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RESUME  

Les infections aigües respiratoires d’origine virale demeurent une préoccupation majeure de 
santé publique, impactant significativement nos sociétés d’un point de vue sanitaire, économique et 
sociétal. La pandémie actuelle de COVID-19 ne peut que renforcer ce constat et souligner l’importance 
de disposer d’un arsenal prophylactique et thérapeutique efficace pour lutter contre ces pathogènes 
respiratoires émergents et ré-émergents. L’apparition récurrente de mutations de résistance virale 
constitue la limite majeure des médicaments antiviraux classiques, et particulièrement de l’arsenal 
très limité à ce jour contre les virus respiratoires, légitimant ainsi le développement de nouvelles 
approches thérapeutiques, telles que le repositionnement de médicaments, les stratégies ciblant 
l’hôte ou encore les associations de molécules à activité antivirale et/ou immunomodulatrice.  

Dans ce contexte, mon travail de thèse s’est inscrit dans un programme de recherche visant à 
développer une stratégie innovante permettant l’identification de molécules à fort potentiel pour leur 
repositionnement comme antiviraux contre les virus respiratoires, par un criblage in silico basé sur la 
comparaison de signatures virogénomiques et chemogénomiques. L’analyse transcriptomique 
d’échantillons biologiques issus de patients infectés par les virus influenza nous a ainsi permis 
d’identifier le diltiazem, un inhibiteur des canaux calciques indiqué dans le traitement de 
l’hypertension pulmonaire, comme candidat à un repositionnement contre les virus de la grippe. 
L’analyse de sa signature chemogénomique a permis de formuler une hypothèse pertinente quant à 
son mode d’action antiviral, basé sur la modulation de la réponse interféron dans le tissu épithélial 
respiratoire. En parallèle, nos travaux sur les combinaisons de molécules ont souligné la capacité de 
certaines molécules ciblant la cellule-hôte à potentialiser l’efficacité in vitro et in vivo des antiviraux 
classiques ciblant les déterminants viraux. Ces stratégies combinatoires antivirales ont également fait 
leurs preuves contre le virus SARS-CoV-2 dans plusieurs modèles précliniques, contribuant ainsi à 
enrichir nos connaissances sur la physiopathologie associée à ce nouveau virus et à la mise en place de 
modèles physiologiques prédictifs in vitro pour l’évaluation pertinente de molécules candidates 
antivirales. 

En résumé, mes travaux de thèse ont notamment contribué à (i) la mise en place de modèles 
précliniques d’infection basés sur des cultures en interface air-liquide d’épithélium respiratoire humain 
reconstitué, pour l’évaluation de molécules antivirales en mono- et bithérapies, (ii) l’identification du 
diltiazem comme antiviral à large spectre via son mécanisme d’action stimulant l’expression des 
interférons lambda (WO2016/146836 - PCT/FR2019/051186 ; WO2021/FR50406 20210310), (iii) la 
démonstration in vitro du bénéfice du diltiazem à potentialiser en combinaison l’efficacité d’antiviraux 
approuvés, comme les inhibiteurs de neuraminidase (WO2016/146836 - PCT/FR2019/051186) et de 
polymérase (WO2021FR50049 20210112), (iv) la mise en œuvre d’un essai clinique de phase IIb 
(FLUNEXT) évaluant la combinaison du diltiazem avec l’oseltamivir chez des patients hospitalisés pour 
une grippe sévère (NCT03212716), et (v) la préparation d’une nouvelle étude multicentrique de phase 
IIb (DICOV) visant à évaluer le bénéfice apporté par un traitement avec du diltiazem en complément 
du standard de soins pour une pneumopathie hypoxémiante à COVID-19. 

Dans cette dynamique, ces travaux se poursuivent au sein de la start up Signia Therapeutics en 
collaboration avec le laboratoire VirPath dans le but de contribuer au développement (i) de la 
plateforme de drug discovery « SIGNATURA » intégrant l’analyse transcriptomique, des outils 
d’intelligence artificielle et des modèles physiologiques prédictifs permettant un criblage in silico 
optimisé et une évaluation préclinique accélérée de candidats-médicaments, ainsi que (ii) d’une 
nouvelle formulation du diltiazem permettant son administration intranasale sous forme d’aérosol, à 
visée thérapeutique et/ou prophylactique. 



5 
 

Mots clés : virus respiratoires, influenza, SARS-CoV-2, antiviraux, repositionnement de médicaments, 
combinaisons de molécules, synergie, diltiazem, épithélium respiratoire humain, interférons lambda, 
signatures virogénomiques et chemogénomiques, aérosolthérapie.  



6 
 

ABSTRACT 

Acute respiratory infections of viral origin remain a major public health concern, significantly 
impacting our societies from a health, economic and societal point of view. The current COVID-19 
pandemic can only support this observation and underline the importance of having an effective 
prophylactic and therapeutic arsenal to fight against these emerging and re-emerging respiratory 
pathogens. The recurrent appearance of viral resistance mutations constitutes the major limitation of 
conventional antiviral drugs, and particularly of the very limited arsenal, to date, against respiratory 
viruses, thus legitimizing the development of new therapeutic approaches, such as drug repurposing, 
strategies targeting the host or drug combinations with antiviral and/or immunomodulatory activity.  

In this context, my thesis work is part of a research program aimed at developing an innovative 
strategy allowing the identification of molecules with high potential for their repositioning as antivirals 
against respiratory viruses, by in silico screening based on the comparison of virogenomic and 
chemogenomic signatures. Transcriptomic analysis of biological samples from patients infected by 
influenza viruses thus enabled us to identify diltiazem, a calcium channel blocker indicated in the 
treatment of pulmonary hypertension, as a candidate for repositioning against influenza viruses. The 
analysis of its chemogenomic signature enabled us to formulate a relevant hypothesis as to its antiviral 
mode of action, based on the interferon response modulation in the respiratory epithelial tissue. In 
parallel, our work on drug combinations highlighted the ability of molecules targeting the host cell to 
potentiate the in vitro and in vivo efficacy of conventional antivirals targeting viral determinants. These 
combinatorial antiviral strategies have also been proven against the SARS-CoV-2 virus in several 
preclinical models, thus contributing to enriching our knowledge of the physiopathology associated 
with this new virus and to the establishment of predictive physiological in vitro models for the relevant 
evaluation of antiviral drug candidates. 

In summary, my thesis work has notably contributed to (i) the establishment of preclinical 
models of infection based on air/liquid interface cultures  of reconstituted human respiratory 
epithelium, for the evaluation of antiviral drugs in mono- and double-therapies, (ii) the identification 
of diltiazem as a broad-spectrum antiviral via its mechanism of action stimulating the expression of 
lambda interferons (WO2016/146836 - PCT/FR2019/051186; WO2021/FR50406 20210310), (iii) the in 
vitro demonstration of the benefit of diltiazem in potentiating the efficacy of approved antiviral drugs 
in combination, such as neuraminidase (WO2016/146836 - PCT/FR2019/051186) and polymerase 
(WO2021FR50049 20210112) inhibitors, (iv) the implementation of a phase IIb (FLUNEXT) clinical trial 
evaluating the combination of diltiazem with oseltamivir in patients hospitalized for severe influenza 
(NCT03212716), and (v) the preparation of a new multicentric phase IIb (DICOV) clinical trial to assess 
the benefit of treatment with diltiazem in addition to the standard of care for hypoxemic COVID-19 
pneumonia. 

In this dynamic, this work is continuing within the start-up Signia Therapeutics in collaboration 
with the VirPath laboratory with the aim of contributing to the development of (i) the "SIGNATURA" 
drug discovery platform integrating transcriptomic analysis, tools for artificial intelligence and 
predictive physiological models allowing optimized in silico screening and accelerated preclinical 
evaluation of drug candidates, as well as (ii) a new formulation of diltiazem allowing its intranasal 
delivery in aerosol form, for therapeutic and/or prophylactic aim. 

Key words: respiratory viruses, influenza, SARS-CoV-2, antiviral drugs, drug repurposing, drug 
combinations, synergy, diltiazem, human respiratory epithelium, interferon lambda, virogenomic and 
chemogenomic signatures, aerosol therapy.  
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AVANT-PROPOS 

Pendant mon cursus à l’Institut de Formation de Techniciens de Laboratoire Médical de 
l’Université Catholique de Lyon, j’ai eu l’opportunité de réaliser plusieurs stages dans des laboratoires 
de recherche académique et dans l’industrie pharmaceutique qui m’ont permis d’acquérir des 
connaissances techniques et analytiques essentielles à la mise en œuvre de travaux expérimentaux. 
Après l’obtention de mon diplôme d’Etat de technicienne, j’ai complété ma formation à l'Université 
Lyon 1 par une Maîtrise en Sciences du Médicament (Institut des Sciences Pharmaceutiques et 
Biologiques) et un Master en Génétique et Biologie de la Cellule, spécialité professionnelle 
Infectiologie. 

La thématique du repositionnement des médicaments contre la grippe a fait l’objet de mes 
deux stages de Master au laboratoire VirPath où j’ai été accueillie à partir de 2014, encadrée par le Dr 
Olivier Terrier, dans l’équipe codirigée par le Dr Manuel Rosa-Calatrava et le Pr Bruno Lina. A la suite 
de ces stages, j’ai eu la chance d’intégrer l’équipe, dans laquelle j’ai travaillé comme ingénieure 
d’études pendant 3 ans, de juin 2015 à octobre 2018.  

D’abord en tant que chargée de projets de recherche et développement pour la plateforme de 
recherche technologique du laboratoire (VirNext), où j’ai réalisé des travaux de recherche en lien avec 
l’industrie dans les domaines des antiviraux et du vaccin, puis au sein de l’équipe de recherche du 
laboratoire où j’ai participé à plusieurs programmes de recherche fondamentale focalisés sur les 
interactions fonctionnelles hôte-virus. En particulier, mon implication dans les projets FLUNEXT et 
RESPIROMIX a contribué à (i) l’identification du diltiazem comme candidat à un repositionnement 
contre la grippe par un criblage basé sur la comparaison de signatures virogénomiques et 
chemogénomiques, (ii) la mise au point des modèles 3D d’études précliniques d’infections (influenza, 
Pneumovirus, Coronavirus) : les épithéliums respiratoires humains reconstitués, et (iii) la mise en place 
au laboratoire de méthodologies d’évaluations de combinaisons de molécules. 

Dans une dynamique de valorisation, la start-up Signia Therapeutics a été créée en 2017 dans 
le cadre d’un partenariat de recherche mis en place avec l’UCBL1, sur la base des différentes preuves 
de concept validées au laboratoire, de son portefeuille de brevets et du lancement de l’essai clinique 
FLUNEXT. Avec l’objectif de contribuer à la mise en place et au développement de SIGNATURA, une 
plateforme de criblage et d’évaluation de médicaments pour leur repositionnement comme antiviraux 
de nouvelle génération ciblant la cellule-hôte, j’ai saisi l’opportunité de poursuivre ma formation 
professionnelle dans le cadre d’une thèse doctorale en convention CIFRE, grâce à l’obtention d’un 
financement de l’ANRT, au sein de Signia Therapeutics et en partenariat avec le laboratoire VirPath. 

Ainsi, mon projet de thèse a porté sur les stratégies de repositionnement et combinaisons de 
médicaments pour le développement de thérapies antivirales contre les virus respiratoires, et plus 
particulièrement les virus influenza et SARS-CoV-2. 

L’aboutissement du projet FLUNEXT a donné lieu à une première publication dans Frontiers in 
Immunology (Article 1), rapportant l’identification du diltiazem comme candidat antiviral à un 
repositionnement contre la grippe, ciblant la cellule-hôte. Son mode d’action antiviral, basé sur la 
modulation de la réponse interféron dans le tissu épithélial respiratoire a souligné le potentiel antiviral 
à large spectre de ce médicament repositionné ainsi que sa capacité à potentialiser en combinaison 
l’effet des antiviraux classiques ciblant les déterminants viraux. Ces travaux ont notamment contribué 
à un dépôt de brevet international (WO2016/146836 - PCT/FR2019/051186) et au démarrage d’un 
essai clinique multicentrique de phase IIb en 2018, évaluant l’efficacité antivirale du diltiazem en 
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complément du traitement de référence à l’oseltamivir contre la grippe sévère dans 25 services de 
réanimation (FLUNEXT, PHRC #15-0442, NCT03212716). 

En parallèle de l’approche ciblée sur la cellule-hôte, j’ai pris part à une seconde étude publiée 
dans Viruses (Article 2), visant à la détermination du potentiel synergique des antiviraux classiques 
approuvés contre les virus influenza, développée en collaboration avec l’équipe du Dr Guy Boivin (CHU 
Laval, Québec). Ce travail a contribué à la mise en place et à la validation d’outils pertinents in vitro 
pour l’évaluation de combinaisons de médicaments, en mettant en avant le potentiel des 
combinaisons de médicaments issus de différentes familles avec des mécanismes d’action différents, 
et particulièrement l’efficacité de la combinaison du baloxavir, un inhibiteur de polymérase, avec les 
inhibiteurs de neuraminidase. 

Ces travaux princeps et la mise en œuvre opérationnelle d’outils, modèles d’infection et 
logistique (laboratoires BSL-2 et BSL-3), nous ont permis de faire preuve de réactivité face à 
l’émergence du SARS-CoV-2 et ont abouti à la publication d’une nouvelle étude dans Cell Report in 
Medicine au premier semestre 2020 (Article 3) décrivant la physiopathologie de ce nouveau virus en 
modèle d’épithéliums respiratoires humains et l’évaluation de molécules candidates antivirales en 
mono- et bithérapies dans ces modèles prédictifs pertinents in vitro.  

Enfin, la caractérisation du mode d’action du diltiazem sur l’induction de l’expression 
endogène des interférons lambda dans le tissu épithélial respiratoire et l’application de notre stratégie 
combinatoire antivirale associant les antiviraux classiques à des molécules ciblant la cellule-hôte a 
donné lieu à l’étude finale de ma thèse (Manuscrit 4), rapportant les capacités antivirales à large 
spectre du diltiazem, contre les virus influenza (sauvages et porteurs de mutations de résistances aux 
antiviraux) et plusieurs variants d’intérêt du SARS-CoV-2, ainsi que son potentiel en combinaison avec 
des inhibiteurs de polymérase (baloxavir et molnupiravir). Ces travaux ont notamment contribué au 
dépôt de deux demandes de brevets (WO2021FR50406 20210310667 et WO2021FR50049 
20210112712) et à la préparation d’un essai clinique de phase IIb (DICOV) visant à évaluer le bénéfice 
apporté par un traitement avec du diltiazem en complément du standard de soin pour une 
pneumopathie hypoxémiante à COVID-19. 

Du point de vue personnel, cette thèse a représenté un défi important, mettant à profit mon 
expérience pour piloter et développer des projets de recherche menés par l’équipe. Elle a également 
fait ressortir l’importance du travail collectif tant sur l’aboutissement des projets expérimentaux que 
sur l’épanouissement au travail. Vivre la pandémie du côté des chercheurs a été une expérience très 
enrichissante qui a confirmé mon attrait à travailler sur des projets scientifiques dynamiques. J’aspire 
maintenant à pouvoir mettre à profit ces apprentissages en contribuant au développement de Signia 
Therapeutics et en m’impliquant dans des projets stimulants et ambitieux de recherche et 
développement.  
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Chapitre 1. Les infections respiratoires aigües  
 Les infections respiratoires aiguës (IRA) sont une cause majeure de consultations, 

d’hospitalisations et de décès dans le monde, responsables de 2 millions de décès par an. Au-delà des 
enjeux sanitaires, elles exercent un impact économique très fort sur nos systèmes de santé, estimé à 
plusieurs dizaines de milliards d’euros. Elles se caractérisent par la pénétration et la réplication d’un 
agent pathogène dans les voies aériennes respiratoires.  

 

1. Physiologie des voies respiratoires 

 L’épithélium respiratoire a pour fonction de filtrer l’air et d’éliminer les potentiels pathogènes 
et éléments irritants. Il constitue une véritable barrière qui devient susceptible aux infections et à 
l’inflammation lorsque son intégrité est dégradée. 

 L’architecture des voies respiratoires se divise en deux parties (Figure 1) : 

(i) Les voies aériennes supérieures constituées de la cavité nasale, des sinus, du pharynx et du 
larynx, conduisant l’air entrant  

(ii) Les voies aériennes inférieures composées de la trachée, des bronches, bronchioles et alvéoles 
qui exercent la fonction respiratoire 

 
Figure 1 : Schéma de l'appareil respiratoire humain, d'après Loret (2017)1 

 
1.1. Les voies respiratoires hautes 

 La cavité nasale et les sinus sont tapissés d’une muqueuse épithéliale pseudostratifiée très 
vascularisée, composée de cellules caliciformes (goblet cells) sécrétant du mucus, de cellules ciliées 
(les plus abondantes de l’épithélium) permettant de faire remonter le mucus vers l’extérieur, et de 
cellules basales, cellules souches épithéliales, capables de générer tous les autres types cellulaires2,3 
(Figure 2). Ce sont des espaces vides, humides, chauds et ventilés ayant pour fonction de réchauffer, 
d’humidifier et de filtrer l’air inspiré4. 

 Le pharynx est un carrefour entre les voies aériennes et la voie digestive, permettant à la fois 
le passage des aliments et de l’air. Il communique également avec la trompe d’Eustache, qui équilibre 
la pression entre le pharynx et l’oreille interne lors de la déglutition. 

 Le larynx marque la frontière entre les voies respiratoires supérieures et inférieures. Il contient 
les cordes vocales et assure la protection des voies respiratoires inférieures grâce à sa muqueuse qui 
entraîne un réflexe de toux au contact d’un corps étranger. 
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1.2. Les voies respiratoires basses 

La trachée marque le début de la ramification de l’arbre bronchique, se séparant en deux 
bronches souches, droite et gauche (Figure 1)4. Les bronches sont constituées de cartilage et de 
muscles lisses et tapissées de cellules cillées. Au fur et à mesure de leur subdivision en bronchioles, la 
quantité de cartilage diminue. Ainsi, la paroi des bronchioles ne contient plus du tout de cartilage.
L’épithélium évolue également, d’une forme pseudostratifiée à cylindrique simple, puis cubique 
simple5. Les cellules de Clara (club cells), non ciliées, deviennent prédominantes3 (Figure 2). Elles 
exercent dans les alvéoles des fonctions sécrétoires et de cellules souches, semblables à celles des 
cellules basales.

La zone respiratoire, où se situe la barrière entre l’air et le sang, correspond à l’extrémité des 
bronchioles terminales : les alvéoles, terminaison de l’arbre respiratoire. La paroi alvéolaire richement 
vascularisée permet une surface d’échange gazeux supérieure à 100 m²6. Elle est constituée d’un 
épithélium cubique simple, très fin et pavimenteux. Sa surface est recouverte à 90 % de Pneumocytes 
de Type I, permettant une diffusion de l’oxygène et du dioxyde de carbone vers le compartiment 
systémique. Les alvéoles abritent également des Pneumocytes de Type II, qui sécrètent un surfactant
permettant de réduire la tension de surface au niveau des alvéoles, favorisant les échanges de gaz,
ainsi que des macrophages résidants qui s’attaquent aux corps étrangers (Figure 2).

Figure 2 : Organisation des cellules des épithéliums du tractus respiratoire, d'après Alon et al. (2021)7. Les voies respiratoires 
supérieures sont majoritairement tapissées de cellules cillées, à la différence des voies respiratoires inférieures où l’on retrouve 
des cellules de Clara non ciliées et des Pneumocytes alvéolaires.

1.3. Fonction barrière de l’épithélium respiratoire

L'épithélium respiratoire est constitué d’un ensemble de cellules juxtaposées, solidarisées par 
des systèmes de jonctions et séparées du tissu conjonctif par une membrane basale (Figure 2). Il 
constitue l’interface entre l’environnement extérieur et la sphère respiratoire3. Il assure une fonction 
physique, fonctionnelle et un rôle de barrière immunologique pour protéger l'hôte des potentiels 
effets nocifs des particules inhalées. Tissu différencié et polarisé, il possède au pôle apical un système 
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de clairance mucociliaire permettant de limiter l’entrée de particules, allergènes, polluants ou 
pathogènes infectieux.  

 Plus en détail, les cellules productrices de mucus contiennent des vésicules capables de 
sécréter des granules de mucine (Muc5AC et Muc5B) ainsi que d’autres protéines surfactantes qui ont 
pour objectif de capturer les particules environnementales. Les cellules ciliées, majoritaires des voies 
respiratoires, sont différenciées à partir de cellules basales. Elles possèdent à leur pôle apical un grand 
nombre de cils (environ 200/cellule) capables de battre à une fréquence élevée (6 mm/min8) pour 
chasser le mucus et les éventuelles particules captives. Cette protection est renforcée par les 
complexes d’adhésion intracellulaire qui forment une barrière physique, consolidée par les jonctions 
serrées présentes entre les cellules basales qui restreignent la diffusion paracellulaire. Les cellules 
basales, retrouvées dans l’ensemble du tractus respiratoire, sont capables de se différencier en 
n’importe quel autre type de cellule épithéliale et confèrent aux tissus une capacité de régénération 
rapide en cas de perte d’intégrité, notamment d’infection par des pathogènes. 

 L'épithélium exerce également une fonction sécrétoire en capacité de produire une variété 
très diversifiée de médiateurs lipidiques, de facteurs de croissance et de bronchoconstriction, de 
peptides, ainsi que des chemokines et cytokines capables d’attirer et/ou d’activer des cellules 
inflammatoires ou d’autres effecteurs cellulaires de l’immunité (macrophages, lymphocytes, etc.). 

 

2. Définition des infections respiratoires aigües  

 Dans le dictionnaire Larousse, une infection est définie par : « La pénétration et le 
développement dans un être vivant de micro-organismes qui peuvent provoquer des lésions en se 
multipliant, et éventuellement en sécrétant des toxines ou en se propageant par voie sanguine. » 

 Une infection est dite respiratoire lorsqu’elle atteint l’une des structures composant le 
système respiratoire, des voies aériennes supérieures (nez, oreille, gorge, larynx) et/ou inférieures 
(trachée, bronches, bronchioles et poumons)9. Les rhinopharyngites, angines, otites, sinusites, 
laryngites aigües affectent le tractus respiratoire haut, tandis que les bronchites, bronchiolites et les 
pneumonies aigües affectent les voies basses. Les infections des voies respiratoires basses peuvent 
s’avérer particulièrement sévères10. 

 Les IRA sont transmises par contact direct avec les sécrétions respiratoires d’un individu 
contaminé via des aérosols émis lors d’une discussion, d’une toux ou d’un éternuement. Les 
symptômes cliniques associés dépendent de la nature des agents étiologiques pathogènes, ainsi que 
des facteurs environnementaux ou intrinsèques à l’hôte, tels que l’âge et/ou le statut immunitaire par 
exemple. Même si les bactéries sont fréquemment impliquées dans les IRA, les virus sont les principaux 
agents étiologiques responsables d’hospitalisations et d’épidémies nosocomiales10. 

 

3. Enjeux sanitaires et économiques 

 Les IRA sont une cause majeure de consultations, d’hospitalisations et de décès dans les pays 
industrialisés et/ou en développement. D’après l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les IRA, 
hautement transmissibles, sont la première cause de mortalité chez les jeunes enfants, responsables 
de 2 millions de décès par an ; les pneumonies étant les plus meurtrières avec près de 15 % des décès 
chez les enfants de moins de 5 ans11. 
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 Les agents étiologiques des IRA les plus prévalents sont les virus respiratoires, tels que les virus 
influenza de types A et B (IAV et IBV ; famille des Orthomyxoviridae), les virus parainfluenza humains 
(hPIV-1 à 4 ; famille des Paramyxoviridae), les rhinovirus (famille des Picornaviridae), les adénovirus 
(famille des Adenoviridae), ainsi que deux membres de la famille des Pneumoviridae : le Virus 
Respiratoire Syncytial humain (hRSV) et le Métapneumovirus humain (hMPV). 

 La prise en charge de ces IRA représente un coût annuel pour les pays de l’Union Européenne 
estimé à 2.5 milliards d’euros12. Ces données prennent en compte les frais d’hospitalisation (examens, 
prise en charge, soins primaires) et de traitements (symptomatiques et/ou anti-infectieux) ; auxquels 
s’ajoutent les frais indirects (perte de production ou de jours de travail, handicaps ou encore décès 
prématurés), estimés à plus de 43 milliards d’euros.  

 Ces statistiques sont régulièrement perturbées par l’émergence et/ou la réémergence de virus 
qui constituent une menace sanitaire majeure. En effet, ces 20 dernières années ont été marquées par 
l’émergence de plusieurs Coronavirus (CoV) à fort potentiel pandémique, tels que le SARS-CoV (Severe 
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus) responsable de l’épidémie de SRAS (Syndrome Respiratoire 
Aigu Sévère) en 2003 étendue dans 30 pays13,14,  le MERS-CoV (Middle East Respiratory Syndrome 
Coronavirus) responsable d’une épidémie en 2013 localisée sur la région du Moyen Orient dont la 
mortalité a atteint 35 %15–17 et aujourd’hui endémique de la péninsule arabique18 ; et bien sûr la 
pandémie actuelle débutée fin 2019 causée par le SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome 
Coronavirus 2) qui touche aujourd’hui tous les pays du globe et a suspendu l’économie mondiale 
pendant plusieurs semaines19. En France, la pandémie de COVID-19 (Coronavirus disease) a causé une 
surmortalité de 9 % sur l’année 202020 et un coût pour la sécurité sociale estimé entre 9 et 10 milliards 
d’euros21. 

 Les manifestations cliniques et la sévérité des infections virales respiratoires varient selon de 
nombreux paramètres, notamment des propriétés intrinsèques des souches infectieuses, mais aussi 
en fonction des facteurs de risque associés à l’âge, les comorbidités et/ou le statut immunitaire des 
patients. Les IRA peuvent alors se traduire par de simples rhumes jusqu’à être la cause de pneumonies 
mortelles. Les symptômes les plus fréquents sont la fièvre, la toux, des écoulements nasaux et des 
difficultés respiratoires. Le tableau clinique peut cependant se compliquer, notamment dans le cas de 
co-infections ou de surinfections d’origines bactérienne, fongique ou même virale, décrites avec tous 
les virus respiratoires cités22–24. Les plus fréquemment rapportés sont des pneumonies sévères à 
influenza, associées dans 30 % des cas à une co-infection d’origine bactérienne, en particulier 
Streptococcus pneumoniae, qui constitue un facteur important de co-morbidité25–28. Un constat 
similaire a été récemment rapporté sur une cohorte de 476 patients infectés par le virus SARS-CoV-2 ; 
34.5 % des cas sévères étaient associés à une surinfection bactérienne29. Pourtant, 92.9 % de ces 
patients étaient déjà sous traitement antibiotique. En outre, l’usage plus fréquent d’antibiotiques en 
traitement prophylactique augmente la prévalence de souches bactériennes résistantes, mettant en 
péril l’efficacité des médicaments. Cette problématique est parfaitement illustrée dans une étude 
réalisée dans un hôpital de Hong-Kong, rapportant une évolution du pourcentage de souches de 
Staphylococcus méticilline-résistant dans son service de soins intensif de 3.53 à 25.3 % après une 
épidémie de SRAS en mai 200330. 

 Malgré ce constat, l’arsenal prophylactique et thérapeutique pour lutter contre ces virus 
respiratoires est quasi-inexistant, à l’exception des virus influenza et du SARS-CoV-2, contre lesquels 
des vaccins et médicaments sont aujourd’hui disponibles sur le marché31. 

 Néanmoins, dans le cas des virus influenza, la protection conférée par les vaccins annuels est 
parfois sous-optimale du fait de la variabilité génétique intrinsèque des virus circulants saisonniers et 
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l’émergence de mutations de résistance aux antiviraux est une source de préoccupation majeure32–34. 
Concernant le SARS-CoV-2, l’émergence rapide et récurrente de nouveaux variants menace la 
durabilité de la protection vaccinale, encore mal caractérisée à ce jour, et le manque de recul ne 
permet pas encore de mesurer l’efficacité des rares traitements approuvés par les autorités de santé 
(remdesivir, molnupiravir et nirmatrelvir-ritonavir). 

 Dans ce contexte, la lutte contre les virus respiratoires constitue un enjeu sanitaire, 
économique et sociétal majeur, faisant du développement de nouvelles solutions thérapeutiques et 
prophylactiques une priorité de santé publique. 

 

4. Présentation des virus respiratoires 

 Le laboratoire VirPath travaille depuis 2008 sur la caractérisation de la biologie cellulaire des 
virus respiratoires et la compréhension des interactions avec la cellule-hôte, afin de développer de 
nouvelles stratégies antivirales. Les virus à acide ribonucléique (ARN), tels que les virus influenza, les 
Pneumovirus et les Coronavirus, occupent une place prépondérante parmi les agents étiologiques des 
IRA et constituent ainsi les sujets de recherche du laboratoire. Mes travaux de thèse, initialement 
focalisés sur les virus influenza ont été enrichis par des travaux sur le SARS-CoV-2, dans le contexte de 
la mobilisation du laboratoire VirPath dès janvier 2020 contre ce virus pandémique. 

 
4.1. Les virus influenza 

 Les virus influenza sont les agents étiologiques de la grippe, provoquant des pathologies 
respiratoires légères, pouvant évoluer vers des formes graves dans les populations à risque. Ils 
appartiennent à la famille des Orthomyxoviridae et sont divisés en 4 types antigéniques : A, B, C et D. 
Seuls les virus influenza de type A et B sont pathogènes pour l’Homme35,36. 

 Les IAV sont responsables de la majorité des épidémies saisonnières humaines. Ils sont classés 
en sous-types en fonction des propriétés antigéniques des deux glycoprotéines de surface : 
l’hémagglutinine (HA) et la neuraminidase (NA). A ce jour, il a été dénombré jusqu’à 18 types de HA et 
11 de NA35,36. Les combinaisons de ces glycoprotéines à la surface des virus conditionnent leur tropisme 
et leur fitness cellulaire pour leurs hôtes naturels, tels que les oiseaux aquatiques migrateurs (réservoir 
naturel), les porcs, l’Homme (H1, H2, H3 et N1, N2) ou encore les chevaux et les chauves-souris, ainsi 
que de nombreux autres mammifères. Les IAV font l’objet d’une surveillance particulièrement accrue, 
du fait de l’émergence et de la réémergence récurrente de souches réassortantes à l’origine d’épisodes 
pandémiques majeurs dans la population humaine ou d’épizooties dans le monde animal (H5N1, 
H1N1pdm09, H7N9)35. 

 Il n’existe pas de réservoir similaire pour les IBV mais deux lignages antigéniques distincts 
circulent chez l’Homme : Victoria et Yamagata (B/Victoria/2/87 et B/Yamagata/16/88), responsables 
d’épidémies saisonnières dans une moindre mesure35,36. 

 

4.1.1. Transmission 

Le potentiel épidémique des virus influenza chez l’Homme repose majoritairement sur leur 
efficacité de transmission entre les individus. Lorsqu’un individu infecté tousse ou éternue, il rejette 
de microscopiques particules infectieuses (fomites) capables de résister plusieurs heures en 
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suspension dans l’air et sur les surfaces dans l’environnement. Les microgouttelettes les plus grosses 
(> 10 μM) sont rapidement déposées sur les surfaces mais peuvent entrer en contact direct avec les 
muqueuses des voies aériennes supérieures (nez, bouche)37,38. La transmission par aérosol (< 5 μM) 
est la voie majoritaire d’infection, les particules sont inhalées et déposées dans l’ensemble du tractus 
respiratoire38. Bien que le virus reste peu de temps infectieux sur les mains, la transmission par contact 
fomite-muqueuse est également possible. Sur des surfaces non poreuses, le virus peut rester infectieux 
jusqu’à 48h39. 

La propagation du virus est favorisée par les fortes densités de populations (lieux très 
fréquentés et/ou confinés comme les écoles ou maisons de retraite) et des facteurs environnementaux 
tels que de faibles taux d’humidité, températures, aération et niveaux d’ultra-violet (UV), argumentant 
la saisonnalité des épidémies dans les régions tempérées40,41. Dans un contexte épidémique, la 
transmission peut ainsi facilement être ralentie en appliquant des gestes barrières simples, tels que se 
couvrir la bouche pour tousser et éternuer, se laver les mains régulièrement, éviter de se toucher le 
visage ou porter un masque. 

Les symptômes apparaissent en moyenne entre 1 et 4 jours suivant l’infection. Les individus 
infectés sont contagieux à partir du jour précédant l’apparition des symptômes et le restent 
généralement jusqu’à 7 jours après36.  Les enfants et les personnes immunodéprimées excrètent le 
virus sur une plus longue durée et sont donc susceptibles de contaminer leur entourage au-delà de 
cette période. 

 
4.1.2. Symptômes 

Les symptômes de la grippe varient de bénins à sévères en fonction de la population touchée 
et de la souche virale impliquée35,37. Après une période d’incubation d’un à deux jours, les symptômes 
les plus fréquemment décrits sont : la fièvre, des maux de tête, des courbatures et/ou myalgies, une 
toux, des maux de gorge, des écoulements nasaux et des malaises, pouvant persister jusqu’à 8 jours42. 

Chez des individus à risque tels que les nourrissons, personnes âgées ou immunodéprimées, 
des complications peuvent apparaître. Les plus fréquentes sont liées à la progression de l’infection vers 
les voies respiratoires basses conduisant à une pneumonie sévère, potentiellement léthales, 
notamment dans les cas de co-infections ou surinfections virale-bactérienne (S.Aureus, S.pneumoniae) 
ou virale-fongique (Aspergillus)23,43. Des complications non pulmonaires sont également décrites 
comme des myocardites, encéphalites ou myosites (infections des tissus musculaires) ou encore une 
défaillance multi-organes (insuffisance respiratoire et/ou rénale)42,43. L’apparition de symptômes 
suggérant une altération des échanges d'oxygène, une insuffisance cardio-pulmonaire, une altération 
de l’état mental, une fièvre très élevée et persistante ou encore une déshydratation sévère, doivent 
alerter sur l’évolution vers une forme de grippe sévère. 

 
4.1.3. Epidémiologie  

Il est impossible de connaître la date de la première circulation des virus influenza chez 
l’Homme. Les historiens s’accordent à dire que les premiers écrits sur les symptômes pouvant évoquer 
la grippe datent du 16ème siècle (début des registres en tous genres)44. En 1510, des contemporains 
réalisent une première description de ce qui semble être une épidémie de grippe évoluant rapidement 
en Europe. Cependant, aucune littérature médicale n’existe à cette période. Des « fièvres » pouvant 
être attribuées à la grippe sont régulièrement répertoriées sur des centaines d’années mais il faudra 
attendre le 19ème siècle pour caractériser et reconnaitre les épidémies de grippe. L’agent étiologique, 
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le virus influenza humain est isolé pour la première fois en 1930, après la pandémie de « grippe 
espagnole » de 1918. 

L’état des connaissances actuelles sur les virus influenza nous permet de comprendre que 
l’émergence d’un nouveau virus grippal à potentiel pandémique résulte généralement d’une 
modification génétique majeure, due à la grande plasticité du génome ; notamment par l’acquisition 
chez les IAV d’un ou plusieurs segments provenant d’un autre sous-type (réassortiments, en particulier 
avec des virus aviaires ou porcins). La diffusion souvent rapide des virus émergents dans des 
populations à l’immunité naïve peut être à l’origine de plusieurs vagues d’épidémies virulentes, voire 
de pandémies, avant de devenir des souches épidémiques saisonnières. 

 

4.1.3.1. Pandémies grippales historiques 

Le siècle dernier a été marqué par quatre pandémies grippales35,44,45 (Figure 3). La plus 
dévastatrice, la « grippe espagnole » de 1918 à virus H1N1, a causé plus de 40 millions de morts dans 
le monde, en particulier chez les 20-39 ans, avant de devenir une souche circulante saisonnière. Cette 
souche H1N1 est une adaptation directe d’une souche aviaire à l’Homme. Les IAV émergents et 
circulants ensuite, pandémiques comme saisonniers, sont tous dérivés de cette souche « mère » par 
des phénomènes de glissements antigéniques ou de recombinaisons46. Les pandémies de « grippe 
asiatique » (Singapour) de 1957 à virus H2N2, et de 1968 (Hong Kong) à virus H3N2 ont fait suite à des 
réassortiments génétiques avec des virus aviaires. Ces deux souches ont successivement remplacé les 
souches saisonnières. En 1977, le virus H1N1 recommence à circuler, en parallèle du virus H3N2, avec 
des déterminants antigéniques identiques à la souche de 1957, sans créer de pandémie. En 2009, une 
nouvelle souche de H1N1 (H1N1pdm09) issue d’un quadruple réassortiment entre des souches 
porcines, aviaires et humaines, avec des déterminants antigéniques très différents, est à l’origine de la 
première  pandémie du 21ème siècle47. Toutes les souches H1N1 circulantes depuis dérivent de ce virus 
H1N1pdm09. 

 
Figure 3 : Historique de la circulation des souches d'influenza pandémiques au cours du siècle dernier, d'après Giles et al. 
(2011)48. Les souches d’influenza aviaires en sont à l’origine, par des phénomènes d’adaptation ou de réassortiments avec des 
souches humaines et porcines. 
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4.1.3.2. Epidémiologie de la grippe saisonnière 

Au niveau mondial, les épidémies grippales annuelles sont responsables d’environ 5 millions 
de maladies graves, et de 290 000 à 650 000 décès, majoritairement dans les populations à risque41. 

Dans les zones tempérées, les épidémies de grippes sont saisonnières et surviennent 
principalement l’hiver. Le pic épidémique est observé en janvier ou février dans l’hémisphère Nord, et 
entre juin et août dans l’hémisphère Sud. Dans les régions tropicales, la grippe peut apparaître tout au 
long de l’année, avec des flambées épidémiques plus irrégulières49. Plusieurs souches humaines d’IAV 
et IBV co-circulent dans la population. Au cours des dernières décennies, les deux sous-types d’IAV 
majoritaires H1N1 et H3N2 ainsi que les deux lignages B/Yamagata et B/Victoria ont été le plus 
fréquemment isolés chez les patients testés. Cependant, la situation est rarement identique d’une 
épidémie à l’autre. 

Par exemple, sur la saison hivernale 2017-2018, les réseaux de surveillance ont observé une 
co-circulation des virus A(H1N1)pdm09 et B/Yamagata en Europe. Les IBV ont représenté 64 % des 
échantillons testés, un taux supérieur aux années précédentes50. La saison épidémique a été qualifiée 
de sévère par le CDC (Centers for Disease Control and Prevention) européen, ayant entraîné plus de 2 
millions de consultations et près de 10 000 hospitalisations, dont 20 % concernaient des patients de 
moins de 5 ans et 53 % de plus de 65 ans50. Santé publique France a dénombré près de 3 000 
hospitalisations en réanimation et estimé à 13 000 décès l’excès de mortalité attribuable à la grippe51.  

A l’inverse, la saison 2018-2019 a été marquée par une nette prédominance des IAV (99 %), 
avec une majorité de souches A(H1N1)pdm09 dans le Nord de l’Europe et A(H3N2) en Europe du Sud-
Ouest52. Les virus A(H3N2) ont été difficiles à caractériser sur le plan antigénique, en raison de leur 
diversité génétique croissante observée au cours de la saison. Finalement, 23 % des souches 
génotypées appartenaient au sous-groupe 3C.3a, distinct de celui entrant dans la composition 
vaccinale. Ainsi, même si l’épidémie a été de courte durée en France, plus de 1 800 personnes ont été 
admises en réanimation et 8 100 décès ont été attribués à la grippe, selon Santé publique France53. 

Pendant la saison 2019-2020, des proportions équivalentes d’A(H1N1)pdm09, d’A(H3N2) et 
B/Victoria ont été isolées. Les IAV ont représentés 63 % des échantillons testés, parmi lesquels 59 % 
d’A(H1N1)pdm. Les pays d’Europe du Nord ont été majoritairement touchés par du H3N2 (71 % des 
IAV). B/Victoria a représenté 99 % des échantillons IBV testés. La majorité des cas sévères ont été 
enregistrés chez les plus de 65 ans infectés par des IAV49,54. L’émergence du virus SARS-CoV-2 fin 2019 
et la pandémie de COVID-19 qui s’en est suivie ont eu des répercussions majeures sur la circulation 
des virus grippaux (Figures 4 et 5). Ainsi, seuls 3 700 décès ont été attribués à la grippe en France sur 
cette période55 et aucune épidémie grippale n’a été détectée dans l’hémisphère Nord sur la saison 
2020-2021, d’après le bilan préliminaire du 21/04/2156. 

D’après Santé publique France, ce phénomène est multifactoriel et peut s’expliquer par (i) la 
mise en place des mesures barrières et du confinement qui ont permis de limiter la circulation des 
virus grippaux dans la population, (ii) une augmentation de la couverture vaccinale chez les personnes 
à risque (55.8 % en 2020-2021 contre 47.8 % en 2019-2020), et (iii) un taux exceptionnellement faible 
de prélèvements de diagnostic enregistrés par le réseau sentinelle, du fait de la similitude des 
symptômes entre la grippe et la COVID-19 et des difficultés d’accès aux services de soins56. Par ailleurs, 
la littérature fait état d’interactions possibles entre les virus, comme l’étude de Halfmann et al. qui 
suggère que le virus SARS-CoV-2 pourrait limiter la réplication des virus influenza, notamment par la 
stimulation de l’expression de facteurs antiviraux comme Mx1 (Myxovirus resistance protein 1)57. 
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Figure 4 : Epidémiologie de la grippe saisonnière sur la saison 2019-2020, d'après le Centre européen de prévention et de 
contrôle des maladies54.  En Europe, l’épidémie a pris fin de manière précoce (semaine 13) et l’activité grippale mondiale a été 
minime les mois suivants. 

 

 

 

 
Figure 5 : Nombre hebdomadaire de prélèvements positifs à influenza en France métropolitaine d’après le bilan préliminaire 
du réseau sentinelle56. Aucune épidémie détectée sur 2020-2021. 

  



29 
 

4.1.4. Structure et composition des virus influenza 

 
4.1.4.1. Organisation du virus 

Les virus influenza sont des virus enveloppés de formes sphériques ou filamenteuses mesurant 
entre 80 et 120 nm (Figure 6). L’enveloppe à bicouche lipidique des IAV est hérissée des glycoprotéines 
de surface HA et NA et de canaux ioniques membranaires formés par la protéine M2. La protéine de 
matrice M1 soutient la face interne de l’enveloppe virale. A l’intérieur de la particule, le génome viral 
est sous la forme de 8 segments d’ARN complexés à la nucléoprotéine (NP). Avec l’ARN polymérase 
virale, ils forment des complexes ribonucléoprotéiques (vRNP), entités autonomes pour la réplication 
et la transcription. L’ARN polymérase est elle-même composée de 3 sous-unités PB1, PB2 et PA (pour 
polymerase basic 1 ou 2 et polymerase acidic protein, respectivement). Les IBV ont une structure 
similaire mais présentent 4 glycoprotéines de surface : HA, NA, NB et BM258. 

 
Figure 6 : Organisation du virus Influenza, d'après Krammer et al. (2018)35 

 

4.1.4.2. Génome et protéines virales 

Le génome viral est composé de 8 segments d’ARN monocaténaire à polarité négative d’une 
taille variable entre 10 et 14.6 Kb35. Chaque segment possède un cadre de lecture ouvert (Open 
Reading Fragment : ORF) codant pour une ou plusieurs protéines. Aux extrémités (3’ et 5’) sont 
positionnées deux séquences strictement conservées de 12 et 13 nucléotides respectivement. Ces 
séquences sont les éléments promoteurs de la transcription et de la réplication virale, leur 
complémentarité partielle permettant leur appariement. Les vRNP sont capables de coder jusqu’à 17 
protéines différentes via différents mécanismes de régulation, tels que l’épissage ou le décalage de 
cadre de lecture (17 identifiées pour les IAV et 11 pour les IBV). La démocratisation des analyses de 
séquences ont permis l’identification de 7 nouvelles protéines ces vingt dernières années59. 

Ainsi, il est établi que les 8 segments des IAV et des IBV codent pour les 9 protéines communes 
HA, PB2, PB1, PA, NP, NA, M1, NS1 et NS2 (Protéines non structurales 1 et 2). Les IAV codent 
spécifiquement pour la protéine M2 via un épissage alternatif (Figure 7). Certaines souches d’IAV 
expriment également une petite protéine PB1-F2 (décalage du cadre de lecture ORF + 1) ou encore 
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une version tronquée de PB1, PB1-N40 (codon d’initiation décalé dans le même cadre de lecture)58,60–

62. Plusieurs protéines dérivées de PA ont également été identifiées telles que PA-X (saut de cadre de 
lecture au cours de la traduction) et PAXΔC20 (délétion de PA-X) ou encore PA-N155 et N-182 (codon 
d’initiation décalé dans le même cadre de lecture)63–65. 

 

 
Figure 7 : Schéma des segments NS, PA, PB1 et M des virus influenza A et de la transcription des protéines, Hao et al. (2020)66. 
L’expression et la taille des protéines peut varier en fonction des souches. Les cadres de lectures identiques sont représentés 
de la même couleur. Les épissages sont représentés par les lignes bleues.  

 

Le génome des IBV code pour deux protéines transmembranaires qui leur sont spécifiques, 
issues de décalages de cadres de lecture : BM2 qui possède un codon d'initiation chevauchant avec le 
codon de terminaison de la protéine M1 et la glycoprotéine NB dont la fonction reste encore à 
préciser67. Aussi, les génomes des IAV et IVB présentent globalement peu de similitudes, se traduisant 
par des différences fonctionnelles.  

Les principales caractéristiques et fonctions de ces protéines virales sont présentées dans le 
Tableau 1 ci-après. 
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Tableau 1 : Liste des protéines virales codées et exprimées par les IAV et IBV humains, ainsi que leur(s) fonction(s), adapté de 
Bouvier et al. (2008), Vasin et al. (2014) et Koutsakos et al. (2016)61,67,68. Les protéines spécifiquement codées par les IAV sont 
surlignées en bleu, en vert pour IBV. 

Segment 
de gènes Protéine 

Taille de 
la 

protéine 
(AA) 

Type de 
virus 

Influenza 
Fonction 

1 
PB2  

(Polymérase 
basique 2) 

759 IAV/IBV 

Complexe de l’ARN 
polymérase 

Reconnaissance, fixation de la coiffe 
de l’ARNm 

2 

PB1 
(Polymérase 
basique 1) 

757 IAV/IBV ARN polymérase 
Elongation 

PB1-F2 87-90 IAV Facteur de virulence 
Activité pro-apoptotique 

PB1-N40 718 IAV Forme tronquée de PB1 
Maintien la balance PB1/PB1-F1 

3 

PA 
(Polymérase 

acide) 
716 IAV/IBV Endonucléase 

PA-X 191 + (41 
ou 61)  IAV Endonucléase fonctionnelle 

Modulation de la réponse antivirale 

PAXΔC20 
[191 + (41 
ou 61)] -

20 
IAV PA-X délétée 

Endonucléase réduite 

PA-N155 568 IAV ? 

PA-N182 535 IAV ? 

4 HA 
(Hémagglutinine) 560 IAV/IBV Glycoprotéine de 

surface 

Antigène majeur 
Reconnaissance des acides sialiques 

pour l’ancrage viral 
Fusion pour l’entrée virale 

5 NP 
(Nucléoprotéine) 498 IAV/IBV vRNP Ancrage de l’ARN 

Régulation de l’import nucléaire 

6 

NA 
(Neuraminidase) 454 IAV/IBV Glycoprotéine de 

surface 
Activité sialidase 

Relargage des virions 

NB 100 IBV Glycoprotéine de 
surface Canal ionique ?  

7 

M1 
(Matrice 1) 252 IAV/IBV Matrice 

Protéine de matrice 
Interaction avec les vRNP 

Régulation du transport nucléaire 
Bourgeonnement 

M2 
(Matrice 2) 97 IAV 

Canal ionique 
transmembranaire 

Fusion membrane virale / endosome 

M42 99 IAV Alternative à M2 

BM2 109 IBV  Similaire à M2 

8 

NS1 
(Protéine Non 
Structurale 1) 

230 IAV/IBV  
Antagoniste des interférons 

Régulation de l’expression des gènes 
de l’hôte 

NEP/NS2 
(Protéine d’Export 

Nucléaire) 
121 IAV/IBV  Export nucléaire de l’ARN 

 



32 
 

4.1.4.3. Sauts et glissements antigéniques 

La plasticité génétique des virus influenza est à l’origine de leur variabilité antigénique, selon 
deux mécanismes distincts35. 

D’une part, la nature segmentée du génome des virus influenza rend possible les échanges 
génétiques, qualifiés de sauts antigéniques ou « antigenic shift ». Les IAV sont ainsi capables d’acquérir 
un ou plusieurs segments provenant d’un autre sous-type, en particulier d’origines humaine, aviaire 
ou porcine (Figure 8). Ces évènements de réassortiments ont été à l’origine des pandémies historiques 
(Paragraphe 4.1.3.1) ; en permettant l’acquisition brutale de nouvelles propriétés par les virus, comme 
le clivage basique de la HA dans le cas de la grippe espagnole ; et/ou caractéristiques antigéniques, 
pour lesquelles la population mondiale était alors naïve46. 

D’autre part, le manque de fidélité de la polymérase virale lors de la réplication du génome 
provoque l’accumulation récurrente de mutations, notamment sur les segments HA et NA, induisant 
des modifications antigéniques mineures, à l’origine de la variabilité génétique des IAV et IBV. On parle 
alors de glissement antigénique ou « antigenic drift » (Figure 8). Bien que ces phénomènes 
n’aboutissent pas à l’émergence de virus pandémiques, ils conduisent à la circulation de virus 
antigéniquement différents, échappant plus facilement à l’immunité préexistante des individus, à 
l’origine des épidémies saisonnières69. Ainsi, les glissements antigéniques impliquent une mise à jour 
régulière de la composition vaccinale et constituent un argument en faveur de la recommandation 
d’une vaccination annuelle.  

 
Figure 8 : Sauts et glissements antigéniques, d'après Krammer et al. (2018)35. L’acquisition d’un ou plusieurs segment(s) d’une 
souche par une autre, ici l’acquisition des segments PB1 et HA humains par une souche aviaire (saut antigénique) constitue 
un nouveau virus avec un tropisme humain potentiellement pandémique. Ce virus peut ensuite acquérir des mutations 
mineures (ici un changement de conformation de la HA), (glissement antigénique) pouvant induire un échappement à 
l’immunité acquise sur à une infection ou la vaccination. 

 

4.1.5. Cycle de réplication virale des virus influenza 

Les virus influenza ont un tropisme pour les cellules épithéliales respiratoires des mammifères, 
dont l’Homme, ainsi que pour l’épithélium intestinal des oiseaux. Comme tous les virus, ils détournent 
les machineries cellulaires afin de les utiliser à leur profit pour se répliquer. 
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Le cycle viral (Figure 9) débute par l’attachement du virus à la cellule-hôte au moyen de 
l’hémagglutinine virale qui reconnait les acides sialiques cellulaires (N-acétylneuraminique, composant 
des sucres aminés)35. Pour être effective, la HA doit subir un clivage de son précurseur H0 en HA1 et 
HA2 par les protéases spécifiques de l’épithélium respiratoire et intestinal. Les IAV humains 
reconnaissent préférentiellement les liaisons de type α2,6 (majoritaires dans le tractus respiratoire 
supérieur humain), tandis que les virus aviaires se fixent sur les liaisons de type α2,3 (abondantes dans 
le tractus intestinal aviaire et présentes dans le tractus respiratoire inférieur humain). Cette spécificité 
hôte-dépendante constitue une barrière d’espèce entre les virus de la grippe aviaire et humaine. Chez 
le porc, les deux types de récepteurs sont présents sur l’épithélium trachéal, ce qui fait de cet animal 
un réceptacle de recombinaisons possibles entre les virus de la grippe humaine et aviaire.  

L’entrée du virus a lieu par endocytose via les endosomes. Le pH acide des endosomes 
entraîne deux évènements déterminants pour l’infection58,61 : (i) un changement de conformation de 
la HA libérant le peptide de fusion situé sur la zone terminale de HA2, conduisant à la fusion de 
l’enveloppe virale avec la membrane interne des endosomes ; (ii) le passage de protons à travers le 
canal ionique M2 provoquant la dissociation des vRNP de la particule virale, puis leur relargage dans 
le cytoplasme de la cellule-hôte.  

Les étapes de transcription et de réplication des virus influenza sont nucléaires, contrairement 
à la majorité des virus à ARN pour lesquels ces étapes sont cytoplasmiques. Les 8 segments sont 
transportés dans le noyau cellulaire grâce à l’intervention des protéines M1 et NS2/NEP qui possèdent 
des signaux de localisation nucléaire pouvant se lier à la machine d'importation nucléaire cellulaire. 
Dans le noyau de la cellule infectée, la transcription en ARN messager (ARNm) et la réplication du 
génome viral sont dépendantes du complexe polymérase (PB1, PB2 et PA).  

La transcription des ARN viraux (ARNv) en ARNm nécessite le détournement de la machinerie 
cellulaire de l’hôte35,70. Elle débute par le vol des coiffes en 5’ des ARNm cellulaires (cap-snatching) par 
le complexe de la polymérase virale. PB2 se lie à la coiffe d'un ARNm de l’hôte, puis la sous-unité PA 
réalise un clivage 10 à 15 nucléotides en aval de la coiffe (endonucléase) et la repositionne sur la sous-
unité PB1, permettant ainsi à la polymérase virale d’utiliser la coiffe comme amorce pour initier et 
réaliser la synthèse de l’ARNm viral. Chaque transcrit est ensuite polyadénylé par le complexe de 
polymérase virale par une séquence poly-U à l'extrémité 3' de l'ARNm viral. Les protéines NS1 et NP 
contribuent également au détournement de l’ARN polymérase II cellulaire au profit du cycle viral, en 
empêchant les évènements d’épissage des ARNm cellulaires de l’hôte71. Les ARNm viraux coiffés en 5’ 
et polyadénylés en 3’ sont alors exportés dans le cytoplasme pour y être traduits, directement ou après 
un éventuel épissage alternatif. 

La réplication du génome viral se déroule en deux étapes : (i) la transcription du génome viral 
en ARN complémentaire (ARNc) à polarité positive puis (ii) la transcription de celui-ci en nouveaux ARN 
génomiques viraux. Cette réplication est réalisée de manière autonome par un complexe polymérase, 
la ribonucleoprotein complémentaire (cRNP), grâce à la complémentarité inverse des extrémités 5' et 
3' du génome35,70. Les mécanismes de régulation conduisant au changement d’activité de la 
polymérase de la transcription à la réplication ne sont pas encore pleinement caractérisés. 
L’abondance des ARNm cellulaires à l’extrémité 5’ de l’ARNv favoriserait l’activité transcriptionnelle 
tandis qu’une concentration importante des complexes polymérase ferait basculer l’activité vers la 
réplication72. Plusieurs autres effecteurs pourraient être impliqués, comme l’abondance nucléaire de 
NP nouvellement synthétisées, nécessaires à la stabilisation de l’ARNc et de l’ARNv, mais aussi NS1 
interagissant avec NP, ou NS2/NEP, associée à la génération de petits ARNv, stimulant la 
réplication73,74.  
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La synthèse des protéines virales est entièrement dépendante de la machinerie cellulaire de 
l’hôte. La traduction des ARNm viraux est répartie entre les ribosomes cytosoliques (pour PB1, PB2, 
PA, NP, NS1, NS2 et M1) et les ribosomes associés au réticulum endoplasmique (RE) pour les protéines 
membranaires HA, NA et M270. La protéine NS1 est rapidement synthétisée et réimportée dans le 
noyau pour son rôle dans la régulation des ARNm viraux et de l’hôte. On notera son action inhibitrice 
sur la réponse interféron, son implication dans l’export nucléocytoplasmique des ARNm viraux via ses 
interactions fonctionnelles multiples avec les protéines cellulaires TAP/NXF1, p15, Rael, E1B-AP5 et la 
nucléoporine NUP98, et son impact positif sur le recrutement des ribosomes cellulaires75. 

Les sous-unités de polymérase virale nouvellement synthétisées (PA, PB1 et PB2) et la 
nucléoprotéine (NP) sont également réimportées dans le noyau cellulaire pour déclencher la néo-
synthèse d’ARNv à partir de copies d’ARNc et s’y associer pour former de nouvelles vRNP 
fonctionnelles. Les vRNP néoformées peuvent ainsi transcrire des ARNm et des ARNc viraux 
supplémentaires ou s’associer aux protéines virales M1 et NS2/NEP nouvellement synthétisées pour 
assurer leur export nucléaire et leur incorporation dans de nouveaux virions. Le transport actif des 
vRNP est réalisé grâce au détournement des protéines cellulaires, telles que CRM1 pour leur export 
nucléocytoplasmique ou Rab11 et les microtubules cytosoliques pour leur trafic vers la membrane 
plasmique70,71,76. 

Les glycoprotéines de surface NA et HA et le canal ionique M2, sont quant à elles, après 
traduction dirigées vers l’appareil de Golgi pour modifications post-traductionnelles (clivage de la HA) 
et adressage vers leur site d’incorporation au niveau des zones riches en radeaux lipidiques de la 
membrane plasmique, enrichies en cholestérol et en sphingolipides, initiant ainsi le bourgeonnement 
des virions77. Les 8 vRNP associées à M1 sont incorporées dans de nouvelles particules virales formées 
par la membrane plasmique dérivée de la cellule-hôte et exprimant les glycoprotéines de surface 
(assemblage). A la fin du cycle viral, la NA intervient en clivant des résidus sialiques des glycoprotéines 
de surface pour permettre le relargage des particules virales bourgeonnantes. L’activité sialidase 
facilite également la dissémination des virions en clivant les mucines présentes dans le mucus des voies 
respiratoires70,78. 

 
Figure 9 : Cycle de réplication virale des virus influenza, d’après Krammer et al. (2018)35 
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4.2. Le virus SARS-CoV-2 

 
4.2.1. La famille des Coronavirus 

Les coronavirus (CoV) forment une grande famille de virus enveloppés à ARN monocaténaire 
de polarité positive79. Ils appartiennent à l’ordre des Nidovirales, sous-ordre Coronavirineae, famille 
Coronaviridae, sous famille Orthocoronavirinae, elle-même divisée en 4 genres : alpha-, beta-, gamma- 
et deltacovoronavirus. Ce sont pour la plupart des virus zoonotiques mais seuls les alpha et bêta 
infectent les mammifères. Ils sont responsables de maladies respiratoires et entériques, affectant le 
bétail, les animaux de compagnie et l’Homme. 

Les CoV humains tels que HCoV-229E (alpha) et HCoV-OC43 (bêta A) découverts dans les 
années 196080,81, et plus récemment HCoV-NL6382 (alpha ; 2004) et HCoV-HKU183 (bêta A ; 2005), sont 
connus pour être les agents étiologiques des rhumes saisonniers84. En revanche, les virus émergents 
tels que le Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-CoV, bêta B ; 2002), le Middle East 
Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV ; bêta C ; 2012) et plus récemment le SARS- CoV-2 (bêta 
B ; 2019), ont été responsables d’épisodes épidémiques et/ou de pandémies ces vingt dernières 
années. Avec un tropisme pour les cellules épithéliales bronchiques, les pneumocytes et l’épithélium 
respiratoire supérieur, l’infection par ces virus peut déclencher des pathologies pulmonaires sévères. 

 
4.2.2. Spécificité des Coronavirus pandémiques 

Les hCoV saisonniers représentent globalement 5 à 10 % des détections virales dans les 
prélèvements respiratoires hospitaliers, avec une prédominance des souches OC43 et 229E84. Les 
études de séroprévalence démontrent un contact majoritaire dans les trois premières années de la vie, 
avec des réinfections fréquentes. Les symptômes associés sont catégorisés de rhume commun, une 
infection respiratoire aigüe spontanément résolutive et peu sévère. In vitro, ces virus ne génèrent pas 
d’effets cytopathiques importants (jonctions serrées intactes et excrétion uniquement apicale)85. Le 
virus 229E a un tropisme pour les cellules épithéliales pseudostratifiées non ciliées, mais ne se réplique 
pas dans les tissus bronchiques ou alvéolaires tandis qu’OC43, NL63 et HKU1 infectent 
préférentiellement des cellules ciliées85,86. Les virus 229E, OC43 et HKU1 se répliquent dans le tractus 
respiratoire supérieur, ce qui facilite la transmission mais limite leur pathogénicité. Le virus NL63 peut 
affecter les voies respiratoires hautes et basses, c’est le principal agent étiologique de la laryngite 
obstructive87. 

L’expression et la distribution des récepteurs d’entrée dans les tissus respiratoires déterminent 
le tropisme viral et la pathogénicité associée. Les récepteurs cellulaires d’entrée identifiés des CoV 
sont l’aminopeptidase humaine N (APN/CD13; HCoV-229E), les acides saliques88 (9-O-Ac-Sia ; HCoV-
OC43 et HCoV-HKU1), l’enzyme de conversion de l’angiotensine 289–92 (ACE2; HCoV- NL63, SARS- CoV 
et SARS- CoV-2) et la dipeptidyl-peptidase 493 (DPP4; MERS- CoV). 

En ce qui concerne le récepteur ACE2, celui-ci est présent sur la membrane cellulaire de 
nombreux organes dont les poumons (pneumocytes de type II, cellules épithéliales stratifiées), les 
artères, les reins, le cœur et les intestins90,94. Son abondance dans le tractus respiratoire profond a été 
largement documentée mais sa présence a été discutée dans les voies respiratoires hautes95. L’équipe 
de Sungnak a cependant confirmé son expression dans les cellules ciliées et les cellules productrices 
de mucus de l’épithéliums nasal, avec une abondance dépendante du niveau de différenciation des 
cellules95. Ainsi, les muqueuses présentent un haut niveau d’expression d’ACE291,94. Dans la sphère 
ORL, les cellules épithéliales de la langue expriment particulièrement ce récepteur et constituent une 
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porte d’entrée pour les virus NL63 et SARS91. L’abondance d’ACE2 dans le poumon profond permet 
ensuite l’établissement de l’infection. La sécrétion d’interférons qui s’ensuit stimule l’expression 
endogène des récepteurs dans le tractus respiratoire et augmente leur abondance, favorisant ainsi la 
réplication du virus94. 

Le virus NL63 et les virus SARS ciblent le même récepteur mais la zone d’ancrage de la protéine 
Spike (S) de la souche NL63 exerce une plus faible affinité avec ACE2 que celles des virus SARS. De plus, 
le virus NL63 ne possède qu’un seul gène accessoire, ce qui rend sa pathogénicité moins importante92. 
Les virus SARS-CoV et SARS-CoV-2 exercent en revanche une forte pathogénicité sur les alvéoles 
pulmonaires et sont responsables de détresses respiratoires sévères. Le MERS-CoV provoque des 
symptômes similaires en ciblant la DPP4, hautement exprimée dans les poumons et les bronches86. 

 
4.2.2.1. SARS-CoV 

Le SARS-CoV a émergé en Chine en novembre 200279,96. La maladie se traduit par des 
symptômes pseudo-grippaux, (forte fièvre et symptômes respiratoires modérés). L’évolution clinique 
est spontanément résolutive dans la première semaine pour 80 % des patients. Les 20 % restants 
évoluent vers un syndrome de détresse respiratoire aigüe sévère (Severe Acute Respiratory Syndrome : 
SARS ou SRAS) nécessitant une hospitalisation en soins intensifs et une ventilation mécanique84. La 
gravité des symptômes, la transmission inter-individus et la propagation de l’épidémie en Amérique 
du Nord et en Europe, a poussé l’OMS à lancer une alerte pandémie en mars 2003. Plusieurs épidémies 
nosocomiales ont ensuite été décrites avec la mise en évidence d’individus « super propagateurs »84. 

Le réservoir naturel principal du SARS-CoV est constitué par les chauves-souris. Sa transmission 
à l’Homme aurait été facilitée par l’intermédiaire d’animaux sauvages comme la civette ou le chien 
viverrin, consommés en Chine97.  

L’enzyme de conversion de l'angiotensine 2 (ACE2) a rapidement été identifiée comme le 
récepteur d’entrée du virus, permettant l’ancrage de sa protéine S89,90. Ainsi, le virus SARS-CoV cible 
préférentiellement les cellules ciliées, les pneumocytes alvéolaires de type I et les macrophages 
pulmonaires dans le tractus respiratoire inférieur, où ACE2 est exprimé de manière prédominante90,98. 
La monopolisation anormale d’ACE2 dans les poumons entraine un excès d’angiotensine II et 
augmente le risque de fibrose pulmonaire, en lien avec la pathogénèse viro-induite99,100. Chez les 
patients sévères, la détresse respiratoire se caractérise par de graves dommages alvéolaires (œdèmes, 
membranes hyalines, fibrose) et des infiltrats cellulaires (macrophages et polynucléaires) causés par 
une sécrétion exacerbée de cytokines pro-inflammatoires (IL1-β, IL8, IL6, CXCL10 et CCL2), liée à une 
augmentation précoce d’interféron α et une réponse adaptative inefficace84,99. 

Malgré la gravité des pathologies observées, l’infection ne provoque que peu de symptômes 
respiratoires hauts et demeure faiblement transmissible (R0 situé entre 1.7 et 3, augmenté par les 
« super-contaminateurs »84,101). Grace aux mesures de santé publique internationales, l’épidémie a été 
rapidement maitrisée et déclarée terminée en juillet 2003 après environ 8 500 cas rapportés dans 29 
pays et 916 décès, soit une mortalité de 10 %99,102. 

 
4.2.2.2. MERS-CoV 

En juin 2012, un premier cas humain de MERS-CoV est identifié en Arabie Saoudite16. La 
maladie se caractérise par une pneumonie rapidement évolutive, entrainant une détresse respiratoire 
mortelle dans 30 % des cas, accompagnée d’atteintes rénales. Deux clusters ont été identifiés en 



37 
 

Jordanie et au Royaume-Uni en avril et en septembre 201299. La maladie s’est ensuite propagée par 
épidémies nosocomiales sporadiques, majoritairement issues de la péninsule arabe. 

L’infection est majoritairement zoonotique, les chameaux et les dromadaires constituent le 
réservoir principal du virus. Environ 90 % des chameaux et dromadaires d’Afrique et du Moyen-Orient 
sont séropositifs au MERS-CoV99,103.  

Pour l’entrée du virus, la protéine S cible la Dipeptidyl peptidase 4 (DPP4) dont la répartition 
tissulaire est différente entre les espèces93,104. Chez le chameau, le MERS-CoV se réplique 
majoritairement dans les épithéliums nasaux, facilitant la transmission inter-individus105. Chez 
l’Homme, le récepteur est hautement exprimé dans les cellules épithéliales non ciliées pulmonaires, 
bronchiques et rénales ainsi que dans les endothéliums pulmonaires, mais peu exprimé dans le tractus 
respiratoire supérieur. Le virus se réplique donc dans les voies respiratoires basses, ciblant 
majoritairement les pneumocytes alvéolaires de type I et type II86,106. La physiopathologie sévère 
associée se caractérise par la destruction des jonctions serrées et l’apoptose des cellules infectées105. 
En revanche, la transmission interhumaine reste très limitée (R0 < 1) ; les nouvelles épidémies 
résultant majoritairement de contacts Homme-chameau84. 

Depuis avril 2012, le nombre de cas s’amenuise au fil des années (une centaine de cas 
rapportés en 2016, une cinquantaine en 2018 et seulement 7 en 2020). Au niveau mondial, environ 2 
600 cas ont été confirmés dans 27 pays (83 % en Arabie Saoudite), incluant près de 900 décès, ce qui 
représente 35 % de mortalité18. 

 
4.2.2.3. SARS-CoV-2 

Le SARS-CoV-2 a émergé en Chine fin 2019, responsable d’infections respiratoires évoluant 
dans 30 % des cas sur des pneumonies sévères, nécessitant une oxygénation des patients voire une 
hospitalisation en réanimation19. L’infection s’est rapidement propagée, avec des cas rapportés dans 
au moins 18 pays à la fin du mois de janvier 2020 (R0 estimé entre 2.2 et 3.3107), poussant l’OMS à 
déclarer l’état d’urgence de santé publique de portée internationale108. Au mois d’avril 2020, 870 000 
cas et 43 000 décès ont été rapportés au niveau mondial109. 

Les premiers séquençages du virus ont mis en évidence sa forte homologie (> 85 %) avec un 
SARS-CoV de la chauve-souris (bat-SL-CoVZC45)19. La séquence d’acides aminés (AA) de la protéine S 
possède 76 % d’identité avec celle du SARS-CoV humain et plus de 95 % avec celle du CoV RaTG13 de 
chauve-souris19,97,110, guidant les chercheurs vers l’identification du récepteur d’entrée cellulaire ACE2. 
La zone d’interaction avec ACE2 (460-520 AA) est hautement conservée, mais celle du SARS-CoV-2 
présente un niveau d’affinité 10 à 20 fois supérieur à celle du SARS-CoV94,111. Des mutations au niveau 
du récepteur d’ancrage laissent penser à une adaptation à l’Homme lors de la transmission inter-
espèce apportant des améliorations sur la stabilité structurale de S (liaisons hydrophobes, ponts 
hydrogène et interactions électrostatiques) et une diminution de la susceptibilité aux anticorps 
(Ac)102,110,112. La présence de nouvelles séquences au niveau des sites de clivages (et/ou de leur profil 
de glycosylation) et/ou l’évolution des sites connus ont également permis une adaptation à d’autres 
protéases cellulaires de l’hôte (plasmine, furine), facilitant ainsi l’activation de S113,114. 

Contrairement au SARS-CoV qui utilise des alternatives telles que les protéases cystéines 
endosomales (CatB/L), la réplication du SARS-CoV-2 est dépendante du facteur cellulaire TMPRSS2 
(protéase transmembranaire à sérine 2)97. Le virus se réplique donc uniquement dans les cellules co-
exprimant ACE2 et TMPRSS2, notamment les Pneumocytes de type II et les cellules ciliées94.  
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Par ailleurs, le virus possède des capacités immunomodulatrices plus performantes que les 
autres CoV, lui permettant de différer la réponse interféron dans les premières heures d’infection, afin 
d’atteindre un niveau plus important de réplication avant la mise en place de la réponse antivirale de 
l’hôte115,116. Ensuite, il utilise cette réponse à son avantage pour augmenter l’abondance des 
récepteurs cellulaires dans le tractus respiratoire supérieur et ainsi faciliter la réplication virale. En 
effet, l’infection déclenche notamment l’activation des voies des interférons α2 et γ, induisant 
l’expression de STAT1 (Signal transducer and activator of transcription 1), qui conduit à l’augmentation 
de l’expression des récepteurs ACE2 et TMPRSS2 dans les goblet cells94.  

Ainsi, le SARS-CoV-2 se réplique plus facilement dans le tractus respiratoire supérieur et 
présente un plus haut niveau de transmission que le SARS-CoV. Son taux de mortalité est en revanche 
plus bas, estimé à 1.4 % (d’après le nombre de cas et de décès rapportés dans le monde ; Santé 
publique France au 08/02/2022)117 .  

  

4.2.3. Transmission 

De manière identique aux virus influenza, le SARS-CoV-2 se transmet majoritairement de façon 
directe par les voies respiratoires (respiration, toux, discussion) ou via les aérosols, favorisé par la 
présence des récepteurs ACE2 dans la cavité orale118,119. L’expression des récepteurs ACE2 et TMPRSS2 
dans les tissus nasaux augmente avec l’âge et demeure assez faible chez les enfants de moins de 10 
ans, ce qui limiterait la transmission du virus dans cette population118,120.  

Le virus reste infectieux pendant plusieurs heures dans les aérosols (> 3h ; demi-vie estimée à 
1h)121. Ainsi, une exposition prolongée à une personne infectée (+ de 15 minutes) ou une brève 
exposition à une personne symptomatique constitue le plus haut risque de contamination122. La 
transmission présymptomatique représente une part importante des contaminations, appuyant 
l’importance des gestes barrières123,124.  

Dans une moindre mesure, une transmission indirecte manuportée ou via du matériel 
contaminé est également possible. La stabilité et l’infectiosité des virus dans le milieu extérieur sont 
dépendantes des conditions environnementales (température, hygrométrie, pH, environnement 
protéique) et du type de surface ; elles peuvent varier de quelques heures à quelques jours. Le virus 
peut être maintenu sur des surfaces pendant plusieurs jours comme sur le plastique (demi-vie de 7h), 
où du virus infectieux est toujours détectable après 72h, ou sur l’acier (demi-vie 6h) où il reste 
détectable pendant plus de 48h121. Il est en revanche moins stable sur le cuivre et le carton, sur lesquels 
le virus infectieux n’est plus détectable après 24h. 

L’abondance intestinale d’ACE2 et la détection d’ARN dans les selles pourraient suggérer une 
contamination oro-fécale possible, mais aucun cas n’a été rapporté, et l’OMS a classé ce risque de 
transmission comme faible122.  

De même que pour la grippe et en l’absence de mesures restrictives, la propagation du virus 
est favorisée par les fortes densités de populations en milieux confinés (lieux très fréquentés comme 
les écoles ou maisons de retraite) et des facteurs environnementaux tels que de faibles taux 
d’humidité, températures, aération et niveaux d’UV125. Ainsi, dans ce contexte pandémique la mise en 
place des gestes barrières simples comme la distanciation physique, l’aération des pièces, l’hygiène 
des mains et le port du masque permettent de ralentir la transmission. Les études démontrent un 
impact de la distanciation sur la transmission à partir d’un mètre (réduction du risque de 10 %, 
augmente avec la distance) et l’efficacité du port du masque (réduction du risque de 15 %)126. 
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4.2.4. Symptômes 

Après une période d’incubation estimée entre 2 et 7 jours, les symptômes suivant une infection 
par le SARS-CoV-2 apparaissent en moyenne sous 5 jours. Pour 30 % des individus infectés, la maladie 
de COVID-19 est totalement asymptomatique. La majorité des malades (55 %) présentent des 
symptômes pseudo-grippaux mineurs à modérés, tels que de la fièvre accompagnée de maux de tête 
et de douleurs musculaires, une toux, une fatigue et la perte de l’appétit127,128. La perte du goût et de 
l’odorat est également fréquemment rapportée (> 30 %)129.   

En moyenne 30 % des patients développent des problèmes de dyspnée 5 jours après le début 
des symptômes127,128. Lorsque le profil clinique des patients se détériore, généralement au cours de la 
deuxième semaine, ils nécessitent une hospitalisation (en moyenne entre les jours 7 et 8), présentant 
une hypoxie et une pneumonie bilatérale, parfois associée à des troubles gastro-intestinaux. La 
majorité des patients hospitalisés pour une COVID-19 ont plus de 50 ans (environ 80 %130) ; les 
personnes de plus de 65 ans présentent un facteur de risque plus élevé128. Ces malades présentent 
pour la plupart des comorbidités, l’hypertension et le diabète étant les plus fréquemment rapportées, 
mais aussi une obésité ou des maladies cardiovasculaires ou pulmonaire119,131. Les traitements 
inhibiteurs d’ACE (qui ont pour conséquences d’augmenter ACE2) indiqués pour le diabète et 
l’hypertension augmenteraient ces facteurs de risque132. L’expression des récepteurs ACE2 et 
TMPRSS2 serait également augmentée chez les fumeurs120. 

Dans la majorité des cas, le standard de soins et l’oxygénation suffisent à rétablir la capacité 
respiratoire des patients133. Malheureusement, 20 % des malades hospitalisés se dégradent avec un 
syndrome de détresse respiratoire et un profil inflammatoire accru. Des complications cardiaques 
(crises cardiaques, thrombopathies), hépatiques (augmentations des transaminases) ou neurologiques 
(confusions) peuvent également apparaître110. Dans de rares cas, la défaillance du système 
immunitaire entraine une tempête cytokinique, précipitant la défaillance multi-organe et le décès. Le 
taux de mortalité de la COVID-19 est estimé à 1 %, majoritairement des patients de plus de 80 ans127. 
Le profil évolutif de la maladie est schématisé ci-dessous dans la Figure 10. 

 

Figure 10 : Chronologie de l'évolution et de la sévérité de la maladie de COVID-19, Bordallo et al. (2020)134,135. La maladie se 
déroule en 3 phases : (i) phase virale dans le tractus respiratoire supérieur, comprenant la phase d’incubation et les premiers 
symptômes, la majorité des malades avec une immunité effective ne développent pas de symptômes plus graves ;  (ii) la phase 
pulmonaire pendant laquelle la pneumonie s’installe (fièvre, toux et dans certains cas hypoxie) ; (iii) les patients les plus 
critiques évoluent vers une phase d’hyper-inflammation pouvant entraîner une détresse respiratoire et une défaillance multi-
organes.  
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La réplication du SARS-CoV-2 entraine d’importants dommages physiologiques dans le 
poumon profond. De plus, la monopolisation du récepteur ACE2 par le virus dans les pneumocytes 
alvéolaires entraîne la nécrose des cellules par l’angiotensine II et une hypertension119. Dans les phases 
tardives d’infection, les dommages aux alvéoles et aux cellules endothéliales (desquamation des 
pneumocytes, formation de membranes hyalines (fibrose)) compromettent la barrière épithélio-
endothéliale et provoquent le dysfonctionnement de la transmission de l’oxygène à l’interface alvéolo-
capillaire, se traduisant par la détresse respiratoire du patient136. La destruction de cette barrière 
augmente également l’inflammation. L’afflux anarchique de monocytes et de macrophages 
constituent des infiltrats interstitiels et œdèmes pulmonaires visibles par radiographies. 

La dégradation des patients sévères est fréquemment associée à une suractivation de la 
coagulation. Plusieurs études rétrospectives confirment le lien entre des symptômes thrombotiques, 
provoqués par l’hyper-inflammation et la destruction des endothéliums, et le décès des patients137–140.  
Les analyses de biologies sanguines montrent chez ces patients une thrombopénie et une élévation 
anormale de facteurs de la coagulation et particulièrement du D-dimère141,142. De même, on retrouve 
une lymphopénie caractérisée par un faible nombre mais une hyper-activation des lymphocytes CD4 
et CD8 exprimant le marqueur Th17, corrélée à une élévation des marqueurs de l’inflammation (taux 
de sédimentation érythrocytaire, protéine C réactive, ferritine, TNFα, IL-1, IL-6, facteurs de 
coagulation)143. La surveillance régulière de ces biomarqueurs de dégradation permet d’identifier les 
patients les plus à risque et de mettre en place un traitement adapté142.   

 

4.2.5. Epidémiologie 

La pandémie mondiale de COVID-19 a connu une évolution importante, des premiers cas 
identifiés fin décembre 2019 à la prise en charge sanitaire (diagnostic, gestes barrières, vaccination) et 
la mise en œuvre de mesures économiques, ponctuée par l’émergence de nombreux variants du SARS-
CoV-2. La chronologie de ces 2 années est résumée en un certain nombre de faits marquants (non 
exhaustifs), ci-après. 

 
4.2.5.1. Chronologie de la pandémie de SARS-CoV-2 : faits marquants 

 
Les premiers mois de la pandémie 

2019 
Décembre Les établissements de santé de Wuhan signalent un cluster de patients atteints d’une pneumonie 

dont l’agent étiologique est inconnu dans la province de Hubei en Chine, en lien avec le marché 
alimentaire de Wuhan où sont vendus des animaux sauvages19. 

31 déc.  Une enquête est ouverte par le CDC. 
2020 

5 janvier Un coronavirus proche des SARS-CoV humains et de chauve-souris est identifié : 2019-nCoV. 
11 janvier Wuhan annonce le premier décès lié au nCoV. 
13 janvier L’OMS publie le premier protocole pour des tests RT-PCR pour le diagnostic du nCoV. 
22 janvier La province de Hubei est mise en quarantaine ainsi que plusieurs grandes villes chinoises. 

Officiellement, l’épidémie a fait plus de 4000 morts en Chine144 mais de nombreux média accusent 
le gouvernement d’avoir délibérément sous-estimé l’ampleur de l’épidémie. 

Fin 
janvier 

Alors que l’épidémie progresse en Asie, les premiers cas européens sont rapportés en France et en 
Amérique du Nord à la fin du mois de janvier107,145. 

30 janvier L’OMS déclare l’état d’urgence de santé publique de portée internationale108. Le virus est identifié 
dans plus de 18 pays, la transmission interhumaine semble élevée.  

11 février Le nCoV est nommé SARS-CoV-2 et la maladie associée COVID-19. 
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Février Un groupe de 300 experts de 48 pays se réunit pour identifier les priorités des recherches à mener 
et prévenir de la flambée pandémique. 

8 mars Les premières mesures de confinement européennes sont décidées en Italie, particulièrement 
touchée par une forte flambée épidémique146. 

11 mars  Devant l’évolution exponentielle du nombre de cas (> 120 000) et de décès (> 4 000) au niveau 
mondial, l’OMS qualifie la COVID-19 de pandémie et appelle chaque gouvernement à prendre « les 
mesures urgentes et agressives » pour limiter sa progression, accompagnées des aménagements 
sanitaires et sociaux nécessaires à la gestion de cette crise145,147.  
Le taux de mortalité est alors estimé à 3.4 %148. 

Mars  Les frontières se ferment et un confinement strict est mis en application en Espagne, en France et en 
Belgique pour tenter de limiter la propagation de la pandémie et la saturation des services 
hospitaliers. 

Mars  Début de l’essai clinique international Solidarity évaluant des médicaments repositionnés 
(remdesivir, hydroxychloroquine, lopinavir, interféron β) sur les patients sévères hospitalisés. 

4 avril Le cap du million de cas rapportés au niveau mondial est franchi, avec près de 50 000 décès149 (Figure 
11). Les Etats-Unis deviennent le nouvel épicentre de l’épidémie, représentant 28 % des nouveaux 
cas146. 

8 avril Le confinement est levé en Chine. 
1er mai La FDA approuve en urgence le premier traitement de la COVID-19, le remdesivir à destination des 

patients sévères hospitalisés. 
Avr. à juin Le déconfinement progressif est entamé dans tous les pays d’Europe et un plan de relance européen 

est engagé pour rétablir la santé de l’économie, durement touchée par les mesures de restrictions.  
Les gestes barrières et le port du masque s’imposent mondialement, en particulier dans les espaces 
publics fermés et un système de traçage des cas positifs est mis en place.  

4 juillet L’OMS annonce l’arrêt de l’essai clinique international Solidarity débuté en mars 2020 pour manque 
d’efficacité des composés testés.  

 

 

 
Figure 11 : Nombre de nouveaux cas journaliers de COVID-19 rapportés par continent. La pandémie évolue majoritairement 
en Europe (Italie, Espagne, Allemagne et France) et en Amérique du Nord (Etats-Unis et Canada), source rapport de l’OMS du 
4 avril 2020149.   
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L’émergence des variants  
Automne 2020 Une seconde vague est observée pour la rentrée de septembre, liée au relâchement des 

mesures barrières pendant l’été. De nouvelles restrictions sont mises en place (couvre-feux, 
fermeture des commerces non-essentiels). 

Novembre Nouveau confinement européen. 
Novembre Pfizer/bioNTech annonce l’efficacité clinique de son vaccin à plus de 90 %, suivi par Moderna 

(94 %) et Astra Zeneca (62 %). 
Début 
décembre 

La campagne de vaccination débute au Royaume-Uni, le gouvernement approuve le vaccin 
Pfizer. 

14-18 décembre La FDA approuve l’utilisation d’urgence des vaccins Pfizer et Moderna.  
14 décembre Le Royaume-Uni signale à l'OMS la circulation d’un variant particulier du SARS-CoV-2, identifié 

rétrospectivement sur un premier cas fin septembre dans le Sud-Est de l'Angleterre. Ce variant 
est dénommé VOC 202012/01 pour «Variant Of Concern, year 2020, month 12, variant 01»150 
(Alpha) et classé comme préoccupant de par sa contagiosité augmentée de 70 %146,151. 

18 décembre L’Afrique du Sud signale à son tour l'émergence d'un autre variant désigné « 501Y.V2 » (Bêta). 
Décembre Un nouveau variant est signalé au Brésil « 20J/501Y.V3 » (Gamma). 
Fin décembre Le vaccin Pfizer obtient l’AMM de la commission européenne. 
31 décembre L’OMS rapporte 80 453 105 cas confirmés de COVID-19 dans le monde, dont 1 775 776 décès 

(Figure 12). 
2021 

6 janvier La commission européenne valide la mise sur le marché du vaccin Moderna. 
Jan. – mars Le variant Alpha entraine une flambée de l’épidémie en Europe. Le Royaume-Uni est le premier 

pays à franchir le seuil des 100 000 morts à la fin du mois de janvier. Les variants sud-africain 
et brésilien sont identifiés progressivement dans des dizaines de pays. 

Janvier La vaccination débute dans 42 pays par la protection des personnes les plus vulnérables mais 
la fréquence importante des variants met en doute leur efficacité. 
Le programme COVAX est déployé pour organiser la distribution mondiale des vaccins. 

Janvier/Février L’épidémie progresse en Afrique, majoritairement touchée par le variant Bêta. 
25 mars Une hausse des cas au niveau mondial est observée portant à 123 419 065 de cas confirmés et 

2 719 163 décès, liée à la propagation des 3 variants Alpha, Beta et Gamma isolés 
respectivement dans 125, 75 et 41 pays152. Ces variants présentent une transmissibilité accrue. 
Gamma est associé à un risque accru de décès au Brésil. 

Mars  L’Inde subit à son tour une explosion de nombre de cas. 
31 mars 2021 Le variant Alpha est majoritaire en France, nécessitant un nouveau confinement. 
Avril 2021 La campagne de vaccination européenne est lente mais s’accélère au mois d’avril avec 100 

millions de vaccinés en Europe. A la fin du mois, 1 personne sur 4 est vaccinée dans les pays 
développés, 1 sur 500 dans les autres pays du monde. 

25 avril L’Inde connaît une flambée épidémique record (350 000 nouveaux cas en vingt-quatre heures), 
concomitante avec l’identification du variant préoccupant « B.1.617 » (Delta). 
L’aide internationale se mobilise pour envoyer de l’oxygène et des médicaments. 
A la fin avril, le variant indien représente 20 % des séquençages dans le pays. 

10 mai Le variant Delta est classé comme variant préoccupant en lien avec sa contagiosité accrue de  
50 %. 

Avril à juin L’Europe sort progressivement des restrictions 
Juin Le variant Delta est majoritaire dans le monde, supplantant les variants Alpha, Bêta et Gamma 
1er juillet Mise en application d’un pass sanitaire européen 
Eté Mobilisation internationale pour accélérer la vaccination en Afrique 
31 août  L’UE annonce la vaccination de 70 % des adultes (2 doses), 54 % aux Etats-Unis 
Automne  La vaccination mondiale se poursuit 
24 novembre Identification d’un nouveau variant « Omicron » en Afrique du Sud 
Décembre 2021 Omicron devient mondialement majoritaire 
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Figure 12 : Situation pandémique par continent du 30 décembre 2019 au 21 décembre 2020, d’après le rapport de Santé 
Publique France du 31/12/20150, représentée par le nombre de nouveaux cas et de décès rapportés par semaine. Les foyers 
majeurs de l’épidémie sont l’Europe (Royaume-Uni, France, Espagne, Italie) et les Amériques (Etats-Unis, Brésil, Colombie et 
Mexique). Un ralentissement global est observé en Asie, mais l’épidémie est sur une phase ascendante en Inde et au Japon. 
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Au 5 décembre 2021, 265 millions de cas ont été rapportés dont 5.2 millions de décès (Figure 
13). 

 

 
Figure 13 : Cas reportés et nombre de décès par semaine de la COVID-19 dans le monde par région, d'après le bilan 
épidémiologique de l'OMS du 7 décembre 2021153. Le plus grand nombre de décès ont été reportés aux Etats-Unis (815 000), 
en Inde (474 000) et au Brésil (616 000)154. 

 

Le SARS-CoV-2 touche principalement les adultes. Les enfants et les adolescents sont moins 
susceptibles d’être infectés et sont en grande majorité asymptomatiques155,156. La plupart des cas 
sévères concernent les plus de 60 ans. Le nombre d’hospitalisations et de décès semble plus important 
chez les hommes que chez les femmes, en lien avec l’incidence des comorbidités (diabète et 
hypertension) plus fréquentes chez les hommes151,157,158. 

Cependant, l’émergence de nouveaux variants du SARS-CoV-2 est associée à des modifications 
de l’épidémiologie.  
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4.2.5.2. Les variants du SARS-CoV-2 

La pandémie de COVID-19 est rythmée par l’émergence de nouveaux variants du SARS-CoV-2. 
Depuis janvier 2020, l’OMS surveille leur dynamique et répertorie les variants présentant des 
caractéristiques génétiques particulières comme variants d’intérêt « Variant of Interest » (VOI). Si l’un 
d’entre eux constitue une nouvelle menace sanitaire, par sa transmissibilité accrue, sa virulence ou 
une moindre sensibilité aux anticorps neutralisants (risque de réinfection et/ou baisse de l’efficacité 
des vaccins), il devient préoccupant « Variant of Concern » (VOC)159. 

Ces adaptations sont principalement apportées par des mutations sur le domaine d’ancrage 
de la protéine Spike, améliorant son affinité avec le récepteur cellulaire ACE2 et produisant des 
changements des conformation de l’antigène160. La mutation D614G est la première identifiée au mois 
de juillet 2020 en Europe. Ce variant devient rapidement mondialement majoritaire. Tous les VOC 
identifiés ensuite sont porteurs de cette mutation, conférant une meilleure affinité pour le tractus 
respiratoire supérieur mais sans changement rapporté sur la virulence155,161,162. Dès le mois de 
décembre 2020, plusieurs VOC sont identifiés (Tableau 2). 

Tableau 2 : Variants classés comme préoccupants par l'OMS et leurs caractéristiques159 

Classification 
de l’OMS 

Alpha Bêta Gamma Delta Omicron 

Pango lineage B.1.1.7 B.1.351 P.1 B.1.617.2 B.1.1.529 
GISAID clade GRY GH/501Y.V2 GR/501Y.V3 G/478K.V1 GRA 
Région 
d’émergence 

Royaume-Uni Afrique du Sud Brésil Inde Afrique du Sud 
et pays 
limitrophes 

Date 
d’identification 

Septembre 
2020 

Mai 2020 Novembre 
2020 

Octobre 2020 Novembre 
2021 

Date de 
classement 
VOC 

Décembre 
2020151 

Décembre 2020 Janvier 2021 Avril 2021 (VOI) 
Mai 2021 

Novembre 
2021 

Période de 
circulation 
majoritaire 

Janvier à juin 
2021163,164 

Janvier à juillet  
2021163,164 

Avril à Aout 
2021163 

Mai à 
décembre 
2021163 

Dès novembre 
2021 à février 
2022 (au 
moins) 

Zone de 
circulation 
majeure 

Royaume-Uni 
Europe 
Etats-Unis163,164 

Afrique du Sud 
Philippines 
Europe163,164 

Brésil 
Etats-Unis  
Chili, Pérou163 

Etats-Unis 
Royaume-Uni 
Inde 

Afrique du Sud 
Royaume-Uni 
Monde entier 

Transmission 
accrue 

50 à 75 %165,166 50  %160,167 
 

50- 160 % 167,168 + 40 à 60 % par 
rapport à 
Alpha169–172 

Oui 173 

Sévérité  ↗sévérité chez 
les plus de 55 
ans158,174 
↗hospitalisatio
n chez les 
moins de 60 
ans158 

↗taux 
d’hospitalisatio
ns et nombre 
de cas 
sévères155,160 

↗nombre de 
cas sévères155 
↗Létalité 167,175 

↗durée des 
symptômes et 
de l’excrétion 
virale176 
↗taux 
d’hospitalisatio
ns)169 
↗ Létalité171 

Non 

Réduction de la 
sensibilité aux 
anticorps 
neutralisants 

Mineure167,177 Significative167,1

77,178 
Significative178,1

79 
Significative167 Oui ?173 
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Le variant Alpha a émergé au Royaume-Uni à partir de décembre 2020 où il devient majoritaire 
dès le mois de janvier 2021163,164,180 (Figures 14 et 15). Il touche ensuite l’Europe, l’Amérique du Nord 
puis l’Asie à partir du mois de janvier et reste le variant majoritaire en Europe de mars 2021 à juin 2021 
(environ 80 % des séquençages) et d’avril à juin en Amérique du Nord (60 % des séquençages). Il 
représente 30 % des séquençages au niveau mondial de mars à mai 2021. Sa transmission accrue 
(notamment induite par la mutation N501Y) est responsable d’une augmentation des cas sévères au 
Royaume-Uni, en particulier chez les plus de 55 ans (attaques cardiaques et mortalité) mais aussi une 
augmentation du taux d’hospitalisation chez les plus jeunes.  

Le variant Bêta circule dès le mois de novembre 2020 en Afrique du Sud où il devient 
rapidement le variant majoritaire (80 % des séquençages), de décembre 2020 à fin janvier 2021163,164 
(Figures 14 et 15). Il circule encore dans cette région de février à mai (60 % des séquençages). Il est 
identifié en Europe, en Asie et en Amérique du Nord de février 2021 à juillet 2021 mais ne représente 
qu’un faible pourcentage des séquençages (< 1 %). Sa vitesse de propagation en Afrique a rapidement 
suggéré une augmentation de sa transmissibilité. La mutation E484K a été associée à un échappement 
vis-à-vis des anticorps issus de plasma de patients convalescents181. 

Le variant Gamma (porteur des mutations N501Y et E484K) touche particulièrement le Brésil 
dès décembre 2020, où il restera le variant majoritaire de février à juillet, avant de s’étendre 
progressivement aux autres pays d’Amérique du Sud et aux Etats-Unis (Figures 14 et 15). Il représente 
environ 50 % des séquençages en Amérique du Sud de mars à juillet 2021. Il circule à cette période en 
Amérique du Nord et en Europe mais ne représente qu’un faible pourcentage des séquençages (< 1 
%). Ce variant, plus sévère, a généré un pic de mortalité au Brésil, jusqu’à 4 000 décès par jours début 
avril.  

Le variant Delta est d’abord prédominant en Inde à partir du début du mois d’avril 2021 avant 
de circuler en Amérique du Nord, au Royaume-Uni et en Europe dès le mois de mai jusqu’au mois de 
décembre. Dès le mois de juin, Delta est devenu le variant prédominant au niveau mondial, 
supplantant tous les autres variants qui gardaient jusqu’à lors une incidence épidémiologique 
continentale (Figures 14 et 15).  Plusieurs études ont démontré son niveau de transmission très élevé, 
jusqu’à 60 % plus contagieux que le variant Alpha, associé à une augmentation de la durée des 
symptômes. Il infecte également plus facilement les adolescents et les enfants, en grande partie du 
fait qu’ils constituent la plus grande part de la population non vaccinée182. Son échappement au 
système immunitaire a été responsable d’un plus grand nombre de réinfections. 

Bien que ces quatre variants présentent une susceptibilité moindre aux anticorps 
neutralisants, suggérant de potentielles réinfections, l’étude de Charmet et al. a confirmé le pouvoir 
de protection apporté par les vaccins à base d’ARN messager183. 

Le variant Omicron a été identifié plus récemment, en novembre 2021, en Afrique du Sud où 
il représentait alors 85 % des séquençages. Il est ensuite identifié début décembre au Royaume-Uni et 
en Europe avant de devenir majoritaire partout dans le monde dès la fin décembre 2021 (Figure 15). 
Les séquençages ont mis en évidences de nombreuses mutations dans son génome (au moins 30 sur 
la Spike), dont certaines sont associées à une augmentation de la transmissibilité et l’échappement 
aux anticorps neutralisants chez les précédents VOC 173,184. Omicron a engendré des vagues de 
contaminations sans précédent (plus de 500 000 nouveaux cas enregistrés en France le 25 janvier 
2022, et plus de 4 millions dans le monde le 19 janvier 2022185).  

Fin janvier 2022, le Conseil Scientifique français a qualifié cette 5ème vague comme différente 
des précédentes avec (i) une transmissibilité très élevée, (ii) une couverture vaccinale élevée, avec une 
efficacité vaccinale limitée contre les infections symptomatiques en absence de dose de rappel, mais 
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conservée contre les formes sévères et graves, et donc (iii) une gravité des formes cliniques moins 
importante186 ; laissant présager une évolution positive de la pandémie à moyen terme. 

 

 
Figure 14 : Fréquence des séquençages des variants du SARS-CoV-2 enregistrés dans GISAID au niveau mondial de décembre 
2020 à décembre 2021187. Les variants brésilien, sud-africain puis anglais exercent une incidence constante et majoritaires 
localement pendant plusieurs mois, avant l’arrivée du variant Delta qui devient mondialement majoritaire dès la fin du mois 
de juin 2021. (GISAID clades : GRY= Alpha, GR = Gamma, GH = Bêta, GK= Delta) 

 

 
Figure 15 : Fréquence des séquençages des variants du SARS-CoV-2 enregistrés dans GISAID d’avril 2020 à début janvier 2022, 
à partir des prélèvements des USA, du Royaume-Uni, du Canada, de la France, du Japon, du Brésil, de l’Inde et de l’Afrique du 
Sud, réalisé à partir des données disponibles au 01/02/22 sur covariants.org180.    
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4.2.6. Structure et composition du virus SARS-CoV-2 

 
4.2.6.1. Organisation du virus 

Le SARS-CoV-2 est un virus majoritairement sphérique, de 60 à 140 nM de diamètre19, 
enveloppé d’une bicouche lipidique constituée des protéines d’enveloppe (E), des protéines 
transmembranaires (M) et parsemée des glycoprotéines de surface Spike (S) caractéristiques des 
Coronavirus. Le génome à ARN simple brin est empaqueté dans la Nucléoprotéine (N)79,102,188 (Figure 
16). 

 
Figure 16 : Organisation du virus SARS-Cov-2, d'après Bar-on et al. (2020)188 

 
4.2.6.2. Génome et protéines virales 

Le génome du SARS-CoV-2 (Figure 17) est composé d’ARN monocaténaire de grande taille (> 
30 kb) à polarité positive79,102. La partie codante est constituée de 2 cadres de lectures ouverts : ORF1a 
et OFR1b, qui représentent les deux tiers du génome, et codent pour 2 polyprotéines, donnant lieu par 
clivage protéolytique à l’expression de 16 protéines non-structurales (nsp) impliquées dans la 
réplication virale et la pathogénicité. Vers l’extrémité 3’, des séquences plus courtes forment un set 
imbriqué d’ARN messager subgénomique (sg mRNAs) codant pour les 4 protéines structurales (S, M, E 
et N) et les protéines accessoires. Le génome viral est entouré de régions non transcrites en 5’ et 3’ 
(séquence leader et queue poly-A), permettant, entre autres, la première étape de traduction109. 

 

 
Figure 17 : Structure du génome du SARS-CoV-2, d'après Yadav et al. (2021)189 
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4.2.6.2.1. Les protéines structurales  

Les 4 protéines S, E, M et N assurent des fonctions structurales et occupent des rôles majeurs 
dans le cycle viral. La protéine S, composée de deux sous-unités fonctionnelles dirige l’entrée du virus 
dans la cellule-hôte, tandis que les protéines E, N et M participent aux étapes de réplication et 
d’assemblage, tel que décrit dans le Tableau 3 suivant : 

 
Tableau 3 : Caractéristiques et fonctions des protéines structurales du SARS-CoV-2, adapté de Kadam et al. (2021), V'kovski et 
al.(2021) et Yadav et al. (2021)79,102,189 

Protéine Taille 
(kDa) 

Caractéristiques  Fonctions dans le cycle 
viral 

Fonctions dans la 
pathogénèse 

Spike (S) 150-200 Glycoprotéine de fusion de 
classe I de forme 
trimérique contenant 2 
parties fonctionnelles (sous-
unités S1 et S2) et 2 sites de 
clivage (limite S1/S2 = R685 
et et S2’ = R815)  

  
S1 

 
 Attachement aux 

récepteurs cellulaires 
d’entrée79  
Antigène majeur de 
surface 

Tropisme cellulaire 
Activation de la 
réponse au stress du 
RE 

S2  Peptide de fusion  

Enveloppe (E) 8-12 Protéine la plus conservée  
(Identique au SARS-CoV à 
l’exception de 4 variations 
mineures sans impact sur la 
structure) 

Transport ionique 
(viroporines) 
 
Assemblage et relargage 
des virions 

Favorise dans 
certains cas 
l’apoptose de la 
cellule-hôte 

Membrane (M) 25-30 Constituant majoritaire des 
CoV 
 
Peut avoir 2 conformations 
« compacte » ou « allongée », 
influant sur l’abondance de S 
(plus faible si compacte) 

Assemblage viral et le 
maintien de l’homéostasie 

 

Nucléocapside (N) 40-50 3 domaines conservés : « arm 
», « central link » et « C tail » 
90 % d’identité avec SARS- 
COV 

Protéine d’ancrage de 
l’ARNg 
 
Réplication et 
transcription de l’ARNv, 
formation et maintien du 
complexe RNP 
 
Assemblage viral 

Régulation de 
l’apoptose pour 
faciliter la 
multiplication et la 
dissémination 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 
 

4.2.6.2.2. Les protéines non structurales  

ORF1a et OFR1b codent pour 2 polyprotéines pp1a et pp1b, donnant lieu par clivage 
protéolytique (par les protéases nsp3 et nsp5) à l’expression de 16 protéines non-structurales, qui 
occupent de multiples rôles dans le cycle viral et dans la modulation de la réponse immune, tel que 
résumé dans le Tableau 4 ci-après79,102,189,190. Les interactions entre ces protéines sont essentielles au 
bon déroulement des différentes étapes du cycle viral. Les nsp 2 à 16 forment le complexe de 
réplication et transcription (RTC), impliqué dans la synthèse l’ARN génomique (ARNg) à partir duquel 
les protéines structurales et accessoires sont traduites. Nsp3 et 5 initient la réplication virale par leur 
activité protéase, tandis que nsp7 et 8 facilitent l’activité polymérase de nsp12 (ARN polymérase ARN-
dépendante ; RdRP). Nsp3 exerce également un rôle dans la pathogénèse, agissant sur la modulation 
de STAT1 et le recrutement de macrophages. Cette modulation est impliquée dans l’induction de la 
tempête cytokinique et provoque également une surexpression des récepteurs ACE2 favorisant 
l’infection102. Nsp1 et nsp2 modulent spécifiquement la réponse immunitaire de l’hôte, en inhibant la 
synthèse de protéines antivirales ou en portant atteinte au cycle cellulaire.  

Tableau 4 : Rôle des protéines non structurales du SARS-CoV-2 dans la réplication virale et la pathogénèse, adapté de Kadam 
et al. (2021), V’kovski et al. (2021), Yadav et al. (2021) et Malone et al. (2021)79,102,189,190 

Protéine Taille (AA) Rôle dans le cycle viral Rôle dans la pathogénèse de l’hôte 
Nsp1 180  Interaction avec la sous-unité 

ribosomale 40S  
Bloque la traduction des protéines 
inhibitrices de l’hôte 

Nsp2 638  Cible les prohibitines 1 et 2 
Perturbation du cycle cellulaire  

Nsp3 1945 Papain-like protease 
Protéase, clivage de multiples sites pour la 
génération des nsp 1, 2 et 3 
Assemblage  

Points d’ancrage multiples dans la 
régulation de l’immunité innée 
Perturbations de NFKB et STAT1 
pouvant appuyer la tempête 
cytokinique 

Nsp4 500 Assemblage des organelles à doubles-membranes  
Nsp5 306 3C-like protease 

Protéase, clivage de multiples sites pour la 
génération des nsp 

 

Nsp6 290 Induction des autophagosomes 
Assemblage des organelles à doubles-membranes 

 

Nsp7 83 Cofacteur de nsp12 et nsp8  
Primer de l’activité de la polymérase 

 

Nsp8 198 Cofacteur de nsp12 et nsp7 
Primer de l’activité de la polymérase 

 

Nsp9 113 Amplification des protéines  
Nsp10 139 Méthylation de l’ANRm 

Cofacteur de nsp 16 pour l’activité de nsp14 
 

Nsp11 13 Non connu à ce jour191  
Nsp12 932 Polymérase virale 

Synthèse de l’ARN  
 

Nsp13 601 Hélicase (synthèse ARN), cofacteur de la 
polymérase 
Réplication et transcription 

 

Nsp14 527 Exoribonucléase (ExoN), inhibition des erreurs de 
réplication, empêche les mutations délétères192 
Méthylation de l’ARNm 

 

Nsp15 346 Endoribonucléase 
Protection face à la réponse immunitaire  

 

Nsp16 298 Méthylation de l’ANRm 
Forme un complexe avec nsp10 
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4.2.6.2.3. Les protéines accessoires 

Bien que peu conservées entre les espèces, les protéines accessoires sont multiples et 
possèdent un rôle déterminant dans la pathogénicité, en contribuant entre-autres à la modulation de 
la réponse de l’hôte79,102. De manière générale, les CoV en possèdent 8, dont certaines spécifiques de 
chaque souche. Chez le SARS-CoV-2, il y aurait 9 protéines accessoires, ORF3a, 3d, 6, 7a, 7b, 8, 9b, 14, 
et 10, codées par au moins 5 gènes accessoires ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, et ORF8189 mais leurs 
fonctions précises nécessitent encore d’être étudiées. Certaines déjà rapportées, comme ORF3a et 7a, 
sont connues pour avoir un rôle dans la dynamique ionique, l’inflammation, l’induction de NFKB, ou 
l’apoptose102. ORF3b, ORF6, ORF8 et ORF9b seraient, quant à elles particulièrement impliquées dans 
l’évasion du virus au système immunitaire en interagissant avec le complexe major 
d’histocompatibilité 1 (MHC-1) et en participant à la suppression de la réponse interféron de type 
I189,193. 

 

4.2.7. Cycle de réplication virale du virus SARS-CoV-2 

La protéine spike (S) des coronavirus est responsable de l’attachement aux récepteurs 
cellulaires d’entrée79.  Cette glycoprotéine de fusion de classe I est divisée en 2 parties 
fonctionnelles S1 et S2. A la différence des glycoprotéines de classe II dont le peptide de fusion est 
interne, ces protéines subissent un clivage post traductionnel générant un peptide de fusion 
aminoterminal194. La sous-unité S1 exposée à la surface contient le domaine d’ancrage des récepteurs 
de l’hôte (receptor domain binding ; RDB) et détermine ainsi le tropisme cellulaire et la pathogénicité. 
Le domaine transmembranaire S2 contient une région à 7 répétitions de domaines dite « heptad 
repeat » et le peptide de fusion, qui nécessite d’être clivé pour être actif.  

Le cycle de réplication virale du SARS-CoV-2 (Figure 18) débute avec l’ancrage de la sous-unité 
S1 au récepteur cellulaire ACE2. La fusion des membranes (virale et cellulaire), orchestrée par la sous-
unité S2 nécessite un clivage protéolytique. Le virus utilise essentiellement la protéine de surface 
(sérine protéase) TMPRSS2 (clivages en R685 puis R815), hautement exprimée dans le tractus 
respiratoire. Le matériel génétique est ainsi libéré dans le cytoplasme de la cellule.  

A partir de l’ARNg à polarité positive, utilisé comme de l’ARNm, le virus utilise les ribosomes 
cellulaires pour traduire en premier lieu les protéines pp1a et pp1a/b à partir des ORF1a et ORF1b. Les 
protéases virales nsp3 et nsp5 permettent de générer l’ensemble des protéines non structurales 
nécessaires à la réplication et la transcription virale par clivage des protéines pp1a et pp1a/b. Nsp1 
intervient rapidement pour bloquer la traduction des effecteurs antiviraux de l’hôte. Les protéines 
nsp2 à 16 constituent le RTC qui assure le bon déroulement du cycle viral ainsi que des actions 
immunomodulatrices retardant la réponse de l’hôte. En parallèle, nsp3, 4 et 6 détournent les doubles-
membranes de l’hôte afin de constituer des organelles pour protéger le matériel génétique pendant 
les étapes de réplication et de transcription de l’ARNm subgénomique.  

La réplication est assurée par la RdRP et ses co-facteurs nsp7 et nsp8. Nsp14 fournit une aide 
complémentaire pour la relecture de l’ARN grâce à son activité exoribonuclease. A partir de l’ARNg à 
polarité positive, le complexe de réplication produit l’ARNg antisens servant de base à la génération 
du nouvel ARNg. Il peut être traduit pour générer de nouvelles nsp ou intégré dans les particules virales 
néoformées. Également, des fragments d’ARN subgénomique antisens sont générés de manière 
discontinue à partir de l’extrémité 3’, servant de base à la génération d’ARNm qui sera ensuite traduit 
en protéines structurales et accessoires. A l’issue de la transcription, l’ARNm est coiffé en 5’ par les nsp 
13, 14, 16 et 10, pour le protéger de la dégradation des facteurs de l’hôte.  
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Le SARS-CoV-2 utilise ensuite les ARN de transfert de l’hôte pour assurer la traduction de ses 
protéines. Les protéines structurales et accessoires (à l’exception de la protéine N) sont traduites dans 
les ribosomes du RE. La protéine N est traduite par les ribosomes du cytosol de la cellule. Les protéines 
traduites transitent par un compartiment spécifique du RE (ERGIC : ER- to- Golgi intermediate 
compartment). Les interactions protéines-protéines pour l’assemblage viral (M-S et M-E) sont dirigées 
par la protéine M. L’ARNg produit forme un complexe avec les protéines N puis s’assemble avec M. Les 
virions néoformés sont ensuite acheminés vers la membrane plasmique en utilisant la voie 
sécrétoire189. La protéine accessoire codée par ORF3a, une viroporine à hélices transmembranaires, 
peut faciliter la sortie du virus en formant des canaux ioniques. La sortie des virions est réalisée par 
exocytose.  

 

 
Figure 18: Cycle de réplication virale du SARS-CoV-2, d'après Yadav et al. (2021)189 
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5. Diagnostic des virus respiratoires 

 La majorité des infections des voies respiratoires supérieures sont d’origine virale (> 80 %)195. 
L’examen clinique constitue une première orientation du diagnostic mais les virus respiratoires 
provoquent souvent des symptômes similaires. L’identification de l’agent étiologique est toutefois 
importante pour proposer un traitement adapté au patient, éviter l’usage inapproprié des 
antibiotiques et limiter la propagation des épidémies. 

 Deux approches sont couramment utilisées pour discriminer les virus respiratoires : 

(i) Diagnostic direct : détection de la présence d’ARNv ou d’antigène dans le tractus 
respiratoire du patient 

(ii) Diagnostic indirect : détection et quantification d’Ac spécifiques dans le sérum du patient 

 Si le diagnostic de la grippe n’est que peu pratiqué en routine, la pandémie de COVID-19 a 
généré le développement de nombreux outils pour le diagnostic du SARS-CoV-2. A ce jour, il y a 235 
tests moléculaires, 88 tests sérologiques et 34 tests antigéniques approuvés par la FDA (Food and Drug 
Administration)196. En France, le ministère de la santé indique 525 kits de diagnostic disponibles, dont 
170 tests moléculaires, 165 tests antigéniques et 190 tests sérologiques197. 

 

5.1. Examen clinique 

 Dans le contexte pandémique, les patients souffrant de symptômes pseudo-grippaux (de fièvre 
et de toux), bien que communs à d’autres infections virales respiratoires, sont suspectés d’être infectés 
par le SARS-CoV-2198. Un historique d’exposition (voyage, contact avec un individu infecté) peut 
faciliter l’orientation du diagnostic, les symptômes survenant en moyenne 5 jours post exposition. La 
perte du gout et de l’odorat ainsi que des troubles digestifs peuvent constituer des éléments 
supplémentaires. 

 Dans le cas d’une gêne respiratoire nécessitant une hospitalisation, l’évolution de la maladie 
sur une pneumonie peut être confirmée par une radiographie des poumons128,199 . Elle permet de 
visualiser des infiltrats pulmonaires bilatéraux, caractérisés par des taches sombres. Ces infiltrats ne 
sont pas forcément spécifiques des pneumonies à COVID-19 mais elles peuvent constituer un bon outil 
pour identifier les patients graves, susceptibles de se dégrader. Des analyses sanguines peuvent 
compléter le tableau clinique128 . Une lymphopénie, l’augmentation des transaminases, des troubles 
des facteurs de la coagulation (thrombopénie, augmentation du D-dimère) ou une augmentation des 
marqueurs de l’inflammation (taux de sédimentation érythrocytaire, protéine C réactive, ferritine, 
TNFα, IL-1, IL-6, …) constituent des marqueurs d’une réponse inflammatoire exacerbée nécessitant 
une surveillance accrue et la mise en place de soins adaptés. 

 

5.2. Diagnostic direct 

 Pour réaliser le diagnostic, un prélèvement est réalisé dans les voies respiratoires du patient à 
l’aide d’un écouvillon. Le prélèvement nasopharyngé (alternativement oropharyngé ou salivaire) est 
privilégié pour le dépistage des infections à un stade précoce, en particulier chez les cas contact 
asymptomatiques ou présentant des symptômes bénins200. Si le prélèvement a lieu plus tardivement 
dans l’évolution de la maladie ou chez des patients ayant un prélèvement des voies respiratoires 
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supérieures négatif mais qu’il subsiste une forte suspicion clinique, un prélèvement dans les voies 
respiratoires inférieures (lavage bronchoalvéolaire) peut être pertinent. 

 
5.2.1. Diagnostic moléculaire 

Historiquement, l’identification des pathogènes viraux était réalisée par la mise en culture des 
prélèvements sur des lignées cellulaires, complétée par des observations en microscopie électronique 
ou par des marquages d’immunofluorescence195. L’avènement de la biologie moléculaire a 
révolutionné la facilité et la rapidité des diagnostics. 

Le diagnostic moléculaire par RTqPCR (reverse-transcription polymerase chain reaction) 
permet la détection génomique de l’ARNv par une méthode d’amplification des acides nucléiques et 
constitue aujourd’hui le gold standard201. L’ARNv est extrait du prélèvement, puis une zone ciblée 
spécifiquement est amplifiée et quantifiée par des réactions enzymatiques, à l’aide d’un 
thermocycleur. De nombreux kits de détection sont approuvés par la FDA pour le diagnostic 
moléculaire des virus influenza202. Des kits de PCR multiplexes sont également disponibles sur le 
marché, permettant de détecter facilement et rapidement des co-infections, qui peuvent être 
fréquentes chez les jeunes enfants195. En ce qui concerne le SARS-CoV-2, l’OMS a rapidement rendu 
publiques les séquences des amorces et de la sonde permettant de réaliser le diagnostic203. De 
nombreux kits sont aujourd’hui disponibles, ciblant des séquences d’ARN situées sur ORF1ab, N ou 
E204–206. 

De manière générale, ces tests ont une sensibilité élevée (< 90 %) mais présentent parfois un 
manque de spécificité. Il est à noter que la fiabilité de la détection génomique varie en fonction du 
stade de l’infection. Le test est plus sensible dans les phases précoces, quand le virus se réplique dans 
les voies aériennes supérieures. Dans les phases plus tardives, le test peut donner des faux négatifs. 
Cette méthode de diagnostic est également limitée par le caractère évolutif continu des virus 
(glissement antigénique, mutations, variants). Pour pallier cela, plusieurs outils ont été développés afin 
de surveiller l’épidémiologie des virus et l’émergence de nouveaux variants. Il est par exemple possible 
d’utiliser des pools amorces spécifiques de mutations d’intérêt dans des RTqPCR multiplexes pour 
surveiller la propagation d’une souche mutante. Cependant, cette alternative ne permet pas 
d’identifier de nouvelles mutations. Pour caractériser entièrement le génome viral, il faut réaliser un 
séquençage à haut débit (NGS). Des banques de petits fragments d’ARNv sont amplifiés puis 
séquencés. La technologie Illumina est la plus fréquemment utilisée, chaque base ajoutée en cours de 
synthèse émet un signal fluorescent permettant de l’identifier207. 

Pour permettre le regroupement, le partage, l’accès et l’archivage de ces données de 
séquençages, la plateforme GISAID a été créée en 2008, initialement pour permettre la surveillance 
des virus influenza208. Dans le contexte de la pandémie de COVID-19, cette plateforme a démontré tout 
son intérêt, permettant l’analyse épidémiologique en temps réel des variants du SARS-CoV-2 (poussée 
épidémique, transmission) et la compréhension de sa dynamique évolutive200,209. 

 
5.2.2. Diagnostic antigénique 

Bien que le diagnostic moléculaire soit devenu le standard, cette stratégie est très couteuse et 
parfois difficile à mettre en œuvre dans un contexte de diagnostic de masse, en collectivité par 
exemple. Des alternatives existent, comme les tests antigéniques qui permettent l’identification rapide 
(10 à 30 minutes) et simple (sans besoin matériel complémentaire) des protéines virales dans les 
sécrétions respiratoires, buccales ou salivaires200. Ils reposent sur une méthode d’immunodétection 
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de type sandwich, sans étape d’amplification de la cible détectée, et sont donc moins sensibles que les 
tests moléculaires. Ils sont plus efficaces chez les individus ayant une charge virale importante, au 
début de l’infection et sont donc particulièrement recommandés pour les individus symptomatiques 
et les cas contact, dans un environnement avec une forte prévalence du virus. 

Devant la difficulté à discriminer les symptômes grippaux de ceux du COVID-19198, des kits de 
diagnostic combinés apparaissent sur le marché, à l’image du « COVID-19 and Influenza A+B Antigen 
Combo Rapid Test (Nasopharyngeal Swab) », commercialisé par AllTest®210 (Figure 19) , permettant 
d’identifier avec un seul prélèvement la présence des virus influenzas A et B et/ou du SARS-CoV-2 avec 
une sensibilité de 96.4 % et une spécificité de 99.2 %. 

 
Figure 19 : Le test de diagnostic rapide commercialisé par AllTest permet d’identifier rapidement un individu infecté par le 
SARS-CoV-2 ou des virus influenza A ou B à partir d’un écouvillon nasopharyngé. Après avoir plongé l’écouvillon quelques 
secondes dans un liquide d’extraction, 3 gouttes sont déposées dans la fenêtre S. Le liquide migre ensuite dans une membrane 
sur laquelle sont adsorbés des anticorps couplés à une molécule colorée. S’il y a présence d’antigènes viraux dans le 
prélèvement, les anticorps vont s’y fixer et migrer jusqu’à une ligne contenant des Ac spécifiques de l’Ag, formant une ligne 
colorée. Au bout de la membrane, une autre ligne contenant des Ac dirigés contre la molécule colorée sert de témoin de 
migration. Le résultat est lisible au bout de 15 minutes. 

 

5.3. Diagnostic indirect 

 Le diagnostic indirect permet de mettre en évidence la réaction immunitaire de l’hôte vis-à-vis 
de l’infection, par la production d’anticorps spécifiques dirigés contre le ou les virus recherchés. En 
pratique, le test consiste à détecter (et quantifier dans certains cas) des immunoglobines IgM (produits 
immédiatement après l’exposition à la maladie) et/ou des IgG (correspondant à une réponse ultérieure 
et conférant généralement l'immunité spécifique à un patient) dans le sérum des patients. La sérologie 
repose généralement sur des méthodes immuno-enzymatiques de type sandwich (similaire aux tests 
antigéniques) ou ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)206. 

 Bien que ces méthodes soient simples d’utilisation, elles ne sont pas adaptées au diagnostic 
des infections aigües. La détection des IgM est peu sensible et peut, par exemple, croiser avec entre 
plusieurs coronavirus. Les IgG peuvent mettre plusieurs semaines à être détectés et peuvent être 
témoins d’infections anciennes. Ainsi, la détection des anticorps n’est pas recommandée pour le 
diagnostic ni de la grippe, ni de la COVID-19. Cependant, cette méthode joue un rôle important dans 
la détection d’infections passées, dans le cadre d’activités de recherche et de surveillance. Elle est 
également pertinente pour évaluer la protection apportée par la vaccination. 
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6. Prophylaxie 

 Deux approches complémentaires sont employées pour lutter efficacement contre les 
infections respiratoires d’origine virale : la prophylaxie et les traitements thérapeutiques antiviraux. 
Les approches prophylactiques reposent en premier lieu sur les mesures barrières (hygiène des mains, 
distanciation, aération et port du masque) et sur l’immunisation par la vaccination. 

 
6.1. Les vaccins contre la grippe 

 La vaccination contre la grippe est recommandée pour tous dès l’âge de 6 mois (sauf 
contrindication) et particulièrement indiquée pour les personnes de plus de 65 ans, les jeunes enfants, 
les femmes enceintes et toute personne présentant des facteurs de risques (malades chroniques ou 
professionnels de santé)211. Dans le contexte pandémique, cette vaccination est d’autant plus 
importante pour limiter l’engorgement des services de soins et la confusion liée à la similitude des 
symptômes entre la grippe et la COVID-19212. En France, d’après le ministère de la Santé, la saison 
2020-2021 a été marquée par une nette progression (8 points) du taux de vaccination des individus à 
risque jusqu’à 55.8 %213. L’immunisation prend environ 2 semaines, il est donc pertinent de se vacciner 
aux alentours du mois d’octobre. 

 Dès le mois de février, l’OMS établit chaque année des recommandations sur la composition 
vaccinale pour l’hiver suivant pour l’hémisphère Nord, à partir des informations collectées par le 
réseau de surveillance mondial de la grippe (GISRS) sur la circulation des souches dans les deux 
hémisphères au cours des mois précédents et leurs caractéristiques antigéniques. La composition 
vaccinale est décidée en coordination avec le CDC puis transmise à la FDA qui la communique aux 
fabricants.  

 La majorité des vaccins sont tétravalents, composés de 2 souches d’influenza A et de 2 souches 
d’influenza B. Pour la saison 2021-2022, les vaccins contiennent des antigènes de 
A/Victoria/2570/2019 (H1N1) pdm09-like virus , A/Cambodia/e0826360/2020 (H3N2)-like virus, 
B/Washington/02/2019- like virus (Lineage Victoria) et B/Phuket/3073/2013-like virus (Lineage 
Yamagata)214. 

 La plupart des vaccins disponibles sur le marché (Tableau 5) sont fabriqués avec des virus 
inactivés produits sur des œufs de poule embryonnés (Figure 20). La quantité d’antigène est calibrée 
sur 15 μg d’HA de chaque souche, par dose de vaccin. Depuis quelques années, des vaccins avec un 
niveau plus élevé en antigènes (60 μg) permettent d’améliorer l’immunogénicité chez les personnes 
âgées de plus de 65 ans, chez qui on observe une diminution de l’efficacité vaccinale. 

 Cependant, ce procédé de fabrication est long (en moyenne 6 à 8 mois) et la dérive antigénique 
des virus influenza limite l’efficacité de la protection, qui peut varier de 10 et 60 %, en fonction de la 
conformité de la composition vaccinale par rapport à la réalité de circulation des virus influenza198.  En 
conséquence, l’innovation se porte aujourd’hui vers le développement à grande échelle de procédés 
alternatifs à l’œuf. En 2012, le Flucelvax® (Seqirus) a été le premier vaccin approuvé par la FDA produit 
en bioréacteur de cellules MDCK (Madin-Darby Canine Kidney). Plus récemment, Sanofi-Pasteur a fait 
l’acquisition de la société Protein Sciences, qui a obtenu en 2016 l’accord de la FDA pour la 
commercialisation de son vaccin quadrivalent recombinant Flublok® produit en système cellulaire 
sf9/baculovirus215. Enfin, une réflexion sur le mode d’administration des vaccins a été initiée avec la 
mise sur le marché du FluMist® (AstraZeneca), un vaccin vivant atténué tétravalent (produit en œufs) 
pulvérisé en intranasal. 
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Figure 20 : Procédé de fabrication allantoïque du vaccin inactivé influenza A, Krammer et al. (2018)35. Chaque œuf embryonné 
est inoculé avec deux souches virales : influenza A/Puerto Rico/8/1934 (PR8) (souche spécifiquement adaptée pour la 
production virale avec des capacités réplicatives importantes) et la souche circulante d’intérêt. La co-infection favorise les 
événements de réassortiment afin d’augmenter les capacités de multiplication de la souche circulante. Le virus se réplique au 
sein de l’œuf embryonné et le liquide allantoïque est récolté. Le virus est fragmenté au triton (ou splité), inactivé au formol, 
filtré et purifié pour l’enrichir en HA et NA virale. 

Tableau 5 : Vaccins contre la grippe approuvés par l’ANSM en France et par la FDA aux Etats-Unis pour la saison 2021-2022 
dans l’hémisphère Nord214,216. Les vaccins tétravalents produits en œufs contiennent les antigènes de 2 souches d’influenza A : 
A/Victoria/2570/2019 (H1N1) pdm09-like virus et A/Cambodia/e0826360/2020 (H3N2)-like virus, et 2 souches d’influenza B : 
B/Washington/02/2019- like virus (B/Victoria lineage) et B/Phuket/3073/2013-like virus (B/Yamagata lineage). Les vaccins 
recombinants ont une composition similaire mais contiennent les antigènes de la souche A/Wisconsin/588/2019 (H1N1) 
pdm09-like virus en remplacement de A/Victoria. Les vaccins trivalents contiennent 2 souches A : A(H1N1) pdm09, A(H3N2) 
et 1 souche B/Washington/02/2019-like virus (B/Victoria lineage). L’indication du vaccin repose sur l’âge du patient et ses 
éventuels facteurs de risque. 

Pays Nom commercial Fabricant Technologie/ 
Composition 

Administration Population cible 

Fr
an

ce
 (A

N
SM

) 

Vaxigrip Tetra® Sanofi Pasteur Inactivé 
Tétravalent 
15 μg d’HA 

Intramusculaire Enfants > 6 mois  
Adultes 

Influvac Tetra® Mylan Enfants > 3 ans  
Adultes 

Efluelda® Sanofi Pasteur Inactivé 
Tétravalent 
60 μg d’HA 

Personnes âgées > 65 ans 

Et
at

s-
Un

is 
(F

DA
)  

Fluarix 
Quadrivalent® 

GSK Inactivé 
Tétravalent 
15 μg d’HA 

Enfants > 6 mois  
Adultes 

FluLaval 
Quadrivalent® 

ID Biomedical 
Corp. of 
Quebec 

Flucelvax 
Quadrivalent® 

Seqirus 

Fluzone 
Quadrivalent® 

Sanofi Pasteur 

Afluria 
Quadrivalent® 

Seqirus Enfants > 5 ans  
Adultes 

Flublok 
Quadrivalent® 

Sanofi Pasteur Recombinant 
Tétravalent 
45 μg d’HA 

Adultes > 18 ans 

Fluad® Seqirus Inactivé 
Trivalent 
15 μg d’HA 

Personnes âgées > 65 ans 

Fluzone High-
Dose® 

Sanofi Pasteur Inactivé 
Trivalent 
60 μg d’HA 

FluMist 
Quadrivalent® 

AstraZeneca Tétravalent 
Vivant atténué 
106.5-7.5 FFU 

Intranasale Enfants > 2 ans  
Adultes < 45 ans 
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6.2. Les vaccins contre la COVID-19 

 Le développement d’un nouveau vaccin est un processus long, de plusieurs mois à plusieurs 
années. Ainsi, répondre à l’urgence de la pandémie a été un véritable défi technologique109. 
L’innovation dans le domaine vaccinal a marqué une véritable avancée ces dernières années, en 
ajoutant aux techniques de production classiques (virus inactivé, vivant atténué) des vaccins à base de 
virus vecteurs recombinants comme Ervebo® (MSD) autorisé en Europe contre Ebola en 2019 ou le 
développement de vaccins candidats à base d’ARN comme le mRNA-1653 contre hMPV et hPIV3 par 
Moderna217. 

 Dès les premiers jours de la pandémie, les recherches se sont focalisées sur le développement 
d’une immunité envers l’antigène de surface majoritaire, la protéine Spike, dont la séquence a été très 
rapidement publiée. 

 La technologie basée sur l’ARN messager présente de nombreux avantages dans ce contexte 
pandémique218. Ces vaccins sont simples et rapides à produire, facilement adaptables et présentent 
un haut niveau d’immunogénicité. La séquence est administrée en intramusculaire, encapsulée dans 
une nanoparticule lipidique lui permettant de pénétrer la cellule, qui produit elle-même la protéine 
Spike à la surface de sa membrane. Ce procédé permet d’accélérer la fabrication en s’affranchissant 
des étapes complexes de production des protéines recombinantes. Ainsi, les vaccins de Pfizer219 et 
Moderna220 ont rapidement fait l’objet d’essais cliniques et ont été les premiers approuvés dans de 
nombreux pays au moyen de procédures d’autorisation accélérées de la part des autorités de santé, 
en décembre 2020. Initialement indiqué chez l’adulte, le vaccin de Pfizer est progressivement autorisé 
chez les enfants depuis octobre 2021221. 

 D’autres vaccins ont été rapidement introduits sur le marché mondial, reposant sur des 
vecteurs viraux. Cette technologie consiste à modifier le génome d’un autre virus non réplicatif afin 
qu’il exprime à sa surface des antigènes d’intérêt, ici la Spike du SARS-CoV-2. Avec leur génome à ADN 
de grande taille, leur grande capacité de production et leur forte immunogénicité, les Adénovirus sont 
particulièrement adaptés et ont été utilisés contre d’autres pathogènes222. Les vaccins Janssen et 
AstraZeneca ont été développés avec cette technologie, en utilisant respectivement des adénovirus 
humain (Ad5) ou du chimpanzé (ChAdOx1)223. 

 En décembre 2021, seuls les vaccins de Pzifer-BioNTech, Moderna, Janssen et AstraZeneca 
sont approuvés par la FDA et/ou l’Agence Européenne du Médicament (EMA) (Tableau 6)224,225 mais 
d’autres compositions sont utilisées dans de nombreux pays du monde, comme par exemple le Sputnik 
V® russe (Ad26 et Ad5)226, les deux vaccins chinois Convidecia®(Ad5) et Sinopharm BIBP® (inactivé) ou 
le vaccin indien Covaxin® (inactivé). De nombreux nouveaux vaccins devraient également renforcer cet 
arsenal. Novavax a initié la procédure de mise sur le marché de son vaccin recombinant et d’autres 
produits sont en cours d’examen par les autorités de santé à l’issue de leur phase III d’essai clinique 
comme les candidats de Sanofi (recombinant) ou Valneva (inactivé). Le site https://clinicaltrials.gov/ 
affiche actuellement 1146 études pour les mots clés [COVID-19] AND [vaccine]. 

 A l’heure actuelle, la vaccination mondiale se poursuit, avec l’administration de doses de 
rappel (2ème et 3ème doses) nécessaires au maintien de la concentration plasmatique des anticorps. 
D’après « Our World In Data », 56.4 % de la population mondiale a reçu au moins une dose de vaccin 
contre la COVID-19 mais seulement 7.3 % dans les pays à bas revenu (Mali, Namibi, par exemple)144,227. 

 Plusieurs études rapportent l’impact de la protection apportée par les vaccins sur l’évolution 
de l’épidémie. En octobre 2021, le groupement EPI-PHARE (service épidémiologique de l’ANSM et la 
Caisse Nationale de l’assurance maladie) a publié deux rapports sur l’efficacité de la vaccination à 
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prévenir les formes graves de COVID-19 en France sur 15,4 millions de personnes âgées de 50 à 74 ans 
et sur 7,2 millions de personnes âgées de 75 ans et plus, en utilisant le Système National des Données 
de Santé228. Les rapports mettent en évidence l’efficacité importante des trois vaccins Pfizer, Moderna 
et AstraZeneca, contre les formes graves de COVID-19 (hospitalisation pour COVID-19 et décès au 
cours d’une hospitalisation pour COVID-19), avec une réduction du risque d’hospitalisation à partir du 
14ème jour après l’injection de la seconde dose supérieure à 90 % dans les deux cohortes et pour 
chaque vaccin. La protection est maintenue à l’encontre du variant Delta avec une efficacité mesurée 
sur une période de circulation importante du variant (juillet 2021) de 84 % dans la cohorte des 75 ans 
et plus et de 92 % dans la cohorte des 50-74 ans. Cette tendance est confirmée au niveau mondial. Aux 
Etats-Unis, une réduction globale du taux d’attaque de la COVID-19 a été rapportée à 4.6 % (contre 9 
% chez les non vaccinés) ainsi qu’une réduction de 63 % des hospitalisation et de 69 % des décès229. A 
ce sujet, l’étude de Chen et al. démontre une inversion de la courbe des nouvelles infections dans 8 
pays du monde avec une forte couverture vaccinale (Israël, Chili, Royaume-Uni, Qatar, …) et suggère 
qu’une couverture minimale de 50 % de la population est requise pour maintenir un niveau de 
protection suffisant230. 

Tableau 6 : Vaccins contre la COVID-19 approuvés par le FDA et/ou l’EMA en décembre 2021. Il s’agit de vaccins à ARNm ou 
composés d’un adénovirus vecteur. Seul le vaccin Pfizer est autorisé chez les enfants224,225. 

Nom 
commercial 

Fabricant Technologie/ 
Composition 

Administration Autorisation Population cible 

COMIRNATY® Pfizer-
BioNTech 

ARNm (Spike) 
30μg  

Intramusculaire 
 

Europe 
Etats-Unis 
 
Autres pays 

Adultes 
Enfants > 5 ans (USA) 
Enfants > 12 ans (> 5 
ans si à risque) (Eu) 

Spikevax® Moderna ARNm (Spike) 
100μg 

Intramusculaire Europe  
Etats-Unis 
 
Autres pays 

Adultes >18 ans (USA) 
Adultes >30 ans (Eu) 

Janssen 
COVID-19 
Vaccine 

Janssen 
Biotech 
(Johnson & 
Johnson) 

Adénovirus 
recombinant 
exprimant la Spike 
du SARS-CoV-2 
5.1010 particules 
virales 

Intramusculaire Europe  
Etats-Unis 
 
Autres pays 

Adultes >55 ans (Eu) 
Adultes >18 ans (USA) 
 

Vaxzevria® AstraZeneca 
University 
of Oxford 

Adénovirus 
recombinant 
exprimant la Spike 
du SARS-CoV-2 
 
2.5.108 unités 
infectieuses 

Intramusculaire Royaume-
Uni 
Europe 
 
Autres pays 

Adultes >55 ans (Eu) 

 

 La vaccination demeure donc notre option la plus sérieuse pour sortir de la pandémie de 
COVID-19. Avec la perspective que le SARS-CoV-2 devienne un virus épidémique saisonnier comme 
influenza, des laboratoires travaillent actuellement au développement de vaccins efficaces contre la 
grippe et la COVID-19 à l’image de Vivaldi Biosciences qui développe un candidat-vaccin Delta-19® 
utilisant un virus influenza atténué, délété de NS1 et exprimant des protéines de la Spike du SARS-CoV-
2 en administration intranasale231,232. 
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7. Traitements  

 Malgré la disponibilité des vaccins qui constituent la première ligne de défense contre 
l’infection, les traitements antiviraux demeurent la seule option thérapeutique, particulièrement 
indiqués dans les cas sévères et chez les immunodéprimés. L’arsenal thérapeutique contre la grippe se 
compose de trois familles principales de médicaments mais reste limité et menacé par l’émergence de 
mutations de résistances. Contre le SARS-CoV-2, l’urgence de la pandémie a joué en faveur du 
repositionnement de médicaments et à la mise en place de thérapies alternatives avec des anticorps 
monoclonaux et l’usage des immunomodulateurs. 

7.1. Les antiviraux dirigés contre les virus influenza 

 Parmi les antiviraux approuvés contre les virus influenza, trois classes principales de 
molécules se distinguent : (i) les inhibiteurs du canal calcique M2, l’amantadine et la rimantadine, qui 
ne sont plus utilisés (ii) les inhibiteurs de la neuraminidase (INA), tels que l’oseltamivir et le zanamivir, 
et (iii) les inhibiteurs de la polymérase virale développés plus récemment, comme le favipiravir ou le 
baloxavir marboxil. Un inhibiteur de fusion, l’umifenovir est également utilisé en Chine et en Russie. A 
ce jour, 9 médicaments sont disponibles sur le marché (Tableau 7), mais seuls les INA sont 
recommandés par l’OMS pour le traitement de la grippe41. 

Tableau 7 : Médicaments antiviraux disponibles sur le marché comme traitements contre la grippe et mutations de résistances 
associées, adapté d’après Pizzorno et al. (2019)233. Quatre familles d’antiviraux existent, mais seuls les inhibiteurs de 
neuraminidase sont encore recommandés par l’OMS aujourd’hui. La fréquence des mutations de résistance aux Adamantanes 
est trop importante pour maintenir leur utilisation. Le baloxavir marboxil est le dernier médicament nouvellement mis sur le 
marché, mais des mutations de résistances ont été observées dès la phase II d’essais clinique. 

Médicament Nom 
commercial 

Pays 
d’usage 

Classe 
d’antiviral Mécanisme d’action 

Année 
de mise 
sur le 
marché 

Mutation 
de 
résistance 
reportées 

Amantadine 
hydrochloride 

Mantadix® 
Symmetrel® 
Symadine® 
Osmolex ER® 

Usage non 
recomman
dé 

Inhibiteurs 
des canaux 
ioniques M2 

Entrée 
Bloque la libération du 
matériel viral au niveau 
des endosomes  

1963234 S31N235–237 
V27A 

Rimantadine 
hydrochloride 

Roflual® 
Flumandine® 1969238 

Oseltamivir 
phosphate Tamiflu® Europe 

Etats-Unis 
Autres pays 

Inhibiteurs 
de NA 

Libération des virions 
Analogues des acides 
sialiques, inhibiteurs 
compétitifs de NA 

1998239 H275Y240–

243 
E119G/V 
N294S 
I222R 

Zanamivir Relenza® 1993244 

Peramivir 
Rapivab® 
Peramiflu® 
Rapiacta® 

Asie 
Amérique 
du Nord 

2000245 

Laninamivir 
octanoate Inavir® Japon 2009246 E119G247 

Favipiravir Avigan® 
Favilavir® 

Japon 
Chine Inhibiteurs 

de 
polymérase  

Analogue nucléosidique 
Inhibiteur de la 
polymérase PB1 

2002248 K229R249 
P653L 

Baloxavir 
marboxil Xofluza® 

Japon 
Etats-Unis 
Taïwan  
Europe  

Inhibiteur de 
l’endonucléase PA 2018250 I38T/M/F25

1,252 

Umifenovir Arbidol® Russie 
Chine 

Inhibiteur de 
fusion 

Incorporation dans les 
lipides de la membrane 
virale 
Interaction avec la HA 

1990253

,254 
2006 

Non 
rapportée 
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7.1.1. Les adamantanes 

L’amantadine et son dérivé la rimantadine ont été les premiers antiviraux contre la grippe mis 
sur le marché dans les années 1960. Ils inhibent les premières étapes de cycle viral en bloquant la 
dynamique ionique du canal M2. Largement utilisés pendant plus de 30 ans, la circulation majoritaire 
de souches résistantes a compromis leur utilisation après 2009235–237. En effet, des mutations de 
résistances ont été observées à partir des années 2000, en particulier la substitution S31N. Une étude 
réalisée au Mexique entre 2000 et 2017 a indiqué que 100 % des séquences de H1N1pdm09 et 83.6 % 
des séquences H3N2 portaient les marqueurs de résistance aux inhibiteurs de M2255. Face à ce constat, 
il a été nécessaire de développer de nouveaux médicaments, avec un mécanisme d’action différent. 

 

7.1.2. Les inhibiteurs de neuraminidase 

Les inhibiteurs de la NA sont des analogues compétitifs de l'acide sialique, récepteur cellulaire 
des virus influenza. Leur liaison au site actif de la NA interfère avec l'activité enzymatique de la 
sialidase, essentielle à la libération des nouveaux virions et empêche la propagation de l'infection au 
reste du tissu respiratoire256. Quatre médicaments appartenant à cette famille sont disponibles sur le 
marché depuis une vingtaine d’années. L’oseltamivir en administration per os est le plus utilisé, tandis 
que le zanamivir est utilisé alternativement sous forme de poudre inhalable. Ces deux médicaments 
sont approuvés par la FDA et l’EMA et génériqués dans de nombreux pays. Le peramivir, approuvé en 
Asie et en Amérique du Nord, est injecté par voie intraveineuse chez les patients en réanimation ou 
sous ventilation mécanique, ne pouvant recevoir de traitement par voie orale. Le laninamivir 
octanoate est un dérivé du zanamivir inhalable, seulement approuvé au Japon. 

Les INA permettent une réduction significative de la durée des symptômes grippaux et 
améliorent la survie des patients, surtout s’il sont administrés dans des temps précoces 
d’infection257,258. Cependant, leur efficacité globale reste modérée et l’émergence de mutations de 
résistance est préoccupante. 

Les premières études rapportant des résistances à l’oseltamivir ont été documentées pendant 
la saison 2007-2008. Dans le sud de la France, une prévalence de 38 % de virus résistants à l’oseltamivir 
a été mesurée parmi les souches H1N1 circulantes. Un constat similaire a été fait aux Etats-Unis (19 
%), ainsi qu’en Asie, en Océanie et Afrique du Sud (64 %)32,241,259,260. En grande majorité, ces phénotypes 
de résistance sont portés par la substitution H275Y sur la NA (concentration inhibitrice médiane (IC50) 
augmentée environ 250 fois)32,241. La fréquence de la souche A/Brisbane/59/2007 (H1N1), porteuse de 
cette mutation acquise sans pression de sélection, a notamment été associée à ces épidémies. Au cours 
des saisons suivantes, d’autres mutations de résistance ont été documentées comme N294S sur H1N1 
(IC50 augmentée de 200 fois) ou E119V sur H3N2 qui confère une multirésistance aux INA (IC50 
augmentée entre 25 et 71 fois)242.  

Heureusement, ces souches virales résistantes restent mondialement peu représentées parmi 
les souches circulantes (< 1 %). Plusieurs études suggèrent un mauvais fitness de ces virus mutants, ne 
favorisant pas la propagation du phénotype de résistance233,241,261. Cependant, ces mutations sont 
fortement inductibles en clinique chez les immunodéprimés, sous la pression de sélection des 
traitements, ce qui génère un risque important de mutations multiples. L’association des mutations 
H275Y et I223R a par exemple été rapportée chez un adolescent sous traitement immunosuppresseur 
ayant reçu des traitements prolongés avec de l’oseltamivir puis du zanamivir, générant une forte 
résistance à l’oseltamivir (10 000 fois l’IC50), mais aussi au peramivir243.  
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7.1.3. Les inhibiteurs de polymérase 

Les inhibiteurs de polymérase constituent la classe des antiviraux nouvellement développés262. 
Deux médicaments sont actuellement disponibles, le favipiravir et le baloxavir marboxyl. 

Le favipiravir est un analogue nucléosidique de pyrazine, inhibant la polymérase virale des virus 
à ARN. Initialement développé au début des années 2000 comme antiviral contre influenza, son 
mécanisme d’action lui confère une activité à large spectre (rhinovirus, RSV)248,263.  In vitro, le favipiravir 
est efficace contre tous les sous-types de virus grippaux saisonniers (IC50 < 6 μM), y compris des virus 
porteurs de mutations de résistances aux adamantanes et aux INA et contre des virus aviaires264. En 
modèle murin, il améliore la survie des souris lors de challenges infectieux mortels avec un virus 
aviaire265. Le favipiravir a fait l’objet de nombreuses études cliniques au Japon, en Chine et aux Etats-
Unis, rapportant un bénéfice sur la durée d’amélioration des symptômes, mais peu de résultats 
significatifs sur la réduction de la mortalité ou la sévérité de la maladie ont été publiés à ce jour. De 
plus, la pharmacocinétique du favipiravir contraint à utiliser de fortes doses en clinique (entre 800 et 
1 800 mg) favorisant la survenue d’effets secondaires262. Ainsi, seul le Japon a approuvé le favipiravir 
en 2014 avec une indication limitée aux patients infectés par un virus de la grippe nouveau ou ré-
émergent résistant aux autres antiviraux262. Les autres pays poursuivent son évaluation clinique. Le 
favipiravir demeure une option thérapeutique très étudiée dans la quête d’une thérapie efficace 
contre de nombreux virus émergents. En 2016, son potentiel antiviral a été exploré pour faire face aux 
épidémies du virus Ebola sans toutefois pouvoir conclure à son efficacité. Des études rapportent 
également son efficacité contre le virus de la Vallée du Rift266–268. Aujourd’hui, son potentiel est 
largement étudié contre la COVID-19269. Actuellement, 99 essais cliniques apparaissent dans 
https://clinicaltrials.gov/ dont 5 concernent influenza, 3 Ebola et 60 la COVID-19. 

Depuis 2018, un nouveau médicament a fait son entrée sur les marchés japonais et américain 
: le baloxavir marboxil (Xofluza®). Il a ensuite été approuvé à Taïwan en 2019 et en Europe en 2021. Il 
est le premier antiviral nouvellement approuvé contre la grippe depuis près de 20 ans. Son mécanisme 
d’action ciblant l’endonucléase virale (PA) lui confère une forte activité in vitro (IC50 de l’ordre du 
nanomolaire). En clinique, le baloxavir a démontré une efficacité similaire à celle de l’oseltamivir sur 
la réduction des symptômes et a permis d’apporter un bénéfice sur la réduction de la charge virale par 
rapport au groupe traité à l’oseltamivir, y compris chez les sujets à risque250,270,271. Malheureusement, 
dès les essais cliniques de phases II et III, des substitutions au niveau du site actif de l’endonucléase 
(I38T/F) ont été identifiées chez 2.2 et 9.7 % des patients traités, corrélées à une baisse de l’efficacité 
antivirale (IC50 augmentée de 100 à 200 fois272). Ainsi, peu de temps après sa mise sur le marché, des 
souches circulantes résistantes au baloxavir ont été décrites, y compris chez des individus jamais 
traités273. Les études évaluant le fitness in vitro des virus H1N1 et H3N2 possédant la substitution I38T 
ont suggéré un effet néfaste de la mutation252,272, mais in vivo, les virus sélectionnés par le traitement 
conservent leurs capacités de réplication et de transmission, laissant craindre une potentielle 
dissémination exacerbée de ces virus résistants274,275. En clinique, ces virus ont un impact significatif 
sur la durée des symptômes et l’excrétion virale chez les enfants traités au baloxavir276.  

 

7.1.4. Les inhibiteurs de fusion 

Cette famille ne comporte à l’heure actuelle qu’un seul représentant sur le marché, 
l’umifenovir (Arbidol®), approuvé en Russie depuis les années 1990 et en Chine depuis 2006 pour le 
traitement prophylactique et curatif des infections grippales277.  
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Synthétisé à partir des années 1970 en URSS, l’umifenovir est un dérivé d’indole possédant 
une activité antivirale à large spectre par inhibition de la fusion des membranes dans les étapes 
précoces du cycle viral. Une fois métabolisé in vivo, le principe actif s’accumule dans les structures 
lipidiques telles que les membranes des cellules, des lysosomes, des mitochondries et des virus254. Son 
activité est favorisée par un pH acide. Ainsi, l’arbidol possède plusieurs mécanismes d’action 
antiviraux, dirigés contre le virus mais aussi ciblant l’hôte. D’une part, il s’accumule dans l’enveloppe 
virale, la rendant plus rigide et moins propice à l’endocytose. Des interactions avec la sous-unité HA2 
sont également décrites, stabilisant le changement de conformation du peptide de fusion278. D’autre 
part, le traitement induit une accumulation de clathrine sur les membranes cellulaires, capable de 
piéger les particules virales, motivant l’usage du médicament en prophylaxie279. Par ailleurs, des effets 
immunomodulateurs ont été rapportés, notamment une diminution de l’expression des gènes pro-
inflammatoires in vivo (IL-10, TNF-α, IL-8 et IL-6)280. Un essai clinique de phase IV mené en Russie a 
récemment démontré un bénéfice de l’arbidol sur la réduction de la durée et la gravité des 
symptômes281. Aucune mutation de résistance n’a été officiellement rapportée282. Toutefois, des 
études in silico ont permis d’identifier des mutations sur la HA induisant de potentiels phénotypes de 
résistance278,283. Peu d’informations sont disponibles sur l’usage réel de ce médicament. A ce jour, 
seule une étude clinique de phase III est enregistrée en Chine (NCT03787459), évaluant l’efficacité de 
l’arbidol en combinaison d’un traitement à l’oseltamivir chez les patients sévères hopsitalisés284. 

 

7.1.5. Candidats en développement 

D’autres antiviraux sont actuellement en développement comme le pimodivir, un inhibiteur 
de la polymérase virale ciblant PB2 pour lequel deux essais cliniques de phase III viennent de se 
terminer (NCT03376321, NCT03381196). Les résultats ne sont pas encore disponibles285. 

Également, les recherches se tournent vers le développement d’anticorps monoclonaux 
ciblant spécifiquement les sites de glycosylation de la HA des IAV. Plusieurs candidats (CR8020, 
CR6261, MEDI8852, TCN-032, VIS410) ont fait l’objet d’essais cliniques de phase II sans toutefois 
apporter de bénéfice significatif286–289.  

 

7.1.6. Les alternatives et nouvelles stratégies antivirales 

Finalement, bien que les antiviraux ciblant des déterminants viraux soient très efficaces, leur 
développement est long et couteux, et une fois sur le marché, les mêmes problématiques de résistance 
touchent toutes les classes de médicaments et mettent en péril le succès thérapeutique. Une 
surveillance accrue de ces mutations et la mise en place de nouvelles thérapies sont donc nécessaires. 

C’est dans cette dynamique que s’inscrivent les travaux de notre équipe ainsi que mon travail de 
thèse. Plusieurs alternatives sont pertinentes pour accélérer le développement de nouvelles molécules 
antivirales et pallier les phénomènes de résistances, comme :  

(i) Le repositionnement de médicaments, permettant d’accélérer le développement de 
nouvelles thérapeutiques, à moindre coût. Cette thématique est développée dans le 
Chapitre 3 ; 

(ii) Cibler la cellule-hôte pour s’affranchir des mutations de résistances et proposer une 
approche globale pouvant s’affranchir d’une cible thérapeutique ; 

(iii) La combinaison d’antiviraux, permettant de multiplier les cibles thérapeutiques par 
l’association de médicaments de classes différentes. 
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 Avec ces perspectives, d’autres candidats sont actuellement en développement, avec des 
propriétés antivirales ciblant la cellule-hôte. C’est le cas du composé DAS181 (Fludase) qui permet un 
clivage enzymatique des acides sialiques de la cellule épithéliale, empêchant la fixation de multiples 
virus respiratoires dont les virus influenza ou parainfluenza290. Ce composé fait aujourd’hui l’objet d’un 
essai clinique de phase III évaluant son efficacité chez des patients immunosupprimés, sous ventilation 
mécanique et présentant une infection des voies aériennes basses induite par un virus parainfluenza 
ou le SARS-CoV-2 (NCT03808922).  

 Les combinaisons de médicaments constituent également un axe majeur de recherche. Dès les 
années 2000, des bithérapies avec des INA ont été envisagées contre la grippe (oseltamivir-zanamivir 
ou oseltamivir-peramivir) mais n’ont pas permis d’obtenir un bénéfice clinique suffisant contre 
H1N1pdm ou H7N9291,292. De plus, les phénotypes de résistances croisées observés en cliniques ont 
conforté les médecins et chercheurs à associer des molécules issues de différentes classes, ciblant 
différentes étapes du cycle cellulaire243,293. Le développement des inhibiteurs de polymérase a permis 
d’évaluer l’effet du favipiravir en combinaison avec des inhibiteurs de neuraminidase. En modèles 
murins, la combinaison de l’oseltamivir et du favipiravir a permis d’augmenter la fenêtre thérapeutique 
et d’améliorer la survie des souris immunodéprimées, sans toutefois avoir d’impact sur l’émergence 
de mutations de résistance294,295. Cette association fait actuellement l’objet d’études cliniques, mais 
les résultats des essais de phase IIb rapportent des difficultés à obtenir les bonnes concentrations 
plasmatiques296. Également, dès la mise sur le marché du baloxavir, son association avec l’oseltamvir 
a été proposée et validée en modèle murin297–299. Un essai clinique conduit entre 2018 et 2020 a 
rapporté une réduction de la charge virale chez les patients traités300. 

 Par ailleurs, des synergies sont recherchées par l’association de molécules ciblant la cellule-
hôte avec des antiviraux classiques, ciblant les déterminants viraux, afin de limiter les échecs 
thérapeutiques causés par les mutations de résistance. Nous pouvons citer l’exemple de l’itraconazole, 
un antifongique repositionné, dont la synergie avec l’oseltamivir a été documentée contre influenza 
sur des cellules Calu-3 et a permis de réduire drastiquement les doses d’antiviraux301 ; ou du 
nitazoxanide, un médicament antiparasitaire repositionné contre la grippe, dont la synergie avec les 
inhibiteurs de neuraminidase a été démontrée in vitro et in vivo302. Le nitazoxanide en association avec 
l’oseltamivir est efficace et potentialise l’effet de la molécule contre des virus résistants, mais n’a en 
revanche pas d’impact sur l’émergence des mutations de résistance303–305.  Finalement, lors des essais 
cliniques de phase II (NCT02057757), l’association du nitazoxanide n’a pas apporté de bénéfice au 
standard de soins avec des inhibiteurs de neuraminidase chez les patients sévères hospitalisés306. Une 
étude de phase III (NCT01610245) a été également menée jusqu’en 2015 chez des patients non sévères 
mais les résultats n’ont pas été publiés307. 

 

7.2. Les traitements contre le virus SARS-CoV-2 

 Pour répondre à l’urgence de la pandémie, le développement de novo de molécules 
spécifiques contre le SARS-CoV-2 n’était pas envisageable. Ainsi, la recherche et les essais cliniques se 
sont essentiellement concentrés vers des repositionnements de médicaments déjà approuvés ou en 
cours de développement contre d’autres pathogènes135 (Chapitre 3). 

 Deux médicaments repositionnés avec une activité antivirale contre le SARS-CoV-2 ont été 
approuvés par la FDA : le remdesivir (Veklury®, Gilead), un analogue nucléosidique d’adénosine 
(nucléoside triphosphate ; NTP) développé initialement contre Ebola308 et le molnupiravir, un analogue 
nucléosidique de cytidine (β-d-N4-hydroxycytidine ; NHC) déjà décrit comme antiviral in vitro et in vivo 
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contre plusieurs virus à ARN309 ; respectivement en octobre 2020 et décembre 2021. Le remdesivir est 
approuvé pour le traitement de la COVID-19 nécessitant une hospitalisation. L’EMA a émis une 
autorisation de mise sur le marché conditionnelle en juillet 2020 pour les patients sévères sous 
oxygénothérapie, dans l’attente de nouveaux résultats cliniques310. Cependant, l’OMS a déconseillé 
son utilisation en novembre 2020, faute de preuve significative de son efficacité311. L’usage du 
molnupiravir est réservé pour le traitement des cas modérés de COVID-19 chez l’adulte, avec un risque 
élevé d’évolution vers une forme grave et pour lesquels il n’existe aucune autre alternative de 
traitement309. L’EMA a émis un avis favorable à son utilisation en novembre 2021 mais laisse la main 
aux autorités de santé nationales quant à sa mise sur le marché312. 

 Fin décembre 2021, la FDA a annoncé la mise sur le marché du premier antiviral développé 
spécifiquement contre le SARS-CoV-2, le Paxlovid® (Pfizer), une combinaison de nirmatrelvir (PF-
07321332), un inhibiteur de la protéase 3C-like, et de ritonavir, un inhibiteur métabolique déjà utilisé 
dans les multithérapies contre le Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH), destiné à protéger le 
principe actif de la dégradation313. Ce médicament par voie orale est indiqué pour le traitement de la 
COVID-19 légère à modérée chez les adultes et enfants (dès 12 ans) avec un résultat positif de 
diagnostic direct, et qui présentent un risque élevé de progression vers une forme grave. L’EMA a émis 
une autorisation conditionnelle le 27 janvier 2022 pour son utilisation chez les patients à risque de 
progression vers une forme grave, ne nécessitant pas d’oxygénothérapie, validée par la Haute Autorité 
de Santé (HAS)314. Ces autorisations ont été accordées sur la base des résultats intermédiaires de l’essai 
clinique de phases III (NCT04960202315), évaluant l’efficacité du traitement (2 comprimés par jour 
pendant 5 jours) sur la diminution de la mortalité et du taux d’hospitalisation313. Les premiers résultats 
portent sur 1 039 adultes. L’initiation du traitement dans les trois jours suivant l’apparition des 
symptômes a été associée à une diminution de 89 % du risque d’évolution vers une hospitalisation 
(données non publiées). Après les communications de Pfizer, quelques études in silico d’interactions 
moléculaires ont confirmé le potentiel d’ancrage du composé PF-07321332 avec la protéase du SARS-
CoV-2316–318. 

 En attendant la mise sur le marché de nouveaux médicaments antiviraux efficaces, d’autres 
stratégies thérapeutiques sont employées comme l’utilisation d’anticorps monoclonaux (AcM) 
spécifiques de la Spike du SARS-CoV-2. En 2021, la FDA a approuvé l’utilisation d’urgence du 
sotrovimab (GSK) et de la bithérapie casirivimab-imdevimab (Ronapreve), déjà approuvés au Japon et 
en cours d’évaluation par l’EMA319–321. S’ils sont utilisés dans les phases précoces d’infection, les AcM 
permettent de réduire de 85  % le risque d’évolution de la maladie vers une forme sévère322. 

 Par ailleurs, les premiers essais cliniques « Solidarity » et « RECOVERY » menés en 2020, ont 
permis de mettre en évidence le bénéfice apporté par les anti-inflammatoires (dexaméthasone) pour 
diminuer la mortalité dans les cas de COVID-19 sévères323,324. Ainsi, l’OMS recommande aujourd’hui 
l’utilisation des antagonistes du récepteur de l’IL-6 (tocilizumab ou sarilumab) chez les patients atteints 
d’une forme grave ou critique de la COVID-19325. 

 De très nombreux composés font actuellement l’objet d’essais cliniques. D’après 
https://clinicaltrials.gov, 933 études de phases III et IV sont en cours pour les mots clés [COVID] et 
[drug], 224 études concernent spécifiquement des molécules antivirales [COVID] et [antiviral drug].  
Parmi les candidats, de nombreux antiviraux repositionnés, des AcM ou des inhibiteurs d’ACE2 
proposés en mono- ou multithérapies. D’autres essais concernent des traitements des symptômes 
associés tels que des anti-hypertenseurs, anticoagulants ou immunomodulateurs. 
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8. Les modèles d’études précliniques 

 Du fait de la gravité, la contagiosité et la prévalence des infections respiratoires dans la 
population, il est nécessaire d’en comprendre les mécanismes biologiques afin de pouvoir traiter et 
prévenir ces pathologies. Les virus étant des parasites cellulaires obligatoires, il est indispensable de 
développer des modèles biologiques adaptés à la caractérisation des infections, des interactions hôte-
pathogène mais aussi à l’évaluation et l’accélération vers la clinique de solutions thérapeutiques et/ou 
prophylactiques candidates. 

 On distingue trois types de modèles précliniques : 

(i) les cultures cellulaires in vitro en monocouche en 2D, 
(ii) les modèles animaux in vivo, 
(iii) les modèles de culture tissulaire in vitro en 3D. 

 Historiquement, les cultures de lignées cellulaires ou de cellules primaires en monocouche 
constituaient les seules options pour maintenir et répliquer les virus in vitro. Même si elles sont 
toujours couramment utilisées, elles ne reproduisent ni l’architecture complexe du tissu ni la 
physiologie de l’organe, générant ainsi des conditions d’infections et de traitements artificielles.  

 L’utilisation de modèles d’études in vivo permet de pallier les problèmes majeurs rencontrés 
avec les cultures monocouches in vitro en étant plus proche des conditions physiologiques humaines. 
Concernant les virus influenza, les modèles murins sont fréquemment utilisés, bien que le furet, le 
cochon ou les primates non humains soient plus proches des conditions physiologiques humaines326. 
Pour l’étude du SARS-CoV-2, les chercheurs utilisent majoritairement les souris modifiées 
génétiquement, les hamsters et les primates non humains327. Cependant, ces études in vivo sont très 
onéreuses et la physiopathologie des infections n’est pas toujours identique à celle de l’Homme. De 
plus, les évolutions éthiques tendent vers une utilisation limitée de ces modèles. 

 C’est pourquoi, on observe depuis quelques années l’émergence de systèmes innovants de 
culture tissulaire en 3D reproduisant plus fidèlement l’architecture complexe de l’épithélium 
respiratoire. Certains modèles permettent la co-culture de types cellulaires différents et même de 
simuler la dynamique de la respiration. Ces techniques de culture nécessitent un vrai savoir-faire et 
sont des modèles de plus en plus prisés pour l’étude des infections virales et le criblage de nouveaux 
traitements. Ils constituent une étape de validation intermédiaire pertinente entre l’in vitro et l’in vivo, 
limitant ainsi l’utilisation de modèles animaux. 

 
8.1. Les différents types cellulaires 

 Les cellules in vitro sont à l’origine prélevées chez des volontaires sains ou des patients. Pour 
les maintenir en vie, leurs conditions environnementales (température, humidité, équilibre gazeux) et 
nutritives sont reproduites en laboratoire. En fonction de leur type et de leurs utilisations futures, elles 
peuvent être modifiées, immortalisées ou encore différenciées. Pour l’étude des pathologies 
respiratoires, trois types de cellules sont couramment utilisés : 

(i) Les cellules primaires  

 Ces cellules sont prélevées chez les donneurs à partir de lavages broncho-alvéolaires, de 
biopsies, ou récoltées post-mortem. Non modifiées et non immortalisées, elles sont utilisées en l’état 
physiologique in vivo et subissent le phénomène de sénescence. Elles sont donc peu durables dans le 
temps et les difficultés d’obtention en font des modèles onéreux, peu utilisés en routine328,329. 



67 
 

(ii) Les lignées cellulaires immortalisées 

 Elles peuvent être issues de cellules cancéreuses prélevées chez un patient ou de cellules 
primaires immortalisées par l’insertion d’un oncogène. L’immortalisation induit un profil génétique 
différent de celui des cellules saines, pouvant modifier leurs fonctions natives et les réponses aux 
stimuli. Malgré cela, ces modèles cellulaires sont les plus couramment utilisés du fait de leurs 
nombreux avantages :  faible cout, facilité de prise en main, durée d’utilisation prolongée et résultats 
reproductibles. Du point de vue éthique, elles évitent les multiples collections de tissus330.  

(iii) Les cellules souches embryonnaires adultes ou les cellules souches pluripotentes induites 
(iPSCs)  

 Après le prélèvement, ces cellules sont cultivées avec un cocktail de facteurs de croissance 
permettant leur différenciation dirigée en un type cellulaire particulier. Ces modèles sont 
principalement utilisés dans des thématiques de régénérescence331.   

 
8.2. Les modèles de cultures cellulaires in vitro 

 Les modèles cellulaires d’origine humaine les plus fréquemment utilisés pour l’étude des 
pathogènes respiratoires sont rassemblés dans le Tableau 8 ci-dessous. Ils peuvent être cultivés sur 
divers modèles allant de la culture in vitro 2D monocouche aux modèles tissulaires de culture en 3D, 
détaillés dans le paragraphe suivant. 

Tableau 8 : Les modèles cellulaires d’origine humaine adaptés à l’étude des pathologies respiratoires. Certaines cellules 
nasales et bronchiques comme les Calu-3 sont capables de se différencier en tissus polarisés, cultivés à l’interface air-liquide 
(ALI), plus proche des conditions physiologiques de l’épithélium respiratoire. 

Epithélium Cellules Caractéristiques 

Nasal 

NHNE (Normal Human 
Nasal Epithelial cells)  

ou  
hAEC Nasal (Human 

Airway Epithelial cells) 

Cellules primaires de l’épithélium nasal 
Phénotype et métabolisme proches des cellules in vivo 

Reproduction d’un épithélium respiratoire nasal en ALI332 

Bronchique 

NhBEC (Normal Human 
Bronchial Epithelial cells) 

Cellules primaires de l’épithélium bronchique 
Phénotype et métabolisme proche des cellules in vivo 

Reproduction d’un épithélium respiratoire nasale en ALI333 

Calu-3 

Lignée cellulaire dérivée d’un adénocarcinome des glandes 
sous-muqueuses de l’épithélium bronchique. 

Non ciliées et pavimenteuses 
Polarisation et jonctions serrées en ALI334,335 

HBEC3-KT Cellules primaires saines de l’épithélium bronchique, 
immortalisées par CDK4 et hTERT336 

16HBE Cellules primaires saines de l’épithélium bronchique,  
non ciliées, immortalisées SV40337 

BEAS-2B Cellules primaires saines de l’épithélium bronchique, 
immortalisées Ad12SV40338 

Alvéolaire 

A549 
Lignée cellulaire dérivée d’un adénocarcinome alvéolaire. 

Pneumocyte de Type II, sécrétion de surfactant et 
différenciation en pneumocytes de Type I339 

HPAEpiC Cellules primaires alvéolaires, Pneumocytes de type I et II340 

NCI-H441 Lignée cellulaire dérivée d’un adénocarcinome alvéolaire. 
Phénotype de Pneumocyte de Type II et cellule de Clara341,342 
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8.2.1. La culture monocouche en phase liquide 

La culture en monocouche concerne généralement la culture d’un seul type cellulaire. Ce 
système, qui consiste à cultiver les cellules sur un support en plastique, immergées dans un milieu 
nutritif, est le plus simple à mettre en œuvre et le moins couteux. Il concerne tous les types cellulaires 
et est adaptable à une multitude de tests et analyses. Il est donc largement utilisé pour tout type 
d’études in vitro, constituant un premier niveau de validation préclinique.  

Dès les débuts de la caractérisation des virus influenza, les cellules embryonnaires humaines 
d’origine pulmonaire et rénale ainsi que les cellules primaires de rein de singes se sont montrées 
permissives à leur réplication326,343. Puis, peu de temps après la mise au point de la lignée cellulaire de 
reins de chien MDCK en 1958, les chercheurs ont découvert que ce modèle constituait un excellent 
support de réplication des virus influenza344,345. Bien que peu relevantes physiologiquement, ces 
cellules sont encore très utilisées aujourd’hui pour la production de virus comme alternative à l’œuf, 
pour la détermination des titres infectieux ou pour l’évaluation préclinique in vitro de composés 
antiviraux326. Récemment, les équipes de Furuta et Noshi ont utilisé les cellules MDCK pour réaliser la 
caractérisation de l’activité antivirale (détermination des CC50 (concentration médiane cytotoxique 
)/IC50) du favipiravir et du baloxavir, respectivement, contre plusieurs IAV250,263. Une lignée dérivée a 
été générée avec une surexpression du gène bêta-galactoside alpha2,6-sialyltransférase I (ST6-GalI-
MDCK) pour améliorer la permissivité des isolats du virus de la grippe humaine, afin d’évaluer leur 
sensibilité aux INA346. Cette lignée est également  utilisée pour caractériser le fitness des virus 
résistants, comme illustré par l’étude de Checkmahomed et al., qui compare la réplication et la stabilité 
génétique de virus H1N1 et H3N2 portant la mutation de résistance I38T sur le segment PA par rapport 
à une souche sauvage272. 

En revanche, la caractérisation des interactions hôte-pathogène nécessite d’utiliser des 
modèles plus relevants physiologiquement326. Ainsi, les cellules A549 et Calu-3 sont privilégiées pour 
ce type d’études. Par exemple, l’étude de Terrier et al. utilise des cellules A549 pour étudier les 
interactions entre la protéine NP des virus influenza et la nucléoline de l’hôte permettant aux vRNP de 
détourner la machinerie d’exportation de la cellule76. Également, l’étude de Dissanayake et al. utilise 
des cellules Calu-3 pour établir les signatures transcriptomiques d’infection des virus influenza et 
rhinovirus, mettant en évidence une réponse de l’hôte dominée par l’induction des interférons et 
l’expression des gènes codants pour un panel de cytokines347. 

Pour la culture in vitro du SARS-CoV-2, le choix s’est rapidement orienté vers les cellules VeroE6 
(cellules épithéliales rénales de primate africain) exprimant les récepteurs ACE2 en abondance et déjà 
utilisées comme modèle d’étude pour le SARS-CoV348. Ces cellules constituent le support majeur de 
production du virus327. Elles comportent une expression incomplète du système interféron de type I, 
ce qui augmente les capacités réplicatives du SARS-CoV-2349–352. De nombreuses études les utilisent 
comme support d’évaluation des composés antiviraux à l’image de la publication de Choy et al. qui 
détermine les CC50/IC50 in vitro du remdesivir, du lopinavir, de l’émétine, et de 
l’homoharringtonine353. 

Cependant, de la même manière que les MDCK avec les virus influenza, les cellules Vero E6 ne 
constituent pas un support d’étude relevant pour les interactions hôte-pathogène, d’autant plus que 
les coronavirus possèdent des capacités d’échappement au système interféron et que les cas sévères 
de COVID-19 sont souvent associés à un emballement de cette réponse. Ainsi, les études se tournent 
vers des cellules comme les Calu-3 ou les A549-ACE2, modifiées pour exprimer le récepteur d’entrée 
du SARS-CoV-2115. L’étude de Li et al. utilise ces deux modèles cellulaires pour caractériser et comparer 
l’induction des gènes des interférons de type I et III induite par des infections avec le SARS-CoV-2 et le 
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MERS-CoV. Les auteurs concluent que le SARS-CoV-2 n’exerce pas le même mécanisme 
d’échappement immunitaire que le MERS-CoV (basé sur une inhibition OAS-RNase L et PKR), 
conduisant à une induction minimum d’interféron, pouvant ainsi causer l’emballement de la réponse 
inflammatoire chez les personnes qui présentent un défaut d’immunité innée354.  

Malgré leurs avantages, les cultures en monocouches présentent cependant plusieurs limites. 
En plus des phénomènes de sénescence, les monocultures de cellules primaires peuvent être sujettes 
à une dédifférenciation ou une perte du phénotype. Les lignées cellulaires immortalisées subissent 
moins ces phénomènes mais présentent des profils génétiques et métaboliques parfois très différents 
des cellules saines, modifiant le profil d’expression des gènes et donc la réponse aux infections et aux 
traitements. Enfin, elles ne permettent pas de reproduire les éléments essentiels de l’architecture 
naturelle de l’épithélium à l’interface avec le milieu extérieur, tels que les mouvements ciliaires, la 
production de mucus et la formation de jonctions serrées355,356.  

 

8.2.2. Les systèmes complexes tridimensionnels  

Les limites du modèle de culture cellulaire en monocouche motivent le développement de 
systèmes tridimensionnels innovants qui tendent à se rapprocher au maximum des conditions 
physiologiques du tissus respiratoire humain. Quelques modèles pertinents pour l’étude des 
pathogènes respiratoires sont décrits ci-après. 

 
8.2.2.1. La culture d’organoïdes en phase liquide  

Un organoïde est une version microscopique d’un organe in vitro, généré à partir de cellules 
souches (embryonnaires, pluripotentes induites ou issues de tissus adultes) capables de se développer 
puis de se différencier en plusieurs types cellulaires, qui vont alors s’auto-assembler, s’auto-organiser 
sur une matrice extracellulaire pour former une microanatomie et une architecture très proche de 
celle retrouvée en physiologie humaine357. De manière générale, ces modèles sont très utilisés en 
biologie du développement, en médecine régénérative et en cancérologie mais quelques exemples 
sont retrouvés en virologie. Le premier organoïde reproduisant un épithélium respiratoire humain a 
été décrit en 1993358. Depuis, plusieurs organoïdes pulmonaires ont été décrits dans la littérature et 
générés à partir de cellules souches pluripotentes359–361. Ces modèles semblent particulièrement 
relevants pour l’étude du tropisme et de la physiopathologie des infections par des virus 
respiratoires362,363.  

Par exemple, plusieurs articles utilisent des organoïdes pulmonaires pour étudier l’émergence 
et la physiopathologie des virus influenza. A partir de cellules souches résidentes, des auteurs ont 
généré un épithélium composé de cellules épithéliales ciliées, de cellules sécrétrices de mucus, de club 
cells et de cellules basales, mais dépourvu de structures alvéolaires. Ils ont comparé l’infectiosité des 
souches aviaires (H7N2, H7N9) et de la souche humaine pandémique H1N1 de 2009 dans ces modèles 
mais soulignent le désavantage de ne pas avoir un pôle apical accessible pour l’infection directe des 
virus, à la différence de modèles cultivés à l’interface air-liquide364. Dans une étude similaire, les 
auteurs induisent une légère dissociation sur des organoïdes générés à partir de cellules souches 
pulmonaires pour permettre l’accès des virus aux pôles apical et basal des épithéliums. Ils démontrent 
ainsi que des cinétiques d’infection avec diverses souches d’IAV obtenues dans les organoïdes sont 
comparables à celles obtenues sur des cultures ex-vivo d’explants bronchiques365. 
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Ce modèle se prête également à l’étude du SARS-CoV-2. Des organoïdes alvéolaires, générés à 
partir d’un Pneumocyte de Type II et des organoïdes bronchiolaires, à partir de cellules basales KRT5+ 
provenant de biopsies récoltées chez des patients ont été récemment utilisés pour étudier le tropisme 
du SARS-CoV-2 sur les cellules de l’appareil respiratoire profond366. Une autre étude génère des 
organoïdes à partir de cellules souches pluripotentes pour le criblage de molécules approuvées par la 
FDA367. 

 
8.2.2.2. La culture en interface air-liquide  

Les modèles de culture décrits précédemment ne reproduisent pas fidèlement l’architecture 
tridimensionnelle et polarisée de l’épithélium respiratoire. Ainsi, des systèmes de culture en interface 
air-liquide (ALI) ont été développés afin de reproduire cette polarisation in vitro. 

Certaines lignées cellulaires ont la capacité de former des tissus différenciés si elles sont 
cultivées en ALI. C’est le cas des Calu-3 par exemple qui peuvent former un tissu différencié et polarisé 
avec des microvillosités et des vésicules sécrétoires368–370. Ce modèle, durable dans le temps, constitue 
une première étape vers l’obtention de conditions expérimentales plus proches de la physiologie. 
Cependant, leur niveau de différenciation n’est pas optimal, puisqu’elles sont formées d’un seul type 
cellulaire immortalisé et non cilié370,371. Aujourd’hui, il est possible d’obtenir des épithéliums 
pleinement différenciés à partir de cellules primaires d’origines nasales, bronchiques ou alvéolaires, 
ou à partir de cellules souches pluripotentes.  

De manière générale, le système de culture en ALI se compose d’un insert comprenant une 
membrane poreuse en polycarbonate, adapté à un support de culture cellulaire liquide en plaque 
(Figure 21). Les cellules primaires sont d’abord mises en culture en interface liquide-liquide pendant la 
phase de prolifération, puis placées à l’interface air-liquide pour induire la différenciation. 

 

 
Figure 21 : Procédé de génération d’un tissu épithélial différencié à l’interface air-liquide à partir de cellules primaires 
humaines, Heinen et al. (2021)372. Les cellules primaires d’origines nasales, bronchiques ou alvéolaires sont d’abord mises en 
culture sur la membrane poreuse de l’insert en interface liquide-liquide pendant 3 à 7 jours, jusqu’à l’obtention d’un tapis 
cellulaire confluent (phase de prolifération). Le milieu de culture est ensuite retiré de l’insert pour placer le tissu à l’interface 
air-liquide, la membrane maintenant physiquement les cellules séparées du milieu de culture. Le contact avec l’air va induire 
la différenciation des cellules primaires pour reproduire, en quelques semaines (environ 6) l’architecture d’un épithélium nasal, 
bronchique ou alvéolaire in vitro. Les cellules basales, à l’interface liquide, accèdent aux nutriments par diffusion à travers les 
pores de la membrane. 
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Après la phase de prolifération des cellules, la différenciation induit des évolutions structurales 
au cours du temps, traduisant l’abondance et la distribution des différents types cellulaires (Figure 22). 
Dès la formation du tapis cellulaire, l’apparition de jonctions serrées constitue l’intégrité du tissu, 
mesurable grâce à la résistance transépithéliale (Transepithelial/transendothelial electrical resistance ; 
TEER)373 (Figure 23). La mesure se stabilise au cours du temps avec la polarisation des cellules et les 
sécrétions. Les cellules deviennent progressivement plus petites et polarisées et s’organisent en 
colonnes, induisant l’augmentation de l’épaisseur du tissu.  

 

 
Figure 22 : Suivi des paramètres indicateurs de la différenciation des épithéliums à l’interface air-liquide au cours du temps, 
Chen et al. (2019)374 

 

 
Figure 23 : Mesure de la résistance transépithéliale (TEER), source : ebrary.net375. (a) Schéma de réalisation de la mesure de 
TEER. Du liquide isotonique au milieu de culture en basolatéral est placé au pôle apical de l’épithélium. La sonde de mesure 
est composée de deux électrodes d’argent adaptées pour chaque compartiment, l’une plonge dans le compartiment 
basolatéral, tandis que l’autre s’arrête au pôle apical de l’épithélium sans le toucher. Les électrodes sont séparées par la 
monocouche cellulaire. L’appareil relié à la sonde permet d’effectuer une mesure de la résistance électrique entre les 2 
compartiments (Ω), traduisant l’intégrité du tissu. La mesure brute inclue la résistance résiduelle de la membrane. Ainsi la 
résistance du tissu rapportée à sa surface est calculée via la formule : TEER (Ω.cm2) = (résistance brute (Ω) – résistance 
membrane) x surface (cm2). (b) Exemple d’appareil commercialisé EVOM2® et la sonde STX2®, commercialisé par World 
Precision Instruments, que nous utilisons au laboratoire. 
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Dès la 3ème semaine, la différenciation des cellules est visible par l’apparition des cils, dont les 
mouvements sont visibles au microscope, et de mucus observable à l’œil nu. Selon l’origine des cellules 
primaires, l’architecture de l’épithélium ainsi que les types cellulaires retrouvés seront différents. Des 
cellules d’origine nasale ou trachéale donneront un épithélium pseudostratifié cylindrique ; des 
cellules bronchiques, un épithélium simple cylindrique ; et des cellules alvéolaires, un épithélium 
cubique simple, très fin et pavimenteux. Des marquages en immunohistochimie permettent de 
différencier les différents types cellulaires (FOXJ1 : ciliogenèse, MUC5AC : cellules à mucus, P63 : 
cellules basales, CC10 : cellules de Clara, ZO-1 : jonctions serrées, Ki-67 : marqueur de différenciation) 
(Figure 24)374,376,377. 

 

 
Figure 24 : Marquages immunohistochimiques de l’expression des marqueurs tissulaires, traduisant la différenciation des 
épithéliums. L’hématoxyline, l’éosine et le bleu alcian permettent de colorer les noyaux et cytoplasmes. TP63 marque les 
cellules basales, MUC5AC les cellules à mucus, FoxJ1 les cellules ciliées et CC10 les cellules de Clara. Le panel de gauche est 
issu de l’étude de Maughan et al. et représente les protéines tissulaires d’un épithélium respiratoire adulte différencié à partir 
de cellules primaires issues de biopsies trachéobronchiques378. Les panels du milieu et de droite sont issus de l’étude de Huang 
et al., qui compare la composition cellulaire des épithéliums MucilAir® du tractus respiratoire supérieur et des épithéliums 
alvéolaires SmallAir® générés à partir de cellules primaires376. Les couches supérieures des épithéliums nasaux et 
trachéobronchiques sont composées des cellules ciliées et des cellules à mucus. Les cellules basales se situent entre ces cellules 
et l’endothélium. Contrairement au tractus respiratoire supérieur, l’épithélium alvéolaire est peu cilié et peu abondant en 
cellules à mucus. On constate en revanche une forte présence des cellules de Clara, occupant un rôle majeur de régénération 
et de sécrétion.  

 
Les premiers modèles de culture d’épithélium respiratoire en ALI ont été développés en 

1988379, mais on observe depuis une dizaine d’années une démocratisation de leur utilisation liée à la 
commercialisation de modèles prêts à l’emploi tels que MucilAir® et SmallAir® (Epithelix)380 ou 
EpiAirway® (MatTek)381 et la publication de protocoles de différenciation et de génération des tissus. 
Par exemple, l’étude de Rayner et al. génère des épithéliums pseudostratifiés pleinement différenciés 
à partir de cellules primaires bronchiques en 4 semaines, à l’aide de milieux de culture commerciaux 
adaptés377. L’utilisation de cellules souches pluripotentes, pertinente pour des études de médecine 
régénératives, permet d’obtenir des tissus exprimant jusqu’à 6 types cellulaires différents, comme 
illustré dans l’étude de Huang et al., et en particulier l’obtention de Pneumocytes alvéolaires382. 

L’architecture très proche des conditions physiologiques, les mouvements ciliaires, la sécrétion 
de mucus, les capacités de régénération des épithéliums et la possibilité de générer des épithéliums à 
partir de cellules de patients (sains ou malades) en font un modèle de choix pour étudier la 
physiopathologie des maladies respiratoires. Ainsi, malgré leur cout élevé, ils sont très utilisés dans les 
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études de toxicologie, des maladies chroniques (BPCO, mucoviscidose) mais aussi pour l’étude de la 
physiopathologie des infections virales et le criblage de molécules antivirales383–385. 

Dans l’étude de Pharo et al., les auteurs ont mis au point un modèle de culture en ALI à partir 
de cellules primaires épithéliales bronchiques (NHBE) pour étudier la physiopathologie des virus 
influenza386. L’épithélium bronchique pseudostratifié et polarisé obtenu est caractérisé par la sécrétion 
de mucus et la présence de cellules ciliées, de cellules basales, de goblet cells et club cells. Une 
cinétique d’infection et des marquages en immunofluorescence ont confirmé qu’à 30h post-infection 
la majorité des cellules étaient infectées par le virus influenza H1N1pdm09. La physiopathologie 
induite a été caractérisée par (i) une atteinte des jonctions serrées mise en évidence par une chute du 
TEER et des marquages d’immunofluorescence, (ii) un relargage de LDH dans le milieu basal traduisant 
la mort cellulaire, et (iii) une diminution de l’expression du gène MUC5B impliqué dans la sécrétion de 
mucine. Par ailleurs, l’étude caractérise l’activation de la défense immunitaire en mettant en évidence 
la surexpression de plusieurs gènes codant pour des cytokines inflammatoires comme CXCL10 ou 
IFNB1 ainsi que la sécrétion de ces cytokines. 

Une autre étude reproduit des épithéliums respiratoires à partir de cellules primaires 
trachéales de furet, comportant des acides sialiques de type α2,6 similaires à ceux du tractus 
respiratoire humain afin d’étudier le tropisme de différents virus influenza d’origine humaine ou 
aviaire387. Les auteurs concluent que les influenza humains (H1 ou H3) se répliquent préférentiellement 
dans les cellules ciliées, tandis que les virus aviaires hautement pathogènes (H5N1) se répliquent 
efficacement dans les cellules non-ciliées. 

Par ailleurs, la société Epithelix met en évidence la relevance de son modèle MucilAir® généré 
à partir de cellules primaires nasales issues d’un pool de 14 donneurs différents pour évaluer 
l’efficacité antivirale de composés dans son étude de 2018388. Le rupintrivir, efficace contre les 
rhinovirus est utilisé comme traitement contre plusieurs rhinovirus et des IAV (H1N1 et H3N2). La 
validation du modèle est réalisée par l’étude de plusieurs paramètres modulés par l’infection comme 
la production de virus au pôle apical, la clairance muco-ciliaire, l’intégrité des tissus (TEER) ainsi que la 
production de peptides antiviraux comme les défensines et les cathelicidines. 

En 2008, des articles décrivaient déjà le tropisme et la pathogénicité du SARS-CoV sur ce type 
de modèles. L’étude de Sims et al. caractérise et compare des infections sur des Calu-3 différenciées 
en ALI et sur des épithéliums générés à partir de cellules primaires389. Les auteurs mettent en évidence 
les capacités réplicatives du virus dans les cellules ciliées et le tropisme majeur du virus pour le 
récepteur ACE2, exprimé par les deux modèles. 

Ainsi, dès l’identification d’un nouveau coronavirus en 2019 en Chine, l’isolement du SARS-
CoV-2 a été réalisé en plaçant directement les prélèvements de patients (lavages bronchoalvéolaires) 
en contact avec des cellules épithéliales pulmonaires en ALI19,390. 96 heures post infection, des effets 
cytopathiques ont été observés ainsi qu’un arrêt des battements ciliaires, traduisant une infection 
effective, alors qu’aucun signe d’infection n’avait été observé sur les lignées cellulaires VeroE6 et Huh-
7. Ce premier article publié sur le SARS-CoV-2 souligne la relevance physiologique majeure de ce 
modèle en comparaison de lignées cellulaires, plus difficilement permissives aux isolats de virus 
humains. 

A posteriori, de nombreuses études ont utilisé ce modèle pour décrire la physiopathologie du 
SARS-CoV-2. Nous pouvons citer l’étude de Robinot et al. qui a caractérisé l’infection sur des 
épithéliums différenciés en ALI à partir de cellules primaires bronchiques391. L’article souligne le 
tropisme majoritaire du virus pour les cellules ciliées, entraînant des dommages sur la motilité des cils 
et leur régénération. 
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De même que pour influenza, les épithéliums sont utilisés pour la validation préclinique de 
l’efficacité des molécules antivirales. Récemment, le molnupiravir (NHC) a été évalué sur des cellules 
épithéliales pulmonaires en ALI contre 5 coronavirus (SARS-CoV-2, MERS-CoV et des Coronavirus 
zoonotiques à potentiel émergeant : Bat-CoV SHC014, HKU3 et HKU5)392. Une diminution dose-
dépendante de la production virale a été décrite contre toutes les souches, soulignant le potentiel 
antiviral à large spectre de la molécule. Ces résultats ont été confirmés en modèle murin. 

Ce modèle d’épithélium en ALI s’inscrit pleinement dans nos travaux de recherche au 
laboratoire. Depuis 2016, l’utilisation des supports MucilAir® et SmallAir® est déterminante dans 
l’ensemble de nos projets pour caractériser les interactions hôte-pathogène, produire des virus 
respiratoires, évaluer des candidats-médicaments ou déterminer leur(s) mode(s) d’action. Cependant, 
ce modèle comporte quelques limites : le temps de génération est long et nécessite un réel savoir-
faire, tandis que les systèmes prêts à l’emploi sont onéreux et le maintien des tissus est limité dans le 
temps. De plus, les épithéliums ne reproduisent pas complétement l’environnement physiologique du 
système respiratoire car ils omettent certains types cellulaires. C’est pourquoi, des modèles de co-
culture sont aujourd’hui développés, avec des cellules endothéliales, des fibroblastes ainsi que des 
cellules immunitaires (macrophages, cellules dendritiques), qui jouent des rôles clés dans l’immunité 
innée et adaptative393–395. 

 

8.2.2.3. Les systèmes « lung-on-chip »  

 
Bien que les systèmes ALI permettent une architecture fidèle de l’épithélium respiratoire, ils 

ne reproduisent pas la structure de l’organe dans son entièreté, ni les contraintes mécaniques ou les 
interactions avec d’autres organes. De nouveaux systèmes alliant biologie et engineering ont été 
développés ces dernières années, avec l’objectif de reproduire l’architecture complexe d’un ou 
plusieurs organe(s) sur une carte micro-fluidique : « organ-on-a-chip ». Ce système utilise comme base 
un appareil micro-fluidique constitué de chambres perfusées contenant une membrane flexible et 
poreuse sur laquelle les cellules peuvent être greffées396. Les chambres communiquent entre elles par 
des monocanaux, afin de placer les différents tissus ou organes dans un environnement dynamique. 
Le dispositif permet de simuler les interactions cellules-cellules, tissus-tissus, les mouvements 
fluidiques ou mécaniques que peut subir un organe dans un contexte physiologique. 
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Pour le tractus respiratoire, les systèmes « lung-on-chip » constituent une bio-interface entre 
des cellules épithéliales avec le système vasculaire, sur laquelle sont reproduits les mouvements de la 
respiration (Figure 25)372,396.  

 

 
Figure 25 : Le système « lung-on-chip » (A) reproduit les interactions mécaniques in vivo (B) entre les poumons et le système 
vasculaire, sur un support in vitro en micro-fluidique, Heinen et al. (2021)372. La couche de cellules endothéliales est située 
dans un canal vasculaire tandis que la couche épithéliale alvéolaire est cultivée dans un deuxième canal en ALI. Les deux 
canaux sont séparés par une membrane poreuse en polydiméthylsiloxane, recouverte d'une matrice extracellulaire capable 
de se déformer, sur laquelle des forces mécaniques sont appliquées afin de reproduire les mouvements de la respiration396. 

 
Plusieurs dispositifs commerciaux sont disponibles sur le marché comme Lung-on-Chip® 

(Alveolix)397, un système micro-fluidique alvéolaire mimant la respiration et adaptable en version 96 
puits, ou les systèmes Lung-chip® et Airway lung-chip® (Emulate)398, particulièrement adaptés au 
criblage de candidats-médicaments. Ce marché en développement présente un grand potentiel 
d’évolution et devrait fournir à la recherche les outils du futur, à l’image du « human-on-a-chip » 
développé par TissUse, permettant de simuler les interactions entre tous les groupements d’organes 
du corps humain (Figure 26)399. 

 

 
Figure 26 : Schéma commercial du « human-on-a-chip » développé par TissUse. Le système permet de mettre en relation à 
façon différents compartiments cellulaires du corps humain, comme la peau, les reins, le cœur, le cerveau, les cellules 
lymphatiques, les intestins, le pancréas, … 
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Dans le contexte des infections respiratoires, l’utilisation de ces systèmes dynamiques est 
notamment pertinente pour l’étude des interactions hôte-pathogène et du recrutement des cellules 
immunitaires, mais aussi pour évaluer des traitements antiviraux. 

Par exemple, l’étude de Si et al. utilise un système micro-fluidique « lung-chip » composé d’un 
épithélium pseudostratifié et d’un endothélium pulmonaire, obtenus à partir de cellules primaires 
humaines pulmonaires et endothéliales pour caractériser des infections avec influenza400. Les auteurs 
décrivent la physiopathologie induite avec des dommages à la barrière épithéliale et endothéliale ainsi 
qu’une perte des cellules ciliées au pôle apical. En co-culture avec des cellules immunitaires, ils 
démontrent que les virus de type H3N2 ou H5N1 provoquent un syndrome pro-inflammatoire plus 
important que H1N1, contribuant à la physiopathologie de l’infection. Par ailleurs, ils utilisent plusieurs 
systèmes lung-chip pour mimer la transmission interhumaine et étudier l’émergence de mutations de 
résistance. Au bout de plusieurs passages en présence d’amantadine ou d’oseltamivir, ils constatent 
une diminution de l’activité antivirale liée à l’émergence de mutations.  

Cette même équipe a récemment utilisé un système lung-chip commercialisé par Emulate pour 
le criblage de médicaments à repositionner (chloroquine, arbidol, toremifene, clomiphene, 
amodiaquine, verapamil et amiodarone) contre le SARS-CoV-2, à l’aide d’un pseudovirus rapporteur401. 
Le système de perfusion a permis de mimer l’administration par voie orale des candidats, dont 
l’efficacité avait été démontrée sur les lignées Vero et Huh-7 dans une étude préliminaire. Les résultats 
ont mis en évidence l’efficacité de l’amodiaquine et du tomeriphene, confirmée par la suite in vivo en 
modèles de hamster. Les auteurs soulignent ainsi l’utilité prédictive de ces modèles lung-chip plus 
physiologiques, pour le criblage de nouveaux médicaments. 

Par ailleurs, l’équipe de Zhang a reproduit un système « alvéole-chip » à partir de cellules 
alvéolaires immortalisées (HPAEpiC) et des cellules microvasculaires pulmonaires (HULEC-5a), dans 
lequel des cellules immunitaires PBMC (cellules mononuclées du sang périphérique) peuvent circuler, 
afin d’étudier leur recrutement dans un contexte d’infection par le SARS-CoV-2402. Les auteurs ont 
décrit une forte infection des cellules épithéliales mais pas des cellules endothéliales. Pourtant, 
l’activation de la voie des interférons de type I a été mise en évidence dans l’épithélium consécutive à 
l’activation de JAK/STAT (Janus Kinase/ Signal transducers and activators of transcription) dans 
l’endothélium, traduisant la communication entre les deux compartiments. En présence des PBMC, 
une augmentation des cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1 et l’IL-6 a été mesurée dans les 
fluides circulants, ainsi que l’attachement de monocytes dans le compartiment endothélial.  

 Ainsi, ces systèmes permettent de franchir une étape supérieure dans la relevance des 
modèles d’études précliniques en décuplant les possibilités d’interactions in vitro entre les différents 
compartiments du corps humain. A l’heure actuelle, ces dispositifs restent cependant très onéreux et 
nécessitent un vrai savoir-faire pour leur prise en main et leur maintien dans le temps. De plus, ils ne 
sont pas encore adaptés à la démultiplication des conditions expérimentales. Ce marché promet donc 
de belles perspectives d’innovation vers des modèles plus simples d’utilisation et la combinaison avec 
d’autres technologies comme l’impression 3D, permettant de créer des supports plus 
reproductibles403. 
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Chapitre 2. Les interférons de type III 
 Lors de l’infection par un virus respiratoire, les senseurs cellulaires déclenchent l’activation 

d’un système d’alarme conduisant à la mise en place de l’immunité de la cellule-hôte. Les interférons 
(IFN) sont les premiers effecteurs de l’immunité innée antivirale conduisant à la production des 
interferon-stimulated genes (ISG) visant à contenir l’infection404. Les interférons de type I entrainent 
notamment la sécrétion de nombreuses cytokines pro-inflammatoires. Si l’inflammation n’est pas 
modulée, une hyperstimulation peut entrainer une aggravation de la physiopathologie induite. Par 
exemple, l’infection par le virus influenza pandémique de 1918 a entrainé une réponse inflammatoire 
beaucoup plus importante que les virus influenza saisonniers405. Non régulée, l’inflammation induite a 
été impliquée dans une pathogénicité accrue, résultant en une dégradation rapide du tableau clinique 
des cas sévères et une mortalité importante. Tel que décrit précédemment, un phénomène similaire 
est observé dans les pneumonies sévères de COVID-19 avec la formation d’œdèmes pulmonaires 
inflammatoires136.  

 Dans les muqueuses respiratoires, un autre type d’interférons décrits plus récemment 
occupent un rôle majeur : les interférons de type III. Ils présentent la particularité d’établir une défense 
locale contre l’infection, sans activer les effecteurs de l’inflammation. Une étude récente comparant 
la physiopathologie induite par le SARS-CoV-2 chez les adultes et les enfants a d’ailleurs mis en 
évidence une activation préférentielle des interférons de type III dans la population pédiatrique, 
corrélée à des formes moins sévères, voire asymptomatiques de COVID-19 ; à la différence des adultes, 
chez qui il est constaté une modulation des interférons de type I et l’induction de cytokines pro-
inflammatoires406. 

 Ainsi, la compréhension des interactions hôte-pathogène conduisant à l’expression des 
interférons de type III constitue un axe majeur de recherche au sein de notre laboratoire. 

 

1. Généralités 

 Les interférons sont de petites glycoprotéines appartenant à la famille des cytokines, 
naturellement produites lors de la réponse immunitaire innée. L’activation des voies des IFN conduit 
à la sécrétion de produits codés par les ISG qui possèdent des activités antimicrobiennes et constituent 
la première ligne de défense de la réponse innée en cas d’infection par un pathogène, en particulier 
d’origine virale. On distingue trois familles d’IFN, regroupés en fonction de leur affinité pour leurs 
récepteurs et des similarités de séquences de leurs AA (types I, II et III). Si les IFN de type I sont connus 
et étudiés depuis de nombreuses années, les IFN de type III ne sont décrits que depuis une vingtaine 
d’années. 

 
1.1. Les différents types d’interférons 

 
1.1.1. Interférons de type I 

Les IFN de type I sont les premiers à avoir été découverts en 1957 par Isaacs and 
Lindenmann407. Il s’agit de la plus large famille chez l’Homme et la souris, regroupant 13 types d’IFN-
α, les IFN-β mais aussi les IFN-ε, IFN-κ, IFN-ω (humain) et IFN-ζ (souris). L’ensemble des gènes codants 
sont situés sur le chromosome 9. Les récepteurs des IFN de type I (IFNAR1 et IFNAR2) sont exprimés à 
la surface de toutes les cellules nucléées. Ils sont donc ubiquitaires même si les différents isotypes 
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présentent des différences d’affinité. Ils possèdent un large panel d’activités antimicrobiennes 
(antivirales, antibactériennes et antifongiques) systémiques mais également des propriétés 
immunomodulatrices et antiprolifératives. 

 
1.1.2. Interférons de type II 

Les IFN de type II sont uniquement des IFN-γ produits par des lymphocytes NKT (natural killer) 
ou les cellules lymphoïdes. Ils jouent un rôle dans l’immunité innée et/ou adaptative mais aussi dans 
l’auto-immunité et l’inflammation. Les gènes codants sont situés sur le chromosome 12 et leur 
récepteur est un hétérodimère constitué de IFNGR1, ligand majoritaire, et IFNGR2 retrouvés à bas 
niveau dans tous les types cellulaires à l’exception des érythrocytes408.  

 
1.1.3. Interférons de type III 

 Les IFN de type III sont les derniers à avoir été décrits en 2003 par deux groupes de recherche 
indépendants : Kotenko et al409 et Sheppard et al410. Ils identifient une famille de 3 cytokines appelées 
interleukine 28A (IL-28A), IL-28B et Il-29 présentant des homologies avec des IFN de type I. Les 
premières caractérisations de ces protéines recombinantes ont permis de démontrer une action 
préférentiellement antivirale. La 4ème cytokine IFN-λ4 n’est décrite que 10 ans plus tard lors d’une 
étude génétique chez des patients atteints d’hépatites chroniques. Son activité reste encore à préciser. 
Les interférons de type III sont les premiers effecteurs de l’immunité innée antivirale à la surface des 
muqueuses, intestinales comme respiratoires. Ils exercent donc un rôle critique dans le contrôle des 
infections virales dans le tractus respiratoire supérieur. 

 
1.2. Les gènes des interférons lambda 

 
1.2.1. IFNL1, IFNL2, IFNL3, IFNL4 

Kotenko409 et Sheppard410 décrivent pour la première fois les interférons de type III en 2003, 
au cours d’analyses génomiques visant à identifier de nouvelles cytokines de classe II. Ils identifient 3 
interleukines présentant des homologies avec des IFN de type I et l’IL-10. Bien que fonctionnellement 
proches des IFN de type I, ces cytokines sont structurellement plus proches de la famille de l’IL-10, 
notamment par leur affinité avec le récepteur IL-10R2. Elles possèdent 15 à 19 % d’homologie des 
acides aminés avec l’IFN-α et 11 à 13 % avec IL-22411,412. 

Les 3 gènes codants, IFNL1 pour l’IL-29, IFNL2 pour l’IL-28A et IFNL3 pour IL-28B, se situent sur 
la même région 19q13.13 du chromosome 19 (Figure 27). Les 3 protéines IFN-λ1, IFN-λ2 et IFN-λ3 sont 
hautement similaires. En effet, IFN-λ2 et IFN-λ3 présentent des séquences d’AA similaires à 96 % et 
leur similitude avec IFN-λ1 est d’environ 81 %. 

En 2009, des résultats d'études du genome wide association studies (GWAS) ont indiqué que 
des polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) identifiés en amont d'IFNL3 étaient fortement 
associés à la réponse au traitement par l’interféron-α et la ribavirine ainsi qu’à la clairance naturelle 
du virus de l'hépatite C (HCV), chez des patients issus de diverses ethnies413,414. Le 4ème gène IFNL4 n’est 
identifié qu’en 2013 lors d’une étude génétique visant à l’analyse des SNP chez des patients atteints 
d’hépatites chroniques415. L’IFN-λ4 est d’abord considérée comme une variante de l’IFN-λ3, pourtant 
les deux protéines ne comportent que 30 % d’AA similaires. 
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1.2.2. Polymorphismes de l’IFNL4 

Dans le génome, IFNL4 est situé en amont d’IFNL3. Son polymorphisme inhabituel modifie 
considérablement la capacité des individus à produire de l’IFNλ4416. 

Le variant IFNL4-ΔG/TT (rs368234815) dans l'exon 1 de IFNL4 est parmi les plus décrits (Figure 
27). Il s’agit d’un polymorphisme dinucléotidique composé des SNP rs11322783 (Δ/T) et rs74597329 
(G/T), en déséquilibre de liaison. En effet, l'allèle ancestral IFNL4-ΔG crée un cadre de lecture ouvert 
qui permet à la protéine IFN-λ4 entière d'être fabriquée, tandis que l'allèle alternatif IFNL4-TT entraîne 
un décalage du cadre de lecture à la position d’AA 22 qui termine prématurément la protéine415. Bien 
que le gène IFNL4 soit présent chez tous les primates, l'Homme est la seule espèce chez laquelle cet 
allèle a été trouvé. Au cours de l’évolution, le gène a subi une très forte sélection pour IFNL4-TT, 
conduisant la production d’IFN-λ4 inactive. Ainsi, on estime que 95 % de la population africaine, 50 % 
des européens et moins de 15 % des asiatiques possèdent au moins une copie de l’allèle ΔG. L’allèle 
défaillant est présent à 93 % dans les populations asiatiques, 68 % des européens et à seulement 23 % 
dans la population africaine415. Le déséquilibre de liaison entre IFNL4-ΔG/TT et IFNL4 est donc complet 
dans les populations asiatiques et fort parmi ceux d'ascendance européenne, mais plus faible dans les 
populations africaines. 

Un autre polymorphisme, identifié sur l’exon 2 rs117648444 à la position d'acide aminé 70 
(P70S) exerce un impact sévère sur l’expression de la protéine.  

Biologiquement, plusieurs études ont largement démontré que le génotype du variant IFNL4-
ΔG/TT, ainsi que des SNP en déséquilibre de liaison avec ce polymorphisme produisent des niveaux 
inférieurs d'expression des ISG et une efficacité antivirale moindre417,418. Mais de manière contre-
intuitive, une clairance naturelle du virus HCV plus rapide ainsi qu’une meilleure réponse aux 
traitements antiviraux de l'hépatite C chronique à base d’IFN-α sont observées chez les patients 
exprimant une IFN-λ4 moins active. 

Ainsi, bien qu’IFNL4 n’ait pas encore livré tous ses secrets, l’étude de ces polymorphismes 
constitue une piste sérieuse d’amélioration des traitements de l’hépatite C chronique. 

 

 
Figure 27 : Schéma des gènes des interférons lambda et emplacements des polymorphismes des variants fonctionnels d’IFNL4 : 
IFNL4-ΔG/TT (rs368234815) dans l'exon 1et IFNL4-P70S (rs117648444) dans l’exon 2, d’après Fang et al. (2020)416 



80 
 

1.3. Récepteurs 

 Les récepteurs des IFN de type III sont composés d’un hétérodimère constitué de 2 sous-unités 
: la sous-unité α (IL28RA ou IFNLR1) et la sous-unité β (IL10RB) ; cette dernière est partagée avec les 
cytokines de la famille de l’IL10 tels que IL-22 et IL-26411,419,420. Alors que l'IL10RB semble être exprimée 
de manière ubiquitaire, l'expression d'IFNLR1 est restreinte à certains types cellulaires. Le récepteur 
est majoritairement exprimé dans les cellules épithéliales respiratoires, intestinales, vaginales et 
hépatocytaires et quelques cellules immunitaires dont les macrophages, les cellules dendritiques et 
les leucocytes. L’IFN-λ1 montre une plus grande affinité pour IFNLR1.  

 Les cellules épithéliales respiratoires, qui ont la particularité d’être polarisées, présentent un 
haut niveau d’expression de ces récepteurs419,421,422. Les récepteurs type I IFNAR (α/β) sont situés au 
pôle basolatéral tandis que les IFNLR (λ) sont présents à la fois au pôle apical et au pôle basolatéral. 
Ainsi, les IFNLR1 sont les seuls récepteurs à l’interféron au pôle apical. De ce fait, les interférons de 
type III ne sont pas en mesure d’apporter une protection contre des infections virales systémiques, 
mais apportent une protection au niveau des muqueuses. Il est de plus en plus évident que les IFN de 
type III constituent la réponse IFN dominante dans l'épithélium respiratoire. 
 

2. Du stimulus à la sécrétion des ISG : schéma général 

 L’expression basale des gènes des interférons est maintenue faible en l’absence de stimulus423. 
Lorsqu’un signal d’alerte est détecté, une cascade de signalisation est déclenchée visant à la 
production d’effecteurs antiviraux : les ISG (Figure 28). Ce processus se déroule en deux étapes, du 
signal à la production des interférons, puis de la fixation des interférons sur les récepteurs à la sécrétion 
des ISG. 

 
Figure 28 : Schéma général des voies de signalisation des interférons, Hemann et al. (2017)412. Lorsqu’un virus est détecté, la 
cacade d’activation menant aux IFN de type I (α et β) et de type III (λ) est identique. Une fois sécrétés, les IFN exercent une 
activité paracrine et exocrine mais leurs récepteurs sont différents et ne sont pas présents sur les mêmes types cellulaires. 
Ainsi, les IFN de type I ont une activité antivirale systémique tandis que les IFN de type III sont impliqués dans l’immunité locale 
des muqueuses. Les deux types d’IFN induisent la sécrétion d’effecteurs antiviraux : les ISG, notamment par l’activation des 
voies JAK/STAT. 
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2.1. Induction des interférons  

 Les stimuli conduisant à la sécrétion des interférons type III sont identiques à ceux des 
interférons type I. En revanche, les récepteurs et les facteurs de transcription impliqués diffèrent411,412. 
Lorsque l’hôte détecte des déterminants moléculaires viraux (Pathogen Associated Molecular 
Patterns : PAMP) par les récepteurs de l’immunité innée (Pattern recognition receptor : PRR), les 2 
types d’interférons peuvent être sécrétés.  

 Au niveau des endosomes, les acides nucléiques viraux sont reconnus par les Toll-like 
Récepteurs (TLR) 3,7,8 et 9. Dans le cytosol, ils sont détectés par les RIG-I-like receptors (RLR) comme 
RIG-I (retinoic acide inducible gene I), MDA-5, cGAS ou STING422. La détection des PAMP entraine le 
recrutement de MAVS (mitochondrial antiviral signaling protein) qui peut être associée aux 
membranes du peroxysome ou des mitochondries. Des protéines auxiliaires peuvent être recrutées 
pour initier la transduction du signal comme MyD88 ou Ku70424,425. MAVS déclenche l’activation des 
facteurs de transcriptions NFκB (nuclear factor-kappa B) et des IRF (interferon regulatory factors), en 
particulier IRF 3, 7 et 9 induisant la transcription, traduction et sécrétion des cytokines d’interféron de 
type I comme de type III. Les promoteurs des gènes IFNL possèdent des sites de fixation à NFκB, IRF1, 
IRF3 et IRF7 de manière similaire aux interférons de type I. IFNL1 présente une plus forte affinité avec 
IFR3 tandis que IFNL2/3 pour IRF7426. NFκB est inductible indépendamment des IRF, ce qui confère une 
plus grande flexibilité d’induction des promoteurs des IFN de type III comparée à celle des type I411,427. 

 

2.2. Induction des ISG 

 Une fois sécrétés, les IFN se fixent sur leurs récepteurs spécifiques, qui peuvent être situés sur 
la même cellule ou des cellules environnantes. La fixation déclenche une boucle d’auto-amplification 
se traduisant par une augmentation de l’abondance des récepteurs à la surface des cellules. Les IFN de 
type I se fixent sur leur récepteur IFNAR1/2 exprimé de manière ubiquitaire sur tous les types 
cellulaires tandis que les IFN de type III se fixent aux récepteurs IFNLR1/IL10-R2 majoritairement 
exprimés sur les cellules épithéliales des muqueuses. La liaison avec ces récepteurs déclenche des 
cascades d’activation, en particulier la signalisation de la voie JAK/STAT. JAK1, TYK2 (Tyrosine Kinase 2) 
et potentiellement JAK2 sont phosphorylées et activent à leur tour STAT1 et STAT2. Plusieurs études 
suggérèrent que JAK2 pourrait être spécifiquement activée lors d’une induction par les IFN-λ, au 
détriment de la TYK2428,429. STAT 1 et STAT 2, une fois phosphorylés, forment un complexe avec IRF9 
appelé ISGF3 (interferon-stimulated gene factor 3). Après une translocation dans le noyau de la cellule, 
le complexe se fixe sur les éléments de réponse aux interférons ISRE (interferon stimulated response 
element), promoteurs des ISG, initiant la transcription d’un large panel d’effecteurs antiviraux.  

 Une régulation négative des interférons est assurée par la sécrétion des suppresseurs de 
cytokines, comme SOCS 1 et 3, interagissant avec TYK2430–432 ou par USP18, spécifique des IFN de type 
I, inhibant IFNAR433. 
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3. Spécificité des cellules épithéliales 

 La contribution des différents facteurs impliqués dans l’induction des voies interférons est 
dépendante du type cellulaire427. Dans les voies respiratoires, la détection des agents étiologiques a 
lieu au point d’entrée de l’infection, au niveau des muqueuses, dans les cellules épithéliales nasales 
et/ou pulmonaires. Comme vu précédemment, les cellules épithéliales respiratoires sont polarisées et 
présentent un niveau élevé d’expression des récepteurs IFNLR419,421,422. Ainsi, des infections par les 
virus de la grippe, rhinovirus, virus respiratoire syncytial, coronavirus et les bactéries comme 
S.pneumonie, H. influenza, S. aureus et M. tuberculosis déclenchent toutes une stimulation importante 
d'IFN-λ, qui constitue la réponse IFN initiale et dominante dans l'épithélium des voies respiratoires 
supérieures434–436. L’induction des interférons dans l’épithélium respiratoire semble principalement 
dépendante de RIG-I, MAVS et IRF7 tandis que NFKB joue un rôle de régulateur427. Dans l’exemple 
d’une infection par les virus influenza, la détection des déterminants viraux par les PRR et/ou TLR a 
lieu dès leur internalisation425. 

 
3.1. RIG-I est un PRR majeur 

 Dans les épithéliums respiratoires, les TLR 3 sont situés à la surface cellulaire et dans les 
endosomes des tissus bronchiques et alvéolaires. Ils reconnaissent les ARN double brins. Les ARN 
simple brin sont reconnus par les TLR 7 et 8 dans les endosomes des cellules épithéliales bronchiques. 
L’activation des TLR 7 semble particulièrement associée à la sécrétion d’IFN-λ et de cytokines pro-
inflammatoires telles que l’IL-6. Les RLR sont peu abondants dans les cellules épithéliales mais leur 
niveau d’expression augmente lors d’une infection à influenza425,437. Le récepteur le plus important 
pour la détection d’une infection par influenza est RIG-I situé dans les jonctions serrées et dans les 
endosomes. Il exerce un rôle majeur dans l’activation de MAVS et NFκB. Lorsqu’il est inhibé, la réponse 
interféron est fortement diminuée dans les cellules A549438. De plus, des souris délétées de RIG-I 
présentent un temps de clairance virale très allongé, associé à une augmentation de la mortalité face 
à un challenge avec influenza435,437. La signalisation par RIG-I permet d’induire les interférons de type I 
et III via le facteur de transcription IRF7 essentiellement439,440. Dans le cas du SARS-CoV-2, un profil 
similaire est observé, avec une reconnaissance exercée par MDA5441. 

 
3.2. La localisation de MAVS détermine l’espèce produite 

 Comme présenté dans le schéma général (Figure 28), de nombreux facteurs clés (RIG-I, IRF3, 
IRF 7 et NFKB) interviennent dans l’activation des IFN mais ils ne sont pas spécifiques des type I ou III. 
En revanche, la localisation subcellulaire de MAVS est déterminante pour l’espèce d’interféron 
produite422. D’abord identifiée dans les mitochondries, cette protéine a ensuite été localisée dans le 
peroxysome et les membranes du RE associées aux mitochondries442. 

 L’équipe de recherche de Charlotte Odendall démontre en 2014 que, située dans les 
mitochondries, MAVS active les voies des interférons de type I comme de type III par les facteurs de 
transcription communs NFκB, IRF3 ou les MAPK (mitogen-activated protein kinases) comme p38, ERK 
ou AP-1 (activator protein-1). En revanche, située dans le peroxysome, MAVS est capable d’induire des 
ISG indépendamment des IFN type I, activant préférentiellement NFκB et IRF3, mais pas les facteurs 
MAPK impliqués dans l'expression de l'IFN de type I428,443. L’article montre également que la capacité 
des cellules épithéliales intestinales à produire des IFN de type III est directement contrôlée par leur 
état de différenciation. La polarisation des cellules épithéliales permet une abondance de 
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peroxysomes et favorise ainsi la production d’IFN-λ au détriment des IFN type I. Il existe donc un lien 
fonctionnel entre la biogenèse des peroxysomes et la capacité de ces cellules à exprimer l'IFN-λ. 

 Les peroxysomes sont des organites contenant des enzymes catalase et oxydase 
indispensables à la régulation du métabolisme et du stress oxydatif, mais plusieurs études soulignent 
leur rôle important dans la réponse antivirale de l’hôte444. Plusieurs virus en font une cible de choix 
pour altérer la réponse innée de l’hôte, comme le virus de la dengue, le VIH ou encore Zika, qui inhibe 
un précurseur de peroxysome Pex19 pour établir une infection durable445. Par ailleurs, un désordre 
péroxisomal peut constituer un facteur de risque dans les infections virales respiratoires. C’est le cas 
du trouble de Zellweger, souvent associé à un décès par pneumonie. Les cellules dérivées de ces 
patients présentent un réponse antivirale aberrante428.  

 
3.3. NFKB joue un rôle régulateur 

 L’induction des IFN-λ dans les cellules épithéliales semble plus dépendante de NFκB que les 
IFN de type I, ses deux sous-unités exerçant des rôles opposés dans la modulation. En effet, l’équipe 
de Siegel démontre que NFκB joue un rôle régulateur dans l’induction de IFNL1 dans les cellules 
bronchiques BEAS-2B. La sous-unité p65/c-REL augmente l’expression d’IFNL1 avec un pic observé 90 
minutes après stimulation avec du Poly IC, tandis que p50 induit une down régulation426. Une inhibition 
de p50 induit une sécrétion d’IFN-λ1 durable dans le temps, tandis qu’une inhibition de P65 empêche 
totalement cette sécrétion. Un constat similaire est observé dans les cellules épithéliales du colon, où 
p65 stimule la production d’IFN-λ et des ISG comme OAS1 (2'-5'-Oligoadenylate Synthetase 1), tandis 
que p50 l’inhibe446. En clinique, l’étude de Salka et al. confirme que l’activation des IFN-λ est 
dépendante de la sous-unité p65 dans les cellules primaires épithéliales nasales in vivo447. P65 stimule 
la production d’IFN-λ en augmentant l’activité du promoteur du gène codant l’IRF7448. Cette activité 
semble plus importante pour les IFN de type III puisque l’inhibition de NFκB dans les cellules 
épithéliales vaginales induit une diminution des IFN-λ mais n’a qu’un faible impact sur les IFN de type 
I449. 

 

4. Les interférons λ constituent la première ligne de défense antivirale du 
tractus respiratoire supérieur 

  
Plusieurs études s’accordent sur le fait que les IFN-λ ont des fonctions biologiques redondantes 

des IFN de type I, capables respectivement d’effectuer des boucles de régulations compensatoires 
pour assurer la production des ISG et l’activité antivirale427,450. Pourtant, leurs activités antivirales 
n’interviennent pas simultanément, ni en termes d’amplitude, de cinétique, ni de site d’action. Tel que 
décrit précédemment, les récepteurs des IFN de type I sont ubiquitaires. Leur activité antivirale est 
donc systémique contrairement aux interférons de type III dont l’activité est particulièrement 
concentrée au niveau des muqueuses respiratoires et la réponse cellulaire est limitée à un entourage 
cellulaire proche. 
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4.1. Les interférons α, β et λ ont des activités non redondantes  

 Plusieurs études récentes ont permis de mieux caractériser l’activité antivirale non redondante 
des deux espèces d’interférons, notamment par l’utilisation de modèles murins délétés des récepteurs 
des interférons type I et/ou type III451,452. 

 L’équipe de Galani et al. a étudié la mise en place de l’immunité innée chez des souris infectées 
avec différentes doses de virus influenza452. Quel que soit l’inoculum viral, les résultats soulignent une 
sécrétion précoce d’IFN-λ dès les premières heures d’infection dans les lavages bronchoalvéolaires, 
confirmant leur activité antivirale de première ligne. En revanche, l’intervention des IFN-α/β est 
dépendante de la charge virale. Si la charge virale est faible, l’activité des IFN-λ est suffisante pour 
maîtriser l’infection, sans activation des effecteurs de l’inflammation452. En revanche, une charge virale 
importante entraine une propagation de l’infection au tractus respiratoire inférieur, nécessitant 
l’intervention rapide des deux types d’interférons427,450,452 (Figure 29). Les IFN de type I interviennent 
en aval des IFN-λ et activent une réponse pro-inflammatoire, nécessaire à la clairance virale, mais 
pouvant causer des dommages tissulaires. L’étude de Klinkhammer et al. confirme ces observations. 
Après une infection par instillation nasale de virus influenza, les souris dépourvues de récepteurs aux 
IFN-λ ont présenté une grippe sévère avec une rapide évolution pulmonaire. Les auteurs démontrent 
que l'IFN-λ a une fonction décisive et non redondante dans les voies aériennes supérieures qui limite 
fortement la transmission des virus respiratoires aux contacts naïfs451. Ainsi, ces résultats mettent en 
évidence l’activité antivirale locale des IFN-λ au point d’entrée de l’infection pour limiter sa 
propagation au tractus respiratoire inférieur, sans activer les médiateurs de l’inflammation452.  

 
Figure 29 : Les interférons de type III constituent la première ligne de défense antivirale locale, Galani et al. (2017)452. Ils 
interviennent de manière précoce, tant que la charge virale demeure faible. Leur activité antivirale permet de contenir 
l’infection dans le tractus respiratoire supérieur et de limiter la transmission, sans activer les effecteurs de l’inflammation. Les 
IFN type I, plus performants pour stopper l’infection virale avec leur action antivirale systémique, interviennent en seconde 
ligne quand les type III ne suffisent pas, activant le système inflammatoire en plus des médiateurs antiviraux. 

 

L’induction des IFN-λ permet également la sécrétion de nombreux ISG par les neutrophiles, 
avant le déclenchement de la réponse inflammatoire, suggérant une activité collaborative des IFN-λ 
avec les IFN-α/β pour le recrutement de effecteurs de l’immunité452. D’ailleurs, les souris dépourvues 
des IFN-λ présentent une réponse inflammatoire démesurée. Mais de manière inattendue, une 
réponse IFN type I non efficace entraine la mise en place de mécanismes compensatoires aboutissant 
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à une réponse innée aberrante et délétère. Ainsi, les deux familles d’IFN sont importantes pour obtenir 
une clairance virale rapide et améliorer la survie des souris.  

 Enfin, les deux mécanismes semblent exercer une modulation mutuelle de l’expression l’un 
sur l’autre. In vivo, l’IFN-λ recombinant, en plus de son activité antivirale, permet de réguler 
négativement les IFN de type I452. De la même manière, Pervolaraki décrit dans son étude que, dans 
les cellules épithéliales intestinales, la présence d'un récepteur fonctionnel de l'IFN de type III régule 
négativement la signalisation et l'activité de l'IFN de type I, tandis que la présence du récepteur de 
l'IFN de type I renforce positivement la signalisation et la fonction de l'IFN de type III453. Ainsi, ce 
mécanisme favoriserait l’expression des interférons de type III dans les cellules épithéliales. 

 

4.2. Les interférons λ n’activent pas d’inflammation 

 Contrairement aux IFN de type I, il est clairement documenté que les IFN-λ n’activent pas 
d’inflammation. Cependant, étant donné que les voies de signalisations menant aux ISG sont 
globalement identiques, seules quelques études donnent des éléments mécanistiques pour expliquer 
cette différence.  

 Récemment, l’étude de Foreo et al. a exploré ce mécanisme en traitant des hépatocytes, des 
A549 et des souris avec des IFN-β et λ3 recombinants454. L’instillation nasale d’IFN-β par les souris a 
bien conduit à la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires CXCR3, CXCL9, CXCL10, et CXCL11, ainsi 
qu’au recrutement des monocytes, macrophages et cellules dendritiques pulmonaires, à la différence 
de l’IFN-λ3. Pour expliquer cela, l’équipe a suivi la cinétique d’activation des ISG et des facteurs de 
transcription in vitro. L’étude indique que l’IFN-β induit une production très rapide mais limitée dans 
le temps des ISG, à la différence d’IFN-λ3 qui génère une production moins rapide mais plus durable 
des ISG comme ISG15, Mx1 ou OAS1. Cette induction plus rapide des ISG est associée à une 
phosphorylation de STAT1 plus précoce. Par ailleurs, une forte induction de IRF1 a été observée après 
traitement des cellules par les IFN-β et α, alors qu’une faible induction a été constatée avec les IFN-λ1, 
2 ou 3. L’étude met en évidence que STAT1 est le premier facteur de transcription nécessaire à la 
production d’IRF1 et émet l’hypothèse que l’abondance restreinte d’IFNLR1 dans les cellules 
épithéliales explique la faible phosphorylation de STAT1 par les IFN de type III. En effet, dans des 
conditions où l’abondance des récepteurs est augmentée, les IFN-λ3 conduisent bien à la production 
d’IRF1. Les auteurs suggèrent que la mise en place du système IFN de type III dans les cellules 
épithéliales est une adaptation sélectionnée par l’évolution pour induire un état antiviral sans activer 
l’inflammation. 

 Ainsi, IRF1 joue un rôle crucial dans la régulation des IFN de type I en induisant la production 
rapide mais transitoire des ISG et permet l’expression des cytokines impliquées dans le recrutement 
des cellules immunitaires. Dans des conditions d’infection avec une faible charge virale, les IFN de type 
III induisent une activité antivirale durable sans activer l’inflammation. Si nécessaire, dès l’activation 
des IFN de type I, ceux-ci sont capables d’induire rapidement la production des ISG et le recrutement 
des cellules immunitaires, grâce à l’intervention de IRF1. 
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5. Activité antivirale des ISG 

 Les ISG possèdent de multiples activités antimicrobiennes ciblant différentes étapes du cycle 
viral, mais aussi des activités régulatrices (Figure 30). A ce jour, aucun ISG n’a été déterminé comme 
spécifique d’une famille d’interféron. En revanche, leurs cinétiques d’induction sont corrélées avec 
celles des IFN. Ainsi, dans les cellules épithéliales, la signalisation IFN de type I est caractérisée par une 
induction aiguë des ISG et confère une protection antivirale rapide. Au contraire, la protection 
antivirale médiée par l'IFN de type III à action durable est caractérisée par une induction plus faible 
des ISG de manière retardée par rapport à l'IFN de type I454,455.  

 

 
Figure 30 : Schéma général de la voie de signalisation des interférons de type I conduisant à la sécrétion des ISG, Schneider et 
al. 2014433. Trois familles d’ISG sont représentées en fonction de leur activité : les effecteurs antiviraux, les inhibiteurs et les 
amplificateurs. 

 
Les effecteurs antiviraux issus des ISG ciblent différentes étapes du cycle viral. Par exemple, 

l’entrée du virus est bloquée par les effecteurs IFITM (Interferon Induced Transmembrane Protein), 
l’ARN viral est ciblé par les effecteurs OAS et IFIT (Interferon Induced Protein With Tetratricopeptide 
Repeats), la réplication est inhibée par les produits des gènes ISG15, ISG20, OAS, GBP, et IFI ; 
l’assemblage et le bourgeonnement viral sont ciblés par les effecteurs ISG15, BST2 ou RASD2433.  

Dans le cas d’infections à influenza, certains ISG tels que Mx1, la Viperin (virus inhibitory 
protein, endoplasmic reticulum [ER]-associated, IFN-inducible, ou RSAD2), ou IFITM3 sont 
particulièrement décrits comme des effecteurs essentiels à la clairance virale.  

 Concernant le SARS-CoV-2, les systèmes d’échappement aux senseurs cellulaires et l’inhibition 
des facteurs impliqués dans les voies des IFN, dans les phases précoces d’infection, rendent l’activité 
antivirale des ISG plus tardive et moins efficace, notamment par l’intervention des protéines non 
structurales et accessoires, ou encore l’interaction de la protéine M avec la voie de signalisation de 
RIG-I et MAVS pour bloquer l’induction des IFN456–458. Une induction intense et rapide des IFN-λ est en 
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revanche observée dans un second temps. La dérégulation des systèmes IFN conduit à la sécrétion des 
cytokines pro-inflammatoires qui sont les plus fréquemment identifiées suivant l’infection par le virus, 
comme IP-10 ou CXCL10. Également, une induction d’ACE2 est rapportée, dépendante de la charge 
virale, dans les premières heures d’infection94,457. Quelques ISG antiviraux sont tout de même identifiés 
comme IFIT3, IFIT1, IFITM1, ISG15, OAS1 ou Mx1441,457,459. Parmi eux, OAS1 semble exercer un rôle 
protecteur essentiel contre les formes sévères de COVID-19460–462. 

 

5.1. Mx1 
 

 Les protéines de la famille Mx ont été découvertes chez des souris anormalement résistantes 
aux infections influenza, porteuses d’un gène fonctionnel codant pour la protéine Mx1463,464. 
L’expression du gène MxA, l’équivalent chez l’Homme, peut être activée indépendamment par l’action 
des IFN de type I ou de type III mais des études comme celle de Klinkhammer s’accordent à dire que 
les IFN-λ induisent un niveau plus important et une action plus durable de Mx1 chez la souris451,465. Son 
mode d’action contre influenza diffère en fonction de sa localisation cellulaire. MxA cytoplasmique 
bloque la translocation nucléaire des vRNP entrants et inhibe la transcription secondaire et la 
réplication tandis que Mx1 nucléaire inhibe la transcription primaire réalisée par l'ARN polymérase 
virale465.  

 
5.2. Viperin (RSAD2) 

 La viperin est un effecteur antiviral majeur, inductible via les IRF1/3 et la voie JAK/STAT (Figure 
30)433.  Son mécanisme d’action n’est pas encore bien décrit mais elle semble inhiber la libération des 
nouveaux virions, en se fixant à l’enzyme farnesyl diphosphate synthase (FPPS) impliquée dans la 
biosynthèse du cholestérol et des isoprénoïdes, perturbant ainsi les radeaux lipidiques466. Elle interagit 
également  avec un facteur de biogénèse des peroxysomes (Pex19) pour augmenter leur abondance 
et améliorer l’effet antiviral444. 

 
5.3. IFITM3 

 IFITM3 est une protéine associée aux membranes des endosomes et lysosomes qui inhibe 
l'entrée virale dans le cytoplasme de la cellule-hôte en empêchant la formation du pore de fusion du 
virus467,468. C’est un effecteur antiviral majeur contre influenza, chez l’Homme comme chez la souris, 
exprimé par les cellules épithéliales respiratoires trachéales et bronchiques ainsi que les pneumocytes 
de type II469. Des études en modèles murins ont démontré que les souris délétées du gène IFITM3 
présentaient des symptômes sévères avec un inoculum de virus influenza normalement peu 
pathogène, associés à une augmentation de la mortalité et des dommages cardiovasculaires469,470. Cela 
a été confirmé chez l’Homme en 2012 dans une étude rétrospective soulignant la présence d’un 
polymorphisme génétique sur le gène IFITM3 chez un pourcentage significatif de patients hospitalisés 
pour grippe grave471. L’étude de ces polymorphismes a révélé la mise en place d’une réponse 
immunitaire adaptive inefficace467.  
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5.4. OAS1 

 Une fois sécrétés, les OAS (oligoadenylate synthetase) jouent un rôle de senseurs des ARN 
double brins et provoquent la synthèse de 2ʹ-5ʹ oligoadenylate, exerçant une activité RNAse du 
matériel génétique viral, mettant fin à la réplication472. OAS1 est considéré comme le senseur 
majoritaire et possède une activité antivirale significative contre le SARS-CoV-2473. En effet, l’étude de 
Zhou et al. décrit qu’un niveau plasmatique élevé de OAS1 est associé à une clairance naturelle du 
virus et une réduction de 50 % du risque de COVID-19 sévère. L’étude rapporte cette protection à la 
présence d’un isoforme ancestral OAS1-p46 (rs1131454-G)460. Cependant, des polymorphismes 
d’OAS1 conduisant à une diminution de son expression, ou à un non-sens, ont été identifiés en clinique 
comme des facteurs de risques de COVID-19 sévère lié à une clairance virale non efficace (rs1156361 ; 
rs2660 )461,462. Les auteurs de l’étude précisent que cette déficience peut être compensée in vitro par 
un traitement avec de l’IFN-λ1 recombinant. Ce gène ancestral semble hérité de Neandertal, ainsi les 
populations d’Europe et d’Asie porteuses de l’allèle protecteur présenteraient un avantage face à la 
maladie mais celles porteuses de polymorphismes seraient prédisposées à une COVID-19 plus 
sévère460–462. Au contraire, les populations africaines non concernées par un génome issu de 
Neandertal, ne sont ni avantagées ni défavorisées.  



89 
 

Chapitre 3. Le repositionnement de médicaments 
 

1. Définition du médicament 

 L’Article L5111-1 du Code de la Santé Publique définit le médicament comme : « toute 
substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives ou préventives à 
l'égard des maladies humaines ou animales, ainsi que toute substance ou composition pouvant être 
utilisée chez l'Homme ou chez l'animal ou pouvant leur être administrée, en vue d'établir un diagnostic 
médical ou de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions physiologiques en exerçant une action 
pharmacologique, immunologique ou métabolique ». 

 

2. Le marché du médicament 

 La pandémie de COVID-19 a plongé l’économie mondiale dans une récession en 2020 avec une 
chute historique du PIB aux Etats-Unis (-3.5 %) et dans la zone Euro (-6.8 %)474. Seule la Chine a su 
récupérer une croissance positive sur le dernier trimestre.  

 Pourtant, la part de l’industrie pharmaceutique dans l’économie mondiale ne cesse de croître, 
et a fait figure d’exception en 2020 avec un chiffre d’affaires (CA) historique de 1 203 milliards de 
dollars (environ 987 milliards d’euros), ce qui représente une croissance de 8 % par rapport à 2019475. 
Les Etats-Unis ont réalisé 46 % des ventes et demeurent au premier rang mondial, loin devant l’Europe 
(15.5 %), le Japon (6.6 %) et les pays émergents, la Chine et le Brésil qui réalisent 9.8 %. La France se 
classe au 5ème rang mondial, deuxième marché européen derrière l'Allemagne. Toutefois, sa part de 
marché a reculé de 2.2 points en dix ans. L’industrie pharmaceutique française a réalisé 62 milliards 
de CA dont 50 % à l’export, majoritairement à destination des Etats-Unis, de la Belgique et de 
l’Allemagne. 

 Le contexte économique mondial a cependant contraint les groupes pharmaceutiques à 
ralentir leur politique de fusions et acquisitions, en se recentrant sur des alliances plus ciblées dans 
des domaines thérapeutiques prioritaires, avec pour objectifs de renforcer leur présence sur des 
marchés clés ou d’acquérir de nouvelles technologies476. 

 

3. Processus de développement d’un médicament de novo 

 Le développement d’un nouveau médicament est un processus long et coûteux, affichant un 
très faible pourcentage de réussite. En moyenne, on estime que sur 10 000 molécules criblées lors 
d’étapes précliniques, 10 feront l’objet d’un dépôt de brevet et seulement 1 molécule obtiendra une 
autorisation de mise sur le marché (AMM) (Figure 31)477. 

 Le processus débute par une phase de recherche exploratoire visant à l’identification de 
nouvelles cibles ou au design de nouvelles molécules. Elle peut être encouragée par l’enrichissement 
des connaissances sur les interactions hôte-pathogène ou sur des mécanismes et/ou effecteurs 
impliqués dans les maladies. Les principes actifs les plus intéressants (0.001 % en moyenne) sont 
protégés par un dépôt de brevet pour une durée de 20 ans477. 
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Figure 31 :  Schéma récapitulatif du processus de développement d’un médicament de novo, source : LEEM478. 

 Les étapes de criblages sont suivies d’études précliniques in vitro puis in vivo en modèles 
animaux, selon des critères règlementaires, visant à déterminer les propriétés d‘Absorption, 
Distribution, Métabolisme, Elimination et Toxicité (ADMET) des candidats-médicaments, ainsi qu’à 
évaluer leur efficacité, constituant ainsi une première preuve de concept.  

 Si les résultats précliniques sont convaincants, les essais cliniques sur l’Homme débutent. Ils 
sont réalisés en milieu hospitalier sous la responsabilité de médecins investigateurs et se composent 
de trois phases479,480 : 

(i) La phase I vise à vérifier l’innocuité et la tolérance du produit par l’administration de quantités 
croissantes du médicament sur une petite cohorte de volontaires sains sous surveillance 
médicale étroite. Taux de réussite : 70 %. 

(ii) La phase II se déroule sur une cohorte plus importante de volontaires malades, afin de 
déterminer la dose optimale, pour laquelle l’effet thérapeutique est le meilleur avec le moins 
d’effets secondaires. L’objectif est de démontrer une balance bénéfice-risque favorable. Taux 
de réussite : 33 %. 

(iii) La phase III vise à valider sur une cohorte de grande importance de volontaires malades, 
l’efficacité et la sécurité du nouveau traitement dans des conditions habituelles d’utilisation 
de façon comparative au traitement de référence ou à un placebo. Les précautions d’emploi, 
effets indésirables et interactions avec d’autres composés sont identifiés et surveillés sur 
plusieurs années. Taux de réussite : 70 à 90 %. 
 

 A l’issue des essais cliniques, un dossier d’AMM peut être déposé. Il doit ensuite être validé 
par les autorités de santé nationales (Food and Drug Administration - FDA aux Etats-Unis, Agence 
Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé - ANSM en France) ou Européenne 
(Agence Européenne des Médicaments – EMA) avant la commercialisation du médicament. Un suivi 
de pharmacovigilance accompagne le médicament pendant toute la durée de sa commercialisation 
avec une surveillance accrue les premières années afin d’ajouter des précautions d’usage ou de mettre 
à jour les problèmes potentiels de sécurité et la fréquence d’effets secondaires éventuels. Par ailleurs, 
des études interventionnelles (dites de phase IV) peuvent être menées notamment si l’AMM le 
demande en raison du faible nombre de patients durant les essais cliniques (L5121-8-1 code de la Santé 
publique).  
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 L’AMM garantit une période de protection des données de 8 + 2 + 1 ans (Règlement CE 
n°726/2004, art. 14(11))481 : 

(i) 8 ans de protection sont accordés, période pendant laquelle personne ne peut accéder ou faire 
référence au dossier AMM (R5121-28 code de la santé publique) ; 

(ii) 2 ans de protection supplémentaires, période pendant laquelle il est possible de faire 
référence au dossier AMM, mais pendant laquelle il n’est pas possible d’obtenir d’AMM sur 
cette base (L5121-10-1 code de la santé publique) ; 

(iii) 1 an de protection supplémentaire (par rapport aux 2 ans précédents) si une nouvelle 
indication thérapeutique est accordée pendant la période des 8 ans et que celle-ci apporte un 
avantage important (L5121-10-1 code de la santé publique). 
 

 Sous certaines conditions, une demande de certificat complémentaire de protection (CCP) 
peut être effectuée, permettant de prolonger la durée de protection du brevet (i) d’un principe actif 
entrant dans la composition d'un médicament, (ii) du procédé d’obtention ou de (iii) son application482. 
Dans le contexte du développement d’un nouveau médicament, le CCP permet de compenser le temps 
nécessaire à l’obtention de l’AMM, qui peut considérablement retarder l’exploitation du produit sous 
monopole du brevet. Il prend alors le relais du brevet à l’expiration de celui-ci pour une durée 
maximale de 5 ans et demi. 

 A l’expiration du brevet, la molécule tombe dans le domaine public, offrant la possibilité à 
d’autres laboratoires de fabriquer le médicament sous forme générique. 

 Il s’écoule en moyenne 15 ans entre le dépôt de brevet et la mise sur le marché du 
médicament, représentant un investissement estimé à 2 milliards de dollars pour un taux de succès 
estimé à moins de 10 %483. A noter que ces dernières années ont été marquées par une augmentation 
significative des coûts de recherche et développement (R&D) estimés à plus de 10 % par an, liée à 
l’allongement des phases d’études cliniques engendré par une aversion sociétale des risques liés aux 
médicaments. Cela représente donc un énorme investissement, sans assurance de rentabilité. Cet 
investissement est toutefois fonction de la classe thérapeutique des médicaments. Une étude 
statistique menée sur des études cliniques entre 2010 et 2015 rapporte que seulement 3.4 % des 
médicaments pour l’oncologie contre 33.4 % des vaccins mènent à une AMM484. Concernant les 
molécules anti-infectieuses, ce pourcentage de réussite est estimé à 25 %. 

 Ces données peuvent également être modulées par le contexte et les enjeux sanitaires. Dans 
un contexte pandémique, certains médicaments peuvent faire l’objet de procédures accélérées par la 
FDA : «Fast Track Designation», donnant lieu à un examen prioritaire des dossiers par les autorités de 
santé pour une mise sur le marché du produit en moins de 6 mois485,486. Cela a par exemple été le cas 
de 82 % des molécules évaluées contre le VIH entre 1982 et 2001, ainsi que de tous les médicaments 
et vaccins développés contre le SARS-CoV-2 entre 2020 et 2022. 
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4. Le repositionnement de médicaments 

 Le repositionnement de médicaments est devenu une stratégie incontournable dans 
l’industrie pharmaceutique et représente environ 30 % des nouveaux médicaments approuvés par la 
FDA ces dernières années487. Il constitue un atout majeur dans la lutte contre les maladies infectieuses 
et/ou émergentes, comme la grippe ou la COVID-19.  

 Cette thématique a fait l’objet d’une revue de la part de notre laboratoire sur les stratégies de 
repositionnement de médicaments contre les virus influenza “Drug Repurposing Approaches for the 
Treatment of Influenza Viral Infection : Reviving Old Drugs to Fight Against a Long-Lived Enemy” 
publiée en 2019 dans Frontiers in Immunology, présentée en Annexes. 

 
4.1. Définition du repositionnement 

 Tel que décrit précédemment, le développement de novo d’un médicament est un processus 
long et coûteux, affichant un faible taux de réussite. Pour pallier ce manque de rentabilité, les groupes 
pharmaceutiques se tournent aujourd’hui de plus en plus vers des stratégies alternatives comme le 
criblage à haut débit et le repositionnement de médicaments. Cette approche apparue dans les années 
1990, consiste en l’utilisation d’une molécule existante, soit déjà approuvée, soit dont le 
développement a été interrompu au cours des études cliniques, pour une indication thérapeutique 
différente de celle pour laquelle elle a été développée initialement488,489. Elle permet ainsi la mise sur 
le marché de médicaments plus sûrs, plus rapidement et à moindre coût.  

 Le repositionnement s’accompagne d’une évolution du paradigme « un médicament = une 
cible thérapeutique » vers la polypharmacologie490,491. L’étude de Paolini et al. publiée en 2006 a en 
effet estimé que parmi les 276 122 composés actifs évalués, environ 35 % présentait une activité 
envers plus d’une cible thérapeutique492. On estime qu’un médicament possède en moyenne 6 à 13 
cibles différentes, pouvant varier en fonction des conditions de formulation et de concentration493,494. 
Ainsi, en plus des perspectives économiques, ce nouveau paradigme de polypharmacologie offre la 
possibilité d’atteindre plusieurs cibles thérapeutiques simultanément pour traiter plus efficacement 
les maladies et limiter les phénomènes de résistances490. 

 
4.2. Avantages du repositionnement 

 
4.2.1. Réduction du temps et des coûts de R&D 

        L’avantage majeur de la stratégie de repositionnement des médicaments tient dans la 
réduction très significative des délais et des coûts de leur développement, jusqu’à leur mise sur le 
marché pour la nouvelle indication thérapeutique (Figure 32).  
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Figure 32 : Schéma comparatif du développement clinique d’un médicament de novo versus un médicament repositionné, 
d’après Pizzorno et al. (2019)233. Des étapes précliniques à la mise sur le marché, le processus classique est long et couteux. Le 
repositionnement permet une réduction importante des coûts de R&D (jusqu’à 5 fois moins chers), un développement plus 
rapide et un meilleur taux de réussite (estimé à 30 % contre 10 %), notamment lié à l’existence des données cliniques et 
précliniques générées lors du développement du médicament princeps.  

 
En effet, les médicaments déjà approuvés ont passé avec succès les étapes précliniques et 

cliniques lors de leur développement initial, et leur utilisation chez l’Homme est donc bien documentée 
en termes de sécurité et de tolérance. Leurs dossiers d’AMM contiennent toutes les données d’intérêt 
(résumé des caractéristiques du produit, biodisponibilité, caractéristiques ADMET, effets secondaires) 
nécessaires pour accélérer le développement du médicament repositionné. Pour les composés 
interrompus en phase I ou II d’essais cliniques, les profils de toxicité et de tolérance déjà disponibles 
permettent de réduire considérablement la durée des étapes de R&D et donnent des bases solides 
pour guider les nouvelles études cliniques495. Dans certains cas, les formulations sont également déjà 
établies. Ce temps gagné permet un investissement financier moindre, estimé à environ 300 millions 
de dollars contre 2 à 3 milliards pour le développement d’un composé de novo496. Ainsi, le 
repositionnement de médicaments permet aux industriels un retour sur investissement plus rapide 
avec un risque d’échec diminué. 

 
4.2.2. Valorisation de composés abandonnés  

Par ailleurs, le repositionnement apparait comme une seconde chance pour des milliers de 
composés dont le développement a été abandonné lors de phases cliniques avancées, ayant nécessité 
de lourds investissements, permettant ainsi aux industriels un retour sur investissement 
supplémentaire. Plusieurs entreprises se sont d’ailleurs positionnées sur ce nouveau marché en faisant 
l’acquisition des licences de chimiothèques afin de les valoriser, à l’instar de Signia Therapeutics ou 
Anaxomics497–499. 

 
4.2.3. Nouvelle activité inventive 

Une nouvelle indication et/ou mode d’administration d’un médicament peuvent constituer 
des exemples de critères de brevetabilité, offrant l’opportunité pour un industriel de prolonger la 
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protection d’un produit ou de protéger l’utilisation d’un médicament repositionné. Toutefois, la 
législation ne dispose pas de texte précisant cette situation500. La mise en place de la protection repose 
donc sur la démonstration de l’activité inventive que constitue le repositionnement, tel que le décrit 
l’article de Pierick Rousseau, Directeur de la propriété intellectuelle chez Pierre Fabre SA :  « Le droit 
et la jurisprudence se sont adaptés au cours du temps : outre la protection classique produit (actif, 
composition pharmaceutique ou combinaison d’actifs) et procédé, il est possible de protéger des 
nouvelles indications, le cas échéant adaptées à une population limitée ou encore des dosages 
particuliers. Le tout étant de répondre aux critères de suffisance de description, nouveauté et d’activité 
inventive. »501 Ainsi, pour limiter le risque concurrentiel, les industriels ont tendance à breveter très 
largement le spectre d’indication des composés502. 

 
4.2.4. Enjeux sanitaires  

Au-delà des enjeux économiques, le repositionnement de médicaments constitue une 
opportunité d’identification rapide et à moindre coût de potentielles thérapies efficaces contre des 
maladies négligées ou orphelines pour lesquelles moins de budgets sont alloués. C’est le cas par 
exemple des maladies parasitaires tropicales comme la trypanosomiase africaine, la malaria, la 
leishmaniose ou encore la maladie de Chagas503–505.  

En conséquence, cette stratégie est particulièrement adaptée aux contextes épidémiques ou 
pandémiques pour identifier rapidement des médicaments disponibles et efficaces contre les 
pathogènes. Lors des épidémies d’Ebola entre 2014 et 2016, plusieurs criblages systématiques de 
composés approuvés ont été réalisés afin d’identifier rapidement des candidats-médicaments à 
évaluer en clinique506–508. De même, dès le début de la pandémie de SARS-CoV-2, plusieurs études ont 
mis en avant cette stratégie pour identifier des traitements potentiels par des criblages basés ou non 
sur une cible thérapeutique, avec l’apport de l’intelligence artificielle509–511. 

 

4.3. Stratégies et modes de repositionnement des médicaments 

 Le repositionnement d’un médicament peut être initié selon plusieurs méthodes. Les exemples 
historiques reposent le plus souvent sur des découvertes fortuites, comme l’observation d’un effet 
secondaire non attendu lors des essais cliniques ou l’utilisation dérivée de médicaments approuvés, 
dite « off-label ». Ce phénomène est appelé sérendipité. 

 Aujourd’hui, les repositionnements sont majoritairement issus de stratégies de criblages plus 
systématiques de chimiothèques de molécules approuvées. On distingue ainsi des approches 
complémentaires expérimentales et computationnelles pour le repositionnement de médicaments, 
reposant soit sur l’analyse de la cible thérapeutique par une approche classique, voisine à celle du drug 
discovery, soit indépendamment de la cible thérapeutique par un criblage phénotypique (Figure 
33)233,487. L’innovation constante en génomique, modélisation et bio-informatique permet d’apporter 
de nouveaux outils pour améliorer la connaissance des cibles thérapeutiques, la prédiction de l’affinité 
des molécules pour leurs récepteurs, mais aussi le développement de stratégies plus spécifiques au 
repositionnement comme les signatures transcriptomiques.   
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Figure 33 : Schéma des différentes stratégies de repositionnement de médicaments. Si une cible thérapeutique est identifiée 
au préalable, une sélection restreinte de candidats à cribler est déterminée en fonction des effets déjà connus des 
médicaments (indication(s) et effets secondaires) et des propriétés ADMET des composés. Dans le cas contraire, des criblages 
systématiques de médicaments approuvés sont réalisés. Le criblage à haut débit permet d’accélérer les étapes précliniques de 
criblages in vitro. Des outils in silico peuvent faciliter les étapes en amont de ce criblage, comme le docking moléculaire qui 
permet de simuler les interactions cibles/molécules, ou les outils Omics qui permettent notamment d’affiner la sélection des 
candidats par la confrontation de signatures transcriptomiques des maladies avec les signatures chemogénomiques, 
d’identifier une cible thérapeutique ou encore d’explorer les modes d’actions potentiels des molécules.

4.3.1. La sérendipité, « découverte scientifique au hasard »

Le repositionnement de molécules existantes pour de nouvelles indications n’est pas une 
pratique récente. En effet, même si cette stratégie est aujourd’hui incontournable pour l’industrie 
pharmaceutique, quelques exemples historiques sont restés célèbres. Leurs nouveaux effets ont été 
découverts « par un heureux hasard » par l’observation d’effets secondaires dans le cadre des études 
cliniques, repositionnement en amont de l’AMM, ou pendant le suivi en pharmacovigilance conduisant 
à l’exploitation d’une nouvelle indication thérapeutique pour le médicament489.

Le sildénafil reste le repositionnement le plus emblématique. Développé dans les années 1980 
pour le traitement des angines de poitrine, il n’a jamais atteint le marché pour cette indication. Les 
effets secondaires sur le dysfonctionnement érectile observés lors des études cliniques ont conduit 
Pfizer à repositionner cette molécule comme traitement de l’impuissance, indication pour laquelle il 
n’existait encore aucune molécule. Le sildénafil est alors approuvé par la FDA et le Viagra® fait son 
apparition sur le marché en 1998512. Il s’agit du plus gros blockbuster de l’industrie pharmaceutique, le 
plus grand succès thérapeutique de Pfizer, lui rapportant plus d’un milliard de dollars par an, et du 
médicament le plus contrefait du monde513. Plus récemment, le sildénafil a été approuvé pour le 
traitement de l’hypertension artérielle pulmonaire, sous le nom de Revatio®512.

Un autre exemple de repositionnement réussi est celui de la thalidomide, utilisée dans les 
années 1950 comme alternative aux barbituriques du fait de ses propriétés sédatives et hypnotiques 
puis prescrite comme antiémétique aux femmes enceintes dans plus de 46 pays. En quelques années, 
des milliers de cas de malformations congénitales ont été répertoriées et la molécule a été retirée du 
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marché en 1961 suite à la démonstration de son caractère tératogène514. Elle est de nouveau utilisée 
à partir de 1964 en dehors de son indication (prescription off-label) pour ses propriétés 
immunomodulatrices et anti-inflammatoires démontrées par la suite. Elle fait aujourd’hui l’objet d’une 
recommandation temporaire d’utilisation (RTU) en France pour le traitement de l’érythème noueux 
lépreux, des formes sévères du lupus érythémateux, la maladie de Crohn, ainsi qu’en association pour 
le traitement du myélome multiple et les réactions chroniques du greffon contre l’hôte515. Un dérivé 
synthétique, la lénalidomide, est synthétisé pour ses propriétés antinéoplasiques, antiangiogènes et 
immunomodulatrices. Actuellement, le potentiel de la thalidomide est toujours très étudié 
notamment dans le cadre du traitement des maladies secondaires à l’infection par le VIH, comme 
l’herpès516. Cette molécule fait partie de la catégorie des « Multi-Target Drugs », candidates idéales 
pour le repositionnement. 

Enfin, nous pouvons citer l’acide acétylsalicylique, ou aspirine, connu depuis plus d’un siècle 
pour ses propriétés analgésiques, utilisé depuis plusieurs années comme anti-agrégant plaquettaire 
dans le traitement des maladies cardio-vasculaires et plus récemment étudié dans les cancers 
colorectaux517. 

 
4.3.2. Repositionnement basé sur la cible thérapeutique 

 Dans l’organisme, les médicaments interagissent avec des récepteurs membranaires ou 
nucléaires (protéines, canaux ioniques, enzymes, hormones ou acides nucléiques) pour provoquer un 
changement biologique ; on parle alors de cible(s) thérapeutique(s)518. Pour le traitement des maladies 
infectieuses, le médicament peut cibler directement un déterminant de l’agent pathogène ou agir sur 
un facteur cellulaire de l’hôte pouvant impacter la pathologie. 

 Le repositionnement basé sur la cible thérapeutique consiste à sélectionner et évaluer des 
médicaments ciblant spécifiquement ce facteur cellulaire ou viral, et repose donc sur la caractérisation 
préalable de sa structure ainsi que de son rôle fonctionnel dans une ou plusieurs pathologies données.  

 Par exemple, selon cette méthode, des inhibiteurs connus de l’activité de l’enzyme polymérase 
(RdRp) commune aux virus respiratoires à ARN, ont été évalués contre plusieurs virus. C’est le cas, par 
exemple, du favirpiravir, initialement développé pour inhiber la réplication des virus influenza, qui a 
été évalué pour sa potentielle activité antivirale à large spectre à l’encontre d’Ebola ou encore du SARS-
CoV-2248,263,266–269. De la même manière, cette stratégie est très largement employée dans la recherche 
d’un traitement efficace contre la COVID-19, en ciblant la polymérase mais aussi d’autres structures 
comme les protéases, tel que développé dans le paragraphe 4.5. 

 Dans cette configuration, où la nouvelle indication thérapeutique du médicament est basée 
sur une cible identique à celle de son indication première, on parle d’un effet « on-target » (Figure 33). 
Alternativement, en s’appuyant sur le principe de la polypharmacologie, l’activité biologique du 
médicament est qualifiée de « off-target » lorsqu’elle est liée à son interaction avec une cible 
thérapeutique différente490,493,494,519. 

 Le plus souvent, la découverte d’une nouvelle cible thérapeutique est liée à l’observation 
d’effet(s) secondaire(s). C’est le cas par exemple des statines, des médicaments 
hypocholestérolémiants dont on a découvert les effets immunomodulateurs, actuellement évalués 
dans la prise en charge des formes sévères de grippe et de COVID-19520,521. Un autre exemple 
d’importance est celui des médicaments anti-hypertenseurs impactant l’abondance d’ACE2. En effet, 
ACE2 étant le récepteur d’entrée cellulaire du SARS-CoV-2, cette enzyme est considérée comme une 
cible thérapeutique pertinente. Elle intervient dans la balance du système rénine/angiotensine, en 
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contribuant à la dégradation de l’angiotensine II (ATII), responsable de la vasoconstriction et pouvant 
être impliquée dans l’inflammation (Figure 34)522. Tel que décrit précédemment, l’infection par le 
SARS-CoV-2 provoque des perturbations de cette balance, d’une part en stimulant l’expression d’ACE2 
dans les muqueuses respiratoires dans les phases précoces d’infection, et d’autre part en 
monopolisant ACE2 dans les phases pulmonaires conduisant à une augmentation de l’abondance 
d’ATII impliquée dans l’hyper-inflammation et la vasoconstriction des tissus102,119,523.  

 
Figure 34 : Perturbation de la balance du système rénine-angiotensine par le SARS-CoV-2, d’après « Système rénine-
angiotensine-aldostérone et infections à COVID-19 » par la Société Française de Pharmacologie et Thérapeutique (2020)522. 
L’angiotensine II provoque la vasoconstriction et l’inflammation. Elle est régulée positivement par ACE1 et négativement par 
ACE2. Les médicaments inhibiteurs d’ACE1 (IEC) et bloqueurs des récepteurs de l’angiotensine II (ARAII), indiqués dans le 
traitement de l’hypertension, du diabète et des maladies cardiovasculaires sont associés à une abondance plasmatique d’ACE2 
libre, récepteur du SARS-CoV-2. 

 
 Deux types de traitement sont couramment prescrits contre l’hypertension, les inhibiteurs 
d’ACE et les bloqueurs des récepteurs de l’ATII comme le losartan ou le telmisartan. Ces médicaments 
ont pour conséquences d’augmenter le niveau d’ACE2. Ainsi, les patients sous traitement pourraient 
présenter un facteur de risque supplémentaire d’être infectés mais seraient également mieux protégés 
d’une détresse pulmonaire132,522,524. Ces deux hypothèses sont actuellement discutées et évaluées en 
clinique, tel que discuté dans le point 4.5.5.  

 
4.3.3. Criblage à haut-débit  

 Des plateformes à haut débit « Hight-throughput screens » (HTS) permettent d’optimiser le 
criblage de molécules. Il s’agit de systèmes robotisés capables de réaliser des criblages systématiques 
in vitro sur des centaines de milliers de molécules en fonction de leur structure, sélectivité, cytotoxicité 
et de leurs propriétés ADMET, sur la base d’une requête spécifique.  

 Le criblage est réalisé à partir de banques de molécules constituées par différents laboratoires 
ou organismes qui mettent leurs travaux à disposition du public afin d’encourager le 
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repositionnement. La National Library of Medicine détient la plus grande base de données de criblage 
« PubChem » mais nous pouvons aussi citer « ChemBank » ou la « Collaborative Drug Discovery’s 
Database ». Dans cette dynamique, la FDA a mis à disposition dès les années 1990 le « Orange Book », 
un recueil de tous les médicaments approuvés, dans le but d’encourager les bioéquivalences525. Les 
grands groupes pharmaceutiques rendent également leurs chimiothèques accessibles comme Pfizer 
(2 984 composés) ou GlaxoSmithKline (5 853 composés orientés vers la cancérologie) avec l’objectif de 
motiver des collaborations526.   

 Le HTS permet de réaliser rapidement et à moindre coût une première sélection de molécules 
d’intérêt. Par exemple, l’équipe de Yamamoto a adapté son système de criblage afin de pouvoir évaluer 
une chimiothèque de 1 017 molécules approuvées par la FDA contre le MERS-CoV, ciblant la fusion des 
membranes via TMPRSS2527. L’étude décrit la mise en place d’une méthode basée sur la lignée 
cellulaire 293FT possédant le système d’expression « dual split protein », qui permet l’émission d’un 
double signal luminescence-fluorescence lorsqu’une cellule infectée exprimant la protéine S du MERS-
CoV fusionne avec une cellule cible exprimant TMPRSS2 et CD26, adaptée à des expérimentations en 
plaques 384 puits. A l’issue du premier criblage avec une concentration de 1 μM, trois composés ont 
permis d’inhiber la fusion des membranes à plus de 80 %. Le plus performant, le nafamostat est un 
inhibiteur de protéase à sérine, utilisé comme anticoagulant dans les hémodialyses. TMPRSS2 étant 
une protéase à sérine, le nafamostat ainsi que d’autres molécules de la même famille ont fait l’objet 
d’évaluations biologiques contre le MERS-CoV sur des cellules Calu-3. Le nafamostat et le camostat 
sont apparus comme les plus performants avec des IC50 de l’ordre du nanomolaire. 

 Dans le cadre du repositionnement, le criblage HTS est devenu une méthode 
chemoinformatique de routine de manière à identifier des molécules ayant le potentiel d’activer ou 
d’inhiber une cible thérapeutique déjà connue. En outre, son avènement a permis le développement 
des criblages systématiques phénotypiques de molécules approuvées, sans a priori sur une cible 
thérapeutique.  

 
4.3.4. Criblage systématiques phénotypiques  

 Dans les cas où aucune cible thérapeutique n’a été définie au préalable, la recherche d’un 
candidat-médicament est réalisée par un criblage systématique de molécules. Un criblage HTS peut 
être réalisé sans a priori sur la cible thérapeutique en utilisant des chimiothèques contenant un grand 
nombre de molécules annotées, comme par exemple la « Prestwick Chemical Library » contenant 1 
280 médicaments approuvées par la FDA et l’EMA avec plus d’une centaine de cibles thérapeutiques 
différentes526. L’efficacité des composés est alors évaluée selon l’activité biologique et/ou des critères 
phénotypiques, telle que la réduction des effets cytopathogènes dans différents modèles d’études in 
vitro ou in vivo. Cette stratégie permet d’identifier rapidement des candidats potentiels, appelés 
« hits »526. La recherche et la démonstration du mode d’action des médicaments efficaces pourront 
être réalisées ultérieurement, à partir des informations contenues dans les banques. Cette méthode 
est particulièrement adaptée au repositionnement puisqu’elle permet la découverte de nouvelles 
capacités thérapeutiques de molécules déjà connues et utilisées, dites « off-target ». En revanche, le 
criblage HTS est souvent associé à l’utilisation de modèles expérimentaux très réductionnistes, 
favorisant les faux positifs. Ainsi les hits doivent systématiquement faire l’objet de tests précliniques 
complémentaires sur des modèles plus physiologiques, avant d’autres étapes de validation 
précliniques in vivo.  

 L’étude de Cao et al. publiée en 2015, décrit par exemple le criblage de la NIH Clinical Collection 
(727 composés) contre le MERS-CoV à l’aide d’un virus recombinant exprimant la luciférase et d’une 
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méthode statistique basée sur la différence moyenne strictement normalisée (SSMD)528. Les 84 
candidats avec un score SSMD < -2 ont été sélectionnés pour la suite de l’étude et validés sur deux 
lignées cellulaires différentes. Puis, une classification a été établie en fonction de leur effet sur les 
phases précoces (prophylaxie, entrée) ou tardives (post entrées, réplication) d’infection. Au total, 51 
composés impactaient l’entrée et 19 la réplication. L’activité antivirale des 3 meilleures molécules a 
été caractérisée en modèle cellulaire avec des IC50 de 11 nM pour l’homoharringtonine et 1 μM pour 
l’hexachlorophene et le nitazoxanide. 

 
4.3.5. Outils de criblage in silico 

 Des technologies innovantes permettent aujourd’hui d’améliorer considérablement 
l’efficacité des processus de repositionnement en affinant la sélection des composés en amont des 
étapes de criblage in vitro.  

 D’une part, des outils permettent d’améliorer la caractérisation des cibles thérapeutiques. Par 
exemple, l’étude récente de Gordon et al. a caractérisé par spectrométrie de masse les interactions de 
26 protéines recombinantes du SARS-CoV-2 avec les cellules humaines. 332 interactions protéines-
protéines ont été identifiées et ont permis de sélectionner 69 molécules candidates dont 29 déjà 
approuvées par la FDA529. D’autres techniques comme la cristallographie par rayons X (XRD) ou la 
Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN) sont également utilisées pour identifier les groupements 
moléculaires d’intérêts sur les récepteurs530,531. Une représentation tridimensionnelle de la structure 
est obtenue contenant sa carte de densité électronique, la position des atomes avec leurs contraintes 
(distance, angle, torsion) et la dynamique moléculaire permettant de la stabiliser. La représentation 
spatiale des molécules permet de réaliser des criblages virtuels in silico.  

 Par analogie avec les techniques expérimentales classiques de criblages in vitro, ex vivo et in 
vivo, on parle de criblage in silico (ou virtuel) lorsqu’on utilise des ressources informatiques (calculs et 
modèles informatisés) pour identifier des candidats-médicaments532. Les méthodes in silico 
constituent une aide à la prise de décision et permettent d’orienter la recherche de molécules d’intérêt 
par un criblage virtuel532,533. Elles reposent sur l’accès à une masse très importante de données de 
natures diverses (données d’expression génique, d’interactions moléculaires, structures chimiques, 
génétiques ou protéomiques, données cliniques) et impliquent l’analyse systématique et intégrée de 
ces données pour le repositionnement de médicaments.  

 Le criblage virtuel utilise les connaissances préétablies par la communauté scientifique et les 
bases de données publiques ou propriétaires pour identifier des composés avec une activité biologique 
particulière ou identifier de nouvelles cibles potentielles. Il exerce une fonction « d’entonnoir » en 
permettant une sélection restreinte de molécules d’intérêt selon une requête précise532.  

 Le docking moléculaire, détaillé ci-après, permet par exemple de réaliser des analyses 
prédictives d’interactions entre les médicaments et les cibles thérapeutiques. Des bases de données 
spécialisées permettent également d’étudier au préalable les similarités entre les molécules comme 
PROMISCUOUS qui met en relation les médicaments avec les effets secondaires répertoriés et les 
cibles visées534.  

 D’autre part, l’avènement des technologies de séquençage a permis l’évolution de la 
compréhension des maladies vers des niveaux plus profonds, en mettant en évidence les modifications 
spécifiques induites sur le génome, l'épigénome, le transcriptome, le protéome et le métabolome, 
constituant des bases de données « Omics »535. L’utilisation de ces données a révolutionné la 
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recherche médicale, avec des approches computationnelles intégrées, détaillées dans le paragraphe 
4.3.5.2. 

 
4.3.5.1. Docking moléculaire 

 Le docking (ou ancrage) moléculaire est un outil de prédiction in silico qui consiste à étudier la 
complémentarité d’un ligand (médicament) avec sa cible (récepteur impliqué dans une pathologie)536. 
A partir des structures d’un ligand ou d’un récepteur, ces programmes réalisent des simulations 
d’interactions avec des chimiothèques de molécules choisies, en utilisant les principes de 
complémentarité stérique et d'interactions moléculaires, pour prédire à la fois la conformation active 
et l'orientation relative de chacune des molécules sélectionnées par rapport à la cible d'intérêt537,538. 
Les Protein Data Bank et Drug Bank sont les ressources les plus utilisées, contenant respectivement 
plus de 185 000 structures biologiques dont 16 000 en XRD et plus de 500 000 molécules539,540. 
L’ancrage est dit classique lorsque plusieurs ligands sont interrogés contre une même cible dans des 
bases de données. En revanche, on parle d’ancrage inverse lorsque des bibliothèques de molécules 
sont explorées contre un ensemble de différents récepteurs cibles (plusieurs cibles et un ligand). Le 
docking doit permettre de classer les ligands par ordre décroissant d'affinité prédite de façon à 
sélectionner les interactions d'intérêt. La fonction scoring, déterminée par des algorithmes de calculs, 
permet ensuite d’estimer la complémentarité ligand-protéine dans les complexes. Le plus souvent, elle 
est égale à l’estimation du gain d’énergie libre du ligand en interaction avec le récepteur par rapport à 
la forme libre. Le résultat est ensuite normalisé reposant sur les similarités de formes, distances entre 
les structures et ligands, par un score allant de 0 à 1. Des équations réalisent ensuite une prédiction 
de l’activité expérimentale de ces molécules afin de corriger ce score. Si le score est de 1, le test des 
ligands est considéré comme non-liant.  

 Le docking est une technique de criblage très utilisée en drug discovery, adaptable dans le 
cadre du repositionnement des médicaments. Cela reste cependant une simulation informatique et le 
complexe protéine-ligand avec la plus faible énergie n’est pas toujours la meilleure alternative. Les 
molécules sélectionnées doivent ensuite être testées in vitro afin de déterminer leur réelle activité. 

 Le naproxène constitue un bon exemple de repositionnement contre influenza par une 
approche de docking moléculaire. La structure par XRD de la protéine d’ancrage de l’ARNv (NP), 
essentielle à la réplication et hautement conservée entre les souches, a été modélisée afin d’identifier 
des sites de fixations potentiels pour un inhibiteur. Le choix s’est porté vers une chaine aromatique 
composée des résidus Y148, R361, R355, et R152, dans laquelle une seule mutation suffit à stopper la 
réplication virale. Un docking in silico, réalisé à partir d’une banque de 100 337 composés de Sigma 
Aldrich, a permis d’identifier le naproxène, un inhibiteur de COX 2, anti-inflammatoire non stéroïdien 
comme inhibiteur compétitif de la liaison NP-ARN avec un niveau similaire d’énergie d’interaction541. 
Des effets antiviraux encourageants ont ensuite été décrits in vitro en cellules MDCK et in vivo en 
modèles murins, notamment sur la réduction des hémorragies pulmonaires.  

 Également, deux études récentes ont utilisé cette technique pour identifier des candidats-
médicaments contre une protéase du SARS-CoV-2 (Mpro ou protéase 3C-like), considérée comme une 
enzyme clé pour la réplication et la transcription virale530,542. L’équipe de Pinzi a utilisé la structure de 
la protéase obtenue par XRD et publiée dans Protein Data Bank pour réaliser un criblage in silico de 
composés de DrugBank par docking moléculaire510. Les résultats décrivent l’identification de 22 
candidats potentiels, déjà décrits comme antiparasitaires ou antiviraux contre le VIH ou d’autres CoV. 
Les auteurs soulignent qu’un bénéfice « polypharmacologique » apporté par la première indication, 
pourrait être pertinent comme dans les cas des composés anti-thrombotiques ou anti-inflammatoires. 
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Très récemment, l’équipe de Ray a utilisé ces mêmes données pour réaliser un criblage de molécules 
approuvées par la FDA, choisies dans les chimiothèques de DrugBank 5.0 et SuperDrug2543. Le docking 
moléculaire a permis la sélection de 53 candidats, dont 5 à fort potentiel avec des scores d’affinité < -
8 : velpatasvir, glecaprevir, grazoprevir, baloxavir marboxil, et danoprevir. L’analyse approfondie des 
énergies de liaison a souligné le meilleur potentiel pour deux molécules : glecaprevir et nelfinavir. 
Toutefois les auteurs suggèrent de n’écarter aucun des 53 candidats sélectionnés pour les évaluations 
biologiques.  

 

4.3.5.2. Outils Omics 

 Les technologies de séquençage permettent la caractérisation de signatures « Omics » des 
maladies ou des médicaments, c’est-à-dire l’ensemble des modifications spécifiques induites par une 
molécule ou une pathologie donnée au niveau du génome, de l'épigénome, du transcriptome, du 
protéome ou du métabolome535. Des analyses in silico permettent de comparer ces signatures avec 
celles d’un autre médicament, d’une autre maladie ou d’un autre phénotype clinique afin d’identifier 
des candidats, de nouvelles cibles thérapeutiques ou des nouveaux modes d’actions des médicaments. 

 L’utilisation de signatures transcriptomiques pour l’identification de nouveaux antiviraux 
constitue un axe majeur des recherches menées au sein du Laboratoire VirPath. La transcriptomique 
consiste en l’analyse quantitative et qualitative des ARN transcrits (ARNm) à partir de l’ADN cellulaire, 
en réponse à des stimuli spécifiques pouvant modifier leur expression (maladie, infection, traitement). 
La signature transcriptomique est une analyse différentielle des transcrits entre deux états 
cellulaires544. Pour quantifier ces niveaux d’expression, trois types d’analyses sont possibles (Figure 
35)532 : 

(i) L’expression des gènes entre deux conditions physiologiques (sain vs malade par exemple)  
(ii) L’expression des gènes au cours du temps (suivi longitudinal d’une infection par exemple)  
(iii) Une généralisation de l'analyse différentielle entre plusieurs conditions ou types 

cellulaires 
 

 
Figure 35 : Analyses quantitatives et transcriptome, d’après Claire Nicolas de Lamballerie532. De gauche à droite : (i) analyse 
différentielle permettant d'identifier les gènes exprimés différemment entre 2 conditions (ou 2 types cellulaires) (ii) analyse de 
l'expression au cours du temps permettant d'obtenir des cinétiques de profils d'expression (iii) généralisation de l’analyse 
différentielle ou classification moléculaire, où l’expression des gènes de plusieurs types cellulaires est comparée à des fins de 
classification et d’explication de phénotype (identification de groupes de gènes qui pourraient être des marqueurs 
moléculaires). 
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 Ces données de transcriptomique sont rassemblées dans des bases de données accessibles 
pour réaliser des analyses comparatives et ainsi identifier : 

(i) De potentiels traitements : des médicaments possédant une signature transcriptomique 
anticorrélée à celle de la maladie ont le potentiel d’inverser son impact (évolution de la 
maladie, symptômes). 

(ii) Des cibles thérapeutiques d’intérêt : la maladie ou l’infection exerce des impacts 
transcriptomiques sur des voies de signalisations cellulaires ou des gènes pouvant 
constituer des cibles thérapeutiques. L’identification de cibles communes peuvent guider 
vers le développement de traitements à large spectre. 

(iii) De nouveaux modes d’action des médicaments : l’analyse de la signature transcriptomique 
d’un médicament peut mettre en évidence la modulation de voies de signalisations ou de 
gènes cellulaires spécifiques d’un mode d’action encore non décrit. 

 La plateforme « Connectivity Map » (CMap) du Broad Institute a été créée en ce sens, 
regroupant 1.5 millions de profils transcriptomiques de plus de 5 000 molécules sur diverses lignées 
cellulaires545–547. Notre équipe a utilisé cet outil pour comparer la signature transcriptomique 
d’infection des virus influenza et ainsi obtenir une liste de molécules candidates avec un potentiel 
antiviral (Résultats). 

 Plus récemment, et selon une méthode similaire à la nôtre, l’étude de Chen et al. a utilisé des 
données de transcriptomiques préalablement publiées, issues de cellules A549 et A549-ACE2 et 
d’épithéliums pulmonaires infectés par le SARS-CoV-2 pour constituer une liste de candidats 
potentiellement antiviraux par une analyse via CMap548. La liste principale de candidats a ensuite été 
réduite en utilisant des données publiées de l’interactome du SARS-CoV-2 sur QuartataWeb et 
l’interface d’interaction protéines-protéines BioSNAP. Les modules relatifs à l’entrée virale, la 
réplication et transcription, la modulation du signal cellulaire et la réponse immune ont été priorisés 
pour évaluer l’anticorrélation des candidats. Une liste restreinte de 13 molécules a finalement été 
établie après une revue de la littérature, dont 8 déjà approuvés par la FDA et 5 en cours de 
développement. L’étude met en évidence l’activité antivirale in vitro sur des cellules VeroE6 du 
salmeterol, du rottlerin et d’inhibiteurs de mTOR (Temsirolimus et torin-1), ainsi que les capacités des 
composés linsitinib, imipramine, hexylresorcinol, ezetimibe, et brompheniramine à interagir avec 
l’entrée du virus. Les auteurs soulignent également les capacités anti-inflammatoires du linsitinib et 
émettent l’hypothèse que la stimulation de l’autophagie pourrait constituer une cible potentielle pour 
limiter l’échappement des coronavirus au système immunitaire. 
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4.4. Exemples de repositionnement pour le traitement de la grippe 

 
 Actuellement, la littérature fait état de 17 médicaments décrits comme candidats pour leur 
repositionnement contre la grippe. La plupart des études s’appuient sur des résultats 
précliniques (metformine, gemcitabine, dapivirine, acide nalidixique, dorzolamide, ruxolitinib, 
lisinopril, etanercept, trametinib, gemfibrozil), mais quelques candidats-médicaments dans des phases 
plus avancées de développement clinique sont répertoriés dans le Tableau 9 ci-dessous233. 

 
Tableau 9 : Médicaments candidats à un repositionnement comme antiviral contre les virus influenza, d’après Pizzorno et al. 
(2019)233. Seuls les médicaments en phases avancées de développement (Phases II ou III) sont listés. En majorité, ils exercent 
une action immunomodulatrice ciblant l’hôte, liée ou non à leur indication première, permettant de réduire l’inflammation ou 
d’activer la réponse innée de l’hôte. Leurs propriétés antivirales et immunomodulatrices en font des candidats de choix pour 
un repositionnement contre d’autres virus respiratoires et leur potentiel est activement étudié dans le contexte de la pandémie 
de SARS-CoV-2. 

Médicament Indication 
première 

Mécanisme 
d’action 

Approche de 
repositionnement 

Mécanisme 
d’action antiviral 

Phase de 
développement 

Statines 
 
Atorvastatin 
Simvastatin 

Hypocholestérolé
miant 

Inhibiteur de β-
Hydroxy β-
methylglutaryl-
CoA (HMG-CoA) 
reductase 

Sérendipité Immunomodulateur Phase II521 

Nitazoxanide Antiparasitaire 
Hépatite C 
chronique 

Inhibition du 
pyruvate Sérendipité 

Inhibiteur de la 
maturation et du 
transport de la HA  

Phases II/ 
III306,307,549 

LASAG 
(BAY81-
87981) 

Anti-
inflammatoire Inhibiteur d’NFKB 

Sérendipité et 
cible 
thérapeutique 

Inhibiteur d’NFKB Phase II550 

Célécoxib Anti-
inflammatoire 

Inhibiteur de 
COX2 

Cible 
thérapeutique Immunomodulateur Phase III551,552 

Naproxen Anti-
inflammatoire 
non stéroïdien  
 
Développement 
clinque contre le 
cancer 

Inhibiteur de 
COX2 

Cible 
thérapeutique 
assisté in silico 

Inhibiteur de 
l’ancrage de l’ARN 
sur NP 

Phase III553–555 
 
 

Midodrine 

Anti-hypertenseur 

Agoniste des 
récepteurs 
adrénergiques 
alpha 

Criblage 
phénotypique 
assisté in silico 

Immunomodulateur
 ? Phase II556 

Diltiazem 
Anti-hypertenseur Inhibiteur des 

canaux calciques 

Criblage 
phénotypique 
assisté in silico 

Immunomodulateur 
Stimule la voie des 
interférons  

Phase II557 

 

 Les statines sont des médicaments hypocholestérolémiants prescrits dans la prévention des 
maladies cardiovasculaires. Leur action anti-lipidique s’accompagne d’effets anti-inflammatoires, 
notamment par une diminution significative de l’IL-6, IL-8, TNF et de la sous-unité p65 de NFκB, 
observée chez des patients traités par la simvastatin558. Une étude de 2014 a mis en évidence des 
propriétés antivirales du médicament in vitro, par l’inhibition de la prénylation des protéines RhoA et 
Rab nécessaires aux mécanismes d’endocytose et une stimulation de la protéine LC3 impliquée dans 
l’autophagie559. Néanmoins, malgré de nombreuses études rétrospectives et interventionnelles, les 
résultats cliniques n’ont pour l’instant pas permis de certifier leur rôle protecteur de manière 
significative dans la prise en charge des infections sévères par influenza. Les résultats d’un essai 
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clinique de phase II (NCT02056340), évaluant les effets de l’atorvastatine chez des patients infectés 
par des virus influenza, publiés en 2019, indiquent une réduction non significative des marqueurs 
d’inflammation 72h post traitement521. En revanche, leur administration chez des patients en 
réanimation pour des cas de pneumonies ou de sepsis pourrait conduire à une diminution de la 
mortalité et des soins d’oxygénothérapie560–563. L’usage des statines est aujourd’hui étudié dans la 
réduction de l’inflammation dans les cas graves de COVID-19, comme le souligne l’étude rétrospective 
de Tan qui décrit une maladie moins sévère chez les patients sous traitement520. 

 Le nitazoxanide est connu depuis les années 1980 pour son activité antiparasitaire à large 
spectre mais ses propriétés contre influenza n’ont été rapportées qu’à partir de 2009302,564. Il inhibe la 
fonction de la protéine ERp57 du RE, essentielle à la maturation de la HA virale, impactant ainsi le trafic 
intracellulaire et son insertion dans la membrane plasmique de l'hôte. Son action dirigée contre l’hôte 
lui confère une activité à large spectre, démontrée in vitro contre 210 souches d’influenza circulants, 
y compris porteuses de mutations de résistances contre les INA (H275Y, I223R, E119V, Q136K, 
D197N)303,565. En clinique, une étude de phase II (NCT02612922) a mis en évidence un bénéfice du 
nitazoxanide sur la réduction des symptômes chez des patients atteints de grippes non sévères549. Tel 
que mentionné précédemment, son association avec les INA a été évaluée dans le cadre de deux 
études, chez les patients non sévères lors d’un essai clinique de phase III (NCT01610245) terminé en 
2015 dont les résultats n’ont pas été publiés307 et chez les patients sévères hospitalisés dans un essai 
de phase II (NCT02057757) terminé en 2018 où l’association n’a pas apporté de bénéfice au standard 
de soins306. 

 Un dérivé de l’aspirine, le LASAG (BAY81-8781, Lysine acetylsalicylate glycine) a permis une 
diminution de l’inflammation et une réduction de la réplication virale d’influenza par son action sur la 
voie de signalisation cellulaire IKK/NFκB en modèle murin566. Un essai clinique de phase II a récemment 
démontré des améliorations apportées par le médicament en inhalation par rapport au placebo sur le 
délai de réduction des symptômes (38.3 heures contre 56.2 heures) et l'atténuation des signes 
cliniques (24.9 heures contre 44.1 heures) de la grippe550.  

 Le célécoxib, un anti-inflammatoire non stéroïdien, inhibiteur de COX-2 a présenté des 
activités immunomodulatrices chez la souris infectée par influenza567. L’association du célécoxib avec 
l’oseltamivir a fait l’objet d’un essai de phase III (NCT02108366) entre 2014 et 2018 sur des patients 
atteints d'une infection grave par IAV551. Les résultats définitifs n’ont pas été publiés mais une 
communication de congrès indique une réduction significative de la mortalité dans le groupe traité par 
la combinaison, sans augmentation des effets secondaires552. 

 Un autre inhibiteur de COX-2 présente des perspectives intéressantes contre la grippe, le 
naproxène, dont l’approche de repositionnement par docking a été décrite précédemment541. L’étude 
de Zheng et al. a récemment confirmé l’efficacité à large spectre du médicament contre de 
nombreuses souches de virus influenza et a notamment souligné sa haute affinité avec la NP des virus 
B, interférant avec l’export nucléaire de la protéine en interaction avec l’effecteur cellulaire CRM1568. 
Un essai clinique de phase III a évalué son efficacité en combinaison avec la calrithromycin et 
l’oseltamivir en comparaison du traitement de référence à l’oseltamivir seul chez les adultes 
hospitalisés pour une grippe à H3N2553. Les résultats ont souligné une réduction significative de la 
mortalité à 30 puis à 90 jours dans le bras traité par la trithérapie. Un essai similaire s’est tenu entre 
2017 et 2020 sur une population pédiatrique (NCT04315194). Les résultats décrivent  une réduction 
du délai de l’amélioration des symptômes et un déclin plus précoce de la charge virale554,555. Par 
ailleurs, des dérivés du naproxène (A et C0) ont été synthétisés pour conserver l’activité antivirale de 
la molécule sans inhiber COX-2, dont l’activité a été décrite comme bénéfique pour l’activité 
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antivirale569,570. Ainsi, le naproxène C0 s’est montré plus efficace et moins toxique que le naproxène 
originel contre les IAV en modèle cellulaire. 

 En résumé, le repositionnement de médicaments dans la prise en charge de la grippe présente 
de belles perspectives. Néanmoins, malgré un nombre conséquent d’essais cliniques initiés, aucun 
résultat véritablement concluant n’a été rapporté à ce jour. 

 Ce constat souligne le besoin de développer de nouvelles stratégies, notamment en s’éloignant 
du paradigme de la cible thérapeutique au profit d’approches plus globales, basées par exemple, sur 
la modulation des voies cellulaires.  

 Notre équipe du laboratoire Virpath s’est engagée depuis plusieurs années dans cette 
démarche, en exploitant les modulations viro-induites de l’expression des gènes de la cellule-hôte, les 
signatures virogénomiques, et celles induites par une ou plusieurs molécule(s), les signatures 
chemogénomiques, dans le but d’identifier des médicaments candidats au repositionnement comme 
antiviraux. Par cette approche, nous avons identifié deux médicaments avec un potentiel antiviral 
contre les virus influenza, la midodrine et le diltiazem, menés jusqu’en phase II d’essais cliniques 
(Résultats).  

 Le diltiazem est aujourd’hui le seul médicament repositionné contre la grippe toujours en 
cours d’évaluation clinique. Il a constitué le sujet central de mon travail de thèse. La caractérisation de 
son mode d’action sur l’induction des interférons profile les perspectives antivirales à large spectre de 
ce médicament, qui pourrait constituer un atout conséquent dans la lutte contre le SARS-CoV-2. 

 

4.5. Exemples de repositionnement pour le traitement de la COVID-19 

 Face à un virus émergent, l’identification et la mise sur le marché d’outils prophylactiques et 
thérapeutiques peuvent être longues. Le repositionnement de médicaments, qui permet d’identifier 
rapidement et à moindre coût des candidats efficaces, a ainsi constitué une stratégie prioritaire dans 
les premiers mois de la pandémie de COVID-19511.  

 Les principales approches de repositionnement sont basées sur l’évaluation d’inhibiteurs des 
cibles thérapeutiques connues du SARS-CoV-2 comme la polymérase (RdRp) ou la protéase 3C-like 
(nsp5), mais aussi les inhibiteurs de facteurs cellulaires intervenant dans l’entrée ou la réplication du 
virus (ACE2, TMPRSS2, voie des importines) ou des médicaments modulateurs de l’inflammation. De 
très nombreux candidats sont actuellement en développement128,511,571,572. Les composés dans les 
phases les plus avancées sont rassemblés dans le Tableau 10, ci-après. 
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Tableau 10 : Médicaments repositionnés ou candidats au repositionnement contre la COVID-19, d’après les revues Singh et al. 
(2020), Siddiqui et al. (2020), Han et al. (2021) et Salian et al.(2021)128,511,571,572. Seuls les composés en phases avancées de 
développement sont listés (phases III et IV ou approuvé), à l’exception du diltiazem proposé par notre équipe. 

Médicament Indication 
première 

Mécanisme 
d’action/Cible 

Approche de 
reposition-
nement 

Mécanisme 
d’action antiviral 

Phase de 
développement 

Remdesivir 
 

Ebola  
(Phase III) 

RdRp 
(réplication) 
 

Cible  RdRp 
(réplication) 
 

Approuvé par la 
FDA 

Molnupiravir Antiviral large 
spectre 
(préclinique) 

Approuvé par la 
FDA 

Favipiravir 
 
 

Influenza 
Antiviral large 
spectre 

Phase III 
Approuvé (Japon, 
Chine, Inde et 
Russie) 

Ribavirine 
 

Antiviral large 
spectre Phases II/III 

Sofosbuvir 
 Hépatite C  

Docking 
moléculaire basé 
sur la cible RdRP 

Phase III 

Lopinavir- 
ritonavir  Thérapies 

antirétrovirales 
contre le VIH 

Inhibiteurs de 
protéase (entrée) 
 

Docking 
moléculaire basé 
sur la cible Mpro 
 

Protéase (entrée) 
Phases III/IV 

Darunavir-
cobicistat Phase III 

Umifenovir 
Influenza Inhibiteur de 

fusion (entrée) Cible Inhibiteur de 
fusion (entrée) Phases III/IV 

Chloroquine  
 
 
 
 
 

Antiparasitaire 
contre la Malaria 

Liaison à la 
ferriprotoporphy
rine IX, complexe 
toxique pour les 
parasites 
sanguins Sérendipité  

 

Interaction avec 
ACE2 et les 
acides sialiques 
(entrée) 

Phases III/IV 

Hydroxychloro-
quine 

Anti-
inflammatoire 
Polyarthrite 
rhumatoïde, 
lupus 

Blocage des 
récepteurs Toll Phases III/IV 

Nafamostat 
 
Camostat 
mesylate 

Anticoagulants 
utilisés dans 
l’hémodialyse 
Pancréatite  

Inhibiteur de 
protéase à sérine Cible, ciblage HTS 

Inhibiteurs de 
TMPRSS2 
(entrée, fusion 
des membranes) 

Phase III 

Nitazoxanide Antiparasitaire 
Hépatite C 
chronique 
Phases II/III 
contre influenza 

Inhibition du 
pyruvate Sérendipité Fusion Phases III/IV 

Ivermectin 

Antihelminthique 

Canaux chlorure 
glutamate-
dépendants 
Paralysie 
neuromusculaire 
des parasites 

Cible 

Import nucléaire 
des vRNP 
 
Autres cibles ? 

Phases III/IV 

Naproxen Anti-
inflammatoire 
non stéroïdien  
Développement 
clinque contre le 
cancer et 
influenza 

Inhibiteur de 
COX2 

Cible 
thérapeutique 
assisté in silico 

Inhibiteur de 
l’ancrage de 
l’ARN sur N 

Phase III 
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Losartan 
 
Telmisartan 

Anti-
hypertenseurs 
approuvés dans 
la prise en charge 
du diabète, de 
l’HTA et des 
maladies 
cardiovasculaires 

Agoniste des 
récepteurs AT1 
de l’angiotensine 
II 

Cible 
Augmentation 
d’ACE2 
pulmonaire 

Phase IV 

Statines 
 
Atorvastatin 
Simvastatin 

Hypocholestérolé
miants 

Inhibiteurs de β-
Hydroxy β-
methylglutaryl-
CoA (HMG-CoA) 
reductase 

Sérendipité 

ACE2 
 
Immuno-
modulateur 
 

Phase III 

Dexamethasone 

Anti-
inflammatoire 

Corticoïdes, 
inhibition de 
l’expression des 
gènes pro-
inflammatoire 

Cible Immuno-
modulateurs 

Phases III/IV 

Methylpredniso-
lone Phases III/IV 

Budesonide 

Anti-
inflammatoire 
indiqué dans le 
traitement de 
l’asthme par 
inhalation 

Corticoïde, 
synthèse de 
macrocortine, 
bloque la 
synthèse des 
leucotiènes 
(médiateurs de 
l’inflammation 
lipidiques) 

Phases III/IV 

Tocilizumab Polyarthrite 
rhumatoïde 

Anticorps 
monoclonal 
dirigé contre IL-6 

Cible Inhibiteur d’IL-6 Phases III/IV 

Ruxolitinib Néoplasies 
myéloproliféra-
tive Inhibiteurs de 

JAK Cible Tempête 
cytokinique 

Phase III 

Baricitinib Dermatites 
atopiques 
Polyarthrites 
rhumatoïdes 

Phases III/IV 

Azithromycin Antibiotique de 
la famille des 
macrolides 

50 S du ribosome 
bactérien 

Sérendipité Anti-
inflammatoire 

Phases III/IV 

Doxycycline Antibiotique de 
la famille des 
tétracyclines 

30 S du ribosome 
bactérien Phases III/IV 

Diltiazem 
Anti-
hypertenseur 

Inhibiteur des 
canaux calciques 

Criblage 
phénotypique 
assisté in silico 

Immuno-
modulateur 
Stimule la voie 
des interférons  

Essai de phase II 
en préparation 

 
 

4.5.1. Inhibiteurs de polymérase 

 La polymérase virale (RdRp) est hautement conservée entre les CoV. En effet, la séquences 
d’AA de la nsp 12 du SARS-CoV-2 comporte 96 % d’identité avec celle du SARS-CoV et 71 % avec celle 
du MERS-CoV573. Ainsi, les inhibiteurs nucléosidiques de cette enzyme déjà décrits ont constitué des 
candidats d’intérêt pour un repositionnement antiviral574.  

 C’est le cas du remdesivir (Veklury®, Gilead ; GS-5734), prodrogue d’un analogue d’adénosine, 
le nucléoside triphosphate (NTP), initialement développé contre Ebola308,575. L’incorporation du 
triphosphate dans l’ARN provoque la terminaison de la chaine d’élongation, mettant fin à la réplication 
virale575,576. Ce mécanisme d’action fait du NTP un antiviral à large spectre, déjà décrit in vitro et in vivo 
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contre plusieurs familles de virus à ARN (Filo-, Pneumo-, et Paramyxoviruse), mais aussi l’hépatite C, le 
virus diarrhéique bovin (BVDV), et des CoV humains et zoonotiques (MERS, SARS et CoV de chauve-
souris)576–579. L’étude de Gordon et al. a permis de confirmer l’interaction du remdesivir avec la RdRp 
du SARS-CoV-2, ainsi que son incorporation dans l’ARN en de multiples sites, conduisant à l’apparition 
d’une terminaison dans l’ARN réplicatif en position i+3 post incorporation573. In vitro, le remdesivir est 
très actif avec une concentration efficace médiane (EC50) < 1 μM580. Ainsi, il a rapidement été 
considéré comme un candidat intéressant et a fait l’objet de nombreux essais cliniques de phase III 
(NCT04257656, NCT04292899, NCT04257656) en 2020572,581.  

 Notamment, le médicament a fait partie de la première sélection de composés inclus dans 
l’essai clinique mondial supervisé par l’OMS, Solidarity, avec l’objectif de réduire la mortalité chez les 
patients hospitalisés souffrant d’une COVID-19 sévère582. Malheureusement, les résultats n’ont pas 
démontré d’effet significatif du remdesivir sur la mortalité à J28583. D’autres études réalisées chez des 
patients avec une COVID-19 modérée (NCT04292730, NCT04280705), ont démontré une amélioration 
sur le délai de disparition des symptômes chez les patients traités (10 jours contre 15), sans toutefois 
démontrer de différence significative entre des posologies de 5 ou 10 jours584,585.  

 Les connaissances acquises sur la cinétique de la maladie nous permettent de comprendre que 
les objectifs compassionnels de ces essais, incluant des patients jusqu’à 12 jours après l’apparition des 
symptômes, déjà dans des phases pulmonaires et inflammatoires, n’étaient pas adaptés à l’évaluation 
de ce médicament, très efficace in vitro sur la réplication du virus et donc dans les phases précoces 
d’infection586. En effet, l’étude de Wit et al. a comparé l’efficacité du remdesivir contre le MERS-CoV 
en primates non humains selon deux protocoles de traitements de 6 jours : prophylactique avec début 
du traitement 24h avant inoculation, ou curatif avec début du traitement 12h post infection587. Les 
deux protocoles ont montré une efficacité significative avec une réduction de la charge virale 
pulmonaire et des signes cliniques. Le protocole prophylactique a montré de meilleurs résultats avec 
une réduction de plus de 2 log10 de virus/g de poumon et une réduction très importante des lésions 
pulmonaires. Les auteurs soulignent ainsi l’importance d’administrer le médicament dans les phases 
précoces d’infection.  

 En revanche, il est à noter que, du fait de sa pharmacocinétique, le remdesivir est administré 
uniquement par voie intraveineuse et nécessite donc une prise en charge hospitalière, non compatible 
avec un usage de ville et précoce du médicament588. Finalement, le remdesivir a été le premier 
médicament approuvé par la FDA en octobre 2020, pour le traitement de la COVID-19 nécessitant une 
hospitalisation589. L’EMA a, quant à elle, émis une AMM conditionnelle en juillet 2020 pour les patients 
sévères sous oxygénothérapie, dans l’attente de nouveaux résultats cliniques310. L’OMS a cependant 
déconseillé son utilisation en novembre 2020, faute de preuve significative de son efficacité311. Un 
essai clinique de phase III est en cours pour évaluer la sécurité d’administration, la tolérance et la 
pharmacocinétique du traitement dans la population pédiatrique590. 

 Très récemment, un autre composé a reçu l’autorisation de la FDA pour le traitement des cas 
modérés de COVID-19 chez l’adulte, avec un risque élevé de d’évolution vers une forme grave et pour 
lesquels il n’existe aucune autre alternative de traitement309. Il s’agit du molnupiravir (EIDD-2801) dont 
le métabolite actif (EIDD-1931) est un analogue nucléosidique de cytidine (β-d-N4-hydroxycytidine ; 
NHC) déjà décrit comme antiviral in vitro et in vivo contre plusieurs virus à ARN (alphavirus, influenza, 
RSV, Chikungunya, l’hépatite C et le coronavirus)591–596.  

 La NHC s’incorpore dans l’ARN viral induisant des mutations délétères pour la réplication 
virale, par l’augmentation de mutations transitoires de types G : A et C : U592,596,597. Son activité n’est 
pas perturbée par celle de l’ExoN, mise en cause dans la résistance de certains antiviraux avec le même 
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mode d’action comme la ribavirine, suggérant une interaction différente avec les acides nucléiques et 
un risque diminué d’apparition de mutations de résistance593,598. L’efficacité de la NHC a été validée in 
vitro contre le SARS-CoV-2 sur des cellules Calu-3 avec une IC50 de 0.08 μM et sur des épithéliums 
pulmonaires reconstitués avec une réduction de 3 log10 PFU/mL392. In vivo, le molnupiravir permet 
une réduction très significative (3 log 10) de la charge virale mesurée dans les sécrétions nasales dès 
36h post traitement, inhibant ainsi la transmission du virus chez le furet599. Les essais cliniques de 
phase III, évaluant l’efficacité du traitement sur des adultes non hospitalisés atteints de COVID-19 
modérée, avec un risque de développer des formes sévères (NCT04575597) ont mis en évidence 
l’efficacité du traitement, avec la diminution de 50 % du risque d’hospitalisation (7.3 % contre 14.1 % 
avec le placebo) et de la mortalité (6.8 % contre 9.7 % avec le placebo)600,601.  

 Ces résultats positifs ont encouragé Merck à soumettre une demande d’autorisation 
d’utilisation d’urgence à la FDA en octobre 2021, acceptée en décembre602. A la différence du 
remdesivir, le molnupiravir est administré par voie orale et donc mieux adapté à un usage de ville, 
permettant ainsi la mise en place du traitement dans les phases précoces d’infection. Cependant, 
l’étude de Zhou et al. alerte sur la possibilité de synthèse d’un précurseur d’ADN, le dNHC (forme 2’-
deoxyribose de la NHC), comme potentiel agent mutagène pour les cellules de l’hôte en division603. Les 
auteurs recommandent une étude approfondie de ces risques et de limiter l’usage de ce médicament 
à une population restreinte. 

 D’autres molécules antivirales avec le même mécanisme d’action sur la polymérase virale sont 
également en cours d’évaluation, comme le favipiravir ou la ribavirine. Leurs principes actifs 
respectifs, un dérivé de pyrazine, analogue de purine (ribofuranosyl-5B-triphosphate (favipiravir-RTP)) 
et un analogue de guanosine (ribavirin-RTP), s’incorporent à l’ARN viral induisant des mutations 
délétères pour la réplication604–606. Ces deux composés comportent également une bonne affinité avec 
RdRp mais sont moins bien incorporés dans l’ARN, obligeant ainsi à utiliser de plus grandes 
concentrations de principes actifs pour obtenir une inhibition de la réplication (EC50 = 109.5 et 61.88 
μM, respectivement)573. 

 Le favipiravir a fait l’objet de nombreuses études cliniques de phase III dont certaines avec des 
résultats a priori encourageants269,607. D’après https://clinicaltrials.gov/, 10 études évaluant le 
favipiravir contre la COVID-19 sont terminées. Deux essais réalisés sur des patients hospitalisés non 
sévères ont mis en évidence une réduction du délai symptomatique face à un placebo (5 contre 7 
jours)608 ; et une réduction importante du délai de clairance virale (4 jours contre 11 jours dans le 
groupe contrôle traité avec du lopinavir-ritonavir) associée à une amélioration de la condition 
pulmonaire observée par radiographie 14j post traitement609. 16 études sont encore en cours ou en 
phase de recrutement. Le médicament est déjà approuvé pour le traitement des patients souffrant 
d’une COVID-19 modérée au Japon, en Inde, en Chine et en Russie, mais la FDA et l’EMA sont dans 
l’attente de nouvelles données plus robustes610.  

 La ribavirine est moins utilisée en clinique du fait de son index thérapeutique plus restreint et 
de son efficacité limitée par l’activité de l’ExoN598,604. Elle apparait dans des essais cliniques de phases 
II et III, notamment dans le but d’évaluer son bénéfice en combinaison avec du nitazoxanide, de 
l’hydroxychloroquine, de l’interféron β ou de l’ivermectine. 

 Nous pouvons également citer le sofosbuvir, un analogue d’uridine approuvé contre l’hépatite 
C depuis 2013, identifié par plusieurs études de docking moléculaire comme antiviral potentiel contre 
le SARS-CoV-2611,612. Son intérêt clinique a été évalué dans quelques études de phase III, en particulier 
en association avec le daclatasvir ou le ledipasvir, en développement contre l’hépatite C. Des effets 
encourageants sur la réduction de la mortalité motivent la poursuite des études613–615. 
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4.5.2. Inhibiteurs de protéase 

 La protéase majeure du SARS-CoV-2 (Mpro ou protéase 3C-like), enzyme clé pour la réplication 
et la transcription virale constitue également une cible thérapeutique privilégiée530,542. Le potentiel 
d’inhibiteurs de protéases déjà sur le marché comme le saquinavir, le lopinavir, le ritonavir ou le 
darunavir a été notamment souligné par l’étude de docking moléculaire d’Ortega et al.616. 

 La combinaison lopinavir-ritonavir, prescrite dans le cadre des thérapies antirétrovirales 
contre le VIH, avait déjà été décrite contre le SARS-CoV et influenza lors d’études de docking 
moléculaire617. Lors des épidémies de MERS-CoV, la FDA avait autorisé son utilisation d’urgence même 
si les résultats précliniques in vitro ne suggéraient qu’une faible activité antivirale, y compris en 
association avec de l’interféron β recombinant618. Ces composés ont été inclus dans les deux essais 
cliniques internationaux menés en 2020, Solidarity et RECOVERY, visant à réduire la mortalité chez les 
patients sévères. Le lopinavir a été évalué en monothérapie et en bithérapie avec de l’interféron β-1a 
ou le ritonavir mais aucune de ces options thérapeutiques n’a permis une réduction significative de la 
mortalité à 28 jours582,619,620. D’autres essais de phases III et IV sont en cours ou programmés, 
notamment des trithérapies du lopinativir-ritonavir avec du remdesivir ou de 
l’hydroxychloroquine621,622.  

 De la même manière, la combinaison antirétrovirale darunavir-cobicistat est évaluée contre 
le SARS-CoV-2. In vitro, le darunavir n’a pas démontré d’activité antivirale significative contre le SARS-
CoV-2623. Un premier essai de phase III (NCT04252274) a conclu à la sécurité d’administration du 
traitement, mais aucune amélioration sur le taux de positivité au virus 7 jours post traitement n’a été 
rapportée par rapport au standard de soins624. Par ailleurs, une étude rétrospective menée dans 33 
hôpitaux italiens sur 3 451 patients a évalué l’impact des thérapies antirétrovirales lopinavir-ritonavir 
et darunavir-cobicistat sur la mortalité liée à la COVID-19. Les résultats ont conclu à une absence 
d’impact de l’association lopinavir-ritonavir et à une augmentation du risque de mortalité avec le 
traitement darunavir-cobicistat625. 

 
4.5.3. Inhibiteurs de fusion ou d’endocytose 

 L’umifenovir (Arbidol), un inhibiteur de fusion approuvé en Russie et en Chine pour le 
traitement de la grippe, est décrit pour son activité antivirale à large spectre et présentait déjà une 
efficacité in vitro contre le SARS-CoV626. L’étude de Wang et al. a confirmé le potentiel antiviral de ce 
médicament contre le SARS-CoV-2 avec une EC50 de 4.11 μM en cellules VeroE6627. Une étude de 
modélisation par docking moléculaire a récemment démontré l’interaction de l’Arbidol avec le 
complexe RDB-ACE2, induisant une rigidité structurelle dans la glycoprotéine virale, limitant ainsi les 
réarrangements conformationnels associés à la fusion membranaire et à l'entrée du virus628. Le 
médicament a été inclus dans des plusieurs essais de phases III et IV, notamment en comparaison des 
traitements lopinavir-ritonavir, de l’interféron β-1a et de l’hydroxychloroquine, évaluant le délai 
d’amélioration clinique chez des patients hospitalisés. Bien qu’un léger bénéfice ait été observé par 
rapport à la combinaison lopinavir-ritonavir sur la durée d’hospitalisation et le délai de négativité des 
tests PCR, les études concluent à un manque d’efficacité significative de l’Arbidol contre la COVID-
19629–632. 

 La chloroquine, un médicament anti-malarique et son dérivé l’hydroxychloroquine, indiquée 
dans la prise en charge de maladies auto-immunes comme la polyarthrite rhumatoïde ou le lupus pour 
ces capacités immunomodulatrices, ont démontré une activité antivirale in vitro, en inhibant 
l’endocytose. Le principe actif de la chloroquine est un composé basique se diffusant spontanément à 
travers les membranes des organelles des endosomes, des lysosomes ou des vésicules de Golgi, 
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induisant une augmentation de leur pH cytoplasmique633. L’acidification du pH endosomal étant une 
étape indispensable au relargage du matériel génétique viral pour de nombreux virus, la chloroquine 
et ses dérivés exercent une activité antivirale in vitro ciblée sur la cellule-hôte contre Ebola, Marburg, 
la Dengue, le Chikungunya, ou encore le VIH. En 2005, l’étude de Vincent et al. a démontré l’efficacité 
de la chloroquine contre le SARS-CoV en prophylaxie et traitement post infection avec des IC50 de 1 
et 4.4 μM, respectivement634. L’étude souligne que le principe actif impacte la glycosylation terminale 
d’ACE2, rendant moins efficace l’ancrage de la protéine S. En 2020, une analyse in silico a permis 
d’identifier un nouveau domaine d’ancrage gangliosidique des médicaments au niveau des acides 
sialiques, interagissant avec le domaine N-terminal de la protéine S de SARS-CoV-2, renforçant l’intérêt 
à évaluer ces candidats635. In vitro, la chloroquine et l’hydroxychloroquine ont largement démontré 
leur efficacité avec des IC50 inférieures à 4 μM580,636,637. 

 Avec ses propriétés immunomodulatrices et une moindre toxicité, l’hydroxychloroquine a été 
choisie pour faire partie des premières évaluations cliniques chez l’Homme dans l’essai RECOVERY. 
Cependant, les résultats n’ont indiqué aucun bénéfice du traitement sur la mortalité des patients 
sévères hospitalisés638. Une étude in vivo, réalisée a posteriori, a évalué l’efficacité de 
l’hydroxychloroquine en monothérapie ou en association avec de l’azythromycine, selon deux 
protocoles de traitement (post infection ou prophylactique), sur des primates non humains639. Les 
auteurs ont conclu que l’hydroxychloroquine n’avait aucun effet antiviral in vivo, rappelant 
l’importance des différentes étapes de validation précliniques des candidats et les discordances 
souvent observées entre les modèles cellulaires in vitro et les modèles in vivo.  

 Pourtant, l’hydroxychloroquine a fait l’objet de nombreuses études dont 144 essais de phases 
III et IV, évaluant son efficacité prophylactique en pré et post-exposition et son efficacité post 
symptomatique, en monothérapie ou en association avec de l’azithromycine. Plusieurs méta-analyses 
des essais cliniques réalisés sur des patients hospitalisés concluent que l’hydroxychloroquine et la 
chloroquine n’apportent pas de bénéfice clinique sur la mortalité, la durée de la fièvre ou le 
développement d’un syndrome de détresse respiratoire, mais soulignent un risque accru d’effet 
secondaire sur l’arythmie cardiaque640–642. La combinaison hydroxychloroquine-azithromycine a même 
été associée à une augmentation de la mortalité. Une étude canadienne menée sur 821 patients 
(NCT04308668) a évalué l’efficacité de l’hydroxychloroquine comme traitement prophylactique post 
exposition (4 jours de traitement, 4 jours post exposition). 11.8 % des personnes traitées ont déclaré 
la maladie contre 14 % dans le groupe placebo, et 40 % ont déclaré des effets secondaires non sévères 
contre 16.8 %. L’étude conclut à un effet non significatif du traitement, exposant à un risque d’effet 
secondaire643. Un constat similaire est rapporté dans une méta-analyse portant sur 4 essais 
prophylactiques644. 

 Les inhibiteurs de protéase à serine, tel que le nafamostat et le camostat mesylate avaient 
déjà été identifiés comme inhibiteurs de TMPRSS2, inhibant la fusion des membranes lors d’une 
infection avec le MERS-CoV527. Ainsi, les études de Hoffmann et al. et Yamamoto et al. ont validé 
l’efficacité in vitro des deux composés contre le SARS-CoV-2, en soulignant un meilleur potentiel du 
nafamostat avec une EC50 de l’ordre du nanomolaire645,646. Récemment, l’étude en docking 
moléculaire de Sonawane et al. a confirmé que ces molécules interféraient bien avec le site catalytique 
de TMPRSS2 participant au clivage de la protéine S du SARS-CoV-2647. La protection apportée par un 
traitement intranasal au nafamostat a été démontrée en modèle murin, par une réduction de la perte 
de poids et du titre viral pulmonaire en traitement post infection, et réduction de la perte de poids, 
des symptômes et de la mortalité en traitement prophylactique648. Les résultats d’un essai clinique de 
phase II (NCT04623021) évaluant le nafamostat sur un groupe de 104 patients COVID-19 hospitalisés 
nécessitant un soutien en oxygène (hors réanimation) indiquent une différence non significative sur le 
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délai d’amélioration clinique entre les groupes traités et placebo mais soulignent une amélioration 
plus rapide dans un petit groupe de patients à haut risque649. 4 études de phase III sont en cours de 
recrutement. 

 Des criblages systématiques de molécules approuvées assistés in silico ont également mis en 
évidence le potentiel antiviral du nitazoxanide contre les CoV avec une activité inhibitrice de la 
protéine N528,636. Son activité in vitro contre le SARS-CoV-2 a été évaluée avec une IC50 d’environ 2 
μM580. Récemment, une nouvelle étude a démontré que le principe actif du médicament pourrait 
interférer avec la biogénèse de la Spike, limitant le clivage par l’endoglycase nécessaire à la fusion650. 
Des résultats de phase II (NCT04552483) indiquent que le traitement n’a pas permis de réduire le délai 
symptomatique chez des patients avec une COVID-19 modérée mais soulignent une réduction 
significative de la charge virale en cas d’administration précoce651. Des essais cliniques de phases III et 
IV sont en cours. 

 
4.5.4. Interactions avec la nucléocapside et les vRNP 

 L’ivermectine est un médicament antiparasitaire intervenant sur les récepteurs 
neuromusculaires des parasites, avec des effets immunomodulateurs variés652. Son potentiel antiviral 
a été décrit dans plusieurs études, et notamment contre influenza et le VIH, où le médicament apparait 
comme un inhibiteur de l’import nucléaire des vRNP via le système d’importine α/β653,654. En outre, 
plusieurs études de docking moléculaire ont souligné le potentiel de l’ivermectine contre le SARS-CoV-
2, rapportant une haute affinité avec la nucléocapside, mais aussi avec la RdRp, la protéase 3CL, 
l’hélicase et ACE2655. In vitro, la molécule a présenté une efficacité avec une IC50 de 2 μM656.  

 L’ivermectine a fait l’objet de nombreux essais cliniques dont 42 de phases III et IV (28 sont en 
cours ou en recrutement). Notamment, une étude de phase III a évalué l’efficacité prophylactique du 
traitement (2 doses à 72h d’intervalle) sur 203 patients dont les proches ont été infectés par le SARS-
CoV-2 (NCT04422561). Seulement 7.4 % des personnes traitées ont développé la maladie contre 58.4 
% avec le placebo, suggérant une action protectrice du traitement657. Une méta-analyse basée sur 9 
études en traitement post symptomatique a conclu que le traitement à l’ivermectine serait associé à 
une réduction de la mortalité chez les patients sévères, avec toutefois un niveau de relevance faible, 
soulignant la nécessité d’études à plus large ampleur658. Par ailleurs, une autre analyse réalisée sur 10 
études chez des patients non sévères indique que l’ivermectine n’a pas d’impact sur la mortalité, ni 
sur la durée de la maladie ou la clairance virale659. Enfin, la combinaison de l’ivermectine avec la 
doxycycline, évaluée dans un essai de phase III (NCT04523831), pourrait être associée à une maladie 
moins symptomatique chez les patients avec une COVID-19 non sévère660.  

 Les activités anti-inflammatoires et antivirales du naproxène, déjà décrites contre influenza, 
en ont fait un candidat de choix pour un repositionnement contre le SARS-CoV-2. La nucléoprotéine 
n’est pas une structure commune entre les virus à ARN mais la N de SARS-CoV-2 est tout aussi 
importante pour la réplication, formant le complexe vRNP avec l’ARN viral. Elle est également 
impliquée dans l’immunomodulation, en particulier l’inhibition de la réponse interféron. Des études 
préliminaires avaient mis en évidence l’interaction de la N du SARS-CoV avec COX2661. Ainsi, l’étude de 
Terrier et al. a récemment décrit une approche structurale pour identifier des sites de fixation du 
naproxène dans le domaine N terminal de la protéine N du SARS-CoV-2662. Le naproxène originel a 
démontré deux sites de fixations dans le site de l’oligomérisation (PDB 7ACT et PDB 6VYO) tandis que 
son dérivé C0 se lie à un site de fixation de l’ARN. Les deux candidats ont démontré une efficacité 
antivirale significative in vitro sur des cellules VeroE6 et sur des épithéliums respiratoires humains 
(HAE) d’origine bronchique avec des IC50 de l’ordre du micromolaire. Le médicament a fait l’objet un 
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essai clinique de phase II sur les patients hospitalisés pour COVID-19 en Iran (IRCT20200324046850N3) 
face à un placebo663. Les résultats indiquent une amélioration du délai de réduction des symptômes et 
un effet préventif bénéfique sur la tension artérielle664. Un essai clinique de phase III est en cours en 
France, supervisé par l’Assistance Publique des Hôpitaux de Paris, pour évaluer l’efficacité du 
naproxène en complément du standard de soins chez les patients hospitalisés pour COVID-19, sur la 
réduction de la mortalité 30 jours post traitement, de la morbidité et de la charge virale (2020-001301-
23)665. 
 

4.5.5. Interactions avec le système de l’angiotensine 

 Tel que décrit précédemment, des médicaments anti-hypertenseurs comme le telmisartan ou 
le losartan peuvent augmenter l’abondance d’ACE2522. Ainsi, les patients sous traitement pourraient 
présenter un facteur de risque supplémentaire d’être infectés mais seraient également mieux protégés 
d’une détresse pulmonaire132,522,524. Ces deux hypothèses sont actuellement discutées et évaluées en 
clinique. Le bénéfice de ces traitements au long cours fait l’objet de plusieurs études rétrospectives, 
comme celle de Hakeam et al. réalisée sur 338 patients admis à l’hôpital, qui a conclu que les patients 
hypertendus sous traitement n’étaient pas associés à un risque plus élevé d’évolution vers une forme 
sévère de la maladie666. D’autres études interventionnelles (NCT04355936) ont permis de démontrer 
qu’un traitement de 15 jours avec du telmisartan avait un impact positif sur la réduction de 
l’inflammation et pouvait réduire la mortalité et la morbidité chez les patients hospitalisés667. 

 De manière identique, des études décrivent l’augmentation d’ACE2 en modèle animal par les 
statines, prescrites contre le cholestérol. Notamment, l’atorvastatine permet de réguler 
l’athérosclérose par une augmentation de l’expression de la protéine ACE2 dans le cœur et le foie des 
lapins via des modifications épigénétiques668. Chez les rats diabétiques, la fluvastatine a été associée à 
une meilleure efficacité de l’insuline, en augmentant l’expression d’ACE2 dans la sphère cardiaque669. 
Ainsi, des études cliniques ont pour objectif de déterminer si les patients sous traitement sont moins 
sujets à des complications de la maladie, en particulier cardiaques. Les résultats d’une étude 
rétrospective sur 717 patients hospitalisés à Singapour ont mis en évidence une diminution de 10 % 
du risque d’aller en réanimation chez les patients sous traitement hypocholestérolémiant avec les 
statines520. Une autre étude réalisée sur 1 179 patients hospitalisés a évalué l’impact du traitement 
avec les statines, au long cours avant admission, ou en administration hospitalière. Les patients âgés 
de moins de 65 ans et traités (au long cours et nouvellement) ont été associés à un taux de mortalité 
réduit670. 

 Cependant, plusieurs méta-analyses précisent que la réduction de la mortalité (jusqu’à 35 %) 
et du taux d’admission en réanimation est majoritairement liée à des protocoles de traitements 
hospitaliers plutôt qu’à un traitement au long cours671–673. En ce sens, l’activité anti-lipidique des 
statines est également à considérer, puisqu’il a été démontré que ACE2 était colocalisée dans les 
radeaux lipidiques impliqués dans l’entrée du SARS-CoV674. En réduisant la synthèse du cholestérol 
endogène, les statines réduisent sa quantité dans les radeaux lipidiques, ce qui pourrait limiter la 
pénétration du SARS-CoV-2 dans la cellule-hôte. Enfin, leurs capacités immunomodulatrices peuvent 
également être un atout dans la réduction de la tempête cytokinique672. 

 
4.5.6. Médiateurs de l’inflammation 

 L’évolution de la COVID-19 vers une phase pulmonaire engendre une inflammation 
importante, voire démesurée, associée à la mortalité et la morbidité de la maladie. L’usage de 
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médicaments anti-inflammatoires, notamment dans la prévention de la tempête cytokinique a 
démontré un bénéfice dès les premiers essais cliniques menés en 2020675. 

 En particulier, l’usage des corticoïdes, anti-inflammatoires stéroïdiens tels que la 
dexaméthasone ou la méthylprednisolone a rapidement été envisagé car ils permettent de réduire 
l’expression des cytokines pro-inflammatoires. Cependant, des inquiétudes ont été formulées 
concernant l’inhibition de la réponse immunitaire675. Incluse dans l’essai mondial RECOVERY, la 
dexaméthasone a confirmé l’intérêt porté vers ces médicaments en permettant une réduction de 12 
% de la mortalité chez les patients sous ventilation mécanique et la prolongation des soins ne 
nécessitant pas cette ventilation323,324. Leur utilisation fait l’objet de nombreuses études cliniques de 
phases III et IV. Récemment, une étude menée en Arabie Saoudite a rapporté l’intérêt d’un traitement 
par inhalation du budesonide (pendant 11 jours dès l’inclusion), un corticoïde indiqué dans le 
traitement de l’asthme, sur les malades sévères en soins intensifs, par une réduction de la mortalité à 
30 jours676. 

 Diverses cibles thérapeutiques sont évaluées pour réduire l’inflammation. Nous pouvons par 
exemple citer les inhibiteurs de l’IL-6 comme le tocilizumab, un Ac monoclonal humanisé dirigé contre 
l’IL-6 approuvé dans la prise en charge de la polyarthrite rhumatoïde. In vitro, cet Ac est associé à une 
réduction de l’expression des TNF, de l’IL-10 et de l’inflammasome677. En clinique, plusieurs études 
soulignent un risque diminué de mortalité lorsque le médicament est administré dans les deux 
premiers jours de réanimation322. 

 Des inhibiteurs de JAK1 et JAK2, comme le ruxolitinib ou le baricitinib, provoquant une 
interruption du signal menant à l’expression de multiples cytokines pro-inflammatoires, sont 
également envisagés avec l’objectif de prévenir la survenue de la tempête cytokinique. Récemment, 
les résultats d’une étude de phase III (NCT04362137) évaluant l’efficacité d’un traitement de 14 jours 
avec le ruxolitinib n’a pas rapporté d’amélioration sur la dégradation des patients hospitalisés (décès, 
détresse respiratoire ou réanimation)678. Par ailleurs, quelques cas présentant des effets secondaires 
majeurs ont été rapportés lors d’autres études (purpura et désordres hématologiques), 
potentiellement liés à l’usage concomitant du médicament avec du ritonavir679.  

 Le baricitinib semble mieux toléré et une étude en intelligence artificielle a décrit sa capacité 
potentielle à interférer avec l’entrée du SARS-CoV-2 dans les cellules alvéolaires par l’inhibition de 
AAK1 (protéine kinase 1 associée à AP2), impliquée dans la régulation de l’endocytose680. L’association 
du baricitinib (traitement de 14 jours) et du remdesivir (10 jours) a été évaluée dans un essai de phase 
III (NCT04401579) chez les patients hospitalisés. Une diminution de 2 % de la mortalité a été rapportée 
ainsi que des améliorations sur le délai de guérison (7 contre 8 avec le placebo), le statut clinique à J15 
(plus favorable de 30 % par rapport au groupe témoin) et le temps nécessaire sous ventilation 
mécanique (10 jours contre 18)681. 

 D’autres médicaments aux propriétés anti-inflammatoires connues comme les antibiotiques 
azithromycine ou doxycycline, font l’objet de plusieurs études, notamment en combinaison de 
l’hydroxychloroquine ou de l’ivermectine660,682. 

 Enfin, le mode d’action antiviral du diltiazem, identifié dans le cadre de notre stratégie de 
repositionnement contre influenza, sur la modulation de l’expression des interférons, suggérant ainsi 
un potentiel antiviral à large spectre, a légitimé son évaluation contre le SARS-CoV-2. Son activité 
antivirale, documentée dans les Résultats, nous a mené jusqu’à la préparation d’un essai clinique de 
phase II visant à évaluer le bénéfice apporté par un traitement au diltiazem en complément du 
standard de soins pour une pneumopathie hypoxémiante à COVID-19. 
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1. Contexte de la thèse 

 
1.1. Stratégie du laboratoire 

 Tel que développé dans l’introduction, les infections respiratoires aigües d’origine virale ont 
des impacts sanitaires et socioéconomiques majeurs. Dans ce contexte, le développement de 
nouveaux traitements prophylactiques et thérapeutiques efficaces contre ces pathogènes 
respiratoires constitue un enjeu déterminant de santé publique. Le succès des nouvelles stratégies de 
contrôle repose en grande partie sur une meilleure caractérisation de la biologie cellulaire de ces virus 
respiratoires et la compréhension de leurs interactions moléculaires et fonctionnelles avec leur hôte. 
Pour répondre à ces besoins, le laboratoire VirPath travaille depuis 2008 sur ces thématiques avec 
l’objectif de développer de nouvelles thérapeutiques ciblant la cellule-hôte, en utilisant des approches 
transcriptomiques comme point de départ.  

 En effet, plusieurs études suggèrent que le mode d’action des médicaments est davantage 
dépendant de leur effet transcriptionnel sur la cellule-hôte que de leur interaction directe avec leur(s) 
cible(s) cellulaire(s)683,684. Ainsi, et en s’appuyant sur le principe de polypharmacologie, notre équipe a 
émis les postulats suivants :  

(i) Lorsque les infections sont efficaces, les signatures transcriptomiques des cellules infectées 
reflètent un état cellulaire globalement favorable à la réplication virale 

(ii) Des molécules induisant une signature cellulaire transcriptomique inverse à celle de l’infection 
pourraient induire un état cellulaire globalement défavorable à la réplication virale  

 Afin d’obtenir une preuve de concept pour cette stratégie, un programme de recherche 
translationnelle biomédicale (FLUMED) a été initié en 2010, avec un objectif de repositionnement de 
médicaments. A partir de cellules pulmonaires humaines A549 infectées par différentes souches 
d’influenza A (H1N1, H3N2, H5N1, H5N2 et H7N1), l’étude princeps (Josset et al., 2010) a caractérisé 
in vitro la signature transcriptomique d’infection sur une puce ADN685. Cette signature d’infection a 
ensuite été exploitée comme support pour le criblage des molécules possédant déjà une AMM 
contenues dans la base de données publiques Connectivity Map (Broad Institute, MIT)686. Huit 
molécules candidates associées à un profil transcriptomique cellulaire inverse à celui de l’infection ont 
ainsi été sélectionnées. A l’issue de leur évaluation dans différents tests cellulaires spécifiques 
d'infection, sept des huit molécules candidates ont démontré une activité antivirale significative in 
vitro : 

- la midodrine, prodrogue de la desglymidodrine, agoniste des récepteurs α-adrénergiques, 
prescrite dans la prise en charge de l’hypotension orthostatique ; 

- l’harmol, un alkaloïde β-carboline issu de la plante médicinale Perganum harmala L. ;  
- la merbromine, un antiseptique topique ;  
- la brinzolamide, un inhibiteur de l'anhydrase carbonique prescrit en collyre anti-glaucomateux ;  
- la ribavirine, un médicament antiviral utilisé pour le traitement d’infections par hRSV, hépatite C 

et certaines fièvres hémorragiques ;  
- la rilmenidine, un anti-hypertenseur ;  
- le 2-aminobenzenesulfonamide, un antibiotique. 

 L’identification de ces molécules pour leur propriété antivirale in vitro à large spectre contre 
plusieurs virus influenza de type A humains et aviaires a fait l’objet d’un dépôt de brevet (FR 
n°0958810- PCT/EP2010/069023- WO 2011069990, US n° 61/279 997 ; FR 15 52284), puis d’un essai 
clinique de phase II mené en médecine générale, visant à l’évaluation du chlorhydrate de midodrine 
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chez les patients souffrant de grippe banale (FLUMED TRIAL, EUDRACT n°011-004552-19, 
NCT01546506)556. Une réduction de l’incidence et de la durée des symptômes a été observée dans le 
bras de patients traités par le chlorhydrate de midodrine (données non publiées), mais faute d’avoir 
inclus un nombre suffisant de patients, les résultats de l’essai clinique n’ont pas pu conclure sur 
l’efficacité de la midodrine.  

 Néanmoins, le niveau de validation préclinique de l’efficacité antivirale de la midodrine ayant 
permis l’initiation des études cliniques constitue une preuve de concept de la stratégie innovante du 
laboratoire de sélection et de repositionnement de molécules déjà sur le marché pour une nouvelle 
indication thérapeutique anti-infectieuse, par une approche globale de la cellule-hôte infectée et 
l’analyse croisée de signatures virogénomiques et chemogénomiques. En plus des nombreux 
avantages du repositionnement de médicaments sur la réduction des coûts et du temps de 
développement, cibler la cellule permet de limiter les possibilités d’émergence de résistances. 

 Sur la base de cette preuve de concept et dans un souci d’amélioration du procédé, notre 
équipe a optimisé cette stratégie avec l’exploitation d’échantillons cliniques plus pertinents d’un point 
de vue physiologique et la montée en échelle de la méthodologie et des outils bio-informatiques. Une 
nouvelle étude (FLUNEXT) a été initiée visant à établir les signatures transcriptomiques de l’infection 
à partir d’écouvillons nasaux réalisés chez des patients en phase aigüe d’infection à influenza 
(A/H1N1/pdm09) puis dans leur phase de convalescence. Ensuite, un criblage in silico via CMap a 
permis de constituer une liste de 35 molécules candidates pour un repositionnement possédant une 
signature transcriptomique inverse à celle de l’infection. C’est dans ce contexte que j’ai rejoint le 
laboratoire VirPath en 2014, à l’occasion de mon stage de première année de Master qui avait pour 
objectif d’évaluer le potentiel antiviral de ces molécules in vitro sur des cellules pulmonaires d’origine 
humaine A549 (encadrement : Dr Olivier Terrier). L’évaluation de molécules antivirales a par la suite 
constitué le fil conducteur de mon stage de Master 2 puis de mon travail d’ingénieure d’études au sein 
de l’équipe dirigée par le Dr Manuel Rosa-Calatrava. Le programme FLUNEXT nous a conduit à 
l’identification du diltiazem, un inhibiteur des canaux calciques, prescrit contre l’hypertension, comme 
candidat au repositionnement contre la grippe. 

 Dans cette dynamique, notre équipe mène actuellement un programme international 
(RESPIROMIX) en collaboration avec l’Université Laval et le CHU de Québec (équipe du Dr Guy Boivin), 
l’Institut Pasteur de Paris (équipe du Dr Sylvie van der Werf), le Centre International d’Immunologie et 
le CHU de Lille (équipe du Dr Jean Dubuisson, équipe du Dr François Trottein), le Laboratoire des 
Pathogènes Émergents et la Fondation Mérieux (Dr Hubert Endtz, CIRI). Sur la base des preuves de 
concept obtenues avec les virus influenza A, ce programme de recherche vise à étendre la stratégie de 
criblage transcriptomique à différents virus respiratoires pathogènes, tels que les Pneumovirus et les 
Coronavirus, y compris dans les cas de co-infections bactériennes, en particulier 
influenza/Streptococcus pneumoniae. Depuis 2020, ce programme s’est étendu au SARS-COV-2, 
illustrant la flexibilité de mise en œuvre de cette stratégie dans un contexte pandémique.  

 Les objectifs de ces programmes sont : 

(i) L’exploitation des collections biologiques de patients infectés pour leur analyse par NGS, 
(ii) Le développement de nouvelles méthodes plus performantes d’analyse fonctionnelle et 

d’intégration de données « Omics » (Thèse CIFRE n°2015/1354 de Claire Nicolas de 
Lamballerie, soutenue en juillet 2020), 

(iii) La caractérisation par ces méthodes du mode d’action biologique des molécules candidates 
sélectionnées. 
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 Pour renforcer le programme RESPIROMIX et accélérer sa mise en œuvre, un nouveau 
partenaire industriel a rejoint le consortium, la startup Signia Therapeutics, issue du laboratoire 
VirPath en 2017, avec laquelle un partenariat de recherche a été mis en place avec toutes les tutelles 
du laboratoire.  

 Les objectifs de ce partenariat sont : 

(i) L’apport d’un nouveau modèle physiologique (modèle 3D d’épithélium humain respiratoire) 
pour l’identification, l’évaluation des molécules candidates au repositionnement et la 
caractérisation de leur mode d’action pour leur propriété antivirale, 

(ii) La valorisation économique des nouvelles connaissances et de la propriété industrielle 
générées par le programme RESPIROMIX (Un contrat de transfert du portefeuille de brevet 
du laboratoire VirPath (FR 15 52284 – PCT/ep2016/056036 ; FR 16 53057 - 
PCT/EP2017/058009 ; FR 16 60223) pour son exploitation directe ou indirecte par Signia 
Therapeutics a été mis en place), 

(iii) Le développement d’un protocole de délivrance par aérosolisation de ces molécules  

 

1.2. Présentation des travaux de thèse 

 Mon projet de thèse CIFRE en collaboration entre Signia Therapeutics et le Laboratoire VirPath 
s’est inscrit dans le cadre des projets FLUNEXT et RESPIROMIX. Initialement focalisé sur les virus 
influenza, l’émergence du virus pandémique SARS-CoV-2 en janvier 2020 a créé l’opportunité 
d’étendre la portée de mon projet, afin d’y inclure ce nouveau virus respiratoire émergent.  

 Ainsi, mes travaux de thèse ont porté sur les stratégies antivirales contre les virus influenza et 
le SARS-CoV-2. Le repositionnement du diltiazem comme antiviral à large spectre, ciblant la cellule-
hôte, a constitué l’axe central de mon travail et notamment la caractérisation fonctionnelle de son 
mode d’action sur la voie des interférons de type III et son évaluation en combinaison avec des 
antiviraux classiques dirigés contre les déterminants viraux. Les objectifs de mon projet de thèse et le 
cheminement de mes travaux sont schématisés sur la Figure 36. 

 Notre stratégie de repositionnement de médicaments basée sur un criblage virogénomique et 
chemogénomique nous a menés vers l’identification du diltiazem comme antiviral à fort potentiel 
contre la grippe (Article 1). Nous avons émis l’hypothèse qu’il pouvait stimuler l’induction de 
l’expression des interférons lambda et potentialiser l’effet de médicaments antiviraux classiques, 
comme l’oseltamivir. En parallèle, nous avons mené une étude en collaboration avec l’équipe du Dr 
Guy Boivin, évaluant le potentiel synergique des antiviraux classiques contre la grippe (Article 2). Cette 
étude a permis la mise en place de modèles d’études in vitro robustes pour l’évaluation des 
interactions entre les molécules. L’émergence du SARS-CoV-2 a bouleversé nos activités de recherche. 
Nous avons utilisé toutes les ressources à notre disposition pour caractériser la physiopathologie 
induite par ce nouveau virus dans les tissus épithéliaux dans nos modèles d’infection in vitro (Article 
3). Nous avons souligné l’importance des interférons de type III dans la réponse innée de la cellule-
hôte contre ce virus émergent, différée par le virus, et validé le remdesivir comme antiviral à fort 
potentiel. Le mécanisme d’action du diltiazem lui offre un potentiel à large spectre, que nous avons 
validé contre le SARS-CoV-2. Enfin, nous avons caractérisé l’induction des interférons lambda par le 
diltiazem et validé le potentiel de cet antiviral ciblant la cellule-hôte pour améliorer l’activité antivirale 
et protectrice du baloxavir contre influenza et du molnupiravir contre le SARS-CoV-2 (Manuscrit 4). 
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 Ces travaux ont nécessité le développement et l’optimisation de modèles expérimentaux in 
vitro physiologiquement pertinents pour l’étude des infections respiratoires virales et pour 
l’évaluation de potentielles approches thérapeutiques innovantes, qui constituent aujourd’hui un 
savoir-faire au cœur de nombreux projets du laboratoire. En outre, la valorisation du diltiazem pour 
une nouvelle indication anti-infectieuse représente une perspective d’importance pour Signia 
Therapeutics. 

 

 
Figure 36 : Schéma général de mes objectifs et travaux de thèse.  
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2. Le repositionnement de médicaments ciblant la cellule-hôte pour leur 
activité antivirale contre les virus influenza 

 

 L’étude princeps Josset et al., 2010 a constitué la preuve de concept initiale de l’exploitation 
des signatures transcriptomiques de médicaments globalement anti-corrélées à celles induites par 
l’infection, comme point de départ de la stratégie innovante du laboratoire VirPath, pour la sélection 
et le repositionnement de médicaments pour une nouvelle indication antivirale ciblant la cellule-hôte.  

 Dans cette dynamique, l’équipe a travaillé à l’amélioration de cette stratégie avec le 
programme FLUNEXT visant à valider son application « bedside to bench », du chevet du malade au 
laboratoire, par l’exploitation d’échantillons cliniques in vivo, et l’optimisation significative de la 
méthodologie et des outils bio-informatiques. 

 FLUNEXT a ainsi permis l’identification et la validation in vitro, ex vivo et in vivo du diltiazem 
comme candidat au repositionnement contre les infections par le virus influenza. Ces résultats ont 
donné lieu à un dépôt de brevet d’invention en 2016 (WO2016/146836 - PCT/FR2019/051186) et au 
démarrage d’un essai clinique de phase II/III en 2018, évaluant l’efficacité antivirale du diltiazem contre 
la grippe sévère dans 25 services de réanimation (FLUNEXT, PHRC #15-0442, NCT03212716). Les 
résultats de cet essai sont attendus pour 2022.  

 Notre étude a fait l’objet d’un article scientifique publié en 2019 dans Frontiers in Immunology, 
dans la section Vaccines and Molecular Therapeutics, présenté en Article 1 : “Repurposing of Drugs as 
Novel Influenza Inhibitors From Clinical Gene Expression Infection Signatures”. 

 J’ai pu contribuer à cette étude dès les phases de criblages in vitro en 2014, lors de mes stages 
de Master, encadrée par le Dr Olivier Terrier. L’identification et la validation de l’efficacité du diltiazem 
in vitro, la mise au point des modèles ex vivo MucilAir® d’infection et des protocoles de combinaison 
ainsi que l’évaluation du diltiazem en monothérapie et en association avec d’autres molécules 
antivirales telles que l’oseltamivir ont constitué une part majeure de mon travail au sein de notre 
équipe de recherche ces 6 dernières années et font partie intégrante de mes travaux de thèse. 
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2.1. Article 1: “Repurposing of Drugs as Novel Influenza Inhibitors From Clinical Gene 
Expression Infection Signatures” 

 

Auteurs  

Andrés Pizzorno, Olivier Terrier, Claire Nicolas de Lamballerie, Thomas Julien, Blandine Padey, Aurélien 
Traversier, Magali Roche, Marie-Eve Hamelin, Chantal Rhéaume, Séverine Croze, Vanessa Escuret, 
Julien Poissy, Bruno Lina, Catherine Legras-Lachuer, Julien Textoris, Guy Boivin et Manuel Rosa-
Calatrava 

 

Journal 

Frontiers in Immunology  

 

Date de publication 

29 janvier 2019 

 

Références 

PMID: 30761132 

PMCID: PMC6361841  

DOI: 10.3389/fimmu.2019.00060 
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2.2. Présentation de l’article 

 L’optimisation du processus de sélection et d’identification de molécules pour leur 
repositionnement comme thérapeutique antivirale portée par le programme FLUNEXT a consisté en 
deux améliorations majeures dans la réalisation de la signature transcriptomique d’infection :  

(i) L’exploitation d’échantillons cliniques in vivo, plus relevants du point de vue physiologique 
que des échantillons issus d’expérimentations in vitro 

(ii) L’utilisation d’une biopuce Human Genome U133 plus 2.0 (Affymetrix) pour la 
caractérisation des signatures, permettant l’analyse de l’expression d’un nombre de gènes 
supérieur à l’étude de 2010 

 Nous avons ainsi réalisé des signatures transcriptomiques d’infection in vivo à partir 
d’écouvillons nasaux issus d’une cohorte de 9 patients en phase aigüe d’infection à influenza 
(A/H1N1/pdm09) puis guéris (échantillons issus de l’essai clinique NCT00830323291). Nous avons 
obtenu une signature composée de 1 117 sondes communes modulées, que nous avons utilisée pour 
réaliser un criblage in silico via la base de données CMap (1 309 molécules). Ainsi, 160 molécules ont 
été identifiées, pour leur signature transcriptomique globalement anticorrélée à celle de l’infection ou 
modulant fortement des processus biologiques (tels que « réponse aux virus » ou « mécanisme de 
défense ») ou des composantes cellulaires (telles que « membrane » ou « cytoplasme »).  

 Après une étape de sélection sur la faisabilité d’un repositionnement, nous avons constitué 
une liste de 35 molécules candidates à fort potentiel pour un criblage fonctionnel in vitro sur des 
cellules pulmonaires humaines A549, basé sur l’activité antivirale contre le virus influenza 
A/H1N1pdm09 (TCID50) et la cytotoxicité (MTS). Sur les 35 molécules testées, 31 ont montré une 
activité antivirale, dont certaines, comme le diltiazem, ont obtenu des IC50 de l’ordre du nanomolaire, 
bien inférieures à celles obtenues avec les molécules sélectionnées lors de l’étude initiale de preuve 
de concept in vitro. Nous avons sélectionné les 8 composés les plus efficaces et/ou associés avec le 
plus de données disponibles chez l’animal dans la littérature pour poursuivre l’évaluation en modèle 
murin C57BL/6 en comparaison avec le traitement de référence à l’oseltamivir : 

- le lanatoside C, un agent anti-arythmique ; 
- la prednisolone, un anti-inflammatoire, antinéoplasique, glucocorticoïde ; 
- la flucytosine, un antifongique, antimétabolite ; 
- le felbinac, un anti-inflammatoire non stéroïdien ; 
- le timolol, un β-antagoniste adrénergique, anti-arythmie, anti-hypertenseur ; 
- le diltiazem, un anti-hypertenseur, inhibiteur des canaux calciques, vasodilatateur ; 
- l’étiléfrine, un α-agoniste adrénergique, agoniste des récepteurs β-1 adrénergiques, 

cardiotonique, sympathomimétique, vasoconstricteur ; 
- la monensine, un antifongique, antiprotozoaire, coccidiostatique, ionophore de protons, 

ionophore de sodium. 

 Deux composés ont démontré une activité antivirale significative : le diltiazem et l’étiléfrine. 
Un prétraitement per os (6h avant l’infection) a permis une réduction importante de la mortalité, une 
diminution de la perte de poids ainsi qu’un abattement d’un log10 des titres viraux pulmonaires des 
souris infectées par le virus influenza A/Quebec/144147/09 (H1N1)pdm09. Dans des conditions de 
traitement post-infection per os (premier traitement 24h après l’infection et poursuivi de manière 
journalière pendant 5 jours), le diltiazem a permis une protection totale et l’étiléfrine une protection 
de 50 % des souris infectées par rapport au groupe placebo. Enfin, dans des conditions d’infection 100 
% létale, le diltiazem a démontré une efficacité proche de celle de l’oseltamivir, permettant la survie 
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de 20 à 30 % des souris traitées ainsi qu’une réduction de la perte de poids, mais sans impact significatif 
sur la charge virale pulmonaire. Ces résultats valident le potentiel antiviral de ces deux composés, tout 
en suggérant une action protectrice du diltiazem sur les cellules, plutôt qu’une inhibition directe des 
particules virales.  

 Nous avons enrichi ces résultats in vivo par des évaluations du diltiazem en monothérapie et 
en bithérapie avec l’oseltamivir en modèles physiologiques prédictifs d’épithéliums respiratoires 
humains MucilAir (HAE). Le diltiazem à 90 μM a démontré une activité antivirale équivalente à celle de 
l’oseltamivir à 1 μM, avec une réduction de 3 log10 de la production virale à (TCID50/mL) 48 heures 
post infection (hpi) et 2 log10 à 72hpi par rapport aux témoins non traités. La combinaison des deux 
composés a permis une réduction additionnelle de la charge virale de l’ordre de 1 log10. De plus, la 
bithérapie avec des doses sous-optimales (9 μM et 0.1 μM), inefficaces en monothérapies, a montré 
une réduction significative du titre viral (1 à 2 log10), suggérant le fort potentiel synergique de cette 
combinaison. 

 Sur la base de ces résultats, le diltiazem s’est révélé être le meilleur candidat de notre sélection 
pour un repositionnement antiviral. Afin de déterminer le ou les mode(s) d’action antiviral potentiel(s) 
de cette molécule, nous avons établi par séquençage (RNAseq) les signatures d’HAE traités/non traités 
avec des doses efficaces de diltiazem et/ou infectés avec Influenza A(H1N1)pdm09. Une signature 
spécifique du diltiazem composée de 194 transcrits surexprimés et 110 transcrits gènes sous exprimés 
a été obtenue en comparant les épithéliums traités aux non traités. A partir de cette signature, nous 
avons identifié et validé expérimentalement par RT-PCR quantitative des propriétés du diltiazem 
jusqu'ici non décrites, telle que la capacité à moduler l'expression endogène de gènes spécifiquement 
liés à la réponse antivirale de l’hôte, en particulier la réponse liée aux interférons de type III, ainsi que 
de gènes associés au métabolisme du cholestérol. Parallèlement, la comparaison des signatures 
d’infections avec celles des épithéliums infectés et traités au diltiazem a permis de confirmer une 
réversion partielle de la signature transcriptomique de l’infection par le diltiazem. 

 

2.3. Discussion et perspectives 

 Dans le contexte actuel, le développement de nouvelles stratégies antivirales pour lutter 
contre les virus circulants et émergents est une priorité sanitaire. L’émergence rapide de résistances 
aux antiviraux classiques dirigés contre les déterminants viraux renforce les arguments en faveur de 
notre stratégie, visant à repositionner des molécules déjà sur le marché et ciblant la cellule-hôte 
comme une alternative thérapeutique à fort potentiel et peu coûteuse. L’étude FLUNEXT a ainsi mis 
en lumière le potentiel de notre stratégie de repositionnement basée sur l’inversion de la signature 
transcriptomique d’infection pour la sélection de molécules et a constitué une preuve de concept 
supplémentaire légitimant la poursuite et l’optimisation de notre méthodologie dans le cadre de 
nouveaux projets collaboratifs entre le laboratoire VirPath et Signia Therapeutics. 

 En premier lieu, l’amélioration de notre méthodologie vers des conditions plus physiologiques 
en utilisant des échantillons biologiques de patients infectés, ainsi que l’amélioration de la technologie 
bio-informatique pour générer les signatures d’infection ont permis de sélectionner un plus grand 
nombre de candidats à fort potentiel par rapport à l’étude princeps FLUMED, basée sur des 
échantillons biologiques générés in vitro. En effet, sur les 35 candidats sélectionnés dans la base de 
données CMap, 31 molécules ont démontré une activité antivirale significative in vitro. Parmi elles, 
nous avons identifié la ribavirine et la monensine, déjà décrites pour leurs capacités antivirales contre 
les virus influenza687–690. Les étapes de validations complémentaires en modèle murin puis en HAE 
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MucilAir® ont permis d’identifier deux candidats au repositionnement, le diltiazem et dans une 
moindre mesure, l’étiléfrine. Ces résultats nous ont confortés dans la mise en œuvre de notre stratégie 
dont l’avantage est de sélectionner un nombre très restreint de molécules candidates à fort potentiel 
pour les évaluer fonctionnellement dans différents modèles complémentaires et pertinents 
d’infection, à la différence d’approches plus classiques de criblage à haut débit et dont le ratio de 
succès se situe aujourd’hui aux alentours de 0.01 %488,691.  

 De plus, l’introduction du modèle d’HAE dans notre processus de génération de signatures et 
d’évaluation préclinique a constitué une véritable avancée technologique et méthodologique. 
Différencié à partir de cellules primaires issues de biopsies nasales (ou pulmonaires), ce modèle permet 
de nous approcher au mieux des conditions physiologiques humaines tout en conservant les avantages 
pratiques d’un support d’étude in vitro. La confirmation de la réversion de la signature 
transcriptomique d’infection par le diltiazem dans ce modèle a ainsi confirmé la pertinence de notre 
stratégie.  

 Nos résultats précliniques ont démontré le potentiel du diltiazem, un inhibiteur des canaux 
calciques utilisé comme principe actif dans plusieurs médicaments indiqués pour traiter 
l’hypertension, comme candidat au repositionnement contre la grippe sévère, ainsi que son potentiel 
synergique en combinaison avec des antiviraux comme l’oseltamivir. Ces données ont fait l’objet  d’un 
dépôt de brevet en 2016 licencié à la start-up Signia Therapeutics qui en détient l’exploitation 
exclusive, et d’une demande d’extension à l’international dans 10 pays (WO2016/146836 - 
PCT/FR2019/051186).  

 Ces données ont également légitimé la mise en œuvre d’un essai clinique de phase IIb 
(FLUNEXT TRIAL PHRC #15-0442 – ClinicalTrials.gov identifier NCT03212716), financé par le ministère 
des Solidarités et de la Santé et piloté par le Dr Julien Poissy (CHRU Lille) et le Dr Manuel Rosa-Calatrava 
(VirPath, co-fondateur de Signia Therapeutics). Cet essai national multicentrique en double aveugle 
s’est tenu sur trois hivers depuis 2018 et se poursuit cette saison hivernale (2021-2022). Il a pour but 
d’évaluer l’efficacité du diltiazem (Tildiem®) en association avec l’antiviral standard, l’oseltamivir 
(Tamiflu®), en comparaison de la monothérapie au Tamiflu®. 108 patients souffrant de grippes sévères 
ont déjà été inclus dans 25 services de réanimation. Les critères principaux d’évaluation de l’essai sont 
la survie des patients, la durée de leur résidence en service de réanimation et/ou sous ventilation 
mécanique, ainsi que la clairance virale. Des prélèvements respiratoires, réalisés à l’inclusion et au 
cours du traitement serviront à une analyse rétrospective sur l’évolution de la signature 
transcriptomique des patients. Les résultats sont attendus pour 2022, mais à ce stade, aucun effet 
indésirable n’a été signalé.  

 De manière concomitante à notre étude, l’équipe de Fujioka a également décrit l’activité 
antivirale du diltiazem contre les virus influenza692. La dynamique du calcium intracellulaire étant un 
facteur clé du cycle viral, les auteurs ont supposé que le diltiazem pourrait impacter l’attachement du 
virus à la cellule, tout en suggérant que d’autres sites d’action pourraient être identifiés. Nos essais 
préliminaires ont exclu un mécanisme d’action ciblant un déterminant viral. En revanche, la signature 
transcriptomique du diltiazem réalisée en HAE a ouvert la voie sur deux hypothèses concernant son 
mode d’action antiviral : 

(i) La modulation de l’expression des gènes liés à la voie des interférons, plus spécifiquement 
de type III (lambda), conduisant à la production des ISG  

(ii) La modulation de l’expression des gènes liés à la biosynthèse du cholestérol, les lipides 
étant des facteurs essentiels à plusieurs étapes du cycle viral (attachement, entrée, 
assemblage et bourgeonnement)693. 
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 Ces deux pistes étant pertinentes et non mutuellement exclusives, nous avons initié la 
caractérisation biologique du mode d’action du diltiazem, en débutant par la première hypothèse. 
Ainsi, une partie de mon travail de thèse a porté sur la caractérisation du mécanisme d’activation de 
la voie interféron de type III par le diltiazem, dont les résultats sont présentés dans le Manuscrit 4 : 
“Host-directed repurposed diltiazem enhances the antiviral activity of classic antivirals against 
respiratory viruses”. 

 Les résultats apportés par le projet FLUNEXT et les outils développés au laboratoire (in silico, 
in vitro et in vivo) nous ont incités à étendre notre stratégie d’identification de candidats pour un 
repositionnement de molécules comme antiviraux à d’autres virus respiratoires, tels que les 
Pneumovirus et les Coronavirus, faisant l’objet d’un nouveau programme de recherche collaborative 
en cours au laboratoire RESPIROMIX. Le diltiazem induit un état de protection global dans les cellules 
de l’épithélium respiratoire, en particulier de l’épithélium nasal, la porte d’entrée des virus 
respiratoires, suggérant une potentielle action pan-antivirale de la molécule.  

 Nous avons ainsi validé son efficacité dans nos modèles d’études in vitro et in vivo contre 
plusieurs virus respiratoires dont les virus hRSV et hMPV (WO2019224489 - PCT/FR2019/051186)694. 
En modèles HAE, nous avons mis en évidence l’efficacité d’un traitement de 4 jours avec du diltiazem 
sur la réplication virale de hRSV avec une réduction d’un log10 de copies du gène F/μg d’ARN dans le 
surnageant au pôle apical des HAE et en intracellulaire, 6 jours post infection. Ces résultats ont été 
confirmés in vivo en modèle murin. Un traitement de 5 jours de diltiazem en administration per os a 
permis une réduction plus importante de la charge virale pulmonaire 5 jours post infection que le 
traitement de référence comprenant 3 administrations intrapéritonéales de ribavirine. Des résultats 
tout aussi encourageants ont été obtenus contre le virus hMPV. En modèle HAE, une réduction 
significative des foyers infectieux a été observée en épifluorescence 4 jours post infection après 3 
traitements avec du diltiazem. 5 jours post infection, une réduction de 2 log10 copies du gène N/μL de 
surnageant a été mesurée, associée à une réduction de plus de 3 log10 copies du gène N/μg d’ARN en 
intracellulaire. 

 Enfin, la flexibilité et la robustesse de notre stratégie nous a permis d’être réactifs dès 
l’émergence du virus SARS-CoV-2 à la fois dans la caractérisation de ce nouveau virus dans nos modèles 
cellulaires et HAE, mais aussi dans l’évaluation de candidats efficaces, dont le diltiazem. Ces résultats 
sont décrits dans l’Article 3 : “Characterization and Treatment of SARS-CoV-2 in Nasal and Bronchial 
Human Airway Epithelia” publié en juillet 2020 dans Cell Report Medicine. 
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3. Combiner des antiviraux pour potentialiser leur efficacité et 
potentiellement limiter l’émergence de mutations de résistance 

  
 Malgré la disponibilité d’un vaccin contre la grippe qui constitue la première ligne de défense 
contre l’infection, les traitements antiviraux demeurent la seule option thérapeutique, 
particulièrement indiqués chez les personnes à risque. Parmi les médicaments disponibles, les 
inhibiteurs de neuraminidase (oseltamivir, zanamivir, peramivir et lanamivir) constituent la seule 
classe d’antiviraux encore recommandée par l’OMS aujourd’hui41, la circulation majoritaire de souches 
résistantes aux inhibiteurs de M2 ayant compromis leur utilisation après 2009. Cependant, leur 
efficacité reste modérée et l’apparition de mutations de résistance comme la substitution H275Y sur 
la NA est préoccupante. Bien qu’encore peu représentée parmi les souches circulantes (< 1 %), cette 
mutation semble fortement inductible chez les patients immunodéprimés233,241. Des inhibiteurs de 
polymérase sont également approuvés dans certains pays, comme le favipiravir (Japon, Chine) ou plus 
récemment le baloxavir marboxil (Japon, USA) mis sur le marché en 2018. De manière attendue, des 
souches porteuses de mutations de résistance ont été isolées rapidement chez les patients traités 
(K229R PB1 ; I38T/M/… PA)249,250,270.  

 Face à cette problématique, utiliser des combinaisons d’antiviraux pour potentialiser l’effet 
thérapeutique permet de diminuer les doses efficaces et pourrait également retarder voire limiter 
l’apparition de résistance, notamment par l’association de composés issus de différentes classes 
thérapeutiques ciblant des étapes différentes du cycle viral. La bithérapie baloxavir-oseltamivir a 
rapidement été proposée et validée en modèle murin et a fait l’objet d’un essai clinique entre 2018 et 
2020297–300. En revanche, peu de données sont disponibles à ce jour concernant le potentiel synergique 
du baloxavir avec d’autres antiviraux.  

 Dans ce contexte, et en parallèle de nos travaux portant sur la combinaison du diltiazem avec 
l’oseltamivir, nous avons mené une étude en collaboration avec l’équipe du Dr Guy Boivin (Faculté de 
médecine, Université Laval, Québec) visant à déterminer le potentiel synergique du baloxavir avec des 
INA (oseltamivir, zanamivir et permamivir) ou avec d’autres inhibiteurs de polymérase (favipiravir et 
ribavirine) disponibles sur le marché. Ce travail, co-réalisé avec Liva Checkmahomed s’est déroulé en 
deux temps : 

(i) Des ratios de concentrations entre les différentes molécules ont été évalués en cellules 
MDCK pour en caractériser des effets potentiels additifs ou synergiques (Québec) 

(ii) Les ratios de concertations optimums en termes de synergie ont été évalués et validés en 
modèles d’HAE (Lyon) 

 
 Nos résultats ont permis de souligner le gain sur l’activité thérapeutique apporté par 
l’association du baloxavir et des INA et ont fait l’objet de la publication présentée ci-après, dont Liva 
Chekmahomed et moi sommes co-premières auteures, Article 2 : “In Vitro Combinations of Baloxavir 
Acid and Other Inhibitors against Seasonal Influenza A Viruses”, parue dans Viruses en 2020.  
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3.1. Article 2: “In Vitro Combinations of Baloxavir Acid and Other Inhibitors against 
Seasonal Influenza A Viruses” 

 

Auteurs  

Liva Chekmahomed et Blandine Padey, Andrés Pizzorno, Olivier Terrier, Manuel Rosa-Calatrava, Yacine 
Abed, Mariana Baz et Guy Boivin 

 

Journal 

Viruses 

 

Date de publication 

8 octobre 2020 

 

Références 

PMID: 33049959  

PMCID: PMC7599940  

DOI: 10.3390/v12101139
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3.2. Présentation de l’article 

 
 Les IC50 des antiviraux candidats pour la combinaison ont été déterminées in vitro sur les 
cellules MDCK, contre les virus influenza A/California/7/2009 (H1N1)pdm09 et 
A/Switzerland/9715293/2013 (H3N2) afin d’évaluer le potentiel que pourrait apporter une bithérapie. 
Le baloxavir et le peramivir ont été les molécules les plus efficaces contre les deux souches, avec des 
IC50 faibles, de l’ordre du nanomolaire. L’oseltamivir et le zanamivir ont présenté le même potentiel 
contre H1N1 avec des IC50 proches de 100 nM, mais le zanamivir a été moins efficace contre H3N2, 
contrairement à l’oseltamivir. La ribavirine et le favirpiravir ont montré des IC50 plutôt élevées, de 
l’ordre du micromolaire, contre les deux souches.  

 Ces données ont ensuite été utilisées pour déterminer : 

(i) Des ratios optimums basés sur les IC50 des 2 composés 
(ii) Des index de combinaisons (CI) calculés d’après la méthode mathématique de Chou et 

Talalay  selon l’équation suivante695,696 :  CI = (CI50 + 2xCI75 + 3xCI90 + 4CI95)/10  
Le potentiel combinatoire est exprimé par un résultat chiffré, interprétable comme suit 
dans le Tableau 11. 
 

Tableau 11 - Les index de combinaisons calculés à partir des valeurs d’IC50 obtenues in vitro, permettent de prédire un 
potentiel synergique des molécules en combinaison, d’après la méthode décrite par Chou et Talalay. 

Valeur calculée de CI Potentiel de la combinaison 
CI < 0.7 Synergie 
0.7 < CI < 0.9 Synergie modérée 
0.9 < CI < 1.2 Additivité  
1.2 < CI < 1.45 Antagonisme modéré 
1.45 < CI  Antagonisme  

 

 La combinaison du baloxavir avec tous les INA testés a présenté un potentiel synergique fort 
contre H1N1 et H3N2 (CI < 0.5). La combinaison avec le favipiravir nous a également semblé 
intéressante, en particulier avec un CI très faible contre H3N2 (0.54 contre H1N1 ; 0.16 contre H3N2). 
Seule la ribavirine n’a pas présenté de gain potentiel, avec des CI antagonistes contre les deux souches. 
Cela peut s’expliquer par la grande disparité de ses IC50 élevées, comparées aux IC50 faibles obtenues 
avec le baloxavir. 

 Sur la base des résultats encourageants obtenus en lignées cellulaires, nous avons vérifié le 
potentiel synergique de ces ratios sur nos modèles HAE d’infection physiologiques contre 
A/California/7/2009 (H1N1) et A/Texas/50/2012 (H3N2).  

 En prenant en compte le traitement de référence au baloxavir validé au laboratoire contre 
chacune des 2 souches (10 nM contre H1N1 et 5 nM contre H3N2), les concentrations à évaluer ont 
été déterminées comme suit (Tableau 12). 
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Tableau 12 - Les concentrations des antiviraux ont été calculées selon les ratios optimums déterminés sur la base du traitement 
de référence au baloxavir (BLX) validé en HAE à 10 nM contre H1N1 et 5 nM contre H3N2. 

Antiviral candidat à 
la combinaison 
(Molécule 2 = M2) 

Ratio (BLX : 
M2) H1N1  

Concentration M2 
(H1N1) 

Ratio H3N2 Concentration M2 
(H3N2) 

Zanamivir 1 : 270 2,7 μM 1 : 125 625 nM 
Oseltamivir 1 : 213 2,1 μM 1 : 21 105 nM 
Peramivir 1 : 31 310 nM 1 : 2,47 12,35 nM 
Ribavirine 1 : 10000 100 μM 1 : 111 555 nM 
Favipiravir 1 : 8333 83 μM 1 : 526 2,63 μM 

  

 La combinaison baloxavir-ribavirine n’a pas pu être évaluée contre H1N1 en raison du 
déséquilibre important du ratio préconisé entre les deux molécules contre H1N1 (1 : 10 000) qui nous 
aurait contraints à utiliser des concentrations cytotoxiques de ribavirine.  

 Comme attendu, le traitement avec 10 nM de baloxavir utilisé dans nos expérimentations 
contre le virus H1N1 a permis une réduction du titre viral de 3 log10 TCDI50/mL dès 48 hpi par rapport 
à la condition témoin sans traitement à 4.4 (± 3.6).108 TCID50/mL. Les monothérapies avec les INA ont 
permis une réduction du titre viral au pic d’infection comprise entre 1.4 et 3 log10. Le favipiravir a 
retardé l’apparition du pic viral à 24 et 48 hpi, mais a rejoint la condition témoin à 72 hpi. Ces résultats 
ont validé la relevance des ratios déterminés, en démontrant l’efficacité antivirale des molécules, tout 
en laissant une fenêtre importante d’amélioration potentielle pour la combinaison. D’ailleurs, les 
résultats obtenus en bithérapie ont validé le potentiel de toutes les combinaisons testées, apportant 
des améliorations thérapeutiques significatives sur la production virale et le maintien de l’intégrité de 
l’épithélium mesuré en TEER. Le meilleur gain a été obtenu avec les combinaisons baloxavir- 
(zanamivir/oseltamivir) avec un abattement supplémentaire de plus d’1 log10 par rapport aux 
monothérapies.  

 Des résultats tout aussi intéressants ont été obtenus contre la souche H3N2, avec une 
réduction de 1.5 log10 au pic de la production virale à 72 hpi par rapport à la condition témoin non 
traitée à 7.5 (± 6.4).109 TCDI50/ml avec le traitement de référence à 5 nM de baloxavir. Les 
monothérapies avec le zanamivir et le peramivir ont permis une réduction du titre viral supérieure à 1 
log10, tandis que l’oseltamivir, le favipiravir et la ribavirine ont montré une efficacité modérée, 
inférieure à 0.5 log10. Ces résultats étaient attendus, puisque les IC50 contre H3N2 étaient supérieures 
à celles contre H1N1. Dans ces conditions, le gain obtenu avec les combinaisons est d’autant plus 
pertinent. La meilleure synergie a été obtenue pour la combinaison baloxavir-oseltamivir, permettant 
une réduction du titre viral de 3 log10 à 48 hpi et supérieure à 2 log10 à 72 hpi. Le zanamivir et le 
peramivir ont également apporté un bénéfice important avec un gain de 2 et 1 log10 respectivement 
par rapport à la monothérapie. Il est à noter que les combinaisons du baloxavir avec les INA ont apporté 
une protection de l’intégrité de l’épithélium, non assurée par le baloxavir seul. Enfin, malgré la faible 
activité antivirale des monothérapies avec le favipiravir et la ribavirine, les combinaisons avec le 
baloxavir ont apporté un gain supérieur à 2 log10 à 48hpi.  
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3.3. Discussion et perspectives 

 
 Malgré la disponibilité sur le marché de plusieurs familles de médicaments ciblant des 
déterminants viraux différents (M2, NA ou complexe polymérase), l’arsenal thérapeutique contre 
influenza demeure faible, en raison de l’apparition rapide de mutations de résistance, particulièrement 
observée chez les immunodéprimés, dont la survie dépend de la réussite d’un traitement. La mise sur 
le marché en 2018 du baloxavir marboxil (Xofluza®), un inhibiteur de l’endonucléase virale, a fait figure 
d’évènement. Malheureusement, des mutations de résistance, en particulier sur la position 38 de la 
PA (I38T), ont été très rapidement observées chez les patients traités270. Pour pallier ce phénomène, 
la combinaison d’antiviraux fait partie des options pertinentes pour potentialiser l’effet thérapeutique 
et ainsi minimiser les risques d’émergence de mutations de résistance. Dans notre article, nous avons 
étudié in vitro le potentiel d’une combinaison du baloxavir avec les inhibiteurs de neuraminidase les 
plus couramment utilisés, l’oseltamivir, le zanamivir et le peramivir, et avec d’autres inhibiteurs de 
polymérase, le favipiravir263 (analogue de pyrazine) et la ribavirine697 (analogue de guanosine), d’abord 
en modèles cellulaires puis dans nos modèles physiologiques d’infection HAE.  

 Nous avons comparé initialement l’efficacité des molécules en monothérapies contre H1N1 et 
H3N2. Le baloxavir s’est avéré le plus efficace, avec une IC50 de l’ordre du nanomolaire, bien inférieure 
(20 à 200 fois) à celles des INA. Ces informations concordent avec les données in vitro mais aussi 
cliniques rapportées dans la littérature. En comparaison d’un groupe témoin traité à l’oseltamivir, le 
traitement au baloxavir a permis d’apporter un bénéfice à la fois sur la réduction des symptômes et 
sur la charge virale, y compris chez les sujets à risque250,270,271. En revanche, nous avons noté une 
augmentation importante de l’IC50 du baloxavir contre H3N2, par rapport à H1N1 (x40). En effet, le 
baloxavir présente des profils d’inhibition variables en fonction des sous-types des souches, tel que 
documenté dans l’étude d’Omoto et al.252. En outre, les mutations de résistances à l’image d’I38T 
peuvent augmenter ces IC50 jusqu’à 50 fois. Ces données soulignent le fort potentiel thérapeutique 
du baloxavir et confortent l’idée de limiter l’émergence des résistances en combinant de manière 
synergique les antiviraux issus de différentes familles.  

 Les résultats obtenus dans nos modèles d’HAE infectés par H1N1 et H3N2, en combinant des 
doses sous-optimales de baloxavir avec des INA (oseltamivir, zanamivir et peramivir) ont démontré un 
potentiel synergique fort contre les deux souches, avec un gain sur la réduction du titre viral pouvant 
aller jusqu’à 3 log10 par rapport à la monothérapie avec le baloxavir seul. La bithérapie associant le 
baloxavir et l’oseltamivir a d’ailleurs fait l’objet de plusieurs études en modèles murins où une 
réduction du titre viral pulmonaire a été observée chez les souris traitées297–299. Également, Hoffmann-
Laroche a mené un essai clinique entre 2018 et 2020 sur des patients sévères hospitalisés dans 170 
centres (Amériques, Asie, Europe, Australie) visant à démontrer le bénéfice de cette association en 
comparaison d’un traitement en monothérapie avec un INA (oseltamivir, zanamivir ou peramivir, 
relatif aux pratiques locales de prescription)300. Si le temps d’amélioration clinique n’a pas été diminué 
significativement, une réduction marquée de la charge et de l’excrétion virale a été rapportée. 
L’optimisation de ces associations nécessite donc d’être poursuivie afin d’obtenir de meilleures 
perspectives cliniques. Des trithérapies peuvent également être envisagées à l’image de l’essai clinique 
mené par le National Institute of Allergy and Infectious Diseases, visant à évaluer l’association de 
l’amantadine, la ribavirine et l’oseltamivir en comparaison d’une monothérapie à l’oseltamivir en 
2017698. 

 Enfin, nous avons évalué le potentiel de la combinaison du baloxavir avec d’autres inhibiteurs 
polymérase, aux mécanismes d’interactions différents. La bithérapie avec le favipiravir a montré un 
potentiel synergique notable, en particulier contre H3N2, même si l’écart important des 
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concentrations utilisées est difficilement transposable en clinique. En revanche, la combinaison avec 
la ribavirine nous est apparue comme antagoniste lors de la détermination de nos ratios d’intérêt. 
Pourtant, les résultats en HAE montrent un potentiel synergique entre les deux composés. Nous avons 
émis l’hypothèse que, étant donné leurs mécanismes d’actions ciblant PA et PB1, qui interagissent 
ensemble dans la fonction polymérase virale, les deux composés pourraient rencontrer des difficultés 
à accéder simultanément à leurs sites d’action, résultant d’un antagonisme. A ce sujet, l’étude de Yin 
et al. suggère d’utiliser des systèmes prédictifs prenant en compte l’ensemble des interactions 
fonctionnelles (génétiques et enzymatiques) des supports d’études699. En fonction des situations 
biologiques, des composés peuvent apparaître comme synergiques ou antagonistes. De même, la dose 
optimale calculée impacte de manière importante la prédiction de la synergie700. L’utilisation de ratios 
fixes ne constitue pas la stratégie optimale pour évaluer le potentiel d’une combinaison dans un cas 
similaire à celui-ci. 

 Néanmoins, les résultats très positifs de cette étude valident la mise en place d’outils prédictifs 
au laboratoire pour l’étude des combinaisons des antiviraux. L’analyse des interactions et des 
synergies entre les composés est utile à de nombreux projets au laboratoire, en particulier au moyen 
des logiciels Compusyn, Combenefit et Synergy Finder701,702, proposant plusieurs méthodes de calcul 
permettant ainsi d’augmenter la robustesse de nos résultats703 : 

(i) « Loewe additivity model » comparant le changement de potentiel sur la dose-réponse de 
la combinaison à celui de leur combinaison individuelle théorique,  

(ii) « Bliss independence model » permettant de modéliser les effets individuels des deux 
médicaments dans la combinaison, en tant qu’évènements indépendants et 
concurrentiels 

(iii) « zero interaction potency » (ZIP) prenant en compte les relations d’interactions 
médicamenteuses, ainsi deux médicaments sans interaction entraînent des changements 
minimes dans leurs courbes dose-réponse. 

 Ainsi, le potentiel des combinaisons du baloxavir avec d’autres antiviraux nécessite encore de 
nouvelles évaluations, en particulier contre les souches résistantes H275Y et I38T, sur lesquelles il 
serait important de maintenir un contrôle ; à l’image de l’étude de Park et al. qui décrit un bénéfice 
sur la survie des souris infectées avec une souche résistante à l’oseltamivir grâce à une combinaison 
du favipiravir et du peramivir704. Cependant, la pandémie actuelle et l’absence de circulation des virus 
influenza portent à repousser ces évaluations cliniques.  

 Par ailleurs, l’impact des combinaisons sur les mutations de résistance nécessite d’être 
caractérisé in vitro comme le soulignent les études d’Ormond et al. et Baz et al. qui démontrent le 
potentiel de bithérapies du favipiravir avec l’oseltamivir705,706. In vitro, la combinaison permet une 
réduction du titre viral sur plusieurs passages mais l’auteur attire notre attention sur le risque 
d’émergence de mutations de multi-résistances705 ; tandis qu’en modèle murin, la combinaison 
améliore la survie des souris immunodéprimées et permet la réduction des titres viraux pulmonaires 
mais n’a pas d’impact sur l’apparition de la mutation H275Y706. 

 Dans certains scénarii, combiner des antiviraux peut donc apporter des bénéfices cliniques 
importants mais sans l’assurance d’un contrôle sur l’émergence de souches résistantes. C’est pourquoi 
cette stratégie s’inscrit de manière complémentaire à notre démarche visant à identifier et 
repositionner des composés efficaces ciblant la cellule-hôte.  
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4. Les premiers mois de la pandémie de COVID-19 : caractérisation du SARS-
CoV-2 et perspectives de traitements 

  
 En Janvier 2020, l’identification d’un nouveau Coronavirus responsable d’une flambée 
épidémique en Chine a poussé l’OMS à convoquer un comité d’urgence du Règlement Sanitaire 
International108. Alors que des cas ont été identifiés dans 18 pays, l’état d’urgence de santé publique 
de portée internationale a été déclaré.  

 Hébergeant le Centre National de Référence sur les virus respiratoires (Sud de la France) et 
disposant d’un laboratoire de sécurité BSL-3, le laboratoire VirPath a été parmi les premiers à isoler le 
virus SARS-CoV-2 à partir de prélèvements nasopharyngés issus des premiers patients hospitalisés en 
France. Dès février 2020, l’ensemble de notre équipe s’est mobilisée et nous avons exploité tous les 
moyens dont nous disposions pour caractériser ce nouveau virus et évaluer de potentiels traitements.  

 Notre modèle physiologique HAE nous a permis de caractériser les étapes précoces d’infection 
en termes de cinétique et de physiopathologie, tant sur les épithéliums d’origine nasale que 
pulmonaire. Ainsi, nous avons généré les premières images françaises en microscopie électronique du 
virus SARS-CoV-2 et observé les atteintes morphologiques viro-induites marquées des cellules cillées 
et productrices de mucus. Également, en lien avec la tempête cytokinique décrite chez les patients 
entre le 7ème et le 10ème jour suivant l’infection, nous avons étudié le déclenchement de la réponse 
immunitaire innée et confirmé son activation en deux temps et sa variabilité relative au compartiment 
respiratoire. Enfin, nous avons évalué le potentiel (i) du remdesivir, un analogue nucléosidique 
d’adénosine déjà décrit comme efficace contre le MERS-CoV et le SARS-CoV-2580,618,707, faisant alors 
l’objet de plusieurs essais cliniques principalement en Chine et aux Etats-Unis708 ; (ii) ainsi que du 
diltiazem, un inhibiteur des canaux calciques identifié via notre stratégie de repositionnement contre 
la grippe709, son action sur l’induction de la voie de l’interféron de type III dans les cellules de l’hôte 
pouvant mener à une activité pan-antivirale. Nous avons pu confirmer la forte activité antivirale in vitro 
du remdesivir et avons proposé d’en potentialiser l’effet par une combinaison avec du diltiazem, 
apportant une meilleure protection de l’intégrité de l’épithélium respiratoire.  

 L’Article 3 : “Characterization and Treatment of SARS-CoV-2 in Nasal and Bronchial Human 
Airway Epithelia”, publié dans Cell Report in Medicine en juillet 2020, est le fruit du travail considérable 
réalisé au cours des trois premiers mois de 2020, mené par toute notre équipe mobilisée et la 
collaboration précieuse du Centre d’Imagerie Quantitative Lyon-Est (CIQLE).  
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4.1. Article 3: “Characterization and Treatment of SARS-CoV-2 in Nasal and Bronchial 
Human Airway Epithelia” 
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4.2. Présentation de l’article 

 
 Après avoir isolé le virus SARS-CoV-2 (BetaCoV/France/IDF0571/2020) par l’inoculation de 
cellules Vero-E6, en parallèle d’HAE, à partir des prélèvements nasopharyngés des premiers patients 
hospitalisés en France (Département des infections et maladies tropicales, Hôpital Bichat Claude 
Bernard, Paris), nous avons étudié ses capacités réplicatives dans ces deux supports in vitro. 

 Dans les cellules Vero E6, nous avons suivi des cinétiques d’infections sur 96 heures par deux 
approches complémentaires : la titration des particules infectieuses en TCID50/mL et la quantification 
génomique par RTqPCR basée sur des amorces spécifiques d’ORF1-nsp14. Nous avons ainsi établi une 
corrélation mathématique fiable pour évaluer la production virale par quantification du génome sans 
posséder de gamme. Les effets cytopathiques ont été notés dès 48 hpi et le pic de réplication virale a 
été atteint entre 48 et 72 hpi, dépendamment de la nature du support utilisé. 

 Pour nous rapprocher des conditions physiologiques, nous avons infecté en parallèle des HAE 
issus de cellules primaires d’origine nasale ou bronchique afin de comparer la réplication virale dans 
les différents compartiments du tractus respiratoire. L’infection des HAE a été confirmée en 
microscopie électronique à transmission. Dès 48 hpi, des modifications de l’ultrastructure des tissus 
ont été observées aux deux pôles et une accumulation de matériel viral a été constatée en particulier 
dans les cellules ciliées et à mucus. En effet, la production virale augmente drastiquement jusqu’à 
atteindre 7 log10 TCID/mL entre 72 et 96 hpi, corrélée avec un effondrement de la résistance 
transépithéliale dès 48 hpi traduisant une rupture d’intégrité de l’épithélium, confirmée par la 
détection de particules virales au pôle basal. L’amélioration de la résistance à partir de 72 hpi évoque 
un début de rétablissement dans les tissus bronchiques uniquement.  

 En lien avec les rapports cliniques décrivant un haut niveau plasmatique de cytokines, en 
particulier pro-inflammatoires, dans les étapes précoces d’infection chez des patients évoluant sur des 
formes sévères de COVID-19, nous avons ensuite étudié l’impact de l’infection sur le déclenchement 
de la réponse immunitaire innée dans nos modèles d’HAE. Nous avons utilisé la technologie Nanostring 
pour étudier l’expression de deux panels de gènes : (i) 96 gènes de l’immunité (facteurs de 
transcription, cytokines pro-inflammatoires et médiateurs) (ii) 12 gènes spécifiques à la voie des 
interférons de type III (IFN et ISG) et ainsi établir une signature transcriptomique de l’immunité innée 
dans les tissus épithéliaux au cours des 96 premières heures de l’infection. Nos résultats indiquent des 
profils similaires entre les deux types de tissus dans les 24 premières heures d’infection. Les différents 
gènes codant pour les interférons de types I et III ainsi que les ISG ne sont pas différentiellement 
exprimés, indiquant une réponse immunitaire encore non établie à ce temps post infection. Une 
évolution radicale est observée dès 48 hpi. En effet, l’analyse des composantes principales (ACP), 
permettant une représentation visuelle des principaux gènes différentiellement exprimés, indique une 
variance de 63 % au cours de la cinétique d’infection avec une claire discrimination du point 24 hpi par 
rapport aux autres points de cinétiques. Environ 14 % des gènes up régulés à 24 hpi sont down régulés 
par la suite. Une variance de 12 % permet également de discriminer les signatures des 2 types 
tissulaires. 

 A partir de 48 hpi, la réponse immunitaire est dirigée par une forte expression des gènes 
codants pour les interférons de type I (IFNB) et de type III (IFNL1, IFNL2-3-4) associée à une expression 
des ISG tels que MX1 ou ZPB1. Cette réponse est particulièrement marquée dans les tissus d’origine 
nasale et persistante à 72 et 96 hpi alors qu’une réponse aiguë mais non durable est observée dans les 
cellules bronchiques. Également, les cytokines IP-10 ou MIP2A impliquées dans le recrutement des 
effecteurs de l’immunité innée comme les macrophages ainsi que le facteur de transcription NFκB sont 
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fortement surexprimés dans les cellules nasales mais restent inchangés dans les cellules bronchiques. 
 Enfin, certains médiateurs majeurs de l’inflammation comme IL1A, IL1B ou TNF alpha sont 
majoritairement surexprimés à partir de 72 hpi dans les deux types cellulaires avec une intensité plus 
forte dans les cellules nasales. Ainsi, ces résultats traduisent l’activation plus précoce de l’immunité 
innée dans le tractus respiratoire supérieur.  

 Enfin, face à l’urgence de valider une thérapeutique efficace, nous avons évalué les capacités 
antivirales du remdesivir, qui présentait les meilleures perspectives à cette date, et appliqué notre 
stratégie de combinaison avec un médicament ciblant la cellule-hôte, le diltiazem. En modèle 
cellulaire, le remdesivir a démontré une activité antivirale significative avec des IC50 en VeroE6 de 0.98 
(± 0.07) μM à 48 hpi et 0.72 (± 0.03) μM 72 hpi, permettant des index de sélectivité de 281 et 347 
respectivement. L’association de 11.25 μM de diltiazem a potentialisé l’effet du traitement, divisant 
l’IC50 du remdesivir par 3 à 48 hpi et par 2 à 72 hpi. 

 En modèles d’HAE, les 3 concentrations testées de remdesivir (1.25 – 5 – 20 μM) ont permis 
une réduction importante de la réplication virale intracellulaire, respectivement de 3.5, 3.1 et 7.3 log10 
à 48 hpi et 6.9, 8 et 2.4 log10 à 72 hpi dans les HAE d’origine nasale ; et de 7, 5.8 et 7.9 log 10 à 48 hpi 
et 7, 8.3 et 2 log10 à 72 hpi dans les HAE bronchiques. Le traitement de référence avec 90 μM de 
diltiazem a permis une réduction modérée de la réplication virale de 40 et 69 % dans les cellules nasales 
et 80 et 24 % dans les cellules bronchiques à 48 et 72 hpi respectivement. L’association du diltiazem a 
permis d’améliorer l’effet thérapeutique du remdesivir dans les épithéliums d’origine nasale, avec un 
gain de 1.45 (5 μM) et 1.3 log10 (20 μM) à 48hpi. De plus, nous avons observé un bénéfice sur l’intégrité 
des épithéliums à 72 hpi, évalué par les mesures de TEER, en particulier sur les épithéliums 
bronchiques.  

 

4.3. Discussion et perspectives 

 
 Mobilisée depuis janvier 2020 contre le virus SARS-CoV-2, notre équipe de recherche du 
Laboratoire VirPath a su mettre à profit ses compétences et son savoir-faire sur les virus respiratoires 
pour enrichir rapidement les connaissances sur ce virus émergent. Grâce à nos modèles d’études 
précliniques, nous avons mis en évidence la réplication rapide du SARS-CoV-2 dans les voies 
respiratoires supérieures et inférieures. L’abondance de récepteurs ACE2 dans le tractus respiratoire, 
protéine d’ancrage pour la protéine S du virus, permet en effet l’infection de tous les compartiments 
respiratoires, y compris des Pneumocytes alvéolaires90,134.  

 Dès 48hpi, la physiopathologie induite montre un tropisme majeur pour les cellules cillées, 
avec une accumulation des structures réplicatives à proximité de la membrane plasmique. En effet, 
l’étude de Robinot et al., basée sur une caractérisation similaire à la nôtre en épithéliums bronchiques, 
a récemment confirmé ces éléments en démontrant que la réplication virale dans les cellules ciliées 
entraîne une destruction rapide des cils et une désorientation des corps basaux restants, induisant 
ainsi une baisse importante de la motilité des cils391. Pour expliquer ce phénomène, l’étude met en 
évidence la régulation négative du gène FOXJ1, régulateur majeur de la genèse des cils. L’atteinte des 
cils joue un rôle important dans la pathogénèse, entrainant une moindre élimination des virions et un 
accès facilité à l’arbre respiratoire. Ces dommages peuvent en partie expliquer l’évolution pulmonaire 
de la maladie. Par ailleurs, une atteinte de l’intégrité des épithéliums est démontrée par la destruction 
des jonctions serrées. Ces observations ont été confirmées in vivo dans un modèle de hamster et 
correspondent aux descriptions cliniques. In vitro, le pic du déclin est observé au quatrième jour mais, 
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comme nous avons pu l’observer, l’épithélium bronchique semble entamer un processus de 
reconstruction les jours suivants. Contrairement à d’autres virus respiratoires, tel qu’influenza, le 
SARS-CoV-2 parait ainsi avoir des capacités lytiques modérées, se limitant à l’atteinte des couches 
supérieures de l’épithélium. Nos observations ont également mis en évidence l’infection des cellules 
productrices de mucus. La libération de sacs remplis de virions dans le mucus peut ainsi faciliter la 
migration de l’infection à d’autres parties du tractus respiratoire. Par ailleurs, la destruction de ces 
cellules peut engendrer un déficit en surfactant pulmonaire et la formation de membranes hyalines 
limitant les échanges gazeux, observées en clinique chez les patients souffrant d’un syndrome de 
détresse respiratoire aigüe391.  

 Notre analyse de la signature de l’infection sur le déclenchement de l’immunité innée a mis en 
évidence son activation différée, à partir du 2ème jour suivant l’infection. L’étude de Bordallo et al. fait 
également ce constat, décrivant la capacité du SARS-CoV-2 à contourner l’activation du système 
interféron dans les premières heures d’infection et ainsi atteindre un haut niveau de réplication avant 
le déclenchement des mécanismes de défense134. La réplication rapide du virus dans les cellules nasales 
constitue un facteur facilitant la contagion et la propagation de l’infection vers le tractus respiratoire 
inférieur. Ainsi, les symptômes peuvent rapidement évoluer vers une forme sévère de la maladie, en 
particulier chez les sujets présentant des dysfonctionnements immunitaires. 

 Nous avons observé l’activation durable des interférons de type III dans les épithéliums 
d’origine nasale à partir du 2ème jour suivant l’infection, déclenchant la production des ISG antiviraux 
24h plus tard ainsi que l’expression des gènes impliqués dans le recrutement des monocytes et des 
macrophages. Ces résultats traduisent la capacité du tractus respiratoire supérieur, porte d’entrée de 
l’infection, à activer le système de défense de l’hôte et ainsi limiter la propagation de l’infection. Les 
tissus bronchiques, en revanche, ont présenté une réponse moins efficace à des temps précoces, 
majoritairement inflammatoire à partir du troisième jour suivant l’infection. Le recul accumulé en 
clinique a permis de comprendre qu’une réponse interféron moins efficace peut conduire à une 
réponse inflammatoire démesurée pouvant être à l’origine de la « tempête cytokinique » et conduire 
à une accumulation pulmonaire excessive de macrophages et de cellules T134,391. Ces cellules 
constituent les infiltrats inflammatoires observés dans les espaces alvéolaires des patients, 
endommageant la fonction pulmonaire et pouvant contribuer à la détérioration des patients sévères, 
chez qui on retrouve notamment un niveau élevé de neutrophiles115. De fait, les voies respiratoires 
basses semblent naturellement moins préparées à combattre le virus et si l’infection pulmonaire 
parvient à un haut niveau de réplication, le phénomène inflammatoire peut s’aggraver, amplifié par 
une monopolisation anormale du récepteur ACE2, pouvant également provoquer la vasoconstriction 
et la fibrose pulmonaire100.  

 La concordance de nos résultats avec les observations cliniques nous conforte sur la relevance 
de nos modèles d’HAE pour la caractérisation précoce des virus émergents et constitue une ouverture 
sur l’identification de biomarqueurs précoces pouvant prédire une évolution vers des formes sévères 
de COVID-19. Des méta-analyses réalisées sur les prélèvements sanguins de patients ont mis en 
évidence plusieurs facteurs de dégradation, parmi lesquels (i) des facteurs de coagulation : D-Dimère, 
facteur VIII et produit de dégradation de la fibrine, (ii) des marqueurs cardiaques : troponine et  
peptide natriurétique cérébral (PNC), (iii) la dérégulation des leucocytes : une faible activation des 
lymphocytes (cellules T, B et NK) associée à une surreprésentation des polynucléaires basophiles et 
neutrophiles, et majoritairement (iv) des marqueurs d’inflammation710. La protéine C réactive doit 
alerter sur une flambée de l’infection, tandis que plusieurs cytokines apparaissent comme des facteurs 
de complications. L’IL-6 est la plus fréquemment documentée, mais une détection précoce de CCL5 et 
d’IL1-RA sont également décrites711. L’étude de Yang et al. préconise la surveillance combinée des 
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niveaux plasmatiques persistants d’IP-10 et de MCP-3 et celle Bordallo propose CXCL10 comme piste 
de marqueur pour prédire la détresse respiratoire134,712.  

 Cependant, considérant le rôle majeur des leucocytes dans l’immunité pulmonaire, nous 
sommes conscients que l’absence de ces cellules dans nos modèles précliniques constitue la limite de 
notre étude. Pour pallier cette problématique majeure, nous travaillons actuellement au 
développement d’un modèle de co-culture épithélium-macrophages qui nous permettra de mieux 
caractériser les interactions entre ces deux types cellulaires et ainsi de mieux appréhender le rôle des 
macrophages résidents à la fois comme effecteurs de la réponse immunitaire innée mais aussi dans 
l’hyper-inflammation induite par l’infection avec le virus SARS-CoV-2713. 

 Nos modèles HAE sont également pertinents pour évaluer l’efficacité de traitements 
candidats. Ils constituent un support plus physiologique par rapport aux cellules monocouches et sont 
donc plus prédictifs, limitant ainsi les échecs cliniques. Dans les premiers mois de 2020, nous ne 
disposions en effet que de quelques perspectives thérapeutiques, validées uniquement en modèles 
précliniques707,714–716. Les résultats obtenus illustrant la forte activité antivirale du remdesivir dans le 
tractus respiratoire supérieur et inférieur ont permis de conforter les perspectives cliniques de ce 
composé. De plus, la combinaison avec le diltiazem a permis une réduction supplémentaire de la 
charge virale et une meilleure protection de l’intégrité des tissus.  

 En parallèle des évaluations en HAE, nous avons mené une étude détaillée du potentiel 
synergique de la combinaison diltiazem-remdesivir, publiée dans Antiviral Research en juillet 2020 “In 
vitro evaluation of antiviral activity of single and combined repurposable drugs against SARS-CoV-
2”, présentée en Annexe. Nous avons ainsi validé la combinaison du diltiazem avec un large panel de 
concentrations de remdesivir, permettant une possible réduction de la dose plasmatique efficace en 
clinique et ainsi des effets secondaires induits par ce médicament.  

 Néanmoins, les études cliniques de phase III évaluant l’efficacité du remdesivir contre le SARS-
CoV-2 n’ont pas permis de démontrer un bénéfice significatif sur le temps d’amélioration clinique ou 
la mortalité chez les patients sévères586,708,717. Ce résultat s’explique en premier lieu par les objectifs 
compassionnels des essais cliniques dans lesquels le remdesivir a été initialement inclus, tel que 
Solidarity582. Le traitement a été administré chez des patients graves avec des formes sévères de 
COVID-19, en moyenne 12 jours après le début des symptômes588. Or, l’état des connaissances actuel 
sur le déroulement de la maladie en deux phases (virale puis inflammatoire) nous permet de 
comprendre que l’administration du médicament, actif dans les phases précoces d’infection, était trop 
tardive.  

 Par ailleurs, son mode d’administration par voie intraveineuse nécessite un contrôle médical 
et n’est pas compatible avec une utilisation par le grand public dès la survenue des symptômes, qui 
aurait probablement un meilleur impact sur l’évolution clinique. En effet, la susceptibilité enzymatique 
importante du remdesivir lors du premier passage hépatique, conduit à sa faible biodisponibilité 
orale718. Par voie intraveineuse, le remdesivir est une prodrogue rapidement métabolisée dans le 
plasma avec une demi-vie très courte, qui n’excède pas une heure chez l’Homme586,588. Le principe 
actif, métabolisé en intra-cellulaire, possède une demi-vie allongée (environ 40h) susceptible de 
provoquer une accumulation plasmatique qui engendre des effets délétères, majoritairement par 
l’augmentation des transaminases. Des effets secondaires ont ainsi été observés chez 60 % des 
patients. Enfin, l’article de Yan relève une mauvaise extrapolation des doses efficaces et toxiques entre 
les modèles in vitro et in vivo impactant également le manque de significativité des résultats 
cliniques586. 
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 Finalement, le remdesivir (Veklury®) a été approuvé par la FDA en octobre 2020589, sur la base 
des résultats de trois essais cliniques menés sur des patients hospitalisés souffrant de COVID-19 
moyennes à sévères. Toutefois, les données ne sont que peu significatives et l’OMS a exprimé un avis 
contre son utilisation dans la prise en charge de la COVID-19311. Ainsi, nous ne sommes pas allés plus 
loin dans le développement de l’association diltiazem-remdesivir.  

 Malgré cela, les résultats encourageants obtenus avec le diltiazem ont conforté la poursuite 
de nos expérimentations. Son mode d’action basé sur la stimulation de la voie interférons constitue 
un atout majeur pour induire une réponse immune plus précoce dans les voies respiratoires hautes et 
pourrait limiter la propagation de l’infection au tractus respiratoire inférieur. Nous avons ainsi validé 
l’efficacité antivirale du diltiazem contre les variants de SARS-CoV-2 classés comme préoccupants entre 
2020 et 2021, d’abord in vitro sur des cellules alvéolaires A549 exprimant le récepteur ACE2 puis en 
HAE d’origine nasale. Sur la même base que précédemment, nous avons démontré l’intérêt de 
combiner le diltiazem avec le molnupiravir, un analogue ribonucleosidique, récemment autorisé par la 
FDA309,601. Ces résultats font l’objet du Manuscrit 4 : “Host-directed repurposed diltiazem enhances 
the antiviral activity of classic antivirals against respiratory viruses”, présenté ci-après.  
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5. Le mode d’action pan-antiviral du diltiazem par la stimulation de 
l’expression des interférons lambda dans l’épithélium respiratoire permet 
de potentialiser l’efficacité des antiviraux ciblant des déterminants viraux  

 

 Nos précédentes études ont permis de mettre en évidence les capacités antivirales du 
diltiazem contre les virus influenza A (H1N1) et SARS-CoV-2 (B) en monothérapie, ainsi que le potentiel 
synergique de l’association de cette molécule ciblant la cellule-hôte avec des antiviraux classiques, 
dirigés contre les déterminants viraux, comme l’oseltamivir ou le remdesivir, dans divers modèles 
expérimentaux in vitro et in vivo116,709,719. Avec l’hypothèse d’un mécanisme d’action basé sur 
l’activation de la voie des IFN de type III, nous avons caractérisé la modulation des effecteurs de 
l’immunité innée in vitro dans nos modèles d’HAE après traitement avec du diltiazem. Nous avons mis 
en évidence l’activation de facteurs de transcription et des gènes IFNL conduisant à l’induction des ISG 
antiviraux, comme Mx1 et OAS1 particulièrement impliqués dans la défense contre influenza et la 
protection contre le SARS-CoV-2460,465. 

 Sur la base de ces résultats, nous avons démontré le potentiel antiviral à large spectre du 
diltiazem, d’abord contre influenza A/PA I38T (H1N1), responsable d’une augmentation de 50 fois 
l’IC50 du baloxavir720, puis contre cinq variants du SARS-CoV-2 classés comme préoccupants (B.1.160, 
B.1.1.7, B.1.351, P.1 et B.1.617.2) en modèles cellulaires et HAE.  

 Enfin, nous avons appliqué notre stratégie de combinaisons « double target » pour 
potentialiser l’effet : 

(i) du baloxavir, l’inhibiteur de polymérase dernièrement mis sur le marché contre influenza  
(ii) du molnupiravir, un analogue ribonucléosidique récemment approuvé par la FDA309,601,602 

 
 Ces résultats constituent une part significative de mes travaux de thèse et sont présentés ci-
après dans le Manuscrit 4 : “Host-directed repurposed diltiazem enhances the antiviral activity of 
classic antivirals against respiratory viruses”. Il sera prochainement soumis pour publication dans un 
journal international à comité de lecture. 
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5.1. Manuscrit 4: “Host-directed repurposed diltiazem enhances the antiviral activity of 
classic antivirals against respiratory viruses” 
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5.2. Présentation de l’article 

 
 En premier lieu, nous avons caractérisé du point de vue fonctionnel le mécanisme d’action 
antiviral du diltiazem sur la modulation de l’immunité innée. Pour cela, nous avons reproduit les 
conditions expérimentales d’un traitement antiviral efficace en HAE d’origine nasale contre influenza, 
constitué de 3 administrations journalières de 90 μM de diltiazem en administration basolatérale.  A 
la suite d’un séquençage profond (RNAseq), nous avons réalisé une analyse d’enrichissement pour 
mettre en évidence les voies biologiques les plus représentées à partir de trois bases de données 
(Reactome, Uniprot Keyword et Gene Ontology). Les termes « antiviral defense », « immune system », 
« cytokine-mediated signaling pathway » et « interferon signaling » sont apparus comme hautement 
représentés, confirmant que le diltiazem place la cellule dans un état globalement défensif. Puis, nous 
avons analysé l’expression différentielle des gènes spécifiquement impliqués dans la voie des IFN. Nous 
avons ainsi constaté une induction significative de l’expression des gènes (i) des interférons lambda 
IFNL1, IFNL2 et IFNL3 (fold change de 9), (ii) de plusieurs ISG tels que RSAD2, OAS1, MX1, IFITM1 et 
IFITM3 (fold changes entre 2 et 5), ainsi que (iii) du facteur de transcription IFR7 (fold change de 2.5) 
avec le traitement diltiazem par rapport à la condition non traitée. Enfin, nous avons vérifié la sécrétion 
des effecteurs antiviraux par une quantification en ELISA de l’IL-29. Après le traitement au diltiazem, 
la cytokine a été majoritairement sécrétée au pôle apical des épithéliums (733 pg/mL) et dans une 
moindre mesure dans le milieu basal (149 pg/mL) ce qui représente des fold changes de 16.4 et 3.4 
respectivement par rapport à la condition non traitée. 

 Ainsi, ces résultats illustrent l’état antiviral cellulaire global induit par le traitement au 
diltiazem dans le tractus respiratoire supérieur. La modulation de l’expression des effecteurs de 
l’immunité innée (IFN et ISG) constitue un atout majeur pour appuyer l’efficacité des antiviraux, 
comme nous avons pu le souligner dans nos travaux précédents avec les associations diltiazem-
oseltamivir contre H1N1 ou diltiazem-remdesivir contre le SARS-CoV-2709,719.   

 Sur la base de ces travaux, nous avons déployé notre stratégie « double-target » en évaluant 
le potentiel synergique des combinaisons diltiazem-baloxavir et diltiazem-molnupiravir contre les virus 
H1N1pdm09 et SARS-COV-2 (B) (Wuhan-like) respectivement. 

 Nous avons utilisé le logiciel Synergy finder pour construire des cartes de synergie et calculer 
les scores d’additivité associés (méthode de Loewe) des combinaisons évaluées en modèles cellulaires 
A549 et A549-ACE2. La combinaison diltiazem-baloxavir a montré une synergie pour toutes les 
concentrations testées avec un score d’additivité de 16.5. Le meilleur potentiel a été obtenu avec des 
concentrations comprises entre 1.25 et 2.5 μM de diltiazem et autour de 0.1 nM de baloxavir, soit des 
valeurs correspondant à la moitié des IC50 calculées pour les 2 molécules (4.39 μM et 0.2 nM 
respectivement). Nous avons obtenu des résultats similaires avec la combinaison diltiazem-
molnupiravir, avec un score d’additivité de 33 et un meilleur potentiel avec 5 μM de diltiazem et un 
range compris entre 0.1 et 0.25 μM de molnupiravir, correspondant à la moitié de l’IC50 du diltiazem 
et à l’IC50 du molnupiravir (calculées respectivement à 9.9 μM et 130 nM). 

 Puis, nous avons validé l’efficacité de ces combinaisons sur nos modèles physiologies d’HAE 
d’origine nasale. Les monothérapies contre H1N1 ont permis de confirmer l’efficacité des traitements 
de référence avec 90 μM de diltiazem et 10 nM de baloxavir, permettant une réduction de la 
production virale de 1.5 et 3.5 log10 TCID50/mL à 48hpi, respectivement, par rapport à la condition 
non traitée. Comme attendu, le traitement en combinaison a permis de potentialiser ces résultats avec 
une réduction de 5.3 log10 TCID50/mL, représentant un gain de 1.8 log10 par rapport au traitement 
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avec le baloxavir. L’efficacité antivirale des trois thérapeutiques testées a été également confirmée par 
le maintien de l’intégrité des épithéliums pendant l’expérience.  

 La monothérapie avec 90 μM de diltiazem a démontré la même efficacité contre SARS-CoV-2 
avec une réduction de 1 log10 de la production virale (copies/mL) par rapport à la condition sans 
traitement à 48hpi. De même, le traitement de référence avec 5 μM de molnupiravir a permis une 
réduction de 2 log10 de la production virale (copies/mL). Bien que très efficace, la combinaison des 
deux composés n’a en revanche pas apporté de gain sur la réduction de la production virale par rapport 
aux monothérapies. Nous avons cependant noté un meilleur maintien de l’intégrité des épithéliums 
avec la bithérapie.  

 Considérant l’activité antivirale significative de la combinaison diltiazem-baloxavir, nous avons 
évalué son efficacité contre une souche d’influenza résistante au baloxavir : I38T PA (H1N1). Le 
diltiazem a maintenu son efficacité in vitro, avec une réduction de la production virale de 1.3 log10 
TCID50/mL à 48hpi apportée par le traitement de référence en HAE de 90 μM par rapport à la condition 
sans traitement. En revanche, la présence de la mutation de résistance sur la polymérase virale a 
fortement réduit l’efficacité du traitement avec le baloxavir, puisque la dose de 100 nM, correspondant 
à 10 fois le traitement de référence, n’a pas eu d’impact sur la production virale. Dans ces conditions 
défavorables, la combinaison diltiazem-baloxavir a permis d’améliorer durablement l’effet antiviral du 
diltiazem en monothérapie, avec un gain de 0.7 et 2 log 10 TCID50/mL à 48 et 72 hpi, respectivement 
et de maintenir l’intégrité des épithéliums infectés tout au long de l’expérience. 

 À la suite de ces résultats encourageants, nous avons étendu notre démarche en évaluant 
l’efficacité de la combinaison diltiazem-molnupiravir contre 5 VOC du SARS-CoV-2 précédant le variant 
Omicron et préalablement caractérisés par notre équipe (article en préparation) :  

- B.1.160 (Europe), porteur de la mutation D614G, premier variant isolé en France en juillet 
2020, circulant au niveau européen, il sera rapidement remplacé par le variant Alpha 

- B.1.1.7 (Alpha), isolé au Royaume-Uni en septembre 2020, considéré comme préoccupant en 
décembre 2020 

- P.1 (Gamma), isolé au Brésil en décembre 2020, déclaré préoccupant en janvier 2021 
- B.1.351 (Bêta), isolé en Afrique du Sud en décembre 2020 et considéré comme préoccupant 
- B.1.617.2 (Delta), isolé en Inde en octobre 2020, déclaré comme préoccupant en avril 2021. 

Les sous-lignées B.1.617.1 et B.1.617.2 sont nommées respectivement Kappa et Delta en mai 
2021 

 Les VOC ont montré des cinétiques comparables en HAE avec un pic de production virale entre 
48 et 72 hpi, à l’exception du variant Delta dont le pic a été atteint avant 48 hpi. Le traitement de 
référence avec 90 μM de diltiazem a maintenu son efficacité contre les variants Européen, Bêta et 
Gamma avec une réduction de la production virale autour de 1 log10 copies/mL. Une activité plus 
modérée, correspondant à une réduction de 0.4 et 0.3 log10 de la production virale (copies/mL) a été 
obtenue contre les variants Alpha et Delta respectivement. De même, le traitement de référence avec 
5 μM de molnupiravir a présenté une activité antivirale importante contre les variants Européen et 
Gamma avec 2.8 log10 de réduction de la production virale (copies/mL), et une réduction de la 
production virale similaire à celle de la souche Wuhan-like a été obtenue contre Alpha et Bêta, 
correspondant à 1.25 et 1.84 log10 copies/mL. En revanche, le traitement molnupiravir a présenté une 
moindre efficacité contre le variant Delta, avec seulement 1 log10 de réduction de la production virale 
(copies/mL). Le traitement a permis de maintenir l’intégrité des épithéliums infectés avec tous les 
variants à l’exception du Delta.  
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 Dans ces conditions, la combinaison diltazem-molnupiravir pouvait apporter des bénéfices 
intéressants, en particulier contre le variant Delta, où une synergie avait la capacité de potentialiser 
l’effet modéré des monothérapies. En effet, l’association des deux molécules a présenté une efficacité 
antivirale significative contre tous les variants testés, en permettant un abattement de la production 
virale à 48 hpi, de 3.27, 3 et 2.7 log10 copies/mL contre les variants Européen, Alpha et Bêta 
respectivement et de 1.89 et 1.62 log10 copies/mL contre les variants Gamma et Delta. L’efficacité 
antivirale observée était supérieure à celles de monothérapies contre chaque virus, à l’exception du 
variant Gamma. Le traitement en association des deux composés a permis de maintenir l’intégrité des 
épithéliums, particulièrement dans le cas des variants Européen, Alpha et Gamma où ils ont été 
maintenus tout au long de l’expérience. 

 Enfin, nous avons complété ces données par des titrages des virus infectieux 48hpi. L’activité 
antivirale du diltiazem a été confirmée contre tous les variants, à l’exception du variant Delta. Nous 
avons émis l’hypothèse que la cinétique accélérée de ce virus pourrait nécessiter une adaptation de la 
posologie du traitement par le diltiazem (ajustement de la concentration et/ou modification des temps 
d’administration) afin de conserver son activé antivirale. Concernant la monothérapie avec le 
molnupiravir, une réduction moyenne de 2 log10 TCID50/mL de la production antivirale a été obtenue 
pour tous les variants. Finalement, la synergie obtenue avec la combinaison diltazem-molnupiravir a 
été confirmée contre tous les variants, apportant dans chaque cas un bénéfice sur l’activité antivirale 
des traitements en monothérapies.  

 

5.3. Discussion et perspectives 

 
 Les interférons lambda constituent la première ligne de défense de l’immunité innée face à 
l’entrée des pathogènes viraux dans les muqueuses respiratoires. Nos résultats ont mis en évidence 
l’induction par le diltiazem de l’expression des gènes des IFN de type III dans les épithéliums nasaux, 
conduisant à l’expression des ISG associés et à la sécrétion au pôle apical d’effecteurs antiviraux 
comme l’IL-29. La stimulation précoce de cette voie par le diltiazem constitue un atout majeur de notre 
stratégie antivirale, autant contre influenza que contre SARS-CoV-2, en permettant : 

(i) Une activation plus rapide de la réponse innée 
 

 Les IFN de type III présentent une efficacité antivirale locale significative et indépendante des 
IFN de type I, sans induction d’une réponse inflammatoire. Leur activation plus rapide, à la porte 
d’entrée des virus, permettrait de contenir l’infection à un faible niveau de réplication dans le tractus 
respiratoire supérieur. En plus de diminuer le risque de transmission, cela limiterait la propagation de 
l’infection vers les voies aériennes inférieures, qui constitue un facteur de gravité avec un risque de 
surfinection451. Lorsque l’infection progresse, l’intervention antivirale systémique des interférons de 
type I est requise mais celle-ci peut s’avérer délétère si elle n’est pas correctement modulée427,450,452. 
En particulier, une réponse exacerbée d’IFN-α a été décrite comme facteur de sévérité chez les patients 
COVID-19, associée à l’emballement de la réponse inflammatoire721. Le diltiazem pourrait ainsi 
diminuer la latence d’activation de la réponse innée induite par le SARS-CoV-2 sans toutefois stimuler 
les cytokines pro-inflammatoires116,134. Par ailleurs, nos résultats ont mis en évidence l’induction d’ISG 
tels qu’MX1 ou RSAD2, particulièrement décrits dans l’activité antivirale contre influenza et OAS1, dont 
le haut niveau plasmatique est associé à un meilleur niveau de résistance contre le SARS-CoV-2451,460,466. 
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(ii) Le recrutement plus précoce des effecteurs de l’immunité adaptative 
 

 Dans le contexte d’une infection par influenza, les interférons lambda sont essentiels à la 
maturation des cellules dendritiques, médiatrices de l’activation des lymphocytes T CD8+ et occupent 
un rôle majeur dans la mise en place de la réponse humorale des muqueuses722,723. Le diltiazem 
présente donc des perspectives favorables pour améliorer la clairance virale in vivo en stimulant la 
production de l’interféron endogène.  

 L’utilisation clinique des interférons exogènes (recombinants) de type I α2a et α2b est 
approuvée depuis de nombreuses années dans la prise en charge de certains cancers et des hépatites 
B et C724. Leur effet antiviral à large spectre a fait l’objet de plusieurs études contre influenza, RSV et 
plus récemment SARS-CoV-2725,726. L’IFN-β-1a a d’ailleurs été inclus dans l’essai clinique Solidarity mais 
n’a malheureusement pas fait preuve d’une activité significative dans la réduction de la mortalité des 
patients sévères582. Plus récemment, un essai clinique de phase II a évalué l’efficacité d’un traitement 
de 14 jours par inhalation d’interféron β-1a chez des patients COVID-19 hospitalisés727. Des signes 
d’amélioration des symptômes et de récupération trois fois supérieurs aux non traités ont été observés 
au 28ème jour mais l’utilisation clinique de ces interférons reste délicate en raison de la mobilisation 
des effecteurs de l’inflammation, particulièrement impliqués dans la dégradation des patients sévères 
et des effets secondaires associés405,721,728.  

 Bien qu’ils n’aient jamais fait l’objet d’une AMM, les IFN de type III semblent mieux adaptés à 
une clairance virale dans le tractus respiratoire par leur activité spécifique des muqueuses et la 
répartition non ubiquitaire de leurs récepteurs, permettant une diminution des effets secondaires 
associés, sans activation de l’inflammation435,436,729. In vitro, les deux types d’interférons montrent une 
efficacité en modèles cellulaires et HAE contre le SARS-CoV-2349,730. Un essai clinique a évalué 
l’efficacité du peginterféron lambda (180 μg) en injection sous-cutanée pendant 7 jours sur la clairance 
virale des patients diagnostiqués en ambulatoire731,732. Une différence de 2 log10 copies/mL a été 
mesurée dans les écouvillonnages nasaux mais une augmentation anormale des transaminases a été 
mesurée chez 3 % des patients, suggérant de possibles effets secondaires associés.  

 Ainsi, malgré ces résultats encourageants, les thérapeutiques à base d’interférons 
recombinants semblent difficilement déployables au grand public en raison de la surveillance accrue 
nécessaire à la réussite du traitement, des modes d’administration par injections ou nanoparticules et 
des coûts de production élevés733. Dans ce contexte, la stimulation endogène des interférons de type 
III par le diltiazem, apparait comme une alternative peu coûteuse et plus sûre, pour la prise en charge 
des infections respiratoires d’origine virale comme la grippe ou la COVID-19.  

 L’activité antivirale du diltiazem contre les souches H1N1 (pdm09) et SARS-CoV-2 (B) en 
modèles cellulaires et HAE a été démontrée dans nos études précédentes116,709,719. Avec l’hypothèse 
qu’une action antivirale ciblant l’hôte serait plus robuste face à des virus mutés et/ou variants, nous 
avons évalué dans cet article son efficacité contre la souche I38T PA (H1N1), porteuse d’une mutation 
de résistance au baloxavir et contre les 5 VOC du SARS-CoV-2 classés comme préoccupants entre 2020 
et 2021 (B.1.160, B.1.1.7, B.1.351, P.1, B.1.617.2). Les IC50 obtenues en cellules A549 et A549-ACE2 
dans le même ordre de grandeur démontrent que l’activité du diltiazem n’est pas modifiée par la 
présence de ces mutations et ont renforcé notre intérêt à poursuivre les évaluations.  

 Sur la base de nos travaux publiés en 2019 et 2020 illustrant le potentiel synergique des 
combinaisons diltiazem-oseltamivir et diltiazem-remdesivir, nous avons évalué la combinaison du 
diltiazem avec des inhibiteurs de polymérase. Avec des perspectives d’activité à large spectre, cibler la 
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polymérase constitue le mécanisme d’action de choix pour une part importante des molécules 
antivirales développées ces dernières années ou en développement262,734.  

 Dans une précédente étude, nous avons caractérisé l’activité antivirale significative du 
baloxavir, le dernier antiviral inhibiteur de polymérase, mis sur le marché contre influenza, et 
démontré le haut potentiel synergique de ce composé avec des inhibiteurs de neuraminidase735. Aussi, 
nous avons orienté notre choix vers cette molécule pour l’étude en combinaison avec le diltiazem. Nos 
résultats montrent un fort potentiel synergique de la combinaison diltiazem-baloxavir contre la souche 
H1N1, permettant de diviser par 4 l’IC50 du baloxavir en modèle cellulaire et une réduction très 
significative de la charge virale en modèle HAE. De plus, le diltiazem conserve son efficacité contre la 
souche PA I38T (H1N1). Ainsi, l’utilisation clinique de cette bithérapie permettrait une réduction des 
doses efficaces de baloxavir administrées chez les patients et pourrait limiter les échecs 
thérapeutiques, en particulier chez les patients immunodéprimés. Ces perspectives d’amélioration du 
traitement antiviral peuvent à terme limiter l’émergence de mutations de résistances.  

 Cette combinaison double-target nécessite désormais d’être évaluée in vivo et constitue une 
perspective clinique sérieuse, qui pourrait s’inscrire dans la continuité de l’essai clinique FLUNEXT, 
dont les résultats sont attendus en 2022. Une association similaire récemment publiée, appuie nos 
arguments, en démontrant l’intérêt de combiner in vitro le baloxavir avec le composé ATR-002 ciblant 
spécifiquement MEK intervenant dans la voie MAP kinase de l’hôte, permettant le blocage des 
vRNP736,737.  

 Après les résultats modérés obtenus avec le remdesivir, les perspectives thérapeutiques 
contre le SARS-CoV-2 se sont orientées vers le molnupiravir, un analogue ribonucléosidique, 
récemment approuvé par la FDA309,601,602. Aussi, nous avons choisi d’évaluer son potentiel en 
combinaison avec le diltiazem dans nos modèles in vitro.  

 Nos résultats en cellules A549-ACE2 ont démontré un fort potentiel synergique de la 
combinaison diltiazem-molnupiravir contre la souche SARS-CoV-2 (B), permettant une réduction par 4 
de l’IC50 du molnupiravir. Les évaluations menées en HAE ont confirmé l’efficacité antivirale de la 
combinaison contre les 5 VOC isolés entre 2020 et 2021. En particulier, une réduction très significative 
de la production virale du variant Delta a été obtenue avec le traitement par bithérapie. Avec son 
affinité marquée pour les récepteurs ACE2, ce variant suit une cinétique accélérée avec un niveau de 
réplication plus important que les autres variants (article en préparation), réduisant ainsi les 
possibilités d’action du molnupiravir et du diltiazem en monothérapies.  

 Ainsi, notre étude met en évidence l’activité antivirale à large spectre du diltiazem apportée 
par son mécanisme d’action inducteur de la voie des interférons lamdba dans le tractus respiratoire, 
offrant des perspectives de traitement prometteuses à l’encontre des virus influenza et des variants 
préoccupants de SARS-CoV-2. Par ailleurs, cette molécule ciblant la cellule-hôte peut potentialiser 
l’activité antivirale des inhibiteurs de polymérases virales et ainsi contribuer à réduire le risque 
d’émergence des mutations de résistance. 

 Les perspectives thérapeutiques antivirales du diltiazem soulignées par l’ensemble de nos 
travaux ont fait l’objet de deux demandes internationales de dépôt de brevet : « COMPOSITION 
COMPRISING DILTIAZEM FOR TREATING A VIRAL INFECTION CAUSED BY SARS-COV-2 VIRUSES »  
(WO2021FR50406 20210310738) et « COMBINATION OF DILTIAZEM AND VIRAL POLYMERASE 
INHIBITORS » (WO2021FR50049 20210112739). 

 Également, dans la perspective d’une évaluation clinique du diltiazem contre le SARS-CoV-2, 
nous avons mené trois études chez le primate (2 études de pharmacocinétiques et une évaluation 
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d’efficacité ; données non publiées), en collaboration avec l’équipe du Dr Roger Le Grand, directeur du 
laboratoire Infectious Disesases Models for Innovative Therapies (IDMIT) à l’Institut de biologie 
François Jacob (CEA/INSERM/Paris Sud), avec pour objectifs de : 

(i) Vérifier l’absence de toxicité du diltiazem et valider l’induction des IFN III dans le tractus 
respiratoire 

 Le diltiazem a été administré aux animaux selon un protocole de 3 jours de traitement avec 10 
ou 50 mg/kg (correspondant à des doses supérieures au dosage autorisé chez l’Homme) per os (deux 
singes par groupe). Le suivi des constantes vitales, hématologiques et biochimiques n’a pas indiqué de 
perturbation majeure induite par le diltiazem. Les quantifications du principe actif ont mis en évidence 
le maintien de la concentration plasmatique du diltiazem autour de 1 μg/mL, ainsi qu’une 
concentration tissulaire équivalente à 10 μg/g dans les poumons, et située entre 1 et 10 μg/g dans le 
cœur, le foie, la rate, les reins et les intestins, avec le traitement à 50 mg/kg. La dose à 10 mg/kg a 
induit un déclin rapide de la concentration plasmatique et a uniquement permis une détection 
intestinale du principe actif. Une induction des ISG représentatifs (IFI27, IFI44L, Mx1, OAS1) a été 
mesurée dans les tissus pulmonaires avec les deux protocoles de traitement, de l'ordre de 5 à 10 fois 
plus à la dose de 10 mg/kg et 20 à 100 fois plus à la dose de 50 mg/kg par rapport aux animaux non 
traités. 

(ii) Evaluer l’efficacité antivirale du diltiazem 

 L’efficacité du traitement avec le diltiazem a été évaluée selon un protocole de prétraitement 
+ traitement. Les animaux ont été traités deux fois par jour avec 50 mg/kg de diltiazem per os, face à 
un groupe témoin traité au NaCl (5 singes/ groupe). La durée du traitement prévue était initialement 
de 10 jours (3 jours avant infection et 7 jours suivant l’infection), mais il a cependant été interrompu 4 
jours post infection en raison du décès de 3 animaux ; l’administration du diltiazem à 50 mg/kg 
associée à des anesthésies répétées (2 fois par jour pour l’administration des traitements) ayant 
provoqué un effet toxique. Malgré cela, une réduction significative (≥ 2-3 log10) de la charge virale a 
été mesurée 10 jours post infection dans les écouvillonnages nasaux et trachéaux des singes traités en 
comparaison du groupe témoin. Par ailleurs, le virus n’a pas été détecté au niveau intestinal dans le 
groupe traité. Ainsi, ces résultats sont très encourageants mais les conditions de l’étude impliquant 
des anesthésies répétées ne permettent pas de conclure complétement sur l’efficacité du diltiazem. 

(iii) Vérifier l’absence de toxicité du diltiazem dans des dispositions de dosage et de 
formulation adaptées à l’administration humaine 

 Les animaux (4 singes) ont été traités par administration per os d’une gélule par jour de Mono 
Tildiem contenant 200mg de diltiazem chlorhydrate en libération prolongée740 (soit environ 20mg/kg), 
pendant 10 jours. Le suivi des constantes vitales, hématologiques et biochimiques n’a pas indiqué de 
perturbation majeure induite par le diltiazem. La concentration moyenne plasmatique journalière a 
été maintenue à 1,8 ng/mL et une induction des ISG (OAS1, IFI44L et Mx1) de l’ordre de 2 à 6 fois plus 
a été mesurée dans les tissus pulmonaires après les 10 jours de traitement.  

 Ainsi, les études in vivo réalisées sur des primates non humains avec des doses équivalentes à 
celles administrées chez l’Homme n’ont pas révélé de contre-indication à l’utilisation clinique du 
diltiazem et ont fourni des résultats très encourageants dans la perspective de son usage 
thérapeutique contre la COVID-19. 

 C’est pourquoi, nous avons rédigé un protocole d’essai clinique multicentrique de phase 
IIb DICOV, récemment autorisé par l’ANSM (28.02.22), visant à évaluer le bénéfice apporté par un 
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traitement par diltiazem en complément de la prise en charge habituelle (standard de soins) pour une 
pneumopathie hypoxémiante à COVID-19. En partenariat avec les Hospices Civils de Lyon (promoteur 
de l’essai ; investigateur et coordonnateur : Pr Gilles Devouassoux, chef de service de pneumologie), 
le laboratoire VirPath (investigateur, responsable scientifique : Dr Manuel Rosa-Calatrava) et Signia 
Therapeutics, cet essai a pour objectif d’inclure 250 patients hospitalisés (hors réanimation lors de 
l’inclusion), soit 122 patients/groupe (standard de soins + diltiazem vs standard de soins + placebo) sur 
une durée de 18 mois. Le traitement sera administré per os à raison de 60 mg, 3 fois/jour pendant 7 
jours. La cinétique de décroissance de la charge virale sur des prélèvements nasopharyngés à J1 et J7 
constituera le critère de jugement principal, accompagné, entre autres, du temps d’amélioration 
clinique, de l’évolution des conditions d’hospitalisation (nécessité d’oxygénation, réanimation), du 
degré d’inflammation systémique et de la mortalité à J28. Les résultats, attendus pour 2023, viendront 
compléter les données obtenues dans le cadre de l’essai FLUNEXT contre influenza et constitueront 
une valorisation de la stratégie de repositionnement de médicaments anti-infectieux menée par le 
Laboratoire VirPath au cours des dix dernières années. 
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Les infections aigües respiratoires d’origine virale demeurent une préoccupation majeure de 
santé publique, impactant très significativement nos sociétés d’un point de vue sanitaire mais 
également d’un point de vue économique et sociétal. La pandémie actuelle de COVID-19 ne peut que 
renforcer ce constat et souligner l’importance de disposer d’un arsenal prophylactique et 
thérapeutique efficace pour lutter contre les virus respiratoires émergents et ré-émergents. 
L’émergence récurrente de mutations de résistance virale constitue la limite majeure des 
médicaments antiviraux classiques, dont le nombre est très limité à ce jour, légitimant ainsi le 
développement de nouvelles approches thérapeutiques, telles que le repositionnement de 
médicaments, les thérapies ciblant l’hôte ou encore les associations de molécules antivirales et/ou 
immunomodulatrices.  

 Dans ce contexte, le laboratoire VirPath travaille depuis plusieurs années à la caractérisation 
des interactions hôte-pathogène et au développement d’une stratégie innovante permettant 
l’identification, par un criblage basé sur la comparaison de signatures virogénomiques et 
chemogénomiques, de molécules à fort potentiel ciblant la cellule-hôte pour leur repositionnement 
comme antiviraux contre les virus respiratoires, et leur(s) combinaison(s) avec des antiviraux classiques 
ciblant les déterminants viraux. 

 Mes travaux de thèse se sont inscrits dans cette dynamique et ont débuté par ma contribution 
au projet de recherche translationnelle FLUNEXT. A partir d’échantillons respiratoires issus de patients 
infectés par influenza, nous avons généré la signature transcriptomique de l’infection et sélectionné 
des composés à fort potentiel antiviral pour leur repositionnement contre la grippe via la plateforme 
Connectivity Map. Les étapes de criblages précliniques réalisés dans nos modèles pertinents d’infection 
nous ont permis d’identifier le diltiazem, un inhibiteur des canaux calciques indiqué dans le traitement 
de l’hypertension pulmonaire, comme candidat à un repositionnement contre la grippe. L’analyse de 
sa signature chemogénomique a permis d’émettre plusieurs hypothèses quant à son mode d’action 
antiviral, notamment sur la modulation de la réponse interféron dans le tissu épithélial respiratoire. 
Enfin, nous avons démontré le potentiel synergique de la combinaison du diltiazem avec l’oseltamivir, 
permettant de potentialiser l’efficacité in vitro et in vivo du médicament. La combinaison diltiazem-
oseltamivir fait aujourd’hui l’objet d’un essai clinique de phase IIb chez des patients hospitalisés pour 
une grippe sévère, dont les résultats sont attendus pour fin 2022. 

 En parallèle de notre approche ciblée sur la cellule-hôte, j’ai également pris part à la 
détermination du potentiel synergique des antiviraux classiques en combinaison, dans le cadre de 
notre collaboration avec l’équipe du Dr Guy Boivin (CHU Laval, Québec). Ce travail a consisté en la mise 
en place et la validation d’outils pertinents in vitro pour l’évaluation de combinaisons d’antiviraux 
approuvés contre les virus influenza. Nous avons ainsi mis en évidence le fort potentiel synergique des 
combinaisons des inhibiteurs de neuraminidase avec le baloxavir. La réflexion portée par ce travail 
nous a mené vers l’utilisation de logiciels pertinents pour l’étude des interactions entre les molécules, 
bénéfiques ou délétères en fonction des modes d’action des principes actifs et des conditions 
expérimentales. Ceci a soulevé la question de l’impact de tels traitements en multithérapie sur 
l’émergence de mutations de résistance. Ainsi, nous avons émis l’hypothèse que la combinaison de 
médicaments ciblant la cellule-hôte avec des antiviraux classiques, l’effet « double target », pourrait 
limiter le risque d’émergence de ces mutations. 

 Ces travaux princeps nous ont permis de faire preuve de réactivité face à l’émergence du SARS-
CoV-2 dès janvier 2020. Grace au modèle d’HAE, particulièrement adapté à la caractérisation et à 
l’évaluation de potentielles molécules candidates antivirales, nous avons rapidement pu contribuer à 
enrichir les connaissances sur la physiopathologie de ce nouveau virus, en mettant en évidence son 
tropisme préférentiel pour les cellules épithéliales ciliée des voies respiratoires supérieures et la 
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dérégulation de la réponse innée de l’hôte. Puis, nous avons confirmé l’activité antivirale in vitro du 
remdesivir, alors en évaluations cliniques et proposé de potentialiser son efficacité par une association 
avec le diltiazem.  

 Enfin, mes travaux se sont intéressés à la caractérisation du mécanisme d’action du diltiazem 
sur l’induction des interférons de type III, conférant au médicament un potentiel pan-antiviral. Nos 
travaux ont ensuite mis en évidence le potentiel synergique du diltiazem en combinaison avec le 
baloxavir ou le monlupiravir contre plusieurs virus influenza sauvages et porteurs de mutations de 
résistances aux antiviraux classiques, ainsi que contre plusieurs variants préoccupants du SARS-CoV-2. 
La démonstration de notre stratégie « double-target » soutient ainsi la mise en œuvre de l’essai 
clinique FLUNEXT en cours et légitime la mise en place d’une nouvelle étude multicentrique de phase 
IIb DICOV visant à évaluer le bénéfice apporté par un traitement avec du diltiazem en complément du 
standard de soins pour une pneumopathie hypoxémiante chez les patients COVID-19 hospitalisés, dont 
le dossier a été récemment autorisé par l’ANSM (28/02/22). 

 

L’ouverture de notre stratégie pertinente de repositionnement à d’autres pathogènes respiratoires 

 Les résultats précliniques et les perspectives cliniques apportés par ces projets ont renforcé 
notre intérêt à décliner notre stratégie à d’autres virus respiratoires. Dans cette dynamique, notre 
équipe a initié un programme de recherche collaboratif international RESPIROMIX visant à étendre la 
stratégie de criblage transcriptomique à différents virus respiratoires pathogènes, dont hRSV et hMPV.  

 Afin de perfectionner la prédictivité de la sélection des composés à fort potentiel, des 
améliorations technologiques ont été apportées à notre processus de génération des signatures 
transcriptomiques d’infection, notamment par l’utilisation du séquençage NGS et le développement 
de méthodes plus performantes d’analyse bio-informatique des données Omics. Cette thématique a 
fait l’objet des travaux de thèse de Claire Nicolas de Lamballerie (Thèse CIFRE n°2015/1354, soutenue 
en juillet 2020), avec qui j’ai eu le plaisir de collaborer étroitement532. 

 L’analyse des signatures d’infection par les Pneumovirus (hRSV, hMPV A et hMPV B) a été 
réalisée selon deux méthodes différentes, incluant un paramètre variable sur l’intégration des gènes 
de l’immunité. La synthèse des résultats d’anti-corrélation et la revue de la littérature ont donné lieu 
à la génération de trois short list de composés candidats comprenant respectivement 75, 49 et 76 
molécules, dont 4 communes aux trois souches virales et 11 communes à au moins deux des trois virus. 
A l’issue d’un premier criblage de 28 molécules prioritaires réalisé en modèle cellulaire à l’aide d’un 
virus hRSV rapporteur, 5 composés ont été sélectionnés pour la caractérisation de leur efficacité 
antivirale contre un virus hRSV sauvage en modèle cellulaire puis en modèles d’HAE alvéolaires 
SmallAir®. Parmi ces candidats, une molécule particulièrement intéressante est toujours à l’étude au 
laboratoire pour un potentiel dépôt de brevet relatif à son activité antivirale contre les Pneumovirus 
et avec l’objectif d’une publication. 

 Plus récemment, nous avons adapté notre stratégie à l’identification de potentiels traitements 
contre le SARS-CoV-2. 33 molécules candidates ont été évaluées in vitro en cellules A549-ACE2 et en 
HAE MucilAir®, en partenariat avec l’équipe du Dr Guy Boivin du CHU de Québec. Les médicaments les 
plus intéressants font toujours l’objet d’expérimentations. 
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L’amélioration de la prédictivité de notre approche 

 La prédictivité de notre approche est dépendante de la pertinence biologique de nos modèles 
et supports biologiques, à la fois pour la génération des signatures transcriptomiques d’infection, mais 
aussi des signatures chemogénomiques. 

 L’exploitation d’échantillons cliniques en remplacement des lignées cellulaires a constitué un 
pas dans ce sens. Toutefois, les difficultés d’obtention des prélèvements, ainsi que la qualité et la 
quantité variables des acides nucléiques issus des échantillons cliniques, nous ont conduit à 
développer et valider une stratégie complémentaire pour la génération des signatures d’infection à 
partir d’HAE infectés741. La disponibilité, la pertinence biologique et la facilité d’utilisation de ces 
modèles standardisés et reproductibles en font des supports particulièrement appropriés à l’étude des 
virus respiratoires, permettant l’analyse de la modulation de l’expression des gènes à la fois au pic de 
l’infection mais aussi par un suivi en termes de cinétiques virales. C’est d’ailleurs grâce à ces modèles 
que nous avons pu caractériser très rapidement la modulation de la réponse innée induite par 
l’infection avec le SARS-CoV-2 dans les tissus respiratoires nasaux et bronchiques, concordante avec 
les observations cliniques relevées chez les patients infectés116. 

 Concernant les signatures chemogénomiques, notre processus est aujourd’hui dépendant de 
Connectivity Map, qui constitue une limite de notre approche. En effet, les signatures répertoriées 
dans cette base de données sont générées sur des lignées cellulaires immortalisées, parfois peu 
pertinentes pour l’étude des pathogènes respiratoires (cellules prostatiques PC3, cellules mammaires 
MCF7 ou encore des promyéloblastes HL-60) et à des concentrations de traitement standardisées, 
éloignées des posologies usuelles, et/ou efficaces dans la nouvelle indication antivirale que nous 
visons. 

 C’est à partir de ces constatations que la start-up Signia Therapeutics a été créée afin de 
développer la plateforme de drug discovery « SIGNATURA », intégrant (i) une base de données de 
signatures chemogénomiques issues de modèles HAE, (ii) des méthodologies optimisées d’analyses 
transcriptomiques et statistiques faisant appel à l’intelligence artificielle et (iii) des modèles 
physiologiques prédictifs pour le criblage in silico et la validation préclinique rapide et pertinente de 
candidats-médicaments. Sa construction est divisée en plusieurs étapes clés, qui nous permettront au 
fur et à mesure de gagner en robustesse sur la prédictivité de notre approche. La plateforme a pour 
vocation d’être enrichie de profils variés de signatures transcriptomiques d’infections, de co-infections 
et/ou d’autres pathologies (asthme, BPCO, etc.), issues de prélèvements cliniques et d’HAE, en phase 
aigüe et en suivi longitudinal, ainsi que de multiples signatures chemogénomiques réalisées sur nos 
modèles d’HAE, plus pertinents du point de vue biologique. 

 Dans le contexte pandémique, nous avons récemment analysé les signatures 
transcriptomiques longitudinales de 5 VOC du SARS-CoV-2 en HAE. Cette étude a notamment permis 
de mettre en évidence la divergence du variant Delta par rapport à ses prédécesseurs, en particulier 
par sa cinétique accélérée et sa pathogénicité marquée sur les mécanismes ciliaires. Une étude 
similaire sur le variant Omicron est en cours (article en préparation).  

 En parallèle, nous avons initié la caractérisation de la réponse transcriptomique induite par ces 
variants à partir de prélèvements cliniques issus de la cohorte « French Covid » dans le cadre d’un 
financement obtenu auprès de REACTing et du projet Européen IMI2 CARE coordonné par l’INSERM. 
La signature transcriptomique de 30 patients inclus dans la cohorte, infectés par différents variants du 
SARS-CoV-2 avec une grande diversité de profils cliniques (âge, sexe, sévérité, réanimation), a été 
déterminée au moyen de deux prélèvements nasopharyngés de bonne qualité, réalisés pendant la 
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phase symptomatique (entre 3 et 7 jours après le diagnostic) et la phase de convalescence (au moins 
2 semaines après la fin des symptômes).  

 L’analyse de ces données transcriptomiques permet des avancées majeures pour la 
compréhension des mécanismes de l’infection et des conséquences des mutations spécifiques à 
chaque variant sur la modulation des gènes, pouvant impacter la transmissibilité, la sévérité de la 
maladie ou encore la sensibilité aux médicaments antiviraux et/ou vaccins. Enfin, l’intégration de ces 
signatures dans SIGNATURA pourrait faciliter et améliorer l’identification de nouvelles molécules 
candidates à repositionner contre le SARS-CoV-2.  

 

La caractérisation de l’induction des interférons de type III par le diltiazem 

 L’analyse des signatures chemogénomiques permet de formuler des hypothèses quant au(x) 
mode(s) d’action des médicaments. Celle du diltiazem, réalisée en HAE, a mis en évidence son activité 
immunomodulatrice, avec la stimulation des effecteurs intervenant dans l’induction de interférons et 
des ISG. Les interférons de types I et III utilisant des effecteurs redondants pour leur induction, il est 
difficile de discriminer l’activation spécifique des interférons lambda du point de vue mécanistique. 
Dans cette optique, nous avons développé plusieurs outils pour la mettre en évidence, en modèles 
cellulaires et HAE. 

 En premier lieu, nous avons travaillé en modèles cellulaires avec la caractérisation de 
l’expression des gènes spécifiques impliqués dans la voie des IFN : les IRF 1, 5, 7 et 9, IFNL1 et IFNL2/3 
ainsi que leurs ISG cibles Mx1, IFITM1/3 et OAS1 par RT-qPCR, dans des cellules d’origine alvéolaire 
(A549) ou pulmonaire (Calu-3). Ces travaux ont permis de souligner des différences importantes sur la 
modulation de l’expression des gènes dans les deux compartiments respiratoires en conditions 
d’infection, en particulier la cinétique d’induction de l’IFNL1, plus précoce dans les cellules A549 par 
rapport aux Calu-3, ainsi que des différences d’intensité d’induction des ISG et des IRF, notamment de 
Mx1 et IRF9, plus importante dans les A549. Par ailleurs, nous avons observé une induction de Mx1, 
peu intense (fold change de 2) mais durable dans le temps, ainsi que d’IRF5 dans les cellules A549 
traitées par le diltiazem. En aval de l’expression des gènes, nous avons mis en place des western blots 
permettant de visualiser et quantifier différentes protéines d’intérêt comme IRF7, IRF1, la 
phosphorylation de p65 et de STAT1. Malheureusement, l’immunomodulation induite par le diltiazem 
n’a pas pu être détectée par cette méthode.  

 Ces résultats ne sont donc pas suffisamment robustes pour mettre en évidence les facteurs 
impliqués dans la modulation des interférons par le diltiazem et soulignent les limites de la pertinence 
physiologique des modèles de lignées cellulaires. Toutefois, l’induction durable de Mx1 dans les 
cellules A549 a constitué un élément encourageant. Quant à IRF5, il n’est pas impliqué dans l’induction 
des interférons. La littérature lui décrit en revanche un rôle important dans le recrutement des 
macrophages742,743. Cette hypothèse ne manquera pas d’être explorée dans le cadre du 
développement des modèles de co-culture HAE-macrophages en cours au laboratoire. 

 Face aux limites constatées avec les modèles de lignées cellulaires et au rôle majeur des 
interférons de type III dans les voies aériennes supérieures, nous avons ensuite focalisé nos essais sur 
les modèles HAE d’origine nasale. Afin de faciliter et d’améliorer les analyses d’expression des gènes 
dans ces modèles physiologiques, nous avons fait réaliser une cartouche spécifique pour l’analyse en 
nanostring (expression des gènes sans étape d’amplification) de 9 gènes impliqués dans la voie des 
interférons (IFNB1, IFNG, IFNL1, IFNL2-3-4, Mx1, OAS1, IFITM1, IFI44L et IFI27). Par cette méthode, 
nous avons pu mettre en évidence une induction préférentielle des gènes des IFN-λ par rapport aux 
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IFN-β et γ, ainsi qu’une induction significative des ISG (Mx1, OAS1, IFITM1 et IFI44L), après trois 
traitements journaliers avec du diltiazem. Ces données ont été confirmées par la sécrétion d’IL-29 au 
pôle apical des tissus traités par ELISA. Une modulation similaire a été observée avec des HAE d’origine 
bronchique mais avec une amplitude nettement inférieure, soulignant la prédominance de cette 
activité dans les voies respiratoires supérieures.  

 D’autres expérimentations sont nécessaires pour valider la spécificité de ce mécanisme et 
déterminer si le diltiazem intervient en amont ou en aval de la sécrétion des interférons. En ce sens, 
nous avons fait l’acquisition d’un modèle murin dépourvu des récepteurs IFNLR1. Le développement 
d’un modèle similaire HAE a également été envisagé pour étudier ces aspects mécanistiques in vitro. 
Si le diltiazem perd son activité antivirale mais qu’une induction des IFN-λ est constatée, nous pourrons 
valider le mode d’action spécifique du diltiazem sur l’induction d’un effecteur en amont de la sécrétion 
des IFN. Dans le cas contraire, le médicament pourrait agir en aval de la sécrétion des interférons, sur 
l’induction des ISG par exemple. L’induction d’IFN serait dans ce cas attribuée à la mise en place d’une 
boucle de régulation. Une activité antivirale maintenue pourrait également suggérer un autre mode 
d’action.  

 

Les autres modes d’action potentiels du diltiazem 

 Les modifications globales sur la cellule apportées par le traitement avec du diltiazem 
pourraient être portées par plusieurs mécanismes d’action simultanés impliqués dans la réplication 
virale et potentiellement liés les uns aux autres. 

 En particulier, la modulation de plusieurs gènes intervenant dans la biosynthèse du cholestérol 
a été soulignée lors de notre analyse. Les structures lipidiques cellulaires sont impliquées dans 
plusieurs étapes clés du cycle réplicatif de nombreux virus respiratoires et pourraient effectivement 
constituer une cible thérapeutique d’importance672,693. Cette hypothèse a été encouragée par 
l’observation d’une accumulation du cholestérol dans les membranes cellulaires des cellules A549 
traitées avec du diltiazem (marquage florescent à la filipin). Des travaux complémentaires sont 
envisagés pour approfondir cette piste. 

 Également, du fait de son indication princeps, il est établi que le diltiazem exerce une activité 
contre l’hypertension pulmonaire par l’inhibition des canaux calciques des myocytes cardiaques et des 
cellules des muscles lisses vasculaires744,745. La dynamique du calcium étant déterminante pour la 
pénétration des virus respiratoires utilisant la voie endosomale, plusieurs études décrivent ainsi le 
potentiel antiviral à large spectre d’inhibiteurs des canaux ioniques de type « two-pore channels » 
(TPC) ou les Mucolipines (TRPML)746,747. A ce jour, l’activité du diltiazem n’a pas été caractérisée sur 
d’autres dynamiques calciques que celle des muscles cardiaques, aussi la littérature ne permet pas de 
conclure sur l’impact du médicament sur les endosomes des cellules épithéliales du tractus 
respiratoire. En revanche, deux études démontrent l’activité antivirale du diltiazem liée à l’inhibition 
de la sous-unité du canal calcique Cav1.2. En effet l’article de Fujioka et al. attribue l’activité antivirale 
du diltiazem à la monopolisation de cet effecteur, décrit comme récepteur d’entrée de la HA des virus 
influenza692. Ces propos ont été très récemment enrichis par l’étude de Wang et al. démontrant que 
l’inhibition de Cav1.2 par le diltiazem altérait l’ancrage et l’internalisation du SARS Cov-2 en perturbant 
TMPRSS2 et diminuant l’expression d’ACE2748.  

Ainsi, l’activité princeps du diltiazem contre l’hypertension semble liée à une activité antivirale 
dans les étapes très précoces en amont de la réplication virale. Afin d’explorer cette hypothèse, nous 
avons évalué l’effet antiviral du vérapamil, un médicament exerçant la même activité que le diltiazem 
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sur l’hypertension, dans les conditions expérimentales validées au laboratoire avec le diltiazem en 
traitement post infection. Nos résultats n’ont pas indiqué d’activité antivirale significative pour le 
vérapamil, laissant suggérer d’autres modes d’actions complémentaires pour le diltiazem.  

 Par exemple, des modifications de la dynamique calcique pourraient impacter l’activité des 
mitochondries et des peroxysomes en lien avec le phénomène de stress oxydatif. L’activité des 
interférons lambda étant dépendante de l’abondance des peroxysomes dans les muqueuses 
respiratoires442, le diltiazem pourrait ainsi moduler leur expression via ce mécanisme. Pour explorer 
cette piste, il serait intéressant de mesurer l’incidence du diltiazem sur l’abondance des peroxysomes 
dans les différents compartiments respiratoires par des quantifications du gène Pex11B dans les HAE 
d’origines nasale, pulmonaire et alvéolaire. 

 

La légitimité d’un repositionnement du diltiazem contre les virus respiratoires 

 Bien que son mécanisme antiviral n’ait pas encore été complètement caractérisé, le diltiazem 
présente des perspectives pertinentes pour son repositionnement contre les infections respiratoires. 
Ce médicament est utilisé en cardiologie depuis plus de 25 ans, ainsi ses caractéristiques ADMET et 
son profil de tolérance sont parfaitement connus.  

 Son activité immunomodulatrice pourrait permettre une induction plus précoce et abondante 
des interférons de type III dans les voies aériennes, facilitant la clairance virale et le recrutement des 
cellules immunitaires, sans activation supplémentaire des effecteurs de l’inflammation. Cette activité 
est d’autant plus intéressante dans le cas du SARS-CoV-2, dont nous avons démontré les capacités à 
retarder l’activation de l’immunité innée de l’hôte.  

 Par ailleurs, l’indication princeps du médicament contre l’hypertension pourrait constituer un 
atout supplémentaire pour le traitement des cas graves des syndromes de détresse respiratoire, pour 
lesquels l’emballement de la réponse inflammatoire et la monopolisation d’ACE2 peuvent dérégler la 
balance de l’angiotensine. Ainsi, de la même manière que les statines ou les inhibiteurs d’ACE, le 
traitement au diltiazem pourrait réduire la gravité des cas sévères par ses effets immunomodulateur 
et anti-hypertenseur. Il serait donc intéressant de mener des études observationnelles ou 
rétrospectives afin de déterminer si les patients sous traitement prescrit au long cours présentent un 
facteur de risque moins élevé de développer des symptômes sévères liés à une grippe ou une COVID-
19. 

A ce sujet, un poster présenté par Wang et son équipe au congrès « Chest annual meeting » 
en octobre 2020 fait référence à une étude rétrospective menée sur près de 43 000 patients inclus en 
soins intensifs dans un centre hospitalier de Boston (Etats-Unis)749. D’après la base de données, 302 
patients ont reçu un traitement à l’oseltamivir à leur inclusion en soins intensifs pour grippe grave et 
parmi eux, 36 ont également été traités au diltiazem. Les résultats, bien que non significatifs du point 
de vue statistique lié au faible échantillon de patients traités, soulignent une légère diminution de la 
mortalité au sein du service dans le groupe traité par le diltiazem en comparaison du groupe traité à 
l’oseltamivir seul (11.11 % contre 12.78 %), et ce, bien que les patients traités au diltiazem présentaient 
des facteurs de comorbidités plus importants. Ainsi, en plus de conforter les perspectives bénéfiques 
de l’usage du diltiazem comme traitement antiviral, ces données encouragent d’autant plus la 
poursuite de notre stratégie « double target » en combinaison avec les antiviraux classiques dans la 
lignée de l’essai clinique FLUNEXT en cours. 
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L’utilisation du diltiazem en combinaison pourrait limiter l’apparition d’un phénotype de résistance 

Nos travaux ont démontré les capacités du diltiazem à potentialiser l’activité antivirale des 
antiviraux classiques. Nous avons émis l’hypothèse que cet effet « double target », pourrait également 
limiter le risque d’émergence de mutations de résistances. 

Afin d’explorer ce paramètre, nous avons réalisé une étude in vitro sur 10 passages de virus 
H1N1pdm09 dans différentes conditions de traitements (données non publiées) : (i) sans traitement, 
(ii) concentration fixe de 25 μM de diltiazem, (iii) concentrations croissantes de 1 à 128 nM de baloxavir 
et (iv) l’association de 25 μM de diltiazem avec les mêmes concentrations croissantes de baloxavir. A 
chaque passage, l’inoculum viral a été dilué en cascade selon un facteur de 10 avant l’infection des 
cellules. La dilution limite, c’est-à-dire la dilution la plus forte pour laquelle une production virale est 
visible, a été récoltée 48h post infection pour réaliser le passage suivant.  

Les bras (i) et (ii) ont subsistés sur les 10 passages et peu de changements ont été observés sur 
les dilutions récoltées. Le bras (iii) a subsisté jusqu’au 9ème passage, avec un gap dans les dilutions 
récoltées noté entre le 6ème et le 7ème passage, correspondant au passage de 8 à 16 nM de baloxavir. 
Le dernier bras (iv) a subsisté jusqu’au 7ème passage avec un gap dans les dilutions récoltées entre le 
5ème et le 6ème passage, correspondant au passage de 4 à 8 nM de baloxavir. De manière 
observationnelle, le traitement avec la combinaison a démontré une meilleure activité antivirale que 
les monothérapies et l’association du diltiazem a permis de potentialiser l’efficacité du baloxavir à des 
concentrations sous-optimales. 

Les virus issus du dernier passage réplicatif de chaque bras ont ensuite été caractérisés, par la 
réalisation des IC50 du baloxavir et une analyse en séquençage. Seul le bras (iii) a vu son IC50 du 
baloxavir augmentée (x 35), passant de 0.2 à 7 nM sur 8 passages, mettant en évidence l’émergence 
d’un phénotype de résistance. L’analyse en séquençage a permis d’identifier deux mutations d’intérêt 
pouvant avoir un lien avec le phénotype de résistance au baloxavir. Ces deux mutations ont été 
étudiées par la génération de virus H1N1 recombinants par génétique inverse, que nous avons 
caractérisés par des cinétiques d’infection, des IC50 du baloxavir et la mesure de l’activité de leur 
polymérase. Cependant, les résultats obtenus n’ont à ce jour pas permis d’établir un lien entre ces 
mutations et le phénotype de résistance.  

Ainsi, bien que la caractérisation des mutations identifiées n’ait pas aboutie, l’utilisation du 
diltiazem en combinaison a permis de potentialiser l’activité antivirale du baloxavir in vitro et n’a été 
associée ni à l’apparition d’un phénotype de résistance, ni à l’apparition de mutations délétères pour 
l’efficacité thérapeutique, tels qu’observés avec la monothérapie au baloxavir. Ces résultats confortent 
l’intérêt de notre stratégie « double target » et pourront être enrichis de données in vivo. 

 

Le développement d’une nouvelle formulation du diltiazem permettant son administration par 
aérosol 

 Au-delà de son action thérapeutique, le repositionnement du diltiazem apparait toutefois 
comme peu rémunérateur pour une société pharmaceutique, du fait de son statut de générique et de 
son faible cout (environ 0,17€/comprimé). Aussi, pour éviter un usage off label, l’exploitation de sa 
nouvelle indication par Signia Therapeutics ne peut être envisagée que par le développement d’un 
nouveau produit pharmaceutique, sous forme d’une combinaison avec une autre molécule 
médicamenteuse ou d’une nouvelle formulation adaptée à un autre mode d’administration, par 
exemple. 
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 Ces éléments nous ont mené vers un nouveau projet de recherche exploratoire visant à 
déterminer les capacités du diltiazem à induire l’expression des interférons lambda, via une 
administration locale, par les voies respiratoires. Ce mode de délivrance présente plusieurs avantages, 
en particulier une activité ciblée et plus rapide, associée à une diminution du risque d’effets 
secondaires.  

 Dans cette optique, nous avons mené plusieurs expériences préliminaires. D’abord en modèle 
HAE, nous avons confirmé qu’un traitement avec du diltiazem en formulation liquide, administré au 
pôle apical en volume minimal induisait bien une modulation du gène IFNL1. Puis, nous avons validé 
cette induction in vivo par l’administration du traitement par instillation nasale chez la souris. Ces 
premiers résultats ont ouvert de nouvelles perspectives de repositionnement pour le diltiazem, en 
proposant son administration par les voies respiratoires pour un traitement à visée prophylactique 
et/ou thérapeutique sous forme d’aérosol, par nébulisation. 

 Dans la littérature, quelques études menées entre 1988 et 1993 ont décrit la faisabilité 
d’administration du diltiazem par aérosol en complément de thérapies contre l’asthme750–752. Plusieurs 
informations importantes en ont été extraites, telles que l’absence d’effets secondaires importants, 
des concentrations d’usage et la concentration du principe actif dans les tissus pulmonaires. 

 La nébulisation consiste en la transformation d’une préparation médicamenteuse liquide sous 
forme d’aérosol, c’est-à-dire une suspension stable de particules liquides dont le diamètre est 
suffisamment petit pour qu’elles restent en suspension dans un gaz4. Plusieurs paramètres physiques 
sont déterminants pour la délivrance de l’aérosol dans les voies aériennes, notamment la 
granulométrie des microgouttelettes. Les plus grosses (diamètre > 5 μm) subissent généralement un 
phénomène d’impaction dans les voies aériennes supérieures, tandis que les gouttelettes d’un 
diamètre inférieur peuvent sédimenter jusque dans les bronches et bronchioles, mais seules les plus 
fines (< 3 μm) ont la possibilité d’atteindre les alvéoles4. Ces paramètres sont spécifiques de chaque 
couple dispositif/formulation. Ainsi, le développement clinique d’un médicament par aérosolthérapie 
doit être mené avec une seule formulation, nébulisée par un dispositif précis, non substituable. Deux 
types de dispositifs sont couramment utilisés pour la délivrance médicamenteuse. Les nébuliseurs 
pneumatiques, reposant sur la propulsion d’un gaz (air comprimé ou air mural hospitalier) à travers le 
liquide sont majoritairement réservés à un usage hospitaliser, tandis que les dispositifs portatifs à 
tamis (ou membrane), fonctionnant grâce à la vibration d’un élément piézo-électrique provoquant le 
passage de la solution médicamenteuse à travers une membrane poreuse, sont privilégiés pour un 
usage en médecine de ville.  

 A partir de ces informations et des données précliniques préliminaires, nous avons travaillé à 
la faisabilité de l’aérosolisation du diltiazem selon deux axes : (i) l’évaluation de plusieurs dispositifs de 
nébulisation et (ii) l’activité in vitro du diltiazem nébulisé. 

 Nous avons ainsi initié un programme de développement en collaboration avec le Centre 
d’Etude des Pathologies Respiratoires (CEPR) de Tours, afin d’évaluer la faisabilité d’aérosolisation du 
diltiazem par différents dispositifs de nébulisation. Dans le cadre de notre étude, nous avons 
sélectionné un panel de 5 dispositifs à évaluer dont 2 pneumatiques, 3 à tamis et 4 adaptables à la 
ventilation mécanique. Une formulation du diltiazem à 20 mg/mL en tampon salin a été utilisée pour 
réaliser les premiers essais de nébulisation. L’analyse des paramètres granulométriques (temps de 
nébulisation, débit, diamètre des microgouttelettes, volume résiduel), associée à une quantification 
du diltiazem dans les nébulisats (HPCL en phase inverse réalisée par le LAGEPP – Laboratoire 
d’Automatique, de Génie des Procédés et de Génie Pharmaceutique, Université Lyon 1) a conclu à la 
compatibilité d’une nébulisation du diltiazem avec une administration pulmonaire. L’aérosolisation du 
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médicament a été validée avec plusieurs dispositifs avec des temps de nébulisation reproductibles et 
des quantités homogènes de principes actifs mesurées dans les différentes fractions des nébulisats.  

 Par ailleurs, nous avons investi dans un dispositif Vitrocell Cloud®, permettant la nébulisation 
calibrée de solutions in vitro, afin de caractériser l’effet biologique du diltiazem nébulisé sur les 
épithéliums respiratoires. Ce système est composé d’une chambre de nébulisation, d’un dispositif de 
nébulisation à tamis vibrant (Aeroneb pro®) utilisé en clinique, et d’une platine permettant d’accueillir 
des modèles biologiques. Une microbalance intégrée permet de monitorer et de calibrer la masse de 
principe actif déposée par cm2. Grace à ce système, nous avons évalué la faisabilité de nébulisation du 
diltiazem en solution et démontré qu’un traitement de 3 jours par nébulisation journalière du diltiazem 
permet une induction significative de l’expression endogène d’IFNL1 dans les HAE d’origine nasale. 

 Ces données très préliminaires nécessitent d’être reproduites et complétées. Cependant, la 
faisabilité clinique d’aérosolisation du diltiazem par plusieurs dispositifs de nébulisation 
commercialisés et la démonstration de l’effet modulateur du médicament ouvrent plusieurs 
possibilités de repositionnement de cette molécule. D’une part, dans la lignée de l’essai clinique 
FLUNEXT, et avec la perspective du lancement de l’essai DICOV, nous pourrions proposer une 
délivrance pulmonaire du diltiazem par aérosol comme thérapie antivirale complémentaire au 
standard de soins. La stimulation directe des interférons lambda dans les muqueuses pulmonaires 
pourrait permettre d’accélérer la clairance virale, sans accroitre un éventuel phénomène 
inflammatoire. D’autre part, face à l’émergence de variants du SARS-CoV-2 avec une transmissibilité 
accrue, une stimulation des interférons lambda dans les muqueuses nasales pourrait constituer un 
atout prophylactique pour limiter le risque d’infection et de transmission, à la suite d’un contact à 
risque par exemple. Dans cette optique, le repositionnement du diltiazem pourrait évoluer vers une 
administration au moyen d’un spray nasal.  

 

Conclusion 

 Le repositionnement de médicaments fait partie des options efficientes pour mettre sur le 
marché rapidement des médicaments efficaces contre les virus respiratoires. Comme nous avons pu 
le constater avec les exemples du remdesivir et du molnupiravir, il parait judicieux de développer des 
médicaments à large spectre, ciblant par exemple des structures communes et conservées entre les 
virus respiratoires. Le développement des technologies in silico permettant d’améliorer la 
connaissance des cibles thérapeutiques et de prédire les interactions entre les protéines fournissent 
une aide précieuse, de plus en plus documentée dans la littérature. Cependant, ces antiviraux 
classiques restent sujets à l’émergence de mutations de résistances, mettant en péril leur efficacité.  

 Face à ce constat, cibler la cellule-hôte peut s’avérer être une stratégie payante si elle est 
correctement maîtrisée. En effet, à la différence des déterminants viraux, les facteurs cellulaires sont 
hautement conservés et interviennent dans de nombreuses étapes des cycles viraux. Ainsi, cibler 
l’hôte, par l’induction de l’expression des gènes de l’immunité par exemple, peut conduire à une 
activité antivirale à large spectre avec un risque limité d’apparition de résistance. En revanche, il est 
nécessaire de caractériser les différents mécanismes d’action des médicaments pour limiter la 
survenue des effets secondaires. Dans le cas de repositionnements comme celui du diltiazem, l’usage 
fréquent et ancien du médicament en cardiologie a permis une parfaite connaissance de son profil 
pharmacologique, permettant de s’affranchir des essais cliniques de phase I. 

 En complément de ces stratégies, l’efficacité des antiviraux peut être améliorée par la 
combinaison synergique de plusieurs médicaments, dirigés contre les déterminants viraux et/ou la 
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cellule-hôte. Nos travaux à ce sujet et les exemples rapportés dans la littérature donnent des 
arguments en faveur de l’utilisation de familles de médicaments différentes, ciblant différentes étapes 
du cycle viral, pour limiter les effets antagonistes et l’émergence de mutations de résistances croisées. 
Cependant, l’usage clinique de ces combinaisons nécessite une étude détaillée de la compatibilité in 
vivo des médicaments en termes de pharmacocinétique et de toxicité. 

 Notre approche globale de repositionnement basée sur les signatures transcriptomiques 
d’infection et de molécules, portée par le développement de la plateforme SIGNATURA permet, dans 
un processus d’amélioration continue, d’affiner la prédictivité de la sélection des composés candidats 
antiviraux et d’appréhender les modes d’actions potentiels des médicaments, notamment par l’apport 
d’outils d’intelligence artificielle et la mise en synergie de modèles précliniques diversifiés et pertinents 
physiologiquement.  

 L’innovation in silico et la démocratisation des techniques de séquençages ont permis une 
montée en échelle des technologies de drug discovey, mesurable par le nombre d’essais cliniques en 
cours pour l’évaluation des traitements contre la COVID-19. La puissance des outils informatiques 
dédiés à la biologie permet la gestion et l’analyse intégrée d’une quantité très importante de données 
(génétiques, cliniques, environnementales, etc.), favorisant ainsi la découverte de biomarqueurs clés, 
l'identification de valeurs aberrantes ou encore la création de bras de contrôle synthétiques. 

 Ces approches technologiques appliquées à l’intégration des données transcriptomiques, 
protéomiques et métabolomiques, permettront d’augmenter significativement la relevance et la 
puissance statistique des données générées en recherche pré-clinique et clinique, notamment par 
l’amélioration de nos connaissances des cibles thérapeutiques et donc de la conception des 
traitements envisagés (ancrage in silico, combinaisons de molécules, traitement de cibles multiples, 
etc.), y compris dans une démarche de traitements personnalisés, et conduiront ainsi à accélérer le 
transfert en clinique de molécules candidates validées en pré-clinique. 
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 Au cours de ma thèse, j’ai eu la chance de contribuer à d’autres travaux de recherche, en lien 
avec les thématiques de mon projet, qui se sont également traduits par des publications dans des 
journaux scientifiques à comité de lecture. 

 En premier lieu, j’ai activement contribué à l’écriture de la revue sur les stratégies de 
repositionnement de médicaments contre les virus influenza “Drug Repurposing Approaches for the 
Treatment of Influenza Viral Infection : Reviving Old Drugs to Fight Against a Long-Lived Enemy” 
publiée en 2019 dans Frontiers in Immunology dont les auteurs sont Andrés Pizzorno, Blandine Padey, 
Olivier Terrier et Manuel Rosa-Calatrava. 

 Cette revue fait état des options thérapeutiques disponibles sur le marché pour le traitement 
des infections virales à influenza. Elle illustre un arsenal thérapeutique faible, dont l’efficacité est 
menacée par l’émergence de mutations de résistance et souligne les avantages du repositionnement 
de médicaments, du point de vue médical, sanitaire et économique. Les différentes approches 
d’identification et de sélection des candidats-médicaments au repositionnement sont ensuite décrites 
et classées en fonction de l’état initial des connaissances sur les cibles thérapeutiques associées, 
mettant en avant les avancées technologiques apportées par les outils in silico. Les stratégies 
présentées s’appuient sur des exemples concrets de repositionnement proposés contre les virus 
influenza, dont certains sont arrivés en phases avancées d’essais cliniques. Enfin, sur la base des projets 
menés par notre équipe, la revue met en avant les approches de repositionnement ciblant la cellule-
hôte et propose de potentialiser l’efficacité antivirale des traitements par des combinaisons 
synergiques associant des antiviraux classiques dirigés contre des déterminants viraux et des thérapies 
ciblant l’hôte, à l’image de la combinaison oseltamivir-diltiazem. 

 Puis, dans le cadre la thèse de Claire Nicolas de Lamballerie s’inscrivant dans le projet 
RESPIROMIX, j’ai participé à l’étude “Characterization of cellular transcriptomic signatures induced 
by different respiratory viruses in human reconstituted airway epithelia”, publiée en 2019 dans 
Scientific Reports, dont les auteurs sont Claire Nicolas de Lamballerie, Andrés Pizzorno, Julia Dubois, 
Thomas Julien, Blandine Padey, Mendy Bouveret, Aurélien Traversier, Catherine Legras-Lachuer, Bruno 
Lina, Guy Boivin, Olivier Terrier et Manuel Rosa-Calatrava. 

 Les difficultés d’exploitation des échantillons cliniques pour la génération des signatures 
transcriptomiques d’infection, du fait de leur hétérogénéité en termes de quantité et de qualité des 
acides nucléiques, nous ont amené à étoffer notre stratégie en nous appuyant de manière 
complémentaire sur le modèle in vitro physiologique d’HAE MucilAir®. Cet article décrit la 
caractérisation des signatures transcriptomiques de plusieurs infections virales (influenza A/B, hRSV, 
hMPV) dans ce modèle, jumelée à la mesure de paramètres physiologiques tels que la résistance 
transmembranaire, la dynamique des mouvements ciliaires et le profil de sécrétion de cytokines et 
chimiokines associées à ces infections in vitro. J’ai notamment contribué à la mise au point de ces 
modèles d’infection et à la détermination des conditions optimales pour la génération des signatures 
transcriptomiques d’infection. L’étude rapporte des impacts significatifs, communs aux différentes 
infections, sur la dynamique et la morphogénèse des cils, ainsi que sur l’expression et la sécrétion de 
cytokines pro- et anti-inflammatoires de l’hôte, biomarqueurs des réponses immunitaires. En parallèle, 
des modulations plus spécifiques à chaque virus ont pu être identifiées, par la sécrétion de cytokines 
spécifiques et des profils transcriptomiques distincts. Notre équipe souligne ainsi l’excellente 
corrélation entre les profils d’expression des gènes et l’induction des cytokines, en lien avec les 
paramètres décrits dans la littérature, confirmant la pertinence biologique du modèle HAE pour l’étude 
des virus respiratoires et la génération des signatures transcriptomiques d’infection. 
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 Plus récemment et dans la continuité de nos travaux sur la caractérisation du SARS-CoV-2 en 
modèles précliniques, notre équipe a réalisé une étude détaillée du potentiel synergique de 
l’association diltiazem-remdesivir, publiée dans Antiviral Research en juillet 2020 “In vitro evaluation 
of antiviral activity of single and combined repurposable drugs against SARS-CoV-2”, dont les auteurs 
sont Andrés Pizzorno, Blandine Padey, Julia Dubois, Thomas Julien, Aurélien Traversier, Victoria 
Dulière, Pauline Brun, Bruno Lina, Manuel Rosa-Calatrava et Olivier Terrier. 

 Nous avons évalué in vitro plusieurs candidats à un repositionnement contre le SARS-CoV-2 
avec des propriétés antivirales in vitro et/ou in vivo déjà décrites : le favipiravir, la ribavirine, 
l’umifenovir, le remdesivir, le lopinavir, la chloroquine, la berberine, la cyclosporine A et le diltiazem. 
Certaines de ces molécules faisaient l’objet d’études cliniques. Après avoir déterminé leurs IC50 et 
index de sélectivité en cellules Vero E6, mettant ainsi en évidence le potentiel antiviral du remdesivir 
et de la chloroquine en monothérapies, nous avons évalué l’association du remdesivir avec deux 
médicaments ciblant la cellule-hôte, la berberine et le diltiazem. Bien que les deux bithérapies aient 
présenté un bénéfice thérapeutique dans des conditions déterminées, les cartes de synergies réalisées 
via le logiciel Synergy finder ont démontré deux profils opposés. En effet, un antagonisme fort a été 
calculé pour la combinaison du remdesivir et de la berbérine tandis qu’une synergie a été observée 
entre le diltiazem et le remdesivir, permettant d’augmenter l’index de sélectivité de ce dernier. Ces 
résultats ont notamment permis de démontrer la pertinence de notre approche double target contre 
le SARS-CoV-2 et d’initier nos travaux sur les combinaisons du diltiazem avec le molnupiravir. 

 Enfin, en lien avec nos travaux sur la modulation des voies des interférons dans les muqueuses 
respiratoires dans le contexte d’une infection par le SARS-CoV-2, j’ai pu contribuer à l’étude “Early 
nasal type I IFN immunity against SARS-CoV-2 is compromised in patients with autoantibodies 
against type I IFNs”, publiée en 2021 dans Journal of Expermiental Medicine, dont les auteurs sont 
Jonathan Lopez, Marine Mommert, William Mouton, Andrés Pizzorno, Karen Brengel-Pesce, Mehdi 
Mezidi, Marine Villard, Bruno Lina, Jean-Christophe Richard, Jean-Baptiste Fassier, Valérie Cheynet, 
Blandine Padey, Victoria Dulière, Thomas Julien, Stéphane Paul, Paul Bastard, Alexandre Belot, Antonin 
Bal, Jean-Laurent Casanova, Manuel Rosa-Calatrava, Florence Morfin, Thierry Walzer et Sophie 
Trouillet-Assant. 

 Cette étude s’appuie sur des constatations cliniques décrivant un taux plasmatique 
anormalement bas d’interféron alpha chez certains patients atteints de COVID-19 sévère. Un défaut 
d’expression génétique peut être à l’origine de ce phénomène mais des auto-anticorps peuvent 
également être mis en cause. L’article présente une étude comparative de la signature 
transcriptomique des réponses interférons de types I et III dans les muqueuses nasales, associée à la 
charge virale et au dosage sérique des auto-anticorps anti-IFN-α chez des patients présentant des 
symptômes modérés ou sévères. La présence d’auto-anticorps chez des patients sévères a ainsi été 
associée à une faible modulation des signatures interférons, notamment une expression 
anormalement basse d’IFI44L et à une charge virale plus élevée. Afin de vérifier la spécificité de ces 
auto-anticorps sur les interférons de type I, j’ai participé à la mise au point d’un modèle fonctionnel 
d’HAE permettant la démonstration de ce phénomène in vitro. Nous avons ainsi observé que les 
interférons alpha étaient associés à une induction significative d’IFI44L dans les épithéliums 
respiratoires et que les auto-anticorps plasmatiques de ces patients inhibaient spécifiquement 
l’activité antivirale des interférons recombinants alpha et oméga dans des conditions d’infection par 
le SARS-CoV-2. L’activité des interférons lambda n’étant pas impactée, l’étude souligne également le 
rôle majeur des interférons de type I dans la protection des voies aériennes. 
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respiratory viruses in human reconstituted airway epithelia”  

 



244 
 

 

  



245 
 

 

  



246 
 

 

  



247 
 

 

  



248 
 

 

  



249 
 

 

  



250 
 

 

  



251 
 

 

  



252 
 

 

  



253 
 

 

  



254 
 

 

  



255 
 

3. “In vitro evaluation of antiviral activity of single and combined repurposable 
drugs against SARS-CoV-2” 
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Résumé  

Les infections aigües respiratoires d’origine virale demeurent une préoccupation majeure de santé publique, 
impactant significativement nos sociétés d’un point de vue sanitaire, économique et sociétal. La pandémie actuelle de COVID-
19 ne peut que renforcer ce constat et souligner l’importance de disposer d’un arsenal prophylactique et thérapeutique 
efficace pour lutter contre ces pathogènes respiratoires émergents et ré-émergents. L’apparition récurrente de mutations de 
résistance virale constitue la limite majeure des médicaments antiviraux classiques, et particulièrement de l’arsenal très limité 
à ce jour contre les virus respiratoires, légitimant ainsi le développement de nouvelles approches thérapeutiques, telles que 
le repositionnement de médicaments, les stratégies ciblant l’hôte ou encore les associations de molécules à activité antivirale 
et/ou immunomodulatrice.  

Dans ce contexte, mon travail de thèse s’est inscrit dans un programme de recherche visant à (i) développer une 
stratégie innovante permettant l’identification de molécules à fort potentiel pour leur repositionnement comme antiviraux 
contre les virus respiratoires, par un criblage in silico basé sur la comparaison de signatures virogénomiques et 
chemogénomiques ; (ii) mettre en œuvre de manière complémentaire des protocoles d’évaluation in vitro et in vivo de 
combinaisons de molécules ciblant la cellule-hôte avec des antiviraux classiques ciblant les déterminants viraux, afin d’en 
potentialiser l’efficacité tout en diminuant les risques d’apparition de résistance. 

Mes travaux de thèse ont ainsi contribué à (i) la mise en place de modèles précliniques d’infection basés sur des 
cultures en interface air-liquide d’épithélium respiratoire humain reconstitué, pour l’évaluation de molécules antivirales en 
mono- et bithérapies, (ii) l’identification du diltiazem comme antiviral à large spectre via son mécanisme d’action stimulant 
l’expression des interférons lambda, (iii) la démonstration in vitro du bénéfice du diltiazem à potentialiser en combinaison 
l’efficacité d’antiviraux approuvés, et (iv) à la mise en œuvre de deux essais cliniques de phase II  visant à évaluer le diltiazem 
chez des patients hospitalisés pour une grippe sévère (FLUNEXT) ou une pneumopathie hypoxémiante à COVID-19 (DICOV). 

Mots clés : virus respiratoires, influenza, SARS-CoV-2, antiviraux, repositionnement de médicaments, combinaisons de 
molécules, synergie, diltiazem, épithélium respiratoire humain, interférons lambda, signatures virogénomiques et 
chemogénomiques, aérosolthérapie. 

 

 

Abstract 

 Acute respiratory infections of viral origin remain a major public health concern, significantly impacting our societies 
from a health, economic and societal point of view. The current COVID-19 pandemic can further support this observation and 
underline the importance of having an effective prophylactic and therapeutic arsenal to fight against these emerging and re-
emerging respiratory pathogens. The recurrent emergence of viral resistance mutations constitutes the major limitation of 
conventional antiviral drugs, and particularly of the very limited arsenal, to date, against respiratory viruses. This legitimizes 
the development of new therapeutic approaches such as drug repurposing, strategies targeting the host, or drug 
combinations with antiviral and/or immunomodulatory activity.  

 In this context, my thesis work is part of a research program aimed at (i) developing an innovative strategy allowing 
the identification of molecules with high potential for their repositioning as antivirals against respiratory viruses, by in silico 
screening based on the comparison of virogenomic and chemogenomic signatures, and (ii) setting up methods to evaluate in 
vitro and in vivo combination of molecules targeting the host cell with conventional antivirals targeting viral determinants in 
order to potentiate antiviral effect while reducing the risk of emergence of viral resistance.  

 In summary, my thesis work has notably contributed to (i) the establishment of preclinical models of infection based 
on air/liquid interface cultures of reconstituted human respiratory epithelium, for the evaluation of antiviral drugs in mono- 
and bi-therapies, (ii) the identification of diltiazem as a broad-spectrum antiviral via its mechanism of action stimulating the 
expression of lambda interferons, (iii) the in vitro demonstration of the benefit of combined diltiazem in potentiating the 
efficacy of approved antiviral drugs, and (iv) the implementation of two phase II clinical trials evaluating the diltiazem, as a 
broad spectrum antiviral, in patients hospitalized for severe influenza (FLUNEXT) or for hypoxemic COVID-19 pneumonia 
(DICOV). 

Key words: respiratory viruses, influenza, SARS-CoV-2, antiviral drugs, drug repurposing, drug combinations, synergy, 
diltiazem, human respiratory epithelium, interferon lambda, virogenomic and chemogenomic signatures, aerosol therapy.  
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