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« Pour étre grand, sois entier : rien

En toi n’exagere ou n’exclus.

Sois tout en chaque chose. Mets tout ce que tu es
Dans le plus petit de tes actes.

Ainsi en chaque lac brille la lune entiére

Pour la raison qu’elle vit haut. »

(Fernando Pessoa)
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RESUME

En décembre 2019, un nouveau béta-coronavirus a été identifié comme l'agent étiologique
d'une nouvelle forme de Syndrome Respiratoire Aigu Sévere (SRAS) et nommé SRAS-CoV-
2. En février 2020, la dénommée COVID-19 (maladie a coronavirus de 2019) fut déja
considerée comme une pandémie. En outre, les taux de transmission élevés du SRAS-CoV-2
ont imposé un défi logistique aux systémes de santé du monde entier. Bien que la plupart des
cas évoluent en une maladie légere a modérée dans les voies respiratoires supeérieures, certains
patients a risque peuvent développer une pneumonie potentiellement mortelle. Les réponses
immunitaires dysfonctionnelles et l'état prothrombotique ont été décrits comme jouant un réle
majeur dans la maladie aigué. Méme si le SRAS-CoV-2 cible principalement les poumons, la
COVID-19 peut également se manifester par une panoplie de signaux et de symptémes
neurologiques appelés Neuro-COVID. Certains d'entre eux, comme le brouillard cérébral et
lanosmie, peuvent persister dans la COVID longue, c’est a dire une forme de la maladie ou
les symptomes persistent au-dela de 4 semaines apres I'infection par le SARS-CoV2. Le virus
peut infecter les cellules endothéliales du cerveau, favorisant la rupture de la barriere hémato -

encéphale et endommageant les petits vaisseaux du cerveau.

Dans le contexte d'un effort mondial de la recherche sur la COVID-19, cette thése reprend
le travail de notre équipe qui a été développé sur deux lignes de front. La premiere visait a
caractériser les effets d'un traitement a la mélatonine ou a des composés mélatoninergiques
dans linfection cérébrale du SRAS-CoV-2 chez des souris K18-hACE2. Certains articles
d'hypothése proposaient la mélatonine comme traitement adjuvant de la COVID-19, a cause
de ses propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes, mais aucune étude préclinique testant

cette théorie n’avait €té réalisée jusqu’alors.

D'autre part, nous avons cherché a étudier les lésions hypothalamiques dans le contexte
de la Neuro-COVID. Par conséquent, nous avons cherché a étudier sa relation avec les
symptdmes endocrines et neurologiques décrits chez les patients atteints de COVID longue.
Afin d'atteindre cet objectif, nous avons d'abord exploré le profil hormonal (testostérone, LH
et FSH) de laxe reproductif des patients atteints de COVID-19. Nous avons également
examiné les cibles de linfection par le SRAS-CoV-2 dans I'hypothalamus de patients décédés
et dans les tissus foetaux humains. Par la suite, notre troisitme étude s'est appuyée sur le

modele hamster male que le SRAS-CoV-2 infecte naturellement. Les taux circulants de



testostérone, LH et progestérone ont été dosés parallelement jusqu'au 45¢Me jour aprés
linfection. Nous avons également examiné lexpression des genes liés au contréle par le

cerveau de la reproduction et notamment I'expression de la kisspeptine.

Les résultats de notre premier travail montrent que les injections quotidiennes de
mélatonine et de composés mélatonergiques diminuent linfection par le SRAS-Cov-2 dans le
cerveau des souris K18-hACE2 en altérant lentrée virale dans les cellules cibles, et
vraisemblablement dans les cellules endothéliales cérébrales, et diminuent les dommages aux
petits vaisseaux, linfiltration des cellules immunitaires et linflammation du cerveau. En
utilisant les analyses de modélisation moléculaire et les approches in vitro, nous avons pu
démontrer que l'entrée du SRAS-CoV-2 dans les cellules endothéliales est empéchée par la
liaison de la mélatonine a un site de liaison allostérique sur lenzyme 2 de conversion de
langiotensine humaine (ACE2), interféerant ainsi avec la fonction de 'ACE2 en tant que
récepteur d'entrée du SRAS-CoV-2.

Nous avons constaté une hypotestostéronémie d'origine hypothalamique chez certains
hommes, soit en phase aigué, soit durant la phase de COVID longue. En outre, des
changements dans les niveaux de testostérone et de la masse corporelle au fil du temps étaient
inversement corrélés. A cet égard, nous avons montré par gPCR et Ihybridation in situ que
I'hypothalamus des cerveaux de patients décédés de la COVID-19 pouvait étre infecté par le
SRAS-CoV-2 et que les neurones a GnRH (hormone de libération des gonadotrophines
hypophysaires ou gonadolibérine) pouvaient étre directement ciblés et que cela pouvait
engendrer la mort de ces neurones pilotant la fonction de reproduction par apoptose. En
utilisant le modéle hamster nous avons aussi découvert que le systéme Kisspeptinergique qui

controle la pulsatilité de la sécrétion de GnRH pouvait aussi étre altére.

L’ensemble de nos travaux pointent vers I'hypothése que certains des symptomes de la
COVID longue pourraient étre liés a un déficit du fonctionnement de 'axe neuroendocrinien
contrlant la reproduction et notamment une altération de la sécrétion pulsatile de GnRH qui
aréecemment été montrée pour aussi jouer un role important dans le contrdle de la cognition.
Cette déficience du systtme a GnRH pourrait contribuer a la physiopathologie de la Neuro-
COVID. De plus, nos travaux suggerent que la mélatonine pourrait étre une molécule
intéressante pour la prise en charge de la Neuro-COVID du fait qu’elle est capable de diminuer
la neuroinvasion du SRAS-CoV-2 et les phénoménes neuroinflammatoires quiy sont associés

dans un modele préclinique de COVID-19 severe.



ABSTRACT

In December 2019, a new beta-coronavirus was identified as the etiological agent of a
new form of Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS) and named SARS-CoV-2. In
February 2020, the so-called COVID-19 (coronavirus disease of 2019) was already considered
apandemic. Inaddition, the high transmission rates of SARS-CoV-2 have imposed a logistical
challenge on healthcare systems worldwide. Although most cases progress to mild to
moderate upper respiratory tract disease, some at-risk patients may develop life-threatening
pneumonia. Dysfunctional immune responses and a prothrombotic state have been described
as playing a major role in acute illness. Although SARS-CoV-2 primarily targets the lungs,
COVID-19 can also manifest as a panoply of neurological signals and symptoms known as
Neuro-COVID. Some of these, such as brain fog and anosmia, may persist during long
COVID. The virus can infect the brain's endothelial cells, promoting disruption of the blood-
brain barrier and damaging the brain's small vessels.

In the context of aworldwide research effort on COVID-19, this thesis takes up our team's
work, which was developed on two fronts. The first was to characterize the effects of treatment
with melatonin or melatoninergic compounds in SARS-CoV-2 brain infection in K18-hACE2
mice. Some hypothesis papers proposed melatonin as an adjuvant treatment for COVID-19,
due to its anti-inflammatory and antioxidant properties, but no preclinical studies testing this

theory had been carried out to date.

On the other hand, we sought to study hypothalamic lesions in the context of Neuro-
COVID. Consequently, we sought to investigate its relationship with the endocrine and
neurological symptoms described in patients with long COVID. To achieve this goal, we first
explored the hormonal profile (testosterone, LH and FSH) of the reproductive axis in COVID-
19 patients. We also examined the targets of SARS-CoV-2 infection in the hypothalamus of
deceased patients and in human fetal tissue. Subsequently, our third study was based on the
male hamster model that SARS-CoV-2 naturally infects. Circulating levels of testosterone,
LH and progesterone were assayed in parallel with—infection—up to 45 days post-infection. We

also examined the expression of genes linked to the brain's control of reproduction, in
particular the expression of kisspeptin.

The results of our first work show that daily injections of melatonin and melatonergic
compounds diminish SARS-Cov-2 infection in the brains of K18-hACE2 mice by altering

viral entry into target cells, and presumably brain endothelial cells, and decrease small-vessel



damage, immune cell infiltration and brain inflammation. Using molecular modeling analyses
and in vitro approaches, we were able to demonstrate that SARS-CoV-2 entry into endothelial
cells is prevented by melatonin binding to an allosteric binding site on human angiotensin-
converting enzyme 2 (ACE2), thereby interfering with the function of ACE2 asa SARS-CoV-
2 entry receptor.

We found hypothalamic hypotestosteronemia in some men, either in the acute phase or
during the long COVID phase. In addition, changes in testosterone levels and body mass over
time were inversely correlated. In this respect, we showed by gPCR and in situ hybridization
that the hypothalamus of brains from patients who died of COVID-19 could be infected by
SARS-CoV-2 and that GnRH (gonadotropin-releasing hormone) neurons could be directly
targeted, resulting in the death by apoptosis of these neurons that drive reproductive function.

Using the hamster model, we also discovered that the kisspeptinergic system, which controls
the pulsatility of GnRH secretion, could also be altered.

Taken together, our work points to the hypothesis that some of the symptoms of long
COVID could be linked to a deficit in the functioning of the neuroendocrine axis controlling
reproduction, and in particular an alteration in pulsatile GnRH secretion, which has recently
also been shown to play an important role in the control of cognition. This impairment of the
GnRH system could contribute to the pathophysiology of Neuro-COVID. Furthermore, our
work suggests that melatonin could be an interesting molecule for the management of Neuro-
COVID, as it is able to decrease SARS-CoV-2 neuroinvasion and associated

neuroinflammatory phenomena in a preclinical model of severe COVID-19.
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Introduction

I- La pandémie de COVID-19 et la Neuro-COVID : du mécanisme
de P’infection virale a la COVID longue

1.1 Le SARS-CoV2 et le mécanisme d’infection cellulaire via le récepteur ACE2

1.1.1 Le SARS-CoV2 en perspective : contexte initial et comparaison avec les autres
coronavirus épidemiques

En décembre 2019, une nouvelle maladie respiratoire se manifestant par une pneumonie
virale mal connue et une évolution rapide vers un Syndrome Respiratoire Aigu Sévere (SRAS)
a été rapportée a Wuhan, en Chine (Zhu et al., 2020). Son agent étiologique a été promptement
identifié comme un nouveau beta-coronavirus par séquengage metagénomique d’ARN et, le 11
fevrier 2020, le Comité International en Taxonomie de Virus I'a nommé « SARS-CoV2 » et
I'Organisation Mondiale de la Santé a dénommé la maladie « COVID19 » (Gorbalenya et al.,
2020; Wu et al., 2020). De méme que les infections par SARS-Covl et MERS (les coronavirus
qui ont aussi engendré des épidémies), celle du SARS-Cov2 se traduit d’abord par I'apparition
de fievre, toux et inconfort thoracique, les cas plus séveres présentant de la dyspnée et des

infiltrations pulmonaires bilatérales (Zhu et al., 2020).

Le SARS-CoV2 a 79% de sa génétique en commun avec le SARS-CoV1 et 50% avec le
MERS-CoV (R. Lu et al,, 2020). Son organisation génomique est, comme pour d’autres beta-
coronavirus, six cadres de lecture ouverts (ORF, open reading frame, en anglais) : réplicase
(ORF1a et ORF1D), la protéine spike (S), la protéine de I'enveloppe (E), de la membrane (M)
et celle du capside (N) (Chan et al., 2020). En effet, la majorité des protéines codées par le
génome du SARS-CoV2 ont une structure etune longueur similaires au SARS-CoV1, sauf pour
la protéine S qui est la protéine d’insertion du virus dans la cellule cible (R. Lu et al., 2020).
Pour ce faire, elle se lie a 'enzyme de conversion a angiotensine 2 (ACE2) (Hoffmann et al.,
2020). A cet egard, le domaine de liaison au récepteur (RBD, receptor binding domain, en
anglais) de la protéine S pour 'ACE2 n’a seulement que 73% de sa séquence d’aminoacides
similaires au SARS-CoV1(Andersen et al., 2020). Bien que la COVID-19 n’induise un taux de
mortalitt moindre que la MERS et le SARS-CoV1, le haut taux de transmission du SARS-



CoV2 a permis la propagation du virus a un point tel que la COVID19 a été classée comme
pandémie des le 11 mars 2020 (Hu et al., 2021). Ces différences structurelles et génomiques
entre le SARS-CoV2 et les autres virus ont donnés des pistes quant aux raisons de la
propagation rapide de celui-ci dans la population humaine (Andersen etal., 2020; Chan et al.,
2020).

L’ACE2 est un homologue de I'enzyme de conversion a I’angiotensine qui contrebalance
le systéme rénine-angiotensine. Tandis que I'action prolongée des angiotensines I et II (des
peptides vasoconstricteurs) peuvent provoquer de la pro-inflammation et du stress oxydatif dans
Iendothélium, T'ACE2 converti respectivement ces deux peptides en angiotensine 1-7 et
angiotensine 1-9. Ensuite, ces dérivés se lient au récepteur Mas pour déclencher des effets
contraires a ceux induits par I'activation des récepteurs de I'angiotensine par I'angiotensine :
vasodilatation, anti-inflammation et production de monoxyde d’azote (Santos et al., 2018).
L’ACE2 se décline en deux isoformes, I'une soluble et 'autre membranaire, les deux étant

décrites comme porte d’entrée du virus dans ses cellules-cibles (Hoffmann et al., 2020).

Le SARS-CoV2 ne reconnait pas seulement '’ACE2 humaine, mais aussi 'ACE2 du porc,
du furet, dusinge Rhesus, du chat, du pangolin, de la chauve-souris, du lapin et du chien (Hu et
al., 2021). D’ailleurs, I’hypothése de la transmission zoonotique du virus a I’étre humain par
accumulation de mutations, processus nomm¢ << effet de débordement viral >>, est I'une des
explications possibles de lapparition du SARS-CoV2 (Lytras et al., 2021). Selon cette
hypothése, trois animaux seraient suspectés d’étre la source : le pangolin, le chien viverrin et la
chauve-souris ; et son lieu d’origine serait le marché aux fruits de mer de Wuhan (Holmes et
al, 2021). La deuxiéme hypothese serait un accident ou une fuite de laboratoire d’un
coronavirus de chauve-souris, la souche RaTG13, a I'Institut de Virologie de Wuhan (SAGO,
WHO, 2022). En ce qui concerne la chauve-souris, une étude de I'Institut Pasteur éloigne cette
explication : il parait peu probable que ces mammiféres soient a l'origine des virus qui ont
acquis les capacités d’infection du SARS-CoV2 (Temmam etal., 2023).

Finalement, le SARS-Cov2 peut compter sur la coopération entre des corécepteurs et
IACE2 pour rentrer dans la cellule-cible : le récepteur a basigine (Bsg), la protéase
transmembranaire a sérine 2 (TMPRSS2, transmembrane protease serine 2, en anglais) et la
neuropiline 1 (Nrpl) (Eslami et al., 2022). Une nouveauté génomique du SARS-Cov2 en
comparaison avec les autres coronavirus est la formation d’un site polybasique dans la jonction

des sous-unités S1 et S2 de la protéine S, permettant ’action de protéases (Coutard et al., 2020).

7



Donc, TMPRSS?2 et Bsg peuvent participer a I'infection en clivant ce site-1a afin de changer la
conformation de S1 et exposer le RBD pour qu’il se lie avec ACE2 (Daly et al., 2020; Kalejaiye
etal., 2022; K. Wang et al., 2020). Ce clivage permet aussi d’activer S2 ainsi que sa fusion ala
membrane de la cellule hote, étape cruciale pour I'entrée de la machinerie virale et la réplication
consécutive du virus. Le processus de fusion de la membrane virale et la membrane de la cellule
cible est illustré dans la Figure 1c. D’ailleurs, Nrpl fonctionne comme un récepteur aux
produits de clivage de la furine, une autre protéase dont le principal substrat sont les sites
polybasiques de type R-XX-R (connue comme C-end rule, ou R représente I'aminoacide
arginine (Arg), qui peut étre remplacée par un résidu de lysine, et ou X peut étre n’importe quel
aminoacide) (Kyrou et al., 2021). Or, la jonction de S1-S2 du SARS-CoV?2 est elle-méme une
séquence Arg-Arg-Ala-Arg (RRAR) (Figure 2b) dont le clivage entraine la liaison de S1a la
Nrpl et favorise I'entrée et I'infectivité des cellules par le SARS-CoV2 (Daly et al., 2020).

1.1.2 Les coronavirus

Afin de mieux comprendre les différences entre le SARS-CoV2 et les autres coronavirus
humains, 1 est nécessaire d’expliquer les aspects généraux des coronavirus. Il s’agit d’une
famille de virus a ARN, Coronaviridae, enveloppés, qui peuvent infecter des oiseaux et des
mammiferes, et constituent dans certaines de ces espéces la principale cause de maladies
respiratoires et entériques (Masters, 2006). Par ailleurs, ils peuvent aussi y engendrer des
hépatites et des maladies neurologiques (Masters, 2006). En plus, leur génome est
monocaténaire, avec un simple brin d’ARN non-segmenté et a polarit¢ positive
(+ssRNA)(Anindita et al., 2015; Masters, 2006). En microscopie électronique, ces virus sont
visualisés sous la forme semblable a une couronne, la raison pour leur nom « corona »
(couronne) virus (Almeida & Tyrrell, 1967). Ces sont des virus sphériques et modérément
pléomorphes, dont les protéines S s’étendent en dehors de 'enveloppe sous la forme de pétales
(Becker etal., 1967). En étant des virus a +ssSRNA, leur ARN peut étre directement traduit par
la machinerie cellulaire au méme titre que les ARN messager de I'hote (Chen et al.,, 2020;
Snijder et al., 2006). Dans ce sens, un autre aspect qui distingue les coronavirus des autres virus
a ARN c’est la grande taille de leur génome (26 a 32 kb) avec de multiples ORFs qui codent

pour différentes protéines structurelles et non-structurelles (Chen et al., 2020).

Comme pour le SARS-CoV2, le génome des coronavirus codifient 4 principales protéines
structurelles :la S,la N, la Eetla M (Artika et al., 2020). Pour quelques coronavirus, lorsqu’ils

sont dans la cellule cible, i n’est pas nécessaire d’assembler toutes les protéines virales pour
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produire des particules virales completes (Artika et al, 2020; Masters, 2006). En outre,
I'enveloppe de quelques coronavirus est aussi composée par '’hémagglutinine estérase, ce qui
n’est pas le cas des SARS-CoV1 et 2(Lu et al., 2020; Zandi et al., 2021). Chez les coronavirus
la protéine N est 'unique protéine ase lier a’ARN pour former la nucléoprotéine, en stabilisant
le génome viral (McBride et al., 2014). Singuliérement, les coronavirus emballent leur long
génome comme le font les cellules eucaryotiques, dans une structure dense et enroulée
(McBride et al., 2014).

Les membres de la famille Coronaviridae sont distribués parmi quatre groupes différents
en accord avec leur sérologie et leur groupement phylogénétique : alpha-, beta-, gamma- and
delta-coronavirus(Artika et al., 2020). Deux de ces groupes (alpha et beta) comprennent des
virus qui infectent les mammiferes (Masters, 2006). Normalement, les coronavirus sont trés
spécialisés pour infecter une seule espéce, ou I'infection peut se manifester de fagon aiglie et/ou
chronique, et leur transmission peut s’effectuer par des voies respiratoires ou fécal-oral
(Masters, 2006). Cependant, quelques espéces ont réussi a surpasser la barriere « hote-espéce »,
comme le HCoV-229E et HCoV-OC4, un alpha- et un beta-coronavirus, respectivement,
identifies dans les années 60 (Artika et al., 2020; Hamre & Procknow, 1966). Il s’agit des deux
premicres espéces de coronavirus capables d’infecter I'étre humain. Par ailleurs, I'émergence
du SARS-CoV1 dans les années 2000 a initié la recherche de nouveaux coronavirus dont
I'humain serait 'hote définitif Dans ce sens, un nouvel alpha-coronavirus a été décrit en 2004
(HCoV-NL63) et un nouveau beta-coronavirus (HCoV-HKUL) en 2005 (Fouchier et al., 2004;
Woo et al.,, 2005). L’épidémie de MERS-CoV en 2012 a ét¢ le signal d’alerte de I’émergence
de nouveaux coronavirus a fort pouvoir pathogene (Fisman & Tuite, 2014). A I'exception du
SARS-CoV1, du MERS-CoV et du SARS-CoV2, l'infection des coronavirus humains est
limitée a des symptdmes modeérés au niveau des voies aériennes supérieures (Artika et al., 2020)
méme si les individus immunodéficients ou &gés sont tout de méme a risque de développer des

formes pulmonaires de la maladie (Enjuanes etal., 2016).

A Texception du SARS-CoV2, dont l'origine demeure un sujet de débat, les coronavirus
humains sont apparus a partir des coronavirus des chauves-souris (ceux des familles
Hipposideridae et Rhinolophidae) (Cui et al., 2018). Il est déja admis que la franche
augmentation du contact entre les foréts et les villes en zones d’urbanisation intense facilite
I’émergence et réémergence des nouveaux coronavirus (Djikeng & Spiro, 2009; Rosenberg et

al., 2013). En outre, le rythme d’échanges dans le marché international et l'intensité des voyages



internationaux contribuent a leur propagation (Rosenberg et al., 2013). Toutes ces conditions
sont réunies dans quelques régions asiatiques, sur lesquelles les coronavirus humains sont
émergés et se sont propagés (Artika et al., 2020). A partir des chauves-souris, ces virus peuvent
étre transmis directement a I’étre humain ou ils peuvent encore avoir un hote intermédiaire,
comme les civettes (Paguma larvata), dans le cas du SARS-CoV1, ou les chameaux, pour le
MERS-CoV (Alagaili et al., 2014; Kan et al., 2005).

L’effet de débordement viral est trés important pour dépasser les barriéres d’espece a partir
de 'accumulation de mutations dans le génome (Y. Chen etal., 2020; Djikeng & Spiro, 2009). La
transmission inter-especes peut étre facilitte par des événements pendant la recombinaison
homologue, qui altérent ou suppriment des bases du génome. Pour les SARS-CoVs, des
analyses montrent que leur séquence génétique est presque identique a celle des virus des
civettes (Kan et al., 2005). Néanmoins, les génes de la protéine S et le ORF8 ont exhibé une
variation majeure. L’ORF8 est trés important pour la transmission inter-espéces et la délétion
d’une signature de 29 nucléotides est a I'origine de deux nouveaux ORFs : 8aet 8b (Z. Wu et
al, 2016). L’altération de deux résidus d’acides aminés (479 et 487) de la protéine S est

essentielle pour sa laison a TACE2 et le passage d’un héte comme la civette a I’étre humain
(Qu et al., 2005).
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Figure 1. Schéma du virus SARS-CoV-2, de la protéine spike et de I'entrée du virus dans la
cellule cible. a. La structure duvirus SARS-CoV2 montrant 'ARN simple brin positif avec son
enveloppe (E), sa membrane (M), la nucléocapside (N) et la protéine spike (S). La protéine S
avec 'ACE2 est représentée. Le RBD est le domaine de liaison au récepteur. S2 est la partie C-
terminale de la protéine. b. La structure de la protéine S avec le site de clivage de la furine et
d'autres. S1/S2 est la jonction des domaines S1 et S2. S2'contient un site de clivage de la furine
avec l'acide aminé unique RRAR de séquence acide présent dans le SARS-CoV2. FP est le
peptide de fusion, HR1 et HR2 sont des répétitions heptadiques, la TM est une
transmembranaire domaine. c. La protéine S se lie a TACE2, ce qui permit son clivage par la
TMPRSS2, et engendre la fusion entre la membrane duvirus et celle de I'hote (Figure crée avec
BioRender.com et adapté de Veleri, 2022 et Laamers & Haagmans, 2022).
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1.2 Les aspects physiopathologiques majeurs de la COVID-19
1.2.1 Les portes d’entrée du virus

Le SARS-CoV2 est transmissible a partir d’aérosols de fluides respiratoires et une fois les
voies aeriennes supeérieures atteintes, le virus infecte les cellules sustentaculaires de
I’épithélium olfactif et les cellules ciliées du larynx et de la trachée (Khan et al., 2021; Verma
et al, 2022). La réplication virale dans ces celluless hotes occasionne la formation
d’intermédiaires de transcription d’ARN en double hélice (dsRNA), qui peuvent déja étre
reconnus par les récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires(Yin et al., 2021). Parmi
eux, le principal récepteur capable de détecter le SARS-Cov2 est le MDAS (Yin et al.,, 2021).
Il reconnait le dsRNA et déclenche alors une cascade de signalisation menant a la transcription
d’interférons (IFNs) de type | et Ill. Les cellules épithéliales, les macrophages et les
neutrophiles de ces tissus infectés peuvent eux-mémes produire et libérer des chimiokines et
interférons, soit en réponse a Il'activation des récepteurs Toll-like (TLRs) soit par action
paracrine des IFNs (Zheng et al., 2021). Le but est toujours d’attirer les lymphocytes T
auxiliaires et la maturation des lymphocytes B adaptatifs afin d’éliminer le virus.

Une autre porte d’entrée peut étre le tractus gastro-intestinal (TGI), dans lequel le virus peut
induire nécrose des cellules épithéliales, perte de villosités intestinales et infiltration de
macrophages et neutrophiles dans la lamina propria (Livanos et al., 2021). En effet, le TGI a
une forte expression d’ACE2 et la COVID-19 peut se manifester sur des symptdmes intestinaux
qui peuvent précéder les respiratoires (Friedel & Cappell, 2023). 11 est estimé qu’entre 10 et
20% des patients COVID-19 peuvent présenter de la diarrhée et que les symptomes
gastrointestinaux chez les enfants indiquent des marqueurs d’inflammation plus élevés et une
plus grande propension aévoluer vers des formes séveres de la maladie (Friedel & Cappell, 2023).
Drailleurs, des travaux montrent que la réplication virale peut aussi moduler le microbiote
intestinal, en vue de diminuer la réponse antivirale de ’hote (Devaux et al., 2021). Il a déja été
démontré qu’ill y a moins de diversité bactérienne chez les patients COVID-19 et une plus
grande abondance relative de bactéries pathogenes, comme Streptococcus, Rothia, Veillonella,
et Actinomyces (Gu et al., 2020). Cette dysbiose peut mener a des dégats sur la barriere
intestinale, contribuant ainsi aux infections bactériennes secondaires dans les poumons des
patients (Devaux et al., 2021). Elle est en effet associée a une plus grande séveérité de la maladie
(Zuo et al., 2020). Par contre, la transmission fécal-oral du SARS-CoV2 n’a pas encore été

établie.
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1.2.2 L’orage cytokinique

Quand I'immunit¢ nnée n’arrive pas a €éliminer le SARS-CoV2 au niveau des voies
aeriennes supérieures, le virus passe dans les poumons, ou il infecte principalement les cellules
alvéolaires de type Il, responsables de la production de surfactant (Katsura et al., 2020). La
mort de ces cellules occasionne la libération des motifs moléculaires associés aux dégats
(DAMPs) qui par la suite activent les TLRs (Zheng et al, 2021). Les mécanismes
susmentionnés de la production d’IFNs et l'attraction des macrophages et neutrophiles qui en
résulte, ont aussi lieu dans les alvéoles. En effet, la réponse de 'IFN-I est la premiere ligne
protectrice contre les infections virales, en attendant d’effectuer une clairance virale et moduler
les réponses de I'immunité¢ nnée et adaptative. A I'évidence, les effets protecteurs de la réponse
de T'IFN-I sont dramatiquement réduits chez les patients COVID-19 (Hadjadj et al., 2020).
Cette réduction est liee aux propres protéines du SARS-CoV2, qui peuvent inhiber ou retarder
la réponse IFN-I et méme I'activation du facteur nucléaire xB (NF- «B) (Hadjadj et al., 2020;
Wenzel etal., 2021).

En conséquence des dommages aléolaires diffus et de la réponse IFN-I retardée, une hyper-
inflammation paradoxale se produit. Alors, ces macrophages et neutrophiles produisent des
cytokines comme IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a et autres chimiokines, qui attirent encore plus
de cellules de 'immunité¢ nnée (pas seulement de macrophages, mais aussi des natural killers
(NK) et des cellules dendritiques) et activent les cellules de I'immunité adaptative (lymphocytes
T CD4* et CD8*) pour produire IL-2, IFN-y et TNF-a (Yang et al., 2021). Par la suite, cette
production cytokinique induit de la myélopoiése et la granulopoiése qui étendent la Iésion
épithéliale et alvéolaire (Wu etal.,, 2021). A la fin de ces événements il y a une forte production
systémique de cytokines, phénoméne nommé « orage cytokinique », qui déclenche Iactivité
macrophagique et I'érythrophagocytose, en plus des perturbations de la coagulation et de
I’homéostase vasculaire (Yang et al, 2021). Par ailleurs, ces événements entrainent une
augmentation de la perméabilité des capillaires, de la coagulation intravasculaire disséminée et
de la thrombose, ce qui fait que la maladie peut évoluer en SRAS et engendrer le syndrome de
défaillance multiviscérale et par conséquence la mort (Jing et al., 2022). Cet impact pronostique
a poussé les services des soins intensifs a penser a établir un systeme de scores afin d’identifier
précocement l'orage cytokinique et intervenir (Caricchio et al., 2021; Mehta et al., 2020;
Shcherbak et al., 2021).
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Figure 2. Les mécanismes immunopathologiques de I’orage cytokinique. Le SARS-CoV2
infecte les cellules épithéliales ou les cellules immunitaires, provoquant des lésions tissulaires
et la libération de cytokines inflammatoires (notamment I'IL-1, I'IL-6, 'IL-12 etle TNFa) par
les cellules épithéliales et les cellules immunitaires. Ces cytokines inflammatoires recrutent
ensuite des cellules immunitaires innées (monocytes, macrophages, neutrophiles, DC etcellules
NK) et activent des cellules immunitaires adaptatives (lymphocytes T CD4+ et lymphocytes T
CD8+) pour induire lapparition d'une myélopoiese et d'une granulopoiese d'urgence, ainsi que
la production de cytokines circulantes soutenues et excessives qui peuvent aggraver davantage
les lésions épithéliales. De plus, la surproduction de cytokines systémiques déclenche
l'activation des macrophages et [érythro-phagocytose, entrainant une perturbation de
I'hémostase vasculaire, ce qui méne une coagulation intravasculaire disseminée et par
conséquence, au syndrome de défaillance multiviscérale. (Figure crée avec BioRender.com et
adapté de Yang et al., 2021).
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L’ARN du SARS-CoV2 tout comme le double-brin intermédiaire ont été retrouvés dans les
monocytes et les macrophages, ce qui suggere qu’ils peuvent également étre infectés (Grant et
al., 2021). Cette infection peut engendrer la pyroptose, une mort cellulaire programmée des
macrophages qui résulte de la libération de cytokines pro-inflammatoires, notamment I'IL-1[
(Grant et al., 2021). Ce processus peut étre engendré par Iactivateur d’inflammasome NRLP-
1, dont il a été récemment démontré étre activé par le dsRNA (Bauernfried et al., 2021). Les
macrophages dont le virus est internalisé peuvent faciliter la dispersion du virus dans les
poumons, et cette internalisation peut étre dérivee de la phagocytose de cellules épithéliales
mortes (Grant et al., 2021). En fait, chez les patients COVID-19, le nasopharynx peut déja étre
infiltré par des macrophages qui expriment CCL2, CCL3, CCL20, CXCL1, CXCL3, CXCL10,
IL-8, IL-1B et TNF-a (Chua et al., 2020). En effet, I'IL-1B provenant du macrophage ou le
monocyte infecté et 'IL-6 provenant des cellules épithéliales sont des facteurs uniques dans

I'infection par SARS-CoV2, en comparaison avec d’autres maladies pulmonaires (Melms et
al., 2021).

Les neutrophiles sont les premiers recrutés dans plusieurs infections virales, surtout dans
les infections des voies aériennes (Galani & Andreakos, 2015). Or, le nasopharynx des patients
atteints de COVID-19 est déja gorgé de neutrophiles (Chua et al., 2020). D’ailleurs, malgré le
fait que seulement 30% de patients avec COVID-19 présentent de la neutrophilie dans le liquide
de lavage broncho-alvéolaire et que les neutrophiles ne sont pas prédominants dans les
histologies des poumons des patients décédés par COVID-19, la neutrophilie est souvent
présente dans le sang périphérique des patients avec COVID-19 sévere mais aussi chez les
patients asymptomatiques (Grant et al., 2021; Rendeiro et al., 2021). Néanmoins, le profil de la
population des neutrophiles differe entre ces deux types de patients, ce qui indique que les
neutrophiles jouent un role protecteur ou pathologique en fonction dumoment de I'infection(P.
Wau et al., 2021). Une étude propose, par exemple, que le ratio neutrophile/lymphocyte, parmi
d’autres critéres, aurait un pouvoir diagnostic sur 'orage cytokinique de la COVID-19 (Chen
et al., 2020).

Des taux élevés d’IL-8, IL-6, de la protéine chimiotactique de monocyte-1 et de TNF-a sont
présents dans le sérum des patients COVID-19 (Pitt et al., 2022). L’augmentation de TNF-o,
particulierement, est un marqueur de mauvais pronostic et peut mener a la dysfonction
endothéliale chez ces patients (Ruan et al., 2020). Par ailleurs, IL-6 joue un rdle essentiel dans

I'orchestration des réponses mflammatoires pathologiques, étant associée aux issues les plus
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défavorables de la maladie (Del Valle etal., 2020). Dans ce sens, une étude avec 2782 patients
COVID-19 avait montré une association entre les taux de protéine C réactive et la progression

de cas séveres, de lésion rénale aigué, et de tout autre cause de mortalité (Del Valle et al., 2020).
Enfin, ce marqueur a été attesté comme etant capable de prédire le risque de thrombose.

L’orage cytokinique est la conséquence d’un contexte de « lésion aléolaire diffuse »
(Figure 2), terme qui désigne les dégats épithéliaux et alvéolaires qui ménent a I'cedéme et a
I'exsudation cellulaire et qui peut progresser en une fibrose interstitielle (Lamers & Haagmans,
2022). Cette Iésion est caractérisée non seulement par un cedéme, mais aussi par I'inflammation,
la mort cellulaire et la présence de membranes hyalines (Katzenstein et al., 1976). Par la suite,
les cellules alvéolaires de type Il subissent une hyperplasie dans le but de régénérer les alvéoles.
L’examen histopathologique des patients décédés par COVID-19 a montré que ce type de lésion
est prédominant dans leurs poumons (Carsana et al., 2020; Menter et al., 2020).
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Figure 3. Mécanismes pathophysiologiques de la lésion alvéolaire diffuse. (Figure crée par

I'auteur sur Biorender.com).
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1.2.3 Le dialogue entre les événements thrombotiques et les actions des cellules

immunitaires dans I’évvolution de la COVID-19

L’atteinte de I’épithélium alvéolaire et son inflammation provoquent un déséquilibre entre
coagulation et fibrinolyse qui cause la formation de membranes d’hyalines et des microthrombi,
des caillots sanguins trouvés dans les capillaires artériels (Klok et al., 2020; Menter et al., 2020).
Par conséquence, les concentrations de D-dimeres, élevées en cas d’événements thrombotiques,
augmentent chez les patients COVID-19, il s’agit aussi d’un mauvais Signe pronostique
(Grasselli et al., 2020). La thrombopénie est également un marqueur de séveérité puisque les
plaquettes sont épuisées par la formation de caillots (Klok et al., 2020; Lippi, Plebani, et al.,
2020). Dans le contexte de la COVID-19, les plaquettes sont hyperactives : I'agrégation est
augmentée et elles expriment fortement de la CD40 et de la sélectine P, des molécules
d’adhésion (Fenyves etal., 2021). En outre, DAMPs et les cytokines meénent a la transition des
cellules endothéliales d’un phénotype anti-coagulant & un phénotype pro-coagulant ; ces
cellules commencent a libérer le facteur de von Willebrand (FVW), auquel les plaquettes se
lient atravers de la glycoprotéine Ib (Jing etal., 2022). Dans ce sens, il a déja été décrit que les
patients avec COVID-19 severe ont les moindres concentrations de ADAMTS13, une
métalloprotéase qui régule la taille des multimeres du FVWV et peut les cliver (Mancini et al.,
2021). L’infection SARS-CoV2 dans les alvéoles peut donc provoquer I'activation de la voie

intrinséque de la coagulation.

Par ailleurs, en condition physiologique, les cellules endothéliales expriment le facteur
tissulaire (FT) qui, a cause des dégats de I'épithélium alvéolaire et par la suite, de la couche
endothéliale, est libéré et interagit avec les facteurs de coagulation (Lamers & Haagmans,
2022). 11 s’agit donc de I'activation de la voie extrinséque de la coagulation. Le FT forme un
complexe enzymatique avec le facteur VIla, qui par ailleurs a pour fonction de cliver le
fibrinogéne en fibrine, composant majeur des caillots sanguins et des membranes hyalines
(Butenas et al., 2009). Les neutrophiles peuvent aussi exprimer le FT, en plus des pieges
extracellulaires de neutrophiles (NET, neutrophil extracellular trap) qui activent, eux, le facteur
XIl de la coagulation (Galani & Andreakos, 2015). Les patients avec COVID-19 sévere
présentent des neutrophiles avec une haute expression de NET et FT, qui sont libérés ensemble
en activant les deux voies de coagulation (Jing et al., 2022; P. Wu et al., 2021). La production
épithéliale d’IL-6 dans les poumons des patients COVID-19 est également un facteur

contribuant a la formation des caillots étant donné que cette cytokine stimule la synthese de
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facteurs de coagulation dans le foie et I'expression de FT dans les cellules endothéliales
(Lamers & Haagmans, 2022).

Les plaquettes activées et les vésicules extra-cellulaires dérivées des plaquettes (VES) sont
aussi des marqueurs et des médiateurs de I'immuno-thrombose dans la COVID-19. D’ailleurs,
ces VES sont aussi responsables de la formation de NET et de la mort des cellules endothéliales
(Chen et al., 2020). Effectivement, les taux de VEs sont plus grands chez les patients
nécessitant I'hospitalisation en comparaison avec les autres (Cappellano et al., 2021). En plus,
des taux augmentés de FT et de VEs dans le sérum des patients COVID sont associés a la
formation de thrombine, a une sévérité de la condition respiratoire et au risque de mortalité
(Guervilly et al., 2021). Un type de VEs ces sont les microparticules, enveloppées par une
double couche lipidique et libérées par des cellules activées ou apoptotiques. Les
microparticules sont des pro-coagulants qui par effet de ’exposition de la phosphatidylsérine
se lient aux facteurs de la coagulation V et VIII. A mesure que la maladie empire, de plus en
plus de cellules libérent des microparticules, pas seulement les plaquettes, mais aussi des

macrophages/monocytes et des cellules endothéliales (Jing et al, 2022). Puis, la
phosphatidylsérine active la cascade extrinseque de la coagulation.

La plus forte expression de molécules d’adhésion a la surface des cellules endothélales,
comme la sélectine P et E, favorise le recrutement de lymphocytes et de macrophages ainsi que
I’attachement de neutrophiles (Jing et al., 2022). Des analyses histologiques post-mortem des
patients COVID-19 montre que les infiltrés cellulaires alvéolaires sont largement composés de
macrophages  dérivés des monocytes dans le lumen et de Ilymphocytes dans
I'interstitium(Carsana et al., 2020). D’autre part, les neutrophiles et plaquettes peuvent former
des agrégats lorsque les neutrophiles se lient ala sélectine P et les plaquettes aux FVWV exprimés
a la surface des cellules endothéliales (Kurose et al., 1994). En effet, les agrégats leucocytes-
plaquettes sont trouvés en concentrations plus elevées chez les patients COVID-19 et elles
peuvent aussi déterminer I'admission ou non de ces patients dans les Unités de Soins Intensifs
(USI) (Kanth Manne et al., 2020). En ce qui concerne les lymphocytes, une analyse de single-
cell de patients avec COVID-19 montre une augmentation de cellules NK mais pas de
difference dans la présence des lymphocytes T (Delorey et al., 2021; Maucourant et al., 2020).
L’augmentation de cellules NK circulantes contenant de hautes concentrations de protéines
cytotoxiques associée a une atteinte de la réponse des lymphocytes T (mise en évidence par la

pauvre infiltration de ces cellules dans les alvéoles), est une condition qui peut contribuer a
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I’évolution vers un stade léthal de la COVID-19 (Maucourant et al., 2020). Finalement, les
monocytes sont recrutés a partir de 'expression de sélectine E par les cellules endothéliales, et
eux-mémes peuvent étre une source de FT (Lamers & Haagmans, 2022). Son profil cellulaire
peut aussi diverger entre patients de COVID-19 sévere et modérée : chez ces derniers les
monocytes expriment de plus grands taux de HLA-DR, une protéine de classe Il du complexe
majeur d’histocompatibilité ; 'expression réduite de cette protéine signale une dysfonction
monocytaire (Schulte-Schrepping etal., 2020).

L’infection SARS-CoV?2 active la cascade du systeme du complément par la voie classique
ou la voie de la lectine. Pour rappel, la voie classique est activée quand le facteur C1 par sa
sous-unit¢ se lie a I'anticorps, qui est lni-méme Lié a 'antigéne. Une cascade d’activation des
autres facteurs s’en suit dans 'ordre suivante : Clclive C4, la fraction C4bse lie a C2 et forme
C4bC2a, ce complexe clive C3 et la fraction C4bC2aC3b clive C5. La voie de la lectine est
similaire ala voie classique sauf par son activation : la lectine liant le mannose lié a la structure
de polysaccharides de la paroi des bactéries clive les protéines C4 et C2 a I'aide des protéines
MASP1 et MASP2. C3a et Cha aident a recruter des monocytes et neutrophiles pour libérer
encore des cytokines comme IL-6 et IL-8 (Dunkelberger & Song, 2009). C5a peut encore
moduler I'expression de FT dans les neutrophiles etles cellules endothéliales, qui exercent donc
son effet pro-coagulant. Une étude in vitro a montré que le sérum des patients COVID-19
entraine la libération de NET d’une maniére dépendante de C5a (Skendros et al., 2020). Des
facteurs du systeme complement (C5b, C4b et MASP2) sont trouvés dans la microvasculature

pulmonaire des patients avec COVID-19 sévere (Magro et al., 2020).

1.3 Aspects cliniques etépidémiologiques de la COVID-19

Le SARS-CoV2 peut mfecter toutes les tranches d’age, malgré Ila différence de
manifestations symptomatiques que ces différentes tranches peuvent montrer. L’age moyen des
personnes infectées est de 50 ans, mais ces sont les plus agés (>60 ans) qui risquent de
développer une forme sévere de la maladie requérant une hospitalisation voire méme des soins
intensifs (O’Driscoll et al., 2021). L’age, 'obésité et le sexe masculin sont indubitablement des
facteurs de risque pour le développement de la COVID-19 sévere (Guan et al., 2020). Dans ce
sens, des prédispositions genétiques associées aux mauvais pronostics ont été aussi décrites. Le
plus grand risque des hommes a I'infection a partiellement une explication génétique : 'ACE2
étant un géne lié au chromosome X, les femmes disposent de deux polymorphismes alléliques
possibles d’ACE2 dont un aurait moins d’affinit¢é au RBD du SARS-CoV2. En plus, le taux
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d’homozygotie d’ACE2 chez les femmes est extrémement bas, de telle facon que I'expression
de variants ACE2 plus puissants a I'interaction avec le virus est plus impactante chez ’homme
(Darbani, 2020). Quelques comorbidités peuvent aussi augmenter les risques d’un mauvais
pronostique : T'hypertension, I'insuffisance cardiaque, I'arythmie, la diabétes, I'insuffisance
rénale, I'asthme, la maladie pulmonaire obstructive chronique et la maladie chronique du foie
(Karagiannidis et al., 2020). Les patients immunodéprimés ont également plus de risque d’étre
infectés : SIDA  non-trait¢t  ou avancé, receveurs d’un transplant ou prise

d’mmunosuppresseurs. Le tabagisme est aussi un facteur de risque pour la COVID-19 sévere
(Karagiannidis et al., 2020).

Les enfants sont, dans la majorité des cas, asymptomatiques mais certains peuvent
manifester des complications respiratoires, comme le croup et la bronchiolite. En plus, une
petite partie des enfants guéris d’une infection au SARS-CoV2 peut développer un syndrome
inflammatoire systémique 2 a6 semaines apres la guérison. Les jeunes enfants prématurés, ceux
atteints de désordres neurologiques ou de maladies cardiaques, et les enfants immunodéprimés
ont un risque élevé de développer la forme sévere de I'infection (Choi et al., 2022; Wanga et
al., 2021). Et, finalement, dans ce groupe, 'dge peut aussi définir le pronostique, les enfants de

moins d’un an et ceux agés de 11 et 14 ans ont un risque accru de développer des complications
de la COVID-19 (Choi et al.,, 2022; Wanga et al., 2021).

La grossesse n’a pas ¢été identifi¢e comme étant un facteur de risque pour 'infection par le
virus SARS-CoV2 (Allotey et al.,, 2022). Néanmoins, il s’agit d’une condition qui favorise la
survenue de complications séveres de la COVID-19. Ce risque augmente en cas d’infection
avant les 28 semaines de grossesse peut entrainer le déces foetal et néonatal, la prématurité
(enfants < 37 semaines) et une hypertension de la mére (Allotey et al., 2020). La transmission
verticale du virus est considérée comme rare (Allotey et al., 2022).

Le diagnostic de I'infection par SARS-CoV2 peut se faire par la PCR (polymerase chain
reaction, réaction en chaine par polymérase, en anglais) et par dosage d’anticorps, basée soit
sur PELISA soit sur 'immunodosage a flux latéral (LFA, lateral flow assay) (Yuce et al.,
2021). La PCRest la méthode gold-standard pour la détection du virus, souvent faite a partir
des prélevements nasaux ou nasopharynges (Yuce et al., 2021). Le 11 janvier 2020 I'Institut
Malayen pour la Recherche Médicale avait annoncé la production de primers spécifiques pour
la RT-PCR chez le SARS-CoV2, le méme jour ou des scientifiques chinois ont mis a disposition
la séquence genomique entiere du virus (Schnirring, 2020; General of Health Malaysia, 2020).

20



A la fin du mois de février 2020, le CDC (Central Disease Center, des EUA) a approuvé chez
le U.S. Food and Drugs Administration (FDA) le kit nommé « CDC-2019 Novel Coronavirus
(2019-nCoV) Real-Time RT-PCR Diagnostic Panel »(Manager & Affairs, 2022; U.S. Food and
Drug Administration, 2020). En juin 2020, le FDA avait déja autorisé 72 kits commerciaux
PCR(Ylce etal., 2021). Ces Kits pour la détection du SARS-CoV2 sont toujours composés de
3 ou 2 paires de primers et probes pour 'amplification de régions spécifiques du génome viral
(Yuce et al,, 2021). Bien qu’elle soit la méthode la plus fiable pour le diagnostic, sa sensibilité
est dépendante de la quantit¢ d’ARN dans I’échantillon du patient et son prix est cher (Yice et
al., 2021).

Le test LFA a permis d’avancer sur le dépistage massif de la population, vu qu’il est moins
cher, plus rapide a donner un résultat et ne requiert pas un technicien de laboratoire pour 'opérer
(Soh et al., 2020). En fonction du test utilisé, il est possible de détecter autant 'lgM que I'lgG
contre le SARS-CoV2 (Soh et al., 2020). La majorité des patients développe des anticorps dans
les 5 a 14 jours aprés I'infection (Lamers & Haagmans, 2022). Donc, le principal inconvénient

de cette approche c’est sa sensibilité, vu qu’il peut susciter de faux négatifs (Yice etal., 2021).

Apres I'infection au SARS-CoV2, la période moyenne d’incubation est de4 a5 jours et elle
peut durer jusqu'a 14 jours (Guan et al., 2020). Méme si l'infection peut évoluer de fagon
asymptomatique pour une partie des patients, d’autres présentent plus souvent de la fievre, de
la fatigue et une toux séche (Guan et al., 2020). D’autres symptomes peuvent Etre présents dans
un spectre de maladie respiratoire légére a modérée, avec céphalée, diarrhée, nausée, mal a la
poitrine, mal de gorge et vomissements (Guan et al., 2020). Cette maladie respiratoire progresse
vite en une pneumonie virale qui peut se manifester par expectoration et méme de I’hémoptysie
(Casey et al., 2020). Des symptomes neurologiques comme I'anosmie et des altérations du gotit
sont aussi rapportées, 'anosmie étant déja associée a des cas de COVID-19 sévere (Rogers et
al., 2021). Les symptdmes et manifestations neurologiques de la COVID-19 (tous compris dans
une entit¢ nommée Neuro-COVID) sont discutés en détails dans la session 1.4 de cette
introduction.

La COVID-19 sévere peut commencer amontrer des signes et symptomes déja une semaine
aprés I'infection, en se manifestant d’abord sous la forme de dyspnée et d’hypoxémie (Chen et
al., 2020). Ces patients évoluent vite vers une forme de SRAS et nécessitent une ventilation
mécanique et du support aux USI (Chen et al., 2020; Guan et al., 2020). La tomographie (CT,
Computed Thomographie) du thorax montre freqguemment des images de poumons en « verre
dépoli » chez ces patients (Goh et al., 2020). Ceux hospitalisés sont plus facilement atteints
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d’une pneumonie bactérienne secondaire (jusqu'a 29% des patients), tandis que seulement 3-
3,5% des patients avec une COVID-19 légére ou modérée en sont porteurs a 'admission
(Westblade et al., 2021). Les dosages de proteine C réactive, de D-diméres et de ferritine élevés
sont associés aux mauvais pronostics (Del Valle et al., 2020). Au sein des USI, certaines
personnes peuvent développer de la lymphopénie, celle-ci étant plus sévere chez les personnes
décédees (Chen et al., 2020; Wang et al., 2020). Dans ce sens, 'dge compte aussi pour 'avenir
du patient apres son entrée aux USI : ceux plus agés (>68 ans) ont un risque plus grand de
développer des complications au sein de ces unités : insuffisance respiratoire, infarctus
myocardique ou insuffisance cardiaque, malgré I'absence d’une comorbidité précédente (Chen
etal, 2020; Yang et al., 2020). L’orage cytokinique se présente principalement dans le contexte
de la forme sévére de la COVID-19 et mene aux insuffisances rénale et hépatique, aux
arythmies, a la rhabdomyolyse, la coagulopathie et au choc septique (Chen et al., 2020; Yang
et al., 2020).

1.4 La Neuro-COVID comme conséquence des atteintes de la barriere hémato-

encéphaligue
1.4.1 La barriere hémato-encéphalique

La barriere hémato-encéphalique (BHE) est composée des cellules endothéliales cérébrales
qui forment avec les péricytes périvasculaires et les pieds astrocytaires les unités
neurovasculaires (UN). Les cellules endothéliales cérébrales disposées en monocouches sont
reliées entre elles par des jonctions serrées (ladecola, 2017). Cette monocouche est un des
aspects qui distingue les cellules endothéliales cérébrales des autres types de cellules
endothéliales dans le corps (Knox et al, 2022). Il existe cependant une diversité dans la
composition des unités neurovasculaires, notamment entres les vaisseaux profonds du cerveau
et ceux qui convergent vers les grosses veines extra-créaniales (Schaeffer & ladecola, 2021). De
ce fait, les UNs montrent une diversité de perméabilité et de vasoactivité, mais aussi differents
niveaux de susceptibilité aux aggréssions diverses (Schaeffer & ladecola, 2021).

Dés T'entrée des artéres et des veines dans I’espace sous-arachnoidien, celles-ci sont
entourées d’un réseau complexe de lamelles enchevétrés de la membrane arachnoide, de
fibroblastes, de cellules leptoméningées et de macrophages méningés (Schaeffer & ladecola,
2021). Par ailleurs, les artérioles et wveinules sont recouvertes par des macrophages
périvasculaires et des cellules leptoméningées de la pie-mére (Schaeffer & ladecola, 2021). A

mesure que les artérioles deviennent plus fines au niveau des capillaires, la membrane
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vasculaire composée de cellules musculaires lisses et la membrane gliale fusionnent et I'espace
périvasculaire donne place a une intime relation entre une couche de péricytes et une autre de
cellules endothéliales cérébrales (Schaeffer & ladecola, 2021).

En ce qui concerne les répercussions neurologiques, tous les ¢léments de 'UN sont
impliqués dans la physiopathologie de I'infection du SARS-CoV2 (Crunfli et al., 2022; Khan
etal., 2022; Wenzel etal., 2021). Les mécanismes jusqu’a présent connus sont discutés dans la
session suivante et sont résumés dans la Figure 4. Dans cette section nous allons faire une
description succincte de chacun des composants de I'UN, et mettre en évidence les
caractéristiques singulicres de I’endothélium cérébral et la contribution des péricytes et

astrocytes au fonctionnement de la BHE.
e Endothélium

L’angiogenése dans le SNC commence chez la souris le jour embryonnaire 9.5 (E9.5)
et chez 'humain a la semaine gestationnelle 8 (Walchli et al., 2023). A ce moment-la, les
progéniteurs rentrent dans le cortex et vascularisent le SNC (Waélchli et al., 2023). L’interaction
de ces cellules avec les cellules du SNC tels que les astrocytes, mais aussi les péricytes, est
cruciale pour lacquisition de leur phénotype, ce qui les distingue des cellules endothéliales
périphériques (Bell etal., 2010). C’est un mouvement finement orchestré qui commence par la
sécrétion de facteurs tels que le VEGF et Wnt par les progéniteurs neuronaux et d’initier
Iangiogenese (Walchli et al., 2023). Avec le recrutement des peéricytes puis des astrocytes en
fin d’embryogenese, il y a un renforcement progressif des propriétés de barriere des cellules

endothéliales cérébrales (Daneman et al., 2010).

Le premier événement de distinction de ces cellules est I'expression de protéines des
jonctions serrées et 'expression de GLUT-1 (le transporteur de glucose de classe 1)(Tang et
al, 2021). Aussi ces cellules perdent la fenestration de leur endothélium au cours du
développement foetal et ont un trés faible degré de transcytose ce qui limite le transport
transcellulaire atravers la couche endothéliale (Jod, 1996). Les cellules endothéliales cérébrales
sont fortement polarisées et les membranes Iluminale et abluminale ont des propriétés
biochimiques et fonctionnelles différentes (Joo, 1996). Cette polarité permet le transport actif
des solutés a travers les capillaires cérébraux (Joo, 1996). De plus, ces cellules endothéliales
expriment des transporteurs de nutriments assez spécifiques, de méme que des transporteurs
d’efflux (Jood, 1996). Et finalement, elles n’expriment quasiment pas des molécules d’adhésion

aux leucocytes en situations physiologiques (Knox et al., 2022).
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e Péricytes

Les péricytes sont des cellules murales enintime relation avec les cellules endothéliales
cérébrales et couvertes par une membrane basale (Stratman et al., 2009). Cette population est
trés hétérogene et les roles des plusieurs classes de péricytes en parties différentes du cerveau
n’ont pas encore été trés bien décrits (Brown et al., 2019). En outre, distinguer les péricytes des
cellules musculaires lisses est aussi difficile puis qu’il y a un gradient de sous-types cellulaires
qui ont des propriétés des deux cellules dans la transition d’artérioles aux capillaires et de ceux
en veinules (Schaeffer&Iladecola, 2021). Il est possible de les classifier selon 3 types, en accord
avec la localisation et la morphologie : ceux associés aux capillaires et aux veinules
postcapillaires, ceux associés aux jonctions artério-capillaires et ceux du milieu du capillaire
(Brown etal.,, 2019).

Les péricytes, al'aide des cellules endothéliales cérébrales, produisent les composants
de la membrane basale : collagéne 1V, laminine, nidogene et perlécane (Stratman et al., 2009).
Ces cellules endothéliales a leur tour communiquent avec eux a partir de la production du
facteur de croissance dérive de plaquettes B (PDGF-B), dont le récepteur (PDGFRp) est
exprimé chez les péricytes (Lindblom et al., 2003). L’activation de celui-ci, par ailleurs, module
des cascades de signalisation impliquées dans la prolifération, la migration et le recrutement
des péricytes (Bell et al., 2010).

L’adhésion entre les péricytes et les cellules endothéliales est régulée par la production
de TFG-pB de ces deux populations (Zonneville et al., 2018). Pour ce faire, la signalisation de
TFG-B chez les péricytes engendre I'expression de fibronectine, la synth¢se de facteurs de la
membrane basale et stimule la production de protéines de la jonction serrée (Zonneville et al.,
2018). Enfin, les péricytes induisent Iexpression de génes de la spécialisation des cellules

endothéliales cerébrales autant que la polarisation des pieds astrocytaires (Armulik et al., 2010).

e Astrocytes

Les astrocytes sont fondamentaux pour la manutention du SNC et peuvent étre classifiés
en plusieurs sous-types en accord avec leur morphologie et leur fonction, comme les astrocytes
protoplasmiques et fiboreux de la substance grise, les astrocytes velate du cervelet et du bulbe
offactif, les astrocytes radiaux, les astrocytes périvasculaires et marginaux et les
épendymocytes, entre autres (Verkhratsky & Nedergaard, 2018).

24



Les astrocytes sont indispensables a la formation et au maintien de la BHE. Bien que
ces mécanismes de manutention ne soient pas trés bien décrits, des facteurs provenant des
astrocytes y interferent, comme le GDNF, bFGF et le TGFf(Knox et al., 2022). lls sont aussi
capables de jouer sur la perméabilit¢ de la BHE pour permettre I'entrée de de lymphocytes T
dans le cerveau (Barcia et al., 2013). Les pieds astrocytaires périvasculaires sont le centre des
interactions de ce groupe cellulaire avec les péricytes et 'endothélium (Barcia et al., 2013). 11
ne s’agit pas d’une barricre physique proprement dite, mais ils controlent les échanges ioniques
et entrée de I’eau a partir du canal de potassium Kir4.1 et du canal d’eau aquaporine 4(Abbott
et al., 2006).

Ces cellules sont aussi responsables de la vigilance immunitaire dans le SNC (Colombo
& Farina, 2016). Elles font la communication entre les cellules du SNC et les cellules
mmunitaires qui s’infiltrent dans le cerveau lorsqu’il subit un processus inflammatoire
(Colombo & Farina, 2016). Dans ce contexte, les astrocytes peuvent aussi réguler les fonctions
des lymphocyte B et T (Xiao et al, 1998). Pour répondre aux dégats du tissu nerveux, les
astrocytes activent leur profil d’astrogliose, en augmentant leur expression de protéines d’acides
fibrillaires gliales (GFAP), vimentine et nestine, et en étendant leurs prolongements(Duggal et
al., 1997; Kamphuis etal., 2015).

1.4.2 La Neuro-COVID : aspects cliniques et pathologiques

Au-dela des symptobmes respiratoires, les patients COVID-19 peuvent aussi manifester des
symptdmes neurologiques, notamment I'agueusie et I’anosmie, présentes chez 38.5 % de ces
patients (VVon Bartheld et al., 2020). D’autres atteintes neurologiques peuvent apparaitre selon
la sévérité de I'infection du systeme nerveux central (SNC), telles que confusion mentale, crises
épileptiques, céphalée, syndrome de Guillain-Barré, hémorragie cérébrale et/ou une
augmentation du risque d’accident vasculaire cérébral, tout cela étant réuni sous la
dénomination de Neuro-COVID (Finsterer & Scorza, 2021). L’atteinte du SNC peut engendrer
des symptomes neuropsychiatriques a long-terme ou bien la persistance de quelques symptémes
neurologiques apparus lors de la phase aiglie (E. Xu et al., 2022). Tous ces symptdomes sont
compris dans une nouvelle maladie appelée COVID longue (détaillée dans la session1.5). En
effet, les patients aux USI atteints de Neuro-COVID sévere ont plus de risque de développer
ces symptdmes neuropsychiatriques au cours de la COVID longue (Etter et al., 2022). 1l faut
toutefois attirer I'attention sur le fait qu'un patient peut développer la COVID longue sans
forcément développer ces symptomes et indépendamment de la sévérité de I'infection COVID-
19 initiale (Douaud et al., 2022). Et, en plus, il faut noter que quelques symptomes de la Neuro-
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COVID, comme la myalgie, sont davantage rapportés chez les cas non-séveres(Lippi, Wong,
et al., 2020).

Depuis le début de la pandémie de COVID-19 en Chine, des chercheurs ont observé des
patients séveres avec encéphalopathie et encéphalite, avec une infection virale confirmée par
RT-PCR (Chen et al., 2020). Malgré I'absence de transcrits détectés par RT-PCR dans le liquide
cephalo-rachidien (LCR), des études ultérieures ont trouvé des anticorps dirigés contre la
protéine S du virus chez les patients porteurs de Neuro-COVID sévere (Etter et al., 2022;
Paterson et al., 2021). Environ 57% de ces patients manifestaient des symptomes neurologiques
tels que des vertiges et des événements cérébro-vasculaires aigus (Garg et al., 2021). Les
complications neurologiques de la COVID-19 sont similaires a celles décrites pour les autres
coronavirus, comme le SARS-CoV1 et le MERS (Bergmann et al., 2006). Par contre, si I'on
compare avec le SARS-CoV1 et MERS-CoV, le SARS-CoV?2 a affecté un plus grand nombre
de personnes au monde(ladecola et al., 2020). De plus, la proportion des patients infectés avec

des symptomes neuronaux met en évidence une plus forte capacité d’atteinte neurologique (Kim
et al., 2017).

Cependant, une atteinte directe du SNC était aussi sujet a débat a cause du manque
d’imagerie cérébrale et d’analyse biochimique du LCR dans quelques études, autant que
I'impossibilit¢ de se défaire complétement de I'hypothése de 'hypoxie cérébrale par ventilation
ou comme conséquence de la formation des caillots (Cosentino et al., 2021; Solomon et al.,
2020; Thakur et al, 2021). En plus, il était admis parmi une partie des neurologues et
scientifiques que les manifestations neurologiques de la COVID-19 pouvaient étre tout
simplement causées par la réponse immunitaire contre le virus ou par la sévérité de la maladie
pulmonaire/systémique qui peut résulter en une dysfonction multiple des organes (Cosentino et
al., 2021; Solomon et al., 2020). Ce débat a été clos grace aux études qui ont démontré
I'infection des éléments de la BHE par le virus et aux analyses histopathologiques des cerveaux
des patients décédes par COVID-19 qui ont pu détecter la protéine S par immunomarquage ou
I’ARN par hybridation in situ (Crunfli et al, 2022; Khan et al., 2022; Thakur et al., 2021;
Wenzel et al., 2021).

Un autre phénomene qui avait intrigué les chercheurs qui travaillaient sur les atteintes du
SNC par la COVID-19 c’était les rapports de I'« hypoxie silencieuse », ou, comme le nom le
suggere, les patients ne s’apercevaient pas de leur dyspnée et arrivaient aux urgences avec des

baisses de saturation (Nouri-Vaskeh et al., 2020). Ce phénomene pourrait étre la conséquence
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d’un traitement dysfonctionnel par le cerveau de I'information mtéroceptive (Nouri-Vaskeh et
al., 2020).

En ce qui concerne le débat de I'entrée du SARS-CoV2 dans le SNC, trois hypothéses se
sont avérées : (i) transport rétrograde a partir des neurones de la muqueuse nasale, passant par
le bulbe olfactif, en atteignant le cortex ; (ii) transport trans-synaptique a partir du nerf vague
ou d’un autre nerf crinien jusqu'au tronc cérébral, par lequel le virus aurait acces

principalement via I'intestin ; (i) par une route hémogénique, en passant de 'endothé lium

cérébral a l'astrocyte et en croisant la BHE (Dey et al., 2021; ladecola et al., 2020).
e Anosmie

Le symptdme neurologique le plus rapporté chez les patients COVID-19 était 'anosmie
(Finsterer & Scorza, 2021). Dans les premiéres vagues de COVID-19, entre la moitié et trois quarts
des patients infectés rapportaient ce symptome (Von Bartheld et al, 2020, 2021). Ce fait a
inspiré T’hypothése de I'existence d’une route neurale de la propagation du virus vers le cerveau,
par laquelle le virus infecterait les neurones olfactifs dans la muqueuse nasale et se propagerait
jusqu’au cerveauvia les axones de ces neurones qui se projettent dans le bulbe olfactif du
cerveau (ladecola etal., 2020). Il y a cependant une controverse a ce sujet car certaines études
suggerent que le virus n’infecterait pas les neurones sensoriels mais les cellules sustentaculaires
de I’épithélium muqueux nasal (Khan etal., 2021; Verma et al., 2022). La dysfonction olfactive
de la COVID-19 est singuliere de par sa soudaineté et par la multiplicité de manifestations
possibles : elle peut étre quantitative, avec une perte partielle ou complete de I'olfaction ; ou
elle peut étre qualitative, avec une perception altérée des odeurs (parosmie) (Butowt et al.,
2023). Elle peut durer longtemps ou finir au bout de quelques jours, de facon abrupte ou
graduelle. L’anosmie/parosmie peut encore durer pendant la COVID longue, malgré que ce

mécanisme ne soit pas encore totalement expliqué (Butowt et al., 2023).

Deux différentes hypotheéses expliquent la perte d’odeur dans la phase aigu¢ de la COVID-
19 : (i) élimination des cellules de support avec conséquences pour la fonction neuronale ; (ii)
la réponse immunitaire peut mener a la régulation négative des récepteurs de 'odeur et/ou a des
dégats de I'épithélium olfactif (Bourgon et al., 2022; Khan et al., 2021). La perte des cellules
sustentaculaires réduit la formation de mucus qui recouvre I'épithélium ainsi que I'énergie
fournie aux cils olfactifs, menant a leur rétraction (Butowt et al., 2023). Les mécanismes pour
expliquer la parosmie ne sont guere compris. Le plus probable est un processus aberrant de

dépolarisation des neurones olfactifs (Verma et al., 2022). Finalement, il faut noter que la
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variante omicron du SARS-CoV2 est moins capable d’infecter les cellules de la muqueuse
nasale, ce qui implique une prévalence mineure d’anosmie/parosmie chez les patients infectés

par cette variante (Spinicci et al., 2022).

e Encéphalopathie et encéphalite

Les encéphalopathies primaires associées a la COVID-19 peuvent étre dues a des facteurs
non neurologiques, mais conséquentes de l'infection elle-méme ou d’origine métabolique/
toxique (Garg et al., 2021). L’encéphalopathie est caractérisée par une altération du niveau de
conscience allant de la confusion mentale ou du delirium jusqu’au coma. D’autres symptomes
peuvent se présenter tels que des épisodes de conwulsion, de céphalée et des signes
extrapyramidaux (dystonie et akathisie, par exemple). L’altération des niveaux de conscience
précédant une encéphalopathie est présente chez 20% des patients et est plus commune chez les
personnes agées (Garg et al., 2021). Le delirium par ailleurs est la principale manifestation chez
les patients COVID-19 avec encéphalopathie modérée ou sévere et son apparition est associée
chez eux a un plus long séjour a I’hopital et a un haut taux de mortalit¢ (Pranata et al., 2021).
Une étude de série des cas de patients avec delirium a identifié que les patients avec
encéphalopathie sévere présentaient significativement de la céphalée et une perte de Iattention
comme des symptomes-clé d’un mauvais pronostic (Al-Hashel et al., 2021). La céphalée chez
ces patients dure plus de soixante-douze heures et est résistante a ’analgésie (Al-Hashel et al.,
2021). Enfin, les convulsions sont des symptomes qui précédent aussi laltération de la
conscience (Romero-Sanchez et al., 2020). Une rare forme d’encéphalopathie hémorragique
aiglie nécrosante est aussi décrite dans quelques rapports de cas, caractérisée par des lésions
multiples et symétriques au thalamus aux ganglions de la base, a la substance blanche et au
tronc cérébral (Agrawal etal., 2022; Poyiadji et al., 2020).

Drailleurs, I'encéphalite se distingue cliniquement de I’encéphalopathie par la ficvre etles
déficits neurologiques focaux, tandis que la méningite se différencie cliniquement de ceux-ci
par des signes méninges (Quist-Paulsen et al., 2019). A titre de distinction, I'encéphalite est une
inflammation du cerveau et des tissus autours, tandis que la méningite affecte les méninges et
la moélle épiniere (Quist-Paulsen et al., 2019). Les régions du cerveau les plus atteintes par
Pencéphalite associée au SARS-CoV2 sont le lobe temporal, la substance blanche, le lobe
frontal et le corpus callosum (Maury et al., 2021). L’encéphalite et la méningite par COVID-19

peuvent étre retrouvées parmi tous les tranches d’ages, les plus de 30 ans y étant plus

28



vulnérables (68,75% de ces patients) (Huo et al, 2021). Des atteintes pulmonaires ont été

retrouvées dans la quasi-totalité des patients avec encéphalite (Huo et al., 2021).

Le LCR, chez la majorité des patients COVID-19 avec encéphalopathie, ne présente pas
d’altérations, mais dans encéphalite/méningite il y a un profil inflammatoire, avec pléiocytose
et élévation de la concentration de protéines (Huo et al., 2021; Quist-Paulsen et al., 2019). Dans
ce cas, la présence du SARS-CoV2 dans le LCR est trés importante pour fournir la preuve d’une
atteinte neuronale par le virus (Cosentino et al., 2021). Par ailleurs, I'Imageric par Résonance
Magnétique (IRM) montre de I'hyperintensité de la substance blanche corticale ou sous-
corticale en T2/FLAIR (Conklin et al., 2021; Conte et al., 2020; Huo et al., 2021; Maury et al.,
2021; Radmanesh et al., 2020). L’hyperintinsité et les micro-saignements en IRM sont liés a la
microangiopathie (Conklin et al., 2021; Radmanesh et al., 2020). Finalement, dans le cadre de

I’encéphalite, on peut trouver une lymphocytose, tandis que I'’encéphalopathie peut étre suivie

d’une lymphopénie, due a I'orage cytokinique (Garg et al., 2021).

e [’autopsie du cerveau des patients COVID-19

La premicre série d’analyses histopathologiques des différentes zones du cerveau des
patients décédés de la COVID-19 a constaté des lésions hypoxiques présentes dans le cerveau
et le cervelet de ces patients, mais elle n’a pas observé d’immunomarquage du virus sur le
cerveau des 18 patients analyses (Solomon et al., 2020). La plus grande série d’autopsies publié
en 2020 a réussi a identifier le virus par PCR ou immunomarquage dans le cerveau de quelques
patients, mais aussi des ischémies liées a des événements thrombotiques, de I'astrogliose et de
la microgliose (Matschke et al., 2020). Ces sont définies par une augmentation d’activation
d’astrocytes et microglies, respectivement, et identifiées dans les analyses histologiques par le
nombre augmenté de ces cellules sur certaines zones du cerveau (Cosentino et al., 2021).
Cependant, les auteurs n’ont pas réussi a établir une relation causale entre I'mfection directe
par le SARS-CoV2 et les résultats de I'analyse de ces échantillons (Matschke et al., 2020).
Donc, I'activation des astrocytes et microglies comme I'infiltration des lymphocytes seraient,
selon les auteurs de cette étude, plus probablement dérivées de la réponse immunitaire
systémique au virus qu’a leffet direct engendré par son entrée dans le SNC (Matschke et al.,
2020). En effet, les patients avec Neuro-COVID présentent de hautes concentrations

d’autoanticorps dans leurs LCR, qui peuvent diriger I'immunité contre leur propre tissu nerveux

(Etter et al., 2022; Schulte-Schrepping et al., 2020).
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En effet, le défi des études pendant la pandémie était tout d’abord d’obtenir des
prélevements de bonne qualité pour la RT-PCR et 'immunomarquage (Frank, 2020). En plus,
un prélevement du cerveau avec le résultat positif pour le SARS-CoV2 en PCR ne concluait
pas que le virus passait dans le SNC, vu que la question de savoir s’il était vraiment dans le
tissu nerveux ou bien dans le sang restait sans réponse (Frank, 2020). L’hybridation in situ était
aussi une technique difficile a réaliser, en considérant le temps de fixation des échantillons
prélevés des patients COVID-19 (Thakur et al., 2021). Par contre, elle est concluante pour
I'infection viral en cas d’observation de I’ARN viral (Wenzel etal., 2021). L’interprétation des
observations histopathologigques est aussi un facteur qui ajoute des éléments a ce débat. En plus
des comorbidités des patients décédés, les traitements qu’ils ont subis, comme la ventilation
mécanique et 'usage de dexaméthasone, interviennent dans les altérations trouvées (Agrawal
et al., 2022; Dondaine et al., 2022). Toutefois, il faut considérer que les études en autopsie ont
tendance a analyser les cas les plus séveres de la maladie, de sorte que ces observations
pathologiques ne peuvent pas étre généralisées a tous les patients COVID-19 (Agrawal et al.,
2022; Dondaine etal., 2022).

Au-dela de la congestion cérébrale, de 'cedéme et de la perte neuronale, les observations
dans les lames histopathologiques des cerveaux des patients décédés de COVID-19 peuvent
étre divisées en deux altérations principales : les dégats vasculaires et les processus
inflammatoires. Par ailleurs, les observations les plus fréquentes sont : des nodules microgliales
(indiquant une microgliose), une lymphocytose périvasculaire (indicative d’endothélite), une
mfiltration lymphocytaire dans le parenchyme et les méninges, des zones d’ischémie, de
Iastrogliose, des hémorragies et la formation de caillots sanguins. Pourtant, les autopsies ne

sont pas concluantes sur les conséquences directes de I’action du virus (Agrawal et al., 2022;
Cosentino etal., 2021; Lou et al., 2021; Solomon et al., 2020; Thakur et al., 2021).

L’astrogliose et la microgliose associées aux infiltrés de lymphocytes T sont trouvées dans
presque la moitié des autopsies analysées (Agrawal et al, 2022). Dans le contexte de la
physiopathologie de la COVID-19, les microglies sont activées par des cytokines provenant de
la circulation, comme IL-6 et IFN-y (Etter et al., 2022). Ces cellules sont donc responsables de
phagocyter les neurones morts, tandis que les astrocytes ont pour mission de restaurer les dégats
tissulaires. Les infiltrations Iymphocytaires et I'activation microgliale peuvent étre présentes
chez des patients septiques non-COVID-19 (Agrawal et al., 2022). Par ailleurs, I’astrogliose est
davantage rencontrée chez les patients les plus agés, de telle sorte qu’elle est plus associée a la

tranche d’adge qu’a linfection proprement dite (Cosentino et al, 2021). Cependant, ni
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lastrogliose ni la microgliose n’ont de corrélation avec la présence de symptomes
neurologiques dans une métanalyse des études histopathologiques réalisées entre 2020 et 2021
(Agrawal et al., 2022).

Les maladies neurodégénératives sont associées a des changements pathologiques qui
peuvent rendre confuses les observations dans les autopsies, surtout I’activation microgliale et
les infiltrations des lymphocytes T CD8+ (Matschke et al., 2020). Les maladies d’Alzheimer,
de Parkinson et la sclérose multiple peuvent étre associées a la microgliose (Cosentino et al.,
2021). Neanmoins, la région du cerveau ou ces changements sont trouvés peut aider a
differencier si elle provient ou pas de la COVID-19. Pour une cohorte de patients COVID-19
en comparaison avec des patients décédés d’Alzheimer par exemple, la microgliose au niveau
du tronc cérébral est spécifique de la Neuro-COVID, tandis que la microgliose dans
I’hippocampe et dans les lobes préfrontaux seraient communes aux deux types de patients
(Agrawal et al., 2022). L artériosclérose des artérioles est un facteur de risque de démence et

peut générer aussi des zones d’ischémie dans le parenchyme cérébral (Matschke et al., 2020).

Finalement, I'ischémie et la formation des caillots peuvent étre liées a la ventilation
mécanique (Solomon et al., 2020; Song et al, 2021). En outre, I'hypoxie peut mener a
I’hypercoagulabilité et a occlusion des vaisseaux cérébraux par des caillots sanguins. Les
événements thrombotiques de la maladie peuvent également contribuer a la formation de zones
d’ischémie et mener a I'accident vasculaire cérébral proprement (Song et al., 2021). Les lésions
hypoxiques et ischémiques ont des corrélations avec la manifestation des symptémes
neurologiques, mais aussi avec des comorbidites cardiovasculaires (Magro et al., 2020; Pitt et
al., 2022). En revanche, une autre étude basée sur I'autopsie de patients sans ces comorbidités

arévélé qu’ils présentaient aussi la formation des zones d’ischémie (Agrawal et al., 2022).

Cependant, dans quelques autopsies, le virus a été détecté par immunomarquage dans
quelques neurones et cellules endothéliales du cortex, aussi bien que dans les racines des nerfs
craniens au niveau du tronc cérébral (Matschke et al., 2020). Malgré ce fait, la détection du
SARS-CoV2 dans le cerveau n’a pas de corrélation avec la sévérite des symptomes
neurologiques dans ces études (Cosentino et al, 2021). A ce sujet, une question technique
mérite d’étre discutée : les anticorps anti-proteine S semblent étre plus efficaces que ceux
dirigés contre la protéine de la nucléocapside, et I'usage de la combinaison des deux anticorps
semble plus sensible pour détecter le virus, vu que quelques cellules peuvent avoir du signal

pour Ianticorps anti-nucléocapside, mais pas pour Ianticorps anti-S (Agrawal etal., 2022).
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D’ailleurs, des études montrent une formation de nodules microgliales préferentielle ment
au niveau du tronc cérébral, notamment de la médulle oblongue, du marquage positif pour la
protéine S du virus et de la neuronophagie (Agrawal et al., 2022; Matschke et al., 2020). En
pathologie, la neuronophagie est définie et observée comme un neurone mort entouré par des
microglies ou macrophages. Cela suggere un possible mécanisme neurologique pour
I’hypoxémie silencieuse, ou le patient respire normalement a des saturations d’oxygene tres
basses (Agrawal et al., 2022). Les observations histopathologiques sont donc en faveur de

I’hypothése de la perte de perception mtéroceptive, dont les informations afférentes sont traitées

dans la médulle oblongue (Nouri-Vaskeh et al., 2020).

Bien que les études en autopsie ne soient pas concluantes a propos d’une action directe du
SARS-CoV2 dans le SNC, ou qu’elles ne vérifient pas I’hypothese de lexistence d’une
neuroinvasion du virus, par laquelle les observations histopathologiques ne seraient que la
conséquence de la réponse immunitaire systémiques exacerbée au virus et de la formation des
caillots sanguins dans la périphérie, ces études ont, par définition, un biais de sélection : les
patients décédes sont en majorité les plus agés et/ou ceux avec des comorbidites (Solomon et
al., 2020). Par contre, la formation des zones d’ischémie identifiées a l'autopsie de quelques
jeunes patients qui n’avaient pas de comorbidités, comme I'apparition du déficit cognitif chez
les jeunes patients adultes qui n’ont pas développé nécessairement une forme sévére de la
COVID-19, suggere fortement I'existence de mécanismes physiopathologiques provoqués

directement par le virus (Agrawal et al., 2022).

1.4.3 Les atteintes de la barriere hémato-encéphalique par le SARS-CoV2 : une
bataille a plusieurs fronts

Les études sur la Neuro-COVID ont mis la BHE au centre de sa physiopathologie, non
seulement a cause de I'ischémie cérébrale provoquée par des événements thrombotiques, mais
aussi par les études en IRM chez des patients COVID-19 qui montrent des images suggérant
une atteinte microvasculaire (Conklin et al., 2021; Dewisme et al., 2023; Radmanesh et al.,
2020). De plus, d’autres études montrent une augmentation d’albumine sur les dosages ELISA
du LCR chez les patients Neuro-COVID, ce qui met en évidence une rupture de la BHE chez
ces patients (Etter et al., 2022; Paterson et al., 2021). En effet, 'autopsie du cerveau de quelques
patients COVID-19 montre la formation de zones d’ischémie en I’absence de facteurs de risques
cardiovasculaires ou de maladie neurodégénérative de base (Agrawal et al., 2022), ce qui

suggere une action directe du virus sur le SNC, notamment au niveau des capillaires.
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D’ailleurs, tous les groupes cellulaires qui la composent sont des cibles potentielles a
I'infection du SARS-CoV2. L’ACE2 a déja été identific¢e dans les péricytes et cellules
musculaires lisses de la vascularisation cérébrale, mais pas dans I'endothélium ou chez les
astrocytes (Crunfli et al., 2022; Muhl et al., 2022). En revanche, ces deux derniers possedent
des récepteurs alternatifs par lesquels le SARS-CoV2 pourrait les infecter, notamment la Nrpl
et la Bsg (Wenzel et al, 2021). En outre, la présence de 'ACE2 dans son isoforme soluble
pourrait faciliter la pénétration du virus dans ces cellules. Dans ce contexte, une variété de
protéases comme la TMPRSS11A/B, les cathepsines B et L et la furine peuvent y contribuer en
clivant la protéine S (Eslami et al., 2022).

La protéine S du SARS-CoV2 tout comme son ARN ont déja été retrouvés dans
I'endothélium cérébral des patients Neuro-COVID dans differentes études (Song et al., 2021;
Wenzel et al.,, 2021). De plus, dans un modéle murin qui exprimait I’ ACE2 humaine, la protéine
S a été capable de surpasser la BHE (Rhea et al., 2021). Dans des études in vitro, elle a réussi
changer les propriétés de la BHE sans forcément diminuer la viabilité des cellules endothéliales
- elle aréduit leur expression des protéines des jonctions serrées (notamment ZO1, occludine et
claudine 5) et augmenté celle des molécules d’adhésion et des métalloprotéinases, i.e., les

réduits I'étanchéité et les augmentés I'adhésion aux cellules inflammatoires (Almutairi et al.,
2021; Choi et al., 2022; DeOre et al., 2021; Montezano et al., 2023).

Cependant, d’autres mécanismes viraux sont plus déléteres pour ces cellules, comme
action de I’enzyme viral MP™. Cette protéase dégrade le modulateur de NF-xB (NEMO) dans
I'endothélium cérébral chez 'humain et les rongeurs sur plusieurs sites de clivage. D’ailleurs,
NEMO est un composant essentiel de la voie canonique de lactivation de NF-kB par des
facteurs inflammatoires tels qu’lL-1fB. Néanmoins I'expression de MP™ dans les cellules
endothéliales cérébrales bloque cette signalisation et empéche la translocation nucléaire de la
sous-unité p65 du NF-kB. Tout ceci engendre la cascade de la nécroptose dans les cellules
endothéliales infectées et conduit a la formation de « vaisseaux fantomes » : il s’agit de la
membrane basale des anciens capillaires (détectée par 'immunomarquage de collagéne IV) en
I'absence de cellules endothéliales (détectées par 'immunomarquage de CD34) (Wenzel et al.,
2021). Ces vaisseaux fantdbmes sont retrouvés en plus grand nombre chez les patients décédes
de la COVIDI19 que chez les personnes décédées d’une autre cause. Méme si ces altérations
semblent étre partielles ou totalement réversibles, I'hypoxie et la mort neuronale qui sont

susceptibles d’en résulter expliquent I'augmentation de Nfl (protéine du neurofilament,
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marqueur de mort neuronal) dans le sérum des patients Neuro-COVID (Etter et al., 2022;
Paterson et al., 2021).

Les péricytes changent leur phénotype aprés I’exposition in vitro a la protéine S via un
remaniement de leur profil contractile pour un profil miofibrogénique, par 'augmentation de
I'expression d’alpha-actine musculaire lisse (a-SMA), de la fibronectine, du collagene 1 et de
la NOTCH3(Khaddaj-Mallat et al., 2021). D’ailleurs, la liaison entre le RBD de la protéine S
et TACE2 sur les péricytes peut conduire a des constrictions microvasculaires chez le hamster,
dont 'ACE2 rassemble I'humaine. Cet effet a été associé a une diminution de la conversion
d’angiotensine II en angiotensine (1-7), a cause de I'enlévement de ’ACE2 de la surface de la
cellule lorsqu’il se lie ala protéine S (Khan et al., 2022).

L’infection des astrocytes par le virus in vitro altere leur capacité a maintenir la survie des
neurones dans un modeéle de co-culture, un mécanisme qui pourrait participer a I’atrophie
corticale observée a long-terme chez les patients qui manifestent les répercussions
neuropsychiatriques de la COVID longue (Crunfli et al., 2022). Par contre, I'astrogliose a été
associée a I’age des patients grace a une révision systématique d’autopsies (Cosentino et al.,
2021). Toutefois, une autre étude d’accompagnement de longue durée a observé que les patients
en Neuro-COVID sévére présentent des taux sériques élevés de GFAP (Kanberg et al., 2020).
Une autre étude a trouvé des taux sériques élevés de GFAP en patients COVID-19 modérée,
alors qu’autant GFAP que Nfl étaient augmentées chez les patients séveres (Etter et al., 2022).
Tout cela indique que la réaction astrocytaire serait le premier front de la réponse immunitaire
locale au moment de I'infection du SNC par le SARS-CoV2.

La perte d’étanchéit¢ de la BHE augmente le passage des cytokines inflammatoires
provenant de périphérie, notamment Iinterleukine-6, -8, et I'I[FN-y, produites par I'orage
cytokinique systémique (Etter et al., 2022). L’augmentation de I'expression de molécules
d’adhésion contribue a I'infiltration de macrophages et de lymphocytes B dans le SNC de ces
patients (Etter et al., 2022). Les deux hypothéses qu’expliquent la physiopathologie de la
COVID-19 sont donc complémentaires et non pas concurrentes. Etter et al., en 2022, ont
démontré que les signes plus proéminents de la COVID-19 sévere sont la rupture de la BHE,
I'élévation des marqueurs d’activation microgliale et la réponse humorale auto-médiée et non-
auto-médiée. L’age constitue la encore un facteur derisque, puisque la BHE chez les personnes
agées est déja plus perméable et que les cellules endothéliales expriment plus de molécules
d’adhésion (Knox et al., 2022). Les mécanismes décrits ci-dessus sont alors exacerbés chez les
patients COVID-19 agés, ou avec des comorbidités cardiovasculaires, métaboliques et/ou des
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maladies neurodégénératives (Knox et al., 2022). Ces derniers contribuent aussi soit a une
inflammation de base dans le parenchyme cérébral, soit a un profil pro-inflammatoire de
I'endothélium cérébral (Dewisme et al., 2023; Knox et al., 2022). De cette facon, cela
expliquerait les trouvailles des études histopathologiques en Neuro-COVID concernant la

microgliose et I'astrogliose (Cosentino etal., 2021).

Ces différents processus physiopathologiques peuvent conduire a la réduction du volume
de matiere grise dans le cerveau des patients COVID longue et expliquer, au moins en partie,
les symptdbmes neuropsychiatriques qui en résultent (Crunfli et al., 2022; Douaud et al., 2022;
Etter et al, 2022). L’atteinte de certaines régions du systéme limbique pourrait expliquer
I'augmentation de la prévalence de dépression et des troubles de I'anxi€¢té dans cette population
(Crunfli et al., 2022). Les differentes manifestations neuropsychiatriques seront expliquées en

détails au point 1.5 de cette thése. Dans la Figure 4, ces sont illustrés les mécanismes de perte
d’étanchéit¢ de la BHE et de la formation des vaisseaux fantémes.
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Figure 4. Le virus SARS-Cov-2 peut infecter les trois groupes de cellules qui composent
Punité neurovasculaire dans Datteinte de la barriére hématoencéphalique. a. Par voie
hémogénique, le virus peut atteindre et infecter les péricytes et les astrocytes. b. Pour y
parvenir, il entre dans la cellule endothéliale cérébrale a I'aide de trois co-récepteurs : Nrpl,
TMPRSS2 et Bsg. . Le virus se réplique et traverse I'endothélium de la membrane luminale
vers la membrane abluminale a partir de laquelle, il peut infecter les autres cellules de I'unité
neurovasculaire. d. L’exposition a la protéine S diminue Iexpression des protéines des
jonctions serrées. e. Finalement, la MP™ duSARS-CoV-2 clive NEMO et induit une nécroptose
via 'activation de RIPK3 dans les cellules endothéliales. f. La mort de ces cellules mene a la
formation de « vaisseaux fantdmes », et de zones d’ischémie dans le cerveau dues a la Neuro-
COVID. Microgliose et astrogliose peuvent aussi étre présentes comme trouvailles
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histopathologiques chez les patients décédés. g. Au final, les altérations dans les propriétés
BHE, comme la perte d'étanchéit¢ et la plus grande expression de molécules d’adhésion,
augmentent le passage de cytokines pro-inflammatoires (notamment IL-6 et IL-8) et
I'infiltration de macrophages et lymphocytes B. (Figure créée sur Biorender.com)

1.5La COVID longue : emphase sur ses répercussions neuropsychiatriques et

neuroendocrines

151 COVID longue : principaux signes et symptdmes et mécanismes

physiopathologiques

o Définition et épidémiologie

Depuis juillet 2020, les rapports de suivis des premiers patients qui ont survecu et/ou guéri
de la COVID-19 commencent a étre publiés(Saloner et al, 2020). La fibrose pulmonaire
résiduelle des patients de COVID-19 etait la principale séquelle, décrite comme incapacitante
dans plusieurs cas (Duong-Quy et al., 2023). Des infarctus myocardiques et des attaques
vasculaires cérébrales ont aussi été notés comme des conséquences incapacitantes des
événements thrombotiques de la maladie (Charfeddine et al., 2021; Katsoularis et al., 2022).
Au fur et a mesure, d’autres signes et symptomes ont été recueillis dans le récemment nommé
Syndrome de Séquelles Post-Aigiies de la COVID-19 (PASC) (Moghimi et al, 2021).
Cependant, la termmnologie d’alors était trés diverse, avec différents auteurs utilisant différents
termes pour désigner les symptdmes prolongés qui suivent un épisode de COVID-19(Amenta
et al., 2020; Moghimi et al., 2021). L’absence d’un terme unitaire a, pour un certain temps,
entravé quelques recherches épidémiologiques (Rubin, 2020). Cette absence de consensus a
aussi éteé signalée comme un facteur qui compromettait les décisions des politiques a prendre
en matiere de santé publique et dans la prise en charge des patients (Rubin, 2020). En octobre
2021, POMS a réuni plus de 200 signes et symptomes chroniques post-COVID sous le terme
genéral de COVID longue, dans le Consensus de Delphi. Selon elle, la COVID longue englobe
tous les symptomes qui surviennent souvent trois mois apres I'infection du SARS-CoV2, durent
au moins deux mois et ne peuvent pas étre expliqués par un autre diagnostic (WHO, 2021,
Soriano etal.,, 2022).

Faire le bilan des patients COVID-19 dont la maladie évolue en COVID longue demeure
difficile a cause des différentes méthodologies appliquées (Altmann et al., 2023). Les études ne
sont pas uniformes surtout en ce qui concerne le délai entre la collecte des données et le début

de la phase aigiie de I'infection, si 4 ou 12 semaines (Altmann et al., 2023). Cette difference
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parmi ces études aboutit en une diffrence de prévalence de COVID longue. L’étude
longitudinale REACT-2, de I'lmperial College, a analysé les symptdmes rapportés par 660 000
personnes et a établi une cinétique de la COVID-19/COVID longue au cours d’une année
entiere (Whitaker etal., 2022). D’apres cette ¢tude, 40% des patients ont encore rapporté un ou
plusieurs symptdmes quatre semaines apres le début de la phase aigiie. Aprés 12 semaines, ce
chiffre a trés peu diminué¢ (38%) et est resté stable au cours des six mois suivants de I'étude.
Donc, la majorit¢ des patients (60%) voient leurs symptomes s’estomper durant ces quatre
premiéres semaines, mais aprés 12 semaines, le reste de ces patients auront une longue
persistance de ces symptomes.

Le terme « COVID longue » englobe de multiples manifestations cliniques dont une bonne
partie rend les patients inaptes au travail (La Voix Du Nord, 2023). Les symptomes peuvent
durer des mois et dans les pires des cas, des années. Elle inclut I’apparition de conditions
communes, comme des maladies cardiovasculaires, neurovasculaires et thrombotiques, des
diabétes type 1, une encéphalomyélite myalgique/syndrome de fatigue chronique (EM/SFC) et
une dysautonomie, spécifiquement le syndrome de tachycardie orthostatique postural (STOP)
(Davis et al., 2023). La sévérité de la COVID-19 est rapportee comme un facteur qui augmente
la probabilité de développer ces symptomes/signes (Altmann et al., 2023). Cependant, une étude
prospective chez des patients COVID-19 a faible risque de mortalité (seulement 19% ont été
hospitalisés) rapporta que 70% des 201 patients évalués eurent de séquelles avec des dégats a
au moins un organe, et 29% en avaient a plusieurs organes (Dennis et al., 2021). Dans ce sens,
une analyse de la base de données du Département des Affaires des Vétérans a inclus le suivi
de 150 000 individus pour un an apres I'infection par SARS-CoV2 (Xie et al., 2022). Elle a
conclu que cette infection a augmenté le risque de diabetes de type Il et de maladies

cardiovasculaires comme I'insuffisance cardiaque, la dysrythmie et les accidents vasculaires

cérébraux, et ce indépendamment de la sévérité initiale de la COVID-19.

Une révision systématique et métanalyse avec des études de cohorte publiées jusqu’en mars
2021 a décrit que les symptdmes les plus fréquents étaient : une « faiblesse » (41%), un malaise
genéral (33%), de la fatigue (31%), des difficultés de concentration (26%) et un souffle court
(25%) (Lopez-Leon et al., 2021). De plus, elle a démontré qu’au moins 80% des patients avec
COVID-19 confirmée par PCR continuent & présenter au moins un effet de la maladie autour
des deux semaines aprés I'infection (Lopez-Leon et al., 2021). Pour les auteurs, les effets
s’agissent des conséquences de la COVID-19 : symptomes, signes et parametres cliniques. La

fatigue, I'anosmie, la dysfonction pulmonaire, des anormalités de CT/radiographie thoracique,
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et des désordres neurologiques ont été identifies comme les plus fréquents. Par ordre
d’incidence, les cinq symptomes les plus fréquents étaient la fatigue (58%), la céphalée (44%),
le déficit d’attention (27%), la perte de cheveux (25%) et la dyspnée (24%) (Lopez-Leon et al.,
2021). L’un des autres symptdmes neuropsychiatriques majeurs rapporté pour la COVID
longue est le « brouillard mental » (de I'expression en anglais, brain fog), qui se caractérise par
un ralentissement intellectuel et de la pensée en général apercu au quotidien (Xie et al., 2022).
L’apparition des neuropathies diverses ont €t€ aussi associ€es aux ¢pisodes d’mnfection pour le

SARS-CoV?2 et peuvent donc faire partie du cadre de la COVID longue (H. E. Davis et al.,
2023).

Les différentes variantes du SARS-CoV2 déclenchent différents symptomes de la COVID
longue. Sil’on compare les cas de COVID longue de la premi¢re vague avec ceux de la vague
de la variante Alpha, on observe une augmentation de la fréquence de la myalgie, de I'anxiété
et du brouillard mental, tandis que 'anosmie et 'agueusie ont tendance a diminuer. L’infection
par le variant de la premicre vague ou 'Omicron aboutissent plus fréquemment a des troubles
du sommeil, tandis que la variante Delta a un effet contraire. L’Omicron augmente aussi la
probabilite de myalgie. Malgré le fait que la variante Omicron soit plus transmissible et
engendre de symptdmes plus séveres, une analyse de 41000 individus infectés pendant la vague
de la Delta et 56000 de 'Omicron a observé que I'infection par cette derniere a moins de

chances de causer un syndrome de COVID longue (Aloe et al., 2023; Antonelli et al., 2022; Du
et al., 2022).

Finalement, ce qui fait de la COVID longue un défi de santé publique c’est aussi le fait que
la vaccination contre le SARS-CoV2 ne diminue pas la probabilité de la développer en cas
d’infection (Strain et al., 2022). 1l est déja prouvé que la vaccination protege les patients contre
les formes plus sévéres de la COVID-19, mais cela ne semble pas le cas pour la COVID longue
(AFAly et al, 2022). L’Office Britannique de Statistijues Nationales montre que, des 2
millions de cas britanniques de COVID longue, environ la moitié est apparue pendant les
vagues post-vaccinales, notamment celles de la souche Delta et de 'Omicron(AlAly et al,
2022) Néanmoins, des études montrent que la vaccination pourrait jouer un réle sur la durée

des symptdmes de COVID longue, sur leur intensité et par conséquence sur leur impact dans la
vie des personnes atteintes (Tran et al., 2023).
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e Syndrome de Fatigue Chronique, dysautonomie et COVID longue

La fatigue rapportée dans la métanalyse susmentionnée peut étre forcément associée au
syndrome de fatigue chronique/encéphalomyélite myalgique (SFC/EM) (Davis et al., 2023).
Effectivement, environs la moitié des patients avec COVID longue remplissent les criteres
diagnostiques pour SFC/EM (Haffke et al., 2022; Kedor et al., 2022). Ce syndrome est un
diagnostic controversé, vu que 90% des patients n’ont pas encore été diagnostiqués (Valdez et
al., 2019). D’ailleurs, le scepticisme sur la gravité de cette condition est encore treés répandu
parmi des professionnels de santé (Valdez etal., 2019). De plus, i s’agit d’une condition sans
uA biomarqueur ni wre caractéristique biologique propre. La cliniue demeure donc le seul
moyen pour le diagnostic de ce trouble, qui est défini comme « un épuisement chronique
inexpliqué par une autre pathologie ou un effort prolongé, qui est nouveau pour le patient et qui
dure depuis au moins six mois. Cette fatigue chronique n’est pas soulagée par le repos et réduit
significativement toutes ses activités ». Le malaise post-effort et le sommeil non-réparateur sont
aussi des criteres nécessaires au diagnostic. Ou I'intolérance orthostatique ou le déficit cognitif
doit étre présent aussi. Finalement, il n’est surprenant d’observer la survenue de SFC/EM a la
suite d’une infection par SARS-CoV2, puisque 27,1% des personnes qui avaient été infectées

par SARS-CoV1 dans les années 2000 ont remplis les criteres de ce syndrome 4 ans apres
I'infection (Lam et al., 2009).

Le SFC/EM dans la COVID longue pourrait avoir un lien avec le virus Epstein-Barr
(Altmann et al., 2023). Le virus Epstein-Barr est décrit comme un des pathogenes de la SFC/EM
(Choutka et al., 2022). Un des mécanismes physiopathologiques proposés pour la COVID
longue est la réactivation de I'infection de I'Epstein-Barr par les lymphocytes B de mémoire
(Shafiee et al., 2022). Une étude rétrospective de I'Université de Wuhan, en Chine, a été le
premier a démontrer que la co-infection du SARS-CoV2 et de I'Epstein-Barr augmentait en
presque trois fois le risque de développer de la COVID-19 sévere(Chen et al., 2021). Une autre
¢tude longitudinale a démontré I’association entre la virémie par Epstein-Barr et la fatigue dans
la COVID longue(Su etal., 2022). L’insomnie, la céphalée, la myalgie et la confusion mentale
pourraient aussi €tre dues a la réactivation de I’Epstein-Barr (Gold et al., 2021). Cependant, les
résultats d’une étude sur une cohorte de 280 patients suggerent a contrario que la fatigue et le
déficit cognitive dans la COVID longue ne seraient pas liés a la réactivation du virus Epstein-
Barr (Peluso et al., 2023).
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La dysautonomie, particulierement le STOP, est aussi associé au SFC/EM et a aussi une
infection virale comme declencheur. La STOP est un syndrome chronique deéfini pour
I'augmentation du rythme cardiaque au changement de posture, sans une hypotension
orthostatique associée (Shaw et al., 2019). Il est donc une intolérance orthostatique. Des
symptdmes associés empirent aussi au soulevement, ces sont la fatigue, des palpitations, du
tremblement, de la vision floue, de la syncope et des étourdissements (Shaw et al., 2019).
L’¢étude d’une cohorte de 2314 personnes avait trouvé de la STOP dans 67% des patients de
COVID longue (Larsen et al., 2022). Le mécanisme humoral de la COVID longue participe
dans la physiopathologie du STOP, vu que les autoanticorps contre les récepteurs adrénergiques
et muscariniques y jouent un role (Wallukat et al., 2021). La neuropathie de petites fibres est
aussi associée a la STOP, et les deux sont souvent trouvées chez les patients de COVID longue.
Cette neuropathie s’agisse d’une altération des fibres A et C de la nociception, et le patient

manifeste de la douleur intense et/ou altération de la perception du froid/chaud (Oaklander et
al., 2022).

La COVID longue peut aussi toucher les enfants de tout ge. Comme les adultes, les enfants
qui développent la COVID longue ressentent de la fatigue, des malaises post-effort, souffrent
d’altération cognitive, de perte de mémoire, de céphalées, d’intolérance orthostatique, de
troubles du sommeil et d’un souffle court (Sgrensen et al., 2022). Un centre de traitement qui
prend en charge d’adolescents porteurs de COVID longue sévere ou modérée rapporte qu’ils
remplissent en effet les critéres pour le diagnostic de SFC/EM (Morrow et al.,, 2022). Il a été
relevé que les enfants sujets a des troubles déficitaires de lattention, avec unurticaire chronique
et une rhinite allergique était plus a risques de développer la COVID longue suite a I'infection
par le SARS-CoV2 (Merzon et al., 2022). Enfin, il est aussi probable que les enfants nés de

meres ayant eu la COVID-19 durant sa grossesse aient un risque accru de développer des
troubles du neurodéveloppement avant '’age d’un an (Edlow et al., 2022).

e Mécanismes physiopathologiques généraux

Comme l'on peut observer par la myriade de symptomes et signes compris, la COVID
longue est une maladie des multiples organes dont les processus physiopathologiques
surpassent la simple infection des cellules cibles qui expriment de ’ACE2 (Dennis et al., 2021).
Ces dégats aux multiples organes sont attribués a la formation de caillots sanguins dans la phase
aiglie et/ou par la réponse immunitaire au virus, aigiie et chronique (Jing et al., 2022). Une

réduction de la densité vasculaire de long terme, spécialement au niveau des capillaires, a été
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observé chez les patients porteurs de COVID longue (Osiaevi etal., 2023). En ce qui concerne
les poumons, par exemple, des patients qui présentaient du souffle court ou de la désaturation
aux moindres efforts ont été scannés par IRM moléculaire a base de xénon hyperpolarisé par
laser et par tomographie dans un suivi (Matheson et al., 2023). Cette méme étude a aussi mesuré
la capacit¢ de diffusion de monoxyde de carbone des poumons. L’association entre ces trois
parametres ont mis en évidence une insuffisance des échanges gazeuses dans les compartiments
vasculaires des poumons. Une autre étude montre que la formation persistante de caillots
sanguins chez 5% des patients avec COVID longue avec des symptémes pulmonaires (Dhawan
et al., 2021). Une autre montre que chez quelques patients avec COVID longue, les taux de
FVWW ont une corrélation inverse avec la performance au teste de la marche de 6 minutes, et
aussi avec la désaturation ou augmentation de lactate au teste des levers de chaise d’une minute
(Fogarty et al.,, 2021; Prasannan et al., 2022). Néanmoins pour le cceur, ces études radiologiques

ne sont pas concluantes, malgré¢ le fait que d’autres lui montrent comme le plus affecté parmi
les organes dans le contexte de la COVID longue (Altmann et al., 2023).

Une hypothése peu explorée pour expliquer les effets de la COVID longue c’est de la
séquestration du virus dans un organe méme apres la phase aigiie de la maladie (Altmann et al.,
2023). L’appareil digestive est I'un des candidats les plus probables. Plusieurs études montrent
en effet la persistance de ’ARN virale dans le matériel fécal de ees patients pendant jusqu’a 8
mois aprés le début des symptébmes (Cheung et al., 2022; Gaebler et al., 2021; Swank et al.,
2023; Zoliner et al., 2022). Cependant, il est difficile de faire la corrélation entre la PCR fécale
positive et la présence des symptdbmes de COVID longue, vu qu’une partic importante des
patients avec ce resultat sont asymptomatiques et vice-versa (Cheung et al., 2022; Y. Wu et al.,
2020). Cependant, une étude a montré la persistance du virus dans des biopsies du tube digestif
haut et bas jusqu’a 6 mois aprés I'infection, et ceci sans infiltration des cellules inflammatoires
dans le tissu intestinal mais une activation continue des lymphocytes B de mémoire. Cela
suggere une stimulation antigénique continue (Gaebler et al., 2021). Dans ce sens, une autre
étude réussi a démontrer la présence de la protéine S dans le sérum chez 60% des patients avec
COVID longue méme un an apres le début des symptdmes de la COVID-19 (Swank et al.,
2023). D’ailleurs, d’autres organes sont aussi proposés comme étant des réservoirs potentiels
du virus par certaines études post-mortem (Stein et al., 2022). Donc, cela suggére que partie des
symptomes de la COVID longue pourraient étre liés a la persistance du virus dans le corps, au

moins dans un sous-groupe de patients.
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La formation d’auto-anticorps est aussi un aspect pertinent de la physiopathologie de la
COVID longue. Une étude pionniere pendant la premiere vague de COVID-19 a démontré que
les patients dont le pronostic vital est engagé développent des auto-anticorps anti-IFN de type
| (lire le r6le que le IFN-I joue comme premiere défense immunitaire au SARS-CoV2 dans la
session 1.2) (Bastard et al., 2020). Le SARS-CoV2 induit la production d’un grand répertoire
d’auto-anticorps qui sont aussi associés a la sévérité de la maladie (Altmann etal., 2023).

Il est connu que les lymphocytes B sont capables méme physiologiquement de produire
d’autoanticorps. Par contre, ces autoanticorps sont dans la majorit¢ des cas des anticorps IgM
de basse affinité et aussi biaisés pour se lier ades antigenes solubles du plasma, au lieu de ceux
sur la surface des cellules. La capacité de générer des anticorps avec une affinité précise aux
antigenes des pathogénes se fait grdce aux centres germinaux. Ces sont des structures
temporaires dans les tissus lymphoides secondaires et les plaques de Payer ou les lymphocyte
B subissent des mutations somatiques dans les génes codant les récepteurs a ces antigenes. 1ls
servent donc a produire des plasmocytes matures et des lymphocytes B de mémoire (Elsner &
Shlomchik, 2020).

Dans ce sens, les patients en COVID-19 sévere ont une augmentation des lymphocytes B
double-négatifs (négatifs pour le CD27 — marqueur de mémoire — et pour IgD). Ces
lymphocytes ont une tendance a s’activer de fagon extra-folliculaire, ie., dehors le tissu
lymphoide, ce qui favorise la formation d’autoanticorps (Knight et al., 2021). De plus, il y a
chez ses patients un effondrement de I'activité des centres germinaux et une altération de la
sélection négative des lymphocytes B (importante pour leur maturation et leur spécificité)
(Kaneko et al., 2020). Par conséquence, plus de 260 auto-anticorps IgM ont été identifiés chez
les patients avec COVID-19 aigiie (Wong et al., 2021). Une autre étude montre qu’environ la
moitié des patients hospitalisés pour COVID-19 développent des autoanticorps (Chang et al.,
2021). Finalement, une étude de cohorte ayant analysé des patients séveres en USI et des
patients porteurs de COVID-19 légére/modérée a observé que plus que la moitié des patients
dans chacun de ces deux groupes avaient developpé des auto-anticorps (Richter et al., 2021).
L’IgM anti-ACE2 peut étre trouvé dans 27% des patients avec une COVID-19 sévere (Casciola-
Rosen et al., 2022). Des anticorps anti-nucléaires comme dans le lupus peuvent aussi étre
observé chez ses patients (Knight et al., 2021). Finalement, un article de synthése a proposé que
la coagulopathie observée dans la COVID-19 puisse étre similaire a celle retrouvée dans le
syndrome anti-phospholipide, une condition engendrée par quelques auto-anticorps spécifiques
aux phospholipides (Knight et al., 2021).
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La dysbiose est aussi identifiée chez les patients avec COVID longue, avec un
enrichissement de Ruminococcus gnavus et Bacteroides vulgatus et une diminution de
I'abondance de Faecalibacterium prausnitzii, par exemple (Liu et al., 2022). Il est probable que
cette dysbiose qui est décrite dans la physiopathologie de la COVID-19 aiglie, et est associée a
la sévérité de la maladie puisse contribuer par sa persistante aux symptémes de sa forme longue
(Liu etal.,, 2022). Les dysbioses dans la COVID longue augmentent la production de butyrate,
dont le réle protecteur dans les maladies auto-immunes, métaboliques ou cardiovasculaires est
déja décrit (Rosser et al., 2020). De maniere intéressante, une réduction de la présence de F.
prausnitzii accompagnée d’une déficience en butyrate est aussi retrouvée dans le contexte de
SFC/EM (Guo et al., 2023). Une étude prospective a démontré que la fatigue et les symptdomes
neuropsychiatriques dans la COVID longue étaient corréles a la présence de pathogenes
intestinaux nosocomiaux, Clostridium innocuum et Actinomyces naeslundii, et inverse ment
corrélé a la présence de bactéries productrices de butyrate (Q. Liu etal., 2022).

1.5.2 Symptomes neuropsychiatriques de la COVID longue

Les symptdmes neuropsychiatriques sont un composant majeur de la COVID longue et
incluent des symptdmes sensorimoteurs, la perte de la mémoire, le déficit cognitif, la
paresthésie, le malaise et troubles de I’équilibre, I'hypersensibilité¢ a la lumiére et aux bruits, la
perte du gotit ou de I'odorat, ou I'altération des fonctions autonomes (Lopez-Leon et al., 2021).
L’étude des répercussions neuropsychiatriques de I'infection par le SARS-CoV2 a pu se faire
a la lumiere de celles développées par les patients ayant survécus aux épidémies de SARS-
CoV1 et de MERS.

La métanalyse des symptdmes de la COVID longue effectuée par Lopez-Leon et al. a
identifié plusieurs symptomes neuropsychiatriques, comme la céphalée (44%), le déficit
d’attention (27%) et 'anosmie (21%) (Lopez-Leon et al., 2021). Les patients ayant développés
une COVID longue peuvent présenter aussi des troubles du sommeil et un brouillard mental,
comme decrit précédemment, et ont un risque augmenté de développer des problemes
psychiatriques, comme la dépression, 'anxiété¢ et une démence. D’ailleurs, la perte de cheveux
trouvée chez ces patients pourrait étre li¢é au phénoméne appelé I'effluvium télogéne, défini
comme une importante perte capillaire face a un événement stressant ou une infection(Lope z-
Leon etal.,, 2021). Le risque de développer un Trouble du Stress Post-Traumatique (TSPT) est
aussi augmenté (Steardo et al., 2022). De nombreux troubles psychiatriques ont émergés dans
la population 20 mois aprés le premier épisode de COVID-19; 18,3% de la population a
développé une dépression, 17,9% un TSPT, 16, 2% de l'anxié¢té, et 13,5% des troubles de
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sommeil(Zeng et al., 2022). Un épisode aigu de COVID-19 peut étre aussi entrainer une
complication des symptdmes déja existants. Une autre étude montre que 16% des patients ayant
développé un COVID sévere sont aussi atteints de TSPT (Yuan etal., 2021).

La pathologie psychiatrique associée a la COVID longue semble commencer par une
asthénie (un sentiment de fatigue intense et persistante), un sens d’apathie avec perte d’intérét
de relations interpersonnels et une décroissance du plaisir vers les activités qui plaisaient le
patient avant (Ceban et al., 2022). La dépression associée a la COVID longue semble quant a
elle avoir une forme atypique et se distinguer des formes « classiques » de dépression (Steardo
et al., 2021). Celle-ci peut étre en effet accompagnée de traits psychotiques, d’agitation
psychomotrice, de détérioration neurocognitive et d’un changement du rythme veille-sommeil
(Steardo et al., 2021). Dans le cadre de ces derniers, les patients montrent notamment des
difficultés a initier un sommeil profond (Ceban et al., 2022). Il est a noter que méme dans le
cadre de la COVID-19 aigle, 74,8% des patients ont rapportés des problemes de sommeil
(Jahrami et al., 2021).

La métanalyse de Ceban et al, de 2022, montre qu’environs 22% des patients avec
COVID-19 peuvent présenter du déficit cognitif méme aprés 1 an de la phase aiglie. Cet effet
est indépendant de Panxié¢té et de la dépression qui ont aussi rapportées pendant la pandémie,
et peut atteindre dans les mémes proportions les personnes hospitalisées et non-hospitalisées
(Ceban et al., 2022). Une étude réalisée sur 1,3 millions de personnes ayant contracté la
COVID-19 montre que la prévalence de I'anxiété etde la dépression diminue au cours du temps,
pour laisser place a d’autres symptomes tels que le brouillard mental, des convulsions, la
démence, la psychose et d’autres conditions neurocognitives qui persistent pendant 2 ans ou
plus (Taquet etal., 2022). L’activation de la voie de la kynurénine est aussi associée aux impacts
de la COVID-19 sur la cognition, et est donc un point de convergence entre la dysbiose et ses
impacts neuropsychiatriques (Cysique et al.,, 2022). La voie de la kynurénine est une voie de
production de nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+) a partir des métabolites du
tryptophane. Il faut noter que le tryptophane est un aminoacide essentiel qui sert de base a la

production de la sérotonine et, par conséquence de la mélatonine(Davis & Liu, 2015).

Une étude post-mortem a montré que chez les patients COVID-19 les voies de
signalisations impliquées dans la formation de la Tau hyperphosphorylée étaient exacerbées
(Reiken et al., 2022). Une étude de cohorte a montré que les marqueurs de neuroinfllmmation

et rupture de la BHE étaient corrélation avec la perte de volume de masse grise dans 'amygdale,
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le cortex entorhinal, les ganglions de la base, le gyrus cingulaire et les areas orbitofrontales chez
les patients porteurs de Neuro-COVID (Etter et al., 2022). Notamment, 81% des aires
incriminées  étaient associées au traitement des informations gustatives et olfactives par le
cortex (Etter et al., 2022). Une autre étude menée par la UK BioBank a montré que méme les
patients non-hospitalisés ont subi une altération du volume de la substance grise, surtout dans
cortex orbitofrontal et dans le gyrus parahippocampique (Douaud et al., 2022). Une réduction
du lobule cognitif du cervelet crus Il a été aussi observée et les auteurs ont trouvé une corrélation
avec le déclin cognitif. La puissance de ce dernier travail réside dans le fait que chaque personne
mpliquée dans I'étude avait réalis€¢ une IRM avant et apreés 'épisode de COVIDI19 et que seul
une proportion d’entre eux avait ét¢ infectée par le SARS-CoV2 (Douaud et al., 2022).

1.5.3 Reépercussions reproductives de la COVID longue

Un impact sur le systeme reproducteur a aussi été rapporté chez les patients avec une
COVID longue, méme si les mécanismes ne sont pas encore bien connus. Une étude a par
exemple a montré qu’a Wuhan les femmes affectées par la COVID-19 avaient une diminution
de la réserve ovarienne et présentaient des troubles de la reproduction (Ding et al., 2021). Une
altération du cycle menstrue a aussi été décrite chez les femmes ayant développé une COVID
longue (Medina-Perucha et al., 2022). De maniére surprenante, pendant le cycle menstruel, la
période des régles et la semaine précédant celles-ci sont associées au déclenchement cyclique
de certain symptomes de COVID longue tels que la SFC/EM (Davis et al., 2021) (Davis et al.,
2023).

ACE2 est aussi exprimé dans le systeme reproducteur masculin. ACE2 et TMPRSS2 sont
fortement exprimés par les spermatogonies, les cellules de Leydig et de Sertoli dans les
testicules, et aussi dans les autres organes reproducteurs comme la prostate, les vésicules
séminales et les glandes bulbo-urétrales (Cardona Maya & Carvajal, 2020; Fan et al., 2021;
Zupin et al,, 2020). Chez 'homme par ailleurs la présence persistante du virus dans le tissu
pénien serait la cause de I'augmentation du risque de dysfonction érectile chez les patients
COVID-19 (Maleki & Tartibian, 2021). Ces problemes sont probablement liés a I’action du
virus sur I'endothélium pénien. De plus, une détérioration de qualit¢ du sperme, avec le
changement de plusieurs paramétres, comme le volume du sperme, le comptage et la
concentration des spermatozoides, autant que leur motilité et leur morphologie aété montré. Le
liquide seéminal de ces patients présente aussi des concentrations élevées de cytokines et la
présence des caspases 3, 8 et 9 (Kresch etal., 2021).
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1.6 Les modéles animaux pour ’étude du SARS-CoV2

L’étude de I'infection du SARS-CoV2 dépend tout d’abord de la capacité de ces animaux
d’étre infectés, ce qui est défini principalement par la similarit¢ entre 'ACE2 humaine (dans
cette session abréviee comme hACE2). Depuis les épidémies de SARS-CoV1 et MERS, un
modele d’infection avait ét¢ développé a partir de I'msertion de 'hACE2 dans le génome de la
souris sous le promoteur du kératinocyte 18, générant le modéle nommé K18-hACE2 (McCray
et al., 2007). Une autre option a été l'utilisation des primates non-humains et de hamsters
syriens, dont 'ACE2 est similaire a PACE2 humaine et qui de ce fait sont naturellement
infectés par le SARS-CoV2 (Lu et al.,, 2020; Sia et al., 2020). Cependant, ces modéles ont
certaines limitations et ne permettent pas, par exemple, de récapituler I'ensemble des
comorbidités retrouvé chez les patients COVD19 les plus séveres. Aucun de ces modéles ne
permet encore d’étudier la transition entre les formes aigiies parfois asymptomatiques et les
formes chroniques parfois séveres de la COVID19 (Fan et al., 2022). Le tableau 1 a la fin de
cette session résume chacun de ses modéles décrits ci-dessus.

e Les primates non-humains

Plusieurs espéeces de primates non-humains ont été utilisées pour d’étudier les symptomes
et la physiopathologie de la COVID-19. Cependant, la physiopathologie de la COVID-19 varie
fortement en fonction des espéces. Celle dont le profil de la maladie est plus proche de la
COVID humaine, les macaques rhésus présentent a [Ihistopathologie du poumon une
décoloration, une consolidation, une infiltration, une hémorragie, de la cicatrice, une nécrose et
une pneumonie interstitiel (Lu et al., 2020; Munster etal., 2021). Cliniquement, les macaques
rhésus infectés présentent de la fievre, une perte du poids et de appétit et de la dyspnée (Lu et
al., 2020). Une thrombopénie et une lymphopénie peuvent étre aussi trouvées aux analyses
cliniques (Lu etal., 2020). Cependant, ils n’évoluent pas vers le SRAS, en ayant une rémission
des symptomes cliniques vers 11 jours aprés I'infection (Blair et al., 2021; H. Zheng et al.,
2020). Par ailleurs, il semble un potentiel modele pour étudier la NeuroCOVID et les
conséquences de la COVID longue chez les patients COVID-19 légere ou modérée, vu que ces
animaux exhibent immunomarquage de la protéine N dans le cerveau aprés I'inoculation
intranasal du SARS-CoV2 (Jiao et al., 2021). Cette invasion comprend I'hippocampe, I'arca
entorhinal et le cortex prepyriforme (Jiao et al., 2021). Un autre modele est le macaque
cynomolgus qui exhibe des symptdmes similaires aux macaque rhésus, mais présentent aussi

de la consolidation pulmonaire et les dommages alvéolaires diffus a I'autopsie des poumons
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(Rockx et al., 2020). Comme le macaque rhésus, PARN viral est abondant dans le tractus
respiratoire, mais les macaque cynomolgus montrent une clairance virale plus rapide que les
premiers (Johnston et al., 2021). Par ailleurs, les macaques cynomolgus agés exhibent plus de
symptdmes evidents, tandis que les jeunes peuvent étre assymptomatiques (Rockx et al., 2020;
Urano et al., 2021).

Le singe vert africain et le babouin ont aussi été utilisés comme modeles d’étude de la
COVID-19 (Blair et al.,, 2021; Johnston et al., 2021; Woolsey et al., 2021). Les singes verts
africains &gés apparaissent étre un bon modele mimant le SRAS (Blair et al, 2021). A
I'infection par le SARS-CoV2, ils développent les mémes symptdmes que les macaques
cynomolgus, avec en plus une augmentation dunombre des monocytes dans le sang et des taux
sériques d’aspartate et d’alanine aminotransférases (Blair et al., 2021). Mais avec le temps, les
singes verts développent une maladie sévere et de fortes Iésions histopathologiques dans les
poumons (Woolsey et al., 2021). lls peuvent aussi présenter une décoloration pulmonaire, de
I'opacité, de la bronchiolisation, de I'’hyperémie et des adhésion pleurales (Woolsey et al,

2021). Finalement, chez le babouin la sévérit¢ de I'infection et des Iésions pulmonaires ainsi

que les symptomes associés s’accentuent avec I'age (Singh et al., 2021).

e Le hamster doré ou syrien

Depuis I'épidémie de SARS-CoV1, les hamsters dorés ou syriens se sont révélgs étre des
h6tes possibles pour ce beta-coronavirus. lls ont été proposeés comme un modeéle pour étudier
les formes légeres et modérées de COVID-19, méme si ce modele se heurte a plusieurs
limitations techniques li¢ées au manque d’outils disponibles pour cette espece (anticorps, sondes
Tagman, RNAscope, etc) (Fan et al., 2022). Les séquences de TACE2 humaine et de hamster
sont similaires (Pach etal., 2021). Lors de I'infection par les SARS-CoVs, les hamsters syriens
développent une maladie respiratoire, accompagnée d'une perte de poids, le principal indicate ur
de la gravité de linfection (Sia et al., 2020). La réplication du virus dans les voies aériennes
décline aprés 2 semaines et la perte de poids est rapidement compensée. Par contre, 'obésité
peut prolonger la période d’endommagement pulmonaire et retarder la reprise de poids pos-
infection (Briand et al., 2022). Pendant cette période de la maladie, il est possible de détecter le
virus dans I’épithélium bronchique, les cellules épithéliales alvéolaires de type I et de type II et
les macrophages (Osterrieder et al, 2020). Quelques études montrent aussi une faible

réplication virale dans le cerveau, le TGI et les testicules (Li et al., 2022; Osterrieder et al.,
2020).
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Malgré le fait d’étre un modéle plus physiologique que les souris transgéniques, les
hamsters infectés ne récapitulent pas les formes séveres de COVID-19 (Rosenke et al., 2020a).
La propagation du virus engendre une inflammation, des Igsions tissulaires et des anomalies
pulmonaires, y compris la pneumonie interstitielle, [linfiltration de cellules inflammatoires,
I'épaississement septal aléolaire et les lésions distinctives du systéme vasculaire (Y. Q. Deng
etal., 2022). Cependant, la réponse immunitaire pulmonaire innée pilotée par les macrophages
s’installe rapidement, suivie de I'nfiltration de lymphocytes T CD3+ et de monocytes dans la
région péribronchique (Sia et al., 2020). L’efficace de la réponse immunitaire innée du hamster
suite aune infection par le SARS-CoV?2 est la raison pour laquelle les symptémes y sont limités
et la guérison rapide (Rosenke et al., 2020a), méme dans le cas de I'invalidation génétique d’IL2
qui prolonge le temps de séjour du virus dans les poumons chez le hamster (Rosenke et al.,
2020a), ou dans le cas du Syndrome Métabolique induit par diete (Briand et al., 2022). Lorsque
la charge virale pulmonaire diminue, les changements histopathologiques provoqués par le
SARS-CoV2 régressent et les lésions pulmonaires disparaissent quelques jours suivants
I'infection (Sia et al., 2020).

Les hamsters présentent des altérations histopathologiques endothéliales comparables a
l'endothéliose chez les patients infectés par le SARS-CoV2 (Osterrieder etal., 2020) et certaines
altérations a long terme, y compris dans le systeme sensoriel olfactif, le systeme reproducteur
et le systeme cardiovasculaire (Li etal., 2022; Rizvi et al., 2022; Zhang et al., 2021). De ce fait,
les hamsters apparaissent été un bon modele pour étudier la COVID longue suite a une phase
aigué de COVID-19 d’mtensité faible ou modéré (Heydemann et al., 2023). Dans ce sens, une
des altérations presentes dans la COVID longue, la dysbiose peut aussi étre trouveée chez les
hamsters infectés (Sencio et al., 2022). La femelle hamster infectée par le SARS-CoV2 présente
aussi des pathologies cardiovasculaires a long terme, comme de la fibrose interstitielle
myocardique et I'épaississement des parois ventriculaires. De plus, linfection par le SARS-
CoV-2 modifie les profils de lipides et de métabolites sériques dans cette espéce, comme chez
les patients humains (Rizvi et al., 2022). Une autre étude a révélé que linfection par le
SARSCoV-2 causait une diminution aigué du nombre de spermatozoides et de testostérone
circulante chez le hamster male, ainsi qu'une réduction de la taille des testicules et des taux
d'’hormones sexuelles pendant les mois suivant linfection (Li et al., 2022). La souche circulante
Omicron s'est avérée causer des changements similaires, alors que la vaccination protégé les
hamsters males des Iésions testiculaires (Li et al., 2022) Finalement, la progression du SARS-

CoV2 chez les hamsters syriens dépend de I'age et les hamsters plus agés présentent des signes
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cliniques plus graves, et le renouvellement des cellules sénescentes pulmonaire améliore les

séquelles pulmonaires et systémiques de I'infection (Delval et al, 2023; Osterrieder et al.,
2020).

e Les modéles souris

Les souris sauvages ne peuvent pas étre infectés par le SARS-CoV2, contrairement aux
hamsters. En effet, TACE2 des souris et de rat n’ont pas assez de similitudes avec 'ACE2

humaine (Hu et al., 2021), méme s’il a ét¢ montré que certaines souches virales de SARS-
CoV2, tel que le variant B.1.1.7, étaient capable d’infecter les souris dgées (Chen et al., 2022).

Plusieurs modeles de souris humanisées ont été générées et notamment des souris
transgéniques K18-hACE2 (Jiang et al., 2020; McCray et al., 2007; Yang et al., 2007; Zhou et
al., 2021). Ces modéles expriment I'hACE2 de maniére stable dans plusieurs organes.
Cependant, les differences de profils d'expression de hACE2, les différentes souches de SARS-
CoV2, ainsi que les diverses voies d'infection et doses virales, entrainent differentes
manifestations cliniques et changements pathologiques (Zhou et al., 2021). La plupart de
modeles murins ont ét¢ développé sur le fond génétique C57BL6; développer d’autres modéles
sur d’autres fonds génétiques tel que le fond BALB/c pourraient étre utile notamment pour
évaluer les conséquences de I'infection SARS-CoV2 dans un contexte de réponse Th2 plus
marqué (Fan et al., 2022).

Par chance, les souris K18-hACE2 avaient été créés pour les études sur SARS-CoV1 en
2007 (McCray et al., 2007), ce qui a permis de lancer les premiéres expériences mecanistiques
dés le printemps 2020. Apres une exposition intranasale au SARS-CoV2, ces animaux
présentent une infection systémique, avec un virus détectable dans I'épithélium nasal, la trachée,
les poumons, le cceur, la rate, le foie, les remns, l'estomac, le gros intestin, l'ntestin gréle et le
cerveau (Zheng et al., 2021). La perte de poids est le signe clinique le plus évident et le plus
important chez la souris (Bao et al., 2020). Ce modele, tout comme le modéle HFH4-hACE2,
qui exprime hACE2 sous le contrdle du promoteur bronchiolaire HFH4, exhibent une détresse
respiratoire, une biomécanique pulmonaire nettement anormale et de la dyspnée (Bao et al.,
2020; Jiang et al., 2020). Le cerveau peut étre également un organe cible de I'infection chez les
souris K18-hACE2 et chez les HFH4-hACE2, suggérant une invasion du systeme nerveux
secondaire a des infections respiratoires (Golden et al., 2020; Jiang et al., 2020). Ce profil
d’infection par le SARS-CoV?2 a été recapitulé par un modéle CAG-hACEZ2, avec un tropisme

similaire pour les poumons et le cerveau (Asaka et al., 2021). Par ailleurs, le modéle HFH4-
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hACE2 semble reproduire I'aspect sévére de la NeuroCOVID, étant donné que la réplication
virale dans le cerveau est la condition pour une perte de poids de plus de 20% ou méme le déces
chez ce modele (Jiang et al., 2020). Finalement, le modéle K18-hACE?2 présente une exubérante
dissémination du virus dans le cerveau, bien qu’elle ne soit que partiellement dépendante de

I'expression de hACE2 dans le tissu nerveux de ce modele murin (Carossino et al., 2022).

Ces trois modéles sont capables d'imiter la pneumonie associée a une infection grave par
le SARS-COV2, avec des lésions alvéolaires diffuses, une pneumopathie interstitielle et des
infiltrats inflammatoires ou lymphocytaires (Asaka et al., 2021; Bao et al., 2020; Golden et al.,
2020; Yinda et al, 2021). Cependant, ils expriment de I'hACE2 d’une fagon non-
physiologique, ce qui a limitée la transposition des résultats qui y ont été obtenu a la clinique
humaine (Mufioz-Fontela et al., 2020). De toute maniére, ces animaux peuvent mimer la
thrombose caractéristique des formes graves de la COVID19 (Zheng et al., 2021). De plus, ces
modeles permettent la description des processus immunologiques de la COVID-19 qui refletent
des changements dans la réponse immunitaire des poumons. En particulier, plusieurs
chimiokines (CCL2, CCL3, CCL4, CXCLI et CXCLI10) et cytokines inflammatoires (TNFa et
IL-6) associées a la gravité de la maladie COVID-19 chez 'homme sont fortement induits dans
ces modeles (Golden et al., 2020; Lee et al., 2023; Oladunni et al., 2020; Winkler et al., 2020).
Enfin ces modéles ont pu étre utilisés pour les études pré-cliniques de la mise au point des
vaccins et médicaments pour lutter contre I'infection du SARS-CoV2 (Céceres et al., 2021; Lee
et al, 2023; M.-Q. Liu etal., 2022; Villadiego et al., 2023).

Depuis 2020, des modeéles plus physiologiques de souris mutantes ont été génerés, en
utilisant notamment le promoteur endogéne ACE2 de souris pour conduire I'expression
d’hACE2 (Sun et al., 2020; Zhou et al., 2021). Ces modeles ne développent pas les symptémes
séveres de la COVID-19. Par contre, ces souris montrent des lésions distinctes du systeme
vasculaire et une progression pathologique liée a leur age, comme chez ’humain (Sun et al,
2020). Par ailleurs, un modele knock-out pour 'TFN-y a été développé sur le fond de KI-hACE2
et ces souris développent une pneumonie sévere apres infection par le SARS-CoV2 (Sun et al.,
2020). Un modéle de triple ou double knock-in sur le fond KI-hACE2 avec des corécepteurs
importants aussi humanisés, tels quels la Nrpl, la TMPRSS1 et Bsg pourraient étre une
alternative pour modéliser la transition entre les formes aigues bégnines et les formes

chroniques séveres (Fan etal., 2022).
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Tableau 1 — Modéles animaux pour I'infection avec le SARS-CoV2

Signes cliniques

Pathologie

Organes infectés

Cinétique de la
maladie

Références

Primates

Macaque rhésus

De la fievre, de la perte de pois,
l'asthénie, une baisse de plaquettes,
neutropénie, lymphopénie.

De la décoloration pulmonaire, de la
consolidation, des infiltrées inflammatoires, du
verre dépoli, de la nécrose.

Les poumons, les
ganglions
lymphatiques
paratrachéaux, le
pharynx, la trachée
le foie, la rate, le
cerveau.

Les symptomes durent
jusqu’a 11-14 jours
apres 'infection.

Les prélevements
nasauxet rectaux sont
positifs jusqu’a 27
jours apres
I’inoculation.

Jiao et al., 2021
Zhenget al., 2020
Singh et al., 2021

Munsteret al., 2021

Macague
cynomolgus

De la fievre, de la perte de pois, de
I’élévation aigue des transaminases
et de ’écoulement nasal. Les
macaques jeunes sont
asymptomatiques.

De la lésion alvéolaire diffuse, de la décoloration
pulmonaire, de la consolidation, des infiltrées
inflammatoires, du verre dépoli, de la nécrose.

Les poumons, les
ganglions
lymphatiques
paratrachéaux, le
pharynx, la trachée
le foie, la rate,
I'intestin.

Les symptomes durent
jusqu’a 14 jours aprés
Pinfection. Les
prélevements nasaux et
rectaux sont positifs
jusqu’a 19 jours apres
I’inoculation.

Rockx et al., 2020
Lu et al., 2020
Urano et al., 2021

Macaque \vert
d’Afrique

De la fievre, de la perte de pois,
l'asthénie, une baisse de plaquettes,
neutropénie, lymphopénie, de
I’élévation aigu de transaminases.

De la consolidation et des infiltrations séveres
dans les poumons, hyperémie et hémorrage, des
adhérences pleurales et de la pneumonie
interstitielle.

Tract respiratoire.

Les symptomes
peuvent durer jusqu’a
18 jours aprés
I'infection. Les
prélevements nasaux
sontpositifs jusqu’a 14
jours apreés
I'inoculation, tandis
que les rectaux, jusqu’a
21 jours.

Woolsey et al., 2021
Hartman et al., 2020
Blair et aL, 2021

Babouin

Pneumonie diagnostiquéea la
radiographie de torax.

Des infiltrées inflammatoires et la formation de
syncytia pulmonaires.

Pharynx, poumons

Des prélevements
nasauxet rectaux sont
positifs jusqu’a 17
jours.

Singh et al., 2021
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Hamster doré

Souris

K18-hACE2

KI-hACE2

KI-hACE2
(Crispr/9)

HFH4-hACE2

De la perte de poids (varie conforme
I’age des hamsters), diminution des
spermatozoides au comptage,
diminution de la taille et du poids des
testicules, diminution de la
concentration des spermatozoides
dans le sperme.

Des symptdmes variés, comme de la
perte de poids (plus que 25%), du
fermement des yeux, de la respiration,
de la piloérection, de I’altération de la
biomécanique pulmonaire. Du décés.
Survie de 0 a 50% en dépendantdela
concentration de virus inoculé.

Une perte de poids légére. Pas
d’autres symptomes particuliers.

De la perte de poids chez les 4gés. Pas
des symptdmes particuliers chez les
souris jeunes.

De la perte progressive de poids et
déces. \Vers 50% des animaux peuvent
survivre a 'infection et étre
asymptomatique. Quelques animaux
peuvent évoluer vers ’encéphalite et
conséquentdéces.

De l'inflammation pulmonaire avec une
progressive consolidation. Dans les cornets
nasaux, une infiltration modérée de cellules
infllmmatoires. De la perte de neurones
olfactifs dans la muqueuse nasale. Des lésions
pulmonaires séveres chez les &gés. Dans les
testicules de quelques hamsters infectés, de
I’eedéme, de ’hémorrage, de I'infiltration de
cellules inflammatoires avec nécrose des tubes
séminiféres.

De la pneumonie progressive avec de
I'inflammation périvasculaire et intra-alvéolaire,
de Pcedéme et de la consolidation pulmonaire.
De la nécrose et hépatite dans le foie. Dans le
cerveau, de 'inflammation progressive du tissu
nerveux, des microthrombi, de I’astrogliose, de
la microgliose. De I'immunomarquage du virus
dans I’hippocampe, le cortex et 'hypothalamus.

De la pneumonie interstitielle.

De la pneumonie interstitielle, avec des
infiltrées modérées de lymphocytes,
macrophages et neutrophiles. De la nécrose sur
la paroi bronchique et de la nécrose alvéolaire.
De la dégénération fibrinoide de vaisseaux
pulmonaires.

De la pneumonie interstitielle modérée avec des
infiltrées inflammatoires (de lymphocytes et de
monocytes), de 'cedéme alvéolaire, des
exsudates de fibrine, nécrose.

Les cornets
nasaux, les
poumons, les
reins, I’'intestin,
les testicules.

Les poumons, le
ceeur, le cerveau,
les reins, la rate,
Iintestin.

Les cornets
nasaux, les
poumons, le
cerveau et les
bulbes olfactifs.

La trachée, les
poumons et le
cerveau.

Les poumons, les
yeux, le cerveau,
le cceur.

Reprise de poids 10 jours
aprés I’'infection. Rémission
des signe pathologiques
pulmonaires 25 jours apres
I'infection. Clearance viral
pulmonaire entre 7-10 jours
apres I’'infection.

Le déces occurrent entre 7 a
10 jours apres I'infection.

Pour les animaux survivants,

la reprise de poids se fait a
partir du 8™ jour vers
Iinfection.

Réplication du virus dans
tous les organes cibles
jusqu’au 4¢™ jour pos-
infection.

Chez les 4gés, de la perte de

poids jusqu’au 3¢™ jour pos-

infection. Du virus dans les
organes cibles détecté au
6°™ jour pos-infection.

Les souris qui décedent
perdentdu poids a partir du
48 jour pos-infection.
Décés au 6™ jour. Le virus

estprésentdans les poumons

jusqu’a 7 jours apres
I'infection.

Sia et al., 2020
Imai et al., 2020
Li et al., 2022
Heydemann et al.
2023

Oladunni et al., 2020
Winkler et al., 2020
Zhenget al., 2020
Golden et al, 2020
Vidal et al., 2022
Carossino et al, 2022

Zhouet al, 2021

Sun et al., 2020
Yang et al, 2022

Jiang et al, 2020
Liu, 2022
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II- Mélatonine : physiologie et applications thérapeutiques

2.1 L’évolution de la mélatonine et ses propriétés antioxydantes

La mélatonine (nommée aussi N-acetyl-5-methoxytryptamine) est une des plus anciennes
molécules synthétisées chez les organismes vivants, si 'on considére I’échelle évolutive (Zhao
etal, 2019). Apres avoir ét¢ découverte a partir d’extraits de glande pinéale de la vache (Lerner
et al, 1960), elle a été retrouvée chez les bactéries, plantes et une variété d’animaux.
Synthétisées déja chez protéobactéries et les cyanobactéries, la diversité des organismes ou la
mélatonine est synthétisée a occasionné I’émergence de nombreuses voies, sites et mécanismes
de régulation de sa synthése (Zhao et al.,, 2019). Cependant, sa structure demeure la méme,
c’est-a-dire celle synthétisée chez les cyanobactéries d’il y a 3 milliards d’années (Manchester
et al., 2015). De plus, de différentes fonctions sont apparues pour cette molécule : 1 - une la
fonction cytoprotectrice pour les organismes unicellulaires, et 2- un role dans le contrdle de la
chronobiologique des organismes pluricellulaires (Cardinali, 1981; Manchester et al., 2015).

Malgré le fait qu’elle soit majoritairement produite dans la glande pinéale chez les
mammiféres, d’autre cellules et notamment certains compartiments subcellulaires spécifiques
seraient capables de produire aussi la mélatonine. En effet, les mitochondries et les
chloroplastes sont des centres de production de mélatonine chez tous les organismes aérobies.
Cette production est indépendante de la synthese de la glande pinéale, qui est elle-méme
dépendante du cycle lumiére-obscurité. Dans les organelles, la mélatonine contrdle la formation

des especes réactives de 'oxygéne (ROS), qui sont produites durant la respiration cellulaire et

la photosynthese.

La mélatonine est synthétisée a partir de la sérotonine, qui est par ailleurs produite a partir
du tryptophane. Le tryptophane est un acide aminé qui peut étre synthétisée dans les plantes,
mais que les mammiféeres doivent Pacquérir par lalimentation. En étant une molécule
liposoluble, la mélatonine peut avoir un effet protecteur contre les agressions de la part des
radicaux libres ou des especes réactives du nitrogene (RNS) a la fois dans les compartiments
cellulaires lipidiques ou aqueux. Ainsi la mélatonine a un role protecteur pour les lipides, les
protéines et 'TADN (Deng et al., 2016; Espino et al., 2010; Mollaoglu et al., 2007; Waseem et
al., 2016). Pour son structure indole, il a été suggéré que la mélatonine aurait une capacité de
sacavenger de ROS/RNS due asa stabilité de résonance (Tan et al., 2002). De plus, les chaines

d’amide et de méthoxyle contribuent a lactivité antioxydante (Tan etal., 2002). Par ailleurs, la
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mélatonine peut se lier a des métaux de transition, qui sont la source de la formation des
radicaux -OH et aussi stimuler la synthese de la glutathionne, un autre antioxydant (Galano et
al., 2015; Limson et al., 1998; Urata et al.,, 1999). Elle peut aussi augmenter I'expression et
lactivit¢ de la SIRT3, une desacetylase de classe III, qui par ailleurs désacetyle I'enzyme
superoxyde dismutase 2 (SOD2) (zhai et al, 2017). Ses métabolites, résultants de son
oxydation, sont aussi des anti-oxydants qui par leurs propriétés de scavenger des ROS/RNS

constituent ce qu’on appelle la cascade antioxydante de la mélatonine (Poeggeler et al., 1994).
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Figure 5. Voies de synthése etde la cascade antioxydante de lamélatonine. a. La mélatonine
est synthétisée a partir du tryptophane dans quatre étapes enzymatiques, ou la sérotonine est
I'intermédiaire clé. b. La cascade de antioxydante de la mélatonine démontre qu’une simple
molécule de mélatonine peut séquestrer (scavenger) plusieurs especes réactives
d’oxygene/nitrogéne. (Adaptée de Manchester et al, 2015 et Zhao et al., 2019).
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2.2 La régulation du cycle circadien par la mélatonine etses récepteurs

En outre de la formation de la mélanine pour la pigmentation de la peau (Lerner et al.,
1960), une des premieres fonctions identifiees de la mélatonine était sa capacité a réguler la
réguler la fertilit¢ des mammiferes qui ont une reproduction saisonniére (Hoffman & Reiter,
1965). La durée des niveaux nocturnes élevés de mélatonine change en fonction de la durée de
la nuit elle-méme, de sorte qu'elle peut moduler TIactivité de I'axe gonadotrope et donc la
fertilité des especes tempérées et arctiques (Reiter, 1972). D’ailleurs, la mélatonine fournit un
signal de la variation du cycle lumiere-obscurité qui permet le maintien de homéostasiques de

I'organisme en synchronisant I'horloge biologique centrale qui, chez les mammiféres, est

localisée dans le noyau suprachiasmatique de I’hypothalamus (Feng et al., 2021).

La glande pinéale est 'un des organes circumventriculaires du cerveau caractérisé par la
présence de capillaires a endothélium fenétrés, ce qui permet un acceés facilitt a la circulation
sanguine et notamment de capter le tryptophane circulant et sécréter librement la mélatonine
dans le sang. (Arendt & Aulinas, 2022; Jones et al., 2021). Innervée par des afférences post-
ganglionnaires sympathiques du ganglion cervical supérieur, l'activit¢ de la glande pinéale est
régulée par les afférences adrénergiques. La norépinephrine augmente la concentration
intracellulaire d’AMP cyclique dans les pinealocytes (Mgller & Baeres, 2002). Cela active
I'enzyme arylalkylamine N-acétyltransférase, qui modifie la sérotonine en N-acetylsérotonine,
ce qui constitue une étape limitante a la synthese de la mélatonine (Zimmermann et al., 1993).
La deuxieme étape limitante de la synthese de mélatonine est par la suite la transformation de
la N-acetylsérotonine par I'activation de I'’hydroxy indole-O-methyl transférase(Axelrod &
Weissbach, 1960). Les neurones du ganglion cervical supérieur sont activés suite a I'inhibition
des neurones du noyau paraventriculaire, qui recoivent des afférences gabaergiques du noyau
suprachiasmatique (NSC) (Jones et al., 2021; Mgller & Baeres, 2002). Le NSC recois les
informations des variations de la lumiere a travers du tractus rétinohypothalamique (Hannibal,
2021) (Figure 6b).

La mélatonine produite est libérée dans la circulation et traverserait la BHE par diffusion
passive, vu qu’elle est une molécule amphiphile (Feng et al., 2021; Yu et al., 2016). Une fois
dans la circulation, elle peut véhiculer son action a travers de 'un de ses récepteurs (L. Liu et
al., 2019). Au-dela de préparer le corps pour le sommeil chez les especes diurnes et de réguler
le cycle circadien, la mélatonine a des fonctions anti-inflammatoires, anti-fibriques,

oncostatiques et contr6le le poids corporel (Cardinali & Hardeland, 2017; Gonzalez-Fernande z
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et al, 2017; Hill etal., 2015; W. Hu et al., 2016; Puchalski et al., 2003; P. Xu et al., 2017). Il
y a plusieurs récepteurs, enzymes et transporteurs décrits avec la capacite de se lier a la

mélatonine, mais les récepteurs mélatoninergiques les mieux caractérisés sont des récepteurs
lies a la proteine G (GPCR) (Liu et al., 2019).

Il'y a deux récepteurs GPCR a la mélatonine : le MT1 (Mtrnla), le MT2 (Mtrnlb) et un
récepteur apparente, le GPR50 (Jockers et al., 2016) qui ne lie pas a la mélatonine chez les
mammiferes, il correspond a I'orthologue du récepteur Mellc des non-mammiferes (Dufourny
et al., 2008). Ce récepteur a perdu la capacité de se lier a la mélatonine durant la divergence
évolutive des thériens a partir des monotréemes (Gautier et al., 2018). Les récepteurs MTL1 et
MT2 présentent des polymorphismes dont certains variants sont associés a des pathologies
telles que le diabete (Bonnefond et al., 2012; Bouatia-Naji et al., 2008a, 2008b; Chaste et al.,
2011; Jockers et al., 2016; Lyssenko et al., 2008; Prokopenko et al., 2008). Les récepteurs MT1
et MT2 agissent comme des récepteurs couplés aux protéines hétérotrimériques Gi/Go et Gg/11,
respectivement, et activent les voies de l'adénylyl cyclase, la phospholipase A2 et la
phospholipase C (Jockers et al., 2016). Cette signalisation se produit en diminuant la synthése
de PTAMPc et du GMPc et/ou en augmentant la formation de diacylglycérol et d’IP3 (Jockers
et al., 2016). Ces récepteurs et leur activation sont particulierement impliqués dans le contrdle
de lactivité noyau suprachiasmatique qui controle les rythmes circadiens (Gerdin et al., 2004;
Weaver & Reppert, 1996). La mélatonine affecte la phase et 'amplitude de l'oscillation du
cycle circadien (Gerdin et al, 2004). L’activation du récepteur MT1 supprime les décharges
neuronales tandis que le MT2 déphase le cycle circadien (Hunt etal., 2001; C. Liu et al., 1997).
La suppression de la décharge neuronale est un des mécanismes par lequel la mélatonine
contribue a la synchronisation du sommeil chez les mammiféres diurnes (Feng et al., 2021).
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Sommeil

Régulation du cycle circadien

Protection antioxydante

1 .

, Ganglion
' ) cervical

; supérieur

Figure 6. Fonctions de la mélatonine. a. La mélatonine est originalement une molécule dont
la fonction est de protéger les cellules de la formation d’espéces réactives d’oxygenes. Au cours
de I'évolution, la mélatonine a été sélectionnée pour d’autres fonctions comme le régulateur du
rythme circadien et le déclenchement du sommeil. b. L’induction de la synthése de mélatonine
par le changement de la lumieére-obscurité. Les informations sont transmises au noyau
suprachiasmatique  (NSC) par le tractus rétinohypothalamique et les afférences
noradrénergiques partantes du ganglion cervical supérieur déclenchent la production de la
mélatonine dans la glande pinéale et sa libération dans la circulation. (Adaptée de (Schippers &
Nichols, 2014) et Feng et al., 2021).
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2.3 Les propriétés thérapeutiques de la mélatonine etdes drogues mélatoninergiques

La premicre application thérapeutique de la mélatonine était I'induction du sommeil
(Hardeland et al., 2008). La melatonine prise entre 2 a 4 heures avant la phase
d’endormissement diminue le délai d’endormissement (Zhdanova et al., 1996). En plus, la
mélatonine n’a pas d’effets secondaires et ne provoque pas des symptomes de sevrage, comme
le font les benzodiazépines et le Zolpidem (Xie et al., 2017). Par contre, I'effet hypnotique de
la mélatonine est leger et la demi-vie de cette molécule dans la circulation est courte (Hardeland
et al, 2008). Pour cette raison, des agonistes des récepteurs mélatoninergiques ont éteé
synthétises, tel quel le ramelteon et Pagomelatine, qui ont une plus forte affinité pour MT1 et
MT2 dans le NSC et une plus longue demi-vie) (Kato et al., 2005; Millan et al.,, 2003). Le
ramelteon est indiqué pour le traitement d’insomnie et le décalage horaire, tandis que
I'agomelatine est utilisée aussi pour le traitement de la dépression, du fait qu’elle a aussi un
effet antagoniste sur I'activité du récepteur sérotoninergique 5-HTazc (récepteur de la sérotonine
(5-hydroxytryptamine) 2C (Bourin et al., 2004; Kato et al., 2005; Millan et al., 2003; Zee et al.,
2010).

Le ramelteon a aussi 'avantage d’avoir une affinit¢ sélective pour les récepteurs MT1 et
MT2, ce qui indique que son action hypnotique est issue de son effet sur le NSC (Kato et al.,
2005). Le métabolisme hépatique du ramelteon donne origine a des métabolites différents de
ceux formés par le métabolisme de la mélatonine (Hardeland et al., 2008). Les effets du
ramelteon sur le sommeil sont multiples : il améliore la qualité du sommeil, augmente la durée
du sommeil, réduit le délai d’endormissement (Kato et al., 2005; Richardson et al., 2008; Zee
et al., 2010). Le ramelteon est aussi tres indiqué pour traiter les problemes de santé et
déregulation du cycle circadien chez les travailleurs de nuit et postés (Richardson et al., 2008).
L’agomelatine est utilis¢é comme un antidépresseur qui améliore la qualit¢é du sommeil chez les
patients avec du désordre de dépression majeure (DDM) (Guaiana et al., 2013). Des patients en
DDM rapportent aussi des problemes de sommeil, et Pagomelatine pourrait étre une option
thérapeutique pour ces patients (Guaiana et al., 2013). Initialement proposée pour la dépression
saisonni¢re, une métanalyse Cochrane a conclu qui n’y a pas de différence entre un traitement

par 'agomelatine et un traitement par luminothérapie (Nussbaumer-Streit etal., 2019).

Quelques études cliniques ont essaye de demontrer que la mélatonine pourrait étre une
thérapie adjuvante dans le traitement de différents types de cancer, avec des résultats limités
(Kostoglou-Athanassiou, 2013). En effet, invitro la mélatonine inhibe la croissance des cellules
cancéreuses du sein, des cellules cancéreuses du col de l'utérus et des cellules cancéreuses de
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lovaire (Kostoglou-Athanassiou, 2013). En outre, une étude a montré que la fréquence de la
cachexie, de la thrombocytopénie et de la lymphopénie était significativement plus faible chez
les patients recevant de la mélatonine que chez ceux recevant uniquement un traitement de
soutien (Lissoni et al., 1995).

Les propriétés anti-inflammatoires de la mélatonine ont fait remonter I’hypothése de que
la mélatonine pourrait étre utile dans le traitement de maladies auto-immunes (Lin et al., 2013).
Des études précliniques concernant larthrite rhumatoide, le lupus érythémateux systémique et
la diabétes mellitus de type 1 ont obtenu des résultats prometteurs, mais les études cliniques
eurent des résultats limités (Lin et al, 2013). De la méme fagon, I'usage de la mélatonine
comme adjuvant aux thérapies de maladies neurodégénératives montre des effets positifs dans
les études utilisant des modeles animaux ; cet effet est a confirmer par des études cliniques a

grande échelle chez 'humain (Cardinali, 2019).
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Objectifs

La pandémie de COVID-19 achangé la chaine de production de la science au cours de ces
trois dernicres années afin d’obtenir de nouvelles informations a propos de cette maladie dans
les plus courts délais. En mai de cette année 'OMS a déclaré la fin de la pandémie, mais les
séquelles de cette maladie persistent chez les patients dont la maladie a progressé et s’est
transformer en COVID longue. Des les premicres descriptions de la maladie, I'observation de
symptdmes et manifestations neurologiques chez certains patients COVID-19 a inspiré
I’hypothése de I'invasion du SNC par le SARS-CoV2. Le fait de que quelques patients infectés
par le SARS-CoV1 pouvaient aussi développer des manifestations neurologiques renforcait
aussi 'hypothése de la neuroinvasion, vu que les virus utilisent le méme récepteur pour infecter
les cellules, c.a.d. TACE2. En outre, les analyses histopathologiques des cerveaux de patients
décédés de la COVID-19 ont observé le transcrit ou des protéines du SARS-CoV2. Au contraire
de ce que soutenaient quelques commentaires critiques quant a ces premieres descriptions, la
démonstration que le SARS-CoV2 provoquait une atteinte de la BHE, avec des conséquences
sur la symptomatologie de la COVID-19 aigiie et de sa forme chronique, suggerent que les
répercussions neuronales de la maladie sont les conséquences d’un effet direct du virus sur le
cerveau. Les symptomes neuropsychiatriques de la COVID longue ont augmenté le besoin
d’explorer les mécanismes des atteintes neuronales de la COVID-19. Finalement la COVID
longue a aussi des impacts sur le systéme reproducteur mais ses mécanismes ne sont pas encore

trés bien connus, ouvrant donc une nouvelle voie de recherche a ce sujet dans la COVID-19.

Lors de ce travail de these, nous avons cherché a déterminer si les atteintes de la fonction
de reproduction et cognitives de la COVID-19 et la COVID longue pouvaient avoir une origine
neuroendocrine. Nous avons aussi nous intéressé au fait qu’'une hormone tel que la mélatonine
pourrait avoir des effets préventifs sur la Neuro-COVID. De ce fait, nous nous sommes

intéresses a plusieurs points qui constituent les objectifs de cette these :

e FEtudier les effets du traitement par la mélatonine ou des drogues

mélatoninergiques sur la progression de I’infection virale cérébrale des souris
K18-hACE2 inoculées avec le SARS-CoV2 (Etude 1).

e Déterminer si le SARS-CoV2 peut accéder a I’hypothalamus et infecter et
engendrer la mort des neurones a GnRH a partir des modeles murins et des
échantillons post-mortem de patients COVID-19 (Etude 2 et 3).
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Evaluer si I’hypotestostéronémie des patients COVID-19 et COVID longue a
une cause neuroendocrinienne a partir de I’étude de cohortes et ’analyse
d’échantillons sanguins de patients infectés par le SARS-CoV2 hospitalisés en
soins intensifs ou non (Etude 2) et de I’analyse du cerveau et des dosages
hormonaux chez les hamsters infectés avec le virus (Etude 4).

Etudier Pimpact de Pinfection sur Pexpression de kisspeptine dans le noyau
arqué comme mécanisme potentiel pour Pinduction d’un hypogonadis me
hypogonadotrope dans la COVID longue (Etude 4).
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Matériel et méthodes

e Animaux et infection avecle SARS-CoV2

La lignée de souris exprimant 'hACE2 sous le contrle du promoteur de la kératine 18
(K18 ou cytokeératine) sur fond C57BL/6 (B6.Cg-Tg(K18-hACE2)2Primn/J) (McCray et al.,
2007) a été achetée chez Jackson Laboratories. Les souris ont été logées dans des conditions
exemptes d'agents pathogénes a 21-22 °C dans un cycle lumiére/obscurité de 12 heures. L'acces
a la nourriture et a leau a été assuré ad libitum tout au long de l'expérience. La souche
BetaCoV/France/IDF0372/2020 du SARS-CoV-2 a été fournie par le Centre National de
référence des virus respiratoires hébergé par I'lnstitut Pasteur (Paris, France). Infection virale
des expériences ont été menées dans une installation de biosécurité de niveau 3 (BSL3) de
IInstitut National Vétérinaire Ecole de Maisons-Alfort, selon un protocole approuvé par le
Comité d'éthique de I'ANSES/EnvA/UPEC (CE2A-16) et agréé par le Ministere de la
Recherche sous le numéro APAFIS#25384-2020041515287655v6 conformément a la
réglementation francaise et européenne. Méle de 8 & 10 semaines de souris transgéniques ont
été anesthésiées par injection intraveineuse de kétamine (100 mg par kg de poids corporel) et
de xylazine (10 mg par kg de poids corporel) et infectées par voie intranasale avec 50 pl de
DMEM contenant 5 x 103 TCID50 de SARS-CoV2. Pour la préparation du cerveau, les
animaux ont été euthanasiés par injection i.p. de pentobarbital (140 mg/kg de poids corporel) 7
jours apres l'infection. Des cerveaux ont été préleves et fixés par immersion dans 4 % de PFA
dans le PBS a4 °C pendant 48h avant de sortir du L3, pour les cerveaux infectés afin d’éliminer
les particules virales infectieuses, et sur la nuit pour les cerveaux non infectés, et transferés dans
une solution de saccharose a 30 % le lendemain. Le lendemain, les cerveaux ont été congelés

et entreposés a —80 °C.

Les souris Gnrh::gfp sont une donation de D. J. Spergel (University of Chicago, Chicago,
IL) (Spergel et al., 1999). Les études avec eux ont été réalisées avec l'accord des Comités
d'éthique institutionnels et de la Commission francaise d'éthique Ministere de I'Education
Nationale, de [IEnseignement Supérieur et de la Recherche (APAFIS#2617-
2015110517317420 V5).

Les hamsters syriens dores (Mesocricetus auratus) males agés de 8 a 10 semaines ont été

achetés au laboratoire Janvier (Le Genest-St-Isle, France). Les hamsters ont été logées dans des
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conditions exemptes d'agents pathogenes a 21-22 °C dans un cycle lumiére/obscurité de 12
heures. Les hamsters ont éte anesthésiés par injection i.p. de kétamine (100 mg par kg de poids
corporel), d'atropine (0,75 mg par kg de poids corporel) et de diazépam (2,5 mg par kg de poids
corporel) et infectés par voie intranasale avec 100 ul de DMEM contenant (ou non, dans les

échantillons factices) 2 x 10 DICT50 (dose infectieuse de culture tissulaire de 50 %) de SARS-
CoV-2.

e Marquage par immunofluorescence et analyse de I'immunomarquage de
Kisspeptine

Pour limmunohistochimie des coupes de cerveau de souris, des sections flottantes de 40
um d'épaisseur ont été rincées 4 fois dans 0,1 M de PBS pH 7,4 et bloquées pendant 30 min a
température ambiante dans une solution de blocage (PBS contenant 0,1 % de BSA, 10 % de
sérum d'ane normal et 0,4 % de Triton X-100). Les coupes ont été incubées pendant une nuit a
4 °C avec un mélange d'anticorps primaires dilués dans une solution bloquante (voir le tableau
2 des anticorps). Les coupes ont été lavées trois fois dans du PBS et incubées a température
ambiante pendant 2 h avec des anticorps secondaires conjugués au fluor Alexa (dilutions de 1
500 dans une solution de blocage). Apres trois lavages au PBS, les noyaux ont été contre-
colorés en incubant les coupes pendant 3 min dans du DAPI (dilution 1:5 000 dans du PBS)
avant d'étre montés et recouverts avec du Mowiol maison. Les anticorps utilisés dans ce travail
sont cités dans le tableau ci-dessous. Pour les images en confocal, un microscope Axio Observer
(LSM 710, Zeiss, Oberkochen, Allemagne) avec un EC Plan NeoFluar et des objectives 10x/0.3
NA, 20x/0.5 NA, et 40x/1.3 NA (Zeiss) ont ét¢ utilisés (Batiment d’Imagéric IFR114 de
I'Université de Lille, France). Le logiciel Photoshop CS5 (Adobe Systems, San Jose, CA) a été

utilisé pour monter les figures.

Les marquages immunofluorescents pour la kisspeptine dans I'hypothalamus médiobasal
ont été prises avec une objective Zeiss 20x (N.A. 0.8) et visualisés a I'aide du microscope a
fluorescence Axio Imager Z2 (Zeiss). L’ensemble des photos ont ét¢ acquises en utilisant les
mémes parametres. Les images ont été vectorisés et le seuil ajusté a I'aide du logiciel ImageJ
(National Institutes of Health, Bethesda, MD). Le logiciel a été utilisé pour marquer les zones
d’intéréts correspondants a I'éminence médiane et au noyau arqué afin de compter I'aire relative

occupée par le signal positif a la kisspeptine.
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Tableau 1 — Anticorps pour 'immunomarquage

Anticorps Fournisseur Reéférence Dilution
Guinea-pig anti Cadeau Erik 1/ 6000
GnRH Hrabovsky
Rabbit anti-SARS- Sino Biological 40150-T62-Cov2 1/200

CoV?2 spike protein

Mouse anti-SARS- Sino Biological 40,143-MMO05 1/200
CoV2 nucleocapside
protein
Rabbit anti- Cadeau Alain Caraty 1/5000
Kisspeptine

e Tri des neurones GnRH::GFP

Le tri par FACS des neurones Gnrh::gfp a été réalisé comme indiqué ailleurs (Messina et al.,
2016). Brievement, la région préoptique a été microdissequée et dissociée a laide d'un systéme
de dissociation de la papaine (Worthington) pour obtenir une suspension unicellulaire. Le
FACS a été réalise a laide d'un cytométre trieur de cellules ARIA SORP et du logiciel
FACSDiva 8.0 (BD Bioscience). Les données ont été analyseées a l'aide du logiciel Kaluza 2.0
(Beckman Coulter). La décision de tri a été basée sur des mesures de fluorescence EGFP
(excitation : 488 nm, 50 mW ; détection : passe-bande GFP 530/30 nm, bande passante
d'autofluorescence 695/40 nm) en comparant les suspensions cellulaires de la région préoptique
et du cortex cérébral d'animaux Gnrh::gfp.

e Extraction d'ARN etanalyses guantitatives RT-PCR

L'ARN total des échantillons des cerveaux humains a été extrait de deux coupes
d’hypothalamus de 18 um d’épaisseur obtenus a partir de cerveaux fixés pendant 1 semaine a
température ambiante dans la formaline 10%, cryoprotégés, congelés et coupés au cryostat, a
laide du systeme ReliaPrep FFPE Total RNA Miniprep System (cat : Z1002, Promega). Pour
les échantillons de cerveau de souris, les régions d’intérét ont été disséquées et TARN extrait
comme détaille ci-dessus. Pour les échantillons de hamster, les régions ont été microdisséquées
sur lames de 20 um d’épaisseur : bulbe olfactif (BO), area pré-optique (POA), et hypothalamus
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medio-basal (MBH). Le cortex a été isolé sur les coupes contenant la POA et le MBH et
I’hippocampes sur les coupes passant par le MBH. Les échantillons d'ARN ont été
immédiatement quantifiés a laide d'un appareil Nanodrop et stockés a -80°C jusqu'a I'étape de
transcription inverse. Pour les analyses de l'expression des genes, les échantillons d'ARN total
ont été transcrits a l'aide du kit de transcription inverse d'’ADNc & haute capacité (réf. 4368814
d'Applied Biosystems). Pour les échantillons de cerveau humain fixés, une étape de
préamplification linéaire a été réalisée a laide du protocole TagMan PreAmp Master Mix Kit
(réf. 4488593 d'Applied Biosystems). Pour les échantillons humains et de souris, la PCR en
temps réel a ensuite été réalisée a laide de TagMan Universal Master Mix Il (réf Applied
Biosystems 4440049) et pour les échantillons de hamster, la PCR en temps réel a été réalisée a
'aide du protocole de SYBR Green du kit GoTaq qPCR and RT qPCR Systems (réf A6001 de
Promega). La gPCR a été réalisée sur le systtme de PCR rapide en temps réel 7900HT

d'Applied Biosystems. Les sondes TagMan utilisees dans cette étude sont énumeérées ci-
dessous:

Tableau 2 — Probes TagMan

Code Gene Nom de la protéine ou du géne

MmO01159006_m1 Ace? Enzyme de conversion de I'angiotensine
(peptidyl-dipeptidase A) 2 de la souris

Hs01085333_ml ACE2 Enzyme de conversion de 'angiotensine
humaine

Mm04207460 ml Cxcll Ligand de chimiokine (C-X-C motif) 1

Mm00436450 ml Cxcl2 Ligand de chimiokine (C-X-C motif) 2

Mm01263580 ml Elavl4 Protéine ELAV-like 4 (Hu-antigen D, HuD)

Mm00434228 ml 111b Interleukine -1 beta

Mm00446190 ml 116 Interleukine 6

Mm01197662_m1l Ms4a8a Membrane-spanning 4-domains, subfamily A,
member 8A

Mm00476361 ml Nfkbl Sous-unité p105 du facteur nucléaire kappa-B

Mm01253208 ml Nrpl Neuropiline-1

Mm01242576_ml1 Pecaml Molkcule d’adhésion de la cellule endothéliale et
de la plaquette

Mm00501346_m1 Rela v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene u
homolog A (avian)

Mm03928990 gl Rn18s ARN ribosomique 18S

Mm00443687 ml Tmprss2 Protéase transmembranaire, serine 2

Mm00443258 ml Tnf Facteur de nécrose tumoral, TNF-alpha

Mm01278455 ml Treml triggering receptor expressed on myeloid cells 1

L'ARN ribosomique 18S a été utilisé comme transcription d'entretien pour la

normalisation.

66




Les amorces utilisées pour la PCR en temps réel chez le hamster sont :

Tableau 3 — Pairs de primers pour RT-PCR en SybrGreen

Géne Sens Antisens

Actgl | ACAGAGAGAAGATGACGCAGATAATG | GCCTGA ATGGCCACGTACA
Ar GACCTTATGGGGACATGCGT TACTTCTGCTTCCCTTCAGCG
Ersl AGAGAGTGCCAGGCTTTGG AGCGCCAGATGAGACCAATC
Fpr2 CCTGGGGTGACACTCAAGAA TGGGTTGAGGCAACTGTTGAA
Fshr ACGCCATTGAACTGAGGTTTG GAAGGCCTCGGGATTGATGT
Gnrh | AGGGACCTTCGAGGAGTTCT TGCCAAGAAGCCAATGTGGT
Gnrhr | TCATCTTCACCCTCACACG GTGGCAAATGCGACTGTCAT
Kissl | TGGTTATCTTTGACCTCCGGC TGCCAAGAAGCCAATGTGGT
Kisslr | ACTACATCCAGCAGGTCTCGG ACCCAGATGCTAAGGCTGAC
Lhr GGAATTTGCCCAAGAAAGAACAGA TCCTCAAAAATAGCCGAATAAAGC
Pr ATGGTCCTTGGAGGTCGGAAG TGATGAGCGGAGGGATAAGC

L'ARN de la y-actine a été utilisé comme transcription d'entretien pour la normalisation
chez les hamsters.

L'expression de la protéine N du SARS-CoV-2 a été évaluée a laide du panel de
diagnostic RT-PCR en temps réel du CDC 2019-Novel Coronavirus, tel que décrit ailleurs

(Rhoads et al., 2020; Sekulic et al., 2020). Toutes les données sur I'expression des génes ont été
analysees a laide de la méthode 2-AACt.

e Marguage du RNAscope

L'expression de la protéine S du SARS-CoV2 dans les cerveaux humains post mortem et
dans le bulbe offactif de la souris K18-hACE2 a été évaluée a laide d'un test de réactif
fluorescent multiplex RNAscope® V2 et de la sonde V-nCov2019-S, référence : 848561 (tous
deux d'Advanced Cell Diagnostics Inc.). Brievement, des coupes hypothalamiques de 20 um

d'épaisseur ont été coupées au cryostat, puis recueillies sur une lame en verre. Les lames ont
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ensuite été rincées deux fois pendant 10 min en Gibco® DPBS (ThermoFisher) et cuites a sec
dans un four HybEZ™ II (Advanced Cell Diagnostics Inc.) a 60°C pendant 30 min. Ils ont
ensuite été fixés par immersion dans du paraformaldéhyde a 4 % PBS 0,1M, pH 7,4, préparés
dans de l'eau traitée au DEPC, pendant 1 h a4 °C et lavés a nouveau deux fois pendant 10 min
dans du Gibco® DPBS. Ensuite, les coupes ont été traitées selon les instructions du fabricant
(déshydratation a I'éthanol, traitement au peroxyde d'hydrogéne RNAscope et récupération de
cibles), incubées avec la protéase RNAscope IV pendant 10 min a température ambiante, et le

signal a été révélé a laide du test fluorescent multiplex RNAscope.

e Dosages hormonaux par ELISA

Les dosages de la testostérone et de la progestérone ont été réalisés a l'aide des kits
commerciaux d’ELISA Demeditec réfs : DEV9911 et DEV9988, respectivement (Demeditec
Diagnostics GmbH, Kiel, Allkmagne), ensuivant les instructions des fournisseurs. Les dosages
de la LH ont été réalisés en dupliquat comme il a été décrit par d’autres (Steyn et al., 2013). Le
fond des puits d’une microplaque d’haute affinit¢ de liaison (9018 ; Corning) ont été recouverts
avec 50 uL de Planticorps de capture (anticorps monoclonal, sous-unité béta de la LH bovine,
518B7 ; Université de Californie) a une dilution finale de 1 :1 000 (dans une solution de
NaHCO3/NaH2CO3, pH = 9,6) et incubé pendant une nuit a 4 °C. Ensuite, les puits ont été
incubés avec 200 pl du tampon de blocage [du lait écrémé en poudre a 5 % (p/v) dans PBS-T
1x (PBS 1x avec 0,05 % de Tween 20)] pendant 2 h en température ambiante (RT). Une courbe
standard a été générée a laide d'une dilution sériée en duplicate de la mLH (la préparation de
référence, AFP-5306A ; Institut national du diabéte et des maladies digestives et rénales —
Programme national d'hormones et d'hypophyse [NIDDK-NHPP]) dans 1 % (p/v) de BSA en
PBS-T 1x. Les points de la courbe étalon et les 25 pl de sérum en dupliquat de chaque animal
ont été incubés pendant 1,5 h. Apres 3 lavages avec du PBS-T 1x, les puits ont été incubés avec
50 ul d'anticorps de détection (anticorps polyclonal, antisérum LH de lapn, AFP240580RbD ;
NIDDK-NHPP) a une dilution finale de 1 :10 000 pendant 1,5 h (2 RT). Chaque puits contenant
un substrat lié a ét¢ incubé avec 50 ul d'anticorps conjugués a la peroxydase (anti-lapin
polyclonal de cheévre, PI-1000 Vector Laboratories) a une dilution finale de 1 22 000. Aprés une
incubation d'une heure et demie, 100 pl d'o-phénylenediamine (002003 ; Invitrogen), un
substrat contenant 0,1 % de H2O2 a été ajouté a chaque puits et laissé a RT pendant 10 a 30 min
(estimé¢ en fonction de I'mtensité de la réaction). La réaction a été arrétée en rajoutant 50 pl de
HCI 3 M, et labsorbance de chaque puit a été lue a une longueur d'onde de 490 nm (Multiskan
Ascent Thermo LabSystems, Ascent Software).
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e Statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a 'aide du logiciel Prism 7 (GraphPad
Software). Pour les expériences quantitatives de RT-PCR (n = 5 patients témoins contre 4
patients infectés par le SARS-CoV-2 ; n = 3 souris infectées fictives par rapport a 5 souris
infectées par le SRAS-CoV), un test t bilatéral non apparié a été utilisé pour comparer les
niveaux d'expression entre les cerveaux infectés et témoins. Le test de comparaison multiple de
Friedman suivi d'un post-test de Dunn non corrigé a été utilisé pour comparer les niveaux
d'expression génique entre le cortex, le bulbe olfactif et I'hypothalamus de souris infectées.
Quant aux données obtenues dans la quatrieme étude, le test t de Student non-apparié a été
utilisé dans le cas ou la distribution des données suivait la loi normale, alors que le test de Mann-

Whitney a été utilisé pour les distributions non-normales.
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Reésultats

Etude 1 - La mélatonine et les drogues mélatoninergiques inhibent
Pentrée du SARS-CoV2 dans le cerveau et la formation de
vaisseaux fantémes induite par le virus (Article 1)

Comme 1l a été discuté dans la session 1.4 de 'introduction, les symptdmes neurologiques
observés chez des personnes atteintes de COVID-19 est a I'issue d’une neuroinvasion par le
SARS-CoV2. Bon nombre de ces symptdmes persistent longtemps apres la fin de la maladie
aigué, un phénomene décrit comme la COVID longue. Plusieurs mécanismes possibles
expliquant les symptdmes neurologiques et le potentiel neuro-invasif du SARS-CoV2 ont été
discutés (ladecola et al., 2020) . Par exemple, les mécanismes sous-jacents aux symptomes
neurologiques pourraient étre le résultat d'une neuroinflammation, qui peut étre induite par le
transport de cytokines a travers la barriere hémato-encéphalique (BHE) pendant la tempéte de
cytokines, ou déclenchée par l'entrée de la protéine S1elle-méme qui peut traverser directement
la BHE (DeOre et al., 2021; Etter et al., 2022; Rhea et al., 2021).

Beaucoup d'attention a été accordée a lidentification de traitements potentiels pour
linfection pulmonaire etau contrdle de la tempéte de cytokines, mais tres peu d'efforts ont été
faits jusqu'a présent pour traiter ou prévenir les symptémes de la COVID longue. Depuis le
début de la pandémie en 2020, la mélatonine a été proposee comme potentiel médicame nt
adjuvant au traitement et a la prévention de la COVID sévere (Shneider et al., 2020).
Actuellement, il y a des médicaments mélatoninergiques commercialisés (rameltéon,
agomélatine, tasimeltéon et mélatonine a libération lente) pour la dépression, I'insomnie et le
jet leg. Des études in silico ont suggéré que la mélatonine pouvait avoir des actions anti-
COVID. La mélatonine pourrait donc étre une molécule utile pour la prévention ou la prise en
charge de la COVID-19(Artigas et al., 2020; Zhou et al., 2020). Par ailleurs, la mélatonine est
déja proposée comme thérapie adjuvante pour le delirium aux patients hospitalisés dans les
USIs, principalement ceux hospitalises pour COVID-19 (Marra et al., 2019; Richards et al.,
2021; Woolley, 2021). Des essais cliniques sont en cours pour la mélatonine a la fois pour les
personnes en USI et les patients COVID19 développant des formes non séveres (Ameri et al.,
2021; Brusco et al., 2021; Rodriguez-Rubio et al., 2020). Une étude clinique finalisée a conclu

que la mélatonine avait des effets positifs significatifs sur la saturation d’oxygeéne des patients

70



COVID-19, au-dela d’améliorer la qualit¢ du sommeil chez ses patients (Mousavi et al., 2022).
Finalement, la mélatonine est aussi proposée comme potentiel thérapie pour la EM/SFC et pour

les troubles du sommeil concurrents dans le contexte de la COVID longue (Cardinali et al,
2022).

La mélatonine est une hormone naturelle produite par la glande pinéale pendant la nuit
avec un large éventail d'effets sur le systeme nerveux central (SNC), y compris la régulation de
'activité¢ dunoyau suprachiasmatique, le centre de l'horloge biologique etdes noyaux impliqués
dans le contr6le du sommeil. La mélatonine agit par lintermédiaire d'une variété de récepteurs
dont les récepteurs MT1 et MT2, couplés aux protéines G, sont les mieux décrits (Jockers et
al., 2016; Liu et al., 2019). D’autre part, la mélatonine aurait des actions neuroprotectrices, anti-
inflammatoires et anti-oxydantes (Cardinali, 2019). Comme nous lavons mentionné dans
I'ntroduction, la mélatonine comme propriété d’éliminer des especes réactives de 'oxygen et
réduit la formation de peroxynitrite pendant les premicres étapes de la cascade de I'ischémie
(Blanco etal., 2017).

Dans le contexte de la COVID-19, Cecon et al., en 2020, ont montré que le traitement avec
la mélatonine retardait I’émergence des symptomes respiratoires séveres chez les souris K18-
hACE2 infectée par le SARS-CoV2. Un traitement par la mélatonine augmente la survie des

animaux et diminue la production de IFN de type I et 11l dans les poumons (Cecon et al., 2022).

Notre premiére étude a eu pour but de déterminer si le traitement par la mélatonine ou des
composés mélatoninergiques avait un effet sur la capacité du SARS-CoV2 ainfecter le cerveau.
Ici, nous montrons que ladministration quotidienne de mélatonine et de molécules
mélatoninergiques diminue considérablement la neuro-invasion par le SARS-CoV2 chez la
souris K18-hACE2. Pour cet article, mes contributions ont été les PCRs et les
immunomarquages pour les virus sur les tranches de cerveau, comme décrit dans les
méthodologies. Ces composés ont pour effet de diminuer la charge virale dans le cerveau, et
latteinte par le virus des cellules endothéliales cérébrales. En conséquence, les animaux traités
ont développé moins de vaisseaux fantbmes qui apparaissent suite a la nécroptose des cellules
endothéliale suite a I'expression de la protéine virale Mpro et la dégradation par clivage de la
protéine NEMO dont I'activité est indispensable a la survie de ce type cellulaire (Wenzel et al.,
2021), et permette ainsi le maintien d’une meilleure vascularisation du cerveau et diminue
probablement le nombre d’événements ischémiques. Cela s'accompagne d'une réduction

concomitante des marqueurs neuro-inflammatoires et des marqueurs d'infiltration des cellules
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immunitaires dans le cerveau. En plus de véhiculer ses effets bénéfiques, au moins en partie,
via une action sur ses récepteurs, la mélatonine pourrait avoir un effet protecteur contre
I'infection par le SARS-CoV2 en se liant a ACE2 et entrer en compétition avec la protéine S

virale pour sa liaison sur son récepteur.
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Abstract

COVID-19 is a complex disease with short- and long-term respiratory, inflammatory and neurological symptoms that are
triggered by the infection with SARS-CoV-2. Invasion of the brain by SARS-CoV-2 has been observed in humans and is
postulated to be involved in post-COVID state. Brain infection is particularly pronounced in the K18-#ACE2 mouse model of
COVID-19. Prevention of brain infection in the acute phase of the disease might thus be of therapeutic relevance to prevent
long-lasting symptoms of COVID-19. We previously showed that melatonin or two prescribed structural analogs, agomelatine
and ramelteon delay the onset of severe clinical symptoms and improve survival of SARS-CoV-2-infected K18-hACE2 mice.
Here, we show that treatment of K18-AACE2 mice with melatonin and two melatonin-derived marketed drugs, agomelatine
and ramelteon, prevents SARS-CoV-2 entry in the brain, thereby reducing virus-induced damage of small cerebral vessels,
immune cell infiltration and brain inflammation, Molecular modeling analyses complemented by experimental studies in cells
showed that SARS-CoV-2 entry in endothelial cells is prevented by melatonin binding to an allosteric-binding site on human
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2), thus interfering with ACE2 function as an entry receptor for SARS-CoV-2. Our
findings open new perspectives for the repurposing of melatonergic drugs and its clinically used analogs in the prevention
of brain infection by SARS-CoV-2 and COVID-19-related long-term neurological symptoms.

Keywords SARS-CoV-2 - COVID-19 - Melatonin - Drug repurposing - Brain infection - Neuro-vasculature

Introduction

As of February 17, 2022, the severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is estimated to
have infected globally approximately 410 million people,

Erika Cecon, Danicla Fernandois, Nicolas Renault, Caio Fernando with more than 5 million deaths and currently more than
Ferreira Coelho, Jan Wenzel have contributed equally to this work. 2,000,000 new confirmed infected cases per 24 h, as reported
Markus Schwaninger, Vincent Prevot, Julic Dam, Ralf Jockers are by WHO (https://covid 19.who.int/). Although COVID-19,
co-senior authors,
o4 Ralf Jockers * Institute for Experimental and Clinical Pharmacology

ralf jockers@ inserm.fr and Toxicology, Center for Brain, Behavior and Metabolism

(CBBM), Uniwversity of Liibeck, Litbeck, Germany
;Sn(l)\lir:::a;lr; Scl::c Institut Cochin, INSERM, CNRS, ' DZHK (German Re b Coinits Sor Cridioviiaitliss
- Rescarch), Hamburg-Libeck-Kiel, Hamburg, Germany

* Univ, Lille, Inserm, CHU Lille, Lille Neuroscience ¢

Par' Immune, Bio-incubateur Eurasanté, 70 rue du Dr. Yersin,
59120 Loos-Lez-Lille, France

7 UMR Virologie, INRAE, ANSES, Ecole Nationale
Vétérinaire d'Alfort, 94700 Maisons-Alfort, France

and Cognition, UMR-S 1172, FHU 1000 Days for Health,
Lille, France

? Univ Lille, INSERM, CHU Lille, U-1286 - INFINTE
- Institute for Translational Research in Inflammation,
59000 Lille, France

@ Springer



361 Page2of20

E Ceconetal.

the acute respiratory disease caused by the SARS-CoV-2
virus, targets primarily the lungs leading to an acute res-
piratory disease, increasing evidence indicates a more
widespread infection of other organs including the heart
and blood vessels, kidneys, gut, and brain [1]. Despite some
initial controversies, an increasing number reports the pres-
ence of SARS-CoV-2 in the central nervous system [2-4]
(see Ref. [5] for review). The penetration of SARS-CoV-2
into the brain could account for the neurological symptoms
observed in a large majority of people with COVID-19. Var-
ious neurologic signs and symptoms have been reported,
such as headache, nausea, anosmia, myalgia, hemorrhage,
syncope, seizure, and stroke [6], Many of these symptoms
remain long after the acute illness has passed, a phenomenon
described as “long-COVID", post-COVID-19 condition [ 7]
or post-acute sequelae of SARS-CoV-2 infection (PASC)
[8. 9]. The estimated incidence of a neurological or psychi-
atric diagnosis in the following 6 months of infection is of
33% with no apparent correlation with severity of COVID-
19 in the acute phase, using electronic health records of
over 236,000 patients with COVID-19 [10]. Several pos-
sible mechanisms explaining the neurological symptoms
and the neuro-invasive potential of SARS-CoV-2 have been
discussed [11]. For example, the mechanisms underlying
the neurological symptoms could be the result of neuro-
inflammation, which may be induced by the transport of
cytokines across the blood-brain barrier (BBB) during the
cytokine storm [12], or triggered by the entry of the S1 pro-
tein itself [ 13] which can directly cross the BBB [14]. Other
mechanisms that cause neurological symptoms also arise
from direct infection of the brain by the virus. Mechanisms
by which the virus accesses the brain include a direct viral
infection of host endothelial cells, altering the tight junc-
tion proteins forming the BBB resulting in a leaky BBB
(paracellular migration), or a phagocytosis by circulating
immune cells followed by brain infiltration of these cells
(*Trojan horse™ strategy, by transcellular migration) [11,
15, 16]. Another entry gate into the central nervous system
is located at the neural-mucosa interface in the olfactory
mucosa [4]. Much attention has been given to identify poten-
tial treatments for lung infection and to control the cytokine
storm, but only very few efforts to treat or prevent symptoms
of post-COVID condition have been made so far.
Melatonin is a natural hormone produced by the pineal
gland during the night with a wide range of effects on the
central nervous system (CNS) including the regulation of the
biological master clock in the hypothalamus and sleep on-
sel. Additional favorable effects are its neuroprotective, anti-
inflammatory and anti-oxidant actions [17]. Melatonin acts
through a variety of target proteins [ 18] of which the two
high-affinity G protein-coupled receptors, MT, and MT,,
are best-described [19]. Currently marketed drugs (ramelt-
eon, agomelatine, tasimelteon and slow-release melatonin)

@ Springer

acting on MT, and MT;, are indicated for insomnia, « jet-
lag», and depression [20] and have been proven to show
a good safety profile displaying few or no side effects [21,
22]. Recent systems-network-pharmacology studies revealed
melatonin as one of the top-scoring molecules with potential
anti-COVID-19 action (23, 24|. Based on this large spec-
trum of action of melatonin, its potential beneficial effects
to treat COVID-19 have been postulated in several review
articles |25-28]. However, only very few experimental data
from animal models or humans are currently available. We
have recently shown that melatonin treatment of K18-hACE2
mice (expressing the human ACE2 receptor) delayed the
occurrence of severe clinical outcome and improved sur-
vival, associated with a dampening of virus-induced type 1
and type Il interferon production in the lungs [29].

Here, we show that daily injection of melatonin and
melatonergic compounds largely diminishes SARS-CoV-2
infection of the brain in the K18-hACE2 COVID-19 mouse
model, which displays high level of viral brain penetration,
by reducing viral entry through brain endothelial cells and
damage of cerebral small vessels. This goes along with a
concomitant reduction of neuro-inflammatory markers and
of markers of immune cell infiltration. Furthermore, we
identified a new binding target of melatonin, as melatonin
reduces the entry of SARS-CoV-2 into brain cells by binding
to ACE2, the SARS-CoV-2 cell entry receptor.

Results

Melatonin treatment improves the clinical score
and decreases viral load in the brain

To evaluate the potential beneficial effect of melatonin and
the two clinically used melatonin receptor ligands agomela-
tine {AgoMLT) and ramelteon (RML) on SARS-CoV-2
infection in the brain, we chose the Ki8-hACE2 mice, a
robust model of brain infection by SARS-CoV-2 [30, 31].
For melatonin, two doses were chosen, 10 mg/kg (MLT10)
and 50 mg/kg (MLTS50), aiming to maintain levels high over
time as melatonin has a short plasma half-life of 20-30 min
[32]. Based on our previous observation of SARS-CoV-2
infection of brains of KI18-hACE2 mice [33], we evaluated
the effectiveness of the pharmacological intervention at day
7 post infection (DPI-7). Intra-peritoneal treatment of mice
with compounds started two days before intranasal infec-
tion of mice and was repeated daily until sacrifice at DPI-7.
Lungs and brain were collected for biochemical and histo-
logical analysis.

The course of development of COVID-19 in infected
K18-hACE2 mice was followed daily by evaluating body
weight, activity and piloerection, respiration, lethargy and
eye closure and a clinical score ranging from 0 to 14 was
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determined according to previously established guidelines
with a score of 0 being perfectly healthy and a score of 14
being severely ill [34].

Clinical scores worsened markedly from DPI-5 to DPI-6
in vehicle-treated animals. as expected, while a significant
improvement on DPI-6 for MLT10 and MLT50 groups and
a tendency for improvement for AgoMLT and RML was
observed, as previously described [29] (Supplemental Fig.
S1A). At DPI-7, the beneficial effect was only maintained for
MLT50 (Supplemental Fig. S1A). This differential clinical
evolution in treated groups is further evidenced when ana-
lyzing the frequency distribution of mice with high clinical
score within each group, with a persistent beneficial effect
at DPI-7, with the exception of MLT10 (Supplemental Fig.
S1B). These data suggest that treatment with melatonin and
melatonergic drugs delays the onset of clinical symptoms
and slows down disease progression.

We then compared the viral load in the lungs and in the
cerebral cortex by monitoring the transcripts for the SARS-
CoV-2 nucleocapsid (or N protein) by RT-PCR using a set of
FDA-approved primers used to diagnose COVID-19 patients.
In accordance with previous observations, the level of viral
RNA in the lungs showed strong inter-individual heteroge-
neity in this model (Fig. 1A) [29, 31]. Overall, the treat-
ments did not seem to affect pulmonary viral load (Fig. LA).
The N protein transcript was also detected in the cortex of
100% of the mice in the vehicle group. although at overall
levels, approximately three orders of magnitude lower than
those in the lungs (Fig. 1B). Despite the inter-individual
heterogeneity, treatments with MLT10, AgoMLT and RML
showed a tendency to lower viral load in the cortex, while
MLTS50 significantly decreases cortical viral load, an obser-
vation that was confirmed with two other FDA-approved
N protein primer pairs (Fig. 1B) (Supplemental Fig. S1C,
D). The effect of the treatment is confirmed when analyzing
the distribution of mice into three categories according to
their viral RNA load in the cortex classified per tercentiles
(Fig. 1C). Whereas the majority of the mice in the vehicle-
treated group falls into the category with the highest virus
load, the treatment decreases the contingency in this cat-
egory, and the frequency distribution was significantly dif-
ferent among the groups (7 test, p=0.0065). When analyz-
ing the contingency distribution of mice for each treatment
compared 1o the vehicle group, MLT50 (i test, p =0.0357,
Supplemental Figure S1E) was the most efficient treatment,
as MLTS50 largely suppressed the category of mice with the
highest viral load and conversely increased the number of
animals with low viral load in the cortex (Fig. 1C; Supple-
mental Fig. SIE). To a lower extent, MLT10 and RML also
improved the distribution of mice (¢° test, p=0.0498 and
0.0357, respectively, Supplemental Fig. S1E) increasing the
intermediate category and decreasing the category of high
cortical virus load. Decreased expression of the N protein in

treated mice was confirmed by microscope imaging of brain
slices and the difference was even more pronounced in the
heavily infected hypothalamic region of the brain (Fig. 1D,
E) (Supplemental Figs. 82, 3). These results indicate that
treatment with melatonin drugs decreases infection of the
brain by SARS-CoV-2, even in the K18-hACE2 mouse
model highly susceptible to brain infection.

Melatonin diminishes brain inflammation

The well-documented anti-inflammatory effect of mela-
tonin has been hypothesized to be beneficial in COVID-19
treatment (see Ref. [35] for review). In cortex samples of
SARS-CoV-2-infected K18-hACE2 mice, MLTS0 treatment
tends to decrease the virus-induced mRNA expression lev-
els of the pro-inflammatory cytokines Tnf (p=0.0514), Il1b
(p=0.1191) and 716 (p=0.0864) compared to vehicle-treated
mice (Fig. 2A-C). Interestingly, the MLTS50 treatment also
tended to decrease mRNA levels of the chemokines Cxell
(p=0.1607) and Cxecl2 (p=0.0690) (Fig. 2D, E) and of
markers of infiltrating macrophages Treml! (p=0.0964) and
Ms4a8a (p=0.0223) (Fig. 2F, G). When considering the
contingency distribution of infected mice in different treat-
ment categories according to the tercentile classification of
inflammatory markers in low, intermediate and high lev-
els, a significant effect of MLTS0 compared to vehicle was
observed (Fig. 2H-N). MLT50 significantly decreased the
number of mice with high levels and conversely increases
the number of mice with low levels of 1115 (p=0.0384),
116 (p=0.0350), Cxcll (p=0.0472), Cxcl2 (p=0.0221),
Msda8a (p-=0.0357) with tendencies for Tnf (p=0.0989)
and Treml (p=0.0578) (Fig. 2H-N). The other treatments
(MLT10, AgoMLT and RML) had either no effect or a
weaker effect than the MLTS50 condition. Taken together, in
particular MLTS50 treatment had a favorable effect on pre-
venting SARS-CoV-2-induced brain inflammation in K18-
hACE2 mice, in accordance with the lowest levels of viral
brain infection observed in this group.

Melatonin inhibits virus-induced damage
of cerebral small vessels

Recent evidence indicated that COVID-19 damages cerebral
small vessels in humans and K18-#ACE2 mice by infecting
brain endothelial cells [33], which might favor brain infec-
tion by disrupting the blood-brain barrier. When staining
cortical sections of our SARS-CoV-2-infected K18-hACE2
mice for the basement membrane component collagen IV
and the endothelial marker caveolin-1, we were able to rep-
licate these results by showing the presence of string vessels
that are formed when endothelial cells die (Fig. 3A). The
analysis showed increased string vessel number and length
upon SARS-CoV-2 infection (Fig. 3B, C). Interestingly, both
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parameters were significantly decreased in MLTS50-, Ago-
MLT- and RML-treated animals (Fig. 3A-C), while MLT10
showed only a tendency for decrease (Fig. 3A--C).
Interestingly, the overall brain vascular density was
found to be decreased in brains of mice infected with
SARS-CoV-2, and MLT50 as well as RML and AgoMLT
treatments protected the brains from capillary rarefaction
(Fig. 3D, E). The mechanism by which SARS-CoV-2 dam-
ages cercbral small vessels involves the cleavage of the host
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Immunolabeling for N protein (red) and nucleus (bluc) in the cortex
(D) or hypothalamus (E) of KI8-hACE2-infected mice 7 days after
SARS-CoV-2 infection (n=6)

protein NF-kappa-B Essential Modulator (NEMO), shown
to be required for the anti-viral immune response [36], by
MM the main protease of SARS-CoV-2 [33]. As melatonin
has been shown to inhibit NF-kappa-B activation [37, 38],
we evaluated whether melatonin and melatonergic ligands
have an effect on MP-induced cell death by investigat-
ing cell survival of cultured brain endothelial hCMEC/D3
cells transfected with a plasmid encoding for M™. Treat-
ment of hCMEC/D3 cells with melatonin, AgoMLT or
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RML (100 pM. 48 h) did not abrogate the effect of MP™
on cell death (Fig. 3F, G). Expression of the catalytically
inactive C 145A-M™" mutant [39] was used as a control and
was without effect on cell survival, as expected (Fig. 3F.,
G). Collectively, these data indicate that all treatments pre-
vent SARS-CoV-2-induced string vessel formation and
protected the vascular system density. These effects could
not be explained by inhibition of apoptosis of endothelial
cells induced by the viral M™ protease, suggesting thus that
melatonin and its derivative act upstream of M™, likely at
the level of SARS-CoV-2 cell entry.

Effect of melatonin on the expression of SARS-CoV-2
target proteins in the brain

To explore an action of melatonin in endothelial cells occur-
ring upstream of the M™ viral protease activity, such as
SARS-CoV-2 cell entry mechanisms, we analyzed the effect
of the treatments on the expression levels of the major com-
ponents of the SARS-CoV-2 entry machinery: ACE2, neu-
ropilin 1 (NRP1) and TMPRSS2 [40, 41]. SARS-CoV-2
infection or compound treatments did not change the giobal
mRNA levels of human ACE2 (under the control of the K18
promoter), Nrpl or Tmprss2 neither in the cortex nor in
the lungs (Supplemental Fig. S4). Similarly, no effect was
observed on the expression of mouse Ace2, which does not
participate in the virus entry in this model but could indicate
an effect of the ligands on the regulation of the endogenous
ACE2 promoter (Supplemental Fig. S4).

Knowing that the expression of melatonin receptors can
be restricted to specific cell subpopulations in the mouse
brain [42], we analyzed their expression on brain slices
of the cortical vasculature of mice by RNAscope. Expres-
sion of MT, and MT, melatonin receptors (encoded by the
Minrla and Minrlb genes, respectively) were specifically
expressed in collagen I'V-positive endothelial cells in the
brain (Fig. 4A). These results indicate that vascular endothe-
lia might be the target of melatonin and its derivatives medi-
ating their protective effects against brain infection.

We next isolated the CD31* endothelial cell population
by FACS sorting from the cortex of K78-hACE2 mice treated
with vehicle or MLTS0 for 9 days to further evaluate the
effect of melatonin on gene expression. Successful enrich-
ment of endothelial cells in the CD3 1% fraction vs. neurons
in the CD31~ fraction was confirmed by the strong recipro-
cal expression of Pecam (CD31) in CD31% cells and Elavi4
(HuD, neuronal marker) in CD317 cells (Fig. 4B, C). Con-
sistent with the notion that brain endothelial cells are SARS-
CoV-2 entry cells, expression of Nrpl and murin Ace2, two
SARS-CoV-2 entry receptors, was particularly prominent in
CD31* cells with an enrichment of 3 and 34 times, respec-
tively. over CD317 cells (Fig. 4D, E). Expression of human
ACE2 (under the control of the K18 promoter) was similar in

both fractions (Fig. 4F), while Tmprss2 was predominantly
expressed in CD31° cells (Fig. 4G).

Nrpl levels were unaffected by MLTS0 treatment while
murine Ace2 expression was decreased by half in CD317
cells from MLT50-treated mice (Fig. 4D, E). MLTS50 treat-
ment did not modify the expression of the human ACE2
under the control of the K18 promoter (Fig. 4F). Addition-
ally, the MLTSO0 treatment downregulated Nfkb/ and RelA
expression, two genes of the NFkB pathway (Fig. 4H, I).
the decrease of which might participate in the reduction of
endothelial inflammation.

Collectively, these results show that brain endothe-
lial cells are potential melatonin target cells for receptor-
mediated melatonin effects and that melatonin decreases
the expression of the endogenous ACE2 and NFOB path-
way genes in these cells thus potentially contributing to the
protective effect of melatonin on cerebral small vessels.
However, downregulation of mouse Ace2 cannot explain
the reduction of virus entry in K/8-hACE2 mice, which is
dependent on human ACE2 expressed under the control of
the K18 promoter and the latter is not downregulated by
melatonin, suggesting another inhibitory mechanism by
melatonin.

Binding of melatonin to ACE2 interferes
with SARS-CoV-2 entry into brain endothelial cell
line hCMEC/D3

To address whether melatonin interferes directly with viral
entry into host cells, we used a SARS-CoV-2 pseudo-virus
luciferase reporter assay in HEK293 cells. Naive HEK293
cells are resistant to infection but become highly suscepti-
ble for infection upon ectopic expression of human ACE2
(Fig. 5A). Melatonin inhibited ACE2-dependent virus entry
in a concentration-dependent manner, with an estimated
EC, of 20 pM and a maximal inhibition of 60-70% at the
highest concentration (Fig. 5B). These results were recapitu-
lated in human brain endothelial hRCMEC/D3 cells, in which
pseudo-virus cell entry is also shown to be dependent on
the level of ACE2, and melatonin significantly inhibited the
entry of the SARS-CoV-2 pseudo-virus by 40% in hCMEC/
D3 cells (Fig. 5C). These data show that melatonin directly
interferes with ACE2-dependent SARS-CoV-2 entry.

We then determined the effect of melatonin on the spike/
ACE2 interaction in an in vitro assay measuring the binding
of recombinant biotinylated receptor-binding domain (RBD)
of spike to purified ACE2 immobilized on the plate. Mela-
tonin was unable to interfere with RBD binding to ACE2,
whereas an excess (400 nM) of non-biotinylated S1 signifi-
cantly diminished RBD binding, as expected, indicating that
melatonin does not directly compete with RBD binding to
ACE2 (Fig. 5D). We then employed a second. time-resolved
FRET (TR-FRET)-based cellular spike—ACE2-binding assay
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«Fig.2 Mclatonin diminishes brain inflammation. A-G mRNA levels
of Tnf, 11k, 16, Cxell, Cxed2, Treml, Ms4aSa in the cortex of SARS-
CoV-2-infected mice at sacrifice day 7 were determined by RT-qPCR
(n=6). *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.000L by Kruskal-Wallis test
with two-stage lincar step-up procedure of Benjamini, Krieger and
Yekutieli as post test for multiple comparisons. H-N Contingency
distribution of infected mice in different treatment categones depend-
ing on tercentile classification of inflammatory markers, p values of
1 test between vehicle and MLT50 treatment considering “Low™ and
“High" levels of inflanmatory markers are indicated (*p <0.05)

[43]. The assay measures the binding of RBD to ACE2 in
a cellular context, by following the energy transfer between
the N-terminal SNAP-tagged human ACE2 labeled with the
energy donor terbium (Th) and RBD labeled with the energy
acceptor d2 (RBD-d2) (Fig. SE). The energy transfer reports
on the molecular proximity between the two proteins coupled
to the energy donor and acceptor if they are within a maxi-
mal distance of less than 10 nm [44]. Binding of the RBD-d2
tracer was readily detectable in this assay and was partially
inhibited by micro-molar concentrations of melatonin with
maximal inhibition levels reaching 20-30%, as compared
to an excess of unlabeled RBD defining the specific TR-
FRET signal (Fig. 5F). This reduction in TR-FRET signal
can be either due to a direct competition of RBD binding to
ACE2 by melatonin or to an allosteric effect of melatonin
modifying the conformation of the RBD-ACE2 complex
that moves the energy donor and acceptor apart. To address
the question of whether melatonin modifies the affinity of
RBD for ACE2, we performed competition TR-FRET bind-
ing assays with increasing concentration of unlabeled RBD
in the absence and presence of melatonin. The plCg,; value
of 7.804+0.06 (n=3) confirmed the high-affinity binding of
RBD which was, however, not modified by 10 or 100 uM of
melatonin (pICy, 7.77 +0.05, and 7.59 +0.08, respectively:
n=3, data not shown). Taken together, the partial inhibi-
tion of viral entry and RBD binding to ACE2 by melatonin
and the absence of any competitive response of melatonin
on the RBD-ACE2 interaction strongly suggest an allos-
teric behavior and conformational modifications within the
RBD-ACE2 complex induced by melatonin.

To gain insights in the potential binding mode of mela-
tonin to the RBD-ACE2 complex, we performed a compu-
tational blind docking of melatonin using an exploration grid
comprising the entire RBD and the same volume counterpart
of ACE2 of three solved crystal structures of RBD-ACE2
complex, 6M17, 6MOJ and 6VW1 [45, 46]. None of the
docking solutions revealed the existence of a melatonin-
binding pocket on RBD. The top-ranked solution revealed a
melatonin-binding cavity on ACE2 that was located in close
proximity to but not directly at the RBD-ACE2 interface
(Fig. 5G). Molecular dynamics simulations confirmed the
melatonin-binding site depicting the stability and the speci-
ficity of melatonin binding to ACE2 in the N-glycosylated

6VW1 PDB structure through three replicates of 500 ns
(Supplemental Fig. S5). The stable binding site identified
in the replicates, R1 and R2, is located close to the two
helices of ACE2 (helix 19-52 and helix 53-89) interacting
with RBD. Melatonin binds into a site delimited by Phe40,
Trp69, Leu73, Ala99, N-glycoslyated Asn103 and Lys562
as observed in two of the three replicates. The third replicate
shows a rapid dissociation of melatonin from 100 ns. This
new binding site is distinct from the central catalytic site of
ACE2, an observation which is consistent with the absence
of any effect of melatonin on the enzyme activity of ACE2,
as assessed in an in vitro enzymatic assay (Fig. SH).

The location of the binding site close to the two heli-
ces of ACE2 interacting with RBD indicates that melatonin
might modulate the conformation of the ACE2 interface,
thus impacting on the spike~-ACE2 interaction. To test this
hypothesis experimentally, we developed an intra-molecular
TR-FRET assay to probe the movement of ACE helix 19-52
by measuring the distance between a Flag-tag introduced
in front of ACE helix 19-52, and the SNAP-tag of ACE2
(Fig. 51). As expected, unlabeled RBD. which modifies the
position of ACE2 helix 19-52 compared to the apo-ACE2
state, changed the TR-FRET signal, reflecting RBD-induced
conformational changes in ACE2 (Fig. 5J). Melatonin also
triggered a change in TR-FRET signal, confirming its bind-
ing to ACE2 and its impact on the position of ACE2 helix
19-52 (Fig. 5).

Taken together, our data indicate that melatonin binds
to an allosteric-binding site at ACE2 and modulates the
RBD-ACE2 complex by modifying the position of helix
ACE2 19-52 helix that contacts RBD, directly impacting
on viral cell entry.

Discussion

SARS-CoV-2 infects several tissues including the brain, an
observation which has been largely neglected as considered
irrelevant for the acute phase of COVID-19. The descrip-
tion of persisting symptoms, several months after the acute
phase, like increased incidence of headache, fatigue and neu-
rological symptoms, points to a potential role of the brain as
target of the virus. Strategies to protect the brain might be
therefore of interest to prevent long-term consequences of
SARS-CoV-2 infection. We show here in the K18-hACE2
COVID-19 mouse model that treatment with melatonin,
especially at a high dose, protects the brain endothelial
cells by inhibiting SARS-CoV-2 entry. Melatonin binds to
an allosteric-binding site at ACE2 that is connected to the
molecular interface interacting with the viral spike protein,
thus preventing ACE2 1o serve as an efficient SARS-CoV-2
entry receptor.
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Additional beneficial effects of melatonin may arise from
the fact that melatonin drives endothelial cells to a less reac-
tive inflammatory state due to lower expression of NFkB
pathway genes. Additionally, reduced endogenous expres-
sion of Ace2 could also participate in the decrease of viral
entry in models where endogenous receptors are sensitive
to SARS-CoV-2. We identified brain endothelial cells as the
possible main melatonin target cells expressing ACE2 and
MT, and MT, receptors. Our data indicate that melatonin
has a major effect on the protection of cerebral small vessels
by preventing SARS-CoV-2 entry, SARS-CoV-2-induced
string vessel formation and reduction in vascular density.
The protective effect of melatonin and its clinically used
derivatives in K18-hACE2 mice. a model of high SARS-
CoV-2 infection compared to humans, puts them in a privi-
leged position as repurposing candidates for long-COVID
studies in humans.

Several reviews suggest the beneficial use of melatonin
to treat COVID-19 contrasts with the only few experimen-
tal evidences [25, 28, 47], a scenario that prompted us to
evaluate the overall effect of melatonin and agomelatine and
ramelteon, two highly potent clinically approved melatonin
analogs. Despite the fact that all three compounds act on
high-affinity melatonin receptors [ 19, 48], their effects were
not identical in our study. Clearest effects were observed
in the MLT50 group, followed by AgoMLT and RML, and
finally MLT10. The difference between MLT 10 and MLT50
argues rather against the involvement of high-affinity recep-
tors which should be saturated at both doses. The similar
pattern of effects observed for MLTS0, AgoMLT, and RML
for most parameters would suggest the involvement of a
common, most likely low-affinity target, which could be
ACE2. The need for the higher dose of melatonin (MLTS50)
compared to AgoMLT and RML could be explained by
the shorter plasma half-life of melatonin compared to the
synthetic drugs. The superior effect of MLTS0 compared
to AgoMLT and RML in many parameters could be either
a dose effect or due to additional anti-oxidant properties of
melatonin at this high dose that are not observed with Ago-
MLT and RML[17].

We identified brain endothelial cells as the possible main
melatonin target cells expressing ACE2 and MT, and MT,
receptors. A growing body of evidence indicate the suscep-
tibility of endothelial cells to be infected by SARS-CoV-2
[49, 50] in a ACE2-dependent manner, contributing to
microvascular pathology observed in the brains of SARS-
CoV-2-infected patients [33, 51]. MT, receptor expression
was observed in human cerebral micro-vessels [52] and acti-
vation of MT, and MT, receptors in smooth muscle cells
to mediate vasoconstriction and vasodilation, respectively
[48]. In rat microvasculature, melatonin acts on endothelial
melatonin receptors to reduce acute inflammation by inhib-
iting leukocyte rolling and adhesion [53, 54]. A potential

role of endothelial melatonin receptors in the modulation of
vascular tone has been also suggested [55]. Our complemen-
tary data indicate that melatonin, most likely by targeting
high-affinity melatonin receptors in brain endothelial cells,
might have additional beneficial effects in the context of
COVID-19 by decreasing the expression of ACE2 and NFKB
pathway genes.

The tissue-specific efficacy of melatonin treatment was
striking, from no significant effect on viral load in the lungs
to a substantial blockage of infection in the brain. Several
factors might underlie this tissue selectivity of the mela-
tonin effect. First, the SARS-CoV-2 infection follows a well-
characterized dynamic, with the airway and lungs being the
primary affected tissues while systemic infection is more
tardive. Although we cannot discard potential beneficial
effects of melatonin treatment at earlier stages, the absence
of any effect of melatonin on the overall lung pathology
argues against this possibility at least in the K18-hACE2
maodel [29]. Second, and most importantly, the mechanisms
of virus invasion significantly differ between the first phase
and the systemic spreading. In the early phase of infection,
the upper and lower airway epithelia and the lung alveoli
are the primary cells targeted by SARS-CoV-2 and are also
the location where active viral replication takes place [56,
57]. High virion concentration together with high expression
of ACE2 in these cells [58], is certainly a favorable condi-
tion for virus cell entry, which is difficult to counteract by
melatonin in the lungs. In contrast, the systemic spreading of
the virus infection is characterized by relatively low viremia
and low expression of ACE2 in the case of the brain tissue
in humans [39], conditions more favorable 1o an effect of
melatonin.

Two main mechanisms through which SARS-CoV-2
might reach brain tissues have been proposed and involves
cither a neuronal route from nerve terminals in contact
with high viral load at the nasal cavity, or through systemic
viremia and BBB crossing. The later might occur through
direct viral invasion of host endothelial cells lining the vas-
cular wall (transcellular migration), through brain infiltration
of infected immune-system cells (“Trojan horse” strategy) or
through disrupted BBB or caused by the virus infection (par-
acellular migration) [11, 15. 16]. Our data provide evidence
for the two first mechanisms. The prevention of SARS-CoV-
2-induced damage of cerebral small vessels argues in favor
of the transcellular migration route. The low levels of mark-
ers of infiltrated macrophages in the brain observed in the
MLTS50 group suggests that melatonin might also prevent
the “Trojan horse” strategy of virus brain invasion. Of note,
high melatonin concentration has been previously shown to
decrease the expression of cell-adhesion molecules neces-
sary for cell migration through the endothelial cell layer also
in a receptor-independent mechanism [38, 60]. The disclosed
mechanisms of action of melatonin in interfering with the
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«Fig.4 Effect of melatonin on the expression of components involved
in cell entry of SARS-CoV-2 in the brain. A Detection in mouse brain
of melatonin receptor transcripts, Mtnela (white) and Mmrlb (red),
in the cortical vasculature (positive for collagen IV). B-1 mRNA
levels of Pecam (CD31, endothelial marker), Elavi4 (HuD, neu-
ronal marker), Nrpl. mouse Ace2, human ACE2, Tmpixs2. Nfkbl
and RelA in sorted cortical cells positive or negative for CD31
from non-infected K18-BACE2 mice (n=6). *p <005, **p<0.0L,
24 <0.001, ****p<0,0001 by One-way ANOVA with post hoc
Tukey test for correction of multiple companson

spike/ACE2 interaction and with cell migration at high con-
centrations probably explains the need for in vivo admin-
istration of high melatonin dose and the tissue-specificity
of the protective effect. This conclusion is in line with the
inhibitory effect of indole chloropyridinyl esters on SARS-
CoV-2 infection [61] and of melatonin and other indoles
on Swine coronavirus cellular entry [62]. However, the
underlying mechanism of these in vitro effects observed at
super high, milli-molar, melatonin concentrations, remained
unclear. Other alternative entry receptors have been sus-
pected to be used by SARS-CoV-2, in particular in the brain
[12]. Itis currently unknown whether additional mechanisms
other than melatonin modulation of Spike/ACE?2 interac-
tion might be involved in the protective effect of melatonin
against SARS-CoV-2 brain infection.

The therapeutic potential of melatonin in COVID-19 is
supported by the observation that melatonin users show a
52% reduced likelihood of positive SARS-CoV-2 PCR test in
African Americans [63]. Several clinical trials based on mel-
atonin treatment were conducted during the sanitary crisis
and the results of some of them have been gradually released
and have underscored a beneficial effect of melatonin use
on sleep quality and outcomes of COVID-19 patients [64].
Among them, although with a small number of patients, a
randomized, double-blind clinical trial, concluded on the
efficacy of melatonin as an adjunctive therapy in hospital-
ized patients with COVID-19, improving clinical symptoms
and contributing to a faster recovery [65]. In addition, a
randomized clinical trial designed to assess the efficacy of
melatonin resulted in lower thrombosis, sepsis, and mortal-
ity rate in COVID- 19 patients [66]. Finally, treatment with
fluvoxamine, one of the mechanisms of which is to increase
plasma melatonin levels, has reduced the need for hospi-
talization in high-risk ambulatory patients with COVID-19
[67]. Altogether, these first clinical results highlight a thera-
peutic potential of melatonin in COVID-19. Considering the
reduction in brain infection and the decrease in the central
inflammatory response with melatonin treatment, it is pre-
dicted that mainly long-term neurological disorders could be
avoided/attenuated with melatonin treatment. Melatonin is a
medicine that can be obtained without a prescription. Unfor-
tunately, retrospective studies, seeking to determine the effi-
cacy of drugs against neurological disorders in COVID-19,

and which would be based on cohorts of already existing
patients taking or not taking melatonin supplements, do
not allow a well-controlled analysis because the dose and
the time of taking melatonin-derived medicines are usually
not known. In addition. the selection of melatonin patient
group included in the retrospective analyzes may be ini-
tially biased as patients with previous neurological disor-
ders (fatigue, depression, memory loss. ..) are more inclined
to use alternative supplements such as melatonin. Thus, an
analysis directly devoted to studying the effects of melatonin
treatment, especially at high doses, in relieving long-term
neurological effects would be required.

The commonly prescribed doses of melatonergic com-
pounds to treat jetlag, insomnia or depression in humans
are of 2-20 mg/day (melatonin), 8 mg/day (ramelteon), and
25-50 mg/day (agomelatine). In mice, these are equivalent
to 0.41-4.1 mgkg/day, 1.6 mg/kg/day, and 5-10 mg/kg/
day, respectively, according to allometric dose equivalent
calculations [68, 69]. The doses chosen for this study were
intended to cover high- and low-affinity targets of melaton-
ergic compounds and, thus, they are higher than the recom-
mended doses prescribed (2.5-12-fold for melatonin; sixfold
for ramelteon; 2—fourfold for agomelatine). These doses here
are in the range of doses tested in previous human studies
|70=75]. Of note, melatonin and melatonergic drugs have
a good safety profile, even at doses higher than those typi-
cally prescribed for sleep and circadian disorders [76]. A
high melatonin dose administered in humans (equivalent to
61 mg/kg in mice) was also well tolerated during an obser-
vation period of up to 2 years [77]. Caution is advised when
using over the counter melatonin formulations which may
not contain the indicated doses or meet the highest standards
of purity.

When considering to use melatonin, agomelatine or
ramelteon in the context of COVID-19, the chronobiologi-
cal and sleep initiating effects of these three molecules have
to be managed [20]. Application at the right time, in the
evening before bedtime, and for a restricted period (prob-
ably during and shortly after the acute phase of infection),
will minimize the risk of dysregulation of the circadian sys-
tem and of sleep induction. Additional strategies include
the combinatory therapies or chemical optimization of these
melatonergic compounds to improve the specificity and
affinity for ACE2 vs. MT, and MT, receptors.

The first antiviral drug, Paxlovid, has been recently
approved for COVID-19 treatment. Paxlovid includes nir-
matrelvir, a drug that blocks SARS-CoV-2 Mpro activity,
and ritonavir, a potent inhibitor of the cytochrome P450-3A4
(CYP3A4) which improves the effect of nirmatrelvir by
slowing down its metabolism [78]. Interestingly, mela-
tonin and its derivatives are also metabolized by CYP450/
CYP3A4[79. 80]. Although our data do not support a direct
role of melatonin on the SARS-CoV-2 Mpro protease, a
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«Fig.5 Mclatonin inhibits SARS-CoV-2-cell entry by interfering
with the spike-ACE2 interaction. A SARS-CoV-2 cell entry assessed
by pseudo-virus luciferase reporter assay in HEK293 cells trans-
fected with a human ACE2 expression plasmid or modk transfected,
Data are expressed as mean£SEM of 3 independent experiments,
cach performed in duplicates. B Concentration—response curves of
melatomn on SARS<CoV-2 pseudo-virus cell entry in HEK293 cells
expressing human ACE2, Data are expressed as mean+SEM of 3
mdependent experiments, cach performed in triplicates. C Inhibition
of SARS-CoV-2 pscudo-virus cell entry by melatonin (100 pM) in
hCMEC/D3 cells transduced with human ACE2. Data are expressed
as mean +SEM of 3 independent experiments, cach performed
in triplicates. Bottom pancl show ACE2 expression in transduced
and non-transduced cells by immunofiuorescence  (red=ACE2;
blue=DAPI-stained nucleus; scale bar= 10 ym). D In vitro binding
assay of biotinylated S1 spike protein (50 nM) to immobilized human
ACE2 in the absence or presence of melatonin at 0.5 10 and 100 pM;
o competition by an excess of non-labeled S1 (400 nM) determines
the specific signal. E Scheme illustrating the TR-FRET-based bind-
ing assay of RBD-d2 1o SNAP-tagped ACE2 labeled with Lumid-Tb
at the cell surfoce. F Change in TR-FRET signal of RBD-d2 (5 nM)
binding to Lumid-Th-SNAP-ACE2 by increasing concentrations of
melatonin. Competition by an excess of non-labeled RBD (300 nM)
determines the specific signal. Data are expressed as mean £ SEM of
3 independent experiments, each performed in triplicates, G Dock-
ing and molecular dynamic-based prediction of melatonin binding
to the crystal strucure of ACE2 in complex with the RBD domain
of SARS-CoV-2 virus. At t0 (left panel), the molecular docking of
melatonin into ACE2/RBD complex (6M17) shows a unique entry
channel for melatonin located in close proximity to the interac-
tion surface between ACE2 and the viml spike protein (left panel).
At 1=500 ns of simulation using glycosyluted ACE2Z/RBD complex
(6VWI}, a global view of the complex shows the migration of MLT
to the interior side of two ACE2 helices interfacing RBD (central
and right punel). Most hydrophobic interactions are exhibited in o
zoomed view centered onto the binding site (right panel), H ACE2
enzyme activity in the absence or presence of melatonin at 0.5 and
10 pM: DW6OX) inhibitor (10 pM) is shown as a positive control, 1
Scheme illustrating the assay probing conformational change within
ACE2 based on intmmolecular TR-FRET between Lumi4-Th-labeled
SNAP-ACE2 and d2-labeled anti-FLAG tag antibody. J ACE2 con-
formational change in HEK293 cells in the presence of non-labeled
RBD (5 nM), or melatonin (100 pM), Data are expressed as change of
TR-FRET signal (ATRFRET = SEM) of 4 independent experiments,
cach performed in triplicates, *p<0.05; **p<0.01: ***p <0005:
#E2RA3) <0.0005 by one-way ANOVA, followed by Dunnett’s multi-
ple comparisons test compared to vehicle group

combination of melatonergic drugs with Paxlovid or ritona-
vir alone may be a good strategy to increase the half-life of
melatonin (and thus its dose of administration) and improve
the therapeutic armamentarium of patients with COVID-19.

Our study describes the first allosteric-binding site of
ACE2 and melatonin is the first allosteric modulator of
ACE2 which negatively regulates ACE2 binding to the
SARS-CoV-2 spike protein. This opens additional opportu-
nities for the development of ACE2-specific drugs that inter-
fere with the spike interaction [81]. Importantly, binding of
melatonin to this allosteric-binding site of ACE2 did not
interfere with ACE2 enzyme activity, thus avoiding poten-
tial severe side effects as ACE2 activity is essential for the
proper function of the renin—angiotensin system.

In conclusion, we disclosed ACE2 as a new binding target
of melatonin, which leads to allosteric negative modulation
of the spike/ACE2 interaction. This effect on the SARS-
CoV-2 entry receptor function of ACE2, combined with
the inhibition of NFKB expression and endogenous ACE2
expression in endothelial cells, is most likely the predomi-
nant mechanism for impaired SARS-CoV-2 brain invasion
by melatonin and its derivatives.

Methods
Animals

K18-hACE2 C57BLJ6 transgenic mice (males, 10-week-old),
which expresses human ACE2 driven by a human cytokera-
tin 18 (K18) promoter (Jackson Laboratory, https://www.
Jax.org/strain/034860) were housed in an animal facility of
biosafety level 3 (BSL3) at the French National Veterinary
School in Maisons—Alfort, with water and food ad libitum.

SARS-CoV-2 virus infection

At day of infection (day post-infection DPI-0), mice were
infected via intra-nasal inoculation of SARS-CoV-2 (10 pL.
each nostril, 10* TCID,, in total) in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium, under isoflurane anesthesia. The SARS-
CoV-2 strain BetaCoV/France/IDF/200107/20 was supplied
by the Urgent Response to Biological Threats (CIBU) hosted
by Institut Pasteur (Paris, France) and headed by Dr. Jean-
Claude Manuguerra. The human sample, from which the
strain BetaCoV/France/IDF/200107/2020 was isolated, has
been provided by Dr O. Paccoud from the La Pitié-Salpé-
tri¢re Hospital (Paris, France).

In vivo treatment with melatonergic compounds

Melatonin, agomelatine and ramelteon were purchased from
abcer GmbH (Karlsruhe, Germany). Compounds were recon-
stituted in vehicle solution (5% ethanol in sterile saline solu-
tion). KI18-hACE2 transgenic mice were randomly divided
into the following groups (6 mice/group): vehicle, melatonin
10 mg/kg (MLT10), melatonin 50 mg/kg (MLT50), Ramelt-
con (RML, 10 mg/kg), and Agomelatine (AgoMLT, 20 mg/
kg), and were intraperitoneally (i.p.) injected with vehicle
or melatonergic ligands daily, one hour before lights off (to
minimize the risk of disturbing the natural daily rhythm of
endogenous melatonin production). The treatment started
2 days before virus inoculation and continued until the end
of the experiment (7 days post-infection, DPI-7). A group
of non-infected mice was housed under the same condi-
tions and similarly monitored during the whole experiment.
Mice were uniquely identified using ear tags and provided
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an acclimation period of 1 week before the experiment. Mice
were supplied nutrient gel when weights began to decrease.
Mice that met the human endpoint criteria were euthanized
to limit suffering. The study was ended at DPI-7 and sur-
viving mice were sacrificed at that time for comparative
analysis. Lung and brain samples were taken directly after
sacrifice and stored at — 80 °C until analysis.

Clinical score evaluation

All mice were weighed and examined for the presence of
clinical symptoms daily, or twice per day after DPI-4, when
symptoms were evident. The score for clinical symptoms
was attributed following an IACUC approved clinical scor-
ing system, and included the following criteria: body weight,
posture/fur, activity/mobility, eye closure, respiratory rate.
Scoring was performed according to standard guidelines
|34] with a maximal score of 14. Mice died either naturally
from the disease or were sacrificed for ethical reasons when
reaching a clinical score of 5 for 2 parameters and for 2
consecutive observation periods, or if weight loss was equal
to or greater than 20%.

Isolation of endothelial cells
by fluorescence-activated cell sorting (FACS)

15 non-infected K18-hACE2 male mice were injected ip
either with vehicle (ethanol 5% in saline) or melatonin
50 mg/Kg (MLT50) daily for 9 consecutive days. The morn-
ing of the 10th day, brain was extracted and cortex imme-
diately submerged in the cellular dissociation buffer. Mice
cortex was enzymatically dissociated using a Papain Dis-
sociation System (Worthington, Lakewood, NJ) to obtain a
single-cell suspension. Cells were incubated with blocking
Purified Rat Anti-Mouse CD16/CD32 (553142, Mouse BD
Fc Block™) for 15 min at 37 °C before incubation with
primary antibodies Alexa Fluor 647 Rat Anti-mouse CD31
(BD Pharmigen cat:563608) for CD31 cell labeling and
Alexa Fluor 647 Rat IgG2ak Isotype control (BD Pharmi-
gen cat:557690). Antibody labeling was performed for 1 h
at 37 °C. All steps of labeling and washing were performed
in PBS-BSA 2%. Labeled cells were suspended in 5% glu-
cose Hanks' Balanced Salt Solution belore sorting. FACS
was performed using an ARIA SORP cell sorter cytometer
device (BD Bioscience, Inc). The sorting parameter was
based on measurements of Alexa Fluor 647 fluorescence
(excitation: 633 nm; detection: bandpass 670/30 nm) by
comparing cell suspensions from non-labeled cortex of K18-
hACE?2 mice and the corresponding Isotype control. For each
animal, 4000 CD31-positive and 4000 tomato-negative cells
were sorted directly into 10 pl of lysis buffer (0.1% Triton®
X-100 and 0.4 unit/pl RNaseOUT™ (Life Technologies)).

@ Springer

RNA extraction and real-time qPCR analyses

For infected mice. total RNA was extracted from cortex
using the ReliaPrep'™ FFPE Total RNA Miniprep System
(cat: Z1002, Promega); homogenization was carried out
in a glass-glass tissue grinder. RNA samples were imme-
diately quantified in a NanoDrop One (Thermo Scientific
v2) and stored at — 80 °C until the retro-transcription step.
For gene expression analyses, total RNA was reverse-
transcribed using High capacity ¢cDNA Reverse transcrip-
tion Kit (Applied Biosystems™ ref 4368814). For sorted
CD31-positive cells, a linear preamplification step was per-
formed using the TagMan® Pre Amp Master Mix Kit proto-
col (Applied Biosystems™ ref 4488593). Real-time PCR
was carried out using TagMan™ Universal Master Mix II
(Applied Biosystems™ ref 4440049) on the Apphed Biosys-
tems 7900HT Fast Real-Time PCR System. For gene expres-
sion. the TaqMan" probes listed below were used (Table 1),
SARS-CoV-2 viral infection was assessed by the CDC 2019-
Novel Coronavirus Real-Time RT-PCR Diagnostic Panel as
described elsewhere [82, 83]. All gene expression data were
analyzed by the 2°**% method.

Immunofluorescence staining and confocal
microscopy

For immunohistochemistry of mouse brain sections,
40 pm-thick floating sections were rinsed 4 times in 0.1 M
PBS pH 7.4 and blocked for 30 min at room temperature in
blocking solution (PBS containing 0.1% BSA, 10% normal
donkey serum and 0.4% Triton X-100). Sections were incu-
bated overnight at 4 °C with a mix of primary antibodies
diluted in blocking solution (see Antibody Table 2). The sec-
tions were washed three times in PBS and incubated at room
temperature for 2 h with Alexa Fluor-conjugated secondary
antibodies (1:500 dilutions in blocking solution). After three
washes with PBS, nuclei were counterstained by incubating
the sections for 3 min in DAPI (dilution 1:5,000 in PBS)
before mounting and coverslip with homemade Mowiol.

Brain vascular pathology analysis

For string vessel measurements, pepsin antigen retrieval
was performed for 5 min at 37 °C (0.1 mg mi~' pepsin in
PBS. 0.2 N HCI) on 50 pm thick brain sections. For vascu-
lar density, an antigen retrieval procedure (20 min at 95 °C
in 10 mM sodium citrate solution) was performed before
the staining. Sections were blocked with 3% BSA in PBS
containing 0.1% Triton X-100 for 6 h at room temperature,
and incubation with primary antibodies (collagen IV: Bio-
Rad, #134001. 1:200; caveolin-1: Cell Signaling Technol-
ogy, #3267, 1:400) was performed at 4 “C overnight, while
incubation with secondary antibodies was performed in
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Table 1 List of TagMan®

Protein or gene name

probes used in this study —— ke
Mm01159006_m1 Ace2
Hs01085333_m1 ACE2
Mm04207460_m1 Cxcll
Mm00436450_m1 Cxcl2
Mm01263580_mH Elavi4
Mm00434228 m]l 1ib

Mm00446190_m1 116

Mouse angiotensin I converting enzyme (peptidyl-dipeptidase A) 2
Human angiotensin I converting enzyme 2

chemokine (C-X-C motif) ligand 1

chemokine (C-X-C motif) ligand 2

ELAV-like protein 4 (Hu-antigen D. HuD)

Interleukin-1 beta

interleukin 6

Mm01197662_ml Ms4aSa membrane-spanning 4-domains, subfamily A. member 8A
Mm00476361_ml Nfkbi Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit
Mm01253208_m] Nrpl Neuropilin-1
Mm01242576_ml Pecaml Platelet endothelial cell-adhesion molecule
Mm00501346_m1 Rela v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian)
Mm03928990_g1 Rni&s 18S ribosomal RNA
Mm00443687_m]1 Tmprss2 transmembrane protease. serine 2
Mm00443258_ml Tnf tumor necrosis factor. TNF-alpha
MmO01278455_ml Treml triggering receptor expressed on myeloid cells 1
Table2 Listofantibodiesused 5 ppoqy Host Manufacturer Reference Dilution
in this study
Anti-SARS Cov1/2 mMouse Sino Biological 40.143-MMO5 1:200
nucleocapsid protein
Anti-mouse Donkey Invitrogen A10037 1:500
Anti-rabbit Donkey Invitrogen A21206 1:500
Anti-chicken Donkey Jackson Immuno Research 703-605-155

blocking solution at room temperature for 2 h. Images were
taken using a confocal laser scanning microscope (Leica,
SPS5). For all analyses, we imaged four fields from at least
two sections per mouse and analysis was performed blinded
using Imagel.

RNAscope

In situ hybridization was carried out using the protocol from
Advanced Cell Diagnostics {ACDbio), following the manu-
facturer’s guidelines (Cat. No. 323100, RNAscope® Multi-
plex Fluorescent Reagent Kit v2). To minimize the degrada-
tion of the RNA, all the solutions were prepared in Diethyl
pyrocarbonate (DEPC, Sigma) treated water (DEPC-H20).
18-pm thick brain sections, mounted onto SuperFrost Plus
Slides (Thermo Fisher). and fixed with PFA 4%, was dehy-
drated in ethanol 50%, 70% and 100% two times. For hybrid-
ization protocol, we followed the manufacturer’s guideline
and reagents. Using the probes for mouse Mtnrla-C3 (cat.
No. 403601-C3, lot:21132B), Mtnrlb (cat. No. 502451,
loi:21132B) designed by ACDBio. 3-plex negative and
3-plex positive probes were used as negative and positive
controls. The positive probe hybridized with mouse Ubc,
Ppib and Polr2a mRNA, and the negative probe hybridized

with bacterial DapB mRNA (both provided by ACDBio).
After RNAscope® assays, a classical immunofluorescence
was performed using the Anti-Collagen IV primary antibody
{Anti-Collagen I'V, Abcam: ab6586. 1:500°) and a second-
ary Alexa488 Fluor-conjugated antibody (1:500: Molecular
Probes, Invitrogen) and DAPI (ACDBio) was used to stain
the nuclei. Sections were analyzed using an Axio Imager.Z2
ApoTome microscope (Zeiss, Germany), equipped with a
motorized stage and an AxioCam MRm camera (Zeiss, Ger-
many). High-magnification photomicrographs were acquired
with ax 63 objective (NA 1.4) using an inverted confocal
microscope (LSM 710, Zeiss). Images of target probes and
control probes were taken at the same exposure and acquisi-
tion parameters.

Cell culture and transfection
HEK293T cells

HEK293T (RRID:CVCL 0063) cells were obtained from
Sigma-Aldrich and authenticated by the provider. Cell
cultures were maintained in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) Glutamax (Invitrogen) supplemented
with 10% fetal bovine serum and 1% streptomycin:penicillin,
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at 37 °C (95% 0,, 5% CO,). Cell lines were checked regu-
larly for any mycoplasma contamination.

hCMEC/D3 cells

For MM -induced cell death assay, hCMEC/D3 cells were
cultivated and transfected as described previously [33].
Briefly, after withdrawing heparin from the medium, we
transfected the cells using Lipofectamine 3000 (Thermo
Fisher Scientific) and the following plasmids: pCAG-
GFP. pCAG-p.Cysl45Ala-Mpro-HA or pCAG-Mpro-HA
(100 ng per well on 96-well plates). After lipofection, cells
were treated with melatonin, AgoMLT, RML (all 100 uM)
or DMSO as control for 48 h before they were fixed using
4% PFA for 20 min at room temperature. Staining was per-
formed as described above using primary antibodies against
GFP (Abcam, #ab13970, 1:2000) and DAPI (1:2000), and
imaged using a fluorescence microscope (DMI6000B.
Leica). Analysis was performed blinded using Imagel.

For pseudo-virus luciferase reporter assay, hCMEC/D3
cells were transduced with lentivirus containing hACE2
transcript (BPS Bioscience) at a MOI of 5. Cultures were
enriched with positively-transduced cells by antibiotic resist-
ance selection (puromycin resistance gene delivered by the
same lentivirus: puromycin at 1 pg/mL, for 7 days), and used
as described in the pseudo-virus luciferase reporter assay.

TR-FRET binding assay

Recombinant RBD proteins were purchased from SinoBio-
logical (Beijing. China) and reconstituted in water according
to provider’s instructions. Fluorescently labeled spike RBD
proteins were obtained by custom labeling of the recombi-
nant proteins with d2 fluorophore on lysines with N-hydrox-
ysuccinimide activated d2 dye in 100 mM PO4 buffer (pHS)
by Cisbio Bioassays. SNAP-tagged human ACE2 construct
was designed as previously reported [43].

SNAP-tagged ACE2, expressed in HEK293 cells, were
fluorescently labeled by incubating cells with a SNAP sui-
cide substrate conjugated to the long-lived fluorophore Ter-
bium cryptate (Th: Lumid-Tb, 100 nM; Cisbio Bioassays)
in Tag-lite labeling medium (1 h, on ice) [84]. After several
washes. cells were collected using enzyme-free cell dis-
sociation buffer (Sigma-Aldrich), re-suspended in Tag-lite
buffer and distributed into a 384-well plate. Cells were pre-
incubated (1 h) with melatonin at the indicated concentration
followed by addition of RBD-d2 (final reaction volume of
14 ul). Melatonin was reconstituted in DMSO at 100 mM
stock solution and further dilution were made in either PBS
or DMEM culture medium. Final concentration of DMSO
was of 0.1% maximum. After 2 h incubation (room tempera-
ture). TR-FRET signals were detected using a plate reader
(Tecan F500: Tecan, Minnedorf, Switzerland) with the
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following settings: excitation at 340 nm (Tb, energy donor),
emission at 665 nm (d2, acceptor) and 620 nm (donor);
delay of 150 ps; and integration time of 500 ps. Data are
expressed as TR-FRET ratio (acceptor/donor). When indi-
cated. TR-FRET ratio was normalized to % of basal or %
of control group.

TR-FRET ACE2 conformation assay

ACE2 conformational changes were assessed by perform-
ing intramolecular TR-FRET assay, as previously described
[43]. Briefly, Lumi4-Tb-labeled ACE2 cells were incubated
with d2-labeled anti-FLAG tag antibody (2 pg/mL. 1 h
at room temperature; 61 FG2DLF, Cisbio Bioassays), fol-
lowed by addition of non-labeled RBD (5 nM) or melatonin
(100 uM) and TR-FRET signal was immediately read dur-
ing 1 h. Data are expressed as delta-TR-FRET ratio, corre-
sponding to the difference in TR-FRET ratio signal between
vehicle- and compounds-treated groups.,

Invitro ACE2-binding assay

In vitro binding of spike S1 to ACE2 in the absence or pres-
ence of melatonin was performed using a commercially
available ACE2:SARS-CoV-2 spike S inhibitor screening
assay kit (BPS Bioscience, San Diego, USA). The assay is
based on Streptavidin—-HRP detection of spike S1-Biotin
protein bound to ACE2-coated wells in a 96-well plate.
Compounds were pre-incubated with spike S1-Biotin
(10 nM, 1 h, RT) and then added to the ACE2-coated wells.
After several washes, streptavidin-HRP solution is added
(1 h, RT) followed by addition of HRP substrate to produce
chemiluminescence, which is then measured using a chemi-
luminescence reader.

ACE2 enzyme activity assay

The exopeptidase activity of ACE2 was measured using
commercially available kit (BPS Bioscience, San Diego,
USA). The assay is based on fluorescent detection of a
fluorogenic ACE2 substrate, incubated with recombinant
ACE2 (1 h. RT) in the absence or presence of competi-
tors (melatonin or DX600 (10 pM) competitor as positive
control).

SARS-CoV-2 cell entry assay

SARS-CoV-2 cell entry was assessed using a pseudo-virus
luciferase reporter assay (BPS Bioscience). The SARS-
CoV-2 spike pseudo-type lentivirus is produced with
SARS-CoV-2 spike as the envelope glycoproteins. Since the
pseudo-virions also contain the firefly luciferase gene. the
spike-mediated cell entry is monitored via luciferase reporter
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activity. ACE2-expressing HEK293 cells or hCMEC/D3
cells were pre-incubated with melatonin (1 h, 37 °C), fol-
lowed by addition and incubation with the SARS-CoV-2
spike pseudo-type lentivirus (1 h, 37 °C). Cells were then
washed. medium was replaced by OptiMEM medium, and
48 h post transduction, the luciferase activity was read by
adding luciferase substrate (ONE-Glo EX luciferase assay
system, Promega, Wisconsin, USA) using a luminescence
plate reader (Envision, Perkin Elmer, Massachusetts, USA).

Computational chemistry

Molecular system of RBD-ACE2 (6VW1 PDB entry,
hitp://doi.org/10.2210/pdb6 VW 1/pdb) fully glycosylated
with N-glycan penta-saccharides was extracted from
the COVID-19 Proteins Library of the CHARMM-GUI
Archive (https://doi.org/10.1002/jcc.20945). Docking of
melatonin into RBD-ACE2 was performed using Autodock
Vina docking engine [85] integrated into the UCSF Chi-
mera software [86] with an exploration box including the
whole RBD molecule-ACE2 complex. Molecular dynamics
simulations were computed with GROMACS 2020.5 [87].
Structural models were hydrated with explicit TIP3P sol-
vent water molecules into a triclinic box of approximately
80 Ax90 Ax 130 A. Then, 77 water molecules were sub-
stituted by 97 chloride and 123 sodium ions to neutralize
the solute with a NaCl solution at 0.16 M. All calculations
were performed with the CHARMM36m force field [88],
and topology of melatonin was carried out from the CGenFF
web server [89]. After harmonic restrains were applied to its
a-carbon trace, the system underwent successively 50,000
steps of steepest descent energy minimization, 100 ps of
NVT equilibration at 300 K with the V-re-scale modified
Berendsen thermostat, and 100 ps of NPT equilibration
with Berendsen barostat. Restraints were left to produce
triplicated molecular dynamics trajectories of 500 ns each.
Differential analysis of RBD-ACE2 intermolecular interac-
tion between both in complex with or without melatonin
was performed with SINAPs tool (Renault et al., J Chem
Inf Model. 2021, accepted) dedicated to highlight hydrogen
bonds, salt bridges, and aromatic stacking exclusive to one
of two trajectories.

Statistical analysis

Data shown as the means+ SEM. Sample sizes were
designed to give statistical power while minimizing ani-
mal use. All statistical comparisons were performed using
Prism 9 (GraphPad). The specific statistical tests used for
cach experiment are indicated in the figure legends. One- or
Two-way ANOVA with two-stage linear step-up procedure
of Benjamini, Krieger and Yekutieli as post test for multi-
ple comparisons or uncorrected Tukey's test was applied

and statistical significance was determined as p value <0.05
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p < 0.0001).

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/ 10, 1007/s000 18-022-04390-3,
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Etude 2 —Les troubles cognitifs et le déficit en hormones sexuelles
masculines pourrait étre liés a la mort de neurones a GnRH (Article
2)

Les neurones secrétant la GnRH constituent une population clairsemée de quelques milliers
de cellules chez ’homme, principalement situées dans le noyau mfundibulaire de la région
tubéreuse de I'hypothalamus (Baroncini et al., 2007; Casoni etal., 2016). Ces neurones envoient
des projections vers la zone externe de I'éminence médiane, ou ils libérent la neurohormone a
proximité du systeme porte hypophysaire, caractérisé par capillaires aux parois « fenétrées »
(Baroncini et al., 2007). Ces capillaires sont donc hautement perméables, contrairement a la
couche endothéliale fermée et sélective de la BHE (Schaeffer & ladecola, 2021; Sis6 et al.,
2010). Dans la zone externe de I'éminence médiane, ces terminaisons neuronales a GnRH
s'entremélent et sont engainées par les pieds des tanycytes, des cellules spécialisées de type glie
radiale qui forment le plancher et les parois du troisieme ventricule (Baroncini et al., 2007;
Clasadonte & Prevot, 2018; Prevot et al., 2018). L'absence de la BHE traditionnelle portée par
les vaisseaux et la présence de cellules endothéliales a 'endothélium fenétré dans 'éminence
médiane permet non seulement aux neurohormones peptidiques telles que la GnRH d'atteindre
facilement leurs cellules cibles dans I'hypophyse via la circulation porte hypothalamo-
hypophysaire, mais aussi aux signaux péripheriques circulants d'entrer dans le parenchyme
cerebral par diffusion passive et étre potentiellement pris en charge par les tanycytes et étre
transporté de maniére active dans le liquide céphalorachidien (Prevot et al., 2018). Or, dans le
contexte d'une infection virale, cette adaptation, nécessaire au maintien de Ihoméostasie
corporelle en permettant I'échange d'informations entre le cerveau et la périphérie, pourrait au
contraire représenter une breche dans le systtme de défense du cerveau contre les agents
pathogenes (Pellegrini etal., 2020; Schulz & Engelhardt, 2005).

Actuellement, plusieurs études ont montré que les patients masculins atteints de COVID-
19 présentent des taux de testostérone circulante inférieurs a ceux des non-infectés : il s’agit
d’un effet qui peut durer plusieurs mois aprés la guérison de l'infection (Salonia et al., 2022).
L’hypotestostéronémie est aussi corrélé a des moins bons pronostics (Cinislioglu et al., 2022;
Dhindsa et al., 2021; Vena et al., 2022). Cependant, des patients ayant de la COVID-19 modérée
ou légere sont aussi au risque de présenter une chute dans les taux de testostérone (Cinislioglu
et al, 2022; H. E. Davis et al., 2023). L’infection de hamsters méles par le SARS-CoV2 peut

aussi résulter en une chute dela testostéronémie, méme s’ils ne développent pas une pathologie
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sévere (Li et al., 2022). Notre travail a utilisé des échantillons de sang de patients humains
COVID-19 et des cerveaux post mortem, ainsi que des tissus foetaux humains et des lignées
cellulaires, nous avons cherché a savoir si cet hypogonadisme chez les patients COVID-19
pourrait étre di a linfection des neurones a GnRH hypothalamiques plutét qua des effets

purement périphériques, comme il était supposé jusqu'a présent.

Dans notre travail, nous avons retrouvés des marqueurs du SARS-CoV2 dans
I'hypothalamus de trois patients décédés des suites de la COVID-19, notamment dans les
tanycytes de I'éminence médiane. J’ai contribué & cette publication avec des expériences
d’immunomarquage et les RT-PCRs. Cela suggere que cet organe circumventriculaire pourrait

étre 'une des portes d’entrée du cerveau pour le virus SARS-CoV2, tout comme pourraient
I'étre les plexus choroides (Pellegrini et al., 2020).

Nous avons évalué deux cohortes de patients COVID19 masculins. L’une issue de 'USI
du CHU de Lille etune autre suivie al'Impérial College London qui comportait des volontaires
non hospitalisés, mais qui ont bénéficié d’un suivi 3 mois et 1 an aprés 'infection par le SARS-
CoV2. Suite a I'analyse des taux sériques de testostérone, de LH et de FSH des deux cohortes,
nous avons identifi¢ dans chacune des cohortes de patients ayant développés une
hypotestostéronemie liée a un I’hypogonadisme hypogonadotrope. Malgré le fait que les
patients admis en soin intensif développent un hypogonadisme hypogonadotrope méme en
absence d’une infection parle SARS-CoV2 (Spratt et al., 1993), la présence de ce trouble chez
les personnes non hospitalisées plusieurs mois aprés I'infection suggere lexistence d’une

altération de la fonction hypothalamique suite a I'infection virale.

Finalement, notre étude montre que les neurones a GnRH hypothalamiques peuvent étre
directement infectés par le SARS-CoV2 et que la COVID19 peut induire la mort par apoptose
de ces neurones. La capacité des neurones a GnRH a étre infectés par ce virus a été confirmée
sur une lignée foetale de neurones a GnRH humaine, les cellules FNC-B4. L’atteinte des
neurones a GnRH pourrait expliquer la survenue d’un hypogonadisme hypogonadotrope chez
certains patients développant une COVID longue, mais aussi peut-étre expliquer les altérations
cognitives chez certains d’entre eux. En effet, une étude récente du laboratoire a démontré qu’en
plus d’étre impliquée dans le controle de la reproduction, I'activité des neurones a GnRH était

nécessaire au maintien des performances cognitives tout au long de la vie (Manfredi-Lozano et
al., 2022; Prévot et al., 2023).

94



Articles

Long-COVID cognitive impairments and reproductive
hormone deficits in men may stem from GnRH neuronal death
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Summary

Background We have recently demonstrated a causal link between loss of gonadotropin-releasing hormone (GnRH),
the master molecule regulating reproduction, and cognitive deficits during pathological aging, including Down
syndrome and Alzheimer’s disease. Olfactory and cognitive alterations, which persist in some COVID-19 patients,
and long-term hypotestosteronaemia in SARS-CoV-2-infected men are also reminiscent of the consequences of
deficient GnRH, suggesting that GnRH system neuroinvasion could underlie certain post-COVID symptoms and
thus lead to accelerated or exacerbated cognitive decline.

Methods We explored the hormonal profile of COVID-19 patients and targets of SARS-CoV-2 infection in post-
mortem patient brains and human fetal tissue.

Findings We found that persistent hypotestosteronaemia in some men could indeed be of hypothalamic origin,
favouring post-COVID cognitive or neurological symptoms, and that changes in testosterone levels and body weight
over time were inversely correlated. Infection of olfactory sensory neurons and multifunctional hypothalamic glia
called tanycytes highlighted at least two viable neurcinvasion routes. Furthermore, GnRH neurons themselves
were dying in all patiemt brains studied, dramatically reducing GnRH expression. Human fetal olfactory and
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vomeronasal epithelia, from which GnRH neurons arise, and fetal GnRH neurons also appeared susceptible to
infection.

Interpretation Putative GnRH neuron and tanycyte dysfunction following SARS-CoV-2 neuroinvasion could be
responsible for serious reproductive, metabolic, and mental health consequences in long-COVID and lead to an
increased risk of neurodevelopmental and neurodegenerative pathologies over time in all age groups.
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Research in context

Evidence before this study

Newoendocrine neurons expressing the master reproductive
hormone, gonadotropin-releasing hormone (GnRH), while
mostly hypothalamic, have ako been shown to migrate or
project to parts of the brain involved in intellectual functions;
and their correct maturation is important for brain
development in general Interestingly, cognitive deficits in
both individuals with Down syndrome (DS), who display
oifactory deficits, premature aging and an Alzheimer disease
(AD)-like neurodegenerative pathology, as well as in animal
models of DS and AD, appear to be associated with the
defident expression of GnRH. In addition, menopause/
andropause, when gonadatropin levels are deregulated, s also
assodated with altered cognitive function. GnRH insufficiency
due to age or disease might thus be a widespread mechanism
underlying several types of cognitive decline aver time.

A significant proportion of male COVID-19 patients ako
display persistent low testosterone levels, reminiscent of
absent or aberrant GnRH production, and SARS-CoV-2 has
been shown to invade the brain. Taken together, these
findings raise the possibility that in such patients, the GnRH
system may be infected or dysfunctional, leading to the
accelerated aging and cognitive deficits observed in patients
with “long-COMD" or post-COVID syndrome. However, in
what way and for haw long GnRH neurons or their function
may be affected in COVID-19 patients is still unknown.

Introduction

The cognitive decline associated with age-related de-
mentias, estimated to affect some 55 million people
worldwide, is a growing problem in aging societies. In a
ground-breaking study, we have recently shown that
cognitive deficits in both individuals with Down

Added value of this study

By studying the hormonal profile of male COVID-19 patients
at different time points after infection, we found that
persistent hypotestosteronaemia in some men could indeed
be of hypothalamic origin, and that changes over time in
testosterone levels and body weight, another physiological
function regulated by the hypothalamus, were inversely
correlated. Next, by looking for the targets of SARS-CoV-2
infection in post-mortem COVID-19 patient brains, we
observed the infection of olfactory sensory neurons and
multifunctional hypothalamic glia called tanycytes,
highlighting at least two viable routes for viral entry into the
brain and access to the GnRH system. Furthermore, GnRH
neurons themselves were dying in all patient brains studied,
dramatically reducing GnRH expression. Finally, our study of
human fetal olfactory and vomeronasal epitheka, from which
GnRH neurons arise, and fetal GnRH neurons indicates that
GnRH neurons could ako be susceptible to SARS-CoV-2
infection in fetuses or new-boms.

Implications of all the available evidence

SARS-CoV-2 is capable of invading the hypothalamus through
at least 2 distinct invasion routes. The resulting dysfunction
of GnRH neurons and tanycytes coutd thus be responsible for
serious reproductive, metabolic, and mental health
consequences in long-COVID patients, and may lead to a
delayed increase in the risk of neurodevelopmental and
neurodegenerative pathologees in all age groups.

syndrome (DS), a disorder also characterized by olfac-
tory deficits, premature aging and an Alzheimer disease
(AD)-like neurodegenerative pathology,” as well as in a
trisomic animal model of DS, are caused by the pro-
gressive loss of expression of gonadotropin-releasing
hormone (GnRH) by neuroendocrine neurons in the
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brain. Interestingly, although GnRH has long been
considered to be merely the master hormone regulating
the reproductive axis, GnRH neurons have been found
to also migrate and project to brain regions implicated
in intellectual functions.”” Together with a similar as-
sociation between GnRH and cognition in a mouse
model of AD,” as well as the known association between
menopause/andropause or gonadotropin levels and
altered cognitive function,” " these results suggest that
GnRH insufficiency due to age or disease might be a
widespread mechanism underlying several types of
cognitive decline with age.”

COVID-19 infection also appears to be associated
with accelerated aging and an increased risk of neuro-
degenerative conditions such as AD in affected
patients.”* ' In addition, despite the continued emer-
gence of new variants of SARS-CoV-2, “long COVID" or
“post-COVID-19 syndrome”, rather than acute in-
fections, is becoming the major preoccupation from
both the healthcare and economic points of view. While
definitions of “long COVID" vary, a significant propor-
tion of individuals infected with SARS-CoV-2 continue
to experience symptoms consistent with reports of
neuroinvasion by the virus, induding fatigue, cognitive
difficulties or “brain fog”, headaches and persistent
anosmia, from several months to more than a year after
the initial infection.* ™ Interestingly, a significant pro-
portion of male COVID-19 patients also display low
testosterone levels that can persist for months after re-
covery from infection, reminiscent of absent or aberrant
GnRH production or secretion and the dysfunction of
the hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis. "

In light of the potentially serious population-wide re-
percussions of post-COVID-19 GnRH loss for age-related
cognitive decline and accelerated or exacerbated neuro-
degeneration in the decades to come, we explored the
link between these different signs and brain infection by
SARS-CoV-2 using human COVID-19 patient blood
samples, post mortem brains, fetal tissues and cell lines.

Methods

Ethics authorizations

All human tissues were obtained in accordance with
French laws (Good Practice Concerning the Conserva-
tion, Transformation, and Transportation of Human
Tissue to Be Used Therapeutically, published on
December 29, 1998). Informed consent was obtained
from all patients involved in the study.

Adult COVID-19 patient brains and blood samples
and control brains were obtained under authorization
for the GonadoCOVID study (French protocol # 2-20-
056 id8504) and authorized by the Lille Neurobiobank.

The Imperial College London study was performed in
accordance with the Declaration of Helsinki with ethical
approval granted by the London Bridge Research Ethics
Committee (REC ref 20/HRA/4110) and was registered
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on the ISRCTN Tnal Registry (ISRCTN15615697. All
participants provided written informed consent prior to
inclusion in the study.

The studies on human fetal tissue were approved by
the French agency for biomedical research (Agence de la
Biomédecine, Saint-Denis la Plaine, France, protocol no:
PFS16-002). Non-pathological human fetuses were ob-
tained at GW7, GW11 and GW14 from voluntarily
terminated pregnancies after written informed consent
from the donors (Gynaecology Department, Jeanne de
Flandre Hospital, Lille, France).

COVID-19 ICU patient blood sample and hormonal
analysis (CHU Lille)
Sixty male patients, 35-82 years of age, admitted to the
resuscitation unit of the Lille University Hospital with a
positive COVID-19 PCR were included in the “Gona-
doCOVID™ study (French protocol # 2-20-056 id8504).
Exclusion factors were a previous history of cancer or
cirrhosis. Due to the difficulty of following the men-
strual cycles of female patients in the ICU, female pa-
tients were excluded. For each patient, blood samples
yielding 2000 pl of serum were obtained during the first
week following admission, at 2 weeks and at 4 weeks if
still hospitalized. The sampling week was defined based
on the day the samples were obtained, where D1, D3,
DS sampling days were grouped to Week 1; D7, D9, D14
to week 2 and D30 to week 4. Sixteen patients died while
in the ICU. Patient profiles are provided in Table S1.
The patients were categorized into four groups based
on the severity of the decrease in testosterone (T) and LH
levels (Group 1 = testosterone <2.88 ng/ml with LH < 2
1U/L, Group 2 = testosterone <2.88 ng/ml with LH > 2
but <12 IU/L, Group 3 = testosterone <2.88 ng/ml with
LH > 12 1U/L, Group 4 = testosterone >2.88 ng/ml).

Control ICU patient blood sample and hormonal
analysis (CHU Lille)

Non-COVID-19 infected ICU patients (n « 50) used as
controls belonged to the READIAB study (PHRC 2007
of the French Ministry of Health and Social Affairs:
READIAB-G4; ClinicalTrials.gov: NCT03055169), a
prospective, observational, multicentre study conducted
from April 2012 to August 2016 in the ICUs of six
French hospitals. Enrolled patients were aged 28-87
years and admitted to the ICU for at least two organ
failures, defined according to sequential organ failure
assessment (SOFA) scores. Pregnant women, patients
admitted for <48 h, and patients who, or whose family
members/surrogates, did not give their consent were
excluded. Blood samples were obtained during a 3.day
observational period while the patients were in the ICU.

Post-COVID-19 patient blood sample and hormonal
analysis (Imperial College London)

Male participants for this study were recruited from a
cohort of patients who attended Imperial College
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Healthcare NHS Trust with a clinical suspicion of
COVID-19 between March and November 2020. Addi-
tional participants were recruited via advertisements
placed on social media asking for patients who had
tested positive for COVID-19. All participants attended
at least 3 months following diagnosis with COVID-19.
Participants were aged >18 years with a diagnosis of
COVID-19 confirmed using cither realtime RT-PCR
testing of a nasopharyngeal swab, confirmatory imaging
(chest radiograph or computed tomography scan), or a
positive serum SARS.CoV-2 IgG antibody test taken
after symptom onset, Exclusion criteria included those
prescribed steroids following recovery from COVID-19.
Patient profiles are provided in Table S2,

Participants (n = 47) attended for their study visit at
least 3 months following their initial presentation with
COVID-19. This was part of a wider study” evaluating
adrenal and thyroid function in COVID-19 survivors,
Participants were non-fasting and study visits
commenced between 8:00 and 9:30 AM to control for
circadian hormonal changes. Participants (n = 22)
attended for a second follow-up visit more than 1 year
after presentation with COVID-19 for a repeat mea-
surement of serum LH, FSH and testosterone.

Serum LH, FSH and testosterone were measured
using automated chemiluminescent immunoassays
(Abbott Diagnostics, UK). Intra-assay and inter-assay
coefficents of variation were as follows: LH, <5%;
FSH, <5%; total testosterone, <5%; cortisol, <10%.
Limits of detection for each assay were as follows: LH in
international units per litre (IU/L), 0.07; FSH in [U/L,
0.05; total testosterone in nanomoles per litre (nmol/L).

COVID-19 patient and control brains

The brains of 4 subjects (3 males and 1 female) who
died of COVID-19 infection in the Lille University
Hospital and 5 control subjects (4 males and 1 female)
who did not test positive for COVID-19, including 2 who
died before the pandemic began, were used for this
study. COVID-19 and control subjects were matched for
age, sex and comorbidities as far as possible. Their
clinical characteristics are summarized in Table 1.

In keeping with strict protocols regarding the treat-
ment of SARS-CoV-2-infected human tissues, human
brains were immersion-fixed in 10% formalin for 1
week at reom temperature. The hypothalamus was then
dissected out and immersion-fixed in 4% para-
formaldehyde in PBS 0.1 M, pH 7.4, for an additional
48 h at 4 °C, cryoprotected in 30% sucrose for an
additional week at 4 °C, embedded in Tissue-Tek and
frozen in liquid nitrogen at the crystallization tempera-
ture of isopentane.

Human fetuses
Non-pathological human fetuses (7, 11 and 14 gesta-
tional weeks (GW), n = 1 per developmental stage) were

obtained from voluntarily terminated pregnancies after
written informed consent was obtained from the parents
(Gynaecology Department, Jeanne de Flandre Hospital,
Lille, France). Fetuses were fixed by immersion in 4%
PFA at 4 °C for 5 days. The tissues were then cry-
oprotected in PBS containing 30% sucrose at 4 °C
overnight, embedded in Tissue-Tek OCT compound
(Sakura Finetek), frozen on dry ice, and stored at —80°C
until sectioning. Frozen samples were cut serially at
20 pm intervals with a Leica CM 3050 S cryostat (Leica
Biosystems Nussloch GmbH) and immunolabelled as
described below.

COVID-19 patient and control nasal epithelia

The olfactory epithelia of 3 deceased patients (2 COVID-
19 patients and 1 control) were collected at the Lille
University Hospital Their clinical characteristics are
summarized in Table 1.

Tissues were formalin-fixed in 10% formalin for at
least 1 week at room temperature, then decalcified by
immersion in ethylenediaminetetraacetic acd (EDTA)
20%, pH 7.4, 3 times for 48 h. After that, they were
immersed in 30% sucrose at 4 °C until they sank, for
cryoprotection. Finally, they were embedded in Tissue-
Tek, frozen in liquid nitrogen and cut into 20 pm-
thick sections.

FNC-B4 fetal human GnRH neuronal cell line
FNC-B4 cells” were kept in culture in Coon's modified
Ham's F12 medium complemented with 10% FBS at
37 °C and 5% CO2 and medium was changed twice
weekly. Cells were used for pseudoviral infection and
gene expression analysis when they reached 70% con-
fluency. Gene expression assays for GnRH, ACE2, and
NRP1 were carried out on uninfected cells by quantita-
tive RT-PCR.

Pseudotyped viral particle infection of cultured
FNC-B4 cells for flow cytometry and
immunocytofluorescence

Pseudotyped viral particles used for the infection were
constructed according to the method detailed in Craw-
ford et al., 2020" using a five-plasmid system lentiviral
backbone 10 (CMV promoter to express ZsGreen
Fluorescent Protein), the SARS-CoV-2 spike protein,
HDM-Hgpm2, pRC-CMV-Revlb and HDM-tat1b. Cells
infected with the viral particles emit green fluorescence
due to the expression of ZsGreen, allowing their
detection by flow cytometry. FNC-B4 cells were infected
by treatment with 1.1 x 104 viral particles per mL in
conditioned medium for 36 h. Cells were then trypsi-
nized, pelleted at 1000 g for 5 min and resuspended in
PBS for flow cytometry. Flow cytometry was performed
using a CytoFLEX [X flow cytometer (Beckman
Coulter). The gating strategy was based on measure-
ments of green fluorescence by comparing cell
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suspensions from green-flucrescence positive cells and
negative cells. For each replicate, green positive events
were counted from a total of 50,000 events.

For immunocytofluorescence, FNC.B4 cells were
plated on cover glasses coated with 0.01% Poly-1-lysine
at low confluency. Cells were fived in 4% PFA for
15 min and stored at 4 °C in PBS containing 0.05%
sodium azide. Prior to primary antibody incubation,
non-specific binding sites were blocked and cells per-
meabilized using an incubation solution (0.3% Triton,
0.3% BSA in PBS, pH 7.4) for an hour at room tem-
perature. Cells were then incubated with the primary
antibodies (Antibody table) in incubation solution
overmight at 4 *C. After three washes with PBS, cells
were incubated with secondary antibodies (Antibody
table) in incubation solution for an hour at room tem-
perature. After three washes, cells were counterstained
with DAPI and mounted in Mowiol.

SARS-CoV-2 infection of FNC-B4 cells

Viral infection experiments were carried out in a
biosafety level 3 (BSL3) facility at the Institut Pasteur de
Lille campus and complied with current national and
institutional regulations and ethical guidelines (Institut
Pasteur de Lille/B59-350,009). The cells were seeded in
24-well plates with pre-coated coverslips (40,000 cells/
w). 3 days later the cells were counted before infection
and then infected at MOI 1, 2, and 5 with SARS-CoV-2
variant D614G for 1 h. After 1 h the inoculum was
removed, the cells were rinsed with PBS, and then
recultured for 24 h in fresh medium. In some wells, to
increase infection efficiency, trypsinTPCK (1 pg/ml)
was added to the fresh medium. After 24 h, the super-
natant was kept for TCIDS50 viral load testing and the
cells were rinsed with PBS 1X and fixed with 4% para-
formaldehyde for 30 min followed by several rinses with
PBS before labelling. All experiments were performed
within the biosafety level 3 suite.

RNA extraction and quantitative RT-PCR analyses

For cultured human FNC-B4 cells, total RNA extraction
was performed with the EZ.N.A. Total RNA Kit | (cat:
R6834-02, Omega Biotek, Inc.) according to the man-
ufacturer’s instructions, For human brain samples, total
RNA was extracted from two fixed unstained hypotha-
lamic slides (18 pm each) using the ReliaPrep FFPE
Total RNA Miniprep System (cat Z1002, Promega).
RNA samples were immediately quantified using a
Nanodrop apparatus and stored at -80 °C until the
reverse transcription step. For gene expression analyses,
total RNA samples were reverse transcribed using the
High-capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied
Biosystems ref 4,368 814). For fixed human brain sam-
ples, a linear preamplification step was performed using
the TagMan PreAmp Master Mix Kit protocol (Applied
Biosystems ref 4,488,593). Real-time PCR was then
carried out using TagMan Universal Master Mix Il
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Associated cause of death

delay
(hours)

positive PCR and  furst positive PR durtion mortem
and first negative (days)
ane (days)

Patient Group  Age Sex BMI Time between first Time between the ICU stay Post Cause of death
death (days)

Perpheral anterial disease, chronic glaucoma

Supra and sub tentoriad schemi

7 Septic shock due to
Foumie™s gangrene njuries

NA

69 M 31

Ced

Stroke, arterial hypertension, dyslpideria

adenccarcinoma, Mesencephalic injures
Subacute cholegystis; extenshwe

Septic shack due to Candids  Foumier's gangrene due to rectal

fungemia

19

25

62 M 7

Cul

Anerial hypertension, atrial fibelllation, aoetic
inflectious endocarditis

Unknown, peobabily due 1o

7

NA

a hemorrhagic shock following peritaneal, retroperitoned and
perirenal psoas hematoma
Atheroscherosis

4 psoas hemorrhage

Massve left ventricular

Atherosderosin

NA

NA

infarction, extended to the

interventricular septum

7

Epilepsy, dyslipidemi, ischemic heart disease
Basedow's Disease

Lung parenchyma damage (>75%)

Multi-organ failure

16
45

NA
40

NA
29

50 M 7 NA
woviD 63 M 30 39

Crd

requiring ECMO, multiple septic shock
Disturbance of vigilance Meningeal hemaorrhage

Sensory neuropathy of Al kmbs, atral

96

NA

ovio 82 M 28 &

o

fibrillation with left atrisd dosuee, anterial
hypertension, cerebral amyloid angeitis 7
Granulomatoss with polyangiitis

Invasive pulmanary aspergillosis, lung
parenchyma damage (25-50%)

Septic shock in context of
refractory hypoxia

Septic shock

17

Positive at death 25

55

20

VD 63 F

g

Multiple hemormhagic and Ischemic brain ~ Anterial hypertension
injuries, diffuse meningeal hemarhage,

multiple lacunae in the basal gangla

Huntington disease

46

73

oMb 59 M 30 74

g

Diabetes, artenal hypertension, dyskpdemia,

hematopotetic stemn cell transplant

24 Septic context

NA

NA

Patierts and controls for whom braln tvsss weee analysed (hypothalimis and/or olfactoey bulb) "Patients and control for whom the ofactary epithelum was analysed.

Table 1: Uinical characteristics of control and COVID-19 patients whose post mortem brains were used in the study.
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(Applied Biosystems ref 4,440,049) on the Applied Bio-
systems 7900HT Fast Real-Time PCR System. The
TagMan probes used in this study are listed in Table 53,

The 18S ribosomal RNA was used as the house-
keeping transcript for normalization. SARS-CoV-2
N-protein expression was assessed using the CDC
2019-Novel Coronavirus Real-Time RT-PCR Diagnostic
Panel, as described elsewhere.”"* All gene expression
data were analysed using the 2-AACt method.

RNAscope labelling

Expression of the SARS-Cov2 S-protein in post mortem
brains was assessed using an RNAscope® Multiplex
Fluorescent Reagent kit v2 Assay and the V-nCov2019-S
probe, reference: 848,561 (both from Advanced Cell
Diagnostics Inc). Briefly, 20 pm-thick hypothalamic
sections were cut on a cryostat, slides washed twice for
10 min in Gibco® DPBS (ThermoFisher) and dry baked
in a HybEZ™ I1 oven (Advanced Cell Diagnostics Inc.)
at 60 °C for 30 min. They were then immersion-fixed in
4% paraformaldehyde PBS 0.1 M, pH 7.4, prepared in
DEPC-treated water, for 1 h at 4 °C and washed again
twice for 10 min in Gibco® DPBS. Next, the sections
were processed according to manufacturer's in-
structions (ethanol dehydration, RNAscope hydrogen
peroxide treatment and target retrieval), incubated with
RNAscope protease 1V for 10 min at room temperature,
and the signal revealed using the RNAscope multiplex
fluorescent assay.

Immunohistochemistry and quantification for viral
and host-cell markers in human tissues

Dissected, postfixed and cryoprotected blocks of adult
human patient brains containing the hypothalamus or
olfactory bulb were cut into 20 pm sections and mounted.
A citrate-buffer antigen retrieval step, 10 mM Citrate in
TBS-Triton 0.1% pH 6 for 30 min at 70 °C, was per-
formed on 20 pm sections. After 3 washes of 5 min with
TBS-Triton 0.1%6, sections were blocked in incubation
solution (10% normal donkey serum, 1 mg/ml BSA in
TBS-Triton 0.1 pH 7, 4) for 1 h. Blocking was followed
by primary antibody incubation (Table 2) in incubation
solution for 48 h at 4 °C. Prnmary antibodies were then
rinsed out, before incubation in fluorophore-coupled
secondary antibodies or, in case of amplified immuno-
labelling biotinylated secondary antibodies for 1 h in
TBS-Triton 0.1% at room temperature. For classic
immunohistochemistry, secondary antibodies were
washed and sections counterstained with DAPI (D9542,
Sigma). For amplified immunohistochemistry, after sec-
ondary antibodies were rinsed, sections were incubated
with VECTASTAIN® Elite ABC-HRP kit (PK-6100, Vec-
tor laboratories) following manufacturer's instructions.
Sections were then incubated with biotinyl-tyramide re-
agent (SAT700001EA, PerkinElmer) following manufac-
turer’'s recommendations, washed and incubated with
fluorophore-coupled  streptavidin (1/500  dilution in

TBS-Triton 0.1%) before counterstaining with DAPIL
Finally, the sections were incubated with Auto-
fiuorescence Eliminator Reagent (2160, Millipore)
following manufacturer’s instructions and mounted with
Fluoromount™ (F4680, Sigma). Immunolabelling in the
human brain using the two antibodies to human ACE2
(R&D Systems, with tyramide amplification, and Abcam,
without amplification), labelled similar cells.

For immunolabelling of human fetuses, 20 pm-thick
sections of entire heads at GW 7, GW 11 and GW 14
were processed as follows. Slides first underwent anti-
gen retrieval for 20 min ina 5 mM citrate buffer heated
to 90 °C, then were rinsed in TBS and blocked/per-
meabilized for 2 h at room temperature in TBS +0.3%
Triton +0.25% BSA +5% Normal Donkey Serum (“In-
cubation solution”, ICS). Sections were then incubated
with primary antibodies (Table 2) for two nights at 4 °C
in ICS. After rinses in TBS, the sections were incubated
with secondary antibodies for 2 h at room temperature
in ICS, then rinsed again in TBS. Finally, nuclei were
stained with DAPI (Sigma D9542, 1:5000 in TBS) for
5 min, and sections were rinsed before coverslipping
with homemade Mowiol.

For immunolabelling of mouse brain sections,
30 pym-thick floating sections were rinsed 4 times in
0.1 M PBS pH 7.4 and blocked for 1 h at room tem-
perature in blocking solution (PBS containing 10%
normal donkey serum and 0.3% Triton X-100). Sections
were incubated overnight at 4 *C with a mix of primary
antibodies diluted in blocking solution (Table 2). The
sections were washed three times in 0.1 M PBS and
incubated at room temperature for 1 h with Alexa Fluor-
conjugated secondary antibodies (1:500 dilution; all
purchased from Molecular Probes, Invitrogen, San
Diego, CA) in blocking solution. A biotin-streptavidin
amplification step was added for TMPRSS2 to verify
expression in some ftissues. The sections were then
rinsed 3 times in 0.1 M PBS. Nuclei were counter-
stained by incubating the sections for 1 min in DAPI
before mounting and coverslipping as above. Informa-
tion on the antibodies used is listed in Table 2,

Statistics

Statistical comparisons were carried out using Graph-
Pad Prism 8. All correlations were performed using R
stats version 4.2.1. Testosterone, LH, and FSH were
compared between the four patient groups using two-
tailed unpaired ttest. For the CHU Lille cohort of
COVID-19 patients, Pearson's product moment corre-
lation of (cor.test () of R stats version 4.2.1) was used to
estimate the strength of association between testos-
terone (ng/ml) vs CRP (mg/ml) in all patients irre-
spective of sampling week. Pearson's Chi-squared test
was performed to determine the association between
percentage of mortality among patients and the HPG
axis status. The correlation plots and the dot plots were
generated using ggplot2 version 3.4.1 in R (v 4.2.1).
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Antibody Manufacturer  Reference RRD Dilution sample Validation (references or Figures)
Goat ant-1 human ACE2 RED Systerns AF933 AB 355722 1/100 Hurman brain tissue .
Rabbit anti- hurman ACE2 Abcam Ab15348 AR 31861 1/100-1/200 Hurnan birain tissue o
Rabbit anti-TMPRSS2 Abcam A2323 Al 10585552 1100-11000 Murman brain tissve -
Chicken antiyimentin Millpare ABS733 AB 1112377 4500 Hurman brain tissue -
Goat anti-TAG1 RED Systerms AF4439 AB 1044647  1/S00 Hurman brain tisue "
Goat anti-OM#® Wako 544-10001 AB_G64696 1/200 Hurman brain tissue
Guirea Pig anti GnRH Erilk Habowszky  In-house 1/3000-1/6000  Human brain tissve & Cells
Mouse anti-ds8NA SCCONS 2 1001060 AB 265115 1500 Human brain tissue Fig and d
Mouse anti-SARS-CaV-2 spike protein  GeneTex GTX632604 AB 2864418 1/200 Human brain tissue Figure 52
Rabbit anti-SARS nudeocapsid protein  Novus Bio NBIOO-56576 AR 838838 1100 Human brain tissue Fig 3cand d
Goat anti-NRPL R8O Systems  AFS66 AB_I55445 1100 Human brain tissve & Cells 7
Rabbit anti<leaved aspase 3 Cell Sigralling #9664 AB 2070042 1200 Human brain tissoe -

Tabie 2: List of the prmary antibodies used for imunofluorescence.

For the Imperial College London cohort, the rela-
tionship between admission CRP and testosterone was
determined using Spearman'’s rank correlation. Testos-
terone levels measured in the acute phase were
compared by WHO severity group using the Kruskal-
Wallis test.

For quantitative RT-PCR experiments (n = 5 control
patients vs 4 SARS-CoV-2-infected patients; n = 3 mock
infected mice vs 5 SARS-CoV-infected mice), a two-
tailed unpaired t-test was used to compare expression
levels between infected and control brains. The Fried-
man multiple comparison test followed by an uncor-
rected Dunn’s post hoc test was used to compare gene
expression levels between the cortex, OB and hypothal-
amus of infected mice.

For the quantification of the proportion of GnRH
neurons showing normal or abnormal morphology in
control and COVID-19 patients, a two-way ANOVA was
used, followed by Sidak’s post hoc test (n = 18 and 20
sections, 85 and 116 GnRH neurons, respectively; n = 4
patients per group). To compare the proportion of
GnRH neurons with normal or abnormal morphology
that expressed cleaved caspase 3 in COVID-19 patients,
a two-sided Fisher's exact test was used (n = 66 GnRH
neurons, n = 4 patients).

Data from flow cytometry experiments were
compared using an unpaired t-test.

Role of funders

The funding sources for this project played no role in
the study design, data collection, analysis, interpreta-
tion, writing, or editing of the manuscript.

Results

When the HPG axis functions correctly, GnRH released
by neurons into pituitary portal blood vessels underlying
the median eminence of the hypothalamus is carried to
the anterior pituitary, where it elicits the secretion of the
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gonadotropins, luteinizing hormone (LH) and follicle-
stimulating hormone (FSH), which then act on the go-
nads to stimulate steroid hormone production and
gametogenesis.” Feedback from gonadal steroids then
influences the further release of GnRH and gonado-
tropins, such that low gonadal steroid levels would
trigger a compensatory increase in LH and FSH levels,
and vice versa.” In order to verify whether the HPG axis
was functioning correctly in COVID-19 patients, we
thus retrospectively measured plasma testosterone, and
LH and FSH concentrations, which serve as surrogates
for GnRH release, in a cohort of 60 male COVID-19
patients, 35-82 years old, hospitalized in the intensive
care unit (ICU) of the Lille Medical University Hospital
(CHU Lille) (Table S1). During their first week in the
ICU, 57 patients (Groups 1-3) showed testosterone
levels that were moderately low (0.92-2.88 ng/ml) or
severely low, indicative of hypogonadism {<0.92 ng/ml),
while only 3 patients showed normal or near-normal
testosterone levels (>2.88 ng/ml; Group 4) (Fig. 1a). Of
the 57 patients with low testosterone levels, only 6
(Group 3) showed the compensatory increase in LH
expected when the HPG axis functions normally (>12
1U/L) (Fig. 1b), while 38 patients (Group 2) showed
intermediate concentrations of LH (2-12 1U/L) and 13
patients (Group 1) showed very low LH concentrations
(<2 1U/L), indicating an impairment of the HPG axis
(Fig. 1b). Of these, 10 of 13 patients (Group 1) and 15 of
38 patients (Group 2) had severely low testosterone
levels (<0.92 ng/ml, indicating the existence of hypo-
gonadotropic hypogonadism) (Fig. la and b). Patients
with normal or near-normal testosterone levels (Group
4) all had the expected intermediate concentrations of
LH (2-12 IU/L) (Fig. 1b). FSH levels broadly followed a
similar pattern to that of LH (Fig. 1c). Surprisingly,
given previous reports of a correlation between the in-
tensity of the inflammatory response and low testos-
terone levels,” the level of C-reactive protein (CRP), an
indicator of inflammation, was not found to be a
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confounding factor for hypogonadism (Figure Sla,
Table S4).

COVID-19 patients who underwent an extended ICU
stay were also sampled at weeks 2 and 4 in the ICU
(Figure S1b and ¢). In these, the functioning of the HPG
axis was seen to switch between “normal” (Groups 3 and
4), ie., where testosterone levels provided feedback to
LH levels, and “abnormal” (Groups 1 and 2), ie., where
LH levels were not appropriate for testosterone levels
(Fig. 1a and b). Among the 16 patients who died
(26.6%), HPG axis function was abnormal in 12 (75%)} at
the time of death (Figure S1b), whereas this condition
was seen in only 11 out of 44 (25%) of the patients who
survived (Figure Slc) (mortality associated with
abnormal HPG function, Pearson’s Chi-squared
# oy = 10.38, p = 0.0013) (Fig. 1d). Together, these re-
sults suggest that the severely low total testosterone
levels seen in the majority of COVID-19 patients in the
ICU and the associated risk of mortality are not just a
reflection of gonadal insufficiency but of impaired hy-
pothalamic GnRH function, or hypogonadotropic
hypogonadism, which may also underlie the poor
prognosis reported in men with low testosterone
levels.

However, hospitalization in the ICU could itself
suppress GnRH release and lead to transient hypo-
gonadotropic hypogonadism.**** To verify whether this
could be the case in our patients, in the absence of
uninfected control patients hospitalized in the ICU from
the same period. we reanalysed testosterone, LH and
FSH concentrations obtained from 50 male ICU pa-
tients from the READIAB study, aged 2887 vyears,
before the emergence of COVID-19. Unfortunately, 42
of these non-COVID-19 ICU patients (84%) also dis-
played hypogonadotropic hypogonadism according to
the criteria used above (Fig. le-g).

In order to distinguish between HPG axis suppres-
sion as a result of the ICU stay and that due to a durable

loss of GnRH following SARS-CoV-2 infection, we
performed similar analyses in another cohort of 47 male
patients followed at Imperial College London, 3 months
or more after contracting COVID-19 (Table S2). Of these
patients, 11 still had low total testosterone at this delayed
time point (median days since initial presentation: 217)
(Fig. 2a). None of the 11 had a compensatory increase in
LH, instead having either low LH levels of <2 IU/L (4/11
patients) or normal IH levels of 2-12 IU/L (7/11 pa-
tients), indicating a persistent dysregulation of the HPG
axis in 23% of men (Fig. 2b); FSH levels were mostly
normal (Fig. 2c). There was no correspondence between
HPG status at this delayed time point and WHO disease
severity rating during the acute phase (Figure S1d). As
in the Lille cohort, CRP values were not a confounding
factor for HPG axis status (Figure Sle). However, the
patients displayed a slight but significant increase in
body weight between diagnosis and the first follow-up
visit (two-tailed paired t test, t;14) = 3.025, p = 0.0091).
Testosterone levels and other parameters were
measured in 22 of these male patients at a second
follow-up visit more than 1 year after presentation with
COVID-19 (median days since initial presentation: 464;
median days since first post-COVID visit: 237 days).
Interestingly, all 7 patients with abnormal HPG axis
function (Groups 1 or 2) during the first visit who
attended the second follow-up now displayed normal
testosterone levels (Group 4) (Fig. 2d). Two men dis-
played extremely low total testosterone levels (<2.88 ng/
ml) without compensatory high LH levels (Fig. 2e),
again confirming that hypogonadism in these patients
might be of hypothalamic origin. These data suggest
that COVID-19 infection can lead to persistent or
delayed hypogonadotropic hypogonadism more than a
year later in some patients. Interestingly, neither of the
two men with hypotestosteronaemia at the second visit
had displayed low testosterone levels at the first. A
similar delayed decrease in testosterone levels was ako

total testosterone and LH levels, where Group 1 = testosterone <2.88 ng/mi with LH < 2 IU/L. Group 2 = testosterone <2.88 ng/ml with LH > 2
but <12 IU/L, Group 3 = testosterone <2.88 ng/ml with LH > 12 IU/L, Group 4 = testosterone >2.88 ng/ml A two-tailed unpaired t-test was
used to estimate the significance of the difference between groups (total n = 60 patients) during their first week in the ICU. (a) Testosterone
(two-tailed unpaired t-test, Group 4 (n = 3) vs Group 1 (n = 13), t {14) = 6.195, ***p < 0.0001; Group 4 (n =3) vs Group 2 (n = 38), t
(39) = 6.124, ****p < 0.0001; Growp 4 (n=3) vs Grovp 3 (n = 6), t (7) = 4.392, **p = 0.0032 (b) Luteinizing hormone (LH) (two-tailed unpaired
t-test Group 4 (n =3) vs Group 1 (n =13), t (14) = 6.616, ***"p < 0.0001; Group 4 (n = 3) vs Group 2 (n = 38), t (39) = 2.333, “p = 0.0245;
Group 4 (n =3} vs Group 3 (n = §), t (7) = 1460, p = 0.1877 () Follide-stimulating hormone (FSH) (Group 4 (n =3) vs Group 1{n = 13), t
(14) =3.137, ~'p = 0.0073; Group 4 (n = 3} vs Group 2 (n = 38), t(39) = 2.977, ~*p = 0.0050; Group 4 (n =3) vs Goup 3 (n=16), 1(7) = 0.8167,
p = 0.4410) {d) Percentage of mortality among patients with normal (n = 37) and abnormal HPG status (n = 23). Pearson’s Chi-squared test
with Yates' continuity correction, X2 (1) = 10.38, p = 0.0013 (e-g} Non-COVID-19 male ICU patients (n = 50) were divided into 4 groups
depending on total testosterone and LH levels, where Group 1 = testosterone <2.88 ng/mi with LH <2 IU/L, Group 2 = testosterone <2.88 ng/
mi with LH > 2 but <12 IU/L, Group 3 = testosterone <2.88 ng/ml with LH > 12 IU/L, Group 4 = testosterone >2.88 ng/mi. A two-tailed
unpaired t-test was used to estimate the significance of the difference between groups (total n = 50 patients). (e) Testosterone (two-tailed
unpaired t-test, Group 4 (n = 3) vs Group 1 (n = 26), t (27) = 14.45, ***p < 0.0001; Group 4 (n = 3} vs Group 2 (n = 16}, t (17) = 5399,
****p < 0.0001; Group 4 (n = 3) vs Group 3 (n =5), t (6} = 7346, ***p = 0.0003 (f) Luteinizing hormone [LH) (two-taded unpaired t-test, Group
4(n=3)vs Group 1 (n = 26), t(27) = 8.926, ****p < 0.0001; Group 4 (n = 3} vs Group 2 (n = 16), t {17) = 3.495, **p = 0.0028; Group 4 (n=3)
vs Group 3 (n = 5), t (6} = 1.654, p = 01493 (g) Follicke-stimulating hormone (FSH) Group 4 (n = 3) vs Group 1 (n = 26), t (%7) = 6.139,
“***p < 0.0001; Group 4 (n = 3) vs Group 2 (n =16), t (17) = 1635, p = 0.1204; Group 4 (n =3) vs Group 3 (n =5), t(6) =1134 p =0.2959.
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Fig. 2: Serum testosterone, and gonadotropin (LH & FSH) concentrations in male patients followed at Imperial College London 3 months
after contracting COVID-19. COVID-19 infected male patients (n « 47) were divided into 4 groups depending on total testosterone and LH
levels, where Group 1 = testosterone <2.88 ng/ml with LH < 2 IU/L, Group 2 = testosterone <2.88 ng/ml with LH > 2 but <12 1U/L, Group
3 = testosterone <2.88 ng/ml with LH > 12 IU/L, Group 4 = testosterone >2 88 ng/ml. A two-tailled unpaired t-test was used to estimate the
significance of the difference between groups (total n = 47 patients). (a) Testosterone (two-tailed unpaired t-test, Group 4 (n = 36) vs Group 1
(n=4),t(38) = 2,384, *p = 0,0222; Group 4 (n = 36) vs Group 2 (n = 7), t (41) = 3,262, **p = 0.0022. (b) Luteinizing hormane (LH) (two-tailed
unpaired t-test, Group 4 (n = 36) vs Group 1 (n = 4), t (38) = 2.093, "p = 0.0431; Group 4 (n = 36) vs Group 2 (n = 7), t (41) = 0.2810,
p = 0.7801 (c) Follicke-stimulating hormone (FSH) (two-tailed unpaired t-test, Group 4 (n = 36) vs Group 1 (n = 4), t (38) = 1535, p = 0.1330;
Group 4 (n = 36) vs Group 2 (n = 7), t (41) = 0.6067, p = 0.5474. (d) Testosterone levels of patients between visits. The colour of the dot
represents the HPG axis status (Groupl in red, Group 2 in orange, and Groupd in blue), The size of the dot is representative of the testosterone
levels (ng/mi). Except Pt 14 and Pt 22 who switched to Groupl/Group 2, all other patients were in Group 4 i the follow-up visit (median days
since initial presentation: 464; median days since first post-COVID visit: 237 days). The 9 patients who displayed lower testostercne levels
during the second visit than the first are outlined. (¢) Testosterone levels at the second visit and the BMI of patients. Two men, both of whom
had a BMI above 30, displayed extremely low total testosterone levels without compensatory high LH levels. The colour of the dot represents
the HPG axis status (abnoemal in red (n = 2) and normal in blue (n = 21)).

observed in 9 other patients from Group 4 (Fig. 2d),
indicating a progressive dysfunction of varying severity
of the HPG axis in a subpopulation of infected patients.

Hypogonadotropic hypogonadism due to SARS-CoV-
2 neuroinvasion could be caused by the loss of GnRH
neurons or by deficient or abnormal GnRH synthesis
and release due to a perturbation of the transcription
factor or cell network regulating its production.” " In
humans, neurons secreting GnRH constitute a sparse
population of barely a couple of thousand cells,’ prin-
cipally located in the infundibular nucleus of the tuberal

region of the hypothalamus."* Their neurcendocrine
terminals contact fenestrated vessels of the pituitary
portal system underlying the median eminence to
secrete the hormone, in a process controlled by the
remodelling of a specialized population of hypothalamic
glia, the tanycytes. Unlike other hypothalamic neurons
driving bodily functions, GnRH neurons are not born in
the brain but originate in the olfactory placode, from
where they migrate into the brain during embryogen-
esis,” * while remaining in contact with the olfactory
bulb (OB) via long dendrites.""" GnRH neurons might
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thus be exposed to SARS-CoV-2 either through the ol-
factory route or through the hematogenic route at the
level of the median eminence in patients with viremia.

In order to determine whether GnRH neurons could
be exposed to SARS-CoV-2 in COVID-19 patients, we
looked for the presence of viral proteins and RNA in the
brains of four patients who died of COVID-19 in the
ICU in 2020, including one who displayed viremia at
the time of death (Table S1), and compared them with
the brains of four age-matched uninfected patients
(deceased before the pandemic or with negative nasal
swab PCR results), using primer pairs and antibodies
specific to early SARS-CoV-2 variants and validated
previously in brain tissue from the K18-hACE2 mouse
model of SARS-CoV-2 infection.” We observed that all
three of the four COVID-19 patients for whom the
median eminence was available, including the one with
viremia, had readily detectable levels of N-protein tran-
scripts in the hypothalamus (Fig. 3a). Next, perfecting a
technique for multiplex fluorescent in situ hybridization
(RNAscope) in the hypothalamus in human brain tissue
fixed in paraformaldehyde for longer than a week, we
detected S-protein transcripts in vessels, some neuron-
like cells and cells of the ependymal wall, while such
labelling was absent in control patients despite the
strong visualization of positive-control U6 mRNA
(Fig. 3b).

Two host-cell factors are important for SARS-CoV-2
viral entry into a number of cell types: angiotensin-
converting enzyme 2 (ACE2), which is bound by
S-protein, and transmembrane protease, serine 2
(TMPRSS2), which cleaves S-protein, allowing this
binding to take place. Immunofluorescence labelling for
SARS-CoV-2 viral proteins and these two hostcell
factors also revealed abundant N-protein and double-
stranded RNA (dsRNA) in numerous cells of the me-
dian eminence/infundibular nucleus of COVID-19
patients (Fig. 3c and d), unlike uninfected controls
(Fig 3¢). indicating robust SARS-CoV-2 entry and
replication. However, while N-protein was often colo-
calized with vimentin-immunoreactive tanycytic pro-
cesses, dsRNA labelling was fainter in tanycytic cell
bodies lining the ventricular wall than in the nuclei of
non-tanycytic cells morphologically associated with
tanycytic processes (Fig. 3¢ and d). Interestingly,
immunolabelling for S-protein, which mediates host-
cell entry,”” was extremely high in  ACE2-and
TMPRSS2-coexpressing tanycytic endfeet, which con-
tact fenestrated capillaries at the external pial surface of
the median eminence (Fig. 3e and f). Tanycytic endfeet
are known to ensheathe and dynamically interact with
GnRH axon terminals, thus controlling the periodic
secretion of GnRH, " a process that could break down in
infected patients and contribute to the observed HPG
axis dysregulation. These findings suggest that in pa-
tients contracting COVID-19, SARS-CoV-2 was infecting
hypothalamic cell types.

www.thelancet.com Vol 96 October, 2023

With regard to the olfactory route, while some re-
ports do indicate the olfactory epithelium, in which
some GnRH cell bodies may remain anchored in
adulthood, " and olfactory bulb (OB) as ports of infec-
tion, " others have suggested that olfactory sensory
neurons are not themselves very susceptible to infec-
tion, and that the propagation of the virus may be
arrested in the OB by local immune mechanisms. " In
our post mortem patient brains, immunofluorescence
labelling showed abundant S-protein labelling along
with ACE2 and TMPRSS2 in the olfactory nerve layer
(ONL), where olfactory marker protein (OMP)-express-
ing axons from sensory neurons of the olfactory
epithelium enter the OB (Figure S2a—<). In addition,
viral dsRNA was present in numerous OB cells
bordering the ONL and within the glomerular layer of
COVID-19 patient brains, unlike controls (Figure S2c).
Furthermore, in the decalcified nasal epithelium of one
patient, immunolabelling for S-protein was clearly
colocalized with OMP- and ACE2-positive olfactory
sensory neurons (Figure $2a), indicating potential
SARS-CoV-2 entry and replication along this second
route of infection.

Given the anatomical relationship between GnRH
neurons and both neuroinvasion routes, we next
examined our post mortem patient brains for signs that
GnRH neurons were themselves infected. Despite the
extreme paucity of GnRH neurons and their scattered
distribution in the hypothalamus, we identified GnRH
neurons expressing both ACE2 and neuropilin 1
(NRP1), a semaphorin receptor that they use during
embryonic  life to migrate to their final
destinations, " " and which has been found to be a
co-receptor or alternative receptor that facilitates SARS-
CoV-2 host cell entry,”* in all the brains studied
(Fig. 4a and b). Furthermore, more than one-third of
GnRH neurons in the brain of COVID-19 patients dis-
played a bloated or abnormal morphology rather than
the typical fusiform morphology, suggesting that they
were sick or dying (Fig 4c and d); the number of such
abnormal GnRH neurons was negligible in control
brains (Fig. 4d). In keeping with the view that SARS-
CoV-2 infection was causing the death of GnRH neu-
rons, directly or indirectly through the infection of
associated cell populations, some GnRH neurons were
immunoreactive for cleaved caspase-3, an apoptosis
marker expressed by other infected cells in the brain,”
in all infected patient brains (Fig. 4c). A majority of
these dying neurons also displayed an abnormal
morphology (Fig. 4e). No cleaved caspase-3 labelling was
noted in GnRH neurons in uninfected control brains,
Interestingly, while GnRH neurons are an extremely
small and scattered population in the human hypothal-
amus, we were able to observe a GnRH neuron positive
for the viral S-protein in one patient brain (Fig. 4b).
Further supporting the putative death or dysfunction of
GnRH neurons on a massive scale, RT-PCR analysis of
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Fig. 3: Expression of viral transcripts and proteins, ACE2 and TMPRSS2 in the hypothalamus of COVID-19 patients and non-infected
controls. (a) Quantitative PCR analysis of N-protein mRNA in the hypothalamus of COVID-19 patients using three distinct sets of probes
(N1, N2 and N3). n = § control patients and 4 SARS-CoV-2-infected patients. Note that one COVID-19 patient (yellow point) had viremia at the
time of death. Two-tailed unpaired t test, for N1 t (7) = 3097, p = 00174, for N2 t (7) = 3143, p = 00163 and for N3 t (7) = 3,587,
p = 0.0089). (b) RNAscope labelling for S-protein mRNA (pink) in the hypothalamus of a control (non-infected) patient and a COVID-19
patient. U6 RNA was used as a positive control. Blue: DAPL Scale bar; 20 pm. (¢) Immunolabeling for SARS-CoV-2 N-protein (white), viral
dsRNA (green) and vimentin (magenta) to identify tanycytes, indicating that viral markers are absent in the hypothalamus of controls (left) but
heavily expressed in a 63-yearold COVID-19 patient (right). 3 V: third ventricle, Scale bar: 30 pm. (d) N-protein (white), dsRNA (green) and
vimentin (magenta) immunolabeliing showing abundant N-protein colocalization with vimentin in numerous tanycytic fibres (white arrows)
and its presence in non-tanycytic cell bodies (empty arrows) near the median eminence (ME). dsRNA is not present in the vimentin-rich
tanyaytic cell body layer lining the ventricular wall. Blue: DAPL Scale bar: 30 pum. (e,f) Extremely strong labelling for S-protein (white) seen
in the end-feet (white arrowhead) of tanycytes (vimenting magenta in e; green in f), which also express ACE2 (green in @) and TMPRSS2
(magenta in 1), at the pual surface of the ME, where tanycytic processes (white arrows) contact fenestrated capillaries, Blue: DAPL Scale bar:
20 pym

the hypothalamus of four COVID-19 patient brains
revealed an almost complete disappearance of GnRH
transcripts as compared to five control brains, whereas
NRP1, which is expressed by other cell populations in
the hypothalamus, was not significantly affected
(Fig f)

Given the importance of physiological GnRH
secretion appears to have for cognitive function in
adulthood,” to verify whether the GnRH neuronal
infection and HPG axis abnormalities observed in
COVID-19 patients could be associated with cognitive
deficits, we analysed cognitive symptoms reported by
male patients in the London cohort, who underwent
extensive testing at >3 months and >1 year after infec-
tion (Table S5). At both follow-up visits, the proportion
of patients reporting impaired memory or attention
("DePaul Symptom” questionnaire), regardless of

frequency or severity, or difficulty concentrating (“Long
COVID" questionnaire) tended to be slightly higher in
the group with abnormal HPG axis function, although
the patient numbers were not sufficient to draw statis-
tically valid conclusions (100%, for n = 7 of 7 for the
first visit and n = 2 of 2 for the second visit), than in
the group with normal function (81%, n « 13 of 16 for
the first visit; 80%, n = 16 of 20 for the second visit). A
similar pattern emerged for neurological symptoms
{abnormal HPG axis function: 100%, n = 7 of 7 for the
first visit and n = 2 of 2 for the second visit: normal
HPG axis function: 87%, n = 14 of 16 for the first visit
and 90%, n = 18 of 20 for the second visit). Although
these are subjective measures reported in a small
sample of patients, they suggest that the time course
and pathogenic mechanisms underlying the effects of
neuroinvasion, and more specifically, the interplay
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Fig. 4: SARS-CoV-2 infects GnRH neurons and leads to their death in COVID-19 patients. (a) Immunolabelling for GnRH (red) and NRP1
(white) in hypothalamic GnRH neurons in a control patient. Arrowheads show a double-labelled GnRH neuron, while white arrows show a
GnRH-immunoreactive process expressing NRP1. Scale bar: 50 pm. (b) Immunolabelling for GnRH (red), ACE2 (white), and S-protein (green) in
hypothalamic GnRH neurons in a COVID-19 patient. Arrowheads show a triple-labelled GnRH neuron, white arrows show a GnRH-
immunoreactive process that does not express ACE2, and empty arrows show an ACE2-immunoreactive neuron-like process that does not
express GnRH. Blue: DAPI. Scale bar: 50 pm. () Immunolabelling for GnRH (red) and cleaved caspase 3 (green) in the infundibular nucleus (Inf)-
median eminence (ME) area of the hypothalamus of a COVID-19 patient. Blue: DAPI. Scale bars: 500 pm (inset 30 pm). (d) Quantification of
proportion of GnRH neurons showing normal or abnormal morphology in control and COVID-19 patients (two-sided Fisher's exact test,
p < 0.0001, n = 66 GnRH neurons, n = 4 patients). (e) Proportion of cleaved caspase 3-expressing or healthy GnRH neurons with normal or
abnormal morphology in COVID-19 patients (two-sided Fisher's exact test, p = 0.0387, n = 66 GnRH neurons, n = 4 patients). (f) Quantitative
RT-PCR for GnRH and NRP1 in the infundibular nucleus-median eminence of COVID-19 and control patients showing the almost complete
disappearance of GnRH expression in patients (two-tailed unpaired t-test t (7) = 2.197, p = 0.0320 for control vs COVID-19 brains. n = 5 for
control patient and n = 4 for COVID-19 brains).

between HPG axis dysfunction and cognition deficits, The existence of an olfactory route combined with
require further large-scale retrospective or prospective  the vulnerability of GnRH neurons to SARS-CoV-2 also
investigations. raises another spectre: that of an infection of these
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neurons, which are born in the nose, during embryonic
development or early childhood. Indeed, the migration,
maturation and correct adult function of GnRH neurons
may be important not only for the establishment or
maintenance of cognitive or metabolic function,” " but
could also play a role in normal or pathological aging.
We therefore analysed the olfactory epithelium of 7-,
11- and 14-week-old human fetuses, and found abun-
dant expression of ACE2 and TMPRSS2 in both olfac-
tory sensory neurons and their TAG-1-immunoreactive
axons extending into the OB (Figure S3a—), adding to
previous reports of these susceptibility factors in other
cell populations of the olfactory epithelium.* Serendip-
itously, neurons composing the putative vomeronasal
organ,’ the birthplace of GnRH neurons (Fig. Sa-d,
Figure S3d-f), as well as the axonal tracts along which
they migrate into the brain (Fig S5e), also abundantly
expressed ACE2 and TMPRSS2 as well as NRP1
(Fig. 5e), as we have previously shown,”' potentially
further favouring SARS-CoV-2 cell entry and infection
of this crucial neuronal population.**

Finally, to directly verify that human fetal GnRH
neurons can be infected by SARS-CoV-2, we tested the
ability of pseudotyped viral particles expressing the full-
length SARS-CoV-2 S-protein and the ZsGreen reporter
gene”’ or the SARS-CoV-2 virus to infect a human fetal
GnRH-expressing cell line, FNC-B4." Interestingly,
cells differentiating into GnRH neurons not only
expressed susceptibility factors for infection (Fig. 5f and
g). but a fraction of these cells were confirmed to be
infected by the pseudovirus, using flow cytometry
(p = 0.0235, two-tailed unpaired t-test) (Fig. Shand i), or
by SARS-CoV-2 itself, using immunocytochemistry
(Fig. 5i). These experiments raise the strong possibility
that at least some GnRH neurons in human fetuses or
new-borns could indeed be infected by SARS-CoV-2 in
case of vertical transmission from infected mothers (see
for example'), with potential long-term mental and
nonmental consequences later in life.

Discussion

The triad of anosmia, hypogonadism and cognitive
deficits, which occurs in a significant proportion of
“long COVID" cases, is also reminiscent of another
disease: Down syndrome or Trisomy 21. Our recent
identification of a peripubertal decline in GnRH pro-
duction as the likely causative factor underlying not only
the dysfunction of the gonadotropic axis but also the
progressive cognitive decline and AD-like neuro-
degeneration observed in Down syndrome patents’
prompted us to study whether GnRH system dysfunc-
tion due to neuroinvasion by SARS-CoV-2 could un-
derlie some of these symptoms in COVID-19 patients.
Our work demonstrates that GnRH neurons as well as
other associated hypothalamic cells could indeed be
infected by SARS-CoV-2 through at least two routes, and

that this results in a dramatic decrease in GnRH
expression in the brain. Moreover, even human fetal
GnRH neurons express susceptibility factors for SARS-
CoV-2 host-cell entry and can be infected by the virus.
Together, this vulnerability of developing and mature
GnRH neurons to SARS-CoV-2 neuroinfection creates a
potential for devastating long-term effects on cognitive
and metabolic aging, in addition to the expected
dysfunction of the reproductive axis.

That SARS-CoV-2 invades and has profound effects
on the brain is no longer in doubt, although not all parts
of the brain may be equally vulnerable to infection.”
Unlike some previous studies, we found ample evi-
dence of olfactory sensory neuronal infection in the
nasal epithelium of COVID-19 patients, supporting the
existence of a viable route for the virus into the brain
along the olfactory and terminal nerves.” Blood-borne
SARS-CoV-2 viral particles might also directly enter
the brain by extravasating from fenestrated vessels of
circumventricular organs and thus bypassing the blood—
brain barrier. This hypothesis is supported by the
abundance of viral markers in the median eminence of
the hypothalamus in the three patient brains for whom
this tissue was available. Interestingly, the absence of
the traditional blood-brain barrier in the median
eminence, an adaptation essential to allow peptide
neurohormones such as GnRH to easily reach their
target cells in the pituitary and for circulating peripheral
signals necessary for the establishment of homeostasis
to enter the brain, could instead represent a breach in
the brain's defences against pathogens. In addition, we
have previously shown that endothelial cells of the
blood-brain barrier are themselves infected by SARS-
CoV-2, potentially allowing viral passage into the
brain."' Indeed, recent accounts of SARS-CoV-2 brain
infection put the incidence of viremia at up to 40%,
greatly increasing the likelihood of a viable hemato-
genic route for the virus. GnRH neurons, which both
maintain contact with the nasal epithelium where they
are born, and extend neuroendocrine terminals to the
perivascular space around the fenestrated vessels of the
median eminence, and which express NRP1 as well as
ACE2, could thus potentially be infected by either route,
or through viral propagation by adjacent cells.

The infection of cither GnRH neurons themselves or
of tanycytes, which interact with their terminals, would
likely be sufficient to cause hypogonadotropic hypo-
gonadism either through decreased GnRH expression,
as we observed in post mortem patient brains, or per-
turbed secretion, as reflected by gonadotropin levels in
our cohorts, although hospitalization in the ICU may
itself cause a transient impairment of the HPG axis
through a variety of intrinsic and extrinsic factors.
However, many GnRH neurons, which normally
constitute a stable population, were also bloated and
dying in our COVID-19 patient brains, The irreversible
loss of GnRH that would entail could thus develop along

werw thedlancet com Vol 96 October, 2023



Articles

b 1 7

d T
R

\v'.

own

V-8 4

2sGireen

Merge

sGreen” cells

ZsG

MOI5 «trypsin

Fig. 5: Human fetal GnRH neurons are susceptible to SARS-CoV-2 viral infection. (a) Schematic representation of a honzontal section
through the nose and brain of a gestational week (GW) 14 human fetus, showing region immunolabelled in (b-d). (b-d) TMPRSS2 (b.¢, red) and

www.thelancet com Vol 96 October, 2023

15



Articles

a longer time course, a phenomenon that could be
exacerbated by the recently reported persistence of active
virus in the brain, including in the hypothalamus, for
weeks or months after infection.” In light of the mul-
tiple brain functions in which GnRH seems to be
involved, this impairment could have several putative
deleterious effects.

The most obvious repercussion of a long-term
decline in GnRH production, given the role of GnRH
as the master molecule controlling the reproductive axis,
is a delayed effect on fertility in both male and female
patients who survive infection, This can be seen in two
men from our London cohort, in whom hypogonadism
developed several months after infection, and a few aase
reports ™ (see also a meta-analysis ™). Extrapolated over
the millions of infections reported worldwide, this is
especially concerning considering the current global
decline in human fertility, including in Europe (https://
www.euro,who.int/__data fassets/pdf_file/0010/73954/
ENG3. pdf). Interestingly, mutations in NRP1, a mole-
cule that can potentiate SARS-CoV-2 host cell infec-
tion, " cause Kallmann syndrome in humans, in which
hypogonadotropic hypogonadism is associated with
anosmia,” by perturbing GnRH neuronal migration.* A
significant proportion of COVID-19 patients display
anosmia or dysosmia” and defects in GnRH neuronal
function may also be associated with alterations in ol-
factory perception, " It would thus be interesting to
investigate whether some persistent olfactory deficits in
COVID-19 patients could also be linked to the loss of
GnRH.

More importantly, GnRH neurons also project to
parts of the brain involved in cognition, such as the
cortex or hippocampus,” and GnRH is involved in
maintaining brain connectivity and cognitive function in
adulthood, a process that breaks down with the loss of
its expression.”” Conversely, restoring physiological
levels and patterns of GnRH improves connectivity and
cognitive performance, for instance in Down syndrome
patients and in an animal model of AD, while restoring
a microRNA involved in GnRH expression, miR200b,
also normalizes the expression of myelination genes, as
well as inter-hippocampal neuronal communication,”

providing an anatomical substrate for these changes.
Interestingly, the most debilitating short- and long-term
consequences of SARS-CoV-2 infection include cogni-
tive symptoms, such as “brain fog”, and demyelination,
altered gene expression mimicking accelerated aging
and AD-like neurodegenerative changes are among the
mechanisms proposed to explain these symptoms (see
for example,” '), It is thus worth considering
whether the dramatic downregulation of GnRH and the
death of GnRH neurons in the brain of COVID-19 pa-
tients could contribute to an acceleration or exacerbation
of age-related cognitive decline. In the adult brain, the
loss of a substantial proportion of GnRH neurons can
occur without leading to functional impairments of the
reproductive axis.” However, the threshold for GnRH
loss at which cognitive changes are triggered is not
known, and it is conceivable that not only reduced
GnRH expression levels but merely a dysregulation of
its pulsatile pattern may lead to cognitive deficits, as
seen in Down syndrome.” While the small patient
numbers and heterogeneity of our study cohorts did not
allow for in-depth measurements or valid statistical
comparisons, the fact that all men in the impaired HPG
axis group displayed persistent cognitive symptoms,
regardless of disease severity, supports a role for GnRH
loss or dysregulation in the aetiology of these symptoms.
There is thus an urgent need for further studies to
confirm this correlation, long-term monitoring of hor-
mone levels as an indicator of the risk of cognitive
decline in COVID-19 survivors, and an evaluation of the
usefulness of GnRH replacement therapy to compen-
sate for the deficits.

GnRH neurons are also implicated in the regulation
of normal energy metabolism,” as are hypothalamic
tanycytes to a very large extent, by transcytosing pe-
ripheral metabolic signals such as leptin and glucose
from the blood to hypothalamic neurons that control
food intake.” Survivors of COVID-19 also appear to be
at higher risk of developing diabetes,"*' suggesting a
breakdown of this tanycytic shuttle in the brain of
COVID-19 patients. Several factors could contribute to
this breakdown: the potential saturation of the endocy-
totic mechanism suggested by the extremely high signal

ACE2 (d, red) immunolabelling in the olfactory epithdium (OE), vomeronasal organ (VNO) and olfactory nerve (ON) of a GW 14 fetus. Blue:
DAPI. Scale bars: 1 mm in b and 100 pm inc-d. (e) In a2 GW 11 human fetus, many GnRH neurons (white) migrating out of the VNO also express
NRP1 (green) and/or ACE2 (red), host cell proteins that mediate SARS-CoV-2 infection (white arrows), while NRP1 and ACE2 are abkso expressed
by some olfactory and vomeronasal nerve axons that form the scaffold for GnRH neurans, Blue: DAPI, Scale bar: 40 pm (f) Differentiating FNC-
B4 cells in culture showing the presence of NRP1 (magenta) and ACE2 protein expression (red) in cells that have begun to express GnRH (green,
top view), Non-GnRH cells (bottom view) also express NRP1, in keeping with the more widespeead expression of this quidance molecule in the
fetal nose and brain. Blue: DAPL Scale bar: 10 pm. (g) RT-PCR analyss demorstrating the expression of mRNAs for GnRM, NRP1, and ACE2 by
FNC-B4 cells. The housekeeping 18 S RNA was used as a control. n « 3 wells. (h) Flucrescence-activated cell sorting (FACS) of FNC-B4 cells (red)
infected with pseudotyped lentiviral partides carrying a full-length SARS-CoV-2 spike protein and a ZsGreen reporter gene (green), showing
infection of some cells by the pseudovirus. (i) ZsGreen expression, indicating pseudotyped viral partice entry, is almost undetectable in un-
infected negative control cells treated only with vehicle (two-tailed unpaired t-test t (4) = 3566 p = 0.0235, n « 3 wells). (j) Immunclabelling of
the SARS-CoV-2 S-protein in FNC-B4 cells. Scale bar: 20 pm.
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for SARS-CoV-2 S-protein at the endfeet of tanycytes,
perturbed feedback or signalling from morbid GnRH
neurons to the tanycytic endfeet with which they
interact, or the inflammation of infected tanycytes by the
activation of the NFxB subunit NEMO in tanycytes by
circulating proinflammatory cytokines, many of which
persist in “long COVID” patients,"** Indeed NEMO
activation is involved in inflammation-mediated
anorexia in certain non-infectious diseases,” and the
SARS-CoV-2 major protease, Mpro, cleaves NEMO,"
setting up a tug-of-war between the competing effects
of acute or persistent systemic inflammation on tany-
cytes and potential post-COVID-19 swings of energy
metabolism. The occurrence of such perturbations is
suggested by the strong inverse correlation between
change in testosterone levels and change in weight be-
tween the first and second follow-up visits in our Lon-
don cohort, and the emergence of two subpopulations:
patients in whom both HPG axis function (i.e.,, GnRH
secretion) and energy metabolism eventually became
normal, suggesting the recovery of tanycytes, and pa-
tients with persistent hypothalamic  dysfunction
(Figure S4).

Finally, in light of the unusual vulnerability of fetal
GnRH neurons, particular attention must also be paid to
the consequences of maternal or perinatal COVID-19
infection in neonates” Indeed, the growing evidence
that some neonates born to infected mothers may be
COVID-19-positive’” is especially concerning since the
first postnatal activation of the HPG axis, Le., mini-
puberty, a phenomenon that plays a key role in the later
maturation of the reproductive system'* and likely also
in brain development in a broader sense,” occurs
shortly after birth. The impairment of minipuberty,”*
for example by premature birth,”™ may be correlated
with the incidence of a range of age-related non-
communicable diseases or metabolic dysfunction,™""
and early reports already indicate that antenatal or
neonatal exposure to SARS-CoV-2 may lead to neuro-
developmental delays.” Studies following cohorts of
babies born during the pandemic, such as the mini-
COVID study by the European miniNO consortium
(https: //www. minine-project.com) are thus essential to
fully understand the repercussions of these mostly
asymptomatic infections on well-aging and to take steps
to mitigate them.

A limitation of our study comes from the safety-
related, ethical, and organizational challenges posed by
the COVID-19 pandemic with regard to the collection of
biological samples and the unavailability of human re-
sources for all non-essential clinical research tasks. For
example, we measured hormone levels in 3 different
cohorts to draw our conclusions: severely ill COVID-19
patients hospitalized in the ICU at the Lille University
Hospital, France, an uninfected control group hospital-
ized in the ICU at Lille but belonging to a different
cohort, and finally COVID-19 patients with different

www.thelancet com Vol 96 October, 2023

degrees of severity of the disease, but not uninfected
controls, who were subjected to medium-to-long-term
follow up at the Endocrinology Department of the Im-
perial College Healthcare NHS Trust, London, UK. In
addition, by definition, our post mortem brain and ol-
factory epithelium tissues were obtained from COVID-
19 patients who had died of the disease, indicating a
degree of infection severity and possibly of neuro-

invasion that might be rarer in the surviving population.
Finally, the time-course of these changes is unknown
(we observed abnormal HPG axis function more than a
year after infection in two patients who were normal at
the first visit, even though most patients who were
abnormal at the first visit had become normal by the
second), which will make it hard to pin down causality
in a variable human population during an ongoing
pandemic. Nevertheless, our findings of abnormal and
dying GnRH neurons in all the patient brains at our
disposal, the dramatic reduction in GnRH expression,
and the incipient correlation between HPG axis func-
tion, energy metabolism and cognitive or neurological
dysfunction underline the necessity for longitudinal
studies in COVID-19 survivors, to anticipate a possible
delayed-onset wave of developmental, reproductive,
metabolic and mental disorders.
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Etude 3 — Le SARS-CoV?2 infecte des neurones a GnRH dans le
cerveau des souris K18-hACE2

e Rationnel

Contrairement a d'autres neurones neuroendocriniens, les neurones a GnRH ne naissent pas
dans le cerveau mais proviennent de la placode olfactive et migrent du nez vers le cerveau au
cours de l'embryogenése restant en contact avec le bulbe olfactif (OB) via de longues dendrites
(Giacobini et al., 2014; Schwanzel-Fukuda & Pfaff, 1989; Wray et al., 1989). Parmi les signaux
moléculaires clés du développement et de la fonction neuronale de la GnRH figurent les
sémaphorines de classe 3, des ligands de la Nrpl, que les neurones a GnRH eux-mémes
expriment également (Giacobini et al., 2014; Hanchate et al., 2012; Vanacker et al., 2020).
Comme il a été discuté dans I'Introduction, Nrpl est reconnue comme un corécepteur pour la
SARS-CoV?2 (Daly et al., 2020). Nous avons souhaité donc Vérifier si les neurones a GnRH
pourraient également exprimer I’ACE2 et si ces neurones pourraient étre infectés sur un modele

murin en exprimant ’ACE2 humanisée.
e Résultats

A la lumiére de ces faits, nous avons évalué si les neurones & GnRH pouvaient eux-mémes
étre sensibles a l'infection par le SARS-CoV-2 en isolant ces neurones chez les souris Gnrh::gfp
a laide d'un tri cellulaire activé par fluorescence et en y quantifiant les transcrits d’Ace?2,
Tmprss2 et Nrpl par RT-PCR. Bien que les transcrits de TMPRSS2 soient indétectables dans
ces neurones, ils expriment Nrpl et I’Ace2 (Figure 1a), ce qui suggere que chez la souris
comme chez '’humain, les neurones adultes a GnRH pourraient étre la cible du SARS-CoV2
dans les nouveaux modeles de souris KI hACE2 (B. Zhou et al., 2021). N'ayant obtenu ce
nouveau modele que trés tardivement au cours de ma thése, nous avons tout d’abord étudié
I'infection potentielle des neurones a GnRH dans la lignée de souris K18-hACE2. Nous avons
constaté que 7 jours apres l'infection intranasale par le SARS-CoV?2, les transcrits de la protéine
N ont été détectés dans tout le cerveau de ces souris par RT-PCR (Figure 1a; Figures 2b,c).
De plus, les études par RNAscope ont clairement révélé la présence de transcrits de la protéine
S dans les cellules mitrales du bulbe offactif (Figure 1b). Il est intéressant de noter qu'a 7 jours
apres l'infection, les transcrits viraux étaient beaucoup plus abondants dans I'hypothalamus que
dans les bulbes olfactifs ou le cortex des souris K18-hACE2 (test de comparaison multiple de

Friedman suivi d'un post-test de Dunn non corrigé) (Figure la ; Figure 2c). Le marquage par
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immunofluorescence des protéines S et N du SARS-CoV-2 a montré une infection virale
massive dans lensemble du cerveau chez 4 souris sur 6 et une infection virale limitée a
I'hypothalamus chez 2 souris, récapitulant les données RT-PCR obtenues sur les mémes
animaux (Figure 2c). Nos observations renforcent la possibilitt d'une voie hématogene
d'infection virale a travers les organes circumventriculaires hypothalamiques tels que
I’éminence médiane. Nos triples marquages par immunofluorescence ont montré que comme
dans I'espéce humaine les neurones a GnRH pouvaient étre infectés par le SARS-CoV2 chez
la souris K18-hACE2 (Figure 1c). Le signal fluorescent des marqueurs viraux était
completement absent dans le cerveau des souris K18-hACE?2 infectées fictivement (Figure 1d),
validant la spécificité de nos outils pour détecter l'infection par le SARS-CoV2.
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Figure 1. Le SARS-CoV?2 infecte les neurones a GnRH dans le cerveau du modele murin
hACE2. (a) Analyse gPCR de I'expression de la protéine N a laide de la sonde N1 dans le
bulbe offactif, I'hypothalamus et le cortex des souris K18-hACE2, 7 jours aprés I'infection de
SARS-CoV?2 par voie intranasale. Le test de comparaison multiple de Friedman (Fr=7 600, p=
0,0239) suivi d'un post-test de Dunn non corrigé ; Bulbe offactif vs Hypothalamus p = 0,0114
et Cortex vs Hypothalamus p = 0,0269. n = 5 souris infectées par le SARS-CoV-2) (b)
Marquage du RNAscope en montrant I'expression du transcrit de la protéine S (rouge) dans la
couche cellulaire mitrale du bulbe olfactif 7 jours apres une infection par le SARS-CoV2. Bleu
: DAPI. Barre d'échelle : 200 um (encart 200 um). ¢) Immunomarquage de la GnRH (rouge),
de la protéine S (vert) et de la protéine N (en blanc) dans la région préoptique de I'hypothalamus
chez les souris K18-hACE2 7 jours aprés une infection par le SARS-CoV2. 1: Grossisseme nt
élevé de lencart montrant des neurones a GnRH exprimant ou non des protéines virales (fleche
blanche et vide, respectivement). Barre d'échelle : 200 um (encart 20 um). d) Controle négatif
montrant 'absence d’immunomarquage des protéines virales chez des souris infectées simulées.
Barre d'échelle : 200 pm.
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Figure 2. Analyse quantitative par PCR des facteurs de susceptibilité dans les neurones a
GnRH etde la protéine N du SARS-CoV-2 dans le cerveau de souris infecté. (a) Analyses
quantitatives par qPCR pour Ace2, TMPRSS2 et Nrp1 dans des neurones GnRH de souris isolés
par tri cellulaire activé par fluorescence (FACS) a partir de souris Gnrh :Gfp. (b) Analyse
quantitative par PCR des taux de transcription de la protéine N dans le cortex de souris K18-
hACE2 infectées ou pas avec le SARS-CoV2 7 jours aprés I'infection a laide de trois sondes
distinctes (N1, N2 et N3). Les valeurs sont exprimées par rapport aux transcrits de 'ARN 18S
d'entretien. (n = 3 animaux simulés et 5 animaux infectés par le SARS-CoV2; test U de Mann-
Whitney a deux queues ; N1, N2 et N3 : U=2, P = 0,0476). (c) Analyse qPCR comparant les
niveaux de transcription de la protéine N entre le bulbe offactif, I'hypothalamus et le cortex de
souris K18-hACE2 infectées par le SARS-CoV-2 7d a laide des ensembles de sondes N2 et N3
(en lien avec la figure 2a). Test de comparaison multiple de Friedman : N2 Fr = 7,600, P =
0,0239; N3 Fr = 7,600, P = 0,0239, suivi d'un post-test de Dunn non corrigé. N2 : bulbe olfactif
vs hypothalamus p = 0,0114 et cortex vs hypothalamus p = 0,0269. N3 : bulbe olfactif vs
hypothalamus p = 0,0114 et cortex vs hypothalamus p = 0,0269).

118



Etude 4 - L’infection par le SARS-CoV2 entraine une
Phypotestostéronémie et une altération de Dexpression de la
kisspeptine dans le noyau arqué de I’hypothalamus chez le hamster

e Rationnel

Les impacts de la COVID-19 sur le systtme reproducteur masculin sont une nouvelle voie
de recherche dans les études en COVID longue qui nécessitent I'exploration des mécanismes
physiopathologiques sous-jacents (H. E. Davis et al., 2023). Le hamster n’est pas seulement un
modele plus physiologique pour mimer I'infection du SARS-CoV2 chez '’humain, mais aussi
un modele sur lequel il est possible d’explorer les possibles effets a long terme de cette infection
(Rizvi et al., 2022; Rosenke et al., 2020; Sia et al., 2020). En outre, il est fort possible que le
cerveau de hamster puisse étre la cible du SARS-CoV2 car dans une étude conduite en
collaboration avec Markus Schwaninger a I'Universit¢ de Lilbeck (vor ANNEXE 1) nous
avons montré la présence de « vaisseaux fantdmes » qui sont la conséquence de la nécroptose
des cellules endothéliale des micro vaisseaux du cerveau au pic d’infection (au jour 4) par le
virus (Wenzel et al, 2021). Dans le cadre de nos recherches sur les potentiels mécanismes

neuroendocrines de la COVID longue, nous avons eu recours a ce modele afin d’observer les

impacts de I'infection parle SARS-CoV2 dans le cerveau et ses conséquences endocrines.

e Résultats

Nous avons analysé¢ différentes aires cérébrales d’hamsters infectés ou non par le SARS-
CoV2 par PCR en temps réel et nous avons identifié que les bulbes olfactifs étaient
significativement infectés, en ayant une forte expression des transcrits pour la protéine N du
SARS-CoV?2 (Figure 3a). Seulement un animal a été positif pour les transcrits de la protéine N
dans les cortex, 'area pré-optique et 'hippocampe (Figure 3b-e). Par ailleurs, nous recouriimes
a la méme stratégie pour identifier des possibles altérations dans I'expression de genes
fortement impliqués dans le controle de’axe reproducteur. Aucune différence n’a été€ retrouvée
pour I'expression des génes du récepteur des androgénes (Ar), du récepteur de I'cestradiol alpha
(Esrl), du récepteur de progestérone (Pr), du récepteur de ’hormone Mutéinisante (Lhr), du
récepteur de ’hormone folliculostimulante (Fshr), du récepteur de Kisspeptine (Kisslr) ou du
récepteur de '’hormone de libération des gonadotrophines hypophysaires ou gonadlibérine
(Gnrh) (Figure 4). Cependant, nous avons trouve une expression différentielle du géne de la

kisspeptine dans le noyau arqué de I'hypothalamus ; les transcrits du gene codant pour la
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Kisspeptine étaient significativement moins abondants chez les hamsters 45 jours aprés
I'infection par le SARS-CoV2 (Figure 5). Des études immunohistochimiques sur les coupes de
cerveau de ces hamsters a montré que ce déficit transcriptionnel de I'expression de kisspeptine
se traduisait par une perte d’immunoréactivité pour la kisspeptine a la fois dans le noyau arqué
de 'hypothalamus, mais aussi dans I’éminence médiane (Figure 6) ou les axones des neurones
a kisspeptine sont connus pour contréler la pulsatilité de la sécrétion de GnRH/LH. De maniére
intéressante, cet perte de production de kisspeptine semble apparaitre des la phase aigie de
d’infection a 4 jours (Figure 6 A,B,E) et se maintien 45 jours apres infection (Figure 6C,D,F).
Du fait de ces altérations, nous avons dosé les hormones LH, testostérone et progestérone chez
les hamsters 45 jours aprés infection, en présence ou en absence d’inoculation virale. Les

hamsters infectés par le SARS-CoV2 ont montré une hypotestosteronémie, sans toutefois
affecter le taux des autres hormones (Figure 7).
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Figure 3. Analyse quantitative par PCR des transcrits de la protéine N dans les cerveaux
des hamsters infectés. PCRen temps réel pour la protéine N du SARS-CoV2 (paire d’amorces
N1). ARNm a été extrait des différentes aires microdisséquées sur coupe de cerveau de
hamster. Les hamsters ont ¢té euthanasiés 4 jours aprés linfection (4dpi) ou linfection
«mock ». A. Le bulbe offactif B. Du cortex positionné en dessus de l'aire pré-optique. C. Du
cortex positionné au dessus de I'hypothalamus médiobasal. E. L’hippocampe, positionné au
dessus de I'’hypothalamus médiobasal. F. L’hypothalamus médiobasal. N= 6. Teste de Mann-

Whitney U, pour des donnés non-parametres. Les valeurs exactes de p sont dans les graphs.
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Figure 4. Analyse par PCR des génes impliqués dans la reproduction. L’ARNm a été extrait
des différentes aires microdissequés du cerveau du hamster. Les hamsters ont été euthanasiés 4
jours apres I'infection (4dpi) ou I'infection « mock ». A. Figure représentative les régions du
cerveau analysées. B. Récepteur des androgénes (Ar) C. Récepteur de I'cestradiol alpha (Esrl)
D. Récepteur de progestérone (Pr) E. Récepteur de ’hormone lutéinisante (Lhr) F. Récepteur
de T'hormone folliculostimulante (Fshr) G. De la kisspeptine (Kissl) H. Récepteur de
kisspeptine  (Kisslr) 1. Récepteur de I'hormone de libération des gonadotrophines

hypophysaires (Gnrh. N= 6. Teste de Mann-Whitney U, pour des donnés non-paramétres. Les
valeurs exactes de p sont dans les graphs.
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Figure 5. L’expression de la kisspeptine dans I’hypothalamus médiobasal des hamsters
infectés avec le SARS-CoV2. La densite des fibres a été quantifiée comme area
d’immunoreactivité positive en pourcentage. A-B. Densité de fibres de kisspeptine dans le
noyau arqué et '’éminence médiane des hamsters 4 jours aprés infection (dpi). C-D. Densité de
fibres de kisspeptine dans le noyau arqué et 'éminence médiane des hamsters 45dpi. E. Figure
représentative de I'immunomarquage de kisspeptine dans les hamsters Mock et le 4dpi. F.
Figure représentative de I'immunomarquage de kisspeptine dans les hamsters Mock et le 45dpi.
N=3-6. Teste t de Student non apparié pour les données parametres. Les valeurs exactes de p
sont dans les graphes.
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Figure 6. Les taux sériques de la testostérone (A), la progestérone (B) et de la LH (C) chez
les hamsters 45 jours apres infection (dpi). Le sang a été extrait de chaque animal avant et
45 jours aprés I'imoculation du virus. Les hormones ont ét¢ dosées par ELISA. Le rapport de
changement de chaque animal a été ploté sur les graphes. N=3-6. L’analyse statistique a été
effectuée par le teste Mann-Whytney U, pour des données non-parametres. Les valeurs de p
sont montrées sur les graphes.
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Discussion

Le SARS-CoV-2 infecte plusieurs tissus, dont le cerveau, une observation qui a été
largement négligée car considérée comme non pertinente pour la phase aigué de la COVID-19
en début de pandémie (Cosentino et al., 2021). La description de symptbmes persistants,
plusieurs mois apres la phase aigué, comme laugmentation de l'incidence des maux de téte, de
la fatigue et des symptémes neurologiques, indique un role potentiel du cerveau en tant que
cible du virus (E. Xu et al., 2022). Des stratégies de protection du cerveau pourraient donc étre
intéressantes a mettre en place pour la prise en charge des conséquences a long terme de
linfection par le SARS-CoV2. Dans le premier travail de cette these, nous montrons que sur un
modeéle murin de COVID-19 le traitement ala mélatonine, en particulier a fortes doses, protege
les cellules endothéliales du cerveau en inhibant l'entrée du SARS-CoV-2 dans ces cellules. La
mélatonine se lie a un site de liaison allostérique a 'ACE2 qui est connecté a linterface
moléculaire interagissant avec la protéine S, empéchant ainsi le SARS-CoV-2 d’interagir avec

son récepteur d’entrée.

D'autres effets bénéfiques de la mélatonine peuvent découler du fait que la mélatonine
conduit les cellules endothéliales & un état inflammatoire moins reactif en raison d'une
expression plus faible des génes de la voie NFKkB. De plus, la réduction de l'expression
endogene d'Ace2 pourrait également participer a la diminution de lentrée virale dans les
modeles ou les récepteurs endogenes sont sensibles au SARS-CoV-2. Nous avons identifié que
les cellules endothéliales cérébrales pourraient étre les principales cellules cibles a Paction de
la mélatonine, vu qu’elles expriment 'ACE2 et les récepteurs mélatoninergiques MT1 et MT2.
Nos données indiquent aussi que la mélatonine a un effet protecteur sur les capillaires
cerebraux, vu que le traitement diminue la formation de vaisseaux fantdmes et prévient la
réduction de la densité vasculaire. Le fait que la mélatonine et ses dérivés utilises en clinique
présentent un effet neuroprotecteur chez les souris K18-hACE2, qui est un modele d'infection
supra physiologique, ce qui suggere qu’il puisse s’agir de molécules intéressantes a
repositionner pour la prise en charge dela COVID longue chez 'humain. Comme la mélatonine
a des effets dépendants et indépendants des récepteurs (Liu et al., 2019), nous avons choisi
lagomélatine et le ramelteon pour évaluer plus spécifiquement I'action des récepteurs MT1 et
MT2. Ces deux analogues de la mélatonine sont tres spécifiques des récepteurs MT1 et MT2 et
sont utilisés en clinique (Hardeland et al., 2008). Cependant, nous avons montré que leurs effets

n'étaient pas identiques a ceux de la mélatonine. En effet, ceux-ci étaient plus modérés
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suggérant que les effets neuroprotecteurs de la mélatonine en plus d’impliquer les récepteurs
MT1 et MT2 pourrait aussi nécessiter une action sur d’autres cibles comme sa laison sur le

récepteur du virus ACE2 qui jouerait un role d’inhibition compétitive entravant les capacités

d’infection du virus.

La spécificité tissulaire du traitement a la mélatonine était frappante, allant de l'absence
d'effet sur la charge virale dans les poumons a un blocage conséquent de linfection dans le
cerveau. Plusieurs facteurs pourraient étre a lorigine de cette sélectivité tissulaire de leffet
mélatonine. Tout d'abord, linfection par le SARS-CoV-2 suit une dynamique bien caractérisée,
les voies respiratoires et les poumons étant les principaux tissus touchés tandis que linfection
systémique est plus tardive. Bien que nous ne puissions pas écarter les effets bénéfiques
potentiels du traitement a la mélatonine a des stades précoces, l'absence de tout effet de la
mélatonine sur la pathologie pulmonaire globale plaide contre cette possibilité, au moins dans
le modéle K18-hACE2 (Cecon et al., 2022). Deuxiemement, les mécanismes d'invasion du
virus different considérablement entre la premiere phase et la propagation systémique. Dans la
phase précoce de l'infection, les épithéliums des voies respiratoires supérieures et inférieures et
les alvéoles pulmonaires sont les principales cellules ciblées par le SARS-CoV-2 et sont
également l'endroit ou la réplication virale active alieu (Hui et al., 2020; Robinot et al., 2021).
Une concentration élevee de virions associée a une forte expression d'’ACE2 dans ces cellules
est certainement une condition difficile a contrecarrer par la mélatonine dans les poumons
(Winkler et al., 2020). En revanche, la propagation systémique de linfection virale est
caractérisée par une virémie relativement faible et une faible expression de IACE2 dans le cas

du tissu cérebral chez 'homme, conditions plus favorables a un effet de la mélatonine (Frank,
2020).

Plusieurs essais cliniques fondés sur le traitement ala mélatonine ont été menés pendant la
crise sanitaire et les résultats de certains d'entre eux commencent aétre publiés et soulignent un
effet bénéfique de [utilisation de la mélatonine sur la qualitté du sommeil et le devenir des
patients COVID-19 (Mousavi et al., 2022). Dans ce sens, des études montrent que I'usage de
la mélatonine peut étre bénéfique chez les patients hospitalisés, y compris en USI. L’usage de
mélatonine peut aider a diminuer le temps d’hospitalisation et réduit la friéquence d’événements
thrombotiques et de sepsis, ce qui contribue a une moindre mortalité (Farnoosh et al., 2022;
Hasan et al., 2022). Dans I'ensemble, ces premiers résultats cliniques mettent en évidence un
potentiel thérapeutique de la mélatonine dans le COVID-19. Compte tenu de la réduction de

linfection cérébrale et de la diminution de la réponse inflammatoire centrale avec le traitement
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a la mélatonine, il est prévu que les troubles neurologiques a long terme pourraient étre évités /
atténués avec un traitement a la mélatonine. Finalement, Ieffet sur la fonction du récepteur
d'entrée du SARS-CoV2 de IACE2, combiné a linhibition de l'expression de NFKB et de
l'expression endogene d'ACE2 dans les cellules endothéliales, est tres probablement le
mécanisme prédominant de laltération de linvasion cerébrale du SARS-CoV-2 par la
mélatonine, et peut-étre dans de moindres proportions celle de ses dérivés pharmacologiques

qui n’activeraient pas les cibles autres que MT1 et MT2.

En ce qui concerne notre deuxieme travail, nous montrons que les neurones & GnRH chez
I'homme adulte et chez le foetus expriment de multiples facteurs de susceptibilité au SARS-
CoV2 et peuvent étre infectés par le virus. Bien que nous ayons déja montré que les cellules
endothéliales du cerveau sont infectées par le SARS-CoV-2 (Wenzel et al., 2021), dans le cas
de virémie les particules virales pourraient directement accéder au parenchyme de 'éminence
médiane via les vaisseaux fenétrés du systeme sanguin porte hypophysaire et cibler directement
les terminaisons neuroendocrines a GnRH qui entrent en contact de l'espace périvasculaire de
ces vaisseaux. Alors qu'une altération de la sécrétion de GnRH due a l'infection des neurones
elle-méme pourrait provoquer un hypogonadisme hypogonadotrope transitoire, et a terme
conduire a la mort des neurones a GnRH et ainsi affecter les processus cognitifs contrdlés par
la sécrétion pulsatile de GnRH. L’altération du rythme de sécrétion de GnRH a en effet été
récemment  montré  contribuer au déclin  cognitif dans certaines  maladies
neurodéveloppementales telles que la trisomie 21 (Manfredi-Lozano et al., 2022). L’altération
du systeme a GnRH chez les individus en &ge de procréer pourrait aussi contribuer a la
diminution de la qualit¢ du sperme ou de I'azoospermie décrite chez les hommes suite a un
épisode aigu de COVID-19. Dans notre cohorte analysée, les patients ont présenté une baisse
de la testostéronémie liée a un hypogonadisme hypogonadotrope 3 mois et parfois 1 an apres
I'infection. Ce nouveau symptome de la COVID longue, pourrait-il permettre d’identifier les
patients chez qui un traitement a la GnRH pulsatile permettrait de compenser certaines
altérations neurologiques comme cela a été suggéré pour la prise en charge des altérations
neurodéveloppementales mentionnées ci-dessus ?

Notre quatrieme étude suggére un autre meécanisme qui pourrait conduire a un
hypogonadisme hypogonadotrope et I'hypotéstostéronemie chez les patients souffrant de
COVID longue. Chez les hamsters infectés avec le SARS-CoV2, nous avons identifié une
tendance ala diminution d’expression de kissl, le gene codant la kisspeptine qui se traduit par

une diminution de la production du peptide Kisspeptine par les neurones du noyau arqué de
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I’hypothalamus dés 4 jours aprés infection, un phénomeéne qui est conservé jusqu’a 45 jours
apres I'infection. Ces observations sont pertinentes quand nous tenons compte de que le hamster
est habituellement considéré comme étant un modele de COVID-19 légére/modérée (Rosenke
et al., 2020). Il faut ici stresser le fait que les patients qui développent la COVID longue ont la
plupart eu une COVID-19 légére/modérée lors de la phase aigué de I'infection (Altmann et al.,
2023). De plus, gréce aux études d’imagerie, il est maintenant connu que les patients qui n’ont
jamais été hospitalisés pour COVID-19 présentent des altérations cérébrales au niveau
anatomique (Douaud et al., 2022). Cependant, I'hypotestostéronémie chez le hamster pourrait
aussi s’expliquer par un déficit primaire du testicule du fait que comme chez '’homme, les
testicules de hamster expriment I’ACE2 et constituent donc une cible possible pour le SARS-
CoV2 (Campos et al., 2021). Si cela était vrai, la chute de la testostérone devrait se traduire au
niveau hypothalamique par une augmentation de I'expression de kisspeptine dans le noyau
arqué de ’hypothalamus et non pas le contraire. En effet, 'expression de kisspeptine dans la
région tubérale de I'hypothalamus est connue pour étre fortement inhibée par les stéroides

gonadiques (Smith et al., 2005), y compris chez le hamster (Greives et al., 2008).

Les hamsters syriens sont des animaux saisonniers chez qui I'expression de kisspeptine
joue un rdle important lors de la transition saisonniere entre période d’infertilit¢ et de fertilité
(Revel et al., 2006). Chez 'humain et 'ensemble des espéces de mammiferes étudiées, la
kisspeptine est impliquée dans la régulation de la pulsatilite de la sécrétion de GnRH/LH et
orchestre la régulation des pulses de libération de cette hormone (Delli etal., 2021; Patel et al.,
2023). Dans nos travaux chez le hamster, il nous a malheureusement ét€ possible d’obtenir
qu'un seul point de sécrétion de LH lors du sacrifice des animaux. Les taux de LH au sacrifice
n'ont pas montré de variation en fonction des conditions, cependant il n’est pas exclu que la
pulsatilité de sa sécrétion de la LH soit altérée chez les hamsters infectés par le SARS-CoV2.
Nous avons trouvé dans notre deuxieme étude que les patients décédés de la COVID-19
présentaient une perte de neurones a GnRH dans 'hypothalamus médiobasal, ce qui suggere
que I'hypogonadisme hypogonadotrope des patients COVID-19 pourrait étre lié a cette perte
neuronale qui pourrait s’accompagner, d’aprés les résultats que nous avons obtenu chez le
hamster 4 jours aprés infection, d’un dysfonctionnement des neurones kisspeptinergiques dans
la région. Cette hypothése pourra étre testée sur nos coupes d’hypothalamus de patients décédés
ou non de la COVID19. Les patients non-hospitalisés peuvent aussi développer de
I’hypotestostéronémie dans le cadre de la COVID longue (Sauve etal., 2023; Yamamoto et al.,

2022). L’altération de la fonction des neurones a kisspeptine pourrait étre liée comme pour les
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neurones a GnRH aune infection directe de ces neurones par le SARS-CoV2, possiblement via
leurs axones inervant I'’éminence médiane de I'hypothalamus ou coule le systéme porte
hypothalamo-hypophysaire qui est un systeme vasculaire perméable aux macromolécules. Pour
renforcer cette hypothese il nous faudrait déterminer si ces neurones expriment le récepteur du
virus ACE2 et étudier par RNAscope I’éventuelle présence du virus dans ces neurones. Une
hypothese alternative serait que I'altération de la fonction des neurones a kisspeptine puisse Etre
la conséquence de la nécroptose des vaisseaux de la barriere hématoencéphalique apportant les
nutriments nécessaires a leur fonctionnement autour de leurs corps cellulaires, par analogie a
ce que nous avons vu dans le cortex de hamsters infectés par le SARS-CoV2 (Wenzel et al.,
2021).

Pour des raisons de temps, nous n’avons pas encore pu conduire d’expérience sur le
modéle KI-hACE2 mais nous savons qu’il s’agit aussi d’un modele d’infection qui reproduit
une symptomatologie modérée/légere de la COVID19. Comme pour le hamster, ce modéle de
souris semble guérir de la COVID19 et semble montrer une faible neuroinvasion (B. Zhou et
al., 2021). Il serait intéressant de reproduire les résultats obtenus chez le hamster dans ce modéle
qui pourrait bénéficier de tous les outils disponibles chez la souris et raffiner nos résultats, en

permettant notamment d’évaluer la pulsatilit¢ de la sécrétion de GnRH/LH avant et apres
infection par le SARS-CoV2.

En conclusion, 'ensemble de nos trois dernieres études pomtent du doigt la possibilité que
certains des symptomes de la COVID longue puisse étre la conséquence d’une altération

physiopathologique de I’axe neuroendocrinien controlant la reproduction.
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Conclusions

Notre premier travail a démontré que la mélatonine peut étre un agent thérapeutique
adjuvant de la COVID-19. Elle peut agir en prévenant les épisodes de Neuro-COVID sévere,
vu qu’elle a pu montrer son efficacité sur un mod¢le d’infection par SARS-CoV2 sur un modele
murin ou I'expression de hACE2 est supra-physiologique. Nos résultats suggerent donc, que la
mélatonine ou les molécules mélatoninergiques pourraient étre utiles ala clinique pour prévenir
I'émergence des symptomes neuropsychiatriques de la COVID longue. Pendant les differentes
vagues de la pandémie de COVID-19, le fait d’avoir décrit le mécanisme d’une drogue qui a
peu d’effets indésirables, peut constituer une contribution importante en apportant une
explication mécanistique des effets cliniques décrits par d’autres équipes de recherche. Il serait
mtéressant de poursuivre la mise en place d’essais cliniques contrdlés a grande échelle afin de
déterminer sil'usage de mélatonine pourrait étre pertinent pour la prise en charge dela COVID

longue en ambulatoire, chez les pneumologues, cardiologues, neurologues...

Les résultats de nos trois derniers travaux montrent que I'impact du SARS-CoV2 sur les
neurones controlant la survie de I'espéce, mais aussi impliqués dans le maintien de la cognition
mériteraient également d’étre complétés par des protocoles de recherche clinique et
épidémiologique. Enfin, les effets de I'infection du SARS-CoV2 sur lactivit¢ du systeme a
GnRH chez la femme avant et aprés la ménopause demeurent encore a étre explorés.
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The SARS-CoV-2 main protease MP™ causes

microvascular brain pathology by cleaving NEMO
in brain endothelial cells
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Coronavirus disease 2019 (COVID-19) can damage cerebral small vessels and cause neurological symptoms. Here we describe
structural changes in cerebral small vessels of patients with COVID-19 and elucidate potential mechanisms underlying the vas-
cular pathology. In brains of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2)-infected individuals and animal
models, we found an increased number of empty basement membrane tubes, so-called string vessels representing remnants of
lost capillaries. We obtained evidence that brain endothelial cells are infected and that the main protease of SARS-CoV-2 (M*°)
cleaves NEMO, the essential modulator of nuclear factor-xB. By ablating NEMO, M*" induces the death of human brain endo-
thelial cells and the occurrence of string vessels in mice. Deletion of receptor-interacting protein kinase (RIPK) 3, a mediator of
regulated cell death, blocks the vessel rarefaction and disruption of the blood-brain barrier due to NEMO ablation. Importantly,
a pharmacological inhibitor of RIPK signaling prevented the M™-induced microvascular pathology. Our data suggest RIPK as a
potential therapeutic target to treat the neuropathology of COVID-19.

n December 2019, the newly discovered SARS-CoV-2 virus that are not secondary to respiratory failure or the severe systemic

emerged and was identified as the causative agent of COVID-
19. Within a few months, COVID-19 developed into a pandemic
with millions of people infected worldwide and a high death load.
Symptoms typically originate from the respiratory tract; however, in
many patients, other organ systems are involved, causing symptoms

inflammation due to pneumonia, A considerable proportion of
patients, up to 84% of those with severe COVID-19, show neuro-
logical signs and symptoms including anosmia, epileptic seizures,
strokes, loss of consciousness and confusion' . Typically, COVID-19
can present with the clinical picture of encephalopathy". Beyond
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Fig. 1| SARS-CoV-2 infection is assodated with increased string vesseis in the brain. a-¢. In the brains of SARS-CoV-2-infected patients, empty
basement membrane tubes

also known as string vessels (arrowheads), were increased in the frontal

rtex. Sections were stained for the basement
ilagen IV (coll IV) and the endothelial marker CD34. Representative images in @ and b were obtained from the dataset in ¢ a, Scale
bar, 50 um b, Magnified maximal projection of a z-stack of a string v

membrans marker ¢

essel with orthogonal views to exclude that these are partial sections of capdlaries.
Scale bars, 3pm. ¢, Quantification of string vessels per image volume. N= 23 control patients, N=17 COVID-12 patients. d, Immunostaining revealed a
higher number of active caspase-3-positive vessels in cortical sections of SARS-CoV-2-infected patients (N =6) than in controls (N=§). Representative
images and quantification are shown. Scale bar, 20 pm. e f, SARS-CoV-2-infected hamsters developed an increased number of string vessels as shown by
co-staining for coll IV and the endothekal marker caveolin-1. @, Representative images of coll IV and caveolin-1in the cortex of hamsters 4d post infection

(p.1.) with SARS-CaV-2Z and of uninfected hamsters. Scale bar, 50pum f. Quantification of string vessel lengths as a percentage of total vessel length in

SARS-CoV-2-Infected hamsters at 4, 7 and 24 d p.i. and in uninfected controls (N =4 hamsters per group), gh, SARS-CoV-2-Infected K18-hACE2 mice
devel els as shown by co-staining for coll IV and caveolin-1. g Quantification of string vessel lengths as a percentage of
total vessel length in SARS-CoV-2-infected K18-hACE2 mice 2d p.l. (N=3 mice) and 7d p.i. (N=3 mice) and in uninfected controls (N =5 mice)

rd an increase in string v

h, Representative images of coll 1V and caveoln-! in the cortex of KI8-hACE2 mece 7d p.i. and of uninfected K18-hACEZ animals, Scale bar, 50 pm

P< 005, *"P<0.01, Means +s.em. are shown. Ndenotes the number of patients or animals Detailed information on the exact test statistics, sidedness

and values is provided in Supplementary Table 5

4 weeks after onset, the post-acute COVID-19 syndrome includes
cognitive impairment and a range of psychiatric symptoms and
may affect up to 76% of patients'. Although a direct infection of the
brain remains a matter of debate, SARS-CoV-2 viral genomes were
NATURE NEUROSCIENCE | VOL 24

NOVEMBER 2021 | 1522-1533 |

detected in the brain and cerebrospinal fluid (CSF) of some patients,
supporting the notion that SARS-CoV-2 gains access to the brain

Viral RNA has been found in blood and virus-like particles or viral
proteins in brain endothelial cells ™, suggesting that SARS-CoV-2
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reaches the brain by a hematogenous route. In line with a vascular
infection, endothelial cells in other organs have been identified as
targets of SARS-CoV-2 infection’'". In patients with COVID-19,
magnetic resonance imaging detected lesions that are compatible
with a cerebral small-vessel disease and with a disruption of the
blood-brain barrier (BBB) ", Autopsy studies have confirmed this
interpretation' - . However, the microvascular pathology and the
underlying mechanisms in COVID-19 are still unclear.

In brains of SARS-CoV-2-infected patients, as well as mouse and
hamster models, we found an increase in empty vascular basement
membrane tubes, so-called string vessels, reflecting microvascular
pathology. The SARS-CoV-2 genome encodes two viral proteases
that are responsible for processing the viral polyproteins into the
individual components of the replication and transcription com-
plexes. We found that one of them, SARS-CoV-2 M# (also called
Nsp5 or 3CL™)", cleaves the host protein nuclear factor (NF)-xB
essential modulator (NEMO). NEMO is involved in signaling cas-
cades that regulate the transcription of numerous genes, including
the antiviral type I interferons and other immune genes”. Beyond
gene regulation, NEMO modulates cell survival and prevents apop-
tosis and necroptosis~. The ablation of NEMO in brain endothelial
cells induced microvascular pathology in mice that was reminiscent
of what we observed in brains of patients with COVID-19. Of note,
the widespread death of endothelial cells, rarefaction of capillar-
ies, disruption of the BBB and neuroinflammation due to NEMO
ablation were prevented by deleting receptor-interacting protein
kinase 3 (Ripk3), a protein kinase that is essential for regulated cell
death. Importantly, a pharmacological inhibitor of RIPK signaling
prevented the microvascular pathology induced by M"™. These data
suggest a potential therapeutic option to interfere with the neuro-
logical consequences of COVID-19.

Results

Microvascular brain pathology in SARS-CoV-2 infection. In
patients with COVID-19, magnetic resonance imaging and neu-
ropathological studies have reported parenchymal lesions that are
compatible with a small-vessel disease' . To search for the under-
lying microvascular pathology, we stained sections of the frontal
cortex for the endothelial cell marker CD34 and the basement mem-
brane component collagen [V, We noted an increase in thin collagen
[V-positive strings lacking CD34 staining (Fig. 1a,b). These so-called
string vessels were interpreted as remnants of capillaries after endo-
thelial cells have died . Super-resolution microscopy showed that
string vessels are tube-like structures with a typical diameter of
0.5-1pum (Extended Data Fig. 1). To test the association of string
vessels with COVID-19, we investigated 17 SARS-CoV-2-infected
patients and 23 control patients with similar age and sex distribution
(Supplementary Table 1 and 2 and Extended Data Fig. 2). Counting
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revealed a significant increase in string vessels in patients with
SARS-CoV-2 (Fig. 1¢). The difference persisted when we stratified
the two groups according to comorbidities or sex (Extended Data
Fig. 2b-d). Because of pneumonia, more SARS-CoV-2-infected
patients were ventilated than controls (Supplementary Table 2).
However, neither ventilation nor intensive care unit (ICU) treatment
as indicators of severe respiratory disease affected string vessels in
control patients (Extended Data Fig. 2h,i), arguing against the pos-
sibility that string vessels could be caused by systemic hypoxia. In
support, we did not find morphological signs of a global hypoxic-
ischemic encephalopathy in any of the patients (Extended Data
Fig. 2)). In line with the notion that string vessels are formed when
endothelial cells die, we observed cells that stained for the apoptosis
marker active caspase-3 in brain microvessels. These cells were rare
in brain sections of the frontal cortex but significantly more frequent
in SARS-CoV-2-infected patients than in controls (Fig. | d).

To exclude unknown confounding factors that may have occurred
in the retrospective clinical study, we sought to reproduce the find-
ings in two animal models of SARS-CoV-2 infection. In hamsters
infected with SARS-CoV-2, the length of string vessels increased
on day 4 after infection (Fig. l¢.! and Supplementary Fig. la).
Interestingly, the increase was transient and normalized at later time
points. A similar finding was observed in K18-hACE2 mice, which
express the human angiotensin-converting enzyme 2 (hACE2)
receptor, under the control of the keratin 18 promoter. In this model,
SARS-CoV-2 infection induced the formation of string vessels in
a time-dependent manner (Fig. 1g.h and Supplementary Fig. 1b).
In summary, the data show that SARS-CoV-2 infection induces a
microvascular pathology in the brain in the form of string vessels.

Evidence that SARS-CoV-2 can infect brain endothelial cells.
To approach the question of whether SARS-CoV-2 can infect
brain endothelial cells, we determined the expression of mem-
brane receptors and enzymes that are known to facilitate the entry
of SARS-CoV-2 in host cells, namely ACE2, neuropilin-1 (Nrp1),
and possibly basigin (Bsg), Cd209a, Cd209b, Cd209¢, Cd209d and
Tmprss2 (refs. ). When analyzing isolated mouse brain cells by
single-cell RNA sequencing (scRNA-seq), we identified 20 cell clus-
ters, including two endothelial clusters (Extended Data Fig. 3a.b).
Some cells in the endothelial cell cluster 2 expressed Ace2, albeit at
a lower level than pericytes (Fig. 24). Imaging confirmed that ACE2
was expressed in mouse cerebral microvessels, but co-staining of
endothelial and pericytic markers and high-resolution micros-
copy demonstrated that ACE2 was mainly localized in pericytes
(Fig. 2b). In contrast, we observed high levels of Nrp! and Bsg
expression in mouse endothelial cells by scRNA-seq and immu-
nostaining (Fig. 2a.b) but no Cd209a, Cd209b, Cd209¢, Cd209d or
Tmprss2 (Extended Data Fig. 3c-e).

A

Fig. 2 | Brain endothellal cells express SARS-CoV-2 receptors In mice and humans. a, RNA-seq in single mouse brain cells characterized the
cell-type-specific expression of the SARS-CoV-2 receptors Ace2, Bsg and Nrpl, Colors represent mean gene expression, and dameters denote the
percentage of positive cells in the 20 cell clusters. Uniform manifold approximation and projection (UMAP) plot and dot plot for marker genes are
shown in Extended Data Fig. 3, b, Representative images of mouse brain co-stained for ACEZ, BSG, NRFP1, the endothelial markers CD31 or caveolin-]
and the pericyte marker PDGFRp. BSG and NRP1 were co-localized with caveolin-1 or CD31, respectively, but not with PDGFRf. The staining was
reproduced in at least six mice for each marker. Noteworthy, in the scRNA-seq analysis, the number of AceZ2 mRNA-positive cells was low and did not
fully reflect the number of ACEZ-positive cells identified by immunostainings. In immunostainings, almost all pericytes and tanycytes™ were positive for
ACEZ, in contrast to the scRNA-seq data. Scale bars, Sum. VLMCs, vascular and leptomeningeal cells; OPCs, oligodendrocyte progenitor cells.

¢, Cell-type-specific expression of ACE2, BSG and NRP1 in a previously published single nuclear RNA-seq profile of human brain*. Gene expression of
ACE2, BSG and NRP1is shown as dot plots for all 30 clusters. UMAP plot and dot plot for marker genes is shown in Extended Data Fig. 4. d, Representative
images of the human frontal cortex co-stained for ACE2, BSG and NRP1 with the endothelial marker CD34 confirmed the cell-type-spedfic localization
of the receptors in the vascular unit. ACEZ, BSG and NRP 1 were co-lacakized with the endothelial protein CD34. Images were obtained from a dataset of
three patients (three sections per patient). Scale bars, Spm e, Human brain endothelial RCMEC/D3 cells were transfected with human ACE2 and were
incubated with SARS-CoV-2 (multiplicity of infection (MOI) of 1). Twenty-four hours after exposure to the virus, the spike glycoprotein was detected in
several ACE2-positive cells indicating infection. The experiment was performed three times. Scale bars, Sum. £ dsRNA was found in caveolin-1-positive
endothelial cells in the cortex of two of four patients with COVID-19 but not in three uninfected controls. Scale bar, 20pum and 2 pm (inset).
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To evaluate the expression of NRPI, BSG and ACE2 in human
brain endothelial cells, we analyzed a published single-nuclei
RNA-seq dataset that allowed the identification of endothelial and
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pericyte cell clusters
mouse data, BSG and NRPI were highly expressed in endothelial
cells (Fig. 2¢). In this study, ACE2 was below the detection limit in

(Extended Data Fig. 4a,b). In line with the
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Fig. 3| M cleaves NEMO. a, SARS-CoV-2 M™ in increasing concentrations (0, 5,10 and 25 pM; 120 min} degraded full-length human NEMO (fused

to GST) while several cleavage products emerged (representative of at least six experiments at different conditions), The full immunoblots are shown

in Extended Data Fig. 6. b, Mouse NEMO in bEnd. 3 cell extracts was cleaved to a short fragment after incubation with increasing concentrations of

M (0, 5 and 10 pM) for 120 min (representative of three experiments). ¢, In human brain endothelial h(CMEC/D3 cells, MP-HA degraded NEMO-2A.
After transfecting the cells with pCAG-NEMO-2A-GFP £ pCAG-M™-HA, immunoblots of cell lysates were performed (representative of at least nine
experiments), d, Tryptic digestion and tandem mass spectrometry (MS/MS) analysis identified five M* cleavage sites in human NEMO as ilkustrated

in the schematic. For the protein sequence, see Supplementary Fig. 2. e, M™ cleaved human NEMO at Q231 An extracted lon chromatogram of the
tryplic peptide “"LAQLQ™ (m/2, 572.3414%*; retention time (RT), 1.6 min) derived from NEMO after incubation with M** (SpM, inset) and the MS/MS
spectrum that was used for peptide identification are shown. The experiment was performed once, f, A synthetic peptide corresponding to the human
NEMO sequence confirmed that Q231is an M cleavage site. Total ion chromatograms after incubation of the synthetic peptide h-NEMO_222-241
(EEKRKLAQLQVAYHQLFQEY) in the presence or absence of M™* (2.5pM, inset) are shown. In the presence of M=, the proteolysis product
EEKRKLAQLQ (m/z, 414.9109%; RT, 5.1min) was detected. The mutant peptide h-NEMO-Q231A_222-241 (EEKRKLAQLAVAYHQLFQEY) was not
cleaved by M™ (inset), The MS/MS spectrum of the peptide “EEKRKLAQLQ™™ is shown (representative of five experiments with the synthetic peptide
h-NEMO_222-241 and four experiments with the mutant peptide h-NEMO-Q231A_222-241).

all neural cell clusters, although other studies have reported ACE2

cells, while only a few cells were positive for ACE2 (Fig, 2d).

expression in the human brain***. Immunofluorescence staining Because brain endothelial cells express NRP1, BSG and low levels

confirmed the presence of BSG and NRP1 in brain endothelial

of ACE2 as potential receptors for SARS-CoV-2, we asked whether
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the cells are susceptible to a SARS-CoV-2 infection. Because endo-
thelial expression of ACE2 decreases in vitro due to the lack of blood
flow """, we transfected cultured brain endothelial RCMEC/D3 cells
with an expression plasmid of ACE2 and added SARS-CoV-2, In
ACE2-positive cells, but not ACE2-negative cells, the spike protein
was found in a perinuclear localization as reported for pulmonary
endothelial cells (Fig, 2¢)". In accordance with the concept that
SARS-CoV-2 can infect brain endothelial cells™ ", we detected
double-stranded RNA (dsRNA) in endothelial cells (Fig. 21) and the
S gene of SARS-CoV-2 encoding the spike protein in cerebral ves-
sels (Extended Data Fig. 4¢) of a patient with COVID-19. Together,
these data show that brain endothelial cells express receptors for
SARS-CoV-2and are susceptible to an infection,

Mr= cleaves NEMO. SARS-CoV-2 manipulates host cells to pro-
mote its survival and propagation. We hypothesized that it might be
a successful evolutionary strategy for SARS-CoV-2 to cleave NEMO
as an essential component of the antiviral immune response’.
Indeed, NEMO was degraded in infected Vero E6 and hCMEC/
D3 cells before the cells died (Extended Data Fig. 5a,b). Moreover,
immunoblots of NEMO in brain lysates of SARS-CoV-2-infected
and control patients indicated that NEMO was cleaved in some of
the infected patients (Extended Data Fig. 5¢).

The SARS-CoV-2 genome encodes two proteases, M™ and
the papain-like protease”. Purified M™ cleaved recombinant
human NEMO as well as human and mouse NEMO in extracts
of brain endothelial or HEK293T cells in a dose-dependent and
time-dependent manner (Fig. 3a.b and Extended Data Figs. 6 and
7a,b), Importantly, M* cleaved NEMO also in intact brain endo-
thelial cells (Fig. 3c and Extended Data Fig. 7c). When coexpressed
with NEMO-2A-GFP that self-processes to NEMO-2A and green
fluorescent protein (GFP), HA-tagged Mi™ completely neutralized
NEMO-2A in human hCMEC/D3 cells.

In vitro, M7 produced several NEMO fragments (Fig. 3a and
Extended Data Fig. 6). Tryptic digestion of M"™-treated NEMO fol-
lowed by mass spectrometry of the generated peptides showed that
cleavage occurred at Q83, Q205, Q231, Q304 and Q313 (Fig. 3d.¢
and Supplementary Fig. 2a-j). The cleavage sites that we identi-
fied (Supplementary Fig. 2k) resemble other known recognition
sequences of M (ref, *'). We verified the cleavage at Q231 by using
synthetic peptides as substrates corresponding to both the human
and mouse NEMO sequence (Fig, 3 and Supplementary Fig. 3a-c).
With the human NEMO sequence at Q231, the apparent catalytic
efficiency (about 43 M~'s~') was in the range that has been reported
for the cleavage site between Nspd and Nsp5 (Supplementary
Fig. 3d)". In keeping with the central role of Q in the recognition
sequence, the mutation p.Gln231Ala in the human NEMO sequence
prevented cleavage by Mr at this site (Fig. ().
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NEMO is an essential component of the canonical pathway
leading to the activation of NF-kB by inflammatory factors such as
interleukin (IL)- 1. Supporting the functional relevance of NEMO
cleavage, M blocked NF-xB activation. When expressed in human
brain endothelial hCMEC/D3 cells, M™ prevented the nuclear
translocation of the NF-xB subunit p65, reflecting its activation
in response to IL-1p (Fig. 4a). M also abolished the stimulation
of NF-xB-mediated gene transcription by IL-16, which we investi-
gated in hCMEC/D3 cells and mouse brain endothelial bEnd.3 cells
using luciferase reporter gene assays (Fig. 4b, ¢). Thus, we obtained
unequivocal evidence that M cleaves and thereby inactivates
NEMO.

Mr-induced damage mimics microvascular pathology. AsNEMO
is required for the integrity of some but not all cell types’’, the ques-
tion arose whether the M#-mediated cleavage of NEMO compro-
mises endothelial survival To test whether M induces endothelial
cell death, we transfected hCMEC/D3 cells with a plasmid encod-
ing M**-HA and treated the cells with tumor necrosis factor (TNF)
to model the elevated TNF serum concentrations in patients with
COVID-19 (ref. ). M™"-expressing cells were more often positive
for the cell death marker TUNEL, especially when exposed to TNF
(Fig. 4d.¢), demonstrating that M promotes endothelial cell death.
To test whether protease activity and NEMO cleavage are required
for the toxic effects of M™, we mutated the amino acid Cys145 in the
catalytic site to alanine (p.Cys145Ala-Mr)*. This mutation abro-
gates the protease activity . As expected, p.Cys145Ala-M™ did not
cleave NEMO-2A when coexpressed with NEMO-2A-GFP (Fig, 41).
In these experiments, levels of the HA-tagged p.Cysl45Ala-Mr™
were higher than those of M™, probably reflecting a better cell
viability with the mutated protease. In support of this concept, the
number of GFP-positive hCMEC/D3 cells dropped when Mr-HA
but not p.Cys145Ala-Mr™-HA were co-transfected (Fig, 4g). In con-
trast to M, p.Cys145Ala-Mr™ did not inhibit NF-xB activation by
[L-1p (Fig. 4h). These data show that NEMO cleavage and cell toxic-
ity by M™ depend on its protease activity.

To explore the function of M"™ in vivo, we used the adeno-
associated viral vector AAV-BRI1, which selectively targets brain
endothelial cells when injected intravenously” (Fig. 41). After
administering AAV-BR1 vectors encoding GFP or HA-tagged pro-
teins, the accumulation of genomic particles in the brain was similar
between the vector groups, and about 10-20% of cercbral capillar-
ies expressed GFP or the HA epitope, while different anti-M™ anti-
bodies did not detect the tagged protein (Fig. 41 and Supplementary
Fig. 4). When mice received AAV-BRI-M™ 2 weeks before, we
observed an increased number of string vessels and a decreased vas-
culardensity intheir brains (Fig. 4j-1). The inactive p.Cys145Ala-M™
had no effect on string vessels or vascular density. In line with a

»

Fig. 4 | M Inactivates NEMO and induces brain endothellal cell loss mimicking COVID-19-assoclated brain pathology. a M~-HA inhibxted the nuclear
translocation of the NF-xB subunit p65 in RKCMEC/D3 cells stimulated with IL-Tp (025 g mi-") for 30 min. Cells (N=3 wells per group; representative of
three independent experiments) were transfected with a contral plasmid (Bluescript) or pCAG-M#-HA, Scale bar, 25 um. b,¢, M™-HA blocked the activation
of NF-xB8 by IL-18 (0.25 pg mi=") in human (b) and mouse (€) brain endothelal cells. Cells were transfected with pNF-xB-Luc plus a control plasmid or
pCAG-M=-HA, N=5-6 wells per group. d.e, M™-HA induced death of RCMEC,/D3 cells, especially after exposure to TNF (100ng mi-; 45h), Cells (N=12
wells per group) were transfected with a control plasmid or pCAG-MP-HA, Scale bar, 100pum. f, In hCMEC /D3 cells, M degraded NEMO-2A, whereas
the inactive variant p.Cys145A1a-M™" did not. After transfecting the cells with pCAG-NEMO-2A-GFP plus pCAG-GFP as control, pCAG-M™-HA or pCAG-p.
Cys145A1a-NP-HA, immunoblots of cell lysates were performed (representative of at least six experiments). g More hCMEC /D3 cells survived after
expressing the inactive variant p.Cys145Ak-MP=-HA than after expressing MP=-HA. Al cells were transfected with pCAG-GFP in parallel. The numbers of
GFP+ or HA* cells are depicted (N= 6 wells per group). R In contrast to M™, p.Cys145Ala-Mm did not inhibit the nuciear translocation of the NF-xB subunit
p65S when RCMEC/D3 cells were stimulated with IL-1f} (0.25pg mi-') for 30 min. Cells were transfected with control plasmed, pCAG-M==-HA or pCAG-p.
Cys145Ala-Mr=-HA (N= 6 wells per group). |, Schematic of AAV-BR1 vectors to transduce brain endothelial cells in vivo. WPRE, woodchuck hepatitis

posttranscriptional regulatory element j, AAV-BR1-M™ but not AAV-BR1-p.Cys145Aia-M™ led to the formation of string vessels (arrowheads) in the brain of

mice. Representative images were taken in the cortex. Scale bar, 20pum, k, Quantification of string vessel length as a percentage of total vessel length (N=9-10
mice per group). |, Total vessel length was reduced after mice received AAV-BR1-M* but not AAV-BR1-p.Cys145Ala-MP™ (N= 9-10 mice per group), *P< Q.05
“*P<00], ***P<0.00). Meanszs.em, are shown, Detailed information on the exact test statistics, sidedness and values is provided in Supplementary Table 5.
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detrimental effect of M# on endothelial cell survival, there were
less HA-positive vessels after expression of M™-HA in comparison
to p.Cysi45Ala-M™-HA (Supplementary Fig. 4c). M™-induced
string vessels were indistinguishable from those that had occurred
in SARS-CoV-2-infected patients.

Capillaries are at risk from ablating NEMO. To test whether
NEMO ablation could be responsible for the vascular pathol-
ogy observed with endothelial M expression, we used a mouse
model of inducible Tkbkg (Nemo) deletion in brain endothelial
cells (Nemo™*)"". Similar to the M™-mediated cleavage of NEMO,
its genetic ablation led to numerous string vessels in the brain

(Fig. sab). STED microscopy showed that string vessels are
tube-like structures with a similar morphology in humans, ham-
sters and Nemo™" or K18-hACE2 mice (Fig. 5b and Extended Data
Fig. la-c). They were deficient of endothelial cells. Our interpre
tation of string vessels as a sign of endothelial demise is based on
the following observations. NEMO deletion induced endothe-
lial cell death as detected by the TUNEL reaction or by staining
for active caspase-3 (Fig. 5c-¢). Most of them were observed in
higher-order capillaries (Fig. 5/ and Extended Data Fig. 8), suggest-
ing that capillaries are particularly susceptible to NEMO deficiency.
Consequently, small-diameter vessels were predominantly lost and
mice developed patchy hypoxia in the brain (Fig. 5g.h) but not in
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peripheral organs (Supplementary Fig. 5ab). Finally, Nemo deletion
led to a significant vessel rarefaction in the brain (Fig. 6a) and to a
BBB disruption (Fig. 6¢.f and Supplementary Fig. 5¢).

The loss of endothelial cells induced by NEMO deficiency also
affected other cell types in the neurovascular unit. While the overall
coverage of vessels by pericytes was slightly lowered (Fig. 51), the
number of microglia increased and they exhibited an activated mor-
phology (Fig. 5)). The astrogliosis marker glial fibrillary acidic pro-
tein (GFAP) was strongly upregulated, indicating an inflammatory
response (Fig, 5k).

NEMO ablation induces vascular pathology via RIPK signaling.
Microglia orchestrate the neuroinflammatory response in the brain,
including the activation of astrocytes ™. Therefore, we tested their
role in the microvascular pathology induced by NEMO deficiency.
However, ablating microglia by administering the CSF-1R antago-
nist PLX5622 did neither prevent the formation of string vessels nor
prevent the activation of astrocytes (Supplementary Fig. 6).

To develop alternative therapeutic options, we considered pre-
vious reports that NEMO blocks apoptosis or necroptosis in epi-
thelial cells™. In Nemo™* mice, we inactivated the Fas-associated
death domain protein (FADD), a component of apoptosis signal-
ing and RIPK3, a kinase central for both necroptosis and apopto-
sis (Extended Data Fig. 9a). FADD deficiency did not ameliorate
the consequences of Nemo deletion but enhanced the damage
(Extended Data Fig. 9b-f). FADD not only mediates apoptosis
but also inhibits necroptosis, explaining the detrimental effect of
FADD deletion™"".

In contrast, RIPK3 deficiency, which by itself did not affect the
cerebral microvasculature, prevented the formation of string vessels
and the rarefaction of cerebral vessels due to Nemo deletion (Fig. 6a).
Probably as a response to the vessel rarefaction, NEMO deficiency
stimulated endothelial proliferation indicating angiogenesis, which
has been described in patients with COVID-19 previously'’, Notably,
Ripk3 deletion abrogated endothelial proliferation (Fig. 6u). Ripk3
deletion also normalized survival, brain weight and body weight of
mice with a NEMO deficiency in brain endothelial cells and reduced
the extravasation of IgG and albumin into the parenchyma, showing
that disruption of the BBB was mitigated (Fig. 6b,c and Extended
Data Fig. 9¢-f), Consequentially, Nemo deletion did not activate
microglia or astrocytes in the absence of RIPK3 (Fig, 6d).

To explore the mechanisms of BBB protection by RIPK3 defi-
ciency, we quantified the levels of the tight junction protein occlu-
din. NEMO deficiency led to interruptions and the disintegration
of occludin-positive tight junctions, which was prevented by RIPK3
deficiency (Fig. 6¢). In addition to endothelial tight junctions, the
BBB is characterized by a low rate of transcytosis in cerebral capil-
laries, The increased 1gG extravasation in Nemo™*” mice was associ-
ated with a lower number of IgG-filled vesicles in brain endothelial

ARTICLES

cells (Fig. 6f). Super-resolution imaging confirmed the decrease of
IgG-loaded vesicles, although the density of all vesicles that were
detected by transmission electron microscopy was not reduced
(Supplementary Fig. 7b,c). We have observed a similar reduc-
tion of IgG-filled vesicles despite increased overall IgG extravasa-
tion in Pdgfb™*™ mice, indicating that the detected population of
lgG-filled vesicles limit IgG permeation across the BBB''. RIPK3
deficiency did not counteract the effect of NEMO ablation on IgG
transcytosis (Fig. 61). Therefore, we conclude that RIPK3 deficiency
improves the BBB tightness of Nemo™*™ mice mainly by preventing
endothelial cell death and rescuing tight junctions,

Importantly, the M™-induced string vessel formation also
depended on the presence of RIPK3 (Fig. 7ab), suggesting that
inhibitors of RIPK signaling may protect against the microvascu-
lar pathology induced by Mr=. Although RIPK3 inhibitors block
necroptosis, they may induce apoptotic cell death, limiting their
translational potential“. Therefore, we turned to a small-molecule
inhibitor of the upstream kinase RIPK1 that activates RIPK3. The
RIPK1 inhibitor abrogated M -induced string vessel formation
(Fig. 7c.d) and normalized body weight gain that was impaired by
M expression in brain endothelial cells (Extended Data Fig. 10).
Overall, these data indicate that inhibitors of RIPK signaling may
prevent cerebral microvascular pathology in COVID-19.

Discussion

In many patients with COVID-19, neurological and psychiat-
ric symptoms occur during the acute disease and determine the
post-acute syndrome’. Here, we show microvascular pathology in
the brains of SARS-CoV-2-infected patients that likely explains
signs and symptoms, although systemic effects, including respira-
tory failure and cytokine release, may contribute to CNS symptoms.
Furthermore, we propose a mechanism by which SARS.CoV-2
infection compromises brain endothelial function, damages the
BBB and reduces CNS perfusion.

In the brains of SARS-CoV-2-infected patients, we found an
increase in string vessels. This finding was confirmed in two animal
models of SARS-CoV-2 infection. String vessels are empty basement
membrane tubes that often contain pericyte processes, In our view,
string vessels are similar or, at least in part, identical to tunneling
nanotubes that have been implicated in regulating cercbrovascular
coupling”. Irrespective of such a function, the association of string
vessels with endothelial cell death, BBB disruption and brain isch-
emia is strong- """, especially because blocking cell death prevented
string vessel formation and other changes (Figs. 6 and 7). Therefore,
from a technical perspective, string vessels provide a straightfor-
ward quantitative measure of capillary damage that allowed a care-
ful statistical comparison between SARS-CoV-2-infected patients
and controls. We propose that death of brain endothelial cells in
COVID-19 is secondary to their SARS-CoV-2 infection. Although

»>

Fig. 5 | Brain endothelial loss of NEMO induces string vessel formation and influences the neurovascular unit, a, Cerebral microvasculature of Nemo™™
mice deficient of NEMO in brain endothelial cells and Nemo' controls. Arrowheads indicate string vessels. Confocal images are representative of five
Nemo' and five Nemo™* mice (six sections per amimal) 28 d after tamaxifen treatment, Scale bar, 50 pm, b, STED microscopy showed that string vessels
are thin tubes with a typical diameter of 0,5-1 pm. The image is representative of three Nemo™* mice. Scale bars, |pm. €d. String vessels (arrowhead)
were often adjacent to dying, TUNEL* or active caspase-3* endothelial cells in Nemo**® mice. ERG co-staining indicated TUNEL* nuclei in the endothelium
Representative images in € were obtained from the dataset in @ Images in d are representative of two Nemo™“ mice. Scale bar, 20pum e, Increased
numbers of TUNEL* cells localized in collagen |V-stained microvessels of Nemo™® mice (N=5 mice per genotype). f More string vessels were present

in higher branch orders of the vascular tree in the cortices of Nemo*™® mice (N=3 mice per genotype). Branch orders were defined by a-SMA staining of
arterioles (Extended Data Fig. 8a). g, Nemo*™ mice (N=3 mice per genotype) preferentially lost vessels with small diameters, The diameters of collagen
IV* vessels are shown as a histogram, h, Nemo™* mice (N=7) demonstrated patchy cerebral hypoxia detected by the hypoxia probe (HP) in contrast to
Nemo' controls (N=10). i, Pericyte coverage of vessels was reduced in Nemo*™® mice (N =8) compared to Nemo” controls (N=6). Scale bar, 50um,

j, Nemo™*® mice {(N=3-4) showed an increased number of activated microglia cells as shown by increased Ibal* soma area in comparison to that of Nemo”
contrals (N=4-5). Scale bar, 100um. k Nemo™™ mice (N=4) demonstrated astrogliosis as shown by an increased GFAP* area in the cortex compared

to that of Nemo’ controls (N=5). Scale bar, 100 pm. *P< 0.05, **P<0.01. Means+ s.e. m are shown, Detalled information on the exact test statistics,

sidedness and values is provided in Supplementary Table 5,
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several groups have provided converging evidence for endothelial
infection , others have questioned this, mainly based on doubts
as to whether endothelial cells express ACE2 (refs. ™). The jury is
still open whether ACE2-positive endothelial cells represent a spe
cial endothelial subpopulation or a contamination with pericytes.
While ACE2 seems to be essential for SARS-CoV-2 infection, sol-
uble ACE2 may substitute for its lack of expression in certain cell
types", suggesting a way how SARS-CoV-2 may infect brain endo-
thelial cells even if they do not express ACE2. The presence of NRP1
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and possibly BSG in brain endothelial cells facilitates SARS-CoV-2
cell entry and infectivity

How could SARS-CoV-2 infection induce the death of brain
endothelial cells? Our data demonstrate that M™ of SARS-CoV-2
cleaves host cell NEMO with high efficiency. In infected cells, M is
located in the cytosol and nucleus, where NEMO is also present
Cleavage by M inactivated NEMO. This may benefit the virus by
preventing the induction of antiviral type I interferons that depends
on NEMO'". Indeed, levels of type I interferons are low or absent
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in the peripheral blood of patients with COVID-19 (refs.

Cleaving NEMO is also a strategy used by other viruses
However, the tropism of SARS-CoV-2 is likely to limit NEMO inac-
tivation to specific cell types. Accordingly, some NF-xB-dependent
cytokines, such as TNF and IL-6, are highly upregulated, indicating
that the cells of origin have escaped NEMO inactivation”, In addi-
tion to its central role in immunity, NEMO supports the survival
of some but not all cell types'”. While neurons, glia and endothelial
cells of peripheral vessels seem to resist NEMO deficiency or are
even protected by it against inflammatory stimuli™ ", the survival
of other cells, including brain endothelial cells, is supported by

).
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NEMO. Our data suggest that, in COVID-19, brain endothelial cells
are at disproportionate risk when being infected by SARS-CoV-2
because of their dependence on NEMO activity for survival,
Cleavage of NEMO by MP™ mimics the genetic disease incon-
tinentia pigmenti that is caused by inactivating mutations in the
NEMO (IKBKG) gene. In the latter condition, patients suffer from a
mix of neurological symptoms, such as encephalopathy, stroke and
seizures that resemble neurological manifestations of COVID-19
(ref. *). The absence of NEMO in mice induced a loss of endothelial
cells and microvascular pathology. Subsequently, patchy hypoxia
developed in the brain and the BBB became leaky. In parenchymal

153



ARTICLES

NATURE NEUROSCIENCE

-

Fig. 6 | RIPK3 mediates microvascular pathology Induced by NEMO ablatlon, a, Ripk 3 deletion prevented vascular pathology of Nemo™™ mice, that is,
string vessel formation and rarefaction of vessels (N=17 Nemo®, 12 Nemo™®, 9 Ripk3-'- and 8 Nemo™*“Ripk3-"- mice), as well as endothelial prokferation
(Ki67+ endothelial celis; N=7 Nemo", 5 Nemo*™®, 6 Ripk3-"~ and 6 Nemo**“Ripk3-/~ mice). b, Ripk3 deletion normalized the survival of Nemo™™ animals
{N=13) that was significantly reduced in comparison to control mice {(N=17; log-rank Mantel-Cox test, P=0.015). In contrast, all Nemo™“Ripk3~~ mice
(N=8) survived. ¢ Ripk3 deletion largely attenuated the disruption of the BBB in Nemo™” mice. Brain weight reflects brain edema (N=17 Nemo’, 11
Nemo™ 10 Ripk3~~ and 8 Nemo™"“Ripk3™/~ mice). IgG and albumin extravasation were determined by immunoblots of brain tissue (N=8 mice per
genotype). d, RIPK3 ablation abolished glial activation. Nema™™ but not Nemo™“Ripk3 /- mice showed a higher number of Ibal* microglia/macrophages
and an increased area of GFAP* astrocytes (N=7 Nemo', 5 Nemo**®, 6 Ripk3~'~ and 6 Nemo*™Ripk3~~ mice). e, Immunostainings of ZO-1and occludin
obtained by expansion microscopy in Nemo' and Nemo™*© mice, representative of a dataset of three animals for each genotype. Scale bar, 10um
(corresponding to approximately a 2.5-um initial size). We classified tight junction structures as occludin interruptions or disintegrations shown as Blurring
of the occludin structure (middle). f, Nemo™ “Ripk3 - mice showed less igG extravasation than Nemo™*” mice and a similar decrease in the number of IgG
vesicles in brain endothelial cells as Nemo™"™ mice. Scale bar, 10 ym. 1gG extravasation was measured in IgG immunostainings as fluorescence intensity
outside the vasculature normalized for parenchymal volume, and IgG vesicles were quantified inside vessels and normalized for the vessel volume (N=6
Nemo', B Nemo™™, 4 Ripk3~/~ and 3 Nemo™*“Ripk3~"~ mice). *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. Means + s.e.m. are shown. Detailed information on the
exact test statistics, sidedness and values is provided in Supplementary Table 5.
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Fig. 7| Inactivation of RIPK protects against M™*-Induced vascular pathology. ab, In Ripk3~'~ mice, the M™ -mediated increase in string vessels
{arrowheads) was reduced. a, Representative images of microvessels in the cortex of Ripk3*™* and Ripk3~~ mice, 2 weeks after intravenous application of
the control vector AAV-BR1-GFP (3.3 x10" genome particles per mouse) or AAV-BR1-M"= (3.3 x 10" genome particles per mouse). Brain sections were
stained for coll IV and CD31. Scale bar, 50um. b, Quantification of string vessel length as a percentage of total vessel length. The M™-induced string vessal
formation in Ripk3*'+ mice was reduced in Ripk3-~ mice (N=5 mice per genotype). ¢,d, In RIPK]1 inhibitor (RIPKi)-treated mice, the M™-induced increase
in string vessels was reduced, €, Representative images of microvessels in the cortex of mice, 2 weeks after intravenous application of the control vector
AAV-BRI-GFP (3.3 x 10" genome particles per mouse) or AAV-BRI-M™ (3.3 x 10" genome particies per mouse) and oral treatment with RIPK or vehicle
Scale bar, SOum. d Quantification of string vessel length as a percentage of total vessel length. RIPKI prevented the MP™-induced string vessel formation
(N=5 contral-vehidle, 6 M -vehicle, & control-RIPKI and &6 M™-RIPKI mice). *P <0.05; means 1 5.e.m. are shown. Detatled information on the exact test
statistics, sidedness and values Is provided in Supplementary Table 5. ANOVA, analysis of variance

cells, a prominent upregulation of GFAP indicated the activation
of astrocytes, in line with the finding that GFAP concentrations
are elevated in the blood of patients with COVID-19 (ref. 7). An
increased BBB permeability and astrocyte activation may cause
epileptic seizures in patients with COVID-19 as in incontinentia
pigmenti=,

Mr-mediated damage of brain endothelial cells suggests that
inhibitors of M™ may prevent neurological complications of the
SARS-CoV-2 infection”, Another therapeutic approach may arise
from the observation that deletion of Ripk3 or inhibition of RIPK1
profoundly improved the microvascular pathology. RIPK1 inhibi-
tors are available and have already entered clinical testing™ " sug-
gesting potential therapeutic options for COVID-19 as well as for
incontinentia pigmenti.
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Methods

Patients. The clinical details of SARS-CoV-2-infected and control patients are
summarized in Supplementary Table 1. SARS-CoV-2 infection was diagnosed

by RT-PCR from pharyngeal swabs. The resukts of a systematic neurological
examination were not available. Patlents were avtopsied at the University Medical
Center Hamburg-Fppendorf or at the University Medical Center Gottingen,
SARS-CoV-2-infected patients had partially been included in previous studies™ ',
The study was approved by the local ethics committees in Hamburg and Gottingen
(Hamburg approval na. PV731 I; Géttingen approval no. 42/8/20). Control
participants were matched to SARS-CoV-2-infected patients according to age

and sex. Comorbidities did not differ between the groups, but more SARS-CoV-
2-infected patients were ventilated than controls (Supplementary Table 2).

Brains were fixed in buffered 4% formaldehyde, examined macroscopically and
underwent routine neuropathological wockup that did not show morphological
signs of a global hypoxic-ischemic encephalopathy in any case (Extended Data
Fig. 2}). We analyzed 3-12-pm-thick paraffin-embedded sections of the frontal
lobe. The section thickness did not differ between groups (Supplementary Table 2),
String vessel measurements were normalized to image volume.

For immunobl  frozen tissue samples of medulla oblongata from patients
deceased with/from COVID-19 or controls were homogenized in cold RIPA buffer
(50mM Tris-HCL, pH & 150mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% Na-deoxycholate and
0,1% SDS) supplemented with protease and phosphatase inhibitor (cOmplete mini
EDTA-free, PhosSTOP, Roche), Samples were incubated on ice for 30min and
centrifuged at 12,000 ot 4°C for 10min. The resulting supernatant was mixed with
Laemmii sample buffer and denatured for 10min ot 96°C.

Animals, Transgenic mouse models. Mice were housed in individually ventilated
Green Line cages (Tecniplast) under a 12-h light-dark cycle and fed an autoclaved
pelleted mouse diet ad libitum, We performed all studies in accordance with the
German Animal Welfare Act and the corresponding regulations. Experimental
procedures were approved by the local animal ethics ¢ fttee (Ministerium fiir
Landwirtschaft, Umwelt und lindliche Riume, Kiel, Germany), All mouse lines
were established on a C57BL/6 background. In all experiments, adult littermate
mice at the age of 6 to 24 weeks were used that were matched by age and sex
between experimental groups. Unless stated otherwise, male and female mice
were used.

For beain endothelial knockout of fkbkg { Nemo) and Fadd, mice with
the respective loxP-flanked alledes™* were crossed with the BAC-transgenic
Slcolcl-CreER™ strain', which expresses the tamoxifen-inducible CreER™
recombinase under the control of the mouse SkoJcl regulatory sequences in brain
endothelial cells and epithelial cells of the chorold plexus. Ripk3* mice have been
reported previously . Tamoxifen (dissolved in 90% Miglyol 812 with 10% ethanol,
50 mg per kg body weight, intraperitoncally (Lp.), twice per day foe five consecutive
days; Sigma-Aldrich) was injected w induce recambination. After receiving
tamoxifen, Nemo™; Steole1-CreER" mice were indicated as Nemo™"”, while
control littermates lacking the Cre recombinase but receiving tamaxifen injection
were termexd Nemo?, If not mentioned otherwise, mice were perfused 14d after
receiving the first dose of tamenifen,

For microglia depletion, mice were fed the CSF-1R inhibitor
PLX5622-containing (1,200 ppm) AIN-76A rodent dict (D111004041) 14d before
the start of tamoxifen injection, Controls received a control diet (OpenSource
Diets, DI00013). Mice received pimonidazoke HCI (100mg ml™' in 0.9% NaCl;
Hypaxyprobe) 1 h before perfusion (Lp. 60ug per gram of body weight).

For RIPK inhibition, a specific RIPK1 inhibitor (GSK'547, RA15777187)
s suspended in 0.6% methyl cellulose and mice were treated with 60mg per
kg body weight every 12h by oral gavage, For control treatment we used methyl
cellulose. Treatment started 1d before injection of viral vectors and was stopped at
the day of perfusion 2 weeks after viral injection.

SARS-CoV-2 infection. Male 8- to 10-week-old golden Syrian hamsters and
K18-hACE2-expressing C57B1/6 mice (B6.Cg-Tg(K18-h ACE2)2Prlmn/}) were
purchased from the Janvier Laboratory (Le Genest-St-Isle, France) and the
lackson Laboratory, respectively. The BetaCoV/France/IDF0372/2020 strain
of SARS-CoV-2 was supplied by the French National Reference Center for
Respiratory Viruses hosted by the Institut Pasteur (Paris, France). Hamsters were
anesthetized by Lp. injection of ketamine (100mg per kg body weight), atropine
(0.75mg per kg body weight) and diazepam (2.5mg per kg body weight) and
intranasally infected with 100pl of DMEM containing (or not, in mock samples)
2% 10 TCID,, (50% tissue culture infectious dose) of SARS-CaV-2. Male 8- to
10-week-old mice were anesthetized by ip. injection of ketamine (100 mg per kg
body weight) and xylazine (10 mg per kg body weight) and intranasally infected
with 50l of DMEM containing 5 x 10" TCID,, of SARS-CoV-2. For brain
preparation, animals were euthanized by Lp. injection of pentobarbital (140 myg per
kg body weight) on day 2, 4, 7 or 24 after infection,

All experiments were performed within the blosafety level 3 sutte on
the Institut Pasteur de Lille campus and complied with current national and
institutional regulations and ethical guidelines (Institut Pasteur de Lille/B59-
350009). The protocols were approved by the institutional ethical committee
(Comité d'Ethique en Experimentation Animale 75, Nord Pas-de-Calais, France)

and authorized by the ‘Education, Rescarch and Innovation Ministry’ (APAFIS no.
25041-2020040917227851; APAFIS no. 25517-2020052608325772 v3).

Plasmid construction and AAV vector production. Plasmids (pCAG-M™-HA
and pCAG-p.Cys145Ala-M~-HA: Vectorbuilder) contained inverted terminal
repeats of AAV2, the 1,733-bp-long CAG promoter, 8 Kozak sequence with
an ATG followed by the native SARS-CoV-2 sequence encoding M (gene ID:
43740578) or a matated M {codon of Cys145 (TGT) changed to Alal45 (GCT)),
The 3"-end was labeled with a HA tag and a TAA codoa followed by WPRE and
the bovine growth hormone polyadenylation signal. We produced AAV vectors by
triple transfection of HEK293T cells or SI9 insect cells as described before ™,
Genomic titers were determined by quantitative PCR against CAG
(forward primer: 5'- AACGCCAATAGGGACTTTC-¥; reverse primer:
5'-GTAGGAAAGTCCCATAAGGTCA-3'). Vectors were injected into the tail
veins of mice (1.8 or 3.3 % 10" genomic particles per mouse, 100 pl). Except in the
experiment wsing Ripk3-- mice (Fig. 7a.b), for which we used male and female
mice, only male C57BL/6 mice were used for vector injection. Mice were perfused
under deep anesthesia with PBS and paraformaldehyde (PFA, 2% or 4%) 2 weeks
after administering the vector. Total DNA of a sagittal brain section {(50-pm thick)
was extracted using the DNeasy tissue kit (Qiagen) according to the manufacturer’s
Instructions. We quantified DNA with a spectral photometer (Nanodrop
ND-2000C, Peglab) as described previously™.

Cell culture and transfection, hCMEC/D3 and bEnd 3 cells. The human

brain endothelial cel line RhCMEC/D3 {Merck SCC066, RRID: CVCL_U985)

and the mouse brain endothelial cell line bEnd.3 {Amernican Type Culture
Collection (ATCC), CRL-2299, RRID: CVCL_0170) were cultivated as described
previously . We used 24-well plates for luciferase assays, 48-well or 96-well
plates or chamber dides for immunocytochemistry and 6-well or 12-well plates for
immunoblotting,

After withdrawing heparin (hRCMEC/D3) or penicillin-streptomycin (bEnd.3)
from the medium, we transfected the cells using Lipofectamine 3000 (Thermo
Fisher Scientific) and the following plasmids: pNF-xB-Luciferase (200ng per
well; Stratagene), pCAG-hACE2- TMPRSS2 (100ng per well an 8-well chamber
slides 2,500ng per well on 6-well plates, Invivogen), pCAG-GFP, pCAG-p.
Cys145Ala-M=-HA or pCAG-Mm-HA (400ng per well on 24-well and 48-well
plates; 1,000mg per well on 12-well plates), pPCAG-NEMO-2A-¢GFP (1,000 ng
per well on 12-well plates) * and pRL-SV40 (40 ng per well). The DNA was
filled up with pBluescript to equal amounts per well. One day after lipofection,
we treated the cells with IL-1§ (0.25pg ml™*; PeproTech) and measured
luciferase activity using the Dual Luciferase Reporter Assay (Promega) after
6h. Immunocytochemistry of p65 or the TUNEL reaction was performed after
stimulating cells for 30 min with IL-1p (0.25 1 ml™') or for 4.5 h with TNF
(100 ng ml '), 2-3d after transfection. For immuncblotting, we lysed cells 2-3d
after transfection.

For infection of hCMEC/D3 cells, SARS-CoV-2 virus was isolated and
propagated in Caco2 cells as previously described ™ ', To infect endothelial cells,
the viral stock was dikited to the desired MOTin culture medium supplemented
with 1% FCS and incubated for 2h with the cells 24 h after transfection.
Twenty-four hours after infection, endothelial cells were fixed in 4% PFA for
10min or lysed for immunoblotting in lysis buffer 20mM Tris-HCL pH 7.5,
20mM NaF, 150mM NaCl, 10mM NaPPi and 1% Triton X-100).

Vero E6 cells. Vero E6 cells (ATCC CRL-1008) cultivated in DMEM containing 3%
FCS, 1% penicillin-streptomycin, ZmM r-ghutamine, 1% sodium pyruvate and 1%
non-essential amino acids {all Gibco/Thermo Fisher) were seeded in 6-well plates
and infected with SARS.CoV-2 isalate HH-1 at a MOl of 1 (ref. ). At the indicated
time points after infection, cells were centrifuged (2,000r.p.m., 5min) and lysed

in SDS inactivation buffer (6% SDS, 150mM Tris, pH 6.8, 30% glycerol, 100mM
dithicthreitol (DTT) and bromophenol blue).

Single-cell RNA sequencing, Two 10-weck-old male C57BL/6 mice were killed by
decapitation. The hypothalamic region was microdisiected and digested with the
Papain Dissociation System (Worthington, LK003150) at 37 °C. After triturating,
the cell suspension was centrifuged at 700y for 5 min at room temperature, and
the supernatant removed. We resuspended the cell pellet (500 pl EBSS, 56!
reconstituted albumin-ovomucoid inhibitor solution and 28l DNase, Papain
Dissociation System) and passed it through a 40-pum cell strainer. After another
centrifugation step (700g for Smin at room temperature), we resuspended the cell
pellet tn HBSS containing 5% glucose and stored it on ice,

Single-cell capture was achieved by random distribution of the single-cell
suspension across >200,000 microwells through a limited dilution approach with
the BD Rhapsody system, Cells were sorted as described by the manufacturer (BD
Rhapsody e reagent kit, 633731). In total, 20,448 viable cells were captured.
Upon ¢DNA synthesis (BD Rhapsody cDNA kit; 633773), each cDNA molecule
was tagged oa the 5’ end with a molecular index and cell label indicating its cell
of origin” . Whole-transcriptome libraries were prepared with half of the beads
using the BD Resolve single-cell whole-transcriptome amplification workflow
(BD targeted and AbSeq Amplification Kit, 633774) with a randomer primer
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were taken using 2 STED microscope, custom made by Abberior Instruments. All
images were produced using the same setting.
For all analyses, we imaged four fickds from two sections per individual unless

stated otherwise.

Non-fluorescence histological staining on human samples, Histological
hematoxylin and eostn staining and Nissl staining were performed as described
before ", For active caspase-3 staining, deparaffinized tissue sections were treated
for antigen retrieval as described above and subsequently with 3% H,0, before
blocking with PBS containing 10% FCS. Primary antibodies were applied overnight
and visualized using the EnViston+ System for rabbit and mouse (Dako). We
briefly counterstained sections with hemalaun. To evaluate the number of active

se-3-positive cells, sections were scanned (magnification of x200) using the
Virtual Slide Microscope VS120. Image visualization and manual analysis were
performed using Omero Server software (5.6.3).

Super-resolution microscopy. We used stimulated emission depletion (STED)
imaging and expansion microscopy. For STED, 640- and 561-nm diode exatation
lasers, a 775-nm STED laser, all pulsed at 40 MHz, and a X100 1.4-NA Olympus
UPlanSApo were utilized. A spatial light modulator (Hamamatsu) was used to
produce either a doughnut-shaped (two-dimensional (2D) STED) or a top-lat
(three-dimensional (3D) STED) phase mask. shaping different depletion beams
without changing the optical setup. To reduce photobleaching at an optimal
signal-to-noise ratio, we used DyMIN adaptive illumination.

For expansion microscopy, after immunofluorescence staining, gelation,
digestion and expansion were performed as described previously . Notably, we
extended incubation time in monomer solution to 45 min and gelation time to
2.5h, and digestion was performed overnight. Images were taken with an HC PL
APO CS2 x40/ 1,10 water objective. Expansion microscopy was used for qualitative
representation of ocdudin and ZO-1 moephology.

Quantitative analysis of imm To analyze IgG transcytosis, =-stacks
were taken with an HOX PL APO CS x63/1 4 oil objective for confocal microscopy
or a X100 1.4-NA Olympus UPlanSApo for STED microscopy. Deconvolution was
performed for confocal images by Huygens Software (Scientific Volume Imaging).
IgG vesicle quantification was performed using Imaris 9.3.0 (Bitplane) as described
before'’ . The 3D vasculature mask was smoothed under surface details (1.Opum
confocal/0.4 pm for STED), and spots were identified with an estimated diameter
of 0.5pm. 1gG* vesides and IgG extravasation were quantified on 10-15 images on
one section for each animal (confocal) or three images for each animal (STED).

String vessels and their localization in the vascular tree, vessd length, vesse
diameter, occludin interruptions and GFAP* astrocytes were amalyzed using
Image]. Mouse and hamster string vessels were analyzed as before .

For vascular tree analysis, string vessels were counted manually and tracked in
tile scans of the cortex, hippocampus and hypothalamus (one section per animal).
As the starting point of the vascular tree, we chose 4-SMA” vessels, indicating
arteriobes. The number of string vessels was normalized to the total area of
the image.

Because CD34 staining was unreliable in human brain sections, human string
vessels were identified as collagen TV- positive tubes of <4jim in apparent outer
diameter in images produced by confocal laser scanning microscopy. Because the
thearetical minimal diameter for a functional capillary is 2.7pm and more than
90% of brain capillaries in aged humans have an inner diameter of >3.5um, we
expect this threshold 1o be aclective for string vessels™ ™,

Vessel diameter was measured by using the Diameter] plugin for Image].

For the TUNEL analysis, collagen IV* and TUNEL- vessels were counted and
normalized to the total image arca.

GFAP-positive astrocytes were quantified as the percentage of the GFAP” area
relative to the total area of the image. Quantifications were obtained from 4-6
images per animal (one section per animal). Images were taken from the cortex if
not stated otherwise.

Pericyte coverage was analyzed using MotionTracking software (MPI-CBG,
v8). In general, the CD13" area inside the collagen IV* vessels was normalized
10 the total collagen [V arca. For measuring occiudin interruptions, the lengths
of occhudin and ZO-1 tight junctions were traced manually by using the Simple
Neurite Tracer plugin (Imagel). Then, ocdudin length was normalized to Z0- 1
length for 15 images per animal (one section per animal).

For the soma size measurement of Thal” cels, confocal imaging was obtained
with 25 steps and a step size of 0,99 pum. Maximal-intensity s-stacks were generated
wsing Image]. A threshold was applied (Li autothreshold), converted to a mask
and speckles and cutliers removed. Then, all the processes were removed from the
soma and the soma area was measured for 15 microghia per sample.

Electron microscopy. For dectron microscopy, mice were perfused with
heparinized Ringers solution and with freshly prepared PFA and glutaraldehyde
{25% glutaraldchyde and 2% PFA in PBS). Until further processing, brains were
postiixed in Monti-Graziadel slution (2% glutaraldehyde, 0.6% PFA, 0.03%
calcium chloride in 0.06 M sodium cacodylate buffer, pH 7.35) for at least 48h
at 4°C. After further fixation in 1% osmium tetroxide in 0.1 M cacod ylate buffer

for 2h, mmples (approximately 1 mm') were debydrated in an ascending series of
ethanol and incubated in propylene oxide followed by a 1:1 mixture of propylene
oxide and araldite (Sigma- Aldrich) and subsequently embedded in araldite.
Ultrathin sections were cut at approximately B0 nm and were transferred to copper
grids. Sections were contrasted in a contrasting system for ultrathin sections using
uranyl acetate ready-to-use soblution, followed by lead citrate ready-t0-use solution
(all Leica Microsystemns), Images of vessels smaller than 10 pm were taken by an
electron microscope (Jeol JEM 1011). After putting images of a vessd into a collage
by using Inkscape 1.0.1 {(RRID; SCR_014479), vesicles in the range of 30-200nm
were manually counted from three capillaries for each animal, and luminal
membrane length was measured using Imagel

Statistics and reproducibility. No statistical methods were used to predetermine
sample sizes, but our sample sizes are similar to those reparted in previous
publications’ ', Data were analyzed using Prism 8 (GraphPad) and SPSS 25
(IBM). Significance was considered when P <0.05. Depending on the dataset

and experimental design, different statistical methods were used ax indicated in
Supplementary Table 5. Parametric statistics (for example, r-test and ANOVA)
were only applied if sssumptions were met, that is, datasets were examined

for Gaussian distribution using the DAgostino-Pearson test, aided by visual
nspection of the data and homogeneity of variances by Brown-Forsythe, Levene's
or F-test (depending on the statistical method used). If assumptions for parametric
procedures were not met or could not be reliably assumed due to small sample
size, non-parametric methods were used as indicated. Two-tailed tests were
applied if not indicated otherwise. Greenhouse-Geisser correction was used in
ANOVA statistics if the sphericity assumption was violated (Mauchly test), No
data points were exduded. Cell culture studies were performed at least three times
in independent experiments with at least three replicates per condition and per
experiment unless stated otherwise. Animal experiments were repeated ax stated
by the N number. Animals were randomly allocated to diet or treatment groups
as long as age-matched, sex-matched and littermate conditions were fulf;

All analyses were performed blinded without the knowledge of the genotype,
treatment or infection status if not needed for subsequent processing.

Reporting Summary. Further information on rescarch design is avallable in the
Nature Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability

The data that support the findings of this study are available from the authors
on reasonable request. RNA-seq data are available at the GEO under accession
GSE180984. Source data are provided with this paper.
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were taken using 2 STED microscope, custom made by Abberior Instruments. All
images were produced using the same setting.
For all analyses, we imaged four fields from two sections per individual unless

stated otherwise.

Non-fluorescence histological staining on human samples. Histological
hematoxylin and eostn staining and Nissl staining were performed as described
before ", For active caspase-3 staining, deparaffinized tissue sections were treated
for antigen retrieval as described above and subsequently with 3% H,0, before
blocking with PBS containing 10% FCS. Primary antibodies were applied overnight
and visualized using the EnViston+ System for rabbit and mouse (Dako). We
briefly counterstained sections with hemalaun. To evaluate the number of active
caspase-3-positive celks, sections were scanned (magnification of x200) using the
Virtual Slide Microscope VS120. Image visualization and manual analysis were
performed using Omero Server software (36.3).

Super-resolution mic py. We used stimulated emission depletion (STED)
imaging and expansion microscopy. For STED, 640- and 561-nm diode excitation
lasers, a 775-nm STED laser, all pulsed at 40 MHz, and a X100 1.4-NA Ofympus
UPlanSApo were utilized. A spatial light modulator (Hamamatsu) was used to
produce either a doughnut-shaped (two-dimensional (2D) STED) or a top-hat
(three-dimensional (3D) STED) phase mask, shaping different depletion beams
without changing the optical setup. To reduce photobleaching at an optimal
signal-to-noise mtio, we used DyMIN adaptive illumination.

For expansion microscopy, after immunofluorescence staining, gelation,
digestion and expansion were performed as described previously . Notably, we
extended incubation time in monomer solution to 45 min and gelation time to
2.5h, and digestion was performed overnight. Images were taken with an HC PL
APO CS2 x40/ 1,10 water objective. Expansion microscopy was used for qualitative
representation of ocdudin and ZO-1 moephology.

Quantitative analysis of immunostainings. To analyze IgG transcytosis, z-stacks
were taken with an HOX PL APO CS x63/1 4 oil objective for confocal microscopy
or a X100 1.4-NA Olympus UPlanSApo for STED microscopy. Deconvolution was
performed for confocal images by Huygens Software (Scientific Volume Imaging).
IgG vesicle quantification was performed using Imaris 9.3.0 (Bitplane) as described
before''. The 3D vasculature mask was smoothed under surface details (1.Opm
confocal/0.4pm for STED), and spots were identified with an estimated diameter
of 0.5pm. 1gG" vesides and IgG extravasation were quantified on 10-15 images on
one section for each animal (confocal) or three images for each animal (STED).

String vessels and their localization in the vascular tree, vessd length, vessel
dinmeter, occludin interruptions and GFAP* astrocytes were amalyzed using
Inage]. Mouse and hamster string vessels were analyzed as before .

For vascular tree analysis, string vessels were counted manually and tracked in
tile scans of the cortex, hippocampus and hypothalamus (one section per animal).
As the starting point of the vascular tree, we chose (-SMA” vessels, indicating
arterioles. The number of string vessels was normalized to the total area of
the image.

Because CD34 staining was unreliable in human brain sections, human string
vessels were identified as collagen TV- positive tubes of <4jim in apparent outer
diameter in images produced by confocal laser scanning microscopy. Because the
thearetical minimal diameter for a functional capillary is 2.7pm and more than
90% of brain capillaries in aged humans have an inner diameter of >3.5 um, we
expect this threshold 1o be aclective for string vessels™

Vessel diameter was measured by using the Diameter] plugin for Image).

For the TUNEL analysis, collagen IV* and TUNEL- vessels were counted and
normalized to the total image arca.

GFAP-positive astrocytes were quantified as the percentage of the GFAP” area
relative to the total area of the image. Quantifications were obtained from 4-6
images per animal (one section per animal). Images were taken from the cortex if
not stated otherwise.

Pericyte coverage was analyzed using MotionTracking software (MP1-CBG,
v8). In general, the CD13" area inside the collagen IV vessels was normalized
10 the total collagen IV* area. For measuring occiudin interruptions, the lengths
of occludin and ZO-1 tight junctions were traced manually by using the Simple
Neurite Tracer plugin (Image]). Then, occludin length was normalized to ZO-1
length for 15 images per animal (one section per animal).

For the soma size measurement of Ibal” cells, confocal imaging was obtained
with 25 steps and a step size of 099 pm. Maximal-inwnsity =-stacks were genenated
wusing Imagel. A threshold was applied (Li autothreshold), converted to a mask
and speckles and cutliers removed. Then, all the processes were removed from the
soma und the soma area was measured for 15 microglia per sample.

Electron microscopy. For clectron microscopy, mice were perfused with
heparinized Ringer's solution and with freshly prepared PFA and glutaraldehyde
{25% glutaraldchyde and 2% PFA in PBS). Until further processing, brains were
postiixed in Monti-Graziadel slution (2% glutaraldehyde, 0.6% PFA, 0.03%
calcium chloride in 0.06 M sodium cacodylate buffer, pH 7.35) for at least 48h
at 4°C. After further fixation in 1% osmium tetroxide in 0.1 M cacod ylate buffer

for 2h, mmples (approximately 1 mm') were dehydrated in an ascending series of
ethanol and incubated in propylene oxide followed by a 1:1 mixture of propylene
oxide and araldite (Sigma- Aldrich) and subsequently embedded in araldite.
Ultrathin sections were cut at approximately 80 nm and were transferred to copper
grids. Sections were contrasted in a contrasting system for ultrathin sections using
uranyl acetate ready-to-use solution, followed by lead citrate ready-to-use solution
(all Leica Microsystems), Images of vessels smaller than 10 pm were taken by an
electron micrescope (Jeol JEM 1011). After putting images of a vessd into a collage
by using Inkscape 1.0.1 {RRID; SCR_014479), vesicles in the range of 30-200nm
were manually counted from three capillaries for each animal, and luminal
membrane length was measured using Image]

Statistics and reproducibility. No statistical methods were used to predetermine
sample sizes, but our sample sizes are similar to those reported in previous
publications' "', Data were analyzed using Prism 8 (GraphPad) and SPSS 25
(IBM). Significance was considered when P <0.05. Depending on the dataset

and experimental design, different statistical methods were wsed ax indicated in
Supplementary Table 5. Parametric statistics (for example, t-test and ANOVA)
were only applied if sssumptions were met, that is, datasets were examined

for Gaussian distribution using the DAgostino-Pearson test, aided by visual
inspection of the data and homogeneity of variances by Brown-Forsythe, Levenes
or F-test (depending on the statistical method used). If assumptions for parametric
procedures were not met or could not be reliably assumed due to small sample
size, non-parametric methods were used as indicited. Two-tailed tests were
applied if not indicated otherwise. Greenhouse-Geisser correction was used in
ANOVA statistics if the sphericity assumption was violated (Mauchly test), No
data points were exduded. Cell culture studies were performed at least three times
in independent experiments with at least three replicates per condition and per
experiment unless stated otherwise. Animal experiments were repeated as stated
by the N number. Animals were randomly allocated to diet or treatment groups
as long as age-matched, sex-matched and littermate conditions were fulf;

All analyses were performed blinded without the knowledge of the genotype,
treatment or infection status if not needed for subsequent processing.

Reporting Summary. Further information on rescarch design is available in the
Nature Research Reporting Summary linked to this article,

Data availability

The data that support the findings of this study are available from the authors
on reasonable request. RNA-seq data are available at the GEO under accession
GSE 180954, Source data are provided with this paper.
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Extended Data Fig. 1] String vessels have a tube-like structure. a, b, ¢, Super-resolution imaging of human (a), hamster (b) and mouse string vessels
{(€). In confocal mode with the pinhole closed to 0.4 AU, the string vessels appeared as solid collagen tubes. However, STED microscopy demenstrated a
tube-like structure of string vessels in humans, hamsters and mice. In all species, the apparent diameter of string vessels was about 500 ~ 1,000 nm with
the collagen walls having a similar thickness. Images are representative for at least 3 experiments per species. Scale bar, Tum
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Extended Data Fig. 2 | Characteristics of the COVID-19 and control patients. a, Age did not affect the number of string vessels per volume of the image
N=40 patients. b, String vessels were increased in SARS-CoV-2-infected patients independent of sex. N=10 female and 13 male control, N=7 fermale
and 10 male COVID-19 patients. ¢, Comorbidities were equally distributed across control and COVID-19 patients. For characteristics of the patients, refer
to Fig. 1c and Supplementary Tables 1-2. N=23 control, N=17 COVID-19 patients. d. String vessels were increased in SARS-CoV-2-infected patients
independent of cerebral comorbidities. N=19 control patients without and 4 with cerebral comorbidity, N=9 COVID-19 patients without and 8 with
cerebral comorbidity. €, Brain weight was not different between COVID-19 and control patients. f, Brain edema score was not different between
COVID-19 and control patients, N=23 control, N=17 COVID-19 patients. Medians are shown. g Brain atrophy score was increased in COVID-19
compared to control patients, N=23 control, N=17 COVID-19 patients, Medians are shown. h, String vessels of cantrol patients with or without
ventilation are shown, N =10 patients per group. L, String vessels of control patients who were treated in an intensive care unit (ICU) or not are shown
N=6 no ICU, N=16 ICU. | None of the COVID-19 or control patients showed evidence for a hypoxic-ischemic encephalopathy, also known as ‘respirator
brain’. Characteristic morphological features of eosinophilic neurons, laminar changes in the cerebral cortex or loss of neurons were not detectible.
Representative images of a combined HE and Niss! staining of brain sections from a contral and COVID-19 patient as well as a brain section from a patient
with hypoxic-ischemic encephalopathy are depicted. Scaie bar, 50 pm. Means £ s.e.m. are shown if not stated otherwise. * p<0.05 *** p <0.001, Detailed
information about the exact test statistics, sidedness and values are provided in Supplementary Table 5.
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Extended Data Fig. 4 | Clustering of human brain cells according to single nudear RNA sequencing. a UMAP plot of 35,289 human brain cells. Clusters
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expression for afl 30 clusters is shown as dot plot with the color representing mean gene expression and the diameters showing the percentage of positive
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Extended Data Fig. 5| SARS-CoV-2 Induces NEMO cleavage. a, SARS-CoV-2- (MOI: 1) or mock-infected Vero E6 cells were harvested at the indicated
time points. Cell lysates were immunoblotted for NEMO. N =3 experiments. b, Human brain endothelial RCMEC/D3 cells were transfected with plasmids
encoding for NEMO-2A and for human ACE2 plus TMPRSS2. Twenty-four hours after transfection, cells were incubated with SARS-CoV-2 for 2hours
{MOL 1) and harvested after additional 24 hours, Only transfected cells expressing human ACEZ as well as 2A-tagged NEMO were susceptible to
SARS-CoV-2 infection (Fig. 2¢). Accordingly, 2A-tagged NEMO but not untagged NEMO was degraded. Upper panel, immunoblot using anti-NEMO;
lower panel, immuncblot using anti-2A antibodies. N= 3 experiments. ¢, Lysates of the medulla oblongata of SARS-CoV-2-infected and control patients
were immunoblotted for NEMO. Samples were matched according to post-mortem intervals (PMI): lanes 1 and 2: 1 day PMI; lanes 3 and 4: 2-3 days PMI;
lanes 5 and 6: 4-5 days PMI; lanes 7 and 8: 4-5 days PMI. Histogram intensities of each lane were measured and depicted as meansts.em, showing

a decrease of the native forms of NEMO and an increase in cleaved NEMO in the tissue of SARS-CoV-Z-infected patients (red profife) in comparnison to
control subjects (black profile). N=4 patients in each group.
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Extended Data Fig. 6 | Time dependence of NEMO cleavage by M, Cleavage of human NEMO by SARS-CoV-2 M™ (0, 5,10, 25 pM) depended on the
incubation time. NEMO (with GST tag) or the cleavage products were detected by immunoblotting (representative for at least 6 experiments at different
conditions). The red-boxed part of the blot is shown in Fig. 3a,
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Extended Data Fig. 7 | Cleavage of NEMO in cell extracts. a Cell lysates of the human brain endothelial cell line hCMEC/D3 were incubated with M
{25 pM) for different durations and blotted against NEMO and M (representative for at feast 3 experiments at different conditions). b, HEK293T celis
were transfected with a plasmid encoding for the mouse NEMO linked to GFP via a 2A sequence. After cell lysis, M#® (25 uM) was added and incubated
for the indicated durations. Antibodies against the 2A kinker were used to identify NEMO and its cleavage products (representative for 2 expenments).
¢, hCMEC/D3 cells were transfected with the same plasmid as described in b (pNEMO-2A-GFP) and additionally with an empty control plasmid or a
plasmid containing the HA-tagged form of the SARS-CoV-2 M#= protease. After 2 days, cells were lysed and blotted against NEMO, 2A, M™, and actin
{representative for at least 9 expanments). The red-boxed part of the blots is shown in Fig. 3c.
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Extended Data Fig. 8 | String vessels occur in the deeper part of the vascular tree. a, String vessels were tracked in confocal 3D scans of the cortex after
staining against CD31, collagen IV and smooth musde actin (a-SMA) (left). Since a-SMA is expressed in arteries and arterioles (middle), the branching
order can be determined (nght). String vessels positive for a-SMA are defined as arteriole string vessels, adjacent string vessels as 1" capillary string
vessels, etc, (right). The image was obtained by cropping 2 section from a Nemo™*™ tilescan from the dataset used for quantification in (b) (N =3 animals),
Scale bar, S0pm b, Tracking of string vessels in the hippocampus and hypothalamus of Nemo** mice revealed that more string vessels were present in
higher branch orders of the vascular tree in Nemo™*™ mice. N=3 animals. Means + s.em. are shown, ‘P< 0.05, **P < 0.01. Detailed informaticn about the
exact test statistics, sidedness and values are provided in Supplementary Table 5,
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Extended Data Fig. 9 | Medulation of apoptosis and necroptosis pathways in mice with NEMO deficient brain endothelial cells. a, Scheme showing

the role of RIPK3 and FADD in cell death caused by NEMO deficiency. TNF leads to the activation of several adaptor proteins and kinases, such as TAK]
Activation of the kB kinase complex triggers the translocation of NF-xB into the nucleus and the expression of target genes. NEMO is the regulatory
subunit of the IkB kinase complex and is essential for NF-kB pathway activation. In the absence of NEMO, TNF leads to the formation of complex |ia,
complex |Ib, and the necrosome and induces apoptosis or necroptosis. According to current concepts (Kondylis, V., Kumarl, S, Viantis, K. & Pasparakis,

M. The interplay of IKK, NF-kappaB and RIPK1 signaling in the regulation of cell death, tissue homeostasis and inflammation. Immuno! Rey 277, 113127
{2017)), apoptosis is mediated by FADD and RIPK3, while necroptosis depends on RIPK3. b, Deletion of Fadd in brain endothelial cells (FADD™) led to the
formation of string vessels and reduced vessel lengths. The results obtained in Nemo', Nemo™*, Ripk3-"-, and Nemo™ = Rip&k3- - mice are also included in
Fig. & of the main article. ¢ Representative immunoblots showing the extravasation of 1gG and albumin into the brain tissue, In total, 9 blots were analyzed
with cne replicate per animal, d, Quantification of the immunoblots normalized for actin levels demonstrated a disruption of the BBB in FADD-deficient
mice as shown by the extravasation of IgG and albumin. Brain weights hint at higher water content in FADD deficient mice. @ Nemo*™ “FADD™ mice died
within @ days after tamaoxifen injection while RIPK3 deficiency prevented the death of Nemo™ ™ mice. f, Ripk3 deletion normalized the body weight of mice
with brain endothelial NEMO deficiency, while FADD deficiency worsened body weight loss. Only mice that survived until the end of the experiment were
analyzed, Means + s.e.m. are shown. Detailed information of group sizes are indicated in the individuat figure.
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Extended Data Fig. 10 | RIPK inhibition normalizes body weight gain in AAV-BR1-M*-injected mice. a, RIPKi treatment normalized the body weight gain
in AAV-BR1-M™-injected mice (N=5 Ctrl + Vehicle mice, 6 M™+ Vehicdle mice, 6 Ctrl + RIPKi mice, 6 M™ + RIPKi mice), b, In AAV-BRI-M™ -injected
mice, the cumulative body weight gain over 14 days was nommalized by RIPKi treatment (N=5 Ctrl+Vehicle mice, 6 M™ +Vehicie mice, 6 Ctrl+ RIPKI
mice, & M=+ RIPKi mice). Means +5.e.m. are shown, ** P<0.01. Detaied information about the exact test statistics, sidedness and values are provided in
Supplementary Table 5,
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