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RESUME

Les rétrovirus endogeénes (ERV) sont des séquences d’origines rétrovirales
acquises durant 1’évolution et représentent environ 8% du génome humain. Bien que la
majorité des ERV soient mutés, certaines séquences codent pour des protéines
d’enveloppes rétrovirales fonctionnelles. C’est le cas des protéines Syncytine-1,
Syncytine-2 et EnvP(b) qui sont des protéines d’enveloppes rétrovirales endogénes
exprimées dans le placenta humain. Dans ce tissu, les protéines Syncytine-1 et -2 sont
nécessaires a la formation et au maintien du syncytiotrophoblaste, une structure
cellulaire primordiale pour les échanges nutritionnels entre les circulations maternelle
et foetale. Cette structure est issue de la fusion de cellules spécialisées appelées les
cytotrophoblastes villeux selon un processus complexe et encore mal compris. La
syncytialisation des cytotrophoblastes implique de nombreuses protéines, dont les
Syncytines et les Galectines, mais peu de connexions ont été établies entre les différents
acteurs de la fusion. Le syncytiotrophoblaste libére également des vésicules
extracellulaires, petites vésicules membranaires qui transportent des messages
moléculaires entre les cellules et internalisées dans différents types de cellules. Les
Syncytine-1 et -2 sont exprimées a la surface des vésicules extracellulaires placentaires
et pourraient aider a I’internalisation des vésicules dans les cellules. Ce projet de
doctorat a visé premiérement & établir un lien fonctionnel entre les protéines Syncytine-
1 et -2 et certaines Galectines placentaires lors de la fusion des cytotrophoblastes. Dans
un deuxiéme temps, ce projet s’est intéressé au role de la Syncytine-2 lors de 1’entrée
des vésicules extracellulaires dans un mode¢le de cellules endothéliales. Les résultats
obtenus durant ce doctorat montrent I’existence d’une association entre la Galectine-1
et les Syncytine-1 et -2 dans différents modeles cellulaires, une association qui pourrait
s’étendre a d’autres protéines de ERV. Il ressort également de ces résultats une
différence dans la réponse des protéines Syncytine-1 et -2 a la présence de la Galectine-
1. Enfin, des résultats préliminaires suggerent que I’expression de la Syncytine-2 a la
surface des vésicules extracellulaires augmente 1’internalisation de ces vésicules dans
les cellules endothéliales, un événement auquel pourrait aussi contribuer la Galectine-
1.

Mots clés: Rétrovirus endogénes, Syncytine-1, Syncytine-2, Galectine,
placenta, syncytiotrophoblaste, cytotrophoblastes villeux, vésicules extracellulaires
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CHAPITRE I

ETAT DES CONNAISSANCES

1.1 Les rétrovirus

Les rétrovirus sont des virus enveloppés qui forment la famille taxonomique des
Retroviridee. Les rétrovirus ont un génome composé de deux molécules d’ARN a
polarité positive et ont la particularité d’utiliser une forme génomique intermédiaire
sous la forme d’une molécule d’ADN double brin afin de répliquer leur génome. Ces
virus ont ét¢ décrits pour la premiére fois au début du XXe si¢cle suite a I’identification
des agents étiologiques responsables de 1’apparition de sarcomes et leucémie chez le
poulet (Coffin et al. 1997). Depuis, de nombreux rétrovirus ont été identifiés chez un
grand nombre d’espéces dont I’humain, chez qui les rétrovirus sont responsables de

plusieurs pathologies, dont 1’épidémie du SIDA.

1.1.1 Structure générale des particules rétrovirales

Les virions ont des tailles allant de 90 a 200 nm selon les rétrovirus et sont
organisés selon plusieurs couches structurelles (Figure 1.1). Les rétrovirus sont des
virus enveloppés, dont I’enveloppe est composée a la fois de protéines

transmembranaires virales, les glycoprotéines d’enveloppe, et d’une bicouche lipidique



d’origine cellulaire. Des protéines membranaires cellulaires sont également retrouvées
a la surface des rétrovirus. Les protéines d’enveloppe sont composées de deux sous-
unités, une sous-unité¢ de surface (SU) et une sous-unité transmembranaire (TM),
associées en oligomeéres et ancrées dans la membrane d’origine cellulaire. Sous
I’enveloppe se trouvent les protéines de matrice (MA) qui forment la matrice virale.
Ensuite on trouve la capside (CA) virale qui adopte des formes variables selon les
rétrovirus (sphérique, conique, icosaédrique, tubulaire) (Zhang et al. 2015). La capside
renferme le génome viral composé de deux molécules d’ARN simple brin associées

aux protéines de nucléocapside (NC) (Coffin et al. 1997; Zhang et al. 2015).

Gl-ycoproté.ln‘e . Enveloppe virale
Bicouche lipidigue

Matrice (MA)

Capzida [CA) Sous-unité de
Surface (SU})
B ] Sous-unité
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Figure 1.1 Organisation d’une particule rétrovirale et de la glycoprotéine

d’enveloppe.

Les différentes structures d’une particule rétrovirale sont représentées sur le schéma de
gauche. De I’extérieur vers 1’intérieur on trouve: 1’enveloppe virale constituée d’une
bicouche lipidique d’origine cellulaire et de triméres de glycoprotéine virale, la matrice
(MA), la capside (CA), la nucléocapside (NC) et les deux brins d’ARN génomiques.
L’organisation de la glycoprotéine d’enveloppe est présentée sur le schéma de droite.
Une glycoprotéine d’enveloppe est formée de deux sous-unités: une sous-unité de



surface (SU) et une sous-unité transmembranaire (TM). La sous-unité
transmembranaire est ancrée dans la bicouche lipidique avec une partie située a
I’extérieur du virion et une partie a I’intérieur de la particule virale.

1.1.2 L’organisation du génome des rétrovirus

Considérant leur structure génomique, les rétrovirus peuvent étre divisés en
deux catégories : les rétrovirus simples et complexes (Figure 1.2). Les rétrovirus dits
simples possédent les génes essentiels au cycle réplicatif du virus alors que les
rétrovirus complexes ont également des génes accessoires. Les rétrovirus possédent un
génome a ARN avec deux molécules d’ARN simple brin a orientation positive. Les
génes essentiels sont les geénes gag (group specific antigen), pro (protease), pol
(polymerase) et env (envelope). Le géne gag code pour un précurseur protéique Gag
qui est clivé en protéines de matrice (MA), capside (CA) et nucléocapside (NC). Le
géne pro code pour I’enzyme protéase virale responsable de la maturation des autres
protéines structurelles virales. Le géne pol code pour ’ADN polymérase ARN-
dépendante, la transcriptase inverse et pour la protéine intégrase. Le géne env code pour
les deux sous-unités de la glycoprotéine d’enveloppe, la sous-unité de surface (SU) et
la sous-unité transmembranaire (TM). En plus de ces 4 génes, les rétrovirus complexes
possédent des génes accessoires qui sont localisés soit entre les génes pol et env, soit
en antisens au niveau du géne env, soit en aval de env (Coffin et al. 1997; Barbeau et
Mesnard 2015). Aux extrémités 5’ et 3’ des molécules d’ARN se trouvent des
séquences répétées (R) et uniques (U). L’organisation des molécules d’ARN est
comme suit de 1’extrémité 5’ vers 3’ : une coiffe en 5°, une région répétée (R), une
séquence unique en 5° U5, les régions transcriptionnelles correspondant aux génes
essentiels et accessoires, une séquence unique en 3’ U3, une séquence répétée R et une

queue polyadénylée en 3° (Coffin ef al. 1997).
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Figure 1.2: Exemple de I’organisation génomique des rétrovirus simples et

complexes et d’une molécule d’ARN génomique d’un rétrovirus.

A. L’organisation génomique des rétrovirus MLV et HIV-1 sont présentés en exemple
de rétrovirus simple et complexe, respectivement. Les boites de couleurs représentent
les génes viraux. Les génes dans le méme cadre de lecture sont représentés sur la méme
ligne alors que ceux dans des cadres de lectures différents sont décalés. Les geénes
essentiels (gag, pro, pol, et env) sont indiqués en gras et les génes accessoires en
italique. Les lignes triangulaires entre deux boftes indiquent un épissage des exons. Par
mesure de simplicité, le géne antisens du VIH-1 n’est pas indiqué sur ce schéma. B.
Représentation schématique d’une molécule d’ARN génomique viral avec une coiffe
en 5°, une queue polyadénylée en 3°, les séquences uniques (U) et répétées (R) en 5’ et
3’ et les régions du transcrit correspondant aux génes essentiels. Schéma modifié de




(Coftin et al. 1997), chapitre ‘Retroviral virions and genomes’, sous-chapitre ‘Genetic
organization’.

1.1.3 Taxonomie des rétrovirus

Selon le comité de taxonomie international des virus, la famille des Retroviridee

appartient & 1’ordre des Ortervirales et se divise en deux sous-familles :

- Les Orthoretrovirine
- Les Spumaretrovirine
La sous-famille des Orthoretrovirine comprend 6 genres de rétrovirus qui infectent un

large spectre d’espéces:

- Les Alpharetrovirus

- Les Betaretrovirus

- Les Deltaretrovirus

- Les Epsilonretrovirus

- Les Gammaretrovirus

- Les Lentivirus
La sous-famille des Spumaretrovirince comprend 5 genres et se subdivise en plusieurs
especes de virus spumeux qui infectent les singes simiens et prosimiens, les équidés,
les bovins et les félins (Khan ef al. 2018).

1.1.4 Le cycle de réplication des rétrovirus

Le cycle infectieux des rétrovirus peut se diviser en 5 étapes. En premier, les
particules virales doivent se fixer & la surface des cellules qui expriment le(s)
récepteur(s) spécifique(s) du virus et entrer dans la cellule. La deuxi¢me étape consiste
en la libération de la capside virale dans le cytoplasme et la rétrotranscription de I’ARN

génomique en ADN double brin. La troisiéme étape est 1’intégration de I’ADN viral



dans le génome de la cellule hote. La quatriéme étape consiste en la transcription des
ARN génomiques et subgénomiques et la synthése des protéines de structure du virus.
Enfin, les virions doivent étre assemblés, libérés dans 1’espace extracellulaire et subir

une étape de maturation pour donner de nouvelles particules virales infectieuses.

1.1.4.1 L’attachement et I’entrée de la particule rétrovirale

Le cycle infectieux débute par 1’attachement de la particule virale a la surface
de la cellule hote. Cette étape dépend de la glycoprotéine d’enveloppe du rétrovirus.
Les protéines cellulaires présentes a la surface de I’enveloppe virale peuvent aussi aider,
mais cet attachement est non spécifique (Coffin et al. 1997; Segura et al. 2008).
L’attachement de la particule virale dépend de la sous-unité SU de la glycoprotéine
d’enveloppe qui interagit spécifiquement avec une protéine membranaire cellulaire,
définie comme le récepteur viral (Figure 1.3). Certains rétrovirus peuvent utiliser
plusieurs récepteurs indépendants ou d’autres nécessitent la présence d’un récepteur et
de corécepteurs a la surface des cellules. La spécificité d’interaction entre la
glycoprotéine d’enveloppe et le récepteur viral définit le tropisme du virus (Coffin et
al. 1997). Suite a I’interaction SU/récepteur, I’infection de la cellule par la particule
virale a lieu. L’entrée peut se faire soit par endocytose puis fusion de I’enveloppe
rétrovirale avec la vacuole d’endocytose, soit par fusion directe entre I’enveloppe virale
et la membrane cellulaire. Dans les deux cas, la fusion dépend d’une séquence appelée
peptide fusion (PF) présente sur la sous-unité TM (Figure 1.3). L’interaction de la SU
avec le récepteur entraine un changement conformationnel de la protéine qui permet le
rapprochement de I’enveloppe virale et de la membrane plasmique et qui expose le PF.
Le PF permet ensuite la fusion des deux membranes et I’entrée de la capside virale dans

le cytoplasme cellulaire (Coffin et al. 1997).
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Figure 1.3: Représentation schématique de la structure de la glycoprotéine

d’enveloppe d’un rétrovirus.

La glycoprotéine est synthétisée sous la forme d’un précurseur qui est clivé pour donner
une sous-unité de surface (SU), responsable de I’interaction spécifique avec le
récepteur cellulaire, et une sous-unité transmembranaire (TM). Le site de clivage entre
les sous-unités SU et TM est indiqué par un trait pointillé vertical. La TM porte trois
domaines fonctionnels qui sont le peptide fusion (PF), le domaine immunosuppresseur
(DIS) et le domaine transmembranaire (DTM). Le DTM permet I’ancrage de la
glycoprotéine dans la bicouche lipidique et le PF permet la fusion entre les membranes
virale et cellulaire.

1.1.4.2 La rétrotranscription de I’ARN viral en ADN double brin

Suite a la libération de la capside virale dans le cytdplasme, I’ ARN viral simple
brin est rétrotranscrit en ADN double brin. Ceci implique ’activité ADN polymérase
et RNAse H de I’enzyme virale qui est associée avec I’ARN génomique: la
transcriptase inverse (Coffin et al. 1997). Lors de la formation de nouveaux virions, les
enzymes virales intégrase et transcriptase inverse s’associent avec les brins d’ARN
génomiques afin d’initier la rétrotranscription et 1’intégration du génome viral dés les
premiéres phases du cycle infectieux. Les ARN génomiques sont également associés
avec des ARN de transfert (ARNt) cellulaires qui se lient par complémentarité de
séquence avec une séquence située dans la région 5’ des ARN viraux, appelée séquence

PBS pour ‘Primer Binding Site’ (Coffin et al. 1997). Les étapes majeures de la



rétrotranscription sont présentées sur la Figure 1.4. La transcription du brin antisens
d’ADN (ADN (-)) est initié a ’extrémité 3’ de I’ARNt lié a la séquence PBS en
direction de I’extrémité 5° de ’ARN viral. La RNAse H dégrade I’ARN viral
complémentaire a I’ ADN nouvellement synthétisé. Le brin d’ADN antisens va ensuite
s’hybrider a ’extrémité 3’ de ’ARN viral au niveau des séquences R. La synthése
ADN reprend de ’extrémité 3’ vers 5° de I’ARN viral, qui est dégradé au fur et a
mesure par la RNAse H. La séquence polypurine tract (PPT) est résistante a la
dégradation RNAse H et permet d’initier la synthése du brin sens d’ADN (ADN (+)).
Ce segment d’ADN contient des séquences complémentaires a 1’extrémité 3° du brin
antisens d’ADN. Le fragment d’ADN sens vient s’hybrider a I’extrémité 3’ du brin
d’ADN antisens et la synthése du brin sens continue. Les brins sens et antisens d’ADN
servent finalement chacun de matrice & la polymérase. Au final, ’ADN proviral
contient & chaque extrémité des séquences dupliquées U3/R/US5 appelées LTR pour
‘Long Terminal Repeat’ (Figure 1.4). Les LTRs contiennent des séquences promotrices
et régulatrices de la transcription afin d’optimiser la transcription des ARN viraux ainsi

que les séquences d’initiation de la transcription et de polyadénylation (Coffin et al.
1997).
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Figure 1.4: La rétrotranscription de PARN génomique viral en ADN double

brin.

L’ ARN viral est représenté par un trait plein noir, I’ADN sens (ADN (+)) par un trait
plein gris foncé et I’ADN antisens (ADN (-)) par un trait plein gris clair. Le sens de la
polymérisation de I’ADN est indiqué par des fleches. Les séquences répétées (R) et
uniques en 5’ et 3° (U5 et U3) sont représentées par des boites grises a chaque extrémité
de I’ARN ou I’ADN. La complémentarité de séquence est indiquée par trois traits
verticaux. PBS: primer binding site, PPT: polypurine tract et LTR: long terminal
repeat. Figure réalisée d’apres (Coffin et al. 1997), figure 2 du chapitre ‘Overview of
reverse transcription’.

1.1.4.3 L’intégration de ’ADN proviral dans I’ADN hote

Les rétrovirus dépendent de la cellule hote pour répliquer et transcrire leur
matériel génétique. La stratégie adoptée par cette famille de virus est d’intégrer I’ADN
proviral dans I’ADN héte. Apres la rétrotranscription, I’ ADN proviral double brin doit

transiter jusqu’au noyau pour étre intégré dans I’ ADN hote. Dans le cytoplasme, I’ADN
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viral est associé a plusieurs protéines virales et cellulaires et forme le complexe de pré-
intégration (CPI). L’intégrase fait partie de ce complexe. L’intégrase va cliver
I’extrémité 3’ de chaque brin d’ADN viral et éliminer 2 a 3 paires de base (pb) a ces
extrémités, libérant des groupements hydroxyles -OH. L’intégrase va aussi cliver
I’ADN héte puis liguer ensemble les extrémités d’ADN viral et hote en recréant des
liens phosphodiesters. L’ ADN viral sous sa forme intégrée est désigné sous le terme de
provirus. Le choix du site d’intégration dépend moins de la séquence ADN que de son
organisation chromatinienne, car il semble que les nucléosomes soient des cibles
préférentielles ou dépend de la reconnaissance de protéines de liaison a I’ADN (Coffin
et al. 1997). L’intégration de I’ADN proviral dans celui de la cellule hote conduit 4 la

duplication de séquences (4 a 6 pb) de chaque c6té du provirus.

1.1.4.4 La transcription des ARN viraux codants et génomiques

Latranscription des ARN viraux dépend de I’ ARN polymerase II et des facteurs
généraux de transcription de la cellule hote. Une fois synthétisés, les ARN viraux sont
coiffés en 5°, clivés et polyadénylés en 3°. Plusieurs ARN viraux sont synthétisés,
ARNs génomiques non épissés et les ARN subgénomiques obtenus suite a des
épissages alternatifs (Coffin ef al. 1997). Les ARNSs doivent transiter du noyau vers le
cytoplasme pour étre traduits ou empaquetés dans des nouvelles particules. Les ARN
épissés sont traduits en protéines virales (protéines de structures et accessoires pour les
rétrovirus complexes). En fonction de la complexité des rétrovirus, les ARN peuvent
avoir un ou plusieurs sites d’épissages. Les rétrovirus simples auront un site d’épissage
pour donner un ARNm codant les protéines Gag et Pol et un ARNm pour la protéine
Env. Pour certains rétrovirus complexes comme le VIH-1, la présence de sites
d’épissages alternatifs permet la synthése de nombreux ARNm viraux différents
(Coftin et al. 1997). La synthése de plusieurs protéines virales différentes a partir d’un
transcrit peut également se faire par la synthése de précurseurs protéiques qui sont

ensuite clivés. C’est le cas des protéines de structure CA, MA et NC qui sont
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synthétisées sous la forme d’un précurseur Gag (Pr55gag). La glycoprotéine
d’enveloppe est aussi synthétisée sous la forme d’un précurseur SU-TM qui est clivé
par une enzyme cellulaire (Coffin et al. 1997). La présence d’un peptide signal au début
du précurseur permet son adressage au RE ou il est glycosylé. Les protéines Env sont
plus ou moins glycosylées selon les rétrovirus. Les glycosylations jouent notamment
un rdle dans la conformation de la protéine. La glycoprotéine d’enveloppe est ancrée a
la membrane plasmique grace a un domaine transmembranaire situé dans la TM (Figure
1.5). Les protéines d’enveloppes ont des séquences C-terminales intracytoplasmiques
dont la longueur varie beaucoup d’un rétrovirus a I’autre et qui semblent réguler leur
incorporation dans les nouveaux virions et leur capacité fusogénique (Rein et al. 1994;
Piller et al. 2000; Celma et al. 2001; Bobkova et al. 2002). La glycoprotéine
d’enveloppe forme un oligomeére, généralement un trimére, dans la membrane du RE
et a la membrane plasmique plus tard. Les sous-unités SU et TM interagissent par des
liaisons de type ponts disulfures entre les séquences CxxC et CxeC localisées
respectivement dans la SU et la TM (Figure 1.5). Lors du passage dans le Golgi, le
précurseur SU-TM est clivé par une endoprotéase cellulaire, ce qui permet le

réarrangement structurel de la glycoprotéine (Coffin et al. 1997).

env
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Le transcrit codant pour I’enveloppe est traduit en un précurseur protéique. La présence
d’un peptide signal (PS) a I’extrémité N-terminale adresse la synthése du polypeptide
au réticulum endoplasmique. Le précurseur subit des modifications post-
traductionnelles comme des glycosylations (Y) et est clivé par une endoprotéase
cellulaire dans le Golgi. Le trait vertical pointillé indique le site de coupure par
I’endoprotéase. Les sous-unités SU et TM s’associent par des liaisons de type ponts
disulfures entre les séquences CxxC et Cx¢C pour former des oligoméres, souvent des
trimeres, a la membrane plasmique. Les domaines fonctionnels sur la sous-unité TM
sont indiqués sous la forme de boites avec PF: peptide fusion, DIS: domaine
immunosuppresseur et DTM: domaine transmembranaire.

1.1.4.5 Assemblage, bourgeonnement et maturation des virions

Les protéines de structure sous la forme du précurseur PrS5Gag transitent jusqu’a
la membrane plasmique et se dirigent vers les domaines de la membrane ou se trouvent
les protéines d’enveloppe. Lors de son transit, le précurseur Gag interagit aussi avec
des molécules d’ARN. En effet, Pr55Gag interagit avec les ARN génomiques viraux
au niveau de la séquence d’encapsidation psi et les acheminent vers la membrane
plasmique. La dimérisation de I’ARN génomique viral est également importante pour
’interaction avec Pr55Gag (Mailler et al. 2016). Le précurseur Gag interagit aussi avec
des ARNt cellulaires de fagon a les intégrer dans les nouveaux virions et d’assurer
I’initiation de la rétrotranscﬂption au prochain cycle infectieux (Eckwahl et al. 2016).
Les nouvelles particules virales bourgeonnent a la membrane plasmique et sont libérées
dans I’espace extracellulaire sous une forme immature. Le clivage des précurseurs
protéiques Gag et Gag-Pol par la protéase virale permet le réarrangement des protéines
de structure et la formation de nouveaux virions infectieux (Coffin et al. 1997; Mailler
et al. 2016).

La particularité du cycle infectieux des rétrovirus est la rétrotranscription de
leur génome en ADN double brin et I’intégration de cet ADN dans le génome de I’héte.

Une fois intégré dans I’ADN génomique, le provirus peut y persister, mais seules les
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cellules ayant été infectées seront porteuses du provirus. En revanche, si le rétrovirus
exogéne infecte les cellules germinales, la persistance du provirus dans I’ADN de ces

cellules peut donner naissance a un rétrovirus endogéne (Levy 1986).

1.2 Les rétrovirus endogénes

1.2.1 La découverte des rétrovirus endogénes

Les rétrovirus endogénes (ERV pour endogenous retroviruses) sont des
séquences génomiques d’origine rétrovirale qui résultent de 1’infection des cellules
germinales par des rétrovirus exogenes il y a plusieurs millions d’années. En s’intégrant
au génome des cellules germinales chez les ancétres de nombreux vertébrés, ces
provirus ont été transmis de fagon mendélienne aux descendants et ont ét€¢ maintenus
de maniére plus ou moins intacte chez ces derniers au fil des générations (Dupressoir

et al. 2012).

Les ERV ont été découverts entre la fin des années 1960 et le début des années
1970 grace a I’avancée des techniques d’analyse génomique (Weiss 2006). En effet,
des études sur la transmission verticale de pathologies cancéreuses chez la poule
domestique et la souris de laboratoire ont abouti successivement a la description de
trois rétrovirus endogénes : le virus leucémique aviaire ALV (A4vian Leukosis Virus),
le virus leucémique murin MLV (Murine Leukemia Virus) et le virus tumoral
mammaire murin MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus) (Weiss 2006). Il est a noter
que ces trois rétrovirus posseédent aussi des formes exogenes (Golovkina et al. 1997,
Denesvre et al. 2003; Kozak 2014). Des années 70s au début des années 80s, de
nombreux travaux ont rapporté 1’identification d’ERV chez plusieurs especes de
mammiféres et notamment chez les primates (Hino ef al. 1977; Todaro et al. 1978;
Sherwin et Todaro 1979). Puis, au début des années 1980, plusieurs travaux ont montré

I’existence de séquences rétrovirales endogénes dans le génome humain. En effet,
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I’utilisation de sondes d’ADN radiomarqués, correspondant a des séquences de
rétrovirus endogénes de primates, a montré des homologies de séquences entre des
rétrovirus endogénes de babouin et de singe Grivet et des séquences génomiques
humaines (Martin ef al. 1981; Noda et al. 1982). De plus, en 1982, I’équipe de Cohen
rapporte le clonage d’une séquence rétrovirale humaine qui est homologue aux
séquences des génes pol des ERV MoMuLV (Moloney Murine Leukemia Virus) et
BaEV (Baboon Endogenous Virus) (Bonner et al. 1982). Finalement, cette séquence
rétrovirale sera localisée sur le chromosome 18 chez1’humain et correspond au premier
locus de rétrovirus endogéhe humain identifié: ERV-1 (O'Brien ef al. 1983). En 1984,
ERV-3 est découvert sur le chromosome 7 (O'Connell et al. 1984) et la découverte de
nouvelles séquences rétrovirales endogenes n’a cessé d’augmenter par la suite. Depuis
la découverte des premiers ERV humains, environ 30 000 éléments proviraux ont été
identifiés dans le génome humain (de Parseval et Heidmann 2005) et ’ensemble des

ERYV humains représente environ 8% du génome humain (Lander et al. 2001).

1.2.2 La classification des rétrovirus endogénes

La comparaison de séquences des ERV entres elles et avec celles de rétrovirus
exogeénes a abouti au regroupement des ERV en trois classes qui s’apparentent aux
groupes de classification des rétrovirus exogenes. En effet la classe I, qui regroupe la
grande majorité des ERV, est apparentée aux gammarétrovirus, la classe II aux
bétarétrovirus et la classe III aux spumarétrovirus (de Parseval et Heidmann 2005). Au
total, environ 80 sous-familles (la famille étant Retroviridae) de ERV ont été
identifiées (de Parseval et Heidmann 2005). La nomenclature la plus couramment
utilisée pour désigner les sous-familles de ERV est basée sur I’attribution d’une lettre
correspondant a I’acide aminé lié a I’ARN de transfert initiateur de la transcription
inverse de I’ARN viral ancestral. Par exemple, dans le cas de ERV-W, I’ARNt lié au
tryptophane (W) fiit I’ ARNt initiateur de la transcription inverse du rétrovirus exogéne

dont découle le rétrovirus endogene actuel. Les différents membres d’une méme sous-
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famille sont ensuite désignés par un chiffre. Bien que d’origines rétrovirales, les ERV
font maintenant partie intégrante du génome humain et ces séquences appartiennent
aux éléments génomiques répétés de la famille des rétroéléments possédant des
répétitions terminales longues (LTR). Le nombre important de ERV dans le génome
s’explique non seulement par la succession d’infections par des rétrovirus exogénes au
cours de I’évolution, mais surtout par la duplication des provirus aprés leur intégration.
En effet, suite & I’intégration d’un provirus ancestral dans le génome, des événements
de rétrotranspositions ont permis la multiplication et la dispersion de ces rétroéléments
et ont abouti a la présence de plusieurs copies du méme provirus a différents sites
génomiques (de Parseval et Heidmann 2005). Aussi, la production de pseudoparticules
rétrovirales par des rétrovirus endogénes qui utilisent des protéines d’enveloppes issues
d’autres ERV permet la réinfection des cellules et la dispersion des ERV (Dewannieux
et Heidmann 2013; Greenwood et al. 2018). Chez les espéces ou des rétrovirus
exogenes et endogenes apparentés coexistent, les ERV apportent aussi une protection
contre les rétrovirus exogeénes (Best er al. 1997). C’est le cas de certaines séquences
rétrovirales endogénes apparentées au rétrovirus JSRV (enJSRV) chez les ovins. Soit
ces séquences codent pour une enveloppe qui interfére dans la liaison de 1’enveloppe
exogeéne avec le récepteur, soit il s’agit de séquences qui portent une mutation
dominante sur le géne gag qui conduit a la synthése d’une protéine Gag mutée et inhibe
les étapes tardives du cycle infectieux de JSRV chez les individus porteurs de ces ERV
(Arnaud et al. 2007; Cumer et al. 2019).

Malgré leur nombre important chez ’humain, la majorité des ERV sont inactifs
aux niveaux transcriptionnel et traductionnel. En effet, dans la plupart des cas, des
événements de recombinaisons entre LTRs ont excisé toute la région codante du
provirus, ne laissant que des LTRs solitaires (Dewannieux et Heidmann 2013). Dans
les cas ot il n’y a pas eu de recombinaison, I’absence de pression de sélection positive

a mené a I’accumulation de mutations dans les s€quences des génes gag, pol et env,
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rendant ces geénes non codants (Dewannieux et Heidmann 2013). Bien qu’il soit
possible de détecter des transcrits de ERV dans plusieurs tissus, il est rare que ceux-ci
soient traduits (Mayer ef al. 2011). Néanmoins pour certains ERV humains, la séquence
du géne env a été maintenue (de Parseval er al. 2003). En effet, 1’étude de de Parseval
et al. a montré que, parmi 476 cadres ouverts de lecture de génes env analysés, 16
pouvaient potentiellement coder pour des protéines d’enveloppe. Les transcrits de ces
glycoprotéines sont retrouvés dans différents tissus avec des niveaux d’expression
variables d’un transcrit & I’autre et trois sont fortement exprimés dans le placenta. Parmi
ces trois glycoprotéines d’enveloppe se trouvent les protéines Syncytine-1 et

Syncytine-2.

Afin de faciliter la compréhension de la fonction de ces deux protéines dans le
fonctionnement du placenta, une breéve présentation de 1’organisation fonctionnelle du

placenta humain va suivre.

1.3 Les rétrovirus endogénes humains dans le placenta

Le placenta humain est un organe transitoire, primordial au développement du
foetus et qui posséde des fonctions de nutrition, de maintien de la grossesse et de
protection du feetus contre les infections. Un mauvais fonctionnement du placenta
durant la grossesse peut avoir diverses conséquences sur le développement du feetus,
mais aussi avoir des répercussions sur la santé de la mére a plus ou moins long terme
et plusieurs pathologies obstétriques sont caractérisées par un défaut de placentation,

par exemple la pré-éclampsie.

1.3.1 La structure du placenta humain

Le placenta se forme dés le stade blastocyste de 1’embryon, a partir du

trophectoderme qui est composé de cellules épithéliales appelées trophoblastes. Durant
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I’implantation du blastocyste dans la paroi utérine, les trophoblastes du trophectoderme
vont former deux couches cellulaires différenciées, une couche interne de
cytotrophoblastés (CTB) et une couche externe appelée le syncytiotrophoblaste (STB).
Le placenta est constitué d’une face feetale, appelée la plaque choriale, ou se situe le
cordon ombilical et d’une face maternelle en contact avec I’endomeétre utérin appelé la
plaque basale (Figure 1.6) (Benirschke et al. 2012). A partir de la plaque choriale vont
se développer des structures vasculaires appelées les villosités choriales (Figure 1.6).
Chez I’humain, les villosités choriales sont en contact direct avec le sang maternel, ce

qui est caractéristique d’un placenta de type hémochorial.

Les villosités choriales sont constituées de plusieurs couches cellulaires et
contiennent les vaisseaux sanguins du feetus. Les villosités se développent selon trois
stades : primaire, secondaire et tertiaire. Au stade primaire, les villosités sont formées
par la prolifération et le bourgeonnement des CTB qui forment des extensions de
cellules dans le STB. Au stade secondaire, on voit apparaitre des cellules
mésenchymateuses fcetales au sein de ces extensions et au stade tertiaire des vaisseaux
sanguins se forment & partir des cellules mésenchymateuses (Benirschke et al. 2012).
Les villosités tertiaires possédent des cellules endothéliales, vasculaires et
mésenchymateuses d’origine fcetale au centre puis une couche de CTB et sont
recouvertes par le STB qui est en contact avec le sang maternel. Les villosités choriales
peuvent étre flottantes ou ancrées. Les villosités flottantes sont attachées au tronc de la
villosité mais leurs extrémités sont libres dans 1’espace intervilleux. Les villosités
ancrées sont en contact avec la caduque basale (décidue) et attachent le placenta a
I’endomeétre utérin. La décidue est une couche cellulaire spécialisée de I’endométre
utérin qui se développe avant I’implantation de I’embryon. La décidue contient des
cellules du stroma utérin, des vaisseaux sanguins (artérioles spiralées et veinules) et

des cellules immunitaires (Mori et al. 2016) (Figure 1.6).
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Figure 1.6 Organisation du placenta humain et de ces villosités choriales.

Le placenta présente une face feetale et une face maternelle. Les villosités choriales
sont en contact avec le sang maternel qui envahit 1’espace intervilleux et sont
recouvertes par le syncytiotrophoblaste (STB). Les vaisseaux sanguins feetaux se
développent a l’intérieur des villosités. Les villosités choriales sont divisées en
villosités flottantes, dont les extrémités sont libres dans I’espace intervilleux, et ancrées
qui attachent le placenta a ’endométre. Adapté de (Robbins et al. 2010; Plitman Mayo
et al. 2016).

1.3.2 Les cytotrophoblastes villeux et extravilleux

Dans les villosités choriales, les cytotrophoblastes peuvent se différencier selon
deux phénotypes: villeux et extravilleux. Les CTB villeux (CTBv) sont des cellules
mononucléées, situées directement sous le STB et qui vont permettre le maintien de
cette structure (Figure 1.7). En effet, le STB est un syncytium instable qui doit étre
constamment renouvelé par la fusion des CTBv sous-jacents (Baines et Renaud 2017).

Les CTBv proliférent constamment durant la grossesse et une partie des cellules
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obtenues & chaque division vont progressivement arréter leur cycle cellulaire et
fusionner avec le STB pour le renouveler (Baines et Renaud 2017). Au niveau des
villosités ancrées, les CTB se différencient en CTB extravilleux (CTBev) (Figure 1.7).
Ceux-ci prolifeérent activement et forment des colonnes cellulaires qui partent de la
villosité (partie proximale de la colonne) vers la décidue placentaire (partie distale de
la colonne). Les CTBev distaux possédent un phénotype invasif et vont migrer dans la
décidue pour remodeler les artérioles spiralées maternelles et permettre I’irrigation du
placenta avec du sang maternel (Baines et Renaud 2017). Parmi ces CTBev, on
distingue les CTB interstitiels qui sont dans la décidue et les CTB endovasculaires qui
remplacent les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins maternels (Figure 1.7)
(Redman et Sargent 2005; Costa 2016b).

Sang
maternel

Figure 1.7: Répartition des cytotrophoblastes villeux et extravilleux dans les

villosités choriales.

Les cytotrophoblastes villeux (CTBv) sont situés sous le syncytiotrophoblaste (STB)
dans I’ensemble des villosités flottantes. Au niveau des villosités ancrées, les CTB se
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différencient en CTB extravilleux (CTBev) et s’organisent en colonnes. Les CTBev
distaux migrent dans la décidue (CTBev interstitiel) et envahissent I’endothélium des
artérioles spiralées (CTBev endothélial) afin d’irriguer 1’espace intervilleux avec du
sang maternel. Schéma tiré et modifié de (Redman et Sargent 2005; Robbins ef al.
2010).

1.3.3 Le syncytiotrophoblaste

Le syncytiotrophoblaste (STB) est un syncytium formé au moment de
I’implantation du blastocyste dans I’endomeétre utérin (Burton et Jones 2009; Costa
2016Db). Ce syncytium est formé suite a la fusion de CTBv sous-jacents et correspond
a la partie la plus externe des villosités choriales, qui est en contact avec le sang
maternel de 1’espace intervilleux (Figures 1.6 et 1.7). Le STB est une interface
d’échanges entre les circulations fcetales et maternelles et couvre une surface de 10-12
m? 3 terme (Biswas et Ghosh 2008; Burton et Jones 2009). En premier lieu, les résultats
d’analyses sur 1’état de la chromatine et sur 1’activité transcriptionnelle des noyaux du
STB ont convergé vers I’hypothéese que les noyaux du STB sont transcriptionnellement
inactifs et entrent progressivement en apoptose. Il est maintenant admis que le STB
présente des activités transcriptionnelles et traductionnelles, car il produit des transcrits
et protéines absentes des CTBv (Burton et Jones 2009; Fogarty ef al. 2011). Le STB
présente des fonctions endocrine et immunologique importantes pour le développement
de la grossesse et est le lieu des échanges en gaz et nutriments entre le sang maternel

et foetal (Burton et Fowden 2015; Costa 2016b; Costa 2016a).

1.3.3.1 Les fonctions endocrines du syncytiotrophoblaste

Plusieurs hormones et facteurs de croissances nécessaires au développement et
au maintien de la grossesse sont synthétisés et sécrétés au niveau du STB. En effet, les
hormones stéroides progestérone et cestrogeénes sont synthétisées au niveau des

mitochondries du STB. L’hormone hCG (human chorionic gonadotropin) ainsi que les
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hormones peptidiques hPL (human placental lactogen) et WPGH (human placental
growth hormone) sont synthétisées principalement par le STB. Toutes ces hormones
ont des fonctions majeures dans 1’implantation embryonnaire, la mise en place de la
tolérance immunitaire, 1’adaptation et la régulation métabolique durant la grossesse et

dans I’angiogenése placentaire et endométriale (Costa 2016a).

1.3.3.2 Les fonctions immunologiques du syncytiotrophoblaste

Le succes d’une grossesse demande un contexte immunologique particulier afin
d’éviter le rejet du foetus dii a la présence d’alloantigénes feetaux. Le STB étant en
contact direct avec le sang maternel, c’est aussi une zone de libération de cytokines et
de facteurs immunorégulateurs. En effet, plusieurs études ont localisé I’expression
d’interleukines (IL-1, IL-6), de TNFa et de M-CSF au niveau du STB ainsi que la
sécrétion de vésicules extracellulaires qui modulent I’activité des cellules immunitaires,
localement et & distance (Kameda et al. 1990; Paulesu et al. 1991; Haynes et al. 1993;
Saito et al. 1993; Benyo et al. 1997). La synthése ainsi que les fonctions associées aux
vésicules extracellulaires placentaires seront développées dans la section 1.4 de cette
introduction. Les fonctions immunorégulatrices du STB peuvent étre aussi associées a
la libération de plusieurs hormones ayant une capacité immunorégulatrice, tel que les
hormones hCG, cestrogene et progestérone (Dong et al. 2008; Costa 2016a). Enfin, des
expériences d’incubation de lymphocytes T avec le surnageant de culture d’explants
placentaires ou de cellules trophoblastiques ont montré la capacité immunorégulatrice

des cytotrophoblastes villeux (Dong ef al. 2008; Liu et al. 2011).

En plus des facteurs immunologiques libérés par le STB, les cellules
immunitaires localisées dans la décidue maternelle ont des fonctions importantes pour
le développement du placenta. Par exemple, les cellules dendritiques et NK (Natural
Killer) produisent des cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, LIF) lors de

I’implantation de I’embryon ce qui permet 1’invasion de ce dernier dans 1’endométre
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utérin (Yockey et Iwasaki 2018). Les cellules NK réguleraient aussi la migration des
CTBev jusqu’au artérioles spiralées et produiraient des facteurs proangiogéniques,

facilitant le remodellage des vaisseaux sanguins maternels (Liu et al. 2017).

1.3.3.3 Les mécanismes de la fusion membranaire

La fusion entre deux membranes est un phénoméne biologique important qui
permet des échanges entre les cellules ou au sein méme de la cellule et nécessaire lors
de la formation de syncytium, la fécondation, la réponse immunitaire et les infections
virales (Martens et McMahon 2008). La fusion entre les feuillets lipidiques de deux
cellules adjacentes ou de vésicules intracellulaires avec la membrane plasmique
implique le rapprochement physique des deux membranes et le réarrangement des
feuillets lipidiques qui composent les membranes (Martens et McMahon 2008). Le
phénomene de fusion membranaire est un processus énergétique dit au rapprochement
entre deux membranes chargées négativement et aux changements conformationnels
des membranes (Martens et McMahon 2008). La fusion entre deux membranes passe
par une stade d’hémifusion, ou seuls les deux feuillets juxtaposés sont fusionnés, puis
par la formation d’un pore de fusion (Epand 2000; Martens et McMahon 2008). La
composition des membranes en lipides et protéines dirige la fusion membranaire. En
effet, la présence de céramides et diacylglycérol facilite la courbure des membranes
(Epand 2000). Certaines protéines membranaires permettent aussi le rapprochement
physique des bicouches lipidiques et apportent 1’énergie nécessaire a la fusion via des
changements conformationnels (Martens et McMahon 2008). Par exemple, les
protéines de la famille SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein
attachment protein receptor) sont impliquées dans la fusion des vésicules
intracellulaires avec différents compartiments cellulaires et dans la fusion
synaptique (Martens and McMahon, 2008). Dans le cas des infections virales, les

protéines d’enveloppes sont impliquées dans la fusion des particules virales avec la
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membrane de la cellule cible. Ceci implique une interaction entre la protéine
d’enveloppe et un récepteur cellulaire et le peptide fusion situé dans la sous-unité

transmembranaire de la protéine d’enveloppe (Epand 2000).

Plusieurs facteurs cellulaires sont impliqués dans la fusion des CTBv et la
formation du STB tels que des protéines de jonctions adherens, jonctions GAP,
jonctions zonula occludens et des protéines rétrovirales endogénes (Gerbaud et Pidoux
2015).

1.3.4 Les protéines rétrovirales endogénes humaines Syncytine-1 et Syncytine-2

1.3.4.1 La Syncytine-1

La Syncytine-1 (Syn-1) est la glycoprotéine d’enveloppe d’un rétrovirus
endogéne appartenant a la sous-famille ERV-W. Cette sous-famille découverte en 1999,
appartient a la classe [ des ERV et posséde plusieurs membres dont les loci sont répartis
sur différents chromosomes. De plus, les travaux ayant menés a la découverte de la
sous-famille ERV-W ont montrés que les transcrits de ces rétrovirus endogeénes sont
principalement détectés dans le placenta (Blond ef al. 1999). Un intérét particulier a été
porté au locus situé sur le chromosome 7 (ERVW-1) car c’est le seul qui présentait un
cadre de lecture intact dans 1’un des génes rétroviraux. En effet, la séquence du géne
d’enveloppe était trés conservée contrairement aux genes gag et pol, indiquant que ce
géne pourrait potentiellement coder pour une protéine d’enveloppe (Blond et al. 1999).
Deux études ont finalement montré ’expression de ce géne env au niveau
transcriptionnel et traductionnel et localisé I’expression de la glycoprotéine
d’enveloppe, nommée « Syncytine » par 1I’équipe du Dr McCoy au niveau du
syncytiotrophoblaste placentaire (Blond et al. 2000; Mi et al. 2000). En plus de montrer
le maintien de 1’expression du géne env du rétrovirus endogéne ERVW-1, ces travaux

ont mis en évidence les capacités fusogéniques de la protéine Syncytine. En effet,
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I’expression de la protéine dans différents types cellulaires entraine la fusion des
cellules qui I’expriment et la formation de nombreux syncytia (Blond et al. 2000; Mi
et al. 2000). Le nom « Syncytine » proposé pour cette protéine vient de son expression
au niveau du STB ainsi que de sa capacité a induire la formation de syncytia. La
Syncytine a ensuite été renommée « Syncytine-1 » afin de la distinguer d’une autre
protéine aux propriétés trés similaires, découverte trois ans plus tard, et également

exprimée dans le placenta (Blaise et al. 2003) (voir section 1.3.4.2).

1.3.4.1.1 La structure de la Syncytine-1

La Syn-1 est une protéine de 538 acides aminés et sa structure est semblable a
celle d’une glycoprotéine d’enveloppe d’un rétrovirus exogene. En effet, elle est
synthétisée au niveau du réticulum endoplasmique sous la forme d’un précurseur de 73
kDa, gp73, qui est ensuite clivé par ’endoprotéase cellulaire furine au niveau de la
séquence consensus RNKR. Ce clivage donne naissance a la sous-unité de surface (SU),
gp50, et & la sous-unité transmembranaire (TM), gp24 (Cheynet et al. 2005). Les sous-
unités SU et TM s’associent par formation de ponts disulfures entre les séquences
CxxC et Cx6CC situées respectivement sur la SU et la TM (Figure 1.8). Aprés ancrage
a la membrane plasmique, la Syn-1 s’associe en homotriméres pour former une
protéine fonctionnelle. Au cours de son acheminement vers la membrane, la Syn-1 est
modifiée post-traductionnellement par 1’ajout de chaines de polysaccharides. Parmi les
sites de glycosylations, la protéine posséde sept sites de N-glycosylation qui sont les
asparagines N169, N208, N214, N234, N242, N281, N409 (Cheynet et al. 2005)
(Figure 1.8). Chaque sous-unité porte des domaines importants pour la fonction de la
protéine. La SU porte le domaine d’interaction avec les deux récepteurs cellulaires de
la Syn-1 qui sont les transporteurs d’acides aminés neutres SLC1A4 (ou ASCT1) et
SLC1AS (ou ASCT2) (Blond et al. 2000; Lavillette et al. 2002). Le domaine
d’interaction entre la SU et les récepteurs a été caractérisé et comprend 124 acides

aminés situés dans la région N-terminale de la SU, avec une importance particuli¢re
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accordé aux acides aminés 21 4 69 et 117 a 144 (Cheynet et al. 2006) (Figure 1.8). La
sous-unité TM porte quant a elle plusieurs domaines fonctionnels. Situé juste apres le
site de coupure de la furine, on trouve une région indispensable a I’activité fusogénique
des enveloppes rétrovirales en général, le peptide fusion (PF), qui permet la fusion de
I’enveloppe virale a la membrane cellulaire. Dans le cas de la Syn-1, ce PF permet la
fusion entre les membranes de deux cellules adjacentes. L’activité fusogénique de la
Syn-1 dépend également de la présence de deux structures de type leucine-zipper dans
I’ectodomaine de la protéine, HRA (Heptad Repeat A) et-HRB, composées de motifs
répétés de sept acides aminés (Figure 1.8). Ces deux structures hélicoidales
interagissent ensemble et permettent probablement le repliement optimal de la protéine
durant son activité fusogénique (Chang et al. 2004). La capacité fusogénique de la Syn-
1 serait régulée par sa région intracytoplasmique car la délétion des acides aminés 480
a 538 augmente significativement la fusogénicité de la protéine (Chang et al. 2004).
En position 373 a 398 de la TM se trouve un domaine immunosuppresseur (DIS) (Mi
et al. 2000). Le DIS est un domaine conservé sur les glycoprotéines de nombreux
rétrovirus exogenes et endogénes et a un rdle dans la neutralisation de la réponse
immunitaire de 1’h6te (Cianciolo ef al. 1985). Bien qu’une premiére étude ait suggéré
que la Syn-1 ne présentait pas d’activité immunosuppressive (Mangeney et al. 2007),
il semble néanmoins que le DI<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>