

différentes protéines cellulaires impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire ou au niveau 

de signaux pro-apoptotique dont pRB, p53 et CP300. Ensuite, E1B-19K est une protéine 
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dont la structure est similaire à celle des protéines de la famille de Bcl (Schmitz et al., 

2006). Cette famille protéique module les signaux anti- et pro- apoptotiques en 

interagissant avec différents effecteurs de l’apoptose. Les protéines de la famille Bcl sont 

impliquées autant dans la voie mitochondriale (bax, bcl-2) que dans la voie induite par les 

récepteurs de mort cellulaire comme le Fas ou le TNF (Bcl-Xl). L’expression d’E1B-19K 

favoriserait les signaux anti-apoptotique de manière à stimuler la survie cellulaire. La 

troisième protéine de la séquence E1, soit E1B-55K, peut aussi lier la protéine p53 via un 

domaine retrouvé entre les acides aminés 224 et 354.  La liaison de p53 peut avoir lieu en 

présence ou en absence de la protéine E4-Orf6 (Dobner et al., 1996). Le complexe protéine 

p53-E1B-55K est transloqué au cytoplasme pour induire la dégradation de p53 (Steegenga 

et al., 1998). En combinaison, les deux protéines de la portion E1B diminuent l’impact pro 

apoptotique que génère la protéine E1A. Sinon, le complexe E1B-55K/E4-Orf6 est 

nécessaire pour aider à la translocation de plusieurs protéines virales dans le noyau de 

même que pour le transport des ARN messagers viraux tardifs. L’exportation des ARN 

messagers nécessiterait l’association entre le complexe E1B-55KDa/E4-Orf6 et les 

récepteurs d’exportation nucléaire Nxf1/Tap (Yatherajam et al., 2011;Dobbelstein et al., 

1997). L’expression de E1A dans les cellules permet d’augmenter l’expression des autres 

gènes précoces retrouvés sur le génome viral. 

  

 Ensuite, l'expression de la région E2 est essentielle pour la réplication des séquences 

virales. Les promoteurs de cette région auraient des éléments spécifiques permettant de 

contrôler l’expression des différents gènes dans le temps (Lu et al., 1997). La région E2 

encode pour la polymérase virale qui permettra la réplication du génome viral. De plus, la 
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portion E2B encode pour la protéine terminale (80kDa) qui s’associera avec l’ADN viral et 

qui est essentielle à la réplication du génome viral. Cette dernière devra être clivée par la 

protéase virale pour pouvoir effectuer ses fonctions. La portion E2A encode pour la DNA-

Binding protein (DBP) qui doit être présente pour permettre la réplication virale. Elle est 

aussi requise pour la formation de la structure nucléoprotéique qui sera encapsidée.  

 

 Les gènes de la région E3 sont impliqués dans l’inhibition de la réponse imunitaire. 

Celle-ci est associée avec l’expression de différentes cytokines dont le facteur de nécrose 

tumorale alpha (TNFα) et par l’expression de chémokines comme la MIP-2. En fait, 

l’activation de la réponse innée serait causée par les protéines de la capside (Liu et al., 

2003). La région possède plusieurs gènes dont le rôle reste à déterminer.  D'autres systèmes 

cellulaires sont modulés via l'expression des protéines de la région E3.  Cette région encode 

pour plusieurs protéines impliquées dans le contrôle de la réponse immunitaire innée des 

cellules (Lichtenstein et al., 2004). Le promoteur qui permet la transcription de la séquence 

E3 contient une boîte TATA avec différents éléments de transactivation (Berk, 1986).  

Parmi les différentes protéines retrouvées dans la région E3, il y a la protéine RID, 

composée des unités E3-10.4K et E3-14.5K, qui agit sur les récepteurs de mort cellulaire en 

forçant leur dégradation (Tollefson et al., 1998) en plus d’inhiber la transcription du facteur 

NF-kB (Tollefson et al., 1998;Friedman and Horwitz, 2002).  E3-gp19k, l'un des éléments 

traduits à partir de la séquence E3, inhibe la translocation des MHC de classe I vers la 

membrane cellulaire en plus d’avoir un effet inhibiteur sur la tapasine (Bennett et al., 

1999).  

 



 

 

21

 La région E4 encode pour des protéines ayant un rôle dans la réplication du génome 

viral ou avec le blocage de la traduction des protéines cellulaires.  E4orf3 serait transcrite 

tôt lors du cycle viral et empêcherait la formation de concatémère d’ADN viral.  Cette 

proétine serait principalement associée au niveau de la matrice nucléaire. De plus, certaine 

de ses fonctions seraient similaire à la protéine E4orf6. Pour sa part, E4orf6 peut lier la 

protéine virale E1B55K (Sarnow et al., 1984). L’un des rôles de ce complexe est de 

transporter les ARN viraux messagers vers le cytoplasme.  De plus, le complexe 

E4orf6/E1B55K entraînerait la dégradation de p53 en le ciblant vers le protéasome. E4orf1, 

une autre protéine généré par la région E4, serait associée avec les étapes tardives du cycle 

viral. Toutefois, son rôle exact dans la cellule n’est pas connu. En effet, l’ajout de mutation 

dans la séquence de E4orf1 a peu d’impact sur la production de particules virales (Weiss et 

al., 1997).  La fusion du transcript 6 et 7 permet l’expression de E4orf6/7 qui peut lier, sous 

la forme d’un duplexe, la protéine E2F. Cette liaison sert de transactivateur pour permettre 

la transcription de la région E2 (Huang and Hearing, 1989;Reichel et al., 1989).  

 

 Finalement, les gènes tardifs sont transcrits et la majorité de ces gènes encodent 

pour les protéines de la capside.  Il a été montré que la protéine IVa2 aurait un rôle 

important à jouer dans l’activation des promoteurs associés aux gènes tardifs (MLP) 

(Pardo-Mateos and Young, 2004).    
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1.2.2.3 Formation des capsides virales, incorporation de la séquence 

virale et relâche des particules virales 

 

Les héxons, qui sont les protéines les plus abondantes, sont positionnés sous la 

forme d'hexamère au niveau de la capside virale (Rux and Burnett, 2004). Au point de vue 

de la thermodynamique, les multiples molécules d'héxon peuvent multimériser sans l'apport 

d'une source d'énergie ou de protéines accessoires.  Contrairement à plusieurs protéines 

virales, elles ne possèdent aucun domaine NLS pour être transloquées au noyau.  La 

protéine VI, essentielle à la lyse du lysosome lors de l’internalisation, aurait comme second 

rôle de permettre la translocation vers le noyau des molécules d’héxon via le complexe 

d’échange nucléaire (NPC) (Wodrich et al., 2010). Elle pourrait aussi effectuer le chemin 

inverse grâce à la présence de deux domaines d’exportation nucléaire (NES) pour permettre 

le transfert de plusieurs molécules d’héxon. Ces domaines NES ont des régions protéiques 

hydrophobiques riches en leucine (Wodrich et al., 2003). La structure en acide aminé de 

l’héxon comprend une région hyper variable. Il a été montré que cette portion pouvait 

interagir avec le domaine N Terminal du facteur X de coagulation sanguin. L’interaction 

entre le facteur X et l’héxon serait l’une des causes qui augmenterait la transduction des 

cellules hépatiques (Alba et al., 2009).  Les trimères d’héxon interagissent avec les bases 

pentons de même qu’avec les protéines IX pour former la structure de la capside.  

 

La protéine IX forme un tetramère dont trois des quatre portions C-terminales 

s’associeraient sous la forme d’une structure parallèle, tandis que la dernière molécule 

serait en position anti-parallèle (Fabry et al., 2009). La structure parrallèle formée par la 
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protéine IX servirait à stabiliser des trimères d’héxon (Poulin et al., 2010;Rux and Burnett, 

2004). Finalement, cette dernière ne jouant qu’un rôle au niveau de la stabilité des capsides 

virales, elle se trouve à ne pas être essentielle à la formation de particules infectieuses 

(Colby and Shenk, 1981).  

 

La forme pentamérique de la base penton serait stabilisée par la présence de la protéine IIIa. 

Elle aurait été positionnée suite à des études de microscopie électronique (Rexroad et al., 

2003). De plus, cette protéine est essentielle, car son abolition réduit la génération de 

particules virales infectieuses (Molin et al., 2002). Le rôle de la protéine IIIa dans la 

structure de la capside n’est pas complètement connu, mais elle serait l’une des premières 

composantes de la capside à être impliquée lors de l’internalisation des particules virales. 

L’insertion de la séquence virale dans l’icosaèdre requiert une séquence spécifique, 

retrouvée au début du génome virale, appelée signal d’encapsidation. Cette séquence 

retrouvée entre les nucléotides 200 à 400 est composée de sept répétitions qui permettent 

l’association avec la protéine Iva2. La séquence est un consensus conservé TTTG-N8-CG. 

Il a été montré que l’absence de la protéine Iva2 dans le cycle virale entraîne la formation 

de plusieurs capsides immatures avec peu ou pas de séquences génomiques adénovirales 

(Zhang and Imperiale, 2003).   

 

 La relâche des particules serait induite par lyse cellulaire et non par l’apoptose suite 

à une augmentation de l’expression de « l’adenovirus death protein» (ADP). Contrairement 

aux autres protéines encodées par la région E3, l’ADP est produite à  
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Figure 4 : Structure génomique des différentes générations de vecteurs adénoviraux. 
Les différentes structures génomiques adénovirales utilisées dans le cadre des multiples 
approches thérapeutiques développées à ce jour.  Le virus de première génération ne 
contient pas la séquence E1 et peut ne pas contenir la région E3. Les vecteurs de première 
génération peuvent contenir des cassettes d’expression de plus ou moins 8.2kB. Les virus 
de deuxième génération ont plusieurs régions de délétées pour réduire le caractère 
immunogénique des adénovirus. Le vecteur de troisième génération ne contient pas de 
séquences virales autres que les ITR et le signal d’encapsidation permettant ainsi 
l’incorporation d’importantes cassettes d’expression d’environ 37kB. Ces vecteurs 
requièrent par contre la présence de virus de complémentation pour être amplifiés.  
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faible niveau durant la réplication virale et son niveau augmente de manière significative à 

la fin du cycle viral (Tollefson et al., 1992). Cette augmentation serait causée par la 

présence de séquence promotrice tardive (Tollefson et al., 1992). En fait, il a été montré 

que l’absence de l’expression de cette protéine est associée à une réduction de la taille des 

plages de lyse et à une augmentation du temps de relargage (Tollefson et al., 1996).   

 

1.2.3 Modification au niveau des structures génomiques 

 

 Différents types de constructions virales ont été produites à ce jour. Ces vecteurs ont 

été conçus tant pour augmenter la quantité d’ADN pouvant être insérée dans le génome 

viral que pour réduire, dans certains cas, la réponse immunitaire induite par les protéines 

virales (Danthinne and Imperiale, 2000).  Jusqu’à maintenant, les vecteurs adénoviraux ont 

été séparés en trois catégories, soit les vecteurs de première génération, de deuxième 

génération ou de troisième génération aussi nommés virus «gutless» (Figure 4). Les virus 

de première génération sont des particules virales qui ont une délétion dans les régions 

codantes E1 et E3.  L’absence de la région E1 empêche la réplication des particules virales 

dans une majorité de cellules infectées tandis que l’abolition de E3 est utile pour augmenter 

la capacité de transport du vecteur, puisque cette région n’est pas nécessaire à la réplication 

en culture cellulaire. Pour permettre l’amplification de ces particules virales, une lignée de 

complémentation fournissant les protéines E1A et E1B est requise.  Différentes lignées 

cellulaires, dont les HEK293, les A549, les 911, de même que les PerC6, expriment ces 

gènes viraux (Graham et al., 1977;Fallaux et al., 1996;Fallaux et al., 1998;Imler et al., 

1996). L'utilisation de la lignée de complémentation 293 amène un problème majeur par 
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contre : la formation de RCA (replication competent adenovirus). Ces RCA sont formés 

lorsqu’il y a un échange par recombinaison homologue entre la séquence génétique de la 

région E1 contenue dans les cellules 293 et le génome des particules virales. Les particules 

virales qui sont générées ont alors la capacité de se propager dans des cellules qui ne 

contiennent pas la région E1. Les transgènes sont généralement inclus dans la région virale 

E1 délétée mais peuvent aussi être exprimés à partir d’autres régions comme la région E3 

ou E4 (Amalfitano et al., 1998;Armentano et al., 1997). Les vecteurs de deuxième 

génération, en plus de ne pas avoir les régions E1 et E3, ont des délétions dans d’autres 

gènes impliqués dans la transcription, la réplication ou la formation du «core» d’ADN. Les 

vecteurs de troisième génération ne possèdent aucune séquence encodant pour des gènes 

viraux.  Ils peuvent donc contenir des cassettes d’expression de grande taille avoisinant 

37kB.  Par contre, l’espace non comblé par l’insertion des séquences d’intérêt doit être 

compensé par des séquences dites de remplissage.  Ces virus requièrent, pour être 

amplifiés, la présence d’un virus auxiliaire.  L’un des désavantages de cette approche est la 

présence de contaminant provenant de l’amplification potentielle des virus auxiliaires. 

L’évaluation de la présence de ces virus auxiliaires dans les préparations virales est donc 

cruciale (Alba et al., 2005).   
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1.3 Utilisation des AdVs pour la thérapie génique  

 

1.3.1 Vecteur utilisé pour la thérapie des myopathies.   

  

 Les muscles sont affectés par différentes formes de myopathies qui entraînent la 

perte du tonus musculaire avec l’âge et qui peuvent être mortelles (Park and Oh, 2010). 

Plusieurs approches de thérapies géniques ont été étudiées pour traiter ces maladies. 

L’utilisation de vecteurs non viraux a été considérée dans plusieurs cas, en particulier les 

oligonucléotides antisens (OAs), dans le cadre de la dystrophie musculaire de Duschenne 

(DMD) qui est la myopathie faisant l’objet du plus grand nombre de recherches. En fait, 

plusieurs OAs qui ont été développés sont actuellement à l’étude dans des essais cliniques 

pour le traitement de la DMD (Lu et al., 2011). Pour ce qui est des vecteurs viraux, les 

principaux qui ont été examinés dans les muscles sont les AAV, les lentivirus de même que 

les adénovirus. Les AAV ont été évalués dans de nombreuses myopathies. La raison de cet 

intérêt est que, parmi les nombreux sérotypes d’AAV existant, plusieurs auraient une 

excellente infectivité au niveau des fibres musculaires, dont le sérotype 6 et 8. De plus, il a 

été démontré que la durée d’expression d’un transgène transduit par un AAV pouvait 

atteindre une période de deux ans dans des modèles murins. Actuellement, l’AAV est le 

seul virus qui a permis d’effectuer des études cliniques dans les muscles. Les AAV ont 

donc été utilisés pour transporter des séquences antisens, permettant de bloquer l’épissage 

de certains exons défectueux dans le gène de la dystrophine, afin de rétablir l’expression de 

la protéine dans la DMD (Mendell et al., 2009). Pour leur part, les lentivirus peuvent 
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transduire les fibres musculaires mais à un niveau trop faible pour être envisageable chez 

l’humain. Par contre, l’utilisation des lentivirus devient significative lors d‘essais ex vivo où 

des gènes peuvent être intégrés dans les cellules souches avant que ces dernières ne soient 

transplantées chez les patients (Goyenvalle et al., 2011). Les adénovirus, quant à eux, sont 

intéressants dans la mesure où la taille du transgène qu’un virus de troisième génération 

peut contenir est d’environ 37Kb. De plus, la capacité d’exprimer les transgènes sur une 

plus longue période de temps a été démontrée chez les adénovirus de troisième génération 

(Goyenvalle et al., 2011). Néanmoins, leur utilisation est limitée par le fait que les muscles 

sont difficiles à transduire.  Différentes raisons, parmi lesquelles la présence de la matrice 

extracellulaire et les faibles niveaux d’expression du CAR (Nalbantoglu et al., 

1999;Kimura et al., 2001), expliquent ces faibles niveaux de transduction.  En fait, le 

niveau d’expression du CAR dans les souris nouveaux-nés est suffisant pour permettre 

l’infection des cellules, mais l’expression du CAR diminue avec la maturation des muscles 

(Goyenvalle et al., 2011). De manière à pouvoir accroître l’infectivité des adénovirus dans 

les muscles, différentes approches ont été évaluées comme la modification du tropisme 

viral.  Tout d’abord, une étude a permis d’isoler différents peptides par l’utilisation d’une 

approche de criblage à l’aide de phage. Parmi ces multiples peptides, l’incorporation d’un 

des peptides dans la boucle HI a permis d’accroître l’infectivité des vecteurs adénoviraux 

pour les muscles (Ghosh and Barry, 2005). En second lieu, le groupe de Bramson a 

démontré que l’insertion d’une séquence RGD ou d’une répétition de 7 lysine dans la 

boucle HI pouvait accroître l’infectivité des AdVs dans les muscles.  Également, ces 

résultats montraient la possibilité d’ajouter les modifications dans des virus de troisième 

génération (Bramson et al., 2004). Pour terminer, le groupe de Menezes a montré la 
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possibilité d’augmenter l’infectivité en utilisant le polymère PEG associé avec le facteur de 

croissance fibroblastique (FGF) (Menezes et al., 2006). Toutes ces études ont permis 

d’accroître la transduction de particules virales de 4 à 100 fois dans des modèles de cultures 

de myotubes (Menezes et al., 2006;Ghosh and Barry, 2005;Bramson et al., 2004).  Une 

augmentation de 2 à 6 fois suite à l’infection de muscle de souris MDX a été observée avec 

les différents vecteurs (Menezes et al., 2006;Bramson et al., 2004). 

 

1.3.2 Utilisation de protéines cellulaires pour le traitement des tumeurs 

 

 De nombreuses protéines ont été exprimées dans des cellules cancéreuses dans le 

but de les tuer ou d’empêcher la croissance des cellules tumorales via l’utilisation de 

vecteurs viraux. Les éléments ciblés sont généralement des protéines dérégulées de manière 

négative ou positive, faisant partie de systèmes essentiels au contrôle de l’état cellulaire, 

comme p53, certains récepteurs ou certaines cytokines. Des études ont utilisé différentes 

stratégies comme les ARN antisens, des siRNA ou des protéines dominantes négatives pour 

réduire le potentiel tumorigénique de différentes tumeurs (Feng et al., 2011;Kargiotis et al., 

2008;Lakka et al., 2002;Nalabothula et al., 2007). Par exemple, le groupe de Feng a induit 

l’expression d’un siRNA contre le FGF dans des glioblastomes. Suite à leur transduction à 

l’aide d’un adénovirus encodant pour le siRNA spécifique pour le FGF, une diminution du 

niveau d’expression du facteur de croissance a pu être mesurée, entraînant du même coup 

une augmentation de la sensibilité des tumeurs contre certains agents de chimiothérapie 

(Feng et al., 2011). Par l’utilisation d’un HSV, le groupe de Saydam a montré qu’il pouvait 

exprimer un siRNA qui induisait une réduction du niveau d’expression du récepteur à 
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l’EGF dans des gliomes. L’expression du siRNA corrélait avec une inhibition de croissance 

chez les masses tumorales (Saydam et al., 2005). Par ailleurs, les siRNA ont aussi été 

utilisés dans le cadre d’autres tumeurs, dont celles du colon, du pancréas, du foie ou des 

poumons (Wang et al., 2010;Yin et al., 2008;Guoan et al., 2010;Shiina et al., 2009). La 

réactivation de certains gènes clés peut aussi entraîner une réduction du caractère 

tumorigénique. Les gènes comme p16INK4a ou p21 (WAF/CIP1) ont été évalués dans le 

cadre de plusieurs types tumoraux. L’utilisation des vecteurs adénoviraux a permis le 

transfert des séquences sauvages de ces gènes (Chintala et al., 1997;Chen et al., 

1996;Ghaneh et al., 2001;Schreiber et al., 1999). Les métalloprotéinases sont aussi des 

cibles intéressantes, étant donné qu’elles sont associées au caractère invasif des tumeurs 

(Gabelloni et al., 2010;Choe et al., 2002). Plusieurs études ont aussi tenté de réduire les 

niveaux d’expression du VEGF pour inhiber l’activation de son récepteur et la formation de 

nouveaux vaisseaux sanguins qui pourraient alimenter les masses tumorales et favoriser la 

formation de métastases (Gomez-Manzano et al., 2008;Bodey et al., 2006). Par contre, dans 

le cas du VEGF, certaines thérapies ciblant ce facteur de croissance dans les masses 

tumorales induisent, lors de récidive, un patron plus agressif (Wick et al., 2011). 

 

1.3.3 Gènes suicides et vecteurs viraux 

 

 Plusieurs types de vecteurs viraux comme l’adénovirus, l’herpès simplex virus 

(HSV) ou les lentivirus ont été utilisés jusqu’à ce jour pour apporter les gènes suicides au 

niveau des tumeurs cibles. Ces gènes encodent pour des enzymes qui ont la capacité de 

convertir une pro-drogue non toxique pour l'organisme en un métabolite toxique qui cause 
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la mort des cellules exposées  (Figure 5) (Schepelmann and Springer, 2006). Plusieurs 

systèmes drogue/enzyme ont été étudiés au travers de la littérature dans le cadre de 

différentes tumeurs comme les tumeurs ovariennes (Kaur et al., 2009), pancréatiques 

(Kleeff et al., 2002), mammaires (Yu et al., 2011), gastriques (Nakaya et al., 2003) ou du 

cerveaux (Natsume and Yoshida, 2008). Ces systèmes ont comme avantage de pouvoir 

induire la mort de plusieurs cellules tumorales suite à un effet dit « bystander ».  Cet effet 

consiste à la distribution de la drogue active dans des cellules adjacentes qui n’expriment 

pas l’enzyme de conversion occasionnant leur mort (Greco and Dachs, 2001).   

 

 Le système qui a été le plus étudié actuellement est celui du gène viral thymidine 

kinase (TK). La TK provient du HSV-I et sert généralement à compenser pour le manque 

de déoxyribonucléotides (Shen and Nemunaitis, 2006).  En effet, les cellules expriment les 

enzymes impliquées dans le métabolisme des acides nucléiques seulement lorsqu’elles sont 

en division active. Pour que le HSV puisse infecter des cellules quiescentes, la présence de 

la thymidine kinase est donc essentielle. La TK est utilisée dans l’approche des gènes 

suicides pour phosphoryler une pro-drogue qui n'a pas d'effet physiologique dans les 

cellules normales, le ganglicovir. Par contre, une fois phosphorylée, le ganglicovir 

s'incorpore dans les brins d'ADN durant la réplication et cause l’inhibition de la réplication 

(Greco and Dachs, 2001). Sous sa forme phosphorylée, le ganglicovir ne peut pas traverser 

les membranes cellulaires, limitant son effet aux cellules qui ont été infectées par les 

vecteurs viraux. Par contre, lorsque les cellules communiquent via des jonctions GAP, la 

forme phosphorylée du ganglicovir peut diffuser d'une cellule à l’autre et induire la mort 

des cellules voisines (Mesnil and Yamasaki, 2000). La TK a été étudiée dans le but  



 

 

32

 

 

Figure 5 : Fonctionnement de l’approche utilisant les gènes suicides.  
La pro-drogue non toxique ganciglovir est convertie en agent toxique pour les cellules, le 
ganciglovir phosphorylé, par la thymidine kinase (TK) transduite dans les cellules 
tumorales à l’aide de vecteurs viraux. Le ganciglovir phosphorylé ne peut pas traverser les 
membranes cellulaires, mais peut diffuser au travers de jonction GAP formée entre des 
cellules avoisinantes.  
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d’engendrer la mort de plusieurs types tumoraux, dont les tumeurs gastriques ou 

mammaires, et ce, via l’utilisation de vecteurs adénoviraux (van der Linden et al., 

2005;Nakaya et al., 2003;Yu et al., 2011;Okada et al., 2005). Certains de ces essais ont 

mené à des essais cliniques. Malheureusement, le système n’a pas montré d’effet 

significatif chez les patients (Immonen et al., 2004;Germano et al., 2003). 

  

 La purine nucléoside phosphatase (PNP) est un autre exemple de gène suicide qui 

apparaît dans la littérature et qui est utilisé pour le traitement des tumeurs (Bharara et al., 

2005). La PNP peut convertir différents analogues d’adénosine en métabolite toxique pour 

les cellules.  Les deux pro-drogues qui ont été le plus utilisés en clinique pour le traitement 

de masses tumorales sont le 6-MePdR (deoxy-ribofuanosyl-6-methylpurine) et 

l’arabinofuranosyl-2-fluoroadenine monophosphate (F-araA). Lorsqu’ils sont métabolisés 

par la PNP, les deux composés forment le 6-MeP (6-methylpurine) et le 2-fluoroadenine (F-

ada) respectivement. Ces composés, contrairement aux homologues produits par la 

présence de la TK, peuvent bloquer la synthèse protéique (Parker et al., 1998). Le blocage 

serait induit par le remplacement de l’ATP par le 6-MeP (Portsmouth et al., 2007). De ce 

fait, le 6-MeP et le F-ada peuvent non seulement affecter les cellules en division rapide, 

mais ils peuvent aussi affecter les cellules quiescentes. L'effet « bystander » peut se 

propager sans la présence de jonctions cellulaires au travers de la masse tumorale mais peut 

aussi causer la mort des cellules saines avoisinantes (Portsmouth et al., 2007). En 

considérant le potentiel des gènes suicides, plusieurs groupes ont tenté de limiter 

l’expression des gènes suicides dans les cellules tumorales. Une des manières d’éviter la 
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mort d’une trop grande quantité de cellules normales serait d’augmenter la spécificité des 

virus.   

 

1.3.4 L’utilisation de virus oncolytiques 

 

 Les virus réplicatifs conditionnels sont des virus qui se répliquent difficilement dans 

des cellules normales, mais qui peuvent se répliquer dans certaines cellules cancéreuses. Le 

principe de la virothérapie est donc d’induire la mort des cellules tumorales en utilisant la 

propagation virale comme outil. L’infection des cellules tumorales permet la génération de 

nouvelles particules infectieuses qui, à leur tour, pourront infecter les cellules avoisinantes 

et continuer la propagation des particules virales oncolytiques jusqu’à l’éradication de la 

masse tumorale (Figure 6). Certains de ces virus peuvent se répliquer préférentiellement, 

sans aucune modification à leur génome, dans des cellules tumorales. Par exemple, les 

réovirus sont incapables de se diviser dans des cellules normales. Par contre, ils ont la 

capacité de se répliquer dans les cellules tumorales qui n’expriment pas la protéine kinase, 

activée par l’ARN double brin (PKR) (Hirasawa et al., 2003) ou par une activation 

incontrôlée de la protéine Ras (Coffey et al., 1998). L’activation de Ras inhibe 

l’autophosphorylation de PKR qui est essentielle à son activité permettant donc la 

réplication des réovirus (Everts and van der Poel, 2005). En effet, la protéine PKR fait parti 

d’un mécanisme de défense cellulaire qui entraîne la dégradation d’ARN double brin 

comme ceux retrouvés dans les réovirus. 
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Figure 6 : Élimination des cellules cancéreuses à l’aide de virus oncolytiques.  
Suite à l’infection d’une cellule tumorale, les virus peuvent se répliquer et entraîner la 
relâche de particules infectieuses à proximité des autres cellules tumorales par la lyse de la 
cellule infectée. Les nouvelles particules virales oncolytiques peuvent ensuite infecter soit 
une nouvelle cellule tumorale (bleue) ou une cellule normale (verte).  Il n’aura pas de 
propagation dans les cellules normales infectées tandis que les cellules tumorales 
permettront un nouveau cycle de réplication. 
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 Actuellement, plusieurs essais ont été effectués in vitro avec différents adénovirus 

réplicatifs conditionnels (CRAd). La possibilité de former des CRAd a été émise suite à 

l’étude de la réplication des particules virales démunies de la protéine E1B (Bischoff et al., 

1996). La protéine virale E1B peut s’associer, entre autres, avec p53 pour inhiber sa 

fonction cellulaire (Steegenga et al., 1998). En absence d’E1B, les cellules normales 

peuvent répondre à la production d’E1A par la modulation de p53 qui entraîne l’apoptose 

des cellules infectées.  Les cellules tumorales p53-/- peuvent donc permettre la réplication 

d’un virus n’exprimant par E1B étant donné que l’un des éléments régulateurs ne permet 

pas d’induire la mort des cellules. La délétion d’E1B a mené à la production du virus 

dl1520 ou ONYX-015 qui a été fortement étudié et évalué dans le cadre de multiples essais 

cliniques (Reid et al., 2002;Nemunaitis et al., 2001). Plusieurs groupes ont aussi effectué 

une altération dans la protéine E1A pour générer des CRAd (dl922-947). L’altération est 

une délétion d’une séquence de 24pb dans le domaine CR2 de E1A essentielle à 

l’interaction avec la protéine pRb (Heise et al., 2000). Sans cette séquence précise, 

l'adénovirus ne peut pas se répliquer dans les cellules qui exercent une répression active sur 

la transcription. Par contre, les cellules tumorales dont la protéine pRb est inactive ou 

absente peuvent permettre la réplication des virus.  Pour accroître le potentiel des virus 

oncolytiques, certaines études ont montré que l’ajout d’un gène suicide comme la TK, la 

carboxylesterase ou la nitroreductase, pouvait augmenter le potentiel des virus oncolytiques 

(Ji et al., 2009;Singleton et al., 2007;Oosterhoff et al., 2005).  Cependant, d’autres 

recherches ont prouvé que cette augmentation n’était pas toujours observée. L’incapacité à 

observer un accroissement d’efficacité dans certains cas serait associée à un équilibre entre 
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la propagation des virus et l’induction de l’apoptose dans les cellules transduites, suite à la 

métabolisation de la pro-drogue (Lambright et al., 2001;Rogulski et al., 2000).  

 

 Autant l’ONYX-015 que plusieurs autres virus oncolytiques ont permis d’obtenir 

des résultats intéressants dans le cadre d’essais sur différents types tumoraux, dont les 

cancers ovariens (Morrison et al., 2008), les tumeurs mammaires (Ranki et al., 2007; Stoff-

Khalili et al., 2007), les glioblastomes (Fueyo et al., 2000) et les cancers pancréatiques 

(Onimaru et al., 2010). De plus, plusieurs vecteurs oncolytiques dérivés des adénovirus ont 

été testés dans des essais de phase I ou II (Nemunaitis et al., 2010;Opyrchal et al., 2009). 

Enfin, le virus H101, un virus oncolytique similaire à l’ONYX-015, a été accepté en Chine, 

en 2006, par la SFDA comme traitement pour les tumeurs (Shi and Zheng, 2009).  

  

1.4 Problématiques induisant une réduction d’efficacité 

 

 L’utilisation des adénovirus a permis de produire plusieurs résultats positifs à l’aide 

de gènes suicides ou de virus oncolytiques (Richard et al., 2007;Onimaru et al., 2010;Everts 

and van der Poel, 2005;Wang et al., 2010;Yu et al., 2011;Oosterhoff et al., 2005).  Certains 

des résultats ont mené à des traitements qui ont pu être commercialisés (Shi and Zheng, 

2009). Néanmoins, des limitations sont encore présentes dans les approches utilisées 

réduisant l’efficactité des AdVs. En effet, il a été démontré que, suite à l’infection de 

masses tumorales par un virus oncolytique, la présence de différentes composantes, dont 

des cellules normales (Bernt et al., 2005;Heise et al., 2000), une portion de la matrice 

extracellulaire (Kuppen et al., 2001;Hong et al., 2010) ou la zone nécrotique (Shen and 
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Hermiston, 2005;Post et al., 2004), pouvaient réduire la distribution des particules virales 

dans la tumeur, empêchant ainsi les virus d’infecter toutes les cellules tumorales. Il apparaît 

également que la présence de cellules normales comme les fibroblastes peuvent entraîner la 

réduction de particules infectieuses étant donné qu’elles ne supportent pas la réplication des 

particules oncolytiques. En outre, si la relâche des particules virales oncolytiques n’est pas 

suffisamment efficace, les cellules infectées pourraient être reconnues par le système 

immunitaire et celui-ci éliminerait les cellules infectées, réduisant du même coup la 

quantité de particules infectieuses disponible pour continuer la propagation. Il a donc été 

démontré que la réintroduction de l’ADP, qui favorise le relargage des particules virales, 

pouvait augmenter le potentiel des virus oncolytiques dans des masses tumorales in vivo 

(Yun et al., 2005).  

  

 Un autre problème est associé à la mauvaise vascularisation des tumeurs. Ce 

phénomène serait, en partie, la cause de la zone nécrotique retrouvée dans les tumeurs. En 

effet, les cellules en hypoxie ne permettent pas une réplication efficace des particules 

virales à cause d’un arrêt du cycle cellulaire en G1 (Shen and Hermiston, 2005). Dans le 

cas des gènes suicides, la spécificité des vecteurs viraux est un point important, car 

l’infection de cellules normales peut entraîner des dommages par l’apoptose de cellules, 

subséquemment à l’utilisation de certains systèmes comme la PNP (Cai et al., 

2008;Martiniello-Wilks et al., 2002).  De plus, l’infection de cellules normales réduit la 

quantité de particules infectieuses disponibles pour l’infection des cellules tumorales (Heise 

et al., 2000). Finalement, les faibles niveaux d’infectivité des virus, occasionnés par les 

faibles niveaux d’expression du CAR, nuisent aux virus encodant pour des gènes suicides 
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de même que pour la biodistribution des particules oncolytiques (Harvey et al., 2010;Raki 

et al., 2005). 

 

1.5 Alternative pour améliorer l’efficacité des particules virales 

 

1.5.1 Modification du génome viral 

 

 Plusieurs méthodes ont été étudiées pour accroître l’efficacité et la spécificité des 

différents vecteurs adénoviraux.  Une manière de contrôler la réplication virale et 

d’augmenter la spécificité consiste à moduler l’expression de la protéine virale E1A à l’aide 

d’éléments régulateurs tissus spécifiques contrôlant sa transcription.  Plusieurs de ces 

éléments ont déjà été utilisés, dont ceux du promoteur de la protéine PSA pour traiter les 

tumeurs de la prostate (Rodriguez et al., 1997), ceux du CXCR4 dans les tumeurs 

pulmonaires, mammaires ou ovariennes (Stoff-Khalili et al., 2007;Rocconi et al., 2007;Zhu 

et al., 2007b) et la télomérase dans différents essais tumoraux dont les tumeurs du pancréas 

(Onimaru et al., 2010;Bilsland et al., 2007). Pour augmenter d'un cran l'efficacité des 

particules virales, certains groupes de chercheurs ont modifié la structure de la fibre de 

manière à augmenter l’infectivité (Liu et al., 2011;Zhu et al., 2007a;Zhu et al., 2006;Van, V 

et al., 2003).  Augmenter l'efficacité des adénovirus oncolytiques peut être atteint par le 

rajout de certaines composantes de la région E3, telle la protéine ADP. Celle-ci favorise le 

relargage des particules à la fin du cycle viral, en causant la lyse des cellules par un 

processus autre que l’apoptose, et augmente du même coup le nombre de particules virales 

pouvant infecter de nouvelles cellules tumorales (Doronin et al., 2003).  Ces méthodes, qui 
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avaient une bonne efficacité in vitro, se sont révélées souvent beaucoup moins efficaces 

dans des systèmes in vivo. En effet, les tumeurs, de par leur nature, sont des structures 

complexes composées de cellules normales et cancéreuses.  De plus, une portion des 

masses tumorales est formée par des tissus conjonctifs et certaines tumeurs possèdent des 

zones nécrotiques. Ces éléments rendent difficile la distribution des particules virales dans 

les tumeurs. Dans l’optique de résoudre ces problèmes, certains groupes ont incorporé des 

cassettes d’expression encodant pour des métalloprotéinases : les métalloprotinéases 

peuvent permettre la dégradation de la matrice extracellulaire et faciliter la distribution des 

particules virales dans les tissus tumoraux (Cheng et al., 2007). 

 

1.5.2 Changement de tropisme des vecteurs viraux 

 

 L’induction d’un changement de tropisme est un outil qui a été mis à contribution 

dans le cadre de plusieurs types de vecteurs, dont les rétrovirus (Landazuri and Le Doux, 

2004), le HSV (Grandi et al., 2010), l’AAV (Muzyczka and Warrington, Jr., 2005), de 

même que dans les AdVs. Il sert à contourner l’inefficacité de certains systèmes à 

transduire différentes cibles par le manque de récepteurs spécifiques. Différentes approches 

ont donc été élaborées, tant pour modifier le tropisme des vecteurs que pour abolir leur 

tropisme naturel. L’abolition du tropisme naturel est effectivement essentielle, puisque la 

reconnaissance de différentes cibles favorise la transduction de populations cellulaires non 

désirées. Comme pour la modification du tropisme, une multitude d'essais ont été effectués 

sur les composantes virales pour déterminer les portions nécessaires à l'attachement des 

virus avec les différents types cellulaires. Des mutations diverses ont été générées dans le 
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bouton de la fibre de l’adénovirus, afin de remplacer les acides aminées importantes dans 

l'interaction avec le récepteur primaire, à savoir le CAR (Kirby et al., 2000). D'autres 

altérations peuvent aussi réduire le tropisme naturel des AdVs: l'abolition du domaine RGD 

dans la base penton (Koizumi et al., 2003a); la modification du domaine HSG dans la tige 

de la fibre (Kritz et al., 2007); ou encore la modification de la séquence variable dans 

l’héxon, qui peut lier les facteurs sanguins X (Vigne et al., 1999;Yoon et al., 2000). 

 

 Il existe plusieurs approches pour induire un changement de tropisme (Figure 7). 

Une des méthodes consiste à incorporer des motifs peptidiques dans la fibre. Dans les 

premiers essais effectués en ce sens, les chercheurs ont eu recours à l’ajout d’un court 

peptide provenant de la séquence du peptide de relâche gastrique à l’extrémité C-Terminal 

de la fibre (Michael et al., 1995). Plusieurs groupes ont, par la suite, montré que l'ajout 

d'une séquence RGD dans la boucle HI de la fibre pouvait augmenter la transduction des 

particules virales via l’utilisation des intégrines à la surface des cellules (Borovjagin et al., 

2005;Sandovici et al., 2006).  D’autres recherches, enfin, ont permis de prouver que les 

répétitions de lysine (K7) à l’extrémité C-terminale de la fibre pouvaient permettre la 

liaison avec les héparanes sulfates exprimés à la surface des cellules (Koizumi et al., 

2003b;Ranki et al., 2007;Gonzalez et al., 1999;Rein et al., 2004;Staba et al., 2000). L’ajout 

des séquences RGD ou K7 a permis d’augmenter l’efficacité de la transduction de 20 à 700 

fois selon les tissus, sans toutefois augmenter la spécificité des vecteurs viraux. 
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Figure 7 : Différentes stratégies pour induire un changement de tropisme. 
Représentation schématique des différentes altérations qui ont été apportées à la fibre virale 
pour induire un changement de tropisme.  
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 Par la suite, la compréhension de la structure du bouton, grâce à des analyses de 

cristallographie, a permis d’identifier la boucle HI comme un site attrayant pour 

l’incorporation de peptide (Xia et al., 1994). Contrairement à l’extrémité C-terminale, la 

boucle HI était positionnée sur la surface du bouton favorisant l’interaction avec l’élément 

ciblé. La première modification induite au niveau de la boucle HI fut l’ajout du peptide 

FLAG pour montrer la possibilité d’ajouter des séquences sans perdre la fonctionnalité de 

la fibre virale (Krasnykh et al., 1998). Plusieurs groupes ont tenté, en insérant des 

séquences dans la boucle HI, d’augmenter tant l’infectivité des particules virales que la 

spécificité du changement de tropisme. De nombreuses séquences ont donc été évaluées en 

fonction de ces deux caractéristiques : l’YSA ciblant le récepteur à l’éphrine A (van Geer et 

al., 2009); un peptide contenant une portion NGR pouvant interagir avec l’aminopeptidase 

N (Majhen et al., 2006); puis, différents peptides élaborés via une sélection par phage, 

pouvant lier différentes cibles, notamment les muscles lisses, les cellules endothéliales 

vasculaires ou des cellules neuronales (Gaden et al., 2004;Xia et al., 2000;Joung et al., 

2005;Nicklin et al., 2001;Baker et al., 2005;Work et al., 2004). Il est aussi possible 

d’introduire un domaine d’interaction du fragment Fc des immunoglobulines dans la 

portion HI de la fibre virale et de garder l’affinité avec des anticorps (Volpers et al., 2003). 

Ce système, en association avec différents anticorps, a permis de générer un changement de 

tropisme contre le CEA, l’EGF-R et l’EpCam (Kawashima et al., 2011;Tanaka et al., 2006).   

 

 Étant donné que le bouton de la fibre contient les éléments essentiels à l’interaction 

avec le CAR, des chercheurs ont tenté de l’enlever de la fibre de manière à pouvoir 

diminuer le tropisme naturel des virus (Shayakhmetov et al., 2003;Magnusson et al., 2001).  
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Cependant, la perte de cette structure empêche la trimérisation de la fibre qui est essentielle 

à l’infectivité et à l’encapsidation des particules virales (Legrand et al., 1999;Henning et al., 

2006;Franqueville et al., 2008). Initialement, différentes séquences peptidiques favorisant 

la formation de trimères ont été utilisées pour compenser l’abolition du bouton (Hedley et 

al., 2006;Schagen et al., 2006;Van, V et al., 2000). Actuellement, la séquence stabilisant 

l’homotrimère a été partiellement isolée et utilisée (Li et al., 2006). À partir de ces 

constructions dénuées de bouton, plusieurs peptides ont été fusionnés avec la fibre pour 

induire un changement de tropisme. Le groupe de Toh a enlevé le bouton en gardant le 

domaine de trimérisation, puis a ajouté un peptide RGD à l’extrémité C-terminale de la 

fibre (Toh et al., 2005). Parallèlement, certains chercheurs ont utilisé des librairies 

contenant des multitudes de séquences peptiques pour obtenir des vecteurs qui auraient un 

avantage.  D’ailleurs, le groupe de Ghosh a trouvé, par cette approche, que le peptide 

TARGEHKEEELI permettait une meilleure infectivité de 20 fois, dans des myoblastes de 

souris, tandis qu’il pouvait accroître l’infectivité de 4 fois dans les myotubes (Ghosh and 

Barry, 2005). Le groupe de Hedley, par exemple, a montré qu’il pouvait fusionner un scFv 

sur une fibre exempte de bouton et augmenter l’infectivité des particules modifiées vis-à-

vis des cellules exprimant la protéine reconnue par le scFv en question (Hedley et al., 

2006).     

 

Les fibres chimériques ou les substitutions du bouton de la fibre sont d’autres 

alternatives qui ont été étudiées. La substitution du bouton de la fibre de l’adénovirus de 

type 5 pour celui d’un autre sérotype a été effectuée à maintes reprises (He et al., 

2011;Gustafsson et al., 2006;Kawakami et al., 2003). Les sérotypes comme l'Ad3, Ad11, 
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Ad16 (Kuhlmann et al., 2009) et l’Ad50 (Kuhlmann et al., 2009) ont été analysés. Ces 

constructions permettent de substituer le tropisme naturel du virus, soit le CAR, pour la 

protéine membranaire, le CD46 (Stone et al., 2005;Segerman et al., 2003). Ce marqueur est 

exprimé dans plusieurs types de tumeurs comme les glioblastomes (Ulasov et al., 2008). De 

plus, les virus de sérotype B peuvent lier aussi les récepteurs CD80 et CD86 (Short et al., 

2006). L’utilisation d’un sérotype différent peut s’effectuer en substituant le bouton, la tige 

ou les deux portions de la fibre. Actuellement, les chimères Ad5/35 qui possèdent la tige du 

sérotype 5 et le bouton du sérotype 35 sont les plus fréquemment étudiées (Shayakhmetov 

et al., 2005;Nilsson et al., 2004). Par contre, il a été montré que la voie d’internalisation des 

virus utilisant le CD46 est moins rapide (Nicklin et al., 2005).  En effet, l’internalisation de 

ces particules virales interagissant avec le CD46 ne passe pas par la même voie, ce qui 

augmente le temps nécessaire pour que le transgène soit exprimé (Amstutz et al., 2008). 

Néanmoins, plusieurs chercheurs ont aussi utilisé des portions des fibres du sérotype D 

pour permettre de modifier le tropisme du virus.  L’utilisation de vecteurs arborant des 

fibres chimériques, lesquelles contiennent le bouton de la fibre de type 19, a pu permettre 

aux particules virale modifiées de cibler spécifiquement les tumeurs rénales au lieu d’être 

éliminées par le foie (Diaconu et al., 2009). De plus, d’autres chercheurs ont produit des 

fibres virales en utilisant des éléments provenant du réovirus. En effet, le site 

d’oligomérisation du réovirus ayant été fusionné au domaine de fixation à la base penton, 

des particules ont pu être générées (Schagen et al., 2006). 

 

 L’utilisation de peptides bispécifiques peut aussi être une alternative pour engendrer 

un changement de tropisme (Figure 7). Ces peptides peuvent être constitués de différents 
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domaines d’interaction ou de portions de certaines protéines. En effet, il est possible de 

conjuguer des anticorps, ou des scFv, ayant la capacité de reconnaître des domaines 

protéiques différents, pour former des anticorps bispécifiques. Sinon, il est possible de 

former des peptides bispécifiques en ajoutant un domaine d’interaction à un ligand 

spécifique,  par exemple, l’ajout d’un domaine leucine zipper à un facteur de croissance 

(Blackwell et al., 1999;Glasgow et al., 2009;Kleeff et al., 2002). Dans la même perspective, 

des anticorps à une seule chaîne variable (scFv), ciblant la fibre virale et fusionnés à des 

ligands spécifiques, peuvent aussi être utilisés, de même que des scFv doubles interagissant 

avec la fibre virale et la protéine d’intérêt (Haisma et al., 2000;Whittington et al., 

1998;Nettelbeck et al., 2001). Autrement, le récepteur du FGF (Kleeff et al., 2002), 

l’antigène carcinoembryonique (CEA) (Whittington et al., 1998;Li et al., 2007), le 

récepteur à l’EGF (Blackwell et al., 1999), le CD105 (Nettelbeck et al., 2001) et des 

antigènes spécifiques exprimés par des carcinomes hépatocitaires humains (Yoon et al., 

2000) ont été ciblés par des anticorps bispécifiques de manière à modifier le tropisme des 

virus. Un des avantages des anticorps bispécifiques est qu’ils peuvent aisément réduire le 

tropisme naturel sans l’ajout de modifications majeures dans la fibre virale. La diminution 

s'explique par l’encombrement stérique, occasionné par la présence de l’anticorps à 

proximité du bouton, qui nuit à l'interaction avec le CAR (Korokhov et al., 2003). Des 

peptides bispécifiques peuvent aussi être bâtis, soit en utilisant les portions protéiques 

nécessaires à l’interaction avec le bouton de la fibre et avec la protéine d’intérêt (Harvey et 

al., 2010), soit par le biais de modifications pouvant être ajoutées à l’extrémité C-

Terminale, ou encore dans la boucle HI (Henning et al., 2005;Pereboeva et al., 2007). À ce 

propos, des études ont montré la possibilité de remplacer le bouton par un domaine 
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d’interaction avec les immunoglobulines Fc. La présence du domaine d’interaction avec les 

immunoglobulines permet la liaison avec différents anticorps monoclonaux qui peuvent 

modifier le tropisme des vecteurs viraux vers différents récepteurs cellulaires, dont l’EGF-

R (Henning et al., 2005;Volpers et al., 2003) ou le CD40 (Korokhov et al., 2003). 

 

 Des modifications dans la structure de l’héxon, de la base penton ou de protéine IX, 

peuvent aussi servir à induire un changement de tropisme.  Au niveau de l’héxon, les 

recherches effectuées par le groupe de Wu ont démontré que la région hypervariable de 

l’héxon de l’adénovirus était accessible et n’affectait pas la formation des particules lorsque 

qu’un Tag histidine était incorporé dans sa séquence (Wu et al., 2005).  Suite à ces 

découvertes, d’autres travaux ont mis en évidence la possibilité  d’insérer des séquences qui 

pouvaient aller jusqu'à 36 acides aminés (McConnell et al., 2006;Vigne et al., 1999;Wu et 

al., 2005;Kurachi et al., 2007).  Parmi ceux-ci, il résulte des travaux du groupe de Vigne 

que l’ajout d’un peptide RGD dans la portion hypervariable peut augmenter l’efficacité de 

transduction (Vigne et al., 1999), et ce même si l’utilisation de la séquence RGD dans une 

configuration similaire dans l’héxon ne permet pas d’obtenir une augmentation de la 

transduction (Kurachi et al., 2007).   

 

 Selon certaines études, il est possible de remplacer la séquence RGD retrouvée sur 

la base penton par différents peptides. En effet, il a été montré que les séquences HA ou 

FLAG peuvent être incorporées dans la base penton (Wickham et al., 1996;Einfeld et al., 

1999), l’ajout du FLAG permet ensuite de changer le tropisme en utilisant des anticorps 

bispécifiques. Ces derniers peuvent d’une part reconnaître le peptide FLAG et d’autre part 
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reconnaître les intégrines à l’aide d’un anticorps spécifiques (Wickham et al., 1996).  Des 

modifications peuvent être aussi apportées à la protéine IX pour permettre de modifier le 

tropisme. De ce fait, plusieurs modifications ont déjà été générées, comme l’ajout d’un 

peptide FLAG, d’un HIS-Tag ou d’un motif RGD (Campos et al., 2004;Dmitriev et al., 

2002;Tang et al., 2008). Le groupe de Poulin a réussi à incorporer dans la capside virale, 

par la protéine IX, un anticorps à un seul domaine, changeant ainsi le tropisme de ces virus 

(Poulin et al., 2010).  

  

 Lorsque l'adénovirus est injecté de manière systémique, il est principalement capté 

par les cellules de Kupfer du foie, ce qui induit une importante réduction dans la quantité de 

particules virales en circulation. Une façon de modifier les particules virales consiste à 

ajouter des polymères hydrophiliques pour masquer les éléments reconnus par l'organisme 

(Gao et al., 2007).  Plusieurs auteurs ont utilisé le PEG pour masquer l’adénovirus, en plus 

d'ajouter des éléments permettant de générer un changement de tropisme. En effet, il a été 

montré qu’il était possible de complexer le FGF2 à des molécules de PEG pour induire un 

changement de tropisme (Lanciotti et al., 2003). Une autre étude a aussi démontré la 

possibilité d’utiliser le FGF pour induire un changement de tropisme dans des cellules 

musculaires :  le groupe de Menezes a montré une augmentation de 6 fois dans les muscles 

de souris en utilisant un complexe PEG-FGF. Il a évalué aussi la possibilité d’utiliser 

l’IGF-I pour changer le tropisme des adénovirus, mais sans trop de succès (Menezes et al., 

2006). Ensuite, le groupe de Kim a montré que l’herceptin pouvait aussi être complexé avec 

le PEG pour changer le tropisme et diminuer l’absorption par le foie (Kim et al., 2011). De 

plus, l’ajout de peptides est un autre type de modification qui peut être effectuée sur le 
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polymère (Eto et al., 2008).  Un autre polymère moins utilisé est le N-[2-hydroxypropyl] 

méthacrylamide (HPMA). Pourtant, contrairement au PEG, l’avantage de ce polymère est 

qu’il permet de recouvrir les particules virales avec une concentration moins importante, 

réduisant ainsi la probabilité de former des agrégats (Fisher and Seymour, 2010).  

 

1.6 Les récepteurs choisis pour l’induction d’un changement de tropisme 

 

1.6.1 Expression du CEA6 

 

 La protéine CEA6, ou CEACAM6, fait partie d’une famille de protéines qui 

posséde des caractéristiques des protéines d’adhésion mais aussi de certains marqueurs de 

grossesse.  Il s’agit de protéines qui ont un fort niveau de glycosylation et qui ont des rôles 

divers dans les tissus normaux, selon leur domaine d’ancrage, ou en fonction des différents 

motifs qui peuvent se retrouver sur leur queue cytoplasmique (Kammerer and 

Zimmermann, 2010). Plusieurs récepteurs seraient reconnus par des anticorps du système 

humoral (Kuroki et al., 2005).  Dans le cas de la protéine CEACAM6, elle serait 

surexprimée dans bon nombre de tumeurs, dont les tumeurs mammaires, pancréatiques, 

gastrointestinales (Lewis-Wambi et al., 2008) et pulmonaires (Blumenthal et al., 2007). À 

partir d’une banque de chaîne lourde, un anticorps à un seul domaine a été identifié pour 

lier spécifiquement le récepteur CEA6 (Zhang et al., 2004). Cet anticorps a montré sa 

capacité à pouvoir induire un changement de tropisme dans les A549 lorsqu’il a été 

incorporé dans la protéine IX de l’adénovirus (Poulin et al., 2010).  
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1.6.2 Le récepteur à l’EGF 

 

Le récepteur au facteur de croissance épithéliale (EGF-R), erB1 ou HER-1 fait 

partie d’une famille de quatre récepteurs trans-membranaires à tyrosine kinase. Il est 

essentiel tant au développement qu’à la croissance des cellules,  comme à la survie 

cellulaire (Gadji et al., 2009;Nicholas et al., 2006). La liaison de différents facteurs de 

croissance, dont le facteur de croissance épithéliale (EGF) et le facteur de croissance 

transformant alpha (TGFα), peut engendrer l’activation du récepteur. Cette activation 

s’effectue suite à l’homodimérisation de HER-1 ou suite à l’hétérodimérisation de HER-1 

avec HER-2 ou HER-4. La dimérisation entraîne la phosphorylation du domaine 

cytoplasmique et de différentes voies de signalisations dont celles des MAPK ou de PI3K 

(Nicholas et al., 2006).   

 

Dans plusieurs types tumoraux, l’expression du récepteur est altérée, soit par une 

surexpression de celui-ci, soit par la transduction d’un récepteur constitutivement actif. Le 

récepteur est impliqué dans différents types de tumeurs,  dont les tumeurs mammaires, 

pulmonaires, pancréatiques, voire dans les glioblastomes (Gadji et al., 2009;Hardy et al., 

2010;Wilson et al., 2009;He et al., 2008;Heist and Christiani, 2009). En plus de subir une 

amplification, le récepteur peut être altéré. À ce titre, sept mutations pouvant générer un 

récepteur constitutivement actif ont été répertoriées dans la littérature (Zhang et al., 2003b). 

La plus fréquente d’entre elles serait la variante III, nommée EGFRvIII, qui est observée 

dans différents types de tumeurs (Li et al., 2011). Il est à noter que cette forme du récepteur 
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n’a pas été retrouvée dans des tissus sains, comme mentionné dans la revue de littérature de 

Mimeault en 2011 (Mimeault and Batra, 2011). La variante III est générée suite à une 

deletion des exons 2 à 7, tout en conservant le même cadre de lecture. De plus, la 

juxtaposition de l’exon 1 et 8 génére un site immunogénique qui pourrait être ciblé par 

différentes approches thépareutiques. L’expression de la forme mutante ne serait pas aussi 

efficace dans l’activation des différents gènes, comparativement à la surexpression du 

récepteur (Ramnarain et al., 2006). Actuellement, plusieurs groupes tentent de générer des 

anticorps pouvant reconnaitre spécifiquement l’EGF-RvIII (Li et al., 2011;Gupta et al., 

2010). Néanmoins, trouver un anticorps réagissant seulement avec la forme mutante peut 

être difficile, car plusieurs anticorps réagissent aussi avec la forme sauvage du récepteur à 

l’EGF (Jungbluth et al., 2003). L’utilisation de tels anticorps pourrait s’avérer intéressante 

dans le cadre d’approches faisant appel au changement de tropisme pour cibler les tumeurs.  

 

Tout de même, plusieurs approches thérapeutiques qui surexpriment le récepteur à 

l’EGF ont été évaluées pour traiter les tumeurs. Certaines drogues agissent sur l’activité 

kinase du récepteur, comme le GefitinibTM, pour entraîner la mort des cellules (Emdad et 

al., 2007). Il existe aussi plusieurs anticorps monoclonaux qui peuvent être avantageux dans 

un contexte de changement de tropisme. Par exemple, des études ont mené à la production 

de l’herceptinTM. Ce composé est, en fait, un anticorps monoclonal humanisé qui cible 

spécifiquement la protéine HER-2. La liaison de l’anticorps avec le HER-2 entraîne une 

réduction de la prolifération des masses tumorales (Shah and Chen, 2011). Dans un 

contexte de thérapie génique, l’herceptinTM a déjà été couplé à un AdV par l’utilisation de 

PEG et utilisé pour engendrer un changement de tropisme (Kim et al., 2011).  De plus, un 
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autre anticorps monoclonal ciblant l’EGF-R, le Cetuximab, a aussi été combiné au PEG 

pour engendrer un changement de tropisme. Dans ce dernier cas, l’anticorps était associé à 

un virus oncolytique, permettant ainsi de reduire la taille de tumeurs ovariennes (Morrison 

et al., 2008b). 

 

1.6.3 Expression du récepteur à l’IGF-I dans les tumeurs et les tissus 

sains 

 

 Le récepteur au facteur de croissance similaire à l’insuline I (IGF-IR) est un 

hétérotétramère dont les différentes chaînes qui le composent sont liées par la présence de 

ponts disulfures. Il est composé de deux sous-unités β, de 95 kDa chacune. Ces  portions 

ont pour rôle d’ancrer le récepteur à la surface des cellules. Par ailleurs, les cellules 

tumorales possèdent deux sous-unités α de 132 kDa, tandis que les cellules normales 

expriment une sous-unité α de 115 kDa (Gammeltoft et al., 1988). La structure 

tridimensionnelle formée des deux sous-unités α permet la liaison avec différents types de 

ligands, dont l’insuline et le facteur de croissance similaire à l’insuline I ou II (IGF-I ou 

IGF-II) (Baserga, 2000;Gualco et al., 2009). Par contre, l’interaction avec l’IGF-II ou 

l’insuline s’effectue avec une affinité beaucoup plus faible, à savoir de 25 nM et de 100 nM 

respectivement (Schumacher et al., 1991;Germain-Lee et al., 1992), que celle avec l’IGF-I, 

dont l’affinité est de 1 nM (Germain-Lee et al., 1992). Pourtant, l’induction de ce récepteur 

n’est pas seulement contrôlée par les niveaux d’expression du ligand ou ceux du récepteur. 

Effectivement, la présence de la protéine liant l’IGF-I (IGFBP) a un rôle essentiel dans la 

modulation des signaux induits par l’IGF-IR. L’IGFBP possède une affinité plus 



 

 

53

importante pour le ligand que celle observée pour le récepteur (Werner and Bruchim, 

2009). Les protéines IGFBP permettent le transport de l’IGF-I au travers du flot sanguin, 

l’empêchent d’activer les cellules endothéliales et augmentent la demi-vie des facteurs de 

croissance. De plus, l’expression des IGFBP peut être utilisée par les cellules pour moduler 

l’activation du récepteur en altérant le nombre de molécules d’IGF-I disponibles dans 

l’espace extracellulaire (Duan, 2002). La stimulation du récepteur peut permettre la 

prolifération, la différenciation et l’envoi des signaux anti-apoptotiques (Gualco et al., 

2009;O'Connor et al., 1997;Reiss et al., 1998). L’IGF-IR est un récepteur qui fait partie de 

la famille des récepteurs à tyrosine kinase et qui possède la capacité de s’autophosphoryler 

suite à l’interaction avec l’un des différents ligands. La phosphorylation s’effectue sur 

plusieurs des tyrosines retrouvées sur la queue cytoplasmique de la sous-unité β suite à un 

changement conformationnel. La phosphorylation est essentielle aux activités biologiques 

du récepteur, comme l’internalisation et la signalisation intracellulaire (Kato et al., 

1993;Prager et al., 1994;Stannard et al., 1995). La séquence de l’IGF-IR possède aussi un 

site de liaison à l’ATP (Stannard et al., 1995) qui est essentiel à l’activité biologique du 

récepteur (Kato et al., 1993;Favelyukis et al., 2001).  

 

L’activation du récepteur module plusieurs phénotypes associés avec les capacités 

tumorigéniques. En effet, il a été montré qu’il existe une association entre la diminution des 

niveaux d’expression de l’IGF-IR dans des cellules tumorales et l’induction de la mort 

cellulaire (Liu et al., 1998;Dunn et al., 1998;Yavari et al., 2010). L’IGF-IR aurait aussi une 

influence sur les capacités métastatiques via l’augmentation du potentiel d’invasion des 

cellules tumorales (Samani et al., 2004). De plus, la présence du récepteur à la surface des 



 

 

54

tumeurs favoriserait le développement des nodules métastatiques dans les tissus hépatiques 

chez certains types de tumeurs, dont les tumeurs du colon ou pulmonaires (Reinmuth et al., 

2002;Wang et al., 2009). Enfin, des études ont montré que l’inhibition du récepteur 

augmenterait la sensibilité à certains traitements de chimiothérapies (Duan et al., 2009). 

 
 
 L’IGF-I, ainsi que l’expression du récepteur à l’IGF-I, seraient reliés au 

développement des tissus musculaires, à leur régénération et à l’utilisation du glucose (Kim 

et al., 2005). En fait, il a été prouvé que l’IGF-I fait parti des facteurs qui permettent la 

différenciation des myoblastes en myotubes (Yoshiko et al., 2002). De plus, les niveaux 

d’expression du récepteur à l’IGF-I, de même que ceux de l’IGF-I, seraient stimulés suite à 

différents types d’exercices (Philippou et al., 2007). L’activité du récepteur à l’IGF-I serait 

moins efficace avec le vieillissement des muscles en plus d’être moins exprimé suite à 

l’exposition aux différents stimuli (Philippou et al., 2007). Pour démontrer l’importance du 

récepteur à l’IGF-I lors du développement, le groupe de Liu a généré un modèle de souris 

« knock down » pour le récepteur. Ils ont montré que les souris mourraient très tôt après 

leur naissance, d’une hypoplasie des différents muscles (Liu et al., 1993). Également, le 

groupe de Beguinot a montré que les niveaux d’expression dans les myoblastes, les 

précurseurs des fibres musculaires chez la souris, étaient plus élevés que dans les fibres 

différenciées. Même avec des niveaux relativement faibles, les chercheurs ont montré que 

l’activité suivant la stimulation du récepteur à l’IGF-I était aussi forte, même avec des 

niveaux d’expression plus faible (Beguinot et al., 1985). 
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1.7 Interaction protéique 

 

 L’utilisation d’un système d’interaction protéine-protéine est une alternative 

efficace pour effectuer la purification et la concentration, de même que pour trouver des 

partenaires d’interactions dans le cadre de différentes expériences. En effet, des éléments 

variés sont utilisés couramment pour isoler des protéines provenant d’extrait, de milieu 

conditionné ou de sérum. Il s’agit, notamment,  de Tag histidine (Loetscher et al., 1992), de 

complexes de biotine et de streptavidine (Schmidt and Skerra, 1993), ou encore de la 

protéine A au niveau des purifications d’anticorps (Lowenadler et al., 1986).  Par contre, la 

taille de certains de ces domaines d’interaction peut nuire à l’accessibilité des peptides à 

cause de l’encombrement stérique ou du repliement de la structure (Tripet et al., 1996). Les 

systèmes comme l’avidine/biotine ou les FLAG ont déjà été utilisés, dans le cadre 

d’approches permettant l’induction d’un changement de tropisme (Krasnykh et al., 

1998;Campos et al., 2004). 

 

 Le système « Coiled-Coil » a été développé initialement pour obtenir un système 

universel qui permettrait de faciliter la purification protéique.  Sa structure en forme 

d’hélice α (Figure 8) a été sélectionnée pour différentes raisons, parmi lesquelles la 

flexibilité de la structure, les forces d’interaction électrostatique, les domaines 

hydrophobiques, de même que de l’orientation des deux partenaires (Chao et al., 1998).  La 

liaison des domaines d’interaction est possible grâce au résidu chargé (acide glutamique et 

lysine) retrouvé en position 5 et 7 (Figure 8). De plus, le positionnement des différents 

acides aminés favorise la formation d’hétérodimère, ce qu’a démontré le groupe de Tripet 
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(Tripet et al., 1996). À partir de ce moment, le système a été utilisé dans le cadre de 

multiples essais. Il s’est révélé un excellent capteur protéique dans le cadre de purification 

sur colonne (Chao et al., 1998). Le potentiel du système a aussi été évalué pour en faire un 

agent de détection pour des immunobuvardages de type Western (Boucher et al., 2010) ou, 

encore, pour être utilisé dans le cadre d’essai ELISA (Liberelle et al., 2010). Actuellement, 

le système n’a pas été évalué dans un contexte in vivo. Étant donné la nature synthétique 

des domaines d’interaction K-Coil et E-Coil, il pourrait y avoir une réponse immunitaire 

dirigée contre les domaines d’interaction. Finalement, il a été montré que les domaines 

d’interaction « Coiled-Coil » avaient un impact sur la séparation des protéines arborant l’un 

ou l’autre des domaines d’interaction. La forte charge électrostatique de ceux-ci serait la 

cause de cette variation (Tripet et al., 1996). 

 

  

 

Figure 8 : Représentation schématique des hélices α composant les domaines 
d’interaction K-Coil et E-Coil.  
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 Les domaines K-Coil et E-Coil ont été par la suite mieux caractérisés, grâce à 

l’utilisation de différentes mutations dans les hélices alpha (Litowski and Hodges, 2002), de 

même que par le système Biacore (surface plasmon resonance, SPR) (De et al., 2003). Les 

résultats des auteurs montraient que la variation entre le nombre de copies des Coils avait 

un effet sur la constante de dissociation des complexes : plus le nombre de copies était 

élevé, plus la stabilité du complexe était grande. Précisément, un complexe E4/K4 obtenait 

un Kd d’une valeur de 1.16X10-7M, tandis qu’un complexe E5/K5 obtenait une valeur de 

6.3X10-11M (De et al., 2003).   

 

1.8 Objectif du projet de recherche 

 

 Tel que mentionné précédemment dans les sections 1.3 et 1.4, l’un des problèmes 

associés à l’utilisation des adénovirus pour la thérapie génique est la difficulté à infecter les 

différents types cellulaires ciblés. La limitation est causée par un faible niveau d’expression 

du récepteur primaire à l’adénovirus, le CAR. Cette problématique est aussi constatable 

dans des cellules tumorales que dans certains tissus normaux, comme les muscles. 

Différentes approches ont été élaborées dans la littérature pour accroître l’infectivité des 

AdVs. Par conséquent, nous avons émis l’hypothèse que l’utilisation d’un domaine 

d’interaction synthétique pourrait permettre l’association de l’adénovirus avec différents 

peptides bispécifiques, et que cette association pourrait permettre d’accroître l’infectivité 

des particules virales. 
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 Le but du projet était donc de démontrer qu’il était possible de développer un 

système adénoviral capable de cibler spécifiquement différents types cellulaires, en utilisant 

différents récepteurs cellulaires, autres que le CAR, comme cible.  Ce système serait 

subséquemment utilisé pour développer des vecteurs adénovirus plus efficaces et plus 

sécuritaires pour différentes thérapies géniques. Pour valider notre hypothèse, il est 

essentiel de démontrer les objectifs suivants :  

 

• Qu’il est possible de construire des peptides bispécifiques fonctionnels arborant des 

domaines d’interaction et pouvant cibler un récepteur spécifique.  

• Qu’on peut générer des fibres adénovirales arborant le domaine d’interaction pour 

le ligand, avec ou sans la présence de mutations dans l’un des domaines 

d’interaction au CAR.  

• Que les domaines d’interaction retrouvés sur les ligands et les fibres virales peuvent 

interagir ensemble. 

• Qu’il est possible de produire et purifier des vecteurs adénoviraux arborant les 

fibres modifiées. 

• Que le tropisme des adénovirus peut être changé dans des lignées cellulaires 

tumorales.  

• Que l’efficacité de transduction peut être augmentée dans les cellules musculaires.  

• Et finalement, que le changement de tropisme peut accroître l’infectivité de vecteurs 

adénoviraux dans un contexte in vivo.  



 

 

 

 

Section 2 : 

Matériel et méthodes 
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2 Matériel  et méthodes 
 

2.1 Entretien des cellules en culture 
 
 

La croissance de toutes les cellules a été effectuée à 37°C en présence de 5% de 

CO2.  Les 293A (Graham et al., 1977), les 293E, cellules dérivées des 293A exprimant le 

pseudorécepteur à l’EGF-R/E5.Coil (Zeng et al., 2008), ainsi que les HeLa (Jones, Jr. et al., 

1971) ont été maintenues dans du milieu DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) 

(Thermo scientist, Rockford, IL) contenant 5% de sérum foetale de bovin (FBS) (Thermo 

scientist, Rockford, IL) et 2 mM de Glutamine (Thermo scientific, Rockford, IL). Les 293F 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) ont été maintenues en suspension dans des erlenmeyers de 125 

mL (Corning, Lowell, MA), dans du SFM à faible concentration de calcium (LC-SFM) 

(Invitrogen, Grand Island, NY) contenant 5% de FBS (Thermo scientific, Rockford, IL) et 

2 mM de glutamine (Thermo scientific, Rockford, IL). Les CHO-IGF-E5 clone L et clone 

4B4 (Caron et al., 2009) ont été maintenues en suspension dans des erlenmeyers stériles de 

125 mL (Corning, Lowell, MA) dans du CD-CHO (Gibco, Invitrogen, Burlington, ON) 

complémenté avec 2 mM de glutamine et 50 µg/mL de sulfate de dextran (Amersham 

Pharmacia biotech, Uppsala, Suède). Les lignées A549 (Giard et al., 1973) (cellules 

cancéreuses pulmonaires humaines) et A549tTA (Massie et al., 1998a) ont été maintenues 

dans du milieu DMEM (Thermo scientific, Rockford, IL) contenant 10% de FBS (Thermo 

scientific  Rockford, IL) et 2 mM de Glutamine (Thermo scientific, Rockford, IL). Pour 

étudier le modèle de tumeurs de cerveau, les U87MG (Ponten and Macintyre, 1968) et les 

U87MG-Wt (cellules de glioblastomes humains surexprimant le récepteur à l’EGF) ont été 
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utilisées et maintenues dans du milieu DMEM (Thermo scientific, Rockford, IL) contenant 

10% de FBS (Thermo scientific  Rockford, IL) et 2 mM de Glutamine (Thermo scientific, 

Rockford, IL). La lignée H59 (cellules cancéreuses pulmonaires de souris) fournie par le 

laboratoire du Dr Brodt  a été utilisée pour étudier le changement de tropisme dans un 

modèle qui forme des métastases dans le foie à cause de l’expression de l’IGF-IR. Les 

cellules ont été maintenues dans du milieu RPMI-1640 (Thermo scientific Rockford, IL) 

contenant 10% de FBS (Thermo scientific, Rockford, IL) et 2 mM de L-glutamine (Thermo 

scientific, Rockford, IL). La lignée TOV-112D et OV90 (cellules cancéreuses ovariennes) 

(Provencher et al., 2000) ont été maintenues dans du milieu F12/DMEM (Thermo scientific 

Rockford, IL) contenant 10% de FBS (Thermo scientific, Rockford, IL) et 2 mM de L-

glutamine (Thermo scientific, Rockford, IL). Pour étudier l’efficacité de transduction dans 

les muscles, des cellules C2C12 (myoblastes de souris) (Yaffe and Saxel, 1977) ont été 

utilisées et maintenues dans du milieu DMEM (Thermo scientific, Rockford, IL) contenant 

10% de FBS (Thermo scientific  Rockford, IL) et 2 mM de Glutamine (Thermo scientific, 

Rockford, IL).  

 

2.2 Génération des différentes constructions 

2.2.1 Construction des fibres virales modifiées 

 

 Plusieurs des plasmides ont été utilisés et construits lors de ce projet.  La liste des 

plasmides a été présentée dans l’annexe I pour faciliter la distinction entre ce qui était 

disponible dans notre laboratoire et ce qui a dû être bâti dans le cadre de cette thèse. 



 

 

62

 

 Les fibres virales arborant le domaine K-Coil en C-terminal ont été produites 

précédemment dans notre laboratoire (Zeng et al., 2008). Brièvement, les séquences du K4-

Coil et du K5-Coil ont été inserées dans la portion C-terminale de la fibre virale après avoir 

été amplifiées par PCR à partir du vecteur pcDNA3-K5-Coil (produit par Mme Myriam 

Banville, Institut de recherche en biotechnologie). Pour ce faire, l’amorce sens 5’-

CGCGGATCCAAGGTATCCGCTTTAAAG-3’ a été utilisée en combinaison avec l’une 

des amorces antisens suivantes : pour le K4, 5’-CGGGATCCGAATTGTTATT 

CCTTCAAGGCTGACAC-3’; pour le K5, 5’-CGGGATCCCAATTGTTACTCTTTA 

AGTGCTGA -3’.  Les amorces ont permis l’insertion d’un site BamHI (souligné) et d’un 

site MunI (caractères gras).  Les séquences ont été insérées dans le plasmide pCMV-FB-

BFPq (disponible dans le laboratoire), suite à la digestion du plasmide et des fragments 

PCR par l’enzyme de restriction BamHI, pour former les plasmides pCMV-FB4 et pCMV-

FB5 (Zeng et al., 2008). Une mutation dans la fibre avec le K4 en C-terminal a été 

introduite dans le domaine AB en utilisant la trousse commerciale QuickChangeTM 

(Stratagene, CedarCreek, Tx) pour former le plasmide pCMV-FBK4m (Zeng et al., 2008). 

La mutation a donc été introduite par mutagenèse dirigée (nucléotides soulignés) en 

utilisant des amorces spécifiques, à savoir 5’-ACCACACCAGCTCCAGAGCCTAACTGT 

AGACTAAATGC-3’ et 5’-GCATTTAGTCTACAGTTAGGCTCTGGAGCTGGTGTGG 

T-3’, selon les procédures du système commercial QuickChangeTm (Stratagene, 

CedarCreek, Tx).  La séquence FBK4m a été transférée dans le plasmide pE4 (contient la 

portion virale contenu entre les positions 84,5 et 100mu) (Zeng et al., 2008) pour générer le 
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vecteur plasmidique pE4-FBK4m en digérant le plasmide pE4 et le pCMV-FBK4m avec 

les enzymes de restriction NheI et MnuI (Zeng et al., 2008).  

 

 Nous avons ensuite introduit les 5 répétitions du domaine K-Coil dans la boucle HI 

pour former le vecteur pE4-HIK5 (Annexe I). Pour ce faire, la séquence TGFα, retrouvée 

dans le vecteur pE4-FBTGFα (disponible dans le laboratoire), contenu dans la boucle HI a 

été remplacée par le fragment K5-Coil obtenu suite à l’amplification de la séquence par 

PCR. Ce fragment a été amplifié en utilisant l’amorce sens 5’-CGCGGATCCAAGGTATC 

CGCTTTAAAAG-3’ et l’amorce antisens 5’-TATTGGATCCTCCTTGATCCTCCACCG 

CCC TC-3’. La séquence de la fibre contenant le K5-Coil a, par la suite, été transférée dans 

le vecteur plasmidique pE4. L’insertion a été effectuée en clonant la séquence dans un site 

BamHI.  Le plasmide pE4-HIK5 a été vérifié par séquençage. La fibre virale modifiée a été 

transférée dans le plasmide pCMV-FB-BFPq (Zeng et al., 2008) à l’aide des amorces 5’-T 

AATACGCGTGCCACCATGAAGCGCGCAAGACC-3’ et 5’-CCGCGACGCGTTATTA 

TTCTTGGGCAATG-3’, pour permettre de vérifier l’expression de la fibre contenant le 

domaine K5-Coil dans la boucle HI. Une séquence flexible a été introduite à chaque 

extrémité du domaine K5-Coil. La séquence de la fibre dans le plasmide pCMV-FBHIK5 

(Annexe I) a été confirmée par séquençage. Les deux mutations dans le domaine AB 

(portions soulignées) ont été induites par mutagenèse dirigée, en utilisant des amorces 

spécifiques 5’-ACCACACCAGCTCCAGAGGCTAACTGTAGACT AAATGC-3’ et 5’-G 

CATTTAGTCTACAGTTAGCCTCTGGAGCTGGTGTGGT-3’, toujours selon les 

procédures du système commercial QuickChangeTm (Stratagene, CedarCreek, Tx). Les 

mutations ont donc été effectuées dans le plasmide pE4-HIK5 (Annexe I) sur la séquence 
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arborant le domaine K5 au niveau de la boucle HI pour générer le vecteur pE4-HIK5Dm 

(Annexe I).  

  

 La production du plasmide pAdFK4m/GFP a été décrite (Zeng et al., 2008).  En 

quelques mots, la fibre K4m a été transférée du plasmide pE4-FK4m dans le vecteur 

pAdeasy-1 (qbiogene, Carlsbad, CA) (He et al., 1998), suite à une digestion avec les 

enzymes de restriction MunI, PacI et SpeI. Le plasmide a été formé en combinant par 

ligation les fragments MunI/PacI et PacI/SpeI avec la fibre K4m.  Une recombinaison 

homologue entre le vecteur pAdeasy contenant la fibre K4m et le vecteur pShuttle-

Tr5/CuOGFP (Zeng et al., 2008) a permis la formation du plasmide pAdFK4m/GFP. Pour 

effectuer la recombinaison homologue, les séquences ont été tranformées dans les bactéries 

BJ5183, en suivant les recommandations du fournisseur. 

 

 La fibre arborant le K5-Coil dans la boucle HI sans les deux mutations a été 

transférée dans le vecteur pAdeasy-ΔFibre (disponible dans le laboratoire). Le transfert de 

la séquence a été effectué par recombinaison homologue. Cette recombinaison a eu lieu 

entre le vecteur pAdeasy-Δfibre linéarisé avec Swa I et le fragment encodant pour la fibre 

isolée avec les enzymes BsmI et KpnI à partir du vecteur pE4-HIK5. La sélection des 

bactéries BJ5183 (Stratagene, Cedar Creek, Tx) ayant généré une recombinaison a été 

effectuée en présence de kanamycine (Sigma-Aldrich, Oakville, ON). L’altération de la 

séquence du plasmide pAdeasy-FBHIK5 (Annexe I) a été évaluée par digestion 

enzymatique avec MnuI. Par la suite, le plasmide pAdenoVator-GFP encodant la cassette 

d’expression CMVGFP a été utilisé pour former des vecteurs plasmidiques pAdeasy-
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ΔFibre-CMVGFP et pAdeasy-FBHIK5/GFP (Annexe I). Pour ce faire, 10ng du vecteur 

pAdenoVator-GFP linéarisés avec PmeI et 1µg de vecteur pAdeasy-ΔFibre ou pAdeasy-

FBHIK5 ont été électroporés dans les bactéries BJ5183 (Stratagene, Cedar Creek, Tx). 

L’électroporation des bactéries a été effectuée à l’aide d’une impulsion de 25 millivolts 

générée pendant quelques secondes. Les bactéries ont été incubées pendant deux minutes 

sur glace puis ont été inoculées sur des géloses d’agar contenant 25 µg/mL de kanamycine 

(Sigma-Aldrich, Oakville, ON).  Les colonies ont été piquées et amplifiées pour vérifier les 

séquences plasmidiques suite à une lyse alcaline des bactéries. Les plasmides positifs ont 

été déterminés par leur taille moléculaire (40 Kb) et par une digestion avec l’enzyme PacI 

(New England Biolabs, NEB, Ipswich, MA). La digestion enzymatique confirme les 

colonies positives par la formation d’un fragment de 3.0 Kb. Les constructions positives ont 

été transformées dans des bactéries Top10 pour l’amplification. Les bactéries positives ont 

été amplifiées dans 500 mL de LB en présence de 50 µg/mL de kanamycine (Sigma-

Aldrich, Oakville, ON).  

 

 La séquence de la fibre arborant le K5-Coil dans la boucle HI avec les deux 

mutations a été transférée dans le vecteur pAdeasy-ΔFibre-CMVGFP (disponible dans le 

laboratoire). Le transfert de la séquence de la fibre a été effectué par recombinaison 

homologue dans le vecteur pAdeasy-Δfibre-CMVGFP suite à une digestion avec Swa I. Le 

fragment encodant pour la fibre HIK5 avec mutation a été isolé après digestion avec BsmI 

et KpnI, à partir du vecteur pE4-HIK5 Dm (voir Annexe I) contenant la fibre modifiée avec 

les mutations. Les fragments linéarisés ont été électroporés dans les BJ5183. La sélection 

des bactéries BJ5183 (Stratagene, Cedar Creek, Tx) ayant généré une recombinaison a été 
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effectuée en présence d’ampiciline (Sigma-Aldrich, Oakville, ON) et l’altération de la 

séquence a été évaluée par digestion enzymatique avec MnuI. Les colonies ont été piquées 

et amplifiées pour vérifier les séquences plasmidiques suite à une lyse alcaline des 

bactéries. Les plasmides positifs ont été déterminés par leur taille moléculaire (40 Kb) et 

par une digestion avec l’enzyme PacI (New England Biolabs, NEB, Ipswich, MA). La 

digestion enzymatique confirme les colonies positives par la formation d’un fragment de 

3.0 Kb. Les constructions positives ont été transformées dans des bactéries Top10 pour 

l’amplification. Les bactéries positives ont été amplifiées dans 500 mL de LB en présence 

de 50 µg/mL de kanamycine (Sigma-Aldrich, Oakville, ON). 

 

2.2.2 Construction de l’IGF-E5, de l’EGF-E5-Coil et de l’AFAI-E5-Coil      

 

 La séquence de l’IGF-I de souris complète (GenBank ID:BC012409), provenant du 

plasmide pSport6.0 (ATCC, Manassas VA), a été amplifiée par PCR avec les amorces 5’-

GGATCCGGCACCATGTCGTCTTCACACCTC-3’ et 5’-GGTACCTCCACCTGAACCG 

GCTGCTTTTGTAGGCTTC-3’. Le fragment PCR obtenu a été transféré dans le vecteur 

pMPGB43k (Mercille et al., 1999), après que la séquence de B43k ait été excisée par 

digestion enzymatique avec BamHI (New England Biolabs, NEB, Ipswich, MA), pour 

former le plasmide pMPG-IGF-I (Annexe I).  Le domaine His-Tag, le domaine E5-Coil et 

la séquence flexible (6XGly) ont, subséquemment, été amplifiés par PCR à l’aide des 

amorces 5’-TATTGGTACCGGCGGGCACCATC-3’ et 5’GCGAGGTACCGCTAGCTTA 

TTACTTCTCAAGTGCTG-3’ et insérés dans le site KpnI du plasmide pMPG-IGF-I 

retrouvé à l’extrémité 3’ de la séquence de l’IGF-I.  Le plasmide a été amplifié dans les 
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DH5α, purifié par Maxi Prep, en utilisant les recommandations de la trousse de Qiagen 

(Qiagen, Toronto, Ontario, Canada), puis évalué par transfection transitoire dans des 293A.  

 

 La construction de l’EGF-E5-Coil a été décrite en détail dans l’article du Dr 

O’Connor (Le et al., 2009). Si nous résumons la démarche, la séquence de l’EGF humain a 

été amplifiée à partir du vecteur plasmidique pEZZ18-EGF par PCR en utilisant les 

amorces suivantes : sens 5’-GATCGAATTCAACAGCGACTCTGAATGCCCG-3’ et 

antisens 5’-GATCAAGCTTTTATTAACGGAGCTCCCACCA -3’. L’amorce sens a 

permis l’ajout d’un site EcoRI (souligné), tandis que l’amorce antisens a, pour sa part, 

permis d’inclure un site HindIII (souligné). Pour ce qui est du domaine E5-Coil, sa 

séquence a été amplifiée à partir du vecteur pcDNA3-E5-Coil (Le et al., 2009) en utilisant 

les amorces sens 5’-GATCCCATGGAGGTATCCGCTTTAGAGAA AGAA-3’ et antisens 

5’-GATCGAATTCAGAGCCACCGCCACCGCTGCCACCGCCACCAGAGCCACC 

GCCACCCTTCTCAGGTGCTGATACTTCCTT-3’. L’amorce sens a permis d’inclure un 

site NcoI (souligné) tandis que l’amorce antisens a permis d’inclure une région flexible de 

15 acides aminés (en gras) en plus d’un site de restriction EcoRI (souligné).  Les fragments 

ont été ligés dans le vecteur plasmidique pGEMT formant les plasmides pGEMT-EGF et 

pGEMT-E5-Coil. La séquence de l’EGF a ensuite été digérée avec les enzymes de 

restrictions EcoR1 et NotI, puis insérée dans les plasmides pGEMT-E5-Coil digéré avec 

EcoR1. Cette même séquence a été transférée, suite à une digestion avec NcoI et HindIII 

dans le vecteur d’expression bactérien, dans le même cadre de lecture que la thioredoxine 

contenu dans le plasmide pET32c, pour former le plasmide pET32c-E5-Coil-EGF. La 

séquence de l’E5-Coil-EGF a été confirmée par séquençage. 
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 La séquence de l’AFAI fusionné avec l’E5-Coil a été obtenue par le groupe du Dr 

MacKenzie (Zhang et al., 2004). La séquence d’E5-Coil a été amplifié à l’aide du vecteur 

pcDNA3-E5-Coil avec l’amorce sens 5’-AAATTTGGATCCGGTGGTGGTTCTGAGGTA 

TCCGCTTTAGAGAAAG-3’, permettant l’ajout d’un site BamHI (souligné), et l’amorce 

antisens 5'-AAATTTAGATCTTCCTTCTCA AGTGCTGATACTTC-3’, permettant, cette 

fois, l’ajout d’un site BglII (souligné). La séquence de l’E5-Coil a été ajoutée en C-terminal 

à la séquence de l’AFAI contenue dans le vecteur pSJF2 (Tanha et al., 2003) après 

digestion enzymatique avec BglI et BamHI. La digestion du plasmide a permis d’enlever le 

tag Myc et de cloner le fragment entre l’AFAI et un His-Tag, pour former le plasmide 

pSJF2-AFAI-E5-Coil. Le plasmide a été vérifié par séquençage avant d’être transformé 

dans les bactéries E. coli TG1 pour permettre l’expression de la protéine de fusion.  

 

2.3 Amplification et purification de l’EGF-E5-Coil inclus dans des 

corps d’exclusion 

  

 Le protocole dont il est ici question a été décrit dans l’article du Dr O’Connor  (Le 

et al., 2009). Les bactéries E. coli BL21 (DE3) contenant le plasmide encodant pour l’EGF-

E5-Coil ont été inoculées dans 500 mL de milieu LB avec ampiciline. La production du 

plasmide a été induite par l’ajout de 1 M d'isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 

(Fisher scientific, Ottawa, ON), suite à l’obtention d’une densité optique à 600 nm 

d’environ 0.8. L’EGF-E5-Coil a été extrait des corps d’inclusion. Pour ce faire, on a 
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d’abord extrait les corps d’inclusion des culots bactériens avec 100 µg/mL de lysozyme, 

avant de procéder à une sonication des extraits bactériens pour briser l’ADN génomique. 

Les protéines des corps d’inclusion ont été resuspendues dans du guanidine-HCl 6M 

(Sigma-Aldrich, Oakville, ON). Les lysats ont été centrifugés à 10 000Xg pendant 10 

minutes, puis le surnageant a été passé sur une colonne de sépharose couplé avec un ion 

métallique de nickel.  Une fois immobilisée dans la colonne, cette dernière a été nettoyée 

avec 10 volumes de colonne de tampon phosphate contenant 10 mM d’imidazole.  Un 

gradient d’imidazole (30mM à 200mM) a été utilisé pour éluer l’EGF-E5-Coil de la 

colonne. Les échantillons ont été passés sur une colonne PD10 pour éliminer la présence de 

l’imidazole, puis ont été analysés et dosés par Coomassie Fluor OrangeTM (Invitrogen, 

Burlington, ON). 

 

L’EGF-E5-Coil a été dilué à une concentration de 0.5 mg/mL et dénaturé à 22°C  

pendant 90 minutes dans un tampon contenant 0.1 M de Tris HCl pH 8.4, 6 M de guanidine 

HCl et 5 mM de L-cystéine. Le repliement a été effectué en enlevant l’agent réducteur des 

échantillons à l’aide d’une colonne PD-10 (Amersham Pharmacia Biotech) équilibré avec 

une solution de 100 mM Tris-HCl pH 8.4. La protéine a été récupérée dans un volume de 

3.5 mL, puis diluée immédiatement dans le tampon Tris HCl contenant 2.5 mM de L-

cystéine, pour obtenir une concentration protéique finale de 0.5 mg/mL. La solution 

protéique a été ensuite incubée pendant 24 heures à 22°C. Le His-Tag a été enlevé suite à 

une incubation avec une entérokinase recombinante (1 unité par 50 µg d’EGF-E5-Coil-

HisTag) pendant 16 heures à 22°C. Après le clivage, 0.1 M de PMSF a été ajouté à la 

solution pour neutraliser l’entérokinase recombinante. De l’acide trifluoroacetique (TFA) 
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(Sigma-Aldrich, Oakville, ON) a été ajouté pour obtenir une concentration finale de 1% 

pour permettre la purification sur HPLC. L’EGF-E5-Coil replié correctement et clivé a été 

purifié par HPLC (Waters, ON, Canada) sur une colonne de 4.6 x 250 mm Vydac C18, en 

utilisant un gradient linéaire de CH3CN dans un volume de 0.1% (v/v) de TFA à un débit 

de 1 mL/min. Les fractions contenant la protéine ont été combinées. 

 

2.4 Amplification et purification de l’AFAI-E5-Coil inclus dans 

l’espace périplasmique 

 

 Les bactéries contenant le plasmide encodant pour l’AFAI-E5-Coil ont été inoculées 

dams 500 mL de milieu M-9 (42 mM de Na2HPO4, 22 mM de KH2PO4, 18.7 mM de 

NH4Cl, 8.5 mM de NaCl, de 1 M MgCl2, 1 M CaCl2, 1 mg/mL de vitamine B, 20% 

Glucose, 20% d’acide casaminique) avec ampiciline. La production du plasmide a été 

induite par l’ajout de 136 mM d'IPTG (Fisher scientific, Ottawa, ON) suite à l’obtention 

d’une densité optique à 600 nm d’environ 0.8. L’AFAI-E5-Coil a été extraite de l’espace 

périplasmique. Pour ce faire, les protéines sont extraites des culots bactériens avec 100 

µg/mL de lysozyme. L’ADN bactérien a été digéré par la DNAse I (Sigma-Aldrich, 

Oakville, ON). La solution est centrifugée à 12 000 RPM pour éliminer les débris. Le 

surnageant a été passé sur une colonne de sépharose couplé avec des ions métalliques de 

nickel.  Une fois l’AFAI-E5-Coil immobilisé sur la résine, cette dernière a été nettoyée 

avec 10 volumes de colonne de tampon phosphate contenant 10 mM d’imidazole.  Un 

gradient d’imidazole (30mM à 200mM) a été utilisé pour éluer la protéine de la colonne. 
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Les échantillons ont été passés sur une colonne PD10 pour éliminer la présence de 

l’imidazole. 

 

2.5 Transfection transitoire d’ADN plasmidique  

 

 L’expression des différentes séquences plasmidiques a été évaluée en effectuant des 

transfections transitoires dans des 293A par la méthode utilisant le polyethylenimine (PEI) 

(Durocher et al., 2002). Les cellules ont donc été ensemencées, à une densité de 5X105 

cellules/puits, dans une plaque de 6 puits, et ce, 18 heures avant l’expérience. 3µg d’ADN 

plasmidique a été diluée dans du milieu de culture DMEM (Thermo scientific Rockford, 

IL) sans sérum. Ensuite, 3 µg de PEI (Polyscience, Warrington, PA) ont été ajoutés à la 

solution et mélangés. Le mélange a été incubé 15 minutes à la température de la pièce. Les 

complexes PEI:ADN ont été ajoutés délicatement sur les cellules. Les cellules ont 

finalement été incubées à 37°C pendant 120 heures pour permettre l’expression des 

protéines d’intérêt. 

 

2.5.1 Génération des particules virales par transfection transitoire 

  

 Les plasmides pAdeasy modifiés, obtenus par recombinaison homologue, ont été 

linéarisés par un clivage enzymatique à l’aide de PacI (New England Biolabs, NEB, 

Ipswich, MA). 3µg d’ADN plasmidique, linéarisé et non purifié, ont été transfectés dans 

2X106 cellules 293E ensemencées 18 heures avant la transfection. 24 heures après la 
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transfection transitoire, les cellules ont été divisées dans trois pétris de 10 cm et incubées 

jusqu’à l’obtention d’une monocouche avec une confluence d’environ 80%. Les cellules 

ont été recouvertes avec 6mL d’agarose 1% dilués dans du DMEM contenant 5% de FBS. 

Les cellules ont été incubées pendant trois à quatre semaines selon les virus, en ajoutant 

1mL d’agarose 1% à tous les 4 jours. Les plages de lyses ont été récoltées et transférées 

dans une plaque 96 puits, contenant 5000 cellules 293E par puits. Les virus ont été 

amplifiés par la suite, en augmentant le nombre de cellules infectées à chacune des rondes 

d’amplification jusqu’à l’obtention d’une concentration suffisante pour infecter 30 fois 

1X107 cellules 293E adhérées ou 5X108 293F en suspension. Un aliquot a été conservé à -

80°C à chacune des étapes de la purification.   

 

2.6 Récolte et dosage des différents extraits protéiques 

 

 Pour les protéines sécrétées dans le milieu de culture, les milieux conditionnés ont 

été récoltés puis transférés dans un tube conique. Par la suite, les milieux conditionnés ont 

été centrifugés pendant 10 minutes à 1000 RPM pour faire culotter les débris cellulaires.  

De nouveau, les milieux conditionnés ont été transférés dans une autre série de tubes et 

conservés à -20°C jusqu’à leur utilisation. 

 

 Pour récolter les protéines membranaires, le milieu de culture a été aspiré, puis les 

cellules ont été lavées avec 1 mL de PBS stérile. À l’aide d’un grattoir à cellules, les 

cellules ont été décollées sans l’utilisation de trypsine.  Les cellules ont été culottées par 

centrifugation à 1000 RPM puis ont été resuspendues dans 200 µL de tampon de lyse (142 
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mM KCl, 5 mM MgCl2, 25 mM HEPES pH 7.5, 2 mM EGTA, 0.3% NP-40) contenant 

100µg/mL d’inhibiteur de protéase (Roche, Laval, Qc, Canada). Les débris cellulaires ont 

été enlevés suite à une centrifugation à 13000 RPM pendant 10 minutes à 4°C. Le 

surnageant contenant les protéines a été transféré dans un nouveau tube epperdorf et 

conservé à -20°C jusqu’au moment de l’analyse. 

 

 Pour récolter les protéines qui sont produites dans le cytoplasme, le milieu de 

culture a été aspiré puis les cellules ont été lavées avec 1 mL de PBS 1X stérile. 200 µL de 

tampon de lyse, tel que décrit ci-dessus, contenant 100 µg/mL d’inhibiteur de protéase 

(Roche, Laval, Qc, Canada) ont été ajoutés sur les cellules. Les cellules ont été incubées 

pendant 30 minutes à 4°C sous agitation. Les débris cellulaires ont été enlevés suite à une 

centrifugation à 13000 RPM pendant 10 minutes à 4°C.  Le surnageant contenant les 

protéines a été transféré dans un nouveau tube epperdorf et conservé à -20°C jusqu’au 

moment de l’analyse. 

 

 Les différentes protéines extraites ont été dosées selon une démarche précise. Une 

courbe standard en duplicata a d’abord été produite à l’aide de 0, 10, 20, 30 et 40 µg de 

BSA (Sigma-Aldrich, Oakville, ON) sur une plaque 96 puits. 5µL de tampon de lyse a été 

distribué dans chacun des puits appropriés suivis par 5 µL de chaque échantillon. Les 

échantillons ont été distribués en duplicata. 25 µL de solution S’ (1 µL de solution S pour 

50 µL de solution A) (BioRad, Mississauga, ON), provenant de la trousse de BioRad, ont 

été distribués dans les puits contenant la courbe standard de même que dans les puits 

contenant les échantillons protéiques à doser. 200 µL de solution B ont été ensuite 
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distribués dans les mêmes puits, et la plaque 96 puits a été incubée pendant 15 minutes à la 

température de la pièce. La plaque a été lue par un spectrophotomètre de plaque 96 puits à 

une longueur d’onde de 490 nm.  La quantité de protéines a été calculée à l’aide de la 

courbe standard obtenue à partir des quantités de BSA en fonction de l’intensité mesurée à 

490 nm. 

 

2.7 Induction de la phosphorylation du récepteur à l’IGF-IR 

 

 1 million de cellules HeLa ont été ensemencées. Les cellules ont été placées sur 

glace et nettoyées à deux reprises avec du PBS froid pour permettre de démarrer la 

stimulation au même moment pour chacune des conditions. 5mL de milieu contenant, soit 

100 ng/mL d’IGF recombinant de souris (R&D systems, Inc., Minneapolis, MN), soit 500 

ng/mL d’IGF recombinant de souris, soit 500 ng/mL d’IGF-E5, ont été ajoutés sur les 

cellules qui ont été, par la suite, incubées pendant 10 minutes à 37°C avant d’être replacées 

sur glace. Les cellules ont été décollées et lysées avec 100 µL de tampon de lyse (283 mM 

KCl, 10 mM MgCl2, 50 mM HEPES pH 7.5, 4 mM EGTA, 0.6% NP-40 contenant 100 

µg/mL d’inhibiteur de protéase, de même que 100 mM d’orthovanadate de sodium 

(Na3VO4) et de 50 mM de fluoride de sodium (NaF)). Les protéines ont été extraites, 

centrifugées pour éliminer les débris, dosées et, pour terminer, analysées par 

immunobuvardage.  
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2.8 Immunobuvardage de type Western 

 

 Les protéines extraites ont été diluées dans une solution de Laemmli 6X (125 mM 

Tris-HCl pH 6.8, 4% SDS, 20% de Glycérol, 0.1% de bleu de bromophénol) pour obtenir 

des quantités équivalentes entre chacune des pistes. La concentration finale de Laemmli 

utilisée était de 1X par échantillon. Les échantillons ont été chargés dans les pistes 

appropriées sur des gels de polyacrylamide de 10%, 12% ou sur des gradients 4-20% 

(Invitrogen, Burlington, ON), selon les protéines qui devaient être analysées (table 2). Une 

électrophorèse à 150 Volts a été effectuée en présence de tampon d’électrophorèse (25 mM 

de Tris, 200 mM de glycine et 1% SDS) pour séparer les protéines selon leur taille 

moléculaire. Les protéines contenues dans le gel ont été transférées sur une membrane de 

nitrocellulose (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suède) à l’aide d’un montage de  

 

Table 2 : Poids moléculaire des différentes protéines et pourcentage d’acrylamides 
utilisés dans les gels de séparation. 
 

Poids moléculaire Pourcentage 
d’acrylamide utilisé Protéines analysées 

kDa % 
Fibre virale 62 10 

EGF-E5-Coil 17 4-20 
AFAI-E5-Coil 16 4-20 

IGF-E5 17 4-20 
EGF-R 150 10 

IGF-IRβ 95 10 
Phospho-IGF-IR 98 10 

GFP 27 4-20 
CAT-GFP 32 4-20 
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transfert protéique. Le transfert a été effectué à 4°C pendant 1h30, à un ampérage constant 

de 275 mA, en présence de tampon de transfert (25 mM de Tris, 750 mM de glycine et 25% 

d’éthanol). Les sites non spécifiques sur la membrane de nitrocellulose ont été bloqués à 

l’aide d’une solution de PBS-Tween20 contenant 5% de lait (PBS-T-Lait) pendant 45 

minutes. L’anticorps primaire a été dilué à la bonne concentration en suivant les 

informations énumérées dans la table 3.  La membrane a été incubée, soit pendant toute la 

nuit en présence de l’anticorps primaire, soit pendant 1 heure à la température de la pièce.  

Suite à l’incubation de l’anticorps primaire, 6 lavages de 5 minutes avec du PBS-Tween ont 

été effectués. L’anticorps secondaire dilué à la bonne concentration selon les conditions de 

la table 4 a été ajouté sur la membrane puis incubé pendant 1 heure à la température de la 

pièce. Après l’incubation de l’anticorps secondaire, 6 autres lavages de 5 minutes à l’aide 

de PBS-Tween ont été effectués. Les bandes protéiques ont été observées sur la membrane, 

soit en exposant celle-ci avec un film Kodak (anticorps secondaire couplé à la HRP), soit en 

excitant le Cy5 couplé à l’anticorps secondaire (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, 

Suède) à l’aide du laser de 633 nm d’un Typhoon trio+ (GE Healthcare, Baie d’Urfé, QC). 

 

2.8.1 Coloration des SDS-PAGE par Coomassie Fluor OrangeTM  

 

 Les protéines extraites ont été diluées dans une solution de Laemmli 6X (125 mM 

Tris-HCl pH 6.8, 4% SDS, 20% de Glycérol, 0.1% de bleu de bromophénol) pour obtenir 

des quantités équivalentes entre chacune des pistes. La concentration finale de Laemmli 

utilisée était de 1X. Tous les échantillons ont été chargés dans les pistes appropriées sur un 

gel de polyacrylamide de 4-20% (Invitrogen, Burlington, ON) pour analyser l’efficacité des 
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purifications ou, en même temps qu’une courbe standard de 25 ng à 1000 ng de BSA 

(Sigma), pour mesurer la quantité de protéines contenues dans nos échantillons. Une 

électrophorèse de 150 volts constants a été effectuée en présence de tampon 

d’électrophorèse (25 mM de Tris, 200 mM de glycine et 1% SDS) pour séparer les  

 

Table 3 : Anticorps primaires utilisés dans le cadre des différentes expériences 
nécessitant leur utilisation. 
Anticorps 

utilisé Utilisation Compagnie 
(clone) 

Espèce 
reconnue 

Dilué 
dans Dilution 

Anticorps primaire 

Α-actin Immunobuvardage BD 
Transduction Souris Lait 5% 1 :10 000 

Α-GFP Immunobuvardage Sérum Lapin Lait 5% 1:250 
Immunobuvardage Lab vision Souris Lait 5% 1:500 

α-Fiber ELISA Lab vision Souris PBS 
BSA 3% 1:500 

α-His-Tag Immunobuvardage Qiagen Souris Lait 5% 1:250 

α-EGF-R Immunobuvardage BD 
Transduction Lapin Lait 5% 1:250 

Western blot Santa Cruz Lapin Lait 5% 1:100 
α-IGF-IRβ Immunofluorescence Santa Cruz Lapin PBS 

BSA 1% 1:5 

α-phospho-
IGF-IRβ Immunobuvardage Upstate Souris Lait 5% 1 :250 

 

Table 4 : Anticorps secondaires utilisés dans le cadre des différentes expériences 
nécessitant leur utilisation. 

Anticorps secondaire 

Anticorps utilisé Utilisation Compagnie 
(clone) Dilué dans Dilution 

α-souris-Alkaline 
phosphatase ELISA Jackson 

immunoresearch PBS BSA 3% 1:1000 

α-lapin-HRP Immunobuvardage Invitrogen Lait 5% 1:1000 
α-souris-HRP Immunobuvardage Invitrogen Lait 5% 1:3000 
α-lapin-Cy5 Immunobuvardage Invitrogen Lait 5% 1:1000 
α-mouse-Cy5 Immunobuvardage Invitrogen Lait 5% 1:5000 
α-lapin-Alexa 

Fluor 488 ImmunoFluorescence Jackson 
immunoresearch PBS BSA 1% 1:2000 
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protéines selon leur taille moléculaire. Le gel de polyacrylamide a été coloré à l’aide de 

Coomassie Fluor OrangeTM (Invitrogen, Burlington, ON) pendant une heure, sous agitation, 

à la température de la pièce. Le gel a été rincé à l’aide d’une solution d’acide acétique à 

7.5% pendant 1 minute, avant d’être rincé à nouveau en présence d’eau bidistillée, cette 

fois pendant15 minutes.  La présence des bandes protéiques a alors été révélée par 

l’utilisation d’un Thyphoon Trio+ (GE Healthcare, Baie d’Urfé, QC). Les bandes ont pu 

être analysées à l’aide du logiciel ImageQuant version 5.0 (Molecular dynamic) pour 

comparer l’intensité entre les différentes pistes.   

 

2.9 Essai de survie cellulaire 

 

 Les niveaux de survie des clones exprimant l’IGF-E5 ont été évalués après avoir 

ensemencé 5X105 ou 3X106 cellules en suspension dans 25 mL de milieu CD-CHO.  Les 

cellules ont été cultivées pendant une période de 10 jours  à 30°C ou 37°C. Le nombre de 

cellules vivantes et mortes a été quantifié chaque jour par un compte manuel à l’aide d’un 

hémacytomètre. Les cellules mortes ont été distinguées des cellules vivantes grâce à l’ajout 

d’érythrosine à la dilution cellulaire. Chacun des échantillons a été centrifugé après le 

décompte pour éliminer les cellules et les débris cellulaires.  Les milieux conditionnés ont 

été conservés à -20°C pour analyser leur contenu protéique.  
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2.10 Purification  du ligand modifié IGF-E5 par « spin column »   

 

 Les cellules 293A ont été transfectées transitoirement avec les plasmides encodant 

les protéines d’intérêt et incubées pendant 96 heures à 37°C pour produire les protéines. 

Les milieux conditionnés ont été récoltés. Le milieu de conservation a été enlevé des 

colonnes TalonTM-Nx metal resin quick-spin (Clontech Laboratories Inc., Mountain View, 

CA) en centrifugeant à 1750 RPM. La résine a été équilibrée avec du tampon phosphate pH 

7.4 (78 mM de NaH2PO4, 122 mM de Na2HPO4 et 300 mM de NaCl) contenant 10 mM 

d’imidazole (Sigma-Aldrich, Oakville, ON). 750 µL des milieux conditionnés ont été 

chargés sur la colonne, puis incubés pendant 5 minutes, pour permettre l’association de 

l’IGF-E5 avec la résine. La colonne a été centrifugée à 1750 RPM. Les dernières étapes ont 

été répétées jusqu’à ce que tout l’échantillon soit passé sur la colonne. La résine a été lavée 

en ajoutant 750 µL de tampon phosphate pH 7.4 contenant 10 mM d’imidazole (Sigma-

Aldrich, Oakville, ON), puis centrifugée à 1750 RPM. Un gradient d’imidazole, ayant de 

30 mM à 150 mM, a été passé au travers de la colonne et fractionné. Les protéines d’intérêt 

ont été éluées de la colonne à l’aide d’un tampon phosphate contenant 300 mM d’imidazole 

(Sigma-Aldrich, Oakville, ON). Les protéines ont été centrifugées à 3000 RPM, sur des 

colonnes de concentration Ambion d’une porosité de 3 kDa (Millipore, Billerica, MA), 

pour éliminer la présence d’imidazole.  Les échantillons ont été dosés, soit sur gel 

d’acrylamide, suite à une coloration au Coomasie Fluor OrangeTM (Invitrogen, Burlington, 

ON), pour déterminer les niveaux de la protéine d’intérêt, soit par Lowry (BioRad, 

Mississauga, ON) pour mesurer le niveau de protéine totale dans les échantillons, afin 

d’analyser l’efficacité des purifications. 
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2.11 Production du ligand modifié IGF-E5 par colonne d’affinité par 

gravité 

 

 La colonne a été chargée avec 5mL de Fractogel® (Merck chemical, Gibbstown, 

NJ). Par la suite, la résine a été rincée avec 5 volumes de colonne avec du NaCl 0.5 M, 

avant d’être traitée avec 2 volumes de colonne de chlorure de cobalt à 200 mM (Sigma-

Aldrich, Oakville, ON). La résine a été rincée une fois de plus avec du NaCl 0,5M, puis la 

colonne a été équilibrée avec du tampon phosphate pH7,4 (78 mM de NaH2PO4, 122 mM 

de Na2HPO4 et 300 mM de NaCl) contenant 10mM d’imidazole (Sigma-Aldrich, Oakville, 

ON). 300mM de Nacl ont été ajoutés dans les milieux conditionnés contenant les ligands 

bispécifiques, puis l’échantillon a été déposé sur la colonne.  Une fois que l’échantillon a 

traversé la colonne par gravité, 10 volumes de colonne de tampon phosphate pH 7,4, 

contenant 10mM d’imidazole (Sigma-Aldrich, Oakville, ON), ont été passés au travers de 

la colonne pour éliminer les protéines liées de manière non spécifiques. Un gradient 

d’imidazole de 30 mM à 150 mM a été passé au travers de la colonne et fractionné.  Les 

protéines d’intérêt ont été éluées de la colonne à l’aide d’un tampon phosphate contenant 

300 mM d’imidazole (Sigma-Aldrich, Oakville, ON). Les protéines ont été centrifugées à 

3000 RPM sur des colonnes de concentration Ambion (Millipore, Billerica, MA) d’une 

porosité de 3 kDa pour éliminer la présence d’imidazole.  Les échantillons ont été dosés, 

d’une part, sur gel d’acrylamide après coloration au Coomasie Fluor OrangeTM (Invitrogen, 

Burlington, ON) pour déterminer les niveaux de la protéine d’intérêt et, d’autre part, par 

Lowry (BioRad, Mississauga, ON) pour mesurer le niveau de protéine totale dans les 

échantillons pour analyser l’efficacité des purifications. 
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2.12 Purification  du ligand modifié IGF-E5 à grande échelle 

 

 

 Le clone stable CHO-IGF-E5 clone L a été cultivé pour atteindre sa phase de 

croissance exponentielle. Les cellules ont alors été ensemencées à une densité de 3 millions 

de cellules par mL dans un volume de 500 mL de milieu CD-CHO (Gilco, Invitrogen, 

Burlington, ON) contenant 2 mM de glutamine et 50 µg/mL de sulfate de dextran 

(Amersham Pharmacia biotech, Uppsala, Suède).  Les cellules ont été cultivées pendant 9 

jours à 30°C pour favoriser la production des protéines d’intérêt.  Le milieu de culture a été 

centrifugé pour enlever les débris cellulaires et conservé à -20°C. La purification des 

échantillons a été faite sur une colonne de fractogel associé à un système automatisé de 

pompe ÄKTA (GE Healthcare, Baie d’Urfé, QC). Une portion de l’extrait a été conservée 

pour permettre l’analyse du rendement de la production de même que le taux de 

récupération de la méthode. Les solutions ont été méticuleusement préparées de manière à 

ce qu’elles soient exemptes d’endotoxines, c’est-à-dire en utilisant de l’eau traitée via des 

filtres destinés à capter les endotoxines et passée aux UV. Il faut préciser que les poudres 

servant à faire les solutions sont réservées exclusivement à cette fin.  De plus, les récipients 

de verre utilisés pour faire les solutions ont été traités pendant 24 heures avec du NaOH 0.5 

M pour détruire les endotoxines, avant d’être rincés à plusieurs reprises avec de l’eau sans 

endotoxine. La colonne a été chargée avec 10 mL de Fractogel® (Merck Chemical, 

Gibbstown, NJ) avant d’immobiliser du cobalt à la résine en faisant passer une solution de 

200 mM de chlorure de cobalt (sigma). La résine a, par la suite, été rincée par un lavage 

avec 10 volumes de NaCl 0.5 M. Avant de charger la colonne avec la solution contenant la 

protéine d’intérêt, du NaCl a été mélangé avec le milieu conditionné à une concentration 
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finale de 300 mM pour favoriser les interactions électrostatiques spécifiques des protéines 

d’intérêt avec la résine chargée. La solution contenant les protéines qui n’ont pas été fixées 

à la résine a été conservée pour être analysée sur gel. En outre, la résine a été lavée avec 10 

volumes de colonne de tampon phosphate pH 7.4 (78 mM de NaH2PO4, 122 mM de 

Na2HPO4 et 300 mM de NaCl) contenant 10 mM d’imidazole (Sigma-Aldrich, Oakville, 

ON).  La protéine d’intérêt a été éluée en présence de 300 mM d’imidazole et fractionnée 

en volume de 1 mL. Les différentes fractions ont été déposées sur gel, colorées au 

Coomassie Fluor OrangeTM  (Invitrogen, Burlington, ON) et les fractions qui étaient 

positives ont été combinées. Le mélange des différentes fractions a alors été passé sur une 

colonne de concentration d’une porosité de 3 kDa (Ambion, Millipore, Billerica, MA), 

traitée au NaOH 0.5 M, pour éliminer l’imidazole. La protéine d’intérêt a été dosée par 

coloration au Coomasie Fluor OrangeTM (Invitrogen, Burlington, ON). En plus d’analyser la 

quantité totale de protéines avec un essai de Lowry (BioRad, Mississauga, ON), les niveaux 

d’endotoxines ont aussi été évalués.    

 

2.13 Dosage des niveaux d’endotoxines 

 

 Pour mesurer les niveaux d’endotoxines, nous avons eu recours à la trousse 

d’endochromeK (Charles River, Wilmington, MA). Sur une plaque 96 puits, 100 µL de 

chaque point de la courbe standard (0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 et 1U d’endotoxine) ont été 

distribués en duplicata. Les échantillons ont été dilués avec de l’eau exempte d’endotoxines 

fournie par la trousse, puis 100µL de chacun des échantillons ont été ajoutés dans deux 

séries de puits. L’une a servi à mesurer les niveaux d’endotoxines, l’autre à déterminer 
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l’influence de la composition de la solution sur l’efficacité de la réaction enzymatique 

nommée le « pic ». L’enzyme provenant du lysat de Limulus amebocyte (LAL) a été 

ajoutée dans chacun des puits. La réaction enzymatique a été suivie par colorimétrie à une 

longueur d’onde de 405nm sur une période d’une heure, à l’aide d’un SpectraFluor Plus 

(Tecan, San Jose, CA). Les niveaux d’endotoxines ont été évalués en traçant une régression 

linéaire à l’aide des valeurs analysées par le logiciel Magellan v6.5 (Tecan, Durham, NC).  

Les valeurs d’endotoxines obtenues ont été considérées comme satisfaisantes lorsque la 

valeur du pic était dans un ordre de grandeur entre 50% et 200% de la valeur calculée.  

 

2.14 Essai ELISA modifié 

 

 Les plaques 96 puits pour ELISA ont été initialement recouvertes par 50 ng de l’un 

des ligands modifiés avec lesquels l’interaction devait être analysée. Les protéines ont été 

diluées dans du tampon carbonate 1X pH 9.6 (16 mM de Na2CO3 et 34 mM de NaHCO3) 

pour favoriser l’absorption par le plastique, puis incubées 24 heures à 4°C.  Les interactions 

non spécifiques ont été bloquées à l’aide de BSA 1% pendant 45 minutes à 37°C.  Les 

extraits protéiques contenant la protéine complémentaire au système (fibre virale K3-Coil, 

K4-Coil ou K5-Coil) ont été ajoutés à une concentration finale de 300 ng/µL dilués dans du 

PBS-BSA 1% et distribués dans les puits appropriés. Les plaques ont été incubées pendant 

2 heures à 37°C pour permettre l’interaction entre les deux partenaires.  Les puits ont été 

nettoyés à deux reprises avec du PBS-Tween 0.1% et, à deux autres reprises, avec du PBS 

1X seulement. L’anticorps primaire contre la fibre virale a suivi trois étapes : tout d’abord, 

il a été dilué 1:500 dans du PBS-BSA 1% (voir table 3); puis, il a été ajouté dans les puits 
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appropriés; enfin, il a été incubé pendant 1 heure à 37°C. Comme précédemment, les puits 

ont été nettoyés à deux reprises avec du PBS-Tween 0.1% et, encore à deux reprises, avec 

du PBS seulement. L’anticorps secondaire, couplé à l’alcaline phosphatase, a également été 

dilué 1:3000 (voir table 4) dans du PBS-BSA 1% et ajouté dans les puits appropriés, avant 

d’être incubé pendant 1 heure à 37°C. 50 µL de p-nitrophenyl phosphate (PNPP) a été 

ajouté dans chacun des puits et l’intensité de la réaction a été mesurée à 405 nm à l’aide 

d’un lecteur de plaque 96 puits, après une incubation de 15 minutes. 

 

2.15 Amplification, préparation et purification des différents virus 

 

2.15.1 Amplification des différents virus 

 

 Les cellules ont été amplifiées sur des pétris de 15 cm, jusqu’à l’obtention d’un tapis 

cellulaire de 10 millions de cellules, ou d’une densité de 1 million de cellules par mL 

lorsqu’elles ont été cultivées en suspension.  

 

 Le milieu de culture a été aspiré dans les essais en adhésion et 3 mL contenant le 

virus, à une multiplicité d’infection (MOI) de 3, ont été ajoutés à la monocouche. Les pétris 

ont été incubés pendant 4 heures à 37°C avec agitation et le volume a été complété à 25 mL 

avec du milieu contenant 5% FBS et 2 mM de glutamine. Pour les cellules en suspension, 

les cellules ont été diluées à une densité de 1 million de cellules par mL et infectées avec 

une MOI de 5. Les cellules ont été incubées pendant 48 heures pour l’amplification des 
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virus Ad5GFP Fibre sauvage et Ad5CBLacZ Fibre sauvage. Pour les virus Ad5Tr5GFP 

Fibre K4m, Ad5GFP Fibre HIK5 Wt et Ad5GFP Fibre HIK5 Dm, les cellules ont été 

incubées pendant 72 heures. Les cellules ont été par la suite récoltées, dénombrées à l’aide 

d’un hémacytomètre, culottées à 1000 RPM, puis resuspendues dans un volume de 20 mL 

de LC-SFM sans rouge de phénol (Tom, 2007). Trois cycles de gel et dégel ont été 

effectués sur les cellules pour relâcher les particules virales.  Les extraits ont été ensuite 

centrifugés à 3000 RPM pendant 30 minutes pour éliminer tous les débris cellulaires et le 

surnageant a été transféré dans un nouveau tube.  L’extrait a été de nouveau centrifugé à 

3000 RPM puis le surnageant a été transféré dans un nouveau tube et conservé à -80°C 

jusqu’à la purification. Deux aliquots de 500 µL ont été conservés pour permettre l’analyse 

du contenu en particules totales et en particules infectieuses.  

 

2.15.2 Purification des différents virus 

 

 Pour une purification par chlorure de césium (CsCl), le surnageant a été transféré 

sur un gradient discontinu de CsCl (Massie et al., 1998b).  Le gradient discontinu a été 

produit en déposant 6 mL de CsCl filtré ayant une densité de 1.4 dans le fond d’un tube de 

polycarbonate de 39 mL (Beckman, Mississauga, ON).  8 mL de CsCl d’une densité de 1.2 

ont été ajoutés délicatement sur la solution de 1.4, de manière à pouvoir observer la 

formation d’une seconde interface. La solution contenant les particules a été transférée par 

la suite avec délicatesse pour permettre la formation d’une troisième interface.  Les tubes 

ont été transférés dans des godets en titane (Beckman, Mississauga, ON), équilibrés, puis 

ultracentrifugés en appliquant une force de 100 000Xg pendant 1h30, à l’aide d’une 
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ultracentrifugeuse (Optima Ultracentrifuge, Beckman, Mississauga, ON). 12 mL de la 

phase supérieure ont été aspirés, avant que la bande inférieure contenant les particules 

virales matures n’ait été prélevée à l’aide d’une seringue munie d’une aiguille 20G1/2.  La 

fraction a été diluée pour avoir un volume final de 10 mL. Un gradient continu a été formé 

lors de la centrifugation, en utilisant un système permettant leur formation (BioRad, 

Mississauga, ON).  Les dilutions ont été déposées sur le gradient continu, équilibrées et 

ultracentrifugées avec une force de 100 000Xg, durant 18 heures. 12 mL de la phase 

supérieure ont été aspirés et la bande inférieure a été prélevée à l’aide d’une seringue munie 

d’une aiguille 20G1/2.  La bande a été passée sur une colonne de dessalage NAP-25 (GE 

Healthcare, Baie d’Urfé, QC), équilibrée avec un tampon de congélation (20 mM de Tris 

pH 8.0, 25 mM de NaCl et 2.5% de glycérol), fractionnée, et enfin conservée à -80°C.   

 

 Pour effectuer une purification à l’aide de l’iodixanol (Optiprep®, Axis Shield, 

Norton, MA) (Peng et al., 2006), des tubes de 39 mL à embout étroit (Beckman, 

Mississauga, ON) ont été utilisés. 20 mL de la solution virale ont été déposés dans le fond 

du tube, puis 5 mL des différentes concentrations d’iodixanol ont été ajoutés en 

commençant par la moins concentrée (15% >25% >40% >54%). Les tubes ont été 

équilibrés, scellés, puis centrifugés en appliquant une force de 300 00Xg pendant 1h30 sur 

une ultracentrifugeuse (Optima Ultracentrifuge, Beckman, Mississauga, ON). La bande 

inférieure, contenant les particules virales matures et qui se trouve à l’interface entre les 

concentrations de 25% et de 40% d’iodixanol, a été récoltée à l’aide d’une seringue de 5 

mL munie d’une aiguille 20G1/2.  Les virus ont été conservés à -80°C, ou encore dialysés 

en suivant l’un des protocoles subséquents.   
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2.15.3  Élimination de l’iodixanol 

 

2.15.3.1 Utilisation de sac à dialyse 

 

 Le virus a été transféré dans un sac à dialyse dont la membrane possède une porosité 

de 100 kDa. Le sac à dialyse a été traité pendant 10 minutes dans une solution de 2% 

bicarbonate de sodium et 1mM d’EDTA pH 8.0, puis rincé avec de l’eau bidistillée à deux 

reprises. Les sacs à dialyse immergés dans de l’eau bidistillée ont été stérilisés pendant 30 

minutes par autoclave en utilisant un cycle pour liquide, tandis que les autres instruments 

ont été décontaminés dans l’éthanol 70%. Le virus a été dialysé une première fois pendant 1 

heure à 4°C contre un tampon de dialyse (50 mM d’HEPES, 2 mM de MgCl2, 150 mM de 

NaCl et 5% de sucrose). Ensuite, le virus a été récupéré et transféré dans un nouveau sac de 

dialyse pour être dialysé une seconde fois dans les mêmes conditions, pour une période de 

24 heures. Après cela, le virus a été récolté du sac de dialyse et fractionné en portions de 

100 µL, lesquelles ont été conservées à -80°C. En dernier lieu, les virus ont été dosés par 

HPLC (Klyushnichenko et al., 2001) pour obtenir la quantité totale de particules, et par 

cytométrie de flux pour déterminer le nombre de particules infectieuses (Cote et al., 1997).  

 

2.15.3.2 Utilisation de colonne d’échange d’anion DEAE 

 

 Les différentes solutions ont été passées dans la colonne à l’aide d’une seringue de 

10 mL (Millipore, Billerica, MA) rincée avec du PBS stérile entre chaque étape. La colonne 
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d’échange d’anion possédant 1 mL de résine a été au préalable équilibrée avec 10 volumes 

de tampon de congélation (50 mM d’HEPES, 2 mM de MgCl2, 150 mM de NaCl et 5% de 

sucrose). L’application sur la colonne de l’échantillon contenant les particules virales s’est 

faite à l’aide d’une seringue de 5 mL. L’iodixanol (Optiprep®, Axis Shield, Norton, MA) a 

alors été éliminé de l’échantillon en passant 20 volumes de colonne de tampon de 

congélation sur la résine. Les virus ont été dissociés de la résine en ajoutant 300 mM de 

NaCl à la solution de congélation décrite plus haut. Tout comme l’élution, les différentes 

fractions recueillies après le chargement et le lavage de la résine ont été évaluées pour 

mesurer la présence potentielle de particules totales et infectieuses, de même que pour 

déterminer la concentration d’iodixanol (Optiprep®, Axis Shield, Norton, MA). 

  

2.15.3.3 Utilisation de colonne de concentration 

 

 Les colonnes de concentration (Millipore, Billerica, MA) avec une membrane ayant 

une porosité de 100 kDa ont été traitées avec 750 µL d’éthanol 70% pour éliminer les 

contaminations.  Les colonnes ont ensuite été rincées avec quatre volumes de 750 µL de 

tampon de congélation pour éliminer les traces d’éthanol. Les échantillons contenant les 

particules virales ont été appliqués sur les colonnes traitées puis centrifugées avec une force 

centrifuge équivalente de 2000 X g pendant 10 minutes.  Cette étape a été effectuée à 

quatre autres reprises en prenant soin de conserver chacune des fractions. Les particules 

virales ont été récupérées dans la colonne en ajoutant suffisamment de tampon de 

congélation pour avoir un volume final de 100 µL.  Les virus purifiés sur la colonne ont été 

évalués pour la présence d’iodixanol, ainsi que pour le nombre de particules totales et 
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infectieuses.  Les particules virales ont aussi été évaluées dans les différentes fractions 

passées au travers de la colonne de concentration. 

 

2.15.4   Évaluation du nombre de particules totales 

 

2.15.4.1 Dosage par spectrométrie 

 
 
 Pour déterminer le nombre de particules totales contenu dans les préparations 

virales, le virus a été dilué dans du tampon de lyse (0.1% SDS, 10mM de Tris pH 7.4 et 

1mM d’EDTA). Les virus ont été incubés pendant 30 minutes à 56°C de manière à 

dissocier complètement toutes les particules virales. Un blanc a été effectué sur le 

spectrophotomètre (Biospectrometer, Epperdorf, Mississauga, ON) à l’aide de la solution 

de lyse et du tampon de congélation.  Chacun des échantillons a été mesuré à 260 nm, à 280 

nm et à 320 nm. Précisons que la densité optique à 260 nm est obtenue grâce à la présence 

de l’ADN viral et que, lorsque la valeur à 260 nm est multipliée par 1.1X1012 et par le 

facteur de dilution, on obtient la concentration en particule totale par mL.  Le ratio permet 

d’assurer qu’il s’agit de particules virales lorsque la valeur est de 1.2. 

 

2.15.4.2 Dosage par HPLC 

 

 La méthode choisie ici  a respecté le protocole du groupe de Klyushnichenko 

(Klyushnichenko et al., 2001). Brièvement, 500 µL d’extrait viral, dilué ou non, ont été 
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centrifugés pendant 2 minutes en exerçant une force de 4600 X g.  Le surnageant a été filtré 

à l’aide d’une unité de filtration de 22 µm fixée à une seringue de 1 mL.  300 µL de la 

solution virale filtrée ont été transférés dans un tube pour HPLC et disposés dans un 

carrousel pour permettre au système automatisé d’effectuer les injections (WISPTM 

automatic sample injection system, Millipore, Billerica, MA). Une portion entre 25 µL et 

200 µL a été cueillie par l’appareil, passée sur une colonne Uno-Q (BL) (BioRad, 

Mississauga, ON) et analysée suite à l’élution des particules virales, avec une solution de 

NaCl ayant une concentration finale de 300 mM. La quantité de particules virales a été 

déterminée par l’évaluation de l’aire sous la courbe des pics obtenus par l’absorbance des 

particules à 260 nm et 280 nm.  Le protocole Emp UNOQ_Ad5_140910ext a été utilisé 

pour l’acquisition des valeurs et pour l’analyse des profils obtenus à l’aide des densités 

optiques mesurée à 260 nm et 280 nm.  

 

2.15.5  Titration des particules virales infectieuses 

 

2.15.5.1 Titration des particules virales infectieuses par cytométrie  de     

                     flux 

 

 24 heures avant l’infection des 293E (EGF-R/E5.Coil), celles-ci ont été 

ensemencées dans une plaque 6 puits à une densité de 500 000 cellules par puits. La 

journée de l’infection, le nombre de cellules dans chacun des puits a été mesuré par un 
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décompte manuel à l’aide d’un hémacytomètre. Les dilutions virales ont été effectuées en 

suivant celles présentées dans le tableau 5 en fonction de la concentration assumée  

 
 
 
Table 5 : Dilution à effectuer pour déterminer le nombre de particules virales 
infectieuses contenues dans les préparations virales. 
Concentration attendue Dilutions utilisées 

~1X1010 4X10-7 1X10-6 3.7X10-6 1X10-5 3.3X10-5 1X10-4 
~1X109 1X10-5 4X10-5 1X10-4 3.7X10-4 1X10-3 3.3X10-3 
~1X108 4X10-5 1X10-4 3.7X10-4 1X10-3 3.3X10-3 1X10-2 

 

lors des productions précédentes. 1 mL des dilutions a été distribué dans les puits 

appropriés et incubé pendant 36 heures sous agitation à 37°C. Les cellules ont été récoltées 

et centrifugées à 1000 RPM pendant 5 minutes pour culotter la totalité des cellules.  Les 

cellules ont, par ailleurs, été resuspendues dans 500 µL de Trypsine-EDTA (Thermo 

scientist, Rockford, IL), puis fixées avec 500 µL de paraformaldéhyde 4% (Sigma-Aldrich, 

Oakville, ON).  Le pourcentage de cellules positives pour la GFP a été évalué par 

cytométrie de flux. Le nombre exact de cellules,  ajusté par la dilution virale en fonction du 

nombre de cellules positives pour la GFP, permet de calculer la concentration en particule 

virale infectieuse à l’aide d’une régression linéaire. La pente de la droite représente le 

nombre de particules infectieuses par mL (Cote et al., 1997). 

 

2.15.5.2 Titration des particules virales infectieuses par TCID50 

 

 Une plaque 96 puits a été ensemencée avec 5000 293E par puits pour chacun des 

virus qui devait être évalué.  Les deux premières colonnes de puits ont été utilisées comme 
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contrôle pour suivre la survie des cellules dans le temps. Les 10 autres colonnes ont servi à 

effectuer des dilutions 1:10 pour avoir des concentrations allant de 10-2 à 10-10 particules 

par puits. Les plaques ont été incubées pendant 7 jours à 37°C. Puis, tous les puits 

contenant des cellules cytopathiques ou des tapis cellulaires ont été dénombrés. Les plaques 

ont été exposées à trois cycles de gels et dégel. Le milieu de culture a été transféré dans une 

nouvelle série de plaques 96 puits contenant 5000 293E par puits pour s’assurer que les 

effets observés étaient causés par l’infection des cellules et non par la mort prématurée des 

cellules. 

 

2.15.6  Mesure des particules adénovirales réplicatives compétentes  

(RCA)  

 

 Les 293 possèdent la séquence de la région E1 de l’adénovirus dans leur génome. 

Cette séquence peut, s’il y a des régions d’homologie dans le génome viral amplifié, 

occasionner une recombinaison homologue et remplacer la séquence retrouvée entre les 

régions d’homologie. Généralement, la cassette d’expression est insérée dans la région E1 

manquante et, lors de la formation de RCA, la cassette d’expression est remplacée par la 

région E1 formant ainsi des particules virales qui ont la capacité de se répliquer sans 

nécessiter la présence d’éléments de complémentations (Lochmuller et al., 1994). Pour 

mesurer la quantité de RCA contenus dans une préparation de virus, des cellules qui 

n’encodent pas la région E1 sont utilisées, comme les A549. Ce type de cellules permet aux 

RCA de se propager tandis que les particules virales réplicatives déficientes ne peuvent pas 

se répliquer. Pour mesurer les RCA, 5X105 d’A549 ont été ensemencées dans des plaques 



 

 

93

de 6 puits. Les cellules ont été infectées avec 1mL de milieu contenant différentes dilutions 

virales entre 10-2 et 10-6. Elles ont, en outre, été incubées pendant 4 heures avec agitation 

avant d’être recouverte par 3 mL de milieu de culture DMEM 10%FBS contenant 1% 

d’agarose.  Une incubation de ces cellules pendant 3 semaines a permis la formation de 

plage de lyse. Le nombre de plages a été dénombré dans le puits qui contenait entre 10 et 

50 plages. La quantité de plages a été divisée par le facteur de dilution pour donner le 

nombre de particules réplicatives compétentes ayant acquises la région E1 de l’adénovirus 

retrouvé dans la suspension virale (Schalk et al., 2007). 

 

2.16 Évaluation du changement de tropisme 

  

 24 heures avant l’infection, la quantité de cellules indiquée par le tableau 6 a été 

ensemencée dans des plaques de 6 puits. La journée de l’infection, les cellules ont été 

dénombrées de manière à obtenir une MOI précise. Les complexes ont été préparés en 

distribuant en premier lieu le milieu de culture contenant du FBS dans les puits appropriés 

d’une plaque de 96 puits.  Ensuite, selon l’expérience, différents virus Ad5TR5GFP Fibre 

K4m, l’Ad5GFP Fibre sauvage, l’Ad5GFP HIK5 Wt, ou l’Ad5GFP HIK5 Dm ont été 

distribués de manière à obtenir les MOI désirées dans chacun des puits. Par la suite, un ou 

plusieurs des peptides bispécifiques comprenant l’AFAI-E5-Coil, l’EGF-E5-Coil ou l’IGF-

E5, ou encore des peptides recombinants  tels l’IGF-I de souris (R&D systems Inc., 

Minneapolis, MN) et l’EGF humain (Calbiochem, San Diego, CA), ont été ajoutés dans les 

puits appropriés à la quantité requise pour l’expérience. Les complexes ont été incubés 

pendant 2 heures à 37°C avant d’être ajoutés aux cellules.  Le milieu dans les plaques de 6 
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puits a été aspiré, puis 1 mL de milieu frais a été distribué dans chacun des puits avant 

d’inclure les complexes virus:ligands. Le nombre de particules totales a été pris en 

considération pour s’assurer que toutes les particules virales soient associées avec la même 

quantité de ligands.  

 

 L’analyse des différentes expériences a été effectuée en plusieurs étapes. Pour 

commencer, les cellules ont été préparées en les décollant à l’aide de 800 µL de Trypsine-

EDTA (Sigma-Aldrich, Oakville, ON). Une fois mélangées et transférées dans des tubes 

epperdorf propres, elles ont été fixées en utilisant du formaldéhyde à une concentration 

finale de 2% (Sigma-Aldrich, Oakville, ON), pour ensuite être filtrées sur une mesh de 0.4 

µm.  Les cellules ont finalement été analysées par cytométrie de flux à l’aide d’un FC500 

MPL (Beckman Coulter, Mississauga, ON)  pour déterminer les niveaux d’expression de la 

GFP dans les cellules concernées. 

 

 

Table 6 : Nombre de cellules ensemencéepar type cellulaire. 
 

Type cellulaire utilisé Nombre de cellules 
 Cellules/puits 

A549 50 000  
U87MG 80 000 

U87MG-Wt 80 000 
H59 60 000 

TOV112D 50 000 
OV90 50 000 
C2C12 15 000 
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2.17 Différentiation des myoblastes et utilisation des myotubes 

 

 50 000 C2C12 à bas passage (myoblaste de souris) ont été ensemencés dans des 

plaques de 24 puits. Les cellules ont été cultivées 16 heures à 37°C pour permettre leur 

adhésion.  Le milieu de culture a été ensuite aspiré et remplacé par 1 mL de milieu de 

culture DMEM, contenant 2% de sérum équin (Sigma-Aldrich, Oakville, ON) et 2 mM de 

glutamine. Les cellules ont été incubées à 37°C pendant 5 à 6 jours jusqu’à l’obtention de 

myotubes.  

 

 La préparation des complexes virus:ligand a été effectuée en suivant le protocole 

décrit à la section 2.16.  Pour rappel, les myotubes ont été infectées avec la MOI appropriée 

en présence ou en absence d’IGF-E5 selon le type d’expérience. Pour éviter la mort des 

myotubes, ces derniers ont été incubés avec le virus pendant une période de 48 heures. Les 

myotubes ont ensuite été pris en photo à l’aide d’un microscope (Leica microsystem Inc., 

Buffalo Grove, IL) associé à une caméra (Retiga 2000R, QImaging, Surrey, BC) pour 

montrer l’expression de la GFP. Afin de quantifier la différence entre les conditions 

distinctes, les myotubes ont été lysés pour isoler les protéines. Enfin, l’expression de la 

GFP a été évaluée en effectuant un immunobuvardage de type Western avec 30 µg 

provenant des différentes extractions protéiques. 
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2.18 Injections dans les animaux et traitement des muscles pour 

analyse 

 

 2X1010 particules infectieuses du virus Ad5GFP Fibre Sauvage ou du virus Ad5GFP 

Fibre HIK5 Dm ont été diluées dans du tampon de congélation (50 mM d’HEPES, 2mM de 

MgCl2, 150mM de NaCl et 5% de sucrose). Les virus ont été injectés dans les tibialis 

antérieures (TA) de souris MDX (Jackson Labs C57BL/10ScSn-mdx/J). 16 souris de 10 

jours ont été injectées avec 10 µL de virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm, associé ou non à de 

l’IGF-E5. Également, deux cohortes, dont l’une de 6 souris de 9 jours et l’autre de 7 souris 

de 11 jours, ont été injectées avec 10 µL du virus Ad5GFP Fibre sauvage, ici encore avec 

ou sans la présence de l’IGF-E5.  Les souris ont été anesthésiées avant d’être injectées à 

l’aide d’une seringue munie d’une aiguille de taille 29G1/2. Les muscles droits ont été 

injectés avec le virus en absence d’IGF-E5 tandis que les muscles gauches ont été injectés 

avec le virus associé à l’IGF-E5. Les souris ont été gardées pendant 10 jours avant d’être 

sacrifiées par dislocation cervicale après avoir été euthanasiées par CO2. 15 souris injectées 

avec le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm ont été sacrifiées en plus de 12 souris qui ont été 

injectées avec le virus Ad5GFP Fibre sauvage. Les deux TA ont été retirés et congelés dans 

de l’isopentane refroidi à l’aide d’azote liquide.  Les blocs congelés de muscles ont été 

tranchés en section de 0.5µ, lesquelles ont été utilisées pour évaluer les niveaux 

d’expression de la protéine fluorescente verte (GFP), soit par immunobuvardage de type 

Western, soit par immunofluorescence indirecte sur lame, et pour déterminer la présence de 

particules infectieuses par PCR en temps réel.  
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2.19 PCR quantitatif en temps réel 

 

 Les ADN viraux ont été extraits en traitant les sections de souris dans un tampon de 

lyse (50 mM Tris-HCl, 10 mM d’EDTA, 5 mM de MgCl2, 0.6% SDS et 20 µg/mL de 

Protéinase K).  Les tissus ont été incubés toute la nuit à 56°C. Les protéines de même que 

les composantes de la membrane ont été éliminées de la solution par une extraction 

phénol:chloroforme. Pour ce faire, l’ADN viral a été mélangé avec un volume d’une 

solution contenant un ratio de 25 parties de phénol (Sigma-Aldrich, Oakville, ON), de 24 

parties de chloroforme et d’une partie d’alcool isoamyle. L’ADN et le phénol ont été 

mélangés vigoureusement puis séparés par centrifugation à 13000 RPM de 10 minutes à 

4°C. Cette étape a été effectuée une seconde fois sur la phase supérieure (portion aqueuse 

contenant l’ADN) avant d’être nettoyée par deux lavages avec une solution de 24 parties  

de chloroforme et d’une partie d’alcool isoamyle.  L’ADN contenu dans les échantillons a 

été précipité en ajoutant de l’acétate d’ammonium 3M à un ratio final de 1:10 avec 2.5 

volumes d’éthanol 100% froid. L’ADN a été incubé pendant 30 minutes à -80°C avant 

d’être précipité par centrifugation à 13000 RPM pendant 30 minutes.  Le surnageant a été 

retiré et le culot a été nettoyé avec 750 µL d’éthanol 70%. Le culot a été centrifugé à 

nouveau à 13000 RPM pendant 5 minutes puis l’éthanol a été enlevé des tubes. L’ADN a 

été dissout dans 50 µL d’eau bidistillée, puis dosé à l’aide d’un spectrophotomètre 

(Biospectrometer, Epperdorf, Mississauga, ON). 

 

 Pour effectuer le PCR en temps réel, des capillaires de 20 µL ont été utilisés.  40 

ng d’ADN provenant des extractions de muscles ont été utilisé pour les différentes 
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réactions. 4 amorces, dont deux contre une portion dans la région E4 (5’-AGCGCGCGAA 

TAAACTGCT-3’ et 5’-AGGAGACCACTGCCATGTTGT-3’) de l’adénovirus (Coughlan 

et al., 2009) et deux amorces contre la séquence de l’adipsine de souris (5’-GCCAAGCAG 

TGCACAGATAA-3’ et 5’-TTCCTTTCTGGTGTGTGAAGC -3’) (Deol et al., 2007), ont 

été utilisées. Le mélange pour l’amplification de la séquence virale contient des 

concentrations finales de 2.5 mM de MgCl2 de même que des concentrations finales de 5 

nM pour chaque amorce. Les concentrations finales dans les solutions utilisées pour 

amplifier l’adipsine étaient de 2 mM de MgCl2 et 50 nM pour les amorces. La polymérase, 

l’agent intercalant (SYBR green) et les dNTPs provenaient d’une trousse FastStart SYBR 

Green Master  (Roche, Laval, QC). L’amplification des séquences a été effectuée dans un 

LightCycler® (Roche, Laval, QC) en effectuant 45 cycles comprenant une dénaturation de 

l’ADN de 10 secondes, un rapprochement des amorces de 15 secondes et une élongation de 

15 secondes.  La lecture de l’intensité a été prise après chacune des étapes d’élongation.  Le 

logiciel du PCR a permis de déterminer le point d’inflexion de chacune des courbes, appelé 

« Cp ».  Le « Cp » du contrôle interne a été combiné aux valeurs d’une courbe standard 

d’ADN et aux valeurs des différents échantillons pour déterminer la quantité de particules 

virales infectieuses retrouvées dans les muscles de souris.  
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2.20 Immunofluorescences indirectes sur lames 

 

2.20.1 Expression du récepteur à l’IGF-I sur coupes de muscles de souris 

 

 Les cryosections de muscles de souris ont été déposées sur des lamelles de verre, et 

fixées pendant 10 minutes dans une solution de 2% de paraformaldéhyde.  Les interactions 

non spécifiques ont été bloquées par l’utilisation d’une solution de PBS-BSA 3%.  

L’anticorps primaire contre le récepteur à l’IGF-I a été dilué 1:5 dans du PBS-BSA 3% et 

incubé pendant une heure.  Les lames ont été rincées à 3 reprises dans du PBS avant 

d’ajouter le deuxième anticorps.  L’anticorps secondaire marqué par l’ALEXA Fluor® 488 

(Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) a été dilué 1 dans 2000 dans du PBS-BSA 3% 

puis incubé pendant 45 minutes.  Les lames ont été lavées à trois reprises avant d’être 

scellées en présence de tampon de fixation.  La fluorescence a été analysée à 488 nm pour 

l’ALEXA Fluor® 488 et à 532nm pour le Hoesch33342 (Invitrogen, Burlington, ON), et ce, 

à différentes magnitudes, sur un microscope confocale (Olympus corporation, Leek 

Crescent Richmond Hill, ON), en utilisant le logiciel Fluoview version 2.0 (Olympus 

corporation, Leek Crescent Richmond Hill, ON). 

 

2.20.2  Expression de la GFP sur coupes de muscles de souris 

 

 Les cryosections de muscles de souris ont été déposées sur des lamelles de verre.  

Les sections ont été fixées pendant 10 minutes dans une solution de 2% de 
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paraformaldéhyde.  Les interactions non spécifiques ont été bloquées par l’utilisation d’une 

solution de PBS-BSA 3%.  L’anticorps primaire contre la GFP a été dilué 1:100 dans du 

PBS-BSA 3% et incubé pendant une heure. Les lames ont été rincées à 3 reprises dans du 

PBS avant d’ajouter le second anticorps.  L’anticorps secondaire marqué par l’ALEXA 

Fluor® 488 (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) a été dilué 1dans 2000 dans du 

PBS-BSA 3% puis incubé pendant 45 minutes sur les lames.  Les lames ont été lavées à 

trois reprises avant d’être scellées en présence de tampon de fixation.  La fluorescence a été 

analysée à 488 nm pour l’ALEXA Fluor® 488 à différentes magnitudes sur un microscope 

confocale (Olympus corporation, Leek Crescent Richmond Hill, ON) en utilisant le logiciel 

Fluoview version 2.0 (Olympus corporation, Leek Crescent Richmond Hill, ON). 
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3 Résultats 

 
 Nous avons émis l’hypothèse que l’insertion d’un domaine d’interaction protéique 

synthétique dans la fibre virale pourrait induire un changement de tropisme en utilisant des 

ligands bispécifiques. La figure 9 représente schématiquement l’approche que nous 

voulions utiliser pour modifier le tropisme des particules adénovirales.  Les modifications 

qui ont été apportées à la fibre virale devaient permettre, en premier lieu, de réduire 

l’interaction avec le CAR et, en second lieu, de favoriser l’interaction avec les différents 

ligands bispécifiques. La formation du complexe virus:ligand devait diriger l’interaction 

des particules virales vers les récepteurs d’intérêt qui  

 

 

Figure 9 : Représentation du changement de tropisme induit par l’utilisation de 
ligands bispécifiques. 
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peuvent être exprimés au travers de plusieurs types cellulaires. Les objectifs initiaux étaient 

donc d’insérer les domaines d’interaction dans la fibre virale et dans les différents ligands 

avant de valider la capacité à lier les récepteurs avec leur partenaire d’interaction. Les 

AdVs doivent par la suite être produits et purifiés.  La capacité de nos trois ligands à 

induire un changement de tropisme a été évaluée dans différentes lignées cellulaires 

tumorales. Pour démontrer que le système pouvait être utilisé dans le cas de différentes 

maladies, les ligands bispécifiques ont été testés dans des contextes tumoraux en utilisant 

des lignées cellulaires cancéreuses en plus de valider la possibilité d’accroître l’infectivité 

des AdVs chez les muscles de souris.  

 

3.1 Production des ligands bispécifiques modifiés 

 

 Le système d’interaction K-Coil et E-Coil peut montrer une certaine flexibilité car il 

peut être inséré dans différents types de protéines. Pour démontrer ce potentiel, plusieurs 

peptides bispécifiques différents, dont l’IGF-E5, l’EGF-E5-Coil et l’AFAI-E5-Coil, ont été 

construits. L’IGF-E5 (Figure 10A) devrait interagir avec le récepteur de l’IGF-I et, de ce 

fait, accroître l’infectivité dans les H59 qui expriment l’IGF-IR (Samani et al., 2001) ou 

bien dans les tissus musculaires (Palsgaard et al., 2009). La capacité de lier le récepteur à 

l’EGF de l’EGF-E5-Coil humain (Figure 10B) a été démontrée par le groupe du Dr 

O’Connor (Le et al., 2009). Les récepteurs à l’EGF et à l’IGF-I sont surexprimés dans 

plusieurs types tumoraux (Fujiuchi et al., 1997;Tanno et al., 2006;Reinmuth et al., 

2002;Ohgaki and Kleihues, 2007) et pourraient augmenter l’efficacité de transduction dans 

les glioblastomes ou dans les tumeurs pulmonaires. Finalement, l’AFAI-E5-Coil est un 
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anticorps à un seul domaine variable lié par une séquence flexible qui peut lier le récepteur 

CEA6, sur-exprimé sur plusieurs types de cellules tumorales comme les tumeurs 

pulmonaires (Zhang et al., 2004) (Figure 10C). L’utilisation de différentes structures, 

notamment des facteurs de croissance (IGF-I, EGF) ou des anticorps spécifiques,  

 

 

Figure 10 : Représentation schématique des différents ligands qui ont été évalués pour 
leur capacité à altérer le tropisme de particules virales. 
Schéma des différents ligands bispécifiques, dont (A) l’IGF-E5, générés en fusionnant 5 
répétitions du E-Coil et un domaine His-Tag à l’IGF-I. (B) L’EGF-E5-Coil a été généré en 
fusionnant, en N-terminal, 5 répétitions du E-Coil et un domaine His-Tag au facteur de 
croissance EGF humain. Le His-Tag est séparé du domaine E5-Coil par un site de clivage 
pour l’entérokinase. (C) L’AFAI-E5-Coil a été produit en ajoutant le domaine E5-Coil et 
His-Tag en C-terminal. Les différents peptides ont été construits, produits, caractérisés puis 
utilisés pour induire un changement de tropisme à partir de différents virus.  
 
 
 
tel l’anticorps à un seul domaine, pourrait permettre de cibler différemment les récepteurs 

cellulaires. De plus, l’utilisation d’anticorps à un seul domaine pourrait être avantageux vu 
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qu’il pourrait cibler des récepteurs moins bien caractérisés ou remplacer des ligands 

naturels difficiles à produire avec les systèmes de productions cellulaires actuels. 

 

3.1.1 Construction et vérification des séquences encodant l’IGF-E5 
 
 

 Il y a une forte homologie entre la séquence de l’humain et celle de la souris (94%) 

(Humbel, 1990). Ainsi, l’IGF-I de souris peut interagir avec le récepteur de différentes 

espèces, y compris l’humain. Pour cette raison, nous avons décidé d’utiliser la séquence de 

l’IGF-I de souris. De plus, plusieurs des modèles étudiés ont été évalués avec des cellules 

murines, que ce soit les H59 ou les myoblastes de souris. Une portion de la séquence de 

l’IGF-I de souris a donc été transférée à proximité de la séquence promotrice CMV5. Ce 

promoteur est constitué du promoteur CMV fusionné au domaine tripartite retrouvé sur la 

séquence de l’adénovirus, ce qui augmente l’efficacité de l’expression de la séquence en 

aval du promoteur (Massie et al., 1998a). La séquence d’origine de l’IGF-I qui a été utilisée 

pour construire la protéine de fusion provenait du plasmide d’expression pSPORT6.0 

contenant la séquence complète du ligand murin. Le CMV5 a été choisi comme promoteur 

pour permettre  l’expression de la protéine de fusion dans des cellules de mammifères. 

D’ailleurs, ce système possède l’avantage de permettre les multiples modifications post-

traductionelles qui sont essentielles à la fonction de plusieurs protéines cellulaires (Jensen, 

2004). Le transfert de la séquence a été effectué, suite à l’amplification de la séquence par 

PCR, à l’aide d’amorces spécifiques. Ces amorces ont non seulement permit d’incorporer le 

peptide signal essentiel à la sécrétion des protéines, mais elles ont aussi permis d’enlever la 

portion en C-terminale qui fait partie de la pré-pro-protéine, aussi nommée peptide E. Cette 
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portion peptidique est tronquée lors de la maturation de l’IGF-I durant les différentes étapes 

post traductionnelles (Chen et al., 2004). L’abolition de ce domaine est essentielle, étant 

donné que le His-Tag et les 5 répétitions du domaine E-Coil ont été fusionnés à cette 

extrémité de la protéine dans le même cadre de lecture (Figure 10A). Le domaine 

d’interaction His-Tag a été ajouté à la séquence pour faciliter la purification de l’IGF-E5 

mais aussi pour permettre l’analyse des échantillons qui ont été produits subséquemment. 

L’utilisation du His-Tag a été préférée à celle d’autres systèmes, étant donné qu’il s’agit 

d’une approche déjà utilisée dans le cadre de plusieurs études de production dans des 

cellules de mammifères CHO (Chisholm et al., 1999). Les 5 répétitions de la séquence 

peptidique EVSALEK forment le domaine E5-Coil, qui sert à générer l’interaction avec les 

différentes fibres virales modifiées. Pour s’assurer que le positionnement de la séquence 

était correct au niveau de la structure tridimensionnelle du ligand bispécifique, des 

séquences flexibles contenant quatre glycines ont été ajoutées entre le domaine His-Tag et 

la portion E5-Coil.  

 

 Après avoir confirmé par séquençage que le cadre de lecture du plasmide était 

correct, nous avons validé que les différentes modifications n’empêchaient pas l’IGF-E5 

d’être sécrétée par les cellules de mammifère. Pour ce faire, l’expression de l’IGF-E5 a été 

mesurée suite à une transfection transitoire dans des 293A. Les extraits cellulaires et les 

milieux conditionnés provenant des cellules transfectées de manière transitoire ont été 

déposés sur gel d’acrylamide pour montrer à quel niveau était produit le ligand 

bispécifique. L’observation d’une bande dans la piste contenant le milieu conditionné, mais 
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non dans celle chargée avec les extraits totaux, a permis de tirer plusieurs conclusions 

(Figure 11). En premier lieu, la construction du plasmide est correcte par la production de  

 

 
Figure 11 : Sécrétion de l’IGF-E5 dans le milieu conditionné suite à une transfection 
transitoire. 
15 µL de milieu conditionné et 25ug d’extrait cellulaire ont été chargés sur un SDS-PAGE 
avec un gradient d’acrylamide de 4-20%, avant d’être séparés selon leur poids moléculaire. 
Les protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose qui a été ensuite 
bloquée. La membrane a d’abord été marquée par un anticorps primaire contre le His-Tag 
dilué 1 dans 250. On a procédé ensuite à une incubation avec un anticorps secondaire 
couplé à la HRP, dilué 1 dans 3000. Les bandes ont été révélées par l’exposition de la 
membrane sur un film Kodak pendant 30 secondes.     
  

la protéine par les cellules qui ont été transfectées. En deuxième lieu, la présence d’une 

bande, suite à l’incubation avec l’anticorps contre le domaine His-Tag, démontre que le 

domaine His-Tag est au moins fonctionnel dans des conditions dénaturantes. En troisième 

lieu, l’immunobuvardage indique que la protéine est principalement sécrétée par les cellules 

qui ont été transfectées et qu’il n’y a pas d’accumulation à l’intérieur des cellules. 

L’utilisation d’un anticorps contre l’IGF-I nous a permis d’obtenir un patron similaire à 

celui observé avec l’anticorps contre le His-Tag (résultat non présenté). Par contre, le 
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patron de migration ne concorde pas avec la taille attendue du ligand bispécique qui serait 

théoriquement de 17 kDa.  La bande observée se retrouve plutôt autour de 20 kDa. Le 

domaine E5-Coil aurait un impact sur la migration des protéines. Ce phénomène avait déjà 

été observé lors de la génération du système K-Coil et E-Coil (Tripet et al., 1996) et avait 

été attribué aux fortes charges contenues dans les éléments de dimérisation E-Coil et K-

Coil. La présence d’une seconde bande autour de 33kDa pourrait être associée à des 

dimères générés à cause des fortes charges électrostatiques. La bande d’un poids 

moléculaire plus faible serait probablement un produit de dégradation.  

 

 Après avoir démontré que la construction plasmidique permettait l’expression du  

peptide IGF-E5, il fallait analyser si la structure tridimensionnelle et le positionnement du 

His-Tag dans la séquence permettraient de purifier l’IGF-E5. De nouvelles transfections 

transitoires ont été effectuées et les milieux conditionnés ont été purifiés à l’aide d’une 

colonne contenant 1 mL de billes A-sépharose sur lesquelles des ions nickel ont été 

immobilisés. Après avoir immobilisé l’IGF-E5, les billes ont été lavées avec 10 volumes de 

colonne à l’aide du tampon d’équilibration contenant 10 mM d’imidazole. Un gradient 

d’imidazole (30, 50, 90 et 200 mM) a, par la suite, été utilisé pour faire décrocher la 

protéine des ions métalliques. L’utilisation d’un gradient permet généralement d’éliminer 

des protéines qui seraient associées de manière non spécifique aux billes. Les échantillons 

qui ont été élués ont été passés sur des colonnes de concentration d’une porosité de 3 kDa 

pour éliminer l’imidazole, d’une part, et permettre d’accroître la concentration de l’IGF-E5, 

d’autre part. Les  
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Figure 12 : Expression et purification du ligand modifié IGF-E5. 
Les protéines ont été purifiées sur colonne d’affinité et éluées à 200mM d’imidazole suite à 
l’utilisation d’un gradient d’imidazole de 30 mM à 90 mM. 11,75 µL de protéine provenant 
du milieu conditionné, du milieu passé sur colonne (chargement) et des différentes fractions 
du gradient d’imidazole (30 mM, 50 mM, 90mM et 200 mM) ont été déposés sur un gel 
avec un gradient d’acrylamide de 4% à 20%. (A) Le gel a été coloré en présence de 
Coomassie Fluor OrangeTM et révélé à l’aide d’un typhoon Trio+. (B) Les protéines ont été 
transférées sur une membrane de nitrocellulose puis bloquées. La membrane a été marquée 
à l’aide d’un anticorps primaire contre le His-Tag dilué 1 dans 250, puis incubée avec un 
anticorps secondaire couplé à la HRP et dilué 1 dans 3000. Les bandes ont été révélées par 
l’exposition de la membrane sur un film Kodak pendant 30 secondes. 
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niveaux d’expression dans les milieux conditionnés, c’est-à-dire dans une portion de 

l’échantillon purifié et dans les échantillons concentrés d’IGF-E5, ont été estimés grâce à 

une analyse par coloration au Coomassie OrangeTM (figure 12a) et par immunobuvardage 

de type Western en utilisant un anticorps contre le His-Tag (figure 12b). L’observation du 

gel provenant de la coloration au Coomassie Orange montre la présence d’une bande de la 

taille de l’IGF-E5 dans les différentes fractions de l’élution. Des bandes de taille similaire 

ont aussi été observées sur l’immunobuvardage de type Western, après un marquage à 

l’aide d’un anticorps ciblant le domaine His-Tag. Ces résultats démontrent qu’il est 

possible de purifier le peptide bispécifique IGF-E5 en utilisant de la résine chargée à l’aide 

d’ion nickel. La figure 12a permet, en plus, de déterminer qu’il faut des concentrations 

faibles d’imidazole pour faire décrocher l’IGF-E5 de la résine. En effet, les analyses 

démontrent qu’une concentration de 50 mM d’imidazole est suffisante pour éluer une 

bonne partie de l’IGF-E5. Par contre, l’utilisation des concentrations d’imidazole de 50, 90 

ou de 200 mM n’est pas suffisante pour faire décrocher tout l’IGF-E5 associé aux ions 

métalliques, étant donné qu’il est possible d’observer des bandes dans chacune des pistes. 

Cet essai à faible échelle montre que la concentration qui permettrait de décrocher le 

maximum d’IGF-E5 serait de 200 mM d’imidazole. La piste contenant l’IGF-E5 obtenu 

suite à l’élution avec 200 mM montre que l’utilisation d’un gradient favorise l’élimination 

de la majorité des contaminants. La purification sur colonne devrait permettre 

théoriquement de concentrer la protéine d’intérêt. Plusieurs préparations ont été produites 

par transfection transitoire et, suite à la production, leur niveau a été mesuré par la méthode 

employant la coloration au Coomasie Fluor OrangeTM (Table 7). Par contre, à cause des 
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pertes associées avec les différentes étapes, nous n’avons pas réussi à concentrer les 

protéines. Quoi qu’il en soit, le volume final de même que la concentration  

 
 

Table 7 : Différentes productions d’IGF-E5 par transfections transitoires. 
 

Production Volume 
initial 

Quantité 
initiale 

Volume après 
purification 

Quantité après 
purification 

 mL ng/µL µL ng/µL 
#1 20 --- 350 4.88 
#2 20 1.20 350 0.72 
#3 20 4.00 350 6.04 
#4 20 20.12 350 19.99 

 

 

de plusieurs de ces productions ont été suffisants pour effectuer des essais in vitro à petite 

échelle. Toutefois, l’évaluation du changement de tropisme dans des essais in vivo 

nécessitaient des concentrations protéiques beaucoup plus importantes. Pour ce faire, nous 

avons donc produit des clones stables pour accroître la quantité de protéine initiale tout en 

améliorant le rendement de la purification. 

 

3.1.1.1 Production des clones stables dans les cellules CHO pour le ligand 

IGF-E5 

 

 Pour faciliter la production du ligand lors des études de changement de tropisme,  

des clones stables ont été générés de manière à pouvoir effectuer des productions à grande 

échelle. Plusieurs clones exprimant l’IGF-E5 ont donc été produits dans des cellules CHO 

qui prolifèrent en suspension dans du milieu chimiquement défini. Les cellules CHO ont 
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été choisies étant donné qu’il s’agit d’un modèle de culture cellulaire animale qui est 

largement utilisé pour la production de protéines recombinantes.  Les clones dans les 

cellules CHO ont été produits par transfection avec un plasmide encodant le IGF-E5 suivie 

d’une sélection avec l’hygromycine pour isoler des clones ayant intégrés de façon stable le 

plasmide. De nombreux clones ont été isolés en utilisant des dilutions limites ou via 

l’utilisation d’une méthode de marquage contre la protéine sécrétée en milieu semi-solide 

(FLSSM) pour isoler chacun des clones (Caron et al., 2009). Les niveaux d’expression dans 

les milieux conditionnés étaient très variables, mais les meilleurs clones ont pu être 

repêchés puis analysés. Pour les expériences subséquentes, le clone le plus fort (L et 4B4) 

dans chacune des deux méthodes (dilution limite et FLSSM) a été utilisé pour déterminer 

lequel permettrait d’obtenir la meilleure production d’IGF-E5 en suspension. 

 

3.1.1.2  Productivité des meilleurs clones stables 

 

 Il est essentiel qu'un clone puisse survivre pendant une longue période de temps 

pour permettre la meilleure production possible. Les clones L et 4B4 ont donc été évalués à 

différentes températures, puisque que la production protéique est augmentée à 30ºC 

(Nicklin et al., 2005;Jenkins and Hovey, 1993;Fox et al., 2004;Schatz et al., 2003). 

Différentes quantités de cellules des clones 4B4 et du clone L, précisément 5X105 cellules 

par mL (Figure 13a) et 3X106 cellules par mL (Figure 13b), ont été ensemencées dans des 

erlenmeyers de 125 mL (T=0 heure) puis incubées à 37°C ou à 30°C pendant 10  
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 Figure 13 : Courbe de survie des clones L et 4B4 dans le temps. 
Les cellules ont été ensemencées à 5X105 cellules par mL (A) et à 3X106 cellules par mL 
(B) dans du milieu CD-CHO contenant 2 mM de glutamine, 50 µg/mL de sulfate de 
dextran et 40 µg/mL d’hygromycine.  Les cellules ont été incubées pendant 10 jours à 37°C 
ou à 30°C.  200 µL de milieu de culture ont été prélevés chaque jour pour effectuer un 
compte cellulaire. Clone 4B4 à 30°C (Courbe bleu), Clone 4B4 à 37°C (Courbe rose), 
Clone L à 30°C (Courbe verte) et Clone L à 37°C (Courbe orange). 
 
 

jours. Le nombre de cellules a été dénombré après différents temps (96, 120, 144, 168, 196, 

216 et 240 heures) pour déterminer le meilleur taux de survie chez les clones exprimant 

l’IGF-E5. Les observations montrent que les deux clones commencent à mourir rapidement 
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après 96 heures lorsqu’ils sont incubés à 37°C.  Au contraire, lorsque la production se 

déroule à 30°C, la quantité de cellules ne semble pas être affectée et la proportion de 

cellules vivantes reste au dessus de 90% pendant 8 jours.  Néanmoins, l’état du clone L de 

même que celui du clone 4B4 commencent à décroître (taux de survie de 80%) à partir du 

dixième jour d’incubation, suggérant que la production ne devrait pas dépasser 9 jours.   

 

 

Figure 14 : Expression de l’IGF-E5 des différents clones dans différentes conditions 
expérimentales. 
Les milieux conditionnés proviennent de différents temps, suite à l’incubation de 3X106 
CHO-IGF-E5; clone L à 30°C. Les milieux conditionnés ont été centrifugés et 11.75 µL de 
milieu ont été chargés.  Une courbe standard de BSA a été chargée au même moment (50 à 
1000 ng de protéine par piste). Les protéines ont été séparées selon leur taille puis les gels 
ont été colorés pendant 1 heure en présence de Coomassie Fluor OrangeTM. Les bandes ont 
été révélées à l’aide d’un Typhoon Trio+ par excitation effectuée à 495 nm, tandis que le 
signal a été capté 635 nm.  La quantité de protéines dans chacune des pistes a été évaluée à 
l’aide du logiciel ImageQuant.  
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Table 8 : Expression de l’IGF-E5 dans les différentes conditions expérimentales. 
96 

heures 
120 

heures 
144 

heures 
168 

heures 
192 

heures 
216 

heures 
240 

heures 
µg/mL 

500 000c/mL 20.34 20.82 25.10 36.95 35.70 36.03 33.91 Clone 
4B4 3 000 000 c/mL 20.46 20.70 23.87 47.50 46.24 31.18 29.58 

500 000c/mL 39.94 46.16 48.64 58.62 53.10 54.77 50.79 Clone 
L 3 000 000 c/mL 112.15 136.32 150.37 153.19 163.93 153.40 117.88

 

 

 La quantité d’IGF-E5 produit par les cellules a aussi été mesurée chaque jour, à 

partir des milieux conditionnés provenant des échantillons prélevés pour calculer la 

viabilité. Les échantillons ont été centrifugés pour enlever les cellules et les débris 

cellulaires. Puis, les milieux conditionnés ont été transférés et conservés pour pouvoir être 

analysés sur le même gel. La quantité d’IGF-E5 dans chacun des échantillons a donc été 

mesurée suite à une coloration au Coomassie Fluor OrangeTM (Figure 14). Les cellules 

incubées à 37°C n’ont pas été analysées étant donné leur faible niveau de survie. Les 

niveaux d’expression d’IGF-E5 ont seulement été évalués dans les conditions 

expérimentales à 30°C. L’analyse des colorations au Coomassie Fluor Orange des 

différents gels à l’aide du logiciel ImageQuant v2.0 a permis d’évaluer une augmentation 

des niveaux d’expression entre 120 et 216 heures dans chacune des conditions 

expérimentales (Table 8). Les résultats obtenus montrent, en outre, que le clone L produit 

une plus grande quantité d’IGF-E5 dans le milieu conditionné que le clone 4B4, quelles que 

soient les conditions évaluées. En effet, à une densité de 5X105 cellules par mL, le clone L 

produit 54.77 µg/mL d’IGF-E5, comparativement à 36.03 µg/mL pour le clone 4B4. En 

plus, à une densité de 3X106 cellules par mL, le clone L peut produire jusqu‘à 153.4 µg/mL 



 

 

116

au lieu de 31.18 µg/mL produit par le clone 4B4 pour une quantité de cellules équivalentes. 

Ces résultats confirment les observations qui avaient déjà été effectuées par notre groupe 

(Caron et al., 2009).  

 

3.1.1.3 Production et purification d’IGF-E5 à plus grande échelle 

 

 Les infections chez la souris requièrent l’utilisation d’importante quantité d’IGF-E5 

dans des volumes les plus petits possibles. Il a donc fallu produire des quantités élevées 

d’IGF-E5 avec des concentrations élevées pour pouvoir effectuer les différents essais.  

L’IGF-E5 a été produit en ensemençant 2 productions de 500 mL de CHO-IGF-E5 clone L, 

à une densité cellulaire de 3X106 cellules par mL, et en les incubant à 30°C pendant une 

période de 9 jours. Le taux de survie des cellules après 9 jours a été évalué en mesurant le 

nombre de cellules vivantes et de cellules mortes. La valeur obtenue, à savoir 86% de 

survie cellulaire, nous a indiqué que nous pouvions continuer avec la purification. Celle-ci 

a donc été effectuée sur une colonne contenant 5 mL de fractogel® sur lequel des ions 

nickel ont été immobilisés, suivi par un lavage avec une solution de NaCl 0.5 M. La 

colonne a été fixée à un système de pompe automatisée AKTA pour contrôler le débit 

appliqué sur la colonne lors des différentes étapes de la purification. La majorité des étapes 

ont été effectuées à un débit de 1 mL par min. L’évaluation des différentes fractions, 

obtenues lors de l’élution avec 300 mM d’imidazole par coloration au Coomassie Fluor 

OrangeTM, a permis de combiner toutes les fractions qui étaient positives. Le tampon de 

cette solution a été changé pour éliminer l’imidazole avant que la solution protéique ne soit 

concentrée. Ces étapes différentes ont permis d’obtenir une solution finale de 1.2 mL, 
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contenant une concentration finale de 6.79 mg/mL d’IGF-E5 et avec une concentration 

protéique totale de 10.5 mg/mL. La purification a donc permis d’éliminer plusieurs 

protéines contaminantes, comme on peut l’observer à la figure 15.  En effet, la bande 

obtenue dans le milieu conditionné contient beaucoup plus de protéines de haut poids 

moléculaire contrairement aux extraits protéique  

 

 

Figure 15 : Dosage d’une production d’IGF-E5 provenant de 2 préparations de 500 
mL. 
Les milieux conditionnés et les protéines concentrées ont été dosés à l’aide d’une courbe 
standard de BSA (125 à 1000 ng) suite à une coloration au Coomassie Fluor OrangeTM. Les 
bandes ont été révélées à l’aide du laser de 488 nm d’un Typhoon Trio+ et analysées à 
l’aide du logiciel ImageQuant v2.0. Un second gel a été transféré sur une membrane de 
nitrocellulose puis a été bloqué. Un anticorps primaire contre le His-Tag dilué 1 dans 250 a 
été utilisé, suivi par une incubation en présence d’un anticorps secondaire couplé au Cy5 
dilué 1 dans 3000. Les bandes ont été révélées suite à l’excitation du Cy5 avec le laser de 
633 nm sur un typhoon Trio+. 
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purifiée. Contrairement à la figure 14, l’intensité des bandes contaminantes de la figure 15 

est moins importante, car il s’agit d’une production différente dont il a fallu réduire 

l’intensité du signal pour permettre la quantification des bandes d’IGF-E5 à 0,4µg et a 

4,0µg. L’observation du gel à la figure 15 montre, par contre, la présence de plusieurs 

bandes, endessous de la protéine purifiée, qui pourraient provenir d’une dégradation 

protéolytique. La présence de produits de dégradation peut être problématique lors d’essais 

de changement de tropisme car ceux-ci peuvent réduire la disponibilité des sites 

d’interaction. Néanmoins, la méthode a permis de concentrer l’IGF-E5 provenant des 

milieux conditionnés du clone L par un facteur de 161 fois. Le recouvrement de la protéine 

d’intérêt a aussi été analysé dans notre échantillon. Suite à la purification sur colonne, 

43.7% de l’IGF-E5 initiale ont été récupérés. Finalement, les niveaux d’endotoxine, 

pouvant provenir des différentes étapes de la purification et de la concentration, ont été 

évalués avec la trousse Endosafe pour s’assurer d’injecter des niveaux acceptables lors de 

nos expériences in vivo. La régression linéaire a permis de calculer un niveau d’endotoxine 

de 0.94 EU/mg. De plus, l’analyse des niveaux d’endotoxines permet aussi de déterminer si 

le tampon ou la protéine peuvent interférer avec la méthode d’évaluation.  Dans notre cas, 

la valeur de 167% obtenue lors de l’essai nous indique que l’une ou l’autre des 

composantes de la préparation protéique n’a pas eu d’impact sur la réaction enzymatique.  

 

 Par la suite, il a fallu démontrer que l’IGF-E5 avait le potentiel de s’associer avec le 

récepteur retrouvé à la surface des cellules. Cette interaction a été validée en analysant une 

des réponses induites suite à liaison du ligand avec son récepteur, soit 

l’autophosphorylation de la portion intracellulaire de la chaîne β. L’expérience exige que 
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les protéines membranaires soient récoltées rapidement suite à l’induction, étant donné que 

la phosphorylation est un état transitoire dans les cellules qui mène à l’internalisation du 

récepteur cellulaire. L’utilisation  

 

 

Figure 16 : Interaction du ligand IGF-E5 avec le récepteur à l’IGF-IR. 
2 millions de HeLa ont été induites avec 100 ng/µL ou 500 ng/µL de mIGF-I, ou encore 
avec 100 ng/µL d’IGF-E5. 100 µg de protéines dénaturées ont été chargés sur un gel SDS-
PAGE de 10%. L’anticorps primaire contre le récepteur à l’IGF-IRβ a été dilué 1 dans 250. 
Celui contre la forme phosphorylé du récepteur a aussi été dilué à 1 dans 250, tandis que 
l’anticorps contre l’actine a été dilué 1 dans 10 000. L’anticorps secondaire couplé au 
fluorochrome Cy5 a été dilué 1 dans 1000 pour le récepteur et sa forme phosphorylée, 
tandis que l’anticorps secondaire utilisé pour l’actine a été dilué 1 dans 6000. Les bandes 
ont été révélées à l’aide du laser de 633nm d’un typhoon Trio+ et analysées par le logiciel 
ImageQuant V2.0.  
 

d’inhibiteur de phosphatase est nécessaire car les phosphatases cellulaires peuvent entraîner 

une déphosphorylation des différentes protéines phosphorylées. La figure 16 démontre que 

l’IGF-E5 a la capacité d’activer le récepteur à l’IGF-IR : il est possible d’observer une 

bande à la hauteur de l’IGF-IR, suite à l’incubation avec l’anticorps contre la phospho-

tyrosine 1131 de la chaîne bêta. En effet, la phosphorylation peut aussi être observée dans 

le cas des cellules traitées avec une dose de 100 ng/mL d’IGF-E5, alors qu’une activation 

similaire requiert 500 ng/mL d’IGF-I recombinant de souris. La phosphorylation du 
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récepteur, induite par l’IGF-E5, nous permet de conclure que celui-ci est fonctionnel. Ce 

résultat démontre, soit que l’IGF-E5 pourrait être plus actif que l’IGF-I recombinant de 

souris, soit que la différence de la structure tridimensionnelle affecte la capacité à lier le 

récepteur. à ce propos, il est important de mentionner que L’IGF-I recombinant a été 

produit dans des bactéries et que l’absence des protéines chaperonnes dans ce système 

pourraient affecter le repliement de l’IGF-I, son efficacité ou favoriser son agrégation 

(Gasser et al., 2008;Carrio and Villaverde, 2002;Fink, 1999). 

 

3.1.2 Production et purification de l’EGF-E5-Coil 

 

 L’EGF-E5-Coil (Figure 10B)  nous permettra de démontrer la possibilité d’induire 

un changement de tropisme, soit dans des glioblastomes humains en utilisant la lignée 

U87MG, soit dans les tumeurs pulmonaires en regardant l’effet sur les A549. Par ailleurs, 

l’utilisation d’un second ligand via le même vecteur viral nous permettra de prouver la 

flexibilité de notre système. Contrairement à l’IGF-E5, l’EGF-E5-Coil a déjà été caractérisé 

par le groupe du Dr O’Connor (Le et al., 2009). Ces chercheurs ont montré que l’EGF-E5-

Coil pouvait interagir avec le récepteur à l’EGF, en mesurant la phosphorylation de celui-

ci. Ils ont aussi montré la fonctionnalité du domaine E-Coil en effectuant des essais par 

SPR (surface plasmon resonance) et en immobilisant un peptide contenant le K-

Coil. L’EGF-E5-Coil doit être produit dans un système bactérien et les protéines se 

retrouvent à l’intérieur des corps d’inclusion. Le ligand bispécifique doit, en plus, subir 

plusieurs modifications avant d’être utilisé dans les différentes expériences de changement 

de tropisme. En effet l’EGF-E5-Coil doit être replié pour lui permettre d’être actif.  Qui 
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plus est, le domaine His-Tag doit être enlevé en effectuant une digestion avec une 

entérokinase. La production du EGF-E5-Coil débute  

 

 

 
Figure 17 : Expression et purification sur colonne de l’EGF-E5-Coil. 
Les protéines ont été purifiées sur colonne d’affinité et éluées à 300mM d’imidazole, suite 
à l’utilisation d’un gradient d’imidazole de 30mM à 150mM. 11,75µL de protéines 
proviennent à la fois des extraits des corps d’inclusion, du mileu qui a passé au travers de la 
colonne (chargement), des différentes fractions de lavage, des différentes étapes du gradient 
et de la protéine concentrée. Les protéines ont été séparées sur un gel possédant un gradient 
d’acrylamide de 4% à 20%, puis ont été colorées en présence de Coomassie Fluor 
OrangeTM.  Les bandes ont été révélées à l’aide du laser de 488 nm d’un typhoon Trio+. 
 
 
 
en amplifiant les bactéries ayant été transformées avec le plasmide encodant pour l’EGF-

E5-Coil. Lorsque les bactéries avait atteint une densité optique à 600 nm d’environ 0.8, 

l’expression de l’EGF-E5-Coil a été induite par l’ajout d’une concentration de 100 mM 

d’IPTG. Les bactéries ont été par la suite culottées et lysées.  Les corps d’inclusion ont été 

ensuite isolés des autres composantes bactériennes par centrifugation. L’EGF-E5-Coil a 
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alors été extrait des corps d’inclusion en utilisant du chlorure de guanidium à une 

concentration de 6 M.   Enfin, l’EGF-E5-Coil a été purifié à l’aide d’une colonne Talon® 

sur laquelle avaient été immobilisés des ions de cobalt. Un gradient d’imidazole de 30 à 

150 mM a été utilisé pour réduire les contaminants protéiques potentiels puis l’élution a été 

effectuée avec une concentration finale d’imidazole de 300 mM. L’analyse des fractions a 

été effectuée sur gel pour s’assurer que la purification pouvait réduire la quantité de 

contaminants (Figure 17). En fait, l’absence de protéines contaminantes démontre que 

toutes les fractions peuvent être combinées pour permettre de recueillir un maximum 

d’EGF-E5-Coil. De plus, ce résultat montre que l’utilisation d’un gradient d’imidazole 

n’est pas essentielle pour purifier l’EGF-E5-Coil. La figure 17 démontre aussi qu’une 

concentration de 30 mM d’imidazole peut induire la dissociation de l’EGF-E5-Coil de la 

résine. Par contre, cette concentration n’est pas suffisante pour éluer complètement l’EGF-

E5-Coil lié à la résine. En effet, les fractions subséquentes éluées avec des concentrations 

plus importantes (50 mM, 70 mM, 90 mM et 150 mM) d’imidazole contiennent encore de 

l’EGF-E5-Coil. Une concentration de 300mM est donc nécessaire pour faire décrocher la 

totalité des protéines associées à la résine. De toutes les expériences effectuées, seulement 

les fractions de l’expérience contenant 3.71 g de culture bactérienne ont été combinées 

(table 9). L’imidazole a été retiré des échantillons à l’aide d’une colonne de dessalage 

PD10. La purification sur colonne et le dessalage nous ont permis de concentrer 

l’échantillon par un facteur de 20 fois. L’EGF-E5-Coil a été dénaturé en utilisant du 

chlorure de guanidium, puis la protéine a été repliée correctement en utilisant une solution 

contenant 5 mM de L-glutamine. Ces conditions  permettent à la protéine de reprendre une 

structure tridimensionnelle fonctionnelle et ayant la capacité d’activer le récepteur 
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cellulaire, comme démontré par le groupe de O’Connor (Le et al., 2009). La protéine de 

fusion a été construite de manière à pouvoir éliminer le domaine His-Tag grâce à la 

présence d’un site de digestion protéolytique entre le His-Tag et le domaine E5-Coil. 

L’excision du domaine C-terminal contenant le His-Tag a été effectuée à l’aide de 2.5 U 

d’entérokinase. Cette étape a pour but de simplifier la protéine et d’éviter l’interférence de 

la portion His-Tag dans les différents processus dans laquelle le peptide pourrait être 

impliqué. La protéine d’intérêt est alors purifiée par chromatographie en phase liquide à 

haute performance (HPLC) pour éliminer la présence du fragment contenant le domaine 

His-Tag. Suite à plusieurs productions, suffisamment de protéines ont été obtenues pour 

permettre d’effectuer nos essais in vitro. Les productions qui ont permis d’effectuer nos 

expériences ont été répertoriées dans la table 9. Ces rendements sont moins importants que 

ceux obtenus par le groupe de O’Connor (Le et al., 2009). Nous avons tout de même pu 

obtenir des quantités qui étaient autour de 2.54 mg pour 500 mL de culture bactérienne.   

Les pertes observées lors de la purification ou lors du repliage de la protéine ont été 

relativement faibles, comparativement a ce qui avait été constaté dans des essais faits 

précédemment (Le et al., 2009). Par contre, la quantité finale de protéine clivée obtenue a 

été très faible, avec  

 

 

Table 9 : Différentes productions du ligand modifié EGF-E5-Coil. 
Productions 
bactériennes  

Avant 
purification 

Après 
purification 

Après 
repliage HPLC Recouvrement 

g Mg mg Mg µg % 
1.22 0.203 0.022 --- --- --- 
1.73 0.195 0.019 --- --- --- 
3.71 2.54 1.87 1.47 3.75 0.26 
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seulement 3.75 µg d’EGF-E5-Coil dans 2 mL.  Étant donné qu’aucune expérience in vivo 

n’a été planifiée avec ce peptide bispécifique, les niveaux d’endotoxines n’ont pas été 

évalués dans les différentes préparations. 

 
 

3.1.3 Production et purification de l’AFAI-E5-Coil 
 
  

 L’AFAI-E5-Coil est un anticorps à un seul domaine, auquel a été fusionné un 

domaine contenant 5 répétitions du E-Coil (figure 10C). Il provient de l’immunisation d’un 

lama, réalisée à l’aide d’un peptide provenant d’un extrait de la lignée cellulaire A549 

(Zhang et al., 2004). La protéine de fusion a été construite et validée par le groupe de 

MacKenzie (résultat non publié). Nous avons utilisé l’AFAI-E5-Coil dans l’optique de 

démontrer la capacité des anticorps à un seul domaine à pouvoir induire un changement de 

tropisme. Ces informations nous permettraient d’affirmer que des ligands, autres que ceux 

qui sont naturels, pourraient être utilisés par notre système de changement de tropisme. 

L’AFAI-E5-Coil a été produit pour vérifier si nous pouvions l’utiliser pour générer un 

changement de tropisme. L’AFAI-E5-Coil a donc été produit à partir de cultures 

bactériennes et a été récupéré dans l’espace périplasmique des bactéries. L’anticorps qui 

peut reconnaître la protéine CEA6 a été partiellement purifié sur une colonne Talon® sur 

laquelle ont été immobilisés des ions de cobalts. La protéine a été nettoyée par un gradient 

d’imidazole, similaire à ce que nous avions utilisé dans les cas de l’EGF-E5-Coil et de 

l’IGF-E5, pour être finalement éluée à l’aide de 200 mM d’imidazole (Figure 18).  La 

coloration au Coomassie Fluor OrangeTM permet de constater que la purification sur 
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colonne élimine une grande partie des contaminants protéiques provenant de l’extraction.  

La fraction contenant 200 mM d’imidazole a été passée sur une colonne de dessalage PD10 

pour enlever l’imidazole de l’échantillon. 

 

 

 
Figure 18 : Expression et purification du ligand modifié AFAI-E5-Coil. 
Les protéines provenant d’une extraction périplasmique ont été purifiées sur colonne 
d’affinité et éluées à 200mM d’imidazole, suite à l’utilisation d’un gradient d’imidazole de 
30 mM à 90 mM. 11,75 µL de protéines provenant de l’extrait périplasmique, du milieu 
passé sur colonne (chargement) et des différentes fractions du gradient d’imidazole (30 
mM, 50 mM, 90mM et 200 mM) ont été déposés sur un gel avec un gradient d’acrylamide 
de 4% à 20%. Les protéines ont été séparées selon leur taille moléculaire et ont été colorées 
en présence de Coomasie Fluor OrangeTM. Les bandes ont été révélées à l’aide d’un 
typhoon Trio+ en utilisant le laser de 488nm. 
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3.2 Construction des différentes fibres virales et vérification de leur 

activité  

 
 

Pour altérer le tropisme des particules virales infectieuses, des modifications ont été 

apportées à la fibre virale. L’ajout d’un domaine contenant de multiples répétitions du K-

Coil devait permettre l’interaction de la fibre avec différents peptides bispécifiques arborant 

le domaine d’interaction complémentaire, le E-Coil. À ce jour, plusieurs études ont 

démontré qu’il était possible d’inclure des éléments exogènes dans la boucle HI ou à 

l’extremité C-terminale de la fibre (Borovjagin et al., 2005;Koizumi et al., 2003b;Bilbao et 

al., 2002;Wu et al., 2002). Différents domaines peptidiques K-Coil contenant 3, 4 ou 5 

répétitions ont donc été introduits, soit en C-Terminal, soit dans la boucle HI de la fibre 

virale.  Les séquences de la fibre sauvage et des fibres modifiées ont été clonées dans un 

vecteur pMPG, à proximité de la séquence promotrice CMV5, pour permettre l’évaluation 

des modifications apportées par des transfections transitoires dans des cellules de 

mammifères.  

 

Lorsque le tropisme des particules virales est modifié, il est important d’abolir le 

tropisme naturel du virus. Parmi les procédures  répertoriées dans la littérature, l’une d’elles 

consiste à introduire des mutations spécifiques dans les différents domaines d’interaction 

avec le CAR retrouvés dans le bouton de la fibre virale (Kirby et al., 2000). Des mutations 

ponctuelles ont donc été générées dans les différentes fibres virales au niveau de leur 

domaine AB par mutagenèse dirigée. Au niveau de la fibre contenant 4 répétitions de K-

Coil, une seule mutation a été effectuée pour changer la sérine 408 en acide glutamique 
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dans le domaine AB. Dans le cas de la fibre contenant 5 répétitions du K-Coil dans la 

boucle HI, deux mutations dans le domaine AB ont été générées :pour changer de la sérine 

408 en acide glutamique et la proline 409 en alanine. Il a été démontré que l’insertion de 

ces deux mutations pouvait abolir l’interaction entre la fibre virale et le CAR (Kirby et al., 

2000). Les mutations ponctuelles ont été validées par séquençage.   

 

 

Figure 19 : Trimérisation des différentes fibres virales dans des conditions 
expérimentales natives.  
Des 293A ont été transfectés avec les plasmides encodant pour les différentes fibres virales 
modifiées. Les protéines provenant de transfection ont été diluées dans du tampon de 
chargement sans agent de dénaturation (N: condition non réduite) ou en présence de 20 mM 
de DTT (D: condition dénaturante). 30 µg de protéines contenant la fibre arborant 4 
répétitions du K-Coil dans la portion C-terminal (Fibre C Terminal K4-Coil), 5 répétitions 
dans la portion C-terminal sans mutation (Fibre C-Terminal K5-Coil) et 5 répétitions dans 
la boucle HI (Fibre Boucle HI K5-Coil) ont été séparés selon leur poids moléculaire et ont 
été transférées sur une membrane de nitrocellulose. Un anticorps primaire contre la fibre 
virale dilué 1 dans 500 a été utilisé, suivi par l’incubation avec un anticorps secondaire 
couplé à la HRP dilué 1 dans 3000. Les bandes ont été révélées en présence d’ECL et 
exposées à un film Kodak pendant 30 secondes.  Les trimère de fibres, de même que les 
monomères, sont identifiés sur le gel.    
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3.2.1 Essai de trimérisation par immunobuvardage de type Western 

 

 Avant de remplacer la séquence de la fibre virale contenue dans le vecteur pAdeasy 

par notre séquence encodant pour l’une des fibres modifiées, l’expression et la capacité à 

trimériser des fibres modifiées ont été étudiées. En effet, lors de la propagation normale des 

adénovirus dans les cellules hôtes, les fibres virales s’associent pour former des trimères  

dans le noyau des cellules infectées. Cette structure trimérique est essentielle pour 

l’interaction entre la base penton et la fibre, de même que pour l’infectivité des particules 

virales (Nicklin et al., 2005). Pour vérifier ces deux éléments, les séquences contrôlées par 

un promoteur CMV5 ont été transfectées de manière transitoire dans des cellules 293A, 

puis extraites après 96 heures. La formation de trimères a donc été évaluée de même que 

l’expression totale des différentes fibres. Les protéines cellulaires ont été extraites, dosées 

et diluées, en présence ou en absence d’agent dénaturant, avant d’être analysées par 

immunobuvardage de type Western. L’ajout de 3 ou de 4 répétitions à l’extrémité C-

terminale de la fibre virale avait été analysé auparavant, en comparant cela à une fibre sans 

modification. Ce résultat  nous a indiqué qu’il n’y avait pas de différence au niveau de 

l’expression ou de la trimérisation (Zeng et al., 2008). L’expression de la fibre arborant 5 

répétitions dans la boucle HI peut être analysée en regardant la Figure 19. La capacité de 

trimériser de la fibre contenant 5 répétitions dans la boucle HI a été évaluée, en la 

comparant avec celle de la fibre ayant 4 répétitions à son extrémité C-Terminale (Figure 

19).  La figure 19 révèle que l’ajout de 5 répétitions K-Coil dans la boucle HI n’affecte pas 

la trimérisation de la fibre contrairement à l’incorporation des 5 répétitions K-Coil à 

l’extrémité C-terminale. Cette dernière a un impact sur la production de la fibre dans les 
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cellules transfectées. En effet, l’ajout des 5 répétitions à l’extrémité C-terminale affecte de 

manière importante l’expression, concordant avec les résultats que nous avons déjà publiés 

(Zeng et al., 2008); la plus grande instabilité résulterait de l’ajout d’une répétition 

supplémentaire en C-Terminal. Comme pour les ligands, l’ajout des séquences K-Coil dans  

 

 

 

Figure 20 : Niveau d’expression des différentes fibres virales. 
Les protéines ont été dosées puis diluées dans du tampon de chargement contenant 20 mM 
de DTT. 30 µg de protéines ont été chargés et séparés selon leur poids moléculaire. Les 
protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose, laquelle a été ensuite 
bloquée. Un anticorps primaire contre la fibre dilué 1 dans 500, de même qu’un anticorps 
primaire contre l’actine dilué 1 dans 10 000 ont été utilisés, suivi par une incubation avec 
un anticorps secondaire couplé à la HRP dilué 1 dans 3000. Les bandes ont été révélées en 
présence d’ECL, puis exposées à un film KODAK pendant 30 secondes.     
 

 

la fibre altère son patron de migration (Figure 20). De plus, les niveaux d’expression sont 

similaires lorsque les fibres virales sont comparées les unes avec les autres en présence 

d’un contrôle β-actine (Figure 20). Finalement, les figures 19 et 20 montrent que 
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l’expression et la trimérisation ne sont pas affectées par l’ajout des modifications au niveau 

du domaine AB, étant donné que la fibre contenant 4 répétitions du K-Coil qui a été utilisée 

possédait déjà une mutation dans son domaine AB. 

 

3.2.2 Essai d'interaction entre les différentes fibres possédant le 

domaine K-Coil et les différents ligands  

 

 Les fibres virales sauvages comme les K4m et HIK5 Dm peuvent être produites à 

des quantités équivalentes dans des cellules de mammifère. Par ailleurs, plusieurs de ces 

fibres modifiées n’ont aucun problème à trimériser dans des conditions non dénaturantes. 

Pour s’assurer que le système d’interaction pouvait fonctionner dans des particules virales, 

il fallait montrer que le positionnement spatial des domaines d’interaction dans les fibres 

virales ou dans les ligands bispécifiques n’affectait pas leur capacité à interagir.  Pour 

vérifier cette hypothèse, les ligands bispécifiques contenant le domaine E5-Coil ont été 

immobilisés dans les puits d’une plaque ELISA de 96 puits. Les différentes fibres ont 

ensuite été ajoutées aux puits appropriés. L’interaction a été démontrée en ciblant la fibre 

virale à l’aide d’un anticorps spécifique, puis en utilisant un anticorps secondaire couplé à 

la phosphatase alcaline. L’augmentation de l’intensité dans les conditions expérimentales 

comprenant à la fois le ligand et la fibre, contrairement à ce que l’on peut observer dans les 

différentes conditions contrôles, permet de conclure qu’il y a une interaction entre les deux 

domaines.  Cette interaction peut-être observée, non seulement avec l’EGF-E5-Coil (Figure 

21a), mais aussi avec l’IGF-E5 (Figure 21b), ainsi qu’avec l’AFAI-E5-Coil (Figure 21c). 

L’intensité obtenue, pour la fibre contenant 5 répétitions du K-Coil dans la boucle HI en  
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Figure 21 : Validation de l’interaction entre les domaines d’interaction retrouvés sur 
les fibres virales modifiées et les différents peptides bispécifiques. 
L’EGF-E5-Coil (n=6) (A), l’IGF-E5 (n=9) (B) et l’AFAI-E5-Coil (n=6) (C) ont été utilisés 
pour couvrir les puits d’une plaque 96 puits. Les sites non spécifiques ont été bloqués, puis 
300 ng de lysat protéique contenant les fibres virales modifiées ont été ajoutés dans les 
puits appropriés. L’interaction a été mesurée en procédant à l’ajout d’un anticorps primaire 
dirigé contre la fibre dilué 1 dans 500, suivi par une incubation avec un anticorps 
secondaire couplé à la phosphatase alcaline dilué 1 dans 1000. 50 µL du substrat p-
nitrophenyl phosphate (PNPP) ont été ajoutés dans chacun des puits et la réaction 
enzymatique a été mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre à une longueur d’onde de 
405nm. 
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présence d’IGF-E5, atteint 1.19, tandis que la valeur obtenue pour la fibre contenant 4 

répétitions du K-Coil est de 0.475. Ces résultats démontrent que le domaine contenant 5 

répétitions possède une force d’interaction plus importante que le K4. Des valeurs de 0.577 

et de 0.77 ont été obtenues pour la fibre avec 4 répétitions tandis que la fibre avec 5 

 

 

Figure 22 : Démonstration de la spécificité du système d’interaction K-Coil et E-Coil  
L’EGF-E5-Coil (n=3) a été utilisé pour couvrir les puits d’une plaque 96 puits. Les sites 
non spécifiques ont été bloqués.  Par la suite, 300 ng de lysat protéique contenant les fibres 
virales modifiées ont été ajoutés dans les puits appropriés, avec ou sans la présence de 1mg 
de peptide K-Coil non-associé. L’interaction a été mesurée par l’ajout d’un anticorps 
primaire, dirigé contre la fibre et dilué 1 dans 500, puis par une incubation avec un 
anticorps secondaire couplé à la phosphatase alcaline et dilué 1 dans 1000. 50 µL de 
substrat PNPP ont été ajoutés dans chacun des puits et la réaction enzymatique a été 
mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre à une longueur d’onde de 405 nm. 
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répétitions avaient des valeurs de 0.938 et de 1.78, pour les peptides EGF-E5-Coil et 

l’AFAI-E5-Coil respectivement. Les forces d’interaction entre les domaines avaient déjà 

été mesurées par une approche faisant appel au SPR (BiaCore), où les différents complexes 

K-Coil/E-Coil avaient été comparés (De et al., 2003). La fibre virale possédant trois 

répétitions dans le domaine C-terminal a aussi été évaluée en présence du ligand EGF-E5-

Coil (figure 21a).  L’intensité observée pour cette condition expérimentale  montre qu’il n’y 

a pas eu d’interaction entre le K-Coil et l’E-Coil. Une explication serait que l’interaction 

entre les deux domaines, soit le K3-Coil et l’E5-Coil, n’est pas suffisamment forte pour 

permettre la formation d’un signal dans notre essai ELISA. Cette hypothèse est supportée 

par les résultats obtenus par SPR (De et al., 2003). Il est possible, par contre, que l’absence 

de signal soit causée par un mauvais positionnement du domaine d’interaction sur la fibre 

virale. 

 

 Pour valider le postulat selon lequel l’augmentation d’intensité serait causée par 

l’association entre l’E-Coil du ligand et le domaine K-Coil de la fibre, un peptide K-Coil 

non associé a été ajouté dans une série d’expérience.  Les résultats présentés à la figure 22 

démontrent que l’ajout de 1 mg de peptide K-Coil non-associé peut réduire l’interaction 

entre les deux partenaires.  Ceci confirme qu’il y a une association entre les différents 

ligands et les fibres modifiées.  

 

 Sachant que chaque ligand peut lier son récepteur, nous avons décidé de construire 

nos virus modifiés. D’une part, nous devions évaluer si les fibres virales modifiées 

pouvaient être incorporées dans les particules virales sans affecter leur production. Ensuite, 
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nous devions déterminer s’il était possible d’accroître l’efficacité de transduction dans 

différentes lignées arborant les récepteurs cellulaires ciblés, dont l’IGF-IR, l’EGF-R et le 

CEA6.  Seules les fibres possédant 4 répétitions en C-Terminal et 5 répétitions dans la 

boucle HI ont été utilisées pour générer des virus car elles avaient toutes les caractéristiques 

essentielles à la fibre virale, à savoir une expression équivalente à une fibre sauvage et la 

capacité de trimériser.  

. 

3.3 Production, amplification et purification des différents virus   

 

3.3.1 Évaluation de la lignée 293E pour l’amplification des virus avec 

un domaine d’interaction K-Coil 

 

Pour valider la possibilité d’induire un changement de tropisme à l’aide de nos 

différents ligands, les virus arborant une fibre avec 4 répétitions du K-Coil en C-terminal et 

avec 5 répétitions de K-Coil dans la boucle HI ont été générés. Les  

 



 

 

135

 
  Figure 23 : Avantage de la lignée de complémentation 293E chez les virus arborant le 

domaine d’interaction K5-Coil. 
Les 293E ont été dénombrées puis infectées avec des multiplicités d’infection de 0.1, 0.5 et 
1.0, par les virus Ad5GFP fibre sauvage ou par les virus Ad5GFP fibre HIK5 Dm (n=9). 
Les cellules ont été infectées pendant 24 heures puis analysées par cytométrie de flux pour 
l’expression de la GFP. L’index de fluorescence des différentes multiplicités a été comparé. 
* L’augmentation est significative comparé avec les 293A infectés avec les virus Ad5GFP 
Fibre HIK5 Dm.  
 
 
séquences encodant les différentes fibres modifiées ont été incluses dans le vecteur 

pAdeasy®, suite à une recombinaison homologue entre le vecteur linéarisé contenant la 

séquence de la fibre modifiée et le vecteur pAdeasy®.  Après vérification, le nouveau 

vecteur plasmidique a été linéarisé par PacI et transfecté dans des 293A.  Les cellules ont 

été divisées et recouvertes d’agarose pour permettre la formation de plage de lyse contenant 

théoriquement des virus purs. Plusieurs plages de lyse ont été piquées et les différents virus 

ont été amplifiés sur des cellules 293E pour permettre la propagation des particules virales. 

La lignée cellulaire de complémentation 293E exprime un pseudo-récepteur contenant la 

queue cytoplasmique de l’EGF-R mais dont la portion extracellulaire a été tronquée et 

remplacée par une séquence comprenant 5 répétitions du E-Coil (Zeng et al., 2008). Il a été 

montré que cette lignée de complémentation avait un avantage pour permettre 
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l’amplification des particules virales ayant une altération au niveau du domaine AB.  En 

effet, le virus qui arbore une fibre possédant 4 répétitions à l’extrémité C-terminale a une 

augmentation d’infectivité d’environ deux fois par rapport à la lignée parentale (Zeng et al., 

2008). Pour s’assurer que le modèle était fonctionnel avec d’autres virus modifiés, 

l’infectivité des particules virales arborant 5 répétitions du K-Coil dans la boucle HI, en 

plus de deux mutations abolissant l’interaction avec le CAR, a été comparée entre les 293A 

et la lignée de complémentation 293E.  La figure 23 montre que la présence du pseudo-

récepteur favorise les particules virales ayant le domaine K-Coil, en doublant l’index de 

fluorescence à une MOI de 0.5 et de 1.0. Étant donné que les cellules peuvent propager le 

virus, l’expression de la GFP a été évaluée après 24 heures, suite à l’infection des cellules.  

Les résultats obtenus suggèrent que la lignée de complémentation 293E serait meilleure 

pour permettre l’amplification des virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm.  L’une des raisons est 

que l’amplification du virus pourrait être faite avec des multiplicités d’infection inférieures 

à celles qui seraient employées dans la lignée parentale, à cause de l’interaction entre le 

pseudo-recepteur de la lignée 293E et la fibre arborant le K-Coil.    

 

3.3.2 Amplification des différentes particules virales 

 

 Pour permettre d’effectuer des expériences reproductibles, il fallait purifier les 

différents virus qui allaient être utilisés au cours des expériences in vitro et in vivo.  La 

méthode de purification classique consiste à séparer les particules virales en fonction de 

leur densité sur des gradients de chlorure de césium (CsCl). Cette méthode est couramment 

utilisée et elle permet l’obtention d’excellentes concentrations pour des virus de première 
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génération. Elle consiste à appliquer une force de 100 000Xg par centrifugation sur les 

particules virales à purifier en présence d’un gradient discontinu ou continu de CsCl. Le 

virus se déplace en fonction de sa densité dans le gradient pour se séparer du contenu 

génomique et des protéines cellulaires. La méthode permet une séparation entre les 

capsides vides, dites immatures, et les capsides virales qui sont matures (Ostapchuk and 

Hearing, 2005). Le CsCl est ensuite éliminé par l’utilisation d’une colonne de dessalage ou 

par l’utilisation de sac à dialyse. Le nombre de particules virales totales est mesuré par 

spectrophotométrie en évaluant la valeur à 260 nm qui représente le contenu génomique 

(Croyle et al., 2001).  Les particules virales infectieuses sont analysées par cytométrie de 

flux, suite à l’infection d’une quantité précise de cellules avec différentes concentrations de 

virus.  La relation entre le pourcentage de cellules infectées et la concentration utilisée 

permet de déterminer la concentration de particules infectieuses par mL. Les particules 

infectieuses de chaque virus ont été titrées par cytométrie après une infection de 36 heures 

dans les 293E. D’autres méthodes peuvent être utilisées pour mesurer la concentration en 

particules infectieuses, comme celle des plages de lyse.  Les virus utilisés lors de nos 

expériences doivent être analysés de la même manière pour éviter les fluctuations entre les 

différentes expériences. 

 

 Pour des virus de première génération,  les ratios de préparation virale (particules 

virales totales (PVT)) en fonction du nombre de particules virales infectieuses (PVI) se 

situent entre 10 et 20 PVT/PVI (Mittereder et al., 1996).  Dans le cas du virus contrôle 

Ad5GFP Fibre sauvage, la table 10 montre que son ratio est de 7.52. Cette valeur signifie 

que la préparation virale amplifiée est correcte et qu’elle peut être utilisée dans les 
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différentes expériences. L’analyse des autres virus amène des résultats différents.  L’ajout 

du K-Coil à l’extrémité C-terminale ou dans la boucle HI, de même que les différentes 

mutations au niveau du domaine AB, semble avoir un impact sur les particules virales, 

comme on peut l’observer par l’augmentation des ratios (table 10). En effet, la valeur de 

995.3 du virus ayant 4 répétitions et la valeur de 611.9 du virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm 

démontrent que les modifications apportées à la fibre influencent la production au niveau 

des cellules ou lors de l’une des étapes de la purification. Néanmoins, l’ajout de 5 

répétitions dans la boucle HI de la fibre sans la présence des mutations semble avoir un 

impact peu important sur la production des particules infectieuses (320,1 PVI par cellule), 

contrairement au virus possédant  

 
Table 10 : Purification de différents virus par l’utilisation de deux gradients de CsCl 
consécutifs.   
 

Conditions expérimentales * Purification par CsCl 
Infectieuses 975 PVI/cellule 

Totales 7340 PVT/cellule 
Ad5GFP 

 Fibre Sauvage 
Ratio PVT/PVI 7.52 

Infectieuses 6.44 PVI/cellules 
Totales 6410 PVT/cellules 

Ad5 Tr5 GFP  
Fibre K4m 

Ratio PVT/PVI 995.3 
Infectieuses 320.1 PVI/cellule 

Totales 1633.9 PVT/cellule 
Ad5GFP  

Fibre HIK5 Wt 
Ratio PVT/PVI 5.10 

Infectieuses 5.34 PVI/cellule 
Totales 3267.9 PVT/cellule 

Ad5GFP  
Fibre HIK5 Dm 

Ratio PVT/PVI 611.9 

* Les particules infectieuses ont été titrées dans des 293E après une 
infection de 36 heures. Les particules totales ont été dosées par 
spectrophotométrie en tenant compte de la DO à 260nm 

 

deux mutations dans le domaine AB (5,34 PVI par cellule).  De plus, son ratio à proximité 

de 10 indique que la production virale ne semble pas être affectée par l’ajout des 5 
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répétitions dans la boucle HI. Pour ce qui est du virus Ad5Tr5 Fibre K4m, le nombre de 

particules totales par cellule est similaire à ce qui a été observé pour l’Ad5GFP Fibre 

sauvage. Ce résultat suggère, soit que l’impact des modifications sur la réduction des 

particules infectieuses pourrait être causé par une moins grande production par cellule, soit 

que l’effet serait associé à l’une des étapes de purification. 

 

 Pour déterminer la raison de la perte observée, nous avons mesuré la quantité de 

particules virales produites dans les cellules avant d’effectuer la purification. Nous voulions 

ainsi déterminer le ratio avant la purification et le comparer au ratio d’un virus possédant 

une fibre sauvage.  Pour des raisons qui seront abordées dans la section 3.4, les essais 

servant à augmenter le ratio ainsi que la concentration des virus modifiés ont été effectués 

avec seulement le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm et comparés avec un virus arborant une 

fibre sauvage.  La table 11 permet de constater que le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm avant 

la purification produit une quantité de particules totales équivalentes à celle du virus 

sauvage, montrant que la formation des capsides n’est pas affectée par les altérations 

apportées à la fibre.  Par contre, la réduction de 1135.2 PVI à 114 PVI par cellule indique 

que l’ajout des mutations a un impact, soit sur l’infectivité, soit sur la stabilité des 

particules infectieuses.  La différence du nombre de particules infectieuses avant et après 

purification indique que l’utilisation du CsCl n’est peut-être pas appropriée au niveau de 

ces particules virales. De plus, la  comparaison entre avant et après la purification démontre 

clairement un problème de stabilité, étant donné qu’une bonne partie des particules totales 

est perdue. Ces résultats ont mené à l’évaluation de nouvelles méthodes de purifications 

pour améliorer le ratio des virus modifiés Ad5GFP Fibre HIK5 Dm. 
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Table 11 : Production des particules virales dans les 293E avant purification. 
 

Conditions expérimentales Avant purification 
Infectieuses 1135.2 PVI/cellule 

Totales 8360 PVT/cellule 
Ad5GFP 

Fibre 
Sauvage Ratio PVT/PVI 7.36 

Infectieuses 114 PVI/cellule 
Totales 8640 PVT/cellule 

Ad5GFP 
Fibre 

HIK5 Dm Ratio PVT/PVI 75.8 

Les particules infectieuses ont été mesurées par 
cytométrie de flux après une incubation de 36 heures dans 
des 293E.  Les particules totales ont été évaluées par 
l’utilisation d’un HPLC. 

  

3.3.3 Purification des virus modifiés par différentes méthodes 

 

 Lorsque la capside ne possède aucune modification majeure, l’utilisation de la 

méthode impliquant le CsCl, qui s’effectue en environ 20 heures, permet la récupération 

d’un ratio de particules infectieuses par particules totales tournant autour de 10. Par contre, 

lorsque cette méthode est appliquée au virus ayant une modification au niveau du domaine 

HI et AB, non seulement on obtient un ratio très élevé, mais on peut également constater la 

formation d’agrégats (Figure 24B); contrairement à un virus sauvage qui forme une bande 

homogène au travers du gradient (figure 24A).  La production ayant généré des agrégats a 

été récoltée, et les ratios obtenus ont été présentés dans le table 10, soit un ratio de 611.9 

avec une production de 5.14 particules infectieuses par cellules. On sait que la formation 

d’agrégats peut nuire à l’infectivité virale des particules sauvages (Huyghe et al., 1995). 

Ces agrégations sont généralement causées par des concentrations trop élevées de particules 

virales en solution (Rexroad et al., 2006). En évaluant la production du virus Ad5GFP Fibre 
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HIK5 Dm, on peut déduire que l’agrégation n’a pas été causée par une trop grande quantité 

de particules virales, considérant qu’un virus sauvage ayant des quantités équivalentes ne 

génère pas d’agrégats sur CsCl.  

 

 Ayant émis l’hypothèse que la purification pouvait être une cause majeure de la 

perte d’infectivité, suite à l’agrégation des particules virales, une nouvelle alternative a été 

évaluée. Il a été montré qu’en utilisant un composé non ionique, l’iodixanol, il était 

possible de purifier différents types de virus de même que d’augmenter l’efficacité de la 

purification de particules adénovirales modifiées (Peng et al., 2006). En utilisant une 

méthode dérivée du protocole lié à l’iodixanol, le virus modifié Ad5GFP Fibre HIK5 Dm a 

été purifié. La figure 24 montre la différence de profil au niveau de l’ultracentrifugation des 

bandes virales qui ont été obtenues lors de la purification d’une préparation d’Ad5GFP 

Fibre sauvage ou de virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm.  Les photos montrent clairement que 

l’ultracentrifugation des lysats viraux sur un gradient discontinu d’iodixanol ne forme pas 

d’agrégats. En fait, le profil de centrifugation observé pour le virus Ad5GFP Fibre HIK5 

Dm est similaire à celui obtenu pour un virus arborant une fibre sauvage (Figure 24C et D).  

 

 La méthode par iodixanol a plusieurs avantages, dont celui d’être plus rapide à 

exécuter, soit environs 8 heures au lieu de 20 heures. L’impact mineur de l’iodixanol sur les 

particules virales peut permettre de combiner plusieurs préparations virales et augmenter la 

concentration par mL dans des productions qui produisent très peu de particules 

infectieuses par cellules. De plus, comme l’utilisation de deux gradients de CsCl sert à 

augmenter la pureté des préparations virales, l’utilisation de deux gradients d’iodixanol  
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Figure 24 : Purification de particules virales sur différents gradients. 
Les extraits viraux ont été déposés sur un gradient discontinu  de chlorure de césium (A et 
B) ou sur un gradient discontinu d’iodixanol (C et D). Suite à leur centrifugation respective, 
les tubes ont été photographiés. 
 

consécutifs permet de réduire les contaminants génomiques et protéiques (figure 25). En 

effet, les pics retrouvés à 12 minutes représentent les contaminants protéiques des 

préparations, tandis que ceux retrouvés entre 18 et 22 minutes représentent les 

contaminants génomiques. Suite à la deuxième purification, la dimension des pics apparaît 

beaucoup moins importante, ce qui démontre que l’échantillon analysé contient moins de 

contaminants. La technique employant l’iodixanol présente, cependant, quelques 

désagréments au niveau de certaines expériences, dont les essais de changement de 

tropisme.  La nature du composé fait qu’il est difficile d’éliminer la solution par des 

colonnes de dessalage et sa forte absorbance à 280 nm empêche l’utilisation d’un 
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spectrophotomètre pour mesurer le nombre de particules totales. Par conséquent, le nombre 

de particules totales des préparations contenant de l’iodixanol a du être analysé par HPLC. 

Le HPLC, associé à une colonne d’échange d’anion, permet de lier les particules virales et 

de les éluer à un temps précis, en effectuant un gradient de NaCl. Une lecture à 280 nm et à 

260 nm est alors effectuée pour mesurer les quantités de particules virales totales.  Étant 

donné la forte absorbance de l’iodixanol, plusieurs volumes de colonne ont été passés pour 

permettre d’éliminer le maximum d’iodixanol des échantillons (Figure 25). La quantité de 

virus est déterminée en calculant l’aire sous la courbe de chacun des pics obtenus autour de 

13 minutes sur les profils. Lors de l’expérience, pour s’assurer que le pic représente bien les 

particules virales, on calcule le ratio 260/280, dont  la valeur doit être à proximité de 1.2 

(Klyushnichenko et al., 2001).  

 

 Pour faire la preuve que le protocole utilisant l’iodixanol était aussi efficace que 

celui faisant appel aux gradients de CsCl, des quantités initiales équivalentes de virus de 

première génération arborant une fibre sauvage ont été purifiées par l’une ou l’autre des 

méthodes.  Les niveaux de récupération entre les particules produites dans les cellules et 

ceux mesurés après les différentes méthodes de purification ont été évalués par TCID50. Les 

valeurs sont résumées dans la table 12.  L’analyse des ratios montre un ratio de 2.91 après 

purification,  pour la purification sur CsCl, tandis que la purification par iodixanol a permis 

l’obtention d’un ratio de 3.53. La différence de ratio observée dans la table 12, comparée à 

ce qui avait été obtenu dans les tables 10 ou 11, a possiblement été causée par l’utilisation 

d’une autre méthode de titration (TCID50 au lieu de la cytométrie de flux) pour mesurer le 

nombre de particules infectieuses. Ces ratios étaient similaires aux ratios qui avaient été 
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Figure 25 : Quantification des particules totales par HPLC. 
50 µL d’extraits viraux purifiés par du iodixanol provenant, soit d’une préparation (A), soit 
de 6 productions combinées après une deuxième purification (B), ont été dilués dans 450 
µL de PBS, puis centrifugés à 6700Xg pendant 2 minutes.  Les extraits ont été passés sur 
un filtre de 40 µm et déposés dans un tube à HPLC. Les virus ont été injectés dans la 
colonne et analysés en suivant le protocole EMP UNOQ_Ad5_140910ext, généré pour 
effectuer un lavage de 10 minutes avant d’appliquer le gradient de NaCl. Les flèches 
indiquent le positionnement des pics représentant l’adénovirus. 
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Table 12 : Purification de virus possédant une fibre virale sauvage en utilisant deux 
approches différentes soit: le CsCl et l’iodixanol.  

Conditions expérimentales 
Avant 

purification 
Après 

purification 
Taux de 

récupération 
Infectieuses 4.92X1012 1.29X1012 26.2% 

Totales 9.85X1012 3.75X1012 38.1% 
Purification 

avec du CsCl 
Ratio 2.00 2.91  

Infectieuses 2.42X1012 1.70X1012 70.2% 
Totales 1.08X1013 6.00X1012 55.5% 

Purification 
avec 

l’iodixanol Ratio 4.46 3.53  

Les particules infectieuses ont été mesurées par TCID50 après une incubation de 7 jours 
dans des 293E.  Les particules totales ont été évaluées par l’utilisation d’un HPLC. 
 

 

obtenus dans les extraits totaux avant purification. Ces résultats dénotent qu’il n’y a pas de 

changement majeur entre l’une ou l’autre des méthodes de purification. La différence entre 

les deux méthodes se trouve, en fait, au niveau du pourcentage de récupération des 

particules totales et infectieuses. Même si la production est très similaire, l’iodixanol 

permet de récupérer au-dessus de 50% des particules totales, tandis que le chlorure de  

  

Table 13 : Taux de récupération entre un virus sauvage et un virus modifié en 
utilisant l’iodixanol. 

Après purification 
Conditions expérimentales 

Particules Particules/cellule 
Infectieuses 6.88X1010 550.4 PVI/cellule 

Totales 1.40X1012 11 200 PVT/cellule 
Ad5GFP 

 Fibre Sauvage 
Ratio 20.3  

Infectieuses 1.47X1010 88.2 PVI/cellules 
Totales 4.97X1011 2982 PVT/cellules 

Ad5GFP  
Fibre HIK5 Dm 

Ratio 33.8  

Les particules infectieuses ont été mesurées par cytométrie de flux après une 
incubation de 36 heures dans des 293E.  Les particules totales ont été évaluées par 
l’utilisation d’un HPLC. 
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césium a seulement permis de récupérer en dessous de 38.1% des particules virales totales. 

La différence majeure se trouve donc au niveau des particules infectieuses. En effet, 

l’iodixanol permet un taux de récupération de 70.2%, contrairement au 28% obtenu par 

CsCl. On peut s’attendre à un meilleur ratio avec l’iodixanol, étant donné qu’une plus 

grande quantité de particules infectieuses a été récupérée, et ce, bien que la méthode utilisée 

n’ait pas permis la séparation entre les particules matures et immatures, comme le protocole 

employant le CsCl le permet.  Néanmoins, les pourcentages élevés de particules 

infectieuses récupérées peuvent présenter plus d’intérêt, dans le cas des virus ayant une 

faible production de particules infectieuses par cellule, comme les virus possédant les fibres 

modifiées. 

 

 Semblant avoir un avantage intéressant pour les virus arborant une fibre sauvage, la 

méthode utilisant l’iodixanol a été évaluée dans le cas des virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm.  

Si l’on compare les valeurs de la table 13 avec celles obtenues dans la table 10, on 

s’aperçoit que les niveaux du virus Ad5GFP Fibre sauvage sont relativement similaires, 

confirmant les résultats qui avaient été observés dans les expériences précédentes. Notons, 

au passage, que l’utilisation de l’iodixanol a tout de même permis de gagner une journée de 

travail.  Par contre, il apparaît que, lorsque le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm est purifié en 

utilisant l’iodixanol, il n’a pas d’agrégation comme il a été présenté dans la figure 24D. De 

plus, une augmentation du nombre de particules infectieuses/cellule peut être obtenue. Pour 

être précis, les purifications par CsCl permettaient, dans les meilleurs cas, d’avoir 5.14 

PVI/cellules, tandis que la purification sur iodixanol permet d’obtenir des concentrations de 

88.2 PVI/cellules.  
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 Le système de changement de tropisme étant dépendant de l’accessibilité du 

domaine K-Coil, il a fallu vérifier si l’iodixanol n’avait pas un impact sur les particules 

virales et le système en général. Pour vérifier cette hypothèse, des 293A et 293E ont été 

infectées par des particules infectieuses, à l’aide d’une multiplicité d’infection de 1, en 

comparant les purifications qui ont été effectués par iodixanol ou par CsCl. Les virus qui 

ont été purifiées par iodixanol n’ont pas semblé réagir de la même manière que ceux qui 

avaient été purifiées par CsCl.  Aucune différence n’a été observée suite à l’infection des  

 

 

 
 Figure 26 : Impact de l’iodixanol sur l’infectivité dans les 293E. 

Les cellules 293A ou 293E ont été infectées avec des particules infectieuses à une MOI de 
1 (n=3). Les cellules ont été incubées en présence du virus pendant 24 heures, décollées 
puis fixées en présence de formaldéhyde 2%. Les cellules ont été filtrées et l’expression de 
la GFP a été analysée par cytométrie de flux dans les différentes conditions expérimentales. 
Les différences observées sont statistiquement significatives suite à l’évaluation des valeurs 
par un test statistique de student.  
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293A, que ce soit avec le virus Ad5GFP Fibre sauvage ou avec les virus Ad5GFP Fibre 

HIK5 Dm comme prévu. Pour le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm purifié à l’aide d’un 

gradient de CsCl, nous avons pu observer une augmentation similaire à ce qui avait été 

obtenue auparavant dans les 293E, soit une augmentation de l’infectivité de 15% à 62% 

(Figure 26). Par contre, le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm purifié par iodixanol infecte les 

cellules 293E avec une efficacité comparable à celle observée avec le virus Ad5GFP Fibre 

sauvage. Cette perte d’efficacité démontre que le domaine K-Coil serait non-accessible 

pour permettre l’interaction avec le pseudo-récepteur.  Cette perte d’interaction pourrait 

aussi nuire à la liaison des ligands bispécifiques, pouvant donc réduire l’efficacité du 

système de changement de tropisme. 

 

 Pour montrer que la présence de l’iodixanol est l’élément de la purification qui 

interfère avec le système, différentes approches pour éliminer l’iodixanol des échantillons 

viraux ont été évaluées. La table 14 résume les taux de récupération des différentes 

méthodes testées.  Ces différentes méthodes n’affectent pas les ratios de particules totales 

par particules infectieuses après le traitement, ce qui est positif.  Les colonnes de 

concentration constituent une méthode qui prend énormément de temps et qui a un haut 

risque d’introduire des contaminants.  De plus, la méthode permet de récupérer seulement 

3% des particules infectieuses. Tout de même, une bonne portion de l’iodixanol peut être 

éliminée durant les multiples étapes de centrifugation. Pour sa part, la colonne d’échange 

d’anion DEAE FastFlow® de 1 mL, qui est l’équivalent de ce qui est utilisé lors des 

évaluations des particules totales par HPLC, permet d’éliminer une bonne portion de 

l’iodixanol (Figure 27C). En plus, le taux de récupération des particules infectieuses est de 
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13.7%. L’utilisation des sacs à dialyse implique plusieurs étapes pouvant entraîner 

l’introduction de contaminations.  Par contre, leur utilisation a permis de conserver un 

excellent ratio et la dialyse a permis d’obtenir un taux de récupération impressionnant : au-

dessus de 75%, autant au niveau des particules totales qu’infectieuses. À partir de là, la 

purification des différents virus aura désormais été effectuée dans l’iodixanol, suivi par une 

double dialyse dans des sacs à dialyse ayant une porosité de 100 kDa. Autre fait 

satisfaisant, l’évaluation des niveaux d’iodixanol montre que les échantillons en 

contiennent très peu (Figure 27B). 

 

 

Table 14 : Impact des différentes approches pour éliminer l’iodixanol des échantillons 
de virus Ad5GP Fibre HIK5 Dm.  

Conditions expérimentales 
Avant 

traitement 
Après 

traitement 
Taux de 

récupération 

Infectieuses 6.97X109 2.17X108 3.11% 

Totales 4.975X1011 1.01X1010 2.03% 
Colonne de 

concentration à 
2000Xg 

Ratio 71.4 46.5 --- 

Infectieuses 6.97X109 9.59X108 13.7% 

Totales 4.975X1011 7.04X1010 14.2% 

Colonne Fast Flow 
DAEA à échange 
d’anion – HiTrap 

de 1mL Ratio 71.4 73.5 --- 

Infectieuses 3.63X1010 2.96X1010 81.0% 

Totales 1.245X1012 9.39X1011 75.1% 
Dialyse à l’aide 

d’un tube  Cutoff 
de 100kDa 

Ratio 34.3 31.7 --- 

Les particules infectieuses ont été mesurées après une incubation de 36 heures dans des 
293E par cytométrie de flux.  Les particules totales ont été mesurées par l’utilisation 
d’un HPLC 
 



 

 

150

 

Figure 27 : Présence de l’iodixanol dans les échantillons.  
Les extraits viraux purifiés par iodixanol provenant d’une préparation en présence 
d’iodixanol (A), purifiés par dialyse (B) ou par une colonne d’échange d’anion Fast Flow 
DAEA (C) ont été injectées dans la colonne du HPLC et analysé en suivant le protocole 
EMP UNOQ_Ad5_140910ext généré pour effectuer un lavage de 10 minutes avant 
d’appliquer le gradient de NaCl. L’aire sous la courbe des pics à 13 minutes (flèches noires) 
a été analysée pour déterminer la concentration des virus en particules totales par mL.  Les 
pics entre 0 et 10 minutes représentent la quantité d’iodixanol dans les échantillons. 
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 Suite à l’élimination de l’iodixanol des différents échantillons viraux, nous avons 

voulu déterminer si le domaine K-Coil était de nouveau accessible. Une des manières pour 

démontrer  cette accessibilité du domaine d’interaction est d’évaluer si le tropisme des virus 

modifiés peut être altéré par l’ajout d’un ligand bispécifique, suite à l’élimination de 

l’iodixanol. Nous avons donc cherché à savoir si la dialyse réduisait suffisamment les 

niveaux d’iodixanol pour récupérer l’accroissement observée avec les virus purifié avec le 

CsCl. L’expérience a donc été effectuée en combinant 3,6X106 molécules d’IGF-E5 sur les 

différents virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm provenant des différentes purifications : ceux  

 

Figure 28 : Impact de la dialyse sur le changement de tropisme. 
Le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm a été purifié par CsCl ou par iodixanol. Les virus 
purifiés en présence d’iodixanol ont été, soit conservés en présence d’iodixanol, soit 
dialysés pour éliminer l’iodixanol. Les U87MG ont été infectées avec des particules 
infectieuses à une MOI de 10, avec ou sans la présence de 3.6X106 d’IGF-E5. Après 96 
heures, les cellules ont été décollées, fixées en présence de formaldéhyde 2%, filtrées, puis 
analysées pour l’expression de la GFP par cytométrie de flux. Les augmentations observées 
sont statistiquement significatives suite à l’évaluation des valeurs par un test statistique de 
student (p<0,01). 
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purifiés par CsCl et ceux purifiés par iodixanol, avant ou après avoir éliminé l’iodixanol à 

l’aide des sacs à dialyse. Par la suite,  les différentes préparations virales ont été comparées 

sur le plan de l’infectivité dans la lignée cellulaire U87MG. La figure 28 démontre, 

d’ailleurs, que le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm dilué dans l’iodixanol perd son potentiel 

d’induire un changement de tropisme ce qui concorde avec les résultats présentés à la figure 

26.  La dialyse de l’iodixanol permet de rétablir le changement de tropisme à un niveau 

équivalent à ce qui était observé avec le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm purifié par CsCl. 

 

3.3.4 Amplification à l’aide de monocouches de 293E ou à l’aide de 

cultures en suspension de 293F 

 

 L’utilisation de la lignée de complémentation 293E permet de réduire la MOI qui 

est utilisée pour obtenir des niveaux d’infection équivalents à ceux observés dans la lignée 

293A. Par contre, la faible production en particules infectieuses du virus Ad5GFP Fibre 

HIK5 Dm par les 293E est problématique quand il faut faire de multiples productions pour 

obtenir une préparation virale suffisamment concentrée. En effet, pour obtenir une bonne 

concentration, il faut infecter au moins 50 boîtes de pétris de 15 cm avec la lignée de 

complémentation 293E avant d’effectuer la purification. De plus, l’infection doit être 

effectuée en monocouche, ce qui requiert énormément de temps et de matériel, car il faut 

pouvoir ensemencer, infecter et récolter les cellules infectées (environ 10 heures).  Dans le 

but d’accroître la production, tout en réduisant le coût du matériel utilisé et le temps passé à 

manipuler les cellules, une approche alternative a été envisagée.  La nouvelle optique 
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consistait à infecter des cultures de cellules 293F qui sont des cellules adaptées pour croître 

à haute densité, dans des conditions sans adhésion et en absence de sérum.  L’utilisation de 

cellules en suspension a permis d’accélérer l’infection des cellules et de faciliter la 

production de préparation de virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm. De plus, le milieu dans lequel 

les cellules 293F ont été adaptées ne contient pas de rouge de phénol, simplifiant les 

préparations qui doivent être analysées par HPLC.  Les valeurs obtenues (table 15) 

permettent de constater que très peu de particules infectieuses sont produites dans les 

cellules 293E;  nombre faible de 28.5 particules.  Lorsque les 293F ont été utilisés, 46.2 

particules infectieuses ont pu être produites par cellule. Ces résultats montrent que 

l’utilisation des 293F permet d’obtenir des quantités équivalentes, voire supérieures, à 

celles obtenues avec les 293E.  

 

 Afin d’obtenir des concentrations de particules virales utilisables in vivo, il a fallu 

combiner plusieurs productions. En effectuant celles-ci en suspension dans les cellules 

293F et en les combinant avec la purification sur iodixanol, il a été possible de générer des  

 

Table 15 : Comparaison entre différentes lignées au niveau de la production virale et 
de la production de particules par cellules 
 

Conditions expérimentales 
Ad5 CMVGFP 

Fibre HIK5.Coil 
Nombre de cellules 1.73X108 

Particules infectieuses 4.96X109 
Production 

dans les 293E 
Particules / cellules 28.5 

Nombre de cellules 3.0X109 
Particules infectieuses 4.62X1010 

Production 
dans les 293F 

Particules / cellules 46.2 

Les particules infectieuses ont été mesurées après une incubation 
de 36 heures dans des 293E par cytométrie de flux.  
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virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm à une concentration de 4.2X1010 particules infectieuse par 

mL avec un ratio PVT/PVI de 32.11.  Pour ce qui est d’un virus Ad5GFP Fibre sauvage, la 

production d’un 500mL a permis de produire 2.21X1011 particules infectieuses par mL avec 

un ratio de 8.6. Par contre, la production de virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm possède 0.02% 

de particules réplicatives compétentes, soit 1 RCA par 4000 particules infectieuses.  

Contrairement aux virus modifiés, les productions de virus Ad5GFP Fibre sauvage avaient  

 

Table 16 : Production en suspension dans les 293F et purification en utilisant 
l’iodixanol   

Conditions expérimentales Concentration 
Particules infectieuses 2.21X1011PVI/mL 

Particules totales 1.9X1012 PVT/mL 
Ratio 8.6 
RCA 3.0X102 PVI/mL 

Ad5GFP Fibre 
sauvage 

Contamination <0.0001% 

Particules infectieuses 4.2X1010 PVI/mL 
Particules totales 1.35X1012PVT/mL 

Ratio 32.11 
RCA 1.0X107 PVI/mL 

Ad5GFP Fibre 
HIK5 Dm 

Contamination 0.02%  

Les particules infectieuses ont été mesurées par cytométrie de 
flux après une incubation de 36 heures dans des 293E.  Les 
particules totales ont été évaluées par l’utilisation d’un HPLC. 
Les RCA ont été mesurés en évaluant la formation de plage de 
lyse sur des A549. 

 

peu de RCA (moins de 0.0001%).  Une particule réplicative compétente est produite, 

lorsque la séquence de la région E1 de l’adénovirus retrouvée dans la lignée de 

complémentation 293 remplace la cassette d’expression des virus qui sont amplifiés.  Le 

transfert des séquences génétiques a lieu par recombinaison homologue lors des 

amplifications des particules virales.  La recombinaison homologue est un événement rare, 
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mais les particules réplicatives peuvent prendre le dessus si trop de passages sont utilisés 

pour amplifier les particules virales.  Pour éviter des réactions immunitaires chez les 

animaux, il faut conserver le nombre de RCA à de faibles niveaux.   

 

3.4 Optimisation et changement de tropisme avec les virus arborant des 

fibres modifiées dans les modèles tumoraux 

 

3.4.1 Temps d’expression optimal du transgène 

 

 Plusieurs séries d’expériences ont permis de constater que l’expression de la GFP 

dans les virus possédant une fibre modifiée était toujours plus faible que celle des virus 

encodant une fibre sauvage.  Pour s’assurer que nos observations étaient effectuées au bon 

moment, l’expression du transgène a été mesurée pour le virus Ad5GFP Fibre sauvage et 

pour le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm à différents temps d’incubation.  Les valeurs 

d’expression qui ont été mesurées toutes les 12 heures ont permis d’obtenir le graphique 

présenté à la figure 29. Le graphique montre qu’il faut 82 heures pour permettre au virus 

Ad5GFP Fibre HIK5 Dm d’atteindre un niveau équivalent de cellules infectées.  La figure 

29B, représentant l’index de fluorescence en fonction du temps, démontre que les cellules 

infectées avec le virus Ad5GFP Fibre sauvage conservent une expression de la GFP élevée, 

même si le nombre de cellules positives diminue llégèrement, confirmant que tous les virus 

pouvant infecter les cellules ont transduits des cellules.  Les niveaux d’expression de virus  
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Figure 29: Variation de l’expression du transgène selon le virus utilisé. 
Les A549 ont été dénombrées pour les infecter avec des particules infectieuses à une MOI 
de 3 (n=3). Les cellules ont été infectées à différent temps, de manière à ce qu’elles soient 
toutes fixées au même moment. La journée de l’analyse, les cellules ont été décollées puis 
fixées en présence de 2% formaldéhyde.  Les cellules ont été filtrées puis analysées par 
cytométrie de flux.   
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Ad5GFP Fibre HIK5 Wt peuvent atteindre une intensité équivalente après 82 heures 

suivant le nombre de cellules infectées.  Ces résultats démontrent que la modification 

apportée à la fibre virale affecte la transduction des particules durant au moins l’une des 

étapes du cycle viral avant la transcription du gène. En prenant en considération que le 

virus Ad5GFP Fibre HIK5 Wt n’a pas la même dynamique d’infection, les expériences 

touchant le changement de tropisme ont été évaluées, suite à des incubations de 96 heures, 

pour permettre la comparaison entre les différents résultats.  Certaines exceptions ont dû 

être faites, par contre, à cause de la sensibilité de certains types cellulaires à la présence des 

virus. 

 

3.4.2 Influence du temps sur la formation des complexes 

 

 Le changement de tropisme peut s’effectuer seulement lorsqu’il y a une association 

entre les ligands et les fibres virales modifiées. Étant donné que nous avons deux éléments 

dynamiques qui peuvent s’associer et se dissocier, le temps et la concentration peuvent 

influencer l’efficacité du système. Le virus Ad5Tr5GFP Fibre K4m a donc été incubé en 

présence de 3.6X104 molécules d’EGF-E5-Coil pendant différents temps, avant d’être 

transféré sur des A549tTA.  Les cellules A549tTA ont été utilisées pour ce virus car 

l’expression de la GFP dans le génome viral est sous le contrôle d’un promoteur régulable 

par la tétracycline.  Pour être exprimé, le transgène requiert la présence du transactivateur 

tTA pour avoir une expression efficace de la GFP. Dans des cellules comme les 293 où 

l’ADN viral est répliqué, il peut y avoir expression d’un niveau basal, même en absence du 

transactivateur, qui peut être détectée par cytométrie de flux. Étant donné que les A549 ne 
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supportent pas la réplication des virus, quelques copies du génome ne permettent pas 

d’avoir un niveau d’expression suffisant pour pouvoir détecter l’expression du transgène. 

Pour pouvoir mesurer la différence suite à l’ajout du peptide bispécifique, il est donc 

important d’avoir une bonne expression du transgène et, pour cette raison, la présence du 

transactivateur tTA est essentielle. La figure 30 démontre que le changement de tropisme 

peut être induit dans les A549tTA en utilisant le virus Ad5Tr5GFP Fibre K4m associé à 

l’EGF-E5-Coil.  De plus, ayant incubé le virus modifié K4m avec l’EGF-E5-Coil durant 

différentes périodes de temps (0, 3, 6, 18 et 24 heures), on peut constater que l’association 

entre le ligand et le virus s’effectue rapidement et que l’incubation n’est pas essentielle 

pour effectuer un changement de tropisme.  En effet, l’ajout de l’EGF-E5-Coil sans 

incubation a pu augmenter le nombre de cellules infectées de 10%, comme montré par l’axe 

des Y de droite à la figure 30.  En plus, l’index de fluorescence représenté par 

l’histogramme (axe des Y de gauche) montre que l’expression de la GFP a augmenté de 1.8 

fois.  Cette première expérience permet donc de conclure qu’il est possible d’induire un 

changement de tropisme et que le temps d’incubation n’influe pas sur la formation des 

complexes. De plus, le résultat montre que les virus peuvent être incubés à 37°C sans 

affecter l’infectivité des particules virales. Pour des raisons techniques, l’association entre 

les ligands et les virus est effectuée sur une période de 4 heures, de manière à pouvoir 

conserver une référence déjà établie entre chacune des expériences. 
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Figure 30 : Impact de la période d’incubation sur le changement de tropisme.  
Les A549tTA ont été infectées avec les particules infectieuses du virus Ad5Tr5GFP Fibre 
K4m à une MOI de 3 (n=3). Les virus ont été incubés en présence de 3.6X104 molécules 
d’EGF-E5-Coil pendant différentes périodes de temps : 0, 3, 6, 18 ou 24 heures. Les 
A549tTA ont été infectées avec les complexes virus:ligand, puis incubées pendant 96 
heures. Les A549tTA ont été décollées, fixées en présence de formaldéhyde 2%, filtrées et, 
finalement, analysées par cytométrie de flux. *Les augmentations observées sont 
statistiquement significatives suite a l’évaluation des valeurs par un test statistique de 
student (p<0,05).  
 

 

 La formation des complexes est importante pour engendrer un changement de 

tropisme chez les différentes particules virales.  Étant donné que les purifications de 

particules virales génèrent des particules non infectieuses démontrées par la perte observée 

durant plusieurs de nos purifications, il est important de prendre en considération la 

présence de ces particules non infectieuses dans les calculs menant aux quantités de ligands 

qui devront être utilisés pour induire le changement de tropisme.  
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Figure 31 : Impact de la présence du His-Tag sur l’efficacité du changement de 
tropisme du ligand EGF-E5-Coil. 
Les particules infectieuses du virus Ad5GFP Fibre sauvage et Ad5GFP Fibre HIK5 Dm ont 
été diluées pour obtenir une MOI de 5, en présence ou en absence de 3600 molécules 
d’EGF-E5-Coil, avec (bleu) ou sans (vert) le domaine His-Tag (n=3). Les U87MG ont été 
infectés et incubés pendant 96 heures. Les cellules ont été décollées, fixées en présence de 
2% formaldéhyde, filtrées, puis analysées par cytométrie de flux, pour déterminer le niveau 
d’expression de GFP.  La diminution observée est statistiquement significative suite à 
l’analyse des valeurs par un test statistique de sutdent ( p<0.05). 
  

 

 L’utilisation du ligand EGF-E5-Coil sans le domaine His-Tag a montré qu’il 

pouvait induire une augmentation dans l’efficacité de transduction (Figure 30).  Sachant 

que des étapes de purification subséquentes au repliage peuvent réduire la quantité finale 

produite, l’interférence du domaine His-Tag a été évaluée dans des essais de changement de 

tropisme (Figure 31). La figure 31 démontre que la présence du domaine His-Tag a un 
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impact significatif sur la capacité à augmenter l’efficacité de transduction. Ce résultat 

suggère qu’il est préférable d’enlever le domaine His-Tag dans le cadre des expériences 

impliquant le peptide bispécifique EGF-E5-Coil. 

 

3.4.3 Changement de tropisme par l’utilisation de l’EGF-E5-Coil avec 

le virus Ad5Tr5GFP Fibre K4m  

 

 Le premier virus à avoir été produit est le Ad5Tr5GFP Fibre K4m. Le ligand 

bispécifique EGF-E5-Coil a été sélectionné initialement pour montrer la possibilité 

d’induire un changement de tropisme. En effet, il avait déjà démontré que ce ligand avait la 

capacité de lier le récepteur de la même manière que le facteur de croissance EGF (Le et 

al., 2009).  Par ailleurs, nous avions, de notre côté, constaté qu’il pouvait lier les fibres 

virales modifiées (Figure 21).  Pour évaluer le potentiel d’effectuer un changement de 

tropisme, des cellules A549tTA ont été choisies car elles expriment le transactivateur à la 

tétracycline. Celui-ci est nécessaire à l’expression de la casette d’expression de la GFP 

retrouvé dans le génome du virus.  De plus, la lignée A549tTa a été choisi car cette lignée 

cellulaire provient d’un clone de la lignée A549 qui exprime fortement le récepteur à l’EGF 

(Rachwal et al., 1995) 

  

 L’infection des A549tTA a été effectuée en utilisant une MOI de 30 des virus 

Ad5GFP Fibre sauvage et Ad5Tr5GFP Fibre K4m, avec ou sans l’EGF-E5-Coil (Figure 

32). 
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Figure 32 : Impact de la présence de l’EGF-E5-Coil sur l’efficacité de transduction.  
(A) Des A549tTA ont été infectées avec des particules infectieuses du virus Ad5Tr5GFP 
Fibre K4m à une MOI de 30. Différentes quantités d’EGF-E5-Coil en nombre de molécules 
par virus ont été associées aux particules virales (n=3). Les cellules infectées ont été 
incubées pendant 96 heures, décollées, fixées, filtrées, puis analysées par cytométrie de 
flux. (B) 3.6X104 molécules d’EGF-E5-Coil ont été associées avec les particules 
infectieuses du virus Ad5GFP Fibre K4m et du virus Ad5GFP Fibre sauvage (n=6). Les 
cellules ont été incubées 96 heures en présence des virus, décollées, fixées, puis analysées 
par cytométrie de flux. Les variations observées sont statistiquement significatives suite à 
l’analyse des valeurs par un test statistique de student * p<0.05 et ** p<0,025. 
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La figure 32A montre que l’utilisation de différentes quantités d’EGF-E5-Coil, en prenant 

les particules virales non infectieuses en considération, permet d’augmenter l’efficacité de 

transduction de manière significative, à savoir d’environ deux fois. Si le virus modifié avec 

4 répétitions est comparé avec un virus arborant une fibre sauvage, les résultats démontrent 

que le virus modifié sans la présence d’EGF-E5-Coil infecte moins de cellules.  L’ajout 

d’une quantité optimale d’EGF-E5-Coil permet au virus modifié d’infecter un nombre de 

cellules équivalent à celui obtenu avec un virus possédant une fibre sauvage (Figure 32B). 

Il est donc possible d’induire un changement de tropisme dans les cellules A549 en utilisant 

l’EGF-E5-Coil; la présence de la mutation dans le domaine AB réduit l’infectivité des 

particules virales.   

 

3.4.4 Courbe d'infectivité dans les A549  

  

 L’augmentation observée avec le virus encodant pour la fibre avec 4 répétitions à 

son extrémité C-Terminale a été analysée dans l’article de Zeng en 2008 (Zeng et al., 

2008). Les expériences qui vont suivre ont été effectuées avec des virus arborant des fibres 

contenant 5 répétitions au niveau de leur boucle HI. Ces virus ont été sélectionnés pour 

plusieurs raisons. Tout d’abord, le promoteur permettant l’expression de la GFP y est 

similaire à celui qui est utilisé dans les virus arborant une fibre sauvage. Le remplacement 

du Tr5 par un CMV permet aussi d’analyser plus aisément les virus dans différents modèles 

cellulaires sans la présence de transactivateur. De plus, étant donné que le complexe K5/E5 

est plus fort que le complexe K4/E5 (Figure 21), l’utilisation d’un K5-Coil devrait 
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permettre d’obtenir un meilleur potentiel de changement de tropisme que celle d’un K4-

Coil. 

 

 Ne connaissant pas exactement les niveaux d’expression du CAR ou des intégrines 

dans les différentes lignées cellulaires, il a fallu déterminer la meilleure multiplicité 

d’infection pour obtenir des résultats qui étaient à la fois reproductibles et significatifs. La 

MOI optimale a donc été déterminée en premier dans les A549 pour vérifier l’efficacité de 

l’EGF-E5-Coil et de l’AFAI-E5-Coil à induire un changement de tropisme avec les virus 

arborant une fibre avec 5 répétitions dans la boucle HI. Les A549 ont été sélectionnées, 

étant  

 

Figure 33 : Estimation de la MOI optimale pour analyser l’infectivité des virus au 
tropisme altéré dans les cellules A549 
Des A549 ont été dénombrées, puis les particules infectieuses ont été diluées pour obtenir  
des MOI de 0.3, 1 3, 10, 30 et 100 (n=3). Les cellules infectées ont été incubées pendant 96 
heures, décollées, fixées avec une solution de 2% formaldéhyde, filtrées, puis analysées par 
cytométrie de flux. 
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donné que cette lignée cellulaire exprime les deux récepteurs reconnus par nos ligands soit 

l’EGF-R (pour EGF-E5-Coil) et le CEA6 (pour le AFAI-E5-Coil) (Henning et al., 

2005;Zhang et al., 2004;Fujiuchi et al., 1997).  Pour valider la meilleure MOI, les cellules 

ont été infectées à différentes MOI allant de 0.3 à 100 dans un volume final de milieu de 

culture équivalent.  Par la suite, l’expression de la GFP a été mesurée 96 heures après 

l’infection. Différentes MOI ont été mesurées car l’utilisation d’une MOI trop faible 

pourrait mener à des valeurs en dessous d’un seuil acceptable nécessitant la reproduction 

des expériences. De la même manière, une valeur trop élevée générée par l’utilisation d’une 

trop forte MOI empêcherait d’analyser la totalité du potentiel de l’effet d’un ligand sur le 

changement de tropisme. Pour permettre l’obtention de résultats significatifs dans les A549, 

différentes MOI ont été utilisées de manière à trouver la quantité qui pourrait donner une 

valeur avoisinant les 5 à 10% de cellules transduites. La figure 33 montre que les deux 

virus modifiés soit l’Ad5GFP Fibre HIK5 Wt et l’Ad5GFP Fibre HIK5 Dm requièrent une 

plus grande MOI pour obtenir une infection proche de 5%.  Pour cette raison, les 

expériences subséquentes dans les A549 ont été effectuées avec une MOI de 30.  L’analyse 

de la courbe obtenue pour le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Wt permet de constater que celui-ci 

a une plus grande difficulté à infecter les cellules que le virus Ad5GFP Fibre sauvage et ce, 

même en présence d’un domaine AB intact. Ce résultat suggère que l’altération de la fibre 

par l’ajout du domaine K5-Coil dans la boucle HI est suffisante pour réduire l’infectivité 

des particules virales dans les cellules A549. 
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3.4.5 Changement de tropisme des virus Ad5GFP Fibre HIK5 Wt et 

Ad5GFP Fibre HIK5 Dm dans les A549 

 

 Suite aux expériences avec le Ad5Tr5GFP Fibre K4m, nous avons voulu déterminer 

s’il était possible d’obtenir une meilleure efficacité de transduction en associant les 

différents ligands aux vecteurs viraux Ad5GFP Fibre HIK5 Wt et Ad5GFP Fibre HIK5 

Dm. L’utilisation de  

 

 
Figure 34 : Changement de tropisme à l’aide de l’AFAI-E5-Coil dans les A549. 
Les particules infectieuses du virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm ont été diluées à une MOI de 
30, puis différentes quantités d’AFAI-E5-Coil en nombre de molécules par virus ont été 
associées aux particules virales (n=3). Les A549 ont été infectées puis incubées 96 heures. 
Les A549 ont été décollées, fixées en présence de formaldéhyde 2%, filtrées, puis analysées 
par cytométrie de flux pour mesurer l’expression de GFP. L’analyse relative de l’efficacité 
d’infection a été effectuée en utilisant l’index de fluorescence. Les augmentations 
observées avec 3,6X104 et 3,6X105 molécules sont statistiquement significatives suite à 
l’analyse des valeurs par un test statistique de student. 
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l’AFAI-E5-Coil en association avec le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Wt a permis, tout 

d’abord, d’observer une augmentation de l’infectivité au niveau des A549 (Figure 34). 

L’utilisation de différentes quantités montre qu’il faut au dessus de 3.6X104 molécules 

d’AFAI-E5-Coil pour induire une augmentation significative de 2.11 fois. De manière à 

déterminer s’il est possible d’obtenir une augmentation plus importante d’infectivité, le 

l’EGF-E5-Coil a été évalué à différentes concentrations avec le virus Ad5GFP Fibre HIK5 

Wt et Ad5GFP Fibre HIK5 Dm sur des cellules A549. L’association de l’EGF-E5-Coil 

avec le vecteur Ad5GFP Fibre HIK5 Dm permet  

 
Figure 35 : Changement de tropisme à l’aide de l’EGF-E5-Coil dans les A549. 
Les particules infectieuses des virus Ad5GFP Fibre HIK5 Wt (n=3) et Ad5GFP Fibre HIK5 
Dm (n=6) ont été diluées à une MOI de 30, en présence de différentes quantités d’EGF-E5-
Coil en nombre de molécules par virus. Les A549 ont été infectées avec les complexes, puis 
incubées pendant 96 heures; les A549 ont été décollées, fixées en présence d’une solution 
de 2% de formaldéhyde et filtrées. L’expression de la GFP a été analysée par cytométrie de 
flux pour mesurer l’expression de GFP. L’analyse de l’efficacité d’infection a été effectuée 
en utilisant l’index de fluorescence. *: p < 0.005 
 

d’induire une augmentation significative de 25 fois dans les A549 en présence de 3.6X105 

molécules d’EGF-E5-Coil par virus (Figure 35). L’association des différentes quantités 

d’EGF-E5-Coil sur le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Wt ne permet pas d’accroître l’efficacité 
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des vecteurs viraux.  Même avec 100 fois plus d’EGF-E5-Coil, il n’a pas été possible 

d’accroître de manière significative l’infectivité du virus Ad5GFP Fibre HIK5 Wt.  Le but 

principal du projet était d‘induire un changement de tropisme par l’utilisation de différents 

ligands bispécifiques.  Donc, n’ayant pas subi d’accroissement d’infectivité, probablement 

à cause de la présence du domaine d’interaction avec le CAR, ce virus était moins 

intéressant à étudier.  De plus, l’abolition du tropisme naturel est une étape importante pour 

modifier le tropisme des particules virales et accroître la spécificité.  Pour ces raisons, nous 

nous sommes concentrés sur l’utilisation du vecteur viral Ad5GFP Fibre HIK5 Dm.  

  

 
Figure 36 : Impact des mutations ponctuelles introduites dans le domaine AB. 
Les A549 ont été infectées avec les particules infectieuses du virus Ad5GFP Fibre sauvage 
ou Ad5GFP Fibre HIK5 Dm à une MOI de 30 (n=6). Les virus ont été associés sans ou en 
présence de 3.6X103 molécules d’EGF-E5-Coil. Après 96 heures d’incubation avec les 
virus, les cellules ont été décollées, fixées en présence de formaldéhyde 2%, filtrées puis 
analysées par cytométrie de flux pour déterminer le niveau d’expression de la GFP. Les 
variations observées sont statistiquement significatives suite à l’analyse des valeurs par un 
test statistique de student.  
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 Un autre point important observable au niveau de la figure 35 est la diminution de 

l’efficacité, suite à l’ajout d’une quantité trop importante d’EGF-E5-Coil.  En effet, dans le 

cas des A549, nous avons observé que l’ajout d’une quantité 100 fois plus importante 

d’EGF-E5-Coil que celle permettant d’obtenir l’augmentation la plus élevée, réduisait 

l’efficacité d’infection de 3 fois. Cette réduction d’efficacité est significative 

comparativement aux virus, en absence d’EGF-E5-Coil. La réduction pourrait être 

expliquée par la compétition entre les molécules non associées et les ligands associés aux 

virus. Les molécules non associées pourraient lier les récepteurs à la surface des cellules et 

empêcher la liaison des particules virales.    

 

 L’impact des deux mutations qui ont été introduites dans le domaine AB du virus 

Ad5GFP Fibre HIK5 Dm a été analysé en comparant le nombre de cellules pouvant être 

infectées par le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm ou par le virus Ad5GFP Fibre sauvage. 

L’expérience a été effectuée à une MOI de 30 déterminée précédemment et ce, en présence 

ou en absence de 3.6X103 molécules d’EGF-E5-Coil. La figure 36 démontre qu’en utilisant 

des quantités équivalentes de virus dosées sur des cellules 293E, il est possible d’observer 

une réduction d’environ 3 fois (20.6% à 7.2%) des cellules infectées. Cette réduction 

pourrait être associée à la mutation, étant donné qu’il a été démontré dans la littérature que 

ces deux mutations dans le domaine AB pouvaient interférer avec l’interaction avec le CAR 

(Kirby et al., 2000).  L’ajout d’une quantité optimale d’EGF-E5-Coil rétablit l’infectivité 

du virus en augmentant l’infectivité à 49.6%. Cette infectivité est plus importante que celle 

observée suite à l’infection avec le virus Ad5GFP Fibre sauvage. Le système est donc 
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intéressant, car la perte de reconnaissance du CAR en plus de l’augmentation de l’efficacité 

de transduction en fait un modèle qui pourrait présenter des avantages in vivo.  

 

Figure 37 : Nécessité de la présence du domaine E-Coil pour induire un changement 
de tropisme.  
Les A549 ont été infectées avec les particules infectieuses du virus Ad5GFP Fibre sauvage 
ou Ad5GFP Fibre HIK5 Dm à une MOI de 30. Les particules infectieuses ont été associées 
avec 3.6X103 molécules d’EGF-E5-Coil ou d’EGF recombinant (n=9). Les A549 ont été 
infectées puis incubées 96 heures à 37°C. Les cellules ont été décollées, fixées en présence 
de formaldéhyde 2%, filtrées, puis analysées par cytométrie de flux pour déterminer le 
niveau d’expression de la GFP. Ensuite, l’efficacité relative a été analysée en utilisant 
l’index de fluorescence. L’augmentation observée est statistiquement significative suite à 
l’analyse des valeurs par un test statistique de student. 
 

 La validité des augmentations qui ont été observées dans les figures 35 et 36 a été 

évaluée en incluant, comme contrôle, de l’EGF recombinant humain. L’essai représenté à la 

figure 37 montre que la présence du K-Coil, sur la fibre (EGF-E5-Coil associé au virus 

Ad5GFP Fibre sauvage), comme celle d’E-Coil, dans la structure du ligand (via l’utilisation 

de l’EGF recombinant humain), sont essentielles à l’augmentation de l’efficacité (Figure 

37). Par contre, on observe que l’augmentation de transduction obtenue avec l’ajout de 

l’EGF-E5-Coil à la figure 37 est moins importante que ce qu’indique la figure 35.    
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3.4.6 Changement de tropisme des virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm dans 

les U87MG et U87MG-Wt 

 

 Suite à la démonstration de la  possibilité d’induire un changement de tropisme dans 

les A549, le système a été analysé dans les glioblastomes humains par l’utilisation de la 

lignée cellulaire U87MG. L’induction d’un changement de tropisme dans les U87MG 

pourrait être intéressant, vu le faible niveau d’expression du CAR dans cette lignée 

cellulaire (Bruning and Runnebaum, 2003).  De plus, il  

 

 

Figure 38 : Expression de l’EGF-R dans différentes lignées cellulaires.  
50 µg de protéines ont été chargés sur un gel SDS-PAGE de 10% et séparés selon leur 
poids moléculaire. Les protéines cellulaires ont été transférées sur une membrane de 
nitrocellulose puis la membrane a été bloquée. Un anticorps primaire contre l’EGF-R 1 
dans 250 a été utilisé suivi par une incubation avec un anticorps secondaire couplé aux Cy5 
dilué 1 dans 1000. Les bandes ont été révélées suite à une excitation du Cy5 avec le laser de 
633 nm sur un typhoon Trio+. 
 

a été montré que plusieurs récepteurs sont surexprimés dans les glioblastomes, dont l’EGF-

R et l’IGF-IR. Pour s’assurer de l’expression de l’EGF-R, celle-ci a été évaluée par 

immunobuvardage de type Western (Figure 38).  Ce résultat montre qu’il y a bien 
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expression du récepteur, mais à un niveau moins important que dans les A549. Toutefois, 

l’expression est plus importante dans les U87MG-Wt, ce qui concorde avec la littérature, 

car cette lignée est supposée surexprimer le récepteur à l’EGF (Huang et al., 1997). 

  

 
Figure 39 : Impact des modifications apportées sur les fibres virales au niveau de la 
multiplicité d’infection dans les U87MG. 
Des U87MG ont été ensemencées 24 heures avant l’infection puis ont été dénombrées pour 
les infecter avec des MOI précises allant de 0.3 à 100 (n=6). Les cellules infectées ont été 
incubées pendant 96 heures avant d’être analysées. Les cellules infectées ont été décollées, 
fixées en présence d’une solution de formaldéhyde 2%, filtrées puis analysées par 
cytométrie de flux pour l’expression de la GFP. 
 
 
 
 Comme pour les A549, l’analyse de l’infectivité des particules virales a été évaluée 

pour déterminer la meilleure multiplicité d’infection à utiliser dans le cas d’essais de 

changement de tropisme.  La figure 39 montre qu’il y a très peu de différences entre les 

virus Ad5GFP Fibre sauvage et les virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm. Cette similarité 

supporte les conclusions qui ont été tirées avec les A549. Étant donné la faible expression 

du CAR dans les U87MG, les mutations dans le domaine AB n’affectent pas l’infectivité 
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dans ce modèlecellulaire.  Pour les essais, une multiplicité d’infection de 5 sera donc 

utilisée, étant donné que le nombre de cellules infectées à cette concentration serait 

d’environ 5% pour chacun des virus. 

 

 
Figure 40 : Changement de tropisme à l’aide de l’EGF-E5-Coil dans les U87MG. 
Les U87MG ont été infectées avec les particules infectieuses du virus Ad5GFP Fibre HIK5 
Dm à une MOI de 5 (n=3). Différentes quantités de molécules d’EGF-E5-Coil ont été 
associées avec les particules virales. Les U87MG ont été incubées pendant 96 heures après 
l’infection. Les U87MG ont été, par la suite, décollées, fixées en présence de formaldéhyde 
et filtrées. L’expression de la GFP a été analysée par cytométrie de flux. L’analyse entre les 
échantillons a été effectuée en utilisant l’index de fluorescence. *: p < 0.005  
 

 Pour montrer le potentiel de changement de tropisme dans les U87MG, les cellules 

ont été infectées avec le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm en présence de différentes quantités 

de molécules d’EGF-E5-Coil.  Les résultats présentés par la figure 40 montrent que l’ajout 

d’une quantité de 3.6X105 molécules permet d’augmenter de manière significative le 

potentiel du virus modifié de 3.2 fois.  L’utilisation d’une concentration trop élevée d’EGF-

E5-Coil a le même effet sur l’efficacité du virus que dans les A549, soit une réduction de la 

transduction. 
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 Sachant que les U87MG n’exprimaient pas un niveau d’EGF-R similaire à celui 

retrouvé dans les A549 (figure 38), le système de changement de tropisme a été testé dans 

des U87MG-Wt qui sont des cellules dérivées des U87MG et qui surexpriment le récepteur 

à l’EGF.  L’immunobuvardage de type Western de la figure 38 confirme que la lignée 

U87MG-Wt exprime un niveau plus important du récepteur à l’EGF-R que les U87MG.  

Cependant,  les niveaux d’expression sont similaires à ce qui est exprimé dans les A549. 

Les niveaux ont été normalisés en fonction de l’actine.  Ces résultats sont cohérents avec ce 

qui a été démontré dans la littérature (Huang et al., 1997).  Les cellules ont été traitées avec 

la même approche expérimentale que lors des expériences précédentes effectuées dans le  

 

 Figure 41 : Changement de tropisme à l’aide de l’EGF-E5-Coil dans les U87MG-Wt. 
Les U87MG-Wt ont été infectées avec les particules infectieuses du virus Ad5GFP Fibre 
HIK5 Dm à une MOI de 5. Différentes quantités de molécules d’EGF-E5-Coil ont été 
associées avec les particules virales (n=3). Les U87MG-Wt ont été incubées pendant 96 
heures après l’infection avec les complexes. Les U87MG-Wt ont été décollées, fixées en 
présence de formaldéhyde, puis filtrées. L’expression de la GFP a été analysée par 
cytométrie de flux. L’analyse entre les échantillons a été effectuée en utilisant l’index de 
fluorescence. *: p < 0.005  
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U87MG et dans les A549.  L’analyse de l’histogramme présenté à la figure 41 démontre 

l’impact de l’augmentation du niveau d’expression du récepteur à l’EGF-R.  En effet, 

l’utilisation d’une quantité équivalente de 3.6X105 molécules d’EGF-E5-Coil permet une 

augmentation significative de 8.1, au lieu de l’élévation de 3.2 fois observée chez les 

U87MG.  De plus, l’utilisation de 3.6X106 molécules d’EGF-E5-Coil accroît le potentiel de 

changement de tropisme de façon significative de 10.5 fois. En comparant les figures 41 et 

42, on constate qu’il n’a pas de différence au niveau du changement de tropisme en 

présence de faible quantité d’EGF-E5-Coil mais que l’ajout de suffisamment de ligand 

induit une augmentation rapide de l’efficacité de transduction. 

 

 Ces résultats démontrent que dans des conditions optimales, une augmentation de 

l’expression du récepteur à l’EGF permet d’accroître de l’infectivité par un facteur de trois. 

Pour valider ces valeurs, la lignée U87MG et les U87MG-Wt ont été évaluées côte à côte 

(Figure 42).  Les valeurs obtenues dans cette expérience appuient les conclusions qu’une 

expression plus importante du récepteur à l’EGF permet une meilleure augmentation du 

potentiel de changement de tropisme.  En fait, l’ajout de la concentration optimale 

augmente le nombre de cellules infectées de 4.55% à près de 40%, tandis que le nombre de 

cellules ayant été infectées dans les U87MG n’atteint que 19%, que ce soit avec des 

quantités de 3.6X104 ou 3.6X105 molécules d’EGF-E5-Coil. 
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Figure 42 : Comparaison des U87MG et des U87MG-Wt en fonction du changement 
de tropisme.  
Le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm a été dilué à une MOI de 5, puis associé avec 3.6X104 
ou 3.6X105 molécules d’EGF-E5-Coil. Les complexes ont été déposés sur des U87MG 
(n=3) ou des U87MG-Wt (n=3) et les cellules ont été incubées pendant 96 heures. Les 
U87MG et les U87MG-Wt ont été décollées, fixées en présence d’une solution de 2% 
formaldéhyde et filtrées. Puis, l’expression de la GFP a été analysée par cytométrie de flux. 
L’efficacité de transduction relative a été analysée à partir de l’index de fluorescence. La 
différence entre les deux lignées cellulaires à 3.6X105 est statistiquement significative suite 
à l’analyse des valeurs par un test statistique de student * p < 0.005. 
 
 

3.5 Vérification du changement de tropisme à l’aide du IGF-E5 

 

 Afin d’obtenir des augmentations élevées et significatives avec le ligand IGF-E5, 

l’expression du récepteur à l’IGF-I a été déterminée dans plusieurs types cellulaires pour 

sélectionner les cellules qui seraient utilisées lors des expériences subséquentes. Pour ce 

faire, l’expression du récepteur a été évaluée par immunobuvardage de type Western sur 

différentes lignées.  Les protéines ont donc été isolées par la lyse de différents types 
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cellulaire, séparées par une électrophorèse, puis détectées à l’aide d’un anticorps primaire 

spécifique reconnaissant la chaîne β du récepteur. Les échantillons ont pu être comparés en 

vérifiant que la même quantité de protéines a été chargée sur gel en analysant l’expression 

de la bêta actine. Toutefois, la légère différence de taille observée entre les différentes 

lignées ne peut s’expliquer ni par le caractère tumorigénique ou normal des cellules, ni par 

leur provenance (souris versus humain). Elle pourrait avoir été causée, par contre, par la 

quantité de protéines chargées dans certaines pistes. Tout de même, la figure 43 démontre 

que plusieurs lignées cellulaires ont des niveaux d’expression intéressants pour le récepteur  

 

 

Figure 43 : Expression du récepteur à l’IGF-I dans différentes lignées cellulaires. 
50 µg de protéines ont été chargés puis séparés sur un gel d’acrylamide de 10%. Les 
protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose. L’anticorps primaire 
contre le récepteur à l’IGF-IRβ dilué 1 dans 100 et celui contre l’actine 1 dans 10 000 ont 
été utilisés, suivi par une incubation avec un anticorps secondaire couplé au fluorochrome 
Cy5 et dilué 1 dans 1000 et 1 dans 5000, pour le récepteur à l’IGF-I et de la bêta actine 
respectivement. Les bandes ont été révélées à l’aide du laser à 633 nm d’un typhoon trio+ 
et analysées par le logiciel ImageQuant v2.0.  
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à l’IGF-I. Contrairement à ce qui était attendu, le niveau dans les U87MG n’est pas très 

élevé. Par contre, les myoblastes de souris ont un niveau d’expression qui rend l’étude des 

tissus musculaires beaucoup plus intéressante.  De plus, il pourrait s’avérer avantageux de 

cibler les H59 dans le cadre d’essai de changement de tropisme. 

 

  Les H59, une lignée cancéreuse pulmonaire murine, ont été utilisés car il s’agit 

d’un modèle qui génére des métastases au foie, dû à la forte expression du récepteur à 

l’IGF-IR. L’utilisation du changement de tropisme pourrait permettre d’accroître 

l’infectivité dans les nodules métastatiques.  La première étape de l’évaluation du potentiel 

de l’IGF-E5 fut de déterminer la MOI optimale dans les H59.  Pour ce faire, les cellules ont 

été infectées à différentes MOI avec des virus Ad5GFP Fibre sauvage et Ad5GFP Fibre 

HIK5 Dm.  L’expression de la GFP a été analysée par cytométrie de flux pour déterminer le 

nombre de cellules qui étaient positives. La figure 44, représentant le nombre de cellules 

positives en fonction de la multiplicité d’infection, démontre qu’à faible MOI, le virus 

Ad5GFP Fibre HIK5 Dm semble avantagé de façon significative, mais que cet effet 

disparaît avec des MOI plus élevées.  En effet, le virus modifié peut infecter 3.5% et 10.3% 

avec des multiplicités d’infection de 3 et de 10 respectivement, tandis que le virus Ad5GFP 

Fibre sauvage a infecté seulement 0.6% et 1.85% des cellules.  Ayant un patron différent de 

ce qui a été observé auparavant, il est difficile de déterminer si les niveaux d’expression du 

récepteur CAR ou l’état des virus sont à prendre en considération. La distribution a permis 

de déterminer que la multiplicité d’infection optimale pour engendrer un changement de 

tropisme dans les H59 serait de 30 particules infectieuses par cellules.  De la même manière 

que pour l’EGF-E5-Coil, le ligand IGF-E5 a été évalué dans les différents modèles 
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cellulaires pour déterminer la possibilité d’augmenter l’infectivité dans différentes tumeurs. 

Les U87MG ont donc été évaluées car il a été montré qu’elles exprimaient le récepteur à 

l’IGF-IR à leur surface dans l’immunobuvardage de type Western (Figure 42). Par contre, 

ce niveau d’expression n’est pas aussi élevé comparé aux autres types de cellules dont les 

H59. Les U87MG ont donc été évaluées en utilisant une MOI de 10, qui est plus élevé que 

ce qui avait été utilisé dans le cadre des essais avec l’EGF-E5-Coil pour obtenir une 

meilleure infection.  

 

 

Figure 44 : Impact des modifications apportées sur les fibres au niveau de la 
multiciplicité d’infection.  
Les H59 ont été dénombrées pour diluer les particules infectieuses des virus Ad5GFP Fibre 
Wt (n=6) et Ad5GFP Fibre HIK5 Dm (n=6) avec des MOI précises de 1 3, 10, 30, 100 et 
300. Les cellules infectées ont été incubées en présence du virus pendant 96 heures avant 
d’être décollées, fixées avec une solution de 2% formaldéhyde et filtrées. L’expression de 
la GFP a été analysée dans les cellules infectées par cytométrie de flux. 
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 À partir des MOI optimales déterminées pour les H59 et les U87MG, le potentiel de 

changement de tropisme a été analysé en utilisant différentes quantités de molécules  

d’IGF-E5.  La figure 45 montre les augmentations qui ont été observées, suite à l’ajout des 

différentes quantités d’IGF-E5. L’analyse des valeurs obtenues dans les cellules U87MG 

permet de constater qu’une augmentation de 2 fois peut être obtenue lorsque 3.6X104 

molécules d’IGF-E5 sont associées avec virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm. Pour ce qui est 

des H59, l’utilisation de seulement 3.6X102 molécules d’IGF-E5 est suffisante pour induire 

une accroissement de l’infectivité du virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm par 7 fois. Les 

résultats obtenus à l’aide de deux lignées cellulaires exprimant des niveaux variables du 

récepteur montrent qu’il est possible d’induire un changement de tropisme avec le ligand 

dérivé de l’IGF-I.  En comparant les augmentations qui ont été obtenues dans les deux 

lignées à quantité équivalente, on constate que les résultats corrèlent avec les niveaux 

d’expression du récepteur à l’IGF-IR à la surface des cellules.   

 

 L’étape subséquente dans l’analyse du ligand IGF-E5 fut de démontrer que l’IGF-

E5 requiert aussi la présence du domaine K-Coil pour générer un changement de tropisme 

comme l’EGF-E5-Coil.  La figure 46A démontre que l’Ad5GFP Fibre HIK5 Dm a subi une 

augmentation significative de 3.5 fois lorsqu’il était incubé en présence de 3.6X103 

molécule d’IGF-E5, tandis que le virus avec une fibre sauvage n’a subi aucune 

augmentation. Les essais dans les U87MG ont aussi montré que l’ajout d’IGF-E5 

permettait d’induire un changement de tropisme dans le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm.  

L’augmentation de 2.15 fois observée dans la figure 46B est similaire à ce qui avait été 

constaté à la figure 45 et est équivalente à ce qui avait été obtenu dans le modèle utilisant 
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Figure 45 : Changement de tropisme à l’aide de l’IGF-E5 dans différentes lignées 
cellulaires. 
Les H59 (n=3) ont été infectées à une MOI de 30 avec des particules infectieuses du virus 
Ad5GFP Fibre HIK5 Dm (A) et les U87MG ont été infectées à une MOI de 10 avec des 
particules infectieuses du virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm (B). Les cellules infectées ont été 
incubées en présence de quantité croissante d’IGF-E5. Les cellules ont été décollées, fixées 
avec une solution de 2% formaldéhyde, filtrées et l’expression de la GFP a été analysée par 
cytométrie de flux. L’analyse de l’efficacité de transduction relative a été calculée en 
utilisant l’index de fluorescence. Les différences sont statistiquement significatives suite à 
l’analyse des différentes valeurs par un test statistique de student * p < 0.05 et ** p < 0,005. 
 



 

 

182

 
 
 
l’EGF-E5-Coil. Une fois de plus, l’infectivité des virus Ad5GFP Fibre sauvage n’est pas 

altérée par la présence des molécules d’IGF-E5. La consistance des données montre que la 

méthode est robuste et reproductible. Ces résultats démontrent aussi que l’IGF-E5 se 

comporte de la même manière que l’EGF-E5-Coil. 

 

 L’expression de l’IGF-IR peut être observée dans plusieurs autres types de cellules 

tumorales (Reinmuth et al., 2002;Wang et al., 2009;An et al., 2010;Spiliotaki et al., 2011).  

Sachant que les tumeurs ovariennes expriment peu de CAR (Morrison et al., 2008b), nous 

avons voulu déterminer la capacité de notre système à accroître l’efficacité de transduction 

à l’aide de deux lignées ovariennes accessibles dans notre laboratoire. Les OV-90 et les 

TOV-112D ont donc été évaluées en comparant les virus Ad5GFP Fibre sauvage avec les 

virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm. Les essais ont été effectués en présence ou en absence de 

l’IGF-E5 mais aussi de l’EGF-E5-Coil pour analyser la possibilité d’utiliser différentes 

lignées cellulaires. Les résultats obtenus dans les expériences impliquant les deux ligands 

montrent qu’il est possible d’augmenter l’efficacité du virus modifié de manière 

significative dans les cellules TOV112D (Figure 47A) : de 3.46 fois avec l’IGF-E5 et de 

2.96 fois pour le EGF-E5-Coil.  De plus, il a été possible d’observer une augmentation plus 

importante de 7.82 fois avec l’IGF-E5, tandis que l’EGF-E5-Coil augmentait l’efficacité de 

transduction par un facteur de 3.45 dans la lignée cancéreuse ovarienne OV-90 (Figure 

47B) 
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Figure 46 : Spécificité du changement de tropisme avec l’IGF-E5 dans les H59 et les 
U87MG. 
Les particules infectieuses des virus Ad5GFP Fibre sauvage et Ad5GFP Fibre HIK5 Dm 
ont été diluées à une MOI de 30 pour les H59 (A) et de 10 pour les U87MG (B). Les virus 
ont été associés avec 3.6X105 molécules d’IGF-E5. Après une incubation de 4 heures, les 
complexes ont été déposés sur les cellules, puis incubés pendant à 37°C. Après l’incubation 
de 96 heures, les cellules ont été décollées, fixées en présence d’une solution de 2% de 
formaldéhyde et filtrées. L’expression de la GFP a été analysée par cytométrie de flux. 
L’analyse de l’efficacité de transduction relative a été calculée en utilisant l’index de 
fluorescence. Les différences observées sont statistiquement significatives suite à l’analyse 
des valeurs par un test statistique de student. 
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Figure 47 : Changement de tropisme dans des lignées cancéreuses de l’ovaire TOV-
112D et OV-90. 
Les cellules TOV-112D (A) et OV90 (B) ont été  infectées avec les particules infectieuses 
du virus Ad5GFP Fibre sauvage et Ad5GFP Fibre HIK5 Dm à une MOI de 50. Les virus 
ont été associés avec 3.6E+4 molécules d’EGF-E5-Coil ou d’IGF-E5. Les complexes ont 
été déposés sur les cellules, puis incubés pendant 96 heures à 37°C. Les cellules ont été 
décollées, fixées en présence de formaldéhyde 2%, filtrées, puis l’expression de la GFP a 
été analysée par cytométrie de flux. L’analyse de l’efficacité de transduction relative a été 
calculée en utilisant l’index de fluorescence. Les différences observées sont statistiquement 
significatives suite à l’analyse des valeurs par un test statistique de student. 
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3.6 Changement de tropisme dans des cellules musculaires 

 

3.6.1 Optimisation des conditions dans les myoblastes 

 

 Selon la littérature, les myoblastes de souris exprimeraient à leur surface le 

récepteur à l’IGF-I (Palmer et al., 1997).  Leur expression a été confirmée à l’aide d’un 

immunobuvardage de type Western en même temps que les autres lignées cancéreuses 

(Figure 43).  En outre, l’expression du récepteur est plus importante que l’expression 

observée dans les H59. Enfin, les résultats obtenus avec l’EGF-E5-Coil suggèrent que les 

niveaux d’expression d’un récepteur peuvent corréler avec l’efficacité du changement de 

tropisme. À partir de ces éléments, la possibilité d’induire un changement de tropisme dans 

un modèle musculaire semble plus concrète. Une telle étude devient donc d’autant plus 

attrayante qu’on sait que les cellules musculaires expriment des niveaux relativement 

faibles du récepteur primaire CAR (Nalbantoglu et al., 1999). En effet, les faibles niveaux 

d’expression du CAR rendent la transduction des fibres musculaires avec des vecteurs 

adénoviraux difficiles;  il s’agit de l’un des obstacles majeurs sur lesquels se penchent 

plusieurs groupes de recherche.  

  

 Étant donné que le niveau d’expression du CAR est relativement faible dans les 

myoblastes, il a fallu déterminer la MOI optimale pour permettre d’infecter les myoblastes. 

Cela a été déterminé suite à l’infection des myoblastes à différentes MOI, en utilisant le 

virus Ad5GFP Fibre sauvage et le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm (Figure 48). L’analyse 
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des niveaux d’expression de la GFP par cytométrie de flux a révélé des pourcentages 

relativement faibles.  En effet, pour une MOI de 30, seulement 2.45% et 2.56% des cellules 

 

 

Figure 48 : Infectivité des virus Ad5GFP Fibre sauvage et Ad5GFP Fibre HIK5 Dm à 
différentes MOI dans des myoblastes de souris (C2C12).  
Les particules infectieuses des virus Ad5GFP Fibre sauvage et Ad5GFP Fibre HIK5 Dm 
ont été diluées pour obtenir des MOI précises de 3, 10, 30, 100 et 300 (n=15). Les cellules 
infectées ont été incubées à 37°C pendant 96 heures. Les myoblastes ont été décollées, 
fixées dans une solution de formaldéhyde 2%, et filtrées. L’expression de la GFP a été 
ensuite analysée par cytométrie de flux.  
 
 
 
ont été infectées avec les virus Ad5GFP Fibre sauvage et Ad5GFP Fibre HIK5 Dm 

respectivement.  Par contre, les valeurs ont montré que les niveaux d’expression de la GFP 

étaient similaires, à des MOI équivalentes. Ces résultats étaient conformes aux attentes, vu 

le faible niveau d’expression du CAR. Les mutations dans le domaine AB n’ont eu que très 

peu d’impact. Donc, pour pouvoir effectuer les différents essais de changement de 

tropisme, une MOI de 100 particules infectieuses par cellule a été sélectionnée. Cette MOI 
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permettait l’obtention d’un excellent niveau de cellules transduites, sans toutefois requérir 

l’utilisation d’une trop grande quantité de particules virales. 

   

 
Figure 49 : Augmentation de l’efficacité de transduction à différentes concentrations 
d’IGF-E5 dans la lignée C2C12.  
Les myoblastes ont été dénombrés pour diluer les particules virales du virus Ad5GFP Fibre 
HIK5 Dm à une MOI précise de 100. Celles-ci ont été associées avec différentes quantités 
d’IGF-E5 (n=6). Les complexes ont été déposés sur les myoblastes et incubés pendant 96 
heures. Les cellules ont été par la suite décollées, fixées par du formaldéhyde 2% et filtrées. 
Puis, l’expression de la GFP a été analysée par cytométrie de flux. L’analyse de l’efficacité 
de transduction relative a été calculée en utilisant l’index de fluorescence. Les différences 
observées sont statistiquement significatives suite à l’analyse des différentes valeurs par un 
test statistique de student. 
 
 

 

 L’ajout des différentes quantités d’IGF-E5 a permis de déterminer que l’utilisation 

de 3.6X104 molécules d’IGF-E5 était suffisante pour augmenter l’infectivité virale de 15% 

jusqu’à 90% des cellules infectées. En analysant les valeurs calculées pour l’index de 

fluorescence, on constate que l’ajout de 3.6X104 permet d’augmenter l’efficacité de 

manière significative de 25.6 fois.  Par contre, cette valeur n’est pas optimale, étant donné 
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que l’utilisation de 10 fois plus de molécules, soit 3.6X105 de molécules d’IGF-E5, permet 

d’accroître les niveaux de transduction de 35.5 fois.  Comme pour les essais utilisant 

l’EGF-E5-Coil, l’ajout d’une quantité trop importante d’IGF-E5 induit une perte 

d’efficacité.  En effet, l’histogramme de la figure 49 montre que l’utilisation de 3.6X106 

molécules amène seulement une augmentation de 4 fois.  Pour obtenir un changement de 

tropisme optimal dans le cadre des C2C12, il faudrait plutôt utiliser 3.6X105 molécules 

d’IGF-E5 par virus.  

 
 Pour monter que l’association de l’IGF-E5 était spécifique au virus Ad5GFP Fibre 

HIK5 Dm dans les C2C12, ces dernières ont été traitées avec, soit l’Ad5GFP Fibre 

sauvage, soit l’Ad5GFP Fibre HIK5 Dm, en présence ou en absence de 3.6X105 molécule 

d’IGF-E5 ou d’IGF-I recombinant de souris, pour confirmer l’importance du domaine 

d’interaction.  La figure 50 permet de tirer des conclusions équivalentes à ce qui avait déjà 

été conclu avec l’EGF-E5-Coil.  En effet, l’ajout de l’IGF-E5 permet seulement 

d’augmenter l’efficacité de transduction chez le virus arborant le domaine K-Coil dans sa 

boucle HI.  Par contre, l’ajout d’une quantité optimale d’IGF-E5 n’a permis accroître 

l’efficacité que de 18 fois. De plus, l’utilisation de l’IGF-I recombinant de souris n’est pas 

suffisante pour obtenir une augmentation similaire à celle induite par l’IGF-E5. Sinon, 

l’IGF-I recombinant semble avoir une tendance à augmenter le nombre de cellules 

infectées. En effet, l’ajout de l’IGF-I permet d’obtenir une augmentation significative de 

2.8 fois au niveau des virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm.  Une légère différence, non 

significative, peut aussi être observée lorsque l’IGF-I recombinant est ajouté avec le virus 

Ad5GFP Fibre Sauvage. 
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Figure 50 : Changement de tropisme induit suite à l’association avec l’IGF-E5 ou avec 
l’IGF-I recombinant de souris. 
Les C2C12 ont été infectées avec les particules infectieuses du virus Ad5GFP Fibre 
sauvage ou Ad5GFP Fibre HIK5 Dm à une MOI de 100. Les particules infectieuses ont été 
associées avec 3.6X105 molécules d’IGF-E5 ou d’IGF recombinant (n=6). Les myoblastes 
ont été infectés pendant 96 heures à 37°C.  Les myoblastes ont été décollés, fixés à l’aide 
de formaldéhyde 2%, filtrés, puis l’expression de la GFP a été analysée par cytométrie de 
flux. L’analyse de l’efficacité de transduction relative a été calculée en utilisant l’index de 
fluorescence. La différence observée est statistiquement significative suite à l’analyse des 
valeurs par un test statistique de student * p < 0.005 
 
 

 Pour montrer l’importance de l’association de l’IGF-E5 avec les particules Ad5GFP 

Fibre HIK5 Dm, le peptide K-Coil a été ajouté dans le cadre de certaines expériences.  La 
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diminution significative de 182 à 116 de l’index de fluorescence, suite à l’ajout d’une 

concentration de 50 µg/µL de ligands, démontre que l’IGF-E5 a été déplacé des particules 

virales (Figure 51). Ce résultat confirme la possibilité d’induire un changement de tropisme 

en utilisant l’IGF-E5 comme ligand.   

 

 
 

 
Figure 51: Importance de l’association de l’IGF-E5 avec les particules virales. 
Les particules virales de l’Ad5GFP Fibre HIK5 Dm ont été diluées à une MOI de 100. Les 
virus ont été associés en absence ou en présence de 3.6X105 molécules d’IGF-E5. 
Différentes concentrations de peptide K-Coil (entre 0 et 50 µg/µL) ont été ajoutés dans le 
milieu de culture avant l’addition des complexes viraux (n=6). Les myoblastes ont été  
incubés à 37°C pendant 96 heures, avant d’être décollés, fixés par une solution de 
formaldéhyde 2%, puis filtrés. L’expression de la GFP a été analysée par cytométrie de 
flux. * La réduction est statistiquement significative, en comparaison avec l’absence de 
peptide K-Coil, suite à l’analyse des valeurs par un test statistique de student (p<0.05). 
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3.6.2 Changement de tropisme dans les myotubes in vitro 

 

 Les myoblastes sont des cellules non différenciées qui représentent seulement une 

faible proportion des structures composant les muscles. Cette population, nommée cellules 

satellittes, constituerait les cellules impliquées dans la régénération des tissus musculaires 

en fusionnant avec les fibres musculaires. Les myotubes, qui ressemblent aux fibres 

musculaires, sont des cellules polynuclées provenant de la fusion de plusieurs myoblastes.  

Les myotubes peuvent être produits en laboratoire, de manière à pouvoir valider l’efficacité 

du système avant de mesurer la capacité de notre système dans les modèles animaux. Les 

myotubes sont généralement plus difficiles à transduire à l’aide des vecteurs adénoviraux 

que les myoblastes, à cause des faibles niveaux d’expression du CAR et des intégrines 

(Nalbantoglu et al., 1999).  Comme pour les myoblastes, il a été montré dans la littérature 

que les myotubes expriment le récepteur à l’IGF-I chez l’humain ou le rat (Beguinot et al., 

1985;Palsgaard et al., 2009).  L’immunobuvardage de type Western (figure 43) confirme 

que les myotubes, qui ont été obtenus suite à la différenciation des myoblastes de souris, 

expriment le récepteur, certes, mais à des niveaux plus faibles que les myoblastes non 

différenciés.   

 

 Les premières expériences dans les myotubes consistaient à déterminer la MOI 

optimale pour les essais de changement de tropisme.  Pour ce faire, les myoblastes de souris 

ont dû être différenciés en myotubes par la privation des facteurs de croissance contenus 

dans le sérum généralement ajouté dans les milieux de culture. Le FBS a  
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Figure 52 : Expression de la GFP suite à transduction avec différents virus dans les 
myotubes. 
Les myotubes ont été infectés avec l’Ad5GFP Fibre sauvage ou avec l’Ad5GFP Fibre 
HIK5 Dm à différentes MOI. Les protéines ont été extraites après 48 heures, dosées et 
chargées sur gel d’acrylamide avec un gradient 4% à 20%. Les protéines ont été transférées 
sur une membrane de nitrocellulose et la membrane a été bloquée. L’anticorps primaire 
contre la GFP, dilué 1 dans 250, et celui contre l’actine, dilué 1 dans 10 000, ont été 
utilisés. Par la suite, on a procédé à l’incubation avec un anticorps secondaire couplé au 
fluorochrome Cy5 qui a été dilué 1 dans 1000 pour la GFP et 1 dans 3000 pour l’actine. Les 
bandes ont été révélées à l’aide du laser de 633nm d’un typhoon trio+ et analysées par le 
logiciel ImageQuant V2.0. 
 

 

donc été remplacé par du sérum équin pour permettre la stimulation de la différenciation et 

aider à la survie cellulaire.  La transduction des myotubes a été effectuée avec différentes 

MOI allant de 50 à 1000 pour les virus Ad5GFP Fibre sauvage et pour les virus Ad5GFP 

Fibre HIK5 Dm (figure 52). Étant donné la taille des myotubes, l’analyse de l’expression de 

la GFP a été effectuée par l’utilisation d’immunobuvardage de type Western après avoir 

récolté et lysé les myotubes. Suite à l’incubation des deux anticorps, les niveaux 

d’expression qui peuvent être observés démontrent qu’il faut utiliser une MOI au dessus de 

500 pour avoir un bon niveau d’expression en transduisant les cellules avec le virus 
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Ad5GFP Fibre sauvage.  Par contre, contrairement à ce qui avait été observé dans les 

myoblastes, l’utilisation de MOI relativement faible peut être suffisante pour obtenir un 

niveau d’expression utilisable dans le cadre des essais de changement de tropisme.  De 

manière surprenante, le virus avec la fibre modifiée infecte plus efficacement les myotubes 

que le virus sauvage, ce qui n’est pas le cas dans les myoblastes.  

  

 L’étape subséquente fut de déterminer la concentration d’IGF-E5 qui induirait la 

plus grande augmentation dans les myotubes.  Pour déterminer la quantité optimale à 

utiliser dans les futures expériences, 7,2X104, 1,8X105 et 3,6X105 molécules ont été 

évaluées pour leur capacité à augmenter l’infectivité du virus Ad5GFP Fibre HIK5c Dm 

(Figure 53). Après 48 heures d’incubation avec les virus associées à l’IGF-E5, les protéines 

ont été extraites puis évaluées par immunobuvardage de type Western. L’évaluation de 

l’intensité des bandes obtenues de la figure 53 démontre que l’ajout de 7.2X104 molécules 

d’IGF-E5 par virus est suffisant pour induire une augmentation de 4.6 fois dans les 

myotubes. L’accroissement de la quantité n’a pas changé l’efficacité de la transduction, 

étant donné qu’une augmentation de 4.3 fois et de 4.1 fois a été observé en utilisant 

1.8X105 et 3.6X105 molécules d’IGF-E5 respectivement. Les résultats montrent que 

l’utilisation de 7.2X104 molécules d’IGF-E5 avec une MOI de 100 est suffisante pour 

obtenir une transduction optimale aux niveaux des myotubes (Figure 53  
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Figure 53 : Optimisation des quantités d’IGF-E5 pour le changement de tropisme 
dans les myotubes. 
Les myotubes ont été infectés avec l’Ad5GFP Fibre HIK5 Dm à une MOI de 100 en 
absence ou en présence de différentes quantités de molécules d’IGF-E5. Les protéines ont 
été extraites après 48 heures, dosées et chargées sur gel d’acrylamide avec un gradient 4% à 
20%. Les protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose et celle-ci a été 
bloquée à l’aide de PBS-0.1% Tween20 contenant 5% de lait. L’anticorps primaire contre 
la GFP (1:250) et celui contre l’actine (1:10000) ont été dilués dans du PBS-T-Lait. Les 
membranes ont été incubées, puis lavées à 6 reprises avec du PBS-T. L’anticorps 
secondaire couplé au fluorochrome Cy5 a été dilué 1:1000 pour la GFP et 1:3000 pour 
l’actine dans du PBS-T-Lait. Les membranes ont été incubées avec l’anticorps secondaire 
pendant 45 minutes, puis lavées à 6 reprises avec du PBS-T. Les bandes ont été révélées à 
l’aide du laser de 633nm d’un typhoon trio+ et analysées par le logiciel ImageQuant V2.0. 

 

 

et 54).  La différence d’intensité qui peut être observée entre les figures 52 et 53 peut 

s’expliquer par la modification de l’intensité qui a dû être effectuée sur les deux images. En 

effet, pour permettre d’observer les bandes provenant de l’infection avec le virus sauvage à 

la figure 52, il a fallu accroître l’intensité des bandes, tandis qu’une diminution a dû être 

effectuée à la figure 53 pour permettre la quantification des bande et déterminer 

l’accroissement induit par l’ajout des différentes quantités d’IGF-E5.   
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Figure 54 : Expression de la GFP suite à transduction avec différents virus en absence 
ou en présence d’IGF-E5. 
Les myoblastes ont été ensemencés à 50 000 cellules par puits dans une plaque 24 puits 
puis différenciés pendant 7 jours en présence de 2% de sérum équin. Une fois différenciés, 
les myotubes ont été infectés à une MOI de 100 avec un virus arborant une fibre sauvage ou 
modifiée, en absence ou en présence de 3.6X105 molécules d’IGF-E5. Les myotubes sont 
incubées pendant 48 heures avant que les photos soient prises avec un microscope muni 
d’une lampe UV et d’un filtre vert. 
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 À partir des conditions expérimentales optimales, plusieurs essais ont été effectués 

pour valider l’efficacité du changement de tropisme dans les myotubes à l’aide du virus 

Ad5GFP Fibre sauvage et du virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm.  Une fois infectés dans les 

différentes conditions, les myotubes étaient incubés pendant 48 heures. Les niveaux 

d’expression de la GFP ont été analysés, premièrement, par l’acquisition de photos.  La 

figure 54 montre qu’il y a une bonne différence d’expression au niveau des fibres qui ont 

été infectées avec les virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm associés avec l’IGF-E5. Pour 

permettre la quantification de l’augmentation observée par microscopie, les protéines des 

fibres musculaires ont été extraites et dosées. La réalisation de plusieurs expériences 

d’immunobuvardage de type Western (Figure 55A) a permis de démontrer l’expression de 

la GFP dans les fibres musculaires.  Les bandes de GFP ont été par la suite quantifiées et 

normalisées en fonction du contrôle interne bêta actine. L’association de l’IGF-E5 avec le 

virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm augmente donc l’efficacité de transduction par un facteur de 

3.2. Cette augmentation est significative (p<0.05) lorsque les tests statistiques sont calculés 

en utilisant le logarithme de l’intensité des multiples expériences, pour trois expériences 

indépendantes (Figure 55B). Les GFP des deux virus ne sont pas de la même taille, étant 

donné que la GFP du virus Ad5GFP HIK5 Dm contient 38 acides aminés provenant de la 

chlororamphénicol acétyltransférase (CAT).  Par contre, en regardant la figure 55A, on 

constate une bande à la hauteur de la GFP dans les pistes contenant la CAT-GFP. Ces 

bandes suggèrent que la protéine de fusion est susceptible à un clivage protéolytique.   
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Figure 55 : Expression et quantification de la GFP dans les myotubes. 
Les myotubes ont été infectés avec les particules infectieuses du virus Ad5GFP Fibre 
sauvage ou Ad5GFP Fibre HIK5 Dm à une MOI de 100. Les virus ont été associés en 
absence ou en présence de 3.6X105 molécules d’IGF-E5 par virus. (A) 30 µg d’extrait 
protéique ont été chargés puis transférés sur une membrane de nitrocellulose.  La GFP a été 
révélée avec un anticorps polyclonal contre la GFP diluée 1 dans 250; l’actine a été révélée 
avec un anticorps monoclonal contre la β-actine dilué 1 dans 10 000. Les anticorps 
secondaires couplés au fluorochrome Cy5 dilués 1 dans 1000 et 1 dans 3000 ont été utilisés 
pour la GFP et pour la bêta actine respectivement.  Les bandes ont été révélées à l’aide du 
laser de 633 nm d’un typhoon trio+ et analysées par le logiciel ImageQuant V2.0. (B) 
L’histogramme représente l’augmentation relative des différents vecteurs en présence 
d’IGF-E5 pour trois expériences indépendantes (n=3). Une valeur relative de 1 a été utilisée 
pour les conditions effectuées en absence d’IGF-E5. P<0.05 en fonction du logarithme des 
trois expériences. 
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3.7 Changement de tropisme dans les tissus musculaires de souris 

nouveau-nées MDX 

 

 Les muscles sont un modèle très intéressant car le transfert de gènes dans ceux-ci à 

l’aide d’un AdV n’est pas très efficace. Comme il a été mentionné auparavant, l’une des 

causes serait le faible niveau d’expression de la protéine CAR dans les fibres musculaires 

(Nalbantoglu et al., 1999). Démontrer un accroissement de l’infectivité virale dans les 

muscles, suite à l’altération du tropisme viral, pourrait favoriser l’utilisation des AdVs pour 

certaines approches thérapeutiques, dont le traitement de la DMD. Ayant déjà montré qu’il 

était possible d’induire un changement de tropisme dans des myotubes en culture, la 

possibilité d’accroître l’infectivité en ciblant directement les fibres musculaires in vivo était 

l’étape subséquente à évaluer. On a donc eu recours à des souris nouveau-nées, car il était 

important de pouvoir observer l’infectivité des virus Ad5GFP Fibre sauvage et Ad5GFP 

Fibre HIK5 Dm pour permettre de comparer l’accroissement induit par l’ajout de l’IGF-E5. 

Il est connu que les muscles des nouveau-nés sont plus faciles à transduire que les muscles 

des adultes (Cao et al., 2001). Étant donné que la DMD pourrait être étudiée 

subséquemment, nous avons opté pour des souris MDX qui ont une déficience du gène de 

la dystrophine. La première étape fut de démontrer que le récepteur à l’IGF-I pouvait être 

retrouvé dans les muscles de souris MDX nouveau-nées.  La figure 56 montre des sections 

de muscles qui ont été marquées avec un anticorps primaire contre l’IGF-IR. Les images 

permettent d’observer la présence de plusieurs fibres musculaires qui sont positives pour le 

récepteur  
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Figure 56 : Présence du récepteur à l’IGF-I dans les muscles de souris MDX nouveau-
nées.  
Les souris ont été sacrifiées 10 jours après leur naissance et les muscles ont été congelés.  
Des sections ont été placées sur une lamelle, puis fixées en présence de formaldéhyde 2%. 
L’anticorps primaire contre l’IGF-IR a été dilué 1 dans 5 puis incubé avec un anticorps 
secondaire couplé à l’ALEXA Fluor® 488 dilué 1 dans 1000 (représenté en rouge pour un 
meilleur contraste). Le HOESCTH33342 a été ajouté pour marquer les noyaux (en bleu).  
Les images ont été prises à l’aide d’un microscope confocal à 60X (A). L’image a été 
agrandie 3 fois pour une meilleure visualisation l’IGF-IR (B). Les flèches blanches pointent 
la présence de récepteur à l’IGF-I à la surface des certaines fibres musculaires. La flèche 
verte pointe un noyau qui ne ferrait pas partie d’une fibre musculaire. 
 



 

 

200

 

à l’IGF-I (flèches blanches). De plus, l’expression de l’IGF-IR dans certaines cellules 

(flèche verte) semble montrer qu’il aurait des cellules retrouvées dans l’interstice formé par 

plusieurs fibres musculaires. On peut déterminer qu’il s’agit de cellules à cause de la 

présence du marquage nucléaire effectué par l’ajout du Hoescht 33342 sur les sections 

musculaires. Le colorant nucléaire permet, en plus, de prouver que les structures délimitées 

par l’expression de l’IGF-IR sont des fibres musculaires, étant donné qu’il y a la présence 

de multiples noyaux et que la localisation des noyaux est périphérique. 

 

  Pour évaluer si l’utilisation d’IGF-E5 pouvait augmenter l’efficacité de 

transduction dans les muscles de souris, 1X108 particules infectieuses ont été injectées dans 

les tibialis antérieures de souris MDX nouveau-nées. Les virus Ad5GFP Fibre sauvage et 

les virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm ont été incubés en présence ou en absence de 30 µg 

d’IGF-E5 avant d’être injectés (1.44X105 molécules d’IGF-E5 par virus). Comme pour 

toutes les expériences de changement de tropisme, les particules non infectieuses ont été 

prises en considération dans la quantité d’IGF-E5 qui a été utilisé. Les tibialis antérieurs 

(TA) gauche et droit de chaque souris ont été injectés dans des conditions expérimentales 

différentes. Ainsi, un muscle a été injecté avec les particules seules, tandis que l’autre a été 

injecté avec le même virus, mais en présence de l’IGF-E5. Suite aux différentes injections, 

les souris ont été gardées pendant 10 jours puis ont été sacrifiées. Les TA ont été isolés 

pour être gelés et sectionnés.  Différentes analyses ont été entreprises pour valider que 

l’association de l’IGF-E5 avec les particules virales AdGFP Fibre HIK5 Dm pouvait 

induire un changement de tropisme. 
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 Pour montrer l’efficacité de la transduction, les sections provenant des différents 

muscles ont été fixées sur des lamelles puis marquées à l’aide d’anticorps primaire ciblant 

la GFP. Un anticorps secondaire couplé avec l’ALEXA Fluor® 488 qui émet à 520 nm a été 

utilisé. Les coupes musculaires provenant des souris injectées avec le virus sauvage 

montrent une distribution uniforme dans les fibres qui ont été infectées. Visuellement, il est 

difficile de dénombrer les fibres musculaires qui sont réellement positives, étant donné la 

faiblesse du signal. Au travers des différentes coupes de muscles, il semble y avoir 

quelques fibres qui montrent la présence d’agrégation (figures 57 et 58).  Pour ce qui des 

sections qui ont été injectées avec le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm avec ou sans la 

présence de l’IGF-E5, une plus grande proportion de fibres possédant une distribution sous 

forme d’agrégation peut être observée.  Les images de la figure 58 montrent la présence 

d’un marquage à la périphérie de différentes fibres. Comme pour les fibres injectées avec le 

virus sauvage, il est très difficile de faire la distinction entre les fibres positives et le bruit 

de fond.  L’agrégation observée dans les sections de muscles rend la tâche plus complexe.  

De plus, lorsque les coupes sont analysées à plus fort grossissement, il est possible 

d’observer des structures ressemblant à des cellules uniques qui expriment la GFP (figure 

58).  N’ayant pas de coloration nucléaire, on peut supposer qu’il s’agit de cellules satellites 

qui ont été infectées ou des cellules immunitaires provenant d’une réponse immunitaire 

contre les particules virales ou le transgène. 
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Figure 57 : Immunomarquage des sections de muscles tansduites avec différents virus.  
4 à 6 sections des différents muscles infectés ont été coupées puis fixées 5 minutes dans du 
paraformaldéhyde.  Un anticorps primaire contre la GFP a été utilisé, suivi d’un anticorps 
secondaire couplé à l’ALEXA Fluor® 488. Les coupes ont été scellées avec un mélange de 
montage. La photo a été prise à une magnitude de 60X avec une excitation à l’aide du laser 
de 473 nm d’un microscope confocal FV10i.   
 
 

 

Figure 58 : Photo d’une section de muscle infecté immunomarquée à une magnitude 
de 180X  
Les sections proviennent du muscle gauche de la souris 3886 qui a été injectée avec le virus 
Ad5GFP Fibre HIK5 Dm en présence de l’IGF-E5. Les sections ont été coupées, puis 
fixées 5 minutes dans du paraformaldéhyde.  Un anticorps primaire contre la GFP a été 
utilisé, suivi d’un anticorps secondaire couplé à l’ ALEXA Fluor® 488. La coupe a été 
scellée avec un mélange de montage. La photo a été prise à une magnitude de 180X avec 
une excitation à l’aide du laser de 473 nm d’un microscope confocal FV10i.   
 

 

 Pour montrer que le système permettait une augmentation de l’infectivité dans les 

muscles de souris, l’expression de la GFP n’a pas été le seul essai pour vérifier l’efficacité à 

transduire les muscles.  L’analyse des sections servant à déterminer le contenu en ADN 



 

 

205

viral a aussi été réalisée, pour démontrer que l’infectivité avait été augmentée. Plusieurs 

sections de chaque muscle ont été traitées pour extraire et isoler l’ADN viral. Des cellules 

en culture ont été infectées avec des virus purifiés pour générer des ADN viraux, lesquels 

ont été utilisés pour générer la courbe standard. L’ADN viral des quatre conditions 

expérimentales a donc été extrait de 30 sections de muscles et a été quantifié  

  

 
Figure 59 : Nombre de particules virales mesuré dans les différents muscles. 
L’ADN viral de 30 sections des muscles infectées avec les virus Ad5GFP Fibre sauvage 
(n=9) et avec les virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm (n=6) a été extrait. 40ng d’ADN ont été 
utilisés dans le cadre d’un PCR en temps réel pour mesurer le nombre de copies de 
génomes viraux contenus dans les sections de muscle. Une courbe standard provenant 
d’ADN purifié a permis de déterminer le nombre de particules virales contenues dans les 
sections. L’utilisation d’amorces ciblant le gène de l’adipsine de souris a servi de contrôle 
interne, afin de comparer  les échantillons. 
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par PCR en temps réel (Figure 59). Les résultats montrent qu’il y a une augmentation de 

1.67 fois. Suite à un test de student unilatéral, on a pu démontrer que cet accroissement 

n’était pas statistiquement significatif (Figure 59). Par contre, si on compare les muscles 

infectés par le virus possédant une fibre sauvage avec ceux infectés par le virus arborant 

une fibre modifiée, la distribution des points suggère que l’augmentation de l’infectivité 

serait réelle. En fait, l’augmentation observée entre les deux conditions est statistiquement 

significative.  De plus, certains muscles ont été transduits par des quantités élevées de 

particules virales.   

 

 Pour mesurer si l’augmentation au niveau de l’intensité observée dans les sections 

était causée par une plus grande quantité de GFP, des immunobuvardages de type Western 

ont été effectués sur le contenu protéique des multiples sections.  Les immunobuvardages 

avaient pour but de déterminer si les données recueillies par PCR en temps réel étaient 

valides. 60 sections de muscles provenant des 5 meilleurs échantillons quantifiés par PCR 

en temps réel ont donc été utilisées pour former les extraits protéiques. Les bandes obtenues 

(Figure 60) démontrent qu’il y a eu transduction des muscles et que plusieurs bandes ont 

une excellente intensité dans les sections évaluées.  Les variations d’intensité observées 

chez les différents muscles provenant d’un même animal sont généralement causées par des 

variations au niveau des injections.  En effet, le volume injecté peut varier quelque peu, et 

avoir un impact important sur le nombre de particules infectieuses réellement injectées dans 

les muscles. De manière à pouvoir comparer les échantillons, un contrôle bêta actine a été 

effectué. L’intensité des bandes a été mesurée, puis normalisée en fonction de l’actine dans  
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Figure 60 : Augmentation de la GFP dans différents échantillons de muscles par 
immunobuvardage de type Western. 
Les protéines ont été extraites de 60 sections de muscles injectés par une solution contenant 
un virus arborant une fibre sauvage (A) ou un virus arborant une fibre modifiée (B). 30 µg 
de protéines ont été chargés sur un gel d’acrylamide de 4% à 20%. Les pistes 3902 et 3897 
contiennent les extraits provenant des souris injectées avec de la saline. Les protéines ont 
été transférées sur une membrane de nitrocellulose puis la membrane a été bloquée. Les 
membranes ont été marquées avec anticorps primaire contre la GFP (1:250) et contre 
l’actine (1:10000). La membrane a été lavée à 6 reprises, puis incubé 45 minutes avec un 
anticorps secondaire couplé au Cy5 (1:1000 pour la GFP et 1:3000 pour l’actine). Suite à 6 
autres lavages, les bandes ont été révélées par l’excitation du Cy5 avec un laser de 633 nm 
provenant d’un typhoon Trio+ et analysé par le logiciel ImageQuant V2.0. 
 
 

 

Figure 61 : Évaluation de l’intensité de la GFP obtenue par immunoburvadage. 
Les bandes obtenues à la figure 60 ont été analysées par le logiciel ImageQuant V2.0.  Les 
valeurs calculées ont été normalisées en fonction de la β-actine. 6 bandes pour chacune des 
conditions ont été sélectionnées pour la quantification. Les barres d’erreurs représentent 
l’écart type sur la moyenne des 6 valeurs.    
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chacune des conditions expérimentales.  L’histogramme de la figure 61 montre que 

l’expression de la GFP est variable. Les valeurs nous permettent, par contre, de calculer une 

augmentation significative de 1.65 fois dans les échantillons provenant du virus Ad5GFP 

Fibre HIK5 Dm en présence du ligand IGF-E5. Ce résultat permet d’affirmer qu’il y a eu 

une augmentation de la transduction dans les muscles de souris. 
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4 Discussion 
 

 Le projet de recherche consistait à produire des vecteurs viraux dont le tropisme 

pourrait être altéré en combinaison avec différents ligands bispécifiques.  Nous avons donc 

inséré un domaine d’interaction K-Coil (KSVLSEV) dans la boucle HI du bouton de la 

fibre et avons démontré que le domaine K-Coil avait conservé sa capacité à interagir avec 

les ligands AFAI-E5-Coil, EGF-E5-Coil et l’IGF-E5. L’utilisation de ces ligands 

bispécifiques arborant le domaine d’interaction artificiel E5-Coil a permis l’obtention d’un 

changement de tropisme, en association avec le virus possédant le domaine K5-Coil dans sa 

boucle HI avec deux mutations dans le domaine AB (soit la sérine 408 en acide glutamique 

et la proline 409 en alanine). L’association des particules virales Ad5GFP Fibre HIK5 Dm 

avec l’IGF-E5 a pu augmenter l’infectivité des vecteurs viraux de 2 à 8 fois selon les 

cellules tumorales utilisées. L’accroissement d’infectivité en fonction du récepteur à l’IGF-

I n’avait pas été étudié à ce jour dans les tumeurs pulmonaires ou ovariennes. Ces modèles 

cellulaires sont pourtant des plus intéressants, à cause du faible niveau d’expression du 

CAR qui réduit l’infectivité des AdVs (Morrison et al., 2008a;Zeimet et al., 2002).  

 

Par ailleurs, l’analyse de nos résultats reliés à l’utilisation de l’AFAI a démontré 

qu’il était possible d’inclure un domaine d’interaction E-Coil dans un anticorps à un seul 

domaine et que l’utilisation de ce ligand bispécifique pouvait améliorer le potentiel 

d’infectivité d’un AdV arborant une fibre contenant le domaine K-Coil. Cette étape 

démontre que la formation de ligands bispécifiques provenant d’anticorps à un seul 

domaine pourrait être une alternative intéressante à considérer pour générer un changement 
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de tropisme contre différentes protéines membranaires. Par exemple, les anticorps à un seul 

domaine deviennent intéressants si le ligand d’un récepteur surexprimé dans des tumeurs 

n’est pas connu ou si on veut éviter l’activation du récepteur ciblé. La possibilité de cibler 

différents récepteurs cellulaires comme l’EGF-R et l’IGF-IR avec notre système de même 

que la possibilité d’utiliser des anticorps à un seul domaine pour changer le tropisme 

démontre la flexibilité de notre système.   

 

Le système d’altération de tropisme a aussi montré d’excellents résultats concernant 

la transduction de fibres musculaires de souris. Nous avons obtenu des valeurs très 

similaires à celles résultant de plusieurs études qui ont été effectuées sur la possibilité de 

changer le tropisme dans les fibres musculaires, (Menezes et al., 2006;Ghosh and Barry, 

2005). Par contre, la majorité des expériences rapportées dans la littérature utilisait 

différentes voies d’interaction avec les fibres autres que l’IGF-I.  En fait, le groupe de 

Menezes avait montré que l’IGF-I n’était pas un bon ligand pour l’interaction, que ce soit 

avec les fibres musculaires ou avec les myoblastes (Menezes et al., 2006). Pourtant, nos 

résultats démontrent qu’il est possible d’accroître de manière significative l’infectivité d’un 

adénovirus dans les myoblastes, les myotubes, de même que dans les fibres musculaires de 

souris nouveaux-nées MDX.   

 

4.1 Production des ligands bispécifiques 

  

 La production protéique dans les bactéries est une méthode qui est généralement 

utilisée pour la génération de plusieurs protéines recombinantes à des coûts peu élevés (Yin 
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et al., 2007;Gasser et al., 2008). De plus, plusieurs promoteurs sont disponibles pour 

permettre l’expression des protéines recombinantes dans diverses conditions (Valdez-Cruz 

et al., 2010). Cette méthode est rapide, car elle requiert seulement la formation des 

plasmides et la transformation dans les bactéries pour permettre la production, 

contrairement à la génération de clone stable dans des lignées de mammifères. Les 

productions protéiques dans les bactéries peuvent s’accumuler dans différents 

compartiments, entre autres au niveau de l’espace périplasmique, dans des corps 

d’inclusion ou dans le milieu de culture suite à la sécrétion des protéines (Valdez-Cruz et 

al., 2010). La production d’AFAI-E5-Coil dans les bactéries a permis de produire une 

grande quantité de protéines, ce qui a, à son tour, permis d’effectuer les essais in vitro. Par 

contre, vu que la protéine était accumulée dans l’espace périplasmique, plusieurs protéines 

contaminantes ont aussi été extraites au même moment (Figure 18). Dans des expériences 

in vitro, l’utilisation de l’échantillon partiellement purifié avec une colonne d’affinité au 

cobalt a été suffisante pour démontrer la possibilité d’augmenter l’infectivité dans les 

A549. Par contre, pour permettre l’utilisation de ces protéines dans un contexte in vivo, il 

faudrait accroître la pureté des échantillons en incluant des étapes de purification 

supplémentaires. Pareillement, l’accroissement de la pureté entraînerait une réduction de la 

quantité d’AFAI-E5-Coil disponible. De plus, de par leur nature, les bactéries sont une 

source importante d’endotoxines dans les échantillons. Pour que nos échantillons d’AFAI-

E5-Coil puissent être utilisés dans des modèles animaux, il faudrait éliminer les 

endotoxines contenues dans les échantillons. Contrairement au ligand AFAI-E5-Coil, le 

ligand bispécifique EGF-E5-Coil s’accumule dans les corps d’inclusion bactériens lors des 

productions (Le et al., 2009). Plusieurs études ont montré que la concentration de protéines 
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produites par les bactéries de même que le repliement de certaines protéines seraient des 

causes entraînant l’accumulation des protéines produites dans les corps d’inclusion (Gasser 

et al., 2008). Toutefois, les corps d’inclusion ont comme avantage de produire des extraits 

protéiques partiellement purifiés de la protéine d’intérêt, ce qui a pu être observé lors de la 

purification du ligand EGF-E5-Coil (Figure 17). Étant donné que la protéine n’est pas 

repliée correctement dans les corps d’inclusion, il faut effectuer des étapes subséquentes à 

l’extraction pour rendre l’EGF-E5-Coil actif. Ces étapes entraînent une diminution de la 

quantité de protéines disponibles pour effectuer des expériences, comme nous avons pu 

l’observer. Des observations similaires avaient été effectuées dans des productions 

précédentes (Le et al., 2009).  

 

Pour  l’IGF-E5, l’option des cellules de mammifère a été sélectionnée, car dans les 

modèles bactériens, l’IGF-I s’accumule dans les corps d’inclusion (Upton et al., 1992). De 

plus, il faut effectuer une étape supplémentaire pour permettre de replier correctement 

l’IGF-I, affectant ainsi la quantité de ligands qui peut être purifiée. Il faut cependant 

souligner, bien que la formation de clones stables soit longue et laborieuse, elle permettrait 

à l’IGF-E5 d’adopter une conformation qui se rapproche de l’IGF-I et diminuerait ainsi le 

nombre d’étapes de purification. Ce processus pourrait être accéléré en intégrant la 

séquence d’intérêt à l’aide d’un virus intégratif, comme les lentivirus. Cette approche 

éliminerait les étapes de sélections nécessaires à la formation des clones stables par 

transfection transitoire. D’ailleurs, cette démarche a été réalisée avec succès pour 

différentes protéines sécrétées (Gaillet et al., 2010;Spencer et al., 2011).  Les modifications 

apportées à l’IGF-I, dont l’élimination du domaine E et l’ajout des domaines His-Tag et E-
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Coil, n’ont pas empêché la sécrétion de l’IGF-E5. Une excellente concentration de 158 

µg/mL a donc pu être obtenue après avoir déterminé les meilleures conditions, et ce, avec 

peu de contaminants protéiques (Figure 15). En augmentant les volumes de production à 

1L, nous avons pu produire une préparation de 6.78 µg/µL d’IGF-E5 avec des niveaux 

d’endotoxine de 0.94 EU/mg. Cette préparation nous a donc permis d’effectuer des essais 

in vivo. Néanmoins, la quantité récupérée n’est pas très importante; l’évaluation du milieu 

conditionné a mené à la constatation que la production n’avait pas été aussi efficace que les 

conditions qui avaient été mises au point. Il est possible que l’expression de l’IGF-E5 ait 

été réduite par des processus cellulaires, suite à la conservation des cellules en culture. En 

effet, il a été montré que certains processus, tels la condensation de la chromatine ou la 

méthylation des promoteurs, pouvaient affecter les niveaux d’expression (Wurm, 2004). De 

plus, la présence de plusieurs produits de dégradation serait une cause du niveau de 

récupération relativement faible observé. Ceci parce que plusieurs étapes, lors des 

purifications, peuvent entraîner la dégradation des protéines : le temps d’exécution et la 

température du système en font partie (Apte and Ugwu, 2004). Ces étapes pourraient être 

optimisées pour accroître le niveau de récupération. 

 

 Il a été montré récemment que le EGF-E5-Coil pouvait lier le récepteur à l’EGF (Le 

et al., 2009). Cette interaction est essentielle pour s’assurer que le ligand puisse être utilisé 

pour engendrer un changement de tropisme. Précisément, l’interaction de l’IGF-E5 avec le 

récepteur à l’IGF-I a été démontrée par un essai de phosphorylation (Figure 16). 

L’évaluation de la phosphorylation du récepteur a été effectuée, suite à la révélation de la 

forme phosphorylée à l’aide de l’anticorps contre la forme phosphorylée de la tyrosine 
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1131. Les bandes observées ont permis de conclure que le domaine E-Coil n’avait pas 

d’impact sur la capacité de l’IGF-E5 à lier l’IGF-IR, car l’autophosphorylation a lieu 

seulement après la liaison entre le récepteur et l’IGF-I (Dupont and LeRoith, 

2001;Lopaczynski, 1999). Les niveaux de phosphorylation moins importants, induits par 

l’IGF-I recombinant à des concentrations similaires, s’expliqueraient par la provenance des 

différents ligands. En effet, l’IGF-I recombinant qui a été utilisé avait été produit dans des 

cultures bactériennes, c’est-à-dire obtenues par l’accumulation de l’IGF-I dans les corps 

d’inclusion demandant qu’elle soit repliée correctement (Upton et al., 1992). La structure 

tridimensionnelle de l’IGF-I recombinant pourrait donc affecter l’association avec le 

récepteur à l’IGF-I, contrairement à l’IGF-E5 qui a été obtenu dans des cellules de 

mammifère (Gasser et al., 2008).  Ensuite, il a été montré que certains ligands pouvaient 

induire des signaux, même lorsqu’ils étaient associés avec des particules virales (Doukas et 

al., 1999). Le changement de tropisme via l’utilisation de l’IGF-E5 ou de l’EGF-E5-Coil 

pourrait ici induire des réponses cellulaires, suite à l’association avec leur récepteur 

respectif. En effet, la phosphorylation de l’IGF-IR peut induire la survie cellulaire, accroître 

la motilité ou stimuler la division cellulaire (Dupont and LeRoith, 2001;Reinmuth et al., 

2002), tandis que l’EGF-R peut induire des signaux de survie dans les cellules (Saito et al., 

2004). Dans le cadre d’essais qui auraient pour but d’induire la mort de cellules 

cancéreuses, il serait important de considérer l’éventualité que l’utilisation de l’IGF-E5 ou 

de l’EGF-E5-Coil puisse activer ces différents processus cellulaires. Cette activité pourrait 

être problématique si les signaux de survie sont plus importants que la mort induite par la 

méthode sélectionnée. Dans de telles conditions, l’utilisation d’un anticorps avec un seul 
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domaine pourrait être avantageuse pour cibler les différents récepteurs, étant donné que 

plusieurs anticorps ont la capacité de lier les récepteurs sans toutefois les activer.    

 

 

4.2 Impact du K-Coil sur les fibres virales 

 

 Plusieurs études ont déjà montré qu’il était possible d’ajouter des éléments dans la 

portion C-terminale ou dans la boucle HI de la fibre, sans affecter l’expression de la fibre 

ou altérer sa trimérisation (Einfeld et al., 1999;Piao et al., 2008;Krasnykh et al., 1998). 

L’incorporation du domaine K-Coil dans les fibres virales a pourtant eu plusieurs 

conséquences, tant au niveau de l’expression des fibres qu’au niveau de la production et de 

l’infectivité des particules virales. L’incorporation de 5 répétitions dans la boucle HI, en 

plus des mutations générées dans le domaine AB, n’a pas interféré avec les niveaux 

d’expression de la fibre.  Pourtant, la fusion des 5 répétitions dans le C-Terminus a 

engendré une diminution d’expression dans les cellules transfectées, contrairement à 

l’incorporation de 4 répétitions seulement. Ces résultats montrent l’importance de la 

position des éléments K-Coil sur la fibre et le fait que l’ajout d’élément dans la séquence 

peut nuire à l’expression. En fait, l’ajout de séquence dans la fibre peut réduire l’expression 

de celle-ci (Glasgow et al., 2009). La perte d’expression, suite à l’ajout d’une répétition 

supplémentaire en C-terminal de 4 à 5 répétitions, suggère que l’ajout des répétitions forme 

des fibres qui ne sont pas aussi stables que la fibre sauvage. Pour ce qui est de la 

trimérisation des monomères provenant des différentes constructions, nous avons constaté 

que les fibres qui étaient exprimées pouvaient trimériser correctement (Figure 19). 
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 L’incorporation des modifications dans la fibre virale a mené à l’observation de 

plusieurs altérations lors de l’amplification ou de la purification des virus modifiés. Tout 

d’abord, la quantité de particules infectieuses qui était produite par les cellules n’était pas 

aussi importante que celles obtenues en amplifiant un virus arborant une fibre sauvage.  Le 

faible niveau observé avant la purification suggère que les modifications auraient un impact 

sur la formation des particules virales.  À vrai dire, les modifications pourraient rendre les 

particules virales non infectieuses, à cause de problèmes conformationnels. Ces 

modifications pourraient affecter l’interaction entre les fibres virales et nuire à la formation 

de capsides matures. Sinon, la réduction de l’infectivité de particules virales pourrait aussi 

être associée avec l’altération du cycle viral, en réduisant le nombre de particules 

internalisées ou relâchées des endosomes. Si la réduction d’infectivité que nous avons 

observée est occasionnée par l’altération d’une étape du cycle viral, il est possible que 

l’évaluation du nombre de particules infectieuses par cytométrie soit sous-estimée.  Des 

variations au niveau de la dynamique d’infection supportent la possibilité que l’infectivité 

des particules infectieuses soit altérée. En effet, au lieu d’atteindre une expression 

maximale du transgène en 18 heures, il faut aux virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm au dessus 

de 80 heures pour obtenir un niveau d’expression comparable (Figure 29). En outre, la voie 

d’internalisation de certains virus modifiés avait déjà été analysée. Par exemple, 

l’internalisation via le récepteur CD46 passe par une voie différente de celle qu’emprunte le 

CAR, modifiant ainsi le temps d’expression des transgènes (Shayakhmetov et al., 2003). 

Utiliser le récepteur FGF comme récepteur primaire pour les particules adénovirales peut 

aussi avoir un impact sur l’internalisation des virus (Doukas et al., 1999). Il est donc 
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possible que la différence que nous avons observée soit associée à l’internalisation des 

virus via la liaison avec d’autres récepteurs cellulaires. En effet, il est possible que le virus 

utilise des récepteurs différents pour reconnaître les cellules, comme le RGD de la base 

penton ou les héparines sulfates, à l’aide des motifs retrouvés sur la tige de la fibre. Il est 

aussi possible que le retard soit causé lors de la relâche des virus au niveau des endosomes 

tardifs. Une manière d’évaluer l’impact des mutations sur la dynamique d’infection serait 

de suivre les particules virales dans les cellules.  À ce propos, des études ont montré la 

possibilité de marquer des particules virales avec des fluochromes et de déterminer la 

localisation des particules virales par microscopie (Zhang et al., 2003a).   

 

 L’incorporation des modifications dans la fibre a aussi engendré la formation 

d’agrégats lors des purifications sur gradient de CsCl. Plusieurs groupes ont observé que 

l’ajout de modifications n’avait pas d’impact sur la génération de particules virales 

modifiées (Krasnykh et al., 1998;Majhen et al., 2009). Pourtant, d’autres études ont observé 

une réduction des productions virales. Dans ces études, l’effet des modifications pouvait 

être évalué par l’accroissement des ratios de particules totales en fonction du nombre de 

particules infectieuses, suite à l’ajout des différentes modifications dans la boucle HI 

(Ghosh and Barry, 2005;Peng et al., 2006;Tanaka et al., 2006).  Pour notre part, nous 

avions un ratio plus important avant même la purification. Par contre, nous avons tout de 

même observé une augmentation du ratio suite à la purification. Il a été démontré que la 

formation d’agrégats entraîne une réduction de l’infectivité des particules virales, ce qui 

pourrait expliquer la perte supplémentaire observée dans nos essais. La formation 

d’agrégats est généralement causée par un pH trop bas, une force ionique trop faible, ou par 
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une concentration en particules virales trop élevée. En effet, il a été montré que 5X1011 

particules virales dans une solution de 0.14 M de NaCl à 30°C ne forment pas d’agrégation 

(Galdiero, 1979). En analysant la quantité de particules totales produites par les virus 

Ad5GFP Fibre HIK5 Dm, on peut exclure que la quantité de particules soit l’élément qui a 

entraîné l’agrégation. En effet, le nombre de particules virales totales qui ont été formées 

dans les échantillons était 10 fois moins important qu’une préparation de virus sauvage qui 

était homogène, démontrant que la quantité de virus n’était pas en cause. Une force ionique 

trop faible est généralement un paramètre qui peut entraîner l’agrégation des particules 

virales (Galdiero, 1979). Ayant ajouté des domaines chargés au pH utilisé pour la 

purification, il était possible que la force ionique générée en présence des domaines K-Coil 

favorisât l’agrégation des particules virales dans nos conditions expérimentales. 

L’utilisation de l’iodixanol avait été démontrée comme une alternative intéressante pour 

empêcher la formation des agrégats, car il s’agit d’un composé non ionique, 

comparativement au CsCl (Peng et al., 2006;Dormond et al., 2010). En fait, son utilisation 

a non seulement permis d’éviter la formation d’agrégat lors des purifications (Figure 24), 

mais a aussi permis d’accroître la concentration de nos préparations en permettant la 

combinaison de multiples préparations virales (Table 16). De plus, l’iodixanol est 

avantageux car il permet d’accroître considérablement le taux de récupération des 

particules infectieuses. En effet, l’utilisation de CsCl permet la récupération de 20% des 

particules infectieuses d’un virus arborant une fibre sauvage, tandis que seulement 5% des 

virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm pouvaient être récupérés. Pour sa part, l’iodixanol 

permettait de récupérer au-dessus de 75% des particules infectieuses pour un virus arborant 

une fibre sauvage,  en plus de récupérer 36.5% des particules virales arborant une fibre 
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modifiée. Par contre, nous avons constaté que l‘iodixanol interférait avec le domaine K-

Coil retrouvé sur les particules virales. L’élimination d’une bonne proportion de l’iodixanol 

a rétabli l’infectivité à des niveaux équivalant à ce qui était observé initialement, 

confirmant l’influence de l’iodixanol sur les domaines d’interaction. 

 

4.3 Interaction entre les domaines K-Coil et E-Coil 

 

 L’interaction entre les composantes E-Coil et K-Coil est l’élément essentiel pour 

induire un changement de tropisme. Il fallait donc démontrer que le domaine E5-Coil qui 

avait été introduit dans l’IGF-E5, l’EGF-E5-Coil et l’AFAI-E5-Coil pouvait toujours 

interagir avec le partenaire retrouvé dans les fibres virales modifiées. Les essais d’ELISA 

modifiés nous ont amenés à valider que le domaine E5-Coil fusionné aux différents ligands 

permettait l’interaction avec les fibres virales, confirmant ainsi que le domaine d’interaction 

K-Coil contenu dans les fibres virales était aussi fonctionnel. L’avantage de l’ELISA est 

qu’il permet d’évaluer l’interaction entre les deux domaines d’interaction dans des 

conditions plus complexes où la protéine n’a pas besoin d’être purifiée, contrairement au 

SPR (Le et al., 2009). Par contre, les essais d’ELISA modifiés ne permettent pas d’évaluer 

avec précision la force d’interaction entre les deux partenaires. Tout de même, la différence 

qui a été observée entre les différentes fibres et les différents ligands bispécifiques (figure 

21) corrélait avec les résultats qui avaient été publiés auparavant par le groupe de De 

Crescendo, en relation avec les forces d’interactions entre les différents complexes (De et 

al., 2003). La force d’interaction qui avait été calculée alors entre des paires comprenant 5 

répétitions de K-Coil et de E-Coil avait une constante de dissociation de 6.5X10-11 M, au 
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lieu d’une valeur de 1.4X10-8M pour une paire K4/E5. Ces valeurs montraient qu’un 

nombre plus élevé de répétitions correspondait à une meilleure affinité entre les domaines 

(De et al., 2003). La valeur moins élevée du complexe K5/E5 était représentée dans nos 

essais ELISA par une intensité plus élevée, lorsque les ligands bispécifiques étaient incubés 

en présence de la fibre virale contenant un domaine K5-Coil. La constante de dissociation 

du complexe K4/E5, pour sa part, était représentée par des intensités plus faibles, suite à 

l’incubation des ligands bispécifiques en présence de la fibre possédant 4 répétitions. De 

plus, la valeur de dissociation pour le complexe K3/E5 qui est élevée (Kdis=7.0X10-6M) a 

été reflétée par l’incapacité à observer une augmentation d’intensité lors de l’essai ELISA 

avec la fibre possédant trois répétitions du K-Coil. La similarité de nos résultats avec ceux 

qui avaient été obtenus par SPR dans la littérature permet de supposer que l’interaction 

observée entre les deux partenaires est associée à la présence des domaines d’interaction. 

Pour confirmer cet effet, l’ajout d’un peptide K-Coil avait été utilisé, soit dans les essais 

ELISA, soit lors d’une expérience de changement de tropisme. Cette hypothèse a été 

validée  par l’observation d’une diminution d’intensité au niveau des ELISA (Figure 21), 

ou suite à une réduction de l’efficacité de transduction dans les essais de changement de 

tropisme (Figure 51).  

  

 Tel que suggéré par le groupe de Drier, l’association entre un ligand bispécifique et 

un vecteur adénoviral n’est pas toujours parfaite et est soumise aux forces d’interaction et 

aux conditions expérimentales (Dreier et al., 2011). En suivant cette hypothèse, la 

formation du complexe virus et ligands bispécifiques dépendrait de l’équilibre entre 

l’association et la dissociation des ligands bispécifiques et des fibres virales modifiées. 
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Cette hypothèse a été confirmée par l’analyse des résultats de changement de tropisme 

obtenu entre les A459tTA infectées avec le virus Ad5Tr5GFP Fibre K4m et les A549 

infectées avec le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm. Une élévation de 14 fois en présence 

d’une quantité similaire d’EGF-E5-Coil confirme l’importance de la force d’interaction 

dans le système. De manière à obtenir la meilleure infectivité pour chacun des modèles, 

nous avons donc varié les concentrations de ligands incubés avec le virus modifié dans les 

différents modèles, en prenant en considération le nombre de particules totales.  Ces 

résultats ont permis de constater qu’il fallait utiliser une quantité importante de ligands 

bispécifiques pour obtenir une augmentation significative de la transduction. La variation 

dépend possiblement de l’expression des récepteurs qui sont ciblés mais, également, des 

niveaux des intégrines exprimées à la surface des cellules. Étant donné que nous utilisons 

des quantités importantes de ligands, il est possible que les ligands non associés puissent 

affecter l’infectivité des particules virales. En effet, nous avons montré que l’utilisation 

d’une quantité trop importante de ligands bispécifiques diminuait la capacité à induire un 

changement de tropisme. La présence de ligands bispécifiques non associés pourrait donc 

lier les récepteurs membranaires et nuire à l’association des virus avec les cellules. Dans le 

cadre d’essai in vitro, évaluer la meilleure concentration utilisée est probablement plus 

important que l’élimination des particules non associées. En effet, l’élimination des 

particules pourrait favoriser la dissociation des ligands bispécifiques déjà associés.  Pour 

accroître l’efficacité de notre système, nous pourrions incorporer des cystéines dans les 

deux domaines d’interaction, de manière à permettre la formation de ponts disulfures. La 

formation d’un pont disulfure fixerait le ligand à la fibre, empêchant sa dissociation dans 

des conditions physiologiques.  L’avantage serait que nous pourrions éliminer les ligands 
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non-associés sans altérer ceux qui seraient fixés aux fibres virales. On peut supposer que 

l’absence de ligands non-associés augmenterait le nombre de récepteurs disponibles pour 

lier les virus associés aux ligands bispécifiques. De plus, l’ajout de cystéines ne devrait pas 

être problématique pour la formation de la fibre virale, car celle-ci est produite dans le 

cytoplasme des cellules. En effet, le cytoplasme est un environnement peu oxidatif qui ne 

favorise pas la formation de ponts disulfures (Korokhov et al., 2003). Par contre, cette 

approche pourrait complexifier la production de certains ligands qui requiert la formation 

de pont disulfure en transigeant dans le réticulum endoplasmique, comme pour l’IGF-E5.  

  

4.4 Induction d’un changement de tropisme 

 

 Plusieurs études ont montré le potentiel d’anticorps bispécifiques ou de scFv pour 

induire le changement de tropisme (Tanaka et al., 2006;Glasgow et al., 2009;Haisma et al., 

2000;Henning et al., 2005). Une autre étude a démontré que l’utilisation de l’AFAI permet 

d’induire un changement de tropisme chez l’adénovirus en incluant la séquence de celui-ci 

dans la séquence de la protéine IX. Le groupe de Poulin a obtenu un accroissement de 2 à 4 

fois dans des A549 (Poulin et al., 2010). Par contre, il a été démontré que l’AFAI était plus 

efficace lorsqu’il formait une structure pentamérique (Zhang et al., 2004). L’association 

avec la fibre pourrait donc permettre la formation d’un trimère et favoriser l’infectivité des 

particules virales. Nos résultats ont établi qu’il été possible de fusionner un domaine 

d’interaction protéique à un anticorps à un seul domaine, l’AFAI.  L’utilisation de l’AFAI-

E5-Coil, en association avec des virus modifiés, a permis d’accroître l’infectivité des 

particules de manière significative dans les A549. Par contre, même en utilisant différentes 
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concentrations d’AFAI-E5-Coil, une augmentation de 2 fois seulement a été obtenue.  Des 

essais dans les U87MG ont démontré la spécificité de l’AFAI en n’induisant aucune 

augmentation du changement de tropisme. Toutefois, plusieurs types tumoraux auraient une 

surexpression du CEACAM6 (Blumenthal et al., 2007), suggérant que l’AFAI pourrait 

favoriser le changement de tropisme dans d’autres modèles de tumeurs.    

 

 L’ajout de ligands bispécifiques provenant de cytokines a permis d’observer une 

augmentation de l’efficacité dans plusieurs lignées tumorales ou dans des cellules de 

muscles.  Nous avons démontré que l’efficacité de transduction pouvait être augmentée de 

2 fois et de 3 fois, dans les U87MG et les H59 respectivement, en utilisant l’IGF-E5. 

L’augmentation de 2 fois observée dans les U87MG est similaire à ce qui a déjà été observé 

dans la littérature avec un virus chimérique Ad5/35 (Hoffmann et al., 2007). Elle est moins 

importante, cependant, que dans certaines études utilisant l’IL-13 comme cible 

(augmentation de 12 fois) (Ulasov et al., 2007) ou d’autres couvrant le virus d’un polymère 

pour changer la voie d’internalisation (Sims et al., 2009). L’augmentation dans les cellules 

cancéreuses pulmonaires de Lewis n’avait pas encore été rapportée dans la littérature. En 

utilisant l’EGF-E5-Coil dans les U87MG-Wt, nous avons pu observer une augmentation de 

la transduction virale de 15 fois. Cette augmentation était plus importante que celle obtenue 

en utilisant le ligand bispécifique IGF-E5. L’EGF-E5-Coil serait plus intéressant à utiliser 

dans les modèles des tumeurs cervicales. De plus, cette augmentation est similaire à ce qui 

avait été obtenu dans la littérature avec un système différent ciblant l’EGF-R (Piao et al., 

2008). Au niveau des A549, une augmentation de 21 fois a été observée. L’augmentation 

est notable mais reste en-deçà des résultats rapportés dans la littérature, qui varient entre 40 
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et 100 fois (Piao et al., 2008;van Geer et al., 2009;Yao et al., 2009). Par contre, en voulant 

réduire le nombre d’étapes de purification, nous avons démontré que le His-Tag pouvait 

nuire à l’interaction entre le ligand bispécifique EGF-E5-Coil et le virus Ad5GFP Fibre 

HIK5 Dm (Figure 31). Le positionnement du His-Tag à l’extrémité N-Terminale pourrait 

causer de l’encombrement stérique ou interférer avec les charges électrostatiques 

essentielles à la formation du complexe E-Coil/K-Coil. Pour cette raison, il est préférable 

d’éliminer le domaine His-Tag du ligand EGF-E5-Coil.  Cela dit, dans l’IGF-E5 et dans 

l’AFAI-E5-Coil, le His-Tag se trouve entre le ligand et le domaine E-Coil en C-terminal. 

Comme pour l’EGF-E5-Coil, il est possible que le His-Tag puisse interférer avec le 

changement de tropisme et réduire son efficacité.  Par contre, la manière dont les ligands 

ont été construits ne nous permet pas d’éliminer le domaine His-Tag. Il serait profitable de 

valider l’importance d’un tel domaine en fonction de notre système de changement de 

tropisme. Par ailleurs, le récepteur à l’EGF a déjà été évalué comme cible pour induire un 

changement de tropisme dans le cadre de plusieurs tumeurs, dont celles de la vessie ou de 

l’ovaire (Kawashima et al., 2011;Morrison et al., 2009). Dans le but de vérifier si nous 

pouvions obtenir des meilleurs résultats dans des lignées cellulaires différentes, nous avons 

testé la possibilité d’accroître l’infectivité de particules dans des lignées ovariennes en 

utilisant l’EGF-E5-Coil. Le potentiel de l’IGF-E5 a aussi été mesuré dans le cadre des 

mêmes expériences. Pour l’IGF-E5 et l’EGF-E5-Coil, nous avons pu démontrer des 

augmentations respectives de 3.46 et 2.96 fois dans la lignée cancéreuse ovarienne TOV-

112D. Également, nous avons obtenu des augmentations resepctives de 7.82 et 3.45 fois 

dans les OV-90. Au vu de ces augmentations satisfaisantes avec chacun des deux ligands, la 

combinaison de ceux-ci pourrait être une avenue envisageable. Par contre, il est fort 
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probable que la compétition pour le K-Coil induise une réduction de l’efficatité maximale 

observé pour le meilleur des deux ligands. Certes, l’augmentation observée par l’utilisation 

de l’EGF-E5-Coil pour cibler l’EGF-R n’est pas aussi marquée que dans certaines études 

qui avaient observé des augmentations de 50 fois (Morrison et al., 2008a). Toutefois, 

l’utilisation de l’IGF-IR comme cible n’avait pas encore été étudiée dans des cancers de 

l’ovaire, ce qui souligne tout l’intérêt de ces résultats. En somme, l’utilisation de l’IGF-E5 

permet l’accroissement dans différents systèmes cellulaires, dont des lignées pulmonaires 

(H59) et ovariennes (TOV-112D et OV90). Sinon, l’interaction entre les domaines 

d’interaction a été confirmée en utilisant l’IGF-I recombinant de souris, ou encore de 

l’EGF, dans les expériences de changement de tropisme. En effet, l’ajout de l’IGF-I ou de 

l’EGF n’a pas augmenté de manière significative l’efficacité de transduction du virus 

modifié contrairement à celle de leurs ligands modifiés respectifs.  De plus, l’utilisation du 

virus Ad5GFP Fibre sauvage n’a pas entraîné d’augmentation dans aucune expérience suite 

à l’ajout de ligand modifié. Ces résultats permettent de conclure que la présence du 

domaine d’interaction est essentielle pour altérer le tropisme des particules virales.  

 

 Des augmentations significatives ont été mesurées dans des myoblastes de souris 

(C2C12), de même que dans les myotubes provenant de la différenciation des C2C12. Ces 

résultats sont importants, car les cellules musculaires sont des cellules difficiles à transduire 

avec l’adénovirus, comme nous l’avons montré en mesurant l’infectivité dans les deux 

modèles à différentes MOI (Figures 48 et 54). La difficulté à infecter est associée 

généralement aux faibles niveaux d’expression du CAR (Nalbantoglu et al., 1999;Cao et 

al., 2001). L’augmentation d’infectivité, de 18 fois dans les myoblastes et de 3.2 fois dans 



 

 

228

les myotubes, a montré qu’il pouvait s’agir d’une approche pertinente pour cibler les 

muscles. De plus, nos résultats sont équivalents à ceux de plusieurs essais rapportés dans la 

littérature (Menezes et al., 2006;Ghosh and Barry, 2005;Bramson et al., 2004). 

Étrangement, le virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm avait une meilleure capacité à infecter les 

myotubes contrairement à un virus Ad5GFP Fibre sauvage (Figure 53). En effet, 

l’utilisation d’une MOI équivalente avec les deux virus purifiés et titrés de la même 

manière permettait d’observer une plus grande expression de la GFP : de 4.9 fois dans le 

cas du virus Ad5GFP Fibre HIK5 Dm. Il est possible que l’association avec l’iodixanol, 

favorisée par le gain de stabilité au niveau des virus modifiés, permette l’interaction avec 

différentes composantes de la membrane cellulaire, favorisant du même coup l’interaction 

avec les intégrines. 

  

 Dans l’étude du changement de tropisme, l’abolition du tropisme naturel est 

nécessaire pour accroître la sélectivité des vecteurs. Différentes approches peuvent être 

utilisées pour éliminer le tropisme naturel des adénovirus.  Il est possible, par exemple, 

d’utiliser des polymères qui pourront réduire l’interaction non seulement avec le CAR mais 

aussi avec les intégrines ou avec certaines composantes sanguines, dont le facteur sanguin 

X. En outre, plusieurs approches utilisent des anticorps bispécifiques pour permettre de 

reconnaître le bouton de la fibre, puis le récepteur ciblé. Cela inhibe l’interaction via 

l’encombrement stérique causé par le positionnement de l’anticorps sur le bouton. Ces 

méthodes sont efficaces mais la taille finale des particules virales qui sont formées peut 

devenir problématique au point de vue de la biodistribution dans des modèles de tumeurs. 

Effectivement, à cause de la petite taille des ligands choisis (en dessous de 20 kDa), il est 
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possible que ceux-ci n’induisent pas un encombrement stérique suffisant pour réduire 

l’interaction avec le CAR. Pour réduire l’interaction avec le CAR chez nos virus, nous nous 

sommes plutôt dirigés vers une approche qui consiste à effectuer des mutations sur des 

acides aminés précis dans le domaine AB essentiel à l’interaction avec le CAR (Kirby et 

al., 2000). Les mutations sélectionnées ont comme effet de reduire la force d’interaction en 

altérant les charges électrostatiques présentes.  Comme pour l’introduction de certains 

domaines K-Coil dans la fibre virale, l’ajout des mutations n’a pas eu d’impact sur 

l’expression des fibres ou sur la capacité à trimériser.  Dans nos expériences, nous avons 

montré que l’abolition du domaine AB diminuait l’efficacité d’infection en réduisant le 

nombre de cellules infectées. Nous avons pu observer dans les A549 que, suite à la 

diminution induite par les mutations, il était possible de dépasser le niveau d’expression du 

virus arborant une fibre sauvage.  

  

4.5 Analyse des infections dans les muscles de souris nouveau-nées MDX 

 

 Ayant montré que les C2C12 pouvaient être transduites plus efficacement en 

utilisant l’IGF-E5, il devenait intéressant de déterminer si les fibres musculaires pouvaient 

être transduites in vivo. En plus, les images d’immunofluorescence indirecte sur lame 

confirmaient que le récepteur à l’IGF-I était exprimé dans plusieurs fibres au travers des 

muscles d’une souris nouveau-née (Figure 56). Ces observations sont d’ailleurs supportées 

par l’immunobuvardage de type Western contre la portion β du récepteur. Nos résultats 

sont donc similaires à ce qui avait été rapporté dans la littérature, en relation avec 

l’expression du récepteur à l’IGF-I dans les fibres musculaires (Rauch and Loughna, 2005). 
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L’analyse des résultats d’immunobuvardage obtenus après l’injection des tibialis antérieurs 

de souriceaux MDX de 10 jours permettait de conclure que l’IGF-E5 pouvait induire une 

élévation significative des niveaux de transduction de 1.69 fois. La confirmation du nombre 

de particules virales dans chacun des muscles va dans la même direction que les 

immunobuvardages; la tendance des valeurs suggère une augmentation de l’efficacité de 

transduction. Par contre, ces résultats sont plus faibles que l’augmentation  de 3.2 qui avait 

été produite auparavant dans le cadre des essais in vitro dans les myotubes provenant de 

C2C12. Il n’y a là rien de surprenant, puisqu’une réduction de l’infectivité est généralement 

observé dans la littérature entre les essais in vitro et ceux produits in vivo (Menezes et al., 

2006). Cette variation pourrait être attribuée à une perte d’efficacité du ligand IGF-E5, car 

certaines protéines requièrent des conditions particulières d’entreposage (Bhatnagar et al., 

2007;Meyer et al., 2002).  Étant donné que l’impact de notre tampon n’a pas été évalué sur 

la stabilité de l’IGF-E5, on peut suggérer que l’IGF-E5 a perdu sa capacité à lier 

correctement le récepteur à l’IGF-I. La perte d’activité de l’IGF-E5 pourrait expliquer 

l’importance des variations dans les essais de changement de tropisme effectués dans les 

myotubes de souris. De plus, il est possible que la quantité de virus injectée ait été trop 

faible. L’infection à l’aide de virus dans un modèle animal requiert une concentration 

minimale, sinon les virus sont éliminés, soit par le système immunitaire de l’animal, soit 

suite à l’infection d’autres types cellulaires (Bristol et al., 2000). Mais encore, les muscles 

expriment certains membres de la famille des IGFBP, dont l’IGFBP5, qui peuvent interagir 

avec l’IGF-I et réduire la différentiation des muscles (Mukherjee et al., 2008). En fait, la 

présence de cette protéine pourrait avoir un impact sur l’efficacité de transduction, car la 

force d’interaction entre l’IGF et les IGFBP est équivalente à celle entre l’IGF-I et son 
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récepteur (Dupont and LeRoith, 2001). Par contre, l’IGF-I a été associé avec la 

régénération des muscles, suite à des exercices ou à certains stress (Philippou et al., 2007).  

L’utilisation de l’IGF-E5 pourrait favoriser la fusion des cellules satellites avec les fibres 

musculaires après leur transduction. En effet, les images d’immunofluorescence suggèrent 

qu’il y aurait des cellules dont les niveaux d’expression du récepteur à l’IGF-I seraient 

significatifs entre les différentes fibres musculaires. Sans la présence de marqueurs 

spécifiques, il est impossible de déterminer avec précision la nature de ces cellules.  On 

peut alors supposer que ces cellules sont des cellules satellites, les précurseurs des fibres 

musculaires (Fukada et al., 2007). Toutefois, il est aussi possible que ces cellules soient des 

macrophages ou des lymphocytes, car il a été montré que ces cellules sont retrouvées en 

plus grand nombre dans les muscles des souris MDX (Hartigan-O'Connor et al., 

2001;Eghtesad et al., 2011). Quoiqu’il en soit, il serait envisageable de cibler 

spécifiquement les cellules satellites, permettant ainsi aux gènes d’être transférés dans les 

fibres musculaires, suite à la différenciation des cellules satellites. Cette hypothèse peut être 

supportée, non seulement par l’importace de l’expression du récepteur à l’IGF-I dans la 

différentiation des myoblastes (Kim et al., 2005), mais aussi en fonction des niveaux 

d’expression mesurés dans les myoblastes en culture (figure 43). Il est tout de même 

possible que les niveaux du récepteur à l’IGF-I dans les cellules satellites ne soient pas 

élevés, étant donné qu’il n’y a pas eu d’observation faite à cet égard à ce jour. 
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5 Conclusions 
 
 
 

 L’utilisation des vecteurs adénoviraux a été amplement étudiée, avec pour 

perspective de permettre le transfert de gènes dans le cadre de différentes maladies. Les 

limitations physiques, dont la distribution des particules virales dans les tissus injectés ou 

les faibles niveaux d’infectivité à cause de l’absence du CAR, ont mené plusieurs groupes à 

chercher des alternatives pour améliorer l’efficacité des adénovirus. L’étude dont cette 

thèse a fait l’objet a permis de démontrer que l’incorporation du domaine d’interaction 

protéique K-Coil au niveau de la fibre virale pouvait altérer le tropisme des particules 

Ad5GFP Fibre HIK5 Dm, suite à l’association avec un peptide contenant l’E-Coil. 

L’infectivité de l’Ad5GFP Fibre HIK5 Dm a donc pu être augmenté avec différents ligands 

et ce, dans différents modèles tumoraux, démontrant à la fois la flexibilité, la 

reproductibilité et la robustesse de notre système. La modification dans le domaine AB a, 

de plus, permis de réduire l’infectivité dans des cellules qui exprimaient le CAR, 

permettant ainsi d’accroître la spécificité de notre système. Enfin, l’obtention d’une 

infectivité plus importante que celle observée avec un virus arborant une fibre sauvage rend 

le système davantage pertinent. Toutefois, le changement de tropisme doit encore être 

évalué, dans le cadre d’essais in vivo, dans des masses tumorales produites suite à 

l’implantation de cellules tumorales dans des souris immunosupprimées SCID. L’étape 

subséquente, si le système permet d’infecter un plus grand nombre de cellules tumorales in 

vivo, sera alors d’inclure la fibre modifiée dans un virus encodant un gène suicide.  
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 Bien sûr, plusieurs autres approches peuvent être envisagées pour accroître 

l’infectivité des particules virales.  L’incorporation de cystéines dans le domaine K-Coil et 

dans l’E-Coil, notamment, pourrait inhiber la dissociation entre le virus et le ligand 

bispécifique par la formation de ponts disulfures. Cela permettrait l’élimination des 

particules non associées qui peuvent avoir un impact sur le changement de tropisme. 

L’utilisation de l’AFAI-E5-Coil, également, a permis de déterminer que la fusion avec le 

E5-Coil était possible et que ce ligand bispécifique permettait d’accroître l’infectivité des 

virus modifiés. Nous pourrions donc utiliser d’autres anticorps à un seul domaine contre 

d’autres récepteurs, dont l’IGF-IR ou l’EGF-R. 

 

 L’association de l’IGF-E5 a aussi permis d’augmenter l’infectivité des virus 

Ad5GFP Fibre HIK5 Dm dans les fibres musculaires chez des souris MDX nouveau-nées. 

L’augmentation de 1,69 fois démontre la possibilité de changer le tropisme de notre virus 

Ad5GFP Fibre HIK5 Dm dans un contexte in vivo. Pour améliorer ce résultat, l’infection 

des muscles avec un plus grand nombre de particules infectieuses aiderait à l’évaluation des 

niveaux d’infectivité, en augmentant le nombre et l’intensité de fibres positives pour la 

GFP. En outre, modifier la cassette d’expression de sorte qu’elle encode la β-galactosidase 

serait une autre alternative : cette procédure favoriserait la validation du changement de 

tropisme dans les muscles de souris MDX, car cette enzyme est plus facile à mesurer in 

vivo que la GFP. Finalement, étant donné qu’il est relativement facile d’infecter des fibres 

musculaires chez les souris nouveau-nées, on pourrait procéder à l’évaluation de l’efficacité 

dans des muscles de souris adultes. Ceci étant dit, l’augmentation de 18 fois dans les 

myoblastes soulève l’éventualité de pouvoir cibler les cellules satellites. Pour vérifier cette 
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hypothèse, il faudrait analyser les muscles infectés avec les différents vecteurs viraux en 

utilisant des marqueurs spécifiques pour les cellules satellites, comme la MyoD ou le Myf5, 

afin de discerner les cellules satellites des fibres musculaires. Les marqueurs spécifiques 

nous permettraient de dénombrer le nombre de cellules satellites infectées dans les sections 

de muscles. Pour ce faire, il faudrait prendre en considération les cellules positives pour les 

marqueurs et qui expriment le transgène provenant des virus utilisés.  

 

     La production des particules n’a pas été aussi simple que ce qui avait été planifié 

initialement. Il avait été montré que l’ajout des modifications dans la boucle HI ou dans la 

portion C-terminale pouvait permettre la formation de particules virales à des niveaux 

équivalents à ceux d’un virus avec une fibre sauvage. Pourtant, les modifications que nous 

avons effectuées dans la fibre virale ont entraîné une perte d’expression de différentes 

fibres, induit une réduction de l’infectivité, ou occasionné la formation d’agrégats lors des 

purifications. Néanmoins, l’accroissement de l’infectivité virale observée en utilisant notre 

système pourrait aisément compenser la perte de production, en requérant moins de 

particules infectieuses pour obtenir un nombre de cellules infectées similaires. Ainsi, 

l’utilisation de l’iodixanol, un composé non ionique, a permis de réduire l’impact des 

modifications induites sur les particules virales et a permis d’augmenter le nombre de 

particules infectieuses. La résolution de ce problème a donc permis la production de 

préparations virales concentrées. Par contre, la présence de l’iodixanol dans les solutions 

virales interférait avec le changement de tropisme en empêchant l’interaction entre les 

ligands bispécifiques et les virus modifiés. La dialyse des préparations virales a permis 

d’éliminer la présence de l’iodixanol et de restaurer l’efficacité du système de changement 
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de tropisme. En dernier lieu, donc, l’internalisation des particules virales pourrait être 

étudiée pour mieux comprendre l’impact des mutations sur la fibre et des voies utilisées 

lors de l’induction d’un changement de tropisme.   

 

 En résumé, notre approche permet de changer le tropisme de l’adénovirus vers 

différents récepteurs tout en réduisant l’infectivité dans des cellules exprimant le CAR. Le 

système de changement de tropisme utilisant les domaines d’interaction synthétique K-

Coil/E-Coil est fonctionnel in vivo.  L’incorporation des fibres modifiées avec le domaine 

K-Coil pourrait certainement augmenter le potentiel thérapeutique d’une approche utilisant 

les gènes suicides, ou encore améliorer le transfert de gène dans les muscles. 
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ANNEXE I : Plasmides, virus et lignées cellulaires utilisés                             

dans cette thèse 

 

 
Plasmides 

 
Provenance 

 
 

pCDNA3-K5-Coil 
 

pCMV-FB-GFPq 
pCMV-FB4 

pCMV-FBK4m 
pCMV-FB5 
pE4-FK4m 
pE4-HIK5 

pCMV-FBTGFα 
pCMV-FBHIK5 
pE4-HIK5Dm 

pAdeasy-1 
pAdeasy ΔFibre  

pAdenovator-CMVGFP 
pAdeasy-ΔFibre-CMVGFP 

pAdeasy-HIK5Dm-CMVGFP 
pSPORT6.0 
pMPGB43k 
pMPG-IGF-I 

pMPG-IGF-E5 
pEZZ18-EGF 

 
pcDNA3-E5-Coil 

pGEMT-EGF 
pGEMT-E5-Coil 

pET32c 
pET32c-E5-Coil-EGF 

pSJF2 
 

pSJF2-AFAI-E5-Coil 
 

 
Fourni par le groupe du Dr O’Connor (Institut de recherche en 

biotechnologie, Montréal) 
Produit dans le laboratoire (Zeng et al., 2008) 
Produit dans le laboratoire (Zeng et al., 2008) 
Produit dans le laboratoire (Zeng et al., 2008) 
Produit dans le laboratoire (Zeng et al., 2008) 
Produit dans le laboratoire (Zeng et al., 2008) 

Fait dans le cadre de cette thèse 
Produit dans le laboratoire  (non publié) 

Fait dans le cadre de cette thèse 
Fait dans le cadre de cette thèse 

Acheter de qbiogene 
Produit dans le laboratoire (non publié) 
Produit dans le laboratoire (non publié) 
Produit dans le laboratoire (non publié) 

Fait dans le cadre de cette thèse 
Obtenu de l’ATCC (GenBank ID : BC012409) 

Produit dans le laboratoire (Mercille et al., 1999) 
Fait dans le cadre de cette thèse (Caron et al., 2009) 
Fait dans le cadre de cette thèse (Caron et al., 2009) 

Obtenu du groupe du Dr E.J.J. van Zoelen (Université de 
Nijmegen, Nouvelle Zélande) 

Produit dans le laboratoire du Dr O’Connor  (Le et al., 2009) 
Produit dans le laboratoire du Dr O’Connor (Le et al., 2009)  
Produit dans le laboratoire du Dr O’Connor (Le et al., 2009) 
Produit dans le laboratoire du Dr O’Connor (Le et al., 2009) 
Produit dans le laboratoire du Dr O’Connor (Le et al., 2009) 
Produit dans le laboratoire du Dr MacKenzie (Tanha et al., 

2003)  
Produit dans le laboratoire du Dr MacKenzie  (non publié) 
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Virus  
Provenance 

 
 

Ad5CBLacZ Fibre sauvage 
Ad5GFP Fibre sauvage 
Ad5Tr5GFP Fibre k4m 

Ad5GFP Fibre HIK5 Wt 
Ad5GFP Fibre HIK5 Dm 

 

 
Disponible dans le laboratoire 
Disponible dans le laboratoire 

Disponible dans le laboratoire (Zeng et al., 2008) 
Fait dans le cadre de cette thèse 
Fait dans le cadre de cette thèse 

 

 
Lignées cellulaires 

 
Provenance 

 
 

293A 
293E 
293F 

CHO-IGF-E5 Clone 4B4 
CHO-IGF-E5 Clone L 

A549 
A549tTA 
U87MG 

 
U87MG-Wt 

 
HeLa 
H59 

 
TOV-112D 

OV-90 
C2C12 

 

 
Disponible dans le laboratoire (Graham et al., 1977) 

Produit dans le laboratoire (Zeng et al., 2008) 
Disponible dans le laboratoire (Invitrogen, Carlsbad, CA) 

Fait dans le cadre de la thèse (Caron et al., 2009) 
Fait dans le cadre de la thèse (Caron et al., 2009) 
Disponible dans le laboratoire (Giard et al., 1973) 
Produit dans le laboratoire (Massie et al., 1998a) 

Fourni par le groupe du Dr Moreno (Institut des sciences 
biologique, Ottawa) 

Fourni par le groupe du Dr O’Connor  (Institut de recherche en 
biotechnologie, Montréal) 

Disponible dans le laboratoire (Jones, Jr. et al., 1971) 
Fourni par le groupe du Dr Brodt (Université McGill 

Montréal) 
Disponible dans le laboratoire (Provencher et al., 2000) 
Disponible dans le laboratoire (Provencher et al., 2000) 
Disponible dans le laboratoire (Yaffe and Saxel, 1977) 
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