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TIRAP   toll-interleukin 1 receptor domain-containing adapter 

protein 

TLR      toll-like receptors 

TNF      tumor necrosis factor 

TRADD     TNFR-1-associated death domain  
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TRAF      TNF receptor associated factor 

TRAM     TRIF-related adaptor molecule  

TRIF      TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β  

VIH     virus de l’immunodéficience humaine 

WTA      wall teichoic acids  

ZBP1      Z-DNA binding protein 1  
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AVANT-PROPOS 
 
Les 20 dernières années ont été le théâtre d’une révolution de nos connaissances 
dans le domaine de l’immunologie, notamment dans la compréhension des cellules, 
récepteurs, et molécules qui contribuent à la réponse immunitaire innée. Elles ont 
également changé notre vision sur l’action du système immunitaire inné dans 
l’induction d’une réponse immunitaire adaptative protectrice. De plus avec 
l’achèvement en 2003 du Projet Génome Humain, le plus grand projet collaboratif 
international dans le domaine de la biologie, le développement des biothérapies a 
connu un essor sans précédent afin d’apporter des solutions à de nombreux défis en 
santé humaine et animale dans le but de lutter contre des maladies héréditaires ou 
acquises.  
 
Basées sur l’utilisation de macromolécules issues du vivant, les biothérapies 
regroupent un champ vaste d’applications thérapeutiques comme la thérapie génique, 
les thérapies cellulaires et tissulaires, et l’immunothérapie. Parmi les différentes 
approches développées, la délivrance de molécules thérapeutiques sous forme 
d’acides nucléiques revêt un intérêt tout particulier. En effet, la technologie du transfert 
de gènes permet soit de réparer des cellules défectueuses en leur apportant une copie 
du gène sain, soit d’activer le système immunitaire par l’expression d’un antigène 
d’intérêt thérapeutique. Néanmoins, malgré le développement de nombreux outils de 
thérapie génique ou d’immunothérapie, peu d’applications thérapeutiques ont 
actuellement vu le jour à cause de nombreuses limitations, mettant ainsi en évidence 
la nécessité d’optimiser les stratégies actuelles et de développer de nouvelles 
alternatives. 
 
L’équipe dirigée par Bruno PITARD, au sein de laquelle j’ai effectué ces trois années 
de thèse, travaille sur le développement de nouveaux vecteurs synthétiques pour le 
transport d’acides nucléiques afin d’améliorer leurs délivrances et leurs expressions 
au sein des cellules (pour la thérapie génique), mais également afin de stimuler 
efficacement le système immunitaire dans le cadre de la vaccination à ADN. Dès lors, 
mon travail de thèse a tout d’abord consisté à comprendre les mécanismes 
immunologiques engagés par une formulation vaccinale composée d’un copolymère à 
blocs amphiphile formulé avec de l’ADN, lui conférant la capacité d’induire une forte et 
protectrice réponse immunitaire dans différents protocoles d’immunothérapie. La 
seconde partie de ma thèse a été consacrée à l’étude de l’influence de la structure des 
lipides cationiques sur la stimulation de la réponse immunitaire et les voies de 
signalisation engagées afin de développer de nouveaux adjuvants prometteurs pour 
l’immunothérapie. Enfin, la dernière partie de mon travail a consisté à l’étude de 
l’influence de l’assemblage supramoléculaire des lipoplexes sur l’efficacité de 
transfection, afin de développer un vecteur universel pour la délivrance de différentes 
classes d’acides nucléiques au sein de différents types cellulaires. 
 
 
  



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GENERALITES  



GENERALITES 

 16 

GENERALITES 
 
 

Partie 1 : La réponse immunitaire innée 
 
 

1. Le système immunitaire inné et la vaccination 
 
Le système immunitaire inné constitue la première ligne de défense d’un organisme 
contre les agents pathogènes et les éléments étrangers ayant réussis à passer les 
barrières physiques et physiologiques. Il se caractérise par 2 fonctions majeures :  

- La reconnaissance des agents infectieux de manière non-spécifique, 
discriminant les éléments du soi et du non-soi.  

- La destruction des envahisseurs par la mise en place d’un large éventail de 
réponses immunitaires. 

 
La détection des agents pathogènes passe par l’intermédiaire de récepteurs de 
reconnaissance de motifs moléculaires ou PRRs (Janeway, 1989) qui sont exprimés 
de manière constitutive par les cellules immunitaires de notre organisme comme les 
cellules dendritiques, les macrophages ou les neutrophiles (Kawai and Akira, 2010). 
Ces PRRs vont reconnaître des motifs moléculaires associés aux pathogènes 
(PAMPs), qui sont très conservés entre les groupes de pathogènes et essentiels à leur 
cycle de vie, ou bien des motifs moléculaires associés aux dégâts (DAMPs) qui sont 
libérés lors de dommages cellulaires ou tissulaires suite à une infection ou à une 
inflammation. La reconnaissance des PAMPs et DAMPs par les PRRs va permettre 
une induction rapide de la réponse immunitaire innée par l’organisme grâce à 
l’activation de nombreuses voies de signalisation complexes aboutissant à la mise en 
place d’une réponse pro-inflammatoire protectrice médiée par de nombreuses 
cytokines et chémokines facilitant l’élimination du pathogène. 
 
Caractérisée par sa vitesse de mise en place permettant le développement d’une 

protection rapide (dès les premières minutes après l’infection par un pathogène), la 

réponse immunitaire innée décline néanmoins rapidement via de nombreux 

mécanismes de rétrocontrôles négatifs. Cela permet notamment de limiter les 

dommages tissulaires qui pourraient être engendrés à cause de ses mécanismes 

effecteurs non-spécifiques. De plus, la réponse immunitaire innée n’est pas douée 

d’une mémoire immunologique, l’empêchant donc d’être plus rapide ou plus efficace 

lors d’un second contacte avec un même agent pathogène. Ainsi, afin d’engendrer une 

réponse protectrice sur le long terme contre les pathogènes, la réponse immunitaire 

innée va permettre l’activation de la deuxième ligne de défense : le système 

immunitaire adaptatif. Bien souvent décrit comme 2 systèmes distincts, il faut plutôt 

les considérer comme 2 entités collaborant étroitement et se superposant. En effet, Il 

est à présent avéré que la bonne stimulation du système immunitaire inné est un 

facteur indispensable à la génération d’une réponse immunitaire adaptative protectrice 

et durable dans le cadre de la vaccination. Ce sont notamment les cellules 

présentatrices de l’antigène « professionnelles » (CPAs) appartenant à la réponse 

immunitaire innée qui vont permettre l’activation de la réponse immunitaire adaptative 
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via la présentation d’antigènes. De même, le système immunitaire adaptatif possède 

de nombreuses cellules exprimant des récepteurs de reconnaissance de la réponse 

immunitaire innée, et utilise en tant qu’effecteurs finaux de nombreuses cellules et 

molécules appartenant à la réponse immunitaire innée (Figure 1). 

 
 

Figure 1 ; Initiation de la réponse immunitaire. Au cours de la vaccination, (1) les PAMPs des agents pathogènes 

ou les Ag vaccinaux vont pouvoir être reconnus par les cellules immunitaires résidentes ou certaines cellules non-
immunitaires, ce qui va engendrer la production de cytokines et de chémokines. (2) Certaines cellules immunitaires, 
les cellules présentatrices de l’antigène (CPAs) vont pouvoir suite à la reconnaissance de leur Ag, s’activer, migrer 
dans les ganglions lymphatiques, et aller stimuler les cellules de la réponse immunitaire adaptative. (3) Lors de la 
reconnaissance de l’Ag, les cellules immunitaires adaptatives vont alors pouvoir s’activer et commencer leur 
expansion clonale. (4) L’interaction entre les Lymphocytes T helpers et les lymphocytes B permet l’activation des 
lymphocytes B, leur expansion et leur conversion en plasmocytes afin de pouvoir sécréter des anticorps 
spécifiques. (5) Les cellules dendritiques peuvent également activer directement les lymphocytes T CD8 pour les 
éduquer et leur permettre de devenir des lymphocytes T cytotoxiques (LTc), ou bien (6) sécréter des facteurs 
solubles qui vont supprimer l’effet immunosuppresseur des lymphocytes T régulateur CD25+. Une partie des 
cellules de la réponse immunitaire adaptative vont également se transformer en cellules mémoires, et permettre 
lors d’une seconde rencontre d’induire une réponse immunitaire plus rapide et plus efficace (d'après Pashine et al., 
2005). 

 

Le rôle des CPA apparaît ainsi crucial afin d’induire une réponse immunitaire efficace 

dans le cadre de protocoles vaccinaux. En effet, même si toutes les cellules nucléées 

de l’organisme sont capables de présenter des antigènes intracellulaires grâce aux 

molécules de CMH de type I (« complexe majeure d’histocompatibilité de type I ») 

qu’elles expriment à leur surface, seulement les CPAs peuvent reconnaître les 

antigènes extracellulaires, mais également migrer au sein des ganglions lymphatiques 

afin d’activer les cellules de l’immunité adaptative. Parmi elles, deux populations 

cellulaires sont d’une importance toute particulière : 
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- Les cellules dendritiques qui sont reconnues comme étant les cellules clefs 

dans la réponse immunitaire innée mais également dans l’initiation de la 

réponse immunitaire adaptative. Elles sont Issues de la famille des monocytes 

et sont présentes dans un état immature au sein des tissus périphériques 

exposés à l’environnement extérieur (tels que la peau, les poumons ou 

l’intestin). Lors de la reconnaissance  d’antigènes et de pathogènes par 

l’intermédiaire d’un large panel de PRRs (Cerboni et al., 2013), elles vont être 

capables de les capturer par phagocytose ou endocytose, et de les présenter à 

leur surface sous formes de peptides associés aux molécules de CMH de 

classe I ou II. Cela va induire leur maturation, leur migration en direction des 

organes lymphoïdes secondaires, l’augmentation de  l’expression de leurs 

molécules de CMH, ainsi que la surexpression de leurs molécules de co-

stimulation (B7-1 et B7-2) afin de permettre l’activation des lymphocytes T en 

cellules effectrices ou mémoires dans le but de lutter efficacement contre les 

infections en cours ou à venir (Figure 2) (van den Boorn et al., 2012). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Initiation de la réponse immunitaire adaptative par les CPAs. Les cellules présentatrices de 

l’antigène (comme les cellules dendritiques) résident au niveau des tissus périphériques exposés à l’environnement 
extérieur afin de détecter la présence de constituants issus de pathogènes ou bien d’agents vaccinaux (1), ainsi 
que des débris de cellules stressées ou mourantes (2). Lors de leur activation, les cellules dendritiques vont pouvoir 
migrer dans les nœuds lymphatiques (3) où elles vont acquérir un phénotype fortement immunoimmunostimulateur 
et procéder à la dégradation des antigènes en peptides afin de les présenter sur leur CMH de classe I ou II. (4) Les 
cellules dendritiques vont pouvoir activer les LTh (Lymphocytes T helper) en leur présentant les antigènes via leur 
CMH de classe II. (5) Les LTh activés vont pouvoir proliférer et aider à la maturation des lymphocytes B en 
plasmocytes afin qu’ils puissent sécréter des anticorps spécifiques (6). (7) De manière simultané, ses cellules 
dendritiques peuvent également activer les lymphocytes T CD8+ en leur présentant les antigènes via le CMH de 
classe I, ce qui va permettre leur prolifération (8), leur migration vers le site infecté, et leur différenciation en LTc 
(van den Boorn et al., 2012). 
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- Les macrophages, également des cellules appartenant à la famille des 

monocytes. Ils peuvent être issus de la différenciation de monocytes recrutés 

sur le site de l’infection, ou de monocyte « résidents » car présents à des 

endroits spécifiques de l’organisme susceptibles aux infections (foie, 

poumon…) ou stratégiques (rate…) pour pouvoir se déployer rapidement en 

cas d’infections par des agents pathogènes (Ginhoux and Jung, 2014). Les 

macrophages vont pouvoir reconnaître les PAMPs, DAMPs et les antigènes via 

leurs PRRs afin d’aider à la suppression des agents infectieux et des cellules 

endommagées ou mortes. Cela va s’effectuer grâce au phénomène de 

phagocytoses ainsi que la sécrétion de cytokines et chémokines permettant le 

recrutement de nouvelles cellules immunitaires. Contrairement aux cellules 

dendritiques, les macrophages vont devoir être préalablement activés par la 

présence de produits bactériens (comme le LPS) ou la sécrétion d’IFNγ (par les 

lymphocytes T) pour exprimer à la fois le CMH de classe II leur permettant de 

présenter les antigènes aux cellules du système immunitaire adaptatif, mais 

également leurs molécules de co-stimulation B7. Cela fait, ils vont pouvoir à leur 

tour stimuler les lymphocytes T effecteurs et mémoires.  
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2. Les récepteurs de l’immunité innée ou PRRs 
 
La plupart des récepteurs de l’immunité innée découverts et caractérisés peuvent être 

classés en 5 grandes familles en fonction des homologies entre leurs domaines 

protéiques. On distingue généralement les TLRs (« Toll-like receptors »), les CLRs 

(« C-type lectin receptors »), les NLRs (« NOD-Like receptors »), les RLRs (« RIG-Like 

receptors ») et les CDS (« cytosolic DNA sensors »).  

 

De plus, en fonction de leur localisation cellulaire, ces familles peuvent elles-mêmes 

être regroupées en deux catégories : 

- Les récepteurs membranaires (TLRs et CLRs) localisés au niveau de la 

membrane plasmique des cellules ou bien dans la membrane des endosomes. 

Ils vont reconnaître respectivement la présence de ligands microbiens dans 

l’espace extracellulaire ou dans le compartiment endosomal. 

- Les récepteurs intracytoplasmiques (NLRs, RLRs et CDS) qui vont reconnaître 

la présence de pathogènes intracellulaires. 

Cette compartimentation des récepteurs joue un rôle majeur dans le développement 

de la réponse immunitaire. Tout d’abord, elle évite une activation des PRRs par des 

molécules du soi partagées avec les agents pathogènes (comme les acides 

nucléiques) et ainsi prévient une réponse auto-immune. De plus, en fonction de la 

localisation du récepteur (Cytoplasmique ou membranaire), des voies de signalisation 

différentes vont être mises en place. 

 

Un des composants majeurs de la réponse immunitaire induite par les PRRs est 

l’activation de facteurs de transcription, qui vont induire la production de messagers 

chimiques essentiels à l’initiation d’une immunité innée et adaptative : Les cytokines 

pro-inflammatoires et les interférons (IFNs) de type 1. De plus, les PRRs vont 

également initier des mécanismes non-transcriptionnels tels que l’induction de la 

phagocytose, de l’autophagie, de la mort cellulaire et la maturation de certaines 

cytokines par l’intermédiaire de voies de transduction étroitement contrôlées. 
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2.1. Les récepteurs membranaires 
 
 

2.1.1 Les récepteurs Toll-like (TLRs) 
 

2.1.1.1 Structure 
 
Les TLRs sont actuellement les récepteurs les plus étudiés, les mieux caractérisés, et 

sont considérés comme étant les premiers détecteurs des agents pathogènes au cours 

d’une infection. Ce sont des récepteurs de signalisation membranaires, présents au 

sein des cellules de l’immunité innée, de l’immunité adaptative, mais également chez 

les  cellules non-immunitaires. Cette famille de récepteur comporte 13 membres, 10 

chez l’Homme (TLR1-TLR10) et 12 chez la souris (TLR1-TLR9 et TLR11-13), qui sont 

localisés : 

- Soit au niveau de la membrane plasmique des cellules pour les TLR1, 2, 4, 5, 

6 et 10, afin de reconnaître des PAMPs dérivés de bactéries, champignons, ou 

protozoaires. 

- Soit au niveau de la membrane endosomale pour les TLR3, 7, 8, 9, 11 et 13, 

afin de détecter des PAMPs dérivés de nombreux virus et bactéries sous forme 

d’acides nucléiques (Kawai and Akira, 2010).  

 

D’un point de vue structural, les TLRs sont des glycoprotéines de type 1 membranaires 

constituées : d’un domaine extracellulaire LRR (« Leucine-Rich Repeat ») comportant 

19 à 25 copies en tandem de motifs riches en leucine permettant la reconnaissance 

des PAMPs, d’un domaine transmembranaire, et d’un domaine cytoplasmique TIR 

(« Toll/IL-1 Receptor ») très conservé, composé d’environ 200 acides aminés et 

comprenant 3 boîtes essentielles pour la mise en place de la signalisation intra-

cytoplasmique (Figure 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 3 : Structure des TLRs. Le domaine extracellulaire LRR comporte 19 à 25 copies en tandem de motifs 

riches en leucine, composés chacun de 24 à 29 acides aminés. Le domaine intracellulaire TIR est caractérisé par 
la présence de 3 régions extrêmement conservées (aussi appelé les boîtes 1, 2 et 3) essentielles pour la 
signalisation (modifiée d’après Akira and Takeda, 2004).  
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2.1.1.2. Signalisation 
 
Lors de l’interaction avec leurs ligands via leurs domaines LRRs extracellulaires, les 

TLRs vont s’associer en homo- ou en hétérodimères, permettant le recrutement de 

différentes molécules adaptatrices contenant un domaine TIR : 

- MyD88 (« Myeloid differentiation primary response gene 88 ») 

- TRIF (« TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β ») 

- TIRAP (« Toll-interleukin 1 receptor domain-containing adapter protein ») 

- TRAM (« TRIF-related adaptor molecule »).  

 

Le recrutement de ces différentes protéines va permettre l’activation de nombreux 
facteurs de transcription comme NFκB (« nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 

activated B cell ») et les IRFs (« Interferon regulatory factors »), l’activation de la voie 

des MAPKs (« mithogen-activated protein kinases »), et ainsi permettre la production 
de cytokines pro-inflammatoires, de chémokines, d’interférons de type 1 et de 
molécules de co-stimulation (Akira et al., 2006). L’ensemble des voies de signalisation 
est présenté sur la Figure 4.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4 : Voies de signalisation et ligands des différents TLRs. Les TLR10, 11 et 12 ne sont pas mentionnés 

(source : www.invivogen.com).  
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Suite à la reconnaissance de leurs ligands respectifs, tous les TLRs (à l’exception du 

TLR3) vont pouvoir recruter la protéine adaptatrice MyD88 et mettre en place une voie 

de signalisation MyD88-dépendante de manière séquentielle : 

- Tout d’abord, MyD88 va pouvoir soit interagir directement avec les TLRs via 

son domaine C-terminal TIR, soit indirectement par l’intermédiaire de la protéine 

adaptatrice TIRAP (pour les TLR 1, 2, 4 et 6). 

- Puis, MyD88 va ensuite s’oligomériser pour former un complexe protéique du 

nom de myddosome, composé de 6 à 8 molécules de MyD88, de TIRAP, et de 

protéines de signalisation de la famille des IRAKs (« Interleukin-1 receptor-

associated kinase »). IRAK4 va être le premier membre de cette famille recruté 

au niveau du myddosome, afin de permettre la phosphorylation et l’activation 

de IRAK1 et IRAK2 pour qu’ils puissent interagir avec MyD88, mais également 

avec la protéine TRAF6 (« TNF receptor associated factor 6»). 

- Enfin, TRAF6 va permettre le recrutement d’un complexe protéique contenant 

TAK1 («Transforming growth factor beta-activated kinase 1 »), qui à son tour 

va pouvoir activer le facteur de transcription NFκB et les MAPKs afin d’initier la 

transcription et la traduction de nombreuses cytokines pro-inflammatoires, 

chémokines, IFNs et autres gènes TLRs-inductibles.  

 

Pour le TLR3, mais également pour le TLR4, c’est la protéine adaptatrice TRIF qui va 

être recrutée lors de la reconnaissance de leurs ligands, induisant ainsi une voie de 

signalisation TRIF-dépendante. Pour cela, TRIF va interagir directement avec le TLR3, 

ou bien avoir besoin de la molécule adaptatrice TRAM pour le TLR4, et permettre : 

- Le recrutement de TRAF6 et la mise en place de cascades de signalisation 

similaires à la voie MyD88. 

- Le recrutement de la protéine TRADD (« TNFR-1-associated death domain ») 

et ainsi former un complexe multi-protéique permettant l’activation du facteur de 

transcription NFκB. 

- Ou bien l’interaction avec TRAF3 afin de recruter des protéines non-canoniques 

de la famille des IKKs (« IκB kinases »), comme TBK1 (« TANK-binding kinase 

1 ») et IKKε, et induire l’activation des IRF3, leur translocation dans le noyau et 

la transcription des gènes des interférons de types 1. 
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2.1.2. Les récepteurs des lectines de type C (CLRs) 
 

2.1.2.1. Structure 
 

Il existe des centaines de CLRs regroupés en 17 groupes différents et extrêmement 

hétérogènes (Zelensky and Gready, 2005), reconnaissant une large variété de PAMPs 

issus d’agents pathogènes. Ces récepteurs peuvent être solubles ou liés à des 

membranes cellulaires, et possèdent tous un domaine CTLD (« C-type lectin-like 

domain ») pouvant lier le calcium, les carbohydrates, mais également de nombreux 

autres ligands. 

 

La plupart des CLRs agissent comme des opsonines, en se liant à des antigènes afin 

de faciliter leur phagocytose par les cellules immunitaires (et n’activent donc pas 

directement de voies de signalisation). Cependant, certains d’entre eux sont capables 

d’initier des cascades de signalisation intracellulaires aboutissant à la production d’une 

réponse immunitaire pro-inflammatoire. C’est notamment le cas de la dectine-1, un 

récepteur exprimé spécifiquement dans certaines cellules immunitaires (cellules 

dendritiques, macrophages, leneutrophiles et monocytes), qui est une protéine 

transmembranaire de type 2 constituée :  

- D’un domaine extracellulaire CTLD atypique, qui ne nécessite pas la liaison 

préalable de calcium pour reconnaître son ligand. 

- D’une queue intracellulaire possédant un motif ITAM (« Immunoreceptor 

Tyrosine-based Activation Motif ») modifié, appelé hemITAM. 

 

 

2.1.2.1. Signalisation induite par la dectine-1 
 

Lors de la reconnaissance de molécules de la famille des β-glucanes ou les 

immunoglobulines A (IgA), la dectine-1 va initier son internalisation par phagocytose 

et induire une cascade de signalisation intracellulaire régulant l’expression et la 

production de cytokines (Hoving et al., 2014). Cette signalisation est engendrée par 

deux voies différentes : la voie SyK (« spleen tyrosine kinase ») dépendante ou 

indépendante.  

 
Pour la voie SyK-dépéndante, la dimérisation de la dectine-1 après la reconnaissance 
de son ligand va permettre le recrutement de SyK via les domaines hemITAM 
intracellulaires, et engendrer sa phosphorylation par les kinases SRKs (« Src family 
kinases »). Une fois phosphorylée, SyK va pouvoir activer la PLCϒ2 (« phospholipase 
C gamma-2 ») qui va alors hydrolyser du PIP2 (« phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate ») en IP3 (« inositol 1,4,5-trisphosphate ») et en DAG 
(« diacylglycerol »). L’IP3 va alors soit initier la libération du calcium du réticulum 
endoplasmique vers le cytoplasme afin de permettre l’activation du facteur de 
transcription NFAT (« Nuclear factor of activated T-cells ») (Goodridge et al., 2007), 
soit agir en coopération avec le DAG et jouer le rôle de messager secondaire régulant 
l’activation de la voie canonique du NFκB (Figure 5).        
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Figure 5 : Voie de signalisation de la Dectine-1. La reconnaissance des β-glucanes par la Dectine-1 permet 

l’activation des voies de signalisation NFκB et NFAT (d’après Brubaker et al., 2015). 

 
La voie SyK-indépendante quant à elle, permet la répression de l’activation de la voie 
non-canonique du NFκB, en induisant la phosphorylation de la sous-unité p65 du NFκB 
par l’intermédiaire de la protéine Raf-1. Cela va inhiber la formation du complexe de 
signalisation et permettre une régulation fine de la libération de cytokines pro-
inflammatoires (Gringhuis et al., 2009). 
 
 

2.2. Les récepteurs cytoplasmiques 
 
 

2.2.1. Les récepteurs NOD-Like (NLR) 
 

Les NLRs sont des récepteurs intracellulaires au nombre de 22 chez l’Homme et de 

34 chez la souris. Ils reconnaissent les PAMPs entrés dans la cellule via des pores ou 

phagocytoses, ainsi que différents DAMPs. Ils sont composés de 3 éléments :  

- Un domaine LRR, qui permet la reconnaissance du ligand. 

- Un domaine central NACHT/NOD (« nucleotide-binding domain »), qui permet 

l’oligomérisation des récepteurs et la création d’un complexe de signalisation 

actif. 

- Un domaine variable CARD (« caspase recruitment domain »), ou PYD (« pyrin 

domain »), ou BIR (« baculovirus inhibitor repeats »), ou AD (« acidic 

transactivating domain »), qui permet d’activer différentes voies de signalisation 

cellulaires. 

 

Cytoplasme 
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Classiquement, ces récepteurs peuvent engendrer 4 grandes catégories 

fonctionnelles : L’activation de la transduction du signal par la voie NFκB et des 

MAPKs, l’induction de l’autophagie, l’activation de la transcription, et l’assemblage de 

l’inflammasome (Motta et al., 2015).  

 

 

2.2.1.1. NOD1 et NOD2 
 

NOD1 et NOD2 (aussi connus sous les noms de CARD4 et CARD5) sont les NLRs les 

mieux caractérisés et décris. Ils sont composés d’un domaine LRR c-terminal, d’un 

domaine d’oligomérisation, et d’une partie n-terminale comprenant 1 (NOD1) ou 2 

(NOD2) domaines CARDs. Localisés dans le cytoplasme d’une grande variété de 

cellules mais également au sein de certaines membranes plasmiques, ils vont 

reconnaitre les peptidoglycanes qui constituent majoritairement les parois 

bactériennes.  

 

Lors de la reconnaissance de leurs ligands, ces récepteurs vont s’oligomériser et 

permettre le recrutement de la protéine adaptatrice RIP2 (« receptor-interacting protein 

2 »)  grâce à leurs domaines CARDs. RIP2 va alors pouvoir activer la voie NFκB et 

des MAPKs, permettant l’expression et la production de cytokines (Figure 6) (Saxena 

and Yeretssian, 2014). 

 
Figure 6 : Voies de signalisation de NOD1 et NOD2. Après la reconnaissance de leurs ligands, les NODs vont 

recruter la protéine adaptatrice RIP2 via leur domaine CARD, et permettre l’activation de la voie NFκB et de la voie 
des MAPKs (modifiée d’après Saxena and Yeretssian, 2014). 
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2.2.1.2. L’inflammasome 
 
La stimulation de cellules immunitaires (comme les macrophages ou les cellules 

dendritiques) par des PAMPs peut aboutir à la formation d’un complexe protéique 

appelé inflammasome, composé de protéines de la famille des NLRs (NLRP3, NLRC4, 

NLRP1), ou de la protéine AIM2 (« absent in melanoma 2 ») ou bien de la protéine 

ASC (« apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD »). Cet 

assemblage protéique va s’associer avec une caspase inactive, la procaspase-1 et 

l’activer par clivage en caspase-1 (Figure 7 A). Puis à son tour, cette caspase va 

permettre le clivage et la maturation des interleukines 1β (IL-1β) et 18, aboutissant à 

leurs sécrétions dans le milieu extracellulaire (Figure 7 B) (Schroder and Tschopp, 

2010). 

 

 
Figure 7 : Structure et voie de signalisation des différents inflammasomes. (A) Structure de l’inflammasome 

NLRP1, NLRP3, NLRC4 (ou IPAF), et AIM2. (B) Voie de signalisation de l’inflammasome NLRP3. Tous les DAMPS 
et les PAMPs vont permettre la génération de ROS (« reactive oxygen species ») qui vont être reconnus et 
engendrer la formation de l’inflammasome NLRP3. Cela va aboutir à l’activation de la Caspase-1, qui va  à son tour 

induire la maturation et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme l’interleukine-1 et 18 (modifiée d’après 
Schroder and Tschopp, 2010). 
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2.2.2. Les récepteurs RIG-Like (RLR) 
 

Les RLRs constituent une famille de récepteurs cytoplasmiques, reconnaissant les 

acides ribonucléiques viraux doubles brins (ARNdb) ou simples brins (ARNsb),  

composée de 3 membres : RIG-1(« retinoic-acid-inducible protein 1 »), MDA-5 (« 

melanoma-differentiation-associated gene 5 ») et LGP2 (« laboratory of genetics and 

physiology 2 »). 

 

RIG-I et MDA-5 possèdent une voie de signalisation commune. En effet, lors de la 

détection d’ARN, ils recrutent la molécule adaptatrice IPS-1 (« interferon-beta 

promoter stimulator 1 ») qui va induire la transduction du signal par l’intermédiaire de 

la voie NFκB, des IRF3 et des IRF7 (Kawai et al., 2005). Cela va engendrer la 

production d’une réponse pro-inflammatoire ainsi que la sécrétion d’interférons de type 

1. Quant à LGP2, il ne possède pas de domaine de transduction du signal. Il va donc 

agir comme un rétrocontrôle négatif de la voie de signalisation, soit en se liant de 

manière compétitive à l’ARN et en formant un complexe protéique avec IPS-1, soit en 

se liant directement à RIG-1 par l’intermédiaire d’un domaine de répression (Saito et 

al., 2007). La voie de signalisation des RLRs est synthétisée dans la Figure 8 et ces 

récepteurs seront davantage développés dans la Partie 2 (2.2.1. Les RLRs) de ce 

manuscrit. 

 
Figure 8 : Voies de signalisation et ligands des RLRs (Modifiée depuis www.invivogen.com). 
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2.2.3. Les récepteurs cytosoliques d’ADN (CDS) 
 

Les CDS sont des récepteurs intracellulaires qui permettent la reconnaissance des 

acides désoxyribonucléiques doubles brins (ADNdb) du soi ou du non-soi, présents de 

manière aberrante dans le cytoplasme des cellules eucaryotes. La grande diversité de 

ces récepteurs n’en fait pas moins un système de reconnaissance de l’ADNdb très 

redondant, permettant l’activation de nombreuses voies de signalisation notamment 

via : 

- Le recrutement de différentes protéines adaptatrices telles que STING 

(« stimulator of interferon gene ») (Ishikawa and Barber, 2008), la β-caténine 

(Yang et al., 2010), et MyD88 (Kim et al., 2010), afin d’initier la transduction de 

signaux au travers de la voie NFκB et des IRFs, aboutissant à la production de 

cytokines pro-inflammatoires, de chémokines et d’interférons de type 1 et 3 

(Zhang et al., 2011a) 

- La formation de l’inflammasome (Jones et al., 2010). 

 

L’ensemble de ces récepteurs et voies de signalisation sont résumés dans la Figure 

9 et seront détaillés dans la Partie 2 (2.2.2. Les CDS) de ce manuscrit. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Voies de signalisation et ligands des CDS (Modifiée depuis www.invivogen.com). 
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3. Les PAMPS ou ligands de la réponse immunitaire innée 
 
Le répertoire des différents PRRs exprimés par les organismes est extrêmement varié, à l’image de la diversité des 
pathogènes qu’il peut détecter. Cette reconnaissance est par ailleurs basée sur la composition biochimique 
légèrement différente de ces agents pathogènes, ainsi que sur leur cycle de vie très éloigné de celui de l’hôte. De 
plus, pour une même classe de pathogènes, sa détection par le système immunitaire inné va s’effectuer par une 
multitude de PRRs qui vont détecter de nombreux PAMPs, et ainsi activer différentes voies de signalisation afin 
d’engendrer à une réponse inflammatoire protectrice comme résumé dans la  

Figure 10 (Akira et al., 2006). 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Reconnaissance des PAMPs appartenant à différentes classes de pathogènes. Les virus, 

bactéries, champignons et protozoaires possèdent de nombreux PAMPs parfois partagés entre ces différentes 
classes de pathogènes. Les PAMPs majeures sont les acides nucléiques (ADNdb, ARNsb, l’ARNdb, et ARN 5’-
triphosphate), les glycoprotéines de surface (GP), les lipoprotéines (LP) et les composants des membranes des 
pathogènes comme les peptidoglycanes (PG), l’acide lipotéichoïque (LTA), les lipopolysaccharides (LPS) et les 
Glycosylphosphatidylinositol (GPI anchors) (Modifiée d’après Mogensen, 2009). 
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3.1. Le lipopolysaccharide (LPS) 
 

Le LPS est le composant majeur de la paroi des bactéries Gram négative, les 

protégeant de leur environnement extérieur. Il est composé de 3 domaines : Le lipide 

A ancré dans la membrane, une partie centrale oligosaccharidique, et l’antigène O 

extracellulaire (Figure 11 A).  

 

Le lipide A est le PAMP majeur du LPS. Il est composé d’un squelette possédant des 

motifs disaccharidiques mono- ou di-phosphorylés et de chaînes d’acides gras 

acétylées. De plus, c’est le niveau de phosphorylation et d’acétylation de ces structures 

qui détermine les propriétés immunostimulantes du LPS (Albiger et al., 2007).  

Afin d’induire la réponse immunitaire, le LPS va interagir avec de nombreuses 

protéines à la surface de la cellule. Tout d’abord la LBP (« LPS binding protein »), une 

protéine soluble, va directement se lier avec le LPS dans le milieu extracellulaire et 

favoriser son association avec la protéine CD14 (« cluster de différenciation 14 »). 

Puis, le CD14 va permettre le transfert de manière efficace du LPS vers le complexe 

TLR4/MD-2 (« myeloid differentiation factor 2 ») et ainsi activer les voies de 

signalisation MyD88- et TRIF-dépendante aboutissant à la production de cytokines 

pro-inflammatoires, de chémokines, et d’interférons de type 1 (Lu et al., 2008) (Figure 

11 B). 

 
Figure 11 : Réponse immunitaire de l'hôte au LPS, via la voie de signalisation TLR4-MD2. (A) Structure du 

LPS. (B) Le LPS de la membrane extérieure des bactéries Gram négative est reconnu par la LBP. Le complexe 
LBP-LPS va ensuite interagir avec la protéine CD14 permettant le transfert du LPS vers le complexe TLR4-MD2,  
et ainsi induire l’initiation de la signalisation intracellulaire MyD88- et TRIF-dépendante (Serrato, 2014; Wang et al., 
2015).  

A B 
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3.2. Le peptidoglycane (PGN) 
 
Le peptidoglycane (PGN) est un composé de la paroi des bactéries assurant le 
maintien de sa forme, et lui conférant une protection contre les changements de 
pression osmotique. Il est présent sous deux formes :  

- Une fine couche entre les membranes des bactéries Gram négative. 
- Une couche épaisse entourant la membrane des bactéries Gram positive.  

 
Le PGN est constitué de chaines linéaires de sucres (N-acetylglucosamines et acides 
N-acetylmuramiques), reliées entre elles par des ponts peptidiques afin de former de 
larges macromolécules entourant la membrane cytoplasmique (Figure 12 A). La 
reconnaissance des PGNs va s’effectuer au niveau de la membrane extracellulaire 
des cellules par le TLR2, uniquement après avoir été libérés suite à un remodelage de 
la paroi bactérienne, son autolyse ou bien l’action de lysozymes intestinaux. Elle va 
engendrer l’activation de la voie MyD88-dépendante et aboutir à la production de 
cytokines pro-inflammatoires.  
En parallèle, un des dérivés des peptidoglycanes, le MDP (« muramyl dipeptide »), 
peut être produit au sein du cytoplasme des cellules et être reconnu par les récepteurs 
NOD2. Cette reconnaissance va dès lors induire l’activation de la protéine RICK 
(« receptor-interacting serine/threonine kinase ») qui va moduler l’activation de la voie 
NFκB et ainsi réguler la réponse immunitaire induite par les PGNs (Figure 12 B) 
(Strober et al., 2006). 
  

 

Figure 12 : Réponse immunitaire de l’hôte aux peptidoglycanes via les voies de signalisation TLR2 et NOD2. 

(A) Structure des peptidoglycanes. (B) Leur détection par le TLR2 engendre une signalisation MyD88-dépendante 
aboutissant à l’activation de la voie NFκB, tandis que la détection d’un de leur dérivé, le MDP (Muramyl dipeptide), 
engendre sa modulation (Modifiée d’après www3.nd.edu et Strober et al., 2006). 

A B 
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3.3. L’acide lipotéichoïque (LTA) 
 
Les acides téichoïques sont les deuxièmes composants majeurs des parois des 
bactéries Gram positive. Ce sont des polymères anioniques, généralement composés 
de répétitions d’unités de polyglycérol phosphate ou de polyribitol phosphate ancrées : 
soit (i) de manière covalente aux PGNs formant les WTA (« wall teichoic acids »), soit 
(ii) via une partie glycolipidique aux membranes cytoplasmiques formant les LTA 
(Figure 13 A) (Neuhaus and Baddiley, 2003). 
 
Le LTA est un PAMP qui va être reconnu à la surface cellulaire par un hétérodimère 
composé du TLR2 et du TLR6, associé à deux co-récepteurs : le CD14 et le CD36. En 
effet, ses chaînes lipidiques vont pouvoir interagir avec deux poches spécifiques au 
niveau du domaine extracellulaire du TLR2, et ainsi permettre l’initiation d’une réponse 

MyD88-dépendante passant par l’activation de la voie NFB et des MAPKs, et la 
production de cytokines pro-inflammatoires et de molécules de co-stimulations (Figure 
13 B) (Lebeer et al., 2010). 

 

Figure 13 : Acide lipotéichoïque et reconnaissance par le complexe TLR2/TLR6. (A) Structure de l’acide 

lipotéichoïque (LTA). Le LTA est composé d’une partie glycolipidique ancrée dans la membrane des bactéries, et 
d’une longue chaine d’unité de polyglycérol phosphate ou de polyribitol phosphate. (B) La reconnaissance du LTA 

par un hétérodimère de TLR2-TLR6 engendre une voie de signalisation MyD88-dépendante, activant NFB et les 
MAPKs. Gro : Glycérol, Glc : polyglycérol phosphate, P : Phosphate, A : D-alanine ester ou substitutions glycosyl 
(modifiée d’après Lebeer et al., 2010). 
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3.4. La flagelline 
 

Afin de posséder une mobilité favorisant leur capacité infectieuse, de nombreuses 

bactéries disposent de flagelles constitués : (i) d’une partie motrice intracellulaire qui 

anime (ii) un filament extracellulaire formé de (iii) protofilaments dont le constituant 

principale est la flagelline, une molécule composée de 4 domaines globulaires (D0, 

D1, D2 et D3) reconnue au niveau de son domaine D1 par le TLR5 (Figure 14 A). 

Cette reconnaissance va engendrer la dimérisation du TLR5, et l’initiation d’une voie 

MyD88-dépendante permettant la production de cytokines pro-inflammatoires via 

l’activation de NFκB et des MAPKs (Figure 14 B). 

 

 
Figure 14 : Structure et reconnaissance de la flagelline par le TLR5. (A) La flagelline est une protéine qui 

consiste en 4 domaines globulaires D0, D1, D2 et D3. C’est le domaine conservé D1 qui va être reconnu par le 
TLR5. (B) La flagelline va se lier au TLR5 induisant sa dimérisation, le recrutement de la protéine adaptatrice 
MyD88, l’activation de IRAK1/4 et de TRAF6, et ainsi engendrer la voie NFκB et des MAPKS. Cela va permettre 
l’expression et la production de cytokines pro-inflammatoires (d’après Gupta et al., 2014; Lu and Swartz, 2016). 
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3.5. Les lipoprotéines (LP) 
 
Afin de permettre le transport et l’ancrage de protéines au niveau de leur membrane 
ou de leur paroi extracellulaire, les bactéries utilisent un mécanisme de modifications 
post-traductionnelles résultant en la formation de lipoprotéines di- ou tri-acétylées. Ces 
lipoprotéines vont avoir de nombreuses fonctions essentielles comme l’internalisation 
des nutriments, la transduction de signaux et l’adhésion, ou bien contribuer aux 
fonctions de virulence dans le cas de bactéries pathogènes (la colonisation, l’invasion 
et l’échappement au système immunitaire).  
 
Les  lipoprotéines vont être reconnues par le TLR2 suivant des mécanismes 
différents (Figure 15): 

- Pour les LPs di-acétylées, leurs chaînes lipidiques vont pouvoir se lier au niveau 
des poches hydrophobes extracellulaires du TLR2, tandis que leurs têtes 
peptidiques vont pouvoir interagir avec le TLR6. 

- Pour les LPs tri-acétylées, leurs chaînes lipidiques vont pouvoir interagir avec 
les parties hydrophobes du TLR2 et du TLR1. 

Cela va engendrer la formation d’hétérodimères qui vont promouvoir la mise en place 
d’une signalisation MyD88-dépendante, aboutissant à l’expression et la production de 
cytokines pro-inflammatoires. 
 

 

Figure 15 : Reconnaissance des lipoprotéines par le TLR2 (D’après Wells, 2011). 

 

 

3.6. Les Glycoprotéines (GP) 
 
Certains virus possèdent une enveloppe virale protégeant leur capside, composée 
classiquement de portions de membranes cellulaires (des phospholipides et des 
protéines), mais également de glycoprotéines virales servant à la liaison avec les 
récepteurs membranaires de l’hôte. Ces glycoprotéines sont des protéines 
glycosylées, qui contiennent des chaînes olygosaccharidiques (ou des glycanes) 
attachées à des chaînes secondaires polypeptidiques. Elles vont être reconnues soit 
par le TLR2 (comme la glycoprotéine B du cytomégalovirus), soit par le TLR4  (comme 
la protéine de fusion F du RSV (« Respiratory syncytial virus »)) et induire la production 
de cytokines pro-inflammatoires et d’IFNs de type I (Boehme and Compton, 2004). 
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3.7. Les acides nucléiques 
 
 

3.7.1. L’acide ribonucléique simple brin (ARNsb) ou double brin (ARNdb) 
 

L’ARN est une molécule biologique présente chez pratiquement tous les êtres vivants, 

les virus et les bactéries. C’est un enchaînement de nucléotides linéaires composés de 

groupements phosphates, de riboses et de bases nucléiques liées entre elles par des 

liaisons phosphodiesters. L’ARN peut être présent sous forme monocaténaire (simple 

brin), ou bien sous forme double brin (avec des brins complémentaires). 

 

Cet acide ribonucléique va pouvoir être reconnu dans 2 compartiments différents :  

- Au niveau des endosomes par le TLR7 8 (ARNsb) ou le TLR3 (ARNdb), et 

aboutir à l’activation de la voie MyD88-dependante ou TRIF-dépendante,  

induisant la production de cytokines pro-inflammatoires et d’IFNs de type 1. 

- Au niveau du cytoplasme par les RLRs, où il va permettre la mise en place d’une 

voie MAVS-dépendante se finalisant également par la production de cytokines 

pro-inflammatoires et  d’IFNs de type 1. 

L’ensemble des récepteurs et voies de signalisation de l’ARN sont synthétisés dans la 

Figure 16 et seront détaillés davantage dans la Partie 2 (2. Les récepteurs des acides 

nucléiques) de ce manuscrit. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Reconnaissance de l'ARN et voies de signalisation (modifiée d’après Mogensen, 2009).  
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3.7.2. Les acides désoxyribonucléiques (ADN) 
 

L’ADN est une macromolécule biologique contenant toute l’information génétique 

permettant le développement et le fonctionnement des êtres vivants, virus et bactéries. 

Au même titre que l’ARN, l’ADN fait partie des acides nucléiques, à l’exception qu’il 

est composé de désoxyriboses (en place du ribose). Sa composition chimique ne varie 

pas en fonction de son origine (cellules de mammifères ou micro-organismes), rendant 

sa reconnaissance basée essentiellement sur sa localisation au sein de la cellule. En 

effet l’ADN est normalement situé au sein du noyau des cellules mammifères, ainsi les 

différents senseurs à ADN vont être localisés dans les autres compartiments 

(endosome ou cytoplasme). 

 

Il existe des dizaines de senseurs d’ADN, qui sont résumés dans la Figure 17 et qui 

seront davantage détaillés dans la Partie 2 (2. Les récepteurs des acides nucléiques) 

de ce manuscrit. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Reconnaissance de l’ADN et voies de signalisation. (A) Reconnaissance de l’ADN cytoplasmique 

par l’inflammasome AIM2. (B) Représentations de 4 CDS connus et caractérisés. (C) Reconnaissance de l’ADN 
endosomal par le TLR9 (Sharma and Fitzgerald, 2011). 
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3.8. Le zymosane 
 

De nombreux PAMPs ont été identifiés chez les champignons, et se localisent au 

niveau de la paroi ou de la surface cellulaire de ces pathogènes. L’un d’entre eux,  le 

zymosane, est un complexe de protéines et de glucides formé principalement (Gantner 

et al., 2003):  

- De β-glucanes, composés de chaînes polysaccharidiques de β-D-glucose liées 

entre elles. 

- De mannanes, formés de chaines polysaccharidiques composées de centaines 

de mannoses. 

- De chitines, composées de chaînes polysaccharidiques de N-

acetylglucosamine.  

Le zymosane peut être reconnu par des hétérodimères de TLR2/6 ainsi que par la 

Dectine-1, permettant la mise en place d’une réponse immunitaire pro-inflammatoire 

par l’intermédiaire de la voie MyD-88-dépendante et SyK-dépendante (Brubaker et al., 

2015) (Figure 18). 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 18 : Reconnaissance du zymosane à la surface des levures et voies de signalisation 

(http://www.invivogen.com). 

 

3.9. Les glycosylphosphatidylinositols ou GPIs 
 

Outre l’ADN, les ligands majeurs des protozoaires responsables de leur caractère 
pathogène sont les GPIs (« glycosylphosphatidylinositols ») : des glycolipides 
permettant l’ancrage de nombreux antigènes ou protéines à leur surface. Ils possèdent 
une structure commune représentée dans la Figure 19 A, qui est attachée à la partie 
C-terminale des protéines par une liaison peptidique. Le GPI va être détecté au niveau 
des membranes de l’hôte par le TLR2 et 4, ce qui va induire l’expression et la 
production de cytokines pro-inflammatoires via l’activation de la voie NFκB (Figure 19 
B) et des MAPKs (Debierre-Grockiego, 2010). 

http://www.invivogen.com/
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A B 

 
 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Structure des glycosylphosphatidylinositols (GPIs) et voies de signalisation. (A) Structure 

schématique des GPIs. Etn, ethanolamine; Man, mannose; Gal, galactose; GlcN,  glucosamine non-acétylé; Ins, 
inositol et P, phosphate. (B) La détection des GPIs par le TLR2 et 4 va permettre l’activation de la voie NFκB et des 
MAPKs (absent de cette figure) permettant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Modifiée d’après Ropert 
and Gazzinelli, 2000; Debierre-Grockiego, 2010). 
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Partie 2 : Stimulation de la réponse immunitaire innée par les acides 
nucléiques. 
 

 

1. Introduction 
 

L’ensemble des organismes vivants, incluant les virus, les bactéries ou mêmes les 
pathogènes eucaryotes, possèdent des acides nucléiques contenant l’ensemble de 
leur information génétique. Leur reconnaissance par le système immunitaire innée via 
les PRRs représente un enjeu majeur dans la lutte contre les infections, permettant la 
mise en place de cascades de signalisation aboutissant à la production d’IFNs de type 
I (IFN-α et IFN-β) ainsi que de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-6 
(« interleukine-6 »), l’IL-1β, ou bien le TNF-α (« tumor necrosis factor-α »).  
 
D’un point de vue chimique, la composition principale des acides nucléiques issus des 
cellules mammifères et des micro-organismes pathogènes est identique. Cela 
nécessite dès lors la mise en place de stratégies de reconnaissance particulière afin 
d’éviter d’engendrer des réactions auto-immunes suite à la détection inappropriée des 
acides nucléiques du soi. Ces stratégies sont essentiellement basées sur (i) la 
localisation cellulaire des acides nucléiques (en reconnaissant notamment la présence 
anormale d’ADN au sein du cytoplasme ou des endosomes des cellules), ou sur (ii) la 
reconnaissance de motifs particuliers absents au niveau des acides nucléiques des 
cellules mammifères (comme des îlots CpG hypométhylés de l’ADN ou des motifs 5’-
triphosphate de l’ARN). 
 
Pour une description claire dans la suite de cette partie, les PRRs reconnaissant les 
acides nucléiques seront divisés en 2 groupes en fonction de leurs localisations 
cellulaires et de leurs structures :  

- Le premier est constitué de différents membres de la famille des TLRs. Ils sont 
présents majoritairement au sein des cellules immunitaires (comme les cellules 
dendritiques, les macrophages ou les lymphocytes B) et sont localisés au 
niveau des membranes endosomales afin de surveiller la présence d’acides 
nucléiques d’origine bactérienne ou virale dans la lumière des endosomes et 
des lysosomes.  

- Le second groupe de récepteurs est quant à lui bien moins caractérisé. Il est 
composé de l’ensemble des RLRs et CDS qui vont permettre la reconnaissance 
des acides nucléiques dans le cytoplasme de presque toutes les cellules de 
l’organisme (Wu and Chen, 2014).  
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2. Les récepteurs des acides nucléiques 
 

2.1. Les récepteurs endosomaux ou TLRs 
 
La reconnaissance des acides nucléiques présents au sein du compartiment 
endosomal se fait par l’intermédiaire des TLRs, récepteurs de l’immunité innée les 
mieux caractérisés dont la structure a été présentée dans la Partie 1 (2.1.1.1 
Structure) de ce manuscrit. Au total, 4 TLRs vont reconnaître de manière spécifique 
les acides nucléiques, via deux voies de signalisation distinctes (Figure 20) :  

- La voie TRIF-dépendante activée lors de la reconnaissance d’ARNdb par le 
TLR3. 

- La voie MyD88-dépendante activée suit à l’interaction entre l’ARNsb et les 
TLR7 et 8, ou entre l’ADN et le TLR9. 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
Figure 20 : Reconnaissance des acides nucléiques au niveau des endosomes. Sur cette figure, les récepteurs 

sont indiqués en bleu, les protéines adaptatrices en jaune, et les voies de signalisation en gris. L’activation de ces 
cascades de signalisation permet la production d’IFNs de type 1 et de cytokines pro-inflammatoires (encadrés 
rouges) (modifiée d’après Junt and Barchet, 2015). 
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2.1.1. Le TLR3 
 
Le TLR3 est un récepteur localisé au niveau des compartiments intracellulaires des 
cellules immunitaires (macrophages, lymphocytes B et cellules dendritiques), mais 
peut également être localisé à la surface de certaines cellules comme les cellules NK, 
les cellules épithéliales et les fibroblastes (Hornung et al., 2002; Paludan et al., 2011).  
 
D’un point de vue fonctionnel, il est proposé que le TLR3 reconnaisse au niveau de 
son ectodomaine des ARNdb de 40 à 50 pb minimum. Cette reconnaissance va 
engendrer sa dimérisation (Liu et al., 2008) et le recrutement au niveau des 
endosomes de la protéine adaptatrice TRIF par l’intermédiaire du domaine 
intracellulaire TIR (Funami et al., 2007). Via sa région N-terminale, TRIF va quant à 
elle lier les molécules TRAF3, TRAF6 et TBK1 qui sont cruciales pour l’activation des 
l’IRFs et la production d’interférons de type I (Sasai et al., 2010a; Tatematsu et al., 
2010). De plus, TRIF va également pouvoir s’associer avec la molécule RIP1 
(« receptor-interacting protein 1 ») via son domaine C-terminal RHIM et permettre, en 
synergie avec TRAF6, d’engendrer l’activation de NFκB et la production de cytokines 
pro-inflammatoires (Meylan et al., 2004; Sato et al., 2003) (Figure 21). 
 
La reconnaissance de l’ARNdb se faisant au niveau du compartiment endosomal, son 
internalisation et sa délivrance dans les endosomes sont des étapes essentielles à 
l’activation du TLR3. Ainsi, les poly(I:C) (des ARN double brin synthétiques) peuvent 
être internalisés par une endocytose dépendante de la clathrine (Itoh et al., 2008) ou 
bien dépendante de l’interaction avec le récepteur CD14 (dans certains types 
cellulaires comme les macrophages murins ou les cellules épithéliales bronchiales 
humaines) afin d’être reconnus par le TLR3 et de stimuler la réponse immunitaire 
innée.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 21 : Voie de signalisation TLR3-TRIF dépendante. Une fois internalisé, l’ARNdb va être reconnu par le 

TLR3, engendrer sa dimérisation, ce qui va permettre le recrutement de la molécule adaptatrice TRIF, permettant 
la mise en place de cascades de signalisation aboutissant à la production d’IFNs de type I via les IRFs ou de 
cytokines pro-inflammatoires via NFκB (d'après Xie, 2013 et institut-lwoff.fr/en/apoptosis-mitochondria-and-cell-
survival#projet-2).  
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2.1.2. Le TLR7 et 8 
 

Le TLR7 est un récepteur qui se situe initialement au niveau du réticulum 
endoplasmique des cellules dendritiques plasmacytoïdes et des lymphocytes B 
inactifs. Lors de l’activation de ces cellules, il va être rapidement exporté au niveau 
des endosomes grâce à l’action des molécules UNC93B1et gp96 (Kim et al., 2008), 
afin d’entrer en contact avec ses ligands :  

- Des ARNsb (souvent d’origine virale) contenant des séquences nucléotidiques 
riches en guanosine ou en uridine (Akira et al., 2006). 

- Des petits ARN interférences ou siRNA (« short interfering RNA ») (Hornung et 
al., 2005).  

Le TLR8 quant à lui, est phylogénétiquement et fonctionnellement très proche du 
TLR7. Il reconnaît également les ARNsb et est situé préférentiellement au sein des 
endosomes des cellules dendritiques myéloïdes et des monocytes (Heil et al., 2004). 
 
Afin d’activer la réponse immunitaire innée médiée par les TLR7 et 8, l’endocytose des 
particules virales extracellulaires ainsi que le phénomène d’autophagie des 
intermédiaires de réplications virales présents dans le cytoplasme constituent des 
étapes essentielles à la délivrance d’ARNsb dans le compartiment endosomal (Lee et 
al., 2007). 
 
Que ce soit le TLR7 ou le TLR8, ces deux récepteurs vont activer 3 voies de 
signalisation intracellulaires majeures dépendantes de la protéine adaptatrice MyD88 : 

la voie NFB, des MAPKs et des IRFs. En effet lors de la reconnaissance d’ARNsb, 
les TLR7 et 8 vont former des homodimères conduisant au recrutement de MyD88 
(grâce à leur domaine TIR intracytoplasmique) ce qui va aboutir à la formation d’un 
complexe multiprotéique comportant les kinases IRAK1 et 4. Ce complexe va pouvoir 
recruter la protéine TRAF6, aboutissant à l’activation de l’IRF7 qui va alors migrer au 
sein du noyau des cellules et permettre l’expression des gènes codant pour les 
interférons de type I. Le complexe IRAK1/TRAF6 peut également se dissocier du TLR, 
aller activer la protéine TBK1 par polyubiquitination, et ainsi engendrer l’activation de 

NFB et des MAPKs aboutissant à la production de cytokines pro-inflammatoires 
(Akira and Takeda, 2004) (Figure 22). 
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Figure 22 : Voie de signalisation des TLR7 et 8. Le TLR7 et 8 sont exprimés dans le compartiment endosomal. 

Ces TLRs mettent en place une voie de signalisation MyD88-dépendante afin d’engendrer la production de 

cytokines pro-inflammatoires par l’intermédiaire l’activation de NFB et des MAPKs, ou la production d’IFNs de type 
1 par le biais des IRF7 (modifiée d’après Kawai and Akira, 2007). 

 

 

2.1.3. Le TLR9 
 

Le TLR9 est le premier PRR identifié comme pouvant reconnaître de l’ADN étranger 

au sein de cellules de l’organisme (Hemmi et al., 2000). Il est initialement présent au 

niveau du réticulum endoplasmique des cellules sous forme inactive (principalement 

des cellules dendritiques plasmacytoïdes), est transloqué au niveau des endosomes 

lors de l’internalisation d’ADN (Latz et al., 2004), et va être activé par l’acidification de 

ce compartiment ainsi que l’activation de protéases acides lysosomales permettant 

son clivage. 

 

Au niveau de la membrane des endosomes, le TLR9 va reconnaître spécifiquement 

de l’ADNdb bactérien ayant la particularité de posséder des îlots CpG hypométhylés 

au sein de sa structure (contrairement à l’ADNdb eucaryote). Cet ADNdb batérien va 

être introduit dans le compartiment endosomal de la cellule soit au cours du 

mécanisme d’endocytose, soit via le phénomène d’autophagie permettant le passage 

d’ADNdb cytoplasmiques vers l’endosome (Hemmi et al., 2000; Ahmad-Nejad et al., 

2002; Lee et al., 2007). 
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La reconnaissance de l’ADN par le TLR9 va permettre son activation et l’induction 

d’une voie de signalisation MyD88-dépendante similaire aux TLR7 et TLR8. Cela va 

permettre la production de cytokines pro-inflammatoires via l’activation de NFκB de 

des MAPKs (par l’intermédiaire de TBK1), ou la production d’IFNs de type 1 par 

l’activation des IRF7 (Figure 23) (Akira and Takeda, 2004). L’activation de ces 

différentes cascades de signalisation intracellulaires est dépendante du compartiment 

dans lequel le TLR9 reconnait son ligand : Si cela s’effectue dans les endosomes 

précoces alors la voie NFκB sera priorisée, tandis que ce sera la voie des IRF7 dans 

les endolysosomes (Sasai et al., 2010b).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 23 : Voie de signalisation du TLR9. Le TLR9 initialement situé dans le réticulum endoplasmique, va être 

transloqué dans les endosomes contenant de l’ADN afin de détecter et d’initier différentes cascades de 
signalisation. Cette translocation nécessite la présence des protéines UNC93B. Après l’acidification des 
endosomes, le TLR9 va reconnaître l’ADN, s’activer, et recruter la protéine adaptatrice MyD88, ainsi que IRAK1 et 
IRAK4 qui sont essentielles à l’activation de la voie de l’IRF7 et NFκB respectivement (modifiée d'après Paludan, 
2015). 
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2.2. Les récepteurs intracytoplasmiques 
 

Le domaine de reconnaissance des acides nucléiques par les TLRs est tourné vers 

l’intérieur des endosomes, rendant ces récepteurs aveugles aux micro-organismes qui 

ont réussi à envahir le cytoplasme de la cellule hôte et qui se sont répliqués avec 

succès. De plus, la plupart des cellules non-immunitaires susceptibles aux infections 

(comme les cellules épithéliales ou les fibroblastes présents au niveau des 

muqueuses) n’expriment pas les TLRs responsables de la détection des acides 

nucléiques mais sont néanmoins capables d’engendrer une réponse immunitaire innée 

efficace contre les infections par des agents pathogènes.  

 

Pour cela, un système de surveillance intrinsèque existe au niveau du cytoplasme afin 

de lutter contre les microbes qui envahissent à la fois les cellules immunitaires et non-

immunitaires. Cette surveillance passe par le biais de récepteurs qui sont répartis en 

deux catégories en fonctions de l’acide nucléique qu’ils vont reconnaître : les RLRs 

pour l’ARN, et les CDS pour l’ADN. 

 

2.2.1. Les RLRs 
 

Les RLRs sont des récepteurs cytoplasmiques qui vont induire la production d’IFNs de 

type I et de cytokines pro-inflammatoires suite à la reconnaissance d’ARNdb viraux ou 

d’ARNsb. Cette famille de récepteurs comporte 3 membres : RIG-1, MDA-5 et LGP2. 

Ils possèdent tous les 3 une structure proche composée (Figure 24 A) :  

- D’un domaine central « DExH-box RNA helicases » qui permet la 

reconnaissance des ARN.  

- D’un domaine C-terminal (CTD) qui confère une partie de leur spécificité pour 

leurs ligands. 

- De deux domaines de signalisation CARD intracytoplasmiques qui permettent 

la transduction du signal (uniquement pour RIG-1 et MDA-5) (Saito et al., 2007). 

 

RIG-1 et MDA-5 possèdent une voie de signalisation commune, mais vont reconnaître 

de manière préférentielle différents types d’ARN. Ils vont notamment pouvoir tous les 

deux reconnaître le poly(I:C), mais de manière dépendante de sa taille. En effet, les 

longs fragments (>4000pb) sont préférentiellement reconnus par MDA-5, tandis que 

ceux plus courts générés au cours de digestions enzymatiques (~300pb) sont 

reconnus par RIG-1 (Kato et al., 2008).  

Pour RIG-1, ses ligands spécifiques peuvent être classés en deux catégories. Tout 

d’abord, les ARN possédant un groupement 5’-triphosphate normalement absent sur 

les ARNm de la cellule hôte, discriminant ainsi les ARN du soi et du non-soi (Hornung 

et al., 2006; Pichlmair et al., 2006). Puis, les courts ARNdb, possédant des 

groupements 5’-Hydroxyl (5’-OH) et 3’-monophosphoryl, issus de la dégradation de 

l’ARN par la RNase L.  

Pour MDA-5, ses ligands spécifiques sont bien moins caractérisés. Sa fonction 

principale semble être la reconnaissance des longs ARNdb, comme certains poly(I:C) 
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ou la forme réplicative de l’ARNdb du picornavirus (Feng et al., 2012). Il en est de 

même pour LGP2 où la nature de ses ligands ARNs est encore méconnue. 

 

La reconnaissance de l’ARN par les RLRs va induire le recrutement de la molécule 

adaptatrice MAVS (« Mitochondrial antiviral-signaling protein») au niveau de la 

membrane des mitochondries. MAVS va ensuite permettre le recrutement de multiples 

protéines de la famille TRAF (comme TRAF2 et TRAF5) qui vont agir de manière 

redondante avec TRAF6 pour permettre (Figure 24 B):  

- Soit l’activation de TBK1 induisant la voie NFκB et la production de cytokines 

pro-inflammatoires. 

- Soit l’activation de l’IRF3 permettant la production d’IFNs de type 1 (Liu et al., 

2013).  

LGP2 n’ayant pas de domaine de transduction du signal, il va quant à lui agir comme 

un rétrocontrôle négatif de la voie de signalisation en se liant : 

- De manière compétitive à l’ARN  et en formant un complexe protéique avec 

MAVS. 

- Directement à RIG-1 par l’intermédiaire d’un domaine de répression (Saito et 

al., 2007).  

 

Bien qu’étant un senseur à ARN, RIG-1 permet également indirectement de détecter 

la présence d’ADN intracytoplasmique. En effet, certains ADN cytoplasmiques de 

forme B (comme les poly(dA:dT)) peuvent être transcrits en ARNdb par l’intermédiaire 

par l’ARN polymérase III. Cet ARNdb contient des motifs 5’-triphosphate, pouvant alors 

être reconnus par RIG-I (Ablasser et al., 2009; Chiu et al., 2009) et engendrer la mise 

en place de la voie de signalisation MAVS-dépendante. Bien que redondant avec le 

système de reconnaissance de l’ADN double brin, cette voie de signalisation reste le 

seul mécanisme de détection d’ADN intracytoplasmique pour certaines cellules 

n’appartenant pas au système immunitaire qui sont dépourvues de senseurs à ADN. 
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Figure 24 : Structure et voies de signalisations des RLRs. (A) Structure des récepteurs RIG-1, MDA-5 et LGP2. 

(B) Reconnaissance cytosolique de l’ARN. Lors de la liaison de leurs ligands, RIG-1 et MDA-5 vont recruter la 
protéine adaptatrice MAVS au niveau des mitochondries, permettant à son tour de recruter et d’activer les E3 
ligases TRAF2, TRAF5 et TRAF6. Ce complexe va alors induire l’activation de la voie NFκB et des IRF3, et 
permettre la production de cytokines pro-inflammatoires et d’IFNs de type 1 respectivement . LGP2 quant à lui, va 
jouer un rôle de rétrocontrôle négatif en se liant de manière compétitive à l’ARN ou en se liant à RIG-1 via son 
domaine de répression (d’après Wu and Chen, 2014). 

 
 
  

A 

B 
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2.2.2. Les CDS  
 

2.2.2.1. DHX9 et DHX36 
 

Dans le cadre de la reconnaissance de l’ADN, les îlots CpG ont été longuement 

identifiés comme étant reconnus exclusivement par le TLR9. Néanmoins, des études 

récentes sur des cellules dendritiques plasmacytoïdes ont mis en évidence la 

possibilité d’activer l’expression d’IFNs de type 1 de manière indépendante du TLR9, 

mais dépendante de MyD88. C’est en 2010 que Kim et al. ont identifié deux protéines 

intracytoplasmiques de la famille des DExD/H box hélicase, DHX9 et DHX36, comme 

responsable de cette reconnaissance des motifs CpG et capable stimuler la voie 

MyD88. 

 

En effet, DHX36 va reconnaître spécifiquement les CpG de type A formés d’un 

squelette phosphodiester-phosphorothioate contenant : un unique motif CpG à 

l’intérieur d’une séquence palindromique, ainsi qu’une queue polyG en position 3’. 

Cette détection va s’effectuer par l’intermédiaire de son domaine hélicase et permettre 

le recrutement de MyD88, aboutissant à la stimulation de la voie des IRF7 et la 

production d’IFNs de type 1. Pour DHX9, il va quant à lui pouvoir reconnaître les CpG 

de type B formés d’un squelette phosphorothioate avec de multiples motifs CpG. Cette 

détection par l’intermédiaire de sa région C-terminale va permettre également le 

recrutement de MyD88, qui va aboutir à l’activation de la voie NFκB et la production 

de TNF et d’IL-6 (Figure 25) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 25 : Voie de signalisation des DHX9 et 36 (modifié d’après Ma and He, 2014). 

 

De manière intéressante, DHX9 peut également se lier aux ARNdb via sa région N-

terminale contenant deux sites de liaisons à l’ARN. Sa région C-terminale va alors 

servir à interagir avec la protéine MAVS, permettant l’activation de la même voie de 

signalisation que les RLRs (Zhang et al., 2011b).  
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2.2.2.2. DAI  
 

DAI (« DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors »), aussi appelé DML-

1/ZBP1 (« Z-DNA Binding Protein 1 ») a été la première molécule suggérée comme 

pouvant reconnaître de l’ADN double brin au sein du cytoplasme des cellules (Takaoka 

et al., 2007). Initialement décrit comme pouvant lier la forme Z de l’ADN (grâce à ses 

domaines de liaisons Zα, Zβ et D3), il s’est rapidement avéré que DAI pouvait 

également interagir avec la forme B de l’ADN majoritaire dans les milieux 

physiologiques. La liaison de DAI avec ses ligands va engendrer le recrutement de la 

molécule adaptatrice STING (« stimulator of interferon gene ») et induire deux voies 

de signalisation différentes : d’une part, STING va permettre l’activation de la voie 

NFκB via le recrutement des protéines RIP1 et RIP3, ce qui va aboutir à la production 

de cytokines pro-inflammatoires.  D’autre part, STING va activer la voie des IRF3 via 

la kinase TBK1 et permettre la transcription des gènes des IFNs de type 1 (Figure 26). 

L’expression de DAI étant par ailleurs activée par les interférons de type I, une boucle 

d’amplification va donc se mettre en place lors de la reconnaissance d’ADN exogène, 

permettant une augmentation de sa détection ainsi que la mise en place d’une réponse 

efficace. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Voie de signalisation de DAI. Dans le cytoplasme, DAI va pouvoir reconnaître l’ADN double brin par 

l’intermédiaire de ses domaines Zα, Zβ et D3 aboutissant à la mise en place de deux voies de signalisation : La 
voie des IRFs par l’intermédiaire de la protéine TBK1 aboutissant à la production d’IFNs de type 1, et la voie NFκB 
par l’intermédiaire des protéines RIP3-RIP1 aboutissant à la production de cytokines pro-inflammatoires (Marriott, 
2012). 
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Le recrutement et l’engagement de la voie de signalisation STING-dépendante ne sont 

pas spécifique à DAI et peuvent être effectués par de nombreux autres CDS. En effet, 

STING est une protéine adaptatrice importante située au niveau de la membrane 

externe des mitochondries et du réticulum endoplasmique. Lors de la reconnaissance 

d’ADN intracytoplasmique, elle va pouvoir induire la voie des IRF3/7 et NFκB après 

son recrutement, aboutissant respectivement à la production d’IFN de type I (Ishikawa 

and Barber, 2008; Zhong et al., 2008) et de cytokines pro-inflammatoires (Abe and 

Barber, 2014). 

STING peut également être directement par le c-di-GMP (« cyclic diguanylate 

monophosphate ») (Burdette et al., 2011), ou le cGAMP (« cyclic guanosine 

monophosphate - adénosine monophosphate ») (Wu et al., 2013) produits par le 

senseur à ADN intracytoplasmique cGAS (« cyclic GMP-AMP synthase »). Là où 

MyD88 joue un rôle important dans la reconnaissance des motifs CpG, STING est la 

clé de voûte de la reconnaissance et de la signalisation associées aux ADN simple ou 

double brin intracellulaires (qu’ils soient de forme A, B ou Z). 
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2.2.2.3. IFI16 (ou IFI204 chez la souris) 
 

IFI16 ou 204 (« Interferon inductible protein 16 ou 204 ») est un senseur à ADN de la 

famille des protéines PYHIN, contenant un domaine pyrine et deux domaines HIN-200 

permettant la liaison d’ADN. Initialement décrit comme étant une protéine nucléaire 

due à la présence d’un signal de localisation nucléaire (NLS), il a été démontré qu’en 

fonction du type cellulaire, IFI16 pouvait être également localisé dans le cytoplasme, 

ou bien dans les deux compartiments à la fois (Veeranki and Choubey, 2012).  

 

IFI16 est un récepteur un peu particulier, pouvant reconnaître à la fois l’ADN simple 

ou double brin grâce à ses domaines HIN-200. Cette liaison va permettre le 

recrutement de la molécule adaptatrice STING, qui va soit activer la voie NFκB afin 

d’engendrer la production de cytokines pro-inflammatoires, soit induire la voie des 

IRF3 par l’intermédiaire de TBK1 et permettre la transcription des gènes des 

interférons de type 1 (Unterholzner et al., 2010) (Figure 27). 

 

 

Figure 27 : Voie de signalisation d’IFI16. IFI16 peut reconnaître l’ADN par l’intermédiaire de ses deux domaines 

HIN. Une fois activé, IFI16 va interagir avec la protéine adaptatrice STING qui va activer la phosphorylation des 
IRF3 par l’intermédiaire de TBK1, ou l’activation de NFκB, aboutissant à la production d’IFN de type I et de cytokines 
pro-inflammatoires (modifiée d’après Goubau et al., 2010). 
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2.2.2.4. cGAS 
 

En 2013, une nouvelle voie de signalisation utilisant la cGAS a été découverte en 

amont de STING, permettant une avancée dans la compréhension des mécanismes 

de reconnaissance de l’ADN (Wu et al., 2013). Appartenant à la famille des 

nucléotidyltransférases (« NTases »), cGAS va pouvoir reconnaître l’ADN double brin 

cytoplasmique grâce à son domaine de liaison, ce qui va engendrer son changement 

de conformation et ainsi rendre son site actif accessible. Dès lors, les substrats de 

cette enzyme (ATP et GTP) vont pouvoir y accéder et y être transformés en cGAMP 

(Cai et al., 2014). Le cGAMP va ensuite pouvoir diffuser dans le cytoplasme des 

cellules jusqu’au contact de STING, l’activer directement, et ainsi induire la mise en 

place de la cascade de signalisation STING-dépendante aboutissant à l’activation des 

voies des IRF3 et de NFκB (Figure 28). 
 

 
Figure 28 : Vois de signalisation de cGAS. Lors de la reconnaissance d’ADN double brin, cGAS va permettre la 

transformation d’ATP et de GTP en cGAMP qui est un médiateur activant la protéine STING. Lors de son activation, 
STING va induire la stimulation des voies NFκB et IRF3, permettant la production de cytokines pro-inflammatoires 
et d’IFNs de type I (modifiée d’après Paludan, 2015). 
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2.2.2.5. AIM2 
 

 

La plupart des voies de reconnaissance de l’ADN intracytoplasmique impliquent 

l’activation de la voie NFκB ou des IRFs, aboutissant à la production de cytokines pro-

inflammatoires et d’interférons de type 1. Néanmoins, des études ont démontré que 

l’introduction au sein de cellules d’ADN double brin permet également la production 

d’IL-1β et d’IL18, suggérant l’implication d’autres voies de signalisation comme celle 

de l’inflammasome. 

 

C’est le senseur d’ADN AIM2 qui a été identifié comme responsable de l’activation de 

cette voie atypique. Il appartient à la famille des PYHIN tout comme IFI16, et est 

composée :  

- D’un domaine PYD responsable de la liaison avec ses protéines effectrices en 

partie N-terminale 

- De domaines HIN-200 capables de reconnaître l’ADN double brin au niveau C-

terminal.  

 

Lors de la détection d’ADN dans le cytoplasme, AIM2 va recruter la protéine 

adaptatrice ASC par l’intermédiaire de son domaine PYD. ASC va alors interagir avec 

la pro-caspase 1 via leurs domaines CARD respectifs et former un complexe 

multiprotéique du nom d’inflammasome. Au sein de ce complexe, la pro-caspase 1 va 

être activée par clivage, en caspase 1, puis va à son tour engendrer le clivage et la 

maturation des interleukines 1β et 18 afin de permettre leurs sécrétions (Muruve et al., 

2008; Pétrilli et al., 2007) (Figure 29). 

 

L’expression d’AIM2 étant régulée par les IFNs, cela suggère que cette protéine va 

être impliquée au sein d’une boucle d’amplification de la réponse immunitaire. En effet, 

l’entrée d’ADN dans les cellules va dans un premier temps engendrer l’activation de la 

voie MyD88 ou STING, ce qui va aboutir à la production d’interférons de type 1. Cela 

va permettre la surexpression d’AIM2, la sur-activation de l’inflammasome, et ainsi 

produire une réponse immunitaire plus efficace (Landolfo et al., 1998). 

L’assemblage de l’inflammasome AIM2 peut également conduire à un mécanisme de 

mort cellulaire appelé pyroptose, impliquant la perte de l’intégrité membranaire de la 

cellule (Bergsbaken et al., 2009). 
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Figure 29 : Voie de AIM2 et de l’inflammasome. AIM2 est un membre de la famille des PYHIN liant l’ADN par 

son domaine HIN-200. Lors de sa complexation avec la protéine adaptatrice ASC, AIM2 va recruter la pro-caspase 
1 via son domaine CARD pour former l’inflammasome. Cela va induire l’activation de la caspase 1 permettant la 
maturation puis la sécrétion des interleukines 1β et 18, ainsi que le mécanisme de pyroptose (modifiée d'après 
Paludan, 2015). 

 

 

2.3. Conclusion 
 

La grande diversité ainsi que la redondance des différents systèmes de 

reconnaissance de l’ADN et de l’ARN dans les cellules mammifères (que ce soit au 

niveau endosomal ou cytoplasmique) illustrent bien à la fois l’importance de la 

détection des acides nucléiques par les cellules mais également leur fort caractère 

stimulateur du système immunitaire. 

 

Dans le cadre de la vaccination ou de l’immunothérapie, cela peut être exploité afin 

d’augmenter l’immunogénicité des formulations et ainsi engendrer une réponse 

immunitaire plus efficace. Néanmoins dans le cadre de la thérapie génique, cette 

propriété peut s’avérer délétère. En effet, que ce soit l’ADN comme le vecteur, rester 

inerte afin d’éviter d’activer le système immunitaire innée comme adaptatif représente 

une condition importante pour la réussite du traitement. Ainsi, des stratégies de 

modifications de ces deux composants sont envisageables afin de diminuer leurs 

caractères immunostimulateurs.  
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3. Les agonistes des récepteurs d’acides nucléiques. 
 
Déjà utilisés au cours d’essais cliniques afin améliorer la réponse immunitaire contre 
certains cancers peu immunogènes ou bien en tant qu’adjuvants au sein de 
formulations vaccinales thérapeutiques ou prophylactiques (Tableau 1), l’utilisation 
d’agonistes des récepteurs des acides nucléiques s’avère être une stratégie 
intéressante afin de stimuler efficacement le système immunitaire innée de multiples 
façons. D’une part, ces agonistes (comme les oligonucléotides) vont permettre 
d’induire des mécanismes cellulaires intrinsèques et des effecteurs antiviraux médiés 
par les IFNs. De plus, ils vont permettre également d’activer les cellules dendritiques 
qui vont alors sécréter des cytokines pro-inflammatoires, maturer, ainsi que présenter 
des antigènes aux cellules de la réponse immunitaire adaptative. 
 
Afin d’éviter les effets indésirables de ces agonistes (une réponse systémique 
inflammatoire et des symptômes proches de la grippe ou de l’arthralgie), ils sont 
souvent utilisés de manière locale (Huen and Rook, 2014), ou bien en ciblant les 
cellules présentatrices de l’antigène professionnelles en étant liés de manière 
covalente à des antigènes ou en étant empaquetés dans des nanoparticules 
(Kastenmüller et al., 2011; Ilyinskii et al., 2014). 
 
Les récentes découvertes sur la structure et la fonction des différents TLRs, RLRs et 
CDS reconnaissant les acides nucléiques permettent de nombreux espoirs quant au 
développement rationnel de nouveau agonistes de ces récepteurs, même si la plupart 
des molécules actuellement en essais cliniques ont été découvertes comme 
immunostimulantes bien avant la compréhension de leurs mécanismes d’actions. 
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Tableau 1 : Agonistes des récepteurs aux acides nucléiques au stade de développement pré-clinique ou 
clinique. Les données sont collectées jusqu’à Mars 2015. dsRNA = ARNdb ; EGFR = epidermal growth factor 
receptor ; HBV = virus de l’hépatite B ; NA = no applicable ; PoC study = étude de preuve de concept ; SCLC = 

cancer du poumon à petites cellules (Junt and Barchet, 2015).  
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3.1. Les agonistes des récepteurs d’ARN 
 
Découverts de manière empirique, les produits polynucléotidiques issus de l’action de 
l’enzyme PNase 1 (« polynucléotide phosphorylase 1 ») ont été les premiers agonistes 
étudiés intensivement pour leur capacité à induire une réponse immunitaire médiée 
par les IFNs (Field et al., 1967). L’un d’entre eux le poly(I:C), un ARN mimétique double 
brin composé d’acide polyinosinic:polycytidilic, est capable d’être reconnu par le TLR3 
et MDA-5 (Alexopoulou et al., 2001; Gitlin et al., 2006) et d’induire une stimulation 
efficace de la réponse immunitaire innée.  
Actuellement, des essais cliniques utilisent des analogues de cet acide nucléique, les 
poly-ICLC, formulés avec des poly-L-Lysines afin d’améliorer leur résistance aux 
RNases. Ces poly-ICLC possèdent des propriétés immunostimulantes proche de 
celles des virus, et sont actuellement évalués en tant qu’adjuvants prometteurs pour 
le développement de vaccins anticancéreux (Ammi et al., 2015).  
 
Une autre famille de molécules, les dérivés des imidazoquinolines, est également 
capable de jouer le rôle d’agoniste des récepteurs d’ARN. Parmi elle, l’imiquimod peut 
se lier au TLR7 (Hemmi et al., 2002) et est à ce jour le seul agoniste des récepteurs 
aux acides nucléiques approuvé aux Etats Unis par la FDA (« Food and Drug 
Administration »). Son utilisation permet l’induction d’une production locale de 
cytokines pro-inflammatoires, le recrutement sur place de cellules immunitaires, ainsi 
que l’amélioration de la présentation des antigènes aux lymphocytes T, en faisant une 
molécule révolutionnaire pour le traitement de nombreuses tumeurs malignes 
dermatologiques (Huen and Rook, 2014). Le resiquimod, un autre membre de cette 
famille, est quant à lui un stimulateur à la  fois du TLR7 et du TLR8, permettant d’activer 
de nombreux types cellulaires et d’engendrer la sécrétion d’un large panel de cytokines 
(Huen and Rook, 2014). 
 
 
 

3.2. Les agonistes des récepteurs d’ADN 
 
 
Synthétisés de manière rationnelle, les CpG-ODN (« oligodéoxynucléotides ») sont 
des molécules agonistes du TLR9 inspirées des propriétés immunostimulantes des 
ADN bactériens riches en motifs CpG hypométhylés (Krieg et al., 1995). Leur structure 
a été optimisée afin d’activer de manière préférentielle les lymphocytes B ou les 
cellules dendritiques plasmacytoïdes. Ces agonistes ont subi une perte d’intérêt à leur 
égard dû à de nombreux essais cliniques non concluant vis-à-vis du bénéfice de leur 
utilisation au sein de formulations vaccinales thérapeutiques anti-cancéreuses. 
Néanmoins depuis quelques années, leur utilisation en tant qu’adjuvants au sein de 
formulations vaccinales contre des agents infectieux présente un regain d’intérêt avec 
notamment des résultats prometteurs dans la lutte contre le virus de l’hépatite B et 
l’Anthrax, même chez des patients immunodéprimés par le VIH (« virus de 
l’immunodéficience humaine ») (Scheiermann and Klinman, 2014). 
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4. Application à la vaccination  
 
La vaccination à base d’acides nucléiques est une approche thérapeutique 
prometteuse dont les bases ont été posées dans les années 90. En effet, des travaux 
pionniers ont montré que l’injection intramusculaire d’ADN plasmidique ou d’ARNm 
nus codant pour des gènes eucaryotes conduisait à l’expression endogène de 
protéines et permettait d’engendrer une réponse immunitaire spécifique contre elles 
(Wolff et al., 1990; Jiao et al., 1992; Ulmer et al., 1993). Par la suite, de nombreux 
travaux d’immunisations à base d’acides nucléiques ont été développés et ont permis 
d’obtenir un outil prometteur pour la lutte contre de nombreux défis en santé humaine 
et animale, comme les maladies infectieuses, le cancer, ou les allergies.  
 
Les vaccins à ARN, ils arrivent aujourd’hui à une étape clé de leur développement 
avec de nombreux essais précliniques et cliniques en cours. Néanmoins actuellement, 
aucunes données sur leur efficacité n’a pu permettre leur approbation et 
commercialisation (Kreiter et al., 2016). A l’inverse depuis 2005, 4 vaccins à ADN à 
usage vétérinaire ont été commercialisés en faisant une approche thérapeutique plus 
aboutie: (i) contre le virus West Nile chez le cheval, (ii) contre le virus de l’anémie 
nécrotique infectieuse chez le saumon d’élevage, (iii) pour l’expression d’une hormone 
de libération de l’hormone de croissance chez le porc et (iv) contre le mélanome canin 
(Tableau 2). Ainsi dans la suite de cette partie, je ne traiterais que des tenants et 
aboutissants de la vaccination à ADN. 
 

Nom Cible du vaccin Société Année Espèce Réponse 

immunitaire 

West Nile 

Innovator 

 
 

Virus West Nile Centers for Disease Control and 

Prevention and Fort Dodge 

Laboratories 

2005 Cheval Anticorps 

neutralisant 

Apex-IHN Virus de l’anémie 

nécrotique 

Novartis 2005  Saumon 

d’élevage 

Innée et 

adaptative 

LifeTide-SW5 Hormone de libération de 

l’hormone de croissance 

VGX Animal Health 2008 Porc Sans objet 

Oncept Mélanome Merial 2010 Chien Anticorps 

 
Tableau 2 : Vaccins à ADN commercialisés à usage vétérinaire. (D’après (Liu, 2011) 

La vaccination à ADN comporte de nombreux avantages par rapport aux vaccins 
d’autres générations. Cela comprend notamment :  

- La sécurité d’utilisation, car les plasmides utilisés sont non-réplicatifs au sein 
des cellules eucaryotes. 

- Une rapide adaptation aux variations antigéniques, par de simples techniques 
de clonage. 

- Des systèmes de productions simples et peu coûteux, via une amplification et 
une purification au sein de bactéries Escherichia coli. 

- La possibilité de combiner des vaccins à ADN entre eux. 
- Le potentiel d’être utilisé dans des environnements dépourvus d’une chaîne du 

froid, en raison de la grande stabilité de l’ADN.  
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De plus, contrairement aux vaccins classiques qui ne permettent souvent que 
l’induction de réponses immunitaire à médiation humorale contre un antigène cible, les 
vaccins à ADN sont également capables d’induire la mise en place des réactions 
immunitaires à médiation cellulaire en générant des lymphocytes Th1 et des 
lymphocytes T CD8+ (Liu, 2011), grâce à la présentation de l’antigène par le CMH de 
type 1 des cellules transfectées. 
 
Malgré les applications vétérinaires homologuées, la vaccination à ADN est toujours 
confrontée à des limitations d’immunogénicité qui ont jusqu’à aujourd’hui empêché son 
utilisation à l’échelle mondiale, surtout chez l’Homme. En effet, les résultats 
prometteurs obtenus dans les modèles animaux de petits rongeurs sont difficilement 
observables chez les grandes espèces (y compris les primates non-humains ou 
humains). Cependant, de nombreuses stratégies visant à surmonter ces limites sont 
actuellement étudiées au cours d’essais cliniques, comme l’amélioration de la 
délivrance de l’ADN dans les cellules cibles, ou l’utilisation d’adjuvants au sein des 
formulations vaccinales.  
 
En ce sens, notre équipe a participé à un travail collaboratif visant à améliorer un 

protocole de vaccination à ADN chez la souris contre un antigène modèle (la -
galactosidase), grâce à l’utilisation d’un copolymère à blocs tétrabranché, le 704 
(McIlroy et al., 2009). En effet, le recours à ce polymère a permis de réduire 
drastiquement la dose d’ADN codant nécessaire à l’établissement d’une réponse 
immunitaire à médiation humorale et cellulaire, et cela d’un facteur 50 par rapport à de 
l’ADN nu. Néanmoins, le 704 ne possédant pas de propriétés immunostimulantes, la 
mise en place de cette réponse efficace a nécessité l’ajout d’un ADN non-codant 
possédant des motifs CpG agissant comme un adjuvant, soulignant l’importance de la 
stimulation des récepteurs cellulaires responsables de la reconnaissance des acides 
nucléiques. De plus, cette formulation vaccinale a également démontré son efficacité 

dans un modèle murin de tumeurs hépatiques exprimant la -galactosidase, 
permettant l’inhibition de la croissance tumorale et illustrant ainsi la mise en place 
d’une immunité anti-cancéreuse. 
A la suite de ces travaux, notre équipe a confirmé la capacité des copolymères à blocs 
amphiphiles à induire une forte réponse immunitaire couplée à l’utilisation d’une faible 
dose d’ADN. Tout d’abord, dans le cadre d’un protocole vaccinal contre le carcinome 
hépatocellulaire chez la souris, nous avons montré que l’injection intramusculaire de 
10µg de plasmide codant pour l’AFP formulé au 704 (4 à 5 mois après l’induction des 
tumeurs hépatiques) a permis de développer une réponse immunitaire à médiation 
cellulaire robuste conduisant à la diminution du nombre et du volume des nodules 
tumoraux hépatiques (Cany et al., 2011). De plus, dans le contexte d’un protocole 
d’immunothérapie dans un modèle murin d’asthme allergique, nous avons pu 
démontrer que la vaccination de souris, via une formulation composée de 704 et d’un 
plasmide codant pour l’antigène Derf1, permettait la mise en place d’une réponse 
immunitaire efficace et spécifique, à la fois à médiation humorale et cellulaire, de type 
Th1 et Tc1 (Beilvert et al., 2012). 
 
Dès lors, l’utilisation du copolymère à blocs 704 a permis de dépasser certaines 
limitations relatives à la vaccination à ADN, notamment en diminuant drastiquement la 
quantité d’ADN nécessaire tout en induisant une forte et protective réponse 
immunitaire à médiation humorale et cellulaire. Néanmoins, son mode d’action reste 
mal connu, et sa compréhension permettrait d’améliorer encore les formulations 
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vaccinales afin d’augmenter les réactions immunitaires contre des antigènes d’intérêts. 
Dans ce but, notre équipe a effectué une étude afin d’élucider les mécanismes 
impliqués dans la vaccination à ADN médiée par le 704, afin de déterminer les cellules, 
les récepteurs, ainsi que les motifs présents au sein des plasmides qui sont 
nécessaires à l’induction d’une réponse immunitaire protectrice. L’ensemble de ces 
travaux sont présentés dans l’Article 1 : Mécanisme de la vaccination à ADN médiée 
par le 704.  
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Co-lipide ou Spontanément 

Micelles Liposomes 

Tête 

polaire 
Segment hydrophobe    Espaceur   

+ 
              + 
               
              + 

+ 

A 

B 

Partie 3 : Lipides cationiques et immunomodulation 
 

 

1. Généralités 
 

Les lipides cationiques sont des molécules amphiphiles, positivement chargées, 
composées de 3 parties fonctionnelles (Figure 30 A) : 

- Une tête polaire hydrophile positivement chargée, constituée généralement 
d’un groupement amine protonable qui va pouvoir interagir avec les charges 
négatives portées par les phosphates des acides nucléiques. 

- Un segment hydrophobe responsable de l’auto-assemblage des molécules en 
solution et de l’interaction avec les membranes cellulaires. 

- Un espaceur, reliant les deux parties précédentes et assurant l’intégrité ainsi 
que la biodégradabilité du lipide cationique.  

Ces lipides peuvent être classés en plusieurs catégories, soit en fonction de leur tête 
polaire (monocationiques ou polycationiques), soit en fonction de leur segment 
hydrophobe (dérivé du cholestérol ou possédant des chaînes alkyles). 
 

Présents sous forme de micelles en solution, l’assemblage des lipides cationiques en 
liposomes peut nécessiter l’ajout d’un lipide neutre (ou co-lipide) comme la DOPE 
(« dioléoylphosphatidyléthanolamine ») ou le cholestérol, même si la plus part d’entre 
eux forment des liposomes chargés positivement de manière spontanée (Figure 30 
B) (Martin et al., 2005; Montier et al., 2008).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Structure schématique des lipides cationiques et organisation en solution. (A) Les lipides 

cationiques sont composés de 3 parties : une tête polaire chargée positivement généralement formée d’un 
groupement amine, un segment hydrophobe souvent composé de chaînes alkyls ou d’un groupement cholestérol, 
et d’un espaceur reliant les deux afin d’assurer l’intégrité de la molécule ainsi que de permettre l’intégration de 
fonctions biodégradables. (B) Organisation des lipides cationiques en solution aqueuse sous forme de micelles 
(monocouches lipidiques) ou de liposomes (bicouches lipidiques). 
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Les travaux fondateurs de Felgner et al. en 1987 ont ouvert la voie à l’utilisation des 

lipides cationiques pour la délivrance de molécules hydrophobes au sein des cellules, 

comme les acides nucléiques, les peptides et les protéines (Xiong et al., 2011; 

Christensen et al., 2011; Zhang et al., 2012), en faisant l’une des catégories de 

vecteurs les plus prometteuses pour la délivrance de molécules de manière 

systémique (Mishra et al., 2013; Pezzoli et al., 2013; Cortesi et al., 2014).  Néanmoins 

certains travaux ont démontré que les lipides cationiques, précédemment considérés 

comme une alternative sûre aux vecteurs viraux, ne sont pas des molécules inertes 

mais peuvent activer de nombreuses cascades de signalisation et activités cellulaires 

impliquées dans la réponse immunitaire (Vangasseri et al., 2006; Yan et al., 2007; 

Tanaka et al., 2008; Wilmar et al., 2012; Lonez et al., 2014). L’effet des lipides 

cationiques sur ces voies de signalisation est par ailleurs redondant avec ce qui a déjà 

été observé pour d’autres lipides comme les phospholipides (O’Donnell and Murphy, 

2012), les acides gras (Calder, 2006), et les lipides microbiens (van der Kleij and 

Yazdanbakhsh, 2003). Dans le cadre de certaines stratégies thérapeutiques, comme 

l’immunothérapie ou bien la vaccination, de telles propriétés peuvent s’avérer 

intéressante afin d’utiliser les lipides cationiques en tant que potentielles molécules 

adjuvantes (Chen et al., 2007; Korsholm et al., 2012; Meraz et al., 2014; Tada et al., 

2015). Cependant dans le contexte de la thérapie génique, cela peut s’avérer délétère  

dès lors que l’on souhaite s’affranchir de toutes stimulations du système immunitaire. 
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2. Transfert de gènes et lipoplexes  
 

Un des enjeux du développement d’une large variété d’applications thérapeutiques 

réside dans l’amélioration de la délivrance d’acides nucléiques au sein des cellules 

afin qu’ils soient mieux exprimés et qu’ils permettent une production optimale de la 

protéine d’intérêt. Pour cela, de nombreuses barrières sont à franchir. Tout d’abord, 

les acides nucléiques peuvent être dégradés avant même d’atteindre la cellule à cause 

de nombreuses nucléases présentent dans l’espace extracellulaire (Wolff and Budker, 

2005). Puis, seuls, ils ne peuvent franchir que très difficilement les membranes 

cellulaires, car ils possèdent de nombreuses charges négatives au niveau de leurs 

groupements phosphates empêchant l’interaction avec les protéines anioniques 

membranaires (Felgner et al., 1987; Farhood et al., 1992). De plus, la transfection in 

vitro d’un acide nucléique seul va aboutir à sa séquestration au sein des endosomes 

et ne permettre qu’une très faible expression, et sa transfection in vivo dans le muscle 

squelettique ne va permettre une expression que dans 1 à 2 % des fibres musculaires 

(Levy et al., 1996). Enfin pour l’ADN, même s’il arrive à entrer au sein des cellules, sa 

migration jusqu’au noyau va constituer un obstacle supplémentaire afin qu’il puisse 

être exprimé. 

 

De nombreuses techniques ont alors été envisagé afin d’aider ces acides nucléiques 

à passer au travers de ces barrières biologiques de façon efficace, non-toxique, tout 

en ciblant un type cellulaire particulier. Parmi elles, une attention toute particulière a 

été attribuée au développement des vecteurs synthétiques de par leur facilité de 

production (basés sur des molécules simples), de caractérisation et de purification, en 

faisant des vecteurs peu coûteux à produire et sans limites théoriques dans la taille du 

gène qu’ils peuvent véhiculer (Kreiss et al., 1999). 
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2.1. Les lipoplexes 
 
En tant que vecteurs synthétiques, les lipides cationiques constituent de puissants 
outils pour le transfert d’acides nucléiques au sein de nombreuses populations 
cellulaires in vitro, mais leur efficacité in vivo s’avère encore limitée et à améliorer. Leur 
association sous forme de micelles ou de liposomes avec les acides nucléiques va 
permettre la formation d’assemblages supramoléculaires du nom de lipoplexes, dont 
les caractéristiques physicochimiques vont : 

- Être grandement modifiées par le rapport de charge (RC), qui est défini comme 
le rapport entre le nombre de charges positives apportées par les lipides 
cationiques sur le nombre de charges négatives apportées par les acides 
nucléiques.  

𝑅𝐶 =  
𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒𝑠 (+) 𝑑𝑒𝑠 𝑙𝑖𝑝𝑖𝑑𝑒𝑠 𝑐𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛𝑖𝑞𝑢𝑒𝑠

𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒𝑠 (−) 𝑑𝑒𝑠 𝑎𝑐𝑖𝑑𝑒𝑠 𝑛𝑢𝑐𝑙é𝑖𝑞𝑢𝑒𝑠
 

- Influencer de nombreux mécanismes comme les voies d’entrée dans la cellule, 
l’efficacité de l’échappement endosomal, mais également le comportement in 
vivo dans les fluides biologiques. La Figure 31 présente un résumé des 
différentes étapes du transfert d’acides nucléiques par les lipides cationiques 
qui vont être détaillées par la suite. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 31 : Représentation schématique de la délivrance d’ADN au sein des cellules par des lipoplexes 
(complexes lipide cationique/ADN). 1) Complexation du vecteur et de l’ADN. 2) Entrée dans la cellule par 

endocytose. Un phénomène de fusion membranaire peut également se produire au niveau de la membrane 
plasmique aboutissant à la délivrance directe de l’ADN dans le cytoplasme. 3) Echappement endosomal vers le 
cytoplasme. 4) Dégradation lysosomale. 5) Décomplexation de l’ADN du lipoplexe. 6) Entrée dans le noyau. 7) 
Transcription puis traduction en protéine (Pitard and Habrant, 2016).  
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2.1.1. Propriétés physicochimiques et complexation 
 
Afin de caractériser les lipoplexes, de nombreuses techniques sont utilisées comme 
(i) la mesure de leur taille par diffusion quasi-élastique de la lumière ainsi que par 
microscopie électronique, (ii) l’évaluation de la complexation de l’ADN par 
électrophorèse sur gel d’agarose ou via un spectrofluoromètre (afin de suivre 
l’extinction de la fluorescence du bromure d’éthidium (BET) en solution) et (iii) la 
mesure du potentiel zeta des lipoplexes pour définir leur charge de surface (Barteau 
et al., 2008). Ces méthodes permettent en général, de définir trois zones distinctes qui 
sont résumées dans la Figure 32 :  

- La zone A, qui est composée de lipoplexes qui sont chargés négativement, de 
petite taille et colloïdalement stables, où les acides nucléiques ne sont pas 
entièrement complexés et coexistent sous forme peu condensée ou libre dans 
la solution (en excès). Ces lipoplexes ont une efficacité de transfection qui est 
quasi-nulle. 

- La zone B, qui est formée de lipoplexes qui sont proche de l’electroneutralité, 
ce qui engendre l’absence de répulsion électrostatique entre les lipoplexes et 
conduit à leur agrégation par interaction hydrophobe. Cela aboutit à la formation 
de précipités visibles à l’œil nu et colloïdalement instables. Néanmoins, 
l’intégralité des acides nucléiques est complexée au sein des lipoplexes. Leur 
activité de transfection est faible, probablement à cause de leur taille importante 
limitant l’internalisation par les cellules. 

- La zone C, qui est faite de lipoplexes qui sont chargés positivement, de petite 
taille et colloïdalement stables, où les acides nucléiques y sont fortement 
condensés. Ces lipoplexes peuvent s’associer aux membranes cellulaires par 
interactions électrostatiques, et transfectent très efficacement des cellules in 
vitro.  
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Figure 32 : Lipoplexes en fonction des 3 zones de stabilité colloïdale. A) Représentation schématique des 

lipoplexes obtenus par l’association de lipides cationiques et d’ADN. B) Observation en Cryo-TEM des lipoplexes 
issus des trois zones de stabilité colloïdale. C) Propriété des lipoplexes en fonction du rapport de charge (Pitard et 
al., 1997; Pitard, 2002; Barteau et al., 2008). 

  

Zone A B C 

Rapport de charge Faible Intermédiaire Élevé 

Stabilité colloïdale Stable Instable Stable 

Taille Petite Grande Petite 

Potentiel zeta Négatif 
Autour de la 

neutralité 
Positif 

Complexation des 
acides nucléiques 

Incomplète Complète Complète 

A 

C 

B 

            1    2                            3   4                              5   6   
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On peut également classer les lipoplexes selon deux types d’organisations 
supramoléculaires des bicouche lipidiques : (i) Une phase lamellaire Lα qui représente 
une structure concentrique multilamellaire dite « en oignon » où l’ADN va pouvoir être 
pris en sandwich entre deux couches de lipides (Figure 33 A), ou (ii) une phase 
hexagonale inversée HII (Figure 33 B) (Koltover et al., 1998; Pitard et al., 1999). 
L’existence de ces deux types d’organisations dépend à la fois du lipide cationique, 
mais également de l’association ou non avec un co-lipide : par exemple la DOPE 
favoriserait l’adoption de la phase HII. Cette organisation des lipoplexes va avoir une 
incidence directe sur leur capacité à fusionner avec les membranes cellulaires, 
notamment au niveau des endosomes, impactant ainsi l’efficacité de transfection 
(Barteau et al., 2008).  

 
 

Figure 33 : Représentation schématique des deux phases lamellaires. A) Phase lamellaire Lα. B) phase 

hexagonale inversée HII. En vert/blanc : tête hydrophile, en jaune : queue hydrophobe, en bleu/violet : ADN 

(Koltover et al., 1998). 

 
 

2.1.2. Internalisation des lipoplexes 
 
En absence de ligands spécifiques présents à leur surface, les lipoplexes interagissent 
avec les membranes cellulaires par le biais d’interactions électrostatiques non 
spécifiques (entre leur charge globale positive et la charge globale négative des 
membranes). En effet, les molécules anioniques présentent à la surface des 
membranes cellulaires (comme les protéoglycanes et les intégrines) jouent un rôle 
déterminant dans la fixation des lipoplexes, mais également des polyplexes et des 
peptides cationiques (Behr et al., 1989; Labat-Moleur et al., 1996; Tyagi et al., 2001; 
Richard et al., 2005). 
 
Suite à ce contact, les lipoplexes vont ensuite pouvoir être internalisés par les cellules, 
néanmoins les mécanismes impliqués ne sont pas encore très bien établis. Même s’il 
n’est pas exclu qu’une partie des lipoplexes puissent directement fusionner avec les 
membranes cellulaires afin de délivrer directement les acides nucléiques (Felgner et 
al., 1987, 1995), la plupart de travaux actuels mettent en évidence l’importance et 
l’implication du phénomène d’endocytose dans l’internalisation des lipoplexes 

A B 
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(Elouahabi and Ruysschaert, 2005; Khalil et al., 2006). L’endocytose peut se produire 
par de nombreux mécanismes qui peuvent être classés en deux grandes catégories 
(Figure 34) (Conner and Schmid, 2003) :  

- La phagocytose, qui consiste principalement à internaliser des particules de 
grande taille après leur reconnaissance par des récepteurs spécifiques présent 
à la surface de certaines cellules spécialisées (comme les cellules 
immunitaires). 

- La pinocytose, qui permet l’entrée de fluides et de solutés au sein de toutes les 
cellules, et qui fait intervenir au moins 4 mécanismes différents : (i) La 
macropinocytose, qui permet la formation de grandes vésicules (>1µm de 
diamètre) afin d’internaliser un grand volume de milieu extracellulaire ; (ii) 
l’endocytose cavéole-dépendante qui induit la formation de vésicules de 
moyenne taille (~120nm de diamètre) au  niveau de régions membranaires 
riches en cholestérol et sphingolipides ; (iii) l’endocytose clathrine-dépendante 
qui engendre la formation de vésicules de petite taille (~60nm de diamètre) afin 
d’internaliser de petites molécules comme des lipoprotéines de basse densité 
(LDL-cholestérol), la transferrine, ou bien le recyclage des protéines 
membranaires ; et (iv) l’endocytose cavéole- et clathrine-indépendante qui 
permet la formation de vésicules de taille intermédiaire (~90nm) mais dont les 
mécanismes sont très peu connus. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 34 : Voies d’entrées au sein des cellules mammifères. Les mécanismes d’endocytose utilisés par les 

cellules dépendent de la taille des particules internalisées, des récepteurs éventuellement mis en jeu, et des 
molécules impliquées dans la formation des vésicules (Conner and Schmid, 2003). 

 
Les récents travaux effectués sur les mécanismes d’entrée des lipoplexes ont permis 
de mettre en avant que l’endocytose clathrine-dépendante serait la voie majeure 
d’internalisation de ces complexes (80%), tandis que la voie cavéole-dépendante ne 
conduirait à l’entrée que de 10 à 20% des lipoplexes (Zuhorn et al., 2002; Rejman et 
al., 2004; Wasungu and Hoekstra, 2006). De plus au cours d’un travail collaboratif, 
notre équipe a également pu confirmer que la voie d’entrée des lipides cationiques les 
plus efficaces développés au sein de notre laboratoire passait par une endocytose 
clathrine-dépendante, tandis que les moins efficaces entraient par endocytose 
cavéole-dépendante (Billiet et al., 2012). Néanmoins, ces résultats sont à nuancer car 
les mécanismes d’entrée des lipoplexes dans les cellules sont dépendants de leur 
taille, de leur nature, mais également du type cellulaire transfecté. 
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2.1.3. Echappement de l’endosome 
 

Après leur internalisation par endocytose, les lipoplexes restent piégés au sein des 

endosomes sans accès direct au cytoplasme ou bien au noyau. De plus, ces 

endosomes vont fusionner avec des lysosomes conduisant à la dégradation de leur 

contenu via acidification du pH (4,5-5) et l’action d’hydrolases acides (comme la 

DNAse II qui va être susceptible de dégrader les acides nucléiques internalisés). Ainsi 

l’échappement des lipoplexes de l’endosome représente une étape cruciale pour la 

délivrance des acides nucléiques au sein de la cellule (Varkouhi et al., 2011), et peut 

s’effectuer : (i) soit par fusion des membranes des endosomes et des lipoplexes 

(Figure 35 A), (ii) soit par l’éclatement des endosomes par l’intermédiaire d’un choc 

osmotique (Figure 35 B). 

 

Le mécanisme le plus souvent proposé repose sur la fusion membranaire. En effet, il 

a été observé dès les prémices de l’utilisation des lipides cationiques que l’ajout de la 

DOPE (un co-lipide fusogénique pH-sensible) permettait une meilleure libération des 

acides nucléiques dans le cytoplasme et augmentait ainsi l’efficacité de transfection 

(Farhood et al., 1992). Ce co-lipide permet la formation d’une bicouche lipidique stable 

à pH 7, mais va induire un changement dans l’organisation des lipoplexes à pH acide 

(5-6). Cela va engendrer la fusion des lipoplexes avec les membranes des endosomes, 

leur déstabilisation, et la libération de leur contenu dans le cytoplasme (Cullis et al., 

1986; Wrobel and Collins, 1995; Almofti et al., 2003).  

 

L’autre hypothèse de mécanisme repose sur le phénomène d’éponge à proton, basé 

sur la présence au sein de certains lipides, peptides ou polymères, de groupements 

dits « protonables » offrant un pouvoir tampon important. En effet, lors de l’acidification 

des endosomes précoces par les ATPases à protons (suite à l’internalisation des 

lipoplexes/polyplexes), ces groupements vont être capables d’absorber les protons et 

ainsi empêcher l’acidification de l’endosome, amenant les pompes à protons à 

fonctionner de manière disproportionnée. L’entrée d’anions et d’eau va ainsi conduire 

au gonflement de l’endosome jusqu’à sa rupture et la libération de son contenu dans 

le cytoplasme (Sonawane et al., 2003). Ce mécanisme est notamment utilisé par les 

co-lipides contenant des groupements imidazoles (Midoux et al., 2002; Kumar et al., 

2003; Mével et al., 2008; Midoux et al., 2009; Billiet et al., 2012; Gonçalves et al., 2014; 

Mével et al., 2015) qui sont protonables dans les endosomes au cours de l’acidification 

et qui vont ainsi favoriser l’échappement endosomal par leur propriété d’éponge à 

proton, mais également par leur propriété à fusionner avec la membrane de 

l’endosome suite à leur protonation, en faisant une classe de molécule 

particulièrement intéressante utilisant les deux mécanismes d’échappement de 

l’endosome. 
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Figure 35 : Mécanismes d’échappement endosomal. A) Mécanisme de fusion membranaire. Gauche : Fusion 

membranaire avec la formation d’un pore via un intermédiaire en micelle inversée (IMI). Droite : Formation d’un 
pore par accolement direct des membranes (TMC) et la formation d’un pédicule (Stalk) ((Hafez and Cullis, 2001). 
B) Mécanisme d’éponge à proton. Le cargo contenu dans l’endosome (vert) contient des fonctions protonables (B) 
qui vont se protoner lors de l’acidification de l’endosome (BH) ce qui va avoir un effet tampon, engendrer une trop 
grande entrée d’eau et de contre-ions, et ainsi conduire à la rupture de l’endosome par pression osmotique (Pack 
et al., 2005). 

 
La sortie des endosomes constituant une étape clef dans l’amélioration des systèmes 
de délivrance des acides nucléiques (Gilleron et al., 2013),  notre équipe a collaboré à 
une étude sur l’optimisation de vecteurs simples et monocomposants (des lipides 
ionisables) afin de dépasser les limites de l’échappement endosomal (Habrant et al., 
2016). Par le biais d’une étude structure-activité, nous avons pu mettre en évidence 
que la présence de segments hydrophobes saturés et/ou plus courts que des chaines 
oleyls (C18) diminue l’efficacité de transfection en étant moins favorable à 
l’échappement endosomal (Zhi et al., 2010). Par contre, l’ajout de fonctions esters 
endogènes au niveau du linker permettait d’améliorer l’efficacité de transfection des 
acides nucléiques au sein de différents types cellulaires, en favorisant le mécanisme 
de « mélange lipidique » entre les lipoplexes et la membrane endosomale et donc 
l’échappement et la libération des acides nucléiques des endosomes. 
  

A 

B 
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2.1.4. Dissociation du complexe ADN/Lipide cationique 
 
Après l’échappement endosomal, la dissociation des complexes acide nucléique/ 
lipide cationique constitue une étape déterminante afin qu’ils  puissent être importés 
dans le noyau pour permettre leur transcription (ADN) ou bien être accessible dans le 
cytoplasme afin de pouvoir être traduit (ARNm) ou exercer leur effet inhibiteur (siRNA). 
En effet, il a été démontré notamment que la présence de lipides cationiques liés à 
l’ADN inhibait fortement son expression dans le noyau d’ovocytes de xénope comparé 
à de l’ADN nu (Zabner et al., 1995). 
 
Communément, le modèle de dissociation accepté est celui proposé par Xu et Szoka 
(1996). Il repose sur la libération des acides nucléiques des lipoplexes durant 
l’échappement endosomal, délivrant ainsi les acides nucléiques seuls dans le 
cytoplasme. En effet au cours de l’échappement, l’interaction lipides 
cationiques/lipides anioniques des membranes endosomales va s’avérer nettement 
plus forte que l’interaction lipides cationiques/acides nucléiques (du fait de l’ajout 
d’interactions hydrophobes), libérant ainsi les acides nucléiques des lipoplexes pour 
qu’ils puissent rejoindre le cytoplasme. De plus, une fois dans le compartiment 
intracytoplasmique, les lipoplexes peuvent également se lier à d’autres composants 
anioniques (ARN, Protéines) entrant en compétition avec les acides nucléiques 
transportés et permettant ainsi leur libération (Scherman et al., 1998). 
 
 

2.1.5. Traffic intracellulaire du plasmide et importation nucléaire 
 
Suite à l’échappement endosomal, les molécules d’ARN peuvent directement être 

traduites en protéine (ARNm) ou bien effectuer leur effet inhibiteur (siRNA). En 

revanche, l’ADN doit encore rejoindre le noyau pour y être transcrit en ARNm par l’ARN 

polymérase II. Cette dernière étape représente une des principales limites à l’efficacité 

de transfection, et son amélioration est encore particulièrement difficile à l’heure 

actuelle (Sacramento et al., 2010). En effet, il a été démontré que l’injection cytosolique 

de plasmides ne conduisait qu’à 3% l’expression attendue (par rapport à son injection 

intranucléaire)(Graessmann et al., 1989), et que seulement 0,1 à 5% des plasmides 

délivrés par des lipides cationiques arrivaient à atteindre le noyau (Pollard et al., 1998; 

Cohen et al., 2009). 

 

De nombreux obstacles ont été identifiés comme limitant le trafic et l’internalisation 

nucléaire de l’ADN au sein des cellules eucaryotes. Le premier est la présence de 

nombreuses nucléases intracytoplasmiques. Ces enzymes vont pouvoir rapidement 

dégrader l’ADN libre présent au sein du cytoplasme (environ 1 heure) (Vaughan et al., 

2006; Ha et al., 2011), ne lui laissant que peu de temps pour rejoindre le noyau. De 

plus, la mobilité de l’ADN au sein du cytoplasme est extrêmement limitée d’autant plus 

que le plasmide est de grande taille. En effet, le cytosol est composé d’un maillage fin 

qui constitue le cytosquelette (Dauty and Verkman, 2005; Geiger et al., 2006) ainsi que 

de nombreuses biomolécules qui vont limiter la diffusion des macromolécules (Luby-

Phelps, 2000). Enfin, le dernier obstacle est constitué de la membrane nucléaire elle-

même, qui comporte des pores nucléaires ou NPC (« nuclear pore complex ») 

permettant le transport passif de molécules d’un poids moléculaire inférieur à 70kDa 
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et d’un diamètre de 10nm (Melchior and Gerace, 1995), trop petits pour laisser le 

passage d’ADN plasmidique (même condensé au sein de lipoplexes).  

Dès lors, 3 possibilités existent afin permettre le passage d’ADN du cytoplasme vers 

le noyau : 

- Certaines études ont mis en évidence que des lipoplexes avaient la capacité de 

fusionner avec la membrane nucléaire afin de relarguer directement l’ADN au 

sein du noyau (Kamiya et al., 2002). 

- Durant la division cellulaire, la membrane nucléaire va se rompre de façon 

transitoire permettant ainsi l’entrée du transgène dans le noyau. Néanmoins, 

étant donné qu’il est possible de transfecter des cellules post-mitotiques in vitro 

mais également in vivo, cette rupture de la paroi nucléaire ne semble être qu’un 

facilitateur, et non une condition sine qua non à l’import nucléaire d’ADN.  

- Le plasmide peut également entrer au sein du noyau via les NPC par 

l’intermédiaire d’un transport actif basé sur les importines (Brisson and Huang, 

1999). En effet, ces protéines vont faire des allers-retours entre le cytoplasme 

et le noyau afin d’y faire entrer des protéines contenant des séquences NLS  

(par les NPC qui vont alors augmenter de taille jusqu’à 30nm de diamètre). Ainsi 

une des stratégies prometteuses repose notamment sur l’utilisation des facteurs 

de transcription pour importer l’ADN au sein du noyau. Ce sont des protéines 

capables d’interagir de façon spécifique avec les plasmides et contenant des 

séquences NLS afin d’être pris en charge par les importines (Dean, 1997; Dean 

et al., 1999, 2005) (Figure 36). Il a notamment été démontré que l’ajout de 5 

motifs de fixation du facteur de transcription NFκB au niveau du plasmide 

permet de multiplier par 10 l’efficacité de transfection (Mesika et al., 2005),  et 

que la stimulation de la translocation du facteur NFκB par l’ajout de TNFα 

permet également de faciliter la transfection de plasmides comprenant les dits 

motifs de fixation. 
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Figure 36 : Modèle d’import nucléaire spécifique d’un plasmide. Les plasmides présentent des DTS (« DNA 

nuclear targeting sequence ») interagissant avec les facteurs de transcription cytoplasmiques pour former des 
complexes ADN-protéine. Les facteurs de transcription comportant des séquences NLS, ils vont ensuite être pris 
en charge par les importines, ce qui va engendrer l’acheminement des complexes au sein du noyau via les pores 
nucléaires (Dean et al., 2005).   
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3. Stimulation de la réponse immunitaire par les lipides cationiques 
 
La stimulation du système immunitaire par la plupart des dérivés lipidiques, notamment 
ceux d’origine bactérienne (comme le LPS et les lipoprotéines), s’effectue par 
l’intermédiaire du TLR2, du TLR4, et de leurs co-récepteurs respectifs 
(MD2/CD14/LBP) (Ostuni et al., 2010). Comme décrit précédemment dans la Partie 1 
(2.1.1.2. Signalisation), l’activation de ces TLRs va permettre l’activation de 2 voies de 
signalisation majeures : 

- Soit MyD88-dépendante, aboutissant à l’activation de NFκB et des MAPKs. 
- Soit TRIF-dépendante, engendrant l’activation des IRFs. 

Ces voies vont permettre l’expression de nombreux facteurs pro-inflammatoires 
comme des cytokines, des chémokines, ainsi que des molécules de co-stimulations. 
 
De nombreuses hypothèses sur l’action des lipides cationiques sur la signalisation 

cellulaire ont été émises. En effet, une forte densité de charges positives à la surface 

cellulaire peut être reconnue comme un signal de danger pour les cellules, induisant 

une réaction pro-apoptotique, pro-inflammatoire, ou contribuant à l’activation de 

cascades de signalisation classiquement activées par des composants cationiques 

endogènes (comme la spermine ou la lysine) (Ray et al., 2012; Verzola et al., 2012). 

De plus, il semblerait que l’insertion de lipides chargés positivement au sein des 

membranes cellulaires et leurs interactions avec des lipides neutres ou chargés 

négativement pourraient également altérer de manière forte les propriétés 

physicochimiques de ces membranes (Carmona-Ribeiro et al., 1997; Dymond and 

Attard, 2008) et affecter l’activité des protéines membranaires (Lonez et al., 2012). Dès 

lors, une meilleure connaissance de la relation entre la structure et l’effet des lipides 

cationiques sur la réponse immunitaire est nécessaire afin de construire des molécules 

spécifiques à chaque application  avec (i) des propriétés adjuvantes pour 

l’immunothérapie ou la vaccination, ou bien (ii) inerte pour la thérapie génique.  

 

Au cours de cette section, j’illustrerai mes propos avec 3 lipides cationiques très 

largement décrits pour leurs propriétés immuno-adjuvantes : 

- Le diC14 amidine et RPR206252 développés par l’équipe de J.M. Ruysschaert 

(Ruysschaert et al., 1994b; Lonez et al., 2014), composés de 2 chaînes alkyles 

saturées de 14 carbones et de têtes polaires comportant des fonctions amines. 

- Le DOTAP (« Chlorure de 1,2-dioleoyloxy-3-trimethylammoniumpropane ») 

développé par l’équipe de J.R. Silvius (Stamatatos et al., 1988), composé de 2 

chaînes alkyles insaturées de 18 carbones et d’une tête polaire ammonium. 
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3.1. Voies de signalisation cellulaires activées par les lipides cationiques 
 

3.1.1. La voie NFκB-dépendante 
 
Parmi les lipides cationiques, les liposomes de DiC14 amidine sont capables d’induire 
la sécrétion de cytokines similaires à celles produites lors de l’activation du TLR4 par 
le LPS. En effet, le traitement de cellules dendritiques humaines et murines par ces 
lipides permet la sécrétion d’une large variété de cytokines pro-inflammatoires (Tanaka 
et al., 2008) via l’induction de la voie de signalisation MyD88-dépendante permettant 
l’activation de NFκB (Lonez et al., 2012). 
Cette stimulation de la réponse immunitaire par le DiC14-amidine est strictement 
TLR4-dépendante, car le traitement de BMDC (« Bone Marrow-derived Dendritic 
Cell ») issus de souris TLR4-/-, MD2-/- ou MyD88-/- par ce lipide cationique ne permet 
pas la production de ces cytokines. Il est également à noter que les liposomes de 
DiC14 amidine permettent également d’engager d’autres cascades de signalisation 
NFκB-indépendantes activées classiquement par le TLR4. Cela passe notamment par 
l’expression de molécules de co-stimulation par l’intermédiaire de la protéine 
adaptatrice MyD88 et de la voie des MAPKs, mais également par la production d’IFNs 
via la protéine adaptatrice TRIF et la voie des IRFs (Figure 37). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 37 : Le lipide cationique DiC14-amidine stimule les cellules dendritiques par l’intermédiaire du TLR4. 

Cette stimulation va (i) permettre l’induction de la voie de signalisation MyD88-dépendante permettant l’activation 
de NFκB et des MAPKs aboutissant à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et de chémokines, ainsi que 
l’expression de molécules de co-stimulation ; et (ii) permettre l’induction de la voie de signalisation TRIF-
dépendante activant l’IRF3 et conduisant à l’expression des gènes inductibles par les interférons (Lonez et al., 
2012). 
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Un autre lipide cationique peut également stimuler la voie NFκB : le RPR206252. Ce 

dérivé lipidique possède quelques similarités avec les lipoprotéines (ligands naturels 

du TLR2), comme la présence de groupements amines le long de son segment 

hydrophile et de chaînes alkyles saturées. L’utilisation de ce composé sur des lignées 

cellulaires de macrophages humains ou murins permet d’induire l’activation de la voie 

NFκB aboutissant à la production de cytokines pro-inflammatoires, de manière TLR2- 

et CD14-dépendante (peu importe l’hétérodimère TLR2/TLR1 ou TLR2/TLR6 

formé)(Lonez et al., 2014). 

 
 

3.1.2. Les voies NFκB-indépendantes 
 
La plupart des lipides cationiques ne sont pas capable d’activer la voie de signalisation 
NFκB-dépendante, ni la sécrétion de certaines cytokines pro-inflammatoires comme 
le TNF-α (Vangasseri et al., 2006; Yan et al., 2007). Pourtant, ils ne sont pas pour 
autant inertes pour les cellules, et peuvent stimuler d’autres voies de signalisation 
associées à la réponse immunitaire innée. C’est notamment le cas du DOTAP qui va 
permettre la sécrétion par les BMDC de cytokines et chémokines dépendantes de la 
voir des MAPKs par l’intermédiaire de la PI3K (« phosphoinositide (PI)-3 kinase ») 
(Figure 38 A) (Yan et al., 2007, 2008). 

 
Certains agonistes faibles du TLR4 activent exclusivement la voie TRIF-dépendante 
(Mata-Haro et al., 2007) par l’intermédiaire du co-récepteur CD14  qui va permettre la 
reconnaissance de ces agonistes ainsi que le regroupement des TLR4 en 
microdomaines lipidiques. Cela va induire l’endocytose des complexes 
agonistes/TLR4/CD14 et permettre l’activation des IRF3 (Regen et al., 2011; Zanoni 
et al., 2011). Ainsi, Les lipides cationiques étant des dérivés lipidiques, l’hypothèse la 
plus probable de leur mode d’action repose sur leur reconnaissance en tant 
qu’agonistes faibles par le TLR4. Cela permet par exemple, d’expliquer le fait que les 
liposomes à base de DOTAP (DOTAP/Cholestérol/ Phosphatidylcholine) peuvent 
engendrer l’expression d’une large variété de cytokines de manière dépendante du 
TLR4 mais indépendante de NFκB (Kedmi et al., 2010), et que cette activité agoniste 
peut être modulée en faisant varier la composition des liposomes (Figure 38 B). 
 
La protéine clef dans l’activation des voies NFκB-indépendantes par les lipides 
cationiques pourrait dès lors être le CD14. C’est une glycoprotéine possédant au sein 
de sa structure une large poche hydrophobe, recouverte par un regroupement de 
résidus chargés positivement, capable d’interagir avec les régions hydrophiles (Kim et 
al., 2005) d’une grande variété de ligands lipidiques (comme le LPS, les lipopeptides, 
les phospholipides…) (Asai et al., 2007; Erridge et al., 2008). En effet, des évidences 
de l’interaction entre les lipides cationiques immunostimulateurs et le CD14 ont été 
démontrées, majoritairement grâce à l’insertion des chaînes alkyles présentes au 
niveau de leurs segments hydrophobes au sein de la poche hydrophobe du CD14 
(Piazza et al., 2009). Cela expliquerait par ailleurs l’effet inhibiteur de certains lipides 
cationiques sur la stimulation induite par le LPS (Leon-Ponte et al., 2005) ou les 
lipooligosaccharides (Piazza et al., 2010) entrant ainsi en competition pour la liaison 
du CD14. 
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De plus, le CD14 peut jouer le rôle de co-récepteur pour de nombreux TLRs, que ce 
soit le TLR4 afin de faciliter la reconnaissance du LPS mais également le TLR1, 2, 3 
et 6. Il peut être exprimé à la surface des cellules myélomonocytaires comme un 
récepteurs aux GPIs ou alors être sécrété dans le sérum sous forme soluble. S’il est 

membranaire, le CD14 va pouvoir interagir avec les intégrines 2 (CD11b ou CD11c 
dans les CPAs) au sein de microdomaines membranaires et engendrer 2 voies de 
signalisation différentes :  

- Soit TLR4-indépendante par l’intermédiaire de la PLCϒ2, de la SFK et/ou de la 
PI3K. Cela va aboutir à la libération dans le cytoplasme d’IP3, de calcium, et de 
ROS (« reactive oxygen species »), à l’activation de NFAT et des MAPKs, et 
enfin à l’expression de molécules de co-stimulations, de cytokines et de 
chémokines (Zanoni et al., 2009) (Figure 38 A). 

- Soit TLR4-dépendante via l’internalisation du complexe TLR4/CD14/agoniste, 
et induire la stimulation de la voie TRIF, l’activation des MAPKs et des IFR3, et 
l’expression de molécules de co-stimulation ainsi que la production d’IFNs de 
type 1(Ostuni et al., 2010) (Figure 38 B). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 38 : Proposition du mécanisme d’activation de la réponse immunitaire par les lipides cationiques 
via une voie de stimulation NFκB- et MyD88-indépendante. (A) Les lipides cationiques induisent le 

regroupement des intégrines (CD11b ou CD11c) engendrant leur reconnaissance par le CD14, et provoquant 
l’activation de la PLC, de SRK et/ou de PI3k, ainsi que la libération de calcium intracellulaire et d’IP3. Cela permet 
ensuite l’activation de NFAT de manière TLR4-indépendante, l’activation des MAPKs via les ROS, et enfin 
l’expression de molécules de co-stimulation et la sécrétion de cytokines et de chémokines. (B) Une activation des 
IRF3 et des MAPKs peut également être médiée par les lipides cationiques, par l’intermédiaire d’une voie de 
signalisation TLR4- et TRIF-dépendante (Lonez et al., 2012). 



GENERALITES 

 79 

3.1.3. La voie de l’apoptose 
 
Le phénomène d’apoptose induit par les lipides cationiques est essentiellement 
observé au sein des cellules phagocytaires (Aramaki et al., 1999, 2000), suggérant 
ainsi l’implication de la phagocytose dans l’induction de cette voie. Ce phénomène 
serait dû à leur effet cytotoxique, qui est fortement dépendant de plusieurs facteurs 
comme la nature du lipide cationique, la taille des liposomes, et la concentration 
utilisée (Filion and Phillips, 1997; Carmona-Ribeiro, 2000). 
 
L’induction de l’apoptose par les lipides cationiques implique de nombreux 
événements cellulaires, comme la libération de ROS dans le cytoplasme, l’activation 
de plusieurs kinases (protéine kinase C (PKC) et MAPKs), la dépolarisation de la 
membrane mitochondriale, la libération du cytochrome C et l’activation de caspases. 
C’est notamment le cas des liposomes composés de stéarylamine (SA-liposomes) 
(Iwaoka et al., 2006; Arisaka et al., 2010), qui vont induire l’apoptose via 
l’activation de :   

- La p38 MAPK aboutissant à la production de ROS. 
- La caspase 8 induisant le clivage de la protéine BID (« Bcl2 interacting 

protein ») en t-BID, sa translocation dans les mitochondries et la libération du 
cytochrome C dans le cytoplasme. 

- La translocation de la PKC dans le noyau. 
 
Au vue des voies de signalisation impliquées, l’interaction entre les lipides cationiques 
et le CD14 est aussi probablement responsable de l’initiation de l’apoptose en parallèle 
de l’induction d’une réponse pro-inflammatoire. En effet, le CD14 est capable 

d’engendrer le regroupement des intégrines 2 au sein de microdomaines lipidiques 

et de moduler l’activité de la PKC. Cela va induire la libération de calcium dans le 
cytoplasme, la génération de ROS, et l’activation de la voie des MAPKs et des 
caspases pro-apoptotiques (Figure 39 A). La voie TLR4-dépendante peut aussi être 
impliquée via le recrutement de la protéine RIP-1 par l’intermédiaire de la molécule 
adaptatrice TRIF, permettant l’activation des mêmes voies de signalisation (Kaiser and 
Offermann, 2005) (Figure 39 B). 
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Figure 39 : Mécanisme possible de l’activation de la voie de signalisation pro-apoptotique par les lipides 

cationiques. (A) Les lipides cationiques peuvent engendrer le regroupement des intégrines 2 (CD11b ou CD11c) 

via leur reconnaissance par le CD14, ce qui va induire l’activation de la PKC, de SFK, de PI3K et/ou de la PKC-  
et aboutir à la libération de calcium intracellulaire, la production d’IP3 et la libération de ROS. Les ROS vont alors 
pouvoir activer les MAPKs aboutissant à l’activation de la caspase-8 et  de la caspase 3, induire le clivage de BID 
en t-BID et sa translocation dans les mitochondries, et la libération de cytochrome C dans le cytoplasme. (B) Les 
lipides cationiques peuvent également être reconnus par le complexe TLR4/MD2/CD14, induire le recrutement de 
RIP-1 par l’intermédiaire de la protéine adaptatrice TRIF et ainsi activer les MAPKs qui vont engendrer la voie de 
signalisation pro-apoptotique (Lonez et al., 2012). 

 
3.1.4. La voie de l’inflammasome 
 
Les lipides cationiques sont également capables d’induire la sécrétion d’IL-1b par 
l’intermédiaire de la voie de l’inflammasome, qui est une cascade de signalisation à 
considérer séparément et qui nécessite un processus d’activation en 2 étapes (Gross 
et al., 2011) : 

- Tout d’abord,  la stimulation du système immunitaire (généralement par un 
ligand des TLRs) aboutissant à l’expression et la production du précurseur de 

cette cytokine (pro-IL-1) dans le cytoplasme afin d’activer la voie NFB-
dépendante. Ainsi, comme d’autres ligands des TLRs, les liposomes de diC14-
amidine en sont capables au sein des macrophages humains dérivés de 
monocytes, et de manière dépendante du TLR4 (Wilmar et al., 2012).  
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- Puis, l’activation de la voie de l’inflammasome, engendrant le clivage du 

précurseur en IL-1 et sa sécrétion dans le milieu extracellulaire. Même si le 
mécanisme d’activation de l’inflammasome reste encore méconnu, l’implication 
de la reconnaissance de facteurs mitochondriales libérés dans le cytoplasme 
(comme les ROS) est largement acceptée (Vanaja et al., 2015). De plus, la voie 
de l’apoptose et de l’inflammasome étant très proche, il est probable que 
certains lipides cationiques (si ce n’est tous) puissent activer la voie de 
l’inflammasome en permettant la libération de ROS dans le cytoplasme et 
l’activation des caspases-3 et -8 via la voie des MAPKs. Cela va aboutir au 

clivage de la pro-IL-1 en IL-1 et sa sécrétion dans le milieu extracellulaire 
(Figure 40). C’est notamment le cas du diC14-amidine qui est capable d’initier 

le clivage de la pro-IL-1 en IL-1 et de promouvoir sa sécrétion dans le milieu 
extracellulaire (Wilmar et al., 2012) ou du RP206252 qui peut engendrer 
l’activation de l’inflammasome NLRP3 (Lonez et al., 2014). 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : Activation de la voie de l'inflammasome par les lipides cationiques. Cette activation nécessite un 

processus en 2 étapes. Tout d’abord, le premier signal passe par l’activation de la voie NFκB soit par les lipides 
cationiques, soit via des ligands des TLRs. Cela va permettre l’expression et la production de pro-IL-1β. Puis, (A) 
les lipides cationiques vont permettre le regroupement des intégrines β2 via le CD14, ce qui va engendrer la 
libération de ROS dans le cytoplasme, l’activation de la caspase 8 par l’intermédiaire des MAPKs et l’induction de 
l’inflammasome NLRP3. Cela va aboutir au clivage de la pro-IL-1β en IL-1β fonctionnelle qui va pouvoir être sécrété. 
(B) Les lipides cationiques peuvent également activer la voie de signalisation TRIF-dépendante via leur détection 
par le TLR4, aboutissant également à la stimulation de la voie des MAPKs, de la caspase 8, et permettent le clivage 
et la sécrétion d’IL-1β (Lonez et al., 2012). 
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3.2 Influence de composition des lipides cationiques 

 
Bien que les lipides cationiques soient capables de stimuler de nombreuses voies de 

signalisation cellulaires, cela est dépendant de nombreux facteurs tels que leurs 

natures, leurs formulations, ou bien la taille des liposomes formés. 

 

En effet, si l’on regarde les propriétés immunostimulantes de ces molécules, la nature 

de leur structure influence fortement leur caractère adjuvant. Pour la tête polaire, de 

nombreuses études ont mis en évidence que les fonctions amidines et amines 

quaternaires sont plus immunostimulantes que les amines tertiaires (Vangasseri et al., 

2006; Yan et al., 2007; Tanaka et al., 2008). Pour ce qui est du segment hydrophobe, 

les lipides composés de chaînes alkyles insaturées ou de courtes chaînes alkyles 

saturées sont bien plus efficaces pour induire la libération de cytokines et de 

médiateurs pro-inflammatoires que ceux possédants de longues chaînes alkyles 

saturées (Vangasseri et al., 2006).  

 

En ce qui concerne la formulation des lipides cationiques, il est clairement établi que 

les formuler avec des lipides neutres permet d’augmenter fortement leur effet pro-

apoptotique, de manière dépendante du ratio entre les 2 (Takano et al., 2003; 

Kusumoto and Ishikawa, 2010). De même, l’action pro-apoptotique des lipides 

cationiques peut également être modulée en modifiant la fluidité des liposomes, 

notamment avec l’ajout de cholestérol ou d’un revêtement composé de PEGs 

(« polyethylene glycol »), afin de réduire leur internalisation et donc l’induction de 

l’apoptose par les cellules. Néanmoins, même si l’association en liposomes est 

importante pour leur internalisation, il semblerait que la reconnaissance des lipides 

cationiques se fasse à l’échelle du monomère. En effet, le DOEPC (« 1,2-dioleoyl-sn-

glycero-3-ethylphosphocholine ») dilué dans le DMSO est toujours capable de stimuler 

l’expression des molécules de co-stimulation dans les cellules dendritiques, suggérant 

que la concentration micellaire critique des lipides cationiques est un facteur important 

à prendre en considération (Vangasseri et al., 2006). 

 
Enfin, il est également rapporté que l’induction de l’apoptose par les lipides cationiques 
est grandement influencée par la taille des liposomes. Par exemple, les liposomes de 
grandes tailles comme les MLV (« large multilamellar vesicles ») engendrent une 
activité pro-apoptotique bien plus forte que ceux de petites tailles comme les SUV 
(« small unilamellar vesicles »), et cela pour une même composition (Aramaki et al., 
1999; Takano et al., 2003). 
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4. Les dérivés lipidiques d’aminoglycosides 
 

Les aminoglycosides constituent une grande famille de molécules possédant une 

activité antibiotique, basés sur des sucres modifiés naturellement synthétisés par des 

bactéries de l’ordre des actinomycètes. Ils sont composés d’un noyau 2-

deoxystrepamine, substitué par des aminosucres soit en position 4 et 5 (4,5-DDS, 

comme pour la paromomycine et la néomycine), soit en position 4 et 6 (4,6-DDS,  

comme pour la kanamycine et la tobramycine). Grâce à de nombreuses fonctions 

amines portées par leurs sucres (jusqu’à 6 pour la néomycine), un couplage chimique 

sélectif est possible afin de leur ajouter un groupement hydrophobe (chaînes d’acides 

gras ou cholestérol) et ainsi obtenir un grand nombre de composés amphiphiles 

positivement chargés : les Lipoaminoglycosides.  

 
Le premier composé de cette famille fut synthétisé par l’équipe de J.M. Lehn à partir 
d’une tête polaire kanamycine et d’un segment hydrophobe cholestérol, aboutissant à 
la création de la Kanamycine-Cholesterol (KC) et de son dérivé tri-guanidylé, la tri-
guanidium-kanamycine-cholestétol (TGKC) (Belmont et al., 2002). Utillisant la capacité 
naturelle des aminoglycosides à fixer les acides nucléiques, comme l’ARN de la sous-
unité 30s des ribosomes bactériens, ces vecteurs ce sont avérés efficaces afin de 
délivrer des plasmides aussi bien in vitro que in vivo chez la souris. Suite à ces 
résultats prometteurs, de nombreux autres lipoaminoglycosides ont par la suite été 
développés (Sainlos et al., 2005; Desigaux et al., 2007; Mével et al., 2012; Habrant et 
al., 2016) en se basant sur l’utilisation :  

- D’une grande variété structurale de têtes polaires issues de composants 
naturels. 

- De différents segments hydrophobes dérivés du cholestérol ou de chaînes 
aliphatiques. 

- De différents espaceurs conférant certaines propriétés de biodégradation aux 
lipoaminoglycosides. 

 

Au cours de ce travail de thèse, nous avons utilisés de nombreux lipides cationiques 

dérivés d’aminoglycosides qui sont résumés dans la Figure 41 A-E. Ces 

lipoaminoglycosides comportent de nombreuses variations structurales :  

- 4 têtes polaires aminoglycosides différentes (néomycine, paromomycine, 

tobramycine et kanamycine). 

- 5 espaceurs différents (succinyl, adipyl, dithioglycolyl, succinyl-serinyl et 

phosphoramine)  

- 5 segments hydrophobes différents (di-oleyl, di-stearyl, di-palmityl, di-myristyl 

et cholesterol).  

Nous avons étudié ces dérivés lipidiques soit seuls, afin de déterminer la relation entre 

leur structure et leur propriété immunostimulante ainsi que les mécanismes et voies 

de signalisation associés (présenté dans l’Article 2 : Développement de nouveaux 

adjuvants lipidiques pour l’immunothérapie anticancéreuse.) ;  soit formuler avec des 

co-lipides (Figure 41 F) afin d’étudier l’influence de la structure de l’espaceur sur 

l’organisation de la bicouche lipidique des liposomes et l’efficacité de transfection 

(présenté dans l’Article 3 : Influence de l’assemblage supramoléculaire des liposomes 

sur l’efficacité de transfection.).  
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Figure 41 : Structure des Lipoaminoglycosides et co-lipides utilisés au cours de ce travail de thèse. A) 

Lipoaminoglycosides avec une variation de la tête polaire (DOSP ou CLN : Di-Oleyl-Succinyl Paromomycin, DOSN : 
Di-Oleyl-Succinyl-Neomycin , DOST : Di-Oleyl-Succinyl-Tobramycin et DOSK : Di-Oleyl-Succinyl-Kanamycin). B-
C) Lipoaminoglycosides avec une variation du segment hydrophobe. B) Dérivés du cholestérol (CHOLP : 
Cholesterol-Paromomycin, CHOLN : Cholesterol-Neomycin, CHOLT : Cholesterol-Tobramycin et CHOLK : 
Cholesterol-Kanamycin). C) Dérivés de chaînes d’acides gras (DSST : Di-Stearyl-Succinyl-Tobramycin, DPST : Di-
Palmityl-Succinyl-Tobramycin, DMST : Di-Myristyl-Succinyl-Tobramycin). D) Lipoaminoglycosides avec une 
variation de l’espaceur (DOAT : Di-Oleyl-Adipyl-Tobramycin, DOSST : Di-Oleyl-Succinyl-Serinyl-Tobramycin, et 
DODT : Di-Oleyl-Dithioglycolyl-Tobramycin). E) Lipoaminoglycoside avec un espaceur phosphoramide (MMe 3.87 
ou CLP). F) Co-lipides (MMe 2.14 ou HLN, MM27 ou HLP). 
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Article 1 : Mécanisme de la vaccination à ADN médiée par le 704 
 
Au cours des 25 dernières années, des progrès considérables ont été faits dans le 
domaine de la thérapie génique, aboutissant à la mise en place de nombreux essais 
cliniques chez l’homme dans le cadre de maladies génétiques ou acquises. Parmi ces 
applications, la vaccination à ADN a suscité un grand intérêt au cours d’essais 
précliniques avec des résultats intéressants contre l’influenza, le VIH et de de 
nombreux cancers, laissant la porte ouverte au développement de stratégies 
vaccinales innovantes (Kay, 2011; Collins and Thrasher, 2015). Néanmoins, les essais 
cliniques chez l’homme se sont avérés décevant à cause de l’induction d’une réponse 
immunitaire insuffisante à l’obtention d’un effet protecteur. Les principales causes de 
ces échecs sont attribuées à la difficulté de délivrer efficacement de l’ADN codant pour 
un antigène d’intérêt au sein des cellules in vivo (Fu et al., 1999). De plus, pour des 
raisons de tolérance et de sécurité, la dose d’ADN administrable chez l’homme est 
fortement limitée (0,01 à 0,07 mg/kg contre 1 à 4 mg/kg chez la souris). Dès lors, le 
développement de vaccins à ADN utilisables nécessite la mise au point de 
formulations dont l’efficacité sera amélioré d’un facteur 100 par rapport aux outils 
actuels. 
 
En ce sens, le développement de nouveaux vecteurs plus efficaces pour la délivrance 
d’ADN représente un axe de recherche majeur dans l’amélioration des formulations 
vaccinales. En effet le vecteur idéal en plus d’être utilisable in vivo, se doit tout d’abord 
de pouvoir être administré de nombreuses fois au cours d’un protocole de vaccination 
et ainsi ne pas induire de réponse immunitaire contre lui-même. De plus, il doit pouvoir 
permettre la délivrance directe du plasmide au sein du cytoplasme afin d’éviter sa 
dégradation dans le compartiment endosomal, mais également afin qu’il puisse être 
capable de stimuler efficacement les différents senseurs à ADN intracytoplasmiques 
(CDS) dans le but d’induire la sécrétion de divers cytokines, chémokines, et molécules 
de co-stimulation capables de stimuler la réponse immunitaire innée. Enfin, le vecteur 
idéal doit également permettre la mise en place d’une réponse immunitaire à médiation 
cellulaire de type Th1 afin de détruire les cellules infectées (ou bien les cellules 
tumorales), ainsi qu’à médiation humorale de type Th2 afin de permettre la sécrétion 
d’anticorps dans le but de bloquer l’infection. 
 
Dès lors, les copolymères à blocs apparaissent comme des candidats idéaux en tant 
que vecteurs pour la vaccination à ADN. En effet ils permettent tout d’abord une 
amélioration significative de l’efficacité de transfection, notamment en permettant une 
délivrance direct des acides nucléiques au sein du cytoplasme des cellules (Chèvre et 
al., 2011), et non par endocytose comme observé classiquement. L’’un d’entre eux, le 
704 (un copolymère à bloc tétrabranché, composé de motifs d’oxyde d’éthylène et 
d’oxyde de propylène branchés par leurs extrémités hydrophobes à une éthylène 
diamine centrale), a notamment permis de réduire d’un facteur 50 la dose d’ADN 
codant nécessaire à l’établissement d’une réponse immunitaire à médiation humorale 
et cellulaire robuste par rapport à l’ADN nu (McIlroy et al., 2009). Néanmoins, cela ne 
fut possible qu’en ajoutant un ADN non-codant possédant des motifs CpG, jouant ainsi 
le rôle d’adjuvant en stimulant directement CDS. L’efficacité de la vaccination à ADN 
médié par le 704 a par ailleurs été démontrée dans un modèle de carcinome hépatique 
murin induit (en engendrant une régression du nombre et du volume des nodules 
tumoraux), et est à présent en cours de développement préclinique et clinique. 
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Bien que ces différentes études aient prouvé l’efficacité de l’utilisation de formulations 
vaccinales composées d’ADN et de 704, ses mécanismes immunologiques restent 
encore à définir. En effet, connaître les cellules, les récepteurs, ainsi que les motifs 
présents au sein des plasmides responsables de l’induction d’une réponse immunitaire 
protectrice est crucial afin d’améliorer encore les vaccins à ADN dans l’optique 
d’accroître les réactions immunitaires contre des antigènes d’intérêt. L’ensemble des 
résultats obtenus au cours de cette étude ont fait l’objet de l’écriture d’un article 
scientifique en cours de soumission. 
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Article 2 : Développement de nouveaux adjuvants lipidiques pour 
l’immunothérapie anticancéreuse. 
 
Les vaccins traditionnels basés sur l’utilisation de pathogènes vivants ou atténués 
induisent généralement une forte réponse immunitaire protectrice. En revanche, même 
si les nouvelles générations de vaccins à base de protéines ou d’ADN sont très 
attractifs (de par leur sécurité d’utilisation, leur bonne tolérance, et leur faible coût de 
production), leur faible immunogénicité nécessite l’ajout d’adjuvants afin d’induire une 
réponse immunitaire protectrice et durable dans le temps (Lee and Nguyen, 2015). 
Ces adjuvants ciblent souvent le système immunitaire inné en activant de nombreux 
récepteurs cellulaires (PRRs), afin de permettre l’expression de nombreuses 
molécules pro-inflammatoires et de co-stimulation nécessaire à la mise en place de 
réponses immunitaires inné et adaptative efficaces. Cela permet en outre, de diminuer 
la quantité d’antigènes nécessaire au sein d’une formulation vaccinale afin d’induire 
une réponse protectrice. 
 
Les premiers adjuvants décrits comme pouvant améliorer les formulations vaccinales 
sont les sels d’aluminiums, reposant sur un mécanisme de dépôt permettant un 
contact prolongé entre le système immunitaire et l’antigène d’intérêt. Néanmoins, afin 
de se montrer optimaux, les adjuvants doivent aussi posséder la capacité de stimuler 
directement le système immunitaire. Ainsi, la molécule idéale se doit de posséder à la 
fois des propriétés immunostimulatrices tout en permettant la bonne délivrance de 
l’antigène. Les nanoparticules se sont avérées être des candidates prometteuses en 
tant qu’adjuvants pour l’immunothérapie, que ce soit par leurs propriétés à protéger et 
à permettre une délivrance prolongée de macromolécules, mais également de par les 
propriétés intrinsèques à impacter de nombreux mécanismes biologiques de manière 
dépendante de leur composition chimique, de leur taille, de leur charge ainsi que de 
leur nature (Watson et al., 2012; Smith et al., 2013). Dès lors, l’intérêt pour les 
liposomes a grandement augmenté ces dernières années. En effet, leur composition 
peu facilement être modifié afin de leur conférer les propriétés souhaitées, en faisant 
des molécules douées d’une grande versatilité et plasticité (Schwendener, 2014).  
 
Initialement décrits comme des vecteurs pour la délivrance de molécules 
intracellulaires, les lipides cationiques se sont avérés ne pas être des molécules 
totalement inertes pour les cellules en activant notamment de nombreuses cascades 
cellulaires impliquées dans la réponse immunitaire (Lonez et al., 2012). Ces dérivés 
lipidiques ce sont par ailleurs avérés être des adjuvants prometteurs dans le cadre de 
protocoles d’immunothérapie (Vasievich et al., 2011; Wilmar et al., 2012; Meraz et al., 
2014), aboutissant à l’étude de deux composés au sein d’essais  précliniques 
(Christensen et al., 2011). 
 
Ainsi les lipoaminoglycosides, des lipides cationiques dérivés d’aminoglycosides 
développés par notre équipe, apparaissent comme des molécules prometteuses en 
tant qu’adjuvants. En effet, en plus d’être capables de délivrer efficacement de 
nombreuses molécules au sein de cellules (acides nucléiques et protéines) (Chatin et 
al., 2015; Desigaux et al., 2007; Habrant et al., 2016; Mével et al., 2012, 2015), ils sont 
composés d’une tête polaire aminoglycoside ainsi que de chaînes d’acides gras 
précédemment décrites comme pouvant efficacement induire la stimulation de 
réponse immunitaire innée (Ward et al., 2002; Vangasseri et al., 2006). Dès lors, 
déterminer si cette nouvelle classe de molécule possède des propriétés 
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immunostimulatrices, l’influence de leur structure sur leur effet adjuvant, ainsi que les 
mécanismes et voies de signalisation associées, est d’une importance toute 
particulière. Cela permettra dans le futur d’optimiser ces dérivés lipidiques 
d’aminoglycosides en fonction des applications souhaitées : Avec un fort effet 
immunostimulateur pour leur utilisation en tant qu’adjuvants au sein de protocoles 
d’immunothérapie, ou bien avec un effet neutre sur le système immunitaire pour la 
thérapie génique. L’ensemble des données obtenues au cours de cette étude ont fait 
l’objet de la  publication suivante en cours de révision dans la revue Journal of the 
American Chemical Society. 
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Article 3 : Influence de l’assemblage supramoléculaire des 
liposomes sur l’efficacité de transfection. 
 

Depuis les travaux pionniers de Felgner en 1987, de nombreux lipides cationiques ont 
été développés afin de délivrer un grand nombre de particules hydrophobes (comme 
les acides nucléiques, des peptides ou bien des protéines) en faisant une des 
catégories de vecteurs synthétiques les plus prometteuses pour la délivrance de 
molécules au sein de cellules (Mishra et al., 2013; Cortesi et al., 2014). Depuis, de très 
nombreuses études ont été effectuées afin d’améliorer l’efficacité de ces vecteurs 
(Draghici and Ilies, 2015) en se reposant classiquement sur la modification chimique 
de leurs structures que ce soit au niveau de la tête polaire ou bien du segment 
hydrophobe (Zhi et al., 2010, 2013). Néanmoins encore aujourd’hui, aucun vecteur 
unique et universel capable de délivrer différentes classes d’acides nucléiques (ADN, 
ARN, siRNA) de manière efficace au sein de différents types cellulaires n’a encore pu 
être identifié. Cela est notamment dû au fait que de très nombreux facteurs 
interdépendants régissent l’efficacité de transfection, comme l’internalisation des 
lipoplexes, l’échappement endosomal, la libération des acides nucléiques et l’entrée 
dans le noyau pour l’ADN. 
 
Suite aux travaux prometteurs de l’équipe de J.M. Lehn sur le développement de 
lipides cationiques dérivés de la kanamycine capables de délivrer des acides 
nucléiques aussi bien in vitro que in vivo chez la souris (Belmont et al., 2002; Sainlos 
et al., 2005), notre équipe a développé de nouvelles molécules dérivés des 
aminoglycosides (comme la paromomycine, la néomycine, la kanamycine et la 
tobramycine) très efficaces pour la vectorisation d’ADN, d’ARNm et de siRNA 
(Desigaux et al., 2007; Mével et al., 2012; Habrant et al., 2016). La plupart des 
formulations à base de lipides cationiques contiennent également des co-lipides 
neutres afin d’augmenter la délivrance des acides nucléiques. Dès lors, par une 
approche originale basée sur la modulation de l’assemblage des phases lamellaires 
lipidiques, notre équipe a également étudié l’influence de l’assemblage 
supramoléculaire des lipoplexes sur l’efficacité de transfection, montrant que des 
liposomes hybrides (composé d’un lipide cationique possédant un espaceur amide et 
d’un co-lipide avec un espaceur phosphoramide) induisait une meilleure stabilité et 
transfection de l’ADN par rapport à des liposomes homogènes (avec des espaceurs  
amides) (Mével et al., 2015). 
 
Néanmoins afin de valider ce nouveau concept, une étude physico-chimique plus 
approfondie est nécessaire, notamment afin d’observer l’impact de nouveaux 
liposomes hybrides « inverses » (avec un lipide cationique possédant un espaceur 
phosphoramide et un co-lipide avec un espaceur amide) et homogènes (avec des 
espaceurs phosphoaramides) sur la stabilité et l’efficacité de transfection de 
différentes classes d’acides nucléiques (ADN, ARNm et siRNA) au sein de différentes 
populations cellulaires. L’ensemble des données obtenues au cours de cette étude ont 
fait l’objet d’une publication dans la revue Journal of Controlled Release.  
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Conclusion et Perspectives 
 
Que ce soit dans le cadre de la thérapie génique ou bien de l’immunothérapie, la 
compréhension des propriétés immunostimulatrices des vecteurs et des molécules 
qu’ils transportent revêt un intérêt crucial afin (i) de ne pas engendrer d’effets 
indésirables, ainsi que (ii) pour le développement de molécules adaptées à chaque 
application. De plus, l’amélioration de la délivrance des acides nucléiques représente 
également un facteur clé dans l’optimisation de ces différentes biothérapies.  
 
Au cours de ce travail de thèse, nous avons orienté nos travaux sur l’étude de 2 
catégories de vecteurs synthétiques : les copolymères à blocs amphiphiles et les 
lipides cationiques, afin de déterminer les mécanismes leur permettant de stimuler 
efficacement la réponse immunitaire. De plus, nous nous sommes intéressés à 
l’optimisation de l’assemblage supramoléculaire des lipoplexes dans l’optique de 
développer un vecteur universel pour les différentes classes d’acides nucléiques au 
sein de différentes populations cellulaires. 
 
 

Compréhension des mécanismes immunologiques du 704 en vue 
d’un développement préclinique chez l’homme. 
 
Déjà validé au cours d’un protocole immunothérapie dans un modèle 
d’hépatocarcinome murin (actuellement en développement préclinique), nous avons 
pu confirmer l’efficacité de la vaccination à ADN médiée par le 704 dans le contexte 
du VIH, notamment en permettant la production spécifique d’anticorps dirigés contre 
des protéines d’enveloppe (gp120). De plus et de manière cohérente, ce travail a mis 
en évidence que la formulation d’ADN au 704 permettait d’induire la sécrétion de 
nombreuses cytokines pro-inflammatoires de type TH2, favorable à l’induction d’une 
forte réponse immunitaire à médiation humorale. 
 
Au cours de cette étude, nous avons également pu démontrer l’importance cruciale de 
l’expression de l’antigène d’intérêt dans les fibres musculaires striées squelettiques 
afin d’engendrer une forte production d’anticorps spécifiques, tout en écartant une 
quelconque implication de l’expression du plasmide par les cellules dendritiques. Cela 
suggère fortement l’implication d’autres cellules et/ou mécanismes immunitaires dans 
l’induction d’une réponse protectrice par le 704. Ainsi, des expériences 
complémentaires sont nécessaires afin de déterminer  les cellules immunitaires 
impliquées dans la mise en place de la réponse immunitaire suite à l’injection d’une 
formulation vaccinale à base de 704, en observant les différentes cellules recrutées 
au niveau du site d’injection, mais également en déterminant si le 704 ne permet pas 
de transfecter d’autres cellules notamment au niveau des ganglions lymphatiques. 
 
Plusieurs expériences ont par ailleurs permis de mettre en évidence l’implication de 
différents PRRs sur l’induction de la réponse immunitaire innée puis adaptative par les 
vaccins à acides nucléiques médiés par le 704. Tout d’abord, l’utilisation d’ARN à la 
place d’ADN a échoué tant sur la production d’une réponse à médiation humorale 
efficace que sur l’induction de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, suggérant 
dès lors le rôle clé des senseurs à ADN dans la stimulation de la réponse immunitaire. 
Ces résultats ont par ailleurs été confirmés par l’ajout d’un ADN non-codant à la 
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formulation vaccinale, réduisant d’un facteur 10 la quantité d’ADN codant nécessaire 
à l’induction de la même production d’anticorps spécifiques. Puis, par l’intermédiaire 
de souris déficientes pour les protéines adaptatrices MyD88 et STING, nous avons pu 
mettre en évidence l’implication à parts égales des cascades de signalisation induites 
par la reconnaissance de motifs CpG ou d’ADNdb intracytoplasmique dans la réponse 
immunitaire générée par les vaccins à ADN médiés par le 704. Nous avons pu 
confirmer ces résultats en observant l’effet bénéfique de l’ajout de motifs CpG sur les 
plasmides délivrés par le 704, tant sur la production de cytokines pro-inflammatoires 
que sur l’induction d’une forte réponse immunitaire à médiation humorale. Enfin, nous 
avons également pu mettre en évidence l’importance du mécanisme de délivrance 
direct de l’ADN dans le cytoplasme par le 704, en démontrant que l’ajout d’agonistes 
des TLR9 (des senseurs à ADN intra-endosomaux) n’induit aucun bénéfice sur l’effet 
vaccinal, que l’absence d’endocytose chez les souris Tmem176b-/- n’impactait ni 
l’expression de l’antigène ni l’induction d’une réponse immunitaire à médiation 
humorale efficace, et enfin que la surexpression de DHX9 et 36 (des senseurs à ADN 
intracytoplasmiques) permet d’améliorer l’efficacité de la réponse immunitaire. 
 
Dès lors, il apparaît que le mécanisme essentiel impliqué dans l’efficacité des vaccins 
à ADN formulés avec le 704 repose sur la stimulation efficace des différents senseurs 
à ADN intracytoplasmiques. Néanmoins, même si nous avons identifié l’intérêt de 
cibler DHX9 et 36, il nous faut encore identifier les récepteurs impliqués dans la 
cascade de stimulation dépendante de la protéine adaptatrice STING. Cela pourra 
nous permettre dans le futur d’optimiser davantage les propriétés adjuvantes des 
plasmides, mais également de nous ouvrir de nouveaux champs des possibles dans 
l’amélioration des formulations vaccinales notamment en y ajoutant des d’acides 
nucléiques codant pour différents senseurs à ADN afin d’améliorer la reconnaissance 
de l’ADN une fois présent dans le cytoplasme et ainsi induire une réponse immunitaire 
plus efficace.  
 
 

Stimulation de la réponse immuntaire par les lipides cationiques 
dérivés d’aminoglycosides  
 
Initialement développés au cours de programmes d’optimisations structurales destinés 
à l’amélioration de la transfection d’acides nucléiques et de protéines recombinantes 
au sein de différentes populations cellulaires, les lipoaminoglycosides se sont avérés 
être des molécules douées de propriétés immunostimulatrices capables d’induire 
l’expression de protéines clefs dans la réponse immunitaire innée, de manière 
dépendante de leur concentration et de la durée de leur utilisation. 
 
Par le biais d’une étude structure-activité, nous avons déterminé des critères 
structuraux nécessaires à la stimulation de la réponse immunitaire par ces dérivés 
lipidiques d’aminoglycosides. Cela a permis de mettre en évidence l’importance de 
l’intégralité de leur structure sur leurs propriétés adjuvantes, ainsi que de proposer une 
structure type des lipoaminoglycosides immunostimulants : une tête polaire 
aminoglycoside appartenant à la famille des anneaux 4,6-disubstituées 2-
deoxystreptamine, (ii) un espaceur court de type succinyl, et (iii) un long segment 
hydrophobe insaturé de type dioleyl. Néanmoins, de nombreuses autres modifications 
structurales sont encore envisageables, et poursuivre une étude structure-activité 
complémentaire afin d’étudier l’influence d’autres têtes polaires aminoglycosides de 
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familles différentes (comme la ribostamycine) ou bien l’impact de segments 
hydrophobes plus long ou comportant davantage d’insaturations, pourrait permettre à 
l’avenir d’améliorer encore les propriétés adjuvantes de ces molécules. De même, 
étudier l’effet de l’ajout de co-lipides aux lipoaminoglycosides pourrait s’avérer 
prometteur pour améliorer leur effet immunostimulateur. Cela a notamment déjà été 
décrit avec l’ajout de DOPE à certains liposomes cationiques. Contrairement à ce qui 
a été précédemment proposé dans la littérature, nous n’avons ni pu mettre en évidence 
une influence du nombre de charges positives sur la stimulation de la réponse 
immunitaire, ni pu confirmer l’effet immunostimulateur des chaines alkyles C14 
saturées (suggérées comme étant parmi les segments hydrophobes les plus 
immunostimulateurs). Dès lors, cela laisse supposer que la reconnaissance des 
lipoaminoglycosides se fait par l’intermédiaire de récepteurs spécifiques, pouvant 
reconnaître les têtes polaires et/ou les segments hydrophobes de ces molécules.  
 
Par la suite, plusieurs résultats nous ont permis de déterminer les différents 
mécanismes et voies de signalisation mise en jeux lors de la stimulation de la réponse 
immunitaire par les lipoaminoglycosides. Premièrement, l’internalisation de ces 
dérivés lipidiques est apparue comme une étape importante au vu de l’absence de 
stimulation cellulaire engendrée par les têtes polaires seules. De plus, cette 
internalisation c’est avérée être majoritairement dépendante de l’endocytose cavéole-
dépendante, même si nous n’avons pas pu exclure l’implication mineure des autres 
mécanismes de la pinocytose. Deuxièmement, nous avons également souligné 
l’absence d’implication du TLR2 et TLR4 (récepteurs classiquement impliqués dans la 
reconnaissance de dérivés lipidiques) dans la stimulation cellulaire engendrée par les 
lipoaminoglycosides. En revanche nous avons pu mettre en évidence le rôle central 
de la PLC, probablement par l’intermédiaire d’une interaction directe avec ces lipides 
cationiques. Cela est d’ailleurs cohérent avec les études précédentes décrivant les 
aminoglycosides comme des activateurs allostériques de cette enzyme. Néanmoins, 
il pourrait être intéressant d’investiguer dans une prochaine étude si les intégrines ou 
le CD14 peuvent également être impliqués dans la reconnaissance des 
lipoaminoglycosides, ou bien d’autres récepteurs spécifiques des glycoprotéines 
comme le CD1d, afin d’approfondir nos connaissances sur la détection de ces dérivés 
lipidiques dans le but d’optimiser encore leurs structures et propriétés adjuvantes. 
 
Enfin, nous avons pu également clairement démontrer au cours de cette étude que les 
lipoaminoglycosides sont à prendre en considération en tant qu’adjuvants prometteurs 
pour des protocoles d’immunothérapies anticancéreuses. En effet, en plus de pouvoir 
être injectés de manière sûre chez la souris sans induire de toxicité, ces molécules 
sont capables d’induire une réduction significative de la croissance tumorale (dans un 
modèle de tumeurs mammaires murines). Les lipoaminoglycosides étant avant tout 
des molécules capables de transfecter efficacement l’ADN, l’ARNm, les siRNA et les 
protéines, une des perspectives de développement de ce travail peut par ailleurs être 
leur utilisation en tant que vecteurs au sein de protocoles d’immunothérapies 
antivirales ou anticancéreuses, afin de permettre (i) la délivrance d’un antigène 
d’intérêt ou bien (ii) le blocage d’un signal favorable à la tumorogénèse ou l’infection 
afin de réorienter le système immunitaire. De plus, la vectorisation d’ADN ou d’ARNm 
peut être intéressante sur un autre point : pouvant eux même être reconnus par de 
multiples récepteurs et donc agir en tant qu’adjuvants, leur délivrance pourra permettre 
l’activation de multiples voies de signalisation impliquées dans la réponse immunitaire 
innée en synergie avec la stimulation engendrée par les lipoaminoglycosides, 
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aboutissant à la mise en place d’une réponse bien plus efficace (comme l’a souligné 
l’étude des vaccins vivants atténués). 
 
 

Développement d’une approche originale basée sur l’assemblage 
supramoléculaire des lipoplexes pour le développement de vecteurs 
de transfections universels 
 
Les travaux récents menés au sein de notre équipe par Mével et al ont contribué au 
développement d’une approche originale basée sur l’influence de l’assemblage 
supramoléculaire des lipoplexes, afin d’améliorer la stabilité de l’ADN au sein de ces 
complexes ainsi que l’efficacité de leur délivrance au sein des cellules. Cette étude 
avait permis de montrer l’intérêt de former des liposomes hybrides plutôt 
qu’homogènes pour la transfection, néanmoins de nombreuses questions restaient en 
suspens, telles que l’application à d’autres combinaisons de lipides cationiques/co-
lipides ou à d’autres acides nucléiques de ces observations. 
 
Ainsi, afin de valider ce nouveau paramètre à prendre en considération au niveau de 
l’assemblage supramoléculaire de la bicouche lipidique, nous avons synthétisé 2 
lipides cationiques composés (i) d’une tête polaire paromomycine, (ii) d’un segment 
hydrophobe dioleyl, et (iii) d’un espaceur amide ou phosphoramide formant 
respectivement le CLN ou le CLP. De même, nous avons également produit 2 co-
lipides composés (i) d’une tête polaire imidazole, (ii) un segment hydrophobe dioleyl, 
et (iii) d’un espaceur amide  ou phosphoramide formant respectivement le HLN ou le 
HLP. Ainsi, l’association de ces lipides cationiques et de ces co-lipides a permis la 
formation de liposomes dits homogènes (CLN:HLN, CLP:HLP) ou hybrides (CLN:HLP, 
CLP:HLN).  
 
Au cours de l’étude de ces liposomes, nous avons dans un premier temps pu 
démontrer le grand intérêt de la formulation de liposomes hybrides, permettant 
d’induire une forte fixation et stabilité de l’ADN au sein des lipoplexes comparés aux 
liposomes homogènes. Cela va notamment avoir une forte répercussion à la surface 
des lipoplexes. En effet  bien que la structure « en oignon » soit conservée, nous avons 
clairement pu établir que les liposomes homogènes présentaient de l’ADN à leur 
surface, ce qui a un impact négatif tant pour l’interaction avec les membranes 
cellulaires que pour la protection de l’ADN qui va être susceptible à la dégradation. 
Pour ce qui est des liposomes hybrides, nous avons pu démontrer que l’ADN est 
profondément intégré au sein des lipoplexes, étant dès lors bien protégé et laissant 
toutes interactions possibles. Néanmoins, des expériences complémentaires seraient 
intéressantes à mener, afin de confirmer ce comportement avec d’autres acides 
nucléiques tels que les ARNm ou les siRNA, afin de renforcer l’intérêt de la formulation 
de ces liposomes hybrides. 
 
De plus, nous avons pu confirmer ces observations par des expériences de 
transfection de différentes lignées cellulaires ou cellules primaires. En effet, peu 
importe la classe d’acide nucléique, nous avons pu montrer que les liposomes 
hybrides permettent une meilleure efficacité de transfection comparée aux liposomes 
homogènes. Dès lors, il serait intéressant d’investiguer à l’avenir si ces liposomes 
hybrides sont doués de la capacité à délivrer simultanément et efficacement une 
combinaison d’acides nucléiques différents, ce qui en ferait ainsi des vecteurs 
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universels pour la transfection d’acides nucléiques avec des applications 
prometteuses dans le domaine de l’édition génétique (notamment médiée par les 
Crispr/Cas9).  
 
 

Conclusion générale 
 
Les résultats obtenus au cours de cette thèse montrent le rôle crucial de l’optimisation 
de la délivrance de macromolécules au sein de cellules, ainsi que l’importance de la 
compréhension de l’interaction entre le système immunitaire, les vecteurs, et les 
acides nucléiques, afin de développer des formulations spécifiques à chaque 
application biothérapeutique.  
 
En effet dans le contexte de l’immunothérapie ou de la vaccination, formuler un ADN 
contenant des motifs CpG au copolymère à bloc 704 est une stratégie prometteuse 
ayant fait ses preuves dans de nombreux protocoles thérapeutiques, et qui est 
actuellement en cours de développement préclinique pour une future application chez 
l’homme. De même, l’optimisation de la structure chimique d’autres vecteurs 
synthétiques de la famille des lipoaminoglycosides a permis le développement de 
composés possédant des propriétés immunostimulatrices, en faisant de potentiels 
adjuvants pour l’immunothérapie anticancéreuse et ouvrant la voie à leur utilisation en 
tant que « vecteurs-adjuvants ».  
 
En parallèle, cette étude a également permis d’obtenir de précieuses informations 
dans le cadre de la thérapie génique. Ainsi pour le transfert de gènes, l’utilisation 
d’acides nucléiques et de vecteurs immunologiquement neutres et permettant une 
bonne délivrance cellulaire est à privilégier. Dès lors, on choisira l’utilisation du 704 qui 
est un vecteur inerte pour le système immunitaire, en combinaison avec de l’ARN ou 
des plasmides CpG Free. De même, nous avons pu mettre en avant que certains 
lipoaminoglycosides (possédant une tête pôlaire 4,5-disubstituées 2-
deoxystreptamine, et/ou un espaceur long succinyl-serinyl, et/ou un segment 
hydrophobe dipalmityl/cholesterol) n’induisent pas de réponse immunitaire, et peuvent 
voir leur efficacité de transfection améliorer en les formulant avec un co-lipide neutre 
dans l’optique de former des liposomes hybrides. 
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