médecine/sciences 2025 ; 41 : 647-56

m's

médecine/sciences

> Les connaissances accumulées sur la biolo-
gie du virus VIH-1 ont permis I"’émergence de
techniques exploitant I’architecture des rétrovi-
rus, leurs propriétés infectieuses, et leur capa-
cité d’intégration dans le génome cellulaire. Ce
champ d’étude constitue la vectorologie rétro-
virale qui s’est démocratisée dans les labora-
toires par I'usage des vecteurs lentiviraux. €n
détournant de maniere différente I'assemblage
rétroviral, d’autres systemes émergent et sont
de plus en plus cités dans la littérature récente.
En particulier, des particules défectives per-
mettent une livraison transitoire d’effecteurs
qui ciblent le génome. Cette caractéristique en
fait des outils trés adaptés pour ’administration
de «scalpels génétiques », dont la persistance
a long terme n’est pas requise dans la cellule
ou "organisme cible. Depuis la description du
systeme CRISPR/Cas9 en 2012, les techniques
d’ingénierie génomique n’ont cessé d’évoluer en
terme de capacité et de fiabilité. Plusieurs déri-
vés du systeme CRISPR permettent aujourd’hui
I’édition du génome humain avec une précision
a I’échelle nucléotidique. Livrer ces facteurs
effecteurs dans la cellule, ou I’organisme, reste
un défi technique majeur sur lequel les vecto-
rologistes se sont penchés. La présente revue
décrit les principaux systemes rétroviraux uti-
lisés pour manipuler le génome. Aprés un tour
d’horizon des techniques d’ingénierie génétique,
nous verrons comment, en manipulant divers
éléments architecturaux des rétrovirus, les cher-
cheurs ont développé une grande variété d’outils
génétiques. Les subtilités, les potentialités et
les limites des particules pseudo-virales rétro-
virales (VLPr) seront abordées. <
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Les outils de I’ingénierie génétique :
principaux effecteurs pour la manipulation du génome

Les recombinases et les transposases

Les enzymes telles que la recombinase CRE (cyclization recombinase)
du bactériophage P1 [1] ou la recombinase FLP (flippase), dérivée
du plasmide 2 de la levure de boulangerie Saccharomyces cerevi-
siae, reconnaissent des séquences spécifiques d’ADN, appelées sites
de recombinaison (LoxP [locus of crossing-over X of P1] pour CRE et
FRT [flippase recognition target] pour FLP), et catalysent des réac-
tions de recombinaison entre ces sites. Cela permet des modifica-
tions génétiques contrdlées, telles que des délétions, des inversions
ou des translocations de segments d’ADN dans les cellules animales
ou végétales [2]. Ces outils s’adressent a des génomes préalable-
ment préparés, porteurs des sites nécessaires a la recombinaison
(LoxP ou FRT).

Les protéines clivantes non guidées

Dans les années 1990, les méganucléases' ont été parmi les pre-
miers agents développés pour cliver le génome humain. A la diffé-
rence des enzymes de restriction bactériennes, elles reconnaissent
des séquences longues (de 12 & 40 nts) et rares. Elles présentent
une grande spécificité, mais leur conception est peu flexible [3].

Les nucléases & doigt de zinc (ZFN) [4] (=) et () Voirm/sn°10,
2007, page 834

! Les méganucléases sont des endodésoxyribonucléases qui se caractérisent par un site de reconnais-
sance de grande taille (12 a 40 paires de bases). Les méganucléases sont considérées comme les enzymes
de restriction les plus spécifiques (ndlr).
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(=) Voirm/s n° 2,
2014, page 186

les TALEN (transcription activator-like effector
nuclease) [5] (=¥) sont quant a elles des enzymes
artificielles combinant des domaines de liaison a I’ADN modulaires
avec un domaine nucléase clivant. Ces outils fondateurs permettent
d’introduire des délétions et des insertions géniques, parfois avec
une grande précision. Cependant, comme ils sont difficiles a conce-
voir « a fagon », ils ont été supplantés par les techniques CRISPR
(clustered regularly interspaced short palindromic repeats) depuis
2012.

Les protéines guidées : le systeme CRISPR

et ses dérivés CRISPR/Cas9

Le systéme CRISPR repose sur 'usage de I"endonucléase bactérienne
Cas9 (CRISPR associated protein 9) qui clive ’ADN et d’un petit ARN
guide (ARNg) qui définit le site de coupure
(Figure 1) [6,7] (=9).

La versatilité de la technique, mais aussi sa
précision relative vont stimuler la conception de dérivés CRISPR
par la fusion de Cas9 avec des enzymes agissant sur le génome. Ces
techniques vont fréquemment avoir recours a des mutants de Cas9
ne clivant plus qu’un seul brin d’ADN (Cas9 nickase : Cas9n) ou des
Cas9 non clivantes (dead Cas9 : dCas9) mais dont I’adressage reste
possible. Ces chimeres Cas9 constituent des attelages efficaces
pour positionner des effecteurs génétiques sur des locus cibles,
comme ceux décrits ci-apres :

- ’édition de base (base editing) permet de modifier directement une
base d’ADN sans créer de cassure double-brin (DSB) [81, ce qui limite
considérablement les effets hors cible. Cette méthode utilise une Cas 9

(=) Voir m/s n° 11, 2015,
pages 1014 et 1 035

inactive (dCas9) ou une Cas9 nickase (Cas9n) fusionnée & une enzyme
de conversion chimique afin de catalyser un changement spécifique
dans les bases [9].

- Le « prime editing » permet I’édition de petites séquences géné-
tiques [10]. Il repose sur ’association d’une Cas9n avec un domaine
de transcriptase inverse (RT). lci, le pegARN (prime-editing gRNA)
spécifie la zone de coupure comme un ARNg classique et sa partie
3’ peut aussi s’hybrider a ’ADN génomique sur le brin opposé : il
encadre I’ADN cible et fournit une matrice ARN a la transcriptase
inverse, qui synthétise un nouveau brin d’ADN. Le « prime editing »
permet une réécriture du génome sur des segments courts, ce qui est
idéal pour corriger de petites altérations fré- (=) Voir m/s n° 10,
quentes dans des maladies humaines [11] (=9). 2024, page 748
Grdce a I'absence de cassure double brin et a la double vérification de
la séquence cible par le pegARN, le « prime editing » est une technique
d’édition précise et peu invasive.

- Les techniques CRISPRa et CRISPRi exploitent des protéines dCas9
fusionnées a des facteurs modulateurs de la transcription, comme le
complexe VP64-P65-Rta qui active la transcription (CRISPRa), ou le
domaine répresseur Kriippel-associated box (KRAB) (CRISPRi) [12].
Leur ciblage sur des promoteurs spécifiques permet de contréler I’ex-
pression des génes. Une autre approche ayant les mémes objectifs
exploite des facteurs modifiant localement la chromatine, comme
les histones acétyltranférases [13].
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- Les méthodes CRISPRon et CRISPRoff : (déméthylation
et méthylation ciblées) ciblent des sites clés du génome
en fusionnant des enzymes affectant la méthylation de
I’ADN, comme I’ADN- méthyltranferase 3A (DNMT3A) ou
le domaine déméthylant de la ten-eleven translocation
methylcytosine dioxygenasel (TET1), a dCas9. Elles
induisent une extinction durable de I’expression des
génes méthylés, ou leur activation selon la protéine de
fusion utilisée [14].

Les pseudoparticules rétrovirales :
des véhicules génétiques et protéiques

Le terme général de particules pseudo-virales rétro-
virales (VLPr) décrit un type de vésicules structurel-
lement proches des rétrovirus, mais ne conduisant
pas @ une infection productive. Il englobe a la fois
les particules incompléetes générées par les cel-
lules infectées (Figure 2), et les particules concues
artificiellement a partir d’éléments rétroviraux.
D’un diametre de 80 a 120 nm, ces particules sont
dotées d’une bicouche lipidique, contiennent un
ARN et codent en général la transcriptase inverse,
’enzyme qui rétro-transcrit I’ARN en ADN. Les len-
tivirus comme le VIH-1 (virus de I’immunodéficience
humaine) et les gamma-rétrovirus de type MLV
(murine leukemia virus) ont été particuliérement
exploités pour la conception de VLPr, mais quelques
rétrovirus endogenes sont aussi utilisés.

Les VLPr parmi les autres méthodes de livraison

Uintroduction d’agents modificateurs du génome dans
la cellule ou I'organisme peut étre assurée par des
particules lipidiques synthétiques, capables d’encap-
suler des protéines ou des acides nucléiques, et
optimisées pour fusionner avec les membranes cellu-
laires. Les particules lipidiques, produites facilement
et a grande échelle de maniére standardisée, sont
particulierement adaptées aux applications in vivo,
bien qu’elles présentent un tropisme marqué pour le
foie. Les vecteurs adénoviraux ou les AAV (adeno-
associated virus) [15] (=¥) sont
également largement exploités ;
ces derniers peuvent étre produits
en grande quantité pour des usages cliniques. Les vec-
teurs AAV et les particules lipidiques sont aujourd’hui
les vecteurs de choix pour de nombreuses approches in

(=) Voir m/s n° 5,
2015, page 529

vivo. Une revue plus compléte compare les avantages
et les limitations de ces systéemes pour I’édition géné-
tique [16].

Les VLPr conservent néanmoins des atouts distinctifs :
leur production est techniquement peu exigeante, leur
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Figure 1. Principaux systémes d’ingénierie génétique dérivés du systeme CRISPR. ARNg: ARN guide, PAM: protoadjacent motif (NGG), CytD: cytosine

desaminase, dCas9: dead-Cas9, Cas9n: Cas9 nickase, RT: transcriptase inverse, pegARN: prime editing ARNg, VPR: chimére VP64-P65-Rta, KRAB:

Kruppel associated box, TET1: ten-eleven translocation dioxygenasel, Dnmt3A: ’ADN- méthyltranferase 3A.
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Figure 2. Représentation schématique des principales phases de assemblage du rétrovirus VIH-1, un lentivirus. 'assemblage a lieu dans les cellules infectées,

et peut étre induit expérimentalement -c’est en général le cas pour la production en masse de particules rétrovirales — dans des cellules « usines » ol sont

surexprimés les composants viraux (comme les HEK293T). La traduction des ARNm viraux (1) permet I’expression des protéines du virus, incluant les polypro-

téines GAG et GAGPOL. ENV est également traduite et dans le cas de certains lentivirus comme le VIH-1 plusieurs protéines régulatrices et auxiliaires. La polypro-

téine GAG multimérise dans le cytoplasme (2) ol elle peut interagir avec I’ARNg (3), puis rejoint la membrane cellulaire ou endosomale. Son accumulation (4)

conduit au bourgeonnement de particules virales empaquetant les complexes GAG/ARNg (5) et d’autres protéines virales. La protéine d’enveloppe glycosylée

dans les compartiments golgiens est incorporée dans la membrane des particules finalement libérées dans le milieu extracellulaire (6). La particule subit une

phase de maturation ou PR clive les polyprotéines embarquées, ce qui conduit au virion mature infectieux. Ce dernier incorpore également des protéines et des

ARN cellulaires. Seule une faible proportion des particules émises sont infectieuses, 'assemblage générant aussi des particules sans génome ou incomplétes

(pseudoparticules).

enveloppe peut étre modifiée pour cibler des cellules spécifiques, et
leur structure interne modulable permet I’incorporation de protéines
ou d’ARN exogenes. Ces propriétés ont élargi les possibilités d’ingénie-
rie des particules rétrovirales pour la modification du génome et ont
favorisé leur grande diffusion dans les laboratoires.
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Lassemblage de la particule rétrovirale

Le processus d’assemblage des particules de type VIH-1
illustre la convergence complexe de protéines virales et
cellulaires, d’acides nucléiques et de lipides qui préside
a la formation des particules virales (Figure 2) [17]
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La conception des pseudoparticules rétrovirales

Pour redéfinir le contenu des particules rétrovirales, des stratégies de

2008, page 49

n°l,

Figure 3. Détails moléculaires des stratégies
exploitées pour la conception de pseudo-
particules rétrovirales. Les protéines et ARN
impliqués dans la production de VLPr livrant
des ARN (A, B), ou des protéines (C, D) sont
schématisés. Le type de particules produites
et la destinée du cargo dans la cellule ciblée

par ces vecteurs sont représentés.

en imposant d’autres protéines d’enveloppe
par pseudotypage [18] (Figure 3).

LUempaquetage d’un ARN exogéne
Lincorporation d’un ARN d’intérét dans les
particules peut étre induite en dotant I’ARN
d’une séquence d’encapsidation rétro-
virale naturelle (Psi ou ¥, Figure 3A-B).
€n présence des protéines de structure
virale, 'assemblage de la particule va alors
s’opérer autour de cet ARN transgénique
qui pourra étre transmis a la cellule cible.
Deux types de réalisations sont a rete-
nir. Dans un cas, I’ARN ainsi transporté
peut toujours &tre rétro-transcrit, puis
’ADN résultant intégré grace aux protéines
virales et aux séquences présentes en cis
sur ’ARN. On parle alors de vecteur de
transgenese de type lentivecteur ou rétro-
vecteur (Figure 34).

Dans un deuxieme cas, ’ARN encapsidé
est congu pour étre directement tra-
duit dans la cible, sans qu’il soit rétro-
transcrit ou intégré (Figure 3B). Les
vecteurs deviennent alors des cargos a
ARNm (Tableau I). ’encapsidation active
de ARN d’intérét peut dépendre de la
séquence Psi, ou d’une protéine de cap-
ture reconnaissant sur I’ARN un motif
aptamére?. Le Tableau I/, adapté de [19],
répertorie les couples aptamere/protéine
de capture les plus utilisés.

Lincorporation de protéines exogénes
Pour assurer I'incorporation d’une protéine dans une par-
ticule rétrovirale, 'une des stratégies consiste a réaliser

des fusions moléculaires entre une protéine virale présente
dans la particule et une protéine d’intérét, puis a exprimer

ces fusions dans la cellule productrice. Apres expression, la

détournement de I"assemblage consistent a forcer 'empaquetage d’un ARN

exogéne, ou a induire I'incorporation de protéines d’intérét, voire les deux
en méme temps. La surface des particules peut également étre modifiée,

m/s n® 8-9, vol. 41, aolit-septembre 2025

fusion protéine virale-protéine d’intérét peut étre incor-

? Un aptamere est un oligonucléotide synthétique, le plus souvent un ARN qui est
capable de fixer un ligand spécifique (ndlr).

651



D S3UIDID Jnod Jua10AUSS 33 S39NbIPUI JUOS S31J09P XNDADI] SIP S2IUBIDJI ST “YdSIY) dWaIsAs np uosiviAl p) Jnod sa)pJinos3a. sajndi3sndopnasd ap sadA} syualatlip sap uoipnzidnagy °| npajqn|

"[8%°61] duiowop np sajunliodwi SaNAII XNap

[¥¢]
[16]

[52]

[ee]

[ve]

[eg]
[s¢]

[L2]
[s¢]
[12]

[og]
[8¢] 10 32 ‘loy)

[623°82]
[8% 32 1] D 38 ‘ADpDA

[6v]

[8% 32 61] [ 32 3ul]
[87 32 61] Jp 32 M
[8% 32 61] J0 32 ‘ddouy

LEENTEYEY Y]

3did

SAQ3

$3q1J250UDY

sd1A-2d

SapD|qouDdy

SANAT

Sd1A°

SapD|qOUDN

SOIPaWOUDN

SapD|qouDN

sajon
-indoupuolq

ysojual

Sd1A]

woN

OAIA U] SIINOS 3p

ND3AJI2D 33 3UI3RJ ‘SaULINW }2 saulpwNy saus]
153In]13) I1$62)3H

sa3u8l| ‘Sd|.p S2ALIP

S3U0JN3U0I0W 33 SAYINOS S3|N|[3) ‘SISJIY ‘S935D|qOAlY
(oa14 u1) suNos 3p au13RJ ‘saulpwny sazusi]
suIDWNY 33 sunw 93p3sosd ap ‘Uojod ap saplounsio

sauipwny YN sa|njj2)

S1UNOS 3P 2U133 ‘184ZH3H

OAIA U] SIINOS 9P 2UI33J 33

3104 ‘NDAAJRD ‘saunnw ‘sauipwny saJiowiid san|a)
sauipwny | sa|n||a)

saulbwny +y¢@) ‘g ‘L s3|n||3)

sanbiuadoAw sayn||ao ‘Sq| san|jad ap

S9ALI9P SaU0INAU ‘S)Sd! ‘Sarkdouow ‘| san||a)
sasipwiid | s3|N||39 sauiowny sagudi]

SaUIDWNY 33 SAULINW S3YINOS S3|N||ad

‘sulinw $33£90A0 33 3104 )5d1y ‘saaudi
's99u8|| ‘saas|puoW W] g s3|n||a)
AL Sy

$JSd!Y

186¢43H

sinajluadold ‘uop.Jod ap Sups ap

+¢(@) ‘s93140030day ‘sulnw 33 suipwny $31sp|qo.qi4
S1IMOS 3p AUIRY ‘1862Y3H

sa9u8I| ‘saasipJoWW| g S3[N|[3)

saspwiid $935D|qo4qI4 € JDYIN( S3|N||3)

S29pIDA S3]q1)

WYY Jod 9p0d 4SD) “dJIDIUNWWI 33
|puoinau a8p|qId  gIW-9y9 Jod yNYS np gSw 24n3do)
6SD)-9V9IUIW

28ndA3opnasd-113 32 “|170d 82di ‘Xxpwad-9yo uoisny

1109 P02 3Ul3304d “WOI/dIW-9Y9 4od

2SW 32 WO) 24n3dpd ‘Xxpwad-9y9 uoisny
a8pdAjopnasd-iq 13 4S0)-9y9 UoISN4

$1DI89IUI NYY

uosIDJAI|0D 13 a3ndAjopnasd-1q ‘¢Sp)-9y9 uoIsny
3U1J15%493|d D| D anS0jowWOY aUIDWOP
10d9V9-QHd-6SP) N0 ¢SPI-10d-9Y9

awsidoJ} Np uoiID|NpoW ‘4SD)/3gY-9Y9 UOISN4

02143 a3pdA30pnasd 33 ¢spg-nyg uoisny
a3ndAyopnasd-1q 33 AYY + 4SD)-9y9 uoisny
sawAzoqu Jod

21391] SNYY "g¥4-650) 3upin3dod 7]dg}4-9y9 uoisny
(A110) 8NYY na3d3A3ua)| 32 A7 4dA D ¢SD) Bp UoISN4

28ndf3opnasd-1q 33 Sp)-9y9 UoIsN4

65Y)
aula304d p| aun3dod b NyyS 3] aun3doo wod-gyy

10d9V9-6SD) Uoisny

Ldd 9V9 3°

dIW 9v9 4od (¥NYS) Ldd 32 (65DD) ZSW 2.n3dod
Al un suop 21anbodwa yNyS 19

wdd-)N Jnd ¢SD) WNYVY,| 2P WOD 24m3dod

dIW-9v9 40d yNY3 NP 32 6SD) WNYY,| 2P ZSW 24n3d0d

VNY8 3] 3uDpod ATQ] 33 ¢SO WNYY,| 3P gSW 34n3dDd
dJW suoisny and S WNYY,| 2P ZSW 24n3dod
dIW-9v9 1od yNY3 NP 33 ¢SD) WNYY,| 3P ZSW 34n3dpo

S331409p Amvw.wo_o:.._ow._.

anbiajoiq
anbiaj04q

anbiajoiq

anbiajoiq
anbiajolgd

anbiajoig

anbiaio4qg

anbiajoig

anbiaj04q

anbiajoig
anbiajoiq
anbiajoug

anbiajoiq

anbiajoug
anbiajoiq

NYV

NYV

NYV

NYV
NYY

NYV
aw.Joj snos
6SVY)

39 ‘450D
650)

3d

3d
650)

65D)

3d ‘39 65P)

39 650)

3d
65P)

65P)
650)

DYdSIYI 65P)

6ER8)
6505

650)

650)

6S0)

65P)
65P)
650)

anbiuyoay

T-AIH

I-AIH

AW

AW

AW

AW

T-AH

NW

T-AIH
NW

T-AIH

T-AIH

NW

T-AH

T-AH

T-AH

T-AH

ASY

T-AIH
T-AIH
NW

Sd1A NP
aspg

m/s n® 8-9, vol. 41, aolit-septembre 2025

652



aptameéere ARN séquence protéine
de capture

com GCCCUGAAGAAGGGC com

MS2 ACAUGAGGAUCACCCAUGU MCP

PP7 GAAUGCCUGCGAGCAUCC PCP

BOXb GGAGCAGACGAUAUGGCGUCGCUCC  IN22

Csy4 CUGCCGUAUAGGCAGC Csy4H29A

Tableau Il. Principaux aptameres utilisés pour la capture d’ARN dans les parti-
cules rétrovirales (adapté de [19]).

porée dans la particule (Figure 3C) comme cela a été démontré par une
étude clé utilisant la protéine de capside GAG de MLV [20]. Des travaux ont
montré qu’une protéine de 286 kDa pouvait étre ainsi incorporée dans la
particule [21]. Cependant, les limites stériques de cette approche restent
a documenter. La fusion entre une protéine virale et une protéine d’inté-
rét peut étre incompatible avec un assemblage particulaire optimal, ce
qui nécessite un dosage précis du ratio protéine virale/protéine d’intérét
lors de la production. Lautre inconvénient est que la protéine d’intérét
fusionnée n'est pas nécessairement bioactive sous cette forme dans la
cellule cible, son activité optimale pouvant nécessiter sa séparation de la
protéine virale. Le prochain chapitre aborde cette limitation.

Pour contrdler le contenu protéique des VLPr, une autre approche
consiste a doter la protéine a incorporer d’un motif la localisant a la
membrane, siége de la production particulaire, comme un domaine
d’homologie a la pleckstrine (DHP) [22,23].

La libération des cargos protéiques

Lincorporation intra-particulaire de biomatériel, notamment via
Iinteraction avec la membrane de la cellule productrice, est suivie de sa
libération dans la cellule receveuse et dans le cas de protéines agissant
sur ’ADN, d’un transport nucléaire. Pour relever ce défi d’adressage,
les fusions GAG-protéine d’intérét sont munies de sites protéolytiques
pouvant étre clivés par la protéase virale lors de la maturation du virus
(Figure 2, phase 6). Cette maturation est naturellement incompléte,
mais peut suffire a la libération d’une quantité suffisante de protéine
fonctionnelle. Ceci explique que pour plusieurs types de systémes VLPr
la fonction protéase codée par le géne Pol soit maintenue, cette enzyme
servant de « bistouri » capable de libérer la protéine d’intérét apres
assemblage de la particule, et d’assurer ainsi sa biodisponibilité. €n tes-
tant plusieurs stratégies, des auteurs ont découvert que 'introduction,
dans une fusion entre GAG et un éditeur de base (GAG-base editing), de
signaux d’export nucléaire (NES, nuclear export signal) dérivés du VIH-1
améliore significativement la production de VLP-editeurs. Dans ce cas
précis, la protéine GAG-NES-base editing se trouve dotée de signaux a
priori contradictoires : membranaires (la matrice de GAG est affine pour
la membrane), nucléaires (I’éditeur de base est doté d’un NLS [nuclear
localization signal]) et anti-nucléaires (NES) [24]. Ce design semble
constituer un compromis idéal pour permettre a la fois la localisation
membranaire de la fusion GAG-base editing dans la cellule productrice
(ce qui est essentiel pour la production des particules) et la disponibilité
nucléaire de I’éditeur de base dans la cellule cible (ce qui est essentiel
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pour exercer sa fonction). Il a ensuite été repris pour la
conception de VLP-prime editing [25,26]. Enfin, certains
travaux exploitent des systemes de dimérisation induc-
tibles qui assurent la connexion entre GAG et une protéine
d’intérét dans la cellule productrice : I’association est
alors contrdlée par une petite molécule qui est absente
dans les cellules cibles, ce qui libere la protéine d’inté-
rét [27].

Les approches combinées

Les systemes de VLPr les plus élaborés administrent des
complexes ribonucléoprotéiques (RNP) qui combinent
les stratégies évoquées précédemment (Figure 3D). Par
exemple, des VLPr livrant un ARNm Cas9 sont congues en
utilisant une protéine de fusion GAG-MCP (MS2 coat pro-
tein) capturant I’ARNm Cas9 portant 'aptamére de MS2,
pour ’adresser a la membrane [28]. Pour plusieurs types
de VLPr-Cas9, la capture intra-particulaire de I’ARNg est
assurée par une Cas9 hautement affine pour ’ARNg ou le
pegARN [21,24-26], ou par d’autres aptaméres de cap-
ture comme PP7, dérivé du phage PP7 [29], ou Com, dérivé
du phage Mu [30]. Dans ce dernier exemple, c’est le gARN
intra-particulaire qui favorise Iincorporation de Cas9
dans la particule. On mentionnera enfin des VLPr congues
pour tirer profit des deux compartiments, nucléique et
protéique, et livrant a la fois des RNP Cas9/gRNA et des
transgénes intégratifs [31-33].

Le pseudotypage

La plupart des systemes VLPr sont dotés d’enveloppes
modifiées, conférant aux particules des propriétés de
tropisme ou de résistance accrue. La glycoprotéine du
virus de la stomatite vésiculaire (VSV-G) est la plus
utilisée et assure une transduction® dans la plupart des
types cellulaires, ainsi que de hauts titres en particules
produites, au-deld de 1x 10° par ml. Plusieurs études
exploitent des enveloppes optimisées pour des cellules
cibles particuliéres [32,34], voire des mélanges d’enve-
loppes [21,25,35] ; ces combinaisons optimisent la pro-
duction des lots de VLPr et leur capacité d’entrée dans
la cellule cible. Les techniques de pseudotypage, parti-
culierement développées dans le cas des lentivecteurs,
s’étendent a 'usage de motifs ciblant des molécules de
surface membranaire, ou de protéines pouvant activer
un signal dans la cellule cible, des stratégies qui visent
a améliorer la transduction des cellules immunitaires ou
des cellules souches humaines [18].

® La transduction est le transfert de matériel codant (transgéne ou ARNm) ou
non codant (protéine ou complexe protéine/ARN) par particule pseudovirale non-
réplicative.
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Preuves de concept conduites au moyen
de pseudoparticules rétrovirales

La transduction de recombinases

Le transfert de la recombinase CRE a été validé dans la majorité
des systemes décrits précédemment, en grande partie parce que la
recombinaison CRE/LoxP est facilement détectable, tant au niveau
génétique qu'au niveau phénotypique. La recombinase CRE est fonc-
tionnelle méme a faible dose, ce qui facilite I’établissement de
preuves de concept, y compris pour des systemes VLP relativement
inefficaces. €n plus des lentivecteurs qui ont permis, tres tot, la livrai-
son de la cassette d’expression CRE [36], d’autres procédés ont permis
d’encapsider ’ARNm CRE, portant la séquence Psi, dans des particules
MLV [37], ou en capturant ce méme ARN dans des VLPr de type VIH-1
via un aptameére MS2 [28], ou en exploitant une séquence de retrovirus
endogéne humain [38]. €n fusionnant des recombinases & la protéine
GAG de MLV, des VLPs livreurs de la protéine ont été décrits pour la
CRE [39] et pour la FLPN [20].

La transduction de méganucléases, ZFN et TALEN

La méganucléase I-Scel a été exportée dans des particules du VIH-1
grdce G sa fusion avec la protéine Vpr [40]. Une étude ingénieuse
décrit des VLPr dérivées du VIH-1, incorporant des protéines ZFN ou
TALEN fusionnées a I'extrémité N-terminale de la protéine GAG [41].
€n testant plusieurs stratégies, un autre groupe a comparé des VLPr
délivrant soit des ZFN, soit des ARNm ou, de maniére innovante, un
ADN épisomal codant des ZFN [42] afin de cibler des cellules souches
murines.

Transduction de systéemes dérivés de CRISPR

Le systeme CRISPR a été vectorisé dans divers systéemes rétroviraux
en utilisant plusieurs approches d’encapsidation des effecteurs. Les
réalisations les plus marquantes ont été regroupées dans le Tableau |
et concernent essentiellement la livraison du systeme Cas9/ARNg,
mais aussi la transduction du base editor [23,24,34] et du prime
editor [25,26], qui ont nécessité des optimisations fines au niveau
moléculaire.

Loutil lentivecteur : idéal pour I’administration de banques CRISPR
Outils pionniers pour la transgenése théra-
peutique stable [43] (=P), les lentivecteurs
peuvent coder la plupart des agents d’ingénierie
génétique décrits ici [44]. Toutefois, I’intégration stable d’outils
génomiques n’est pas nécessairement souhaitable d’un point
de vue biosécurité, surtout dans des approches thérapeutiques.
C’est pourquoi un bon nombre d’études utilisent des lentivecteurs
défectifs pour I’intégration ou capables d’auto-excision [36,45].
Dans le domaine de I'ingénierie génétique, les lentivecteurs sont
particulierement utiles a des fins d’études exploratoires, ou pour
la livraison de banques d’ARNg qui permettent de réaliser des
cribles a large échelle exploitant le systéme CRISPR-Cas9 [46,47]
ou CRISPRa/i [12].

(=») Voir m/s n° 10,
page 768

m/s n® 8-9, vol. 41, aolit-septembre 2025

Les performances et les écueils
de la technologie des VLPs

Latout de la livraison transitoire

Les particules rétrovirales peuvent donc accueillir
plusieurs types de molécules sans que cela altére leur
production ou leur capacité de transfert. Au-dela de
cette polyvalence, I'un des premiers atouts des VLPr non
intégratifs (Figure 3, B-C-D) est leur capacité a livrer
transitoirement leur contenu, ce qui limite les effets
hors cibles de la Cas9, comme cela est documenté dans
plusieurs études [21,48], ou les imprécisions du prime
editing [25]. A ce titre, leur précision dépasse celle
d’autres systemes comme ceux reposant sur la trans-
fection plasmidique, les adénovecteurs ou les vecteurs
AAV.

L’acces aux cibles primaires et a des applications

in vivo

Comme indiqué dans le Tableau | pour les approches
CRISPR, de nombreux types de VLPr ont été validés
dans des cellules humaines primaires avec des taux
de succes variés. Une attention particuliére doit étre
portée aux techniques permettant la transduction
de cellules d’intérét thérapeutique majeur comme
les cellules souches humaines [21,25,27,29,35,49], les
cellules pluripotentes induites humaines (hIPSc) [21],
ou les organoides humains [50], dans lesquels des cli-
vages par Cas9 ont pu étre mesurés a hauteur de 40 %,
67 % et jusqu’a 75 %, respectivement. Lefficacité du
prime editing a également été quantifiée dans des
cellules hIPSc a des taux de 20 %, permettant apres
clonage la production de lignées IPS (cellules souches
pluripotentes induites) isogéniques [25]. Tous ces
modeles constituent des cibles fragiles, difficiles a
modifier génétiquement, et valident I"'usage des VLPr
pour des stratégies d’édition ex vivo. Dans I’animal,
I’équipe du Dr Liu a exploité les VLP-base editing pour
I’édition efficace de génes dans le foie, le cerveau, et
la rétine de souris [24], ou plusieurs éditions correc-
tives ont été rapportées pour I’approche Cas9 [23,34]
et celle de prime editing [26]. €n vue d’une possible
utilisation in vivo, chez ’homme, une étude récente
a aussi évalué, par une batterie de tests, les effets
inflammatoires et immunitaires des VLPr dans la sou-
ris et le macaque [34]. Dans ensemble, ces travaux
s’accordent sur le fait que les VLPr sont immunogénes
au site d’injection, et provoquent des réactions immu-
nitaires essentiellement contre les protéines virales de
structure et I’enveloppe de la VLPr (p24), une limite
qui doit étre explorée plus en détail avant un usage
en clinique.



Limmunogénicité et le ciblage

Limmunogénicité des protéines constitutives de la particule limite
le déploiement des VLPr pour des applications thérapeutiques chez
I’hnomme. Ainsi, plusieurs approches récentes, visent a limiter la quan-
tité de protéines virales nécessaire a "assemblage de VLPr efficaces,
en exploitant des formes tronquées de la protéine GAG [51], en les
substituant par des protéines de structure issues de virus endogénes
humains [38], ou par des domaines protéiques affins pour la mem-
brane [22,23]. Cette démarche de « déviralisation » est également
a I’ceuvre au niveau des protéines de surface de la particule, ou
plusieurs études s’orientent aujourd’hui vers I'usage d’enveloppes de
virus endogénes comme les syncytines [25,38,52] (=) Voir m/s n° 10,
(=») ou de protéines fusogénes naturelles du 201l page 163
muscle [53]. Un autre axe d’amélioration consiste a doter les par-
ticules d’anticorps ciblant des molécules de surface de fagon a leur
conférer des propriétés d’entrée restreintes [54,55].

Les obstacles a franchir

Au-dela des réactions cellulaires et immunitaires inhérentes a 'usage
de vecteurs viraux, la technologie des VLPr connait quelques écueils
intrinséques : la production de lots standardisés a hauts titres,
compatibles avec les applications in vivo reste un défi majeur, ce
qui est moins vrai pour les vecteurs AAV, ou pour les LNP synthétisés
sans matériel cellulaire. Ceci restreint souvent I"'usage de VLPr a des
modeles animaux de petite taille, ou a des études ex-vivo.

Les VLPr peinent également a franchir certaines barriéres naturelles,
ou a étre administrés avec précision dans des organes sans étre dégra-
dés par le foie. Ces obstacles sont autant de défis a relever pour les
technologies de demain, qui devront travailler a I'optimisation de la
bioproduction, une meilleure invisibilité immunitaire des particules et
une amélioration de leur biodisponibilité in vivo, surtout pour des appli-
cations chez I’homme.

Conclusions et perspectives

Uingénierie du génome fondée sur I’utilisation de VLPr a suivi les évo-
lutions récentes des techniques basées sur les techniques CRISPR et ses
dérivés. Il en résulte une grande diversité de systemes, chacun faisant
I’objet de versions progressivement optimisées. Les études récentes
parient sur plusieurs modeéles de fusion, plusieurs enveloppes, et les
comparent exhaustivement. La vectorologie rétrovirale appliquée a la
modification du génome semble ainsi devenir un champ d’étude qui a
gagné en profondeur, et en exigence. €n 2024, un systéme remarquable
d’évolution dirigée a été mis au point dans I’équipe de David Liu pour
identifier, parmi une banque de 3800 versions de la protéine GAG, des
variants plus performants pour la production de VLP-base editing [56].
Si I’on considére cette accélération technologique, I’essor des intelli-
gences artificielles dans le domaine de la protéomique, et les moyens
déployés par des sociétés innovantes comme Nvelop Therapeutics, on
peut s’attendre a I"émergence, dans un futur proche, de particules
hyper-optimisées, aux impacts immunitaires restreints. Ces derniéres
pourraient n’avoir de viral que leur source d’inspiration initiale. ¢
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SUMMARY

Harnessing retroviral engineering

for genome reprogramming

The accumulated knowledge on the biology of the HIV-1
virus has led to the emergence of technologies that
exploit the architecture of retroviruses and their inte-
gration or vectorization properties. This field of study
constitutes retroviral vectorology, democratized in
laboratories by the use of lentiviral vectors. By hijac-
king retroviral assembly, other systems are emerging
and are increasingly mentioned in recent literature. In
particular, defective retroviral particles are capable of
transiently delivering effectors that act on the genome:
they thus appear to be more suitable tools for delivering
genetic scalpels, whose persistence in the target cell or
organism is not required. Since the description of the
CRISPR Cas9 system in 2012, genome engineering tech-
niques have continued to evolve in terms of capacity
and reliability. Several derivatives of the CRISPR system
can now modify the human genome with nucleotide-
level precision. Introducing these effectors into the cell
or organism remains a major technical challenge that
vector scientists are striving to overcome.

This review describes the major retroviral systems used
for genome manipulation. Following an overview of
genetic engineering techniques, we will see how resear-
chers have developed a wide range of genomic tools
by manipulating different processes in the retroviral
architecture. ¢
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