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RÉSUMÉ 

Les rétrovirus endogènes (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 rétro virales fonctionnelles. C'est le cas des protéines Syncytine-1, 
Syncytine-2 et EnvP(b) qui sont des protéines d'enveloppes rétrovirales endogènes 
exprimées dans le placenta humain. Dans ce tissu, les protéines Syncytine-1 et -2 sont 
nécessaires à la formation et au maintien du syncytiotrophoblaste, une structure 
cellulaire primordiale pour les échanges nutritionnels entre les circulations maternelle 
et fœtale. 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 libère 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 à la surface des vésicules extracellulaires placentaires 
et pourraient aider à l'internalisation des vésicules dans les cellules. Ce projet de 
doctorat a visé premièrement à établir un lien fonctionnel entre les protéines Syncytine-
1 et -2 et certaines Galectines placentaires lors de la fusion des cytotrophoblastes. Dans 
un deuxième temps, ce projet s'est intéressé au rôle de la Syncytine-2 lors de l'entrée 
des vésicules extracellulaires dans un modèle de cellules endothéliales. Les résultats 
obtenus durant ce doctorat montrent 1' existence d'une association entre la Galectine-1 
et les Syncytine-1 et -2 dans différents modèles cellulaires, une association qui pourrait 
s'étendre à d'autres protéines de ERV. Il ressort également de ces résultats une 
différence dans la réponse des protéines Syncytine-1 et -2 à la présence de la Galectine-
1. Enfin, des résultats préliminaires suggèrent que l'expression de la Syncytine-2 à la 
surface des vésicules extracellulaires augmente l'internalisation de ces vésicules dans 
les cellules endothéliales, un évènement auquel pourrait aussi contribuer la Galectine-
1. 

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





CHAPITRE I 

ÉTAT DES CONNAISSANCES 

1.1 Les rétrovirus 

Les rétrovirus sont des virus enveloppés qui forment la famille taxonomique des 

Retroviridœ. Les rétrovirus ont un génome composé de deux molécules d' ARN à 

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 été décrits pour la première fois au début du XXe siècle suite à l'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'espèces dont l'humain, chez qui les rétrovirus sont responsables de 

plusieurs pathologies, dont l'épidémie du SIDA. 

1.1.1 Structure générale des particules rétrovirales 

Les virions ont des tailles allant de 90 à 200 nm selon les rétrovirus et sont 

organisés selon plusieurs couches structurelles (Figure 1.1 ). Les rétrovirus sont des 

virus enveloppés, dont 1' enveloppe est composée à la fois de protéines 

transmembranaires virales, les glycoprotéines d'enveloppe, et d'une bicouche lipidique 
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d'origine cellulaire. Des protéines membranaires cellulaires sont également retrouvées 

à 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 oligomères et ancrées dans la membrane d'origine cellulaire. Sous 

l'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). 

Il. 
Glycoprotéine } :.E 

1 
• 

1 nve eppe v1ra e 
Bicouche lipidique 

Matrice (MA) 

Capside (CA) 

Nucléocapside (NC) 

ARN génomique 

L Sous-unité de f Surface (SU) 

Sous-unité 
Transmembranaire (TM) 

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 l'extérieur vers l'intérieur on trouve: l'enveloppe virale constituée d'une 
bi couche lipidique d'origine cellulaire et de trimères 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 
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surface (SU) et une sous-unité transmembranaire (TM). La sous-unité 
transmembranaire est ancrée dans la bicouche lipidique avec une partie située à 
1' extérieur du virion et une partie à 1' intérieur de la particule virale. 

1.1.2 L'organisation du génome des rétrovirus 

Considérant leur structure génomique, les rétrovirus peuvent être divisés en 

deux catégories : les rétrovirus simples et complexes (Figure 1.2). Les rétrovirus dits 

simples possèdent les gènes essentiels au cycle réplicatif du virus alors que les 

rétrovirus complexes ont également des gènes accessoires. Les rétrovirus possèdent un 

génome à ARN avec deux molécules d' ARN simple brin à orientation positive. Les 

gènes essentiels sont les gènes gag (group specifie antigen), pro (protease ), pol 

(polymerase) et env (envel ope). Le gène gag code pour un précurseur protéique Gag 

qui est clivé en protéines de matrice (MA), capside (CA) et nucléocapside (NC). Le 

gène pro code pour 1' enzyme protéase virale responsable de la maturation des autres 

protéines structurelles virales. Le gène pol code pour l'ADN polymérase ARN

dépendante, la transcriptase inverse et pour la protéine intégrase. Le gène 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 gènes, les rétrovirus complexes 

possèdent des gènes accessoires qui sont localisés soit entre les gènes pol et env, soit 

en antisens au niveau du gène 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 l'extrémité 5' vers 3' : une coiffe en 5', une région répétée (R), une 

séquence unique en 5' U5, les régions transcriptionnelles correspondant aux gènes 

essentiels et accessoires, une séquence unique en 3' U3, une séquence répétée R et une 

queue polyadénylée en 3' (Coffin et al. 1997). 



4 

A Rétrovirus simple 

MLV 

Rétrovirus complexe 

HIV1 

B ARN génomique 

3' 

1-l.ÎJ,i 1---g_a_g_. __ P_ro_p_o_l ____ e_n_v ___ !lll l! AAAA(n) - . . 

Coiffe Queue poly(A) 

Figure 1.2: Exemple de l'organisation génomique des rétrovirus simples et 

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

A. L'organisation génomique des rétrovirus ML V et HIV -1 sont présentés en exemple 
de rétrovirus simple et complexe, respectivement. Les boîtes de couleurs représentent 
les gènes viraux. Les gènes dans le même cadre de lecture sont représentés sur la même 
ligne alors que ceux dans des cadres de lectures différents sont décalés. Les gènes 
essentiels (gag, pro, pol, et env) sont indiqués en gras et les gènes accessoires en 
italique. Les lignes triangulaires entre deux boîtes indiquent un épissage des exons. Par 
mesure de simplicité, le gène 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 gènes essentiels. Schérria modifié de 
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(Coffin 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 Retroviridœ 

appartient à l 'ordre des Ortervirales et se divise en deux sous-familles : 

Les Orthoretrovirinœ 

Les Spumaretrovirinœ 

La sous-famille des Orthoretrovirinœ comprend 6 genres de rétrovirus qui infectent un 

large spectre d'espèces: 

Les Alpharetrovirus 

Les Betaretrovirus 

Les Deltaretrovirus 

Les Epsilonretrovirus 

Les Gammaretrovirus 

Les Lentivirus 

La sous-famille des Spumaretrovirinœ comprend 5 genres et se subdivise en plusieurs 

espèces de virus spumeux qui infectent les singes simiens et prosimiens, les équidés, 

les bovins et les félins (Khan et al. 20 18). 

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 à la surface des cellules qui expriment le(s) 

récepteur(s) spécifique(s) du virus et entrer dans la cellule. La deuxième étape consiste 

en la libération de la capside virale dans le cytoplasme et la rétro transcription de 1 'ARN 

génomique en ADN double brin. La troisième étape est l'intégration de l'ADN viral 
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dans le génome de la cellule hôte. La quatrième étape consiste en la transcription des 

ARN génomiques et subgénomiques et la synthèse des protéines de structure du virus. 

Enfin, les virions doivent être 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 l'entrée de la particule rétrovirale 

Le cycle infectieux débute par 1' attachement de la particule virale à la surface 

de la cellule hôte. Cette étape dépend de la glycoprotéine d'enveloppe du rétrovirus. 

Les protéines cellulaires présentes à la surface de 1' 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 à 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 à l'interaction SU/récepteur, l'infection de la cellule par la particule 

virale a lieu. L'entrée peut se faire soit par endocytose puis fusion de l'enveloppe 

rétrovirale avec la vacuole d'endocytose, soit par fusion directe entre l'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 entraîne un changement conformationnel de la protéine qui permet le 

rapprochement de 1' enveloppe virale et de la membrane plasmique et qui expose le PF. 

Le PF permet ensuite la fusion des deux membranes et l'entrée de la capside virale dans 

le cytoplasme cellulaire (Coffin et al. 1997). 



Interaction avec le 

Précurseur protéique 
récepteur 

~· 
TM 

N-term C-term 

Intérieur de la particule 

Figure 1.3: Représentation schématique de la structure de la glycoprotéine 

d'enveloppe d'un rétrovirus. 
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La glycoprotéine est synthétisée sous la forme d'un précurseur qui est clivé pour donner 
une sous-unité de surface (SU), responsable de l'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 l'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 l' ARN viral en ADN double brin 

Suite à la libération de la capside virale dans le cytoplasme, 1' ARN viral simple 

brin est rétro transcrit en ADN double brin. Ceci implique 1' activité ADN polymérase 

et RNAse H de l'enzyme virale qui est associée avec l' 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 l'intégration du génome viral dès les 

premières 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 
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rétrotranscription sont présentées sur la Figure 1.4. La transcription du brin antisens 

d'ADN (ADN (-)) est initié à l'extrémité 3' de l'ARNt lié à la séquence PBS en 

direction de l'extrémité 5' de l' ARN viral. La RNAse H dégrade l' ARN viral 

complémentaire à l'ADN nouvellement synthétisé. Le brin d'ADN antisens va ensuite 

s'hybrider à l'extrémité 3' de l' ARN viral au niveau des séquences R. La synthèse 

ADN reprend de l'extrémité 3' vers 5' de l' ARN viral, qui est dégradé au fur et à 

mesure par la RNAse H. La séquence polypurine tract (PPT) est résistante à la 

dégradation RNAse H et permet d'initier la synthèse du brin sens d'ADN (ADN ( + )). 

Ce segment d'ADN contient des séquences complémentaires à 1' extrémité 3' du brin 

antisens d'ADN. Le fragment d'ADN sens vient s'hybrider à l'extrémité 3' du brin 

d'ADN antisens et la synthèse du brin sens continue. Les brins sens et antisens d'ADN 

servent finalement chacun de matrice à la polymérase. Au final, 1 'ADN pro viral 

contient à chaque extrémité des séquences dupliquées U3/RIU 5 appelées L TR pour 

'Long Terminal Repeat' (Figure 1.4 ). Les L TRs 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 rétro transcription de l' ARN génomique viral en ADN double 

brin. 

L' ARN viral est représenté par un trait plein noir, l'ADN sens (ADN(+)) par un trait 
plein gris foncé et l'ADN antisens (ADN(-)) par un trait plein gris clair. Le sens de la 
polymérisation de l'ADN est indiqué par des flèches. Les séquences répétées (R) et 
uniques en 5' et 3' (US et U3) sont représentées par des boîtes grises à chaque extrémité 
de l' ARN ou l'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'après (Coffin et al. 1997), figure 2 du chapitre 'Overview of 
reverse transcription'. 

1.1.4.3 L'intégration de l'ADN proviral dans l'ADN hôte 

Les rétrovirus dépendent de la cellule hôte pour répliquer et transcrire leur 

matériel génétique. La stratégie adoptée par cette famille de virus est d'intégrer l'ADN 

pro viral dans 1 'ADN hôte. Après la rétrotranscription, 1' ADN pro viral double brin doit 

transiter jusqu'au noyau pour être intégré dans l'ADN hôte. Dans le cytoplasme, l'ADN 
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viral est associé à plusieurs protéines virales et cellulaires et forme le complexe de pré

intégration (CPI). L'intégrase fait parti~ de ce complexe. L'intégrase va cliver 

1' extrémité 3' de chaque brin d'ADN viral et éliminer 2 à 3 paires de base (pb) à ces 

extrémités, libérant des groupements hydroxyles -OH. L'intégrase va aussi cliver 

l'ADN hôte puis liguer ensemble les extrémités d'ADN viral et hôte 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 à l'ADN (Coffin 

et al. 1997). L'intégration de l'ADN proviral dans celui de la cellule hôte conduit à la 

duplication de séquences ( 4 à 6 pb) de chaque côté du pro virus. 

1.1.4.4 La transcription des ARN viraux codants et génomiques 

La transcription des ARN viraux dépend de 1' ARN polymerase II et des facteurs 

généraux de transcription de la cellule hôte. 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 à des 

épissages alternatifs (Coffin et al. 1997). Les ARNs doivent transiter du noyau vers le 

cytoplasme pour être 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 synthèse de nombreux ARNm viraux différents 

(Coffin et al. 1997). La synthèse de plusieurs protéines virales différentes à partir d'un 

transcrit peut également se faire par la synthèse 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 où il est glycosylé. Les protéines Env sont 

plus ou moins glycosylées selon les rétrovirus. Les glycosylations jouent notamment 

un rôle dans la conformation de la protéine. La glycoprotéine d'enveloppe est ancrée à 

la membrane plasmique grâce à 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 à l'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 oligomère, généralement un trimère, dans la membrane du RE 

et à la membrane plasmique plus tard. Les sous-unités SU et TM interagissent par des 

liaisons de type ponts disulfures entre les séquences CxxC et Cx6C 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 
5' ··-------------1''\AAA 3' 

Traduction 

Membrane plasmique 

N-term C-term 

PS :pF DIS DTM 

Précurseur protéique Trimère de glycoprotéines 

Figure 1.5: Synthèse du précurseur de la glycoprotéine d'enveloppe d'un 

rétrovirus. 
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Le transcrit codant pour 1' enveloppe est traduit en un précurseur protéique. La présence 
d'un peptide signal (PS) à l'extrémité N-terminale adresse la synthèse 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 
1' endoprotéase. Les sous-unités SU et TM s'associent par des liaisons de type ponts 

disulfures entre les séquences CxxC et Cx6C pour former des oligomères, souvent des 
trimères, à la membrane plasmique. Les domaines fonctionnels sur la sous-unité TM 
sont indiqués sous la forme de boîtes 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 Pr55Gag transitent jusqu'à 

la membrane plasmique et se dirigent vers les domaines de la membrane où 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 l' ARN génomique viral est également importante pour 

l'interaction avec Pr55Gag (Mailler et al. 2016). Le précurseur Gag interagit aussi avec 

des ARNt cellulaires de façon à les intégrer dans les nouveaux virions et d'assurer 

l'initiation de la rétrotranscription au prochain cycle infectieux (Eckwahl et al. 2016). 

Les nouvelles particules virales bourgeonnent à la membrane plasmique et sont libérées 

dans 1' 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 l'intégration de cet ADN dans le génome de l'hôte. 

Une fois intégré dans l'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 

exogène infecte les cellules germinales, la persistance du pro virus dans 1' ADN de ces 

cellules peut donner naissance à un rétrovirus endogène (Levy 1986). 

1.2 Les rétrovirus endogènes 

1.2.1 La découverte des rétrovirus endogènes 

Les rétrovirus endogènes (ERV pour endogenous retroviruses) sont des 

séquences génomiques d'origine rétrovirale qui résultent de l'infection des cellules 

germinales par des rétrovirus exogènes il y a plusieurs millions d'années. En s'intégrant 

au génome des cellules germinales chez les ancêtres de nombreux vertébrés, ces 

provirus ont été transmis de façon mendélienne aux descendants et ont été maintenus 

de manière plus ou moins intacte chez ces derniers au fil des générations (Dupressoir 

et al. 20 12). 

Les ER V ont été découverts entre la fin des années 1960 et le début des années 

1970 grâce à l'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 à la description de 

trois rétrovirus endogènes: le virus leucémique aviaire ALV (Avian 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 à noter 

que ces trois rétrovirus possèdent aussi des formes exogènes (Golovkina et al. 1997; 

Denesvre et al. 2003; Kozak 20 14 ). Des années 70s au début des années 80s, de 

nombreux travaux ont rapporté l'identification d'ERV chez plusieurs espèces de 

mammifères et notamment chez les primates (Hino et al. 1977; Todaro et al. 1978; 

Sherwin et Todaro 1979). Puis, au début des années 1980, plusieurs travaux ont montré 

1' existence de séquences rétro virales endogènes dans le génome humain. En effet, 
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l'utilisation de sondes d'ADN radiomarqués, correspondant à des séquences de 

rétrovirus endogènes de primates, a montré des homologies de séquences entre des 

rétrovirus endogènes de babouin et de singe Grivet et des séquences génomiques 

humaines (Martin et al. 1981; Noda et al. 1982). De plus, en 1982, l'équipe de Cohen 

rapporte le clonage d'une séquence rétrovirale humaine qui est homologue aux 

séquences des gènes pol des ERV MoMuLV (Moloney Murine Leukemia Virus) et 

BaEV (Baboon Endogenous Virus) (Bonner et al. 1982). Finalement, cette séquence 

rétro virale sera localisée sur le chromosome 18 chez 1' humain et correspond au premier 

locus de rétrovirus endogène humain identifié: ERV -1 (O'Brien et al. 1983). En 1984, 

ERV -3 est découvert sur le chromosome 7 (O'Connell et al. 1984) et la découverte de 

nouvelles séquences rétrovirales endogènes n' a cessé d'augmenter par la suite. Depuis 

la découverte des premiers ER V humains, environ 3 0 000 éléments pro viraux ont été 

identifiés dans le génome humain (de Parseval et Heidmann 2005) et 1' ensemble des 

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

1.2.2 La classification des rétrovirus endogènes 

La comparaison de séquences des ERV entres elles et avec celles de rétrovirus 

exogènes a abouti au regroupement des ERV en trois classes qui s'apparentent aux 

groupes de classification des rétrovirus exogènes. En effet la classe 1, 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 l' attribution d'une lettre 

correspondant à 1' acide aminé lié à 1' ARN de transfert initiateur de la transcription 

inverse de l'ARN viral ancestral. Par exemple, dans le cas de ERV-W, l'ARNt lié au 

tryptophane (W) fût l' ARNt initiateur de la transcription inverse du rétrovirus exogène 

dont découle le rétrovirus endogène actuel. Les différents membres d'une même 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 exogènes au 

cours de l' évolution, mais surtout par la duplication des provirus après leur intégration. 

En effet, suite à l'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 à la présence de plusieurs copies du même provirus à différents sites 

génomiques (de Parseval et Heidmann 2005). Aussi, la production de pseudoparticules 

rétrovirales par des rétrovirus endogènes 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 espèces où des rétrovirus 

exogènes et endogènes apparentés coexistent, les ERV apportent aussi une protection 

contre les rétrovirus exogènes (Best et al. 1997). C'est le cas de certaines séquences 

rétrovirales endogènes apparentées au rétrovirus JSRV (enJSRV) chez les ovins. Soit 

ces séquences codent pour une enveloppe qui interfère dans la liaison de 1' enveloppe 

exogène avec le récepteur, soit il s'agit de séquences qui portent une mutation 

dominante sur le gène gag qui conduit à la synthèse 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 l'humain, la majorité des ERV sont inactifs 

aux niveaux transcriptionnel et traductionnel. En effet, dans la plupart des cas, des 

évènements de recombinaisons entre L TRs ont excisé toute la région codante du 

provirus, ne laissant que des LTRs solitaires (Dewannieux et Heidmann 2013). Dans 

les cas où il n 'y a pas eu de recombinaison, l'absence de pression de sélection positive 

a mené à l' accumulation de mutations dans les séquences des gènes gag, pol et env, 
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rendant ces gènes 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 et al. 2011). Néanmoins pour certains ERV humains, la séquence 

du gène env a été maintenue (de Parseval et al. 2003). En effet, l'étude de de Parseval 

et al. a montré que, parmi 476 cadres ouverts de lecture de gènes 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 à l'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 brève présentation de 1' organisation fonctionnelle du 

placenta humain va suivre. 

1.3 Les rétrovirus endogènes humains dans le placenta 

Le placenta humain est un organe transitoire, primordial au développement du 

fœtus et qui possède des fonctions de nutrition, de maintien de la grossesse et de 

protection du fœtus contre les infections. Un mauvais fonctionnement du placenta 

durant la grossesse peut avoir diverses conséquences sur le développement du fœtus, 

mais aussi avoir des répercussions sur la santé de la mère à 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 dès le stade blastocyste de 1' embryon, à partir du 

trophectoderme qui est composé de cellules épithéliales appelées trophoblastes. Durant 
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l' implantation du blastocyste dans la paroi utérine, les trophoblastes du trophectoderme 

vont former deux couches cellulaires différenciées, une couche interne de 

cytotrophoblastes (CTB) et une couche externe appelée le syncytiotrophoblaste (STB). 

Le placenta est constitué d'une face fœtale, appelée la plaque choriale, où se situe le 

cordon ombilical et d'une face maternelle en contact avec l'endomètre utérin appelé la 

plaque basale (Figure 1.6) (Benirschke et al. 2012). À partir de la plaque choriale vont 

se développer des structures vasculaires appelées les villosités choriales (Figure 1.6). 

Chez 1 '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 fœtus. 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 apparaître des cellules 

mésenchymateuses fœtales au sein de ces extensions et au stade tertiaire des vaisseaux 

sanguins se forment à partir des cellules mésenchymateuses (Benirschke et al. 2012). 

Les villosités tertiaires possèdent des cellules endothéliales, vasculaires et 

mésenchymateuses d'origine fœtale 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 être 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 (déci due) et attachent le placenta à 

1' endomètre utérin. La déci due est une couche cellulaire spécialisée de 1' endomètre 

utérin qui se développe avant l' implantation de l'embryon. La décidue contient des 

cellules du stroma utérin, des vaisseaux sanguins (artérioles spiralées et veinules) et 

des cellules immunitaires (Mori et al. 20 16) (Figure 1.6). 
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Figure 1.6 Organisation du placenta humain et de ces villosités choriales. 

sanguin 
fœtal 

Le placenta présente une face fœtale 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 fœtaux se 
développent à l'intérieur des villosités. Les villosités choriales sont divisées en 
villosités flottantes, dont les extrémités sont libres dans l'espace intervilleux, et ancrées 
qui attachent le placenta à l'endomètre. Adapté de (Rabbins 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 être 

constamment renouvelé par la fusion des CTBv sous-jacents (Baines et Renaud 20 17). 

Les CTBv prolifèrent constamment durant la grossesse et une partie des cellules 
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obtenues à chaque division vont progressivement arrêter leur cycle cellulaire et 

fusionner avec le STB pour le renouveler (Baines et Renaud 20 17). Au niveau des 

villosités ancrées, les CTB se différencient en CTB extravilleux (CTBev) (Figure 1.7). 

Ceux-ci prolifèrent activement et forment des colonnes cellulaires qui partent de la 

villosité (partie proximale de la colonne) vers la déci due placentaire (partie distale de 

la colonne). Les CTBev distaux possèdent un phénotype invasif et vont migrer dans la 

décidue pour remodeler les artérioles spiralées maternelles et permettre l'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 l'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 l'endothélium des 
artérioles spiralées (CTBev endothélial) afin d'irriguer l'espace intervilleux avec du 
sang maternel. Schéma tiré et modifié de (Redman et Sargent 2005; Rabbins et al. 

2010). 

1.3.3 Le syncytiotrophoblaste 

Le syncytiotrophoblaste (STB) est un syncytium formé au moment de 

l'implantation du blastocyste dans l'endomètre utérin (Burton et Jones 2009; Costa 

2016b). Ce syncytium est formé suite à la fusion de CTBv sous-jacents et correspond 

à la partie la plus externe des villosités choriales, qui est en contact avec le sang 

maternel de l'espace intervilleux (Figures 1.6 et 1.7). Le STB est une interface 

d'échanges entre les circulations fœtales et maternelles et couvre une surface de 10-12 

m2 à terme (Biswas et Ghosh 2008; Burton et Jones 2009). En premier lieu, les résultats 

d'analyses sur l'état de la chromatine et sur l'activité transcriptionnelle des noyaux du 

STB ont convergé vers l'hypothèse 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 et 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 fœtal (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 stéroïdes progestérone et œstrogènes 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 placenta! lactogen) et hPGH (human placenta! 

growth hormone) sont synthétisées principalement par le STB. Toutes ces hormones 

ont des fonctions majeures dans l'implantation embryonnaire, la mise en place de la 

tolérance immunitaire, l'adaptation et la régulation métabolique durant la grossesse et 

dans l'angiogenèse placentaire et endométriale (Costa 2016a). 

1.3.3.2 Les fonctions immunologiques du syncytiotrophoblaste 

Le succès d'une grossesse demande un contexte immunologique particulier afin 

d'éviter le rejet du fœtus dû à la présence d'alloantigènes fœtaux. 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 1' expression 

d'interleukines (IL-l, IL-6), de TNFa et de M-CSF au niveau du STB ainsi que la 

sécrétion de vésicules extracellulaires qui modulent 1' activité des cellules immunitaires, 

localement et à distance (Kameda et al. 1990; Paulesu et al. 1991; Haynes et al. 1993; 

Saito et al. 1993; Benyo et al. 1997). La synthèse 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 être aussi associées à 

la libération de plusieurs hormones ayant une capacité immunorégulatrice, tel que les 

hormones hCG, œstrogène 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 et 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-l, IL-6, LIF) lors de 

1' implantation de 1' embryon ce qui permet 1' invasion de ce dernier dans 1' endomètre 
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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 phénomène biologique important qui 

permet des échanges entre les cellules ou au sein même 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 

phénomène de fusion membranaire est un processus énergétique dû 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, où 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 bi couches lipidiques et apportent 1' énergie nécessaire à 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 prote in 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 endogènes (Gerbaud et Pidoux 

2015). 

1.3.4 Les protéines rétrovirales endogènes 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 

endogène appartenant à la sous-famille ERV-W. Cette sous-famille découverte en 1999, 

appartient à la classe 1 des ERV et possède plusieurs membres dont les loci sont répartis 

sur différents chromosomes. De plus, les travaux ayant menés à la découverte de la 

sous-famille ERV-W ont montrés que les transcrits de ces rétrovirus endogènes sont 

principalement détectés dans le placenta (Blond et al. 1999). Un intérêt 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 l'un des gènes rétroviraux. En effet, la séquence du gène 

d'enveloppe était très conservée contrairement aux gènes gag et pol, indiquant que ce 

gène pourrait potentiellement coder pour une protéine d'enveloppe (Blond et al. 1999). 

Deux études ont finalement montré 1' expression de ce gène env au niveau 

transcriptionnel et traductionnel et localisé l'expression de la glycoprotéine 

d'enveloppe, nommée « Syncytine » par l'équipe du Dr McCoy au niveau du 

syncytiotrophoblaste placentaire (Blond et al. 2000; Mi et al. 2000). En plus de montrer 

le maintien de l'expression du gène env du rétrovirus endogène ERVW-1, ces travaux 

ont mis en évidence les capacités fusogéniques de la protéine Syncytine. En effet, 
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1' expression de la protéine dans différents types cellulaires entraîne la fusion des 

cellules qui l'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 à induire la formation de syncytia. La 

Syncytine a ensuite été renommée « Syncytine-1 » afin de la distinguer d'une autre 

protéine aux propriétés très 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 à 

celle d'une glycoprotéine d'enveloppe d'un rétrovirus exogène. 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 l'endoprotéase cellulaire furine au niveau de la 

séquence consensus RNKR. Ce clivage donne naissance à la sous-unité de surface (SU), 

gp50, et à 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). Après ancrage 

à la membrane plasmique, la Syn-1 s' associe en homotrimères pour former une 

protéine fonctionnelle. Au cours de son acheminement vers la membrane, la Syn-1 est 

modifiée post-traductionnellement par l'ajout de chaînes de polysaccharides. Parmi les 

sites de glycosylations, la protéine possède 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 ASCTl) et 

SLC lAS (ou ASCT2) (Blond et al. 2000; La villette 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 particulière 
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accordé aux acides aminés 21 à 69 et 117 à 144 (Cheynet et al. 2006) (Figure 1.8). La 

sous-unité TM porte quant à elle plusieurs domaines fonctionnels. Situé juste après le 

site de coupure de la furine, on trouve une région indispensable à l'activité fusogénique 

des enveloppes rétrovirales en général, le peptide fusion (PF), qui permet la fusion de 

l'enveloppe virale à 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 

1' ectodomaine de la protéine, HRA (Heptad Repeat A) et HRB, composées de motifs 

répétés de sept acides aminés (Figure 1.8). Ces deux structures hélicoïdales 

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 

à 538 augmente significativement la fusogénicité de la protéine (Chang et al. 2004). 

En position 373 à 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 exogènes et endogènes et a un rôle dans la neutralisation de la réponse 

immunitaire de l'hôte (Cianciolo et al. 1985). Bien qu'une première étude ait suggéré 

que la Syn-1 ne présentait pas d'activité immunosuppressive (Mangeney et al. 2007), 

il semble néanmoins que le DIS de la protéine soit toujours actif. En effet, l'incubation 

d'un peptide synthétique correspondant à la région DIS de la Syn-1 avec des cellules 

immunitaires stimulées est capable d'inhiber de manière significative la libération de 

plusieurs cytokines dans le milieu extracellulaire (Tolosa et al. 2012). Le dernier 

domaine fonctionnel trouvé sur la TM est le domaine d'ancrage à la membrane 

plasmique, situé entre les acides aminés 437 et 473 (Mi et al. 2000; Cheynet et al. 

2005). 
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Figure 1.8: Représentation schématique des domaines fonctionnels de la 

Syncytine-1. 

La Syn-1 est une protéine synthétisée sous la forme d'un précurseur qui est clivé par 
l'enzyme furine en deux sous-unités: une sous-unité de surface (SU) et 
transmembranaire (TM). Le site de coupure de la furine est indiqué par un trait vertical 
pointillé. La SU comporte un peptide signal (PS) à son extrémité N-terminale suivi par 
le site de liaison aux récepteurs (RBD). La TM comprend le peptide fusion (PF), le 
domaine immunosuppresseur (DIS) et le domaine transmembranaire (DTM). La TM 
porte aussi 1' ectodomaine de la protéine avec les deux domaines HRA et HRB. Les 
sites de N-glycosylation sont indiqués par un Y sur le schéma et les séquences CxxC 
et Cx6CC permettant l'interaction de la SU et de la TM sont présentés, avec les résidus 
cystéines impliquées dans la formation des ponts disulfure indiqués par C. L' échelle 
située sous le schéma indique la position des acides aminés correspondant aux 
différents domaines fonctionnels. 

1.3.4.1.2 Les récepteurs de la Syncytine-1 

Les protéines SLC1A4 et SLC1A5 sont deux protéines membranaires et des 

transporteurs d'acides aminés sodium dépendant, appartenant à la famille des 

transporteurs 'Solute Carrier 1' (SLC1). Ces protéines sont conservées chez de 

nombreuses espèces. Chez l'humain, les gènes SLCJA4 et SLCJA5 sont respectivement 

localisés sur les chromosomes 2 et 19 et codent pour des protéines de 532 et 541 acides 

aminés, respectivement. SLC 1A4 est un transporteur des acides aminés alanine, sérine, 

cystéine et thréonine dans de nombreux tissus incluant le cerveau, les muscles, le foie 
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et le placenta (Kanai et al. 2013; Simner et al. 2017). La protéine SLC1A5, qui a 

d'abord été associée au transport de trois acides aminés neutres et nommée ASCT2 

(pour Alanine, Serine, Cystein Transporter 2), possède en réalité une fonction 

principale de transporteur de glutamine (Scalise et al. 20 18). La protéine SLC 1 AS a 

été le premier récepteur identifié pour la Syn-1 (Blond et al. 2000). Cette protéine est 

également utilisée comme récepteur par plusieurs virus, dont le rétrovirus endogène 

félin RD114, le rétrovirus endogène du babouin (BaEV) et d~s rétrovirus infectieux 

simiens de type D (simian retroviruses ou SRVs), pour ne citer que les rétrovirus 

(Rasko et al. 1999). Ces rétrovirus endogènes et exogènes forment un groupe 

d'interférence, c'est-à-dire que la liaison d'un de ces rétrovirus avec la protéine 

SLC1A5 à la surface d'une cellule empêche l'infection par un autre rétrovirus qui 

utilise le même récepteur (Blond et al. 2000). Il a ensuite été montré que la Syn-1, 

comme d'autre rétrovirus de ce groupe d'interférence, utilise aussi le transporteur 

SLC1A4 comme récepteur (Lavillette et al. 2002). 

Chez 1 'humain et la souris, ces deux transporteurs possèdent chacun deux sites 

de N-glycosylations localisés dans une région extracellulaire appelée ECL2 (Marin et 

al. 2000; Marin et al. 2003). Il est intéressant de noter que la N-glycosylation de cette 

région régule l'utilisation de SLC1A4 comme récepteur dans le groupe d'interférence. 

En effet, la déglycosylation de la protéine Sic 1 a4 murine permet son utilisation comme 

récepteur par le rétrovirus félin RD114 et les rétrovirus SRVs qui sont normalement 

non infectieux chez les muridés (Marin et al. 2000). Aussi, la protéine homologue chez 

le hamster possède un troisième site de N-glycosylation dans la région extracellulaire 

ECL2 et la mutation de ce site permet l'utilisation de la protéine Slc1a4 comme 

récepteur pour l'ensemble des rétrovirus de ce groupe d'interférence (BaEV, ERV-W1, 

RD114 et SRVs) (Marin et al. 2003). La situation est différente avec la protéine 

SLC1A5 dont la régulation comme récepteur dans le groupe d'interférence dépend plus 

de la séquence de la région ECL2 que de son statut de N -glycosylation (Marin et al. 

2003). Néanmoins, la déglycosylation de la protéine murine Slc1a5 permet son 
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utilisation comme récepteur pour la Syn-1 contrairement à sa forme N -glycosylée 

(La villette et al. 2002). Il semble donc que les N -glycosylations de la région ECL2 

dans la protéine murine masquent le site de liaison de la Syn-1 à Slc1a5. 

SLC1A4 et AS sont exprimés de manière ubiquitaire avec des fonctions 

essentielles de transport de sérine dans le cerveau pour SLC1A4 et de glutamine dans 

le cerveau et le placenta pour SLC1A5 (Kanai et al. 2013; Scalise et al. 2018). Dans le 

placenta, SLC1A5 est détecté dans les CTBv en contact avec le STB, le STB et dans 

les CTBev avec une expression qui semble diminuer entre le premier et le deuxième 

trimestre de grossesse (Malassine et al. 2005; Chen et al. 2006; Hayward et al. 2007; 

Aiko et al. 2014). La diminution d'expression de SLC1A5 est aussi observée dans la 

lignée cellulaire Be W o pendant leur syncytialisation (Kudo et Boyd 2002; Hayward et 

al. 2007). Il y a peu d'information quant à l'expression et la localisation du transporteur 

SLC1A4 dans le placenta. D'après la base de données Protein Atlas, les transcrits de 

SLCJA4 sont très faiblement présents dans le placenta et la protéine SLC1A4 n'y est 

pas détectée alors que l'anticorps utilisé pour le marquage réagit très fortement dans 

d'autres tissus, par exemple dans l'épithélium vaginal. L'étude globale sur l'expression 

des gènes de la famille SLC dans le placenta indique que 1' expression de SLC 1 A 4 

diminue durant la grossesse (Simner et al. 2017). D'autres études sont donc nécessaires 

pour déterminer si cette protéine s'exprime faiblement ou non dans le placenta. 

1.3.4.1.3 Les fonctions de la Syncytine-1 dans le placenta 

Plusieurs éléments ont poussé les chercheurs à étudier le rôle physiologique de la 

Syn-1 au niveau placentaire. Tout d'abord, le maintien du provirus ERVW-1 pendant 

plus de 25 millions d'années et l'absence de mutations dans le cadre de lecture du gène 

env, alors que les autres gènes rétro viraux sont inactivés, a suggéré que 1' expression de 

la Syn-1 a été maintenue en raison de sa fonction biologique chez l'humain (Voisset et 

al. 1999; Blond et al. 2000; Mi et al. 2000; Esnault et al. 2013). Aussi, le locus ERVW-

1 sur le chromosome 7 est conservé dans la population et le gène env de ce locus 
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possède le même taux de variations qu'un gène cellulaire, ce qui renforce l'idée que 

son expression a été maintenue par pression de sélection positive (Mallet et al. 2004). 

Ensuite, le fait que cette protéine rétrovirale soit exprimée au niveau du STB et possède 

une capacité fusogénique a amené 1 'hypothèse que la Syn-1 serait impliquée dans la 

formation de ce tissu placentaire. L'importance de la Syn-1 pour la formation du STB 

a finalement été démontrée par l'étude de Frendo et al. qui montre que l'inhibition de 

1' expression de la Syn-1 dans des CTBv diminue fortement leur syncytialisation 

(Frendo et al. 2003b ). Ceci concorde avec la localisation cellulaire de la protéine qui 

est exprimée au niveau des syncytiotrophoblastes et des CTBv (Blond et al. 2000; Mi 

et al. 2000). Finalement, des défauts d'expression de cette protéine dans le placenta ont 

été associés à des pathologies obstétriques comme le syndrome HELLP et la pré

éclampsie qui seront détaillés dans la section 1.3.4.3.2 (Knerr et al. 2002). La Syn-1 

est donc un acteur important de la fusion des CTBv avec le STB. 

La Syn-1 et un de ces récepteurs sont aussi exprimés dans les trophoblastes non

fusogéniques CTBev mais sa fonction dans ce type de trophoblastes n'a pas été résolue 

(Malassine et al. 2005; Muir et al. 2006). Le fait que la Syn-1 et son récepteur principal 

SLC1A5 soient exprimés dans des cellules qui ne fusionnent pas soulève l'idée d'une 

régulation de l'interaction entre la protéine d'enveloppe et son récepteur. 

1.3.4.1.4 La régulation de l'expression de la Syncytine-1 

L'expression du gène ERVW -1 est en partie régulée par des modifications 

épigénétiques de sa région promotrice. En effet, le statut de méthylation des îlots CpG 

sur le promoteur du gène varie en fonction des tissus avec la déméthylation de certains 

îlots dans les cellules trophoblastiques associée avec 1' expression du gène et au 

contraire un statut de méthylation plus élevé dans les cellules qui n'expriment pas la 

Syn-1 (Matouskova et al. 2006; Gimenez et al. 2009; Huang et al. 2014a). Durant la 

grossesse, une méthylation progressive du promoteur de ERVW-1 est observée dans le 
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placenta et associée avec une diminution d'expression de la protéine, avec 30% d'îlots 

CpG méthylés au troisième trimestre (Chen et al. 2006; Gimenez et al. 2009). Plusieurs 

changements de méthylation du promoteur sont aussi rapportés dans les cas de 

pathologies obstétriques associées à une diminution de l'expression de la Syn-1 dans 

le placenta ou inversement, à une expression anormale de la protéine dans d'autres 

tissus (Ruebner et al. 2013; Zhuang et al. 2014; Benesova et al. 2017). Une variation 

au niveau des marqueurs de l'activité de la chromatine a aussi été observée dans la 

région promotrice du gène en fonction des cellules, avec une chromatine 'active' 

(acétylation des lysines 9 des histones H3 (H3K9)) dans les cellules BeWo et 'inactive' 

(triméthylation de H3K9) dans les cellules HeLa (Trejbalova et al. 2011). 

L'expression de la Syn-1 est également régulée par l'épissage alternatif de ses 

ARNm. Dans les cellules Be Wo, une lignée cellulaire de choriocarcinome placentaire 

servant de modèle de syncytialisation des trophoblastes, les ARNm sont 

majoritairement épissés alors que la majorité des transcrits présents dans les cellules 

qui n'expriment pas la protéine sont non épissés (Trejbalova et al. 2011). 

Enfin, la présence de facteurs de transcription et de régulateurs de la 

transcription cellules spécifiques explique aussi les différences d'expression de la Syn-

1 dans les différents tissus. Le facteur de transcription GCM1 est le facteur de 

transcription associé à l'induction de l'expression du gène ERVW-1 dans le placenta 

mais une étude rapporte aussi le rôle de PP AR y (Yu et al. 2002; Ruebner et al. 20 12). 

Une région activatrice de la transcription présente dans le LTR 5' de ERVW-1 permet 

une augmentation de la transcription spécifique aux cellules trophoblastiques avec la 

liaison des facteurs de transcription SP 1 et GAT A2/3 dans cette région du promoteur 

(Cheng et Handwerger 2005). 

1.3.4.2 La Syncytine-2 

1.3.4.2.1 La découverte de la Syncytine-2 



31 

La protéine Syncytine-2 (Syn-2) est la protéine d'enveloppe du rétrovirus 

endogène humain ERVFRD-1 situé sur le chromosome 6. Cette protéine a été identifiée 

en 2003, mais la découverte des rétrovirus endogènes humains de la sous-famille ERV

FRD est bien antérieure. C'est en analysant le contenu génomique de pseudo-particules 

rétrovirales libérées par des cellules de carcinome mammaire humaines que Seifarth et 

al. ont découvert de nouvelles séquences rétrovirales endogènes humaines et identifié 

la sous-famille -FRD (Seifarth et al. 1995). Le nom attribué à cette sous-famille ne suit 

pas la nomenclature usuelle, mais découle de 1' association des lettres qui représentent 

les trois premiers acides aminés de la séquence traduite du transcrit isolé dans les 

particules rétrovirales. Il a ensuite été suggéré que l' ARNt initiateur lié à la séquence 

PBS du rétrovirus ancestral de la sous-famille -FRD est l' ARNt lié à l'histidine 

(Tristem 2000). Les rétroéléments -FRD sont multicopies avec une centaine de 

séquences plus ou moins conservées et dispersées sur le génome, mais ils n'ont suscité 

que peu d'intérêt suite à leur découverte (base de données HGNC, (Tristem 2000; Benit 

et al. 2001; de Parseval et al. 2003) ). Cette sous-famille est ressortie de 1' ombre lorsque 

des travaux publiés en 2003 ont identifié une séquence -FRD possédant un gène env 

intact. En cherchant l'ensemble des ER Vs possédant un gène env conservé, l'équipe du 

Dr Heidmann a révélé l'existence d'un provirus de la sous-famille -FRD, localisé sur 

le chromosome 6 et porteur d'un gène env avec un cadre de lecture très conservé. Ce 

provirus a été identifié sous le nom ERVFRD-1. De plus, des expériences de 

transcription-traduction in vitro, de PCR en temps réel ainsi que le clonage du cadre de 

lecture du gène dans des vecteurs d'expressions, ont permis de montrer que le gène env 

de ce pro virus code pour une protéine et s'exprime préférentiellement dans le placenta 

(de Parseval et al. 2003). Cette même équipe a ensuite montré la conservation du gène 

ER VFRD-1 chez les primates et daté 1' insertion du pro virus ancestral a 40 millions 

d'années, donc antérieur au provirus ERVW-1. Mais l'élément majeur de cette étude 

est la démonstration des capacités fusogéniques de cette nouvelle glycoprotéine 

d'enveloppe dans plusieurs modèles cellulaires (Blaise et al. 2003). En raison de ses 
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similarités avec la glycoprotéine d'enveloppe « Syncytine »découverte trois ans plus 

tôt, les chercheurs ont proposé d'appeler cette nouvelle protéine« Syncytine-2 ». 

1.3.4.2.2 La structure de la Syncytine-2 

La structure de la Syn-2 est semblable à celle de la Syn-1 et l'organisation 

fonctionnelle de la protéine est présentée sur la figure 1.9. La Syn-2 possède également 

538 acides aminés et est synthétisée sous la forme d'un précurseur (Pr73) de 73 kDa. 

La présence d'un peptide signal à son extrémité N -terminale adresse la synthèse de la 

protéine au compartiment du réticulum endoplasmique. Le précurseur Pr73 est clivé en 

sous-unités SU (acides aminés 15 à 350, poids moléculaire d'environ 37 kDa) et TM 

(acides aminés 351 à 538, poids moléculaire d'environ 22 kDa) par l'enzyme furine 

lors de son transit dans le Golgi, par reconnaissance de la séquence RVRR. Ces deux 

sous-unités interagissent par liaison covalente entre les séquences CxxC dans la SU et 

Cx6CC dans la TM et forment une protéine homotrimérique à la membrane plasmique 

(Blaise et al. 2003; Chen et al. 2008). La SU est responsable de l'interaction avec un 

récepteur cellulaire unique, identifié comme la protéine MFSD2a (Major Facilitator 

Superfamily Domain-containing 2a) (Esnault et al. 2008). On retrouve sur la TM les 

mêmes domaines fonctionnels que sur celle de la Syn-1, c' est-à-dire un peptide fusion 

(PF) entre les acides aminés 351 et 374, un domaine immunosuppresseur (DIS) qui 

s'étend des acides aminés 414 à 430 et un domaine d'ancrage à la membrane, situé 

entre les acides aminés 477 et 504 (Blaise et al. 2003) (Figure 1.9). De plus, la TM 

possède un motif de 54 acides aminés appelé ectodomaine qui comporte deux 

séquences répétées de sept acides aminés, HR1 (ou HRA) et HR2 (ou HRB) formant 

une structure hélicoïdale nécessaire pour l'activité fusogénique de la protéine. En effet, 

l'analyse structurelle de ce motif par cristallographie a montré qu' il possède la même 

conformation que ceux des glycoprotéines rétro virales de HTL V -1 et Mo ML V. Il est 

donc suggéré que cette structure subisse un changement conformationnel comparable 

à celui opéré par les glycoprotéines d'enveloppe de HTL V -1 et Mo ML V, permettant 
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ainsi le rapprochement et la fusion des membranes plasmiques de deux cellules voisines 

(Renard et al. 2005). 

Au cours de son transit du réticulum endoplasmique vers la membrane 

plasmique, la protéine subit des modifications post-traductionnelles dont des N

glycosylations. Neuf sites de glycosylation N-liés ont été identifiés sur la Syn-2 : huit 

sont dans la SU (N133, N146, N177, N220, N241, N312, N332) et un seul dans la TM 

(N443) (Cui et al. 2016) (Figure 1.9). Certaines de ces N-glycosylations semblent 

moduler l'activité fusogénique de la protéine et l'interaction avec MFSD2a. Les 

mutations ponctuelles des asparagines N133, N312 et N443 inhibent la capacité 

fusogénique de la Syn-2 alors que la mutation en position N332 augmente la 

fusogénicité. Étonnamment, seule la mutation du résidu N443 situé dans la TM inhibe 

1' interaction avec le récepteur MSFD2a dans des expériences de co

immunoprécipitations, ce qui suggère l'importance de ce site de glycosylation pour la 

conformation fonctionnelle de la Syn-2 (Cui et al. 2016). Ces quatre sites de 

glycosylations sont donc nécessaires à la fonction de la protéine, que ce soit pour 

1' interaction avec le récepteur ou les changements conformationnels de 1' ectodomaine 

qui ont lieu après liaison au récepteur. 

Aussi, 1' activité fusogénique de la Syn-2 semble dépendre en partie de sa région 

intracytoplasmique. En effet, la délétion de sa queue C-terminale n'altère pas la 

synthèse de la protéine, mais inhibe la fusion cellulaire, inversement à ce qui a été 

montré pour la Syn-1 (Chang et al. 2004; Chen et al. 2008). Ces résultats sont à 

confirmer, car la localisation membranaire des mutants de délétion n'a pas été 

démontrée. 

En plus de son activité de fusion, la Syn-2 a aussi conservé une activité 

immunosuppressive (Mangeney et al. 2007; Lokossou et al. accepted) qui pourrait 

contribuer à 1' établissement de la tolérance immunitaire au niveau du placenta 

(Lokossou et al. 2014). 
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Figure 1.9: Représentation schématique des domaines fonctionnels de la 

Syncytine-2. 

La présence d'un peptide signal (PS) à l'extrémité N-terminale du précurseur adresse 
la synthèse de la protéine au réticulum endoplasmique. Le précurseur est clivé par la 
furine en sous-unités de surface (SU) et transmembranaire (TM) lors de son transit dans 
le Golgi. Le site de coupure est indiqué par un trait vertical pointillé. La TM contient 
le peptide fusion (PF), le domaine immunosuppresseur (DIS), l'ectodomaine et le 
domaine transmembranaire (DTM). Les séquences CxxC et Cx6CC permettant la 
formation de ponts disulfures entre les sous-unités SU et TM sont indiquées sur le 
schéma et les résidus cystéines sont représentés par C. Les sites de N-glycosylations 
sont indiqués par un Y, la couleur rouge indique les sites essentiels pour l'activité 
fusogénique de la protéine. L'échelle située sous le schéma indique la position des 
acides aminés correspondants aux différents domaines fonctionnels. 

1.3.4.2.3 Le récepteur de la Syncytine-2 

La protéine MFSD2a est une protéine membranaire qui appartient à la 

superfamille des transporteurs MFS (Major Facilitator Superfamily) et qui possède des 

homologues chez de nombreuses espèces avec une conservation de séquence (Angers 

et al. 2008). Le gène MFSD2a se localise sur le chromosome 1 et possède plusieurs 
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transcrits dont deux sont codants pour des protéines de 543 (iso forme 1) et 530 

(iso forme 2) acides aminés. L'analyse de la structure secondaire de MFSD2a a permis 

d'identifier 1 0 à 12 domaines transmembranaires selon les iso formes. L'expression de 

MFSD2a est presque ubiquitaire, mais son niveau d'expression varie selon les tissus. 

Les transcrits et protéines sont fortement exprimés dans le cerveau, le foie, les poumons, 

le tissu adipeux brun, le tractus gastro-intestinal, les testicules et le placenta, mais 

absents dans le cœur et les muscles squelettiques (base de données Protein Atlas, 

(Esnault et al. 2008; Nguyen et al. 2014; Guemez-Gamboa et al. 2015; Uhlen et al. 

2015)). La protéine MFSD2a se localise à la membrane plasmique et dans le réticulum 

endoplasmique des cellules et est rapidement recyclée vers les lysosomes avec une 

demi-vie d'environ 60 min (Reiling et al. 2011; Berger et al. 2012). Il semble que la 

région C-terminale de la protéine soit importante pour son expression et sa localisation 

membranaire, car des délétions progressives de cette région diminuent 1' expression de 

la protéine et la délétion des 40 derniers acides aminés abolit sa localisation à la 

membrane (Reiling et al. 2011 ). MFSD2a présente une conservation de certains acides 

aminés avec le symporteur bactérien MelB, notamment deux aspartates qui sont 

importants pour la fonction de symporteur de ce dernier (Figure 1.1 0). La mutation du 

résidu D97 de MFSD2a suggère que celui -ci soit important pour sa fonction de 

transporteur (Reiling et al. 2011 ). La protéine MFSD2a est glycosylée et possède deux 

asparagines glycosylées qui sont conservées entre les isoformes et les homologues 

protéiques (Reiling et al. 2011; Berger et al. 2012) (Figure 1.10). Chez la souris, 

différentes isoformes de Mfsd2a sont détectées selon les tissus, avec les formes 

glycosylée (70kDa) et non-glycosylée (59kDa) trouvées dans le foie et le tissu adipeux 

brun et une isoforme de 65 kDa détectée dans le cerveau et l'épithélium rétinien de 

l'oeil (Berger et al. 2012; Wong et al. 2016). 

La protéine MFSD2a est un transporteur d'acide gras au niveau des barrières 

hématoencéphalique, hématorétinienne et placentaire (Nguyen et al. 2014; Guemez

Gamboa et al. 2015; Wong et al. 2016). En effet, MFSD2a transporte l'acide 
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décosahexaénoïque (DHA), un acide gras essentiel de type Oméga-3, sous la forme 

d'acide lysophosphatidylcholine (LPC). Chez la souris, Mfsd2a est exprimée dans les 

cellules endothéliales des capillaires du cerveau et de l'œil et un défaut d'expression 

de la protéine entraîne une baisse majeure des niveaux de DHA dans ces organes. De 

plus, l'expression de la protéine est importante pour la formation de la barrière 

hématoencéphalique et le développement cérébral, mais n'est pas essentielle à la 

formation de la barrière rétinienne (Ben-Zvi et al. 2014; Nguyen et al. 2014; Wong et 

al. 20 16). Chez 1 'humain, des mutations du gène sont associées à des microcéphalies 

congénitales sévères ou létales (Guemez-Gamboa et al. 2015; Harel et al. 2018). Sa 

fonction de transporteur de DHA a récemment été confirmée dans le placenta. Dans le 

cas de diabète gestationnel, un défaut de transport du DHA entre les circulations 

maternelle et fœtale a été associé à une diminution d'expression placentaire de la 

protéine MFSD2a (Prieto-Sanchez et al. 20 17). 

En plus de ces fonctions de transporteur de DHA, cette protéine possède des 

fonctions dans le métabolisme des lipides, dans la régulation de la migration et la 

prolifération des cellules de carcinomes pulmonaires et pourrait être un suppresseur de 

tumeur (Angers et al. 2008; Spinola et al. 2010; Berger et al. 2012; Shi et al. 2018). 

MFSD2a est aussi un transporteur de la tunycamicine, un inhibiteur de la N

glycosylation utilisé pour étudier la réponse au stress du réticulum endoplasmique 

(Reiling et al. 2011; Moritake et al. 20 17). 
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Figure 1.10: Représentation schématique de l'isoforme 2 du transporteur 

membranaire MFSD2a. 
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L'isoforme 2 possède 530 acides aminés et 10 domaines transmembranaires (boîtes 
grises). MFSD2a possède cinq domaines extracellulaires annotés de 1 à V. Le domaine 
1 porte deux résidus aspartates conservés (asp 95 et 97) et potentiellement importants 
pour la fonction de symporteur (étoiles rouges) et le domaine II porte les deux 
asparagines glycosylées (asn 217 et 227, points bleus). 

1.3.4.2.4 Localisation et fonction de la Syncytine-2 dans le placenta 

Comme la Syn-1, la Syn-2 exerce sa fonction biologique dans le placenta. Dans 

ce tissu, l'expression de la Syn-2 est restreinte aux CTBv ayant quitté le cycle cellulaire 

et qui sont en contact avec le STB (Malassine et al. 2007; Lu et al. 2017). L'expression 

de la Syn-2 a été localisée dans le cytoplasme et à la membrane plasmique des CTBv, 

avec une expression qui semble plus accentuée aux points de contact avec le STB, mais 

aucune immunoréactivité n'a été détectée dans le STB ou dans les CTBev (Malassine 
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et al. 2007; Lu et al. 2017). Le récepteur MFSD2a quant à lui, a été localisé au niveau 

du STB et son expression est indispensable à la fusion des cellules trophoblastiques 

(Esnault et al. 2008; Toufaily et al. 2013). 

Le fait que la Syn-2 et son récepteur soient restreints aux CTBv et au STB 

respectivement, suggère que la Syn-2 soit responsable du maintien du STB en induisant 

la fusion entre cytotrophoblastes et syncytiotrophoblastes (Esnault et al. 2008). Le rôle 

de la Syn-2 dans la fusion des cellules trophoblastiques ne fait aujourd'hui aucun doute. 

En effet, l'expression de la protéine est induite lors de la syncytialisation des cellules 

BeWo et des cultures de CTBv et l'inhibition de son expression par transfection de 

petits ARN interférents diminue significativement la fusion de ces cellules (V argas et 

al. 2009). De plus, plusieurs études ont établi un lien entre le défaut d'expression de la 

protéine et des pathologies de placentation. Dans les placentas d'enfants atteints de 

trisomie 21, la Syn-2 est anormalement localisée dans le cytoplasme des CTBv, et non 

à la membrane des cellules, et cette localisation est associée au défaut de fusion des 

CTBv qui est observé dans ces placentas (Malassine et al. 2008). Aussi, des études ont 

montré que l'expression de la Syn-2 est significativement diminuée, aussi bien au 

niveau transcriptionnel que traductionnel, dans les placentas pré-éclamptiques par 

rapport aux placentas contrôles et que son niveau d' expression corrèle avec la sévérité 

de la pathologie (Chen et al. 2008; Vargas et al. 2011; Vargas et al. 2014). Bien que 

les protéines Syn-1 et -2 semblent toutes les deux impliquées dans la formation du STB, 

des données suggèrent que la Syn-2 pourrait avoir un rôle plus déterminant dans la 

fusion des cellules. Tout d'abord, le fait que la Syn-1 et un de ces récepteurs soient 

exprimés dans les CTBev, cellules non-fusogéniques, suggère que les Syn-1 et -2 ne 

présentent pas des fonctions redondantes dans le placenta. Ensuite, l'étude comparative 

de l'expression des Syn-1 et -2 aux niveaux transcriptionnel et traductionnel dans des 

CTBv a montré que l'expression de la Syn-1 diminue à mesure de la différentiation et 

de la fusion des cellules alors que celle de la Syn-2 augmente au cours du temps. De 

même, l'induction de la fusion de cellules BeWo par des activateurs de la voie AMPc 
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semble corréler avec une induction plus forte de l'expression de la Syn-2 par rapport à 

celle de la Syn-1. Enfin, l'inhibition de l'expression de la Syn-2 dans les CTBv par 

interférence ARN a montré une diminution significativement plus grande de la fusion 

des cellules par rapport à l'effet observé par l'inhibition de la Syn-1 (Vargas et al. 

2009). Une étude réalisée dans notre laboratoire a enfin montré que la fusion des 

cellules trophoblastiques BeWo dépend de l'expression de MFSD2a et que la protéine 

est significativement moins exprimée dans les placentas de femmes atteintes de pré

éclampsie sévère comparativement aux placentas contrôles (Toufaily et al. 2013). 

Toutes ces données concordent donc avec l'idée que la Syn-2 a un rôle majeur 

dans la fusion des CTBv et dans le maintien du STB. 

1.3.4.2.5 Régulation de l'expression de la Syncytine-2 et de MFSD2a 

L'expression de la Syn-2 est hautement régulée en dehors des cellules 

placentaires. Les travaux de Liang et al. se sont intéressés à la régulation de 

l'expression de la Syn-2 dans des cellules placentaires et non placentaires et ont montré 

que la méthylation des îlots CpG sur son promoteur permet d'inhiber son expression 

dans les cellules non placentaires (Liang et al. 2010). La restriction de l'expression du 

gène ERVFRD-1 par la méthylation de son promoteur a été confirmée dans les cellules 

HeLa (Trejbalova et al. 2011). Aussi, une différence de méthylation et d'acétylation 

des lysines 9 des histones H3 au niveau du promoteur est observée en fonction des 

cellules, avec une déacétylation et une triméthylation des histones chez les HeLa et une 

déméthylation des histones H3 chez les BeWo. 

De manière intéressante, un épissage alternatif des transcrits permet aussi de 

réguler l'expression de la protéine avec la présence majoritaire des transcrits épissés 

dans les cellules trophoblastiques, mais non épissés dans les cellules non 

trophoblastiques (Trejbalova et al. 2011 ). 

En plus des modifications épigénétiques et de l'épissage alternatif, des facteurs 

de transcriptions activent l'expression de ERVFRD-1. Un site de liaison fonctionnel 
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pour GCMl a été identifié dans la région promotrice du gène et ce facteur de 

transcription régule positivement 1' expression du gène dans les cellules de 

choriocarcinome Be W o. Ce même facteur de transcription se lie à la région promotrice 

de MFSD2a et régule son expression dans les cellules Be Wo (Liang et al. 201 0). 

L'expression de GCMl dans les cellules non placentaires (MCF-7) peut également 

conduire à la déméthylation du promoteur et à l'expression de la Syn-2 dans ces cellules, 

ce qui suggère que GCM1 peut recruter des enzymes de déméthylation de la chromatine 

(Liang et al. 2010). Des travaux publiés récemment ont confirmé la régulation GCM1-

dépendante de la Syn-2 et rapportent aussi un rôle synergique entre le régulateur du 

cycle cellulaire p21 et GCMl dans les cellules trophoblastiques afin d'induire 

l'expression de la Syn-2 uniquement dans les CTBv ayant quitté le cycle cellulaire (Lu 

et al. 2017). En effet, des expériences d'immunoprécipitation, de colocalisation et 

d'immunoprécipitation de la chromatine dans des cultures cellulaires et des tissus 

placentaires ont montré une interaction entre GCMl et p21, la co localisation de ces 

deux facteurs dans le noyau des CTBv sous-jacents au STB, une expression de p21 

dans des CTBv qui expriment la Syn-2 et la liaison de p21 dans la région promotrice 

de ERVFRD-1 et ce, dans la même région où se lie le facteur GCM 1. Enfin, des 

analyses de l'activation du promoteur du gène ERVFRD-1 ont montré une action 

synergique de p21 et GCMl sur l'activation de la transcription du gène (Lu et al. 2017). 

En plus du facteur GCM1, les facteurs de transcriptions CREB2 et JunD régulent aussi 

l'expression de ERVFRD-1. L'utilisation de vecteurs d'expression pour le gène 

rapporteur luciférase sous la dépendance de la région promotrice entière du gène 

ERVFRD-1 ou avec des délétions progressives a montré que les facteurs CREB2 et 

lunD induisent l'expression de la Syn-2 dans les cellules Be \X/o. Ces deux facteurs de 

transcriptions se lient sur un motif CRE/AP-l situé dans la région -203-197 du 

promoteur de la Syn-2 lors de la syncytialisation des cellules BeWo (Toufaily et al. 

2015). 
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La régulation de l'expression de la Syn-2 dans les cellules trophoblastiques est 

donc un processus complexe, faisant intervenir des modifications épigénétiques de la 

région promotrice du gène, un épissage alternatif ainsi que plusieurs facteurs de 

transcriptions et un régulateur du cycle cellulaire. 

1.3.4.3 L'implication des protéines Syncytine-1 et 2 dans les autres évènements 

de fusion et dans les pathologies 

En plus de leur expression dans le placenta, les protéines Syn-1 et -2 sont 

retrouvées dans d'autres tissus qui présentent naturellement des syncytium et 

participent aux évènements de fusion dans ces tissus. La Syn-1 pourrait aussi participer 

à la fusion des gamètes lors de la fécondation. Ces deux protéines sont également 

anormalement exprimées dans certaines pathologies et contribuent plus ou moins 

directement au développement de ces. pathologies. 

1.3.4.3.1 La fusion des myoblastes, des ostéoclastes et la fécondation 

Le muscle et 1' os sont deux autres tissus qui forment naturellement des syncytiums, 

avec la fusion de cellules spécialisées appelées myoblastes et ostéoclastes, 

respectivement. L'implication des protéines Syn-1 et -2 dans la formation de ces 

structures multinuclées a été étudiée, mais la majorité des études se sont concentrées 

sur la Syn-1. 

Dans le muscle, une première étude a montré l'expression de la Syn-1 et de la Syn-

2 dans des cultures primaires de myoblastes humains, mais seules la localisation et la 

fonction de la Syn-1 ont ensuite été étudiées (Bjerregard et al. 20 14). Les résultats 

montrent une localisation membranaire de la Syn-1 et une induction de son expression 

lors de la différenciation des myoblastes en myotubes. Aussi, l'inhibition de 

l'expression de la Syn-1 dans les myoblastes diminue la fusion des cellules (Bjerregard 

et al. 2014). Une seconde étude a ensuite confirmé l'expression des protéines Syn-1 et 

-2 et de leurs récepteurs, SLC1A4 et MFSD2a, dans les fibres musculaires humaines 



42 

(Frese et al. 2015). La Syn-1 et son récepteur SLC1A4 ont été localisés au niveau du 

sarcolemme et des myofibres, respectivement alors que le récepteur SLC1A5 ne 

semble pas être exprimé dans les myofibres. La Syn-2 et son récepteur MFSD2a ont 

quant à eux été localisés dans les myofibres et le sarcolemme, respectivement (Frese et 

al. 20 15). L'inhibition de la Syn-1 ou de la Syn-2 dans des cultures de myoblastes 

humains (anticorps bloquants ou la transfection de petits ARN interférents) a 

finalement permis d'établir un lien entre l'expression des protéines Syn-1 et -2 et la 

fusion des myoblastes (Frese et al. 2015; Redelsperger et al. 2016). 

Dans 1' os, la Syn-1 et de son récepteur SLC 1 AS ont été localisés à la membrane 

plasmique des ostéoclastes durant leur différenciation, avec une expression polarisée 

de la Syn-1 à la membrane de certains ostéoclastes qui vont fusionner. L'inhibition de 

la Syn-1 dans des cultures d'ostéoclastes a ensuite démontré le fonction de cette 

protéine fusogénique durant la fusion des cellules, conduisant à une diminution 

significative du nombre de cellules multinucléées (Soe et al. 2011). Ces résultats ont 

été confirmés récemment par une étude indépendante (Verma et al. 20 18). En 

continuant leurs investigations, les chercheurs S0e et De laissé ont montré que la fusion 

des ostéoclastes est orientée, c'est-à-dire que la fusion entre deux cellules dépend de 

1' expression et de la localisation cellulaire de certains facteurs, et que 1' expression · 

polarisée de la Syn-1 à la membrane des ostéoclastes contribue à ce phénomène 

(Hobolt-Pedersen et al. 2014). Il semble finalement que le rôle de la Syn-1 dans la 

fusion des ostéoclastes dépende de l'état de différenciation des cellules. L'inhibition 

de la Syn-1 dans des cultures d'ostéoclastes précurseurs mononucléés augmente la 

fusion des cellules alors que l'inhibition de la protéine à des stades plus tardifs réduit 

significativement la fusion entre syncytia préexistants (Moller et al. 20 17). Ces 

résultats indiquent que la fonction de la Syn-1 dans la fusion des ostéoclastes pourrait 

varier en fonction des partenaires de fusion dans une culture cellulaire. 

Enfin, des résultats publiés en 2014 suggèrent un rôle potentiel de la Syn-1 dans 

la fusion des gamètes lors de la fécondation. Dans le but d'identifier des protéines 
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impliquées dans la fusion des gamètes, les auteurs rapportent en effet 1' expression de 

la Syn-1 et son récepteur SLC1A5 dans les gamètes humains. La Syn-1 est uniquement 

exprimée dans les spermatozoïdes, majoritairement au niveau de l'acrosome alors que 

SLC1A5 est exprimé dans les spermatozoïdes et les oocytes avec une expression qui 

augmente au cours de la maturation des oocytes (Bjerregaard et al. 2014). De plus 

amples analyses ainsi que des expériences fonctionnelles sont nécessaires afin 

d'évaluer la fonction fusogénique de la Syn-1 dans la fécondation. 

Toutes ces études convergent vers un rôle des Syncytines dans la fusion des 

myoblastes et ostéoclastes humains et des analyses approfondies sont nécessaires pour 

comprendre la régulation de 1' expression de ces protéines dans ces tissus ainsi que leur 

rôle exact durant la fusion des cellules. 

1.3.4.3.2 Les Syncytines dans les pathologies 

1.3.4.3.2.1 La pré-éclampsie 

La pré-éclampsie (PE) est un syndrome pathologique obstétrique qui touche 

entre 5 et 8% des femmes enceintes dans le monde et qui est responsable d'un fort taux 

de mortalité maternelle, pouvant atteindre 12 % dans certaines régions du globe, et 

d'accouchements prématurés (Duley 2009). LaPE est une pathologie multifactorielle 

qui est diagnostiquée par 1' apparition de deux symptômes autour de la 20e semaine de 

grossesse: une hypertension artérielle persistante chez une femme préalablement 

normotensive (pression artérielle systolique/diastolique > 140/90 mm de mercure qui 

persiste entre plusieurs mesures), une protéinurie (plus de 300 mg de protéines 

éliminées dans les urines en 24h), une thrombocytopénie ( <1 00 000 cellules/j..tl) et des 

anomalies rénales et du foie (Duley 2009; Roberts et al. 2013; Berkane et al. 2017). 

Les troubles de la pression artérielle peuvent être accompagnés de symptômes plus ou 

moins sévères avec des mots de tête, des oedèmes, des troubles de la vision, des 

étourdissements et des vomissements et la protéinurie est symptomatique d'un mauvais 
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fonctionnement des reins. On distingue deux types de PE, laPE précoce (ou PE sévère), 

qui apparaît avant la 34e semaine de grossesse, et laPE tardive après la 34e semaine 

de grossesse. La PE précoce est un syndrome généralement plus sévère avec un risque 

de complication et de mortalité accru pour le foetus et la mère. Il est d'ailleurs suggéré 

que ces deux types de PE aient une étiologie différente (von Dadelszen et al. 2003). 

Malgré les nombreuses recherches sur cette pathologie, le seul traitement curatif de la 

PE est l'accouchement et il n'y a pas encore d'outils permettant de diagnostiquer laPE 

avant 1' apparition des symptômes caractéristiques bien que plusieurs marqueurs soient 

actuellement à l'étude (Yusuf et al. 2018). 

L'étiologie de la PE est complexe avec des causes génétiques, environnementales et 

ethniques. Aussi, plusieurs facteurs de risques ont été identifiés comme 1 'hypertension 

chronique, le diabète, l'obésité, le tabagisme, les grossesses multiples et les antécédents 

familiaux (Redman et Sargent 2005). Deux composantes sont associées à la PE, une 

composante placentaire et une composante inflammatoire. La composante placentaire 

inclut un défaut de placentation avec moins d'invasion des trophoblastes extravilleux 

dans la décidue, moins de trophoblastes endothéliaux, un faible remodelage des 

artérioles spiralées et moins d'irrigation du placenta (Fisher 2015). Les défauts 

placentaires se reflètent aussi au niveau du chorion villeux avec une diminution du 

nombre d'embranchements, un défaut de formation du STB et la libération de 

nombreux débris membranaires et de facteurs anti-angiogéniques du STB dans l'espace 

intervilleux qui se retrouvent dans la circulation maternelle (Steegers et al. 201 0). 

Parmi les facteurs solubles sécrétés par les trophoblastes, on trouve le récepteur soluble 

au VEGF de type 1, appelé sFlt-1, qui capte le VEGF et le facteur de croissance 

placentaire (PlGF pour placenta! growth factor) dans la circulation sanguine et inhibe 

leurs activités pro-angiogéniques. Un défaut d'expression de sFlt-1 et PlGF est 

également associé à laPE, avec une augmentation de sFlt-1 et une diminution de PlGF 

dans le sang chez les femmes pré-éclamptiques (Redman et Sargent 2005). Les 

conditions hypoxiques dans le placenta entraînent 1 'a pop tose des cellules par un stress 
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oxydatif, 1' apparition de tissu nécrotique et favorisent la libération des débris 

membranaires ainsi que la sécrétion des facteurs anti-angiogéniques par les 

trophoblastes. Tout ceci serait à l'origine de la composante inflammatoire de la 

pathologie. En effet, une réponse cytokinique pro-inflammatoire exacerbée et un stress 

oxydatif sont observés dans la PE qui entraînent un dysfonctionnement des cellules 

endothéliales (Fisher 20 15). Cette inflammation systémique et le dysfonctionnement 

endothélial peuvent avoir des conséquences sur le long terme surtout au niveau 

cardiaque pour les femmes ayant souffert de PE durant leur( s) grossesse( s) bien que 

cette corrélation entre la PE et le risque cardiovasculaire soit remise en question par 

certaines études cliniques de populations ayant analysés rétrospectivement l'état de 

santé cardiovasculaire chez des femmes ayant développées une PE durant leur 

grossesse (Myatt et Roberts 2015). 

Des défauts d'expression des protéines Syn-1 et -2 sont associées à la PE 

notamment dans le défaut de fusion des CTBv et de formation du STB. En 2001, des 

expériences d'hybridation in situ et d'immunohistochimie montrent une diminution 

d'expression significative de la Syn-1 dans onze placentas pré-éclamptiques par 

rapport aux tissus contrôles, ainsi qu'un défaut de localisation de la Syn-1 dans le STB 

des placentas pré-éclamptiques (Lee et al. 2001). La diminution d'expression de la Syn-

1 dans les placentas PE a été confirmée ensuite par plusieurs études indépendantes 

(Keith et al. 2002; Knerr et al. 2002; Chen et al. 2006; Vargas et al. 2011 ). 

L'expression du récepteur SLC 1 AS a aussi été étudiée dans la PE et des expériences 

de RT-PCR et Western-blot ne montrent pas de variation significative de son 

expression (Chen et al. 2006). La diminution de l'expression de la Syn-1 est associée 

avec les conditions d'hypoxies trouvées dans la PE. En effet, la culture de CTBv, de 

BeWo et d'explants placentaires en conditions hypoxiques entraîne une diminution 

d'expression de la Syn-1 et du facteur de transcription GCM1, qui régule l' expression 

du gène ERVW-1 dans les trophoblastes (Knerr et al. 2003; Kudo et al. 2003; Chen et 

al. 2006; Soleymanlou et al. 2007; Chiang et al. 2009; Wich et al. 2009). Plus 
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récemment, deux équipes ont montré que la diminution d'expression de ERVW-1 dans 

les placentas pré-éclamptiques serait due à une hyperméthylation de sa région 

promotrice, associée avec la surexpression de deux méthyltransférases (Ruebner et al. 

2013; Zhuang et al. 2014). La littérature disponible sur la protéine Syn-2 est beaucoup 

plus réduite que sur la Syn-1 mais plusieurs travaux ont démontré l' importance de cette 

protéine dans la physiopathologie du placenta. En 2008, 1' analyse du niveau 

d'expression de la Syn-2 dans des placentas pré-éclamptiques a montré une baisse 

significative de 1' expression de la protéine (Chen et al. 2008). Ces résultats ont été 

confirmés par notre laboratoire en montrant une baisse significative de 1' expression de 

la Syn-2 dans les placentas de femmes atteintes de PE ainsi qu'une corrélation entre le 

niveau d'expression des Syn-1 et -2 et la sévérité des cas de PE, plus marquée pour la 

Syn-2 (Vargas et al. 2011). Ces résultats confirment ceux précédemment obtenus au 

laboratoire qui montraient que l'inhibition de l'expression de la Syn-2 par des petits 

ARN interférents diminue plus fortement la fusion des cellules Be W o et CTBv (V argas 

et al. 2009). Finalement, la fréquence de certaines mutations ponctuelles de nucléotides 

(SNP) situées dans l' ORF et la région 3'UTR du gène ERVFRD-1 a été relevée dans 

des cohortes de patientes pré-éclamptiques en Chine mais aucune corrélation entre le 

risque de PE et la présence de ces SNP n'a pu être établit (Cui et al. 2016; Hua et al. 

20 18). La présence d'un domaine immunosuppresseur fonctionnel dans la sous-unité 

TM des Syncytines suggère que ces protéines puissent potentiellement avoir un rôle 

dans la tolérance immunitaire au niveau du placenta et qu'une diminution d'expression 

de ces deux protéines dans les placentas pré-éclamptiques entraîne un déséquilibre de 

la réponse immunitaire (Lokossou et al. 2014). 

La baisse d' expression des Syncytines dans la PE s' observe aussi dans des 

vésicules membranaires qui circulent dans le sang des patientes. En effet, le placenta 

libère des vésicules extracellulaires tout au long de la grossesse et les protéines Syn-1 

et -2 sont internalisées dans ces vésicules. La diminution d'expression de la Syn-2 dans 

laPE se reflète sur les vésicules extracellulaires qui expriment significativement moins 
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la protéine que dans les vésicules contrôles (Vargas et al. 2014). Les conséquences de 

cette baisse d'expression dans les vésicules seront développées dans la section 1.4. 
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1.3.4.3.2.2 Le syndrome HELLP (Hemolysis, Elevated Liver enzyme, Low 

Platelets) et le retard de croissance intrautérin (Intra Uterin Growth 

Restriction IUGR) 

Le syndrome HELLP a été décrit pour la première fois en 19 82 en recoupant 

les cas de 29 patientes diagnostiquées avec une PE sévère et présentant une 

thrombocytopénie, une hémolyse et un dysfonctionnement du foie (Weinstein 1982). 

Ce syndrome est souvent associé à la PE ( 1 0 % des cas) mais peut se développer 

indépendamment de la PE dans certains cas, rendant son diagnostic plus complexe 

(Jebbink et al. 2012). Le retard de croissance intra-utérin, ou IUGR en anglais, est 

diagnostiqué pour des foetus ayant un poids en dessous du 1 Oe percentile et une 

circonférence abdominale inférieure au 2,5e percentile par rapport à l'âge gestationnel 

(Peleg et al. 1998). L'IUGR est très fréquemment associé aux cas de PE et HELLP. Un 

défaut de placentation est associé à ces deux pathologies avec une dérégulation de 

l'expression des Syncytines. Une première étude réalisée en 2003 a suggéré une 

diminution de la transcription du gène ERVW-1 dans le syndrome HELLP (Knerr et 

al. 2003). Des analyses comparatives de l'expression de la Syn-1 dans le syndrome 

HELLP, l'IUGR et laPE ont ensuite montré que la Syn-1 est significativement moins 

exprimée dans les cultures de CTBv et les placentas issus de femmes présentant une 

PE combinée au syndrome HELLP ou IUGR. Ces analyses ont finalement établi un 

lien entre la baisse de syncytialisation des CBTv, la diminution d'expression de la Syn-

1 dans les placentas et une hyperméthylation du promoteur du gène ER VW -1 

(Langbein et al. 2008; Ruebner et al. 2010). Bien que peu documentée, l'expression de 

la Syn-2 est également réduite dans les placentas HELLP et IUGR avec une diminution 

d'expression qui semble plus importante dans les placentas IUGR comparativement à 

la Syn-1 (Ruebner et al. 201 0). Il est intéressant de noter que le récepteur MFSD2a est 

aussi moins exprimé dans la PE et le syndrome IUGR alors que l'expression des 

récepteurs SLC1A4 et 5 semble plus stable (Ruebner et al. 2010; Toufaily et al. 2013). 
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1.3.4.3.2.3 Autres pathologies 

1.3.4.3.2.3.1 Les neuropathologies 

Deux protéines rétrovirales de la famille ERV-W, la Syn-1 et une protéine 

d'enveloppe appelée MSRVenv (Multiple Sclerosis associated Retrovirus envelope 

protein), sont associées avec la sclérose en plaques, une pathologie neurodégénérative 

et inflammatoire. Ces deux protéines ne diffèrent que par l'insertion d'une séquence de 

12 acides aminés dans la région TM de MSRV env, et bien que le rôle de chaque 

enveloppe soit encore discuté, les deux protéines sont exprimées dans le cerveau des 

patients atteints de sclérose en plaques (Mameli et al. 2009). Concernant le rôle de la 

Syn-1 dans la pathologie, les études de Antony et al. ont montré que 1) la protéine Syn-

1 était anormalement exprimée dans le cerveau des patients atteints de sclérose en 

plaques et 2) que le contexte pro-inflammatoire de la pathologie entraîne une 

surexpression de la Syn-1 dans les astrocytes, induisant un stress du réticulum 

endoplasmique et une production d'espèces réactives de l'oxygène qui diminuent 

l'expression du récepteur SLC1A4 et altèrent la production de protéines de myéline 

par les oligodendrocytes (Antony et al. 2006; Antony et al. 2007). Ces études ne 

permettent pas encore de dire si l'expression de la Syn-1 est une cause ou une 

conséquence de la sclérose en plaques, néanmoins l'expression anormale de cette 

enveloppe rétrovirale endogène dans le cerveau contribue à l'évolution de la pathologie. 

1.3.4.3.2.3.2 Les cancers 

Plusieurs études ont rapporté l'expression anormale de la Syn-1 dans des 

cellules cancéreuses comme des carcinomes de 1' endomètre utérin, carcinomes 

mammaire et colorectal, cancer de 1' ovaire, leucémies, lymphomes et séminomes du 

testicule (Menendez et al. 2004; Bjerregaard et al. 2006; Strick et al. 2007; Larsen et 

al. 2009; Trejbalova et al. 2011; Yu et al. 2014; Sun et al. 2016b; Benesova et al. 2017; 

Sun et al. 2017). Cette anomalie d'expression a été associée avec une modification de 

la méthylation des îlots CpG du promoteur du gène ERVW-1, levant l'inhibition 



50 

d'expression du gène dans les cellules cancéreuses (Menendez et al. 2004; Trejbalova 

et al. 2011; Strissel et al. 2012; Benesova et al. 2017). À l'inverse, une étude a rapporté 

une diminution de l'expression de la Syn-1 dû à l'hyperméthylation de son promoteur 

dans des adénocarcinomes du pancréas, mais l'expression de la Syn-1 dans ce tissu à 

l'état physiologique reste à confirmer (Lu et al. 2015). 

De manière surprenante, l'induction de l'expression de la Syn-1 dans les 

cellules cancéreuses est associée à différents pronostics en fonction des cancers. Par 

exemple, dans le cancer du sein et du côlon, son expression est associée avec un 

meilleur pronostic chez les patients alors que c'est 1' inverse dans le cas du cancer du 

rectum (Larsson et al. 2007; Larsen et al. 2009). Cette différence pourrait s'expliquer 

par l'activité fusogénique de la Syn-1. En effet, l'expression de la Syn-1 dans des 

lignées d'adénocarcinomes mammaires a été associée avec des évènements de fusion 

entre les cellules cancéreuses et des cellules endothéliales (Bjerregaard et al. 2006). De 

même, la formation de syncytia est également observée dans les adénocarcinomes de 

l'endomètre et a été liée à l'expression de la Syn-1 dans les cellules tumorales (Strick 

et al. 2007). Sachant que la fusion des cellules tumorales avec des cellules non 

tumorales peut avoir un effet pro ou antitumoral dépendamment des cancers, les 

évènements de fusion induits par l'expression de la Syn-1 pourraient donc affecter la 

survie des cellules cancéreuses (Pla tt et al. 20 16). Bien que la plupart des études ayant 

montré une fusion Syn-1-dépendante dans un contexte tumoral n'ont pas étudié les 

conséquences de cette fusion sur 1' évolution des tumeurs, une étude a néanmoins 

rapporté le potentiel an ti tumoral de la Syn-1, lorsqu'exprimée dans un modèle 

cellulaire de mélanomes (Mo et al. 2013). Enfin, une autre conséquence possible de 

l'expression de la Syn-1 dans les cellules tumorales pourrait être celle d'aider les 

tumeurs à échapper au système immunitaire grâce aux capacités immunorégulatrices 

de cette protéine (Grandi et Tramontano 2018). 

Les études s'étant intéressées à l'expression de la Syn-2 dans les cellules 

cancéreuses sont moins nombreuses. Néanmoins, on retrouve la surexpression de cette 
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protéine dans les carcinomes de 1' endomètre utérin de stade II et dans les tumeurs 

d'adénocarcinomes colorectaux (Strissel et al. 2012; Diaz-Carballo et al. 2015). 

Bien que l'implication directe des Syncytines comme cause des cancers et 

neuropathologies soit discutable, il est aujourd'hui admis que leur expression anormale 

contribue à 1' évolution des pathologies via leurs capacités fusogéniques et 

immunorégulatrices. 

1.3.5 Les protéines Syncytines chez les autres espèces 

La conservation de gènes d'enveloppes rétro virales qui s'expriment dans le 

placenta n'est pas spécifique à l'humain et les travaux d'une équipe en particulier ont 

conduit à l'identification de plusieurs protéines d'enveloppes rétrovirales endogènes 

acquises indépendamment durant 1' évolution chez de nombreuses espèces placentaires. 

Les chercheurs ont associé trois caractéristiques essentielles pour définir ces protéines 

comme des 'Syncytines': 1) une activité fusogénique conservée, 2) une expression 

spécifique dans le placenta et au niveau de cellules fusogéniques et 3) une conservation 

de séquence au sein d'une espèce. En 2005, deux gènes env fonctionnels d'origine 

rétro virale ont été identifiés chez les Muridae. Ces gènes codent pour les protéines 

fusogéniques Syncytine-A et -B qui s'expriment au niveau des deux couches de 

syncytiotrophoblastes, caractéristiques du placenta murin (Dupressoir et al. 2005). Des 

souris homozygotes KO pour les gènes syncytin-A et -B présentent des défauts de 

formation de la première et deuxième couche de STB respectivement, avec 100% de 

mortalité foetale au jour de développement embryonnaire 14.5 pour les KO Syn-A 

contre 20% de mortalité embryonnaire pour les homozygotes Syn-B -/-,mais avec des 

foetus qui présentent un retard de croissance (Dupressoir et al. 2009; Dupressoir et al. 

2011; Vemochet et al. 2014). Ces travaux ont ainsi démontré l'importance des 

Syncytines murines dans le fonctionnement du placenta tout en montrant leur 

indépendance fonctionnelle. En plus d'une fonction dans le placenta, les Syn-A et -B 
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seraient nécessaire à la fusion des myoblastes. En effet, la double mutation des gènes 

syn-A et -B chez des souris engendre un défaut de développement musculaire et de 

fusion des myoblastes chez ces mutants (Redelsperger et al. 20 16). 

Depuis la découverte des Syncytines murine, huit nouvelles protéines 

Syncytines exprimées spécifiquement dans le placenta de plusieurs espèces de 

vertébrés ont été identifiées: la Syncytine-Ory 1 chez les léporidés (Heidmann et al. 

2009), la protéine non-fusogénique 'type Syncytine' Cav1 et la protéine Syncytine

Marl chez les rongeurs hystricomorphes et sciuromorphes respectivement (Vemochet 

et al. 2011; Redelsperger et al. 2014), Syncytine-Car1 chez les carnivores (Cornelis et 

al. 2012), Syncytine-Rum1 chez les ruminants (Comelis et al. 2013), Syncytine-Ten1 

chez les tenrécidés (Cornelis et al. 2014), Syncytine-Opo1 chez les marsupiaux 

(Comelis et al. 2015) et Syncytine-Mab1 chez les reptiles du genre Mabuya (Comelis 

et al. 2017). Toutes ces Syncytines présentent des activités fusogéniques et une 

expression spécifique dans le placenta, suggérant fortement leur implication dans la 

formation du placenta chez ces différentes espèces. 

La découverte de protéines Syncytines chez toutes les espèces analysées qui 

possèdent un placenta a amené les chercheurs à formuler l'hypothèse d'un lien entre 

l'apparition de ce mode de développement embryonnaire et l'acquisition d'une 

protéine d'enveloppe rétrovirale ancestrale (Cornelis et al. 2017). Aussi, il est suggéré 

que plusieurs enveloppes endogènes se seraient succédé durant 1' évolution dans le 

placenta des différentes espèces, certaines étant remplacées par les nouvelles 

enveloppes, d'autres étant conservées mais évoluant dans leurs fonctions. Cette théorie 

du «passage de relais » entre les enveloppes endogènes rétrovirales est aujourd'hui 

proposée comme explication de 1' évolution et de la diversification du placenta ainsi 

que de la présence de plusieurs enveloppes fonctionnelles qui s'expriment dans le 

placenta d'une espèce (Imakawa et al. 2015). 
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Figure 1.11: Les différentes protéines Syncytines identifiées dans les 

placentas des vertébrés. 

53 

Schéma représentatif des protéines de type 'Syncytine' identifiées dans différentes 
espèces de vertébrés et de placentas. 

1.3.6 Les autres protéines rétrovirales endogènes humaines dans le placenta 

En 2003, l' équipe du Dr Heidmann s' intéresse aux gènes env d'origine 

rétrovirale présents dans le génome humain et identifie 16 gènes potentiellement actifs 

(de Parseval et al. 2003). Cette étude va permettre l' identification de la Syn-2 comme 

il a été présenté précédemment, mais va aussi mettre en lumière d' autres gènes env 

dont les transcrits sont exprimés dans le placenta. Dans ce tissu, le rétrovirus endogène 
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ERV-R (ou ERV-3) présente un nombre important de transcrits, mais des travaux 

avaient précédemment rapporté la présence d'un polymorphisme chez 1% de la 

population caucasienne qui occasionne l'apparition d'un codon-stop précoce dans la 

protéine EnvR. Cette mutation est sans conséquence sur la gestation, semblant indiquer 

que cette enveloppe endogène n'est pas essentielle dans la fonction placentaire (de 

Parseval et Heidmann 1998). En 2004, la découverte de 42 nouvelles séquences de 

ERV dans le génome humain permet d'identifier deux nouveaux gènes d'enveloppes 

rétro virales endogènes qui présentent des homologies de séquences avec ERV -FRD et 

un rétrovirus endogène du poisson-zèbre (Villesen et al. 2004). L'analyse des 

séquences PBS dans les régions 5'LTR de ces gènes a identifié les ARNt-Valine (V) 

et -Praline (P) comme les ARNt initiateurs des rétrovirus ancestraux et les deux gènes 

env nouvellement identifiés ont été renommés env V et envP(b), respectivement (Blaise 

et al. 2005). Env V est la protéine d'enveloppe du provirus ERV -V situé sur le 

chromosome 19 et EnvP(b) est la protéine d' enveloppe du provirus ERV-P(b) localisé 

sur le chromosome 14 (Villesen et al. 2004). Les rétrovirus endogènes ERV-V et ERV

P(b) sont tous deux exprimés dans le placenta avec une expression spécifique dans ce 

tissu pour ERV-V, mais seule la protéine EnvP(b) semble posséder une activité 

fusogénique (Blaise et al. 2005). Des travaux réalisés dans notre laboratoire ont ensuite 

montré que, bien que les deux gènes soient induits lors de la syncytialisation des 

cellules Be Wo, leur expression n'est pas essentielle à la fusion de ces dernières 

contrairement au gène codant la Syn-2 (Vargas et al. 2012). Les deux protéines EnvV 

et EnvP(b) s' exprimant dans le placenta et les cellules trophoblastiques, il est 

néanmoins possible qu' elles possèdent un rôle dans l'immuno-tolérance foeto-matemel 

car elles possèdent des domaines immunosuppresseurs fonctionnels (Man gene; et al. 

2007). 

En conclusion, les rétrovirus endogènes contribuent à 1' évolution des génomes de 

nombreuses espèces et certains ERV s ont conservé 1' expression de leur gène env dans 
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le placenta. Chez l'humain, les glycoprotéines d'enveloppes Syn-1 et -2 participent 

largement à la fonction du placenta grâce à leurs propriétés fusogéniques et 

immunorégulatrices. Ces protéines contribuent aussi à la fonction d'autres tissus, aussi 

bien par une expression dans ces tissus, mais aussi par leur localisation dans des petites 

vésicules membranaires libérées dans le milieu extracellulaire par le placenta tout au 

long de la grossesse. 

1.4 Les vésicules extracellulaires 

Le terme vésicule extracellulaire (VE) regroupe 1' ensemble des vésicules libérées 

par les cellules dans le milieu extracellulaire. Les VE sont classées en trois catégories 

en fonction de leur compartiment cellulaire d'origine et de leur taille: les corps 

apoptotiques, les microvésicules et les exosomes (Mathivanan et al. 201 0; Colombo et 

al. 2014; Maas et al. 2017). Les VE ont largement été décrites comme ayant des 

fonctions majeures dans la communication intercellulaire aussi bien dans des cellules 

normales que tumorales. Une attention particulière a été portée aux exosomes en tant 

que messagers intercellulaires, mais les limitations techniques pour isoler ces vésicules 

des micro vésicules de tailles similaires ainsi que 1' absence de marqueurs spécifiques 

pour chaque type de vésicules rend difficile 1' attribution de fonctions distinctes à un 

type vésiculaire. Il est maintenant conseillé d'utiliser le terme général de VE dans les 

études plutôt que 'exosomes' ou 'microvésicules' (Tkach et al. 2017; Tkach et al. 

20 18). Dans cette section seront présentés les trois types de VE avec une attention 

particulière pour les microvésicules et exosomes. Les fonctions biologiques associées 

aux vésicules seront aussi regroupées sous le terme général de VE. 

1.4.1 Les corps apoptotiques 

Les cellules en apoptose vont éliminer leur matériel génétique et cytoplasmique 

dans le milieu extracellulaire sous la forme de larges vésicules qui contiennent des 
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fractions de cytoplasme, des fragments d'ADN et parfois certaines organelles (Maas et 

al. 20 17). Ces vésicules sont appelées corps apoptotiques et ont une taille généralement 

comprise entre 1 !-!ID et 5 !-!ID mais peuvent aussi présenter une taille inférieure à 1 !-!ID 

(Akers et al. 2013). Les corps apoptotiques sont éliminés du milieu extracellulaire par 

les macrophages qui reconnaissent certaines molécules présentes à leur surface et qui 

permettent leur élimination par phagocytose (Akers et al. 20 13). 

1.4.2 Les microvésicules 

Les microvésicules (MV) sont les vésicules issues du bourgeonnement de la 

membrane plasmique de certaines cellules. La taille des MV est comprise entre 20-30 

nm jusqu'à 500-1000 nm (Colombo et al. 2014; Maas et al. 2017). La capacité des 

cellules à libérer des vésicules dans le milieu extracellulaire via le bourgeonnement de 

leur membrane est connue depuis de nombreuses années et a été d'abord décrite dans 

les plaquettes et les érythrocytes (Wolf 1967; Schrier et al. 1971; Dalton 1975; Shukla 

et al. 1978; Allan et Thomas 1981; Trams et al. 1981). Les MV ont également été 

isolées de fluides corporels tels que le sang, le sérum et le liquide synovial (Gyorgy et 

al. 2012; Krafft et al. 2017; Menck et al. 2017). Les travaux de Daveloose et al. ont 

montré que les MV libérées par les érythrocytes peuvent être internalisées dans les 

plaquettes et empêcher leur agrégation, agglutination, ce qui suggère une activité 

biologique potentielle pour ces vésicules (Daveloose et al. 1981 ). Les MV ont aussi été 

isolées de nombreuse biopsie de cancers (Huber et al. 2005). Les mécanismes 

moléculaires qui permettent la formation et la libération des MV à la membrane 

plasmique ne sont pas encore élucidés, mais ce processus semble dépendre de certaines 

protéines du complexe ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required For Transport), 

du réarrangement lipidique de la membrane, du flu calcique et de protéines du 

cytosquelette (Allan et Thomas 1981; Allan et al. 1982; Fox et al. 1990; Crawford et 

al. 201 0; Maas et al. 20 17). 
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1.4.3 Les exosomes 

Les exosomes sont des petites vésicules d' une taille généralement comprise 

entre 30 et 100 nm qui se distinguent des autres vésicules de par leur origine 

endosomale. Le terme 'exosome' apparaît dans la publication de Trams et al. en 1981 

lors de la caractérisation de microvésicules issues de différents types cellulaires. Dans 

ces travaux, les chercheurs décrivent l'isolation de deux populations de vésicules 

extracellulaires en se basant sur la taille des vésicules: une population d'une taille 

moyenne comprise entre 500 et 1000 nm et une autre avec des vésicules d'environ 40 

nm. Néanmoins, l'origine membranaire ou endosomale de ces vésicules n'est pas 

déterminée (Trams et al. 1981 ). La découverte des exosomes comme on les définit 

actuellement est attribuée aux équipes de recherche qui ont étudié la maturation des 

réticulocytes et l'internalisation du récepteur de la transferrine. Ces travaux ont montré 

que lors de la maturation des réticulocytes, le récepteur de la transferrine est éliminé 

vers le milieu extracellulaire via la formation d'endosomes multivésiculaires qui 

fusionnent avec la membrane plasmique et libèrent les petites vésicules intraluminales 

qu'ils contiennent (Harding et al. 1983; Pan et Johnstone 1983; Johnstone et al. 1987). 

Le terme 'exosome' a été proposé pour ces vésicules. En 1996, Raposo et al. rapportent 

la sécrétion d'exosomes porteurs des molécules du complexe majeur 

d'histocompatibilité de classe II (CMH-II) par des lymphocytes B (Raposo et al. 1996). 

Depuis, les exosomes ont fait l'objet de nombreuses études et ont été associés à tous 

les types cellulaires et à de nombreux fluides corporels ( e.g. sang, urine, liquides 

synovial, séminal, amniotique et salivaire) (Colombo et al. 2014). 

Comme mentionné plus haut, les exosomes sont ong1na1res du compartiment 

endosomal. La Figure 1.12 présente la synthèse des exosomes. Certains endosomes 

vont présenter une invagination intraluminale de leur membrane menant à la formation 

de vésicules intraluminales (VIL). Ces endosomes sont appelés des corps 

multivésiculaires (CMV) et certains vont aller fusionner avec la membrane plasmique, 
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ce qui libère les VIL dans l'espace extracellulaire. Une fois sécrétées, les VIL sont 

appelées exosomes. Tous les CMV ne vont pas fusionner avec la membrane plasmique 

et certains sont plutôt dirigés vers la voie de dégradation lysosomale. Il semblerait donc 

exister différentes populations de CMV dans les cellules (Mathivanan et al. 201 0; 

Kowal et al. 2014). En revanche, les mécanismes moléculaires qui adressent les CMV 

vers la membrane plasmique plutôt que vers la dégradation sont encore inconnus. 

Plusieurs protéines sont impliquées dans la voie de synthèse et de sécrétion des 

exosomes. Les protéines du complexe ESCRT et les tétraspanines semblent 

importantes pour la formation des CMV s alors que certaines protéines Rab GTPases, 

des protéines de choc thermique (Heat Shock Protein) et les protéines SNARE 

semblent diriger la fusion des CMV s avec la membrane plasmique (Kowal et al. 2014 ). 

Extmc~Uular 
medium 

Figure 1.12: La voie de synthèse des exosomes. 

Certains endosomes vont former des corps multivésiculaires (MVB pour 

Multivesicular body) par invagination de leur membrane. Les corps multivésiculaires 
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contenant des petites vésicules intraluminales vont soit fusionner avec les lysosomes, 
soit être acheminés vers la membrane plasmique où ils libèrent les vésicules, appelées 
exosomes. Les encadrés indiquent les différents acteurs moléculaires impliqués dans la 
voie de synthèse des exosomes. Issue de Kowal et al., 2014. 

1.4.4 La voie d'internalisation des vésicules extracellulaires dans les cellules 

Une fois libérées dans le milieu extracellulaire, les VE peuvent interagir localement 

avec les cellules ou gagner la circulation et agir de manière systémique (Colombo et al. 

2014 ). Les VE expriment différentes protéines à leur surface comme des intégrines, 

des ligands ou récepteurs et celles-ci permettraient la liaison des VE aux membranes 

cellulaires. De plus, les VE portent des protéines glycosylées et les glycans qui 

composent les chaînes de glycosylations peuvent être différemment reconnus par des 

lectines cellulaires, une large famille de protéines qui se lient aux oligosaccharides. 

Ainsi, en fonction des protéines exprimées à la surface des VE, celles-ci vont interagir 

avec différentes populations de cellules et avoir un certain tropisme cellulaire (Y anez

Mo et al. 20 15). Un bon exemple pour illustrer ceci est 1' expression des protéines 

rétrovirales endogènes Syn-1 et -2 à la surface des VE placentaires. En effet, ces deux 

protéines sont internalisées dans lesVE issues de cultures de CTBv et leur expression 

à la surface des VE permet en partie leur internalisation dans des cellules Be W o qui 

expriment leurs récepteurs respectifs (Vargas et al. 2014). L'association des Syncytines 

avec les VE placentaires pourrait donc faciliter l'internalisation de ces VE dans les 

cellules trophoblastiques ou d'autres cellules qui expriment les protéines SLC1A4, 

SLC1A5 et MFSD2a (Figure 1.13). Rappelons aussi que ces deux protéines sont 

glycosylées et que les glycans pourraient être reconnus par des lectines membranaires, 

facilitant 1' attachement des VE à la surface des cellules. Suite à leur liaison avec la 

membrane cellulaire, les VE vont être majoritairement internalisées par voie 

d'endocytose ou de phagocytose, et la fusion entre les membranes des VE et des 
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vacuoles a semble-t-il lieu plus tard, dans un environnement acide (Yanez-Mo et al. 

2015). 

1. Reconnaissance 2. Liaison 
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Figure 1.13: Rôle potentiel des protéines Syncytine-1 et -2 dans 

l'internalisation des vésicules extracellulaires dans les cellules. 

Schéma descriptif de 1' attachement (étapes 1 et 2) et de 1' internalisation par endocytose 
(étapes 3 à 5) des vésicules extracellulaires médié par les Syncytines. Adapté de 
Lokossou et al., 2014. 

1.4.5 La fonction des vésicules extracellulaires 

La majorité des fonctions biologiques associées aux VE a d'abord été attribuée 

aux exosomes, mais selon les recommandations de la société internationale des 

vésicules extracellulaires (ISEV), il est recommandé de décrire les fonctions 
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biologiques initialement rapportées aux exosomes comme étant attribuées aux VE. Les 

VE ont d'abord été décrites comme un moyen pour les cellules d'éliminer certaines 

protéines au cours de leur maturation. En effet, lors de la maturation des réticulocytes 

en érythrocytes, les protéines membranaires inutiles au fonctionnement des 

érythrocytes sont éliminées via la sécrétion de vésicules dans le milieu extracellulaire 

(Johnstone et al. 1991). Puis la découverte de VE libérées par d'autres types cellulaires 

dont des cellules immunitaires a élargi le rôle de ces vésicules qui sont maintenant 

reconnues comme un moyen de communication cellulaire locale et systémique, 

indépendant du contact cellule-cellule. 

1.4.5.1 La communication intercellulaire 

Les VE transportent plusieurs types de protéines qui sont associées à leur 

membrane ou contenues dans leur lumière. La compilation des études ayant analysé le 

contenu protéique des VE issues de différent type cellulaire a permis de déterminer que 

la composition des VE en protéines dépend des cellules dont elles sont issues. 

Néanmoins, ces analyses ont aussi révélé la présence récurrente des certaines protéines 

qui seraient en fait impliquées dans la voie de synthèse des VE (Colombo et al. 2014). 

Parmi ces protéines, on trouve des tétraspanines (CD63, CD9, CD81), des petites 

protéines Rab GTPase (Rab5, Rab7), des protéines de choc thermique (Hsp70), des 

protéines du cytosquelette ( actine, tubuline) et des enzymes (acétylcholine estérase) 

(Colombo et al. 2014). La communication intercellulaire via lesVE repose sur deux 

mécanismes. 

Le premier est la présence de protéines de signalisation à la membrane des 

vésicules qui peuvent moduler la maturation, la prolifération et 1' activité des cellules 

qui captent ces VE et ceci a été particulièrement étudié dans le contexte du système 

immunitaire. Par exemple, les VE issues des certaines cellules tumorales expriment les 

ligands de NKG2D et le TGF~1 à leur surface et diminuent l'expression du récepteur 

NKG2D à la surface des cellules NK et des lymphocytes T cytotoxiques, empêchant 
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l'activation de ces cellules immunitaires (Clayton et al. 2008). Aussi, des VE issues de 

lymphocytes B présentent des molécules du CMH-II et se lient à la surface de cellules 

dendritiques, pouvant ainsi activer ces cellules (Denzer et al. 2000). Il a ensuite été 

montré que des VE issues de cellules dendritiques peuvent exposer à leur surface des 

molécules du CMH-II couplées avec un antigène et transférer ces complexes 

moléculaires à d'autres cellules dendritiques qui activent finalement des lymphocytes 

T (Thery et al. 2002). 

Le deuxième mécanisme implique le transfert de protéines après 

l'internalisation et la libération du contenu des VE dans le cytosol. Par exemple, les 

VE isolées du sang transportent le récepteur nucléaire PPARy impliqué dans la 

régulation transcriptionnelle de plusieurs gènes dans les adipocytes et cellules 

immunitaires et peuvent potentiellement transférer ce récepteur aux cellules (Looze et 

al. 2009). Dans le cas du cancer de la prostate et des glioblastomes, l'expression de 

l'intégrine a5~6 et du récepteur mutant au facteur de croissance épidermique EGFRviii 

est respectivement associée avec une capacité métastatique accrue et à la 

transformation des cellules. Dans les deux cas, un transfert de ces protéines dépendant 

des VE a été montré entre cellules cancéreuses qui les expriment vers des cellules 

cancéreuses qui ne les expriment pas et est associé avec une augmentation de la 

migration des cellules et avec l'activation de voies de signalisation oncogéniques (Al

Nedawi et al. 2008; Fedele et al. 2015). Enfin, le transfert de VE a pu être observé in 

vivo par l'utilisation de la protéine rapporteur luciférase fusionnée avec un domaine 

transmembranaire. Cette protéine chimère, exprimée à la surface des cellules et 

intemalisée dans les VE, a été transférée dans différents tissus chez des souris après 

injection des VE chez les animaux (Lai et al. 2014). 

En plus du transport de protéines, les VE contiennent différentes molécules 

d' ARN fonctionnels qui semblent spécifiquement adressées aux VE. Une première 

étude s'intéressant au contenu des VE en ARN a montré la présence et 1' enrichissement 
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spécifique de plusieurs molécules d' ARNm et microARN dans les VE libérées par des 

cellules humaines et murines. Des expériences de traduction in vitro ont ensuite montré 

que ces ARNm vésiculaires sont fonctionnels , ce qui a été confirmé par la synthèse de 

protéines murines dans des cellules humaines suite à leur incubation avec des VE 

d'origine murine porteuses des ARNm correspondants, mais pas des protéines (Valadi 

et al. 2007). Aussi, plusieurs molécules de microARN s différents ont été identifiées 

dans les VE isolées du sang avec une différence notable de la composition en 

microARNs des VE et des cellules sanguines productrices (Hunter et al. 2008). 

Certains mécanismes permettant une internalisation spécifique des ARN dans les VE 

ont été identifiés et impliquent des séquences consensus sur les molécules d' ARN et 

des facteurs cellulaires (Yanez-Mo et al. 2015). Il a en effet été observé que la 

combinaison de trois séquences dans la région 3' ainsi que la structure secondaire des 

ARN était associée avec leur adressage spécifique aux VE (Batagov et al. 2011 ). 

Également, une protéine sumoylée qui se lie spécifiquement aux ARN permettrait une 

internalisation de certains microARN dans les VE (Villarroya-Beltri et al. 2013). Un 

système très ingénieux a permis de montrer le transfert d' ARNm dans un contexte in 

vivo en utilisant des souris génétiquement modifiées qui expriment 1' enzyme 

recombinase Cre sous la dépendance d'un promoteur cellulaire spécifique des cellules 

hématopoïétiques et des cassettes loxP-Stop-loxP-GFP. Ainsi, les auteurs ont pu 

observer la communication VE-dépendante entre les cellules hématopoïétiques et 

neuronales par l'apparition de fluorescence dans ces cellules non-hématopoïétiques et 

ont montré que ces événements de recombinaisons dans les neurones faisaient suite au 

transfert des ARNm Cre et non de la protéine par lesVE (Ridder et al. 2014). Depuis, 

de très nombreuses analyses transcriptomiques ont été réalisées sur les VE de 

différentes origines (lignées cellulaires, cellules primaires, fluides corporels) et les 

données de ces analyses ont été regroupées dans des bases de données (Tkach et al. 

2017). 

------- --- - - --- - - --- - - ---
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Les VE ont également une composition lipidique particulière. Leur membrane 

est enrichie en cholestérol, sphingolipides et céramides, des lipides retrouvés 

principalement au niveau des rafts lipidiques (Yanez-Mo et al. 2015). Certaines VE 

sont enrichies en lysophosphatidylcholine et prostaglandines et le transfert de lipides 

et lipoprotéines entre lesVE et les cellules a été décrit (Subra et al. 2007; Subra et al. 

201 0; Yanez-Mo et al. 20 15). 

Au final, de nombreuses molécules actives ont été identifiées dans lesVE issues de 

différents tissus et types cellulaires, dont des enzymes, des transporteurs, des protéines 

du cytosquelette cellulaire, des lipides et des ARN codants et non-codants (Simpson et 

al. 2012; Colombo et al. 2014; Maas et al. 2017). Toutes les données recueillies par les 

analyses protéomiques, transcriptomiques et lipidomiques sont maintenant regroupées 

dans la base de données EVpedia (Kim et al. 2013). 

1.4.5.2 La modulation du système immunitaire 

De nombreuses recherches ont attribué une fonction immunorégulatrice aux VE 

avec des effets très variés en fonction de l'origine de ces vésicules, des cellules qui 

interagissent avec 1 internalisent les VE et du contexte physiologique ou pathologique 

(cancers, infections) ayant conduit à leur libération. La majorité des cellules de 

l'immunité innée ou acquise sécrètent des VE, ce qui a largement été décrit pour les 

macrophages, les cellules NK, les mastocytes, les cellules présentatrices d'antigènes et 

les lymphocytes (Yanez-Mo et al. 2015). En effet, lesVE issues de lymphocytes B sont 

pourvues d'une activité de présentation d'antigènes grâce à la présence de molécules 

du CMH-II et sont capables d'activer des lymphocytes T (Raposo et al. 1996). En 1998, 

Zitvogel et al. montrent la libération de VE porteuses de molécules CMH-1 et -II par 

des cellules dendritiques capables de réduire la progression tumorale chez la souris via 

l'activation de lymphocytes T cytotoxiques (Zitvogel et al. 1998). D'autres études ont 

démontré la capacité présentatrice d'antigènes des VE sécrétées par les cellules 
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dendritiques (Thery et al. 1999; Thery et al. 2002). De même, lesVE produites par des 

mastocytes peuvent présenter des antigènes aux cellules dendritiques et induire leur 

maturation afin de stimuler la production d'anticorps dirigés contre les antigènes 

(Skokos et al. 2001). Enfin, l'activation des lymphocytes T conduit à la libération de 

VE qui expriment des molécules d'adhésions et activatrices, suggérant une activité 

immunorégulatrice de la part de ces vésicules (Blanchard et al. 2002). Dans un contexte 

pathologique, les VE peuvent activer ou inhiber la réponse immunitaire permettant soit 

de lutter contre le développement de tumeurs ou d'infection, soit d'aider les cellules 

tumorales ou infectées d'échapper à la réponse immunitaire. Par exemple, lesVE issues 

de cellules infectées avec les bactéries Mycobacterium bovis et tuberculosis induisent 

la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages qui activent les 

lymphocytes T CD4+ et CD8+ et recrutent d'autres cellules immunitaires au site 

d'infection (Giri et Schorey 2008; Singh et al. 2012). Aussi, lesVE issues de cellules 

tumorales peuvent contribuer à l'évasion immunitaire des cellules tumorales via 

l'expression d'enzymes ou de protéines qui vont inhiber l'activation des cellules NK 

et des lymphocytes T (Clayton et al. 2008; Clayton et al. 2011; Grange et al. 2011). En 

plus d'inhiber la réponse immunitaire, lesVE tumorales peuvent activer l'angiogenèse 

dans 1' environnement tumoral et diriger 1' établissement de niche prémétastatique dans 

d'autres tissus (Skog et al. 2008; Grange et al. 2011; Hoshino et al. 2015). Dans le cas 

d'infection virales, les VE peuvent contribuer à la dissémination de 1' infection. Ceci 

est particulièrement étudié avec le rétrovirus VIH -1 qui peut recruter le complexe 

ESCRT pour favoriser la formation de virions dans les cellules infectées, exporter 

certaines protéines et ARN viraux dans les VE afin de moduler la réponse immunitaire 

ou induire 1' export de son co récepteur CCR5 via les VE vers des cellules qui 

n'expriment normalement pas cette protéine et augmenter son tropisme cellulaire 

(Mack et al. 2000; Stuchell et al. 2004; Booth et al. 2006; Lenassi et al. 201 0; Sampey 

et al. 20 16). 
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1.4.5.3 Biomarqueurs de pathologies 

Comme la composition moléculaire des VE varie en fonction du type cellulaire 

d'origine et qu' elles sont libérées dans plusieurs liquides corporels, dont le sang, de 

nombreux chercheurs se sont intéressés au potentiel des VE en tant qu'outil 

diagnostique. En effet, 1' analyse des profils protéomique et transcriptomique spécifique 

aux VE issues de cellules cancéreuses a permis d' identifier des marqueurs potentiels 

de cancers comme les cancers de 1' appareil urinaire, de la prostate, du sein et des 

ovaires et un intérêt particulier est porté aux microARN dont plusieurs sont 

spécifiquement sécrétés par des VE tumorales (Bard et al. 2004; Taylor et Gercel

Taylor 2008; Murakami et al. 20 18). De nombreuses équipes de recherche travaillent 

maintenant à l'harmonisation des techniques d'isolement des VE et au développement 

d'outils diagnostiques pour ces cancers (Wang et al. 2018). Dans le cas de pathologies 

neurodégénératives, les VE présentent un intérêt potentiel pour détecter 1' évolution des 

maladies (Croese et Furlan 2018). Enfin, durant la grossesse, des VE sont sécrétées par 

le placenta et peuvent être détectées dans la circulation sanguine. Leur composition 

peut également varier en cas de pathologies obstétriques, ce qui sera détaillé dans la 

section suivante. 

1.4.6 Les vésicules extracellulaires placentaires 

Le placenta est une source importante de VE durant la grossesse et comprend 

des corps apoptotiques, des microvésicules et des exosomes. Ces vésicules sont 

appelées VE placentaires et sont distinguées des autres VE par 1' expression de la 

phosphatase alcaline placentaire (PLAP) qui est ancrée dans la membrane des VE par 

une liaison GPI (phosphatidyl inositol) et qui permet d' isoler spécifiquement ces VE 

(Sabapatha et al. 2006; Mincheva-Nilsson et Baranov 2014; Salomon et al. 2014b). 

Les VE placentaires sont majoritairement issues du STB et libérées au niveau de la 

membrane apicale du STB dans l' espace intervilleux et donc dans le sang maternel qui 
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irrigue cet espace (Mincheva-Nilsson et Baranov 2014). LesVE placentaires sont aussi 

libérées par les CTBev qui sont identifiées par 1' expression de la molécule non 

classique du CMH-I HLA-G (Atay et al. 2011; Salomon et al. 2014a). Plusieurs études 

ont montré que le nombre de VE dans le sang augmente avec la grossesse, que cette 

augmentation est croissante à mesure que la grossesse avance et que les VE placentaires 

peuvent être détectées dès la 6ème semaine de grossesse dans le sang périphérique 

(Sabapatha et al. 2006; Salomon et al. 2014b; Sarker et al. 2014). 

Les fonctions des VE placentaires sont multiples et contribuent à l'adaptation 

du système immunitaire à la grossesse (immunorégulation et tolérance immunitaire), à 

la migration des CTBev et au remodelage des artérioles spiralées (Escudero et al. 20 16). 

Les VE placentaires expriment en effet des molécules qui régulent l'activation des 

cellules NK et des lymphocytes T (Sabapatha et al. 2006; Hedlund et al. 2009; 

Stenqvist et al. 2013). De manière très intéressante, des études ont montré l'expression 

de la Syn-1 dans les VE placentaires et proposent un rôle immunorégulateur des VE 

grâce à la présence de la Syn-1 avec un rôle immunosuppresseur ou pro-inflammatoire 

(Holder et al. 2012b; Tolosa et al. 2012). Aussi, les VE issues de trophoblastes au 

premier trimestre de la grossesse permettraient le recrutement de monocytes et 

macrophages au site d'implantation pour aider à l'invasion des trophoblastes dans la 

déci due (A tay et al. 2011 ). Une deuxième fonction attribuée aux VE placentaires est 

la modification de la prolifération et de la migration des cellules endothéliales et 

vasculaires. Des études ont montré que l'incubation de VE placentaires avec des 

cellules endothéliales HUVEC inhibe leur prolifération (Gupta et al. 2005; Hoegh et 

al. 2006; Chen et al. 20 12). Également, les VE placentaires isolées du sang 

périphérique et de lignées de CTBev stimulent la migration des cellules endothéliales 

et des cellules vasculaires de muscle lisse respectivement, ce qui aiderait à l'adaptation 

des vaisseaux sanguins maternels à la grossesse et au remodelage des artérioles 

spiralées dans la décidue par les CTBev (Salomon et al. 20 14c; Salomon et al. 20 14a). 
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L'activité des VE placentaires est en partie associée à l'internalisation de plusieurs 

microARN placentaires et au transfert de ces molécules à d'autre cellules. En effet, une 

étude a établi le profil d'expression de microARN dans le placenta et a montré la 

présence de certains de ces microARN dans lesVE placentaires circulantes (Luo et al. 

2009). Plusieurs cytokines, facteurs de croissance et facteurs angiogéniques ont 

finalement été identifiés dans les VE placentaires, ce qui pourrait expliquer leurs effets 

sur les cellules immunitaires et endothéliales (Fitzgerald et al. 20 18). 

Les VE placentaires sont aussi impliquées dans 1' évolution de la PE. Plusieurs 

études ont montré que le nombre de débris membranaires issus du STB et celui des VE 

placentaires dans le sang est significativement augmenté dans les cas de PE, 

particulièrement dans les cas de PE précoces (Knight et al. 1998; Goswami et al. 2006; 

Chen et al. 2012; Pillay et al. 2016; Salomon et al. 2017). L'augmentation du nombre 

de VE placentaires pourrait s'expliquer par les conditions hypoxiques dans le placenta 

pré-éclamptique, car ces conditions augmentent la libération de VE dans plusieurs 

modèles cellulaires, dont des cultures de CTB (Salomon et al. 2013a). Les VE 

placentaires libérées dans les cas de PE présentent une composition différente en 

protéines, lipides et microARN et ces différences pourraient expliquer la réponse 

inflammatoire exacerbée et les défauts d' angiogenèse associés avec laPE (Escudero et 

al. 2016; Cronqvist et al. 2017; Gohner et al. 2017). Les travaux de Holder et al. ont 

en effet montré une activité pro-inflammatoire des VE placentaires isolées chez des 

femmes atteintes de PE sur des cellules mono nuclées du sang périphérique, mais aucun 

mécanisme moléculaire n'a été associé à cet effet (Holder et al. 2012a). Une étude 

globale sur la composition lipidique des VE placentaires a montré une variation 

significative de lipides impliqués dans l'apoptose et la régulation des cellules 

immunitaires dans les VE issues de placentas pré-éclamptiques comparativement aux 

VE placentaires contrôles, suggérant une activité différente des VEen cas de PE (Baig 

et al. 2013). Concernant l'effet des VE placentaires sur les fonctions des cellules 
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endothéliales, certaines études rapportent des différences d'internalisation de facteurs 

régulateurs de l'angiogenèse entre VE issues de grossesses normales et pré

éclamptiques. L'export du récepteur soluble au VEGF de type 1, sFlt1, dans lesVE est 

augmenté dans les cas de PE, ce qui est associé avec les défauts d'angiogenèse observés 

dans la PE (Lok et al. 2008). Aussi, plusieurs microARN impliqués dans la régulation 

de gènes pro- et anti-angiogéniques sont différemment exprimés dans les VE 

placentaires de pré-éclampsie (Escudero et al. 20 16). 

En raison des différences moléculaires trouvées entre les VE placentaires 

normales et pathologiques, lesVE font aussi l'objet d'études sur leur potentiel en tant 

qu'outil diagnostic dans les pathologies obstétriques (Guarino et al. 20 18). De plus, les 

VE placentaires étant détectées très tôt dans la circulation sanguine maternelle, 

l'analyse de ces VE et la recherche de marqueur potentiel d'une dysfonction placentaire 

peuvent se faire de manière non invasive, dans les prélèvements sanguins de routine 

dès le premier trimestre de grossesse. Dans le cas de la PE, la quantification du facteur 

de croissance placentaire PlGF et des molécules angiogéniques solubles sFlt1 et 

sEndoglin dans le sang des femmes enceintes suscite un intérêt particulier pour le 

diagnostic de cette pathologie, mais de récentes études montrent que le pouvoir 

diagnostic de ces marqueurs varie entre les études et ne sont pas exclusivement associés 

à laPE (Stolz et al. 2018; Yusuf et al. 2018). 

Un marqueur intéressant pour le diagnostic de laPE pourrait être la protéine 

Syn-2. En effet, son expression est significativement diminuée dans les placentas de 

femmes pré-éclamptiques et elle est exprimée à la surface des VE placentaires. De plus, 

une diminution significative de la Syn-2 est aussi observée dans lesVE isolées du sang 

périphérique chez des femmes pré-éclamptiques (V argas et al. 2014 ). Il est donc 

possible que, combiné avec d'autres facteurs de risques, les niveaux d' expression de la 

Syn-2· dans les VE placentaires circulantes permettent d'identifier le risque de 

développer une PEchez les femmes enceintes (Lokossou et al. 2014). Des travaux sont 
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menés au laboratoire en collaboration avec l'hôpital Sainte-Justine afin de déterminer 

le potentiel de la Syn-2 comme outil diagnostic. 

En conclusion, leVE sont des acteurs importants de la physiologie cellulaire, 

avec le transport d'une multitude de biomolécules entre les cellules, et représentent une 

source d'information sur l'état des cellules qui les produisent. Le placenta est une 

source importante de VE durant la grossesse et les VE placentaires participent au 

développement du placenta et du fœtus en assurant la communication entre les cellules 

au sein du tissu placentaire, mais aussi entre le placenta et de nombreux types 

cellulaires de 1' organisme. L'internalisation des VE dans les cellules est un processus 

qui semble impliquer différentes protéines à la surface des VE et des cellules cibles. 

Dans le cas des VE placentaires, 1' expression des protéines Syn-1 et -2 à la surface des 

vésicules pourrait participer à l' entrée des VE dans certaines cellules grâce à 

l'interaction avec leurs récepteurs cellulaires. La présence de glycans sur les 

Syncytines pourrait également contribuer à l'internalisation des VE placentaires dans 

les cellules grâce à la liaison de certaines lectines cellulaires, par exemple les galectines, 

sur ces glycans. 

1.5 Les galectines 

Les galectines, anciennement connues sous le nom de lectines de type S, sont 

des protéines qui appartiennent à la grande famille des protéines liant des glycans. Afin 

de mieux comprendre le mode de fonctionnement de ces lectines, une brève 

présentation ciblée sur laN- et 0-glycosylation des protéines amorce cette partie de 

1 ' introduction. 
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1.5.1 LaN- et 0-glycosylation des protéines chez les organismes eucaryotes 

Chez les eucaryotes, la glycosylation des protéines est une modification post

traductionnelle des protéines membranaires et sécrétées. La glycosylation d'une 

protéine consiste en l'ajout d'oligo- ou polysaccharides sur certains acides aminés 

polaires qui composent la protéine. Il existe deux types de glycosylation, laN- et 0-

glycosylation, dépendamment de l'acide aminé qui sera porteur de la glycosylation. 

Les N -glycosylations sont liées au groupement amine terminal (-NH2) de 1' acide aminé 

Asparagine (Asn). Les 0-glycosylations sont ajoutées sur les groupements hydroxyles 

(-OH) des acides aminés Sérine (Ser) ou Thréonine (Thr) d'une protéine (Stanley et al. 

2009; Brockhausen et Stanley 2015). 

La N-glycosylation des protéines commence dans la lumière du réticulum 

endoplasmique (RE) lorsque les protéines porteuses d'un peptide signal sont adressées 

à ce compartiment. Seuls les résidus Asn situés dans la séquence consensus Asn-X

Ser/Thr seront reconnus comme site de glycosylation. La N-glycosylation consiste au 

transfert d'un oligosaccharide précurseur sur l' Asn. Cet oligosaccharide est assemblé 

dans le RE par addition successive de deux N -acétyle-glucosamine, neuf mannoses et 

trois glucoses (GlcNAc2Man9Glc3) sur un lipide ancré dans la membrane du RE appelé 

Dol-P. L'oligosaccharide précurseur est finalement lié au groupement -NH2 de l' Asn 

par 1' enzyme oligosaccharide transférase. Cet oligosaccharide va ensuite être modifié 

à plusieurs reprises sous l'action de différentes enzymes au cours du transit de la 

protéine dans le RE, le Golgi et le réseau transgolgien. Ces modifications vont donner 

naissance à trois types de N -glycans (simples, complexes et hybrides) qui se 

distinguent en fonction de leur composition en glucides et du nombre 

d'embranchements. Les N-glycans peuvent ensuite être modifiés par l'ajout de fucose, 

d'acide sialique, de sulfate et de galactose sur différents résidus glucidiques qui 

composent l'oligosaccharide N-lié, ajoutant un niveau de complexité supérieur dans la 
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structure des glycosylations (Figure 1.14). Toutes ces modifications permettent d'avoir 

une large diversité de glycosylation des protéines (Stanley et al. 2009). 

+Acide N-Acétylneuraminique 

N-Acétylgalactosamine 

Galactose 

Mannose 

• N-acétylglucosamine 

Â. Fucose 
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Figure 1.14: Les différents types de N-Glycans. 
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Il existe trois sortes de chaînes glycosylées N-liées : les chaînes oligomannose, les 
chaînes complexes et les chaînes hybrides. Tiré de (Cummings et Liu 2009). 

La 0-glycosylation a lieu dans le Golgi et commence par le transfert du 

monosaccharide N-acétyle-galactoside (GalNAc) sur le groupement hydroxyl d'un 

acide aminé Ser ou Thr d'une protéine et est catalysée par l'enzyme GalNAc

transférase. Différents glucides peuvent ensuite être ajoutés au monosaccharide 

GalNAc pour former quatre types de 0-glycans. La structure des 0-glycans peut être 

complexifiée par la présence d'embranchements, comme dans les N -glycans, et par 

l'ajout de fucose, d'acide sialique, de sulfate et de galactose à leur extrémité. Plusieurs 

enzymes de la classe des glycosyltransférases réparties dans le compartiment golgien 

permettent la synthèse des glycans 0-liés. Certaines enzymes sont ubiquitaires et 

d'autres sont type cellulaire spécifique permettant différentes 0-glycosylations en 
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fonction du type cellulaire (Brockhausen et Stanley 20 15). Les saccharides ~-galactose 

(~-galactosides) ajoutés aux extrémités des chaînes polysaccharidiques N- et 0-liées 

sont reconnus et liés par les galectines. 

1.5.2 La découverte des galectines 

Les galectines ont été découvertes individuellement chez plusieurs organismes 

et sous divers noms avant d'être regroupées en une famille de protéine sur la base d'une 

homologie de séquences et d'une affinité de liaison pour des polysaccharides 

spécifiques (Barondes et al. 1994b ). Les galectines sont définies comme des protéines 

solubles, dépourvues d'activité enzymatique, ayant une affinité pour les groupements 

~-galactosides (Gal~l-4GlcNAc) et qui possèdent un domaine très conservé de 

reconnaissance pour les ~-galactosides appelé CRD (Carbohydrate Recognition 

Domain) (Hirabayashi et Kasaï 1993). Ce domaine est généralement codé par un seul 

exon et fait environ 130 acides aminés, dont huit sont très conservés et responsables de 

1' interaction avec les groupements ~-galactosides (Barondes et al. 1994a; Cooper et 

Barondes 1999). Les galectines sont des protéines conservées chez les nématodes, 

arthropodes, plantes, champignons et les vertébrés (Hirabayashi et Kasaï 1993; 

Barondes et al. 1994b ). Chez ces derniers, on dénombre 15 galectines dont les gènes 

sont répartis sur les chromosomes 1, 14, 17, 19 et 22 (Johannes et al. 20 18). 

1.5.3 La classification des galectines 

Dans un souci de clarification, une nomenclature précise a été établie en 1994 

afin d'identifier toutes les protéines qui possèdent un CRD et lient spécifiquement les 

groupements ~-galactosides. Ces protéines sont nommées 'galectine' (gal) suivi d'un 

numéro selon leur ordre de découverte (par exemple Gal-l, gal-2, Gal-3 etc.). La 

nomenclature des gènes codant ces protéines change également et on leur attribue le 

nom général 'LGALS ' (Lectin, Galactoside-binding, Soluble) suivi du même numéro 
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qu'utilisé pour désigner la protéine (Barondes et al. 1994b ). En fonction de leur 

structure, les galectines sont divisées en trois catégories: 1) les galectines prototypiques, 

2) les galectines chimériques et 3) les galectines avec des répétitions en tandem. Les 

galectines prototypiques possèdent un CRD unique et peuvent s'associer en 

homodimères où chaque CRD peut interagir avec des groupements ~-galactosides 

(Gal-l , -2, -5, -7, -10, -11, -13 , -14, -15). Les galectines chimériques possèdent un CRD 

et une extrémité N-terminale polypeptidique et peuvent former des oligomères. La 

galectine-3 (Gal-3) est la seule galectine de ce type chez l'humain. Enfin, les galectines 

avec répétitions en tandem consistent en deux CRD reliés par une séquence peptidique 

de longueur variable, allant de 5 à 50 acides aminés (gal-4, -6, -8, -9, -12) (Barondes et 

al. 1994a; Cummings et Liu 2009; Boscher et al. 2011 ). 

1.5.4 La synthèse des galectines 

Les galectines sont des protéines que 1' on retrouve dans tous les tissus mais 

avec une différence de distribution en fonction des protéines, certaines étant presque 

ubiquitaires (Gal-l, -3 , -8) alors que d' autres semblent tissu-spécifiques (Gal-10, -13) 

(Barondes et al. 1994a)(base de données Protein Atlas). Au niveau cellulaire, les 

galectines sont localisées dans le noyau, le cytoplasme et dans 1' espace extracellulaire 

et une même galectine peut présenter les trois localisations. La localisation d'une 

galectine peut aussi dépendre du type cellulaire, du cycle cellulaire et de 1' état 

physiologique des cellules (Wang et al. 2004). Elles vont interagir avec différents 

partenaires et exercer différentes fonctions dépendamment de leur localisation. Les 

ARNm des galectines sont traduits par des polyribosomes libres dans le cytoplasme et 

les protéines sont ensuite acheminées vers les différents compartiments cellulaires. La 

localisation nucléo-cytoplasmique de certaines galectines semble dépendre d'un signal 

de localisation nucléaire et d'un signal d'export nucléaire, mais ces séquences n'ont été 

identifiées que pour la Galectine-3 (Gal-3) (Wang et al. 2004; Johannes et al. 2018). Il 

est aussi possible que les galectines transitent au noyau par interaction avec des 
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protéines nucléa-cytoplasmiques. La sécrétion des galectines suit une vo1e non 

conventionnelle, indépendante des compartiments RE/Golgi, et dont le mécanisme est 

toujours incompris (Cummings et Liu 2009; Johannes et al. 2018). La sécrétion des 

galectines pourrait se faire par translocation au travers de la membrane plasmique ainsi 

que par la formation de VE, comme les microvésicules et les exosomes, mais pourrait 

varier d'un type cellulaire à l'autre (Hughes 1999; Popa et al. 2018). 

Une fois dans l'espace extracellulaire, les galectines vont interagir avec 

différentes glycoprotéines grâce à leur CRD : soit des protéines de la matrice 

extracellulaire (MEC) pour permettre l'ancrage des cellules, soit des glycoprotéines de 

surface membranaire pour favoriser les interactions cellules-cellules ou la transduction 

de signaux, ou des glycoprotéines à la surface de pathogènes (bactéries et virus) pour 

les neutraliser. La liaison entre le domaine CRD et les groupements N

acétyllactosamine (Gal~1-4GlcNAc) se fait par liaison hydrogène entre les acides 

aminés hydrophiles du CRD et les groupes hydroxyles du galactose ( 4-0H, 6-0H) et 

du N-acétylglucosamine (3-0H) (Hirabayashi et al. 2002). 

Les formes intracellulaires (cytoplasmiques et nucléaires) ont aussi des 

fonctions majeures de régulation du cycle cellulaire, dans l'autophagie et l'épissage 

des ARNs (V asta et al. 2017). 

1.5.5 Les fonctions biologiques des galectines 

Les galectines sont impliquées dans de multiples fonctions biologiques qui varient 

en fonction des tissus et des cellules. 

1.5.5.1 Fonctions dans le développement embryonnaire 
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Chez 1 'humain et la souns, des galectines sont exprimées dès le stade 

blastocyste et participent à l'implantation de l'embryon, au développement du système 

nerveux, du cartilage, des muscles squelettiques et du système immunitaire (Poirier et 

al. 1992; Fowlis et al. 1995; Wada et al. 1997; Barrientos et al. 2014). Des modèles de 

souris mutantes homozygotes pour la délétion des gènes Lgalsl et/ou Lgals3 ont 

montré que les fonctions de ces galectines semblent être compensées par d'autres 

galectines ou protéines, car la délétion du ou des gènes n'est pas létale et une fois adulte, 

les souris sont fertiles avec une espérance de vie comparable aux souris de type sauvage 

(Poirier et Robertson 1993; Colnot et al. 1998). Des études plus récentes ont néanmoins 

montré que la délétion de certains gènes LGALS entraîne des défauts de la réponse 

immunitaire, des troubles du comportement ainsi que des défauts de développement 

des os et des muscles (Georgiadis et al. 2007; Sakaguchi et al. 2011; Alhabbab et al. 

20 18; Beccaria et al. 20 18; Chaudoin et Bonasera 20 18; Oliveira-de-Abreu et al. 20 18; 

Vinik et al. 20 18). D'autres modèles in vivo ont également permis d'appréhender les 

fonctions des galectines dans le développement (V asta et al. 201 7). Par exemple, chez 

le poisson-zèbre, la délétion du gène homologue de LGALSJ conduit à des défauts du 

développement des muscles squelettiques (Ahmed et al. 2009). 

1.5.5.2 La régulation de la réponse immunitaire 

Une des fonctions les plus étudiées des galectines est celle de modulation de la 

réponse immunitaire. En effet, plusieurs galectines (notamment Gal-l , -3 , -8 et -9) sont 

exprimées par des cellules immunitaires et ont la capacité de moduler la réponse 

immunitaire, ayant des fonctions pro- ou anti-inflammatoires selon les situations 

(Cummings et Liu 2009; V asta et al. 2017). La relation entre les galectines et le système 

immunitaire a été étudiée dans des lignées cellulaires et avec des modèles de souris KO 

pour les gènes de certaines galectines. La Galectine-1 (Gal-l) a des propriétés pro

apoptotiques sur des lymphocytes T activés et est associée à une réponse anti

inflammatoire alors que la Galectine-3 (Gal-3) peut avoir une activité pro- ou anti-
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inflammatoire (Dhirapong et al. 2009). De plus, la délétion du gène Lgalsl chez des 

souris modifie le développement de certaines catégories de lymphocytes B qui régulent 

normalement la réponse des lymphocytes T activés, des résultats qui renforcent le rôle 

de la Gal-l dans la modulation de la réponse immunitaire (Alhabbab et al. 20 18). Aussi, 

des souris KO pour le gène Lgals3 génèrent des lymphocytes B qui produisent des 

auto-anticorps et développent un syndrome auto-immun (Beccaria et al. 2018). La 

Galectine-8 est quant à elle impliquée dans la prolifération des lymphocytes T CD4+ 

de la rate ainsi que dans la maturation des cellules dendritiques. Cette dernière fonction 

a été confirmée in vivo chez des souris KO pour cette galectine (Tribulatti et al. 2009; 

Carabelli et al. 2017). Enfin, la Galectine-9 active la maturation des cellules 

dendritiques et induit l'apoptose des lymphocytes Thl activés par liaison avec la 

protéine membranaire Tim-3 (T-cell immunoglobulin domain and mucin domain

containing molecule-]) (Dai et al. 2005; Dardalhon et al. 201 0). 

1.5.5.3 La signalisation cellulaire 

L'interaction des galectines avec des protéines membranaires ou 

cytoplasmiques peut induire certaines voies de signalisation nécessaires à la survie, 

prolifération et migration cellulaire dans un contexte physiologique, mais aussi 

pathologique. Plusieurs études rapportent la liaison de galectines avec des intégrines 

présentes à la surface de cellules normales ou transformées et induisent différentes 

voies de signalisation (par exemple PI3KI Akt et Ras/MEKIERK) qui vont modifier 

l'interaction des cellules avec la matrice extracellulaire ou réguler le cycle cellulaire 

(Nakahara et Raz 2006). Aussi, certaines galectines extracellulaires peuvent se lier de 

manière CRD-dépendante aux récepteurs de facteurs de croissance (ex: EGF et VEGF), 

aux récepteurs de cytokines (ex:TGF~) et aux récepteurs des lymphocytes T (TCRs) et 

déclencher des cascades de signalisations spécifiques ou empêcher leur internalisation 

pour maintenir ces récepteurs actifs (Nakahara et Raz 2006). Par exemple, les 

galectines Gal-l et Gal-3 se lient aux récepteurs du VEGF et augmentent l'angiogenèse 
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par activation des cellules endothéliales alors que la Gal-3 est aussi capable d'inhiber 

l'internalisation du récepteur VEGFR2 dans un modèle de cellules endothéliales 

(Markowska et al. 2011; D'Haene et al. 2013). Également, la Gal-l régule l'activation 

des lymphocytes T par liaison au TCR et modifie la transduction des signaux qui 

découlent de l'activation du récepteur (Chung et al. 2000). La transduction de signaux 

est aussi modulée par les formes cytoplasmiques de certaines galectines de façon 

généralement indépendante de leur domaine CRD. Il a été montré que les Gal-l et Gal-

3 interagissent avec les formes actives des petites protéines GTPase H-Ras et K-Ras, 

respectivement, et activent la voie Ras/ERK dans le cas de la liaison Gal-1/H-Ras ou 

Ras/PI3K dans le cas de l'interaction Gal-3/K-Ras (Paz et al. 2001; Elad-Sfadia et al. 

2004). 

1.5.6 Le rôle des galectines dans le développement tumoral et les infections 

Considérant les multiples fonctions des galectines dans la transduction de 

signaux et la régulation du système immunitaire, il n'est pas étonnant que ces protéines 

soient aussi impliquées dans le développement de pathologies et les infections. 

1.5.6.1 Les galectines dans les cancers 

La transformation des cellules et le développement des tumeurs ont souvent été 

associés à une dérégulation de l' expression des galectines dans les cellules et dans le 

microenvironnement tumoral. Cette dérégulation peut avoir un impact direct sur la 

survie, la prolifération et la migration des cellules cancéreuses, mais peut aussi modifier 

le fonctionnement d' autres types cellulaires pour favoriser l' irrigation des tumeurs et 

l'échappement au système immunitaire (V asta et al. 2017). Une expression anormale 

des galectines a été rapportée dans les cancers du sein, de la prostate, de 1 'utérus, des 

ovaires, de 1' estomac, du pancréas, des poumons, colorectaux, des tumeurs cérébrales 

ainsi que dans des mélanomes et leucémies (V asta et al. 20 17; Chou et al. 20 18; Du be-
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Delarosbil et St-Pierre 2018). La modification d'expression des galectines dans les 

tumeurs entraîne un changement dans la transduction de signaux au niveau des cellules 

cancéreuses et des cellules immunitaires, favorisant la progression et la survie des 

tumeurs. Aussi, 1' apparition de métastases et de résistances aux chimiothérapies semble 

être favorisée par la dérégulation de 1' expression de certaines galectines. En effet, les 

galectines peuvent interagir directement avec les protéines de la MEC ou avec certaines 

intégrines et peuvent donc, dans le cas des cancers, moduler l'attachement des cellules 

tumorales entre elles, avec la MEC ou avec les cellules endothéliales (Liu et 

Rabinovich 2005). L'apparition de résistance aux chimiothérapies est un enjeu majeur 

dans le traitement des cancers. Les Gal-l et -3 sont liés à l'apparition de résistance aux 

traitements (Chou et al. 20 18). Enfin, la modification de 1' expression des galectines est 

associée au pronostic des patients dans certains cancers et la classification des tumeurs 

en fonction de 1' expression des galectines pourrait servir d'outil diagnostic (Liu et 

Rabinovich 2005; Long et al. 2018; Schulz et al. 2018). 

1.5.6.2 L'interaction des galectines avec les pathogènes 

De par leur interaction avec les cellules immunitaires, les galectines vont être 

importantes également dans la résolution des infections par différents agents 

pathogènes: bactéries, virus, champignons et parasites. Leurs fonctions peuvent aussi 

être détournées ou altérées par les agents infectieux (Sato et al. 2009; V asta 2009). 

Les galectines peuvent interférer dans la capacité infectieuse de certains 

pathogènes en se liant directement sur des glycans situés à la surface de ces derniers et 

activer le système immunitaire inné pour lutter contre les infections. Plusieurs études 

ont montré la liaison de galectines à la surface de bactéries gram positives et négatives 

(voir revues (Sato et al. 2009; V asta 2009). Dans le cas de la bactérie Streptococcus 

pulmoniœ, la présence de la Gal-3 dans le tissu pulmonaire permet de ralentir 

l'infection grâce au recrutement et à l'activation des neutrophiles nécessaires à la 
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phagocytose des bactéries et à la diminution de la croissance bactérienne par la liaison 

de cette galectine à la surface de la bactérie (Farnworth et al. 2008). La Gal-3 joue 

également un rôle important durant l' infection des cellules épithéliales gastriques par 

Helicobacter pylori. La Gal-3 interagit avec des groupements 0-glycosylés à la surface 

de la bactérie et cette liaison retiendrait H pylori à la surface de l' épithélium gastrique 

en plus d'avoir un effet bactéricide. Aussi, l' infection des cellules par H pylori 

augmente l'expression cellulaire de Gal-3 , une réponse qui permet le recrutement de 

neutrophiles et de macrophages sur le site d'infection (Fowler et al. 2006; Park et al. 

2016). Dans le cas d'infections virales, une action antivirale de la Gal-l a été rapportée 

lors de l'infection de souris et de lignées cellulaires par le virus de la Dengue. En effet, 

la liaison de la Gal-l aux particules virales par reconnaissance de groupements 

glycosylés inhibe l'attachement et l'internalisation des particules virales dans 

différentes lignées cellulaires. Il semble aussi que la fonction immunorégulatrice de la 

Gal-l soit importante durant l' infection par ce virus, car des souris déficientes pour le 

gène Lgals 1 présentent une réponse inflammatoire plus importante que des souris 

sauvages dans le contexte d' infection par le virus de la Dengue (Toledo et al. 2014). 

Le même effet de la Gal-l est observable dans le cas d'une infection avec le virus 

Influenza de type A. Le traitement de souris infectées par le virus Influenza avec de la 

Gal-l exogène augmente en effet la survie des souris et diminue 1' inflammation dans 

les poumons (Yang et al. 2011 b ). Cette étude a aussi montré que la Gal-l se lie à la 

surface des particules virales et inhibe l'infection des cellules par le virus (Yang et al. 

201lb). Plus récemment, une étude s'intéressant aux facteurs génétiques qu1 

influencent la susceptibilité des individus au virus Influenza A H7N9 dans une 

population chinoise a associé la susceptibilité à l' infection virale avec des variants 

alléliques du gène LGALSJ (Chen et al. 2015). Ces résultats sont à confirmer dans une 

plus grande cohorte, mais suggèrent le rôle important de la Gal-l durant l' infection par 

les virus Influenza chez l'humain. La Gal-3 pourrait aussi jouer un rôle durant 

l'infection par les virus Influenza. En effet, une hausse d'expression de Gal-3 est 
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observable dans les poumons de souris et dans une lignée cellulaire durant l'infection 

par les virus Influenza A H5Nl et H7N9, respectivement. La résultante de cette 

augmentation d'expression de Gal-3 n'est en revanche pas claire, car dans un cas, elle 

augmenterait la pathogénicité du virus en causant une réponse inflammatoire exacerbée 

dans les poumons et dans 1' autre, cette augmentation est associée avec une diminution 

de la réplication virale (Li et al. 2014b; Chen et al. 2018). Durant l'infection de 

macrophages par le rétrovirus de l'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1), la 

Gal-3 pourrait avoir une action antivirale en favorisant l'apoptose des macrophages 

infectés, mais ces résultats sont à confirmer dans des modèles in vivo (Xue et al. 20 17). 

D'un autre côté, certains pathogènes ont détourné l'affinité de liaison des 

galectines à certains glycans à leur avantage. Ceci est notamment rapporté dans la 

littérature pour certains virus. Dans les cas d'infection par les rétrovirus VIH-1 et 

HTLV-1 (Human T-ee!! Leukemia Retrovirus type 1), la présence de Gal-l dans le 

milieu extracellulaire permet aux virus d'optimiser leur attachement aux cellules. En 

effet, l'ajout de Gal-l recombinante lors de l'infection de différentes lignées cellulaires, 

de macrophages et d'un tissu lymphoïde par le VIH-1 augmente significativement 

l'infectivité du virus en optimisant l'attachement des particules virales à la surface des 

cellules cibles, un effet qui dépend de la disponibilité du domaine CRD de la Gal-l. Il 

est intéressant de noter que l'ajout de Gal-3 n'a aucun effet sur l'infectivité du VIH-1 

dans tous les modèles in vitro ou ex vivo testés (Ouellet et al. 2005; Mercier et al. 2008). 

Il a ensuite été montré que la Gal-l se lie spécifiquement à certains groupements deN

glycans complexes sur la protéine d'enveloppe gpl20 et sur son récepteur CD4 et 

optimise ainsi la liaison de la protéine d'enveloppe du VIH-1 à son récepteur cellulaire 

(St-Pierre et al. 2011). Il ressort de cette étude une information très intéressante 

concernant la différence d'affinité des Gal-l et -3 pour la gpl20. En effet, ce n'est pas 

la composition, mais l'arrangement stérique des chaînes de glycosylation qui permet 

ou non la liaison de ces galectines à la protéine d'enveloppe (St-Pierre et al. 2011). 
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Bien que la Gal-3 n'agisse pas sur la phase précoce de l'infection par le VIH-1, une 

étude plus récente suggère qu'elle pourrait avoir un rôle dans le bourgeonnement des 

particules virales. Dans des cellules infectées, les niveaux d'expression de Gal-3 

modulent la libération des virions et cette galectine se retrouve dans un complexe 

protéique qui inclut la protéine virale Gag et la protéine cellulaire Alix du complexe 

ESCRT (Wang et al. 2014). Aussi, l'inhibition de la Gal-3 dans les cellules réduit 

1' interaction entre les protéines Gag et Alix et diminue le bourgeonnement des virions 

(Wang et al. 2014). Dans le cas du rétrovirus HTLV-1, l'infection des lymphocytes T 

par ce virus active l'expression du gène LGALSJ via l'action de la protéine accessoire 

transactivatrice Tax. De plus, l'ajout de Gal-l exogène augmente l'infection par le virus 

et favorise la fusion de cellules infectées avec des cellules non infectées (Gauthier et 

al. 2008). Ces résultats suggèrent donc que HTL V -1 pourrait profiter de 1' activité de 

Gal-l à différentes étapes de son cycle infectieux. La protéine Tax induit aussi 

1' expression de la Gal-3 dans des lignées de lymphocytes T infectés mais les 

conséquences sur l'infection virale ne sont pas connues (Hsu et al. 1996). Les virus 

peuvent également détourner 1' activité immunorégulatrice des galectines. Le virus 

HSV-1 (Herpes Simplex Virus 1) pourrait profiter de l'activité pro-apoptotique de la 

Gal-l envers les lymphocytes T activés afin d'échapper au système immunitaire. En 

effet, 1' infection des cellules épithéliales par HSV -1 augmente 1' expression et la 

sécrétion de Gal-l dans les cellules et cette dernière induit l'apoptose de lymphocytes 

T activés (Gonzalez et al. 2005). En revanche, l'infection de HSV-1 ne semble pas 

moduler 1' expression de la Gal-3, mais ce virus pourrait bénéficier de sa présence dans 

le milieu extracellulaire pour infecter les cellules épithéliales de l'oeil (Gonzalez et al. 

2005; Woodward et al. 2013). 

Finalement, il semble qu'une même galectine puisse avoir la double fonction 

de facteur pro et antiviral pour un pathogène donné. C'est le cas de la Gal-l avec le 

virus Nipah, qui optimise ou inhibe 1' infection dépendamment du moment du cycle 

infectieux. En effet, la forme dimérisée de la Gal-l inhibe le cycle infectieux du virus 
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Nipah par liaison avec les deux protéines d'enveloppes (Ni V -G et Ni V-F) exprimées à 

la surface des cellules endothéliales, ce qui forme des oligomères entre les protéines et 

inhibe leur fonction fusogénique, phénomène normalement associé à la pathogénicité 

du virus. La Gal-l empêche également la maturation, la mobilité membranaire et le 

changement conformationnel de la protéine d'enveloppe fusogénique NiV -F. Cette 

inhibition dépend en fait de la liaison de la Gal-l avec un groupe de N-glycans, appelé 

F3, situé proche du site de clivage du précurseur Ni V -FO en deux sous-unités 

fonctionnelles (Levroney et al. 2005; Garner et al. 201 0). En revanche, la présence de 

Gal-l dans le milieu extracellulaire durant la phase précoce de l'infection de cellules 

endothéliales par le virus Nipah présente un avantage pour le virus en augmentant la 

liaison des particules virales à la surface des cellules. Cet effet dépend également de 

l'interaction de la Gal-l avec la chaîne de glycosylation F3 sur la protéine NiV-F 

(Garner et al. 2015). En compilant les données de leurs trois études, les auteurs 

suggèrent que l'agencement des protéines d'enveloppes NiV -F à la surface des 

particules virales ou de la membrane plas~ique après infection est différent, ce qui 

change la façon dont la Gal-l s'y lie. Dans le premier cas, la forme dimérisée de la Gal

l favoriserait l'interaction entre 1' enveloppe Ni V-F et certaines protéines 

membranaires glycosylées situées à la surface des cellules cibles alors que dans le 

deuxième cas, les deux domaines CRD d'un dimère de Gal-l pourraient plus facilement 

lier les N-glycans F3 de deux protéines NiV-F adjacentes exprimées à la membrane des 

cellules (Levroney et al. 2005; Garner et al. 2010; Garner et al. 2015). Le cas du virus 

Nipah montre donc que l'interaction avec une même galectine peut présenter un 

avantage durant un stade du cycle infectieux, mais que la protéine peut aussi avoir un 

effet inhibiteur dans les stades plus tardifs de l'infection. 

1.5. 7 La fonction des galectines dans le développement du placenta humain 

1.5.7.1 La Galectine-1 
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1.5.7.1.1 L'expression de la Galectine-1 dans le placenta 

La Galectine-1 (Gal-l) est la première protéine de la famille des galectines a 

avoir été identifiée. Cette protéine d'environ 14 kDa et 13 5 acides aminés a d'abord 

été isolée chez 1' anguille puis chez le poulet et le bovin sous des noms différents avant 

d'être renommée Gal-l (Cummings et Liu 2009; Barrientos et al. 2014). Chez l'humain, 

le gène LGALSJ qui code pour cette protéine est situé sur le chromosome 22. La Gal

l est une galectine prototypique qui possède un CRD de forme globulaire. La structure 

secondaire d'un monomère de Gal-l se présente sous la forme de deux feuillets~ avec 

cinq et six brins antiparallèles, respectivement (Cummings et Liu 2009). Deux 

monomères de Gal-l peuvent s'associer de manière non covalente en homodimère avec 

les CRD de chaque monomère situé à 1' opposé 1 'un de 1' autre (Figure 1.15) ( Cummings 

et Liu 2009; Barrientos et al. 2014). 

CRD 
.JI" 

CRD 

' 
lactose 

Gal-1 (homodimère) 

Figure 1.15 Organisation d'un homodimère de Galectine-1 lié avec deux 

molécules de lactose (tiré de (Barrientos et al. 2014). 

Chaque monomère s'organise en feuillets bêta et possède un domaine de 
reconnaissance des carbohydrates (CRD) qui permet l'interaction avec les groupements 
glycosylés des protéines. Sur ce schéma, les deux CRD sont liés avec une molécule de 
lactose. 
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La dimérisation de la Gal-l dépend de la concentration et survient lorsque celle

ci est supérieure ou égale à 7 ~-tM. La dimérisation est réversible lorsque la 

concentration de la protéine est inférieure à 7 ~-tM pendant plusieurs heures (Cho et 

Cummings 1996). Les formes monomérique et dimérique de Gal-l sont toutes deux 

capables de liaison avec les résidus ~-galactosides (Cho et Cummings 1996). La Gal-l 

présente une affinité de liaison croissante envers les glycans complexes possédant deux 

et trois embranchements N-acétyllactosamine, mais perd toute affinité lorsque les 

résidus galactose sont modifiés par ajout d'acide sialique (sialylation a2-6) 

(Hirabayashi et al. 2002). L'affinité de liaison de la Gal-l pour les ~-galactosides est 

présentée sur la Figure 1.16 et est comparée avec celle de la Gal-3. 

N-acétyllactosamine 

OH 

Galactose 

NH C CH3 

N-Acétylglucosamine 

• ••* NAcGic Gal Glc Neu5Ac .. 
NAcLac 

Deux 
embranchements 

Gal-1 + 
Gal-3 ++ 

Trois Quatre 
embranchements embranchements 

++ ++ 
+++ ++++ 

Sialylation a2-6 du N-acétyllactosamine 

Gal-1 + + . 
Gal-3 + 

Gal-1 + 
Gal-3 ++ 

+ 

Poly N-acétyllactosamine 

+ 
+++ 

+ 
++++ 

Figure 1.16: Structure du N-Acétyllactosamine et affinité de liaison des 

galectine-1 et -3 pour différents types de p-galactosides. 
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Le N-Acétyllactosamine (NAcLac) est un disaccharide composé d'une molécule deN
Acétylglucosamine (NAcGlc) et d'une molécule de galactose (Gal) avec une liaison 
~ 1-4 entre le Gal et le NAcGlc. Les groupes hydroxyles importants pour la formation 
de ponts hydrogènes avec les acides aminés du CRD des galectines sont indiqués en 
rouge (positions 3, 4 et 6 du N-acétylglucosamine et du galactose respectivement). Les 
chaînes poly-NAcLac sont composées de plusieurs disaccharides NAcLac associés les 
uns aux autres. Les affinités de liaison des Gal-l et -3 sont représentées par des signes 
"+" et "-", un symbole "+" noir indique une affinité moyenne, un symbole "+" gris 
indique une faible affinité et un symbole "-"une absence de liaison. 

La Gal-l humaine s' exprime dans de nombreux tissus, dont le placenta 

(Hirabayashi et Kasaï 1988). En fait, cette galectine semble être exprimée très tôt 

durant 1' embryogenèse et est détectée dans le trophectoderme de l'embryon 

préimplantatoire, la structure qui donne naissance aux trophoblastes (Tirado-Gonzalez 

et al. 2013). Dans le placenta, la Gal-l est localisée dans la décidue maternelle et les 

cellules trophoblastiques, mais l'expression de la protéine dans les différents types de 

trophoblastes varie selon les études. Des premiers résultats rapportent une faible 

expression de la Gal-l dans les CTBev dans les placentas au premier trimestre et son 

absence dans les CTBv et le STB (Maquoi et al. 1997). À l'inverse, les résultats 

d'autres études montrent une expression progressive de la Gal-l dans les CTBv entre 

le premier et troisième trimestre de grossesse ainsi que 1' expression de la Gal-l à la 

membrane apicale du STB au premier et troisième trimestre (Vicovac et al. 1998; 

Jeschke et al. 2007; Than et al. 2008a). Une étude réalisée en 2013 a rapporté une 

expression plus importante des transcrits de LGALSJ dans les CTBev que dans les 

CTBv et aucune différence d'expression des transcrits dans les CTBv entre le premier 

et troisième trimestre de grossesse (Tirado-Gonzalez et al. 2013 ). Cette protéine est 

également détectée dans les CTBev des colonnes médianes et distales, dans les cellules 

macrophages de Hofbauer et les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins du 

chorion villeux (Vicovac et al. 1998; Than et al. 2008a). Dans les cultures de cellules 

trophoblastiques, la Gal-l se localise au niveau des points d'ancrage cellulaire et aux 



87 

points de contact cellule-cellule et co localise avec la laminine, une protéine de la MEC 

qui interagit avec la Gal-l (Ozeki et al. 1995; Vicovac et al. 1998). Des CTBv en 

culture expriment la Gal-l, mais perdent son expression lors de leur syncytialisation et 

le même patron d'expression est observé avec des cultures de cellules BeWo (Vicovac 

et al. 1998). La Gal-l est également détectée dans le sang périphérique durant la 

grossesse et une étude a montré que son expression augmente au premier trimestre avec 

un pic d'expression au deuxième trimestre jusqu'à la fin du troisième trimestre (Tirado

Gonzalez et al. 2013). 

1.5.7.1.2 Les fonctions de la Galectine-1 dans le développement du placenta 

Le succès d'une grossesse dépend majoritairement sur le bon fonctionnement 

du placenta. Ceci implique l'invasion des trophoblastes dans l'endomètre utérin, la 

mise en place d'une tolérance immunitaire au niveau du site d'implantation du placenta, 

1 'irrigation du tissu placentaire suite au remodelage des vaisseaux sanguins maternel et 

la formation et l'entretien continu du STB pour permettre les échanges entre les 

circulations maternelle et fœtale. La Gal-l semble impliquée dans tous ces processus 

cellulaires. 

Premièrement, la Gal-l pourrait aider la migration des CTBev dans 1' endomètre 

utérin. En effet, la Gal-l est fortement exprimée dans les colonnes médianes et distales 

de CTBev (Vicovac et al. 1998). Aussi, des expériences réalisées sur des CTBev 

(lignées cellulaires et cultures primaires isolées à partir de placenta) ont montré que la 

Gal-l est exprimée à leur surface et qu'elle contribue à la migration et à l'invasion des 

cellules (Kolundzic et al. 2011). Il est suggéré que la liaison de la Gal-l avec les 

intégrines ~ 1 exprimées à la surface des CTBev facilite leur migration dans la déci due 

grâce à l'interaction de la Gal-l avec les protéines fibronectine et laminine de la MEC 

(Ozeki et al. 1995; Bojic-Trbojevic et al. 2018). 

Deuxièmement, la Gal-l pourrait contribuer à la mise en place de la tolérance 

immunitaire au niveau de la barrière foeto-maternelle. Cette galectine est en effet 
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exprimée par les cellules NK déciduales et les CTBev distaux, cellules en contacts avec 

les cellules immunitaires, et exerce une activité immunorégulatrice en induisant 

l'apoptose des lymphocytes T activés (Perillo et al. 1995; Kopcow et al. 2008). 

L'utilisation d'un modèle murin d'avortements précoces dans lequel le gène Lgalsl a 

été supprimé suggère une fonction de la Gal-l dans la régulation immunitaire au site 

d'implantation des embryons. En effet, dans ce modèle, les embryons sont 

rapidemement éliminés après implantation dans la paroi utérine, un effet associé à une 

réponse inflammatoire accrue à l'interface foeto-matemel (Blois et al. 2007). Il s'avère 

que la Gal-l favorise la différenciation des cellules dendritiques utérines vers un 

phénotype tolérogénique qui activent ensuite des lymphocytes T régulateurs 

compatibles avec le maintien de la grossesse et la délétion du gène altère ce processus 

(Blois et al. 2007). Les preuves directes de la fonction de la Gal-l dans 

l'immunotolérance foeto-maternelle chez l'humain sont très difficiles à obtenir, car 

aucune mutation abolissant l'expression du gène LGALSJ n'existe et les fonctions de 

la Gal-l semblent compensées par d'autres protéines. Néanmoins la dérégulation de 

l'expression de la Gal-l dans le syndrome obstétrique PE suggère que cette galectine 

joue un rôle dans le contrôle de la réponse immunitaire maternelle durant la grossesse. 

En effet, l' augmentation de l' expression de la Gal-l normalement observée dans le 

cytoplasme des lymphocytes T et des cellules NK du sang périphérique de femmes 

enceintes n'est pas retrouvé dans ces cellules chez des femmes atteintes de PE 

(Molvarec et al. 2011). Les auteurs de cette étude suggèrent que l' expression de Gal-l 

dans les lymphocytes T orienterait leur différenciation vers un phénotype Th2 ou 

régulateur et que 1' absence de Gal-l permettrait une différenciation vers un phénotype 

Thl. 

Troisièmement, la Gal-l pourrait aussi avoir un rôle dans 1' angiogenèse 

placentaire. En effet, le fait que cette galectine active la prolifération et la migration 

des cellules endothéliales a poussé certains chercheurs à analyser le rôle potentiel de la 

Gal-l dans l'angiogenèse placentaire (Hsieh et al. 2008; Freitag et al. 2013). Pour cela, 
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un modèle de souris qui présentent des défauts de vascularisation et de décidualisation 

pendant la gestation a été utilisé. Chez ces souris, une ablation des cellules dendritiques 

peut être induite et conduit entre autres à un défaut d'implantation des embryons. 

L'injection de Gal-l recombinante corrige ce défaut d'implantation et permet le 

maintien des gestations, le développement normal des foetus et augmente 1' expression 

de plusieurs facteurs proangiogéniques. Aussi, le traitement des souns avec un 

inhibiteur de l'angiogenèse Gal-l-dépendante induit l'apparition d'un syndrome 

similaire à la PE chez les animaux, avec une augmentation de la pression artérielle, une 

protéinurie, un retard de croissance des foetus et une augmentation du facteur 

antiangiogénique sEng dans la circulation. Enfin, le traitement d'une lignée cellulaire 

de type CTBev avec cet inhibiteur diminue leur capacité d'adhésion aux cellules 

endothéliales, suggérant que la Gal-l joue un rôle lors du remodelage des artérioles 

spiralées par les CTBev (Freitag et al. 2013). 

Quatrièmement, plusieurs travaux suggèrent que la Gal-l pourrait participer à 

la formation du STB en facilitant la fusion des CTBv. La Gal-l peut lier le disaccharide 

Thomsen-Friedenreich (TF) exprimé à la surface des cellules trophoblastiques (CTBv 

et Be W o) et sa liaison avec ce disaccharide est associée avec un arrêt de prolifération 

et à la syncytialisation des cellules Be Wo (Jeschke et al. 2006; Fischer et al. 201 0). 

Dans d'autres études, ces mêmes auteurs suggèrent que la forme extracellulaire de la 

Gal-l induit la fusion des cellules BeWo, ceci en modifiant la signalisation de certaines 

MAP Kinases (Fischer et al. 2010; Fischer et al. 2011). Ces changements de 

signalisation conduisent à la diminution d'expression de la ~-caténine et de E-cadhérine 

ainsi qu'à l'augmentation d'expression de la Syn-1, trois patrons d'expression associés 

avec la fusion des cellules Be Wo (Fischer et al. 2011 ). Finalement, des cellules Be Wo 

stablement inhibées pour l'expression de la Gal-l semblent moins fusionner que les 

Be W o souches, mais il est important de noter que dans ces expériences, les auteurs 

n'ont regardé que la fusion spontanée des cellules BeWo qui est faible 

comparativement aux cellules traitées avec la forskoline (Hutter et al. 20 16). 
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Finalement, les données obtenues dans les cas de PE sont très informatives 

quant à l'implication de la Gal-l dans le développement normal de la grossesse. Des 

études rapportent en effet une différence d'expression de la Gal-l dans cette pathologie 

au niveau placentaire, mais aussi dans le sang. Les travaux de Than et al. rapportent 

une augmentation globale significative de l'expression de la Gal-l au niveau 

transcriptionnel et protéique dans le placenta de femmes atteintes de PE 

comparativement aux femmes enceintes contrôles (Than et al. 2008a). Ces résultats 

sont en accord avec ceux de Jeschke et al. qui avaient montré une augmentation de Gal

l au niveau protéique dans les CTBev et la décidue de placentas pré-éclamptiques 

(Jeschke et al. 2007). En 2013, une équipe a publié des résultats très intéressants 

montrant une différence d'expression de Gal-l entre des cas de PE précoces et tardives. 

En effet, les auteurs ont observé une diminution significative de la Gal-l aux niveaux 

transcriptionnel et traductionnel dans les placentas de femmes ayant développé une PE 

précoce (avant 34 semaines de grossesse). En revanche, dans les placentas de femmes 

diagnostiquées avec une PE tardive (après 34 semaines), ils observent une 

augmentation de l'expression de la Gal-l dans le tissu villeux. La mesure du taux 

d'expression de la Gal-l dans le sang montre que 1' expression de la protéine est 

significativement plus élevée chez les femmes ayant une PE tardive par rapport aux 

femmes contrôles et PE précoces. De ces observations, les auteurs émettent 1 'hypothèse 

que les cas de PE précoces sont dus à un défaut d'expression de Gal-l très tôt dans la 

grossesse, ce qui affecte le développement normal du placenta, alors que dans les cas 

de PE tardives, l'augmentation de Gal-l serait une réponse adaptative aux défauts de 

placentation (Freitag et al. 2013). De plus, cette étude suggère que la Gal-l pourrait 

être un marqueur potentiel de PE car les auteurs ont observé un niveau d' expression 

inférieure de Gal-l dans le sang au deuxième trimestre de grossesse chez les femmes 

ayant développé une PE comparativement aux femmes ayant eu une grossesse normale. 

Très récemment, une étude a montré que, dans le sang au deuxième trimestre de 
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grossesse, un niveau de Gal-l inférieur à un certain seuil (8.1 ng/ml dans cette cohorte 

de patientes) est associé à un risque de PE plus élevé (Hirashima et al. 2018). 

Tous ces travaux de recherche convergent donc vers l'idée générale que la Gal

l participe au bon fonctionnement du placenta bien que son expression ne semble pas 

indispensable au développement gestationnel dans certains modèles murins. Ceci 

s'expliquerait par une certaine redondance dans la fonction de la Gal-l avec d'autres 

galectine, protéines ou d'autres voies moléculaires (Colnot et al. 1998). 

1.5. 7.2 La Galectine-3 

La Galectine-3 (Gal-3) a été successivement découverte et identifiée sous 

plusieurs noms et dans différentes espèces. Elle fût d'abord identifiée comme un 

antigène de 32 kDa exprimé à la surface de macrophages activés de souris, nommé 

antigène Macrophage-2 (Mac-2), puis sous le nom de 'Carbohydrate-Binding Protein 

35' (CBP35) dans des fibroblastes murins (Ho et Springer 1982; Roff et Wang 1983). 

Chez l'humain, elle fût aussi connue sous plusieurs noms (Mac-2, CBP35, IgEBP, 

HL29) jusqu'au changement de nomenclature, où elle fût renommée Gal-3 (Barondes 

et al. 1994b). Le gène LGALS3 est situé sur le chromosome 14 chez l'humain et code 

pour une protéine de 250 acides aminés ayant un poids moléculaire d'environ 31 kDa 

(Sciacchitano et al. 2018). La Gal-3 est la seule galectine de type chimérique, 

constituée d'un domaine polypeptidique composé de plusieurs répétitions de neuf 

acides aminés en N-terminal et d'un CRD de 135 acides aminés en C-terminal. Cette 

galectine peut s'associer en multimères par interaction de ses extrémités N-terminales 

(Cummings et Liu 2009). La Gal-3 est localisée dans le noyau, le cytoplasme, associée 

à la membrane et sécrétée dans le milieu extracellulaire par une voie non

conventionnelle. Cette galectine pourrait être sécrétée par l'intermédiaire de VE et a en 

effet été isolée dans des exosomes, mais cette route ne semble pas être majoritairement 

utilisée (Stewart et al. 2017; Banfer et al. 2018). Une séquence du domaine N-terminal 
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de la Gal-3 semble impliquée dans la sécrétion de la protéine, mais n'est pas suffisante 

à elle seule pour diriger la protéine vers le milieu extracellulaire (Sciacchitano et al. 

2018). Parmi les galectine, la Gal-3 présente la plus forte affinité de liaison pour le 

disaccharide N-acétyllactosamine et son affinité augmente avec le nombre 

d'embranchements présents sur les glycans complexes. Cette galectine présente aussi 

une forte affinité pour les chaînes poly-N-acétyllactosamine, affinité qui augmente 

avec le nombre d'unités N-acétyllactosamine (Figure 1.16). De manière intéressante, il 

semble que la liaison des glycans par la Gal-3 n'implique pas uniquement son CRD, 

mais également son domaine N-terminal (Hirabayashi et al. 2002). Ce domaine 

présente notamment un site de phosphorylation (Ser-6) qui peut moduler 1' affinité de 

liaison de la Gal-3 avec certains ligands (Mazurek et al. 2000). 

La Gal-3 est exprimée dans le placenta humain et a été localisée dans les CTBv, 

les CTBev des colonnes médianes et distales, le STB et la décidue, présentant des 

variations quant à l'immunoréactivité des CTBev et du STB selon les études (Maquoi 

et al. 1997; Vicovac et al. 1998; Bozic et al. 2004; Jeschke et al. 2007). Son expression 

semble varier durant la grossesse avec une diminution au premier trimestre, entre la 7 e 

et 12e semaine de grossesse, suivie d'une augmentation de son expression à la 13e 

semaine (van den Brule et al. 1994). 

Aussi, plusieurs preuves indirectes suggèrent un rôle de la Gal-3 dans 

l'implantation embryonnaire. Chez la souris, la Gal-3 a été détectée dans le 

trophectoderme du blastocyste et son expression augmente dans l'épithélium utérin en 

cas de grossesse et autour du site d'implantation du blastocyste. De plus, l'inhibition 

de son expression dans l'endomètre utérin des souris réduit significativement le nombre 

d' implantations embryonnaire (Poirier et Robertson 1993; von Wolff et al. 2005; Yang 

et al. 2011a). En revanche, la délétion du gène Lgals3 chez les souris n'a aucun effet 

sur l'implantation ou le développement des embryons, une situation qui pourrait 

s'expliquer par la présence d'autres protéines et galectines ayant des fonctions 
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similaires (Poirier et Robertson 1993; Colnot et al. 1998; Than et al. 2009). Chez 

l'humain, il est possible qu'elle joue aussi un rôle dans l'implantation, car son 

expression augmente dans l'endomètre durant le cycle menstruel, possiblement pour 

préparer la nidation (von Wolff et al. 2005; Blois et Barrientos 2014). 

Son expression dans les colonnes de CTB et les CTBev ainsi que son affinité 

de liaison pour les intégrines et certaines protéines de la MEC suggère également que 

la Gal-3 pourrait jouer un rôle dans la migration des CTBev (Maquoi et al. 1997; 

Blidner et Rabinovich 2013; Blois et Barrientos 2014). Aussi, la Gal-3 pourrait avoir 

une fonction éventuelle dans la fusion des cellules Be W o impliquant une interaction 

avec la protéine CD98 (Dalton et al. 2007). 

Enfin, l'expression de la Gal-3 est modifiée dans les cas de PE et de syndrome 

HELLP. En effet, son expression augmente dans les CTBev par rapport aux placentas 

contrôles alors qu'elle ne change pas dans le STB ou la décidue. Les auteurs de cette 

étude proposent que 1' augmentation de Gal-3 dans les CTBev puisse être une réponse 

adaptative à la faible implantation du placenta dans ces pathologies (Jeschke et al. 

2007). Aussi, la Gal-3 est significativement induite dans les BeWo soumises à des 

conditions hypoxiques, conditions retrouvées dans les placentas pré-éclamptiques qui 

inhibent la fusion des cellules trophoblastiques (Hu et al. 2007). 

1.5.7.3 Les autres galectines placentaires 

1.5.7.3.1 La Galectine-7 

La Gal-7 est une galectine prototypique, ayant un poids moléculaire de 15 kDa. 

Cette galectine est exprimée dans les cellules épithéliales de 1' endomètre utérin et dans 

le placenta. Au premier trimestre, la Gal-7 est exprimée dans le STB et les CTBev et 

favorise l'attachement des trophoblastes aux cellules épithéliales de l'endomètre 

(Menkhorst et al. 2014b). Au troisième trimestre, la Gal-7 est aussi localisée dans le 

STB et les cellules endothéliales du chorion villeux (Menkhorst et al. 20 14a). Les 
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niveaux d'expression de la Gal-7 dans l'endomètre utérin seraient importants lors de 

l'implantation embryonnaire puisqu'une surexpression de la protéine dans l'endomètre 

a été associée à des cas de fausses-couches multiples et à une mauvaise implantation 

du blastocyste (Menkhorst et al. 20 14b ). Dans le cas de laPE, les niveaux sériques de 

Gal-7 durant le premier et deuxième trimestre de grossesse sont plus élevés chez les 

femmes déclarant une PE durant leur grossesse que les femmes à grossesses non 

pathologiques. Il est donc suggéré que la Gal-7 puisse servir de marqueur de risque de 

PE en mesurant son taux d'expression dans le sang au premier trimestre de grossesse 

(Menkhorst et al. 2014a). 

1.5.7.3.2 Les protéines Galectine-8 et -9 

Les protéines Gal-8 et -9 sont deux galectines de type répétitions en tandem 

exprimées dans le placenta humain au premier trimestre et à terme (Than et al. 2009; 

Unverdorben et al. 2016b). La Gal-9 a la particularité d'exister sous plusieurs 

isoformes en raison de l'épissage alternatif de ses transcrits. Dans le tissu placentaire 

au premier trimestre, les galectines sont localisées dans les CTBv, le STB et dans les 

CTBev et la Gal-9 est aussi trouvée dans la décidue et l'endomètre utérin (Kolundzic 

et al. 2011; Li et al. 2014a; Unverdorben et al. 2016b). Les fonctions potentielles de la 

Gal-8 dans le placenta sont inconnues, mais la Gal-9 pourrait être associée à la 

régulation du système immunitaire via une interaction avec Tim-3 (T -cell 

Immunoglobulin and Mucin domain 3), une protéine immunorégulatrice exprimée par 

plusieurs cellules immunitaires (Blidner et Rabinovich 2013). En effet, des cellules de 

type CTBev qui expriment la Gal-9 sont résistantes à la cytotoxicité des cellules NK 

déciduales et cette résistance est diminuée par it1hibition spécifique de la Gal-9. 

L' interaction Gal-9/Tim-3 inhibe en fait la dégranulation des cellules NK de la décidue 

et permettrait de protéger les CTBev contre ces cellules (Sun et al. 20 16a). Aussi, des 

études ont associé une variation d'expression de Tim-3 et du gène LGALS9, et ses 

variants transcriptionnels, avec un syndrome d'avortement spontané répété (Heusschen 
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et al. 2013; Li et al. 2014a; Sun et al. 2016a; He et al. 2018). Enfin, une étude rapporte 

une dérégulation de l'expression de la Gal-9 et de Tim-3 dans différentes populations 

de cellules immunitaires du sang périphérique chez des femmes diagnostiquées avec 

une PE précoce. Ces défauts d'expression pourraient être associés avec une 

augmentation de l'activité cytotoxique des cellules NK et des lymphocytes T et au 

dérèglement de la réponse inflammatoire observée dans cette pathologie (Miko et al. 

2013). 

1.5.7.3.3 La Galectine-13 et le cluster de galectines du chromosome 19 

La Galectine-13 ( Gal-13 ), aussi connue sous le nom 'Placenta! Protein 13 ' 

(PP13), est une galectine prototypique de 16 kDa qui s'exprime presque exclusivement 

dans le placenta (Than et al. 1999). Le gène LGALS13 est situé sur le chromosome 19. 

Cinq autres gènes codant des galectines sont localisés dans la même région 

chromosomique et forment un cluster de galectines et trois sont exprimés dans le 

placenta (LGALS13, LGALS14 et LGALS16) (Than et al. 2009). La Gal-13 est assez 

unique parmi les galectines prototypiques, car sa dimérisation implique la formation de 

ponts disulfures au lieu d'une liaison non covalente (Than et al. 2004). Dans le placenta, 

cette galectine est majoritairement localisée à la membrane apicale du STB, où est aussi 

exprimé son ligand 1' annexine II, et co localise avec la phosphatase alcaline placentaire 

(PLAP) et 1' actine (Than et al. 2008b; Balogh et al. 2011 ). Elle est aussi localisée en 

périphérie des noyaux du STB et détectée dans les bourgeonnements membranaires qui 

se détachent du STB (Than et al. 2004 et 2008). La protéine a également été localisée 

dans certains CTBev en contact avec les vaisseaux sanguin maternels et les cellules 

endothéliales des vaisseaux foetaux (Balogh et al. 2011; Kliman et al. 20 12). La Gal-

13 est très largement étudiée dans le contexte de la PE. En effet, plusieurs études ont 

découvert un lien entre une baisse du niveau d'expression de Gal-13 dans le sang 

périphérique durant le premier et deuxième trimestre de grossesse et le risque de 

développer une PE précoce (Burger et al. 2004; Chafetz et al. 2007; Spencer et al. 2007; 
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Gonen et al. 2008; Romero et al. 2008; Khalil et al. 2009). Aussi, l'expression de 

LGALS13 dans le placenta pré-éclamptique semble diminuer et la protéine est 

majoritairement adressée à la membrane du STB et associée avec les larges débris 

membranaires libérés du STB (Than et al. 2008b; Sekizawa et al. 2009; Balogh et al. 

2011). Une étude révèle que les niveaux de Gal-13 dans le sang pourraient varier 

différemment selon les trimestres dans les cas de PE, IUGR et d'accouchement 

prématuré. En effet, les niveaux de Gal-13 semblent inférieurs aux contrôles au 1er 

trimestre et supérieurs aux contrôles aux 2e et 3e trimestres dans ces trois pathologies 

(Burger et al. 2004). Enfin, la Gal-13 a récemment été associée aux VE placentaires 

avec une expression diminuée dans les VE issues de placentas pré-éclamptiques 

comparativement aux placentas contrôles, indiquant que la baisse d'expression de la 

Gal-13 observée dans le placenta se reflète sur lesVE placentaires. 

En conclusion, les galectines représentent une famille de protéines exprimées 

dans tous les tissus et aux fonctions variées dans les processus biologiques et 

pathologiques. Plusieurs galectines sont exprimées dans le placenta et contribuent à 

l'implantation embryonnaire, à la régulation du système immunitaire et à la 

différenciation, migration et fusion des trophoblastes. Certaines galectines semblent 

avoir des fonctions redondantes afin d'assurer le développement normal de certains 

tissus comme le placenta, mais leurs partenaires d'interactions semblent être 

spécifiques. Plusieurs galectines sont impliquées dans la lutte contre les infections, 

mais leurs fonctions peuvent aussi être détournées à 1' avantage de 1' agent infectieux. 

Aussi, on trouve une dérégulation de 1' expression des galectines dans plusieurs 

pathologies, dont la pathologie obstétrique PE et cette expression anormale peut être 

associée avec un risque accru de développer certaines pathologies. 
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PROBLÉMATIQUE 

Le syncytiotrophoblaste placentaire est une structure cellulaire primordiale au 

fonctionnement du placenta puisqu'elle permet des échanges nutritionnels et gazeux 

entre les circulations maternelles et fœtales et libère des hormones et des vésicules 

extracellulaires qui permettent le maintien de la grossesse et 1' adaptation des cellules 

endothéliales et immunitaires, respectivement (Salomon et al. 20 14b; Costa 20 16a). 

Aussi, des défauts de formation du syncytiotrophoblaste sont associés avec plusieurs 

syndromes pathologiques obstétriques, tel que la pré-éclampsie et le retard de 

croissance intra-utérin. Identifier les évènements moléculaires qui régissent la 

formation du syncytiotrophoblaste est alors une des clés pour comprendre l'étiologie 

de ces pathologies. 

La formation et le renouvellement continu du syncytiotrophoblaste placentaire 

durant la grossesse est un processus complexe et hautement régulé qui nécessite la 

fusion de cellules spécialisées, les cytotrophoblastes villeux (CTBv). Plusieurs dizaines 

d'années de recherche sur la syncytialisation des CTBv ont mené à 1' identification de 

nombreux acteurs moléculaires agissant à différents moments de la fusion cellulaire, 

mais les voies moléculaires qui régulent la fusion des cellules trophoblastiques sont 

encore peu connues (Gerbaud et Pidoux 2015; Costa 2016b). 

La fusion des CTBv dépend notamment de 1' expression des protéines 

rétrovirales endogènes humaines Syncytine-1 et -2, deux protéines fusogéniques 

exprimées à la membrane des CTBv (Blond et al. 2000; Knerr et al. 2002; Vargas et 

al. 2009). En plus d'une expression cellulaire, ces protéines sont également détectées 

à la surface des vésicules extracellulaires libérées par le syncytiotrophoblaste (Tolosa 

et al. 2012; Vargas et al. 2014; Ouyang et al. 2016). Malgré de nombreuses avancées 
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dans la compréhension de l'activité fusogénique des protéines Syncytine-1 et -2 dans 

le placenta, plusieurs questions restent en suspend, notamment sur la complémentarité 

des fonctions exercées par les protéines Syncytine-1 et -2 dans la fusion des CTBv, la 

régulation de leurs activités fusogéniques et le(s) rôle(s) de ces protéines lorsqu'elles 

sont associées aux vésicules extracellulaires. Les fonctions exactes des protéines Env V 

et EnvP(b ), deux autres protéines rétro virales endogènes exprimées et maintenues dans 

le placenta, sont aussi à identifier (Aagaard et al. 2005; Blaise et al. 2005; Vargas et 

al. 2012). 

La fusion des CTBv semble aussi impliquer la liaison des lectines Galectine-1 

et -3 avec différents ligands à la surface des cellules trophoblastiques (Dalton et al. 

2007; Jeschke et al. 2007; Fischer et al. 201 0). En plus de leur fonctions dans le 

placenta, ces deux lectines sont impliquées dans de nombreux processus 

physiologiques et pathologiques (V asta et al. 20 17). Elles exercent notamment des 

fonctions pro ou antivirale en interagissant avec les protéines d'enveloppes de certains 

rétrovirus (Gauthier et al. 2008; St-Pierre et al. 2011 ). La conservation structurelle 

entre les protéines d'enveloppes rétrovirales exogènes et endogènes ainsi que 

l'expression des Galectine-1 et -3 et des enveloppes de ERV dans le placenta amènent 

à envisager une interaction entre ces protéines. 
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HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS 

Ce projet de recherche est bâti sur deux hypothèses parallèles. La première 

suppose l'existence d'un lien fonctionnel entre les formes extracellulaires des lectines 

Galectine-1 et -3 et les protéines Syncytine-1 et -2 dans le placenta humain. Pour 

répondre à cette hypothèse, le projet avait pour objectif d'étudier l'association entre les 

Syncytines et les Galectines dans des modèles in vitro, en utilisant des virus 

pseudotypés par les protéines Syncytines et des Galectines recombinantes. 

La deuxième hypothèse du projet propose que l'expression des Syncytines à la 

surface des vésicules extracellulaires placentaires aide à l'internalisation de ces 

vésicules dans les cellules. Considérant les résultats précédemment obtenus au 

laboratoire qui ont montré une diminution plus marquée de la Syncytine-2 dans les 

vésicules extracellulaires isolées de patientes pré-éclamptiques, une attention 

particulière a été portée à la Syncytine-2 dans cette partie du projet. L'objectifprincipal 

associé à cette hypothèse était d'étudier la fonction de la Syncytine-2 lors de 

l'internalisation de vésicules extracellulaires placentaires dans un modèle de cellules 

endothéliales: les cellules HUVECs. Un objectif secondaire était d'étudier le rôle de 

la Galectine-1 lors de 1' internalisation des vésicules extracellulaires qui expriment la 

Syncytine-2 
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2.1 Abstract 

Syncytin-2 is an important fusogenic protein which contributes to the formation 

of the placenta! syncytiotrophoblast. Galectin-1, a soluble lectin, is also involved in 

trophoblast cell fusion and modulates the interaction of certain retroviral envelopes 

with their cellular receptor. This study aimed to investigate the association between 

Syncytin-2 and Galectin-1 during human trophoblast cell fusion. This association was 

evaluated in vitro on primary villous cytotrophoblasts and celllines using recombinant 

Galectin-1 and Syncytin-2-pseudotyped viruses. Using lactose, a galectin antagonist, 

and Galectin-1-specific siRNA transfections, we confirmed the implication of 

Galectin-1 in villous cytotrophoblasts and BeWo cell fusion but RT-PCR and ELISA 

analyses suggest that Galectin-1 alone does not induce syncytialisation. Infection 

assays showed a specifie and significant effect of Galectin-1 on the infectivity of 

Syncytin-2-pseudotyped viruses which depended on the expression of MFSD2a. 

Moreover, Galectin-3, another placenta! galectin, did not modulate the infectivity of 

Syncytin-2-positive viruses, strengthening the specifie association between Galectin-1 

and Syncytin-2. Interestingly, Galectin-1 significantly reduced the infectivity of 

Syncytin-1-pseudotyped viruses, suggesting opposite effects of Galectin-1 on 

Syncytin-1 and -2. Finally, coimmunoprecipitation experiments showed a glycan

dependent interaction between Syncytin-2-bearing virions and Galectin-1. We 

conclude that Galectin-1 specifically interacts with Syncytin-2 and possibly regulates 

Syncytin-2/MSFD2a interaction during syncytialisation of trophoblastic cells. 

Key words: HERY -FRD, p-galactoside-binding lectin, villous cytotrophoblasts, 

syncytialisation 
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2.2 Introduction 

The syncytiotrophoblast (STB) layer of the human placenta is a syncytial 

structure with endocrine, immunological and nutritive functions, ensuring a successful 

pregnancy through nutrient and gas exchanges between maternai and fetal blood 

circulation (Huppertz et Gauster 2011; Costa 20 16b ). The STB originates from the 

differentiation of trophoblast cells into villous cytotrophoblast (vCTB), which fuse to 

forma syncytium (Gerbaud et Pidoux 2015). The process ofvCTB fusion is constant 

during pregnancy and is required to maintain the STB though a dynamic equilibrium 

between vCTB fusion and continuous shedding of the villous multinucleated layer. 

Trophoblast syncytialisation is a complex and highly regulated process, requiring cell

cycle exit, bridging of adjacent cells membranes and final fusion of cell membranes 

(Gerbaud et Pidoux 2015). Many cellular proteins are involved along this process such 

as transcription and growth factors, cytokines, hormones, tight- and gap-junction 

proteins, cytoskeleton-remodeling proteins, galectins and human endogenous retro viral 

(ERV) envelope proteins (Gauster et al. 2009; Barrientos et al. 2014; Lokossou et al. 

2014). 

Two ERV envelope proteins, called Syncytin-1 (Syn-1) and Syncytin-2 (Syn-

2) have been established to be determinant for vCTB fusion (Mi et al. 2000; Blaise et 

al. 2003; Frendo et al. 2003b; Malassine et al. 2007; Vargas et al. 2009). These ancient 

retroviral envelope genes were acquired around 40 and 60 million years ago 

respectively after the infection of germ cells by two formerly active retroviruses, 

leading to the stable presence ofERVW-1 and ERVFRD-1 proviral DNA in the human 

genome (Mi et al. 2000; Blaise et al. 2003; Esnault et al. 2013).These ancient retroviral 

envelope glycoproteins have in fact conserved the typical features of retroviral 

envelopes, being expressed as unprocessed precursors (gp73 and gp75 respectively) 

and then cleaved into surface (SU) and transmembrane (TM) subunits to lastly be 

--- _j 
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exposed at the plasma membrane (Cheynet et al. 2005; Chen et al. 2008). The 

fusogenic properties of Syn-1 and -2 depends on their interaction with specifie cellular 

receptors, namely SLC1A4 (ASCT1) and SLC1A5 (ASCT2) for Syn-1 (Lavillette et 

al. 2002) and MFSD2a for Syn-2 (Esnault et al. 2008). Despite the fact that both 

Syncytins are involved in vCTB fusion, sorne data suggest that the two proteins could 

have non-redundant functions. First, the localisation of Syn-1 and -2 differs in the 

placenta. Unlike Syn-2 which expression seems restricted to vCTB (Malassine et al. 

2007; Lu et al. 2017), Syn-1 was detected in vCTB, STB and in non-fusogenic 

extravillous trophoblast (EVT) cells, a trophoblastic cell type with different functions 

(Mi et al. 2000; Malassine et al. 2005; Muir et al. 2006). In addition, Syn-1 and -2 

expression has been reported to depend on the cell-cycle, with Syn-1 being expressed 

in proliferative cells and promoting the G liS transition, and Syn-2 expression being 

restricted to resting (GO) vCTB (Huang et al. 2013; Lu et al. 2017). Interestingly, Syn-

1 has also been associated with regulation of apoptosis (Knerr et al. 2007; Knerr et al. 

2008; Huang et al. 2014b). 

Our previous results suggest that Syn-2 could be the major fusogenic protein in 

syncytium formation. Indeed, inhibition of Syn-2 expression in trophoblastic-like 

Be W o cells and primary vCTB had a higher impact on syncytialisation than inhibition 

of Syn-1 expression (Vargas et al. 2009). Furthermore, in pre-eclampsia (PE), a 

hypertensive obstetrical pathology with abnormal placentation (Fisher 20 15), we and 

others found that Syn-2 expression was significantly decreased in pre-eclamptic 

placentas (Chen et al. 2008; Vargas et al. 2011), and that reduced expression of Syn-2 

correlated with the severity of PE (Vargas et al. 2011). In addition to their fusogenic 

function in the placenta, Syn-1 and -2 carry functional immunosuppressive domains in 

their TM subunit (Tolosa et al. 2012) Lokossou et al., in press). Moreover, Syn-1 and 

-2 are incorporated in circulating placenta! extracellular vesicles (EV) and their 
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internalization in EV was associated with increased internalisation of these EV into 

BeWo cells (Tolosa et al. 2012; Vargas et al. 2014). 

Apart from ERV envelope proteins, other factors are known to be implicated in 

placenta! development and trophoblast syncytialisation, such as members of the 

galectin family. This family ofproteins contains 19 members sharing a conserved 130 

amino acid carbohydrate-recognition domain (CRD), that confers a binding-affinity for 

~-galactoside residues to these proteins (V asta et al. 2017). Galectins play important 

functions in development, immune regulation, cell proliferation, migration, adhesion 

to extracellular matrix and are also key players in pathologies such as cancer and 

obstetrical disorders (Jeschke et al. 2007; Barrientos et al. 2014; V asta et al. 2017). 

Various studies have in fact reported the importance oftwo members, Galectin (Gal)-

1 and -3 in several aspects of embryo implantation and placenta! function (Maquoi et 

al. 1997; Vicovac et al. 1998; Jeschke et al. 2007; Fischer et al. 2010; Jeschke et al. 

2013; Barrientos et al. 2014; Hutter et al. 2016). Gal-l and -3 are prototypic and 

chimeric galectins respectively, both secreted using a peptide signal-independent 

pathway and form functional homodimers containing two CRDs each capable of 

binding ~-galactoside residues and cross-linking glycoproteins expressed on the same 

cell membrane or on two neighbouring cells (Hirabayashi et Kas ai 1993; Sato et 

Hughes 1994; Cooper et Barondes 1999; Hirabayashi et al. 2002). In the first-trimester 

placenta, Gal-l and -3 are expressed in vCTB, EVT and in the decidua (Vicovac et al. 

1998; Tirado-Gonzalez et al. 2013; Unverdorben et al. 2016a; Unverdorben et al. 

2016b) and the binding of Gal-l to the STB and to BeWo cells' membrane was 

described (Vicovac et al. 1998; Jeschke et al. 2004). Severa! studies have demonstrated 

the implication of Gal-l in the differentiation and fusion oftrophoblastic cells (Jeschke 

et al. 2004; Jeschke et al. 2006; Fischer et al. 2009; Fischer et al. 2010; Fischer et al. 

2011; Hutter et al. 20 16). In addition, Gal-l expression is often dysregulated in placenta 
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from women suffering from obstetrical disorders or spontaneous abortion (Jeschke et 

al. 2007; Than et al. 2008a; Tirado-Gonzalez et al. 2013; Unverdorben et al. 2016a). 

Gal-l has also been shown to play a role in cell-pathogen interactions (V asta et 

al. 20 17) and to enhance the infectivity of HIV -1 and HTL V -1 retrovirus es (Ouellet et 

al. 2005; Gauthier et al. 2008). Interestingly, Gal-l specifically increased the 

interaction of HIV -1 gp 120 to its cellular receptor CD4, which led to increased HIV -1 

infectivity and replication, whereas Gal-3 did not (St-Pierre et al. 2011). Because both 

Gal-l and Syn-2 are implicated in trophoblast cell fusion and Gal-l enhances the 

interaction of retroviral envelopes with their cellular receptor, we herein investigated 

the role of Gal-l in the interaction of the endogenous retroviral protein Syn-2 with its 

cellular receptor MFSD2a. U sing pseudotyped viruses, our results demonstrate that, 

unlike Gal-3, Gal-l increases Syn-2-dependent infection at an early step and that this 

increase correlates with binding affinity of Gal-l toward Syn-2. 

2.3 Materials and Methods 

2.3.1 Ethical approval 

Placenta! tissues used in this study were obtained after informed consent was signed 

by recruited pregnant women and were collected after delivery, in accordance to the 

guidelines of the ethical committee of St Luc Hospital of Centre Hospitalier 

Universitaire de Montréal (CHUM) (Montréal, Qc, Canada). 

2.3.2 Primary cells and celllines 

Primary villous cytotrophoblasts were isolated from normal term placentas according 

to a previously published protocol (Kliman et al. 1986; Le Bellego et al. 2009; Vargas 

et al. 2011 ). The purity of each cytotrophoblast preparation was assessed by flow 
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cytometry using fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated monoclonal antibody 

against Cytokeratin-7 (Millipore, Mississauga, Canada) and only cultures of 96 % 

purity were used in this study. Human embryonic kidney 293T, HeLa and BeWo cells 

were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, V A). 

HEK293T and HeLa cells were grown in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 

containing 2mM Glutamine and BeWo cells were maintained in Ham's F12 medium 

(WISENT Inc., St-Bruno, Canada). All media were supplemented with 10% fetal 

bovine serum (WISENT Inc., St-Bruno, Canada), and cells were maintained at 37°C in 

a 5% C02 atmosphere without antibiotics and antimycotics. 

2.3.3 Recombinant Galectin-1 and -3 production 

Three liters of LB containing ampicillin were inoculated with BL21 (DE3)-hGal-1 or 

hGal-3 ovemight at 37°C. Recombinant protein expression was induced by addition of 

lmM Isopropyl-~-D-thiogalactoside (IPTG) in the medium for 3 h. Bacteria were 

pelleted at 6000 x g for 20 min at 4°C. All subsequent steps were performed at 4°C. 

Bacteria pellets were resuspended in ice cold buffer (lüml per IL bacterial pellet) 

(22mM Tris-HCl pH 7.5, 5mM EDTA, lmM DTT and protease inhibitor cocktail 

(Sigma-Aldrich, St-Louis MO)) and sonicated for 30 s at 120W 8 times, with 1 min 

interval between each sonication steps. Lysates were cleared by ultracentrifugation at 

35 000 rpm (112,500 g) for 30 min at 4°C (T70.1 rotor) in a L8-80M centrifuge 

(Beckman Coulter Inc., Brea CA). Supernatants were then passed on a-Lactose agarose 

column (Sigma-Aldrich, St-Louis MO) pre-equilibrated with the column buffer (50mM 

Tris-HCl pH 7.2, 105 mM NaCl) Columns were washed with 50 ml column buffer and 

Gal-l and Gal-3 were eluted with 7 ml of 150mM a-Lactose buffer in lx PBS (Sigma

Aldrich, St-Louis MO) and collected in 1 ml fractions. Lactose was eliminated form 

fractions and recombinant galectins were purified as described previously (Mercier et 

al. 2008; Bhaumik et al. 2013). Protein concentration was determined by Bradford 

assay for each fraction. Finally, endotoxin activity was assessed by LAL assay (QCL-
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1 000™ Assay, Lonza, Mississauga, Canada) and hemagglutination assay was used to 

evaluate Gal-l and -3 activities before use. For biotinylation of recombinant galectin-

1, the EZ-linkTM Maleimide-PEG2-Biotin (ThermoFischer Scientific, Waltham, MA) 

was used, following the manufacturer's instructions. 

For infections or cell treatment with recombinant Gal-l or Gal-3, 4 ~M of Galectin 

pro teins were used unless otherwise indicated (200 ~1 final volume). The galectin 

inhibitor P-lactose (Sigma-Aldrich, St-Louis MO) was added at a final concentration 

of 50 mM. 

2.3.4 Galectin-1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Be W o cells (1 05 cells in triplicate wells) were cultivated in regular media for 24 and 

48 hours before conditioned media was collected and cleared from cell debris by 

centrifugation (300 x g) and filtration through a 0.22 ~rn filter. The secretion of 

endogenous Gal-l was assessed by a in ho use ELISA as previously pub li shed (Gauthier 

et al. 2008). Briefly, 100 ~1 of an anti-Gal-1 dilution (rab bit polyclonal 0.5 ~g/ml) was 

used to coat an ELISA plate ovemight at 4 °C. 50 ~1 of standards, contrais (Ham' s Fl2 

complete medium without cells) and samples were loaded on the plate, incubated 2h at 

room temperature and 100 ~1 ofbiotinylated Gal-l antibody dilution (rab bit polyclonal 

0.25 ~g/ml) was added for lh at room temperature after washing of the wells with PBS-

0.05% tween (PBST). Finally, after washing steps, 100 ~1 of Streptavidin-HRP 

antibody dilution (1/4000) was added to each weil and incubated for 45 min at room 

temperature before addition of the revealing solution. The 450 nm absorbance of 

standards and samples was measured and Gal-l concentration was determined using 

the Gal-l standard curve. 
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2.3.5 Plasunids 

The HIV -1 NL4.3 envelope-deficient luciferase expressing pNL4.3env-Luc vector was 

obtained from the NIH AIDS Reagent Program (Germantown, MD) and the equivalent 

GFP-expressing pNL4.3env-eGFP construct was a kind gift from Dr. Eric Cohen 

(Institut de Recherches Cliniques de Montréal, Montreal, Canada). The expression 

vector for the vesicular stomatitis virus G protein pLPNSV -G was obtained from the 

ViraPower TM Lentiviral packaging Mix kit (K497500, Invitrogen, ThermoFischer 

Scientific Waltham, MA). The phCMV1-Syncytin-2 expression vector has been 

previously described (Vargas et al. 2009). The phCMV-Syncytin-2-Flag construct was 

obtained by substituting the Syncytin-2 eDNA sequence corresponding to amino acid 

75-82 with the Flag-tag (DYKDDDDK) by inverse PCR (forward 5'

GACTACAAAGACGATGACGACAAGTCCTATCGATAGG-3' and reverse 5'

CAGATT AGGGTCCCATCGAT AGG-3 '). phCMV1-eGFP was obtained by insertion 

of the eGFP eDNA amplified from the pEGFP-C1-Rab7a expression vector (a kind gift 

from Dr. Robert Lodge, Institut de Recherches Cliniques de Montréal, Montreal, 

Canada) with forward (5'-CTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAG-3') and reverse 

primers (5'-GGATCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC-3') using the Xhol and 

BamHI sites of the phCMV1 vector (Gentlantis, San Diego CA). The Syncytin-1 

expression vector was obtained by cloning the codon-optimized Syncytin-1 eDNA 

sequence (GenScript, Hong Kong) in the pTH vector (Hohn et al. 2009) through 

Hindiii and Noti sites. The pLVX-MFSD2a-myc construct was generated by cloning 

the MFSD2a eDNA from the BamHI/Noti-digested pEF6-MFSD2a vector (Spinola et 

al. 2010) (a kind gift from Dr. Tommaso Dragani and Dr. Francesca Colombo, Instituto 

Nazionale Tumori, Milan, Italy) into the pLVX-Puro plasmid (Takara Bio Inc., 

Mountain view CA), in which a Noti site was added next to the BamHI site. The Mye 

tag was then inserted at the C-terminal end of MFSD2a by inverse PCR using forward 

5'-
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GAGCAGAAGCTGATCAGCGAGGAGGACCTGTAGCGGCCGAGATCCCGCG 

ACTC-3' and reverse 5'-GAGGATGCTAGCCAGC-3' primers. 

2.3.6 Generation of stable MFSD2a-overexpressing HEK293T cell clones 

Human Embryonic Kidney 293T cells were co-transfected with pLP1, pLP2 and 

p VSV -G (ViraPower™ Lentiviral packaging Mix kit K497500, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham MA) in the presence of polyethylenimine (PEI, 1J.lg/J.ll) 

(Polysciences Inc., Warrington PA) (lJ.lg DNA: 7J.ll PEI ratio). HEK293T cells 

(1 ,5x 1 05 cells) were next infected with VSV -G pseudotyped L VX -expressing 

MFSD2a-myc virions. At 48h post-infection, complete medium containing 1 J.lg/ml 

puromycin (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) was added to the cells for selection. 

Colonies were then individually trypsinised and separately plated in 6-well plates. 

MFSD2a expression was analysed for each clone by western blot and positive clones 

were further expanded. 

2.3. 7 Production of pseudotyped NL4.3 virus es and titration 

Envel ope-defective HIV -1 pro viral NL4.3 expressing either GFP or luciferase were 

used to produce Syn-2, CMVeGFP or VSV-G pseudotyped virions. 2x106 293T cells 

were co-transfected using PEI (1 J.lg DNA : 7J..tl PEI) with 5 J.lg of pNL4.3env-Luc or 

pNL4.3env-eGFP and 1.5 J.lg of either pCMV1-Syncytin-2, pCMV1-eGFP or 

pLP/VSV-G. Cells were then replenished with fresh medium, which was next 

harvested between 36 to 40 h after transfection. Supematants were centrifuged at 300 

x g 5 min, passed through a 0.22 J..tm-pore-size sterile syringe filter, aliquoted and stored 

at -80°C before use. Virus-containing supernatants (1 0 D 1) were next quantified by the 

addition of 40 J.ll of a reaction mix (60 mM Tris-HCL pH7.9, 6 mM MgCh, 0.2 M KCl, 

0.6 mM EGTA, 0.06% TritonX-100, 2.5% ethylene glycol, 6 mM DTT, 0.4 mM GSH, 

0.025U poly(rA) oligo dT, 2.5jlCi 3H-dTTP) and incubation for 2 h at 37°C. The 
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reaction was stopped with 150 ~1 of cold 10% trichloroacetic ac id (TCA) at 4 °C for 30 

min. Samples were then loaded on a Millipore Multiscreen Glass fiber FC plate 

(Millipore-Sigma~ Etobicoke, Canada) and aspirated with a Millipore Multiscreen 

Manifold (Millipore-Sigma). The plate was washed once with 200 ~1 of 10% cold TCA 

and twice with 200 ~1 of cold 95% ethanol. Filters were transferred in scintillation vial 

containing 4 ml of scintillation solution. RT activity was determined with the Tri-Carb 

2800TR liquid scintillation analyzer and the Quanta Smart software. 

2.3.8 Infection assay with pseudotyped virions 

Cells (5 x 104
) were plated in 24-well plates and left for 16 hat 37°C. When HeLa cells 

were used, cells were transfected with 0.5~g of the pLVX-MFSD2amyc expression 

vector using the Lipofectamine 2000 transfection reagent (Invitrogen, ThermoFischer 

Scientific, Waltham, MA) 24h before infection. A volume of 200 Dl of Syncytin-2-

pseudotyped NL4.3-based viruses was used for infection while added volume of Syn-

1, control Env- and VSV -G pseudotyped virions were adjusted according to measured 

reverse transcriptase activities of virus stocks. Cells were infected in a final volume of 

200 ~1, in FBS-free DMEM medium in the presence of 8 ~g/ml of polybrene (Sigma

Aldrich, St. Louis MO). For infection experiments in presence of galectins, unless 

otherwise stated, 4 ~M of recombinant Gal-l or Gal-3 was added to viral preparations 

be fore infection. As controls, an equal volume of 1 x PBS was added to viral 

preparations (virus only), whereas 50 mM ~-Lactose was combined with 4 ~M of 

recombinant galectins for other control samples (Gal+ lactose). Cell-virus mixtures 

were finally spinoculated at 1000 x g for 2 hat 25°C or 4°C. Cells were then washed 

with 1 x PBS and fresh complete medium was added to the cells, which were incubated 

for 24 h at 3 7°C. Infected cells were either detected by fluorescent microscopy for 

pseudotyped NL4.3env-GFP viruses or by luciferase assay for NL4.3env-Luc 

pseudotyped viruses. For detection of the GFP fluorescence, infected cells were washed 

with warm lx PBS and then fixed in a 2% paraformaldehyde (PFA) solution for 15 min 
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at room temperature. After three washes, fluorescent cells were observed under an 

Eclipse Ti microscope (Nikon, Mississauga, Canada) with an ELWD 20x objective. 

Three to five representative fields were captured for each condition and representative 

images of two independent experiments were selected. For luciferase assays, infected 

cells were washed once with warm lx PBS before lysis in 150 j.!l of cold lx luciferase 

lysis buffer (25 mM Tris pH7.8, 2 mM DTT, 1% Triton X-100, 10% Glycerol). Cells 

were lysed for 20 min at 4 °C and the lysate was cleared by centrifugation at 16 000 x 

g, 10 min, 4°C. Each sample (25 1-11) was added to a 96-well luminometer plate in 

triplicates and the luciferase activity was measured using a luciferase buffer (20 mM 

Tricine, 1.07 mM (MgC03)4·Mg(OH)2·5H20, 2.67 mM MgS04, 0.1 mM EDTA, 220 

j.!M CoA, 4.7 j.!M D-luciferin potassium salt, 530 j.!M ATP, and 33.3 mM DTT) with 

the Dynex MLX microplate luminometer (Lemieux et al. 2004). Luciferase activities 

were calculated as the mean Relative Light Unit (RLU) value +/- SEM of triplicate 

samples and normalized for the protein concentration of each sample. 

2.3.9 Cell fusion assay 

Villous cytotrophoblasts (1.5 xl06
) and BeWo (8 xl04) cells were cultured in 24-well 

plates, on poly-D- or poly-L-lysine-coated glass coverslips (micro cover glass 12mm 

circle, VWR International, Mississauga, Canada) respectively. Villous cytotrophoblast 

were cultured for 4 days in regular medium containing lx PBS or with medium 

containing 50 mM ~-Lactose (Sigma-Aldrich, St. Louis MO). At day 3 and 4 of 

differentiation, cells were fixed with cold methanol for 30 min at -20°C. BeWo cells 

were cultured in presence of 0,5% dimethylsulfoxide (DMSO) or 50 j.!M forskolin 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) for 24 h before changing the medium with medium 

containing either lx PBS or 50 mM ~-Lactose. Cells were treated for another 24 h 

before fixation for 30 min in cold methanol at -20°C. For experiments with siRNA 

transfections, 15 nM of Flexitube siRNA (SI00035924 

5 'CGCCAACACCATCGTGTGCAA3' and SI02628269 
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5'CGCCAGCAACCTGAATCTCAA3 ' ) or control siRNA were transfected into 

Be Wo cells using the Hiperfect reagent (Qiagen, Mississauga, Canada) following 

manufacturer's instructions. BeWo cells were treated with 50 J.!M forskolin or 0.5% 

DMSO 16 h after transfection and fixed after 48 h. Both cell types were washed 3 times 

with lx PBS and then blocked with a solution of lx PBS containing 2% FBS, 2% BSA 

and 2% human serum for 1 h at room temperature (RT). For both villous 

cytotrophoblasts and BeWo cells, the plasma membrane was stained with a mouse 

monoclonal anti-desmoplakin antibody (1/300 dilution, ab16434 anti-desmoplakin I+II, 

Abcam, Cambridge, MA) for 1 hat RT followed by 3 washes in PBS. Cells were then 

incubated with the Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-mouse antibody (Invitrogen 

1/1000, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA) for 1 h at room temperature. For 

nuclear staining, villous cytotrophoblasts were incubated for 30 min with 50 J..Lg/ml 

propidium iodide (Sigma-Aldrich) at room temperature, while BeWo cells were treated 

with the Dapi NucBlue™ Cell Stain ReadyProbes TM reagent (ThermoFisher Scientific, 

Waltham, MA) for 45 min at room temperature. Cells were washed three times with 

PBS before coverslips were mounted on a drop of Pro Long ® Gold antifade reagent 

(Life technologies, Eugene, OR). Cells were visualized with an AIR Nikon confocal 

unit attached to the inverted Eclipse Ti microscope suited for a Plan Fluor 20x 1 0.8 

N.A oil objective (Nikon Canada, Mississauga, Canada). A syncytium was defined as 

an agglomeration of3 nuclei or more in the same cytoplasm. After analysis microscopie 

fields 5-l 0 per condition), a cellular fusion index was calculated by counting the 

number of nuclei in syncytia over the total number of nuclei per field and multiplying 

the results by 100 to obtain a percentage. An average percentage was calculated for 

each condition and the experiment was repeated three times. For each experiment, 

around 1000 nuclei were counted per condition. A final cellular fusion index (mean +/

SEM) is presented and represent the final average of three values obtained from one 

wellin three independent experiments. 
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2.3.10 Co-immunoprecipitation 

Viral supematants were collected, cleared from dead cells by centrifugation at 300 x g 

and filtered through a 0.22 !J.m syringe filter. Viral supernatants were then concentrated 

using Ami con® Ultra 4 ml, 1 OkDa cutoff centrifugai filter units (Merck Millipore, 

Cork Ire land) following manufacturer' s instructions. Prote in G sep haro se TM Xtra 

magnetic beads (GE Healthcare, USA) were washed three times with cold PBS-0.1% 

Tween-20 (PBST) and incubated with a 2 !J.g 1 ml dilution ofFlag antibody (Fl804, 

mo use monoclonal Flag M2, Sigma-Aldrich) vs. a 2 !J.g 1 ml dilution of isotypic control 

(GFP (B2) HRP, sc-9996, Santa-Cruz Biotechnology, Dallas, TX) for 2 h at room 

temperature on a rotation wheel. Beads were washed twice with cold PBST and 200 1-11 

of concentrated viral supernatant were incubated with 5 1-11 ofFlag- or isotypic control

coupled magnetic beads overnight at 4°C on a rotation wheel. Following the incubation, 

beads were washed twice with cold PBST and then incubated with a 4 !J.M dilution of 

rGal-1 supplemented with lx PBS or 50 mM ~-lactose for 1 ~ h. Beads were washed 

three times with cold PBST and virus/Gal-l complexes were eluted in 25 1-11 of elution 

buffer (lx NuPAGE sample reducing agent (Novex, life technologies), lx Laemmli 

buffer in PBS) at 85°C for 10 min. Resulting samples were next analysed by western 

blot using rabbit polyclonal anti-galectin-1 (Abcam) or rabbit polyclonal anti-Myc 

(isotypic control) (sc-789 , Santa-Cruz, Tx) antibodies (1/1 00). For reverse co

immunoprecipitation, streptavidin sepharose magnetic beads (Dynabeads™ M-280 

Streptavidin, Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA) were washed three 

times in cold PBST before use. Streptavidin beads (25 1-11 1 sample) were incubated with 

4 !J.M recombinant biotinylated Gal-l for 1 h at room temperature. Following three 

washes in cold PBST, Gal-1-coupled beads were incubated with 200 1-11 of Syn2-Flag 

or 20 1-11 of control env- viral supernatants ovemight at 4°C. After incubation, beads 

were washed three times with cold PBST. Protein complexes were eluted using 25 !J.l 
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of elution buffer (lx NuPage, lx Laemmli buffer in PBS) and boiled at 85°C for 10 

min before western blot analysis. 

2.3.11 Western-blot analysis 

Cell extracts (30 ~g) were loaded on 12% acrylamide-bis acrylamide gels. For co

immunoprecipitation experiments, 25 !J.l of immunoprecipitated samples and input 

were loaded on 14% acrylamide-bis acrylamide gels. Migrated proteins were then 

transferred on 0.45 ~rn Amersham ™ Hybond™ (GE Healthcare Life sciences, 

Germany) membranes or 0.2 !J.ID Immun-Blot® (BIO-RAD, USA) PVDF membranes 

(for co-IP experiments). Membranes were blocked in PBS-0.05% Tween-20 (PBST) 

containing 5o/o BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis MO) or 5% non-fat dry milk for 1 Yi h 

at room temperature and incubated overnight at 4°C with primary antibodies: mouse 

monoclonal anti-HIV -1 p24 antibody (1/200 dilution in PBST, from hybridoma 183-

Hl2-5C, NIH AIDS reagent program), mouse monoclonal anti-Myc antibody (1/2000 

from hybridoma MYC 9E10, purchased from ATCC), rabbit polyclonal anti-galectin-

1 antibody (1/3000, ab25138, Abcam, Eugene, OR) or mouse monoclonal anti

GAPDH (1/2000, sc32233 Santa-Cruz Biotechnology Inc., Santa-Cruz, TX). 

Membranes were washed three times 10 min in PBST before incubation with secondary 

antibodies: ECL horseradish peroxidase-conjugated sheep anti-mouse or donkey anti

rabbit IgG antibodies (1/5000; GE Healthcare, UK). Proteins were detected following 

three 10 min-washes in PBST in 10 ml of -revealing solution (Sol. A (5 ml): O.lM tris

HCl pH 10.5, 18% hydrogen peroxide H202 mixed in Sol B (5 ml): O. lM Tris-HCl pH 

10.5, 450 !J.M p-Coumaric acid diluted in DMSO, 7.5 mM Luminol in DMSO) using 

the Fusion Fx 7 apparatus (MBI Lab equipment, Montreal Biotech Inc., Dorval, 

Canada). 
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2.3.12 Reverse transcription analysis 

BeWo cells (106 cells) were treated with either 0.5% DMSO or 50 J.lM forskolin for 6 

hours to 24 hours and total RNA was extracted with TRizol reagent (Invitrogen, 

ThermoFischer Scientific, CA) following manufacturer's instructions. eDNA synthesis 

was done with 3 J.lg of RNA and the High Reverse Transcriptase (RNAse H-) kit 

(Biobasic Inc, Mississauga, ON). Gal-l and Actin eDNA were specifically PCR 

amplified using the following sets of forward and reverse pnmers: Gal-l Fwd 

5'GACTCAATCATGGCTTGTGTCTG3', Gal-l Rev 

5'GCTGATTTCAGTCAAAGGCCACAC3', Actin Fwd 

5'CGTGACATTAAGGAGAAGCTGT 3', Actin Rev 

5'CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT 3'. PCR products were resolved on 1.5o/o 

T AE-agarose gels. 

2.3.13 Statistical analysis 

Graphpad Prism 5 was used for all statistical analyses. For comparison of two means, 

the Student t test was used. When multiple means were analysed, 1-way and 2-way 

ANOVA followed by a multiple comparison test (Bonferroni ' s) was chosen. 

2.4 Resutls 

2.4.1 Galectin-1 is involved in the syncytialisation of trophoblastic cells but acts 

in combination with other fusogenic factors 

A previous study had demonstrated that soluble Galectin-1 (Gal-l) was capable of 

stimulating cytotrophoblast fusion (Fischer et al. 201 0), although the mechanism 

behind this induction has not been clearly explained. W e first sought to confirm the 
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fusion-inducing capacity of Gal-l in both primary villous cytotrophoblast (vCTB) and 

BeWo cells. 

Freshly isolated vCTBs were initially cultured in the presence or absence of ~-lactose 

for 4 days, during which they differentiate and fuse to form large syncytia. Cell fusion 

was observed by confocal microscopy after staining of cell membranes and nuclei using 

an anti-desmoplakin antibody and propidium iodide, respectively. We observed that 

in presence of lactose, the size and number of syncytia was reduced compared to the 

control condition without lactose (Figure 2.1A). We repeated this experiment with the 

choriocarcinoma Be W o cell line, which can fuse when treated with forskolin, in a 

Syncytin-1 and Syncytin-2-dependent manner (Vargas et al. 2009; Toufaily et al. 

20 15). Be Wo cells were treated with either DMSO or 50 ~M forskolin in the presence 

of ~-lactose or not and cell fusion was analyzed by evaluating a cell fusion index 

following confocal microscopy. Lactose treatment had no significant effect on 

background levels of Be W o cell fusion, as shown by conf oc al images and by 

calculation of the cell fusion index (6,2% +/- 0,65 for the PBS treatment vs 7,3% +/-

2,0 for the lactose treatment), while significantly reduced fusion of forskolin-treated 

cells (21,3% +/- 2,4 with PBS vs 11,7% +/- 1,2 with lactose, p<0.05) (Figure 2.1B). As 

lactose is a non-specifie inhibitor of severa! galectins, we used commercially available 

siRNA directed against human Gal-l to assess its role during trophoblastic cell fusion. 

BeWo cells were thus transfected with Gal-l-specifie siRNA versus control siRNA 

(scramble siRNAs). Confocal microscopy analysis of syncytium formation of stained 

cells showed that scrambled siRNAs did not alter the levels of syncytialisation upon 

forskolin treatment whereas transfection of Gal-l siRNA decreased syncytium 

formation in forskolin-induced BeWo cells (middle panel vs. lower panel, Figure 

2.1 C). Our results th us confirmed the involvement of Gal-l in syncytialisation of 

trophoblastic cells. 



120 

2.4.2 Galectin-1 does not indu ce Be Wo cell fusion and is not modulated by 

forskolin 

Previous studies showed that the treatment of Be W o cells with extracellular Gal-l 

was sufficient to induce syncytialisation (Fischer et al. 201 0; Fischer et al. 2011 ). We 

wished to confirm the se results in Be W o cells using a purification proto col of 

recombinant Gal-l, which has been demonstrated to lead to purified protein of high 

quality retaining its functional properties (Mercier et al. 2008; St-Pierre et al. 2011 ). 

Be W o cells were th us directly treated with Gal-l or 1 xPBS and assessed for cell fusion, 

as depicted in Figure 2.2A. Gal-1-treated BeWo cells had a slight increase in syncytia 

compared to PBS control cells but the difference was not significant (7.89% +/- 1.24 

for PBS-treated cells and 13.5% +/- 3.56 for the Gal-1-treated cells, p value= 0.2114). 

These results were also confirmed by simple visual analysis of images taken from 

confocal microscopy showing no marked induction of cell fusion upon ad di ti on of Gal

l. Furthermore, when BeWo cells were treated with Gal-l, the expression and promoter 

activity of Syn-2, a crucial factor in Be Wo cell fusion, was not altered, unlike cells 

incubated in the presence of forskolin (data not shawn). 

Since a determinant role of Gal-l in cell fusion would suggest an induction of its 

expression during induced cell fusion, we also tested if Gal-l levels changed during 

forskolin-induced cellular fusion by analysing its expression level through RT -PCR 

(Figure 2.2B). Interestingly, levels oftranscripts did not vary between the DMSO- and 

forskolin-treated cells. Similarly, when levels of secreted Gal-l was measured by 

ELISA in the medium of Be W o cells at 24 and 48 h after forskolin treatment, no 

significant increase was observed when compared to control cells (treated with DMSO). 

The mean concentration ofGal-1 +/-SEM was 113 pg/ml +/- 29 in DMSO- and 124.5 

+/- 54.5 in forskolin-treated BeWo cells at 24 h and 277 pg/ml +/- 101 vs. 453 +/- 106 

at 48 h (Figure 2.2C). Our data hence suggest that Gal-l acts in combination to other 
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factors during syncytialisation of trophoblastic cells, but cannat induce fusion on its 

own. 

2.4.3 Analysis of the infection of Syncytin-2-pseudotyped virus es 

As previous studies had demonstrated that Gall increases infection of retroviruses, 

such as HIV -1 and HTL V -1 and that this was mediated by its binding to the viral 

envelope protein (Gauthier et al. 2008; St-Pierre et al. 2011), we speculated that 

extracellular Gal-l could equally act on the interaction of Syn-2 with MSFD2a to 

increase cell fusion. To assess this, we generated Syn-2-pseudotyped viruses, 

expressing either GFP or luciferase. The infectivity of Syn-2-pseudotyped viruses was 

compared to two controls, one pseudotyped with the envel ope G protein of the vesicular 

stomatitis virus (VSV-G), and the other lacking a viral envelope protein (env-). We 

also generated MFSD2a-overexpressing HEK293T cells by stably transfecting an 

MFSD2amyc expression vector. MFSD2amyc expression was tested in each clone 

generated and tested for infection with env- and Syn-2-pseudotyped viruses (Figure 

S2.1 0). We first used the GFP-expressing pseudotyped viruses to infect parental 

HEK293 T cells or MSFD2a-overexpressing HEK293 T cells by spinoculation of viral 

preparations. As presented in figure 3A and as expected, env- viral particles were non

infectious, while Syn-2-pseudotyped viruses are significantly less infectious than the 

VSV -G control (upper panel, Syn-2 vs VSV -G). Important! y, Syn-2 expressing viruses 

were notably more infectious in MFSD2a-overexpressing HEK293T cells while no 

such difference was noted for VSV -G-pseudotyped viruses (Figure 2.3A). These 

results were confirmed when luciferase-expressing pseudotyped viruses were tested. 

Results showed that the infectivity of Syn-2-pseudotyped viruses correlated with 

MFSD2a expression levels, with a significant increase of infection in the MFSD2a 

stably-overexpressing cells compared to parental 293T cells (Figure 2.3B 66,37 +/-

19,23 for parental 293T cells versus 537,7 +/- 61,88 for the 293T MFSD2a cells) and 

no infection of HeLa cells, known to be deficient for MFSD2a expression (Esnault et 
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al. 2008). As expected, VSV -G pseudotyped-viruses presented no difference in the 

extent of infection between the different cells tested. 

2.4.4 Galectin-1 but not Galectin-3 increases the binding of Syncytin-2 to 

MFSD2a 

We next addressed the role of Gal-l on the infectivity of Syn-2-pseudotyped 

viruses. Parental and MFSD2a stably-expressing HEK293 T cells were infected in 

presence or absence of increasing concentrations of Gal-l (Figure 2.4A and B). We 

found a significant dose-dependent increase in the infectivity of Syn-2-expressing 

viruses with Gal-l compared to the virus only condition on both parental and MFSD2a 

cells, with optimal response being at a concentration of 4 j..tM Gal-l (Figure 2.4A). 

Interestingly, Gal-l did not affect the infectivity of VSV -G viruses (Figure 2.4B). The 

specificity of Gal-1-induced increase of the infectivity of Syn-2-pseudotyped viruses 

was further revealed by its inhibition when lactose was added. As concentration above 

4 j..tM Gal-l resulted in lower induction (Figure 2.4A), the 4 j..tM concentration was 

chosen for the subsequent experiments. 

As many glycosylated proteins are present in retroviral envelopes (Segura et al. 

2008), we next sought to determine if Gal-l could enhance the binding of viral particles 

to cell membranes in an env-independent manner. HeLa cells were thus transfected 

with MFSD2a expression vector and infected with Syn-2-pseudotyped viruses with or 

without Gal-l. The data presented in figure 2.4C indeed confirmed that the effect of 

Gal-l on Syn-2 viruses depended on the expression of MFSD2a, as Gal-l did not 

increase the infection of mock-transfected HeLa cells (Figure 2.4C), but significantly 

increased the infectivity of Syn-2-pseudotyped viruses on MFSD2a-transfected cells. 

Moreover, env- viruses remained non-infectious in the presence of Gal-l (Figure 2.4D), 

showing that the observed effect of Gal-l on Syn-2-pseudotyped viruses depended on 

the interaction between an envel ope protein and its receptor. W e also compared the 
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level of infection of Syn-2-pseudotyped viruses between addition of Gal-l at the time 

of start of infection vs. pre-treatment of cells prior to infection and found no differences 

in the Gal-1-mediated enhanced infectivity of Syn-2 viruses between the two 

conditions (data not shown). 

Because Gal-3 has important functions in the placenta (Jeschke et al. 2013), we 

wished to see if this galectin could also modulate the infectivity ofSyn-2-pseudotyped 

viruses. For this purpose, we infected HEK293T cells with luciferase-expressing 

pseudotyped viruses in presence of either Gal-l and Gal-3 (Figure 2.5A). As expected, 

the addition of Gal-l during infection significantly increased the infectivity of Syn-2 

pseudotyped viruses, which was blocked by the addition of lactose (Figure 2.5A). In 

contrast, Gal-3 did not significantly change the infectivity ofSyn-2 expressing viruses. 

Gal-l and Gal-3 showed no effect on the infectivity of VSV -G-pseudotyped viruses 

(Figure 2.5B). These results hence demonstrated that, unlike Gal-3, Gal-l had a specifie 

enhancing effect over the infectivity of Syn-2-pseudotyped viruses. 

2.4.5 Syncytin-1 and -2 res pond differently to the presence of Galectin-1 

The fusogenic function of Syn-1 and -2 in the placenta is well established and 

redundant functions have been suggested for both endogenous retroviral proteins, 

despite the fact that previous results from our group has led to the determination that 

Syn-2 might be more important (Vargas et al. 2011). The demonstration that Gal-l 

could potentiate the interaction of Syn-2 with its cellular receptor prompted us to 

investigate the response of Syn-1 to the addition of Gal-l. Infection of HEK293 T cells 

with Syn-1 pseudotyped-viruses in presence of increasing concentrations of Gal-l 

surprisingly showed a dose-dependent decrease in infectivity which was restored by 

the addition of lactose (Figure 2.6A). Next, comparison between Syn-1 and Syn-2 

pseudotyped-viruses added to HEK293T cells in the presence of 4 !J.M Gal-l confirmed 

the increase of infection of Syn-2 expressing-viruses whereas, a significant decrease in 



124 

the infectivity of Syn-1 pseudotyped-viruses was again measured (Figure 2.6B). For 

each virus, the addition of the lactose inhibitor counteracted the Gal-l modulation on 

their infectivity. In these experiments, cell viability was tested for ali conditions and 

revealed no significant variation in between samples (data not shown). 

2.4.6 Galectin-1 potentiate the attachment of Syncytin-2 pseudotyped viroses to 

the cell surface 

The infection cycle of enveloped viruses starts with the attachment of the viral 

envelope to its specifie receptor and 1 or coreceptor expressed on the surface of the 

targeted cell. Following the receptor binding, the viral particle can fuse directly with 

the cell plasma membrane or is first endocytosed and then fuse with the endosomal 

membrane after internalisation. Our results showed that Gal-l increased the infectivity 

of Syn-2 pseudotyped viruses in a MFSD2a-dependent manner. We then wanted to 

determine if Gal-l acted on the binding ofSyn-2 with MFSD2a or on the fusion activity 

of Syn-2 after its interaction with MFSD2a. Thus, infection experiments with Syn-2 

pseudotyped viruses were first performed at 4 °C to block endocytosis followed by a 

shift to 37°C. Gal-l was either added during the early phase of viral attachment or post

attachment, i.e. before or after spinoculation, respectively (Figure 2. 7 A). Results 

presented in Figure 2.7B showed that Gal-l increased the infection ofHEK293T cells 

by Syn-2-expressing viruses only when present during the attachment phase. Indeed, 

Gal-l had a significant impact on viral infectivity during the binding of pseudotyped 

viruses but not after its binding at the fusion step. Syn-2 pseudotyped viruses showed 

similar infectivity than the virus only condition when lactose was combined to Gal-l 

during infection. These results hence provided evidence for the mode of action of Gal

l to be occurring at the binding step of infection of the Syn-2-pseudotyped viruses. 
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2.4. 7 Higher association between Galectin-1 and viral partiel es in the presence 

of Syncytin-2 

We were next interested in testing if Gal-l showed higher affinity toward Syncytin-

2-positive pseudotyped viruses. In order to address this, co-immunoprecipitation 

experiments using viral partiel es and recombinant Gal-l were conducted. W e first 

constructed a Flag-tagged Syn-2 expression vector and produced viral particles 

pseudotyped with this tagged version of Syncytin-2 (Figure 2.8). Importantly, the 

addition of a tag at position 75-82 did not alter the fusogenic capacity of Syn-2 (Figure 

S2.11 ). The expression of the protein could be further detected by western-blot analysis 

of lysed viral particles despite the weakness of the signal (Figure 2.8A). In addition, 

the Syn-2-Flag-pseudotyped viruses were comparatively as infectious as the wt Syn-2 

in parental HEK293T and MFSD2a-overexpressing HEK293T cells and responded 

similarly to the addition of Gal-l during infection (Figure 2.8B). Flag-tagged viral 

particles incubated with Gal-l were then immunoprecipitated with Flag or isotypic 

control antibodies-coupled beads and analysed by western blot. As shown in Figure 

2.8C, Gal-l was co-immunoprecipitated with Syn-2-Flag-pseudotyped viruses 

( detected by the presence of the p24 capsid protein) and the addition of lactose to the 

combination of Gal-l and pseudotyped viruses competed out the binding of Gal-l. A 

reverse co-immunoprecipitation approach was next carried out with Syn-2-Flag and 

Env- control pseudotyped viruses. A biotinylated version of recombinant Gal-l was 

bound to streptavidin beads and used to co-immunoprecipitate pseudotyped viruses 

(Figure 2.8D). Upon western blot analyses of extracts before and after co

immunoprecipitation, the selective presence of p24 (and other non-cleaved versions) 

was seen only on viruses incubated with Gal-l. The association of the viruses to Gal-l 

was lost upon addition of lactose prior to immunoprecipitation (Figure 2.8D). Of 

significant interest, the p24 signal was markedly more prominent for Syn-2-

pseudotyped viruses in comparison to control env- viruses, while no such differences 
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were observed in terms of immunoprecipitated Gal-l or viral-associated p24 prior to 

immunoprecipitation. 

These results hence strongly suggest that Gal-l interacts more importantly with 

Syn-2 pseudotyped viruses and that consequently Gal-l binds to Syn-2. 

2.5 Discussion 

The formation of the syncytiotrophoblast layer in the human placenta is a highly 

regulated process that involves many actors including transcription factors (GCMl, 

CREB) (Yu et al. 2002; Schubert et al. 2008; Toufaily et al. 2015), hormones (hCG, 

estradiol) (Costa 2016a), fusogenic proteins (Syncytin-1 and -2) (Mi et al. 2000; 

Frendo et al. 2003b; Chen et al. 2008; Vargas et al. 2009), gap junction, tight junction 

and adhesion proteins (Connexin 43, Z0-1 , Cadherin-11) (Frendo et al. 2003a; Getsios 

et MacCalman 2003; Pidoux et al. 2010) and galectins (Galectin-1) (Fischer et al. 

201 0). Over the years, molecular mechanisms leading to cytotrophoblast cell fusion 

have been unravelled (Gerbaud et Pidoux 2015). However, many questions remain 

regarding the connection between all these syncytialisation factors . 

In this study, using pseudotyped viruses, we show for the first timea functional 

association between two proteins involved in vCTB fusion, namely the endogenous 

retroviral protein Syncytin-2 and the ~-galactoside-binding lectin Galectin-1. We found 

that Gal-l specifically and significantly increased infectivity of Syn-2-pseudotyped 

viruses in MFSD2a-expressing cells and inversely, reduced the infectivity of Syn-1 

pseudotyped viruses. We present evidence that Gal-l acts on the binding of Syn-2 to 

the cell surface, by cross-linking Syn-2-expressing viral particles and MFSD2a

expressing cells. 
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The role of endogenous retroviral proteins in STB formation has been well 

established (Mi et al. 2000; V argas et al. 2011 ), while the role of galectins in this 

specifie placenta! process has been less extensively studied, except for the first 

identified member of this family, Gal-l (Fischer et al. 2010; Hutter et al. 2016). In this 

study, we first confirmed the role of Gal-l in the fusion ofvillous cytotrophoblast cells 

and BeWo cells by the use of the lactose inhibitor and Gal-l-specifie siRNA. Although 

the involvement of Gal-l in trophoblast cell fusion is already known, the mechanism 

behind its mode of action remains ill-defined (Fischer et al. 2010; Fischer et al. 2011; 

Hutter et al. 20 16). Our initial results demonstrated that Gal-l did not in duce cell fusion 

and that its expression was not modulated upon induced cell fusion (Figure 2.2). Our 

results also confirmed the involvement of extracellular Gal-l during the 

syncytialisation of Be W o cells and primary villous cytotrophoblasts (Figure 2.1 ). 

Therefore, levels of Gal-l in unstimulated Be W o cells are sufficient for the protein to 

exert its function during syncytialisation but further requires additional factors 

involved in fusion. This is in contrast to previous studies by Fischer et al. (20 1 0), which 

showed that Gal-l on its own could induce trophoblast cell fusion. Differences in the 

purification protocol of the tested Gal-l could be responsible for discrepancy in the se 

results. 1t should also be noted that no lactose treatment was performed in this former 

study and it is thus difficult to assess the specificity of the observed induced cell fusion 

and Syncytin-1 expression (Fischer et al. 201 0). 

Based on previous studies showing an association between Gal-l and retroviral 

infection, we thereby tested if Syn-2 might be directly mediating the effect of Gal-l 

through the use of Syn-2-pseudotyped viruses and HEK293T cells, which has been 

previously shown to be strongly infected by such pseudotyped viruses (Blaise et al. 

2004; Esnault et al. 2008). lndeed, addition of Gal-l during infection significantly 

increased the infectivity of Syn-2-pseudotyped viruses but had no effect on VSV -G 

pseudotyped or env- viruses (Figures 2.4A and B). A significant dose-dependent effect 
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was noted for Gal-1-enhanced viral infection. Interestingly, high concentration resulted 

in reduced infectivity of Syn-2-pseudotyped viruses and could suggest that Gal-l binds 

to other sites on the protein at higher doses and sterically inhibits the binding of Syn-2 

with MFSD2a at high concentrations. Co-immunoprecipitation experiments between 

purified Gal-l and pseudotyped viruses further suggested that Syn-2 could interact with 

Gal-l in a CRD-dependent manner (sensitive to the addition of lactose) (Figure 2.8). 

The specifie effect of Gal-l on Syn-2-pseudotyped viruses was confirmed to depends 

on the interaction with MFSD2a, as HeLa cells which do not express this protein were 

not infected by Syn-2-expressing viruses, even in the presence of Gal-l (Figure 2.4 C). 

Altogether, these results showed that, even though Gal-l can bind to viral particles 

when no envelope protein was present (Figure 2.8D), its activity still depends on the 

expression of Syn-2 and MFSD2a. 

The step of viral infection during which Gal-l acts was also determined to be at 

the attachment step (before fusion) (Figure 2. 7). The same results have been observed 

for the Ebola virus, where Gal-l increased the binding of viral partiel es to endothelial 

cells (Garner et al. 2015). For this virus, the envelope N-glycan responsible for the 

binding of Gal-l was shown to localise in close proximity to the fusion peptide. 

Interestingly, previous work by Cui et al. has identified eight glycosylated Asn residues 

on the SU subunit ofSyn-2 and one in the TM (Cui et al. 2016). lt would be interesting 

to investigate ifthese Asn residues are important for the binding of Gal-l with Syn-2. 

Mutation of MFSD2a N-glycosylation sites could also help understand the binding 

mechanism between Syn-2, Gal-l and MFSD2a but more data on 0-glycosylation sites 

as on the nature of the carbohydrates are needed. 

The effect of Gal-3, another important placenta! galectin (Dalton et al. 2007; 

Jeschke et al. 2007) was also tested. No difference in infection by Syn-2-pseudotyped 

viruses was measured (Figure 2.5). A similar selective impact of Gal-l vs. -3 on the 
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viral infectivity of HIV -1 has in fact been previously reported (Ouellet et al. 2005). A 

subsequent study argued that selective binding of Gal-l to native gpl20 was likely 

dependent on peripheral N-acetyllactosamine sugars, while Gal-3 binding required 

internai N-acetyllactosamine groups that are inaccessible due to the envelope folding 

(St-Pierre et al. 2011). It is possible that the tridimensional conformation of Syn-2 

similarly allows selective binding of Gal-l. 

Very interestingly, when the infectivity of Syn-1-pseudotyped viruses was tested 

in the presence of Gal-l and compared to Syn-2-pseudotyped retroviruses, we observed 

an inverse effect. Indeed, addition of increasing doses of Gal-l during infection resulted 

in a lactose-sensitive decrease in infection by pseudotyped-viruses (Figure 2.6). Syn-1 

and -2 possess seven and nine N-glycosylation sites respectively (Cheynet et al. 2005; 

Cui et al. 2016) and several potential 0-glycosylation sites. However, the arrangement 

and composition of the carbohydrates are unknown. Their receptors, SLC1A4, 

SLC1A5 and MFSD2a all have two N-glycosylation sites and numerous 0-

glycosylation sites (Marin et al. 2003; Reiling et al. 2011). Thus, the difference in the 

number, composition and arrangement of carbohydrates of Syn-1, Syn-2 and their 

receptors likely determines the differentiai effect of Gal-l towards Syn-1 and -2. 

Because glycosylation varies between cells, we cannot be ascertained that glycan 

composition of Syncytin proteins or their receptors in HEK293T reflects the in vivo 

glycosylation state of the se pro teins in the placenta and further investigation is needed 

to extend these results to trophoblast cells. This is particularly relevant, as Syn-1 and -

2 are differentially expressed in the placenta, with Syn-1 and the SLC1A4 receptor 

being expressed in fusogenic vCTB and non fusogenic EVT (Malassine et al. 2005; 

Muir et al. 2006) and Syn-2 restricted to vCTB (Malassine et al. 2007; Lu et al. 2017). 

Interestingly, the analysis of the N-glycan composition of STB, vCTB and EVT cells 

showed differences in the structural organization of carbohydrates, with vCTB and 

STB bearing mainly biantennary N-glycans and EVT multiantennary N-glycans (Chen 
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et al. 2016). Importantly, binding affinity of galectin proteins toward bi- and 

multiantennary N-glycans differs (Hirabayashi et al. 2002) and could consequently 

impact the susceptibility of glycosylated Syn-1 and Syn-2 and/or their receptors toward 

a modulatory effect by Gal-l on their fusogenic properties. Further analysis of the 

composition of Syn-1 and -2 glycans as well as biomolecular analysis are needed to 

identify the glycosylation residues responsible for the binding of Gal-l and understand 

potential different binding affinities of Gal-l towards Syncytin proteins. 

Altogether, our results show a specifie and functional association between the 

endogenous retroviral protein Syn-2 and the ~-galactoside-binding protein Gal-l as 

well as presenting opposite response of Syn-1 and -2 to Gal-l. We propose that Gal-l 

could favor or stabilize the interaction between Syn-2 and its cellular receptor MFSD2a 

during syncytialisation oftrophoblast cells. This could be achieved by bridge formation 

of Gal-l between Syn-2 and MFSD2a (Figure 2.9). Furthermore, as we and others have 

shown that Syn-1 and -2 are present at the surface of placenta! extracellular vesicles 

(Tolosa et al. 2012; Vargas et al. 2014), our results further argue that Gal-l could also 

play a role in the cellular internalization and 1 or fusion of the se vesicles to target cells 

expressing their receptor. Furthermore, the functional association between Gal-l and 

Syn-2 is of specifie interest in the context of pre-eclampsia, where both proteins are 

dysregulated (Jeschke et al. 2007; Chen et al. 2008; Vargas et al. 2011; Freitag et al. 

2013; Hirashima et al. 20 18). More studies are needed to further address this new 

regula tory mechanism in the context of this placenta! disorder. 
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Figure 2.1: Galectin-1 is necessary for the fusion of trophoblastic cells. 

Confocal microscopy images of primary cultures of villous 

cytotrophoblasts (A) or BeWo cells (Band C). 

A. Villous cytotrophoblasts were cultivated for 4 days in absence (left panel) or 

presence (right panel) of lactose. After 4 days, cells were fixed and the plasma 

membrane (green) and nuclei (red) were stained in order to assess cellular fusion. Two 

representative fields are presented. B. Be Wo cells were treated with DMSO or forskolin 

(50 J.!M) for 24h before PBS or lactose were introduced in the culture media. Cells were 

fixed and the plasma membrane (green) and nuclei (blue) were stained. Two 

representative fields per condition are presented. A cellular fusion index, expressed as 

percentage of fusion, was calculated for each condition using the following formula: 

(NS/NT) *100 with NS: number ofnuclei in syncytia, NT: total number ofnuclei. * p< 

0.05. C. BeWo cells were transfected with scrambled- or Gal-1-siRNA and were then 

treated with either DMSO or forskolin (50 J.!M). Cells were fixed and plasma 

membrane (green) and nuclei (red) stained 24h after treatment to visualize cell fusion 

events. 
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PBS 
Gal~1 

A. Confocal microscopy images ofBeWo cells after treatment with PBS (upper panel) 

or 4 ~M recombinant Gal-l (lower panel). BeWo cells were fixed 24 h after treatment 



134 

and membranes (green) and nuclei (blue) were stained. A cellular fusion index was 

calculated from three independent experiments with the following formula: (NS/NT) 

* 100 with NS: number of nuclei in syncytia, NT: total number of nuclei. Scale bar 10 

j.!m. B. Time course expression of Gal-l mRNA in DMSO- (D) or forskolin (F)-treated 

BeWo cells. RT-PCR analysis of Gal-l and Actin expression was conducted after RNA 

isolation form BeWo cells at different time points. Following specifie Gal-l and Actin 

eDNA amplification, PCR products were resolved on a 1.5 % TAE-agarose gel. C. 

Secretion of Gal-l from BeWo cells at 24 and 48 h was assessed by ELISA. BeWo 

cells were either treated with 0.5% DMSO (Control) or 50 j.!M forskolin (FSK) for 24h 

and 48h then the conditioned media were collected and protein levels of secreted Gal

l was measured. 
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Figure 2.3: Syncytin-2-pseudotyped viroses are infectious in MFSD2a

expressing cells. 
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A. Confocal microscopy images of parental and MFSD2a stably-expressing HEK293T 

cells infected with GFP-expressing pseudotyped viruses. HEK293T cells were mock

infected or infected with env-, Syn-2 and VSV -G pseudotyped viruses and GFP 

expression was detected by confocal microscopy analysis. Scale bar 1 O!J.m. B. 

Luciferase assay results from infected parental HEK293T, MFSD2a stably-expressing 

HEK293 T and HeLa cells. Cells were infected in triplicate samples with luciferase

expressing pseudotyped viruses (Syn-2 and VSV -G) and lysed 24h p.i. in luciferase 

buffer. The luciferase activity of each sample ( expressed as relative light unit (RLU)) 

was normalized over the total protein concentration. One experiment representative of 

three is presented for Syn-2-pseudotyped viruses (upper graph) and VSV -G

pseudotyped viruses (lower graph). +and- signs under the graphs indicate MFSD2a 

cellular expression level. ** p< 0.01 Student t test. 
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Figure 2.4: Galectin-1 specifically increases Syncytin-2-pseudotyped 

viruses in a MFSD2a-dependent manner. 
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Parental and MFSD2a stably-expressing HEK293T cells were infected (triplicate wells) 

with luciferase-expressing Syn-2- (A) or VSV -G- (B) pseudotyped viruses in presence 

ofPBS (virus only, white bars), increasing doses of Gal-l (grey bars) or 4~M of Gal

l and lactose (dark grey bars). Luciferase expression was measured 24h p.i and relative 

light unit (RLU) values were normalized over the total protein concentration of each 

sample. The mean luciferase activity +/- SEM of triplicate samples are presented C. 

HeLa cells were mock-transfected or transfected with a MFSD2a expression vector and 

infected with mock (striped bars) or Syn-2-pseudotyped viruses combined with PBS 

(white bars), 4~M Gal-l (light grey bars) or 4~M Gal-l and lactose (dark grey bars). 

24h p.i. cells were lysed and luciferase activity was measured for each sample, 

normalized over the prote in concentration and expressed as the mean +/- SEM of 

triplicate samples. D. Parental and MFSD2a stably-expressing HEK293T cells were 

mock-infected (striped bars) or infected with Env- control viruses in presence ofPBS 

(white bars), 4~M Gal-l (light grey bars) or Gal-l + lactose (dark grey bars) and 

luciferase activities were measured 24h p.i. Results are expressed as the mean+/- SEM 

relative light unit over the protein concentration of triplicates. The graphs present the 

results of one experiment representative oftwo (C) or three (A, Band D). ** p<O.Ol , 

* * * p<O.OO 1. 
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Figure 2.5: Galectin-1 but not Galectin-3 increases the infection rate ofSyn-

2-expressing viruses. 
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HEK293T cells were infected (triplicate samples) with luciferase-expressing Syn-2-

(A) or VSV -G- (B) pseudotyped viruses in presence of PBS (virus only, white bars), 

4!lM Gal-l (light grey bars), 4!lM Gal-l and lactose (dark grey bars) or 4 !lM Gal-3 

(crossed bars). Luciferase activity was measured and normalized over the protein 

concentration of samples. The mean normalized luciferase activity +/- SEM was 

calculated for triplicates and the results of three independent experiments expressed as 

fold-change in infection over the virus only condition. *** p<O.OOI. 
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Figure 2.6: Galectin-1 differently affects Syncytin-1 and Syncytin-2-

pseudotyped viruses. 
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A. Luciferase-expressing Syn-1-pseudotyped vuuses were produced and used to 

infected HEK293T cells in presence ofPBS (virus only, white bars), increasing doses 

of recombinant Gal-l (grey bars) or Gal-l + lactose (dark grey bars). The mean 

luciferase activity +/- SEM normalized over the protein concentration of triplicate 

samples was calculated and the results of three in dependent experiment were expressed 

as fold-change in infectivity. B. HEK293T cells were infected either with Syn-1- or 

Syn-2-pseudotyped viruses in presence ofPBS (white bars), Gal-l (grey bars) or Gal

l+ lactose (dark grey bars). Cells were lysed 24 h p.i. and the mean luciferase activity 

oftriplicate samples normalized over the protein concentration of each sample +/-SEM 

was calculated. The graph presents the results of one out of three independent 

experiments. ** p< 0.01, *** p<O.OOl. 
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Figure 2.7: Galectin-1 enhance the attachment of Syn-2 pseudotypes to the 

cells surface. 

A. Schematic representation of the experiment. B. Syn-2 pseudotyped viruses were 

used to infect HEK293 T cells at 40C in presence (le ft part of the graph) or absence 

(right part of the graph) ofPBS (virus only), 4~M Gal-l (light grey bars) or 4~M Gal

l+ lactose (dark grey bars). After spinoculation, the cells infected without Gal-l (right 
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part of the graph) were incubated for lh at 370C with either PBS, 4J..LM Gal-l or 4J..LM 

Gal-l +lactose. 24 h p.i., cells were lysed and the mean luciferase activity oftriplicate 

samples was calculated. The graph represents the mean luciferase activity normalized 

over the protein concentration+/- SEM ofthree independent experiments. *** p<O.OOl. 
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Figure 2.8: Gal-l interacts with viral particles in a CRD-dependent manner. 

A. Western-blot detection ofSyn-2-Flag in lysates from virus-producing cells and two 

different isolates of Syn-2-Flag pseudotyped viruses. Celllysate and concentrated viral 

supematants were loaded on a 12% acrylamide /bis-acrylamide gel. B. Parental or 

MFSD2a-stably expressing HEK293 T cells were infected with increasing dose of Syn-
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2 Flag pseudotyped viruses (left graph) or with pseudotyped viruses combined with 

PBS (white bar), 2~-tM Gal-l (light grey bar) or 2~-tM Gal-l + latose ( dark grey bar) 

(right graph). The graph on the left represent the mean luciferase activity of triplicates 

+/- SEM, expressed as relativë light unit. The data presented on the right graph is the 

mean luciferase activity normalized over the protein concentration of two independent 

experiments with triplicate samples +/- SEM and expressed as fold-change in infection 

compared to the virus only condition. C. and D. Western-blot analysis of co

immunoprecipitated recombinant galectin-1 with Syn-2-Flag-pseudotyped virions (C) 

and co-immunoprecipitated pseudotyped virions with recombinant biotinylated 

galectin-1 (D). 

N-term 

Figure 2.9: Proposed model of the association between Galectin-1, Syncytin-

2 and MSFD2a during villons cytotrophoblast fusion. 

Gal-l present in the extracellular space could bind to certain N- and 0-glycans (Y) on 

Syn-2 and MFSD2a and help or stabilize the interaction between Syn-2 and MFSD2a 

during the fusion of vCTB with the placenta! STB. The numbers and positions of 

glycosylation sites on MFSD2a are arbitrary except for the two N -glycosylation sites 

positioned on the second extracellular loop. 
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2.8 Supplementary materials 
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Figure 2.10: Expression of MFSD2a in MFSD2amyc stable HEK293T cells. 

A. Western-blot analysis of MFSD2a-myc expression in the different clones obtained 

(Cl to Cl3). NT: Non-transfected HEK293T control cells. B. Comparative infection 

of two clones (Cl and C9) with env- (NL4.3-CMV) and Syn-2 (NL4.3-S2) 

pseudotyped viruses in triplicate samples. Luciferase activity was measured 24h after 

infection and expressed as the mean Relative Light Unit+/- SD. 
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Figure 2.11: Fusogenic activity of Syn-2-Flag construct in HEK293T cells. 

Cells (5 x 1 04
) were seeded in a 24-well plate 16h before transfection. Cells were 

transfected with 0.25 ~g ofphCMV- (CTL), phCMV-Syn-2-Flag (S2Flag) or phCMV

Syn-2 (S2wt) and cell fusion was detected by live confocal microscopy (Nikon ELWD 

40x objective). Two focal fields are presented per condition and syncytia were outlined 

in white (Fiji Image J software). Scale bar 20 ~m. 
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Dans ce chapitre est présenté un deuxième ensemble de résultats qui ont été 

obtenus au cours de mon travail de recherche sous la direction de Dr Benoit Barbeau 

et sous la codirection de Dre Julie Lafond. 

L'ensemble des résultats présentés dans ce chapitre a été réalisé par moi-même 

avec assistance du Dr Yong Xiao. L'analyse et la discussion des résultats ont été 

réalisées par moi-même. Ce travail a fait l'objet d'une collaboration avec Dre Sachiko 

Sato de l'Université de Laval à Québec et avec Dr Norbert Bannert du Robert Koch 

Institut de Berlin. Les Galectine-1 et -3 recombinantes utilisées dans les expériences 

ont été produites par Guillaume St-Pierre à Québec. Le manuscrit a été rédigé par moi

même sous les conseils de rédaction de Dr Benoit Barbeau. 

Ces résultats ont été compilés sous la forme d'un article qui sera soumis au journal 

« Retrovirology ». La mise en forme du manuscrit a été modifiée afin de répondre aux 

exigences de 1 'université. 
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3.1 Abstract 

Human endogenous retroviruses (ERV) represent around 8% of the human genome. 

Although none of these retroviral sequences are capable of producing infectious viral 

particles, sorne ERV encode functional proteins, as exemplified by the well 

characterized envelope genes expressed in the human placenta. Syncytin-1 and -2, two 

fusogenic ERV envelope glycoprotein, are indeed necessary for the formation of the 

placenta! syncytiotrophoblast layer. Previous studies have suggested that these HERY 

proteins, in addition to the poorly characterized EnvP(b) envel ope protein, are involved 

in other fusion events, such as myoblast and osteoclast fusion ( essential for skeletal 

muscle and bane formation, respectively) as well as intercellular communication via 

their presence in extracellular vesicles. Galectin-1 and -3 are two p-galactoside binding 

proteins also known to be linked to trophoblast fusion during placenta! development. 

Interestingly, our previous results have shawn that Galectin-1 could act on Syncytin-

2-mediated cell fusion. As results suggested that Galectin-1-dependent modulation of 

the fusogenic potential of Syncytin-2 was different from Syncytin-1, we were 

interested in determining how the impact of Galectin-1 compared between Syncytin-1 , 

Syncytin-2 and EnvP(b) in different cell context. We first demonstrated that Syncytin-

1 and -2 vs. VSV -g-pseudotyped viruses (control) showed different levels of infectivity 

toward the simian COS-7 cell line and various human cell lines (HeLa, HEK293T, 

HUVEC, U87 -MG and Jurkat). In the presence of Galectin-1, infection of Syncytin-2-

pseudotyped viruses was augmented for all tested cell lines, an increase which was 

blocked by lactose (Galectin-1 inhibitor). In contrast, Galectin-1 reduced infectivity of 

Syncytin-1-pseudotyped viruses toward HEK293T, had no significant hnpact on the 

infection of U87-MG, but surprisingly increased infection of other cells lines. 

HEK293T, HeLa and U87-MG cells were generally unresponsive toward the addition 

of Galectin-3 in infection experiments with pseudotyped viruses. Finally, using a 

syncytium assay, we found that Galectin-1 increased fusion of EnvP(b )-expressing 



147 

HEK293T cells, similarly to Syncytin-2. In this study, we report functional associations 

between three placenta! ERV and Galectin-1 and -3. These findings could bring new 

information with respect to the modulation of the fusogenic activity ofHERV envelope 

proteins in the placenta as well as in other biological and pathological processes. 

Key words: human Endogenous Retroviruses, Syncytin-1, Syncytin-2, EnvP(b), 

Galectin-1, cell fusion 

3.2 Introduction 

Endogenous retroviruses (ERV) repeatedly and independently integrated the 

human genome during evolution and toda y contribute around 8 % of our DNA (Lander 

et al. 2001; Dupressoir et al. 2012). With time, most ERV sequences were silenced by 

mutations or deletions but a handful of ERV env genes were selectively conserved and 

are still transcriptionally active in different tissues (de Parseval et al. 2003). Among 

the latter, ERVW-1 and ERVFRD-1 have been the focus of many researches in the 

field of endogenous retroviruses as they respective! y code for Syncytin (Syn)-1 and -2, 

two envelope glycoproteins that present important function in the placenta (Blond et 

al. 2000; Mi et al. 2000; Blaise et al. 2003; Mallet et al. 2004; Cheng et Handwerger 

2005; Malassine et al. 2005; Malassine et al. 2007; Chen et al. 2008; Vargas et al. 2009; 

Lu et al. 2017). Acquired around 25-40 and 45-60 million years ago respectively 

(Esnault et al. 2013 ), both pro teins conserved a specifie expression in the placenta as 

well as specifie features common to retroviral envelope proteins, e.g. surface (SU) and 

transmembrane (TM) subunits, a fusion peptide, an immunosuppressive domain and 

plasma membrane localization signal (Lavialle et al. 2013). Syn-1 and -2 are necessary 

for the formation and renewal of the placenta! syncytiotrophoblast (STB) layer (Blond 

et al. 2000; Mi et al. 2000; Frendo et al. 2003b; Vargas et al. 2009; Lu et al. 2017), a 

syncytial structure formed by the fusion of underlaying mononucleated cells called 
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villous cytotrophoblasts (vCTB) and allowing nutrient and gas exchanges between 

maternai and fetal circulations, as well as producing pregnancy hormones and 

cytokines (Burton et Fowden 2015; Costa 2016b; Costa 2016a). The fusion ofvCTB 

in volves the fusogenic activity of Syn-1 and -2, which depends on their interaction with 

specifie receptors, identified as SLC1A4 and SLC1A5 for Syn-1 and MFSD2a for Syn-

2 (Blond et al. 2000; Lavillette et al. 2002; Esnault et al. 2008; Toufaily et al. 2013). 

Most importantly, decreased expression of Syn-1 and Syn-2 in the placenta was 

associated with preeclampsia (PE), a pregnancy syndrome characterized by 

placentation defaults, endothelial cell dysfunction and inflammation (Lee et al. 2001; 

Chen et al. 2006; Chen et al. 2008; Vargas et al. 2011). 

Two other endogenous envelope proteins discovered in the placenta, namely 

Env V and EnvP(b ), were also investigated for a function in STB formation (Blaise et 

al. 2005; Vargas et al. 2012). However, bath Env proteins were found to be dispensable 

during trophoblast syncytialisation, with no fusogenic activity detected for the human 

EnvV and no essential contribution from EnvP(b) to the fusion of choriocarcinoma 

BeWo cells, although the protein presented fusogenic capacities (Blaise et al. 2005; 

Vargas et al. 2012). EnvP(b) also possesses immunosuppressive properties and could 

nonetheless participate in the tolerogenic immune response that prevails at the 

matemal-fetal interface during pregnancy, along with Syn-1 and Syn-2 (Aagaard et al. 

2005; Mangeney et al. 2007; Tolosa et al. 2012; Vargas et al. 2012; Lokossou et al. 

accepted). 

Although ERV envelope proteins have been mostly investigated in the context 

of the placenta, more recent studies have shed light on their potential implication in 

other physiological processes, such as myoblast and osteoclast fusion (Soe et al. 2011; 

Bjerregaard et al. 2014; Bjerregard et al. 2014; Frese et al. 2015; Redelsperger et al. 

20 16). Furthermore, numero us reports have accumulated demonstrating that ab normal 

expression of Syn-1 and -2 proteins occurs in various pathologies, such as cancers and 

neurodegenerative diseases (Diaz-Carballo et al. 2015; Benesova et al. 2017; Wang et 
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al. 20 18). Indeed, several studies have prominently associated expression of Syn-1 and 

another ERV-W member in the physiopathology of multiple sclerosis (MS) (Antony et 

al. 2004; Garson et al. 2005; Antony et al. 2006; Laufer et al. 2009). Syn-1 expression 

was significantly upregulated in glial cells of MS patients and linked with the induction 

of an ER stress response in astrocytes, affecting the function of both astrocytes and 

oligodendrocytes (Dolei et al. 2002; Antony et al. 2007). Moreover, abnormal 

expression of Syn-1 was reported in several cancers and associated with prognosis and 

cancer progression, by mediating the fusion of cancer cell with endothelial cells 

(Bjerregaard et al. 2006; Strick et al. 2007; Larsen et al. 2009; Aagaard et al. 2012; 

Y an et al. 20 17). EnvP(b) was also shown to contribute to placental cancer progression, 

mediating fusion between choriocarcinoma Be Wo and endothelial cells (Aagaard et al. 

2012). 

The ~-galactoside-binding protein Galectin-1 (Gal-l) is a small soluble protein, 

secreted from cells following a non-conventional secretion pathway and plays diverse 

functions in immunoregulation, angiogenesis, cell migration, embryo implantation and 

placentation (Poirier et al. 1992; Perillo et al. 1995; Moiseeva et al. 1999; Blois et al. 

2007; Rabinovich et Toscano 2009; D'Haene et al. 2013; Tirado-Gonzalez et al. 2013). 

Gal-l was the first identified member of the galectin protein family which regroups 15 

proteins that share a 130 amino acid region called the carbohydrate-recognition domain 

(CRD) (Barondes et al. 1994a; Vasta et al. 2017). Gal-l belongs to the prototypic 

galectins and is synthesized as a monomer, containing a single globular CRD, and non

covalently associates into homodimers with two oppositely-oriented CRDs that can 

functionally cross-link glycoproteins expressed on the same cellular membrane or on 

two adjacent cells (Elola et al. 2015). In the placenta, Gal-l was localized in 

extravillous cytotrophoblasts, vCTB and the STB and involved in extravillous 

cytotrophoblast migration, maternal-fetal immunotolerance and fusion of vCTB cells 

(Vicovac et al. 1998; Blois et al. 2007; Fischer et al. 2010; Kolundzic et al. 2011; 

Barrientos et al. 2014). Gal-l is also an important factor in tumor progression, with 
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proangiogenic and immune evasion functions, and during viral infections (Rabinovich 

et Toscano 2009; V asta 2009). Noteworthy, Gal-l increased the infectivity of two 

human exogenous retroviruses, namely Human Immunodeficiency Virus type-1 (HIV-

1) and Human T-cell Leukemia Virus type-1 (HTLV-1) (Ouellet et al. 2005; Gauthier 

et al. 2008; Mercier et al. 2008). 

Because of the expression of Gal-l in vCTB and STB and its previously 

reported impact on infection by Human Immunodeficiency Virus type-1 (HIV -1) and 

Human T -cell Leukemia Virus type-1 (HTL V -1 ), we previously investigated on the 

modulation of HERV Env-mediated trophoblast fusion. Using Syn-2-pseudotyped 

viruses, we demonstrated that Gal-l increased the infectivity of these viruses. 

Interestingly, we also found that Gal-l decreased the infectivity of Syn-1-pseudotyped 

viruses (Toudic et al. submitted). Based on these observations, the aim of the present 

study was to further investigate the association of Gal-l with Syn-1, Syn-2 and EnvP(b) 

in various celllines. Our results showed that Gal-l increased the infectivity of Syn-2-

pseudotyped viruses in all tested cell lin es whereas its association with Syn -1-

expressing viruses resulted in cell-specific outcomes. Interestingly, Gal-3, another 

placenta! galectin, had limited effect on both Syn-1- and Syn-2-pseudotyped viruses. 

Finally, our results showed that Gal-l increased the fusion activity of EnvP(b ), 

suggesting an association between Gal-l and this endogenous retroviral envelope. 

3.3 Materials and Methods 

3.3.1 Celllines 

Human Embryonic Kidney (HEK) 293T, HeLa, Cos-7, Jurkat and U87-MG were 

purchased from A TCC, while HUVEC were kindly given by Dr Borhane Annabi 

(University of Quebec in Montreal, Montreal, Canada). HEK293T, HeLa and Cos-7 

were grown in Dulbecco's modified Eagle's medium supplemented with 10 % fetal 
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bovine serum (FBS) (Wisent inc., St-Bruno, Canada). U87-MG cells were maintained 

in Eagle's minimum essential medium (EMEM) supplemented with 10% FBS (Wisent 

inc., St-Bruno, QC). HUVEC cells were grown in EGM™-2 BulletKit™ medium 

(Lonza, Walkersville, MD) containing 5% FBS. Jurkat cells were sustained in Roswell 

Park Memorial Institute (RPMI)-1640 medium containing 10% FBS (Wisent inc. , St

Bruno, QC). All cells were cultivated without antibiotics and maintained at 37°C in a 

5 % C02 atmosphere. 

3.3.2 Plasnnids 

pNL4.3env-luc was obtained from NIH AIDS Reagent Program (Germantown, MD). 

The vesicular stomatitis virus G protein expression vector, pLPNSV -G, was purchased 

with the ViraPower™ Lentiviral packaging Mix kit (K497500, Invitrogen, Thermo 

Fischer Scientific, Waltham, MA). Codon optimized cDNAs for Syn-1 and EnvP(b) 

were synthesized (GenScript, Hong Kong) and cloned between the Hindiii and Notl 

sites of the pTH vector for Syn-1 or in frame with a V5-tag between the Hindiii and 

BamHI sites of the pTH vector for EnvP(b). The pLVX-MSFD2aV5/His expression 

vector was constructed by PCR amplification of the MSFD2a V 5/His eDNA from the 

pEF6-MSFD2aV5/His expression vector (Spinola et al., 2010) (a kind gift from Dr. 

Tommaso Dragani and Dr. Francesca Colombo, Instituto Nazionale Tumori, Milan, 

Ital y) with the BamHI restriction site-containing forward 5'

CATCAGGAA TTCGGA TCCA TGGCCAAAGGAGAAGGCGCCGAGAGC-3' and 

PspOMI restriction site-containing reverse 5 '-

CCGAGCGGGCCCTCAATGGTGA TGGTGA TGATGACCG-3' pnmers. The 

amplified MSFD2aV5/His was then subcloned into the pLVX-Puro plasmid (Takara 

Bio Inc., Mountain view, CA) between the BamHI and Notl restriction sites. Single N

glycosylation MFSD2a mutants were generated by site-directed mutagenesis of the 

eDNA to convert asparagine 217 and 227 into glutamine-encoding codons using the 

Phusion® high fidelity DNA polymerase enzyme (New England Biolabs Ltd., Whitby, 
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ON) following the manufacturer' s proto col and the forward and reverse prim ers: 

forward N217Q 5 '-GTTTCCAGGACCTCCAGAGCTCT ACAGT AG-3 ', reverse 

N217Q 5'-AAGGCGTGTCTGCTTGGCCCACGATTTGTC-3', forward N227Q 5'

CTTCACAAAGTGCCCAGCATACACATGGCAC-3' and reverse N227Q 5'

CTACTGTAGAGCTATTGAGGTCCTGGAAAC-3'. The phCMVl-eGFP, 

phCMVl-Syncytin-2 and phCMVl-Syncytin-2-Flag expression vectors were 

previously described (Vargas et al. 2009, Toudic et al. submitted). All new constructs 

were verified by sequencing. 

3.3.3 Recombinant Galectin-1 and -3 production 

Recombinant galectins were purified as previously described (Toudic et al. submitted). 

Briefly, recombinant Gal-l and -3 production was initiated by inoculation of Terrifie 

Broth with BL2l(DE3)-hGal-l or hGal-3 and overnight culture at 37°C. Recombinant 

protein expression was induced by addition of lmM Isopropyl-~-D-thiogalactoside 

(IPTG). Bacteria pellets were lysed by sonication (30 s at 120W (8 times,l min interval)) 

in lOml ice cold buffer (22mM Tris-HCl pH 7.5, 5mM EDTA, lmM DTT and a 

protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich)). Lysates were cleared by 

ultracentrifugation at 112,500 g for 30 min at 4°C (T70.1 rotor) in a L8-80M centrifuge 

(Beckman Coulter Inc., Brea, CA). Recombinant Gal-l and Gal-3 were trapped on a

Lactose agarose column (Sigma-Aldrich), washed with PBS and eluted in 1 ml 

fractions with 10 ml of 150 mM lactose (Sigma-Aldrich) in PBS. For Gal-l, fractions 

that contained the galectin were poo led and incubated overnight at 4 °C with 100 mM 

iodoacetamide to prevent oxidation of Gal-l . Free iodoacetamide and lactose were then 

removed by a series of dialysis against PBS. Fractions that contained Gal-3 were poo led 

and lactose was removed using a HiPrep 26/10 desalting column (GE HealthCare, 

Chicago, IL). Proteins were further passed on Acticlean Etox columns (Sterogene, 

Carlsbad, CA) to remove endotoxins and then filter-sterilized using syringe filters 

(0.22~m pore size) (Millipore, Cork, Ireland). Protein concentration was determined 
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by the Bradford assay. Finally, endotoxin activity was assessed by the LAL assay 

(QCL-1000™ Assay, Lonza, Mississauga, ON). Red blood cell hemagglutination assay 

was used to evaluate Gal-l and -3 activities before use. 

3.3.4 Production of pseudotyped NL4.3 virus es and titration 

Envel ope-defective HIV -1 pro viral NL4.3 expressing luciferase were used to produce 

CMVeGFP (env-control), Syn-2-, or VSV -G-pseudotyped virions. HEK293T (2xl 06) 

cells were co-transfected using polyethylenimine (PEI) (Polysciences Inc., Warrington, 

PA) (lJ.tg DNA: 7J.tl PEI (1 J.tg/J.tl PEI stock solution) with 5 J.tg ofpNL4.3env-Luc and 

1.5 J.tg of either phCMV -Syncytin-2Flag, phCMV -eGFP or pLP/VSV -G. Cells were 

then replenished with fresh medium, which was next harvested between 36 to 40 h after 

transfection. Supernatants were centrifuged at 300 x g for 5 min, passed through a 0.22 

J.tm-pore-size sterile syringe filter (Cat. 28145-501, VWR International North 

America), aliquoted and stored at -80oC before use. Virus-containing supernatants (10 

J.tl) were next quantified by the addition of 40 J.tl of a reaction mix (60 mM Tris-HCL 

pH 7.9, 6 mM MgCh, 0.2 M KCl, 0.6 mM EGTA, 0.06% Triton X-100, 2.5% ethylene 

glycol, 6 mM DTT, 0.4 mM GSH, 0.025 U poly(rA) oligo-dT, 2.5 J.tCi 3H-dTTP) and 

incubation for 2 h at 37°C. The reaction was stopped with 150 J.tl of cold 10% 

trichloroacetic acid (TCA) at 4°C for 30 min. Samples were then loaded on a Millipore 

Multiscreen Glass fiber FC plate (Millipore-Sigma, Etobicoke, Canada) and aspirated 

with a Millipore Multiscreen Manifold (Millipore-Sigma). The plate was washed once 

with 200 J.tl of 10% cold TCA and twice with 200 J.tl of cold 95% ethanol. Filters were 

transferred in scintillation vial containing 4 ml of scintillation solution. Reverse 

transcriptase activity was determined with the Tri-Carb 2800TR liquid scintillation 

analyzer and the Quanta Smart software (PerkinElmer, Woodbridge, ON). 
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3.3.5 Infections with pseudotyped viruses 

HEK293T, HeLa, Cos-7 and U87-MG (5 x 1 04
) and HUVEC (5 x 1 03

) cells were plated 

in 24-well plates 16 h before infection. Jurkat cells (1 06
) were seeded in 24-well plates 

in RPMI-1640 without FBS and incubated for 1 hat 37°C before infection to allow 

adhesion of cells to the wells. Incubation of Jurkat cells in serum-free media was 

previously shown to allow transient adhesion of cells without altering their viability 

and to increase their transfection efficiency (Audiffred et al. 2010). For experiments 

with wtMFSD2a or N217Q and N227Q N-glycosylation mutants, HeLa cells were 

transfected with 0.5 ~g of pL VX-MFSD2a VS, pL VX-N217QV5 or pLVX-N227QV5 

expression vectors and 3 ~1 of the lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen, Carlsbad, 

CA). Cells were infected with either 200 ~1 of Syn-2, 50 ~1 of Syn-1 , 150 ~1 of env

control or 20 ~1 of VSV -G viral supernatants in a final volume of 200 ~1. Cells were 

spinoculated at 1000 x g for 2 hat 25°C. After infection, cells were rinsed once in PBS 

and replenished with complete media containing penicillin and streptomycin (Wisent 

inc., St-Bruno, QC). Infections were detected 24 h post-infection through luciferase 

assays as described previously (Toudic et al. submitted). Luciferase activities were 

calculated as the mean Relative Light Unit (RLU) value+/- standard error of the mean 

(SEM) of triplicate samples and normalized against the protein concentration of each 

sample. 

3.3.6 Computational analysis of MFSD2a transcript expression in human cell 

lin es 

The expression of _lvfFSD2a transcripts in HeLa, HEK293, HUVEC and U87-rv1G vvas 

collected from the Human Prote in Atlas database (Uhlen et al. 201 0), in the Cell Atlas 

(www.proteinatlas.org/ENSG00000168389-MFSD2A/cell). The RNA-sequencing 

data for MFSD2a, expressed as transcripts per kilobase million (TPM), were plotted 

against mean relative light unit (RLU) values obtained from three independent 
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infection experiments of HeLa, HEK293T, HUVEC and U87-MG cells with Syn-2-

pseudotyped viruses. 

3.3. 7 Viability MTT Assay 

Cells were seeded in 24-well plates before incubation with either PBS, 4 J.!M 

recombinant Gal-l or 50 mM lactose (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) for 2 h while 

centrifugated at 1000 x g to mimic infection conditions. After the spin, cells were 

washed once with PBS and complete media were added to cells, which were incubated 

at 37°C in 5% C02 atmosphere. Twenty-four h later, medium was removed from cells 

and 150 J.tl of a thiazolyl blue tetrazolium bromide solution (5mg/ml in PBS) (M5655 

Sigma-Aldrich, St-Louis, MO) was added to 150 J.tl ofserum-free media and incubated 

for 3 hon cells at 37°C, 5 % C02. After incubation, 300 J.tl of MTT solvent solution 

(4mM HCL, 0.1% NP40 in isopropanol) was added and plates were incubated for 30 

min on a shaker at room temperature (RT). Supematants (1 00 J.tl) were transferred in a 

96-well plate in triplicate and the 0Ds7o nm absorbance was measured with a microplate 

spectrophotometer (Eon spectrophotometer, Bio Tek instruments, Winooski, VT). 

3.3.8 Cell fusion assay 

HEK293 T cells ( 5 x 1 04
) were seeded on glass coverslips 16 h prior to transfection 

with control, EnvP(b )- or Syn-2-expression vectors using PEI as a transfection reagent 

(1 J.tg DNA: 7 J.tl PEI ratio). For the cell fusion experiments with Syn-2, cells were 

transfected with 0.35 J.tg of plasmids (phCMVl- or phCMVl-Syncytin-2). For the 

experiments with EnvP(b), 0.5 J.tg of the pTH- or pTH-EnvP(b) plasmids were used. 

Six hours after transfection, cells were incubated with either PBS, 4 J.!M recombinant 

Gal-l or 4 J.!M Gal-l and 50 mM lactose for 24 h at 37°C. Plasma membranes and 

nuclei were then stained using CellMask™ Orange (1 J.tg/ml) (Invitrogen, Thermo 

Fischer Scientific, Waltham, MA) and Hoechst (2 J.tg/ml) (Thermo Fischer Scientific, 
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Waltham, MA) solutions respectively, following the manufacturer's instructions. Cells 

were fixed for 15 min in 2% PFA in PBS at RT and mounted on a drop ofProLong™ 

Gold antifade reagent (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Eugene, OR). Cells were 

visualized by laser-scanning confocal microscopy with a Nikon Eclipse Ti microscope 

coupled with a Nikon A1R confocal unit and Plan Fluor 20x /0.75 Mlmm oil or CFI 

Plan Apochromat À 60x 1 1.4 N.A. objectives (Nikon Canada, Mississauga, ON). A 

syncytium was defined as a cluster of at least three nuclei in the same cytoplasm 

(Vargas et al. 2011) and eight microscopie fields were analysed per condition. For each 

condition, a cellular fusion index was calculated by dividing the number of nuclei per 

syncytia by the total number of nuclei in one field and multiplying the result by 100 to 

obtain a percentage. Over 1500 nuclei were counted per condition. An average 

percentage was then calculated per condition and the experiment repeated three times 

for both Syn-2- or EnvP(b)-transfected cells. A final cellular fusion index (mean+/

SEM) was calculated and represents the final average of three values obtained from 

three independent experiments. 

3.3.9 Immunolocalization of MFSD2a pro teins 

Cos-7 cells ( 4 x 1 04) were plated on glass coverslips in 24-well plates. Cells were 

transfected with 0.5 j..tg of empty vector, and MFSD2a wt or N-glycosylation mutants 

expression vectors using PEI (1 j..tg DNA: 7 j..tl PEI ratio). Forty-eight hours after 

transfection, cells were fixed with 2% PF A in PBS for 15 min at RT then washed three 

times in PBS. Cells were permeabilized for 15 min in PBS 0.01 o/o Triton X-100 at RT 

and washed three times in PBS. Blocking solution (5 % FBS, 5 % BSA in PBS) was 

added for 45 min at RT then cells were incubated overnight with mouse monoclonal 

anti-V5 antibodies (1/500, R960-25, Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham, 

MA) at 4°C with shaking. Following three washes in PBS, cells were incubated in the 

dark with goat anti-mouse IgG Alexa Fluor® 568 antibodies (1/1000, A11004, 

Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA) for 1 Y2h at RT. Cells were then 
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washed three times in PBS and incubated with Dapi NucBlue™ Cell Stain 

ReadyProbes TM reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) for 45 min at RT 

and finally mounted on a drop of ProLong™ Gold antifade reagent (Invitrogen) after 

three washes in PBS. Protein localisations were analyzed by confocal microscopy using 

the Eclipse Ti microscope coup led with an A 1 R confocal unit and the CFI Plan 

Apochromat À 60x/1.4 objective (Nikon Canada, Mississauga, ON). 

3.3.10 Western-blot analysis 

Cellular protein extracts (25 ~g) were resolved on 10 % acrylamide/bis-acrylamide 

SDS gels. Proteins were transferred on 0.45 ~rn methanol-activated Amersham ™ 

Hybond™ PVDF membranes (GE Healthcare Life Science, Germany). Membranes 

were incubated with the blocking solution (5% skimmed-milk 0.05% PBS-tween20 

(PBST)) for 1 h at RT. Mouse monoclonal anti-V5 antibodies (1/3000, R960-25, 

Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Eugene OR) or mouse monoclonal anti-GAPDH 

antibodies (1/2000, sc32233, Santa-Cruz Biotechnology Inc., Santa-Cruz, TX) were 

then incubated ovemight at 4°C. Following three washes in PBST, membranes were 

incubated with ECL horseradish peroxidase-conjugated sheep an ti -mo use lgG 

secondary antibodies (1/5000, GE Healthcare, UK). After three washes in PBST, 

proteins were detected in 10 ml ofrevealing solution (Sol. A: 0.1 M Tris-HCl pH 10.5, 

18% H202 mixed in Sol B: O.lM Tris-HCl pH 1 0.5, 450 ~M p-Coumaric acid diluted 

in DMSO, 7.5 mM Luminol in DMSO) using the Fusion Fx7 apparatus (MBI Lab 

equipment, Montreal Biotech Inc., Dorval, Canada). 

3.3.11 Statistical Analysis 

Otherwise notified in the figures' legend, results were obtained from three independent 

experiments. Graphpad Prism 6 was used for all statistical analyses. Comparison of 
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multiple means was done with 1-way or 2-way ANOV A tests, followed by 

Bonferroni ' s multiple comparison test. 

3.4 Results 

3.4.1 Galectin-1 increases the fusion capacity of the endogenous retroviral 

envelope Syncytin-2 

We previously established a link between Syn-2 and Gal-l us1ng Syn-2-

pseudotyped viruses and showed that the addition of recombinant Gal-l during 

infection ofHEK293T cells significantly increases the infectivity of Syn-2-expressing 

viruses (Toudic et al. , submitted). The combination of lactose with Gal-l , an antagonist 

of several galectin proteins (Hirabayashi et al. 2002), precluded the effect of Gal-l, 

showing a CRD-dependent effect of Gal-l during infection. W e wished here to confirm 

this interaction in a cell fusion model and used HEK293 T cells, which form large 

syncytia once Syn-2 is expressed in the cells (Blaise et al. 2003; Vargas et al. 2012). 

After transfection, HEK293T cells were incubated with PBS, 4~M Gal-l or 4~M Gal

l and 50 mM lactose and the fusion ofSyn-2-transfected cells was assessed by confocal 

microscopy after staining of the plasma membrane and nuclei. In this set of experiments, 

cells were transfected with low amount of Syn-2 in order to better appreciate the 

potential effect of Gal-l during the fusion of the cells. The results presented in Figure 

3.1 A showed that Gal-l treatment increased the number of syncytia compared to the 

control. Also, the addition of lactose reduced the number of syncytia to the level of the 

PBS control, showing a CRD-dependent effect. A cellular fusion index was then 

calculated as mentioned in the material and method section (Figure 3.1B). Without Gal

l , the fusion index reached 8.56% +/- 0.6 and significantly increased to 17.5% +/- 2.1 

when 4~M Gal- l was added to Syn-2-transfected cells (p=O.O 16). When 50 mM lactose 

was combined with Gal-l , the fusion index reached 5.76% +/- 0.22 with no significant 
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difference with the control. Thus, extracellular Gal-l potentiates fusion abilities ofSyn-

2 and this effect depends on the availability of the CRD. 

3.4.2 Env-control, Syncytin-1, Syncytin-2 and VSV -G-pseudotyped virus es 

differentially infect human and simian celllines 

We wanted next to analyse the impact of Gal-l on Syn-1 and -2 in broader 

perspective and in different celllines representing cell types known to have association 

with function of Syncytin pro teins. Cells lines included HEK293T and Cos-7, which 

both express human and simian MFSD2a, respectively and non-MFSD2a expressing 

HeLa cells (Blaise et al. 2003; Esnault et al. 2008; Vargas et al. 2009). We also tested 

HUVEC and Jurkat celllines as models of endothelial and CD4+ T lymphocytes, cells 

that have been associated with Syncytin-mediated fusion and immunosuppression 

respectively (Tolosa et al., 2012, Lokossou et al., accepted). We also added U87-MG 

glioblastoma cells, as Syncytin has been associated with various neurodegenerative 

diseases in which various CNS-residing cells (including glial cells) have been 

potentially implicated (Wang et al. 20 18). 

W e first tested the infectivity of our pseudotyped viruses on the se cells. As expected, 

env-control viruses were non-infectious on all tested celllines, with values similar to 

mock-infected cells (Figure 3.2A). Great variations in infection rates were observed 

between the three pseudotyped viruses, with VSV -G pseudotypes being highly 

infectious compared to Syncytin-expressing viruses (Figure 3.2B, C and D). Results 

also showed that U87 -MG cells were particularly sensitive to infection with all three 

v1ruses. Using the Human Protein Atlas Cell Atlas database 

(www.proteinatlas.org/ENSG00000168389-MFSD2A/cell), available data on 

MFSD2a mRNA expression levels were collected and compared with the infection 

values obtained with Syn-2-expressing viruses on selected cell lines (Figure 3.2E). 

Data on the expression ofMFSD2a were not available for Jurkat cells but we observed 
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a direct relation between the infectivity of Syn-2-pseudotyped viruses and the number 

of MFSD2a transcripts for HeLa, HUVEC, HEK293T and U87-MG cell lines, 

indicating that our model of pseudotyped viruses is representative of the interaction 

between Syn-2 and MFSD2a. 

3.4.3 Galectin-1-dependent increase of the infectivity of Syn-2-pseudotyped 

virus es relies on MFSD2a expression but not on one specifie N -glycan on 

the receptor 

In order to confirm the association between Gal-l, Syn-2 and MFSD2a, we 

compared the effect of Gal-l during infection of cells that either express homologous 

MFSD2a proteins, HEK293T and Cos-7, or that do not express MFSD2a, HeLa cells 

(Blaise et al. 2003; Esnault et al. 2008; Vargas et al. 2009). We first looked at the effect 

of Gal-l or lactose treatment on cell viability and found that neither conditions 

significantly altered the survival of HEK293T and Cos-7 cells (Figure 3.3A, p=0.99). 

Regarding HeLa cells, Gal-l and lactose treatment seemed to slightly increase cell 

survival compared to the PBS control but the difference was not statistically significant 

(Figure 3.3A, p=0.89). We then compared the infectivity rates of Syn-2-pseudotyped 

viruses on HEK293T and Cos-7 celllines in presence ofPBS (virus only), 4J.lM Gal-l 

or 4J.lM Gal-l and 50 mM lactose (Figure 3.3B). A significant increase of infectivity 

was observed when Gal-l was added, compared to the virus only condition, on both 

HEK293T (mean fold +/-SEM 5.51-fold +/- 0.76, p=O.OOl) and Cos-7 cells (6.93-fold 

+/- 1.54, p=0.0074). Lactose abolished the effect of Gal-l showing a dependency on 

the availability of the CRD. These results show that the association between Syn-2, 

Gal-l and MFSD2a is not restricted to human HEK293T cells and is reproduced with 

a conserved simian MSFD2a protein. 

As Gal-l was found to bind N-glycans on HIV-1 gpl20 and the CD4 receptor (St

Pierre et al. 2011), we looked if the N-glycosylation status ofMFSD2a was important 
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for the effect of Gal-l during infection. MFSD2a possesses two N-glycosylation sites, 

asparagines 217 and 227 (Reiling et al. 2011; Berger et al. 20 12), which were both 

individually mutated to generate two MFSD2a asparagine-to-glutamine mutants 

(N217Q and N227Q). A double mutant was also generated however, the weak 

expression and plasma membrane localisation of this double asparagine-to-glutamine 

mutant prevented us from using it in our experiments. After confirming expression and 

plasma membrane localisation of these mutants (Figure 3.8), wtMFSD2a, N217Q or 

N227Q expression vectors were transfected in HeLa cells, which were then infected 

with Syn-2-expressing viruses in presence or absence of Gal-l. Our results confirmed 

the necessity for MFSD2a expression, as Gal-l had no effect on mock -transfected cells 

but induced a significant 9.3-fold increase in infectivity on MFSD2a-expressing cells 

(Figure 3.3C mean fold +/-SEM, 1.3-fold +/- 0.31 for mock-transfected vs. 9.3 +/- 1.52 

for MSFD2a-expressing cells). Interestingly, when N217Q- or N227Q-expressing 

HeLa cells were infected, a 10-fold increase in infectivity was observed compared to 

control conditions (Figure 3.3C, N217Q 10.8-fold +/- 3.96 and N227Q 10.2-fold +/-

4. 75). Thus, depletion of either N-glycans does not alter the binding of Gal-l. In each 

experiment, the addition of lactose counteracted the effect of Gal-l on the infectivity 

of the viroses (Figure 3.3C, Gal-l +lactose 0.7-fold +/- 0.32 wtMFSD2a, 1.1-fold +/-

0.37 N217Q and 1.49-fold +/- 0.91 N227Q). Altogether, these results show that the 

effect of Gal-l on the infectivity ofSyn-2-pseudotyped-viruses is not cell-type specifie 

and depends on the expression of MFSD2a but apparent! y not one particular N -glycan. 

3.4.4 Galectin-1-dependent increase of the infectivity of Syncytin -2-pseudotyped 

viroses is reproduced on different human celllines 

We wished next to investigate the association between Gal-l and Syn-2 on other 

human cells that are relevant in the physiopathology of Syn-2. We used HUVEC and 

Jurkat celllines as models of endothelial and lymphoid cells. We also chose U87-MG 

glioblastoma cells because they were reported to express relatively high levels of 
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MFSD2a transcripts in the Protein Atlas data base and were highly permissive to the 

infection with Syn-2-pseudotyped viruses (Figure 3.2C). Gal-l was previously shown 

to induce apoptosis in Jurkat and HUVEC cells (Lange et al. 2009; Jouve et al. 2013). 

The viability of HUVEC, Jurkat and U87-MG cells was thus first tested following 

incubation with PBS, 4 ~M Gal-l or 50 mM lactose (Figure 3.4A). Our results show 

that a 2h incubation with 4 ~M Gal-l does not significantly alter the viability of the 

cells. For Jurkat cells, Gal-l seems to slightly increase the number of cells but the effect 

was not statistically significant (Figure 3.4A). We then studied the effect of Gal-l 

addition during infection ofHUVEC, Jurkat and U87-MG cells and found a significant 

increase of the infectivity of Syn-2-expressing viruses when Gal-l was added during 

infection (Figure 3.4B, C and D) (mean fold increase +/-SEM HUVEC 33.4 +/- 0.05, 

Jurkat: 14.1 +/- 1.75, U87-MG 6.76 +/- 1.29). Once again, the simultaneous addition 

of lactose with Gal-l inhibited the increase of infectivity, confirming the necessity of 

protein-glycan interaction during infection (Figure 3.4B, C and D). These results show 

that the effect of Gal-l on the infectivity of Syn-2-pseudotyped viruses is reproduced 

in several human celllines and confirm that the presence of Gal-l in the extracellular 

space potentiates the interaction between Syn-2 and MFSD2a. 

3.4.5 Galectin-1 differently affects Syncytin-1 according to cell type 

Our previous study showed that Gal-l reduced Syn-1 infectivity on HEK293T cells 

in a dose dependent manner (Toudic et al., submitted). In order to confirm these results, 

we thought oftesting Gal-1/Syn-1 interaction on different celllines (Figure 3.5). When 

the infectivity of Syn-1-expressing viruses on HEK293T, HeLa and Cos-7 cells were 

compared, a significant decrease in infectivity on HEK293T was observed in presence 

of 4 ~M Gal-l (Figure 3.5A, mean fold change+/- SEM of 0.42 +/- 0.04, p=0.0002) 

(as we had previously observed), while a significant increase of infectivity on HeLa 

and Cos-7 cells was found (Figure 3.5B and C, 14.6-fold +/- 2.49 and 8.77-fold +/-
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1.45, respectively). For each experiment, the addition of lactose during infection 

inhibited the effect of Gal-l. 

We next infected Jurkat, HUVEC and U87-MG cells with Syn-1-pseudotyped viruses 

in presence of PBS, 4!-!M Gal-l or 4!-!M Gal-l +50 mM lactose and obtain different 

results (Figure 3.5D, E and F). On Jurkat and HUVEC cells, the infectivity was 

significantly increased in presence of Gal-l compared to the PBS control (mean fold 

change+/- SEM of 8.1 +/- 0.19, p value =0.0001 and 24.8 +/- 5.5, p value =0.0038). 

However, the addition of Gal-l during infection of U87-MG did not significantly 

change the infectivity compared to the virus only condition (Figure 3.5F, 1.59-fold +/-

0.36, p value =0.27). Altogether, these results demonstrate that Syn-1-pseudotyped 

viruses are differently affected by Gal-l depending on the infected cell type. 

3.4.6 Galectin-3 does not increase the infectivity of Syncytin-2-pseudotyped 

viruses but affects Syncytin-1-pseudotyped viruses in certain cell Iines. 

In addition to Gal-l, other members of the galectin family are expressed in the 

placenta (Blois et Barrientos 2014). Among placenta! galectins, Gal-3 was extensively 

studied and localized in villous and extravillous trophoblasts as well as in the 

choriocarcinoma Be Wo cell line (Lee et al. 1998; Vicovac et al. 1998; Dalton et al. 

2007). We wished to address its putative association with Syn-1 and -2 using our model 

ofpseudotyped viruses. We infected HEK293T, HeLa and U87-MG cells either with 

Syn-1- or Syn-2-pseudotyped viruses in presence of PBS, 4!-!M Gal-3 or 4!-!M Gal-3 

and 50 mM lactose (Figure 3 .6). Prior to the infection of HeLa cells with Syn-2-

pseudotyped viruses, cells were either transfected with an empty vector (mock

transfected) or with the pLVX-MFSD2a V5/His expression vector (Figure 3.6B). Our 

results showed that Gal-3 had no effect on the infectivity of Syn-2-pseudotyped viruses 

on any tested cells, which confirm our previous observations (Figure 3.6A-C) (Toudic 

et al., submitted). When Syn-1-pseudotyped viruses were tested, Gal-3 significantly 
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increased the infectivity of the se viruses on HeLa cells but neither on HEK293 T nor 

on U87-MG, despite a trend toward increased infectivity in the latter (Figure 3.6D-F). 

These results confirm the inactivity of Gal-3 towards Syn-2 and show that, as Gal-l, 

the association with Syn-1 and its impact seems to be cell dependent. 

3.4. 7 Galectin-1 affects the fusion activity of the endogenous retro viral envel ope 

EnvP(b) 

The finding of specifie interactions between Gal-l and the two human Syncytin 

proteins prompted us to test if Gal-l could also interact with EnvP(b ), another 

conserved fusogenic ERV envelope protein (Aagaard et al. 2005; Blaise et al. 2005; 

V argas et al. 20 12). Because we were not able to pro duce infectious pseudotyped 

viruses using EnvP(b ), a cell fusion assay was used in arder to investigate the potential 

association between Gal-l and this envelope protein. HEK293T cells were selected for 

this assay as we previously observed mild syncytialisation of these cells following 

EnvP(b) expression (Vargas et al. 2012). The results presented in Figure 7 A show that 

the addition of recombinant Gal-l on EnvP(b)-transfected HEK293T cells induced 

their fusion compared to PBS-treated cells, an induction that depended on the 

expression ofEnvP(b), as treatment ofmock-transfected cells with Gal-l did not lead 

to syncytia formation. When the cellular fusion index was calculated, a significant 

increase in the number of fused cells was further confirmed in presence of Gal-l 

compared to the PBS treatment (Figure 3.7A, 18.2% with Gal-l vs. 4.29% with the 

PBS control, p=O.Ol4). The addition of lactose antagonised the effect of Gal- l , with a 

cellular fusion index lowered to 3% (Figure 3.7B). These results thus demonstrate that 

Gal-l can also modulate the fusogenic activity of EnvP(b ), an effect that depends on 

the glycan-binding capacity of this galectin. 
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3.5 Discussion 

In a previous report, we found a specifie association between Syn-2 and Gal-l 

using Syn-2-pseudotyped viruses and showed an interaction between Gal-l and Syn-

2-expressing viral particles, resulting in increased infectivity. Our results also 

suggested that the interaction of Gal-l with Syn-2-pseudotyped viruses maximize the 

interaction between Syn-2 and MFSD2a, as the effect was only observable during the 

early-phase of infection (Toudic et al. submitted). With the present study, we now 

confirm this association in different cell lines and provide evidence that Gal-l 

repeatedly increased the binding of Syn-2 with MFSD2a using cell fusion and infection 

assays. In each experiment, the presence of lactose, an antagonist to Gal-l that compete 

for the binding of the CRD, inhibited the activity of Gal-l. This indicates that the 

association between Gal-l, Syn-2 and MFSD2a entails a protein-glycan interaction, 

which was reported to involve N-glycans in several other studies showing an 

interaction between Gal-l and viral envel opes (Garner et al. 201 0; St-Pierre et al. 2011; 

Yang et al. 20llb; Toledo et al. 2014). 

The presence of two and nine N-glycosylation sites has been previously 

confirmed for MFSD2a and Syn-2, respectively (Reiling et al. 2011; Cui et al. 2016). 

Nevertheless, our results indicate that Gal-l does probably not bind specifically to one 

ofMFSD2a N-glycans. Indeed, the expression ofMFSD2a N-glycosylation mutants in 

HeLa cells did not change the effect of Gal-l on the infectivity rate of Syn-2-

pseudotyped viruses. Unfortunately, the double N-glycosylation mutant, in which both 

asparagines are mutated, was poorly expressed and mostly retained in the endoplasmic 

reticulum compared to the wt and single N -glycosylation mutant pro teins and could not 

be used in our infection experiments (data not shown). Thus, either one N-linked 

oligosaccharide is sufficient in order to allow the binding of Gal-l to MFSD2a 

(regardless ofwhich asparagine is glycosylated) or Gal-l recognizes 0-glycans on this 

glycosylated protein. Another possibility is that Gal-l does not directly interact with 
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MFSD2a but rather favors the clustering of Syn-2 homotrimers or stabilize 

homotrimers, thus optimizing Syn-2/MFSD2a interaction or the TM-mediated fusion 

of adjacent membranes, events that require oligomerization of retroviral envelopes 

(Earl et al. 1992). 

Our results also suggested that Syn-2 specifically associates with Gal-l as Gal-

3 did not increase infectivity of Syn-2-expressing viruses on any tested celllines, even 

tho se that express high levels of MFSD2a. The se results are similar to previous reports 

on HIV-1 (Mercier et al. 2008; St-Pierre et al. 2011). For this retrovirus, Gal-l but not 

Gal-3 was shown to increase its infectivity through the binding of clustered N-glycans 

on the gp 120 and CD4 receptor. It was proposed that the conformation of gp 120 

prevents the binding ofGal-3 , as this galectin can binds to free forms ofgpl20 glycans 

(St-Pierre et al. 2011). It is thus possible that the conformation of Syn-2 is a hindrance 

to the binding of Gal-3. Because galectins present different binding affinities for 

saccharides, another possibility would be that Gal-3 does not bind to Syn-2 glycans. 

However, this is unlikely as Gal-l and -3 can recognize the same oligosaccharides and 

Gal-3 presents a higher binding affinity compared to Gal-l (Hirabayashi et al. 2002). 

Severa! analyses are now needed to molecularly characterize the interaction between 

Gal-l and Syn-2, such as determining the nature and composition of Syn-2 glycans and 

identify which oligosaccharides are necessary for the binding of Gal-l. More direct 

evidences of the interaction are also needed in trophoblastic cells in order to confirm 

the relevance of our findings in placenta! function. 

Our previous work showed that Syn-1 and -2 were differently affected by Gal

l , with a significant reduction of the infectivity of Syn-1-pseudotyped viruses on 

HEK293T cells compared to a significant increase for Syn-2-expressing viruses 

(Toudic et al. submitted). The present results now demonstrate a cell type-specifie 

effect of Gal-l on the infectivity of Syn-1-expressing viruses. The observed variation 

is unlikely accountable for viral production as the same preparation of Syn-1-

pseudotyped viruses was used in different infection experiments. However, Syn-1 can 
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use two cellular receptors, SLC1A4 and SLC1A5 (Lavillette et al. 2002), which could 

imply complex interactions between Gal-l, Syn-1 and its receptors. Possible 

explanations for such differences could come from the differentiai expression of 

SLC1A4 and SLC1A5 between cells or variations in the composition or structure of 

the N- or 0-linked oligosaccharides from one cellline to another (Croset et al. 2012; 

Holst et al. 2017; Gioia et al. 2018). The latter hypothesis suggests different post

translational glycosylations ofSLClA4 and SLC1A5 which possess two conserved N

glycosylation sites (Lavillette et al. 2002). Also, even though Syn-1 can use bath 

receptors, to our knowledge the binding affinity for either one of these proteins was 

never investigated. Thus, it is possible that the interaction of Syn-1 with one receptor 

is more optimal and variations in the expression of this receptor between cells could 

exp lain discrepancies in the effect of Gal-l. 

Interestingly, when Gal-3 was tested along with pseudotyped viruses, cell-type 

specifie effect was again specifically noted for Syn-1-pseudotyped viruses. We 

observed a similar increase of the infectivity between Gal-l and Gal-3 on HeLa cells 

but the addition of the latter during infection did not change the infectivity on 

HEK293T cells. On U87-MG, Gal-l increased the infectivity of Syn-1-pseudotyped 

viruses, although non-significantly, whereas Gal-3 did not modulate the infectivity. 

Our results thus suggest that the effect ofboth Gal-l and Gal-3 with Syn-1 depends on 

the target cell. Interestingly, different effects of Gal-l was reported over the infectivity 

of Nipah virus, in which case the presence of the galectin in the extracellular milieu 

favored the primary infection of endothelial cells but inhibited later stages of the viral 

infectious cycle, including envelope-induced syncytia formation (Levroney et al. 2005; 

Garner et al. 2015). However, cell type-specifie effect of Gal-l or Gal-3 on the same 

virus has not been reported, to our knowledge, and we cannat rule out that the observed 

variations are inherent to the nature of the transformed cells used in the se experiments. 

Nevertheless, as Syn-1 and -2 are expressed on circulating placenta! extracellular 

vesicles (Holder et al. 2012b; Tolosa et al. 2012; Vargas et al. 2014), the observed 



168 

associations between galectins and Syn-1 and -2 could have implications during the 

interaction of these vesicles with cells, especially re garding endothelial and immune 

cells (Holder et al. 2012a; Mincheva-Nilsson et Baranov 2014; Cronqvist et al. 2017). 

Moreover, abnormal expression of Syn-1 was reported in se veral tumor cells and linked 

to the fusion between cancer and endothelial cells (Bjerregaard et al. 2006; Strick et al. 

2007; Aagaard et al. 2012; Yan et al. 2017), a process that could also involve Gal-l as 

the expression and secretion of this galectin is induced in endothelial cells that surround 

tumors to stimulate tumoral angiogenesis (Thijssen et al. 2006; Thijssen et al. 201 0) 

Finally, using a cellular fusion assay, we found that Gal-l potentiates the fusion 

activity of EnvP(b ). The ectopie expression of EnvP(b) in HEK293T cells led to a 

significant increase in syncytia number when recombinant Gal-l was added into culture 

media compared to control conditions, an effect that depended on the ~-galactoside

binding activity of Gal-l. Previous reports identified EnvP(b) as a fusogenic ERV, 

transcriptionally expressed in several tissues, including the placenta, and that is 

involved in fusion of trophoblastic cells although, not essential to syncytialisation 

(Blaise et al. 2005; Aagaard et al. 2012; Vargas et al. 2012). Interestingly, Aagaard et 

al. (2012) found that EnvP(b) mediated heterotypic cell fusion between BeWo and 

endothelial cells and th us could participate in tumor development ( Aagaard et al. 20 12). 

Finding an association between Gal-l and EnvP(b) is of particular interest as many 

tumor cells secrete higher levels of Gal-l , which was found to stimula te tumoral 

angiogenesis and favor tumoral immune evasion (Daroqui et al. 2007; Thijssen et al. 

2010; Thijssen et al. 2015). Because EnvP(b) transcripts have been detected in many 

tissues e.g. breast, ovaries, testis, skin and colon, higher secretion of Gal-l by tumor 

cells could also fa v or EnvP(b )-mediated heterotypic tumor cell fusion and contribute 

to tumor heterogeneity (Bastida-Ruiz et al. 2016; Platt et al. 2016). As EnvP(b) 

possesses a functional ISD, we can also speculate that it could be involved in tumoral 

immune evasion. However, EnvP(b) protein expression should be confirmed in other 

tissues than the placenta and expression levels compared with neoplastic tissues as a 
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starting point. It will also be important to assess the outcome of the association between 

Gal-l and EnvP(b) with other cellular models. 

3.6 Conclusion 

In this study, we report the modulation of the fusogenic property of three 

placenta! endogenous retro viral envel ope proteins, namely Syn-1, Syn-2 and EnvP(b ), 

by the ~-galactoside-binding protein Gal-l. More specifically, we confirmed the 

specifie impact of Gal-l on Syn-2 which potentiates the fusogenic capacity of Syn-2 in 

a CRD-dependent manner in several experimental models. We also observed functional 

associations between Syn-1 and two placenta! galectins, Gal-l and Gal-3 with the 

outcome of these interactions being cell type-dependent. Finally, our results suggest 

that EnvP(b) could also benefit from the presence of extracellular Gal-l. The fact that 

Gal-3 present an effect with Syn-1- but not Syn-2 suggests that the conformation and 1 

or the glycan composition ofboth proteins is different and that their fusogenic activities 

could be differently regulated by extracellular Gal-l and Gal-3. Confirming an 

association between placenta! galectins and Syn-1 and -2 brings new insights on the 

regulation of trophoblast cells fusion. lndeed, Gal-l could potentiate the fusogenic 

activity of Syn-2 in vCTB whereas Gal-l and -3 could regulate the fusogenic activity 

of Syn-1 which is expressed in fusogenic and non-fusogenic trophoblast cells. These 

results are also relevant regarding the biological function of placenta! extracellular 

vesicles. Because Syn-1 and -2 are expressed in placenta! extracellular vesicles (Holder 

et al. 2012b; Tolosa et al. 2012; Vargas et al. 2014), extracellular Gal-l could increase 

the interaction of placenta! extracellular vesicles with endothelial and immune cells. 

Finally, our results suggest that the association of Gal-l with Syn-1 and EnvP(b) could 

be relevant in cancer, as abnormal expression of fusogenic proteins and Gal-l could 

participate in tumor development and immune evasion. 
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This study brings new insights on the molecular events occurnng during 

syncytialisation oftrophoblast cells and suggest different regulation mechanisms of the 

fusogenic activity of Syncytin proteins in the human placenta. 
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Figure 3.1: Galectin-1 increases the fusion of Syncytin-2- expressing 

HEK293T cells. 

A. Confocal microscopy imaging ofHEK293T cells transfected with either the phCMV 

empty vector (CTL) or phCMV-Syn-2 expression vector and treated with PBS, 4 1-1M 

Gal-l or 4j.lM Gal-l +50 mM lactose for 24 h. Plasma membranes and nuclei were 

stained with CellMask and Hoechst solutions, respectively. Cell fusion was assessed 

by confocal microscopy and representative images of five different fields are shown. 

Scale bar: 20 j.lm. B. Cellular fusion index of HEK293 T cells transfected and treated 

as in A. For each condition, the fusion index was calculated on eight confocal 

microscopy fields as follow: (Ns/Nt) *lOO with Ns: number ofnuclei in syncytia, Nt: 

total nucleus number. The graph represents the mean fusion index +/- standard error of 
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the mean (SEM) of three independent experiment, expressed as a percentage. * * p< 

0.01, ns: non-significant. 
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Figure 3.2: Infection rates of pseudotyped viruses on different celllines. 

• Hela 
• HUVEC 
a HEK293T 
" U87-MG 

A-D. Env-control (A), Syn-1- (B), Syn-2- (C) and VSV-G- (D) pseudotypes viruses 

were used to infect five human and one simian celllines in triplicate. Cells were lysed 

24 h post infection (p.i) and luciferase activity was measured. The results are expressed 

as the mean relative light unit (RLU) +/- standard deviation (SD) normalized against 
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the protein concentration of samples of three independent experiments. E. Infection 

rate of Syncytin-2-expressing viruses plotted against MFSD2a transcript levels in four 

human celllines. MFSD2a expression levels are expressed as transcripts per kilobase 

million (TPM) and were collected from the Human Protein Atlas Cell Atlas database. 

Infection rates are expressed as RL U and were o btained from three in dependent 

infection experiments with Syn-2-pseudotyped viruses on each cellline. 
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A. MTT survival assay ofHEK293T, Cos-7 and HeLa cells incubated with PBS, 4J..tM 

Gal-l or 50 mM lactose. Results from two independent experiments were pooled and 

expressed as the mean percentage of viable cells compared to the control+/- SD. B-C. 

Infection of HEK293T, Cos-7 (B) or HeLa (C) cells with Syncytin-2-pseudotyped 

viruses in presence ofPBS (virus only), 4 J.!M Gal-l (Gal-l) or 4 J.!M Gal-l+ 50 mM 

lactose (Gal-l + Lact). HeLa cells were transfected with either an empty vector (mock) 

or with wtMFSD2a, N217QMFSD2a or N227QMFSD2a expression vectors. 

Luciferase activities were measured 24 h p.i. and normalized against the protein 

concentration. Results are the mean +/- SEM of three in dependent infections, expressed 

as fold-change in infectivity compared to the virus only condition. *** p<O.OOl ** p< 

0.01. 
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Figure 3.4: Galectin-1 significantly increases the infectivity of Syn-2 

pseudotyped viroses on different human celllines. 
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A. MTT survival assay of HUVEC, Jurkat and U87-MG cells incubated with PBS, 

4!-!M Gal-l or 50 mM lactose. The results of two independent experiments are 

presented and are expressed as the mean percentage +/- SD of viable cells compared to 

the PBS control. B, C and D. Infection of HUVEC (B), Jurkat (C) and U87-MG (D) 

cells with Syn-2-pseudotyped viruses combined with PBS (virus only), 4 !-LM Gal-l 

(Gal-l) or 4!-!M Gal-l +50 mM lactose (Gal-l+ Lact). Following infection, cells were 

lysed and luciferase activities measured. Luciferase activities were normalised against 

the protein concentration. Graphs represent the mean fold-change in infectivity +/

SEM overthe virus only control ofthree independent infection experiments. ** p<O.Ol, 

*** p<O.OOl, **** p<O.OOOl. 
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Figure 3.5: The effect of Galectin-1 on the infectivity of Syncytin-1-

pseudotyped viroses depends on the cellline. 

HEK293T (A), HeLa (B), Cos-7 (C), Jurkat (D), HUVEC (E) and U87-MG (F) cells 

were infected with Syn-1-pseudotyped viruses in presence ofPBS (virus only), 4 J..!M 

Gal-l (Gal-l) or 4 J.lM Gal-l and 50 mM lactose (Gal-l + Lact). Cells were lysed 24h 

p.i. and luciferase activity measured in triplicate. For each sample, the luciferase values 

were normalized against the prote in concentration and the results expressed as fold

change in infectivity compared to the PBS control. Graphs represent the average fold

change +/- SEM of three independent infection experiments for each cell lines. ** 
p<O.Ol, *** p<O.OOl, **** p< 0.0001 
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Figure 3.6: Galectin-3 does not modulate the infectivity of Syncytin-2-

pseudotyped viroses and exerts cell-specific modulation of the 

infectivity of Syncytin-1-pseudotyped viroses. 

Syn-2-pseudotyped (A-C) or Syn-1-pseudotyped (D-F) viruses were used to infect 

HEK293T (A and D), HeLa (BandE) or U87-MG (C and F) cells in the presence of 

PBS (virus only), 4 J.lM Gal-3 (Gal-3) or 4 J.lM Gal-3 +50 mM lactose (Gal-3 + Lact). 

In B, HeLa cells were transfected with an empty vector (mock-transfected) or with a 
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MFSD2a expression vector prior to infection. Cells were lysed 24h p.i. and luciferase 

activities measured. For each sample, the luciferase values were normalized against the 

protein concentration and the results expressed as fold-change in infectivity compared 

to the PBS control. Graphs represent the average fold-change in infectivity +/- SEM of 

three independent infection experiments for each cellline. ** p<O.Ol. 
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Figure 3. 7: Galectin-1 increases the fusion capa city of Env P(b ). 
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A. Representative confocal microscopy images ofHEK293T cells transfected with the 

pTH empty vector (CTL) or pTH-EnvP(b) expression vector and treated with either 

PBS, 4 J.lM Gal-l or 4 J.lM Gal-l + 50 mM lactose. Twenty-four h after treatment, 

plasma membranes and nuclei were stained with CellMask and Hoechst solutions, 

respectively. Cells were visualized with a Nikon Eclipse Ti microscope coupled to a 

Nikon Al confocal unit using an oil 60x objective. Representative images from 5 

confocal fields are shown. Scale bar: 20 J.lm. B. Cellular fusion index was calculated 
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from EnvP(b)-transfected HEK293T cells. For each condition, syncytial nuclei and 

total number of nuclei from 8 confocal microscopy fields were counted and a cell fusion 

index was calculated as follow: (Ns/Nt) *100 with Ns: number ofsyncytial nuclei, Nt: 

total number of nuclei. The graph represents the average percentage of fused cells from 

three independent experiments. * p< 0.05. 

3.9 Supplementary material 
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Figure 3.8: Expression and localisation ofMSFD2a N-glycosylation mutants. 

A. Western-blot analysis of the expression of wtMFSD2a, N217Q and N227Q 

MFSD2a mutants. HEK293 T cells were transfected with pL VX-YFP ( CTL ), pL VX

MFSD2a-V5 (WT), pLVX-N217Q-V5 or pLVX-N227Q-V5. Cells were lysed 48 h 

after transfection and protein extracts analysed by western-blotting. MFSD2a 
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expression was detected using an anti-V5 antibody (upper panel, lB: immunoblot). An 

immunoblot against GAPDH served as a loading control (lower panel). B. 

Immunolocalization of wtMFSD2a, N217Q and N227Q observed by confocal 

microscopy. Cos-7 cells were transfected with pL VX- (neg. CTL), pL VX-MFSD2a VS, 

pLVX-N217QV5 or pL VX-N227QV5. Cells were fixed 48 h after transfection, fixed 

with 2% PFA and permeabilized with a solution of 0.01% Triton X-100 in PBS. 

MFSD2a proteins were immunolocalized using anti-V5 and Alexa Fluor 568 anti

mouse lgG antibodies (red) and nuclei were stained with Dapi (blue). Stained cells 

were analysed by confocal microscopy using a Nikon Eclipse Ti microscope coupled 

with a Nikon AIR confocal unit and the CFI Plan Apochromat A 60x/1.4 oil objective. 

Representative images ofthree independent transfections are shown. Scale bar: 10 J.Lm. 





CHAPITRE IV 

LE RÔLE DE LA SYNCYTINE-2 ET DE LA GALECTINE-1 DANS 
L'INTERNALISATION DES VÉSICULES EXTRACELLULAIRES 

PLACENTAIRES PAR LES CELLULES ENDOTHÉLIALES HUMAINES DE LA 
VEINE OMBILICALE (HUVEC) 



182 

AVANT PROPOS 

Le quatrième chapitre fait état de résultats obtenus tout au long de mon doctorat 

et qui sont orientés sur la deuxième hypothèse de recherche : 1' expression des 

Syncytines à la surface des vésicules extracellulaires placentaires pourrait aider à 

l'internalisation de ces vésicules dans les cellules. Ce projet s'est particulièrement 

intéressé à 1 'internalisation des vésicules extracellulaires placentaires dans les cellules 

endothéliales et au rôle potentiel de la Syncytine-2 dans leur internalisation. 

Ce projet de recherche est le fruit d'une collaboration avec Dr Line Leduc (MD, 

PhD) de l'hôpital Ste-Justine et avec l' hôpital St-Luc pour l'obtention de placentas 

normaux à terme. L'isolement des cytotrophoblastes villeux à partir des placentas a été 

réalisé dans le laboratoire de Dre Julie Lafond avec l'aide précieuse de Xavier Elisseeff 

(M.sc) et de Gatien Lokossou (PhD). Le reste des analyses ont été faites dans le 

laboratoire du Dr Benoit Barbeau. L'ensemble des manipulations et de l'analyse des 

résultats ont été réalisés par moi-même avec l'aide de Diane Gingras et de Denis Flipo 

pour les analyses de microscopie électronique et d'imagerie en temps réel. 

Les résultats présentés dans ce chapitre sont préliminaires et demanderont à être 

complétés par des répétitions d'expériences et d'autres analyses avant de pouvoir être 

soumis pour publication. 
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4.1 Abstract 

Preeclampsia (PE) is a pregnancy syndrome that affects 5 % of pregnancy 

worldwide and causes li fe-threatening risks for the mother and child. PE is associated 

with abnormal placentation, with defects in invasion and syncytiotrophoblast (STB) 

formation, and endothelial cell dysfunction which lead to reduced placental functions 

and fetal development. Extracellular vesicles (EV s) also contribute toPE by affecting 

the function of endothelial and immune cells. The STB is formed by the fusion of 

villous cytotrophoblasts, a process that involves many factors including the fusogenic 

endogenous retroviral protein Syncytin-2 (Syn-2) and the ~-galactoside-binding lectin, 

Galectin-1 (Gal-l). Decreased expression of Syn-2 is found in PE placentas and was 

linked to the defect in STB formation. Interestingly, the decrease in Syn-2 expression 

in the placenta reflects on placental EVs released form the STB. However, the function 

of Syn-2 when present at the surface of placental EVs is unknown. The aim of this 

study was to follow the entry of placental EV s into endothelial cells and to address the 

roles of Syn-2 and Gal-l during the internalization process. Using HUVEC cells as a 

mo del for endothelial cells and primary cultures of villous cytotrophoblasts to produce 

placental EV s, we found that Syn-2 contributes to the internalisation of placental EV s 

in endothelial cells and that Gal-l could be a factor involved during the binding of EV s 

to the surface of cells. Overall, these preliminary results suggest that Syn-2 could direct 

placental EV s to endothelial cells, a pro cess that could be affected by the decreased 

expression of Syn-2 on placental EV s during PE. 

4.2 Introduction 

Pre-eclampsia (PE) is a life-threatening hypertensive pregnancy syndrome, 

responsible for maternal and fetal mortality and morbidity and a major cause of pre

term birth (Duley 2009). PE affects around 5% of pregnancies worldwide and is 
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diagnosed when the characteristic symptoms of recurrent hypertension and proteinuria 

appear in a previously normotensive women, around the 20th week of gestation (Myatt 

et Roberts 2015). The only curative treatment option for PE is delivery. The 

physiopathology of PE is complex with abnormal placentation, dysfunction of 

endothelial cells, increased inflammation as well as multifactorial causes (Steegers et 

al. 201 0). Placentation defaults in elude less placenta invasion, reduced maternai 

arteries remodelling and abnormal syncytiotrophoblast (STB) formation (Fisher 2015; 

Roland et al. 20 16). 

The STB is a syncytial structure that covers the chorionic villi and cornes into 

direct contact with the maternai blood that floods the intervillous space. The STB 

displays major function during pregnancy allowing nutrient and gas exchanges 

between maternai and fetal blood as well as producing pregnancy hormones and 

imrnunomodulatory molecules (Kameda et al. 1990; Costa 20 16a). The STB is formed 

by the fusion of underlying cells called villous cytotrophoblasts (vCTBs) that will 

periodically exit the cell cycle and fuse with the STB in order to maintain this structure 

throughout pregnancy (Gerbaud et Pidoux 2015). The fusion ofvCTBs is a complex 

process, involving many transcriptional factors and proteins. Syncytialisation requires 

the molecular differentiation of cells with modified expression and localization of 

adherens, tight and gap junction proteins and expression of two endogenous retroviral 

fusogenic proteins, Syncytin (Syn)-1 and -2 (Ger baud et Pi doux 20 15). Syn-1 and -2 

are two conserved endogenous retroviral envelope proteins, specifically expressed in 

the human placenta. They mediate vCTB fusion through the interaction with their 

specifie cellular receptors, SLC1A4 and SLC1A5 for Syn-1 and MFSD2a for Syn-2 

(Mi et al. 2000; La villette et al. 2002; Blaise et al. 2003; Frendo et al. 2003b; Vargas 

et al. 2009; Toufaily et al. 2013). Furthermore, the expression ofboth Syn-1 and -2 is 

dysregulated in PE, with a significant decrease in their expression levels in PE 

placentas that was correlated with the severity ofPE (Lee et al. 2001; Chen et al. 2008; 
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Vargas et al. 2009; Vargas et al. 2011). Interestingly, Syn-1 and -2 are also associated 

with placenta! extracellular vesicles (EVs) that are shed from the STB. 

Placental EVs include plasma membrane-budding vesicles, called 

microvesicles, and exosomes that originate from the endosomal compartment and are 

externalized after the fusion of multivesicular bodies with the plasma membrane 

(Colombo et al. 2014 ). Placenta! EV s are secreted locally and dispersed toward other 

organs after entering the peripheral circulation. These vesicles can be isolated from 

other EV s based on the expression of the placenta! alkaline phosphatase (PLAP), a 

placenta-specifie protein, along with other EV markers, e.g tetraspanin CD9 and CD63 

(Sabapatha et al. 2006; Salomon et al. 2014b; Kowal et al. 2016). During pregnancy, 

placental EV s were ascribed angiogenic and immunomodulatory fun etions with the 

delivery of functional miRNAs and proteins to endothelial and immune cells that 

modify their activities (Mincheva-Nilsson et Baranov 2014; Cronqvist et al. 2017). 

EV s also contribute to the physiopathology of PE, especially with the increased 

expression of antiangiogenic proteins and the induction of pro-inflammatory cytokines 

release from immune cells, responsible for dysfunction of endothelial cells and 

inflammation (Lok et al. 2008; Messerli et al. 2010; Lee et al. 2012; Tong et al. 2017). 

The active uptake of EV s by cells involves multiple ligand-receptor interaction; 

however, the actors and mechanisms behind this process remain largely unknown 

(Mulcahy et al. 2014). The expression of Syn-1 and -2 on placenta! EVs could direct 

the internalisation of the se vesicles in cells (Vargas et al. 2014 ). Indeed, we have 

previously shown that the uptake of Syn-1- and Syn-2-expressing EV s by 

trophoblastic-like BeWo cells was higher when cells were induced for the expression 

of Syn-1 and -2 specifie receptors and that the production of Syn-1- or Syn-2-depleted 

EVs reduced their cellular uptake compared to control EVs (Vargas et al. 2014). These 

results are of particular interest in the context of PE, where a significant decrease in 
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Syn-2 expression was noted on placental EV s isolated from PE patients and which 

could affect placental EVs uptake (Vargas et al. 2014). 

Another protein associated with STB formation is Galectin-1 (Gal-l), a ~

galactoside-binding soluble and extracellular protein. Gal-l is a prototypic galectin 

containing a single carbohydrate recognition domain (CRD) that binds preferentially 

to multibranched complex glycans and exists as monomeric or dimeric forms 

(Hirabayashi et al. 2002). In the placenta, Gal-l was localized in vCTBs, STB and 

extravillous CTBs and implicated in embryo implantation, immunoregulation, 

angiogenesis and vCTB fusion (Jeschke et al. 2004; Fischer et al. 201 0; Barrientos et 

al. 2014; Hutter et al. 2016). Moreover, Gal-l expression is dysregulated in PE 

placentas compared to control tissues and a lower level of circulating Gal-l during the 

second trimester of pregnancy was associated with a risk to develop PE (Freitag et al. 

2013; Hirashima et al. 2018). Interestingly, Gal-l is also involved in cell-pathogen 

interaction and increases the binding of different viruses to the surface of target cells 

by interaction with viral and cell surface glycans (St-Pierre et al. 2011; Garner et al. 

20 15). However, despite structural similarities between viral partiel es and EV s 

(Meckes et Raab-Traub 2011 ), to our knowledge the role of Gal-l in the cellular 

internalisation of EV s was never investigated. 

The aim of the present study was to characterize the uptake of placental EV s in 

endothelial cells, a cell type greatly affected in PE, and to address the role of Syn-2 and 

Gal-l during the internalisation of EV s in this cell type. U sing HUVEC cells as a model 

for endothelial cells, the main findings in this work are that Syn-2 contributes to the 

internalisation of placental EV s in endothelial cells and that Gal-l could be a factor 

involved during the binding of EV s to the surface of cells. 
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4.3 Material and Methods 

4.3.1 Ethical Statement 

This study was approved by ethical committees of Université du Québec à Montréal, 

of St-Luc hospital (Centre Hospitalier Universitaire de Montréal (CHUM), Montréal, 

Canada) and of Ste-Justine hospital (Centre Hospitalier Universitaire Ste-Justine, 

Montréal, Canada). Following delivery, normal term placentas were obtained after 

written informed consent was signed by participants, following the guidelines of ethical 

committees. 

4.3.2 Primary cells and celllines 

Primary villous cytotrophoblasts were isolated from normal term placentas according 

to previously published protocols (Le Belle go et al. 2009; Vargas et al. 2011 ). Villous 

cytotrophoblasts were cultured in high glucose Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM) containing 2mM L-glutamine (Wisent, St-Bruno Qc, Canada) and 

supplemented with 25 mM HEPES (lM HEPES Gibco™, Thermo Fischer Scientific, 

Waltham, MA), lX penicillin-streptomycin-neomycin (lOOx Gibco™ penicillin

streptomycin-neomycin solution, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA) and 10% 

EV-free fetal bovine serum (FBS) (ultracentrifugated ovemight 100 000 g at 4°C) 

(Wisent, St-Bruno Qc, Canada) (Vargas et al. 2014). Villous cytotrophoblast were 

maintained in culture for 4 d during which they differentiate and fuse (Kliman et al. 

1989). BeWo and HEK293T cells were obtained from ATCC and grown in Ham's F12 

or D1t1E1vf respectively, containing 2m1vf Glutamine and 10% FBS (Wisent, St-Bruno 

Qc, Canada). HUVEC cells were a gift from Dr. Borhane Annabi (Department of 

chemistry, Université du Québec à Montréal, Montréal,Canada) and cultured in 

EGM™-2 BulletKit™ medium (Lonza, Walkersville, MD) containing 5% FBS. Cells 

were cultured without antibiotics except in experiments with extracellular vesicles, 
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where penicillin and streptomycin (1 OOx penicillin and streptomycin solution, Wisent, 

St-Bruno Qc, Canada) was added to media. All cells were maintained at 37°C in 5% 

co2 atmosphere. 

4.3.3 Plasmids and recombinant Galectin-1 

phCMV1 and phCMV1-Syncytin-2 expression vectors were previously described 

(Vargas et al., 2009). Recombinant Galectin-1 was produced in bacteria as previously 

described (Mercier et al. 2008; St-Pierre et al. 2011). 

4.3.4 Production and isolation of extracellular vesicles 

Placenta! extracellular vesicles were isolated from the culture supernatants of villous 

cytotrophoblasts. During the 4 d of culture, culture media were collected at d 2 and 4. 

For control and Syncytin-2-expressing extracellular vesicles, 5 x 106 HEK293T cells 

were plated and transfected with 5 ~g of the phCMV1 control vector or phCMV1-

Syncytin-2 expression vector using polyethylenimine (PEI) (1 ~g/ml stock solution, 

MW 25,000, Polysciences Inc., Warrington, PA). Six hours after transfection, cells 

were rinsed once in warm PBS and replenished with EV -free media. Culture 

supernatants were collected 48 h after transfection. Isolation of extracellular vesicles 

was previously described (Vargas et al. 2014). Briefly, conditioned media collected 

form HEK293T and villous cytotrophoblast cells were cleared from cells and debris by 

two centrifugation steps at 300 g and 2000 g at 4°C and filtration using a 0.45~m 

Steriflip™ vacuum filter (EMD Millipore, Cork, Ireland). Supematants were then 

cleared from large vesicles by centrifugation at 10,000 g for 30 min at 4°C using a 

SW32Ti rotor and an Optima™ L90-K centrifuge (Beckman-Coulter Inc., Montréal, 

QC, Canada). Supernatants were collected and small vesicles were pelleted by 

ultracentrifugation at 100,000 g for 70 min at 4°C using a SW32.1Ti rotor. Vesicle 

pellets were resuspended in 10 ml of sterile PBS and pelleted again by 
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ultracentrifugation at 100,000 g for 70 min at 4 °C. After the last ultracentrifugation 

step, pellets were resuspended in 100-300 1-11 sterile PBS or 100 1-1llysis buffer (50 mM 

Tris pH 7.4, 300 mM NaCl, 0.5% Triton X-100, 0.1 o/o sodium azide, supplemented 

with a protease inhibitor cocktail (Thermo Fischer Scientific, Rockford, IL)). Protein 

concentration of each sample was then measured using the Qubit™ fluorometric 

protein assay kit following the manufacturer's instructions (lnvitrogen, Thermo Fischer 

Scientific, Eugene, OR). 

4.3.5 Electron Microscopy analyses 

After isolation, extracellular vesicles were fixed in 50 1-11 of 1% glutaraldehyde and 

loaded on Formvar-carbon coated grids (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA). 

Grids were washed 8x with distilled water then contrasted with 50 1-11 of aqueous 

uranyl-oxalate pH 7 for 5 min. Samples were further contrasted and embedded with 50 

1-11 of a solution of0.4% uranyl-acetate and 1.8% methyl cellulose pH 4 for 10 min on 

ice. Excess liquids were removed using a Whatman paper (Sigma-Aldrich) and grids 

were air-dried for 5 min. Samples were visualized with a CM1 00 electron microscope 

(Philips, Eindhoven, The N etherlands ). 

4.3.6 Extracellular vesicles labelling 

Vesicles were labelled with the hydrophobie fluorescent dye PKH67 (Sigma-Aldrich, 

St-Louis, MO), as previously described with modifications (Vargas et al., 2014). 

Briefly, 0.5 1-1M PKH67 ( dissolved Diluent C) was mixed with vesicles (resuspended 

in Diluent C) at 1:1 ratio and incubated for 5 min at 37°C. Staining was stopped by 

addition of 500 1-11 ice-cold PBS containing 0.5% EV -free FBS and incubation of 1 min. 

a maximum of 10 ml cold PBS was added to the solution and stained vesicles were 

then pelleted by ultracentrifugation at 100,000 g for 70 min at 4°C. Pellets were 

resuspended in 4 ml EGM™-2 medium without FBS and resulting samples were 
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concentrated twice with Amicon® Ultra 4ml 100 kDa eut-off fil ter units (Millipore, 

Cork, Ireland). Filtrates were used as free-dye controls. 

4.3. 7 Live ce li imaging and confocal microscopy 

HUVEC (2.5 x 103
) and BeWo (5 x 103

) cells were seeded on poly-L-lysine-treated 

(Sigma-Aldrich) Lab-tek® coverglass 8-well plates (Thermo Fischer Scientific) 24 h 

prior to incubation with 2 J.tg PKH67 -labelled EV s. Imaging of live cells by differentiai 

interference contrast was started after addition of EV s using the A 1 R Nikon confocal 

unit attached to the inverted Eclipse Ti microscope with the Plan Apo À 60x/1.4 N.A 

oil objective coupled with a 60x Nomarski prism (Nikon Canada, Mississauga ON, 

Canada). Cells were maintained at 37°C and 5% C02 in a stage top incubator (OKO 

Lab, Ottaviano, Ital y) during the time of the experiment. Cells were visualized for 10 

h and pictures were obtained every 3 min (2 h), 5 min (2 h), 10 min (3 h) and 15 min 

(3 h). The resulting images were analysed with NIS element (Nikon Canada). For EV 

internalisation experiments in presence of recombinant Gal-l, 4 J.tg of PKH67 -labelled 

EVs were incubated on HUVEC cells (5 x 103
), plated in 24-well plates, with either 

PBS, 4 J.!M Gal-l or 4J.tM Gal-l + 50 mM lactose (Sigma-Aldrich). Cells were 

centrifuged at 1000 g for 2 h at 1 OOC, washed with PBS and incubated for 24 h in 

complete EV-free media at 37°C, 5% C02 before visualization of EV uptake by 

confocal microscopy with the Nikon AIR confocal unit. 

4.3.8 Flow cytometry 

Aldehyde sulfate 4 J.tm latex beads (Invitrogen, Burlington, Canada) were washed 3x 

in PBS before incubation with extracellular vesicles (30 J.tg) or bovine serum albumin 

(BSA) in PBS for 2 h at 4 °C. Unbound sites were blocked by addition of 100 mM 

glycine for 30 min at room temperature (RT). Beads were washed 3x in PBS. then 

blocked for 30 min with 2% FBS, 2% BSA in PBS at RT. After two washing steps in 
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PBS, beads were incubated with mouse monoclonal anti-CD63 antibodies (11500, 

ab8219, Abcam), our rab bit polyclonal anti-Syn-2 antibodies or pre-immune sera for 1 

hat RT. Beads were again washed 3x in PBS and incubated with Alexa Fluor 488 anti

mouse or anti-rabbit IgG antibodies (1/1000, AllOOl or All008, Invitrogen, Thermo 

Fischer Scientific, Eugene, OR) for 1 hat RT. Following three washes in PBS, beads 

were analysed on the C6 flow cytometer (BD Bioscience, Mississauga ON, Canada). 

For EV uptake experiments, HUVEC ( 5 x 1 03) cells were seeded in 24-weil plates 

before incubation with 2 or 4 j.lg PKH67-labeled EVs at 37°C, 5% C02 for 24 h. For 

the experiments with recombinant Gal-l, PKH67-labeled EVs were incubated on cells 

with either PBS, 4 ~-tM Gal-l or 4 ~-tM Gal-l +50 mM lactose and spun at lOOOxg for 

2 hat 10°C. Cells were then washed with PBS and incubated in fresh EV -free media 

for 24 h. Cells were finally trypsinised and analysed by flow cytometry on the C6 flow 

cytometer (BD Bioscience). Data were processed with the FlowJo software (FlowJo 

LLC, Ashland, OR). 

4.3.9 Western blot 

Protein samples (15 j.lg) from extracellular vesicles and cell lysates were resolved on 

12% acrylamide-bis acrylamide gels under reducing or non-reducing conditions (CD9 

and CD63 analysis). Proteins were transferred on 0.45 ~-tm PVDF membranes 

(Amersham™ Hybond™, GE Healthcare Life sciences, Germany). Membranes were 

blocked in PBS-0.05% Tween-20 (PBST) containing 5% BSA (Sigma-Aldrich, St

Louis MO) for 1 hat room temperature (RT). Membranes were incubated with the 

following antibodies ovemight at 4°C: mouse monoclonal anti-human CD9 (1/700, 

CBL162, EMD Millipore, Temecula, CA), mouse monoclonal anti-CD63 (1/700, 

CBL553, EMD Millipore, Temecula, CA), mouse monoclonal anti-PLAP (111000, 

abl33602, Abcam, Cambridge, MA). After three washes in PBST, membranes were 

incubated with sheep anti-mouse ECL horseradish peroxidase-conjugated antibodies 

(1/5000 GE Healthcare, UK) for 1 Yz hat RT. Following three washes in PBST, signais 
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were detected with a home-made revealing solution (Sol. A: 0.1M Tris-HCl pH 1 0.5, 

18% H202 mixed with Sol B: 0.1 M Tris-HCl pH 10.5, 450 ~M p-Coumaric acid 

diluted in DMSO, 7.5 mM Luminol in DMSO) using the Fusion Fx7 apparatus 

(Montreal Biotech Inc., Dorval, QC). 

4.3.10 Statistical analysis 

The two-way ANOVA test coupled with Bonferroni's post test was used for multiple 

mean comparison, using Graphpad Prism 6. 

4.4 Results 

4.4.1 Characterization of extracellular vesicles isolated from villous 

cytotrophoblast supernatants 

Villous cytotrophoblast (vCTB) cells isolated from normal placentas were 

cultured for 4 d and conditioned media were collected at d 2 and 4. The isolated 

placenta! EV s were analyzed by electron microscopy and representative images of the 

vesicles are presented in Figure 1 A. The images show cup-shaped EV s of different 

sizes, with an average size of 48.8 nm (Figure 4.1A and 4.1B). The vesicles were then 

analysed for the expression of CD9 and CD63, markers associated with EV s, and for 

the placenta! alkaline phosphatase (PLAP), a marker for EV s from placenta! origin. 

Western blot analyses showed expression of ail three markers in the vCTB EV extract 

while only PLAP was detectable in vCTB lysates (Figure 4.1 C). In order to detect the 

expression of Syn-2 on the surface of the isolated placenta! EV s, vesicles were bound 

to 4 ~rn beads and incubated with a specifie anti-Syn-2 antibody. Because Syn-2 

expression was shown to increase in vCTB during their differentiation (Vargas et al., 

2011 ), we compared the expression of Syn-2 on EV s isolated from the supematants sof 

d2 and d4 vCTB. Flow cytometry results presented on Figure 4.1D show that Syn-2 is 
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expressed on the surface of placental EV s with clear positive signais for EV s isolated 

at day 2 and 4 compared to the BSA control (negative control, Figure 4.1D). Also, Syn-

2 levels increased between EV isolated at d2 and d4. Although the percentage of 

positive EVs slightly increased from 95.7% to 97.8% between d2 and d4 EVs, mean 

FL1-A fluorescence values indicate a two-fold increase in fluorescence intensity 

between d2 and d4 EV (d2 mean FL1-A of 7055, d4 mean FL1-A of 16189). These 

results confirm the isolation of small vCTB-derived EV s that express Syn-2 on their 

surface and suggest an increase of Syn-2 expression between d2 and d4 isolated EV s. 

4.4.2 Placenta! extra cellular vesicles are internalised in endothelial cells 

W e next studied the cellular uptake of vCTB EV s in HUVEC cells as a mo del 

for endothelial cells. As Syn-2 expression increases during the differentiation ofvCTB, 

the uptake ofPKH67-labelled EVs isolated from two independent vCTB cultures at d2 

or d4 was compared in HUVEC cells by flow cytometry analysis (Figure 4.2A). The 

results showed no differences in the internalisation rates of d2 or d4 EV s after a 24 h 

incubation. W e then wished to characterize the kinetic of placental EV internalisation 

in HUVEC cells and compared the uptake of d4 vCTB EV s in Be W o and HUVEC cells 

by live cell imaging for 10 h (Figure 4.2B). The results suggested higher number of 

internalized EV s in Be W o compared to HUVEC cells with apparent higher 

fluorescence signais detected in Be W o cells from 2 h till 10 h of incubation. Despite 

different internalisation signais, the uptake ofEVs increased over time in both celllines 

and EV s were detected intracellularly as punctuated signais, localized in the 

perinuclear region in BeWo and HUVEC cells. Altogether, our results show that 

placental EV s can be internalised in HUVEC cells and loc alize in the perinuclear region. 
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4.4.3 Syncytin-2 is expressed on extracellular vesicles produced in HEK293T 

cells and enhances their uptake in endothelial cells 

In order to produce EVs that express only Syn-2, HEK293T cells were 

transfected with a Syn-2-expression vector. In parallel, HEK293T were mock 

transfected (with the empty vector) to obtain control EV s. Both types ofharvested EVs 

were positive for the expression of EV markers and Syn-2 (Figure 4.3). The expression 

of CD9 and CD63 was detected by Western-blot and flow cytometry analysis, 

respectively (Figure 4.3A and 4.3B). The expression of Syn-2 was assessed by flow 

cytometry on mock- and Syn-2-transfected cell-derived EVs (Figure 4.3C). Syn-2 was 

indeed present on the surface of HEK293T-derived EVs only when the cells were 

transfected with the Syn-2-expression vector. Notably, the expression of Syn-2 varied 

between samples (as an example, two different preparations gave 51.4% and 29.5% 

positive signais), probably due to transfection conditions. The detected signal was 

specifie as EVs stained with the pre-immune serum only reached 2% positive signal 

and control EVs, isolated form mock-transfected cells and stained with anti-Syn-2 

antibodies, showed 10% positive signal. 

To assess if the expression of Syn-2 on EV could influence the uptake ofthese 

vesicles in endothelial cells, control or Syn-2-positive EV s were stained with PKH67 

and increasing amount ofPKH67-labelled EV were incubated with HUVEC cells for 

24h. After incubation, cells were trypsinised and EV uptake was analysed by flow 

cytometry (Figure 4.3D). The results showed a dose-dependent increase in 

fluorescence signal in HUVEC cells for both EV sample compared to the cells 

incubated with unbound PKH67 (PKH67 CTL ), indicating EV -specifie fluorescent 

signais in cells. Interestingly, HUVEC cells incubated with Syn-2-expressing EVs 

seemingly showed higher mean fluorescence signais than cells incubated with control 

EV s. In order to confirm these results, internalisation of 4 J.Lg of PKH67 -labelled 

control or Syn-2-positive EV s in HUVEC cells was repeated and analysed by flow 



196 

cytometry and the results oftwo independent experiments are presented in Figure 4.3E. 

The results revealed a significant increase in mean fluorescence signais between cells 

incubated with control or Syn-2-positve EVs (p=0.0047), suggesting that the uptake of 

Syn-2-expressing EV might be higher than for control EV s. 

Th us, EV s produced in Syn-2-transfected HEK293T cells express Syn-2 on 

their surface and these EV are significantly more internalized in HUVEC cells 

compared to control EV s. 

4.4.4 The expression of Syncytin-2 on extracellular vesicles enhances their 

uptake in endothelial cells, an uptake that is further increased by 

extracellular Galectin-1 

In a previous study, we reported an association between Syn-2 and the ~

galactoside-binding protein Gal-l which favored the interaction between Syn-2 and 

MFSD2a (Toudic et al. submitted). We hypothesized that Gal-l could also optimize 

the binding of Syn-2-expressing EVs to the surface of HUVEC cells, which express 

MFSD2a. After showing that Syn-2-positive EVs can be produced in HEK293T cells 

(Figure 4.3), we treated control or Syn-2-positive labeled-EVs either with PBS, 4J..LM 

Gal-l or 4JlM Gal-l and 50 mM lactose, an antagonist to Gal-l that binds to the CRD, 

and incubated the vesicles with HUVEC cells by centrifugation at 1 000 g for 2 h at 

1 0°C. Cells were centrifugated at 1 OOC during the incubation period to optimize contact 

with EVs and allow the binding of PKH67-labeled EVs to cells with minimum 

endocytosis of the vesicles (Harding et Unanue 1990; Escrevente et al. 2011; Soleti et 

al. 2012; Tian et al. 2013; Banizs et al. 2018). After 24 h, the internalisation ofEVs 

was analysed by confocal microscopy and flow cytometry. As shown in Figure 4.4A, 

HEK293T-derived EVs were internalised in HUVEC cells and localized in the 

perinuclear region as observed with placenta! EVs. Interestingly, when Syn-2-

expressing EVs were incubated with Gal-l, the PKH67 signal was stronger than in cells 
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incubated with PBS- or Gal-l+ lactose-treated EVs (Figure 4.4A). Moreover, no such 

difference was notable in cells incubated with Gal-1-treated control EV s. Cells were 

then trypsinised and the internalisation of PKH67 -labeled EV s quantified by flow 

cytometry analysis (Figure 4.4B). The results confirmed the previous observations, 

with an increase in fluorescence intensity ofHUVEC cells incubated with Gal-1-treated 

Syn-2-expressing EVs compared to PBS-treated EV s. Strikingly, cells incubated with 

Gal-l + lactose-treated EV s showed a decrease in fluorescence intensity, which was 

comparable to PBS-treated cells, indicating that the effect of Gal-l during the cellular 

uptake of EV s involved its carbohydrate-binding capacity. The treatment of control 

EV s with Gal-l resulted in a slight increase of the cellular fluorescence intensity 

compared to the PBS treatment, which was reverted by the combination of lactose and 

Gal-l (Figure 4.4B). When the results of three independent experiments were 

combined, we observed that the treatment of EVs with Gal-l increases their cellular 

uptake whether they express Syn-2 or not, although the increase was non-significant 

(Figure 4.4C). Nevertheless, the results showed that Syn-2-expressing EV s were 

overall significantly more intemalized in HUVEC cells than control EV s (Figure 4.4C, 

p=0.047). Altogether, these preliminary results suggest that Syn-2 expression on the 

surface of EV s fa vors the ir internalisation in endothelial cells, a pro cess that might be 

optimized by the presence of Gal-l in the extracellular space. 

4.5 Discussion 

With these preliminary analyses, we confirmed the uptake of placenta! EV s by 

HUVEC cells and showed that the expression of the endogenous retroviral protein Syn-

2 on the surface of EV s increases their internalisation in endothelial cells. Although 

non-significant, our results suggest that Gal-l could favor the binding of EV s to the 

surface of cells. 
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In a prev1ous report, we showed that the expression of Syn-2 in vCTBs 

increases between 48 and 96 h of culture, whereas Syn-1 expression decreases (Vargas 

et al., 2009). Here, we confirmed the expression of Syn-2 on the surface of placenta! 

EV s, with a slight difference in expression between d2 and d4 placenta! EV s. When 

cellular uptake of the se placenta! EV s was compared, we did not observe any 

differences regarding their internalisation rates. Although an apparent difference in 

Syn-2 expression was observed between d2 and d4 EVs, this variation in Syn-2 

abundance might not be sufficient to modify the cellular uptake of these vesicles. · 

Another important consideration is that EV s were incubated for 24 h with cells and this 

long incubation time might not be optimal to observe differences in early-binding 

events, when Syn-2 expression levels might play a more determinant role. Thus, it 

would be interesting to repeat these experiments with short incubation times. 

Wh en we compared the internalisation of placenta! EV s in Be W o and HUVEC 

cells, an apparent lower internalisation rate of EV s in HUVEC cells was noted 

compared to BeWo cells. This observation should be confirmed with flow cytometry 

analyses as a rapid uptake of EV s in endothelial cells has been previously reported 

(Cronqvist et al. , 2017; Soleti et al. , 2012). In our assay, the observed difference in 

fluorescent intensity between HUVEC and BeWo cells might be flawed by the different 

number of cells in each microscopie field. Interestingly, monitoring the uptake of 

placenta! EV s in HUVEC and Be W o cells highlighted a perinuclear localisation of EV s 

in both cell types. This localisation pattern is in agreement with our previous results 

for Be Wo cells and with other studies reporting perinuclear localisation of EV s in 

endothelial cells (Soleti et al. 2012; Vargas et al. 2014; Cronqvist et al. 2017; Durak

Kozica et al. 20 18). The detection of EV s as punctt1ated signais in the nuclear region 

could suggest their entry via endocytosis and their presence in endosomes and 

lysosomes following internalisation. This is supported by studies that reported 

receptor-mediated clathrin-dependent endocytosis as the main entry route for EV s in 

endothelial cells (Soleti et al. 2012; Tong et al. 2017; Banizs et al. 2018), a pathway 
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that was also suggested for the internalisation of placenta! EV s in Be W o cells (V argas 

et al. , 2014). It would now be relevant to colocalize placenta! EVs with the endosomal 

and lysosomal compartments to follow the intracellular fate of these vesicles. 

In our previous study, we found that the association ofplacental EVs with Syn-

1 and Syn-2 favored the internalisation of EVs into trophoblastic cells through the 

interaction with their cellular receptors (Vargas et al., 2014). Here, our results showed 

that the expression of Syn-2 on EV s allows higher internalisation of these vesicles in 

HUVEC cells, comparative! y to control EV s. As receptor-mediated endocytosis is the 

main pathway for EV s to enter endothelial cells, we can speculate that the interaction 

between Syn-2 and MFSD2a in part mediates the endocytosis ofplacental EVs in these 

cells. Further analyses are now needed to test this hypothesis. The contribution of Syn-

1 in the uptake of EVs in endothelial cells should also be investigated as both Syn-1 

and -2 are expressed on placenta! EVs (Vargas et al. , 2014). 

Finally, our results showed that the treatment of EVs with Gal-l led to an 

overall increase in the cellular uptake of the vesicles in HUVEC cells. The preliminary 

finding that Gal-l tends to increase the internalisation of EV s in endothelial cells is in 

agreement with the expression of severalligands to Gal-l on the surface ofEVs, such 

as integrins, LAMPl and MUCl , and with the binding of Gal-l on endothelial cells 

(Romaniuk et al. 2012; Bojic-Trbojevic et al. 2014; Obermann et al. 2017; Bojic

Trbojevic et al. 2018). Nevertheless, as endothelial cells express MFSD2a and Gal-l 

(Thijssen et Griffioen 2014), the presence ofSyn-2 on placenta! EVs could target these 

vesicles to endothelial cells in a receptor-dependent manner, a process that could be 

optimized by Gal-l. 

In conclusion, these findings bring new insights on the function of Syn-2 when 

associated with EV s and strongly suggest its implication in the uptake of placenta! EV s 

in endothelial cells. These results also suggest that Gal-l might be a cell surface

binding factor for EV s but more experiments are needed to investi gate its role. As 
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placenta! EV s are known to modify gene expression and the cellular activity of 

endothelial cells (Salomon et al. 2014c; Cronqvist et al. 2017), the implication ofSyn-

2 in the targeting of placenta! EV s, their internalisation and the delivery of the ir content 

needs to be thoroughly investigated, especially as Syn-2 expression is reduced on 

placenta! EV s from PE patients. Consequent! y, this might alter the uptake of placenta! 

EV s by endothelial cells and exp lain sorne of the endothelial dysfunction associated 

with PE pregnancies. 
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Figure 4.1: Characterization of placenta} extra cellular vesicles. 

A. Electron microscopy analyses of extracellular vesicles isolated from vCTB. B. Size 

distribution of extracellular vesicles isolated from four independent vCTB cultures 

(termed ACC006, Acc008, Acc013 and Acc014). The size of the vesicles was 

determined by electron microscopy and plotted in a graph. Dots represents the number 

of vesicles analysed per sample and the mean size of extracellular vesicles with a 

horizontal bar. C. Expression of extracellular vesicles and placental markers by 

Western-blot. Ten micrograms ofvCTBs (Cells) and extracellular vesicles (EV) lysates 

were separated on denaturing and non-denaturing polyacrylamide gels and the 

expression of CD63, CD9 and PLAP was assessed with corresponding antibodies and 

HRP-coupled anti-mouse IgG secondary antibodies. D. Flow cytometry analysis of the 

expression of Syncytin-2 (Syn-2) on the surface of placental extracellular vesicles 
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isolated from d2 and d4 vCTB cultures. Extracellular vesicles or BSA (negative CTL) 

were bound to 4 ~rn aldehyde-sulfate beads before staining with rabbit polyclonal anti

Syn-2 antibodies and Alexa Fluor 488-conjugated anti-rabbit IgG antibodies. FL 1-A 

fluorescence staining was detected with the BD C6 flow cytometer and the limit for 

positive fluorescent staining (Ml) was set comparatively to the negative control. The 

mean FLl-A fluorescence of the negative control, d2 and d4 EV samples are presented 

on a graph. 



A 

B 

HUVEC 
PKH67 Control 

BeWo 

HUVEC 

FL1-A:; FL1-A 

Oh 2h 

HUVEC 

25. 

20 

~ 15 
(.) 

10 

5,0 

4h 

fl1·J\ :: Fl1 ·A 

8h 

~~ PKH control F1.1-A-

PKH control FL1-A+ 

ïj EV Day 2 FL 1-A+ 

fi EV Day 4 FL 1-A+ 

10h 

203 



204 

Figure 4.2: Placental extracellular vesicles are internalised in HUVEC cells. 

A. Comparative internalisation of PKH67 -labeled extracellular vesicles isolated from 

vCTB cultures at d2 and d4 by flow cytometry. Labeled-extracellular vesicles ( 4 ~g) 

isolated from two independent vCTB cultures (le ft and right graphs) at d2 (light grey) 

or d4 (dark grey) were incubated with HUVEC cells for 24 h and intracellular 

fluorescence was then measured with the BD C6 flow cytometer. PKH67 filtrates 

obtained during the staining procedure of the EV s were used as free-dye controls ( doted 

lines). Results were processed with the FlowJo software and positive FLI-A 

fluorescence signais (FLI-A+) of cells incubated with extracellular vesicles were 

compared with free PKH67 controls. B. Monitoring ofuptake 6fPKH67-labeled EVs 

in HUVEC and BeWo cells by live cell confocal microscopy. HUVEC and BeWo cells 

were incubated with 2 !J.g of PKH67-labeled (green) vCTBs EVs and internalisation 

was then monitored for 10 h. Representative images of intracellular z plane at time 0, 

2, 4, 8 and 10 h are shown (upper panels: merge of bright-field and wide-field 

fluorescence, lower panels: wide-field fluorescence). Scale bar: 10 ~m. 
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Figure 4.3: Characterisation of extra cellular vesicles produced in HEK293T 

ce lis. 
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A. Western blot analysis of the expression of CD9 in cells and extracellular vesicles. 

Protein lysates from mock-transfected (CMV) or phCMVl-Syncytin-2 (S2)

transfected cells and from corresponding isolated extracellular vesicles were analysed 

for the expression of CD9 in non-denaturing conditions. B. Expression analysis of 

CD63 on the surface of extracellular vesicles by flow cytometry. Aldehyde sulfate 

beads were incubated with BSA (negative control) or with extracellular vesicles 

produced in Syn-2-expressing HEK293T cells (Syn-2 EV) and then stained with anti

CD63 and Alexa488-coupled anti-IgG antibodies. The percentage of positive signais 

are indicated in red. C. Detection of Syncytin-2 (Syn-2) on the surface of HEK293T

produced extracellular vesicles by flow cytometry. Extracellular vesicles isolated from 

mock- (CTL EV) or Syn-2-expressing (EV Syn-2) HEK293T cells were bound to 

aldehyde sulfate beads. Samples were stained with the pre-immune serum (upper panel) 

or anti-Syn-2 antibodies (lower panels) followed with Alexa488-coupled anti-IgG 

antibodies. Percentages of positively stained beads are indicated in red. D. Dose 

response ofPKH67-labelled EV on HUVEC cells. Cells (5 x 103
) were plated in 4-well 

plates and incubated with 2 ~g or 4 ~g of PKH67 -labelled CTL EV or Syn-2 EV for 

24h. Cells were then trypsinised and internalised PKH67 signal detected by flow 
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cytometry analysis. Results from one experiments are presented and are expressed as 

the mean fluorescent signal (FLI-A). E. Intemalization ofPKH67-labelled EV isolated 

from mock-transfected (CTL EV) or Syn-2-expressing HEK293T cells (Syn-2 EV) and 

incubated on HUVEC cells. HUVEC cells were incubated with 2J..tg of each labelled

EV for 24h before trypsination and detection of the fluorescence by flow cytometry. 

The graph represent the results from two independent experiment and are expressed as 

mean fluorescence from FLl-A detector. 
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Figure 4.4: Syncytin-2-dependent uptake of extracellular vesicles in 

HUVEC cells and potential increase of internalisation mediated by 

Galectin-1. 

A. Confocal microscopy analyses of the uptake ofPKH67-labeled (green) extracellular 

vesicles by HüVEC cells after treatment with PBS, Gal-l or Gal-l + lactose. Cells 

were incubated with 4 ~g of control (upper panel) or Syn-2-expressing (lower panel) 

labeled-extracellular vesicles for 2 h in presence of PBS, 4 ~M Gal-l or 4 ~M Gal-l 

and 50 mM lactose at 1 0°C. Free PKH67 dye obtained during the staining procedure 

of EV s was incubated on cells in paralle, as a negative control (PKH67 control). 
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Internalisation of the vesicles was observed 24 h later by confocal microscopy (upper 

panels: merge of bright-field and wide-field fluorescence, lower panels: wide-field 

fluorescence). Scale bar: 10 ~m. B. Flow cytometry analysis of the internalisation of 

PBS-, Gal-l- or Gal-l + lactose-treated extracellular vesicles in HUVEC cells. Cells 

incubated for 2 h with PKH67-labeled (green) control (left histogram) or Syn-2-

positive (right histogram) extracellular vesicles in presence of PBS, 4 ~M Gal-l or 4 

~M Gal-l +50 mM lactose were quantified for internai fluorescence signais by flow 

cytometry. Results were processed with the Flow Jo software and FLl-A positive (FLl

A +)signais combined with FLl-A signais of the PKH67 control cells. C. Comparative 

analysis of the uptake of control or Syn-2-expressing extracellular vesicles treated with 

PBS, 4 ~M Gal-l or 4 ~M Gal-l + 50 mM lactose in HUVEC cells. The graph 

represents the geometrie means of cells incubated with PKH67 -labeled control (EV 

CTL) or Syn-2-expressing (EV Syn-2) extracellular vesicles. Results are expressed as 

mean FLl-A fluorescence +/- standard error of the mean (SEM) from three 

independent experiments. * p<O. 0 5. 
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5 Discussion des résultats 

En résumé des trois précédents chapitres de résultats, ce travail de recherche 

doctoral a montré pour la première fois une association entre la protéine Gal-l et trois 

protéines d'enveloppes rétrovirales endogènes humaines qui s'expriment dans le 

placenta, à savoir la Syn-1, la Syn-2 et EnvP(b ). Les résultats montrent également une 

différence de réponse entre les Syn-1 et -2 à la présence de Gal-l et Gal-3 dans le milieu 

extracellulaire. Ce travail a aussi apporté des résultats préliminaires qui semblent 

indiquer que l'expression de la Syn-2 à la surface des VE favorise leur internalisation 

dans les cellules endothéliales. Bien que préliminaires, ces résultats viennent renforcer 

les résultats publiés auparavant dans le laboratoire du Dr Benoit Barbeau sur la fonction 

de la Syn-2 dans l'internalisation des VE placentaires par les cellules trophoblastiques. 

Dans ce dernier chapitre, des éléments de discussion de 1' ensemble des résultats seront 

apportés et les perspectives de recherches futures y seront développées. 

5.1 Les Galectine-1 et -3 comme potentiels facteurs de régulation des activités 
fusogéniques de certaines protéines d'enveloppes rétro virales endogènes 

Il est maintenant établi que les protéines Syn-1 et -2 ont des fonctions majeures 

dans la fusion des CTBv et dans le maintien du STB. En revanche le rôle précis de 

chacune ainsi que les mécanismes moléculaires qui régulent et coordonnent la fusion 

sont encore peu connut. Plusieurs études ont révélé une combinaison de mécanismes 

qui régissent l'expression spécifique des Syncytines dans les cellules trophoblastiques 

avec des modifications épigénétiques et la liaison de facteurs de transcriptions tissu 

spécifique dans la région promotrice des gènes ainsi qu'un épissage alternatif des 

transcrits (Gimenez et al. 2009; Liang et al. 201 0; Trejbalova et al. 2011; Ruebner et 
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al. 2012; Ruebner et al. 2013; Toufaily et al. 2015). Néanmoins, ces mécanismes 

n'expliquent pas comment l'activité fusogénique des Syncytines est régulée dans les 

cellules trophoblastiques afin de maintenir un équilibre entre les CTBv qui prolifèrent 

et ceux qui fusionnent. De plus, la fonction des autres protéines ERV fusogéniques 

dans la formation et le maintien du STB est encore inconnue, mais il est possible que 

ces protéines d'enveloppes contribuent aussi dans ce processus. 

5.2 La Galectine-1, un facteur extracellulaire qui optimise la capacité 
fusogénique de la protéine Syncytine-2 

Les résultats présentés dans les chapitres II et III suggèrent l'existence d'une 

interaction (directe ou indirecte) entre la Gal-l et la Syn-2 dans différents modèles 

cellulaires qui pourrait optimiser l'interaction de la protéine avec son récepteur 

MFSD2a. Il est également important de rappeler que dans nos expériences la Gal-3 n'a 

aucun effet sur l'activité de la Syn-2, ce qui suggère une certaine spécificité de 

l'interaction Gal-1/Syn-2. En revanche, ces résultats font face à plusieurs limitations 

puisqu'ils ont été obtenus en utilisant des virus pseudotypés, un bon modèle pour 

étudier l'interaction Syn-2/MFSD2a, mais qui ne reflète pas le contexte d'expression 

cellulaire de la Syn-2 et aussi en utilisant des lignées cellulaires et non des cellules 

trophoblastiques. Étant donné que les expériences de co-immunoprécipitation 

présentées au chapitre 2 (Figure 2.8) ont été faites avec des particules virales et non 

avec des protéines Syn-2 isolées, plusieurs analyses seront nécessaires afin de 

déterminer s'il y a une interaction physique entre ces deux protéines ou si l'effet 

observé est indépendant d'un contact moléculaire. 

Malgré tout, ces résultats montrent que la Syn-2 bénéficie de la présence de la 

Gal-l lors de son activité fusogénique, un bénéfice envisageable dans le placenta lors 

de la fusion des CTBv. En effet, la Gal-l est exprimée dans le STB et, si l'on considère 
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une interaction entre les deux protéines, la Gal-l pourrait interagir avec la Syn-2 

lorsque celle-ci est exprimée à la surface des CTBv sous-jacents (Vicovac et al., 1998; 

Jeschke et al., 2007). La Gal-l pourrait ainsi optimiser l'interaction de la Syn-2 avec 

MFSD2a, qui est localisée dans le STB (Esnault et al., 2008). L'association entre la 

Syn-2 et la Gal-l pourrait dater de l'époque où la Syn-2 était la protéine d'enveloppe 

d'un rétrovirus exogène qui, à la manière d'autres rétrovirus actuels, aurait détourné 

les propriétés d'adhésion de la Gal-l à son avantage. Cette association pourrait avoir 

été maintenue durant l'évolution afin d'optimiser la fusion des CTBv. En effet, 

l'expression de la Syn-2 dans les CTBv semble assez restreinte, régulée par le cycle 

cellulaire et limitée à certaines cellules quiescentes au contact du STB (Lu et al. 20 17). 

L'association de la Gal-l avec la Syn-2 pourrait donc permettre une activité 

fusogénique optimale de la protéine au moment de son expression afin d' assurer une 

fusion complète des CTBv avec le STB. 

Il faut maintenant démontrer l'interaction entre la Gal-l et la Syn-2 et vérifier 

cette association fonctionnelle dans le placenta humain. 

5.3 Les Galectine-1 et -3 comme modulateurs de l'activité fusogénique de la 
Syncytine-1 

La régulation de l' activité fusogénique de la Syn-1 est un phénomène qu1 

semble plus complexe, car la protéine peut utiliser deux récepteurs et son expression 

dans le placenta n'est pas aussi restreinte que la Syn-2. En effet, la Syn-1 semble 

majoritairement exprimée dans le STB, mais est aussi localisée dans les CTBv et son 

expression dans le STB semble étendue à tout le syncytium (Blond et al. 2000; Muir et 

al. 2006; Noorali et al. 2009; Bolder et al. 2012b). Son récepteur SLC1A5 est exprimé 

dans les CTBv sous-jacents du STB (Hayward et al., 2007). Malgré l'expression à 

priori continue de la Syn-1 et d'un de ces récepteurs dans ces deux compartiments 
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cellulaires, la réserve de CTBv est maintenue tout au long de la grossesse. De manière 

plus surprenante, les protéines Syn-1 et SLC1A5 sont aussi exprimées dans le 

compartiment des trophoblastes extravilleux, cellules pourtant non-fusogéniques, et 

aucune étude n'a pour le moment rapporté une régulation post-traductionnelle de la 

Syn-1 dans les cellules trophoblastiques (Malassiné et al., 2007; Muir et al., 2006). Se 

pose alors la question de savoir comment l'activité fusogénique de la Syn-1 est 

modulée si la co-expression de cette protéine avec au moins un de ses récepteurs 

n'entraîne pas systématiquement la fusion des cellules. Les résultats obtenus avec les 

Gal-l et -3 ouvrent une nouvelle piste intéressante pour essayer de comprendre ce 

phénomène. 

En effet, l'association des Gal-l et -3 avec la Syn-1 semble varier en fonction 

du contexte cellulaire dans nos expériences in vitro, ce qui suggère que ces galectines 

pourraient moduler l'accessibilité de la Syn-1 aux sites de liaison sur ces récepteurs 

dépendamment du type cellulaire. Les interactions entre la Syn-1 et les Gal-l et -3 sont 

à confirmer dans le placenta, mais il est envisageable que ces galectines participent à 

la régulation de l'activité fusogénique de la Syn-1 dans ce tissu, car elles sont localisées 

dans les mêmes compartiments cellulaires que la Syn-1. La variabilité observée dans 

l'effet d'une même galectine (Gal-l ou -3) sur la Syn-1 pourrait ensuite s'expliquer 

soit par une différence d'expression entre les récepteurs, soit par une différence dans 

la structure et la composition des glycans sur les protéines SLC1A4 et SLC1A5 d'un 

type cellulaire à l'autre. 

La première hypothèse implique une expression différente des récepteurs 

SLC1A4 et SLC1A5 dans les cellules et un effet différent de la galectine sur 

l'interaction Syn-1/SLC1A4 et Syn-1/SLClAS. D'après certaines études, l'expression 

de SLC1A5 serait assez stable dans les cellules trophoblastiques alors que d'autres 

études montrent une diminution de son expression entre le premier et deuxième 
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trimestre de grossesse ou lors de la fusion des cellules BeWo (Borges et al. 2003; Knerr 

et al. 2003; Kudo et al. 2003; Chen et al. 2006; Simner et al. 2017). L' expression de 

SLC 1 A4 serait variable durant la grossesse, avec une décroissance progressive de son 

expression du premier au troisième trimestre de grossesse (Simner et al. 20 17). 

Néanmoins, la localisation du transporteur SLC1A4 dans les différents compartiments 

de cellules trophoblastiques n'a pas été étudiée. Il est donc difficile de savoir si ces 

deux transporteurs sont différemment exprimés dans le STB, les CTBv et CTBev. La 

deuxième hypothèse implique un changement d'affinité de liaison de la galectine pour 

les glycans de SLC1A4 et SLC1A5 due à la variation des profils de glycosylation des 

récepteurs selon les types cellulaires. C'est une hypothèse envisageable, car la variation 

du nombre d'embranchements ou la sialylation des glycans modifie l'affinité de liaison 

des Gal-l et -3 pour les glycans et les CTBev et CTBv présentent un profil de 

glycosylation un peu différent (Hirabayashi et al. 2002; Chen et al. 20 16). Si la 

composition et l'arrangement des glycosylations des protéines SLC1A4 et SLC1A5 

varient entre les types cellulaires alors les galectines pourraient plus ou moins se lier 

sur les récepteurs et différemment moduler l'accessibilité de la Syn-1 aux sites de 

liaison. Dans le placenta, il est donc possible que les protéines Gal-l et -3 inhibent 

l'interaction avec le(s) récepteur(s) dans les CTBev, mais pas dans les CTBv et qu'une 

combinaison entre la présence des galectines dans le milieu extracellulaire avec 

d'autres facteurs cellulaires régule la fusion des CTBv avec le STB. 

L'interaction des protéines Gal-l et Gal-3 avec la Syn-1 peut aussi être 

envisagée lors de l'implantation embryonnaire. En effet, la Syn-1 et la Gal-l ont toutes 

les deux été détectées dans les embryons humains au stade blastocyste et impliquées 

respectivement dans la formation précoce du STB et l'interaction des embryons avec 

l'endomètre (Tirado-Gonzalez et al. 2013; Soygur et Moore 2016). Bien que 

l'expression de la Gal-3 n'ai pas été étudiée dans les embryons, son expression est 

induite dans l'endomètre utérin juste avant l'implantation de l'embryon et est fortement 
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exprimée dans la décidue, ce qui suggère une fonction lors de l'implantation (Maquoi 

et al., 1997; von Wolff et al., 2005). Mis en lien avec ces études, nos résultats suggèrent 

une possible régulation de la fonction fusogénique de la Syn-1 par les galectines dès le 

stade blastocyste. 

5.4 L'association de la Galectine-1 avec EnvP(b) 

Nos résultats ont aussi montré une augmentation de la fusion de cellules qui 

expriment la protéine rétrovirale endogène EnvP(b) suite à l'ajout de Gal-l dans le 

milieu extracellulaire (Chapitre III, Figure 3. 7). Ces résultats sont notables, car ils 

étendent l'association de la Gal-l à d'autres protéines rétrovirales endogènes. Il faut 

cependant rester prudent avec ces résultats pour 1' instant, car il est possible que 1' effet 

de la Gal-l lors de la fusion des cellules qui expriment EnvP(b) soit indirect et que la 

Gal-l et EnvP(b) agissent en synergie lors du processus de fusion. 

L'approfondisseme.nt de ses analyses est nécessaire afin de déterminer si la Gal-l et 

EnvP(b) interagissent à la surface des cellules et cette interaction est spécifique. 

Toutefois, ces résultats relancent l'intérêt pour cette troisième protéine d'enveloppe 

rétrovirale endogène. Bien qu'EnvP(b) soit considérée comme une protéine 

fusogénique non-essentielle, son expression a été maintenue dans le placenta et le gène 

qui code pour la protéine présente un taux de mutations stable dans la population 

humaine (Aagaard et al. 2005; Esnault et al. 2013). Le fait que la Gal-l semble 

augmenter l'activité fusogénique d'EnvP(b) suggère une possible conservation des 

associations galectines et enveloppes rétro virales endogènes et permet d'envisager une 

fonction pour EnvP(b) dans le placenta, complémentaire à celle des Syncytines. 

L'extrapolation des résultats au placenta est pour l'instant compliquée par le manque 

de données sur la localisation et l'expression de la protéine dans les trophoblastes et 

par le fait que son récepteur est inconnu. 
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5.5 Les implications des interactions Galectine-1 et -3 avec les enveloppes 
rétrovirales endogènes 

En considérant les autres tissus où s'expriment les Syn-1 et -2, les associations 

galectine-Syncytine pourraient exister en dehors du placenta. De manière intéressante, 

on retrouve les Gal-l et -3 dans les mêmes tissus que les Syncytines. 

5.5.1 Dans les pathologies 

5.5.1.1 La pré-éclampsie 

Dans la PE, 1' expression des Syncytines est diminuée dans le placenta et a été 

associée avec une baisse de fusion des CTBv et un défaut de formation du STB (V argas 

et al., 2011). L'expression de la Gal-l est aussi dérégulée dans les cas de PE mais il 

semble y avoir une différence entre les cas de PE précoces (avant 34 semaines de 

grossesse), de PE tardives (après 34 semaines de grossesse) et les PE sévères (pression 

systolique> 160 mmHg et protéinurie> 5g en 24h) avec une diminution de Gal-l dans 

le placenta dans le premier cas et à l'inverse une augmentation de son expression dans 

les PE tardives et sévères (Than et al. 2008a; Freitag et al. 2013). Cette différence entre 

PE précoces et tardives est aussi observée dans les niveaux de Gal-l circulante avec 

une concentration en Gal-l sérique significativement plus basse chez les femmes ayant 

une PE précoce comparativement aux femmes ayant une PE tardive (Hirashima et al., 

2018). Jusqu'à présent, les niveaux d'expression des Syncytines et de la Gal-l ont été 

analysés séparément dans laPE. Mais la démonstration d'une association fonctionnelle 

entre la Gal-l et les protéines Syn-1 et -2 suggère qu'un défaut dans ces interactions 

pourrait éventuellement contribuer dans la physiopathologie de la PE et avoir des 

conséquences différentes entre les PE précoces et tardives. Déterminer le rôle joué par 

la Gal-l dans la fonction des Syncytines et des autres enveloppes endogènes (fusion et 
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immunosuppression) permettra de proposer de nouvelles pistes pour comprendre le 

développement de la 1 des PE(s). 

5.5.1.2 La sclérose en plaques 

La Syn-1 et le virus apparenté MSRV ont été associés à la pathogenèse de la 

sclérose en plaques avec une expression anormale de la Syn-1 dans les astrocytes de 

patients qui induit un stress oxydatif dans ces cellules et une réponse délétère envers 

les oligodendrocytes (Antony et al. 2006). Des études rapportent aussi des 

changements d'expression et de localisation des protéines Gal-l et -3 dans les lésions 

actives de sclérose en plaques avec une augmentation de leur expression dans les 

lésions, la microglie et les astrocytes et avec une sécrétion plus importante de Gal-l 

dans les astrocytes de patients atteints de sclérose en plaques (Stancic et al. 2011; 

Starossom et al. 2012). Si les Gal-l et -3 présentent des fonctions de régulation de 

l'activité de la Syn-1 , les changements d'expression et de localisation de ces protéines 

pourraient avoir des enjeux dans l'évolution de la sclérose en plaques. Aussi, la 

protéine d'enveloppe du virus MSRV étant apparentée à la Syn-1 , il est possible que 

les Gal-l et -3 interagissent avec cette enveloppe et que ces interactions soient 

impliquées dans le développement de la pathologie. 

5.5.1.3 Les cancers 

L'induction anormale de l'expression des protéines Syn-1 et Syn-2 a été 

rapportée dans plusieurs types de cancers tels que des cancers du sein, de 1 'utérus, des 

testicules, colorectaux et des lymphomes (Trejbalova et al. 2011; Strissel et al. 20 12; 

Yu et al. 2014; Diaz-Carballo et al. 2015; Sun et al. 2016b; Benesova et al. 2017). La 

protéine EnvP(b) quant à elle induit la fusion des cellules de choriocarcinomes avec les 

cellules endothéliales et pourrait donc participer au développement de certaines 

tumeurs. Étant donné que les Gal-l et -3 sont aussi impliquées dans le développement 
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de certains cancers, tels que des mélanomes, cancers du sein, des ovaires et de la 

prostate (V asta et al. 201 7), nos résultats soulèvent des implications possibles pour les 

interactions entre les galectines et les protéines d'enveloppes rétro virales endogènes 

dans les évènements de fusions entre cellules tumorales et les cellules de 

1' environnement tumoral. 

5.5.2 Dans les processus de fusion en dehors du placenta 

Les myoblastes et ostéoclastes sont les deux autres types cellulaires en dehors 

des trophoblastes qui forment un syncytium et l'expression de la Syn-1, la Syn-2 et 

d'EnvP(b) ont été rapporté dans les myoblastes et de la Syn-1 dans les ostéoclastes. 

Les Gal-l et -3 sont aussi exprimées dans ces cellules et impliquées dans l'homéostasie 

de ces tissus. 

5.5.2.1 Interaction des Galectine-1 et -3 avec les protéines Syncytine-1, -2 et 

EnvP(b) dans les muscles 

Plusieurs études ayant utilisé des modèles de souns déficientes pour 

1' expression du gène Lgals 1 ou des modèles in vitro humain et murin ont démontré la 

fonction de la Gal-l dans la fusion des myoblastes (Goldring et al. 2002; Chan et al. 

2006; Georgiadis et al. 2007). La Gal-3 est également exprimée dans les myoblastes et 

serait impliquée dans la régénération des fibres musculaires (Rancourt et al. 20 18). De 

plus, les résultats de Frese et al. (20 15) rapportent 1' expression des gènes ERVW -1 , 

ERVFRD-1 et ERV-Pb dans les muscles humains avec une immunodétection des 

protéines Syn-1 , Syn-2, SLC1A4 et MFSD2a dans les myofibres et le sarcolemme et 

une induction significative de l'expression de la Syn-1 et d'EnvP(b) dans les 

myoblastes durant leur différenciation (Frese et al. 2015). À la vue de ces analyses, il 

est envisageable que chez l'humain les Gal-l et -3 établissent des associations avec les 

protéines Syn-1 , -2 et EnvP(b) qui participent à la fusion des myoblastes et, tout comme 
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proposé dans le placenta, les différentes interactions Galectine-enveloppe rétrovirale 

pourraient réguler le processus de fusion dans le muscle. 

De manière intéressante, une étude a montré que les Syncytines murines (Syn

A et -B) sont également impliquées dans la fusion des myoblastes (Redelsperger et al. 

2016). Il serait donc intéressant d'étudier l' interaction entre les protéines Gal-l et -3 

et les Syncytines murines durant la fusion des myoblastes murins afin de voir si le lien 

Galectines-Syncytines est conservé chez les primates et les murins. 

5.5.2.2 Interaction entre la Galectine-3 et la Syncytine-1 durant la formation des 

ostéoclastes 

Dans la littérature, seule la Syn-1 a été étudiée dans le processus de formation 

des ostéoclastes, mais il est possible que d'autres enveloppes rétrovirales endogènes 

soient exprimées dans les cellules précurseurs et les ostéoclastes. D'après ces études, 

la Syn-1 et son récepteur SLC1A5 permettraient la formation des ostéoclastes, mais 

interviendraient dans une phase bien précise de leur formation, en induisant la fusion 

entre deux cellules précurseurs multinucléées (Soe et al. 2011; Hobolt-Pedersen et al. 

2014; Moller et al. 2017). De manière intéressante la Gal-3 est exprimée par les 

ostéoblastes et ostéoclastes et il a récemment été montré dans des modèles murins et 

de cellules humaines que cette galectine est un facteur de régulation de la formation 

des ostéoclastes et que 1' absence de Gal-3 chez les souris diminue la formation 

d'ostéoclastes qui présentent plus de 10 noyaux mais n'altère pas la formation 

d'ostéoclastes ayant 2 à 3 noyaux (Simon et al. 2017; Iacobini et al. 2018). Ces études 

et nos résultats suggèrent fortement un lien fonctionnel entre la Syn-1 et la Gal-3 durant 

la fusion des ostéoclastes multinucléés. 

5.5.2.3 Interaction de la Galectine-1 avec la Syncytine-1 durant la fécondation 
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Les testicules sont le deuxième tissu après le placenta où les transcrits de la 

Syn-1 s'expriment de manière élevée et l'expression de la protéine et son récepteur 

SLC1A5 a été démontrée dans les spermatozoïdes. Dans ces cellules, la Syn-1 et son 

récepteur sont localisés dans l'acrosome et la queue des spermatozoïdes (Mi et al. 2000; 

Bjerregaard et al. 2014). La Gal-l est aussi localisée dans ces régions et serait 

nécessaire pour la réaction acrosomique et la motilité des spermatozoïdes (Vasen et al. 

20 15). L'association de la Gal-l avec la S yn -1 est donc envisageable lors de la réaction 

acrosomique qui implique un évènement de fusion membranaire. 

5.5.3 Perspectives 

Deux limitations majeures des résultats présentés sur les interactions entre les 

galectines et les protéines Syn-1 et -2 sont le manque d'expériences dans des modèles 

trophoblastiques et de preuves directes d'interaction entre les protéines. Il est donc 

maintenant important de confirmer 1' association des protéines Gal-l et Gal-3 avec les 

Syncytines dans la physiologie placentaire et de montrer que des interactions 

protéiques existent entre les galectines et les Syncytines. 

Dans un premier temps, la colocalisation de la Gal-l ou de la Gal-3 avec les 

protéines Syn-1 ou -2 devra être étudiée dans les cellules BeWo induites pour la fusion 

afin de savoir si les protéines sont localisées aux mêmes régions membranaires pendant 

la fusion. Les cellules Be W o étant des cellules de choriocarcinome, ces expériences de 

colocalisation devront être répétées dans des cultures primaires de cytotrophoblastes 

afin de se rapprocher d'un modèle plus physiologique. Enfin, il serait intéressant 

d'étudier en parallele la localisation de la Syn-1, de la Syn-2, de la Gal-l et de la Gal-

3 dans des tissus placentaires par immunohistochimie puis d'analyser la colocalisation 

des couples Syncytine/galectine par immunofluorescence dans le tissu placentaire. 
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D'un point de vue fonctionnel, il est difficile de faire des analyses dans un 

modèle physiologique (cellules trophoblastiques ou tissu placentaire) si 1' on veut 

dissocier les Galectines d'une part et les Syncytines d'autre part. Des expériences de 

fusion avec différentes lignées cellulaires transfectées avec un vecteur d'expression 

pour la Syn-2 en présence de Gal-l permettront dans un premier temps de confirmer la 

reproductibilité des résultats obtenus avec les virus pseudotypés dans des modèles de 

fusion cellulaire. Il serait aussi pertinent de tester les associations de la Syn-2 avec 

d'autres galectines placentaires afin de déterminer l'étendue et la spécificité des 

interactions possibles entre la Syn-2 et les galectines. 

Afin de montrer que l'effet de la Gal-l sur l'activité fusogénique de la Syn-2 

n'est pas un effet synergique, mais dépend d'une liaison entre les protéines, des 

analyses d'interactions protéiques devront être menées. L'identification des glycans sur 

la Syn-2 responsables de l'interaction avec la Gal-l pourra ensuite être réalisée et 

permettra de démontrer l'interaction entre ces protéines. L'utilisation de mutants de 

glycosylations N-liées de la Syn-2 a déjà été utilisée dans une étude et ces mutations 

ne semblent pas affecter l'expression de la protéine (Cui et al. 2016). Cette 

méthodologie pourra être utilisée afin de déterminer si 1' interaction de la Gal-l avec la 

Syn-2 dépend des N-glycans et d'identifier le(s) N-glycan(s) responsables de 

l'interaction. Des analyses d'interactions protéiques entre les galectines et les protéines 

Syn-1 et EnvP(b) seront aussi à envisager. 

Dans le but de comprendre les effets de la Gal-l avec la Syn-1, il serait 

intéressant d'étudier l'expression des protéines SCL1A4 et SLC1A5 dans les lignées 

utilisées et voir s'il existe une différence marquée dans 1' expression de ces protéines 

entre les lignées. Aussi, selon l'étude de Marin et al. (2003), les HeLa semblent 

n'exprimer que SLC1A5 et pourraient être utilisées dans des expériences d'infections, 

après transfection de quantité croissante d'un vecteur d'expression pour SCL1A4 
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(Marin et al. 2003). Il serait ainsi possible de voir si l'ajout de Gal-l durant les 

infections module différemment l'infection comparativement à des HeLa qu1 

n'expriment que SLC1A5. Il serait aussi pertinent d'utiliser des cellules non 

permissives à l'infection avec Syn-1, comme les cellules CHO, et de transfecter ces 

cellules avec soit SLC1A4, soit SLC1A5, soit les deux en faisant varier les ratios, afin 

de voir si la variabilité observée dans l'effet de la Gal-l avec la Syn-1 est dû à une 

différence dans 1' expression ou la disponibilité des récepteurs. 

Un approfondissement des connaissances sur les interactions Galectines et 

Syncytines permettra finalement de mieux comprendre la fusion des trophoblastes 

durant la formation du STB et possiblement les enjeux dans le développement de 

pathologies obstétriques comme laPE. 

5.6 La Syncytine-2 - une protéine qui oriente l'internalisation des vésicules 
extracellulaires placentaires dans les cellules 

Les travaux précédemment réalisés au laboratoire Dr Benoit Barbeau ont 

démontré pour la première fois que les Syn-1 et -2 jouent un rôle dans l' internalisation 

des VE placentaires dans les cellules (Vargas et al., 2014). Ce projet de thèse apporte 

maintenant de nouvelles données qui renforcent l' idée que l'expression des Syncytines 

à la surface des VE placentaires joue un rôle dans le processus d' entrée de ces vésicules. 

En effet, les résultats présentés au chapitre IV montrent un effet de la Syn-2 sur 

l'internalisation des VE dans les cellules endothéliales HUVEC. Ces résultats sont 

prometteurs, car ils suggèrent une internalisation active des VE placentaires ainsi qu'un 

possible tropisme cellulaire dépendamment des protéines exprimées à leur surface. Ces 

résultats soulèvent aussi de nombreuses questions concernant 1' adressage de la protéine 

Syn-2 dans les VE et les possibles fonctions de la Syn-2 lorsqu'elle est associée aux 

VE. 
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5.6.1 L'adressage de la Syncytine-2 dans les vésicules extracellulaires 

Une des grandes questions concernant l'étude des cargos associés aux VE est 

celle des mécanismes d'adressage de ces molécules aux vésicules. C'est une question 

à laquelle tentent de répondre certains, mais qui n'est pas sans difficulté vue le grand 

nombre de cargos différents associés aux VE (protéines membranaires, solubles, 

microARN, ARNm) et la variabilité de la composition des VE en fonction du type 

cellulaire qui les produisent. Les analyses portant sur les cargos protéiques ont identifié 

plusieurs voies potentielles d'adressage vers les VE : la présence de motifs 

d'interactions avec les protéines des complexes ESCRT, certaines modifications post

traductionnelles ou la localisation des protéines dans les rafts lipidiques. Il est 

intéressant de noter que certaines de ces voies sont également empruntées par les 

protéines virales lors de 1' assemblage des virions, établissant une analogie entre la 

synthèse des VE et celles des particules virales. 

5.6.1.1 Ubiquitination et interaction protéine-protéine 

Selon les études antérieures sur le transit de la Syn-2 vers la membrane 

plasmique, la protéine passe par la voie de sécrétion RE-golgi. La protéine pourrait 

alors être intemalisée dans les différents type de VE (microvésicules et exosomes) de 

par sa localisation dans certains domaines de la membrane plasmique ou par des 

interactions avec des protéines endosomales ou impliquées dans la formation des CMV 

soit pendant son transport vers la membrane plasmique ou pendant un processus de 

recyclage de la protéine. Beaucoup de protéines cellulaires et virales détectées dans les 

VE interagissent avec les protéines TSG 101 du complexe ESCR T-I ou la protéine 

accessoire Alix, mais il est peu probable que la Syn-2 interagisse directement avec ces 

protéines, car aucun des motifs connus d'interactions avec les protéines Alix (motif 

LYPX(n)L) ou TSG101 (motif PT/SAP), ne sont identifiable dans sa séquence 

protéique (voir Annexe A). Notons que ces séquences sont présentes dans la région 
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intracytoplasmique de la Syn-1 et pourraient diriger son internalisation dans les VE 

(voir Annexe B). En revanche, la protéine HRS qui appartient au complexe ESCRT-0 

reconnait les protéines membranaires ubiquitinées dans les endosomes et plusieurs 

protéines ubiquitinylées ont été détectées dans les VE (Huebner et al. 20 16; Moreno

Gonzalo et al. 2018). Aucune donnée n'existe sur les modifications post

traductionnelles de la Syn-2 autres que les glycosylations, mais l'ubiquitination de la 

protéine est une piste potentielle pour l'adressage de la Syn-2 vers les VE de type 

exosomes. 

Une étude plus récente a identifié la petite protéine de type ubiquitine UBL3 

comme un type de modification post-traductionnelle qui dirige les protéines vers les 

VE (Ageta et al. 20 18). Cette protéine interagit avec les protéines via la formation de 

ponts disulfures entre des résidus cystéines situés à son extrémité C-terminale et des 

résidus cystéines sur les protéines. Les données sur cette protéine sont très récentes, 

mais c'est une piste intéressante dans l'exploration de l'adressage de la Syn-2 aux VE 

étant donné qu'elle possède plusieurs cystéines en plus des motifs cystéine impliqués 

dans l' interaction des sous-unités SU et TM. 

5.6.1.2 Localisation de la protéine Syncytine-2 dans les rafts lipidiques 

L' internalisation de la Syn-2 dans les VE pourrait s' expliquer par une 

localisation de la protéine dans les rafts lipidiques, des régions membranaires riches en 

cholestérol et sphingolipides, prônent à former des bourgeonnements membranaires et 

dont la composition est similaire à la membrane des VE (Kowal et al. 20 14; Mulcahy 

et al. 2014 ). En effet, la présence de la protéine dans ces microdomaines membranaires 

pourrait diriger 1 'internalisation de la Syn-2 dans les microvésicules qui bourgeonnent 

directement à la membrane. En revanche, l'internalisation de la Syn-2 dans les 

exosomes implique que la protéine soit dirigée vers les endosomes ou les CMV. Si la 

protéine n'est pas orientée vers ces compartiments durant son trajet vers la membrane, 
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il est possible que la Syn-2 soit endocytée après son expression à la membrane 

plasmique et se localise secondairement dans les endosomes. C'est le cas des 

glycoprotéines d'enveloppe des lentivirus HTL V -1, VIH -1 et SIV -1 qui possèdent un 

domaine d'interaction avec les complexes protéiques AP-l et AP-2 dans leurs régions 

C-terminales (Yxx<I>) et qui sont endocytées via une endocytose clathrine-dépendante 

et redirigées vers les endosomes après leur expression à la membrane plasmique 

(Berlioz-Torrent et al. 1999; Kirschman et al. 2018). La Syn-2 ne présente pas de motif 

d'interaction avec les complexes AP -1 et-2 dans sa queue C-terminale mais sa présence 

dans les rafts lipidiques pourrait permettre une internalisation via un processus 

d'endocytose indépendant de la clathrine et sa localisation secondaire dans les VE (Le 

Roy et Wrana 2005; Tan et al. 2013). 

L'internalisation de certaines protéines membranaires dans les rafts lipidiques 

semble dépendre d'un domaine de liaison aux sphingolipides situé dans le domaine 

transmembranaire des protéines et correspond à une séquence consensus de 9 acides 

aminés (V /liT /L )xx(V /liT /L )(V /liT /L )xx(V /I/T /L )(F /W /Y) (Contreras et al. 20 12; 

Bjorkholm et al. 2014). Ce domaine serait aussi spécifiquement impliqué dans la 

liaison avec la sphingomyéline 18, un sphingolipide notamment associé à l'export de 

la forme tronquée de l'endogline (sEng) dans les exosomes placentaires dans les cas de 

PE (Contreras et al. 2012; Ermini et al. 2017). De manière intéressante, un motif 

similaire est présent dans le domaine transmembranaire de la protéine Syn-2 

(V sLLLLLLF, Annexe A), suggérant que la protéine puisse effectivement se localiser 

dans les rafts lipidiques. Une localisation de la protéine dans ces domaines 

membranaires devra être réalisée afin de tester cette hypothèse. 

En conclusion, l'internalisation de la Syn-2 dans la membrane des VE 

(microvésicules et exosomes) pourrait dépendre de modifications post-traductionnelles, 

d'interactions protéiques et d'une localisation de la protéine dans des domaines 
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membranaires riches en cholestérol et sphingolipides. Ces pistes pourront être 

explorées dans de futures recherches et apporteront des données importantes pour la 

compréhension des mécanismes moléculaires qui dirigent la Syn-2 vers ces vésicules 

et pour appuyer les résultats sur sa fonction lorsqu'elle est associée aux VE. 

5.6.2 Les implications de la présence des Syncytine-1 et -2 à la surface des 

vésicules extracellulaires placentaires 

Les VE sont connues pour leur rôle dans la communication intercellulaire et 

dans la régulation de la réponse immunitaire avec le transport de molécules actives 

dans leur lumière ou à leur surface. Mais la question se pose à savoir si les VE sont 

intemalisées aléatoirement par les cellules ou bien si leur internalisation est plus ciblée. 

Une partie de la réponse vient de l'étude des protéines associées à la surface des VE 

avec la présence de ligands et/ou de récepteurs susceptibles d'interagir avec leurs 

partenaires respectifs à la surface des cellules (Hoshino et al. 20 15). Les protéines Syn-

1 et -2 rentrent dans cette catégorie de molécules et leur présence à la surface des VE 

pourrait favoriser l' internalisation des VE dans certaines cellules qui expriment leurs 

récepteurs. Ces protéines pourraient aussi contribuer au rôle immunorégulateur des VE 

via leurs domaines immunosuppresseurs ou exercer un rôle antiviral. 

5.6.2.1 Le rôle des Syncytines dans l'internalisation des vésicules extracellulaires 

placentaires dans les cellules endothéliales et immunitaires 

Durant la grossesse, le placenta libère des VE qui peuvent agir localement ou 

rejoindre la circulation maternelle et aller agir à distance afin de moduler l'activité des 

cellules. Ceci a été particulièrement étudié avec les cellules endothéliales et 

immunitaires. 
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Plusieurs études ont montré l'action des VE placentaires sur l'activation et la 

migration des cellules endothéliales (Hoegh et al. 2006; Salomon et al. 2013b; 

Salomon et al. 2014c; Cronqvist et al. 2017). En revanche aucune étude n'a identifié 

de facteurs qui dirigent l'internalisation des VE placentaires dans ces cellules. Les 

résultats présentés au chapitre IV suggèrent que la présence de la Syn-2 à la surface de 

ces vésicules pourrait jouer un rôle dans ce processus. En effet, le transporteur MFSD2a 

est exprimé au niveau des cellules endothéliales et l'interaction spécifique de la Syn-2 

avec MFSD2a pourrait diriger l'internalisation des VE placentaires dans les cellules 

endothéliales de différents tissus (Ben-Zvi et al. 2014; Ungaro et al. 2017). 

L'interaction de la Syn-1 avec ses récepteurs contribue probablement aussi à l'entrée 

des VE placentaires dans les cellules endothéliales et cette contribution devra être 

étudiée. Il semble que le récepteur SLC1A5 soit plus fortement exprimé que SLC1A4 

dans les cellules endothéliales et pourrait donc principalement contribuer à l'interaction 

avec la Syn-1 exprimée sur lesVE (Tetsuka et al. 2003). 

Concernant les cellules immunitaires, la fonction des VE a surtout été associée 

à la présence de protéines à la surface des vésicules qui régulent des voies de 

signalisation, mais certaines études rapportent également l'internalisation de 

microARN placentaires dans les cellules immunitaires via lesVE (Kambe et al. 20 14; 

Ospina-Prieto et al. 2016). Les travaux de Hummel et al. (2015) ont montré 

l'expression de MFSD2a, de SLC1A4 et SLC1A5 à la membrane des lymphocytes T 

et des cellules dendritiques et plusieurs autres études rapportent 1' expression de 

SLC1A5 par les lymphocytes T activés et les cellules NK (Nakaya et al. 2014; Hummel 

et al. 2 0 15; Guo et al. 2 0 1 7; Jensen et al. 2 0 1 7). La présence des récepteurs à la surface 

de cellules immunitaires, connues pour interagir avec les VE, suggère donc que les 

Syn-1 et -2 puissent aussi être impliquées dans le transfert du contenu des VE 

placentaires dans les cellules immunitaires. 
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L'expression des Syncytines à la surface des VE placentaires pourrait de ce fait 

orienter l'internalisation des VE placentaires dans certains types cellulaires dont 

l'activité doit être modulée durant la grossesse. La présence d'autres enveloppes 

rétro virales endogènes à la surface des VE placentaires (ex : EnvP(b )) est à déterminer, 

mais il est possible qu'elles contribuent aussi à l'entrée des VE. Enfin, déterminer le 

niveau d'implication de la Syn-2 dans l'internalisation des VE placentaires est 

particulièrement important dans le contexte de la PE où 1' expression de cette protéine 

est significativement réduite à la surface des VE circulantes et pourrait affecter la 

communication intercellulaire. 

5.6.2.2 Régulation de la réponse immunitaire via le domaine 

immunosuppresseur 

Durant la grossesse, la réponse immunitaire maternelle doit être modulée afin 

de permettre l'implantation et la croissance d'un fœtus semi-allogénique, et ceci passe 

par l'activation ou l'inhibition de cellules effectrices diverses. Des travaux ont établi 

que les VE placentaires avaient un rôle important dans cette immunorégulation 

(Gohner et al. 20 17). 

La présence d'un domaine immunosuppresseur fonctionnel dans la TM de la 

Syn-2 suppose que l'exportation de cette protéine via lesVE puisse avoir une fonction 

de régulation de la réponse immunitaire (Mangeney et al., 2007). Des travaux réalisés 

au laboratoire ont confirmé l'activité immunosuppressive de la Syn-2 et suggèrent que 

l'expression de la Syn-2 à la surface des VE contribue en partie à l'activité 

immunorégulatrice associée aux VE placentaires (Lokossou et al., accepted). La Syn-

1 semble également contribuer à 1' activité immunorégulatrice des VE placentaires 

même si les domaines de la protéine impliqués dans sa fonction immunosuppressive ne 

sont pas encore clairement identifiés (Mangeney et al. 2007; Tolosa et al. 2012; 

Hummel et al. 2015). Ainsi, si les protéines Syn-1 et -2 ont une activité 
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immunosuppressive différente, l'expression de l' une et 1 ou l'autre des Syncytines à la 

surface des VE placentaires pourrait différemment réguler la réponse immunitaire 

maternelle. 

Finalement, la contribution des protéines rétrovirales endogènes EnvV et 

EnvP(b) ne devrait pas être négligée, car ces deux protéines présentent aussi une 

activité immunosuppressive (Mangeney et al. 2007). L'étude de l'internalisation de ces 

protéines dans lesVE permettra de déterminer le rôle éventuel de ces deux protéines. 

5.6.2.3 Protection contre les infections virales 

L'étude de Ouyang et al. (2016) a montré un rôle antiviral des VE placentaires 

et particulièrement des exosomes (Ouyang et al. 2016). Cette fonction antivirale a été 

associée en partie à la présence de certains microARN, mais les auteurs rapportent aussi 

la présence des protéines Syn-1 et -2 dans les exosomes placentaires, ce qui confirme 

les présents résultats et ceux publiés au laboratoire (V argas et al. 2014 ). La présence 

de la Syn-1 à la surface des VE placentaires pourrait protéger les cellules non 

trophoblastiques de certaines infections virales dans son groupe d'interférence. En effet, 

la liaison de la Syn-1 avec ses récepteurs à la surface des cellules pourrait rendre ces 

récepteurs inaccessibles à d'autres virus qui utilisent ces mêmes récepteurs. En ce qui 

concerne la Syn-2, aucun autre virus n'a été identifié à date qui utilise MFSD2a, mais 

il n'est pas exclu que des virus aient existé par avant et utilisait ce même récepteur. 

L'internalisation des Syncytines humaines et éventuellement d' autres protéines 

rétrovirales endogènes dans la membrane des VE placentaires pourrait donc être un 

phénomène actif et ces protéines pourraient participer à différentes fonctions exercées 

par lesVE. 
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5.6.3 Le rôle envisagé de la Galectine-1 dans l'entrée des vésicules 

extra cellulaires 

Les résultats obtenus lors de l'incubation des VE avec la Gal-l montrent une 

tendance à l'augmentation de l'entrée des VE en présence de Gal-l (Chapitre IV, 

Figure 4.4). Ceci suggère un possible effet de cette dernière sur l' internalisation des 

VE. Étant donné que les VE expriment plusieurs types de glycoprotéines et 

glycolipides à leur surface, il est très probable que la Gal-l, et d'autres membres de 

cette famille de lectines présentes dans le milieu extracellulaire, puissent lier la surface 

des VE (Gerlach et al. 2013; Costa et al. 2018). Quelques études rapportent la détection 

des Gal-l et -3 dans lesVE mais leur présence à la surface ou à l'intérieur des vésicules 

n'a pas systématiquement été analysé (traitement des VE à la protéinase K) (Kulkarni 

et Prasad 2017; Banfer et al. 2018). Aussi, il semble que la composition des glycans à 

la surface des VE affecte leur localisation in vivo (Royo et al. 2019). L'interaction des 

VE avec les différentes galectines est donc une piste intéressante. 

Durant la grossesse, les niveaux de Gal-l dans le placenta et dans le sang 

semblent augmenter. Si la Gal-l se lie aux VE placentaires, il est possible qu' elle 

influence l'internalisation des vésicules, aussi bien localement que dans les autres 

tissus. De plus amples analyses seront nécessaires afin de déterminer si la Gal-l peut 

lier la surface des VE placentaires, facilite 1' attachement des VE à la surface des 

cellules et si elle peut aussi diriger l'internalisation des VE placentaires dans certaines 

cellules en fonction de leurs profils de glycosylation. 

5.6.4 Perspectives 

5.6.4.1 Analyses fonctionnelles sur les HUVEC après incubation avec des 

vésicules extracellulaires qui expriment la Syncytine-2 
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Les résultats présentés dans le chapitre IV demandent à être complétés par une 

meilleure caractérisation des VE (expression de marqueurs de VE par Western-blot, 

caractérisation par Nano Tracking Analysis), des répétitions des expériences 

d'incubation des VE contrôles et qui expriment la Syn-2, une localisation des VE dans 

les compartiments cellulaires après internalisation par les HUVEC et une étude de 

l'internalisation des VE en présence d'une concentration croissante de Gal-l. Aussi, 

des analyses fonctionnelles sur les HUVEC permettront d'identifier si la présence de 

la Syn-2 à la surface des VE peut modifier la réponse des cellules (migration, 

différentiation, invasion). L'analyse comparative de la composition des VE qui 

expriment ou non la Syn-2 indiquera si les cargos changent entre les deux populations 

de vésicules et si les éventuels effets observés sur la réponse des HUVEC sont dus à 

certains cargos ou à une différence d'internalisation. 

5.6.4.2 L'adressage de la Syncytine-2 aux vésicules extracellulaires 

Afin de déterminer comment la Syn-2 est adressée aux VE, il sera possible dans 

un premier temps d'étudier les modifications post-traductionnelles de la protéine (ex : 

ubiquitination) dans des cellules trophoblastiques ou des lignées cellulaires et voir si 

ces modifications dirigent l'internalisation de la protéine dans lesVE. Il sera également 

possible d'étudier la localisation de la Syn-2 dans les rafts lipidiques. Les protéines 

Flotillin-1 et -2 étant des marqueurs de rafts lipidiques dans le placenta et dans de 

nombreux types cellulaires, une colocalisation de la Syn-2 avec ces protéines dans les 

cellules trophoblastiques et des lignées cellulaires pourrait indiquer la localisation de 

la Syn-2 dans ces microdomaines membranaires (Walton et al. 2013). Il est aussi 

possible d'isoler les rafts lipidiques à partir de lysats cellulaires, une technique qui 

pourra être employée pour déterminer la localisation de la Syn-2 dans ces domaines 

membranaires. Aussi, une mutation de la séquence putative de liaison aux 

sphingolipides (VSLLLLLLF, Annexe A) de la Syn-2 permettra de savoir si cette 
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séquence est importante pour la localisation de la protéine dans certaines régions 

membranaires et dans lesVE. 

5.6.4.3 L'expression des autres protéines d'enveloppes rétrovirales endogènes 

placentaires dans les vésicules extracellulaires 

L'absence d'anticorps commerciaux disponibles pour les protéines EnvV et 

EnvP(b) limite les études de ces deux protéines et aucune étude n'a examiné 

l'association des protéines EnvP(b) et EnvV avec les VE. Pourtant ces protéines 

pourraient participer à l'entrée des vésicules dans les cellules (trophoblastiques ou 

autres) ou aux fonctions immunorégulatrices des VE. Des premières analyses de 

1' internalisation de Env V et Env P(b) dans les VE pourraient cependant être réalisées 

en utilisant des protéines recombinantes fusionnées avec des étiquettes et des cellules 

productrices de VE. Des analyses d'internalisation dans différents modèles cellulaires 

ainsi que des analyses de la réponse cytokinique de cellules immunitaires incubées avec 

ces VE pourront ensuite indiquer si ces protéines sont potentiellement impliquées dans 

l'internalisation ou les fonctions immunorégulatrices des VE. 

5.6.4.4 L'association des protéines Galectine-1 et 3 avec les vésicules 

extra cellulaires 

L'association des protéines Gal-l et -3 avec les VE pourra être déterminé en 

isolant lesVE de différentes cultures de lignées cellulaires qui expriment ces protéines 

et de CTBv et par une détection des protéines par Western-blot. Une analyse par 

cytométrie en flux pourra être réalisée afin d'analyser l'expression des Gal-l et -3 à la 

surface des vésicules, avant et après traitement des vésicules par la Protéinase K. La 

liaison des protéines Gal-l et Gal-3 recombinantes à la surface des VE pourra aussi 

être analysée en incubant ces protéines avec des VE isolées suivi par une détection des 

protéines par Western-blot et cytométrie en flux. La fonction de ces galectines dans 
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l'internalisation des VE pourra être étudié dans un premier temps en incubant des VE 

marquées au PKH67 avec des doses croissantes de Gal-l ou Gal-3 recombinantes et 

une comparaison de 1 ' internalisation cellulaire avec des contrôles sans galectines ou 

avec lactose. Dans un deuxième temps, des cellules déficientes pour 1' expression des 

galectines pourraient être générées et utilisées pour comparer 1' internalisation de VE 

marquées en présence ou non de galectines recombinantes. 





CONCLUSION GÉNÉRALE 

Mon projet de recherche doctoral avait deux buts principaux : poursuivre la 

caractérisation des activités fusogéniques des protéines d'enveloppes rétrovirales 

endogènes humaines Syncytine-1 et -2 lors de la formation du syncytiotrophoblaste et 

étudier la fonction de la Syncytine-2 dans l'internalisation des vésicules 

extracellulaires placentaires dans les cellules endothéliales. Ces travaux ont établi un 

lien inédit entre les enveloppes de ERV et les protéines Galectine-1 et -3 et apporté des 

résultats qui permettent d'envisager la Syncytine-2 comme un facteur déterminant dans 

l'entrée cellulaire des vésicules extracellulaires. Les résultats obtenus ouvrent sur de 

nombreuses perspectives intéressantes concernant les fonctions des enveloppes 

rétrovirales endogènes dans le placenta, mais aussi dans les autres tissus qui expriment 

ces protéines ou qui internalisent des vésicules extracellulaires placentaires. 

La possible régulation de l'activité fusogénique des Syncytines par les 

Galectines est une nouvelle hypothèse à envisager dans les mécanismes qui conduisent 

à la formation et au maintien du syncytiotrophoblaste dans le placenta. Les Galectines 

étant conservés chez de nombreuses espèces qui expriment des protéines de type 

Syncytine, une perspective plus générale peut être envisagée: celle d'une conservation 

des interactions entre les Galectines et les Syncytines et d'un mécanisme global de 

régulation de ces protéines fusogéniques par les Galectines. La découverte d'une 

connexion entre les enveloppes rétrovirales endogènes et les Galectines débouchent 

aussi sur de nouvelles pistes de recherche dans 1' étude de la pré-éclampsie, la sclérose 

en plaques et certains cancers, où la modification des interactions enveloppe-Galectine 

pourrait contribuer à l'évolution de la pathologie. 
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Bien que découverte il y a plus de 15 ans, la Syncytine-2 pâtit encore 

aujourd'hui de la popularité de la Syncytine-1 et est souvent négligée dans les 

recherches qui portent sur la fusion cellulaire. Néanmoins, la différence observée dans 

l'interaction des Syncytines avec les Galectines renforce l'idée que ces deux protéines 

possèdent des fonctions complémentaires dans le placenta. Il est donc important de 

poursuivre la caractérisation de la Syncytine-2 afin d'envisager l'envergure de ses 

fonctions (fusogéniques et immunorégulatrices) dans le placenta et les autres tissus. 

Aussi, comprendre l'adressage des Syncytine-1 et -2 à la membrane des 

vésicules extracellulaires placentaires et les fonctions jouées par ces protéines 

lorsqu'elles sont associées à ses vésicules est un défi majeur, mais indispensable si l'on 

souhaite comprendre les mécanismes d'adaptation cellulaire nécessaires au 

développement normal de la grossesse et les défauts qui conduisent à l'apparition de 

grossesses pathologiques. Les recherches précédentes réalisées dans notre laboratoire 

avaient proposé l'utilisation de la Syncytine-2 comme un biomarqueur de la pré

éclampsie et des analyses sont toujours en cours afin d'évaluer le potentiel diagnostique 

de cette protéine. 



ANNEXE A 

SÉQUENCE PROTÉIQUE ANNOTÉE DE LA PROTÉINE SYNCYTINE-2 

10 20 30 40 50 
MGLLLLVLIL TPSLAAYRHP DFPLLEKAQQ LLQSTGSPYS TNCWLCTSSS 

60 70 80 90 100 
TETPGTAYPA SPREWTSIEA ELHISYRWDP NLKGLMRPAN SLLSTVKQDF 

110 120 130 140 150 
PDIRQKPPIF GPIFTNINLM GIAPICVMAK RKNGTNVGTL PSTVCNVTFT 

160 170 180 190 200 
VDSNQQTYQT YTHNQFRHQP RFPKPPNITF PQGTLLDKSS RFCQGRPSSC 

210 220 230 240 250 
STRNFWFRPA DYNQCLQISN LSSTAEWVLL DQTRNSLFWE NKTKGANQSQ 

260 270 280 290 300 
TPCVQVLAGM TIATSYLGIS AVSEFFGTSL TPLFHFHIST CLKTQGAFYI 

310 320 330 340 350 
CGQSIHQCLP SNWTGTCTIG YVTPDIFIAP GNLSLPIPIY GNSPLPRVRR 

360 370 380 390 400 
AIH.f._~_?.-~_J;:_~~ I-:§_~-~-12_~~~~§. IAGITKASLT YSQLSKEIAN NIDTMAKALT 

410 420 430 440 450 
TMQEQIDSLA AVVLQN'BRGL DMLTAAQGGI CLALDEKCCF WVNQSGKVQD 

460 470 480 490 500 
NIRQLLNQAS SLRERATQGW LNWEGTWKWF SWVLPLTGPL VSLLLLLLFG 

510 520 530 
PCLLNLITQF VSSRLQAIKL QTNLSAGRHP RNIQESPF 

t ...................................... .................................................................................................................................................................................................................................... ...................... .. ..................... J 

Annexe A: Séquence protéique annotée de la Syncytine-2 (récupérée de la base de 

données Uniprot (www.uniprot.org/uniprot/P60508)). Les acides aminés asparagine 

glycosylés sont indiqués en bleu, les deux séquences cystéines qui permettent 

l'interaction entre les sous-unités SU et TM sont indiquées en gras, la séquence de 
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clivage par la furine est soulignée par un trait simple. Le peptide fusion est souligné 

par un trait pointillé et le domaine transmembranaire par un trait double. La séquence 

en rouge correspond à la possible séquence d'interaction aux sphingolipides .. 



ANNEXEB 

SÉQUENCE PROTÉIQUE ANNOTÉE DE LA PROTÉINE SYNCYTINE-1 

10 20 30 40 50 
MALPYHIFLF TVLLPSFTLT APPPCRCMTS SSPYQEFLWR MQRPGNIDAP 

60 70 80 90 100 
SYRSLSKGTP TFTAHTHMPR NCYHSATLCM HANTHYWTGK MINPSCPGGL 

110 120 130 140 150 
GVTVCWTYFT QTGMSDGGGV QDQAREKHVK EVISQLTRVH GTSSPYKGLD 

160 170 180 190 200 
LSKLHETLRT HTRLVSLFNT TLTGLHEVSA QNPTNCWICL PLNFRPYVSI 

210 220 230 240 250 
PVPEQWNNFS TEI NTTSVLV GPLVSNLEIT HTS NLTCVKF SNTTYTTNSQ 

260 270 280 290 300 
CIRWVTPPTQ IVCLPSGIFF VCGTSAYRCL NGSSESMCFL SFLVPPMTIY 

310 320 330 340 350 
TEQDLYSYVI SKPRNKRVPI LPFVIGAGVL GALGTGIGGI TTSTQFYYKL 

- -- ·-·-·-------·-·-·-· - ·- ·- ·-·- ---- -- ------ · 
360 370 380 390 400 

SQELNGDMER VADSLVTLQD QLNSLAAVVL QNR..~DLLT AERGGTCLFL 
410 420 430 440 450 

GEECCYYVNQ SGIVTEKVKE IRDRIQRRAE ELRNTGPWGL LSQWMPWILP 
460 470 480 490 500 

FLGPLAAIIL LLLFGPCIFN LLVNFVSSRI EAVKLQMEPK MQSKTKIYRR 
510 520 530 

PLDRPASPRS DVNDIKGTPP EEISAAQPLL RPNSAGSS 

Annexe B : Séquence protéique annotée de la Syncytine-1 (récupérée de la base de 

données Uniprot (www.uniprot.org/uniprot/Q9UQFO)). Les acides aminés asparagine 

glycosylés sont indiqués en bleu, les deux séquences cystéines qui permettent 

l'interaction entre les sous-unités SU et TM sont indiquées en gras, la séquence de 
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clivage par la furine est soulignée par un trait simple. Le peptide fusion est souligné 

par un trait pointillé et le domaine transmembranaire par un trait double. Les motifs 

d'interaction avec les protéines ESCRT Tsglül et Alix et le motif dileucine sont 

indiqués en rouge et en gras. 
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