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I. Les vecteurs lentiviraux en thérapie génique 

I.A. Principe et définitions de la thérapie génique 

I.A.1. Définition de la thérapie génique 

La thérapie génique est définie au journal officiel du 22 septembre 2000 comme 

« l’opération conduisant à l’addition d’un gène dans des cellules non germinales d’un 

organisme ». 

La directive 2009/210/EC du 14 septembre 2009 de l’Agence Européenne du 

Médicament (EMA) définit les médicaments  de thérapie génique comme : «  un médicament 

biologique qui a les caractéristiques suivantes: (a) il contient une substance active qui contient 

ou constitue un acide nucléique recombinant administré à des personnes en vue de réguler, 

de réparer, de remplacer, d’ajouter ou de supprimer une séquence génétique; (b) son effet 

thérapeutique, prophylactique ou diagnostique dépend directement de la séquence d’acide 

nucléique recombinant qu’il contient ou au produit de l’expression génétique de cette 

séquence. 

Les vaccins contre les maladies infectieuses ne sont pas compris dans les 

médicaments de thérapie génique. » 

La thérapie génique consiste à ajouter, modifier ou inactiver un gène. C’est une 

stratégie thérapeutique utilisée pour de nombreuses applications, notamment dans le cadre 

du traitement de cancers, de maladies génétiques ou de maladies infectieuses (Ginn et al., 

2018). On dénombre actuellement plus de 1000 essais cliniques de thérapie génique (source : 

clinicaltrial.gov en septembre 2019), avec des domaines d’applications variés, le principal 

étant la cancérologie qui représente 65% des essais, mais aussi pour le traitement de maladies 

monogéniques, de maladies infectieuses par exemple (Ginn et al., 2018). 

Deux stratégies d’administration des vecteurs de thérapie génique peuvent être 

envisagées : ces vecteurs peuvent être administrés directement au patient par voie 

systémique ou locale, on parle alors de thérapie génique « in vivo » ; ou bien les cellules cibles 

sont isolées chez le patient et les vecteurs sont utilisés pour la transduction in vitro de ces 

cellules avant réimplantation des cellules corrigées, on parle alors de thérapie génique « ex 

vivo », dont une des principales applications concerne la transduction de cellules souches 

hématopoïétiques dans le cadre de thérapie génique d’immunodéficiences (Figure 1). 
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Figure 1 : La thérapie génique in vivo et ex vivo 

A gauche : représentation schématique de la thérapie génique in vivo, le vecteur est injecté 
directement au patient par voie systémique ou locale, les vecteurs de type rAAVs sont les plus utilisés 

pour ce type d’approche. A droite : représentation schématique de la thérapie génique ex vivo, les 
cellules (souches) du patient sont prélevées, corrigées in vitro par transduction avec le vecteur 

contenant thérapeutique contenant le transgène, puis les cellules corrigées sont ré-administrées au 
patient. Les vecteurs de type rHIVs sont les plus utilisés pour ce type d’approche. 

 

 

Les succès de la thérapie génique sont de plus en plus nombreux, il existe aujourd’hui 

9 médicaments de thérapie génique sur le marché, approuvés par les agences du 

médicament américaine ou européenne (Tableau 1). Le développement de ces médicaments 

est très récent. De plus ces médicaments ainsi que leur développement sont très coûteux, et 

les essais en termes de sécurité du médicament complexes. C’est pourquoi le nombre de 

médicaments autorisés est relativement faible, en comparaison du nombre d’essais cliniques 

dans le domaine. 
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Médicament 

(nom de spécialité) 
DCI Indication Laboratoire Approbation 

Glybera 
Alipogene 

tiparvovec 
LPLD UniQure 

2012 (EMA) 

Retiré en 2018 

Imlygic 
Talimogene 

laherparepvec 
Mélanome 

BioVex (filiale de 

Amgen) 
2015 (FDA, EMA) 

Strimvelis - ADA-SCID 

GlaxoSmithKline 

Commercialisé par 

Orchard Therapeutics 

2016 (EMA) 

Zalmoxis 
- HSCT 

haploidentique 
Molmed S.p.A 2016 (EMA) 

Luxturna 
Voretigene 

neparvovec-rzyl 

Dystrophie 

rétinienne (mutation 

RPE65) 

Sparks 

Therapeutics 
2017 (FDA) 

Kymriah Tisagenlecleucel 

LLA à cellules B2 

Lymphome B à 

grandes cellules3 

Novartis 
2017 (FDA) 

2018 (EMA) 

Yescarta 
Axicabtagene 

aloleucel 

LDGCB 

LMPGCB 
Kite Pharma 

2017 (FDA) 

2018 (EMA) 

Zynteglo - β-thalassémie Bluebird Bio 2019 (EMA) 

Zolgensma 
Onasemnogene 

abeparvovec-xioi 

SMA type I chez 

l’enfant <2ans 
AveXis 2019 (FDA) 

Tableau 1 : Médicaments de thérapie génique approuvés par les agences du médicament 
européenne et américaine 

DCI = Dénomination Commune Internationale ; LPLD = Lipoprotein Lipase Deficiency ; ADA-SCID 
= adenosine deaminase severe combined immunodeficiency ; HSCT = Haematopoietic Stem Cell 

Transplantation ; LLA = Leucémie Lymphoblastique Aigüe ; SMA = Spinal Muscular Atrophy ; EMA = 
European Medicines Agency ; FDA = Food and Drug Administration ; LDGCB = Lymphome Diffus à 

Grandes Cellules B ; LMPGCB = Lymphome Médiastinal Primitif à Grandes Cellules B ; 1 : mélanome 
non résécable avec métastases rétionales ou à distance (stade IIIB, IIIC, IVM1a) sans localisation 

osseuse, cérébrale, pulmonaire ou autre atteinte viscérale ; 2 : chez les patients âgés de moins de 25 
ans, en rechute ou réfractaire ; 3 : chez les patients adultes en rechute ou réfractaires après au moins 

2 lignes de traitement 

 

Parmi ces médicaments, il est intéressant de noter que le Glybera, le Luxturna et le 

Zolgensma sont des vecteurs de type AAV (adéno associés-virus) utilisés in vivo. L’Imlygic est 

également utilisé in vivo, le vecteur utilisé est un virus de l’herpès atténué codant pour le GM-

CSF. Le Yescarta et le Kymriah sont des médicaments de type CAR-T cells, qui sont utilisés 

ex vivo. Pour le Yescarta, un vecteur de type rétroviral est utilisé pour modifier les cellules, et 

pour le Kymriah il s’agit d’un vecteur lentiviral. Le Zalmoxis est un médicament de thérapie 

génique ex vivo, il s’agit de lymphocytes T corrigés par un vecteur rétroviral. Le Strimvelis et 

le Zynteglo sont des médicaments de thérapie génique ex vivo. Il s’agit de cellules souches 



 
 

- 17 - 
 

hématopoïétiques autologues corrigées par un vecteur rétroviral dans le cas du Strimvelis ou 

par un vecteur lentiviral dans le cas du Zynteglo par un vecteur lentiviral.  

 

I.A.2. Evaluation pharmacocinétique des médicaments de 

thérapie génique 

L’agence européenne du médicament définit la substance active d’un médicament de 

thérapie génique par une ou plusieurs séquences d’acides nucléiques ou un ou plusieurs 

microorganismes génétiquement modifiés ; ou des cellules génétiquement modifiées par une 

séquence d’acides nucléiques ou par un microorganisme génétiquement modifié.  

L’agence Européenne a publié des recommandations pour le développement des 

produits de thérapie génique. Différentes études précliniques sont demandées pour établir les 

doses, les limites de tolérance et la biodistribution du traitement. La thérapie génique restant 

une approche médicale récente, une connaissance approfondie des vecteurs utilisés et de 

leurs effets et caractéristiques spécifiques sont nécessaires pour garantir la sécurité des 

médicaments de thérapie génique. 

Des études pharmacodynamiques in vitro et in vivo doivent être fournies en utilisant 

des modèles pertinents (modèles cellulaires ou modèles animaux, en choisissant des espèces 

animales pertinentes pour l’étude). Ces études doivent également démontrer que l’organe ou 

la cellule cible est atteinte, et que le niveau d’expression permettant une activité fonctionnelle 

est atteint. Des études peuvent être requises afin de confirmer la spécificité et la durée de 

fonctionnalité et d’activité dans les cellules cibles. 

Les études relatives à la pharmacocinétique doivent contenir des études de la 

biodistribution du médicament, afin de contrôler sa spécificité et de comprendre et éviter des 

effets indésirables dûs à une expression ectopique du transgène ou à une dissémination trop 

large du vecteur. La thérapie génique est autorisée uniquement sur les cellules somatiques, 

et la biodisitribution au niveau des cellules de la lignée germinale est nécessairement étudiée 

afin de s’assurer de la sécurité du médicament, et éviter une transmission à la descendance.  

Des études doivent également être menées concernant la dissémination et le risque 

de transmission à des tiers, au même titre que l’évaluation du risque environnemental. 

Concernant les études de toxicologie, différents éléments doivent être fournis dans le 

but d’évaluer la toxicité d’un médicament de thérapie génique : la génotoxicité, la 

carcinogénicité, la toxicité pour la reproduction et pour le développement, des études sur la 
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fécondité ainsi que sur la fonction reproductrice, des études de toxicité embryofœtale et 

périnatale, ainsi que des études de transmission à la lignée germinale. L’immunogénicité et 

l’immunotoxicité du médicament doivent être évaluées, pouvant être une cause de non 

fonctionnement du médicament ou pouvant engendrer des effets indésirables. Ces effets 

immunogéniques peuvent être liés au vecteur ou au transgène et les études doivent donc 

porter sur ces différents éléments. Des études d’intégration doivent également être menées.  

Les études de sécurité ont pour but de surveiller l’émergence d’un vecteur compétent 

pour la réplication (Corre et al., 2016), l’émergence de nouvelles souches, le réarrangement 

de séquences génomiques ou encore la prolifération néoplasique due à la mutagenèse 

insertionnelle. 

Une stratégie de suivi à long terme de la sécurité et de l’efficacité du médicament doit 

figurer dans le plan de gestion des risques. C’est pourquoi, il est nécessaire de caractériser 

au maximum les vecteurs de thérapie génique, leurs mécanismes d’entrée, leur caractère 

intégratif ou non, leur biodistribution ou leur immunogénicité. 

 

I.A.3. Les principaux vecteurs utilisés en thérapie génique 

Afin d’apporter le matériel génétique aux cellules, différents vecteurs peuvent être 

utilisés, qu’ils soient non viraux (utilisant l’ADN nu ou des complexes ADN) ou des vecteurs 

viraux recombinants. Ces derniers sont majoritairement utilisés dans les essais cliniques de 

thérapie génique à l’heure actuelle. En effet, les vecteurs viraux sont des outils efficaces pour 

le transfert de gènes dans les cellules de mammifères, utilisant les propriétés intrinsèques des 

virus pour infecter les cellules cibles. Les principaux vecteurs utilisés en thérapie génique sont 

les vecteurs adénoviraux, les vecteurs virus adéno-associés (AAV) ou les vecteurs lentiviraux.  

Dans le cadre des maladies génétiques, ce sont les vecteurs lentiviraux qui sont 

actuellement les plus utlisés pour la thérapie génique « ex vivo ». Ces vecteurs peuvent en 

effet intégrer leur matériel génétique dans le génome des cellules quiescentes. La 

transmission du matériel génétique par les cellules souches aux lignées dérivées après 

différenciation permettra la correction de l’ensemble des cellules sanguines ou immunitaires 

dérivées des cellules souches. De nombreux essais cliniques de thérapie génique pour des 

déficits immunitaires utilisent cette approche. C’est le cas de la thérapie génique du syndrôme 

de Wiskott-Aldrich (WAS) (Galy and Thrasher, 2011), de la granulomatose septique chronique 

liée à l’X (X-CGD) (Brendel et al., 2018) ou de l’anémie de Fanconi type A (Río et al., 2019) 

qui sont des programmes cliniques auxquels le laboratoire, Généthon, a participé. 
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Actuellement, les stratégies de thérapie génique « in vivo » de maladies génétiques reposent 

majoritairement sur l’utilisation de vecteurs virus adéno-associés (AAV). Cependant ces 

vecteurs AAV ont une capacité d’encapsidation beaucoup plus faible (<4kb) que celle des 

vecteurs lentiviraux (10kb) et sont beaucoup plus immunogènes. Une grande partie de la 

population a déjà été infectée par des virus AAV sauvages et présente des anticorps pré-

existants susceptibles de neutraliser l’entrée des vecteurs AAV de thérapie génique et de les 

rendre inefficaces  (Tableau 2). Par ailleurs, l’administration des vecteurs AAV « in vivo » induit 

des réponses immunitaires contre les composants viraux, telle que la capside qui empêche 

une 2ème administration. Les vecteurs lentiviraux sont généralement utilisés « ex vivo » donc 

les réponses immunes contre les vecteurs lentiviraux ont été moins observées qu’avec l’AAV, 

et le risque de transmission verticale de ces vecteurs est limité. Les vecteurs lentiviraux 

peuvent également être utilisés « in vivo », dans le cas de stratégies de thérapie génique 

locale dans l’œil ou le cerveau (Bainbridge et al., 2001). Dans ces cas précis, les réponses 

immunes et risques de dissémination sont minimisés par l’environnement et par les faibles 

doses.  Les vecteurs lentiviraux ciblés et modifiés pour réduire l’immunogénicité sont en cours 

d’étude pour un ciblage hépatique « in vivo », notamment pour le traitement de l’hémophilie B 

(Milani et al., 2019). Malgré leurs limitations, la grande capacité d’encapsidation des vecteurs 

lentiviraux en font des outils extrêmement intéressants, la taille du transgène à apporter aux 

cellules pour les corriger étant souvent supérieure aux 4kb auxquels sont limités les rAAVs. 

De plus, en modifiant la glycoprotéine d’enveloppe à la surface du vecteur, il est possible de 

modifier son tropisme cellulaire et de diminuer l’immunogénicité du vecteur. 
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 rAAV rHIV 

Taille 26nm 100-120nm 

Génome ADN double brin ARN simple brin 

Taille d’encapsidation <4kb 8kb 

Tropisme Large 

Dépendant du sérotype de 

la capside 

Large/spécifique * 

Dépendent des 

glycoprotéines d’enveloppe 

Intégration Non 

Cellules post-mitotiques 

Oui 

Cellules en division ou 

post-mitotiques 

Expression dans le temps Stable en l’absence de 

division cellulaire 

Stable 

Réponses immunitaires ++ 

Documentées chez 

l’homme 

+/- * 

Tableau 2 : Avantages et  inconvénients des rAAV et rHIV utilisés en thérapie génique des 
maladies génétiques 

* en fonction du pseudotype utilisé 

 

I.B. Les vecteurs lentiviraux dérivés du VIH-1 

I.B.1. Du virus sauvage du VIH-1 aux vecteurs lentiviraux 

Les vecteurs lentiviraux dérivés du VIH-1 sont étudiés depuis une trentaine d’années 

(Landau et al., 1991; Page et al., 1990), des améliorations ont été apportées au cours du 

temps afin de sécuriser le système et de le rendre plus performant. Actuellement, de nombreux 

essais cliniques utilisent ces vecteurs et deux médicaments de thérapie génique 

commercialisés utilisent les vecteurs lentiviraux. 

I.B.1.a. Génome et protéines virales du VIH-1 

Le virus du VIH-1 (Virus de l’Immunodéficience Humaine de type 1) (Figure 2) 

appartient à la famille des Retroviridae. Il s’agit d’un virus enveloppé dont le génome est 

composé de 2 copies d’ARN simple brin à polarité positive d’environ 9kb qui code pour 9 

protéines virales. On peut distinguer les éléments trans-actifs : Gag, Pol, Env, Tat, Rev, Vpr, 

Vpu, Nef et Vif ; et les éléments cis-actifs : les LTRs (Long Terminal Repeat), le RRE (Rev 

Responsive Element), les sites d’épissage et le signal d’encapsidation (ᴪ). 
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Gag, pol et env sont les protéines de structure du VIH-1, tat et rev sont des protéines 

régulatrices, Vpr, Vpu, Nef et Vif sont des protéines accessoires (Luciw, 1996). 

Dans le cas du virus sauvage du VIH-1, la protéine Env est un polypeptide sous forme 

trimérique également appelé gp160, qui est clivé par la furine pour donner les sous-unités de 

surface SU (gp120) et transmembranaire TM (gp41). Ces deux sous-unités sont liées par des 

liaisons non covalentes. La protéine gp120 permet la reconnaissance et l’adhésion à la cellule 

cible, et gp41 permet la fusion entre la membrane lentivirale et la membrane de la cellule cible. 

Le polypeptide gag (p55) est impliqué dans le bourgeonnement des particules virales. 

P55 est clivée par la protéase pour générer les protéines de structure du VIH : la protéine de 

matrice (MA) p17, de capside (CA) p24, de nucléocapside (NC) p9 et p6. La protéine de 

matrice permet de stabiliser la particule virale et facilite l’import nucléaire du génome viral. La 

protéine de capside interagit avec la polyprotéine p55 pour favoriser la réplication virale. La 

protéine de nucléocapside reconnaît le signal d’empaquetage du VIH. La protéine p6 permet 

l’intégration de Vpr dans les particules virales.  

Le polypeptide pol est également clivé au cours de la maturation pour donner les 

enzymes virales : protéase PR (p10), transcriptase inverse RT (p50) et intégrase IN (p31). La 

protéase permet le clivage protéolytique de la plupart des précurseurs polypeptidiques, et est 

nécessaire lors de la maturation du virus. La transcriptase inverse ou reverse transcriptase 

permet de transcrire l’ARN viral en ADN proviral. L’intégrase permet l’intégration de l’ADN du 

provirus dans le génome de la cellule hôte grâce à ses activités exonucléase, endonucléase 

et ligase. 

 

 

Figure 2 : Structure du VIH-1 
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I.B.1.b. Les éléments cis-actifs 

Les deux LTRs (5’ et 3’) participent à la réplication du génome viral et à l’intégration du 

provirus. Lors de la transcription inverse, il y a une duplication du LTR 5’ pour générer le 

provirus qui sera intégré et au cours de ce processus la région U3 du 3’LTR est recopiée dans 

le LTR 5’.  Le virus intégré utilise le promoteur dans le LTR 5′ pour exprimer le génome viral 

alors que le LTR 3’ permet de stabiliser les transcrits grâce au site de polyadénylation, et 

permet aussi l’expression de la protéine accessoire Nef. Les LTRs sont composés de 3 

régions : U3 (unique 3), R (repeat) et U5 (unique 5). La région U3 située en 5’ de chaque LTR 

contient le promoteur rétroviral et les enhancers avec des sites de liaison pour de nombreux 

facteurs de transcription cellulaires tels que NF-κB, Sp1, TAB (TATA box binding protein) et le 

site de liaison de la RNA polymerase II. La région R est essentielle pour la transcription inverse 

et la réplication du VIH et contient le site de polyadénylation. Dans l’ARN viral R U5 qui est 

produit, juste en 5’ se trouve l’épingle TAR qui se lie avec Tat pour permettre une élongation 

efficace lors de la transcription du génome viral. L’ARN R U5 contient également des 

séquences qui facilitent l’initiation de la transciption inverse telles que tRNA primer binding site 

(PBS), le site de dimérisation (DIS : Dimer Initiation Site), et le signal d’encapsidation ᴪ 

permettant de structurer l’ARN génomique, en médiant la reconnaissance et l’encapsidation 

de cet ARN génomique avant assemblage (Clever and Parslow, 1997). 

D’autres éléments cis-actifs sont situés en dehors des LTRs incluant les sites 

d’épissage donneur et accepteur (SD : Splicing Donor et SA : Splicing Acceptor), le RRE (Rev 

Responsive Element) qui permet l’export des ARNs non épissés depuis le noyau, et les sites 

PPT (central et terminal polypurine tracts) qui optimisent l’import nucléaire. 

  

I.B.1.c. Cycle réplicatif du VIH-1 

La première étape du cycle du VIH-1 est la reconnaissance et la fixation de la 

glycoprotéine gp120 sous forme de trimère à son récepteur CD4 à la surface des lymphocytes 

T. Il y a ensuite liaison de cette glycoprotéine au corécepteur CXCR4 (lymphocytes T) ou 

CCR5 (lymphocytes T activés, monocytes, macrophages ou cellules dendritiques). La liaison 

au corécepteur initie l’étape de fusion des membranes virale et cellulaire. Dans un premier 

temps, gp120 (SU) change de conformation, ce qui entraîne un démasquage de la 

glycoprotéine gp41 qui s’insère dans la membrane de la cellule cible grâce au peptide de 

fusion. Gp41 (TM) adopte alors une structure en épingle à cheveux par interaction de ses 
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domaines N- et C-terminaux, ce qui permet la mise en contact les membranes virale et 

cellulaire et la création d’un pore de fusion.  

La deuxième étape est la décapsidation du virus, le contenu viral (génome + protéines 

associées) est libéré via le pore de fusion ainsi créé dans le cytoplasme de la cellule cible, au 

niveau du pore nucléaire (Campbell and Hope, 2015). L’ARN simple brin positif est alors rétro-

transcrit par la transcriptase inverse (RT) pour former un ADN double brin qui va être importé 

dans le noyau. Dans le noyau, cet ADN s’intègre au génome de la cellule hôte sous l’action 

de l’intégrase virale. Après intégration, l’ADN proviral est transcrit et épissé en ARNm. Dans 

la phase précoce du cycle réplicatif, seuls les ARNm totalement épissés sont exportés du 

noyau vers le cytoplasme, c’est-à-dire Tat, Nef et Rev. Rev interagit avec le domaine RRE des 

ARNm non-épissés et permet ainsi leur export nucléaire (Vif, Vpr, Vpu, Env, Gag, Gagpol). Le 

génome viral et les protéines synthétisées s’assemblent à la membrane plasmique (Sundquist 

and Krausslich, 2012). Les virions immatures sont relargués par bourgeonnement hors de la 

cellule hôte, la protéase est activée et permet le clivage des précurseurs gag et gagpol pour 

convertir les virions immatures en virions matures capables d’infecter à leur tour les cellules 

cibles (Figure 3) (Freed, 2015). Cette dernière étape consistant à produire de nouveaux virions 

à partir du génome du VIH-1 est modifiée pour les vecteurs lentiviraux par rapport au virus 

sauvage. Les connaissances sur les éléments cis-actifs qui régulent la transcription et 

l’intégratoin du génome du VIH-1 a permis de modifier ce virus par ingénierie afin d’obtenir 

des particules non réplicatives tout en conservant ses capacités à intégrer son cargo 

génomique. C’est ainsi que l’on passe d’un virus réplicatif et infectieux à un vecteur de transfert 

de gène. Les détails des systèmes de vecteurs de transfert de gène dérivés du VIH-1 sont 

expliqués dans la partie suivante (I.B.1.d. Génome des vecteurs lentiviraux dérivés du VIH-1). 
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Figure 3 : Cycle réplicatif du VIH-1. D’après (Sakuma et al., 2012) 

 Le virus va grâce à la glycoprotéine gp120 reconnaître et se fixer à son récepteur CD4 à la surface 
des lymphocytes T, les membranes cellulaire et virale vont fusionner ce qui va entraîner la 

décapsidation du virus. Le matériel génétique viral sous forme d’ARN va subir une transcription 
inverse, l’ADN viral ainsi formé va être importé dans le noyau où il va s’intégrer au génome de la 

cellule hôte, puis après transcription et épissage les transcrits viraux vont être exportés du noyau, il y 
a assemblage des différents éléménts viraux dans le cytoplasme et formation de provirus par 
bourgeonnement qui vont maturer et être capables à leur tour d’infecter les cellules voisines 

 

I.B.1.d. Génome des vecteurs lentiviraux dérivés du VIH-1 

Les vecteurs lentiviraux de 1ère génération sont très proches du virus sauvage du VIH-

1. Des mutations génétiques ont été apportées pour des raisons de biosécurité et pour 

améliorer leur efficacité. Le matériel génétique est réparti sur 3 plasmides : un plasmide code 

pour gagpol, pour les protéines accessoires (vif, vpr, vpu et nef) et pour les protéines 

régulatrices (rev et tat).  Un second plasmide code pour la glycoprotéine d’enveloppe (en 

général VSVG). Ces deux plasmides sont sous contrôle de promoteurs hétérologues, et non 

sous contrôle du promoteur LTR. Le troisième plasmide est le plasmide de transfert, il code 
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pour le transgène et est flanqué en 5’ et en 3’ de deux séquences régulatrices identiques, les 

LTRs (Long Terminal Repeat), ce plasmide contient également des séquences essentielles à 

la transcription comme le RRE, ou à l’encapsidation comme Psi (ᴪ) (Figure 4) (Naldini et al., 

1996). Le fait de séparer les différents éléments du vecteur sur 3 plasmides différents permet 

de réduire le risque de formation de lentivirus compétents pour la réplication (RCLs).  

La seconde génération de vecteurs lentiviraux a été développée dans le but d’améliorer 

la sécurité des vecteurs, en enlevant les séquences codant pour les protéines accessoires vif, 

bvp, vpu et nef (Figure 4). Ces protéines sont essentielles à la virulence du VIH-1 mais leur 

délétion n’affecte pas l’efficacité de transfert de gène des vecteurs lentiviraux (Zufferey et al., 

1997). 

Les vecteurs lentiviraux de 3ème génération sont les plus utilisés à l’heure actuelle, et 

ont été développés pour augmenter encore la biosécurité des vecteurs (Dull et al., 1998). 

Le génome de ces vecteurs est réparti sur 4 plasmides : le plasmide d’enveloppe, le 

plasmide d’assemblage délété des séquences régulatrices tat et rev, le plasmide de transfert 

et un plasmide codant pour rev (Figure 4). Cette répartition sur 4 plasmides avec un plasmide 

codant pour rev permet une meilleure stabilité du transcrit, par interaction avec le RRE (Rev 

Responsive Element), permettant l’export nucléaire des ARNs non épissés. 

Les vecteurs lentiviraux de 3ème génération utilisent le système LTRSIN (Self 

Inactivating). Le transgène qui est intégré dans le génome de la cellule hôte par le vecteur 

lentiviral est flanqué de deux LTRs identiques. Cependant, il existe dans le génome des 

vertébrés de nombreuses séquences endogènes dérivées de LTRs issus de rétrovirus 

ancestraux (Jern and Coffin, 2008). Il y a donc un risque de recombinaison entre les 

séquences du vecteur lentiviral et du génome de l’hôte, conduisant à la production de 

particules lentivirales compétentes pour la réplication (RCLs = Replication-Competent 

Lentiviruses) (Segall et al., 2003). De plus, les LTRs intégrés peuvent activer des gènes à 

proximité du site d’insertion du génome viral, car ils possèdent des propriétés « enhancer » et 

promotrices. En cas d’insertion à proximité d’un proto-oncogène, il y a donc des risques 

d’effets indésirables très graves avec induction de cancers, comme cela a déjà été observé 

par le passé (Hacein-Bey-Abina et al., 2003).  

Les vecteurs auto-inactivants SIN ont été développés pour améliorer la biosécurité des 

vecteurs lentiviraux. Les LTRs sont constitués de 3 régions : U3, R et U5. Un promoteur fort 

va remplacer la région U3 du 5’LTR (RSV pour le système pRRL ou CMV pour le système 

pCCL par exemple). Une partie de la région U3 (promoteur) du 3’LTR est délétée au niveau 

du plasmide de transfert, incluant la TATA box et les sites de liaison aux facteurs de 
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transcription SP1, NF-κB et NFAT ; ces séquences étant nécessaires à la transcription et à la 

réplication du provirus, et devient la région ΔU3 (Bukovsky et al., 1999; Miyoshi et al., 1998; 

Zufferey et al., 1998). Après rétro-transcription du provirus, cette délétion est transférée au 

5’LTR, conduisant à l’intégration d’un provirus n’ayant pas d’activité transcriptionelle (Figure 

4). Le promoteur viral étant délété, il est nécessaire d’avoir un promoteur interne en amont du 

transgène dans la cassette du plasmide de transfert. Ce promoteur doit être suffisamment fort 

pour permettre un niveau thérapeutique d’expression du transgène sans entraîner de 

génotoxicité, et doit pouvoir permettre une expression la plus spécifique du tissu/organe cible 

pour éviter une expression ectopique du transgène. 
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Figure 4 : Représentation schématique des vecteurs lentiviraux 
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I.B.1.d.3. Les éléments viraux hétérologues  

Des éléments hétéroloques peuvent être insérés dans les cassettes servant à la 

production, notamment pour une régulation de l’expression du transgène, ou du tropisme des 

vecteurs. 

Il est courant de retrouver dans le plasmide de transfert des éléments de régulation qui 

vont permettre une augmentation de l’expression du transgène. La séquence du WPRE (Wood 

Chuck Hepatitis Posttranscriptionnal Regulatory Element) provenant du virus de l’hépatite de 

la marmotte, ou des mutants de ce WPRE sont ainsi très fréquemment retrouvés en 3’ du 

transgène (Zufferey et al., 1999). 

Afin d’obtenir l’expression souhaitée du transgène, différents promoteurs peuvent être 

utilisés. Certains de ces promoteurs, notamment des promoteurs forts ubiquitaires sont 

d’origine virale, comme le CMV (Cytomégalovirus) ou le SFFV (Spleen Focus Forming Virus). 

Des promoteurs cellulaires spécifiques peuvent également être utilisés afin d’obtenir des 

niveaux d’expression spécifiques de lignées cellulaires ou d’organes cibles, à des niveaux 

physiologiques. 

La glycoprotéine d’enveloppe, qui permet la reconnaissance et la fusion avec son 

récepteur à la surface des cellules cibles, peut provenir d’autres virus de différentes familles 

(cf partie I.B.2. Le pseudotypage de vecteurs lentiviraux, orientation du tropisme cellulaire). 

 

I.B.1.e. Principe du pseudotypage 

Le VIH-1 est un virus enveloppé qui possède à sa surface une glycoprotéine 

d’enveloppe dérivée du clivage du précurseur gp160 : une protéine de surface gp120 et une 

protéine transmembranaire gp41. La glycoprotéine d’enveloppe va reconnaître et interagir 

avec son récepteur à la surface de la cellule hôte. Le récepteur du virus du VIH-1 est le CD4 

et ses corécepteurs CXCR4 ou CCR5, ce qui limite le tropisme de ces virus aux lymphocytes 

T (Dalgleish et al., 1984; Moore et al., 1997). 

Le pseudotypage de vecteurs lentiviraux consiste à incorporer une glycoprotéine 

d’enveloppe hétérologue, permettant ainsi de modifier le tropisme cellulaire du vecteur. Les 

premières études montrant la possibilité de pseudotyper des virus dérivés du VIH-1 ont permis 

de mettre en évidence la possibilité de produire des vecteurs incorporant des glycoprotéines 

provenant des virus amphotropes ou écotropes de la leucémie murine (MLV-amphotropic ou 

–ecotropic env) ou du virus HTLV-1 (Human T cell Leukemia Virus type 1), et la possibilité 
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pour ces nouveaux pseudotypes de vecteurs lentiviraux d’infecter à la fois des cellules 

humaines et murines (Landau et al., 1991; Page et al., 1990). 

Les glycoprotéines rétrovirales sont produites à partir d’un polypeptide clivé en 2 sous-

unités comprenant d’une part une protéine SU exposée en surface pour la reconnaissance de 

récepteurs et d’autre part en liaison non covalente, une protéine transmembranaire (TM) 

comportant un peptide de fusion et une partie intracytoplasmique qui intéragit avec gag pour 

permettre l’ancrage de la protéine avec la capside. 

On sait maintenant qu’il est possible d’utiliser non seulement d’autres glycoprotéines 

rétrovirales pour pseudotyper des particules dérivées du VIH-1 mais également une vaste liste 

d’autres glycoprotéines d’enveloppe hétérologues (voir section I.B.2.c. Pseudotypage de 

vecteurs lentiviraux par des glycoprotéines d’enveloppe virales hétérologues). Les 

glycoprotéines hétérologues utilisables pour pseudotyper des vecteurs lentiviraux possèdent 

les caractéristiques essentielles qui sont les suivantes. La glycoprotéine d’enveloppe doit 

permettre la reconnaissance de la cellule cible, de préférence par liaison avec un récepteur 

défini.  En effet les virus entrent dans les cellules en se liant à des facteurs d’attachement 

généralement peu spécifiques (ex. carbohydrates) mais aussi à des récepteurs viraux qui 

jouent un rôle actif dans l’entrée. Après l’attachement du vecteur à la cellule cible et après 

liaison au récepteur, les particules pénètrent dans la cellule à travers divers mécanismes 

impliquant ou non des étapes d’endocytose. La glycoprotéine de la particule virale doit 

permettre la fusion entre les membranes cellulaires et virales pour permettre le relargage du 

matériel génétique viral dans le cytoplasme, son transport intracytosolique et intranucléaire. 

Enfin, la glycoprotéine d’enveloppe doit permettre l’encapsidation et la production des 

particules lentivirales de manière efficace. De ce fait, la glycoprotéine d’enveloppe confère des 

propriétés physico-chimiques à la particule notamment en termes de taille ou de charge 

électronique, ce qui détermine sa stabilité et la résistance des particules lors de leur 

production, de leur concentration et de leur conservation. Ces paramètres sont importants 

dans le développement pharmaceutique des vecteurs de thérapie génique.  

 

 

 

 



 
 

- 30 - 
 

I.B.2. Le pseudotypage de vecteurs lentiviraux, mécanismes 

d’entrée et orientation du tropisme cellulaire 

Parmi les différentes propriétés des glycoprotéines d’enveloppe utilisées pour 

pseudotyper les vecteurs lentiviraux, l’étape de fusion entre les membranes cellulaires et 

virales et qui permet l’entrée dans la cellule cible, est une étape majeure qui repose sur des 

mécanismes biochimiques complexes. 

 

I.B.2.a. Les mécanismes de fusion membrane rétrovirale- 

membrane cellulaire 

Les membranes biologiques sont constituées de bicouches lipidiques au sein 

desquelles les molécules lipidiques sont orientées de façon parallèle. Les lipides sont des 

molécules amphipathiques, c’est-à-dire qu’elles contiennent une tête hydrophile, 

généralement chargée, ainsi qu’une queue hydrophobe composée d’hydrocarbones. 

L’organisation des bicouches des membranes biologiques permet l’exposition des têtes 

hydrophobes des lipides, tandis que les queues hydrophobes sont orientées entre elles entre 

les deux couches. Cette conformation est en effet la plus stable d’un point de vue 

thermodynamique.  

Lors de la fusion des membranes, les deux bicouches lipidiques vont entrer en contact, 

ce qui va impliquer l’évacuation de l’eau des surfaces hydrophiles et l’opposition entre des 

charges électrostatiques de charges égales. Ces deux processus nécessitent beaucoup 

d’énergie, c’est pourquoi les processus de fusion des membranes cellulaires sont médiés par 

des protéines qui vont permettre de s’affranchir des forces de répulsion hydrophiles et de 

promouvoir des forces attractives hydrophobes (Helm et al., 1992). 

La spécificité de la liaison de la glycoprotéine d’enveloppe à son récepteur est 

déterminante pour le tropisme des rétrovirus. Les glycoprotéines d’enveloppe sont constituées 

de deux sous-unités : une sous-unité de surface (SU) et une sous-unité transmembranaire 

(TM). La sous-unité TM qui est ancrée dans la membrane virale permet la fusion des 

membranes après la liaison de la sous-unité SU à son récepteur. 
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Figure 5 : Mécanismes de fusion cellulaire  

A : Représentation schématique mécanismes de fusion rétrovirus-cellule et des changements de 
conformation de la glycoprotéine d’enveloppe rétrovirale. SU= sous-unité de surface, TM = sous-unité 
transmembranaire. D’après (Kubo, 2011). B : Représentation schématique des intermédiaires lors de 

l’hémifusion pour la création d’un pore de fusion, d’après (Chernomordik et al., 2006) 

 

La liaison de la sous-unité SU à son récepteur va entraîner un changement de 

conformation de la sous-unité TM dont la partie N-terminale hydrophobe va se retrouver 

exposée et va s’insérer dans la membrane de la cellule cible grâce au peptide de fusion. La 

sous-unité TM va alors adopter une structure en épingle à cheveux par interaction de ses 

domaines N- et C-terminaux. Ces changements de conformation vont entraîner la mise en 

contact et l’enchevêtrement des membranes virale et cellulaire, permettant la création d’un 

pore de fusion (Figure 5A) (Kubo, 2011). Dans un premier temps, les bicouches lipidiques des 

deux membranes vont entrer en contact, les protéines associées à la membrane vont se 

déplacer pour permettre de créer une zone de contact entre les deux bicouches. Le 

rapprochement des membranes va entraîner une déshydratation des têtes polaires des lipides 

de la bicouche membranaire. Une continuité lipidique va s’établir entre les monocouches 
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externes des deux membranes, formant la « tige » d’hémifusion. Cette tige s’étend pour former 

le diaphragme d’hémifusion, formé par les monocouches internes des membranes. Un pore 

de fusion va ensuite être créé au sein de ce diaphragme, dont l’élargissement conduira à la 

fusion complète (Figure 5B) (Chernomordik et al., 2006). 

La capacité fusogénique des glycoprotéines rétrovirales est contrôlée par plusieurs 

mécanismes. En particulier, un peptide R dans la partie TM inhibe la fusion dans les cellules 

productrices mais peut être clivé par la protéase virale pour induire la fusion avec des cellules 

cibles. Le peptide R de certains rétrovirus, tel que le rétrovirus amphotrope murine leukemia 

virus 4070A est très actif sur la fusion. Cette séquence est donc insérée dans la partie TM de 

plusieurs pseudotypes ingéniérés tel que GALV-TR. Inversement la séquence R peut être 

délétée pour augmenter l’infectivité comme dans le cas de BaEV-R-less (Bernadin et al., 2019; 

Drakopoulou et al., 2018).  

 

I.B.2.b. VSVG : le pseudotype le plus courant, avantages et limites 

Actuellement, la glycoprotéine G du virus de la stomatite vésiculeuse (VSVG) de la 

souche Indiana est la glycoprotéine la plus utilisée pour pseudotyper des vecteurs lentiviraux 

dérivés du VIH-1 pour la thérapie génique.  

 

I.B.2.b.1. Structure de la protéine VSVG 

Le virus de la stomatite vésiculeuse (VSV) appartient à la famille des Rhabdoviridae et 

au genre Vesiculovirus. Ce sont des virus à ARN simple brin enveloppés. La glycoprotéine G 

du virus VSV, appelée VSVG, est une protéine transmembranaire qui permet la fixation du 

virus aux cellules cibles. La protéine VSVG utilise comme récepteur les protéines de la famille 

LDL-R (Low Density Lipoprotein Receptor) (Finkelshtein et al., 2013). 

Cette protéine trimérique G peut adopter 3 états de configuration différents : une 

configuration native pré-fusion, une configuration hydrophobe activée (qui va interagir avec la 

membrane cellulaire lors des premières étapes de la fusion) et une configuration post-fusion 

(Figure 6) (Durrer et al., 1995; Roche and Gaudin, 2002; Roche et al., 2007). 
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Figure 6 : Structure du trimère formé par la glycoprotéine VSVG  

Dans la conformation pré-fusion (A) et post-fusion (B). En rouge = domaine DI (domaine latéral), en 
bleu = domaine DII (domaine de trimérisation), en orange = domaine DIII (domaine d’homologie de la 

pleckstrine), en jaune = domaine DIV (domaine de fusion) (Roche et al., 2007) 

 

I.B.2.b.2. La fusion médiée par la glycoprotéine VSVG 

La glycoprotéine transmembranaire G est responsable de la reconnaissance du 

récepteur à la surface de la cellule cible et de la fusion des membranes. Le récepteur de la 

glycoprotéine VSVG appartient à la famille du LDL-R (Finkelshtein et al., 2013). Le domaine 

ligand du LDL-R est constitué de 7 domaines répétés riches en cystéine (CR domaines). La 

protéine VSVG est capable de reconnaître et de se lier aux domaines CR2 et CR3 du LDL-R 

(Nikolic et al., 2018). 
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Figure 7 : Représentation schématique des voies d'entrée des vecteurs lentiviraux pH-
dépendants vs pH-indépendants (Frank and Buchholz, 2019) 

 

Le virus VSV, ainsi que les vecteurs lentiviraux pseudotypés par la glycoprotéine VSVG 

vont entrer dans la cellule hôte par la voie de l’endocytose de façon pH-dépendante (Figure 

7). La fusion entre les membranes est rendue possible par les conditions de pH faible de 

l’endosome (Le Blanc et al., 2005). Le pH endosomal acide va entraîner un changement de 

conformation de la glycoprotéine, permettant l’exposition du domaine de fusion (Figure 6) et 

ainsi la fusion entre les membranes endosomale et virale, pour permettre la décapsidation du 

matériel viral dans le cytoplasme de la cellule hôte. 

 

I.B.2.b.3. Avantages et limitations du pseudotypage de vecteurs lentiviraux par la 

protéine VSVG 

La protéine VSVG permet un pseudotypage efficace de vecteurs lentiviraux dérivés du 

VIH-1, et est le pseudotype d’enveloppe lentiviral le plus fréquemment utilisé. Les vecteurs 

lentiviraux pseudotypés par VSVG (LV-VSVG) possèdent un tropisme de transduction très 

large (Akkina et al., 1996; Naldini et al., 1996; Reiser et al., 1996), et ce sont des vecteurs 

ayant une grande stabilité, qu’il est possible de concentrer par ultracentrifugation (Bartz et al., 

1996; Burns et al., 1993). De plus, il existe des procédés de production et de purification des 

vecteurs LV-VSVG qui permettent une production à l’échelle industrielle et une utilisation en 

clinique (Merten et al., 2010). Les LV-VSVG ont un tropisme très large, ce qui s’explique par 

l’expression ubiquitaire de son récepteur, le LDL-R (Finkelshtein et al., 2013). Chez l’homme, 

les lymphocytes T non-activés, ou les lymphocytes B par exemple, n’expriment pas ou très 
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faiblement le LDL-R, et sont ainsi inefficacement transduits par les LV-VSVG (Amirache et al., 

2014). 

Cependant, il existe certaines limites à l’utilisation de vecteurs LV-VSVG. En effet, un 

des principaux inconvénients est l’inactivation de la VSVG par le complément du sérum 

humain. En raison des réponses immunes qui pourraient être induites, l’utilisation des vecteurs 

LV-VSVG pour des applications in vivo chez l’homme est compromise (DePolo et al., 2000). 

De plus, son large tropisme de transduction peut, in vivo, entraîner une expression du 

transgène dans des organes ou cellules non ciblées, et ainsi engendrer des effets indésirables, 

avec une forte affinité du vecteur pour le foie (Cire et al., 2014; Kafri et al., 1997; Pan et al., 

2002). Il est démontré que l’administration par voie intraveineuse de vecteurs LV-VSVG chez 

la souris déclenche des réponses immunitaires T CD4 et CD8 efficaces contre le transgène 

(Cire et al., 2014). 

 

I.B.2.c. Pseudotypage de vecteurs lentiviraux par des 

glycoprotéines d’enveloppe virales hétérologues 

Bien que la protéine VSVG reste la plus fréquemment utilisée à l’heure actuelle pour 

pseudotyper des vecteurs lentiviraux dérivés du VIH-1, et notamment pour des applications 

cliniques, la liste des glycoprotéines utilisées pour le pseudotypage de vecteurs lentiviraux ne 

cesse d’augmenter. Le but est d’obtenir un tropisme de transduction des vecteurs plus ciblé, 

mais aussi dans un souci de diminuer les réponses immunitaires, notamment pour des 

utilisations in vivo chez l’homme. 

La liste des glycoprotéines virales hétérologues utilisées pour le pseudotypage de 

particules lentivirales est représentée dans le Tableau 3 (page suivante) : 
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Genre Virus (GP) Spécificité cellulaire Référence 

Rhabdoviridae 

Vesiculovirus 

Vesicular stomatitis virus 
(VSVG) 

Large spectre (Burns et al., 1993) 

Cocal virus  Cellules hématopoïétiques (Trobridge et al., 2010) 

Lyssavirus 
Rabies virus (RabV) Cellules neurales 

(Mochizuki et al., 1998), 
(Carpentier et al., 2012) 

Mokola virus (MOKV) Cellules neurales 
(Mochizuki et al., 1998), 

(Watson et al., 2002) 

Filoviridae 

Filovirus 

Ebola Zaire virus (EboZ) 
Cellules hématopoïétiques, 

cellules épithéliales 
pulmonaires 

(Chan et al., 2000) 

Marburg virus 
Cellules épithéliales 

pulmonaires 
(Chan et al., 2000) 

Arenaviridae 

Arenavirus 
Lymphocytic 

choriomeningitis virus 
(LCMV) 

Cellules dendritiques, 
cellules neurales, 

hépatocytes 

(Christodoulopoulos and 
Cannon, 2001), (Beyer et al., 

2002) 

Retroviridae 

Betaretrovirus 

Jaagsiekte sheep retrovirus 
(JSRV) 

Cellules épithéliales 
pulmonaires 

(Liu et al., 2004) 

Murine leukemia virus 10A1 
(10A1-MLV) 

Cellules hématopoïétiques (Stitz et al., 2000), (Watson et 
al., 2002) 

Gammaretrovirus 

Gibbon ape leukemia virus 
(GALV) 

Cellules hématopoïétiques 
(Kiem et al., 1997) 

Feline endogenous 
retrovirus (RD114) 

Cellules hématopoïétiques (Sandrin et al., 2002), (Bell et 
al., 2010) 

Baboon endogenous 
retrovirus (BaeV) 

Cellules hématopoïétiques (Girard-Gagnepain et al., 
2014) 

Ecotropic MLV 
Large spectre (Landau et al., 1991), (Reiser 

et al., 1996) 

Amphotropic 407A MLV Large spectre (Page et al., 1990) 

Xenotropic NZB MLV Large spectre 
(Christodoulopoulos and 

Cannon, 2001) 

Deltaretrovirus 
Human T-lymphotropic virus 

(HTLV-1) 
Lymphocytes T (Landau et al., 1991) 

Paramyxoviridae 

Respirovirus 
Sendai virus 

Cellules épithéliales 
pulmonaires, hépatocytes 

(Kowolik and Yee, 2002) 

Respiratory syncytia virus 
(RSV) 

Cellules épithéliales 
pulmonaires 

(Haid et al., 2016) 

Henipavirus Nipah virus (NiV) 
Cellules souches 
embryonnaires et 
hématopoïétiques 

(Witting et al., 2013) 

Morbillivirus Measles virus (MV) 
Lymphocytes, cellules 

dendritiques 
(Funke et al., 2009) 

Togaviridae 

Alphavirus 

Chikungunya virus (CHIKV) 
Cellules hématopoïétiques, 
fibroblastes, hépatocytes 

(Salvador et al., 2009) 

Ross river virus (RRV) 
Fibroblastes, cellules gliales, 

hépatocytes, cellules de 
Kupffer 

(Kahl et al., 2004) 

Semliki forest virus (SFV) 

Fibroblastes, cellules gliales, 
hépatocytes, cellules de 

Kupffer 
(Kahl et al., 2004) 

Venezualan equine 
encephalitis virus (VEEV) 

Fibroblastes, hépatocytes (Kolokoltsov et al., 2005) 

Western equine encephalitis 
virus (WEEV) 

Fibroblastes, hépatocytes (Poluri et al., 2008) 

Orthomyxoviridae 

Influenzavirus Influenza virus A Epithélium bronchique (Patel et al., 2013) 

Baculoviridae 

Baculovirus GP64 Baculovirus 
Fibroblastes, hépatocytes, 

cellules épithéliales 
(Kumar et al., 2003) 

Tableau 3 : Les glycoprotéines d'enveloppe utilisées pour pseudotyper des vecteurs 
lentiviraux dérivés du VIH-1 
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En fonction des glycoprotéines utilisées, le tropisme des vecteurs peut être large ou 

spécifique, comme par exemple les enveloppes GalV-TR, RD114-TR ou BaEV qui présentent 

un tropisme hématopoïétique. Un point critique pour le développement de nouveaux 

pseudotypes d’enveloppe concerne les réponses immunitaires associées au vecteur, afin de 

pouvoir utiliser ceux-ci in vivo. Les vecteurs lentiviraux pseudotypés avec la glycoprotéine 

cocal par exemple, sont résistantes au complément humain et peuvent être utillisés in vivo, 

sans interactions avec des anticorps neutralisants pré-existants (Munis et al., 2019; Trobridge 

et al., 2010). 

 

I.B.2.d. Pseudotypage de vecteurs lentiviraux par des 

glycoprotéines d’enveloppe ingénierées pour un ciblage cellulaire 

Le pseudotype lentiviral utilisé orientant le tropisme des vecteurs, des stratégies visant 

à cibler spécifiquement une population cellulaire d’intérêt ont été développées. Le principe 

repose sur l’utilisation de vecteurs lentiviraux pseudotypés par la glycoprotéine de la rougeole 

(MV-LV).  

Les protéines H (hémagglutinine) et F (fusion) du virus de la rougeole sont utilisées 

pour pseudotyper des vecteurs lentiviraux, la glycoprotéine H permettant l’adhésion du vecteur 

à la cellule cible, et la glycoprotéine F permettant la fusion des membranes (Frecha et al., 

2008; Funke et al., 2009). La souche sauvage du virus de la rougeole utilise comme récepteur 

SLAM (Signaling Lymphocyte Activation Molecule) ou CD150 (Yanagi et al., 2006). SLAM est 

une protéine transmembranaire exprimée par des cellules du système immunitaire dont entre 

autres les lymphocytes T mémoires, les lymphocytes B ou encore les cellules dendritiques. Le 

pseudotypage de vecteurs lentiviraux par les glycoprotéines H et F du virus de la rougeole 

permet la production de particules infectieuses capables de transduire des lymphocytes 

activés, des cellules dendritiques, des cellules épithéliales et des cellules souches 

hématopoïétiques (Buchholz et al., 2009; Frecha et al., 2009; Frecha et al., 2008; Funke et al., 

2009; Levy et al., 2012). 

Par mutations des sites de liaison au récepteur au niveau de la protéine H 

(hémagglutinine) de la rougeole, puis la fusion d’un fragment variable monocaténaire (single 

chain variable fragment, scFv) spécifique du récepteur cible au domaine C-terminal de cette 

protéine H, il est possible de créer des vecteurs lentiviraux spécifiques d’une population 

cellulaire d’intérêt (Buchholz et al., 2015; Buchholz et al., 2009; Kneissl et al., 2012). 
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Les glycoprotéines ingénierées ainsi développées, et notamment pour un ciblage de 

cellules sanguines, sont répertoriées dans le Tableau 4 : 

 

 Vecteur Tropisme cellulaire Référence 

CD20 scFv MV-LV Lymphocytes B 
(Funke et al., 2008) 

(Kneissl et al., 2013) 

CD19 scFv MV-LV Lymphocytes B (Kneissl et al., 2013) 

CD30 scFv MV-LV Lymphocytes B CD30+ (Friedel et al., 2015) 

CD3 scFv MLV-LV Lymphocytes T (Maurice et al., 2002) 

CD4 DARPINs MV-LV Lymphocytes T  CD4+ (Zhou et al., 2015) 

CD8 scFv 
MV-LV 

NiV-LV 
Lymphocytes T CD8+ 

(Zhou et al., 2012) 

(Bender et al., 2016) 

Tableau 4 : Glycoprotéines d'enveloppe modifiées par génie génétique utilisées pour le 
pseudotypage de vecteurs lentiviraux dérivés du VIH-1  

scFv = single chain fragment variable ; MV-LV = vecteurs lentiviraux pseudotypés par la glycoprotéine 
de la rougeole, MLV-LV = vecteurs lentiviraux pseudotypés par la glycoprotéine du virus de la 

leucémie murine ; NiV-LV = vecteur lentiviral pseudotypé par la glycoprotéine du Nipah virus. D’après 
(Frank and Buchholz, 2019). 

 

I.B.3. Méthodes de production des vecteurs lentiviraux 

I.B.3.a. Production des vecteurs lentiviraux 

I.B.3.a.1. Production de vecteurs lentiviraux par transfection transitoire 

La production de vecteurs lentiviraux par transfection transitoire est la méthode la plus 

couramment utilisée en laboratoire, des protocoles détaillés ont été revus récemment (Kutner 

et al., 2009). Les cellules productrices sont les cellules embryonnaires de rein HEK293T, ou 

des clones dérivés de cette lignée. Ces cellules ont été obtenues par modification des cellules 

HEK293, pour obtenir une expression de l’antigène T du virus simien SV40 afin de les rendre 

plus performantes pour la production lentivirale. Les cellules sont transfectées par les 

plasmides d’assemblage, d’enveloppe, de transfert et codant pour rev (cf. partie I.B.1.d. 

Génome des vecteurs lentiviraux dérivés du VIH-1) en présence d’un agent de transfection. Il 

existe différentes méthodes. L’utilisation de peptides ou lipides cationiques (Lipofectamine, 

TransIT…) est courante en recherche. La précipitation au phosphate de calcium Ca2PO4 est 
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très utilisée pour des productions à l’échelle recherche ainsi que pour la production de lots de 

grade clinique avec des cellules adhérentes, mais elle n’est pas utilisée pour des systèmes de 

production avec des cellules en suspension. A l’échelle industrielle, le polyethylenimine (PEI) 

est fréquemment utilisé (Merten et al., 2016). Une fois les plasmides entrés dans les cellules, 

la transcription va avoir lieu dans le noyau. L’ARN et les protéines virales sont synthétisés, 

s’assemblent et les particules lentivirales sont produites par bourgeonnement dans le milieu 

de culture (Figure 8). La transfection transitoire est la méthode de production de vecteurs 

lentiviraux la plus utilisée à l’échelle recherche, et est également utilisée à l’échelle industrielle 

pour la production de lots cliniques.  

 

Figure 8 : Représentation schématique de la production de vecteurs lentiviraux par 
transfection transitoire  

Pour des vecteurs lentiviraux de 3ème génération, les quatre plasmides codant pour gagpol, env, rev et 
le plasmide de transfert sont transfectés de façon transitoire sur les cellules productrices HEK293T. 

Dans le noyau, les plasmides vont être transcrits, puis l’ARN va être exporté du noyau vers le 
cytoplasme où les protéines virales vont être synthétisées. L’ARN viral et les protéines virales vont 
s’assembler et par bourgeonnement les particules lentivirales vont être libérées dans le milieu de 

cuture où elles vont maturer. 
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La production de vecteurs lentiviraux par transfection transitoire permet d’obtenir des 

produits de grade et d’échelle clinique, c’est une méthode robuste. Les contaminants 

plasmidiques peuvent être éliminés au cours du procédé de purification. Cependant des 

variations de titre d’un lot à un autre restent problématiques, notamment pour les procédés 

industriels (Merten et al., 2010; Schweizer and Merten, 2010). 

 

I.B.3.a.2. Lignées productrices stables et inductibles 

Des lignées productrices stables de particules lentivirales commencent à se 

développer notamment avec des pseudotypes autres que VSVG. L’intérêt des lignées 

productrices stables est de garantir une meilleure sécurité des productions de vecteurs 

lentiviraux, de réduire les variabilités de production de lot à lot, et de permettre des procédés 

de production industriels en continu pour obtenir de meilleurs rendements. Pour obtenir ces 

lignées, les différentes séquences codant pour l’assemblage, le transfert et l’enveloppe sont 

apportées aux cellules productrices soit par transfection soit par transduction. Cependant, ces 

lignées sont difficiles à développer. En effet, certaines protéines virales ont un effet cytotoxique 

sur les cellules productrices. Les glycoprotéines d’enveloppe peuvent également avoir un effet 

fusogénique au niveau des cellules productrices. Pour des productions cliniques, chaque 

lignée stable fait l’objet de nombreux essais concernant la reproductibilité, la stabilité des 

cellules et surtout la sécurité, rendant le développement de ces outils long et complexe.  

Différentes lignées productrices stables ont été décrites pour différents pseudotypes 

d’enveloppe. Une lignée CD46null a été décrite pour la production de vecteurs lentiviraux 

pseudotypés par les glycoprotéines H et F de la rougeole (MV-LV), la déplétion en CD46 

permettant une réduction des syncytia formés au cours de la production et une meilleure 

pureté du produit fini, avec une meilleure efficacité de transduction que des vecteurs produits 

par transfection transitoire (Ozog et al., 2019). Une lignée stable a également été développée 

pour la production de vecteurs pseudotypés par la protéine cocal, permettant d’obtenir des 

titres similaires à des vecteurs produits par transfection transitoire, avec une efficacité de 

transduction comparable (Humbert et al., 2016).  

Afin de réduire l’immunogénicité des vecteurs LV-VSVG, Milani et al. ont développé 

une lignée productrice inductible β2M-KO, les vecteurs ainsi produits sont dépourvus de 

molécules du CMH (Complexe Majeur d’Histocompaibilité), rendant les vecteurs LV-VSVG 

ainsi produits plus résistants à l’inactivation par le sérum et moins immunogènes (Milani et al., 

2017). Cette lignée cellulaire a ensuite servi au développement d’une autre lignée 
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surexprimant le facteur CD47, et les vecteurs ainsi produits sont moins phagocytés par les 

macrophages (Milani et al., 2019). 

Actuellement, seule une lignée stable a été appliquée en clinique à notre connaissance. 

Il s’agit d’une lignée productrice de vecteurs LV-VSVG codant pour l’IL2RG (Interleukin 2 

Receptor Common γ Chain) pour le traitement de SCID-X1 qui permet la production de lots 

cliniques pour la transduction de cellules souches hématopoïétiques (Mamcarz et al., 2019).  

 

I.B.4. La transduction de cellules par des vecteurs lentiviraux 

L’infection de cellules par des vecteurs représente un cycle non-réplicatif des vecteurs 

lentiviraux et est appelée transduction. C’est un processus complexe, comprenant de 

nombreuses étapes dont l’entrée des vecteurs dans la cellule, le transport nucléaire, la rétro-

transcription, l’intégration chromatinienne jusqu’à l’expression du transgène. Je me focaliserai 

plus particulièrement sur les étapes d’entrée du vecteur dans la cellule cible dans ce manuscrit. 

 

I.B.4.a. Transduction de cellules par des vecteurs lentiviraux 

L’infection de cellules avec des vecteurs viraux est appelée transduction. Le cycle des 

vecteurs lentiviraux connaît des étapes similaires au virus du VIH-1. Nous nous intéresserons 

ici au cycle de vecteurs lentiviraux dérivés du VIH-1. Lors de l’intégration du génome de la 

cellule cible, les LTRSIN vont être exprimés en 5’ et en 3’ du transgène, empêchant la réplication 

(cf partie I.B.1.d. Génome des vecteurs lentiviraux dérivés du VIH-1). L’ADN proviral va être 

transcrit en ARNm et exporté en dehors du noyau, le transgène va alors s’exprimer, et il n’y a 

pas de création de nouveaux virions (Figure 9). 



 
 

- 42 - 
 

 

Figure 9 : Cycle non réplicatif des vecteurs lentiviraux 

 

Les vecteurs lentiviraux, contrairement aux vecteurs rétroviraux, sont capables 

d’infecter à la fois des cellules en division et non en division (Lewis et al., 1992). Les vecteurs 

lentiviraux sont en effet capables de faire le transport, de façon active, du complexe de pré-

intégration dans le noyau (Miller et al., 1997; Suzuki and Craigie, 2007). Des facteurs de la 

cellule hôte vont également interagir avec le complexe de préintégration lentiviral pour 

permettre son transport nucléaire. Ainsi, Nup98, qui est localisé au niveau du pore nucléaire, 

de façon symétrique entre les parties cytoplasmique et nucléaire (Brass et al., 2008; König et 

al., 2008; Zhou et al., 2008), et Nup153 localisé à la partie nucléaire du pore nucléaire, sont 

impliqués dans l’import nucléaire du complexe de préintégration, pour son intégration 

chromatinienne. 

 

I.B.4.b. Les additifs de transduction 

La transduction de cellules ex vivo par des vecteurs lentiviraux implique une 

optimisation des conditions de culture des cellules mais également des conditions de 

transduction, afin d’obtenir la meilleure efficacité possible sans toxicité. Afin d’augmenter 
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l’efficacité de transduction des vecteurs, des additifs de culture peuvent être utilisés afin de 

promouvoir l’entrée des vecteurs lentiviraux dans les cellules cibles. 

 

I.B.4.b.1. Les polymères 

Les polymères cationiques, comme le polybrène, sont des macromolécules qui sont 

capables de former des complexes avec les vecteurs lentiviraux. Par agrégation virale et 

neutralisation des charges négatives au niveau des membranes cellulaire et virale, les 

complexes vont interagir avec la surface cellulaire et promouvoir l’internalisation par 

endocytose des vecteurs dans la cellule (Davis et al., 2004; Porter et al., 1998).  

Les polymères non ioniques, aussi appelés poloxamères, peuvent également 

promouvoir l’entrée de vecteurs lentiviraux dans les cellules. C’est le cas du LentiBoost 

(poloxamer synperonic F108) qui permet une meilleure transduction et une meilleure 

intégration du vecteur dans les cellules, notamment hématopoïétiques, et peut être utilisé en 

clinique (Delville et al., 2018; Masiuk et al., 2019; Schott et al., 2019) 

 

I.B.4.b.2. Les lipides  

Les lipides cationiques, comme la lipofectamine, sont formés d’une tête hydrophile et 

d’une queue hydrophobe. Ils sont capables de former des complexes stables avec des 

vecteurs lentiviraux, augmentant ainsi l’efficacité de transduction de ces derniers (Hodgson 

and Solaiman, 1996; Innes et al., 1990), cependant ils ne sont pas utilisés en clinique du fait 

de leur cytotoxicité (Porter et al., 1998). 

La prostaglandine E2 (PGE2) est un acide gras qui a récemment été mis en évidence 

comme additif de transduction, augmentant l’intégration du vecteur, notamment au niveau des 

cellules souches hématopoïétiques, sans effet toxique sur les cellules (Heffner et al., 2018; 

Masiuk et al., 2019). 

 

I.B.4.b.3. Les peptides cationiques 

Les peptides ou protéines cationiques sont souvent utillisés comme additifs de culture 

pour promouvoir l’entrée de vecteurs lentiviraux. C’est le cas de la protamine sulfate (Cornetta 

and Anderson, 1989), utilisée notamment lors de protocoles cliniques (Cartier et al., 2009), ou 

encore de peptides dérivés des glycoprotéines gp120 ou gp41 du VIH-1.  
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La Retronectin™ 

La rétronectine est un peptide recombinant d’un fragment de la fibronectine humaine 

qui permet d’augmenter considérablement l’efficacité de transduction de vecteurs lentiviraux 

ou rétroviraux (Hanenberg et al., 1996). Cet adjuvant de transduction agit en permettant la 

colocalisation des vecteurs et des cellules. La rétronectine est composée d’un domaine 

héparine qui va être reconnu par le vecteur lenti/rétroviral et d’un domaine C de liaison 

cellulaire qui va reconnaître les intégrines VLA4 (Very Late Antigen 4) et VLA5 (Very Late 

Antigen 5) à la surface cellulaire (Hanenberg et al., 1996; Kimizuka et al., 1991). Ces adjuvants 

de transduction sont très efficaces et il est possible de les utiliser en clinique. Cependant le 

processus de transduction des cellules avec la rétrronectine est complexe, impliquant une 

étape d’attachement de la rétronectine sur le support de culture avant d’ensemencer les 

cellules.  

 

La Vectofusin-1® 

La Vectofusin-1®, ou LAH4-A4 (Figure 10), est un peptide cationique amphipathique 

riche en histidine dérivé de la famille de peptides LAH4 qui ont des propriétés de transfectants 

de l’ADN (Kichler et al., 2003; Mason et al., 2006). Des travaux réalisés au laboratoire ont 

permis de montrer que la Vectofusin-1 (VF1) agissait comme additif de culture pour augmenter 

la transduction par des vecteurs lentiviraux ou γ-rétroviraux avec différents pseudotypes 

d’enveloppe, en potentialisant l’étape d’entrée des vecteurs dans les cellules (Fenard et al., 

2013b; Ingrao et al., 2014; Majdoul et al., 2016; Piovan et al., 2017). 
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Figure 10 : La Vectofusin-1 

A : séquence primaire peptidique de la VF1 (LAH4-A4) (Majdoul et al., 2016) B : Analyse par 
cytométrie en flux de l’efficacité de transduction de cellules CD34+ humaines de sang de cordon 7 

jours post-transduction en présence ou en absence de VF1, avec des vecteurs LV-VSVG et LV-BaEV 
à la dose de 5E+07 TU/mL (Radek et al., 2019) C : image de microscopie confocale de fibrilles de VF1 

(vert) en contact avec des vecteurs LV-VSVG-mCherry (rouge) D : image de microscopie à force 
atomique de la structure en anneaux linéaire de fibrilles de VF1 qui s’auto-assemblent (Vermeer et al., 

2017) ; E : Efficacité de fusion de la Vectofusin-1 mesurée sur des cellules CD34+ humaines par le 
test BLAM avec des vecteurs LV-VSVG, en  comparaison avec la Retronectin (Ingrao et al., 2014) 

 

La Vectofusin-1 permet notamment d’augmenter l’efficacité de transduction de cellules 

souches hématopoïétiques par des vecteurs lentiviraux ou γ-rétroviraux pseudotypés VSVG, 

GALV-TR, RD114-TR, MLV-A ou encore BaEV sans toxicité cellulaire (Fenard et al., 2013a; 

Majdoul et al., 2016; Piovan et al., 2017; Radek et al., 2019). La VF1 permet également 

d’augmenter l’efficacité de transduction de lymphocytes T par des vecteurs lentiviraux 

pseudotypés par RD114-TR (Piovan et al., 2017), Measles ou BaEV (Radek et al., 2019). Elle 

améliore également la transduction de lymphocytes B primaires par des vecteurs lentiviraux 

pseudotypés par BaEV ou Measles et permet la mise en place de procédés de production de 

cellules génétiquement modifiées dans des automates de transduction (Radek et al., 2019).  

La VF1 agit en promouvant les étapes d’adhésion et de fusion des membranes 

cellulaire et virale (Fenard et al., 2013a), donc possède une action sur l’attachement des 

particules. La VF1 agit également sur les étapes de fusion membranaire (Ingrao et al., 2014). 

De plus, la Vectofusin-1 permet lors de tests de « pull-down », une sédimentation de 50 à 

100% des particules lentivirales qui se retrouvent associées à un réseau de VF1. La VF1 forme 

des nanofibrilles en hélices α, contrairement à la plupart des peptides adjuvants de 

transduction qui forment des feuillets β (Vermeer et al., 2017). 
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I.B.4.c. Les facteurs de restriction 

Différentes protéines peuvent agir comme facteurs de restriction du VIH-1, pouvant 

ainsi avoir un impact sur le tropisme de transduction des vecteurs lentiviraux. Il existe différents 

facteurs de restriction connus à ce jour : les protéines TRIM (Kajaste-Rudnitski et al., 2011; 

Kutluay et al., 2013; Mandell et al., 2014; Pertel et al., 2011), APOBEC (Bishop et al., 2004; 

Harris et al., 2003; Koning et al., 2009), IFITMs (Chesarino et al., 2017; Compton et al., 2014; 

Yu et al., 2015), la Tetherin (Casartelli et al., 2010; Perez-Caballero et al., 2009), les SERINCs 

(Usami et al., 2015), MARCH8 (Tada et al., 2015) ou SAMHD1 (Ayinde et al., 2012; Descours 

et al., 2012; Laguette et al., 2011; Lahouassa et al., 2012; Puigdomènech et al., 2013; Ryoo 

et al., 2014). Il s’agit de gènes différemment exprimés en fonction du type cellulaire et du gène 

concerné, qui peuvent agir à différents niveaux en inhibant les étapes de fusion (Compton et 

al., 2014), d’entrée (Tada et al., 2015), de rétro-transcription (Lahouassa et al., 2012; Usami 

et al., 2015), de transcription (Kajaste-Rudnitski et al., 2011; Turrini et al., 2015), d’assemblage 

(Barr et al., 2008) ou de bourgeonnement (Perez-Caballero et al., 2009) du VIH-1.  

Le virus du VIH-1 sauvage a développé des mécanismes de résistance à certains de 

ces facteurs de restriction avec les protéines Nef (Usami et al., 2015), Vif (Sheehy et al., 2003) 

ou Vpx (Hrecka et al., 2011; Laguette et al., 2011) par exemple. Les protéines Vpu et Nef 

régulent un grand nombre de protéines à la membrane plasmique des cellules (revue par 

Ramirez et al. Cell 2019). 

Les vecteurs lentiviraux sont dépourvus de ces protéines accessoires donc restent 

susceptibles d’etre limités par ces facteurs de restriction cellulaires. C’est pourquoi il s’agit 

d’un secteur de recherche très actif, afin d’optimiser l’efficacité de transduction des vecteurs.  

 

I.B.5. Concentration et purification des vecteurs lentiviraux 

Lors de la production de vecteurs lentiviraux, le surnageant de culture des cellules 

productrices est récolté puis clarifié et filtré afin d’éliminer les débris cellulaires avant 

concentration.  

L’ultracentrifugation est une méthode couramment utilisée pour la concentration des 

suspensions de particules lentivirales dans les laboratoires de recherche, et notamment dans 

notre laboratoire. Cette méthode est robuste et rapide (Kutner et al., 2009). Lors de 

l’ultracentrifugation il est possible de rajouter un coussin de sucrose au fond du tube, qui 

permet d’éliminer des contaminants protéiques, diminuant ainsi la toxicité du vecteur. 
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L’ultracentrifugation sur coussin de sucrose permet notamment de diminuer les réponses 

immunes systémiques ainsi que l’inflammation au niveau cérébral lors de l’injection de vecteur 

LV-VSVG au niveau du cerveau (Baekelandt et al., 2003).  

La concentration par ultracentrifugation est très utile pour les vecteurs pseudotypés par 

la glycoprotéine VSVG, mais de nombreux pseudotypes sont trop fragiles et ne supportent pas 

l’ultracentrifugation (Kim and Lim, 2017; Sandrin et al., 2002). Une étude récente a permis de 

mettre au point un procédé de purification à grande échelle de vecteurs LV-GaLV, reposant 

sur l’utilisation de MgCl2 et de sucrose pendant les différentes étapes de 

concentration/purification afin de stabiliser les vecteurs. Une étape de filtration en flux 

tangentiel permet de concentrer et diafiltrer les vecteurs, puis une chromatographie à échange 

d’anions est réalisée. Cette méthode permet d’obtenir de bons rendements, une concentration 

des vecteurs et de réduire significativement les contaminants plasmidiques (Boudeffa et al., 

2019). 

La chromatographie à échange d’anions des surnageants de culture contenant les 

particules virales est particulièrement intéressante dans le cas de larges volumes à concentrer, 

et permet également d’obtenir une pureté beaucoup plus importante du produit fini, engendrant 

moins de toxicité (Merten et al., 2010; Ricks et al., 2008). 
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II. Les syncytines, des glycoprotéines d’enveloppe 

rétrovirales endogènes 

II.A. Origine rétrovirale et endogénisation des syncytines 

Les syncytines sont des glycoprotéines cellulaires qui sont codées par des gènes 

d’enveloppe rétroviraux isolés et provenant de l’insertion de rétrovirus endogènes dans le 

génome. Les rétrovirus s’intègrent dans le génome de leurs cellules cibles sous la forme d’un 

provirus. Au cours de l’évolution, de nombreux rétrovirus ont infecté les vertébrés, et certains 

des provirus ont été endogénisés par infection et intégration dans la lignée germinale puis 

transmission verticale à la descendance de façon mendélienne (Figure 11) (Dupressoir et al., 

2011; Lavialle et al., 2013). 

 

 

Figure 11: Endogénisation des syncytines,  

Endogénisation des rétrovirus et capture des syncytines dans le génome des vertébrés. D’après 
(Dupressoir et al., 2012) 

 

Suite à de nombreux évènements d’amplification, les rétrovirus endogènes (ERVs) 

représentent une part non négligeable du génome des vertébrés, à savoir environ 8% du 

génome humain et 10% du génome murin (Gifford and Tristem, 2003; Jern and Coffin, 2008).  

La très grande majorité de ces ERVs ont été rendus inactifs à la suite de multiples 

évènements de mutations ou délétions au cours de l’évolution, car ils n’ont pas été soumis à 
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une pression de sélection. Certains provirus sont restés infectieux chez certaines espèces 

animales, ayant conservé leurs 3 gènes rétroviraux gag, pol et env fonctionnels. Pour d’autres 

ERVs, seule une partie de leurs gènes a été conservée et permet de coder pour des protéines 

fonctionnelles. C’est le cas des syncytines, qui sont des glycoprotéines placentaires codées à 

partir de séquences env d’ERVs. 

L’endogénisation des différentes syncytines identifiées à ce jour résulte d’évènements 

phylogénétiques distincts. Ces gènes sont entrés dans le génome des vertébrés il y a 25 à 80 

millions d’années (Dupressoir et al., 2005; Vernochet et al., 2014). Les gènes des syncytines 

sont, depuis leur intégration, fortement conservés entre les espèces (Blaise et al., 2003; Blond 

et al., 2000). Cette conservation laisse supposer une pression de sélection positive pour un 

bénéfice apporté à l’hôte par ces gènes. 

Des gènes rétroviraux env ont ainsi été capturés et sont restés fonctionnels (Lavialle 

et al., 2013). Le gène env code pour la glycoprotéine d’enveloppe rétrovirale, essentielle à la 

reconnaissance, l’adhésion et la fusion aux cellules cibles. Les glycoprotéines d’enveloppe 

rétrovirales comme les syncytines sont codées à partir d’un seul gène dont l’ORF (Open 

Reading Frame) permet la production d’un polypeptide comprenant un site de clivage 

permettant la production d’une sous-unité de surface SU et d’une sous-unité 

transmembranaire TM (Hunter, 1997) (Figure 12). 

 

 

 

Figure 12: Structure des glycoprotéines d’enveloppe rétrovirales  

(a) Structure du gène env des rétrovirus endogènes d’après (Rawn and Cross, 2008) (b) Structure des 
glycoprotéines d’enveloppe rétrovirale d’après (Esnault et al., 2013) – LTR = Long Terminal Repeat ; 

env = enveloppe ; SU = surface ; TM = transmembranaire ; ISD = Immunosuppressive Domain 
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Lors de la synthèse de la glycoprotéine, les sous-unités SU et TM sont séparées au 

niveau du motif RXKR qui correspond à une séquence consensus de clivage de la furine. La 

sous-unité de surface SU contient un domaine qui permet l’interaction spécifique avec un 

récepteur présent à la surface des cellules cibles. La sous-unité transmembranaire TM permet 

la fusion, elle comprend dans sa partie N-terminale un peptide de fusion, puis un ectodomaine, 

une partie transmembranaire très hydrophobe, une partie d’ancrage transmembranaire et un 

domaine intracellulaire C-terminal (Figure 12a). Cette sous-unité TM contient également un 

domaine immunosuppresseur (ISD = ImmunoSuppressive Domain) d’une vingtaine d’acides 

aminés. Les motifs CXXC et C-C permettent la formation de ponts disulfures générant la 

structure secondaire en forme de boucle de la protéine (Figure 12b). Cette étape de maturation 

est essentielle à la fonctionnalité de la glycoprotéine (Pérot et al., 2011). Les gènes env des 

ERVs ont conservé certaines propriétés des rétrovirus ancestraux comme la reconnaissance 

et la liaison à des récepteurs spécifiques et les propriétés fusogéniques entraînant la formation 

de syncytia. 

 

 

II.B. Les syncytines chez les mammifères 

A ce jour, 11 gènes syncytines ont été mis en évidence chez les vertébrés. Les 

syncytines 1 & 2, A & B, Ory1, Mar1, Car1, Rum1, Ten1, Opo1 et Mab1 ont été mises en 

évidence respectivement chez les primates, les rongeurs du clade de la souris (Muridae), les 

lagomorphes, les rongeurs du clade de la marmotte (Marmotini), les carnivores, les ruminants, 

les tenrecidés, les marsupiaux et les lézards Mabuya (Figure 13). 
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Figure 13 : Arbre phylogénique représentant l'intégration des différents gènes syncytines chez 
les vertébrés au cours de l’évolution 

En rouge : espèces placentaires ; en violet : intégration et nom des différents gènes syncytines 
identifiés (Cornelis et al., 2017) 

 

 

Des gènes syncytines ont ainsi été découverts chez toutes les espèces de mammifères 

placentaires étudiées à ce jour. Les caractéristiques des syncytines sont les suivantes : (1) 

expression placentaire, (2) propriétés fusogéniques et (3) conservation au cours de l’évolution 

des espèces. 
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Les différents gènes des syncytines ont été capturés et intégrés au génome de leur 

hôte pour un rôle bénéfique dans le développement du placenta notamment grâce à leurs 

propriétés de fusion. Néanmoins, l’intégration des différents gènes des syncytines résulte 

d’évènements phylogéniques différents, ces gènes ne sont pas orthologues et ne possèdent 

pas la même localisation génomique.  

Par ailleurs, puisque la fusion cellulaire joue un rôle dans d’autres processus que la 

placentation, par exemple pour la formation du muscle squelettique ou des ostéoclastes, il est 

probable que les syncytines aient d’autres rôles moins bien identifiés. 

 

II.B.1. Les syncytines humaines 1 et 2 

Le criblage du génome humain a permis de mettre en évidence 19 gènes d’enveloppe 

rétroviraux, parmi lesquels seuls 2 induisent la formation de syncytia : ERV-W1 (Syncytine 1) 

et ERV-FRD1 (Syncytine 2) (Heidmann et al., 2017; Villesen et al., 2004). Le gène de la 

syncytine 1 est localisé sur le bras long du chromosome 7q21.2 du génome humain, et le gène 

de la syncytine 2 sur le chromosome 6p24.1. Ces deux gènes possèdent 2 LTRs intacts ainsi 

qu’une ORF permettant la transcription (Blaise et al., 2003; Mi et al., 2000).  

L’ectodomaine des glycoprotéines d’enveloppe rétrovirales est essentiel pour la fusion. 

Celui de la syncytine 2 a pu être représenté en structure 3D grâce à la cristallisation (Figure 

14) et possède de nombreuses similitudes avec la conformation adoptée par des rétrovirus 

tels que MoMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) et HTLV-1 (Human T-cell Lymphotropic 

Virus) (Renard et al., 2005). 
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Figure 14 : Structure 3D des syncytines humaines.  

Structures 3D obtenues par crystallisation, source : RCSB Protein Data Bank A : domaine de fusion 
de la Syncytine 1 (5HA4) DOI 10.2210/pdb5ha6/pdb ; B : domaine de fusion de la Syncytine 2 (1Y4M) 

DOI 10.2210/pdb1y4m/pdb 

 

Les syncytines 1 et 2 sont exprimées au niveau du placenta (Blaise et al., 2003; Blond 

et al., 2000; Mi et al., 2000). Ces protéines sont essentielles à la physiologie et au 

développement placentaire car elles permettent de médier la fusion des cytotrophoblastes 

(cellules mononucléées) pour former la couche syncytiotrophoblastique (cellules 

polynucléées) (Holder et al., 2012; Potgens et al., 2004; Vargas et al., 2009). La glycoprotéine 

doit interagir avec un récepteur présent à la surface des cellules pour permettre la fusion. La 

syncytine 1 a pour récepteurs les transporteurs d’acides aminés neutres sodium-dépendants 

ASCT1 et ASCT2 (aussi appelé récepteur des rétrovirus de mammifères de type D), dont 

l’expression est ubiquitaire (Blond et al., 2000; Cheynet et al., 2006; Lavillette et al., 2002). La 

syncytine 2 utilise le récepteur MFSD2a (Major Facilitator Superfamily Domain-containing 

protein 2a) qui est exprimé majoritairement au niveau du placenta. MFSD2a est une protéine 

transmembranaire qui permettrait les échanges materno-fœtaux au niveau du 

syncytiotrophoblaste, mais aussi le développement du placenta par fusion des 

cytotrophoblastes aux syncytiotrophoblastes (Esnault et al., 2008). 

Les glycoprotéines d’enveloppe rétrovirales possèdent un domaine 

immunosuppresseur (ISD) hautement conservé. Ce domaine ISD d’une vingtaine d’acides 

aminés est bien présent au niveau des gènes des syncytines 1 et 2 (Mangeney et al., 2007), 

ce qui leur confèrerait des propriétés immunosuppressives. Le domaine ISD des syncytines 

pourrait ainsi jouer un rôle dans le phénomène de tolérance foeto-maternelle, protégeant ainsi 
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le fœtus du système immunitaire maternel (Blaise et al., 2003). Pour affirmer cette hypothèse 

des études plus approfondies sont nécessaires. 

 

II.B.2. Les syncytines murines A et B 

Les syncytines A (617AA) et B (618AA) sont des glycoprotéines cellulaires chez la 

souris qui sont codées par des gènes d’enveloppe rétroviraux d’origine endogène qui ont été 

mis en évidence par l’analyse du génome murin. Ces gènes ont été intégrés et sont conservés 

chez les rongeurs depuis la spéciation Muroidae, il y a 40 millions d’années (Vernochet et al., 

2014).  

Les syncytines A et B ne sont pas orthologues des syncytines humaines 1 et 2, mais 

partagent cependant de nombreuses propriétés fonctionnelles et structurales avec ces 

dernières (Dupressoir et al., 2005). Elles sont exprimées au niveau du placenta, tout le long 

de la zone du labyrinthe (Dupressoir et al., 2005; Rawn and Cross, 2008). Les syncytines A et 

B permettent la formation des couches syncytiotrophoblastiques polynucléées ST-I et ST-II, 

par fusion des trophoblastes mononucléés. La syncytine A est nécessaire à la formation de la 

couche du syncytiotrophoblaste ST-I qui est en contact avec la lacune sanguine maternelle et 

la syncytine B permet la formation de la couche du syncytiotrophoblaste ST-II. 

Les syncytines A et B possèdent bien des propriétés fusogéniques, notamment lors de 

tests de fusion cellule-cellule ex vivo. Cependant elles ont des profils fusogéniques différents, 

suggérant l’utilisation de récepteurs cellulaires distincts. De plus, les profils de fusion des 

syncytines murines et des syncytines humaines sont également différents, confortant cette 

idée de l’utilisation de récepteurs différents pour ces quatres glycoprotéines. 

Le récepteur de la syncytine A a été mis en évidence récemment. Il s’agit de Ly6e 

(Lymphocyte antigen 6 complex, locus E), une protéine de membrane ancrée au GPI 

(glycosylphosphatidylinositol). Ly6e est exprimé de façon ubiquitaire chez la souris, avec une 

expression plus forte au niveau du poumon et de la glande salivaire. Chez le fœtus, 

l’expression de Ly6e est largement inférieure à celle de la souris adulte, et il est intéressant 

de noter que Ly6e est exprimé à des niveaux très élevés au niveau du placenta (Figure 15) 

(Bacquin et al., 2017).  Pour l’heure, le récepteur de la syncytine B reste inconnu, mais nous 

savons qu’il ne s’agit pas du même récepteur que pour la syncytine A (Bacquin et al., 2017). 
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Figure 15 : Niveaux d'expression de Ly6e et de la syncytine A au niveau de différents organes 
chez la souris 

 Evaluation des niveaux d’expression des transcrits de Ly6e (noir) et de la syncytine A (gris) au niveau 
de différents organes murins adultes et fœtaux par RT-qPCR, résultats normalisés par rapport au 

niveau d’expression du gène de ménage RPLP0. Résultats exprimés par rapport au niveau 
d’expression maximal (i.e. poumon et placenta au jour 16.5) (Bacquin et al., 2017) 

 

 

Ly6e est une protéine appartenant à la famille LY6/µPAR, elle est localisée au niveau 

de la surface cellulaire. Cette protéine régule la prolifération, la différenciation et le 

développement des lymphocytes T. Ly6e fait partie des ISGs (Interferon Stimulated-Gene), 

des protéines impliquées dans la régulation de l’infection virale. Plusieurs études ont permis 

de démontrer le rôle de Ly6e pour promouvoir l’entrée de virus à ARN enveloppés dans les 

cellules (Mar et al., 2018; Schoggins et al., 2012; Schoggins et al., 2014; Schoggins et al., 

2011) en ciblant des étapes tardives de l’entrée du virus (Mar et al., 2018), et notamment 

l’entrée et la réplication du virus du VIH-1 (Yu et al., 2017). Ly6e est également surexprimée 

dans certains cas de cancers ou de maladies auto-immunes, comme le lupus érythémateux 

disséminé (Gustafson and Ginder, 1996). 
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II.B.3. Les syncytines Ory1, Car1, Rum1, Mar1, Opo1, Ten1, et 

Mab1 

La découverte des gènes syncytines chez les primates et les rongeurs a mené à l’étude 

des génomes d’autres espèces placentaires. Actuellement, 11 gènes syncytines ont été 

découverts (Tableau 5). Des syncytines ont été mises en évidence chez différentes espèces 

placentaires : chez des mammifères euthériens, mais aussi chez des marsupiaux ou encore 

chez le lézard Mabuya. 

 

Gène Famille Intégration Récepteur Référence 

Syncytine 1 

Syncytine 2 

Haplorrhini 

25M années 

40M années 

ASCT1/2 

MFSD2a 

(Blond et al., 2000), 

(Lavillette et al., 2002) 

(Esnault et al., 2008) 

Syncytine A 

Syncytine B 

Muroidae 40M années 

Ly6e 

ND 

(Dupressoir et al., 2005), 

(Vernochet et al., 2014), 

(Bacquin et al., 2017) 

Syncytine Ory1 Lagomorpha 30M années ASCT2 (Heidmann et al., 2009) 

Syncytine Mar1 Marmotini 25M années ND (Redelsperger et al., 2014) 

Syncytine Car1 Carnivora 80M années ND (Cornelis et al., 2012) 

Syncytine Rum1 Ruminantia 30M  années ND (Cornelis et al., 2013) 

Syncytine Ten1 Tenrecidae 30M années ND (Cornelis et al., 2014) 

Syncytine Opo1 Didelphimorphia 20M années ND (Cornelis et al., 2015) 

Syncytine Mab1 Mabuya 25M années MPZL1 (Cornelis et al., 2017) 

Tableau 5 : Les gènes des syncytines chez les vertébrés  

M = Millions ; ND = Non Déterminé 

 

La syncytine Car1 a été mise en évidence chez les carnivores (Carnivora), son 

intégration remonte à 60 à 85 millions d’années, ce qui en fait le gène syncytine le plus ancien 

identifié à ce jour. Chez les Hyenidae, le gène Hyena-env2 a été intégré il y a 30 millions 

d’années, il s’agit d’un gène env d’origine rétrovirale retrouvé uniquement chez les Hyenidae 
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et pas chez les autres espèces de carnivores. Ce gène n’appartient pas à la famille des 

syncytines car il ne possède pas de propriétés fusogéniques (Funk et al., 2019). 

La syncytine Ory 1 a été identifiée chez les lagomorphes (Lagomorpha), elle utilise 

comme récepteur ASCT2, comme la syncytine 1 (Heidmann et al., 2009).  

Les gènes syncytines Rum1 (Bos-env1 chez la vache Bos taurus et Ovis-env1 chez le 

mouton Ovis aries) ont été mis en évidence chez les ruminants (Ruminantia). La syncytine 

Rum1 est conservée dans le génome depuis 30 millions d’années chez les Bovidae, 

Moschidae, Cervidae, Giraffidae et Antilocapridae (Cornelis et al., 2013). 

Chez les rongeurs du clade de l’écureuil (Marmotini), la syncytine Mar1 a été identifiée 

(Redelsperger et al., 2014). Dans le clade du cochon d’Inde un gène syncytine-like env-Cav1 

a été identifié mais n’appartient pas aux gènes syncytines (Vernochet et al., 2011). 

La syncytine Ten1 a été mis en évidence chez les tenrecidés (Tenrecidae), chez les 

Afrotheria (Cornelis et al., 2014). 

Un gène syncytine a également été identifié chez les marsupiaux qui sont des 

mammifères euthériens. Il s’agit de la syncytine Opo1, intégrée chez les Monodelphis il y a 20 

millions d’années (Cornelis et al., 2015). 

Récemment, un gène syncytine a été découvert chez le lézard du genre Mabuya, la 

syncytine Mab1. Il s’agit de la première espèce non mammifère chez laquelle des syncytines 

sont mises en évidence. Il s’agit de lézards placentaires, qui possèdent des structures 

placentaires assez proches de celles retrouvées chez les mammifères, avec une présence de 

syncytia au niveau de l’interface materno-fœtale (Cornelis et al., 2017). 

Les différentes formes de placentation observées chez les différentes espèces 

animales pourraient s’expliquer par la capture des différentes syncytines. 

 

 

II.C. Les syncytines, des glycoprotéines fusogéniques 

Les syncytines possèdent des propriétés fusogéniques, il s’agit même d’une 

caractéristique qui définit cette famille de gènes. Les syncytines permettent notamment de 

médier la fusion cellule-cellule lors d’essais in vitro (Blaise et al., 2003; Chang et al., 2004; 

Dupressoir et al., 2005; Mi et al., 2000). 
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II.C.1. Implication des syncytines dans des processus 

biologiques physiologiques 

II.C.1.a. Placentation 

II.C.1.a.1. Formation des syncytiotrophoblastes 

Le placenta est une annexe embryonnaire caractéristique des mammifères thériens. 

C’est un organe transitoire qui permet de faire l’interface entre la mère et le fœtus. Le placenta 

assure les échanges nutritionnels et respiratoires, il possède également des fonctions 

excrétrices, endocrines et immunologiques, et permet d’agir comme une barrière contre 

certains agents pathogènes ou toxiques. 

On distingue différents types de placentation : épithéliochoriale, synépithéliochoriale, 

endothéliochoriale ou hémochoriale, en fonction de l’invasivité de l’implantation du placenta et 

de l’extension du syncytiotrophoblaste (Figure 16). Chez les primates et les rongeurs, le 

placenta est hémochorial, c’est-à-dire que les villosités placentaires sont en contact direct avec 

les vaisseaux sanguins maternels. L’hypothèse du rôle des syncytines dans le développement 

placentaire a été proposée d’après la localisation spécifique de ces protéines au niveau du 

placenta. 

 

Figure 16 : Représentation schématique de l'interface materno-foetale des 4 principales 
structures de placenta 

 Les différents types de placentation sont classés de façon croissante selon les propriétés d’invasion 
du placenta et selon l’extension de la syncytialisation. D’après (Dupressoir et al., 2012) 
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Développement du placenta chez l’Homme 

Au cours du développement du placenta, les cellules du trophoblaste vont se 

différencier en deux populations cellulaires. D’une part, les trophoblastes extravilleux vont 

envahir la decidua maternelle afin d’implanter le placenta au niveau de la paroi utérine. Les 

trophoblastes extravilleux sont constitués de cytotrophoblastes (cellules mononucléées). 

D’autre part, les cytotrophoblastes villeux vont fusionner entre eux pour former une couche de 

grandes cellules multinucléées appelées syncytiotrophoblastes, qui vont être directement en 

contact avec la circulation sanguine maternelle. Le maintien de la couche 

syncytiotrophoblastique est assuré par la fusion de cytrophoblastes villeux avec les 

syncytiotrophoblastes (Figure 17). 

 

 

Figure 17 : Développement placentaire humain au stade villeux 

(Dupressoir and Heidmann, 2011) 

 

Les syncytines 1 et 2 sont impliquées dans les processus de fusion des 

cytotrophoblastes. Lorsque celles-ci sont inhibées, une diminution de la formation de syncytia 

est observée, avec une diminution de la fusion cellulaire de l’ordre de 60% quand la syncytine 

1 est inhibée, et pouvant atteindre 95% en cas d’inhibition de la syncytine 2 (Frendo et al., 

2003; Vargas et al., 2009). 

La syncytine 1, ainsi que son récepteur ASCT2, sont exprimés au niveau des 

trophoblastes villeux (cytotrophoblastes et syncytiotrophoblastes) (Muir et al., 2006). C’est au 

cours du premier trimestre de grossesse que la syncytine 1 est le plus fortement exprimée, 

lorsque les processus de fusion pour le développement du placenta sont les plus importants 

(Holder et al., 2012).  
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La syncytine 2 est exprimée uniquement par les cytotrophoblastes villeux, et son 

récepteur MFSD2a est exprimé par les syncytiotrophoblastes (Esnault et al., 2008; Malassine 

et al., 2007).  L’expression de la syncytine 2 et de son récepteur est fortement régulée, et sur 

des cellules différentes, afin de permettre la fusion des cytotrophoblastes avec les 

syncytiotrophoblastes mais d’éviter la fusion des cytotrophoblastes entre eux, ce qui permet 

d’assurer le renouvellement du tissu syncytiotrophoblastique tout au long de la gestation 

(Esnault et al., 2008). 

De plus, les syncytines (1 et 2) sont exprimées à la surface des cellules, au niveau de 

la membrane, au plus proche des zones de fusion cellule-cellule (Frendo et al., 2003; Vargas 

et al., 2009). Les syncytines 1 et 2 participent à la formation et au maintien du tissu 

syncytiotrophoblastique qui joue un rôle fondamental dans les échanges nutritionnels, 

métaboliques et hormonaux entre la mère et le fœtus.  

L’expression de protéines appartenant à la famille des IFITMs (Interferon Induced 

TransMembrane proteins), induite par l’expression d’interferon, entraîne une inhibition de la 

fusion des trophoblastes médiée par les syncytines (Buchrieser et al., 2019). 

 

Développement du placenta chez la souris 

Le placenta murin est composé de deux couches syncytiotrophoblastiques ST-I et ST-

II, la couche ST-I étant en contact direct avec la circulation sanguine maternelle (Figure 18). 

 

 

Figure 18 : Placentation chez la souris 

Représentation schématique du placenta murin (gauche), de l'interface foeto-maternelle (milieu) et 
image obtenue par microscopie électronique de cette interface (droite) montrant les deux couches 

syncytiotrophoblastiques ST-I et ST-II. D’après (Dupressoir et al., 2012) 
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La syncytine A est exprimée au niveau de la couche ST-I du syncytiotrophoblaste, et 

la sync ytine B au niveau de la couche ST-II. La couche ST-I étant en contact direct avec la 

circulation maternelle, la syncytine A est indispensable au développement du placenta. En 

absence d’expression de la syncytine A les embryons meurent in utero à mi-gestation (14,5 

jours de développement embryonnaire) et une altération de l’architecture placentaire est 

observée avec une accumulation de cytotrophoblastes n’ayant pas fusionné entraînant un 

défaut de formation de la couche syncytiotrophoblastique (Dupressoir et al., 2009). 

La syncytine B est également impliquée dans la fusion des cytotrophoblastes, pour la 

formation de la couche ST-II. Lorsque la syncytine B est inhibée, l’architecture placentaire est 

également altérée avec un défaut de fusion des cytotrophoblastes pour la formation de la 

couche ST-II. Des mécanismes de compensation semblent néanmoins être assurés par les 

jonctions serrées qui se trouvent à l’interface entre les couches ST-I et ST-II, permettant ainsi 

de maintenir les échanges materno-fœtaux nécessaires à la survie du fœtus, entraînant 

toutefois des retards de croissance (Dupressoir et al., 2012; Dupressoir et al., 2009). 

Il est intéressant de noter que la délétion simultanée des syncytines A et B entraîne un 

phénotype encore plus délétère que la délétion de la syncytine A seule. En effet, tous les 

embryons meurent in utero, et de façon plus précoce (Dupressoir et al., 2009). 

 

II.C.1.a.2. Immunotolérance foeto-maternelle  

Au cours de la grossesse, une certaine dualité immunitaire se met en place : d’un côté 

le système immunitaire maternel reste efficace contre les agressions extérieures et, en 

parallèle, une tolérance immunitaire est mise en place par le placenta afin d’éviter un rejet allo-

antigénique du fœtus par le système immunitaire maternel, le fœtus présentant à la fois des 

antigènes maternels et paternels. Les cellules du trophoblaste vont agir à différents niveaux 

pour la mise en place de ce phénomène de tolérance placentaire, qui va permettre la survie 

du fœtus.  

Les cellules du syncytiotrophoblaste (trophoblaste villeux), qui sont en contact direct 

avec la circulation sanguine maternelle, n’expriment pas de molécules du CMH (Complexe 

Majeur d’Histocompatibilité) de classe I ou II, ce qui les rend neutres d’un point de vue 

immunitaire. Les cellules du trophoblaste extra-villeux n’expriment pas à leur surface les 

molécules du CMH de classe II ni les HLA-A et HLA-B du CMH-I, mais elles expriment des 

molécules du CMH-I particulières : les HLA-C, HLA-E, HLA-F et HLA-G (King et al., 2000; 

Kovats et al., 1990).  
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Le fœtus, qui exprime des antigènes du CMH de classe II d’origine paternelle, est 

protégé par cette absence d’expression des molécules du CMH-II par le trophoblaste. En effet, 

cela permet d’éviter une réaction de rejet allo-antigénique dirigée contre les antigènes HLA-II 

paternels ainsi qu’une présentation de peptides foetaux aux cellules T maternelles (Mesdag 

et al., 2014).  

L’absence d’expression des antigènes HLA-A et HLA-B du CMH de classe I permettrait 

de protéger le fœtus de la présentation des trophoblastes aux cellules T cytotoxiques 

maternelles (Le Bouteiller et al., 1996). Les trophoblastes extra-villeux expriment des 

antigènes du CMH-I : les HLA-E, -F et –G, ce qui leur permet de ne pas être reconnus comme 

éléments du « non-soi » par les cellules NK (Natural Killer) (Le Bouteiller, 2000). 

Les cellules du trophoblaste villeux expriment fortement les molécules HLA-G qui ont 

une forte affinité de liaison pour les récepteurs leucocytaires LILRs (Leukocyte 

Immunoglobulin-Like Receptor) (Shiroishi et al., 2006). L’augmentation de l’expression de 

LILRB1 entraîne l’induction d’une population de cellules dendritiques tolérogéniques (Chang 

et al., 2002; Velten et al., 2004). La tolérance placentaire induite par HLA-G est due à une 

diminution de la présentation de molécules du CMH-II par les cellules dendritiques tolérogènes 

(Ristich et al., 2005). 

Les cellules du trophoblaste vont jouer un rôle dans le recrutement, la prolifération et 

la différenciation des macrophages déciduaux, au niveau de l’utérus, vers la voie M2 (Arcuri 

et al., 2007). Les macrophages déciduaux ont des propriétés immunosuppressives, ils 

produisent de la PGE2, de l’IL-10 ou encore des antagonistes de l’IL-1. Ils participent 

également aux mécanismes de réparation tissulaire et de dégradation de débris cellulaires, 

notamment lors du renouvellement des cellules du trophoblaste par dégradation des cellules 

trophoblastiques en apoptose. 

Enfin, les cellules du trophoblaste permettent le recrutement des cellules Treg au 

niveau de la decidua maternelle (Leber et al., 2010) ainsi que la différenciation en Treg des 

lymphocytes T CD4+ naïfs périphériques (Ramhorst et al., 2012). 

 

II.C.1.b. Régénération du muscle squelettique 

Le muscle squelettique est formé de syncytia. La myogenèse est obtenue par la fusion 

de myoblastes mononucléés en myotubes polynucléés. Les myotubes ainsi formés ne sont 

plus capables de division et, en cas d’atteinte du tissu musculaire, ils seront dépendants des 

cellules souches musculaires, les cellules satellites, pour la régénération du tissu musculaire.  
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En réponse à des facteurs de croissance en cas d’atteinte du tissu musculaire, les cellules 

satellites vont s’activer et former des myoblastes qui vont alors pouvoir se différencier et 

fusionner avec les myofibres préexistantes pour restaurer l’architecture du tissu musculaire 

(Horsley and Pavlath, 2004). Un certain nombre de facteurs tels que des facteurs de 

signalisation, des molécules d’adhésion ou des protéines membranaires ont été décrits 

comme étant nécessaires à la myogenèse squelettique. Deux molécules directement 

impliquées dans la fusion du muscle squelettique ont été identifiées : myomaker qui est 

nécessaire à l’hémi-fusion, et Myomerger/Minion/Myomixer qui est responsable de la 

formation du pore de fusion (Bender et al., 2016; Millay et al., 2013; Quinn et al., 2017; Zhang 

et al., 2017). Les syncytines ayant été conservées chez les vertébrés pour leurs propriétés 

fusogéniques (notamment lors du développement du placenta), leur rôle dans d’autres 

processus de fusion cellulaire, notamment au niveau musculaire, a été étudié.  

Différentes études ont permis de mettre en évidence le rôle des syncytines lors de la 

myogenèse. En effet, dans un modèle de souris n’exprimant pas le gène de la syncytine B, un 

retard de croissance est observé par rapport aux souris de phénotype sauvage, avec une 

baisse de la masse musculaire due à une diminution du diamètre des fibres musculaires et 

non pas de leur nombre (Redelsperger et al., 2016).   

Cette différence n’est observée que chez les souris mâles, laissant supposer une 

régulation hormonale de l’expression des syncytines. De plus, en étudiant la différenciation de 

myoblastes primaires murins en culture, il a été montré que les syncytines A et B sont 

exprimées au niveau de ces cellules, et que leurs niveaux d’expression sont augmentés au 

cours du processus de différenciation en myotubes.  

Des expériences de répression des gènes des syncytines ont été réalisées sur des 

myoblastes primaires en culture chez différentes espèces, à savoir répression des syncytines 

A et B chez la souris, des syncytines 1 et 2 chez l’homme, de la syncytine Rum1 chez le 

mouton et de la syncytine Car1 chez le chien. Ces expériences mettent en évidence une 

réduction de l’index de fusion et du nombre de grands myotubes en absence de syncytine, et 

ce chez les différentes espèces étudiées. Par ailleurs, aucun effet additif n’est observé lors de 

l’inactivation simultanée dans les myoblastes des syncytines A et B en comparaison à 

l’inactivation d’un seul de ces gènes (Redelsperger et al., 2016).  

Des analyses moléculaires ont également permis de mettre en évidence la présence 

des syncytines 1 et 2 au niveau de myoblastes humains, et leur expression est augmentée par 

l’induction de la fusion myoblastique. Les syncytines 1 et 2 sont exprimées tout le long des 

myofibres, avec une expression plus importante au niveau du sarcolemme, notamment pour 

la syncytine 1 (Bjerregard et al., 2014; Frese et al., 2015). Au niveau du sarcolemme, la 
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syncytine 1 est colocalisée avec la cavéoline 3, une protéine spécifique du muscle qui est 

impliquée dans la fusion des myoblastes. La co-localisation de la syncytine 1 et de la cavéoline 

3 laisse donc supposer une possible interaction entre ces deux protéines dans le processus 

de fusion myoblastique (Bjerregard et al., 2014). 

Les récepteurs des syncytines sont également exprimés par les myoblastes humains. 

Le récepteur à la syncytine 1, ASCT1, est exprimé tout le long des myofibres. Quant au 

récepteur à la syncytine 2, MFSD2a, son expression est localisée au niveau du sarcolemme 

(Frese et al., 2015).  

Ces différentes informations démontrent in vivo et ex vivo le rôle des gènes des 

syncytines dans le processus de fusion myoblastique et de régénération musculaire. Il semble 

donc que les gènes des syncytines, qui ont été capturés pour leur rôle dans le développement 

du placenta grâce à leurs propriétés fusogéniques aient acquis un rôle collatéral dans la 

myogenèse des mammifères placentaires, apportant ainsi un avantage évolutif pour les 

espèces concernées. 

 

II.C.1.c. Différenciation des ostéoclastes 

Le remodelage osseux repose sur un équilibre entre la formation osseuse assurée par 

les ostéoblastes et la résorption osseuse, assurée par les ostéoclastes. Les ostéoclastes sont 

de grandes cellules multinucléées d’origine hématopoïétique dont les précurseurs 

appartiennent à la lignée myéloïde et dérivent des monocytes. Les précurseurs myéloïdes vont 

s’orienter vers la voie monocytaire sous l’action du M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating 

Factor), puis en précurseur ostéoclastique grâce au RANKL (RANK Ligand), RANK étant le 

récepteur pour l’activation du facteur de transcription NFκB). Les pré-ostéoclastes vont quitter 

la moelle osseuse et migrer à la surface de l’os, puis vont ensuite fusionner pour former des 

ostéoclastes polynucléés qui vont ensuite être activés et polarisés pour devenir matures 

(Baron, 2001) (Figure 19). 
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Figure 19 : Différenciation et développement des ostéoclastes  

Les ostéoclastes ont une origine hématopoïétique. Leur développement débute dans la moelle 
osseuse, à partir des cellules souches hématopoïétiques, Sous l’action de M-CSF, ces cellules 
souches vont se différencier en précurseur myéloïde, puis sous l’effet de RANK et RANKL, ces 

cellules vont se différencier en pré-ostéoclastes qui vont migrer à la surface de l’os. Les pré-
ostéoclastes vont fusionner (sous l’action de la syncytine ?) pour former des ostéoclastes polynucléés 

qui vont devenir actifs après polarisation. D'après (Baron, 2001) 

 

La syncytine 1, ainsi que son récepteur ASCT2, sont exprimés à la surface des 

ostéoclastes. Leurs niveaux d’expression varient en fonction du degré de différenciation des 

ostéoclastes. La syncytine 1 est impliquée dans le processus de fusion des ostéoclastes pour 

aboutir à des ostéoclastes matures, mais n’a aucun effet sur la résorption osseuse (Soe et al., 

2011). 

L’inhibition de la syncytine 1 entraîne une diminution mais pas une inhibition totale des 

évènements de fusion des ostéoclastes. En effet, la syncytine 1 inhibe la fusion des 

ostéoclastes multinucléés mais pas la fusion des pré-ostéoclastes mononucléés (Soe et al., 

2011). 

La délétion de la syncytine B chez la souris, dans un modèle SynB-/- entraîne, ex vivo, 

une diminution de la fusion et de la formation d’ostéoclastes multinucléés. In vivo, en revanche, 

aucune différence n’est observée chez ces souris par rapport aux souris de phénotype 

sauvage en termes de formation de grandes cellules multinucléées ni de structure de l’os 

(Coudert et al., 2019). Il semblerait donc que la syncytine B soit impliquée dans les 

mécanismes de fusion lors du développement des ostéoclastes, avec la présence de 

mécanismes de compensation, peut-être liés à l’expression de la syncytine A. 
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II.C.2. Implication des syncytines dans des processus 

biologiques pathologiques 

II.C.2.a. Cancer 

Les cellules cancéreuses ont la capacité de fusionner avec des cellules cancéreuses, 

ainsi qu’avec des cellules endothéliales (Miller et al., 1988; Mortensen et al., 2004). 

La syncytine 1 et son récepteur ASCT2 sont exprimés par des cellules de cancer du 

sein, mais aussi par des cellules endothéliales. L’inhibition de la syncytine 1 entraîne une 

diminution de la fusion entre les cellules cancéreuses et les cellules endothéliales (Larsson et 

al., 2007a). La syncytine 1 permettrait ainsi la fusion entre les cellules cancéreuses et les 

cellules endothéliales dans certains cas de cancers du sein (Bjerregaard et al., 2006), ce qui 

pourrait permettre l’expression de gènes suppresseurs de tumeurs dans la cellule hybride 

formée (Anderson and Stanbridge, 1993; Harris et al., 1969). En effet, l’expression de la 

syncytine 1 est corrélée avec l’amélioration de la survie sans récidive chez les patients 

(Larsson et al., 2007b). La syncytine 2 est également exprimée par des cellules de cancer du 

sein (Larsson et al., 2007a). 

Dans certains carcinomes de l’endomètre, la syncytine 1 est surexprimée, avec des 

niveaux d’expression pouvant atteindre ceux observés au niveau du placenta. De plus, le 

niveau d’expression de la syncytine 1 est corrélé avec la malignité de la tumeur. L’inhibition 

de la syncytine 1 permet une inhibition quasi-totale de la fusion des cellules de carcinome de 

l’endomètre (Strick et al., 2007). Les oestrogènes et l’AMPc (Adénosine MonoPhosphate 

cyclique) induiraient une augmentation de l’expression de la syncytine 1, tandis que le TGF-β 

induirait une diminution de la fusogénicité de celle-ci (Strick et al., 2007). 

La syncytine 1 est également exprimée au niveau de carcinomes colorectaux, et en 

particulier au niveau des zones invasives de la tumeur. Le rôle de la syncytine 1 sur la fusion 

cellulaire dans ce type de cancer reste à étudier (Larsen et al., 2009). 

 

II.C.2.b. Pré-éclampsie 

La pré-éclampsie est une pathologie multifactorielle due à un défaut de développement 

du placenta. Cette pathologie est une des principales causes de morbidité/mortalité maternelle 

et de naissance prématurée (Carty et al., 2010). En clinique, la pré-éclampsie se caractérise 

par une hypertension artérielle gravide (pression systolique/pression diastolique >140/90 
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mmHg) et une protéinurie significative (>300mg/24h) apparaissant de novo à partir de la 20ème 

semaine d’aménorrhée.  

Des défauts de fusion des trophoblastes sont observés sur des placentas de femmes 

atteintes de pré-éclampsie (Vargas et al., 2011). Une diminution de l’expression des 

syncytines 1 et 2 est observée au niveau de placentas de femmes atteintes de pré-éclampsie, 

qui est corrélée avec le développement et la sévérité de la pathologie (Frendo et al., 2003; 

Knerr et al., 2002; Lee et al., 2001; Vargas et al., 2011). La syncytine 2 est plus dérégulée que 

la syncytine 1 (Vargas et al., 2011). Ces anomalies de l’expression des syncytines pourraient 

être à l’origine du défaut de formation des syncytiotrophoblastes, entraînant des défauts 

d’échanges materno-fœtaux, à l’origine de la pathologie par défaut de perfusion du placenta. 

Ainsi, les syncytines 1 et 2 pourraient être utilisées comme biomarqueurs pour le dépistage 

précoce de la pathologie, avant l’apparition des signes cliniques. 

La pré-éclampsie se caractérise par un défaut de perfusion du placenta, ce qui entraîne 

une hypoxie et une diminution des échanges materno-fœtaux. En condition d’hypoxie, une 

diminution de la fusion cellulaire des trophoblastes est observée (Alsat et al., 1996). Or, des 

conditions hypoxiques pourraient entraîner une diminution de l’expression de la syncytine 1 et 

de son récepteur ASCT2 (Kudo et al., 2003). L’hypoxie qui se développe au cours de la 

pathologie pourrait ainsi inhiber l’expression de la syncytine 1 et de son récepteur ASCT2 et 

ainsi aboutir à des défauts de formation du syncytiotrophoblaste par défaut de fusion cellulaire. 

Des modifications épigénétiques de la syncytine 1 ont également été observées en 

conditions pré-éclamptiques. En effet, la diminution de l’expression de celle-ci pourrait être 

due à une hyperméthylation de l’ADN en 5’UTR du gène de la syncytine 1 au cours du 

développement placentaire en conditions pré-éclamptiques (Huang et al., 2014). 

De plus, une localisation aberrante de la syncytine 1 est observée sur des placentas 

de femmes atteintes de pré-éclampsie. En conditions normales, la syncytine 1 est exprimée 

principalement au niveau de la membrane basale des syncytiotrophoblastes, tandis qu’en 

conditions pré-éclamptiques, son expression est limitée à une fine zone de la membrane 

apicale des syncytiotrophoblastes. Cette localisation anormale de la protéine empêche les 

processus de fusion cellulaire. 
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II.C.2.c. Sclérose en plaque 

La sclérose en plaques (SEP) est une pathologie chronique auto-immune 

neurodégénérative progressive touchant environ 2 millions de personnes à travers le monde. 

La pathologie survient généralement chez l’adulte jeune, entre 20 et 40 ans, avec une 

prédominance féminine. La SEP se caractérise par des troubles physiques et cognitifs, avec 

une diminution de l’espérance de vie. Les deux caractéristiques principales de la pathologie 

sont la démyélinisation et l’inflammation du système nerveux central (SNC), qui génèrent des 

dommages au niveau des axones et des neurones (Antony et al., 2011). 

Il s’agit d’une pathologie multifactorielle, et de nombreuses études tendent à montrer 

l’existence d’un lien entre infections virales et pathogenèse de la SEP, agissant sur un terrain 

génétique prédisposé. 

Le virus MSRV (Multiple Sclerosis-associated RetroVirus) semble être lié à la SEP, des 

virions ont été détectés dans le sang et le liquide cérébro-spinal de patients (Dolei, 2005). Le 

MSRV appartient à la même famille que la syncytine 1, HERV-W, et présente 94% d’homologie 

de séquence avec celle-ci (Dolei, 2005). La syncytine 1 est surexprimée au niveau du tissu 

cérébral de patients souffrant de SEP (Antony et al., 2004; Mameli et al., 2007), et plus 

particulièrement par les astrocytes et la microglie au niveau des lésions démyélinisantes 

(Antony et al., 2004). La surexpression de la syncytine 1 au niveau des astrocytes entraîne la 

production de radicaux libres qui vont induire un stress du réticulum endoplasmique (RE) 

(Antony et al., 2004). Les cellules du SNC, notamment les oligodendrocytes qui produisent la 

myéline, sont particulièrement sensibles aux dommages causés par les radicaux libres 

(Mattson and Taub, 2004). 

Le stress du RE va également entraîner la production de nitroprussiate de sodium et 

donc une diminution de l’expression de ASCT1 au niveau des astrocytes, ainsi qu’une 

induction d’Erg1 (répresseur de ASCT1) au niveau des cellules neurales (Kanai and Hediger, 

2004; Tatarowicz et al., 1997). Or, ASCT1 est nécessaire à l’export de L-Sérine, sa diminution 

va donc déréguler le métabolisme sérine-glycine qui participe à la pathogenèse de la SEP en 

entraînant une démyélinisation, une inflammation et une altération de la survie cellulaire 

(Antony et al., 2011). 

Le virus d’Epstein-Barr (EBV) est capable d’infecter les astrocytes. Une infection 

tardive par l’EBV pourrait agir comme facteur de risque de développement de la SEP (Santiago 

et al., 2010) mais le mécanisme par lequel ces deux éléments sont liés n’est pas encore connu.  
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L’infection par l’EBV d’astrocytes ou de PBMCs (Peripheral Blood Mononucleated 

Cells) en culture entraîne une induction de l’expression de la syncytine 1 et de MSRV au 

niveau des astrocytes, des lymphocytes B et des monocytes, sans avoir d’effet au niveau des 

lymphocytes T ou NK (Mameli et al., 2012). 

Le Natalizumab est un anticorps monoclonal humanisé utilisé pour la prise en charge 

de la SEP, qui va agir comme un inhibiteur sélectif des molécules d’adhésion. Il va se fixer à 

la sous-unité α-4 des intégrines humaines, qui est fortement exprimée au niveau des 

leucocytes, empêchant la transmigration de cellules inflammatoires au niveau cérébral. Ce 

traitement entraîne une diminution de l’expression de la syncytine 1 au bout de 6 mois (Arru 

et al., 2014) et une diminution du taux d’anticorps dirigés contre la syncytine 1 après 2 ans de 

traitement (Arru et al., 2015).  
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III. Les lymphocytes B comme cible de thérapie 

génique 

III.A. Les lymphocytes B, des cellules du système immunitaire 

III.A.1. Origine et développement des lymphocytes B 

L’hématopoïèse correspond au processus de différenciation des cellules sanguines à 

partir des cellules souches hématopoïétiques. Les cellules souches hématopoïétiques sont 

des cellules multipotentes qui vont se différencier pour donner les cellules de la lignée 

myéloïde (érythrocytes, plaquettes, neutrophiles, éosinophiles, basophiles, macrophages, 

cellules dendritiques) et les cellules de la lignée lymphoïde (cellules NK, lymphocytes T et 

lymphocytes B, cellules dendritiques). Au cours de leur différenciation, les différentes cellules 

de la lignée hématopoïétique vont perdre de leur multipotentialité (Figure 20). 

 

 

Figure 20 : Représentation schématique « classique » de l’hématopoïèse  

Les lymphocytes B se développent dans la moelle osseuse et sont dérivés des cellules souches 
hématopoïétiques, après leur différenciation en progéniteur multipotent, puis en cellule progénitrice 

lymphoïde, en progéniteur B puis en lymphocyte B. 

 



 
 

- 71 - 
 

Nous nous focaliserons par la suite plus particulièrement sur les lymphocytes B, ces 

cellules représentant une cible d’intérêt pour les vecteurs que nous avons développé au 

laboratoire, comme le montrent les résultats présentés dans ce manuscrit. 

Les lymphocytes B sont des cellules du système immunitaire d’origine hématopoïétique 

de la lignée lymphoïde. Leur développement a lieu dans la moelle osseuse à partir des cellules 

souches hématopoïétiques. 

Les premiers stades de développement des lymphocytes B, de la cellule souche aux 

lymphocytes B immatures (Tableau 6) ont lieu dans la moelle osseuse, avec la mise en place 

progressive du BCR (B cell receptor) par différents réarrangements des gènes de la région 

variable des immunoglobulines (V, D et J). Les lymphocytes B immatures vont ensuite migrer 

vers les organes lymphoïdes secondaires.  

Dans la rate, les lymphocytes transitionnels vont avoir des devenirs différents. Une 

partie des cellules va être retrouvée au niveau de la zone marginale ou extra-folliculaire (Figure 

21), on parle de lymphocytes B de la zone marginale MZ, qui vont connaître une expansion 

rapide et une différenciation en plasmocytes à courte durée de vie qui vont jouer un rôle dans 

les réponses humorales lymphocytes T-indépendantes, qui vont agir en première ligne de 

défense contre les pathogènes. Ces cellules sécrètent des immunoglobulines de type IgM. 

 

 

Figure 21 : Représentation schématique de la rate 

PALS = Periarteriolar Lymphoid Sheath. D’après (Batista and Harwood, 2009) 
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L’autre partie des lymphocytes transitionnels va se différencier en cellules B 

folliculaires qui forment les centres germinatifs. Ces cellules jouent un rôle dans les réponses 

humorales lymphocytes T-dépendantes. Suite à une reconnaissance d’antigène T-

dépendante, ces cellules vont subir des phénomènes d’hypermutation somatique ou de 

comutation de classe qui vont amplifier l’affinité du BCR. Ces cellules vont soit se différencier 

en lymphocytes B mémoire (CD27+) ou en plasmocytes sécréteurs d’anticorps de haute 

affinité. 

 

 CSH MPP CLP Pre-pro-B Pro-B Pre-B Immature Mature Plasmocyte 

 

 
 

        

Homme 

CD34+ 

CD38- 

CD49f+ 

CD90+ 

CD45RA- 

Flt3+ 

CD34+ 

CD38- 

CD49f- 

CD90- 

CD45RA- 

Flt3+ 

CD34+ 

CD38+ 

CD10+ 

CD19- 

CD20- 

IgM- 

IgD- 

CD34+ 

CD38+ 

CD10+ 

CD19+ 

CD20- 

IgM- 

IgD- 

CD34- 

CD38+ 

CD10+ 

CD19+ 

CD20low 

IgM- 

IgD- 

CD34- 

CD38+ 

CD10+ 

CD19+ 

CD20+ 

IgM+ 

IgDlow 

CD19+ 

CD20- 

CD24+ 

CD38+ 

CD27- 

CD19+ 

CD20low 

CD24- 

CD38+ 

CD27+ 

CD138+ 

 

Souris 

Lin- 

Sca1+ 

cKithigh 

CD34- 

CD150+ 

CD48- 

Flt3- 

Lin- 

Sca1+ 

cKithigh 

CD34+ 

CD150- 

Flt3+ 

Lin- 

cKitlow 

Sca1+ 

Flt3high 

IL7Ra+ 

B220+ 

CD19- 

CD43low 

CD24low 

BP1- 

IL7Ra+ 

IgM- 

B220+ 

CD19+ 

CD43+ 

CD24+ 

BP1- 

IL7Ra+ 

IgM- 

B220+ 

CD19+ 

CD43low 

CD24high 

BP1+ 

IL7Ra+ 

IgM- 

B220+ 

CD19+ 

CD43- 

CD24high 

BP1+ 

IL7Ra+ 

IgM+ 

B220+ 

CD19+ 

Flt3- 

CD24low 

CD43- 

IgM-/+ 

IgD+ 

 

Tableau 6 : Différenciation des lymphocytes B et phénotypes des différentes sous-populations 
cellulaires B  

CSH = cellules souches hématopoïétiques, MPP = progéniteur multipotent, LCP = précurseur 
commun lymphocytaire. D’après (Ichii et al., 2014) et (Nagasawa, 2006) 

 

 

III.A.2. Rôles et fonctions des lymphocytes B 

Les lymphocytes B sont des cellules du système immunitaire qui participent à 

l’immunité humorale, par la production d’anticorps. Certaines populations de lymphocytes B 

participent également à l’immunité cellulaire (Figure 22). 
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Figure 22 : Rôles et fonctions des lymphocytes B  

Les lymphocytes B (LB) sont des acteurs majeurs du système immunitaire.  Les LB peuvent se 
différencier en plasmablastes qui produisent des anticorps pour lutter contre un antigène. Ils sont 

capables de sécréter des cytokines pro-inflammatoires. Les LB peuvent réguler les cellules 
dendritiques (DC) qui sont des cellules présentatrices d’antigènes, afin de moduler une réponse 

immunitaire. Les LB peuvent également agir comme cellules présentatrices d’antigènes, en présentant 
des molécules du CMH-II (Complexe d’Histocompatibilité de classe II) et ainsi activer une réponse 

cellulaire T. Enfin, il existe une sous-population de LB appelée Breg (B régulateurs) qui, notamment 
par la production d’IL-10, vont permettre de moduler la réponse immunitaire en créant un 

environnement anti-inflammatoire. 

 

III.A.2.a. Immunité humorale : production d’immunoglobulines 

Les immunoglobulines sont produites par les lymphocytes B, sous leur forme 

membranaire elles forment le BCR, et sous leur forme sécrétée (par les plasmocytes) elles 

vont constituer les anticorps, acteurs de l’immunité humorale. 

Elles sont constituées de chaînes légères : kappa (κ) et lambda (λ) et de chaînes 

lourdes : mu (µ), delta (δ), gamma (γ), epsilon (ε) et alpha (α) qui aboutissent respectivement 

aux IgM, IgD, IgG, IgE et IgA. Les chaînes légères sont constituées d’un domaine constant (C) 

et d’un domaine variable (V). Les chaînes lourdes sont constituées d’un domaine variable et 
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d’une région constante qui est formée de trois ou quatre domaines constants (CH1 à CH4) 

(Figure 23).  

 

 

Figure 23 : Représentation schématique d'une immunoglobuline de type IgG  

Les immunoglobulines sont constituées de deux chaînes lourdes (bleu) et de deux chaînes légères 
(orange). Les chaînes lourdes sont constituées d’un domaine variable (VH, bleu clair) et de 3 

domaines constants (CH1 à CH3, bleu foncé) pour les IgG (jusqu’à 4 régions constantes en fonction 
du type d’immunoglobuline). Les domaines CH1 et CH2 sont reliés par la région charnière (gris) qui 
permet l’association des 2 chaînes lourdes par des ponts disulfure (rouge). Les chaînes légères sont 

constituées d’un domaine variable (VL, orange clair) et d’un domaine constant (CL, orange foncé) 

 

 

Figure 24 : Représentation des chaînes variables des immunoglobulines dans leur 
configuration germinale 

A : représentation du locus murin des chaînes lourdes ; B.1 : représentation du locus κ des chaînes 
légères, B.2 : représentation du locus λ des chaînes légères  
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Au cours de la lymphopoïèse B, des réarrangements des segments V (variable), D 

(diversité) et J (jonction) des fragments variables des chaînes lourdes et des chaînes légères 

(Figure 24) des immunoglobulines ont lieu et ces réarrangements permettent la grande 

diversité des récepteurs d’antigènes chez les mammifères (Tonegawa, 1983). Le 

réarrangement est dit « ordonné », le réarrangement des chaînes lourdes a lieu avant celui 

des chaînes légères. Ce réarrangement est également dit « séquenciel », dans un premier 

temps la jonction entre les fragments D et J a lieu, puis un fragment V va être joint à ce segment 

DJ (Alt et al., 1984). 

La recombinaison V(D)J (Figure 25) met en jeu des cassures double brin, des délétions 

et des réparations de l’ADN. Les cassures double brin sont assurées par la recombinase 

(composée de RAG1 et RAG2) (Oettinger et al., 1990; Schatz et al., 1989), qui va reconnaître 

des séquences hautement conservées adjacentes aux fragments V, D et J, appelées RSS 

(Recombination Signal Sequences). Ces cassures de l’ADN vont être réparées par jonction 

d’extrémités non homologues NHEJ (Non Homologous End Joining). 

 

 

Figure 25 : Recombinaison VDJ des chaînes lourdes variables des immunoglobulines 

Représentation schématique de la recombinaison V(D)J des chaînes variables des immunoglobulines, 
aboutissant à une grande diversité des gènes d’immunoglobulines chez les mammifères. Modèle de 

recombinaison ordonné et séquentiel d’après (Alt et al., 1984) 
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III.A.2.b. Immunité cellulaire 

Les lymphocytes B contribuent également à l’immunité cellulaire, ils peuvent en effet 

agir comme cellules présentatrices d’antigènes qui vont induire les réponses des lymphocytes 

T ; elles agissent également comme effecteur de l’immunité cellulaire par la production de 

cytokines ; et enfin une certaine population de lymphocytes B, les Breg (B régulateurs) 

sécrètent de l’IL-10 et agissent comme modulateurs des réponses immunitaires. 

 

III.A.2.b.1. Cellules présentatrices d’antigènes 

Les antigènes capturés par les lymphocytes B via le BCR vont être internalisés et les 

peptides antigéniques en résultant vont pouvoir être retrouvés à la surface cellulaire, liés à des 

molécules du CMH-II et ainsi être présentés aux lymphocytes T (Schultz et al., 1990). 

De plus, les lymphocytes B expriment entre autres le CD40 et les molécules de la 

famille B7, qui vont pouvoir se lier respectivement au CD40L (CD40 ligand) et au CD28 

exprimés à la surface des lymphocytes T, permettant ainsi les interactions cellulaires 

nécessaires et l’activation des lymphocytes T. 

 

III.A.2.b.2. Production de cytokines 

Certains lymphocytes B sont capables de produire des cytokines pro-inflammatoires 

comme l’IL-6, l’IFN-γ ou le TNF-α et vont ainsi agir comme effecteurs de la réponse 

immunitaire cellulaire (Harris et al., 2000). 

 

III.A.2.b.3. Les lymphocytes B régulateurs 

Une sous-population de lymphocytes B appelée B régulateurs (Breg) est capable de 

sécréter de l’IL-10, une cytokine anti-inflammatoire (Fillatreau et al., 2002; Katz et al., 1974). 

Ces Breg sont capables d’inhiber la différenciation Th1 (Blair et al., 2010; Moulin et al., 2000) 

et de favoriser la prolifération de lymphocytes T régulateurs (Treg) sécrétant de l’IL-10 

(Lemoine et al., 2011). Les cellules Breg vont ainsi, par interaction avec différentes cellules du 

système immunitaire induire une immunomodulation avec instauration d’un environnement 

anti-inflammatoire (Figure 26). 
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Figure 26 : Fonctions régulatrices des Breg 

Les Breg produisent des cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-10 (Interleukine 10), le TGF-β et 
l’IL-35. Les Breg inhibent ainsi la différenciation de cellules pro-inflammatoires comme les monocytes 

produisant du TNF-α, les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, les cellules dendritiques (DC) et les 
lymphocytes Th1 et Th17. En parallèle, elles induisent la différenciation de cellules anti-inflammatoires 

comme les lymphocytes T régulateurs (Treg et Tr1), et maintiennent les cellules iNKT. Schéma 
(Rosser and Mauri, 2015) 

 

 

III.B. La thérapie génique des lymphocytes B 

III.B.1. Les lymphocytes B : une cible de choix pour la thérapie 

génique 

Les lymphocytes B représentent une cible particulièrement intéressante pour le 

transfert de gènes, avec de nombreuses applications. 

Des stratégies de thérapie génique par transfert de gènes peuvent être envisagées par 

exemple pour apporter un anticorps recombinant pour des immunothérapies de cancers ou de 

maladies auto-immunes. Dans le domaine de la cancérologie, les transgènes utilisés peuvent 

également cibler le cycle cellulaire ou induire l’apoptose. Un transfert de gènes pour apporter 

un gène fonctionnel peut également être envisagé dans le cadre de maladies génétiques 

comme certains cas d’immunodéficience ou de maladies monogéniques affectant les 

lymphocytes B. Un autre champ d’application concerne la vaccination, avec la possibilité 

d’apporter un transgène codant pour des séquences antigéniques spécifiques, permettant une 
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vaccination dans le cadre de pathologies infectieuses, ou pour l’induction d’une tolérance 

immunitaire. 

La thérapie génique par édition du génome connaît un intérêt croissant et la découverte 

des outils CRISPR/Cas9 a été une révolution dans le domaine (Doudna and Charpentier, 

2014). Pour les lymphocytes B, la principale limite est de trouver un vecteur capable de délivrer 

la Cas9 ainsi que les gRNA (ARN guide) de manière efficace, sans engendrer de toxicité. 

Récemment, plusieurs études ont permis de démontrer la possibilité de faire de l’édition du 

génome dans des cellules du système hématopoïétique, et notamment dans les lymphocytes 

B en utilisant des vecteurs de type AAV6 afin d’éditer les gènes des immunoglobulines 

(Cheong et al., 2016; Hartweger et al., 2019; Hung et al., 2018; Johnson et al., 2018; Moffett 

et al., 2019; Voss et al., 2019). Cependant, ces vecteurs engendrent une toxicité cellulaire, 

notamment par activation de la voie p53 (Schiroli et al., 2019). Il est donc nécessaire de 

développer de nouveaux vecteurs permettant de cibler les lymphocytes B avec moins de 

toxicité. 

 

III.B.2. Les limites actuelles pour le transfert de gènes dans les 

lymphocytes B 

III.B.2.a. Les conditions de culture 

Le transfert de gènes dans les lymphocytes B primaires humains reste à l’heure 

actuelle très compliqué. Pour obtenir une transduction de lymphocytes dormants, il est 

nécessaire dans la majorité des cas de stimuler les cellules pour passer de la phase G0 à la 

transition entre les phases G1a et G1b du cycle cellulaire (Dardalhon et al., 2001; Ducrey-

Rundquist et al., 2002; Unutmaz et al., 1999; Verhoeyen et al., 2003). Des conditions de culture 

bien particulières, voire complexes sont donc mises en place. 

Une méthode d’activation des lymphocytes B utilisée consiste à ajouter du CD40-ligand 

et de l’IL-4 (Interleukine 4), qui vont induire la prolifération des cellules et l’entrée en phase 

S/G2/M du cycle cellulaire (Bovia et al., 2003; Janssens et al., 2003; Serafini et al., 2004), 

cependant cette méthode entraîne la différenciation des lymphocytes B en culture (Fecteau et 

al., 2009). 

La co-culture de lymphocytes B primaires humains avec des cellules de thymome de 

souris qui vont agir en tant que cellules T « helper », avec un cocktail de cytokines est une 

autre méthode fréquemment utilisée (Bovia et al., 2003; Grimaitre et al., 1997; Matthes et al., 
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1993; Tucci et al., 1992), mais qui conduit également à la prolifération des cellules, avec une 

différenciation des populations de cellules naïves et mémoires en plasmocytes (Grimaitre et 

al., 1997). 

Il est également possible de stimuler les lymphocytes B par le virus d’Epstein-Barr 

(EBV) (Bovia et al., 2003; Janssens et al., 2003; Lizée et al., 2004), cependant les cellules 

stimulées à l’EBV vont rapidement devenir infectées par le virus (Straub and Zubler, 1989). 

 

III.B.2.b. Le choix du pseudotype d’enveloppe lentiviral 

Le tropisme des vecteurs lentiviraux étant conféré par la glycoprotéine d’enveloppe 

utilisée pour pseudotyper celui-ci, le choix de la glycoprotéine est crucial pour obtenir un 

transfert de gènes dans les lymphocytes B. Il a en effet été démontré que les vecteurs LV 

pseudotypés par la protéine VSVG, qui sont les plus couramment utilisés notamment pour leur 

très large tropisme, ne permettent pas une transduction efficace des lymphocytes B primaires 

(Serafini et al., 2004) car ces cellules n’expriment pas le récepteur LDL-R (Amirache et al., 

2014). 

Il est donc nécessaire de développer de nouvelles enveloppes lentivirales afin de 

permettre un ciblage des cellules B primaires. Le Tableau 7 ci-après  représente les différentes 

glycoprotéines d’enveloppe, sauvages ou ingénierées, utilisées pour un ciblage des 

lymphocytes B.  
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Vecteur 
Glycoprotéine 

d’enveloppe 

Stimulation 

des cellules 

Transduction 

lymphocytes B 

Changement 

phénotypique 
Référence 

H/F-LV 
Edmonston 

Measles (H et F)* 

Préstimulation 

BCR 24h 
35-50% 1 Non 

(Frecha et al., 

2009) 

HD4NoNE/F

-LV 

Measles 

HD4NoNE* 
Non 

23-40% B naïfs 2 

40-56% B mémoire2 
ND 

(Levy et al., 

2012) 

CD20-LV CD20 scFv * 

Cocktail de 

cytokines 48h 
70% 3 

Activation 

CD69 et CD71 

(Funke et al., 

2008) 

(Kneissl et al., 

2013) 
Non 20% 3 

CD19ds-LV CD19 scFv * Non 20% 4 
Activation 

CD69 et CD71 

(Kneissl et al., 

2013) 

BaEVTR-LV BaEV TR* 

Préstimulation 

BCR 24h 

40% B naïfs 5 

70% B mémoire 5 
Non 

(Girard-

Gagnepain et 

al., 2014) Non 
20% B naïfs 5 

40% B mémoire 5 

Tableau 7 : Les glycoprotéines d'enveloppe utilisées pour pseudotyper des vecteurs 
lentiviraux dérivés du VIH-1 pour la transduction de lymphocytes B primaires 

ND = Non déterminé ; * : Measles H et F = Hémagglutinine et protéine de Fusion du virus de la 
rougeole souche Edmonston, HD4NoNE = glycoprotéine Hémagglutinine de la rougeole mutée au 

niveau de l’épitope noose, CD20 scFV = glycoprotéine Hémagglutinine de la rougeole dont la queue 
cytoplasmique est tronquée et présente un anticorps à chaîne unique dirigé contre le CD20 (αCD20-

single chain Fv), CD19 scFv = glycoprotéine Hémagglutinine de la rougeole dont la queue 
cytoplasmique est tronquée et présente deux anticorps à chaîne unique dirigés contre le CD19 

(αCD19 ScFv), BaEVTR = Glycoprotéine  d’enveloppe du babouin dont la queue cytoplasmique est 
tronquée. 1 = 48h post-transduction, MOI 10 ; 2 = 48h post-transduction, MOI 1 ; 3 = 72h post-

transduction, MOI 2 ; 4 = 48h post-transduction, MOI 2 ; 5 = 72h post-transduction, MOI 10 

 

III.B.2.c. L’apport de matériel génétique dans les lymphocytes B in 

vivo par voie systémique 

Un autre défi pour la transduction des lymphocytes B est la possibilité d’avoir recours 

à une utilisation in vivo, par voie systémique. Les vecteurs LV-VSVG, d’une part ne permettent 

pas d’obtenir des niveaux de transduction suffisants des lymphocytes B quiescents in vitro, 

mais ces vecteurs sont inactivés par le complément du sérum humain, et ne peuvent donc pas 

être utilisés in vivo pour cette application (Sandrin et al., 2002).  

Les vecteurs H/F-LVs pseudotypés par les glycoprotéines H et F (Hémagglutinine et 

Fusion) du virus de la rougeole de souche Edmonson représentent des outils très intéressants 

pour la transduction de lymphocytes B et T. Cependant, la très grande majorité de la population 

est vaccinée contre le virus de la rougeole, et présente donc des anticorps anti-rougeole pré-
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existants qui, en cas d’utilisation in vivo par voie systémique, pourraient reconnaître les 

vecteurs et les neutraliser en les dégradant avant que ceux-ci aient pu atteindre leurs cellules 

cibles (Levy et al., 2012). Les anticorps dirigés contre le virus de la rougeole reconnaissent 

plus particulièrement la glycoprotéine H. Par mutation de cette glycoprotéine dans l’épitope 

« noose », les vecteurs HD4NoNE/F-LVs ont été développés, qui permettent d’échapper aux 

anticorps anti-rougeole pré-existants dans le sérum humain (Levy et al., 2012). De plus, les 

enveloppes ingénierées à partir du système MV-LV, utilisant la fusion de la glycoprotéine du 

virus de la rougeole avec des scFv ou des DARPINs permettent en plus d’un ciblage du 

tropisme cellulaire de ces vecteurs une plus grande capacité d’échappement de ceux-ci au 

système immunitaire (Buchholz et al. 2015). 
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Certaines caractéristiques des vecteurs lentiviraux, notamment leur tropisme ou leur 

immunogénicité, sont conférées par la glycoprotéine d’enveloppe utilisée pour les 

pseudotyper. De nombreuses glycoprotéines fusogéniques ont été étudiées pour le 

pseudotypage de vecteurs lentiviraux, parmi lesquelles peu de protéines endogènes, et 

aucune d’origine humaine. Dans le contexte de la thérapie génique, l’adressage des vecteurs 

et les réponses immunitaires déclenchées par les protéines virales sont des points critiques 

en particulier pour leur utilisation in vivo.  

J’ai donc étudié le pseudotypage de vecteurs lentiviraux par des glycoprotéines 

cellulaires, les syncytines. Ce sont des glycoprotéines d’enveloppe endogènes d’origine 

rétrovirale présentes entre autres chez l’homme et la souris, qui possèdent de fortes propriétés 

fusogéniques. Les syncytines étant exprimées dans l’organisme, peuvent être reconnues 

comme des éléments du « soi » et ainsi être invisibles pour le système immunitaire. De plus, 

elles possèdent dans leurs séquences un domaine immunosuppresseur qui leur confèrerait 

des propriétés immunosuppressives. Ces différentes caractéristiques nous ont encouragé au 

laboratoire à étudier leur utilisation comme nouveau pseudotype d’enveloppe de vecteurs 

lentiviraux. Des travaux menés avant mon arrivée ont permis d’obtenir les premiers résultats 

sur la possibilité de produire des vecteurs lentiviraux fonctionnels pseudotypés par les 

syncytines humaines 1 et 2, avec une affinité particulière pour les lymphocytes B. Toutefois, 

ces travaux se trouvaient limités dans les possibiltés d’études in vivo.  

Mon travail de thèse a porté sur l’étude des syncytines murines A et B comme nouveau 

pseudotype d’enveloppe lentiviral. L’utilisation de protéines endogènes murines nous 

permettrait ainsi d’avoir un modèle d’étude in vivo des propriétés des vecteurs lentiviraux 

pseudotypés par les syncytines. Plusieurs questions ont été posées au cours de ce travail : 

les syncytines A et B peuvent-elles permettre un pseudotypage efficace des vecteurs ? 

Comment se comparent-elles aux syncytines humaines ? Quel est le tropisme cellulaire de 

ces vecteurs et peuvent-ils être administrés in vivo pour un transfert de gène bien toléré ? 

Pour cela, j’ai déterminé les conditions de production de vecteurs pseudotypés par la 

syncytine A (LV-SynA) ou par la syncytine B (LV-SynB), puis j’ai caractérisé les vecteurs LV-

SynA et LV-SynB in vitro et in vivo. Mes résultats décrivent pour la première fois le 

pseudotypage de vecteurs lentiviraux par les syncytines murines, et leur affinité particulière 

pour les lymphocytes B in vitro et in vivo. Les vecteurs ainsi produits ont pu être étudiés en 

détail sur le plan du tropisme et des réponses immunitaires. Les résultats révèlent de nouvelles 

possibilités de transfert de gène dans le poumon in vivo après injection par voie IV de vecteurs 

LV-SynA et démontrent une faible immunogénicité des particules lentivirales pseudotypées 

par la syncytine A.  
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Partie 1 : Production et caractérisation de vecteurs 

lentiviraux pseudotypés avec les syncytines 

 

Contexte de l’étude 

Le laboratoire est spécialisé dans le développement de vecteurs lentiviraux pour la 

thérapie génique des maladies génétiques d’origine hématopoiétique ou immunitaire. Le 

laboratoire s’intéresse plus particulièrement à comprendre les mécanismes d’entrée des 

particules dans les celules cibles pour améliorer les procédés de transduction et pour 

développer de nouveaux outils tels que des adjuvants de transduction ou de nouveaux 

pseudotypes de vecteurs lentiviraux. Un des objectifs de l’équipe est de développer de 

nouvelles approches de thérapie génique in vivo. Des travaux menés avant mon arrivée au 

sein de notre équipe de recherche ont permis de démontrer la possibilité de pseudotyper des 

vecteurs lentiviraux avec les syncytines humaines 1 et 2. Ces travaux ont également permis 

de déterminer les conditions optimales de production de ces vecteurs, ainsi que leur stabilité. 

Mon travail a consisté à étudier la possibilité de pseudotyper des vecteurs lentiviraux avec les 

syncytines murines A et B, cela n’avait jamais été rapporté avec succès, et des vecteurs LV-

SynA et LV-SynB nous paraissent des outils nécessaires à la compréhension des 

caractéristiques des vecteurs pseudotypés syncytines, comme modèle d’études chez la 

souris. J’ai ainsi mis en évidence la possibilité de pseudotyper des vecteurs lentiviraux avec 

les syncytines A et B, et les particules ainsi produites sont infectieuses et résistantes à la 

concentration par ultracentrifugation. 

 

1.1. Introduction 

Les vecteurs lentiviraux dérivés du VIH-1 sont de précieux outils pour le transfert de 

gènes. Il s’agit de virus enveloppés dont la glycoprotéine d’enveloppe à leur surface peut être 

modifiée et remplacée par une glycoprotéine hétérologue afin de moduler le tropisme cellulaire 

des vecteurs, cette technique étant appelée pseudotypage. Le nombre de glycoprotéines 

utilisées pour pseudotyper des vecteurs LV ne cesse de croître, pour obtenir des vecteurs 

possédant des tropismes cellulaires bien ciblés. L’intérêt de l’utilisation des vecteurs LV en 

thérapie génique in vivo est croissant comme alternative aux vecteurs de type AAVs qui sont 

immunogènes et ont une capacité d’empaquetage inférieure. Dans ce contexte, il est 
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nécessaire de développer de nouveaux pseudotypes de LV, afin d’obtenir des vecteurs les 

moins immunogènes possibles, voire même invisibles pour le système immunitaire. 

Les syncytines sont des glycoprotéines d’enveloppe d’origine rétrovirale qui ont été 

endogénisées chez les vertébrés il y a plusieurs millions d’années. Les syncytines 1 et 2 sont 

retrouvées chez les primates, et les syncytines A et B chez les rongeurs. Etant d’origine 

rétrovirale, ces glycoprotéines ont conservé des propriétés fusogéniques très fortes, en faisant 

de bonnes candidates pour le pseudotypage de vecteurs lentiviraux. De plus, elles possèdent 

dans leur séquence un domaine immunosuppresseur, et comme elles sont endogènes elles 

sont théoriquement non reconnues par le système immunitaire. 

Nous avons étudié la possibilité de pseudotyper des vecteurs lentiviraux recombinants 

avec les syncytines 1, 2, A et B et avons caractérisé les particules ainsi produites en fonction 

d’un vecteur de référence pseudotypé par la protéine VSVG. Nous avons ainsi quantifié le 

nombre de particules produites, et avons étudié l’infectivité et le tropisme de ces particules par 

transduction de différentes lignées cellulaires. Nous avons également testé différents additifs 

de culture. 

Nos travaux rapportent le pseudotypage efficace de vecteurs lentiviraux dérivés du 

VIH-1 par les syncytines. 

 

1.2. Matériels et méthodes 

1.2.1. Clonage des syncytines A et B dans des plasmides 

d’expression pcDNA3.1 

Les plasmides pcDNA3.1-Syncytin1 et pcDNA3.1-Syncytin2 codant respectivement 

pour la syncytine 1 humaine (ERVW-1-001) et la syncytine 2 humaine (ERVFRD-1) ont été 

obtenus par clonage de leurs séquences d’ADN respectives synthétisées (Genecust) 

correspondant aux séquences ENST00000493463 et ENSG00000244476, dans un plasmide 

d’expression pcDNA3.1 (Invitrogen) à l’aide des sites de restriction NheI et XhoI. 

La séquence de la syncytine A (Genecust) a été clonée dans le plasmide pcDNA3.1-

Syncytin1 à la place de la syncytine 1, par digestion par les enzymes de restriction HindIII et 

XbaI (Thermo scientific) après ajout par PCR des sites de restriction pour HindIII et XbaI de 

part et d’autre de la séquence de la syncytine A. 



 
 

- 87 - 
 

La séquence de la syncytine B (Genecust) a été clonée dans un plasmide pcDNA3.1 

(Invitrogen) à l’aide des sites de restriction pour NotI et XbaI après ajout par PCR des sites de 

restriction de ces enzymes de part et d’autre de la séquence de la syncytine B. 

Les plasmides ont été produits à l’aide du kit Nucleobond PC 2000 EF (Macherey-

Nagel). 

 

1.2.2. Lignées cellulaires 

Les lignées de cellules adhérentes humaines de rein embryonnaire HEK293T (ATCC® 

CRL-11268™), de carcinome colorectal HCT116 (ATCC® CCL-247™) et les lignées murines 

de fibroblastes NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™) et de myoblastes C2C12 (ATCC® CRL-

1772™) ont été cultivées dans du DMEM (Life Technologies, Waltham, USA) supplémenté de 

10% de SVF décomplémenté (Eurobio), 1% de glutamine (Life Technologies) et 1% 

pénicilline/streptomycine (Life Technologies).  

La lignée de cellules en suspension murine de lymphome B A20.IIa (fournies 

généreusement par le Pr. Sylvain Fisson) a été cultivée dans du milieu RPMI 1640 (Life 

Technologies) supplémenté de 10% de SVF décomplémenté (Eurobio), 1% de glutamine (Life 

Technologies), 1% de pénicilline-streptomycine (Life Technologies), 1mM de sodium pyruvate 

(Life Technologies) et 50µM de β-Mercaptoéthanol. 

Les lignées de cellules en suspension humaines de lymphome de Burkitt RAJI (ATCC, 

CCL-86™) et de lymphocytes T Jurkat (ATCC, TIB-152™) ont été cultivées dans du milieu 

RPMI 1640 (Life Technologies) supplémenté de 10% de SVF décomplémenté (Eurobio), 1% 

de glutamine (Life Technologies) et 1% de pénicillline-streptomycine (Life Technologies).  

Les cellules ont été cultivées à 37°C avec 5% de CO2. 

 

1.2.3. Production de vecteurs lentiviraux pseudotypés syncytines 

Les vecteurs ont été produits par transfection transitoire au phosphate de calcium de 

cellules productrices HEK293T (ATCC). Les 4 plasmides transfectés sont pKgagpol (14.6µg 

par flasque T175) qui code pour les protéines virales gag et pol, pKrev (5.6µg par flasque) qui 

code pour la protéine virale rev, un plasmide d’enveloppe (pcDNA3.1-Syncytin1, -Syncytin2, -

SyncytinA ou –SyncytinB à raison de 20µg par flasque) et un plasmide de transfert (22.5µg 

par  flasque) qui code pour le transgène, il s’agit soit d’un PRRL-PGK-dNGFR-WPRE codant 
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pour une forme tronquée du NGFR (Nerve Growth Factor Receptor) sous le contrôle du 

promoteur fort ubiquitaire PGK (PhosphoGlycerate Kinase) ou un PRRL-SFFV-LucII-WPRE 

qui code pour la luciférase LucII sous le contrôle du promoteur fort ubiquitaire SFFV (Spleen 

Focus Forming Virus). Différentes quantités de plasmide d’enveloppe ont été testées afin de 

déterminer les conditions optimales de production des vecteurs pseudotypés par les 

syncytines. Après une transfection sur la nuit, le milieu de transfection a été aspiré et le milieu 

de culture a été renouvelé par ajout de milieu DMEM frais. 24h plus tard, le surnageant de 

culture a été récolté, clarifié par centrifugation 1500rpm 5min, filtré sur acétate de cellulose 

0.45µm puis concentré par ultracentrifugation 50000G pendant 2h à 12°C. Les particules 

lentivirales ont été resuspendues dans du PBS stérile, aliquotées puis conservées à -80°C. 

Les vecteurs pseudotypés par la protéine VSVG ont été produits tel que décrit précédemment 

par (Merten et al., 2016). 

 

1.2.4. Titration des vecteurs LV-Syn en particules physiques 

La titration des vecteurs lentiviraux en particules physiques repose sur 2 techniques : 

l’ELISA et l’analyse du suivi individuel de particules (autrement appelée NTA pour Nanoparticle 

Tracking Analysis). 

Un ELISA p24 a été réalisé à l’aide du kit Alliance HIV-1 p24 antigen ELISA test (Perkin-

Elmer) sur les échantillons bruts ou concentrés de particules lentivirales. Ce test permet de 

doser la quantité de protéine de capside p24 des vecteurs, en sachant que 1ng de p24 

équivaut à 1.23.10E+07 particules de lentivirus. 

Une autre méthode de titration des particules physiques de lentivirus dans un 

échantillon consiste à suivre les nanoparticules à l’aide du NanoSight NS300 (Malvern). Les 

suspensions de vecteurs lentiviraux concentrés ont été diluées au 1/1000ème dans du PBS 

pour être analysées. Le NS300 permet de déterminer la concentration de nanoparticules dans 

l’échantillon ainsi que le diamètre des particules. L’analyse des résultats est réalisée à l’aide 

du logiciel NTA 3.2 (Malvern). 

 

1.2.5. Titration des vecteurs LV-Syn en particules infectieuses 

La titration en particules infectieuses de vecteurs LV pseudotypés par les syncytines 

repose sur la transduction de la lignée cellulaire A20.IIa par différents volumes de vecteur en 

présence de Vectofusin-1®. 1E+05 cellules ont été transduites pendant 6h à 37°C, les cellules 
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ont ensuite été lavées et du milieu de culture RPMI frais a été ajouté. Les cellules ont été 

gardées en culture pendant 7 jours, à l’issue desquels une partie des cellules a été utilisée 

pour déterminer un titre en unités de transduction TU/mL par évaluation du pourcentage de 

cellules exprimant le transgène par cytométrie en flux à l’aide du LSRII (BD Biosciences) et 

l’analyse des résultats a été réalisée à l’aide du logiciel FlowJo_V10 (BD Biosciences). Le 

reste des cellules a été lavé en PBS puis conservé en culots secs à -20°C, l’ADN génomique 

de ces cellules a ensuite été extrait à l’aide du kit Wizard Genomic DNA Purification Kit 

(Promega) puis une qPCR a été réalisée afin de déterminer le nombre de copies de vecteur 

par cellule, qui permet d’obtenir un titre en génome infectieux IG/mL. Les amorces utilisées 

pour la qPCR en duplex sont les suivantes : PSI_F : 5’ CAGGACTCGGCTTGCTGAAG 3’, 

PSI_R : 5’ TCCCCCGCTTAATACTGACG 3’, PSI_P.FAM : 5’ CGCACGGCAAGAGGCGAGG 

3’, TitinMex5.3_F : 5’ AAAACGAGCAGTGACGTGAGC 3’, TitinMex5.3_R : 5’ 

TTCAGTCATGCTGCTAGCGC 3’ et TitinMex5.3_P.VIC : 5’ 

TGCACGGAAGCGTCTCGTCTCAGTC 3’. L’appareil utilisé est le Light Cycler 480 (Roche) et 

l’analyse des résultats a été réalisée à l’aide du logiciel LightCycler480 SW 1.5.1. 

 

1.2.6. Statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 7. 

 

1.3. Résultats 

1.3.1. Détermination des conditions optimales de production des LV 

pseudotypés syncytine 

Les vecteurs lentiviraux ont été produits par transfection transitoire sur cellules 

adhérentes HEK293T. Pour chaque pseudotype de vecteur lentiviral, les conditions de 

transfection doivent être optimisées. Les vecteurs LV pseudotypés VSVG sont par exemple 

produits avec une quantité de 8µg de plasmide pKG par flasque T175, alors que pour les 

syncytines 1 et 2, des tests ont été réalisés au laboratoire et ont montré que la dose optimale 

de plasmide par flasque était de 20µg, et qu’une seule récolte des surnageants de culture était 

nécessaire (données non montrées). Pour produire des vecteurs LV-SynA nous avons donc 

testé différentes quantités de plasmide pcDNA3.1-SyncytinA, à savoir 6 ; 12 ; 16 ; 20 ou 24µg 

par flasque T175. Les quantités des autres plasmides (pKgagpol, pKrev et le plasmide de 
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transfert) étant déjà optimisées et adaptées à la production en cellules HEK293T, nous ne les 

avons pas modifiées.  

Nous avons utilisé un plasmide codant pour la GFP comme transgène (PCCL-PGK-

eGFP-WPRE), car nous pouvons ainsi évaluer l’efficacité de transfection par microscopie à 

fluorescence. Au moment de la transfection, les cellules sont à 70-80% de confluence. Après 

transfection, 80% des cellules expriment la GFP (données non montrées). Nous effectuons 

deux récoltes des surnageants de culture : une première récolte est effectuée 24h après le 

renouvellement du milieu post-transfection, et une seconde 48h après renouvellement du 

milieu post-transfection (soit 24h après la première récolte). Un dosage des particules 

physiques lentivirales est effectué sur ces surnageants bruts par un ELISA p24. Les résultats 

de 3 expériences indépendantes sont représentés dans la Figure 27 ci-dessous : 

 

 

Figure 27 : Détermination de la quantité optimale de plasmide pDNA3.1-SyncytinA pour la 
production de LV-SynA 

Titration en particules physiques par ELISA p24 (ng p24/mL) des surnageants de vecteurs lentiviraux 
bruts après une première récolte à 24h (noir) et une deuxième récolte à 48h (gris). Chaque point 

correspond à la moyenne de n=3 expériences indépendantes pour une quantité de plasmide donnée 
(6 ; 12 ; 16 ; 20 ou 24µg de plasmide), avec les écarts-type. 

 

 

Il y a une plus forte concentration de particules lentivirales dans les surnageants issus 

de la première récolte (courbe noire) que dans les surnageants issus de la seconde récolte 

(courbe grise). En fonction des quantités de plasmide testées, les résultats obtenus lors de la 
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première récolte varient de 400 à 800ng de p24/mL de surnageant contre 80 à 200ng de 

P24/mL pour les surnageants de la deuxième récolte (Figure 27). Les quantités de particules 

obtenues lors de la seconde récolte étant très faibles, nous avons décidé de ne retenir que la 

première récolte à 24h pour la suite des expériences. 

Nous observons également que la quantité de plasmide pcDNA3.1-SyncytinA 

permettant d’obtenir les meilleurs rendements de production et qui soient reproductibles (avec 

un titre de 800ng de p24/mL) est de 20µg par flasque T175. Avec une dose supérieure (24µg 

de plasmide), nous observons une diminution du titre en p24, probablement liée à un effet 

cytotoxique de la quantité d’ADN dans le milieu sur les cellules. 

Pour produire les vecteurs LV-SynB, nous avons utilisé la même quantité de plasmide 

que pour les autres syncytines, à savoir 20µg de pcDNA3.1-SyncytinB par flasque T175. 

Nous avons donc montré la possibilité de pseudotyper des vecteurs lentiviraux avec 

les syncytines humaines et murines. Nous avons déterminé les conditions de production de 

ces vecteurs, à savoir une seule récolte du surnageant de culture à 24h (contre 2 récoltes à 

24 et 48h pour les vecteurs pseudotypés par VSVG) et les quantités de plasmides suivantes : 

14.6µg de pKgagpol, 5.6µg de pKrev, 22.5µg de plasmide de transfert et 20µg de pcDNA3.1-

Syncytin (contre 8µg pour les LV-VSVG). 

 

1.3.2. Pseudotypage efficace des LVs par les syncytines 

Nous avons voulu comparer les titres des vecteurs lentiviraux pseudotypés syncytines 

avec des vecteurs de référence LV-VSVG. Nous avons utilisé deux méthodes afin de 

déterminer la quantité de particules lentivirales produites : un ELISA p24 qui permet de doser 

la protéine de capside lentivirale p24 et le suivi individuel des nanoparticules à l’aide du 

Nanosight qui permet d’obtenir des informations sur la taille et la concentration des vecteurs. 

Les titres en p24 obtenus pour les vecteurs pseudotypés par les syncytines sont similaires aux 

titres des vecteurs pseudotypés par VSVG, avec des titres de 1.29E+5 ±1.24 ng p24/mL pour 

les LV-SynA, 4.74E+05 ±5.54 ng p24/mL pour LV-SynB, 4.69E+05 ±3.4 ng p24/mL pour LV-

Syn1, 3.05E+05 ±2.53 ng p24/mL pour LV-Syn2 et 4.68E+05 ±4.12 ng p24/mL pour LV-VSVG 

(Figure 28A). Nous n’observons pas non plus de différence de titre entre les vecteurs 

pseudotypés par les syncytines ou par VSVG par analyse au Nanosight (pp/mL), avec en 

moyenne 5.21E+11 ±4.42 pp/mL pour LV-SynA, 1.85E+11 ±2.36 pp/mL pour LV-SynB, 

6.41E+11 ±3.39 pp/mL pour LV-Syn1, 3.39E+11 ±2.34 pp/mL pour LV-Syn2 et 2.87E+11 ±2.47 

pp/mL pour LV-VSVG (Figure 28B). Toutefois, il est intéressant de noter une différence de la 
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taille des LV-Syn par rapport aux LV-VSVG. Les LV-Syn sont des particules de plus grand 

diamètre que les LV-VSVG : les LV-SynA ont un diamètre moyen de 127nm (±10), 132nm 

(±10) pour les LV-SynB, 133nm (±7) pour les LV-Syn1, 125nm (±11) pour les LV-Syn2 et 

114nm (±4) pour LV-VSVG (Figure 28C). 

 

 

Figure 28 : Caractérisation des vecteurs LV-Syn en particules physiques (taille et 
concentration) 

A : titration des vecteurs en ng de p24/mL déterminée par ELISA ; B : titration des vecteurs en 
particules physiques (pp/mL) déterminée à l’aide du Nanosight NS300 ; C : caractérisation du 

diamètre des particules en nm déterminé à l’’aide du Nanosight NS300. Les statistiques ont été 
réalisées à l’aide d’un test de Tukey. 

 

 

Les analyses par suivi des nanoparticules à l’aide du Nanosight de surnageant bruts de 

vecteurs LV-SynA ou après concentration permettent de montrer l’efficacité de la 

concentration des vecteurs (1.4E+09 particules/mL avant concentration contre 8.7E+11 après 
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concentration soit un facteur 600). Nous observons également une pureté plus importante de 

la suspension lentivirale après ultracentrifugation (Figure 29).  

 

 

 

Figure 29 : Graphiques représentatifs de l'analyse de vecteurs LV-SynA au Nanosight 

A : Surnageant de récolte de vecteurs LV-SynA brut, avant concentration dilué au 1/100 dans du PBS 
B : Vecteur LV-SynA après concentration par ultracentrifugation dilué au 1/10000 dans du PBS. Sur 
l’axe des abscisses la concentration des nanoparticules (particules/mL) et sur l’axe des ordonnées la 

taille des particules en nm. La courbe rouge représente la moyenne de 3 captures successives. 

 

 

1.3.3. Transduction sélective des cellules A20.IIa par les LV-Syn 

Afin de déterminer l’infectiosité des vecteurs pseudotypés par les syncytines et de 

pouvoir la comparer à celle des vecteurs LV-VSVG, nous avons évalué l’efficacité des vecteurs 

sur différentes lignées humaines et murines, afin de trouver une lignée permissive aux 

vecteurs. Les différentes lignées testées sont efficacement transduites par les vecteurs LV-

VSVG. Les cellules HCT116, C2C12 et NIH/3T3 ne sont pas transduites par les différents LV-

Syn. L’analyse de l’expression du transgène membranaire ΔNGFR par cytométrie en flux 

révèle que les cellules HEK293T sont transduites par les LV-Syn1 (26%) et LV-Syn2 (28%) 

mais pas par les LV-SynA et –SynB. Les cellules Jurkat et RAJI sont transduites par les 

vecteurs LV-Syn1, -Syn2, -SynA et –SynB. Les cellules A20.IIa sont très fortement transduites 

par les LV-Syn : 65% de transduction avec LV-Syn1, 70% avec LV-Syn2, 69% avec LV-SynA 

et 69% avec LV-SynB (Figure 30). Nous avons donc choisi d’utiliser cette lignée cellulaire pour 

la titration en particules infectieuses des vecteurs pseudotypés par les différentes syncytines. 

Il est intéressant de noter que les lignées qui sont transduites à la fois par les vecteurs 

pseudotypés avec les syncytines humaines et murines sont d’origine hématopoïétique (les 
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cellules RAJI sont des cellules de lymphome B humain, les cellules Jurkat de lymphome T 

humain et les cellules A20.IIa de lymphome B murin). 

 

 

 

Figure 30 : Profil de transduction des LV-Syn sur un panel de lignées cellulaires humaines et 
murines 

Les différentes lignées cellulaires HEK293T, HCT116, RAJI, Jurkat, C2C12, NIH/3T3 et A20.IIa ont 
été transduites à raison de 1.10E+05 IG/mL de vecteur LV-Syn1, -Syn2, -SynA, -SynB ou –VSVG en 

présence de Vectofusin-1 (12µg/mL) pendant 6h. Les cellules sont gardées en culture et l’efficacité de 
transduction est évaluée 7 jours post-transduction par analyse du pourcentage de cellules exprimant 

le transgène ΔNGFR par cytométrie en flux. Résultats représentatifs de n=3 expériences 

indépendantes, sauf pour les Jurkat (n=1), en moyenne avec les écarts-type. 

 

 

La transduction in vitro des cellules par les LV-Syn est dépendante de l’ajout d’un additif 

de transduction, la Vectofusin-1. Il s’agit d’un peptide cationique qui va promouvoir l’entrée 

des vecteurs dans la cellule (Fenard et al., 2013a). Nous avons testé différents additifs de 

transduction (polybrène et protamine sulfate) qui ne nous permettent pas d’obtenir une 

meilleure efficacité de transduction (données non montrées). En revanche, l’ajout de 

Vectofusin-1 augmente de façon significative la transduction des cellules A20.IIa par les LV-

Syn, passant d’une moyenne de 29% de cellules exprimant le transgène ΔNGFR sans additif 

à 84% en présence de Vectofusin-1 pour les vecteurs LV-SynA, et de 22% de cellules positives 

sans additif à 68% pour les LV-SynB (Figure 31). 
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Figure 31 : Effet de la vectofusin-1 sur la transduction des cellules A20.IIa par les LV-SynA et 
LV-SynB  

Les cellules A20.IIa ont été transduites à raison de 1.10E+05 cellules par 1.10E+05 IG/mL de LV-SynA 
ou de LV-SynB en présence ou non de Vectofusin-1 (12µg/mL) pendant 6h. Les cellules ont été 

gardées en culture et le pourcentage d’expression du transgène ΔNGFR a été analysé par cytométrie 

en flux 3 jours post-transduction. Représentation de n=3 expériences indépendantes. Les statistiques 
ont été calculées à l’aide d’un test t de Student sur données appariées. 

 

Un effet dose-réponse des LV-SynA et LV-SynB est observé lors de la transduction 

des cellules A20.IIa, le nombre de cellules exprimant le transgène ΔNGFR augmentant avec 

la dose de vecteur, atteignant en moyenne 60% de cellules positives pour 5µL de vecteur à 7 

jours post-transduction (Figure 32). 

 

 

Figure 32 : Effet dose-réponse des LV-SynA et LV-SynB sur les cellules A20.IIa en présence de 
Vectofusin-1 

Les cellules A20.IIa ont été transduites à raison de 1.10E+05 cellules par différents volumes de (A) LV-
SynA ou (B) LV-SynB à savoir, 0 ; 0,1 ; 0,2 ; 0,5 ; 1 ; 2 ou 5µL de vecteur en présence de Vectofusin-1 
(12µg/mL). Le pourcentage d’expression du transgène ΔNGFR a été évalué par cytométrie en flux 7 

jours post-transduction. Représentation de n=3 expériences indépendantes en moyenne avec les 
écarts-type. 
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Les cellules A20.IIa étant permissives aux vecteurs pseudotypés par les syncytines et 

un effet dose-réponse de ces vecteurs étant observé en présence de Vectofusin-1, nous avons 

pu déterminer le titre infectieux des LV-Syn (Tableau 8).  

 

Vecteur Nombre de lots Titre IG/mL 

LV-SynA n=12 1.12E+07 ±0.84 

LV-SynB n=4 1.04E+07 ±0.92 

LV-Syn1 n=3 4.40E+06 ±1.98 

LV-Syn2 n=5 4.95E+06 ±2.76 

LV-VSVG n=3 2.24E+07 ±2.48 

Tableau 8 : Détermination du titre infectieux en IG/mL des vecteurs pseudotypés syncytines en 
comparaison avec VSVG  

Les titres en IG/mL (Infectious Genome) ont été déterminés par qPCR à partir de celles A20.IIa 
transduites par différents volumes de vecteurs LV-SynA, LV-SynB, LV-Syn1, LV-Syn2 ou LV-VSVG en 

présence de Vectofusin-1 (12µg/mL) à 7 jours post-transduction. Les résultats sont exprimés en 
moyenne avec les écarts-type. 

 

Dans un souci de comparaison, les titres rapportés dans ce tableau pour les vecteurs 

pseudotypés par les syncytines ou par VSVG ont été calculés sur cellules A20.IIa (en titration 

classique sur cellules HCT116, les titres obtenus pour les mêmes vecteurs LV-VSVG sont de 

1.5E+09, soit un facteur 100 en fonction des cellules utilisées). Le titre infectieux est dépendant 

du pseudotype et du type cellulaire (en fonction des récepteurs exprimés par ces cellules). 

 

1.4. Conclusions et discussion sur la Partie 1 

Nous avons démontré la possibilité de pseudotyper de manière efficace des vecteurs 

lentiviraux dérivés du VIH-1 par les syncytines murines A&B. Les résultats ont été comparés 

à la production des LV pseudotypés avec des syncytines humaines 1&2 et montrent des 

similarité en termes de titre mais des différences notables en termes de cible cellulaire. Nous 

avons montré qu’une seule récolte des vecteurs était nécessaire et nous avons établi des 

conditions functionelles de production pour obtenir suffisamment de vecteur pour des séries 

d’expérience. Les vecteurs pseudotypés par les syncytines sont résistants à la concentration 

par ultracentrifugation, contrairement à d’autres pseudotypes plus fragiles comme GaLV ou 

RD114 (Kim and Lim, 2017; Sandrin et al., 2002).  
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Les particules ainsi produites ont des titres en particules physiques du même ordre de 

grandeur que pour des vecteurs de référence LV-VSVG, avec les deux méthodes de titration 

utilisées. Il est intéressant de noter une différence entre les vecteurs lentiviraux pseudotypés 

par VSVG et par les syncytines en termes de taille des particules. Les vecteurs pseudotypés 

par les syncytines sont en effet plus grandes que les vecteurs pseudotypés par VSVG, sans 

que cette différence n’ait un impact sur l’infectiosité des vecteurs.  

Le tropisme de transduction des vecteurs pseudotypés syncytines est très particulier, 

avec un fort tropisme pour les cellules hématopoïétiques et plus particulièrement pour les 

lymphocytes B, d’après des tests réalisés sur différentes lignées d’origine humaine ou murine. 

Nous avons donc utilisé la lignée de lymphome B murin A20.IIa pour la titration des LV-Syn, 

les cellules utilisées classiquement dans les protocoles de titration n’étant pas permissives à 

ces vecteurs.  

La transduction in vitro de cellules par les vecteurs pseudotypés par les syncytines est 

dépendante de l’ajout d’un additif de transduction, la Vectofusin-1 dans le milieu de culture. La 

Vectofusin-1 est un peptide cationique connu pour promouvoir l’entrée de vecteurs de type 

lentiviraux dans les cellules (Fenard et al., 2013a). Les autres additifs testés (protamine sulfate 

ou polybrène) ne permettent pas d’obtenir une meilleure efficacité de transduction que la 

condition sans additif. 

Nous n’avons pas essayé d’apporter de modifications aux séquences des différentes 

syncytines pour pseudotyper les vecteurs. Il est assez courant de tronquer la queue 

cytoplasmique de la glycoprotéine pour obtenir une meilleure formation des particules 

lentivirales (Girard-Gagnepain et al., 2014), et ainsi obtenir de meilleurs rendements de 

production et une meilleure infectivité des vecteurs. Il serait donc intéressant de tester des 

productions de vecteurs pseudotypés par des syncytines-TR ou syncytines-Rless afin 

d’améliorer la production des vecteurs et leur efficacité de transduction. 

Les différentes syncytines (humaines ou murines) utilisées pour pseudotyper des 

vecteurs lentiviraux se comportent de façon similaire, à la fois en termes de titre physique ou 

infectieux, mais aussi quant au tropisme cellulaire des vecteurs ou à la dépendance à la 

Vectofusin-1 pour obtenir une transduction in vitro, laissant supposer des propriétés 

communes très proches, bien que les différents gènes ne soient pas orthologues (Dupressoir 

et al., 2005). 
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Partie 2 : Les vecteurs lentiviraux pseudotypés 

syncytines permettent une transduction efficace des 

lymphocytes B primaires humains et murins 

 

Article : Syncytins enable novel possibilities to transduce human or 
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Contexte de l’étude 

Afin de caractériser les vecteurs pseudotypés par les syncytines (LV-Syn), un panel de 

différentes lignées cellulaires a été testé pour déterminer une lignée cellulaire permissive à 

ces vecteurs. Un tropisme particulier pour des lignées d’origine hématopoïétique et plus 

particulièrement de lymphome B nous ont poussé à étudier la transduction de lymphocytes B 

primaires avec ces vecteurs. Les travaux présentés dans cette partie concernent la 

caractérisation du tropisme des vecteurs LV-Syn pour les lymphocytes B in vitro et in vivo. Les 

travaux portant sur la caractérisation des LV-Syn1 et LV-Syn2 et leur efficacité à transduire 

des lymphocytes B primaires ont été réalisés au laboratoire. Mon travail dans ces travaux a 

porté sur la caractérisation des LV-SynA et LV-SynB et sur leur capacité à transduire les 

lymphocytes B in vitro et in vivo. 

Nous avons montré pour la première fois dans cet article la possibilité de pseudotyper 

des vecteurs lentiviraux avec les syncytines et murines de façon fonctionnelle. Les particules 

produites sont résistantes à l’ultracentrifugation et sont stables. Nous avons également montré 

la dépendance à l’ajout d’un adjuvant de transduction, la Vectofusin-1, pour obtenir des 

efficacités de transduction élevées. Les résultats obtenus suggèrent une affinité particulière 

des LV-Syn pour les lymphocytes B, à la fois humains et murins quiescents. Les LV-Syn 

permettent également de faire un transfert de gène dans des cellules précurseurs des 

lymphocytes B dans la moelle osseuse chez la souris, aussi bien que dans des cellules 

matures. L’étude de la biodistribution de LV-SynA in vivo chez la souris par voie intra-veineuse 

confirment le tropisme particulier de ces vecteurs, permettant un transfert de gène dans la rate 

et plus particulièrement au niveau des lymhocytes B. 
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One Sentence Summary: Syncytins are fusogenic cellular proteins that can pseudotype 

lentiviral gene transfer vector particles, achieving efficient gene transfer into primary quiescent 

B cells and reducing the in vivo immunogenicity of the particles following systemic 

administration. 
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Abstract:  

Syncytins are cellular transmembrane glycoproteins with fusogenic and immunosuppressive 

properties that are encoded by endogenous retroviral envelope sequences in mammalian 

genomes. Based on their properties, syncytins may be useful to pseudotype lentiviral gene 

transfer vectors (LV) and to obtain well-tolerated in vivo gene delivery but their cellular targets 

are unknown in this context. We pseudotyped LV with human or murine syncytins. Such LV-

Syn particles were infectious in vitro but required a transduction additive, as do other retroviral 

envelope LV pseudotypes. In these conditions, LV-Syn remarkably transduced quiescent 

human or murine primary B cells at high level in vitro including naïve blood B cells or B cell 

precursors from murine bone marrow. Transduced human B cells could be expanded in culture 

and were functional. Human or murine T cells were transduced less efficiently than B cells, in 

agreement with lower levels of syncytin receptors on T cells compared to B cells. Well-tolerated 

in vivo gene transfer was possible without additive, as demonstrated with murine syncytin A-

mediated gene delivery in C57BL/6 mice. A single intravenous injection of LV-SynA vector to 

mice led to stable gene transfer into spleen germinal center B cells. LV-SynA were also 

intrinsically less immunogenic than LV-VSVG, leading to low antibody responses against the 

vector capsid. This is the first evidence of interactions between syncytins and B cells, providing 

novel opportunities for B cell genetic engineering and for well-tolerated gene transfer in vivo. 

The findings also suggest that some immunosuppressive properties of syncytins could be 

mediated by B cells.   
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Introduction 

Efficient viral vectors for gene transfer have enabled the recent clinical successes of gene 

therapy in genetic diseases or cancer. Yet, the in vivo use of viral vectors can be limited by 

adaptive immune recognition of their components. Advanced self-inactivated HIV-1-derived 

lentiviral vectors (LV) are powerful vectors that stably transduce quiescent cells, integrate 

safely into the host cell chromatin and permit long-term engraftment of transduced cells 

(reviewed in (1-3). The entry of LV into target cells is mediated by envelope glycoproteins 

which interact with cellular receptors on target cells and induce cell:virus membrane fusion. 

The most commonly-used envelope glycoprotein to pseudotype LV is the vesicular stomatitis 

G glycoprotein (VSVG) enabling gene delivery into a broad range of target cells with exception 

of certain cell types such as quiescent human T or B cells which poorly express the cognate 

LDL receptors (4). LV are largely employed for ex vivo gene therapy and in vivo they are used 

locally in the brain or eye where immune reactions are limited. However, VSVG is immunogenic 

and the systemic administration of LV-VSVG to C57BL6 mice leads to the transduction of 

macrophages in the liver and of dendritic cells in lymphoid tissues, inducing inflammation and 

strong CD4 and CD8 T cell immune responses against transgene products (5-7). Envelope 

glycoproteins of LV are key determinants of their interactions with the immune system. VSVG 

can be shielded with CD47 to prevent uptake by liver Kupfer cells and to reduce inflammatory 

signals in vivo (7). Alternatively, various LV pseudotypes exist, many of which have been 

elaborated from mutated and engineered viral envelope glycoproteins to increase cell-specific 

targeting in particular towards B cells or to permit in vivo LV delivery, as reviewed recently (8). 

Yet these systems which are always based on the use of viral platforms are not devoid of 

immunogenic potential. Possibly, replacing the exposed viral components of LV envelopes by 

endogenous cellular components to which the host is tolerant could reduce immunogenicity 

but this has not been effectively obtained or tested in immunocompetent hosts.   

During evolution, endogenous retroviruses (ERV) have entered the germline of mammalian 

hosts. Some ERV genes have become endogenized, persisting over tens of millions of years 

in mammalian genomes as they confer physiological functions (9). This is the case of syncytin 

genes which are cellular genes corresponding to functional ERV env open reading frames 

found as single copies, and which promote the formation of the syncytiotrophoblast during 

placentation (10-13). Structurally, syncytins resemble typical retroviral env glycoproteins 

produced by cleavage of a precursor polypeptide into two mature proteins that associate as 

homotrimers. A surface subunit serves for receptor recognition and a transmembrane subunit 

bears a fusion peptide and an immuno-suppressive domain (14). Various syncytin genes have 

been identified in the genomes of all mammalian species examined, resulting from 

independent gene captures (13).  In the human genome, two syncytin genes ERVW-1 (syncytin 
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1 or Syn1) and ERVFRD-1 (syncytin 2 or Syn2) have entered the primate lineage between 25-

40 million years ago. They interact respectively with membrane receptors identified as the 

neutral amino acid transporter ASCT-2 (SLC1A5 gene) and ASCT-1 (SLC1A4 gene) for Syn1, 

and the phospholipid transporter/symporter MFSD-2A for Syn-2 (15, 16) (17). In mice, 

syncytin-A (SynA) and syncytin-B (SynB) which are phylogenetically unrelated to human Syn1 

and Syn2 have entered the Muridae lineage more than 20 million years ago. Murine syncytins 

are also fusogenic, highly expressed in placenta (11) and required for its development, SynA 

being critically-required to maintain gestation (18). Recently, Ly6e, a GPI-anchored membrane 

protein was identified as the receptor for SynA (19) while the receptor for SynB remains 

unknown. Outside of the placenta, syncytins also contribute to other important membrane 

fusion processes as they are up-regulated in regenerating skeletal muscle after strong exercise 

(20) and SynB promotes myoblast fusion and muscle formation, contributing to the male 

muscle sexual dimorphism in mice (21). SynB also contributes to the formation of 

multinucleated osteoclasts without being essential for bone homeostasis (22). Some syncytins 

are endowed with immunosuppressive properties which are linked to immuno-suppressive 

domain motifs (23) but these immunosuppressive mechanisms are not well known and not as 

conserved as the fusogenic capacity of syncytins.   

Syncytins have not yet been practically employed to pseudotype gene transfer vectors. Syn1-

pseudotyped recombinant HIV-derived LV have been reported, but titers were low and further 

reduced by concentration, freezing and thawing rendering the preparations useless (24). A 

deletion of the R intracytoplasmic region increased the fusion efficiency and infectious titers 

but this was not practically useful (15). Syn2 could pseudotype SIV, HIV or MLV vectors but 

very low titers also precluded functional studies (25). Yet, syncytins remain attractive cellular 

genes for LV pseudotype as they may facilitate in vivo use. This prompted us to investigate 

the potential of human Syn1 and Syn2 as well as murine SynA and SynB to pseudotype LV. 

To optimize transduction, we used Vectofusin-1 (VF1), a peptidic transduction additive 

identified in our laboratory. VF1 is a short histidine-rich amphipathic peptide known to enhance 

the infectivity of lentiviral or gamma-retroviral vectors pseudotyped with various retroviral 

envelope glycoproteins, for instance Gibbon ape leukemia virus, the feline endogenous virus 

RD114 or baboon endogenous virus (BaEV) glycoproteins (26-28). VF1 enhances adhesion 

of LV to target cells, aggregates and pulls-down particules towards cells and promotes 

virus:cell membrane fusion. Here, the use of VF1 significantly enhanced syncytin-mediated 

transduction revealing the cellular tropism of syncytins for human or murine primary B 

lymphocytes. LV pseudotyped with SynA could also be used in vivo and induced less antibody 

immune responses than LV-VSVG.   
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Results  

Syncytin-pseudotyped LVs are infectious in the presence of VF1 and demonstrate cell- 

selective infectivity. 

 To explore the use of human or murine synyctins as LV pseudotype, we transiently transfected 

the full-length native cDNAs of Syn1, Syn2, SynA or SynB in 293T cells to produce 

recombinant particles with each of these envelopes (LV-Syn1, 2, A, B). In parallel LV-VSVG 

wa produced to serve as a comparative control. In the conditions defined and following 

optimization of plasmid amounts (data not shown), it was possible to produce stable and 

infectious particles pseudotyped by either of the 4 syncytins (Table 1). Such LV-Syn  particles 

were successfully concentrated by ultracentrifugation similarly to LV-VSVG (29). While LV-

VSVG batches can be generated by pooling 2 consecutive harvests from the same producing 

cells 24 hours apart, only 1 harvest was used to produce LV-Syn because syncytin-transfected 

293 T cells started to fuse after 24 hours, reducing viral titers (data not shown). The 

concentrated LV-Syn vectors were cryopreserved at -80°C and the particles were stable for 

several months (data not shown). Regardless of the syncytin used, LV-Syn had similar physical 

titers ranging from 4.8 to 7.2 E+05 ng p24/mL and 3.5 to 4.7 E+11 physical particles (pp)/mL 

using a particle counter (Table 1). LV-Syn physical titers were similar to those of LV-VSVG 

indicating that synyctins enable efficient pseudotyping in the rHIV lentiviral system.  

Infectious properties of LV-Syn were demonstrated with several transgenes including GFP or 

truncated NGFR and with the use of the VF1 transduction additive (Figure 1 A-C). Initially we 

tested the human BeWo choriocarcinoma cell line known to express both the ASCT2 and 

MFSD2a receptors of Syn1 and Syn2 (17). Little transduction was obtained by vectors used 

alone or in the presence of cationic agents such as protamine sulfate (PS) or polybrene (PB), 

two agents that are commonly used to facilitate LV cellular entry (Supplementary Figure S1A). 

However, BeWo cell transduction was markedly enhanced by adding VF1 (Supplementary 

Figure S1A), prompting a systematic testing of this peptide on various cell lines. In the 

presence of VF1, human 293T cells were transduced efficiently by human LV-Syn vectors 

(Figure 1A) resulting in vector dose-dependent transgene expression, stable expression over 

time well-correlated to proviral integration (Supplementary Figures S1 B-E). Murine A20.IIa 

lymphoma cells were transduced very efficiently by murine syncytins in the presence of VF1 

(Figure 1B). However, VF1 did not have a universal effect. For instance, murine syncytin-

pseudotyped LVs did not transduce 293T cells even in the presence of VF1 (Figure 1C), 

therefore only human syncytin-pseudotyped LVs could be titered on 293T cells. The effects of 

syncytins were not species-restricted (Figure 1C). Cells lines such as 293T cells or Jurkat T 

cells were transduced by some but not all of the LV-Syn, while others could not be transduced 
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by any of the human or murine LV-Syn tested. Refractory cells included human HCT116 cells 

which are routinely used in our laboratory for the titration of LV-VSVG (29), murine C2C12 

myoblasts or NIH3T3 murine fibroblasts. On the contrary, A20.IIa murine lymphoma cells were 

readily transduced by all of the LV-Syn tested (Figure 1C). Raji B cells were also transduced 

although not as efficiently as A20.IIa cells, but FACS-sorted transgene-positive Raji cells 

continued to stably express the transgene and displayed vector integration for at least 49 days 

of continuous in vitro culture (data not shown). Since A20.IIa cells enabled the highest levels 

of infection by all LV-Syn tested and were also permissive to LV-VSVG, these cells were 

chosen to establish an infectious genome (IG) titration by qPCR. When compared, these titers 

in IG/mL on A20.a cells were similar as those done as TU/mL by FACS on 293T cells (data 

not shown). Human or murine syncytin-pseudotyped LV were found to have comparable 

infectious titers, ranging from 4.4 to 11 E+06 IG/mL (Table 1). In the conditions used for 

production, LV-VSVG batches titered 2 to 5 times higher than LV-Syn batches. Thus, LV can 

be efficiently pseudotyped with human or murine syncytins and the particles are functionally 

infectious in the presence of an adjuvant. 

 

LV-Syn1 and LV-Syn2 vectors efficiently transduce human peripheral blood B cells. 

 Positive results on lymphoid cell lines led us to evaluate the transduction of primary blood 

lymphocytes by LV-Syn. Human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were infected by 

LV-Syn1 or LV-Syn2 vectors either immediately after cellular isolation, or following a short 

culture in the presence of IL-7 aiming to maintain the viability of naive lymphocytes overnight 

(schema in Supplementary Figure S2A). The total CD45+ nucleated cell population showed 

transgene expression when VF1 was added and IL-7 pre-activation increased these levels to 

about 13% and 5% respectively with LV-Syn1 or LV-Syn2 (Supplementary Table S1). 

However, among these cells, the small subsets of CD19+ B lymphocytes and of CD11c+ cells 

expressed high levels of transgene whereas only a fraction of the more abundant CD3+ T cells 

were marked (Figure 2-top panels, and Table 2). An average of 59% and 44% of CD19+ cells 

were transduced by LV-Syn1 or LV-Syn2 respectively following IL-7 pre-activation and in the 

presence of VF1. Such levels were at least as high or even higher than those obtained with 

high concentrations of LV-VSVG (Table 2). In contrast, peripheral blood T cell marking were 

not consistent from experiment to experiment but were low (Figure 2 and Table 2). Without 

prior activation, almost no transduction of T cells is observed. 

Since it was possible to transduce quiescent non-activated CD19+ cells, further investigation 

of CD19+ cell subsets (30) was undertaken using a FACS gating strategy shown in 

Supplementary Figure S2B. Both naive and memory B cell subsets were effectively transduced 
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with the human syncytin-pseudotyped vectors in the presence of VF1, regardless of prior 

activation (Figure 2 – bottom panels). Naive CD19+ CD27- IgD+ cells (representing 50-70% 

of the CD19+ B cell population); memory non-switched CD19+ CD27+ IgD+ cells (15-20% of 

the population); memory switched CD19+ CD27+ IgD- IgM- cells (2-5% of the population); 

memory switched IgM only CD19+ CD27+ IgD-IgM+ cells (2-5% of the population) and 

plasmablasts CD19+ CD27hi (1-2% of the population)  were transduced efficiently in the 

absence of prior activation and more effectively than LV-VSVG suggesting a specific tropism 

of the syncytins for quiescent B cells (Table 3). The transduction of CD19+ B cells by LV-Syn1 

and LV-Syn2 were vector concentration- dependent and transgene-independent (Figure 2B).  

High concentrations of vector enabled the transduction of almost all peripheral blood CD19+ 

cells to express either GFP or NGFR, thereby providing an effective system to express 

heterologous proteins in these cells.  

Transduction with syncytin-pseudotyped vectors did not appear to affect B cell division and 

activation. Resting human B cells transduced or not with LV-Syn1 or LV-Syn2 proliferated 

moderately in response to IL-21 alone and more extensively in response to IL21+CD40L as 

expected (31). Transgene-expressing CD19+ cells proliferated as much as the non-transduced 

cells (Figure 2C) (Table 4). Transduced cells were able to mature into plasmablasts antibody 

secreting cells expressing high levels of CD38, CD27 and membrane IgG (data not shown). 

The proportion of plasmablasts was similar in transduced and non-transduced B cells 

indicating that exposure to LV-Syn vectors did not prevent cellular activation towards terminal 

differentiation (Table 4). 

Human CD19+ B cells could also be transduced with either of the murine syncytin-

pseudotyped LV, proliferated robustly in response to IL21+CD40L for 7days and expressed 

the transgene (Figure 2D).  Both of the murine syncytins could mediate the transduction of 

human B cells, but based on transgene levels and integrated vector copies, syncytin B seemed 

to be more efficient than syncytin A, although additional experiments are needed for 

confirmation. 

 

Syncytins fail to mediate transduction of CD34+ cells. 

Hematopoietic stem and progenitor CD34+ cells express ASCT2, a receptor for the RD114 

feline endogenous virus or for the baboon endogenous virus BaEV, and also express ASCT1 

which is an auxiliary receptor for BaEV (32)(33). Consequently, CD34+ cells are efficiently 

transduced with LV that are pseudotyped by either RD114 or BaEV envelope glycoproteins 

(34), particularly in the presence of VF1 (35)(36). Since syncytin 1 also uses ASCT1 and 
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ASCT2 receptors for cell entry (15), it was expected that CD34+ cells would be transduced by 

LV-Syn1 in the presence of VF1. This was not the case, even though we used conditions 

previously tested in our laboratory (29) (26) and had 29±15% of cells expressing the transgene 

(n=9 donors) after one infection cycle with a LV-VSVG coding for GFP.  LV-Syn1 in the 

presence of VF1 only led to 3±7% cell marking (n=8 donors). Practically no marking was 

obtained in the absence of VF1 (not shown).  LV-Syn2 also failed to transduce CD34+ cells, 

achieving 0.1±0 marking (n=2 donors) in the presence or absence of VF1. The concentrations 

of vectors tested in these experiments were the same as in Figure 2, therefore contrasting the 

poor transduction of CD34+ cells with the efficient transduction of B and myeloid cells.  

 

Transduction of murine B cells in vitro and in vivo. 

Murine syncytin-pseudotyped LV, like their human counterparts, also transduced murine 

primary B cells in vitro. Without prior activation, spleen cells from C57Bl/6 mice were infected 

with either LV-SynA or LV-SynB in the presence of VF1 and high levels of transduction were 

obtained in CD19+B220+ cells after 4 days of culture, whereas CD3+ T cells were only 

transduced at moderate levels (Figure 3A) (gating strategy in supplementary Figure S3A). 

Transduction was confirmed by the detection of vector copies in the cells and the 2 murine 

syncytins had comparable effects (Figure 3B). Murine bone marrow (BM) cells were also 

transduced with LV-SynA or LV-SynB in the presence of VF1. After 4 days of culture, different 

stages of B cell maturation (pre-pro B cells, pro-B cells, pre-B cells and mature B cells) defined 

by differential expression of CD19, B220, CD43, CD24 (gating strategy shown in 

Supplementary Figure S3B) were transduced with similar efficiency by the 2 murine syncytins 

(Figure 3C). Transduction of murine BM cells was confirmed by integrated vector copies per 

cell (Figure 3D), although in these short-term experiments, some level of pseudo-transduction 

cannot be excluded.  

The transduction of splenic B cells by LV-Syn vectors was confirmed in vivo in mice and over 

longer periods of time than in vitro studies. A single intravenous injection to mice of 5E+05 IG 

of LV-SynA expressing luciferase achieved stable gene expression in the spleen as visualized 

by a bioluminescence signal 3 weeks post-infusion (Figure 4A-B). The bioluminescent signal 

is significantly above background 7 days post infusion of LV-SynA and remains stable over 

time thereafter (Figure 4B). The transgene signal obtained after LV-SynA injection was not as 

high as that of LV-VSVG but it was notably more selective in terms of biodistribution, as it was 

not found in the liver contrary to VSVG (Figure 4A-B). The in vivo transduction of spleen by 

LV-SynA was confirmed by the detection of vector copies in whole spleen cells, 3 weeks post-

infusion of the vector (Figure 4C). The levels were low but similar to those obtained following 
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LV-VSVG injections.  To ascertain that B cells were transduced, we sorted spleen CD19+ cells 

by FACS 3 weeks post-infusion of vector (purity > 93%). The presence of integrated vector 

could be observed by PCR in such purified CD19+ B cells prepared from different mice (Figure 

4D), although the levels were too low to obtain reliable quantification. B cell transduction in 

vivo by LV-SynA was confirmed by immunohistological analysis of spleens indicating that 

follicular B220+ cells expressed the luciferase transgene (Figure 4E). It appears that cells other 

than B220+ cells are transduced in vivo as well, notably in the T cell area of the germinal 

centers, in coherence with in vitro results. 

 

Expression of the syncytin receptors on B cells. 

Possible interactions between B cells and syncytins have not yet been reported prompting us 

to search for the presence of syncytin receptors on human and murine B cells. ASCT2 and 

MFSD2a which are respectively the entry receptors for syncytin-1 and syncytin-2 (15, 17) were 

readily detected on CD19+ human blood B cells using indirect immunofluorescence and flow 

cytometry (Figure 5A). These receptors were also detected on CD11c+ dendritic/myeloid cells 

and at lower levels on CD3+ T cells as previously reported by others (37). Approximately 50% 

of blood CD19+ cells and of CD11c+ cells expressed detectable levels of ASCT2 and of 

MSFD2A whereas only about 10% of CD3+ T cells were positive (Figure 5B). The differential 

expression of these receptors in blood cell subsets was confirmed by qRT-PCR which 

confirmed mRNA expression in CD19+ B cells and the highest levels in CD11c+ cells (Figure 

5C). Expression of ASCT2 and MFSD2a was also found on 293T cells whereas it was at a 

much lower level of HCT116 cells providing a likely explanation for their lack of transduction 

with the human LV-Syn vectors (Supplementary Figure S4). The expression of ASCT1 was 

not examined.  

The receptor for murine syncytin A was recently reported as Ly6e (19) and the receptor for the 

murine syncytin B has still not been identified. In the absence of antibodies suitable for flow 

cytometry, we used qRT-PCR to demonstrate higher expression of Ly6e mRNA in murine 

spleen sorted CD19+ B cells, whereas the CD19- cell population expressed low levels of 

mRNA (Figure 5 D). Equivalent levels of Ly6e mRNA were found in primary CD19+B cells and 

in the A20.IIa cell line. These results are coherent with the ability to transduce these cells with 

syncytin A-pseudotyped LV.  
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Lower immune responses induced by syncytin-pseudotyped vectors in vivo.  

The administration of viral gene transfer vectors in vivo can induce complex adaptive immune 

responses dominated by immune recognition of the viral components of vectors and in some 

cases, by a response against the transgene product. The intravenous administration of LV-

VSVG to mice is known to immunize against the transgene (5) linked in part to the interaction 

of the LV-VSVG particles with professional phagocytes in the liver (7). The intrinsic  

immunogenicity of LV is less known. We found that a single intravenous injection of LV-VSVG 

to mice induced robust antibody responses against the p24 capsid in mice (Figure 6). 

Replacing the viral glycoproteins of the envelope by syncytin A which is an endogenous cellular 

protein in mice, induced much lower levels of antibodies against p24 compared to LV-VSVG 

for the same amount of particles injected. 

 

Discussion  

This paper shows for the first time that human and murine primary B cells functionally interact 

with syncytins because B cells are transduced efficiently by syncytin-pseudotyped LVs and B 

cells express known syncytin cellular receptors. Human B cells express high levels of ASCT2 

and MFSD2a, receptors respectively for syncytin-1 and syncytin-2 (16, 17). Murine B cells 

express mLy6e mRNA, the recently-identified receptor for murine syncytin A (19).  Previous 

reports in the litteratire showed that cultured human myeloid dendritic cells, and to a lesser 

extent T cells, expressed ASCT2 and MFSD2a (37) but B cells had not been examined in that 

study. We observed similar levels of ASCT2 and MFSD2a receptors in B cells and CD11c+ 

dendritic cells and accordingly, both of these cell subsets could be transduced at high levels 

with either of the LV-Syn1 or LV-Syn2 vectors. At this stage, we describe a functional 

interaction between syncytins and B cells but cannot exclude that other receptors or accessory 

molecules are involved in B cells:syncytin interactions. Nevertheless this offers novel 

possibilities for gene transfer into B cells.   

These findings shed a novel light on the interactions of syncytins with the immune system and 

on the interactions between endogenous retroviral glycoproteins and B cells. Syncytins are 

involved in somatic cell fusion notably the formation of the syncytiotrophoblast layer in the 

placenta (13), myoblast fusion during skeletal muscle regeneration (20, 21) and the formation 

of multinucleated osteoclasts (22). While it is not clear how B cells relate to somatic cell:cell 

fusion processes, B cells may play a role in another function of syncytins which is  their 

immunoregulatory effects. Retroviral envelopes carry an immunosuppressive peptide 

sequence in their transmembrane chain and this motif is also found in syncytins (23). The 
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mechanism of action of this peptide sequence remains unclear. It has been postulated to 

involve antigen-presenting cells by modulating dendritic cell-mediated T cell activation (37) or 

could directed reduce the activation of T cells as shown by peptide-treated T cell lines (38). 

Our results suggest that B cells could potentially be involved and further studies are warranted 

on this aspect. Physiologically, B cells have the possibility to interact with syncytin-expressing 

cells or with syncytin-bearing particles at least during pregancy. Syncytins are found in the 

syncytiotrophoblast layer of placenta that mediates immune tolerance during pregnancy by 

separating the fetal and maternal blood circulation. Additionally, placental exosomes bearing 

syncytins are known to circulate and could mediate long-range interactions between syncytins 

and B cells. Whether or not syncytins modulate B cell function is not clearly obvious as 

proliferation and differentiation of human B cells was not affected, but more subtle mechanisms 

could be involved and deserve further investigation. Apart from a putative immunomodulatory 

effect on immune cells, syncytins could simply but very effectively render the LV particles 

invisible from immune recognition by endogenizing the envelope. Our results confirm that in 

vivo administration of LV-VSVG can be immunogenic and show for the first time that a robust 

humoral immune responses is induced against p24 a capsid component of LV following 

systemic administration to immunocompetent mice. Antibodies to the capsid could prevent 

further administration of the vector or may exacerbate immune rejection of transduced cells 

and could contribute to the loss of transgene expression following the use of LV-VSVG, as 

observed by others (7). We also confirm the strong tropism of LV-VSVG to liver already 

reported (5, 7) and show that in striking contrast, LV-SynA particles do not target the liver. 

Thus, as postulated by others, the envelope glycoproteins strongly determine tissue tropism 

and immune recognition of the particles and our results confirm that such glycoproteins can be 

engineered to change these interactions in a significant manner. Thus, further study is 

warranted to understand the precise mechanisms involved in syncytin-mediated tolerance to 

vector administration and B cell interactions. Interestingly, all syncytins studied as LV 

pseudotype have demonstrated an ability to transduce B cells and this is also the case for 

another endogenous envelope, the BaEV glycoprotein which allows high levels of gene 

transfer into activated or resting human B cells, at similar levels as observed with syncytins 

(39). The BaEV glycoprotein shares the same cellular entry receptors ASCT1 and ASCT2 as 

the human syncytin-1 (15) therefore our results showing ASCT2 exression on human B cells 

provides an explanation for the B cell tropism of BaEV. Other similarities between BaEV and 

syncytins include the need for a transduction additive when using these glycoproteins as LV 

pseudotypes (36).  However, contrary to BaEV, syncytins do not mediate efficient T cell 

transduction or CD34+ cell transduction (40). Thus, different levels of receptors or other 

mechanisms such as entry or post-entry restriction steps may explain the differences between 

BaEV and syncytin cellular tropism. 
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 Whereas B cells are essential players in the immune system, specific tools are required for 

efficient gene transfer in primary B cells either for cellular studies or to develop therapeutic 

approaches. The commonly-used VSVG-pseudotyped vectors are inefficient due to the lack of 

the LDL receptor expression on resting B cells (4). Besides natural pseudotypes such as BaEV 

(4), B cell-targeting LV systems have been engineered and were reviewed recently (8). Human 

B cells can be transduced by LV displaying Edmonston strain measles virus (MV) glycoproteins 

using either the native H/F capacity (41) or engineering them with mutations and a single chain 

Fv (ScFv) targeting hCD20 (42) or hCD19 (43). These MV-based systems enable about 20-

40% transduction of activated peripheral blood human B cells, including malignant activated 

cells. Thus native syncytin glycoproteins are at least as efficient as MV-LV being capable of 

transducing almost all peripheral blood B cells with high concentrations of syncytin-LV. 

However, syncytins are distinct from MV as they did not efficiently mediate the transduction of 

established EBV-transformed B-LCL cell lines or of B cells during EBV transformation even 

though a few stably transduced cells could be obtained (not shown). Another unique feature 

of syncytins is their cross-species ability, since human syncytins can enable gene transfer into 

murine cells and murine syncytins enable gene transfer into human B cells, which is not the 

case for other non-VSVG envelopes such as GaLV, BaEV, RD114 or engineered MV-LV. 

Cross-species ability is advantageous in experimental systems especially for preclinical 

studies in mice.  

Our results show an efficient transduction of B cells in vitro and in vivo but we do not claim that 

syncytins provide B-cell-restricted tropism. Several tissues are known to express receptors for 

syncytins but have not been studied yet. Placental layers express very high levels of MFSD2a 

(17). MFSD2a is also found and specifically localized in the microvessels of the murine blood 

brain barrier where it plays an essential role during brain development (44) but it is not known 

if these tissues would be targeted by vectors for gene delivery. Thus, the display of various 

human or murine syncytins on gene transfer vectors provides an interesting new tool for in vivo 

studies and possibly to envision new therapeutic developments but in-depth bioditribution 

studies should be conducted to determine the specificity of gene deliverey with these tools. 

Further optimization of vector titers will also be needed for efficient gene delivery in vivo. 

Certainly these tools could offer an interesting concept to avoid immune recognition which is 

currently a main limitation of gene therapy.   

The transduction additive VF1 revealed the infectivity of syncytin vectors which was inapparent 

in vitro without this agent, but VF1 was not required in vivo and this difference sheds some 

light on the mode of action of VF1. This peptide is a short histidine-rich, amphipathic peptide 

derived from the LAH4 family of DNA transfection agents (26, 28) (27). This family of peptides 

is able to bind to nucleic acids and to disrupt endosomal membranes when activated at low pH 
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enabling them to deliver their cargo efficiently and with low associated toxicity (45). Within this 

family, VF1 is a specific derivative with lysine residues at the N-terminal extremity containing 

leucine hydrophobic residues and with a specific hydrophilic angle formed by histidine residues 

that are important for its activity. VF1 is an efficient retroviral and lentiviral transduction 

enhancer with pseudotypes such as GALV, GALV-TR, RD114-TR or MLV-A as well as with 

VSVG which all use receptor-mediated endosomal entry. VF1 enhances LV transduction of 

target cells by enhancing the adhesion and fusion steps (46) and by promoting viral pull-down 

following formation of nanofibrils in medium (47). It is therefore interesting that VF1 also 

promotes the transduction of target cells mediated by syncytins considering the high fusogenic 

activity of these proteins, which we observed during production and which is not observed to 

this level with other glycoprotein LV pseudotypes. Thus, it is likely that VF1 manily enhances 

transduction through the facilitation of vector-cell contact. This would explain why the addition 

of VF1 is not necessary in vivo, as contacts between syncytin-LV and target cells may occur 

in more restricted spatial environment as in culture dishes.    

Altogether, our findings contribute to a better understanding of host:vector interactions with 

possible impact in immunology and gene therapy. The concept of endogenizing the surface of 

the gene transfer particles with cellular fusion proteins instead of viral glycoproteins could 

facilitate the use of LV gene transfer in vivo. Our findings also opens possible new applications 

to use synyctins to target B cells in immunotherapy of cancer, transplantation, genetic or 

infectious diseases and in biotechnology engineering.   

 

Materials and Methods 

Ethical and regulatory aspects  

Studies in mice and with human cells were conducted following international ethical guidelines 

and were authorized by the French Ministry of Higher Education Research and Innovation with: 

approval for studies in mice APAFIS#3744-2016012210018523v2 - ethical committee 51; 

agreement n° 3664 for the use of GMO and declaration DC-2018-3276 for the use of human 

samples for research. 

 

Animals 

C57BL/6 mice and C57BL/6 albinos (B6N-Tyrc-Brd/BrdCrCrl) 6 week old mice (Charles River, 

Italy) were housed in SPF conditions at the CERFE facility (Evry) operated by Charles River. 
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For injections, 100µL volume was used for intravenous (IV) (tail vein) or intraperitoneal (IP) 

routes and mice were anesthetized with ketamine (120mg/kg) and xylazine (6mg/kg).   

  

Human and murine cells 

Human blood of healthy volunteers was purchased from the french blood bank (EFS, Evry, 

France). Umbilical cord blood was obtained with consent from uncomplicated birth at the 

Centre Hospitalier Sud-Francilien (CHSF) in Evry. Human embryonic kidney 293T cells 

(Genethon), human colorectal carcinoma HCT116 cells (CCL-247; ATCC, Manassas, VA), 

murine embryonic fibroblast NIH/3T3 cells (CRL-1658, ATCC) and murine myoblasts C2C12 

(CRL-1772, ATCC) were cultured at 37°C , 5% CO2 in Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM) supplemented with Glutamax and 10% of heat-inactivated fetal calf serum (FCS) (Life 

Technologies, St-Aubin, France). Human choriocarcinoma BeWO cells (CCL-98; ATCC) were 

cultured in Ham’s F12K medium (Life technologies) supplemented with 10% of FCS. Raji cells, 

Jurkat cells were cultured in XVivo 20 medium (Lonza, Levallois-Perret, France). A20.IIa 

murine lymphoma cells (cellosaurus A20.IIa (RRID:CVCL_0J27), kindly provided by S. Fisson) 

were cultured in Roswell Park Memorial  Institute medium  (RPMI) supplemented with 10% of 

heat inactivated FCS, 1% of Glutamax, 1mM of sodium pyruvate (Life Technologies) and 50µM 

of β-mercaptoethanol (Sigma Aldrich). 

 

Cloning of syncytin-expressing plasmids   

pcDNA3.1-syncytin-1, pcDNA3.1-syncytin-2, pcDNA3.1-syncytin-A, pcDNA3.1-syncytin-B 

plasmids were constructed by cloning synthesized DNA sequences (Gencust, Dudelange, 

Luxembourg) (respectively Ensembl genome browser ENST00000493463, 

ENSG00000244476, ENSMUSG00000085957 and ENSMUSG00000047977 transcript 

sequences), into a pcDNA3.1 plasmid (Invitrogen, Carlsbad, California) using  standard cloning 

techniques. Plasmids were produced with endotoxin-free reagents using DNA/RNA purification 

Nucleobond kit (Macherey-Nagel, Duren, Germany). Plasmid sequences were verified by two 

strand sequencing. 

 

Production and titration of vectors 

Lentiviral particles pseudotyped with either syncytin-1, syncytin-2, syncytin-A or syncytin-B 

were produced by transient transfection of 293T cells with 4 plasmids, using calcium 

phosphate. Each T175 cm2 flask was transfected with 14.6 µg pKLgagpol expressing the HIV-
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1 gagpol gene, 5.6 µg pKRev expressing HIV-1 rev, 20µg of either one of the syncytin envelope 

plasmids and 22.5 µg of the gene transfer lentiviral cassette (pCCLsincPPT-PGKeGFP-WPRE 

expressing enhanced green fluorescent protein (GFP) under the control of the human phospho 

glycerate kinase (PGK) promoter; or pRRLsincPPT-PGKdelta-NGFR-WPRE expressing a 

truncated form of the nerve growth factor receptor (NGFR) under the control of the human 

PGK promoter; or pRRLsincPPT-SFFV-LucII-WPRE expressing luciferase II under the control 

of the spleen focus-forming virus (SFFV) long-terminal repeat (LTR) promoter). Medium was 

changed the day following transfection and replaced by DMEM 4.5g/L glucose supplemented 

with penicillin and streptomycin and 10% FCS. After 24 hours, medium containing viral 

particles was collected, clarified by low speed centrifugation and filtration through 0.45µm filter, 

then concentrated by ultracentrifugation at 50 000g for 2h at 12°C. The pellet was resuspended 

in PBS, aliquoted and stored at -80°C.  

VSVG-pseudotype LV were produced by transient transfection as previously described (26). 

Physical particle titers of VSVG- or syncytin-pseudotyped LV were determined by p24 ELISA 

(Alliance© HIV-1 Elisa kit, Perkin-Elmer, Villebon/Yvette, france) and by Nanoparticle Tracking 

Analysis with the Nanosight NS300 (Malvern Panalytical, Orsay, France).  Infectious titers 

were determined by testing serial dilutions of vectors on A20.IIa cells in the presence of the 

peptide Vectofusin-1 (VF1) prepared as described (26) and used at a final concentration of 

12µg/mL. After 7 days of culture, A20.IIa cells were analyzed by qPCR to measure infectious 

genomes (IG)/mL using standard calculations (48). In some experiments and as indicated, 

infectious titers of GFP-encoding vectors were also determined as transducing units (TU)/mL 

in 293T cells using FACS.  

 

Culture and transduction of human peripheral blood mononuclear cells 

Human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) obtained by Ficoll gradient centrifugation 

(Eurobio, les Ulis, France) were suspended in X-VIVO 20 serum-free medium for transduction. 

When indicated, IL-7 (10ng/mL) (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany) was added 

prior to transduction. Cells were infected for 6 hours with LV in the presence of VF1 (12µg/mL), 

then washed and X-VIVO 20 supplemented with 10% FCS and IL-7 (10 ng/mL) was added 

and cells were cultured for up to 7 days.  To expand B cells, CD40L (2 µg/mL) and IL-21  (50 

ng/mL) were added to the culture medium and cells were cultured up to 2 weeks. For 

proliferation studies, PBMC were labelled with 2µM CFSE (Carboxy Fluorescein Succinimidyl 

Ester) (Molecular Probes, Cambridge, UK).  
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Culture and transduction of murine primary cells 

Red blood cell-depleted leukocytes were prepared by shredding the spleen of C57BL/6 mice 

on a 70µm filter in RPMI medium or from the femurs and tibias flushed with RPMI medium, 

followed by red cell lysis using ACK buffer. The transduction of either spleen or bone marrow 

cells was done by culturing 2E+05 cells in 96 wells plates in RPMI medium supplemented with 

10% FCS, 1% Glutamax and 50µM of β-mercaptoethanol and adding immediately in the wells 

LV-SynA or LV-SynB (1E+05 IG/mL) and 12µg/mL of VF1 in a final volume of 200µL. After 6 

hours, cells were collected, centrifuged (500g), the medium was changed and cells were 

cultured for 4 days in the same medium.  

 

Flow cytometry (FACS)   

Antibodies used are listed in supplementary table S2.  Prior to adding antibodies to cells, Fc 

receptors were blocked with either gammaglobulin (1mg/mL) (Sigma Aldrich) for human cells 

or with CD16/CD32 antibodies for murine cells, during 5 min. at 4°C. Staining was done with 

saturating amounts of antibodies for 30 min. at 4°C in PBS with 0.1% bovine serum albumin 

(BSA) (Sigma Aldrich), cells were washed twice and 7-amino-actinomycin D (0.3 mg/mL) 

(Sigma-Aldrich) was added to enable dead cell exclusion. The  LSRII cytometer using Diva 

software (BD-Biosciences) was used and data were analysed with Kaluza (Beckman-Coulter, 

Villepinte, France) or FlowJo v10 (BD-Biosciences) softwares. 

 

In vivo luciferase imaging 

Bioluminescence imaging of mice was started 10 min after IP injection of D-luciferin 

(150µg/mL) (Interchim) using  a CCD camera ISO14N4191 (IVIS Lumina, Xenogen, MA, USA). 

A 3 min bioluminescent image was obtained using 10 cm field-of-view, binning (resolution) 

factor 4, 1/f stop and open filter. Regions of interest (ROIs) were defined manually (using a 

standard area), signal intensities were calculated using the living image 3.2 software 

(Xenogen) and expressed as photons per second. Background photon flux was defined from 

an ROI drawn over the control mice in which no vector had been administered. 

 

Murine B cell sorting and PCR    

Immediately after sacrifice of mice, one half of each spleen was perfused with collagenase IV 

(1mg/mL, Invitrogen) and DNase I (50µg/mL, Roche) and then incubated at 37°C 45 min to 
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dislodge as many cells as possible. The reaction was stopped by the addition of EDTA 

(100mM), cells were isolated by mechanical shredding and stained with anti-B220, anti-CD19, 

anti-CD3 and anti-CD11b antibodies (antibodies listed in supplementary Table S2), washed in 

PBS with 0.1% BSA and sorted by FACS on the MoFlo® Astrios (Beckman Coulter). 

Genomic DNA was extracted from the sorted subpopulations of B cells (CD19+B220+CD3-

CD11b-) and T cells (CD19-B220-CD3+CD11b-) using Nucleospin Tissue kit (Macherey-

Nagel).  Provirus was amplified by 35 cycles of PCR using the PSI_F 5' and WPRE_R primers. 

PCR primer sequences are listed in supplementary Table S3.  

 

Immunohistofluorescence on murine spleen 

After sacrifice, one half of the spleen of each mouse was paraffine-embedded for 

immunohistology. Microtome sections (4µm) were saturated with PBS-BSA 5% during 30 min. 

at room temperature. Sections were stained with a polyclonal antibody anti-luciferase (Novus 

biologicals) diluted at 1/100 and an antibody anti-CD45R/B220 (BD Pharmingen) diluted at 

1/20 as primary antibodies, a donkey anti-goat AlexaFluor 594 (Invitrogen) diluted at 1/1000 

and a goat anti-rat AlexaFluor 488 (Invitrogen) diluted at 1/600 as secondary antibodies. 

Primary antibodies were incubated overnight at 4°C in a humidity chamber and secondary 

antibodies were incubated for 90 min at room temperature. 

 

Receptor studies    

In human cells, total RNA was extracted (SV total RNA isolation, Promega, Charbonnière les 

bains, France) from CD19+ CD3- CD11c- cells, CD3+ CD19+CD11c- cells and CD11c+ CD3-

CD19- cells sorted by FACS (> 95% purity) from PBMC. Residual DNA was removed using 

the free DNA kit (Ambion, Courtaboeuf, France), cDNA was synthesized using random 

hexamers (Superscript II first strand synthesis system, Invitrogen). Real time PCR (7900HT, 

AB Biosystems) was used to quantify either ASCT2 or MFSD2A relative to the housekeeping 

gene TFIID using primers and probes listed in supplementary Table S3. The relative 

abundance was calculated using the formula: relative abundance = 2^-ΔΔCt with ΔCt= Ct gene 

of interest – Ct housekeeping gene and ΔΔCt= ΔCtsample – ΔCtcalibrator.  

RNA was extracted from murine CD19+ and CD19- spleen B cells which were separated by 

magnetic bead selection (Miltenyi) using the RNeasy mini kit (Qiagen). Reverse transcription 

was performed with random hexamers using Verso cDNA Synthesis Kit (Invitrogen). Real time 

PCR was performed using LightCycler 480 system (Roche, Basel, Switzerland) to amplify 
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mLy6e with primers listed in Supplementary Table S3 and Sybr Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystem, Foster city, CA, USA). Results are expressed in relative abundance to the 

P0 housekeeping gene.   

 

Detection of murine anti-p24 antibodies by ELISA 

Recombinant p24 (Abcam, Cambridge, U.K.) was bound to plates using high binding 96-well 

Nunc MaxiSorp Immunoplate (Thermo Fisher Scientific)  coated 2 hours at 37 °C with 100 ng 

per well of p24 recombinant protein diluted at 1 µg/mL in 0.2 M carbonate/bicarbonate buffer 

in pH 9.5, then wells were blocked with PBS-BSA 2% for 2 h at room temperature. A mouse 

anti-HIV p24-specific monoclonal antibody (clone 38/8.7.47) (Abcam, Cambridge, U.K.) was 

used as standard and tested in parallel with serum samples diluted in assay buffer (PBS BSA 

0.5%). Samples were incubated 2 hours at room temperature. After 3 washes, HRP-

conjugated polyclonal goat anti-mouse IgG antibodies (Jackson Immuno Research, 

Newmarket, U.K.) (1/1000 dilution) were added, incubated 1h at room temperature and 

reactions were revealed by adding 3,3′,5,5′-tetramethylbenzidine substrate (TMB) (BD 

Biosciences) and measuring OD at 450 and 570 nm (for background substraction) (Enspire 

plate reader, Perkin Elmer) after blocking the reaction with H2SO4. 

 

Statistical analysis 

Statistical significance was assessed as specified, using GraphPad Prism software (GraphPad 

Inc, La Jolla, CA). 
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Supplementary Materials 

Supplementary figures:  

Fig. S1:  Gene transfer with LV-Syn vectors is enhanced by VF1, stable over time and vector 

dose-dependent. 

Fig. S2:  Experimental schema and gating strategy for human PBMC analyses. 

Fig. S3:  Experimental schema and gating strategy for murine analyses. 

Fig. S4:  Receptor expression on human cell lines. 

Supplementary tables: 

Table S1 :   Transduction of PBMC with LV-Syn1 and LV-Syn2 in the presence of VF-1.  

Table S2 :   FACS antibody listing. 

Table S3:    Primer sequences. 
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Figures: 

 

Fig. 1:  Gene transfer into various cell lines with 

syncytin-pseudotyped vectors and VF1 

(A). Human 293T cells were infected with 1E+05 TU/mL of 

LV-Syn1 or LV-Syn2 encoding GFP in the presence or not 

of VF1. GFP expression was measured after 3 days by 

FACS. The enhancing effect of VF1 was statistically 

significant as shown in 5-7 experiments using a paired t 

test. (B). Murine A20.IIa cells were infected with 1E+05 

IG/mL LV-SynA or LV-SynB encoding a truncated NGFR, 

in the presence or not of VF1. NGFR expression was 

measured after 3 days by FACS. The enhancing effect of 

VF1 was statistically significant as shown in 3 experiments 

using a paired t test. (C). Various human (HEK293T, 

HCT116, RAJI, Jurkat) or murine (C2C12, NIH3T3, 

A20.IIa) cell lines were infected with 1E+05 IG/mL of the 

indicated vectors encoding NGFR in the presence of VF1. 

NGFR was measured after 7 days by FACS. Results are 

representative of 3 separate experiments. 
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Fig. 2: Transduction of primary blood cell subsets with syncytin-pseudotyped vectors 

(A). Human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) (4 to 9 separate blood donors) were infected 

with GFP-encoding LV-Syn1 or LV-Syn2 vectors (1E+05 TU/mL) in the absence or presence of VF1 

and either immediately after isolation of the cells (no activation – open symbols) or following an overnight 

culture of cells with IL-7 (10 ng/mL)(closed symbols). After 3 days, GFP was measured by FACS in 

different subsets of live cells (CD3+ CD19- CD11c- T cells; CD3- CD19+ CD11c- B cells; CD3- CD19- 

CD11c+ myeloid dendritic cells), naive (CD27-) or memory (CD27+) B cell subsets.  (B). Representative 

results of 3 PBMC donors incubated with IL-7 overnight, then transduced with NGFR-encoding LV-Syn1 

or LV-Syn2 at concentrations 1E+05 and 1E+06 TU/mL in the presence of VF1. Transgene expression 

was measured by FACS after 3 days. (C). PBMCs were labeled with 2µM CFSE, transduced with LV-

Syn1 or LV-Syn2 vectors encoding NGFR, and cultured in the absence or presence of CD40 Ligand 

(CD40L) (2µg/mL) and/or IL-21 (50ng/mL). After 3 days culture, B cell transduction (expression of NGFR 

on CD19+ cells) and B cell proliferation (CFSE dilution) were determined by flow cytometry. Results 

representative of 6 PBMC donors tested in 2 separate experiments (3 PBMC donors each). (D). CD19+ 

cells were sorted from PBMC (3 donors) and were transduced with LV-SynA or LV-SynB encoding 

NGFR (1E+05 IG/mL) and transgene expression was analyzed by FACS after 7 days. 
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Fig. 3:  Transduction of primary B cells from spleen or from bone marrow with syncytin-pseudotyped vectors in mice 

(A-D). Spleen cells (A-B) or bone marrow cells (C-D) from C57Bl/6 mice (n=3 mice) were infected with 1E+05 IG/mL LV-SynA or LV-SynB encoding NGFR in 

the presence of VF1 without prior activation and cells were cultured for 4 days and analyzed. (A) NGFR expression was measured by FACS in live spleen B 

cells (7AAD-CD19+B220+) and in live spleen T cells (7AAD-CD19-B220-CD3+). (B) Vector copy number in total spleen cells was determined by qPCR (B). (C) 

NGFR expression was measured by FACS in different subsets of bone marrow live cells (non B cells (7AAD-CD19-B220-), pre-pro-B cells (7AAD-CD19-

B220+CD43+CD24-), pro-B cells (7AAD-CD19+B220+CD43+CD24-), pre-B cells (7AAD-CD19+B220+CD43lowCD24+) and mature B cells (7AAD-

CD19+B220+CD43-CD24-)). (D) Vector copy number on total bone marrow cells was determined by qPCR. 
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Fig. 4:   In vivo gene transfer into the spleen and into B cells following intravenous administration of LV-SynA vector 

6 week old C57Bl/6 albinos mice were injected intravenously with 5 E+05 IG per mouse of LV-SynA or LV-VSVG vectors encoding luciferase 

(LucII). The bioluminescent signal was measured over time and after 3 weeks, mice were sacrificed to confirm transduction and B cell gene 

transfer. (A) Representative results of bioluminescence in mice analyzed at 21 days. (11 mice tested in the PBS group, 18 mice injected with LV-

SynA and 4 mice injected with LV-VSVG). The signals shown in the spleen of the PBS mouse is 2.3E+04 photons/second, in LV-SynA-injected 

mice 6.7E+05 photons/sec and in LV-VSVG-injected mice 5.1E+07 photons/second. (B) Bioluminescence was quantified in photon/second in the 

different groups over time. Each dot corresponds to one mouse analyzed. The signal in LV-SynA group was significant from the PBS. Statistics 

were calculated using a Mann-Whitney test. (C) Half of the spleen was used to determine vector copy number by qPCR and results for each 

mouse in the different groups are represented by a dot. (D) Half of the spleen was paraffin-embedded and sectionned to perform immunological 

staining with anti-B220 (CD45R) anti-luciferase and DAPI. Results of representative mice injected with PBS (top panel) or LV-SynA encoding 

LucII observed on the confocal microscope SP8 (Leica, Wetzlar, Germany) using the 10X objective (bottom panel). The bar represents 500 µm. 
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Fig. 5: Expression of syncytin receptors on human and murine primary cells 

(A-C) Analysis of ASCT2 and MFSD2a expression in human PBMCs. A. Representative FACS analysis. (B) Quantification of ASCT2 or MFSD2a protein 

expression by FACS (average and SD)  in CD19+ B cells, CD3+ T cells and CD11c+ myeloid dendritic cells (C) mRNA expression by qPCR in CD19+ B cells, 

CD3+ T cells and CD11c+ myeloid dendritic cells. Results from 3 experiments (1 blood donor each).  (D) mRNA expression on mLy6e was measured by RT-

qPCR on CD19+ or CD19- cells from mice spleens (3 different mice) and on A20.IIa cell line. Results are expressed in abundance of mLy6e mRNA. 
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Fig. 6: Low induction of anti-P24 antibodies by Lv-SynA administration contrary to LV-VSVG. 

C57BL/6 mice (n=4 in each group) were injected in the tail vein with either PBS or with the same amount of physical particles of LV-SynA or of LV-VSVG each 

encoding the same GFP cassette (injections of 4E+09 pp of vector /mouse representing similar values of p24 which were 4200ng p24 for LV-VSVG and 3700ng 

p24 for LV-SynA). Blood was sampled at different time points following vector administration and the presence of antibodies to p24 was measured by ELISA 

and expressed as µg/mL against a mIgG standard. The ELISA detection threshold was 0.25 µg/mL.   
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Table 1. Titers of syncytin-pseudotyped LVs 

 

 vector 
type 

number of 
batches titered 

ng p24/mL x 
E+05 

pp/mL x E+11 IG/mL x E+06 

LV-Syn1 n=3 7.2 ± 2.2 4.0 ± 2.7 4.4 ± 2.0 

LV-Syn2 n=5 5   ± 4.0 4.5 ± 2.6 5.0 ± 2.8 

LV-SynA n=12 10 ± 1.3 4.7 ± 4.6 11 ± 0.8 

LV-SynB n=4 4.8 ± 5.5 3.5 ± 3.5 10 ± 0.9 

LV-VSVG n=3 2.1 ± 2.0 2.1 ± 1.5 22 ± 2.5 

 

 

Legend:  Physical titers were measured by p24 ELISA and by direct physical particle (pp) 

counting using a particle counter. Infectious titers were measured on A20.IIa cells in the 

presence of VF1 and defined as infectious genomes (IG) /mL using qPCR.    
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Table 2: Transduction of human peripheral blood lymphocytes with syncytin-
pseudotyped LV. 
 

 

 no activation  IL-7 activation  

% GFP+ cells CD19+  

B cells 

        CD3+  

       T cells 

CD11c+ 

Myeloid 

cells 

CD19+  

B cells 

CD3+  

T cells 

CD11c+ 

Myeloid 

cells 

 

PBS 0.0±0  0.1±0.1  0.2±0.3    0.3±0.4   0.5±0.4    0.8±0.6    

LV-Syn1 2.3±4.3  1.3±2.6  5.5±6.3 £    2.1±2.6    0.8±0.3    4.1±6.0    

LV-Syn2 0.6±0.4  0.4±1.0  6.2±8.2 £    1.8±1.5    1.5±1.0    2.2±2.2    

LV-VSVg 3.6±5  2.8±2.9  6.0±6.7     2.6±1.6 1.3±0.6 2.4±0.8    

         

VF1 3.3±4.0  0.2±0.2  7.8±8.4    0.8±0.5    0.2±0.2    0.3±0.5    

LV-Syn1 + VF1 35.7±24  3.6±3.6  57.7±11    59.3±23 *    11.2±19    59.2±18    

LV-Syn2 + VF1 22.2±26  1.5±1.9  35.5±34   44.0±24    6.1±10    40.1±15   

LV-VSVg + VF1 27.6±17  1±0.6  45.2±16    32.1±18    3.5±1.4    35.1±9.5    

         

 

Legend : Human PBMC were transduced with the indicated vectors and with or without VF1 in steady-

state conditions (no activation) or following a short overnight pre-activation with IL-7, and subsequently 

cultured with IL-7 for 3 days. LV-Syn vectors were used at 1E+05 TU/mL after FACS titration on 293T 

cells and LV-VSVg were used at 1E+08IG/mL as titered by qPCR on HCT116 cells. Transduction results 

are expressed as the average percentage ± SD of cells positive for GFP in CD19+ (B cells), CD3+ (T 

cells) or CD11c+ (myeloid dendritic cells). Data represent 3 separate experiments without VF1(£ 2 

experiments) and 5 to 9 separate experiments in the presence of VF1 and LV-Syn vectors. 

(*) p<0.05 compared to “LV-VSVG+VF1” in a paired Student’s t test (n=6 experiments) 
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Table 3: Percentage of transduction of B cells subsets. 
 
 

 

 

Legend: Human PBMC were transduced in steady-state conditions with LV-Syn1 or LV-Syn2 (1E+05 

TU/mL) or LV-VSVG (1E+07 TU/mL). Results are the average percentage ± SD of cells positive for GFP 

in the indicated populations defined as naive B cells (CD3-, CD19+, CD27-, IgM+, IgD+ cells; memory 

non-switch B cells (CD3-, CD19+, CD27+, IgM+, IgD+ cells); memory IgM only B cells (CD3-, CD19+, 

CD27+, IgM+, IgD- cells); memory switched B cells (CD3-, CD19+, CD27+, IgM-, IgD-) and plasmablasts 

(CD3-, CD19+, CD27high), 3 days after infection. Data represent 2 to 3 separate experiments with 1 to 

2 different donor per experiment. nd=not determined because too few cells to analyze in the gate. 

  

 Naive Memory 
non-switch 

Memory 
IgM only 

Memory 
switched 

Plasmablasts 

PBS 0.2±0.3 0.0±0 0.3±0.5 0.5±1 0.3±0.6 
VF1 0.6±0.5 1±0.1 0±0 0.3±0.5 0.3±0.6 
      
LV-Syn1 0.4±1.1 1±0.9 0.2±0.3 0±0 0.3±0.6 
LV-Syn1+VF1 62±26 23±3.3 16±13 41±11 32±13 
      
LV-Syn2 1±0.1 4±5.2 5±6 4±5.3 1.00±1.4 
LV-Syn2+VF1 52±29 29±15 27±34 26±30 29±8.5 
      
LV-VSVG 0.1±0.1 9±8.4 4±4 10±16 2±1.1 
LV-VSVG+VF1 14±14 18±16 12±11 20±11 nd 
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Table 4. Functional B cells are stably transduced by syncytin-pseudotyped LV 
 

 

 

Legend: Data were obtained from human PBMCs of 6 different healthy donors. Cellular division was measured by CFSE labeling following transduction with 

LV-Syn1 or LV-Syn2 encoding delta-NGFR. Cells were cultured in the absence or presence of CD40L [2µg/mL] and/or IL-21 [50ng/mL]. After 3 and 6 days 

culture, B cell transduction (ie, NGFR expression), B cell proliferation (ie, CFSE dilution) and the frequency of CD19+ CD27++ CD38+ plasmablasts were 

determined by FACS. 

 

 
  

 Day 3 Day 6 
 

 IL-21 IL-21 + CD40L IL-21 IL-21 + CD40L 

Percentage LV-Syn1 LV-Syn2 LV-Syn1 LV-Syn2 LV-Syn1 LV-Syn2 LV-Syn1 LV-Syn2 

 
NGFR+ B cells  

 
37.2 ± 5.3 

 
60.2 ± 8 

 
26.8 ± 9.4 

 
45.8 ± 11.5 

 
39.8 ± 9.4 

 
45.3 ± 6.9 

 
17.3 ± 2.7 

 
23.3 ± 6.8 

         
NGFR+ dividing B cells   25.2 ± 15.7 16.7 ± 6 77.5 ± 16.4 82.3 ± 10 28.8 ± 12.8 28.7 ± 14.1 93.2 ± 3.4 93.5 ± 4 
 
NGFR-neg dividing B cells  
 

 
35.3 ± 16.7 

 
34.2 ± 17 

 
85.8 ± 7.4 

 
91.0 ± 4.4 

 
40.5 ± 18.9 

 
31.7 ± 8.6 

 
94.8 ± 1.2 

 
95.2 ± 1.5 

plasmablasts in NGFR+ B cells 
 

4.4 ± 2.0 5.7 ± 2.7 13.6 ± 3.7 14.1 ± 4.4 17.8 ± 7.9 18.2 ± 10.2 29.8 ± 13.1 28.9 ± 9.6 

plasmablasts in NGFR-neg B 
cells 
 

4.7 ± 1.2 6.0 ± 3.0 15.8 ± 5.7 14.5 ± 5.6 20.8 ± 14.1 16.3 ± 12 32.7 ± 15 30.2 ± 10.9 
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Supplementary Materials: 

  

 

 

Fig. S1: Gene transfer with LV-Syn vectors is enhanced by VF1, stable over time and 

vector dose-dependent. 

A. Transduction of BeWO cells with LV-Syn2 vector encoding GFP (1E+05 TU/mL). In these 

experiments, protamine sulfate (PS) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) and polybrene (PB) (Sigma-Aldrich) 

were respectively used at final concentrations of 8µg/mL and 6 µg/mL in the transduction culture 

medium. 

B. Dose-dependent increase in transduction of 293T cells and stability of transduction over time. 293T 

cells were transduced with increasing concentrations of LV-Syn1 encoding GFP (concentrations based 

on transducing units (TU)/mL defined by FACS titration on 293T cells in the presence of VF1). Cells 

were cultured for the indicated times (d=days) at which GFP expression was measured by FACS. 

Results are expressed as percentage of GFP+ cells in the culture. Results of 1 experiment 

representative of 4. 

C. Cells transduced as in (B) were tested at day 3 to correlate GFP expression and proviral integration 

with quantification of vector copy number per cell (VCN) by qPCR.  

D-E.  Representative FACS plot showing the dose-dependent transduction of 293T cells. Increasing 

concentrations of LV-Syn1 (E) or LV-Syn2 (F) expressing GFP (titered as in B) were used to transduce 

293T cells in the absence or in the presence of VF1. FACS analysis was performed at day 3. Results 

are representative of 5 separate experiments. 
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Fig. S2:  Experimental schema and gating strategy for human PBMC analyses. 

A. Treatment schema for infection of PBMC with LV-Syn.  

B. FACS gating strategy to analyse the transduction of various B cell subpopulations 
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Fig. S3: Experimental schema and gating strategy for murine analyses. 

A. FACS gating strategy to analyze the transduction of spleen B and T cells 

B. FACS gating strategy to analyse the transduction of bone marrow cells.  
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Fig. S4: Receptor expression on human cell lines.  

Immunostaining for ASCT2 and MFSD2a on HEK293T cells and HCT116 cells. Histograms represent 

the mean fluorescence intensity (MFI) of unstained negative control cells (black), cells stained with 

irrelevant IgG and the Alexa 647-conjugated secondary antibody (red), cells stained with the anti-ASCT2 

and secondary antibody (blue) and cells stained with anti-MFSD2a and secondary antibody (purple).  
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Table S1 : Transduction of PBMC with LV-Syn1 and LV-Syn2 in the presence of VF-1 . 

 

 

  No vector LV-Syn1 LV-Syn2 LV-VSVG 

 VF1 - + - + - + - + 

Prior activation with IL-7 
Average ± SD 0.1±0.1 0.3±0.2 1.0±0.1 12.7±14.6* 1.7±1 4.5±2.7* 5.9±7.8* 5.4±1* 
N 9 7 3 9 3 7 9 6 

Non-activated PBMC 
Average ± SD 0.2±0.2 0.7±0.7 2.7±3.3 5.7±6.7* 1.4±1.6 0.8±0.5 4.0±2.0* 6.0±2.5* 
N 6 6 2 6 2 6 6 6 

 

Legend : Average percentage ± SD of total nucleated cells (CD45+) expressing GFP, 3 days after 

infection of PBMC. The cells were preactivated with IL-7 or not as indicated, and were transduced with 

indicated LV in the presence or absence of Vectofusin-1 (VF1). PBMC were obtained from different 

donors and the number of donors (n) tested is indicated. Data obtained from 3 experiments without VF1 

and 7 to 9 experiments with VF1. 

(*) p<0.05 compared to “no vector” in a paired Student’s t test   
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Table S2: FACS antibody listing. 

 
Marker Fluorochrome Clone Supplier 

Human panels 

CD3 PE HIT3α BD Biosciences 

CD1a PE HI149 BD Biosciences 

CD19 Alexa700 HIB19 BD Biosciences 

CD45 APC-H7 2D1 BD Biosciences 

IgD APC-H7 IA6-2 BD Biosciences 

IgM PE-CF594 G20-127 BD Biosciences 

CD27 PECy7 M-T271 BD Biosciences 

CD11c V450 B-ly6 BD Biosciences 

CD271 APC REA844 Miltenyi 

ASCT2 Non coupled Polyclonal Abcam 

MFSD2a Non coupled Polyclonal Origene 

Murine panels 

CD19 PE 553786 BD Biosciences 

B220 FITC RA3-6B2 BD Biosciences 

CD3 Pacific Blue 17A2 BD Biosciences 

CD24 Alexa 700 910019 R&D Systems 

CD19 PE-CF594 1D3 BD Biosciences 

CD43 PE-Cy7 1B11 BD Biosciences 

CD11b APC M1/70 BD Biosciences 

 

 

Table S3: Primer sequences. 

 
  

Primer name Sequence 

Analysis of syncytin receptors by qPCR 

hASTC2_F 5’- GGCTTGGTAGTGTTTGCCAT- 3’ 

hASCT2_R 5’-GGGCAAAGAGTAAACCCACA- 3’ 

hMFSD2a_F 5’ -CTCCTGGCCATCATGCTCTC- 3’ 

hMFSD2a_R 5’ -GGCCACCAAGATGAGAAA- 3’ 

hTFIID_F 5’-ACGGACAACTGCGTTGATTTT- 3’ 

hTFIID_R 5’ -ACTTAGCTGGGAAGCCCAAC-3’ 

mLy6e_F 5’ CGGGCTTTGGGAATGTCAAC 3’ 

mLy6e_R 5’ GTGGGATACTGGCACGAAGT 3’ 

mP0_F 5’ CTCCAAGCAGATGCAGCACA 3’ 

mP0_R 5’ ATAGCCTTGCGCATCATGGT 3’ 

Measure of VCN by qPCR 

PSI_F 5’ CAGGACTCGGCTTGCTGAAG 3’ 

PSI_R 5’ TCCCCCGCTTAATACTGACG 3’ 

PSI_P.FAM 5’ CGCACGGCAAGAGGCGAGG 3’ 

TitinMex5.3_F 5’ AAAACGAGCAGTGACGTGAGC  3’ 

TitinMex5.3_R 5’ TTCAGTCATGCTGCTAGCGC 3’ 

TitinMex5.3_P.VIC 5’ TGCACGGAAGCGTCTCGTCTCAGTC  3’ 

hAlb_F 5’ GCTGTGATCTCTTGTGGGCTGT 3’ 

hAlb_R 5’ ACTCATGGGAGCTGCTGGTTC 3’ 

hAlb_P.VIC 5’ CCTGTCATGCCCACACAAATCTCTCC 3’ 

Detection of provirus by standard PCR 

PSI_F 5' AGCCTCAATAAAGCTTGCC 3'  

WPRE_R 5' TCTGATCCTGTCGTAAGGG 3' 
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Partie 3 :  Etude de l’efficacité de transduction du 

poumon par des vecteurs lentiviraux pseudotypés 

par la Syncytine A après injection IV 

 

Brevet PCT/EP2018/078809, publié le 25 avril 2019 par la « World Intellectual Property 

Organization » sous le numéro WO2019/077150AI. 

 

Use of syncytin for targeting drug and gene delivery to lung tissue 

Anne GALY, Youna COQUIN, Maxime FERRAND 

Genethon, UMR_S951, Univ. Evry, Université Paris Saclay, EPHE, Evry, France 
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Contexte de l’étude 

Lors de l’étude de la biodistribution du vecteur LV-SynA après injection par voie 

systémique, nous avons pu remarquer, comme décrit dans la partie précédente, un tropisme 

pour la rate. Lorsque nous avons réalisé ces études, nous avons constaté un signal de 

transduction au niveau pulmonaire chez la souris. Les travaux exposés ci-après ont fait l’objet 

de la publication d’un brevet déposé en octobre 2017 et publié en avril 2019 auprès de la 

World Intellectual Property Organization, disponible en annexe à la fin de ce manuscrit. Ma 

contribution à ce travail a consisté en l’étude de la transduction du poumon par les LV-Syn in 

vivo et in vitro. Les études concernant les réponses immunitaires ont été menées en parallèle 

dans le laboratoire. 

 

3.1. Introduction 

Le poumon est un organe du système respiratoire responsable des échanges gazeux, 

pouvant être un organe cible de stratégies de thérapie génique, notamment pour le traitement 

de la mucoviscidose, une maladie autosomale récessive due à une mutation du gène CFTR 

(Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator). De nombreuses approches ont été 

étudiées pour réaliser un transfert de gène CFTR (Marquez Loza et al. 2019). 

Les premières études de thérapie génique de la mucoviscidose ont eu recours à 

l’utilisation de vecteurs de type adénoviraux, pour leur large capacité d’encapsidation. 

Cependant, ces vecteurs ne permettent pas un transfert de gènes efficace et persistant au 

niveau des cellules de l’épithélium alvéolaire, nécessitant des réadministrations régulières du 

vecteur pour avoir un maintien de l’effet (Grubb et al., 1994; Pickles et al., 1998; Walters et al., 

1999). Or les vecteurs de type adénoviraux induisent des réponses immunitaires cellulaires et 

humorales, et ne peuvent donc pas être réadministrés (Zabner et al., 1996). Des vecteurs de 

type rAAVs (Moss et al., 2007; Wagner et al., 1998) et des vecteurs non viraux tels que des 

liposomes (Hyde et al., 2000) ont également été utilisés par voie intra-nasale ou intra-

sinusoïdale dans des essais de thérapie génique de la mucoviscidose. Ces approches 

nécessitent des administrations répétées et ne permettent pas d’obtenir un transfert de gène 

efficace. 

Les vecteurs lentiviraux représentent des outils de transfert de gènes intéressants dans 

ce contexte, car ils possèdent une large capacité d’encapsidation et ont la capacité d’intégrer 

leur matériel génétique dans le génome de leurs cellules cibles, évitant ainsi les 

réadministrations répétées de vecteurs. Les vecteurs lentiviraux présentent également un 
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avantage en termes de réponses immunitaires en comparaison des vecteurs adénoviraux ou 

AAVs.  

Les vecteurs lentiviraux (LVs) peuvent être pseudotypés par différentes glycoprotéines 

d’enveloppe, ce qui permet de moduler le tropisme des vecteurs (la glycoprotéine d’enveloppe 

étant responsable de la reconnaissance du récepteur à la surface de la cellule cible et de la 

fusion entre le vecteur et la cellule). L’immunogénicité du vecteur LV dépend également de la 

glycoprotéine d’enveloppe. 

Différentes glycoprotéines ont ainsi été utilisées pour pseudotyper des vecteurs 

lentiviraux afin de leur conférer un tropisme pour les cellules épithéliales des voies aériennes, 

telles que les glycoprotéines du filovirus (Kobinger et al., 2001), du baculovirus (Sinn et al., 

2017), du virus influenza (Patel et al., 2013) ou encore du virus de Sendai (Griesenbach et al., 

2012; Kobayashi et al., 2003; Mitomo et al., 2010).  

L’administration des vecteurs pour ces différentes approches reposent sur l’utilisation 

d’aérosols par voie intra-nasale, or chez les patients atteints de mucoviscidose, une forte 

sécrétion de mucus entraîne une barrière physique aux cellules de l’épithélium alvéolaire, le 

développement de nouveaux outils permettant une administration par voie systémique est 

donc d’un intérêt majeur pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Les syncytines sont des glycoprotéines d’enveloppe d’origine rétrovirale qui possèdent 

de fortes propriétés fusogéniques. De plus, elles sont endogènes, ayant été intégrées dans le 

génome des vertébrés il y a plusieurs millions d’années. Nous avons précédemment montré 

la possibilité de pseudotyper des vecteurs lentiviraux par la syncytine A, présente chez les 

rongeurs. Des études de biodistribution de ce vecteur LV-SynA chez la souris ont permis de 

mettre en évidence un ciblage pulmonaire après injection par voie intra-veineuse de ce 

vecteur. Nous avons également étudié l’efficacité de transduction de cellules humaines 

pulmonaires en culture avec ces vecteurs. Nous avons également étudié l’immunogénicité de 

ce vecteur après injection IV chez la souris. 

 

3.2. Matériels et méthodes 

3.2.1. Lignées cellulaires 

Les cellules de lymphome B murin A20.IIa (fournies généreusement par le Pr. Sylvain 

Fisson) ont été cultivées dans du milieu RPMI supplémenté de 10% de SVF (Eurobio), 1% de 

Glutamax (Life Technologies), 1% de pénicilline-streptomycine (Life Technologies), 1mM de 
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sodium pyruvate (Life Technologies) et 50µM de β-mercaptoéthanol (Sigma). Les cellules de 

fibroblastes pulmonaires humains MRC5 (ATCC, CCL-171™) ont été cultivées dans du milieu 

EMEM (Eagle Minimum Essential Medium) (ATCC) supplémenté de 10% de SVF, 1% de 

Glutamax et 1% de pénicilline-streptomycine et les cellules épithéliales de poumon humaines 

HSAEC (Human Small Airway Epithelial Cells, ATCC, PCS-301-010™) ont été cultivées dans 

du milieu Airway Epithelial Cell Basal Medium (ATCC) supplémenté du Bronchial Epithelial 

Growth Kit (ATCC, PCS-300-040™). Les cellules ont été transduites par des vecteurs 

lentiviraux pseudotypés avec la syncytine-1, -2, -1 ou –B, codant pour le ΔNGFR à des doses 

de 1.10E+05 et 5.10E+05 IG/mL en présence de 12µg/mL de Vectofusin-1® (Miltenyi Biotec) 

dans un volume final de 200µL. Après 6h de transduction à 37°C, le milieu de culture est 

renouvelé et les cellules sont gardées en culture pendant 7 jours. 

 

3.2.2. Production de vecteurs lentiviraux pseudotypés par les 

syncytines 

Les cellules productrices HEK293T ont été transfectées à l’aide du phosphate de 

calcium pendant la nuit avec les 4 plasmides suivants (quantités par flasque) : pKLgagpol 

(14.6µg) ; pKRev (5.6µg) ; pcDNA3.1-SyncytinA (20µg), pcDNA3.1-SyncytinB (20µg), 

pcDNA3.1-Syncytin1 (20µg) ou pcDNA3.1-Syncytin2 (20µg) pour le plasmide d’enveloppe, et 

pour le plasmide de transfert codant pour le transgène soit PRRL-SFFV-LucII-WPRE (22.5µg) 

codant pour la luciférase LucII sous le contrôle du promoteur ubiquitaire SFFV (Spleen Focus 

Forming Virus) ou PRRL-PGK-dNGFR-WPRE (22.5µg) codant pour le ΔNGFR (forme 

tronquée du Nerve Growth Factor Receptor) sous le contrôle du promoteur fort ubiquitaire 

PGK ou le plasmide PCCL-PGK-GFP-HY (22.5µg) codant pour la protéine de fusion GFP-HY 

sous le contrôle du promoteur PGK. Le milieu de culture a été renouvelé le lendemain, le milieu 

de transfection a été aspiré et du milieu DMEM complet frais a été ajouté. 24h plus tard, le 

surnageant de culture a été récolté, clarifié par centrifugation 1500rpm 5min et filtré sur acétate 

de cellulose 0.45µm, puis concentré par ultracentrifugation à 50000G pendant 2h à 12°C. Les 

particules lentivirales ont été re-suspendues dans du PBS puis aliquotées et conservées à -

80°C. Les vecteurs LV pseudotypés par VSVG ont également été produits par transfection 

transitoire comme reporté précédemment (Merten et al., 2010). 
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3.2.3. Animaux 

Les souris C57BL/6 albinos (B6N-Tyrc-Brd/BrdCrCrl) mâles ou femelles agées de 6 

semaines (Charles River) ont été injectées avec 100µL de vecteur LV-SynA-LucII (équivalent 

à 5.10E+05 IGA20 par souris) ou 100µL de PBS pour les contrôles par voie intra-veineuse au 

niveau de la veine de la queue. Les souris sont analysées en bioluminescence une fois par 

semaine pendant 3 semaines et sont sacrifiées 21 jours post-injection par élongation cervicale. 

Les poumons sont prélevés après sacrifice, le poumon droit est utilisé frais pour réaliser les 

analyses par qPCR et le poumon gauche est fixé en formaline pendant la nuit avant inclusion 

en paraffine pour faire des immuno-marquages sur coupes histologiques.  

Pour les études concernant les réponses immunes, les souris C57BL/6 femelles âgées 

de 6 semaines (Charles River) ont été injectées avec 100µL de vecteur LV-SynA-GFP_HY 

(équivalent à 4.10E+09 pp/souris) ou 100µL de vecteur LV-VSVG-GFP_HY (équivalent à 

4.10E+09 pp/souris) ou 100µL de PBS pour les contrôles par voie intra-veineuse dans la veine 

de la queue.  

Les études chez la souris ont été réalisées en accord avec la directive européenne 

2010/62/UE, après approbation par le Ministère Français de la Recherche et de l’Innovation 

de la demande d’étude numéro APAFIS#3744-2016012210018523 après consultation du 

comité d’éthique numéro 51. L’utilisation des OGMs a été approuvée par le Ministère de la 

Recherche et de l’Innovation sous le numéro d’agrément 3664. 

 

3.2.4. Analyse de la bioluminescence par imagerie de la luciférase in 

vivo 

Les souris ont été anesthésiées avec de la kétamine (120mg/kg) et xylazine (6mg/kg) 

puis ont été injectées avec 75mg/kg de D-Luciférine (Interchim) par voie intra-péritonéale. Les 

souris ont été imagées 10min après l’injection de D-Luciférine à l’aide de l’appareil Ivis Lumina 

III (Perkin-Elmer) utilisant une caméra CCD ISO14N4191. La durée d’exposition pour 

l’acquisition des images est de 3 minutes. Les régions d’intérêt ont été dessinées 

manuellement sur les images obtenues, en utilisant le même cache pour toutes les souris. Les 

intensités de signal ont été mesurées à l’aide du logiciel living image 3.2 et sont exprimées en 

photons par seconde. Le bruit de fond du signal a été déterminé sur les mêmes régions 

d’intérêt chez des souris contrôles n’ayant pas reçu de vecteur. 
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3.2.5. Isolement des cellules de poumon de souris 

Les poumons ont été perfusés avec de la collagénase IV (1mg/mL) et DNase I 

(50µg/mL, Roche) et incubés à 37°C pendant 45 minutes. La réaction est arrêtée par ajout 

d’EDTA (100mM). Les cellules ont ensuite été isolées par dilacération sur un filtre de 70µm 

dans du milieu RPMI, puis lavées en PBS et congelées en culots secs à -20°C. 

 

3.2.6. qPCR  

L’ADN génomique a été extrait à partir des culots cellulaires des différentes lignées 

testées ou des cellules de poumon de souris à l’aide du kit Wizard® Genomic DNA Purification 

Kit (Promega). Une qPCR en duplex a été réalisée sur les ADNg ainsi obtenus, en utilisant la 

séquence provirale PSI et la séquence TitinMex5 comme gène normalisateur pour les ADN 

d’origine murine ou Albumine comme  gène normalisateur pour les ADN d’origine humaine 

(voir les séquences  des sondes et amorces dans le Tableau 9. Le mix de qPCR utilisé est 

ABsolute qPCR ROX mix (Thermo Scientific), et les résutats ont été obtenus sur l’appareil 

iCycler 7900HT (Applied Biosystems) à l’aide du logiciel SDS 2.4 ou sur le LightCycler480 

(Roche) à l’aide du logiciel LightCycler® 480 SW 1.5.1. 

 

PSI_F 5’ CAGGACTCGGCTTGCTGAAG 3’ 

PSI_R 5’ TCCCCCGCTTAATACTGACG 3’ 

PSI_P.FAM 5’ CGCACGGCAAGAGGCGAGG 3’ 

TitinMex5.3_F 5’ AAAACGAGCAGTGACGTGAGC  3’ 

TitinMex5.3_R 5’ TTCAGTCATGCTGCTAGCGC 3’ 

TitinMex5.3_P.VIC 5’ TGCACGGAAGCGTCTCGTCTCAGTC  3’ 

hAlb_F 5’ GCTGTGATCTCTTGTGGGCTGT 3’ 

hAlb_R 5’ ACTCATGGGAGCTGCTGGTTC 3’ 

hAlb_P.VIC 5’ CCTGTCATGCCCACACAAATCTCTCC 3’ 

 

Tableau 9 : Sondes et amorces utilisées en qPCR 

 

3.2.7. PCR sur les poumons de souris 

Une PCR a été réalisée sur les ADNg du poumon (extraction décrite dans le 

paragraphe ci-dessus « qPCR ») en utilisant la TaqPhusion (Thermo Scientific). Les amorces 
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suivantes sont utilisées à une concentration de 0.1µM : PSI_F : 5’ 

AGCCTCAATAAAGCTTGCC 3’ et RRE_R 5’ TCTGATCCTGTCGTAAGGG 3’. Le programme 

de PCR utilisé est le suivant : 98°C 30s --> (98°C 10s, 61°C 30s, 72°C 45s) x35 --> 72°C 5min. 

Le produit de PCR obtenu a été déposé sur un gel d’agarose 2% pour électrophorèse, la taille 

de la bande attendue est de 489pb. 

 

3.2.8. Immuno-marquages sur coupes histologiques de poumon 

Les poumons inclus en paraffine ont été coupés au microtome en coupes de 4µm. 

Après saturation en PBS-BSA 5% pendant 30min à température ambiante, les coupes ont été 

incubées avec un anticorps anti-luciférase (Novus Biologicals) dilué au 1/100 dans du PBS-

BSA 0.1% pendant la nuit à +4°C. Après lavage en PBS, l’anticorps secondaire âne anti-

chèvre couplé à l’Alexa594 (Invitrogen) dilué au 1/1000ème a été incubé pendant 1h30 à 

température ambiante. Les lames sont montées avec du milieu de montage Fluoromount DAPI 

(Southern Biotech). 

 

3.2.9. Détermination de réponses immunes par ELISpot 

Les ELISpots (IFN-γ enzyme-linked immunospot assay) ont été réalisés en cultivant 

les splénocytes à raison de 1E+06 cellules par puits en plaque MAHAS45 (Millipore) coatées 

avec un anticorps anti-IFN-γ (eBiosciences) dans un milieu de stimulation contenant 2µg/mL 

de peptide Uty, ou 2µg/mL de peptide Dby ou 5µg/mL de Concanavalin A (Sigma) pendant 

24h à 37°C. Les cellules ont ensuite été lavées et la sécrétion d’IFN-γ a été révélée avec un 

anticorps biotinylé anti-IFN-γ (eBiosciences) puis avec une Streptavidine-Phosphatase 

Alcaline (Roche Diagnostics) et enfin par le substrat BCIP/NBT (Mabtech). Les spots ont été 

comptés à l’aide du lecteur AID (Cepheid Benelux) et du logiciel AID ELISpot Reader v6.0. 

Les unités formant spot (SFU) ont été représentées après soustraction des valeurs des 

splénocytes non stimulés correspondant au bruit de fond. 

 

3.2.10. Dosage des cytokines par CBA (Cytokinic Bead Array) 

Les splénocytes ont été cultivés à raison de 1E+06 cellules par puits dans du milieu de 

stimulation contenant 2µg/mL de peptide Uty, ou 2µg/mL de peptide Dby ou 5µg/mL de 

Concanavalin A pendant 36h à 37°C en plaque 96 puits. Les surnageants de culture ont 
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ensuite été conservés à -80°C jusqu’à titration. Les dosages des cytokines par CBA ont été 

réalisés à l’aide des kits BD Biosciences flex kits (IL-6, IFN-γ, TNFα et RANTES). Les billes 

de capture avec différentes intensités de fluorescence ont été mélangées avec les anticorps 

de capture spécifiques des cytokines. 25µL de ce mélange billes-anticorps ont été mélangés 

avec 25µL de surnageant de culture puis incubés pendant 1h à température ambiante. Les 

anticorps spécifiques des différentes cytokines couplés au PE ont ensuite été ajoutés puis 

incubés pendant 1h à température ambiante.  Les billes ont ensuite été lavées et les données 

ont été acquises à l’aide du LSR-II (BD Biosciences) et l’analyse réalisée à l’aide du logiciel 

FCAP (BD Biosciences). 

 

3.2.11. Statistiques 

Les statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 7. 

 

3.3. Résultats 

3.3.1. Transduction du poumon chez la souris après une injection IV 

de LV-SynA 

Afin de déterminer la biodistribution des vecteurs LV pseudotypés par la Syncytine-A 

chez la souris, un vecteur LV-SynA codant pour la luciférase LucII a été injecté par voie intra-

veineuse chez des souris C57BL/6 albinos de 6 semaines. Une analyse du signal de 

bioluminescence a été réalisée à différents points temps (1, 2 et 3 semaines post-injection) 

afin de déterminer l’intensité et la localisation du signal. Dès 7 jours post-injection (premier 

point temps testé), un signal de bioluminescence est observé au niveau du poumon sur le dos 

des souris injectées avec le vecteur LV-SynA-LucII (Figure 33), un signal est également 

détecté chez ces souris au niveau de la rate. La biodistribution du vecteur est très différente 

de celle du vecteur LV-VSVG-LucII qui, sans surprise, cible majoritairement le foie.  
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Figure 33 : Bioluminescence chez des souris injectées en IV par des vecteurs LV-SynA et LV-
VSVG 

Le signal de bioluminescence est mesuré à j7, j14 et j21 post-injection à l’aide de l’Ivis Lumina. A : 
souris injectée par du PBS ; B : souris injectée par un vecteur LV-VSVG ; C : souris injectée par un 
vecteur LV-SynA. Les images sont représentatives de n=11 souris pour le groupe PBS, n=18 souris 

pour le groupe LV-SynA et n=4 souris pour le groupe LV-VSVG, à j21 post-injection. 

 

Nous avons pu quantifier le signal de bioluminescence au niveau du poumon, qui est 

de 1.8E+06 ±3.6 photons/seconde à j7, 3.1E+05 ±5.5 photons/seconde à j14 et 1.0E+06 ±1.7 

photons/seconde à j21 post-injection pour LV-SynA et 5.4E+07 ±5.1 photons/seconde à j7, 

4.3E+07 ±5.0 photons/seconde à j14 et 2.4E+07 ±3.9 photons/seconde à j21 post-injection pour 

LV-VSVG. La cinétique du signal montre qu’il est stable sur la durée de l’étude (3 semaines) 

(Figure 34). 
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Figure 34 : Cinétique du signal de bioluminescence au niveau pulmonaire chez les souris 
injectées par les LV-SynA  

Les analyses de bioluminescence ont été réalisées à j7, j14 ou j21 post-injection en IV du vecteur LV-
SynA ou LV-VSVG. Le flux de photons par secondes a été mesuré sur le dos des souris en appliquant 

le même cache au niveau de la région d’intérêt au niveau pulmonaire pour tous les animaux.   

 

 

Des analyses par qPCR ont été réalisées sur différents organes après sacrifice à 3 

semaines post-injection, afin d’évaluer l’efficacité de transduction des vecteurs, et pour 

déterminer leur biodistribution (Figure 35). Aucune intégration du provirus n’est retrouvée au 

niveau du cerveau, du rein, du thymus, du cœur, de l’estomac ou encore du bulbe olfactif. En 

revanche, une intégration des vecteurs LV-SynA est détectée dans la rate et majoritairement 

au niveau du poumon (sur cellules pulmonaires totales) et de façon plus forte que LV-VSVG. 

De plus, les vecteurs LV-SynA ne sont pas intégrés dans les cellules hépatiques, 

contrairement aux vecteurs LV-VSVG. Les provirus ne sont pas retrouvés non plus au niveau 

du cœur, du pancréas, de l’intestin, de l’estomac, ni du bulbe olfactif (données non montrées). 

 

d 7 d 1 4 d 2 1

1 0 2

1 0 3

1 0 4

1 0 5

1 0 6

1 0 7

1 0 8

1 0 9

B
io

lu
m

in
e

s
c

e
n

c
e

(p
h

o
to

n
/s

e
c

)

P B S

L V -S y n A

L V -V S V g



 

153 
  

 

Figure 35 : Evaluation de la biodistribution des vecteurs LV-SynA in vivo par voie IV chez la 
souris par qPCR 

Analyse qPCR de cellules de rate, poumon, foie, thymus, rein et cerveau isolées 3 semaines post-
injection, afin de déterminer le nombre de copies de vecteur par cellule. Les statistiques ont été 

réalisées à l’aide d’un test de Kruskall-Wallis. 

 

 

Afin de confirmer la présence du provirus du LV-SynA au niveau des cellules 

pulmonaires, une PCR utilisant des amorces différentes a été réalisée. La présence de la 

bande attendue pour la séquence provirale PSI-WPRE dans les ADNg de poumons injectés 

par la LV-SynA confirme bien l’efficacité de transduction de ces vecteurs, après une seule 

injection IV chez la souris (Figure 36). 
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Figure 36 : Amplification d'un signal PSI-WPRE dans les poumons de souris injectées par les 
vecteurs LV-SynA et LV-VSVG par voie IV  

Amplification par PCR et migration sur gel d’agarosee d’un fragment du provirus (PSI-WPRE) de 
489pb sur des ADNg de poumons isolés 3 semaines post-injection par voie intra-veineuse de vecteurs 

LV-SynA ou LV-VSVG. Le plasmide PRRL-SFFV-LucII-WPRE sert de contrôle positif. 

 

 

Des immuno-histo-marquages du transgène, la luciférase, ont ensuite été réalisés sur 

coupes de poumons paraffinés. La luciférase est bien exprimée par les poumons de souris 

ayant reçu du LV-SynA (Figure 37). La luciférase semble être exprimée par des cellules 

formant l’épithélium bronchique, des études complémentaires sont nécessaires pour affirmer 

la localisation pulmonaire du transgène après transfert de gènes par les LV-SynA. 
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Figure 37 : Immuno-histo-marquage de la luciférase sur coupe de poumon après injection IV de 
LV-SynA  

Les coupes de poumons de souris sont marquées avec du DAPI (bleu) et un anticorps anti-luciférase 
couplé à l’Alexa594 (rouge). A gauche : souris injectées par voie IV par du PBS, à droite : souris 

injectées par voie IV par un vecteur LV-SynA. Images représentatives de n=8 échantillons. 

 

3.3.2. Transduction in vitro de cellules pulmonaires humaines par 

les LV-Syn 

Les vecteurs lentiviraux pseudotypés par les syncytines (LV-SynA, -SynB, -Syn1 et -

Syn2) permettent une transduction efficace de la lignée de fibroblastes pulmonaires humains 

MRC5. L’intégration des vecteurs dans ces cellules est mesurée par qPCR après 7 jours de 

culture. Le vecteur LV-VSVG a été rajouté dans cette expérience comme contrôle positif, à 

une dose 10 fois supérieure (1E+06 IG/mL) à la dose testée pour les LV-Syn (1E+05 IG/mL). 

Les vecteurs pseudotypés syncytines permettent une transduction des cellules pulmonaires 

MRC5, avec 0.65 ±0.12 copie de vecteur par cellule avec les LV-SynA, 0.15 ±0.1 copie de 

vecteur par cellule et de façon remarquable 2.85  ±1.40 copies de vecteur par cellule avec les 

LV-Syn2 (Figure 38). 
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Figure 38 : Intégration des vecteurs LV-Syn dans les cellules MRC5 à 7 jours post-transduction  

Détermination du nombre de copies de vecteur par cellule par qPCR, sur une lignée de fibroblastes 
pulmonaires humains (MRC5) 7 jours post-transduction par les LV-SynA, -SynB, -Syn1 et -Syn2 par 

rapport au contrôle sans vecteur et au contrôle positif LV-VSVG. Résultats représentatifs de n=3 
expériences indépendantes, en moyenne avec les écarts-type. 

 

 

Afin de se rapprocher au maximum des conditions in vivo, l’efficacité de transduction 

des LV-Syn a ensuite été évaluée sur des cellules HSAEC (Human Small Airway Epithelial 

Cells), qui sont des cellules primaires humaines d’épithélium des voies respiratoires 

inférieures. Les vecteurs LV pseudotypés par les syncytines permettent une transduction 

efficace de ces cellules après 7 jours de culture post-transduction. Les LV-Syn1 permettent en 

effet l’intégration de 0.11 ±0.02 copie de vecteur par cellule, les LV-SynA 0.15 ±0.04 copie de 

vecteurs par cellule et les LV pseudotypés Syncytine-2 permettent cette fois encore d’obtenir 

le plus fort niveau de transduction avec 0.82 ±0.12 copie de vecteur intégré par cellule (Figure 

39). La transduction observée des cellules HSAEC est stable au cours du temps avec les 

différents vecteurs testés, au moins jusqu’à 30 jours post-transduction (données non 

montrées). 
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Figure 39 : Intégration des vecteurs LV-Syn dans les cellules HSAEC 7 jours post-transduction 

 Détermination du nombre de copies de vecteur par cellules par qPCR, 7 jours post-transduction sur 
des cellules primaires épithéliales des voies aériennes humaines (HSAEC) par les vecteurs LV-SynA, 

-Syn1 et -Syn2 par rapport au contrôle sans vecteur. Résultats représentatifs de n=5 expériences 
indépendantes, en moyenne avec les écarts-type. 

 

3.3.3. Expression du récepteur Ly6e  

Nous avons étudié l’expression du récepteur à la syncytine A murine sur différentes 

lignées cellulaires, et comparé l’expression du récepteur avec l’efficacité de transduction des 

LV-SynA. Concernant le récepteur Ly6e murin (mLy6e), les lignées NIH/3T3, C2C12 et A20.IIa 

ont été analysées. Des cellules de poumon total de souris C57BL/6 ont également été 

analysées comme contrôle, des études ayant montré la forte expression de mLy6e au niveau 

de cet organe (Bacquin et al., 2017), et nous retrouvons bien dans cette étude une forte 

expression du récepteur au niveau des cellules pulmonaires (Figure 40A). Les cellules A20.IIa 

expriment le récepteur mLy6e (Figure 40A) et sont fortement transduites par les LV-SynA 

(Figure 40B). Les cellules NIH/3T3 et C2C12 ne sont pas permissives aux LV-SynA (Figure 

40B), pourtant les cellules C2C12 expriment le récepteur mLy6e (Figure 40A).  

Nous avons également étudié l’expression de la forme humaine du Ly6e (hLy6e) sur 

différentes lignées cellulaires : HEK293T, HCT116, WI26VA4, Jurkat, RAJI et MRC5. Les 

cellules MRC5 (fibroblastes pulmonaires) sont les cellules exprimant le plus fortement (parmi 

le panel de lignées testées) le récepteur hLy6e (Figure 40C) et ce sont également les cellules 

qui sont le plus efficacement transduites par les LV-SynA (Figure 40D). Les cellules HEK293T 

et HCT116 expriment de façon très faible le récepteur hLy6e (Figure 40C) et ne sont pas 

transduites par les LV-SynA (Figure 40D). Les cellules WI26VA4 expriment hLy6e (Figure 

40C) mais ne sont pas transduites par les LV-SynA (Figure 40D). Les cellules Jurkat expriment 
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faiblement le hLy6e et les cellules RAJI ne l’expriment pas (Figure 40C), mais ces lignées 

cellulaires sont transduites par les LV-SynA (Figure 40D). 

 

 

 

Figure 40 : Expression des récepteurs mLy6e et hLy6e sur différentes lignées cellulaires avec 
les efficacités de transduction des vecteurs LV-SynA 

Les ARNm de différentes lignées cellulaires ont été extraits afin de les convertir en ADNc et d’évaluer 
l’expression du récepteur Ly6e murin (A) ou humain (C) par RT-qPCR. Les résultats de la 

transduction des mêmes lignées cellulaires par un vecteur LV-SynA à une dose de 1E+05 IG/mL en 
présence de Vectofusin-1 (12µg/mL) ont été évalués par cytométrie en flux 7 jours post-transduction 
sur les mêmes lignées murines (B) à savoir NIH/3T3, C2C23, A20.IIa et humaines (D) c’est-à-dire les 

cellules HEK293T, HCT116, WI26VA4, Jurkat, RAJI et MRC5.  

 

L’expression du récepteur à elle seule ne conditionne donc pas l’entrée du vecteur 

dans la cellule, laissant supposer l’existence d’un co-récepteur ou d’un autre récepteur. 
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3.3.4. Etude des réponses immunes contre le transgène après 

injection IV de LV-SynA par rapport aux LV-VSVG 

L’étude des réponses immunes induites par les vecteurs pseudotypés par la syncytin 

A a été réalisée par M. Ferrand dans le laboratoire, avec des lots de vecteurs que j’ai produit.  

Les réponses immunes contre le transgène induites par les vecteurs LV-SynA par 

rapport aux LV-VSVG ont été étudiées après injection par voie IV de ces vecteurs chez des 

souris C57BL/6 femelles, en utilisant le système HY développé au laboratoire (Cire et al., 2014; 

Sudres et al., 2012). Les vecteurs utilisés codent pour un transgène GFP-HY, la séquence HY 

correspondant à un gène mâle. Si le transgène est présenté par des cellules présentatrices 

d’antigène, les peptides Dby et Uty codés par la séquence HY vont être présentés 

respectivement aux lymphocytes T CD4 et CD8, et une réponse immunitaire transgène 

spécifique sera ainsi détectée (Cire et al., 2014).  

Dans les conditions de dose injectée (soit 7.5E+05 IG par souris), nous observons une 

réponse immune T-CD4 et T-CD8 induite par VSVG alors que cette réponse est inférieure 

après injection IV de LV-SynA en comparaison de LV-VSVG à dose égale (Figure 41A). Les 

niveaux de cytokines sécrétés par les lymphocytes T sont également très faibles après 

injection de LV-SynA, et encore largement inférieurs à ceux observés après injection IV de LV-

VSVG (Figure 41B).  

Les réponses immmunitaires au niveau tissulaire n’ont pas été étudiées car les 

vecteurs LV-VSVG ne transduisent pas le poumon.  

Ces résultats suggèrent que les vecteurs pseudotypés avec les syncytines induisent 

des réponses immunitaires plus faibles contre le transgène et contre la capside, en 

comparaison avec un vecteur pseudotypé par VSVG.  
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Figure 41 : Réduction des réponses immunes anti-transgène après injection IV de vecteurs LV-
SynA par rapport aux vecteurs LV-VSVG mesurées par ELISpot et CBA 

Des souris C57BL/6 femelles ont été injectées par voie IV dans la veine de la queue avec du PBS ou 
avec 7.5E+5 IG par souris de LV-SynA-GFP_HY ou LV-VSVG-GFP_HY, et sacrifiées 21 jours post-
injection. (A) Mesure des réponses Dby spécifiques des lymphocytes T CD4+ et Uty spécifiques des 

lymphocytes T CD8+ à partir des splénocytes de ces souris par ELISpot IFNγ après stimulation 
peptidique in vitro. Résultats exprimés en moyenne avec les écarts-type pour n=3 souris par groupe 

(B) Stimulation des splénocytes de ces souris par les peptides Uty, Dby ou Concanavalin A et titration 
par CBA après 36h de culture sur les surnageants. Résultats de 3 expériences indépendantes avec 3 

souris par groupe dans chaque expérience, en moyenne avec les écarts-type. 
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3.4. Conclusions/Discussion sur la Partie 3 

Nous avons montré dans cette étude la capacité des vecteurs lentiviraux pseudotypés 

par la syncytine A à transduire les cellules du poumon, à la fois in vitro et in vivo. En effet, 

après une seule injection par voie systémique en IV, nous avons montré que les vecteurs LV-

SynA étaient capables de cibler le poumon. Des études sont en cours pour connaître de façon 

plus précise les cellules transduites. D’après les premières informations que nous avons, il 

semblerait que les cellules ciblées appartiennent à l’épithélium bronchique. Si nous confirmons 

cette hypothèse, les vecteurs LV-SynA pourraient avoir un intérêt en thérapie génique de 

pathologies pulmonaires, et notamment pour le traitement de la mucoviscidose. De 

nombreuses approches de thérapie génique ont été étudiées pour cette pathologie, incluant 

différents types de vecteurs et différentes voies d’administration. Des essais cliniques donnent 

des résultats satisfaisants pour le transfert du gène CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane 

conductance Regulator) avec des vecteurs de type AAV (Moss et al., 2007) ou avec des 

complexes ADN-liposomes (Alton et al., 2015; Hyde et al., 2000), cependant ces approches 

nécessitent des ré-administrations de vecteur car ils ne sont pas intégratifs. De plus, la plupart 

des études réalisées ont recours à la voie intra-nasale par aérosol pour l’administration des 

vecteurs de thérapie génique, or une couche de mucus recouvre l’épithélium respiratoire des 

patients atteints de mucoviscidose, rendant moins accessibles les cellules cibles, les vecteurs 

peuvent donc être « piégés » dans le mucus et éliminés. De plus, l’utilisation d’aérosols peut 

poser des questions en termes de sécurité, avec un risque potentiel de dissémination du 

vecteur, et un risque de ne pas contrôler la dose exacte reçue par le patient.  

Le tropisme pulmonaire des LV-SynA in vivo peut s’expliquer par la forte expression 

du récepteur de la syncytine A, Ly6e, au niveau du poumon chez la souris (Bacquin et al., 

2017). Nous avons voulu vérifier in vitro les résultats attendus chez l’homme. Les vecteurs 

pseudotypés par la syncytine A permettent une transduction de la lignée MRC5 de fibroblastes 

humains mais également de cellules primaires épithéliales des voies aériennes inférieures 

humaines. De façon intéressante, nous avons également montré l’intérêt des vecteurs 

pseudotypés par la syncytine 2 sur ces mêmes cellules, qui permettent une transduction plus 

forte que les vecteurs LV-SynA. Les LV-Syn2 ne permettent pas, chez la souris, de cibler le 

poumon après administration par voie systémique (données non montrées), mais nous 

pensons que des études complémentaires sont nécessaires car ces vecteurs représentent 

une nouvelle approche prometteuse pour le transfert de gènes dans les cellules épithéliales 

pulmonaires. 

Nous avons également montré une baisse des réponses immunes contre le transgène 

après administration par voie intra-veineuse de LV-SynA par rapport aux LV-VSVG. Nous 
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avons en effet mesuré une réponse T CD4 et CD8 inférieure pour les LV-SynA, voire même 

très basse, et également une production de cytokines pro-inflammatoires diminuée. Cette 

observation nous conforte dans notre hypothèse de départ. En effet, les syncytines étant des 

protéines endogènes, elles ne doivent pas être reconnues comme éléments du « non-soi » et 

ne vont donc pas entraîner de réponses immunitaires, permettant même une ré-administration 

du vecteur si besoin. De plus, ces glycoprotéines possèdent un domaine immunosuppresseur 

dans leur séquence, qui devrait renforcer l’aspect « invisible » des vecteurs envers le système 

immunitaire de l’hôte. Nous n’avons pas étudié les réponses immunes contre les autres 

vecteurs pseudotypés par les syncytines, des études complémentaires portant sur les LV-

SynB, LV-Syn1 et LV-Syn2 seront menées par la suite. Nous avons également étudié les 

réponses immunes des LV-SynA toujours en comparaison avec les LV-VSVG par une autre 

voie d’administration que la voie IV, et connue pour être la plus immunogène, la voie intra-

musculaire. Après administration de vecteurs LV-SynA en IM dans le tibialis anterior, peu ou 

pas de réponses immunes sont observées, très largement inférieures aux réponses mesurées 

après injection de LV-VSVG (données non montrées).  
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Mon travail de thèse confirme la possibilité d’endogéniser des LV avec des protéines 

cellulaires autologues et mes résultats montrent pour la première fois la possibilité de 

pseudotyper des vecteurs LV avec les syncytines murines A et B. Les vecteurs lentiviraux sont 

des outils de transfert de gènes intéressants dans un contexte de thérapie génique pour des 

maladies génétiques ou des pathologies cancéreuses, et potentiellement pour les maladies 

infectieuses. Les vecteurs LV pseudotypés par la protéine VSVG sont, aujourd’hui, les plus 

utilisés et particulièrement en clinique mais leur utilisation est limitée ex vivo. Toutefois, un 

intérêt croissant est porté au développement de nouveaux pseudotypes d’enveloppe 

lentiviraux. En effet, les vecteurs LV-VSVG ont un tropisme très large, cependant certains 

types cellulaires restent inefficacement transduits par ces vecteurs, n’exprimant pas le 

récepteur à la protéine VSVG, le LDL-R (Amirache et al., 2014). Il est également intéressant 

de développer de nouveaux pseudotypes d’enveloppe lentiviraux, afin d’obtenir des vecteurs 

qui possèdent un tropisme cellulaire plus spécifique et ciblé, afin d’éviter des effets 

indésirables liés à la dissémination du vecteur ou à une biodistribution trop large, en fonction 

des applications envisagées. De plus, pour une utilisation « in vivo », les vecteurs LV-VSVG 

ne représentent pas un bon outil, étant inactivés par le complément du sérum humain (DePolo 

et al., 2000) et entraînant des réponses immunitaires après injection par voie intraveineuse 

(Cire et al., 2014). Le développement de nouveaux vecteurs peut permettre le développement 

de vecteurs moins immunogènes, avec un tropisme plus ciblé, plus adaptés à une utilisation 

in vivo. D’ailleurs plusieurs groupes travaillent sur cette question qui a été revue récemment 

par C. Buchholz (Buchholz et al., 2015). 

 

Ce travail rapporte pour la première fois un pseudotypage fonctionnel de vecteurs 

lentiviraux avec les syncytines. Ces vecteurs sont infectieux en présence d’un adjuvant de 

transduction, la Vectofusin-1. Ces vecteurs présentent un tropisme de transduction particulier 

in vitro pour les lymphocytes B. Il est ainsi possible de transduire de façon efficace des 

lymphocytes B primaires quiescents humains et murins avec les LV-Syn. Nous avons montré 

la possibilité de transduire des cellules de moelle osseuse de souris avec les LV-SynA ou LV-

SynB, à différents stades de développement (pré-pro-B, pro-B, pré-B et B matures). De façon 

tout à fait intéressante et surprenante, les vecteurs LV-SynA permettent un transfert de gènes 

dans la rate après une administration par voie intra-veineuse, et ce après une seule injection 

du vecteur. Plus précisément, ce sont les lymphocytes B qui expriment le transgène, 

confirmant in vivo le tropisme des vecteurs observé in vitro. Les études de biodistribution in 

vivo du vecteur nous ont également permis de mettre en évidence un transfert de gènes au 

niveau pulmonaire par les LV-SynA, et nous avons pu confirmer la transduction de cellules 

épithéliales pulmonaires primaires d’origine humaine lors d’essais in vitro.  
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1. La vectorologie des vecteurs lentiviraux pseudotypés par les 

syncytines 

Ce travail a permis de démontrer la possibilité de pseudotyper des vecteurs lentiviraux 

par les syncytines. Les particules ainsi produites sont infectieuses en présence de Vectofusin-

1 comme adjuvant de transduction. Les vecteurs sont résistants à la concentration par 

ultracentrifugation, contrairement à d’autres pseudotypes d’enveloppe plus fragiles comme 

GaLV ou RD114 (Kim and Lim, 2017; Sandrin et al., 2002), cependant une seule récolte des 

vecteurs est possible contrairement aux vecteurs LV-VSVG pour lesquels deux récoltes des 

surnageants est réalisée. Les titres infectieux obtenus pour les LV-Syn sont inférieurs à ceux 

obtenus pour des vecteurs LV-VSVG. Lors des études réalisées in vivo chez la souris, les 

vecteurs ont été injectés purs, et la quantité maximale a ainsi été injectée. Pour obtenir une 

meilleure efficacité de transduction in vivo, il serait intéressant d’optimiser la concentration et 

la purification des vecteurs. 

Les séquences des syncytines utilisées pour pseudotyper les vecteurs LV dans cette 

étude sont les séquences natives des syncytines, sans modifications de celles-ci. Il est 

fréquent d’apporter des modifications au niveau de la queue cytoplasmique des glycoprotéines 

d’enveloppe afin d’améliorer les rendements de production ou la capacité d’encapsidation des 

vecteurs. La queue cytoplasmique peut ainsi être tronquée, on parle alors de TR ou Rless. 

Des modifications de la queue cytoplasmique ont notamment été reportées pour la 

glycoprotéine du gibbon GaLV (Christodoulopoulos and Cannon, 2001; Salmon et al., 2000; 

Stitz et al., 2000), du félin RD114 (Sandrin et al., 2002) ou du babouin BaE (Girard-Gagnepain 

et al., 2014) avec succès, augmentant les rendements de production des vecteurs et leur 

efficacité de transduction. Il serait donc intéressant de réaliser des mutants des syncytines 

avec une queue cytoplasmique tronquée, qui nous pourraient nous permettre d’améliorer les 

titres des vecteurs obtenus. Lors de la caractérisation des vecteurs LV-Syn par analyse par 

suivi des nanoparticules grâce au NanoSight, nous avons observé une différence de taille 

entre les particules pseudotypées par les différentes syncytines qui sont plus grandes que les 

particules pseudotypées par la protéine VSVG. En utilisant des mutants syncytine-TR ou 

syncytine-Rless, cette différence pourrait être réduite, favorisant ainsi l’encapsidation des 

vecteurs. 

De plus, aucune méthode n’a pour le moment été développée pour la purification des 

vecteurs LV-Syn. Ces vecteurs sont résistants à l’ultracentrifugation et cette méthode a donc 

été utilisée pour concentrer et purifier les vecteurs dans cette étude. Cette méthode est 

suffisante pour produire des lots à l’échelle recherche, mais il serait intéressant de développer 

des méthodes pour une plus grande échelle, notamment dans un premier temps pour 
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améliorer la qualité des vecteurs administrés in vivo chez la souris. Une étude récente a permis 

de développer un procédé de purification pour des vecteurs lentiviraux pseudotypés par la 

protéine GaLV. Cette étude rapporte que l’ajout de MgCl2 et de sucrose dans les différents 

tampons au cours de la concentration, de la diafiltration et de la purification permettent de 

garantir une meilleure stabilité des vecteurs. Le procédé décrit dans cette étude préconise une 

étape de filtration en flux tangentiel qui permet de concentrer les vecteurs et de les diafiltrer, 

puis une chromatographie échangeuse d’anions afin de purifier les vecteurs (Boudeffa et al., 

2019). Il serait très intéressant d’appliquer cette méthode pour la purification des vecteurs 

pseudotypés par les syncytines, afin d’obtenir un produit fini plus concentré et plus propre. 

 

2. Les cellules ciblées par les LV-Syn et interactions avec leurs 

récepteurs 

Les vecteurs pseudotypés par les syncytines présentent un tropisme de transduction 

particulier pour les lymphocytes B. Ces cellules du système immunitaire sont difficiles à 

transduire, les vecteurs LV-VSVG ne permettant pas une transduction efficace de lymphocytes 

B primaires, car ces cellules n’expriment pas ou faiblement son récepteur, le LDL-R (Amirache 

et al., 2014). De nouveaux pseudotypes ont été développés afin d’obtenir des vecteurs 

permettant un transfert de gènes dans les lymphocytes B. C’est le cas par exemple de vecteurs 

pseudotypés par les glycoprotéines H et F de la rougeole (MV-LV) ou de mutants de cette 

glycoprotéine fusionnés à un scFv permettant de cibler le récepteur CD20 ou CD19 exprimé 

à la surface des lymphocytes B (Funke et al., 2008; Kneissl et al., 2013). Ces vecteurs 

permettent une efficacité de transduction de l’ordre de 20% sur cellules non activées (Kneissl 

et al., 2013). Les vecteurs pseudotypés par la glycoprotéine endogène du babouin (BaEV) 

permettent d’obtenir 40% de transduction de lymphocytes B non activés (Girard-Gagnepain et 

al., 2014). Les vecteurs que nous avons développés, pseudotypés par les syncytines 

humaines ou murines, permettent d’obtenir 65% de transduction de lymphocytes B non 

activés. Ce tropisme pour les lymphocytes B est très particulier, et nous avons également 

montré la possibilité de transduire différentes sous-populations de lymphocytes B, à des 

stades de développement précoces (pré-pro-B) ou avancés (lymphocytes B matures).  

De façon intéressante, aucune spécificité d’espèce n’est observée, les LV-Syn1 et -

Syn2 sont ainsi capables de transduire des lymphocytes B primaires humains ou murins ; et 

les LV-SynA ou-SynB permettent une transduction à la fois de lymphocytes B primaires murins 

comme humains. D’après les connaissances au sujet des récepteurs de ces glycoprotéines, 

cette observation est assez surprenante. En effet, la Syncytine 1 emprunte les récepteurs 

ASCT1 et ASCT2 (Blond et al., 2000; Lavillette et al., 2002), la Syncytine 2 a pour récepteur 
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MSFD2a (Esnault et al., 2008) et la Syncytine A utilise le récepteur Ly6e. Quant à la Syncytine 

B, son récepteur est à ce jour inconnu, mais elle n’emprunterait pas le récepteur Ly6e (Bacquin 

et al., 2017). Les lymphocytes B murins expriment le récepteur Ly6e, contrairement aux 

cellules non B (CD19-), ce qui permet d’expliquer la forte transduction de ces cellules par les 

LV-SynA, cependant les LV-SynB transduisent également les lymphocytes B, en empruntant 

un récepteur différent. De plus, les lymphocytes T sont également transduits par les LV-SynA 

et -SynB, à des niveaux plus modérés que les lymphocytes B (données non montrées), bien 

que les cellules CD19- n’expriment pas le récepteur Ly6e. Ces observations, en plus de la non 

spécificité d’espèces, nous laissent supposer l’existence d’un autre récepteur, qui serait 

commun aux syncytines, et/ou d’un co-récepteur. Ce récepteur ou co-récepteur serait 

particulièrement exprimé par les lymphocytes B.  

 

 

Figure 42 : Interactions des vecteurs lentiviraux pseudotypés par les syncytines avec les 
lymphocytes B humains et murins 
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Lors de l’étude de la biodistribution de vecteurs LV-SynA chez la souris, une 

transduction de la rate a pu être mise en évidence, et plus particulièrement des lymphocytes 

B. Des vecteurs pseudotypés par les syncytines humaines 1 et 2 ont également été injectés 

par voie IV chez la souris (données non montrées). De façon suprenante, les LV-Syn1 

permettent également de cibler la rate, et uniquement cet organe, après injection IV chez des 

souris C57BL/6. Des expériences supplémentaires seront nécessaires afin de déterminer si 

ce sont les lymphocytes B qui sont ciblés, et si d’autres splénocytes sont transduits. Ces 

résultats confortent les résultats obtenus in vitro. Après injection de LV-Syn2, aucun signal 

n’est observé chez les souris, ni dans la rate ni dans aucun autre organe. Des expériences 

supplémentaires sont nécessaires concernant ces vecteurs, afin de déterminer si cette 

absence de signal peut être dûe à un de lot de vecteur injecté qui ne serait pas de bonne 

qualité ou si un mécanisme d’entrée, lié à la taille des particules, à l’expression d’un récepteur 

ou à une réponse immunitaire contre le vecteur seraient à l’origine de cette différence entre 

les résultats observés in vitro et in vivo. 

 

Figure 43 : Représentation schématique de la biodistribution d'un vecteur LV-SynA-LucII chez 
la souris 

Le poumon et la rate expriment le transgène luciférase et présentent une intégration du vecteur. 
Certains organes expriment la luciférase, sans que nous ayons pu les identifier à l’heure actuelle : au 

niveau du bulbe olfactif ou des sinus, au niveau des glandes salivaires, et au niveau des pattes 
postérieures (l’os, la moelle osseuse ou le muscle ?) 
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Deux stratégies sont envisagées afin de déterminer le rôle de Ly6e sur l’entrée des LV-

Syn. La première consiste à déléter Ly6e en générant une lignée A20.IIa-Ly6eKO et à 

transduire cette lignée par différents vecteurs LV-Syn, pour déterminer si cette délétion de 

Ly6e entraîne un effet : pas d’entrée du vecteur, entrée diminuée par rapport à la lignée 

sauvage ou pas de différence sur l’entrée du vecteur et donc l’efficacité de transduction. Cette 

expérience pourrait nous aider à comprendre le rôle de Ly6e, et la présence potentielle 

d’autres facteurs influant sur l’entrée des vecteurs LV-Syn dans les lymphocytes B. Toujours 

dans le but de comparer un modèle n’exprimant pas le récepteur Ly6e, il serait également 

intéressant d’étudier le tropisme de vecteurs LV-Syn chez des souris Ly6e -/- (Langford et al., 

2018), qui nous permettraient de comparer la biodistribution de vecteurs LV-Syn en 

comparaison de souris de phénotype sauvage, afin de mieux comprendre le ciblage observé 

après injection des LV-Syn chez la souris. La deuxième stratégie repose sur la surexpression 

de Ly6e au niveau des cellules A20.IIa par stimulation de l’Interferon, Ly6e appartenant à une 

famille de protéines appelées ISGs (Interferon Stimulated Genes). D’une part, Ly6e, qui 

appartient aux ISGs, sert de récepteur à la syncytine A et joue ainsi un rôle dans le processus 

de fusion entre les cytotrophoblastes lors du développement du placenta (Bacquin et al., 2017; 

Langford et al., 2018). D’autre part, les IFITMs (Interferon Induced Transmembrane Proteins) 

appartiennent également à la famille des ISGs et leur expression entraîne une inhibition de la 

fusion des cytotrophoblastes (Buchrieser et al., 2019). L’expression de ces différentes 

protéines est peut-être régulée de façon physiologique par une boucle de rétrocontrôle afin de 

réguler la fusion. Les IFITMs jouent également un rôle antiviral, en agissant comme facteurs 

de restrictions de plusieurs familles de virus, et notamment du virus du VIH-1 (Compton et al., 

2014; Yu et al., 2015). Une stimulation de la voie de l’interféron peut donc soit conduire à une 

inhibition de la transduction par expression de protéines de la famille IFITMs, ou bien à une 

meilleure efficacité de la transduction par stimulation et surexpression de Ly6e. 

In vitro, il est possible de transduire des cellules dendritiques humaines avec des 

vecteurs LV-Syn1 ou -Syn2. Cette population cellulaire n’a pas été étudiée chez la souris, il 

serait donc intéressant d’évaluer la possibilité de transduction de ces cellules, des cellules 

présentatrices d’antigène, avec les LV-SynA et -SynB sur des cellules d’origine humaine et 

murine, et également avec les LV-Syn1 et -Syn2 sur cellules murines, afin de compléter cette 

étude et mieux comprendre les interactions entre les syncytines et les cellules du système 

immunitaire, notamment avec les cellules présentatrices d’antigènes. 

Chez la souris, l’efficacité de transduction des LV-Syn a été évaluée jusqu’aux cellules 

pré-pro-B, mais pas sur cellules souches. Des expériences réalisées sur des cellules souches 

hématopoïétiques (CSH) humaines CD34+ issues de sangs de cordon, n’ont pas permis de 

montrer une transduction de ces cellules avec les LV-Syn1 ni avec les LV-Syn2. Ces résultats 
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sont surprenants étant donné que les CSH expriment les récepteurs à la syncytine 1, ASCT1 

et ASCT2 (Oburoglu et al., 2014). Les vecteurs lentiviraux pseudotypés par les protéines BaEV 

ou RD114 par exemple, qui utilisent le récepteur ASCT1 comme la syncytine 1, sont capables 

de transduire de façon efficace ces CSH (Girard-Gagnepain et al., 2014; Porter et al., 1996). 

Ces résultats laissent supposer la présence d’un facteur de restriction à ces vecteurs, ou 

l’absence d’expression d’un co-récepteur, ce qui conforterait notre hypothèse précédemment 

énoncée. 

 

Les études de biodistribution de vecteurs LV-SynA réalisées chez la souris ont permis 

de mettre en évidence un tropisme pulmonaire de ces vecteurs. L’explication de ce tropisme 

a été apportée par la publication du récepteur à la Syncytine A, Ly6e, qui est fortement exprimé 

au niveau pulmonaire (Bacquin et al., 2017). Lorsque les vecteurs LV-Syn1 ou LV-Syn2 sont 

injectés chez la souris, le poumon n’est pas ciblé. Afin de pouvoir simuler ce qui se passe chez 

l’homme, des cellules d’origine pulmonaire ont été transduites avec des vecteurs LV-Syn. Les 

cellules en question sont une lignée de fibroblastes pulmonaires humains, les MRC5, et des 

cellules primaires épithéliales des voies aériennes inférieures, les cellules HSAEC (Human 

Small Airway Epithelial Cells). De façon tout à fait intéressante, les résultats obtenus indiquent 

que les vecteurs LV-Syn sont capables de transduire des cellules pulmonaires, et plus 

particulièrement des cellules primaires épithéliales pulmonaires. Cette transduction est stable 

jusqu’à au moins 30 jours post-transduction (données non montrées). Les vecteurs LV-SynA 

et LV-Syn2 sont particulièrement efficaces pour la transduction de cellules épithéliales 

pulmonaires humaines.  

Les différents résultats obtenus quant au tropisme de transduction des vecteurs LV-

Syn laissent supposer un lien particulier entre ces cellules du système immunitaire et les 

syncytines. Celles-ci possèdent un domaine immunosuppresseur d’une vingtaine d’acides 

aminés dans leurs séquences (Mangeney et al., 2007) qui confèreraient aux syncytines des 

propriétés immunosuppressives ou immunomodulatrices. Il est donc possible que les 

syncytines interagissent de façon si particulière avec les lymphocytes B grâce à leurs 

propriétés immunomodulatrices, ou par leur domaine ISD. Ces hypothèses et les mécanismes 

associés restent à étudier. 

 

Les syncytines sont impliquées dans le processus de régénération du muscle 

squelettique (Bjerregard et al., 2014; Horsley and Pavlath, 2004; Oluwole et al., 2007; 

Redelsperger et al., 2016), qui mettent en jeu des mécanismes de fusion entre myoblastes et 

myotubes. Les vecteurs lentiviraux pseudotypés syncytines pourraient donc être de bons 
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candidats pour réaliser du transfert de gènes au niveau musculaire, leurs récepteurs devant 

être exprimés par les myotubes lors de la fusion. Dans le but de vérifier cette hypothèse, des 

expériences ont été menées au laboratoire chez des souris de phénotype sauvage, dont les 

muscles ne sont pas en régénération, et chez des modèles de souris dystrophiques : les souris 

mdx qui ont un phénotype dystrophique puisqu’il s’agit d’un modèle pour la myopathie de 

Duchenne (Sicinski et al., 1989) et les souris Sgca-/- déficientes pour l’α-sarcoglycane qui sont 

un modèle de dystrophie des ceintures de type LGMD2D, dont les muscles subissent différents 

cycles de dégénération/régénération accompagnés de fusion cellulaire lors des phases de 

régénération. Des résultats très encourageants ont été obtenus, montrant la possibilité de faire 

du transfert de gènes dans le muscle de souris dystrophiques. Ces résultats suggèrent 

également que le muscle doit être en phase de régénération pour que les vecteurs puissent 

rentrer dans les fibres musculaires. Les vecteurs pseudotypés par les syncytines pourraient 

donc être de nouveaux outils de thérapie génique pour des pathologies musculaires de type 

dystrophies (Galy and Ferrand, 2019). 

 

 

3. Applications thérapeutiques potentielles des LV-Syn 

Le tropisme des LV-Syn pour les lymphocytes B nous laissent envisager de potentielles 

applications thérapeutiques en immunothérapie, par la création de cellules Breg ou encore 

pour le traitement de maladies auto-immunes. 

Des vecteurs LV-SynA et LV-Syn2 codant pour de l’interleukine 10 (IL-10) humaine 

recombinante ont été produits, et des splénocytes murins ont été transduits avec ces vecteurs. 

De l’IL-10 humain est sécrétée dans le surnageant de culture, après dosage par ELISA, après 

3 jours et 7 jours de culture (données non montrées). Ces résultats préliminaires sur 

splénocytes totaux sont très encourageants, et nous laissent envisager la possibilité de créer 

des lymphocytes B régulateurs (Breg) en utilisant les vecteurs LV-Syn. Les Breg sont des 

cellules qui vont interagir, en particulier via la production d’IL-10, avec différentes cellules du 

système immunitaire, modulant ainsi les réponses immunitaires et instaurant un 

environnement anti-inflammatoire (Rosser and Mauri, 2015), et pourraient être utilisées en 

thérapie pour des stratégies d’immunomodulation. 

La possibilité de faire un transfert de gènes dans les lymphocytes B permet d’envisager 

d’apporter un transgène codant pour un anticorps recombinant dans le cas 

d’immunothérapies, par exemple pour le traitement de maladies autoimmunes ou de cancers. 

Il est également possible, dans le cas de cancers de type lymphomes, d’apporter un transgène 
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codant pour un gène qui contrôle le cycle cellulaire ou qui engendre la mort cellulaire. Les 

lymphocytes B étant des cellules présentatrices d’antigènes, il est également envisageable 

d’apporter des séquences antigéniques qui seront présentées aux lymphocytes T, dans le 

cadre de vaccination pour des maladies infectieuses, pour le traitement de cancers ou pour 

l’induction d’une tolérance immunitaire. 

Les syncytines peuvent également être utilisées pour pseudotyper des vecteurs de 

type IDLV (Integrase Deficient Lentiviral Vector), des vecteurs lentiviraux déficients pour 

l’intégrase, ne permettant donc pas l’intégration dans la cellule hôte de son génome. Ces outils 

sont particulièrement intéressants dans le cadre de stratégies de thérapie génique par édition 

du génome (Wanisch and Yáñez-Muñoz, 2009). La découverte des ciseaux génétiques 

CRISPR/Cas9 (Doudna and Charpentier, 2014) a révolutionné le domaine, et leurs différentes 

applications, notamment en thérapie génique ne cesse de croitre, avec des approches 

envisagées pour différents organes ou types cellulaires, ex vivo mais aussi in vivo. L’édition 

du génome de lymphocytes B primaires, dont l’une des principales limites est de trouver un 

outil efficace pour cibler ces cellules pour apporter le matériel génétique ainsi que la nucléase, 

connaît un intérêt croissant. Les principaux vecteurs utilisés ex vivo pour les cellules d’origine 

hématopoïétique sont les AAV6, qui sont efficaces sur les cellules souches hématopoïétiques 

(Ling et al., 2016; Schiroli et al., 2019), sur les lymphocytes T (ref) (Wang et al., 2016) ou B  

(Hung et al., 2018; Johnson et al., 2018), mais qui présentent toutefois une toxicité cellulaire 

assez forte avec activation de la voie p53 (Schiroli et al., 2019). D’autres études utilisent des 

particules appelées nanoblades avec à leur surface la glycoprotéine BaEV. Ces outils 

semblent être efficaces pour l’édition du génome de cellules d’origine hématopoïétiques, et 

pourraient être utilisés in vivo (Mangeot et al., 2019). Des vecteurs IDLV-Syn pourraient servir 

de nouveaux outils pour permettre de cibler efficacement les lymphocytes B, avec une 

capacité d’encapsidation plus grande que des vecteurs de type AAV, moins de toxicité 

cellulaire et qui soient moins immunogènes. Ces vecteurs pourraient, de plus, être utilisés in 

vivo. Les travaux dans ce domaine sont de plus en plus nombreux, et plusieurs études ont 

montré la possibilité d’éditer les chaînes des immunoglobulines (Cheong et al., 2016; 

Hartweger et al., 2019; Moffett et al., 2019; Voss et al., 2019). Ces approches pourraient être 

utiles pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques soit dans le cadre du 

remplacement d’un gène dans les lymphocytes B (en cancérologie ou pour le traitement de 

maladies auto-immunes par exemple), mais aussi pour des maladies infectieuses ou auto-

immunes par modification de la spécificité antigénique ou par commutation isotypique, avec la 

possibilité de faire sécréter des anticorps par les cellules, évitant ainsi les administrations 

répétées d’anticorps monoclonaux dans le cadre de pathologies chroniques, ou de développer 

de nouvelles stratégies vaccinales, par la production d’anticorps neutralisants à large spectre 
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(bNAbs pour broad neutralizing antibodies) par exemple en vaccination anti VIH-1 (Hartweger 

et al., 2019). 

Lors de l’étude de la biodistribution de vecteurs LV-SynA chez la souris, nous avons 

observé une transduction du poumon par ces vecteurs. Les marquages de la luciférase (le 

transgène utilisé dans notre étude) sur coupes de poumon, ainsi que les tests de transduction 

in vitro réalisés sur les cellules HSAEC nous laissent penser que les cellules épithéliales 

pulmonaires sont efficacement transduites par ces vecteurs. Des immuno-marquages plus 

précis des différentes populations cellulaires pulmonaires sont en cours et devraient nous 

permettre de confirmer ce tropisme. Si les cellules épithéliales du poumon sont en effet 

permissives aux vecteurs LV-SynA, ces outils pourraient être étudiés comme nouvelle 

approche thérapeutique pour le traitement de la mucoviscidose, et ce après injection par voie 

systémique. Les vecteurs lentiviraux représentent des outils intéressants pour le transfert du 

gène CFTR au niveau de l’épithélium respiratoire, notamment par leur capacité 

d’encapsidation suffisante pour le gène CFTR (environ 4.5kb) ou encore par leur capacité à 

infecter des cellules quiescentes et de pouvoir intégrer leur génome dans celui de leur cellule   

hôte. Le premier essai clinique portant sur l’utilisation de vecteurs lentiviraux pour le traitement 

de la mucoviscidose est en préparation (Alton et al., 2017), et repose sur l’utilisation de 

vecteurs lentiviraux dérivés du virus de l’immunodéficience simien (SIV) pseudotypés par les 

glycoprotéines F et HN du virus de Sendai (rSIV.F/HN) qui permettent une forte transduction 

de l’épithélium des voies aériennes (Griesenbach et al., 2012). L’épithélium pulmonaire est 

efficacement transduit in vitro et in vivo avec les vecteurs rSIV.F/HN après administration par 

voie intra-nasale (Alton et al., 2017). L’utilisation de vecteurs lentiviraux par voie intranasale 

n’engendre pas de réponse immunitaire au niveau local et il est donc possible de ré-

administrer les vecteurs (Sinn et al., 2008). Cependant cette voie d’administration, largement 

étudiée dans les stratégies de thérapie génique de la mucoviscidose, présente certaines 

limites. La première est liée à la physiopathologie de la mucoviscidose, avec la présence d’une 

importante couche de mucus à la surface des cellules de l’épithélium respiratoire, pouvant 

créer une barrière physique à l’entrée des vecteurs dans les cellules. De plus, des risques liés 

à la sécurité sont à soulever, avec un risque de dissémination dans l’environnement de 

vecteurs contenant du matériel génétique lié à la diffusion par aérosol.  L’utilisation d’aérosol 

par voie nasale pose également la question du contrôle de la dose exacte reçue par le patient, 

pour une efficacité optimale sans toxicité. C’est pourquoi le recours à la voie intra-veineuse 

avec les vecteurs LV-Syn nous semble être une approche prometteuse. 
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Figure 44 : Applications thérapeutiques potentielles des vecteurs lentiviraux pseudotypés par 
les syncytines 

 

 

4. Les vecteurs lentiviraux pseudotypés syncytines, moins 

immunogènes que les LV-VSVG : une bonne alternative pour une 

utilisation in vivo ? 

Les syncytines étant endogènes, et possédant dans leur séquence un domaine 

immunosuppresseur (Mangeney et al., 2007), nous avons fait l’hypothèse que des vecteurs 

lentiviraux pseudotypés par les syncytines pourraient apparaître « invisibles » pour le système 

immunitaire. 

Des études réalisées au laboratoire, dont une partie est présentée dans ce manuscrit 

(Galy et al., 2019), ont permis de montrer que l’administration par voie intra-veineuse de 

vecteurs LV-SynA chez la souris sont moins immunogènes que les vecteurs LV-VSVG, connus 

pour leur immunogénicité in vivo (Cire et al., 2014). Les réponses anti-transgène T CD4 et 

CD8, mesurées par ELISpot grâce à l’utilisation du modèle HY, sont plus faibles avec les 

vecteurs LV-SynA en comparaison avec un LV-VSVG, et moins de cytokines pro-

inflammatoires sont sécrétées, après dosage par CBA. Les réponses anti-transgène peuvent 

empêcher la réadministration du vecteur, et entraîner une perte de fonctionnalité du transgène, 

ne permettant pas un niveau d’expression suffisant pour un effet thérapeutique, faisant des 

LV-SynA des vecteurs intéressants pour des stratégies de transfert de gène in vivo. De plus, 

les réponses anti-p24 détectées par ELISA sur des sérums de souris injectées avec des LV-

SynA en comparaison avec des LV-VSVG, sont également plus faibles pour les vecteurs LV-

SynA par rapport aux LV-VSVG, indiquant moins de production d’anticorps anti-p24 (protéine 
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de la capside lentivirale). Les LV-Syn sont donc des vecteurs intéressant pour une utilisation 

in vivo, mieux tolérés que les LV-VSVG. 

Nous avons précédemment exposé la relation entre les syncytines et le système 

immunitaire, à travers le tropisme des LV-Syn pour les lymphocytes B. Les mécanismes mis 

en jeu sont pour l’heure inconnus, cette faible immunogénicité des LV-Syn pourrait être due à 

la présence du domaine ISD dans leur sous-unité trans-membranaire, ou à une 

immunosuppression liée à l’interaction des LV-Syn avec les lymphocytes B, par induction de 

mécanismes immunomodulateurs, par exemple suite à une interaction avec des lymphocytes 

Breg. 

De plus, des travaux menés au laboratoire ont permis de mettre en évidence des 

réponses immunitaires très faibles, et bien inférieures aux vecteurs LV-VSVG suite à une 

injection par voie intra-musculaire, connue pour être la voie la plus immunogène (Galy and 

Ferrand, 2019). Les réponses anti-transgène T CD4 et CD8 sont plus faibles avec les vecteurs 

LV-SynA en comparaison avec un LV-VSVG, une plus faible quantité de cytokines 

inflammatoires est détectée. Cette observation est encourageante pour une utilisation de 

vecteurs pseudotypés par les syncytines pour un transfert de gène dans le muscle, avec une 

possibilité de réadministration du vecteur. En cela les vecteurs LV-Syn présentent un avantage 

par rapport aux vecteurs de type AAVs, fortement utilisés dans le cadre de transfert de gène 

au niveau musculaire, qui entraînent de fortes réponses immunitaires empêchant la 

réadministration. De plus, les réponses anti-transgènes peuvent entraîner une perte de 

fonctionnalité de ce transgène qui va être dégradé, faisant des vecteurs LV-Syn des outils 

intéressants pour un transgert de gène efficace. 
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Titre : Caractérisation de vecteurs lentiviraux pseudotypés par les syncytines murines et de leurs cibles 

cellulaires in vitro et in vivo 
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Résumé : Les vecteurs lentiviraux (LV) de thérapie 

génique sont des particules recombinantes qu’il est 

possible de pseudotyper avec diverses glycoprotéines 

d’enveloppe afin de modifier l’adressage cellulaire ou 

leurs propriétés immunogéniques. Mon travail de 

thèse a exploré l’hypothèse que la VSVG, la 

glycoprotéine d’enveloppe la plus utilisée pour 

pseudotyper les LV, puisse être remplacée par des 

protéines cellulaires afin d’obtenir des particules bien 

tolérées et administrables in vivo. J’ai utilisé les 

syncytines murines, qui sont des glycoprotéines 

d’origine rétrovirale endogène et qui ont des 

propriétés fusogéniques et un potentiel 

immunosuppressif.  Mes résultats ont montré la 

possibilité de produire des LV pseudotypés par les 

syncytines murines A et B. Les particules ainsi 

produites (LV-SynA et LV-SynB) sont infectieuses en 

présence d’un adjuvant de transduction et présentent 

une forte capacité à transduire les lymphocytes B 

murins in vitro. Les vecteurs LV-Syn sont capables de 

transduire des lymphocytes B quiescents, ainsi que 

des cellules précurseurs des lymphocytes B issus de 

moelle osseuse de souris. L’administration de LV-

SynA in vivo chez la souris par voie intraveineuse  

permet d’observer un transfert de gène stable. Un 

signal est observé dans la rate et plus particulièrement 

dans les lymphocytes B au niveau des centres 

germinatifs, en accord avec les résultats obtenus in 

vitro. Mes travaux confirment donc, et étendent, les 

observations préalables du laboratoire sur la 

transduction de lymphocytes B naïfs humains avec les 

syncytines humaines, et suggèrent un fort tropisme 

des syncytines en général pour les lymphocytes B. Par 

ailleurs, mes résultats montrent qu’in vivo, le poumon 

est également ciblé par les LV-SynA, en accord avec 

l’expression récemment identifiée du récepteur à la 

syncytine A, Ly6e, dans cet organe. Il semble que le 

transfert de gène puisse être obtenu dans l’épithélium 

alvéolaire et il est possible de transduire des cellules 

primaires épithéliales pulmonaires humaines avec les 

LV-Syn in vitro. Globalement, mes résultats montrent 

une nouvelle perspective d’interaction entre les 

syncytines et le système immunitaire à travers la 

transduction des lymphocytes B. Mes résultats 

permettent également d’envisager de nouvelles 

perspectives pour le transfert de gène dans le poumon 

in vivo et pour développer de nouvelles approches de 

thérapie génique par voie systémique. 
 

 

Title : Characterization of lentiviral vectors pseudotyped with murine syncytins and their cellular targets in 

vitro and in vivo 
 

Keywords : syncytins, lentiviral vector, pseudotyping, endogenous retrovirus, B cells, gene therapy 
 

Abstract : Lentiviral gene transfer vectors (LV) used 

in gene therapy are recombinant virus-like particles 

that can be pseudotyped with diverse envelope 

glycoproteins in order to modify their cellular 

targeting or their immunogenic properties. My thesis 

work explored the hypothesis that VSVG, the most-

commonly-used viral envelope glycoproteins of LV, 

could by replaced by cellular glycoproteins to obtain 

well-tolerated particles that can be administered in 

vivo. I used murine syncytins which are glycoproteins 

of endogenous retroviral origin and which have 

fusogenic properties and immunosuppressive 

potential. My results showed the possibility of 

producing LV pseudotyped with murine syncytins A 

or B. The LV-SynA or LV-SynB particles produced 

were infectious in the presence of a transduction 

adjuvant and efficiently transduced murine B cells in 

vitro, including quiescent B cells and bone marrow B 

precursor cells. In vivo LV-SynA intravenous 

administration in mice enabled stable gene transfer. 

A positive signal was observed in the spleen, and 

especially in B cells at the level of the germinal 

centers, confirming in vitro observations. These 

results confirm and extend previous observations 

from the laboratory showing that human naive B cells 

can be transduced by LV pseudotyped with human 

syncytins, and emphasize the marked interactions 

between syncytins and B cells.  Moreover, my results 

showed that in vivo in mice LV-SynA targets the 

lungs, possibly epithelial alveolar cells, in line with 

the recent findings of Syncytin A receptor expression 

in the lung. Gene transfer was also obtained in human 

primary pulmonary epithelial cells in vitro with LV-

Syn. Overall, my results reveal new interactions 

between syncytins and the immune system through 

the transduction of B cells. My results also provide 

novel perspectives for gene delivery in vivo in the 

lung and for designing new systemic gene therapy 

approaches. 

 

 

 


