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Résumé en francais

Le SARS-CoV-2 (""Severe Acute Respirarory Syndrome Coronavirus-2"), nouveau membre de la sous
famille des Orthocoronavirinae responsable de la maladie COVID-19, a émergé en décembre 2019
en Chine et s'est rapidement propagé dans le monde, causant une pandémie. Des efforts
considérables ont été déployés, notamment pour développer en un temps record des vaccins
efficaces contre le SARS-CoV-2, mais aussi pour comprendre les mécanismes sous-jacents a
l'infection. Cependant, I'émergence de nouveaux variants montre la fragilité d'un systéme

uniquement fondé sur les vaccins et souligne la nécessité de traitements préventifs et curatifs.

Dans une premiére partie de la thése, nous avons analysé le réle des petites vésicules
extracellulaires (sEVs, "small extracellular vesicles") produites au niveau de I’épithélium
respiratoire nasal dans I'infection par le SARS-CoV-2. Les sEVs sont sécrétées dans de nombreux
fluides biologiques incluant le mucus de I’épithélium respiratoire. Nous avons caractérisé les sEVs
produites dans le mucus par des CENH (Cellules Epithéliales Nasales Humaines) (mu-sEVs)
produisant du mucus contenant ces vésicules (mu-sEVs) et montré que ces derniéres contenaient
ACE2 et TMPRSS2, respectivement le récepteur et la protéase essentiels pour I'entrée virale. Les
mu-sEVs sont capables de cliver la protéine virale Spike au site S1/S2 et, ainsi, de faciliter I'exposition
des RBD ("Receptor Binding Domain"), favorisant I'attachement du virus au récepteur cellulaire.
Ainsi, les mu-sEVs sont capables de compléter le « priming» de Spike effectué par la furine
intracellulaire. Ce « priming » extracellulaire est dépendant de I’activité du TMPRSS2 a la surface
des mu-sEVs, génére des virions pré-activés capables de pénétrer plus rapidement dans les cellules

cibles par fusion membranaire, et suggere un réle facilitateur du mucus dans 'infection.

Dans une seconde partie de la thése, nous avons évalué I'activité antivirale des agents cationiques
amphiphiles (CAD, "Cationic Amphiphilic Drugs"). Parmi 8 CADs testés, 5 possédent une activité
antivirale contre le SARS-CoV-2. La desloratadine (DSD), un CAD antihistaminique, entraine une
diminution de la production d'ARN viral dés 2H post-infection, suggérant I'inhibition d’une étape
précoce du cycle viral de SARS-CoV-2, probablement |'entrée. De plus, la DSD est active sur d'autres
coronavirus (HCoV-229E et HCoV-0C43), suggérant une activité antivirale pan-coronavirus. Enfin,
nous avons évalué I’effet antiviral de la DSD, ex vivo, sur des cultures de CENHs et avons démontré
une diminution de la production d’ARN viral du SARS-CoV-2. La desloratadine, molécule trés bien
tolérée au sein de la population, pourrait donc étre une alternative thérapeutique intéressante

dans le cadre de la pandémie de SARS-CoV-2.
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Résumé en anglais

The Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2, "Severe Acute Respirarory
Syndrome Coronavirus-2"), a new member of the Orthocoronavirinae subfamily, emerged in
December 2019 in China and rapidly spread around the world, causing a global pandemia.
Considerable efforts have been made to rapidly develop effective vaccines against SARS-CoV-2, but
also to understand the mechanisms underlying the infection. However, the emergence of new
SARS-CoV-2 variants emphasizes the fragility of a system based on vaccines and highlights the need

for preventive and curative treatments.

In the first part of this thesis, we analyzed the role of small extracellular vesicles (sEVs) secreted in
the mucus of the respiratory nasal epithelium during SARS-CoV-2 infection. The sEVs are secreted
in many biological fluids, including mucus of respiratory epithelium. We characterized the sEVs
produced in the mucus by HENCs (Human Nasal Epithelial Cells) (mu-sEVs), and showed that they
contain ACE2 and TMPRSS2, the receptor and protease critical for virus entry, respectively. The mu-
sEVs can cleave the Spike viral protein at the S1/S2 site and thus facilitate the open conformation
of the Receptor Binding Domain (RBD), favoring the attachment of the virus to the cellular
receptor. Hence, we showed that mu-sEVs are able to complete Spike priming performed by the
intracellular furin. This effect is mediated by vesicular TMPRSS2 activity, generates pre-activated
virions prone to enter rapidly target cell using the fusion membrane pathway, and suggests a

facilitating role of mucus during infection.

In the second part of this thesis, we evaluated the antiviral activity of cationic amphiphilic drugs
(CADs). Among 8 CADs tested, 5 presented an antiviral activity against SARS-CoV-2. In particular,
Desloratadine (DSD) induces a decrease in viral RNA production as early as 2 hours post-infection,
suggesting that it targets an early stage of the viral cycle, probably viral entry. Moreover, DSD is
effective on other coronaviruses (HCoV-229E and HCoV-0C43), suggesting a broad-spectrum anti-
coronavirus activity. Finally, we evaluated the antiviral effect of DSD, ex vivo, on HNECs cultures
and demonstrated a decrease of SARS-CoV-2 RNA production. Desloratadine, a well-tolerated
approved drug, could therefore represent an interesting alternative antiviral therapy in the context

of the SARS-CoV-2 pandemic.
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Introduction
1) Généralités

Depuis la révolution néolithique, il y a 12 000 ans, les humains ont abandonné leur mode de vie
nomade pour la sédentarisation et la pratique de I’agriculture. Les tribus de chasseurs-cueilleurs se
sont déplacées pour vivre dans différents villages et paturages (Dobson and Carper, 1996). Ces
conditions de vie ont favorisé la proximité entre les humains et les animaux, altéré I’environnement
et entrainé I’'apparition de nombreuses maladies infectieuses. A partir du XIXéme siécle, des vagues
de contamination intenses sont répertoriées en raison de : I'intensification de I’élevage en zone
périurbaine et 'augmentation de la population, favorisant notamment la dissémination importante
d’agents pathogénes. En effet, c’est au XIXe siécle que le terme de maladie zoonotique apparait. Il
regroupera les maladies infectieuses transmises de "Homme a I’animal (zooanthroponose) et des
animaux a ’Homme (anthropozoonose) telles que la rage, la peste ou la salmonellose (Morens and

Fauci, 2020).

Ainsi, ’THomme a été confronté a des maladies dues a des microorganismes causant de nombreuses
épidémies/pandémies mortelles (Figure 1) (Morens et al., 2020). Le terme pandémie a été défini en
1666 par le médecin Gideon Harvey (1636/7-1702), un an aprés I'apparition de la peste, décrivant
une épidémie sur une vaste zone géographique affectant une grande partie de la population et

pouvant s’étendre a I’échelle mondiale.
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On peut ainsi noter la pandémie de peste noire (peste bubonique), causée par la bactérie
Yersinia Pestis de 1347 a 1351, tuant plus de 50 millions de personnes, en Europe, Asie et au Moyen-
Orient (Pollitzer and Organization, 1954)

Le siecle suivant, en 1494, une pandémie de Syphilis, une infection transmise sexuellement
par la bactérie Treponema Pallidum, a frappé I’Europe, causant le décés de plus de 50 000
personnes (Morens et al., 2020).

Au XVIeme siécle, une pandémie de tuberculose (TB) toucha le monde, causant plusieurs
millions de décés. C’est seulement en 1882 que le scientifique Robert Koch découvrira I’agent
étiologique de la TB, la bactérie Mycobacterium tuberculosis (MT) (Barberis et al., 2017).

En 1520, aprés la conquéte du Nouveau-monde par les Européens, la maladie de la variole,
dont la souche étiologique est le virus a ADN «Smallpox», a décimé plus de 4 millions
d’Amérindiens (RILEY, 2010). En 1796, Edward Jenner, un médecin anglais, constate qu’une maladie
bénigne des vaches, la vaccine, présentait des symptdmes semblables a la variole touchant la
population humaine. Les animaux guéris de la vaccine ne contractant pas la variole, il transmit donc
la vaccine a un enfant (James Phipps) puis Iui inocula la variole. L’enfant ne développa pas la
maladie, et le principe de la vaccination était né. Le perfectionnement et la généralisation du vaccin
antivariolique permettront I’éradication de la variole en 1977 (Théves et al., 2016).

En 1720, une résurgence de la pandémie de peste du XlVe siécle se produit en France.
Environ 50% de la population de la ville de Marseille décéda en quelques mois (Raoult, 2016).

En 1817, la pandémie de Choléra, dont I’agent étiologique est le bacille Vibrio Cholerae,
marque le début d’une nouvelle ére. A partir de I'Inde, foyer infectieux du pathogéne, la maladie
suit les voies du commerce pour s’étendre aux quatre coins du monde soulignant la propagation
d’infections jusqu’a devenir des pandémies mondiales (Piret and Boivin, 2020).

La plus grande pandémie du XXéme siécle est apparue en 1918 avec la grippe espagnole,
dont I’agent étiologique est la souche H1N1 du virus influenza A. Cette pandémie entrainera le
déces de 20 a 50 millions de personnes, soit 2 a 5 fois plus que la premiére guerre mondiale (Morens
et al., 2021).

Le virus Ebola (de la famille des Filoviridae), responsable de la fievre hémorragique
Africaine, a été identifié pour la premiére fois en 1976 au Soudan et en République démocratique
du Congo et a entrainé le décés de respectivement 151 et 280 personnes. A ce jour, ce virus est
toujours endémique dans certaines régions du monde, et a ré-émergé en décembre 2013 en
Guinée, emportant la vie de 11 000 personnes (Fenollar and Mediannikov, 2018).

En 1959, les premiers signes d’infection de ’'Homme par le virus de I'immunodéficience

humaine (VIH), alors inconnu, sont observés a Kinshasa, au Congo belge (Zhu et al., 1998). A la fin
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des années 1970, le SIDA (syndrome de 'immunodéficience acquise) causera de nombreux décés
aux Etats-Unis au sein de la population homosexuelle. Ce n’est qu’en 1983 que Francoise Barré-
Sinoussi, Jean-Claude Chermann et Luc Montagnier de I'Institut Pasteur découvrent le virus VIH
responsable du SIDA. La période comprenant le début des années 80 a aujourd’hui est toujours
marquée par cette pandémie touchant les 5 continents (Greene, 2007). On dénombre en effet plus
de 40,1 millions de décés dans le monde sur cette période. Aujourd’hui, le SIDA est devenu une
maladie chronique que I’on soigne avec un arsenal d’antirétroviraux. La trithérapie d’antiviraux, se
composant généralement de deux inhibiteurs nucléosidiques/nucléotidiques de la transcriptase
inverse (INTI) et d’un inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse (INNTI), permet
aujourd’hui la survie de 8 patients infectés sur 10 (Chelli et al., 2016). Cependant, le SIDA reste
toujours a I’heure actuelle un probléme majeur de santé publique de portée mondiale.

Parmi les virus responsables de maladies chroniques, on retrouve les virus des hépatites B
et C (VHB/VHC) responsables d’inflammation du foie. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
estime que 58 millions de personnes sont porteuses du virus de I’hépatite C et 296 millions
d’individus vivent avec I’hépatite B de facon chronique. Les manifestations cliniques peuvent aussi
bien étre aigués que chroniques et évoluer vers la cirrhose ou le cancer primitif du foie (carcinome
hépatocellulaire). Un vaccin sr et efficace est disponible pour lutter contre les infections par le
VHB, tandis que seuls des traitements antiviraux existent contre le VHC et ’accés au diagnostic et

aux traitements reste limité, surtout dans les pays en voie de développement (données de ’OMS).

Enfin, il existe de nombreux cas d’émergences virales avec des arbovirus (« Arthropode-
borne Virus »), dont la transmission se fait par un arthropode hématophage tel que les moustiques
Aedes aegypti et Aedes albopictus. Les arboviroses se caractérisent par des symptomes grippaux
avec I'apparition de fortes fiévres et de céphalées, sans manifestations respiratoires. On peut citer
comme exemples :, le virus du Nil Occidental (« West Nile Virus », WNV), le virus Chikungunya
(« Chikungunya Virus », CHIKV) identifié pour la premiére fois en Tanzanie en 1952 et qui touche
prés de 1500 personnes, le virus de la fiévre jaune (« Yellow Fever », YFV), le virus de la Dengue
(« Dengue Virus », DENV) ou encore le virus Zika (« Zika Virus », ZiKV) qui est responsable de
plusieurs milliers de cas d’infections par an chez les nouveau-nés dans le Pacifique et en Amérique

du Sud (Plourde, A., et al).
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Les infections respiratoires aigués (IRAs) sont des pathologies touchant les adultes, les enfants
et les personnes agées. Ces infections peuvent provoquer de simples rhumes mais, dans certains
cas, leur survenue sur un terrain fragilisé ou chez des personnes ayant des comorbidités peut
provoquer des pneumonies mortelles et donc nécessiter une hospitalisation (Mathers et al., 2006).
Dans le monde, les IRAs sont responsables d’environ 4 millions de décés par an et 98% d’entre elles
touchent I’arbre respiratoire inférieur (Jain et al., 2015; McIntosh, 2002). Selon les statistiques
publiées par ’OMS entre 2000 et 2013, les IRAs constituent la deuxiéme cause de mortalité chez
les enfants de moins de 5 ans (Giersing et al., 2019). Les IRAs ont donc un impact socio-économique
important, notamment en ce qui concerne le nombre et la durée des hospitalisations (Fendrick et
al,, 2003).

On notera que 80 a 90% des étiologies des IRAs sont d’origine virale (Bobossi Serengbe et al.,
2015). Parmi les virus responsables de ces infections, on retrouve : (i) les paramyxoviridae avec le
virus respiratoire syncytial humain (hVRS), le métapneumovirus (hMPV) et les virus parainfluenza
(hPIV); (ii) les picornaviridae avec les rhinovirus (RV) et les entérovirus (EV) ; (iii) les coronaviridae
avec les coronavirus (CoV); (iv) les orthomyxoviridae avec les virus influenza (IV); (v) les
adénoviridae comprenant les adénovirus (AdV); et enfin (vi) les parvoviridae avec le bocavirus

(BoV) (Tableau 1).
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POPULATIONS A
VIRUS FAMILLE VIRALE STRUCTURE EPIDEMIOLOGIE PREVALENCE CLINIQUES RISQUE REFERENCES
* +30millions de cas par ans .
Virus zans le monde chsz les Rhinorrhée, + Bébés prématurés
respiratoire enfants <c ans? 1 rang des éternuements, + Jeunes enfants <5 ans Shi, T., et al, 2017
ial . milliins bronchiiitey toux, pharyngite, * Personnes agées Domachowske, JB., et al,
syncytia " 3‘ RN bronchite, fatigue, + Personnes 2020
(hVRS) dhospitalisations fievre immunodéprimées
* Epidémiologie hivernale
+ Contamination précoce (<2
ans) Fiévre, congestion
Métapneumo Paramyxoviridae ARN simple brin * Epidémies hivernales 4*™e range des nasal, toux, + Jeunes enfants <5 ans Freymuth, F., et al, 2009
virus (hMPV) Y négatif + 10% des infections virales IRA (mondial) bronchite, 5 Edwards, KM., et al, 2013
respiratoires basses chez pneumonie
les enfants hospitalisés'
+ 2-17% des infections .
Rhinorrée, to
respiratoires chez les jeunes ldi hte"n'e My + Enfants<sans Henrickson, KJ., et al, 2003
Parainfluenza enfants aprés le VRS? 10% des IRA lar E‘: enne * Personnes Lee, M-S., et al, 2004
virus (PW) + Seconde cause causées par PIV-3? broxd%\'olite (Iet immunodéprimées Abedi, GR., et al, 2013
d’hospitalisation pour IRA neumonie * Personnes agées Shay, DK, et al, 1999
chez les moins de 18 ans? P
+ Al'origine des rhumes dans tme * Enfants
Rhinovirus 80% des cas pendant les in?ezti;ir;gvit::lses Rhume, otite, - Personnes J\{a;c:(:z'i S;":tt:ll’:;ﬁ
(RV) saisons & prévalence élevée o ! rhinosinusite asthmatiques et > €18, 2019
. " respiratoires (21%) X Hayden, FG., et al, 2004
(niveau mondial) transplantées
* Incidence différente chaque 4 e s
pi vid année Symptdmes variés :
icornaviridae sonctivi
* EV71responsable du d ;&?gg;ﬂ::ﬁen
Entérovirus syndrome « pieds-mains- 4% des IRAY :’neumlo aues + Enfants<ian Khetsuriani, N., et al, 2006
(EV) ARN simple brin bouche » enurbagti?)ns ' * Enfantsasthmatiques | Andréoletti, L., etal, 2009
positif * 10% d’EV détecté chez les rZs iratoires et
enfants souffrant de - P inal
bronchiolitess intestinales
* Contamination précoce F\E\}/rj!,t()l.:l}(, . .
i (100% avant 5 ans) ) difficulté * Individus Killerby, ME., et al, 2018
Coronavirus Coronaviridae + Responsable de 10-15% des 4*M rang des ARI respiratoire, immunodéprimés Gaunt, ER., et al, 2010
(CoV) P thumes > (10%) fatigue, maux de + Enfants Vabret, A,, et al, 2009
. Epidémies hivernales téte, congestion * Personnes agés Wat, D., et al, 2003
P nasale
- . " + Enfants<sans
+ 5 millions de cas graves 2°™ rang des Frissons, fiévre,
; e + Adult Th , WW,, etal,
Influenza Orthomixoviridae ARN simple brin chaque annéet infections virales toux, douleurs . Fe:l;:;;:cz:ﬂntses umpsuzr;)o eta
virus (|V) négatif * 290-560K décés par an dans respiratoires musculaires, - . 9
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immunodéprimés
» Finde I'hiver, début du
printemps g " - . Lion, T., et al, 2014
Adénovirus L ADN double * Sérotype 1 et 2 endémique 5 "_)% dgs Flewef rhinite, Enfants Shieh, W-J., et al, 2021
Adenoviridae . . maladies virales | pharyngite, toux et * Sujets
(AdV) brin + Sérotype3s, 4,7et21 PR ; L . o Gray, GC,, et al, 2000
causent des maladies respiratoires’ conjonctivite immunodéprimés
respiratoires aigués
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Bocavirus ! ir, D.
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Tableau 1: Principaux virus responsables d’infections respiratoires aigués (IRAs)
tétude réalisée au CHU de Caen entre 2000 et 2006 chez des enfants de moins de 5 ans hospitalisés pour IRA (Freymuth

etal., 2010)

2 étude menée aux Etats-Unis dans les services pédiatriques entre 1980-1996 (Shay et al., 1999)
3 étude systématique et de modélisation a partir de données publiées entre le 1¢" janvier 1995 et le 31 décembre 2016 sur
des enfants hospitalisés pour des IRAs associées au RSV dont I’age est inférieur a 5 ans (Shi et al., 2017)
4 étude systématique et de méta-analyse menées a partir de données publiées entre le 1°" janvier 1995 et le 31 octobre
2010 sur des enfants de moins de 5 ans hospitalisés pour des infections respiratoires aigués basses (IRABs) (Nair et al.,

2011)

5 étude menée en France au CHU de Reims sur la prévalence d’Entérovirus (EV) associée a une bronchiolite ou une
exacerbation d’asthme entre 1995 et 2009, données de la littérature (Andréoletti et al., 2009)
6 études diagnostics en laboratoire chez des enfants de moins de 2 ans testés négatifs pour le VRS, PIV (1-3), IVAet B et
AdV. Les écouvillons obtenus entre le 1¢" janvier et le 31 décembre 2004 ont été testé par PCR pour les BoV (Kesebir et

al., 2006)
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De maniére importante, il faut noter que les infections respiratoires aigués sont de plus en
plus présentes dans la population humaine. Les années 2000 ont été marquées par I’émergence
de coronavirus provoquant des pathologies graves, dont le syndrome respiratoire aigu sévére
(SARS-CoV-1) en 2002, puis 10 ans plus tard I’émergence du syndrome respiratoire du Moyen-Orient
(MERS-CoV). Aujourd’hui, le monde connait une pandémie globale avec ’émergence du SARS-CoV-
2 en décembre 2019 en Chine. Les résultats de ce manuscrit se concentrent essentiellement sur ce
nouveau coronavirus. Face a 'urgence sanitaire, notre laboratoire a focalisé sa thématique de
recherche sur la relation hdte-coronavirus et le repositionnement thérapeutique pour lutter contre

cette pandémie.

I1) Physiopathologie de I'infection par le SARS-CoV-2

Sept coronavirus décrits a ce jour peuvent infecter la population humaine, en causant des
manifestations cliniques allant du rhume commun a des infections respiratoires mortelles.

Trois bétacoronavirus hautement pathogénes ont causé des infections respiratoires sévéres.
Le SARS-CoV-1 apparu en Chine en 2002 ayant contaminé plus de 8000 personnes entre novembre
2002 et juillet 2003 et causé la mort de 774 d’entre elles. Le MERS-CoV qui a émergé en 2012 en
Arabie Saoudite et a contaminé 2494 personnes, dont 858 n’ont pas survécu a 'infection. Pour finir
le SARS-CoV-2 en 2019, dans la province de Hubei en Chine. Ce dernier engendre une pandémie

mondiale dont les événements chronologiques sont décrits en figure 2.

06 JANVIER 15 JANVIER
. ltz.DECEMBRE Le CDC Chinois active le Le CDC Chinois augmente
Epidémie d’un syndrome niveau 2 d’urgence le niveau d’urgence a 1
respiratoire aigué a 11 MARS
; 08 JANVIER ) 5
Wauhan, Chine Naiiviasii L’OMS déclare la
: pandémie de COVID-19
31 DECEMBRE coronavirus 20 JANVIER
Les autorités chinoises comme Premier cas confirmé
alertent ’OMS pathogene aux U.S.
responsable
01JANVIER 10 JANVIER 13 JANVIER 23 JANVIER
30 DECEMBRE Maphe dedfrults demer Génome Premier cas Confinement de la ville

fermé, Huanan 5 R :
Echantillons collectés ? séquencé  hors de Chine de Wuhan

pour identification du
pathogéne

Figure 2 : Frise temporelle indiquant les événements marquant au cours de la pandémie de SARS-CoV-2 (BioRender)
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Le 12 décembre 2019, une épidémie se déclare a Wuhan, en Chine. Les symptdmes cliniques
vont de simples fiévres accompagnées de toux a des pneumonies atypiques (N. Zhu et al., 2020).
Le 30 décembre, 4 cas de pneumonies d’origine inconnue sont rapportés et transmis aux hopitaux
locaux pour identification de I’agent pathogéene responsable. L’analyse par séquencage haut débit
(« Next-Generation Sequencing », NGS) des ARN isolés de ces 4 échantillons indique 79,6%
d’identité de séquence avec le SARS-CoV-1 et surtout 96% avec un coronavirus de chauve-souris, la
souche Bat CoV RaTG13 (Zhou, P., et al, 2020).

Ainsi, I’agent pathogéne responsable de ces cas de pneumonies séveéres correspond a un
nouveau bétacoronavirus, d’abord appelé 2019-nCoV (Zhou, P., et al, 2020 ; Lu, R., et al, 2020). Ce
dernier sera renommé SARS-CoV-2 pour sa grande homologie de séquence avec le génome du

SARS-CoV-1 apparu presque 20 ans plus tot en Chine.

Le 13 janvier 2020, un premier cas de COVID-19 (« coronavirus disease 2019 ») est détecté
en Thailande. L'inquiétude grimpe dans le monde lorsque des premiers cas apparaissent aux Etats-
Unis le 20 janvier. La Chine décide alors de confiner la ville de Wuhan pour une durée indéterminée
le 23 janvier 2020. Malgré la prise en charge rapide des patients dans le monde, I’épidémie s’est
propagée a trés grande vitesse, se transformant ainsi en pandémie mondiale. Le 11 mars 2020,

’OMS déclare une situation d’urgence sanitaire mondiale et la pandémie de COVID-19.

Les coronavirus font partie de I’ordre des Nidovirales (International Committee on Taxonomy
of Viruses), de la famille des Coronaviridae et de la sous-famille des Orthocoronavirinage. Il existe 4

genres : Alpha-coronavirus, Béta-coronavirus, Gamma-coronavirus et Delta-coronavirus (Figure 3).
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Famille [ Arteviridae ] [ Coronaviridae] [Mesoniviridae] [ Roniviridae ]

Sous-Famille [Orthocoronavirinae] Torovirinae ‘

[ a-coronavirus J [ B-coronavirus ] [ y-coronavirus } [ &-coronavirus ]
sy
Sarbecovirus -HCoV-0C43
-HCoV-229E -HCoV-HKU1
Sous-genre -HCOV-NL63 -SARS-CoV

SARS-CoV-2

Figure 3 : Classification et taxonomie de la famille des Coronaviridae. La sous-famille des orthocoronavirinae est divisée

-MERS-CoV

en 4 genres : alpha-, béta-, gamma- et delta-coronavirus. On retrouve deux coronavirus capables d’infecter ’lhomme
appartenant au genre alpha-coronavirus avec le HCoV-229E et -NL63. Le genre béta-coronavirus comporte : le HCoV-
0(C43, -HKU1, le SARS-CoV et le MERS-CoV. Le SARS-CoV-2 appartenant au genre des béta-coronavirus et au sous genre
sarbecovirus.

Sept coronavirus décrits a ce jour peuvent infecter les humains, causant des manifestations
cliniques allant du rhume commun a des infections respiratoires mortelles. Quatre coronavirus
humains sont endémiques : HCoV-229E et HCoV-NL63 appartenant au genre alpha-coronavirus et
HCoV-0C43 et HCoV-HKU1 au genre béta-coronavirus. Ils sont capables d’infecter une grande
diversité d’hotes et peuvent causer des infections des tractus respiratoires haut et bas (Vabret et
al., 2009). Trois béta-coronavirus hautement pathogenes ont causé des infections respiratoires
séveres, le SARS-CoV, le MERS-CoV, avec des taux de mortalité respectifs de 10% et 30% et
récemment le SARS-CoV-2 qui appartient au sous-genre sarbecovirus.

Les coronavirus constituent un sujet de recherche majeur étant donné la mortalité viro-induite
associée a une grande capacité de causer des épidémies au sein de la population humaine (Chan et

al,, 2013; Cheng et al., 2007).

Les coronavirus ont une grande aptitude a franchir la barriére d’espéce. Les souches SARS-CoV
et MERS-CoV proviendraient de I’évolution de souches respectivement présentes chez la civette
palmée et le dromadaire (Cui et al., 2019). Bien que la polymérase virale posséde une activité de

relecture car la NSP14 posséde une exonucléase qui corrige les erreurs d’incorporation, des
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mutations ponctuelles peuvent avoir lieu (environ 10° par nucléotide et par cycle de réplication),
conférant a leur génome une certaine plasticité et un potentiel évolutif significatif. Pour exemple,
Guan et al en 2003 ont montré que le génome du virus HcoV-OC43 était phylogénétiquement
proche (a 90%) du génome du coronavirus bovin. Cette transmission inter-espéces serait due a des
recombinaisons homologues. De plus, la proximité entre ’Homme et I’animal augmenterait la

probabilité d’une transmission inter-espece (Guan et al., 2003).

Considéré comme une zoonose, |'origine du SARS-CoV-2 a été récemment proposée. Une
étude francaise a montré que le virus était trés proche phylogénétiquement du virus de chauve-
souris (RaTG13) et également d’un coronavirus retrouvé chez le pangolin. La théorie, similaire a
celles établies pour le SARS-CoV et le MERS-CoV, est que le SARS-CoV-2 proviendrait originellement
de la chauve-souris, considéré comme le réservoir naturel, en passant par un héte intermédiaire :

le pangolin (Temmam et al., 2022).

Le SARS-CoV-2 peut infecter des personnes de tous ages et genres. La transmission de ce virus
peut s’effectuer de plusieurs maniéres ; (1) directe, par transmission de gouttelettes respiratoires,
d’un individu infecté a un individu sain (les individus infectés pouvant étre symptomatiques ou
asymptomatiques) ; (2) indirecte, par contact avec une surface infectée (fomites) ; (3) par
transmission verticale, de la mére a ’enfant (Kumar et al., 2021; Musa et al., 2021; Raschetti et al.,
2020). Toutefois, les voies de transmissions incluant le lait maternel, la voie sexuelle et la
transmission via les larmes et sécrétions conjonctivales, considérées comme un potentiel risque
d’infection, n’ont pas été démontrées (Q. Hu et al., 2021; Meyerowitz et al., 2021). Les principales
transmissions directes ou indirectes entre individus, par voie aérienne, sont représentées sur la

figure 4 (Harrison et al., 2020).
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Figure 4 : Principales voies de transmission interhumaine du SARS-CoV-2 (Harrison et al., 2020).

Un individu malade peut produire des gouttelettes respiratoires de tailles différentes: les
particules de diamétre >5 um se retrouvent sur les surfaces et peuvent infecter des individus sains
a proximité. Les particules de taille <5 pm (aérosols) se retrouvent dans I’air ambiant pour une
durée plus longue. Avec la ventilation, ces particules vont se propager et se méler a I’air ambiant

et sont alors capables d’infecter des personnes saines a distance.

La COVID-19 est une pathologie caractérisée initialement en tant que maladie respiratoire. Bien
que les symptdmes prédominants soient liés a une infection de I’épithélium nasal du tractus
respiratoire haut pour migrer vers les poumons et le tractus respiratoire bas, les composants viraux
(ARN et protéines virales) ont également été détectés dans d’autres organes et fluides
biologiques, suggérant ainsi un caractere systémique de I'infection (Trypsteen et al., 2020).

L’appareil respiratoire est le premier site d’infection du SARS-CoV-2. De fait, le virus a été
détecté dans des lavages broncho-alvéolaires chez les premiers patients identifiés le 24 janvier
2020. La présence de particules virales a été rapidement montrée au sein des différentes parties
de Parbre respiratoire : le nez, le pharynx, la trachée et les poumons. Les premiéres analyses
d’écouvillons nasopharyngés ont démontré la présence d’une plus grande concentration de virus
en comparaison avec les écouvillons oraux pharyngés. Ceci suggére une entrée du virus initiale au

niveau de la cavité nasale (Gupta et al., 2020; Synowiec et al., 2021). Par la suite, ’'apparition de
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symptoémes cliniques extra-pulmonaires chez les patients infectés par le SARS-CoV-2 a suggéré la
présence du virus dans de nombreux organes : les poumons (tractus respiratoire bas), la trachée,
les intestins, la peau, les reins, le pancréas, le cerveau et enfin le cceur (Liu et al., 2021; Shen et al.,

2022).
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Figure 5: Détection du SARS-CoV-2 dans les différents organes et fluides biologiques du corps humain. Détection de
’ARN viral par RT-qPCR, de I’ARN ou des protéines virales par immunofluorescence, microscopie électronique,
immunohistochimie. Figure adaptée de (Trypsteen et al., 2020).

E) Aspects virologiques

Les particules virales de SARS-CoV-2 ont une taille d’environ 100 nm de diamétre. Leur
aspect en couronne, visible au microscope électronique, est a I'origine de leur appellation
«coronavirus » et est dii aux projections de protéines Spike (S) (Neuman et al., 2006).
Structuralement, la particule virale possede une bicouche lipidique dans laquelle sont ancrées 3
protéines : la glycoprotéine de surface spike (S), la protéine de membrane (M) et la protéine
d’enveloppe (E). A I'intérieur de la particule virale, la nucléoprotéine (N), constitue la quatriéme

protéine structurale du virion (Pizzato et al., 2022).
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Figure 6 : Structure de la particule virale du coronavirus (SARS-CoV-2). La particule virale est constituée d’une bicouche
lipidique dans laquelle sont ancrées spike (S), la protéine de membrane (M) et la protéine d’enveloppe E. A I'intérieur de
la particule virale, on retrouve ’ARN viral entouré par la nucléoprotéine (N), cet ensemble forme la nucléocapside
(BioRender).

Le SARS-CoV-2 est un virus a ARN simple brin de polarité positive, non segmenté et
enveloppé, d’environ 29 800 nucléotides, ce qui le classe parmi les plus grands virus a ARN connus
a ce jour. L’ARN viral est protégé par la nucléoprotéine (N) formant une nucléocapside de forme
hélicoidale (de Haan et al., 2002). Les extrémités 5’ et 3’ de ’ARN viral constituent des régions non-
traduites, (NT, « Untranslated region, UTR »), formant des structures secondaires essentielles pour
la réplication et la transcription (Yang and Leibowitz, 2015). La région 5’-NT contient cinq structures
en tige-boucles (SL1-SL5; «stem-loop»), dont SL3 abritant la séquence de régulation
transcriptionnelle (TRS-L), essentielle pour la génération des ARNm sous-génomiques (Miao et al.,
2021). L’ARN viral possede une coiffe m’Guanosine a son extrémité 5’ non-traduite (NT) et une
queue polyadénylée (polyA) en 3’-NT.

Le génome est organisé en 14 cadres ouverts de lecture (« Open Reading Frame, ORF »)
codants 27 protéines structurales et non-structurales (Wu et al., 2020). Des séquences TRS uniques

(« body-TRS ») se situent en amont de chaque géne structural (Kim et al., 2020). (Figure 7).
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Figure 7 : Organisation du génome viral du SARS-CoV-2. Le génome comprend une région 5’ Leader non traduite (NT).
Les deux premiers tiers du génome correspondent aux ORF1a et ORF1b (rouge et bleu). Ainsi, la région de 233 a 13,346
nucléotides code les protéines non structurales NSP1a NSP16. Le dernier tiers correspond aux génes codant les protéines
structurales, S, E, M et N et les protéines accessoires. Les fonctions principales des protéines non structurales sont
indiquées sur le schéma. TRS-L : séquence régulatrice de transcription «leader », PLPRO : « papain-like proteinase » ;
3CLPRO : «3Clike proteinase » ; RdRp : ARN polymérase ARN dépendante ; ZBD : «zinc-binding domain » ; HEL1 :
« superfamily 1 helicase » ; ExoN : exoribonucléase ; N7-MT : « M7-methyl transferase » ; endoU : « uridylate-specific
endoribonuclease » ; 2’-0-MT : 2°0-méthyl transférase. Figure réalisée par BioRender.

Deux cadres ouverts de lecture ORF1a et ORF1b couvrent approximativement 67% du
génome complet. Ces ORF sont chevauchants, et codent 16 protéines non structurales (NSP 1-
NSP16). Le tiers restant du génome viral code les protéines structurales S, E, M et N et 10 protéines

accessoires (ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8a, ORF8b, ORF9b, ORF9c, ORF10).

i. Les protéines non structurales des coronavirus (NSP)
La traduction des ORF1a et ORF1b a partir du génome viral peut donner les deux
polyprotéines virales pp1a (NSP1-11) et pp1ab (NSP1-16). La description de ce mécanisme est
indiquée dans le chapitre traitant de la traduction (page 34). Dans le cas du SARS-CoV-2, on

considere que pp1a est approximativement 1,4 a 2,2 fois plus traduit que pp1ab (Finkel et al., 2021).

NSP1

NSP1joue unréle important au cours du cycle de vie du SARS-CoV-2. Cette protéine, de 19,8
kDa perturbe fortement les fonctions biologiques de la cellule-cible en réprimant I’expression de
genes cellulaires. Dans le cas du SARS-CoV-1, NSP1, qui présente une homologie de séquence de

84% avec NSP1 de SARS-CoV-2, est un facteur de virulence majeur qui interagit avec la petite sous-

28



unité 40S du ribosome, entrainant I’arrét de la traduction d’ARNm cellulaires, a la fois in vitro et in

cellulo, et réduisant ainsi la réponse immunitaire (Schubert et al., 2020; Thoms et al., 2020).

NSP2

Dans le cas du SARS-CoV-1, il a été montré que NSP2 (70,5 kDa) interagissait avec les
prohibitines 1 et 2 (PHB1 et PHB2) qui sont impliquées dans la progression du cycle cellulaire, la
migration et la différenciation cellulaire. L’interaction de NSP2 avec PHB1 et PHB2 pourrait jouer un
roéle dans la réplication virale en modifiant ’environnement de la cellule hote (Cornillez-Ty et al.,
2009). Une étude structurale récente a montré que la région N-terminale de NSP2 contenait 3
structures en doigts de zinc (Ma et al., 2021), qui permettraient a la protéine d’interagir avec des
ARNSs. Cecirenforce I’lhypothése d’une autre fonction de NSP2 dans I'initiation de la traduction des
ARN messagers viraux par interaction avec le complexe de réplication/transcription (« replication

transcription complex », RTC) (Gupta et al., 2021).

NSP3

La protéine NSP3 est une protéine multi-domaine de 200 kDa qui posséde :

- un domaine « ubiquitin-like» (Ubl1) capable de lier ’ARN viral a la nucléocapside,

- Un macro-domaine dans la région 3 de la protéine, qui serait capable d’inhiber I'immunité
innée via l'inversion de la protéine ADP ribose (Russo et al., 2021)

- un domaine protéase de type papaine dans la région 8 de NSP3 (« papain-like protease »
(PLpro)) (Gao et al., 2021), qui clive NSP1, NSP2 et NSP3 elle-méme, maturant ainsi la
polyprotéine virale. NSP3 clive également des protéines de I’héte telles que I'ISG15 au
niveau de résidus ubiquitinylés (lysine en position 48), affaiblissant ainsi I’activité antivirale
induite par I'interféron (Klemm et al., 2020; Lei et al., 2018).

- Enfin, la région 11 permettrait I'ancrage du complexe de réplication viral aux vésicules
doubles-membranes dérivées du réticulum endoplasmique (DMVs « double-membrane

vesicles »), site de la synthése active d’ARN viral (Lei et al., 2020a; Roingeard et al., 2022).

NSP4

De nombreuses études sur les virus ARN ont montré un réle important des domaines
transmembranaires des protéines non structurales dans la réplication virale. Dans le cas du SARS-
CoV-1, il a été montré que l'interaction entre NSP3 et NSP4 via leur domaines transmembranaires
était cruciale pour la réplication au sein des DMVs (Sakai et al., 2017). De plus, Xu et al. (2009) ont

montré la localisation de NSP4 a la membrane du réticulum endoplasmique, puis son recrutement
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au sein du complexe de réplication dans les cellules infectées par le SARS-CoV-1. L’ensemble de ces
données suggere que NSP4 jouerait un réle dans 'assemblage du complexe de réplication (RTC)

des coronavirus.

NSPs5

NSP5 possede un domaine «3-Chymotrypsin-Like protease » (3CLpro) participant au
clivage des polyprotéines virales afin de donner des protéines fonctionnelles individualisées NSP4
a NSP16, indispensables au cycle de vie du virus (Law et al., 2007). En outre, dans le cas de SARS-
CoV-1, NSP5 induit la production de cytokines et de chemokines dans les cellules humaines de
poumons. Un rble similaire a été montré pour SARS-CoV-2 avec ’activation par NSP5 de la
SUMOylation de la protéine MAVS (« Mitochondrial Antiviral-Signaling Protein »), entrainant une
augmentation de I’expression de cette derniere et induisant la voie NFxB (W. Li et al., 2021). Cette
étude a permis I'identification du réle crucial de NSP5 dans la régulation de la réponse immunitaire

innée, en induisant la synthése de cytokine via I’activation de la voie NFxB.

NSP6

Localisée au niveau du réticulum endoplasmique, NSP6 participe a la formation du
complexe de réplication/transcription (RTC) avec NSP3 et NSP4. De plus, Benvenuto et al. (2020)
ont montré que des mutations présentes dans NSP6 pourraient affecter la structure et la stabilité
de cette protéine et ainsi modifier la pathogénicité du SARS-CoV-2. Cependant, la fonction exacte

de ces mutations reste encore a élucider.

NSP7/NSP8

Ces deux protéines non structurales sont les co-facteurs de "ARN polymérase ARN
dépendante NSP12 du virus SARS-CoV-2. Le complexe « core » de la sous unité catalytique de NSP12
se lie a ’hétérodimeére NSP7-8 et a une sous unité additionnelle de NSP8 au niveau d’un autre site
de liaison (Peng et al., 2020). Cette interaction jouerait un réle dans la thermostabilité de la

polymérase.

NSP9

D’une longueur de 110 acides aminés, la protéine virale NSP9 a été beaucoup étudiée dans
les années 2000. Dans le cas de I'infection par le HCoV-229E et le SARS-CoV-1, NSP9 est active sous

forme homodimérique et est capable de se lier a des acides nucléiques de maniére non spécifique,
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avec une plus grande affinité pour les ARN simples brins (Ponnusamy et al., 2008; Sutton et al.,
2004). Cependant, sa fonction n’est pas encore bien décrite, bien que sa structure ait été publiée

(Miknis et al., 2009).

NSP10

La structure cristallographique de NSP10 a été montrée dans le cadre de I'infection par le
SARS-CoV-1. Cette protéine non structurale posséde une forte affinité pour les ARN, via ses motifs
en doigts de zinc (Joseph et al., 2007). Plus récemment, il a été mis en évidence 'interaction de
NSP10 avec les protéines NSP14 et NSP16, régulant ainsi leur fonction (détaillé ci-apres) (Bouvet et

al., 2012, 2010).

NPS12

La protéine virale non structurale NSP12 constitue ’ARN polymérase ARN-dépendante
(RdRp) virale, associée a ses deux co-facteurs NSP7 et NSP8. Elle est essentielle pour la synthese
d’ARNs viraux (Subissi et al., 2014). NSP12 contient également un domaine Nidovirus RdRp
Associated Nucleotidyltransferase (NiRAN) séparé de la RdRp par un domaine d’interface (Hillen et
al., 2020). Ce domaine posséde une activité de liaison aux nucléosides triphosphates (Dwivedy et
al., 2021). Dans le cas de I'infection par le SARS-CoV-2, NSP12 atténue la réponse interféron de type

I eninhibant la translocation d’IRF3 au noyau (W. Wang et al., 2021).

NPS13

NSP13 contient deux domaines importants : un domaine hélicase et un domaine RNA 5’
triphosphatase. Le complexe NSP10-13-14-16 participerait a la formation de la coiffe au niveau de
’extrémité 5-NT du génome viral. De plus, NSP13 jouerait un réle dans I’évasion a la réponse
immunitaire en antagonisant la signalisation de linterféron (IFN), plus particulierement en
empéchant la phosphorylation de STAT1 et de STAT2 induite par 'INFs (Fung et al., 2022; Xia et al.,

2020; Yuen et al., 2020).

NSP14

NSP14 joue un réle crucial dans la synthése de I’ARN viral. Son activité 3’-5’ exonucléase
permet la correction des ARN synthétisés (Gribble et al., 2021). Grace a son domaine guanine-N7-

methyltransférase, NSP14 joue aussi un réle dans le rajout de la coiffe 5’UTR des ARN avec les co-
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facteurs NSP10 et NSP16 (Chen et al., 2011; Minskaia et al., 2006; Ogando et al., 2020; Snijder et al.,

2003).

NSP15

NSP15 contient un domaine endoribonuclease (endoU), trés conservé chez les coronavirus,
permettant le clivage des ARN au niveau des bases uridines. Cette fonction fait de NSP15 une
protéine non structurale importante dans la pathogenése des coronavirus (Saramago et al., 2022).
En effet, cette RNase est responsable de la dégradation des ARN double brin, empéchant leur

reconnaissance par le systéme immunitaire de I’h6te (Deng et al., 2017; Kindler et al., 2017).

NSP16

L’activité 2’-O-méthyl transférase (2’-O-MTAse) de NSP16 permet la formation de la coiffe
et, dans le cas de l'infection par le SARS-CoV-1, le complexe NSP10-16 pourrait participer a la

synthése d’ARN viral (Decroly et al., 2011), (Bouvet et al., 2012).

L’ensemble des fonctions connues pour les protéines virales non structurales des

coronavirus est résumé dans le tableau 2 ci-dessous :
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Protéines non structurales

Participe a la formation de la coiffe en 5’-NT

Fonctions connues Références
(NSP)
Inhibition de la machinerie de traduction et de la
. . o " Thoms et al., 2020
Nsp1 production des facteurs immunitaires de I'hdte
. . . Schubert et al., 2020
Inhibe la traduction des ARNm de I’hdte
Interagit avec des ARN
X . X Gupta et al., 2021
Perturbation de la fonctions et morphologie des .
NSP2 ) ) Cornillez-Ty et al., 2009
mitochondries
. e . Ma et al., 2021
Perturbation de la prolifération cellulaire
Ubl1 liaison a I’ARN viral .
. Lei et al., 2018
ADP ribose (ADPr)
NSP3 Pro -1 . ) Gao et al., 2021
PLP™ clivage des polyprotéines virales
Klemm et al., 2020
Ancrage de NSP3 aux DMVs
NSP Assemblage au niveau du complexe de Sakai et al., 2017
4 réplication et des DMVs Xu et al., 2009
CLP™ clivage des polyprotéines de NSP4 a
3 & polyp 4 Law et al., 2007
NSPs5 NSP16 :
. .. Lietal., 2021
Induction de NF-KB en dérégulant MAVS
NSP6 Affecte I'autophagie virale Benvenuto et al., 2020
Co-facteur de I’ARN polymérase ARN
NSP7/NSP8 Peng et al., 2020
SP7INS dépendante (RdRp) g ’
Ponnusamy et al., 2008
NSP9g Liaison aux acides nucléiques Sutton et al., 2004
Miknis et al., 2009
Motif en doigts de zinc permettant sa liaison aux
Joseph et al., 2007
NSP10 ARN
. Bouvet et al., 2010, 2012
Interaction avec NSP14 et NSP16
NSP11 Inconnu
ARN polymérase ARN dépendante (RdRp) Subissi et al., 2014
NSP12 Région NiRAN Hillen et al., 2020
Atténuation de la réponse INF-I Wang et al., 2021
NSP13 Formation de la coiffe en 5-NT Yuen et al., 2020
Fidélité de la RdR Minskaia et al., 2006
NSP14 P -
Cofacteur de NSP10 Snijder et al., 2003
NSP15 Bloque la réponse interféron Yuen et al., 2003
Forme un complexe avec NSP10 Decroly et al., 201
NSP16 P y

Bouvet et al., 2012

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des fonctions des différentes protéines non structurales du SARS-CoV-2
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ii. Les protéines structurales des coronavirus

Spike (S)

L’entrée du SARS-CoV-2 est dépendante de la protéine structurale Spike (S) qui donne sa
forme en couronne a la particule virale. Spike est organisée en trimére et est considérée comme
une protéine de fusion de classe I, car elle participe a la fois a la reconnaissance du récepteur de la
cellule hote, mais aussi a la fusion des membranes cellulaires et virales. Cette protéine est
composée d’environ 1300 acides aminés, et est subdivisée en deux sous unités contenant des

régions portant des fonctions essentielles pour I’entrée virale (Figure 8).

RBD 51/52 52’

NH2 —{ NTD | ‘ RBM | | CTD1 | CcTD2 HR1 HR2 - T

1 14 306 331 528 591 686 816 834 910 985 1,035 1,163 L2111 1234 1773

Sous-unité S1 Sous-unité 52

Figure 8 : Représentation schématique de la structure primaire de la protéine Spike du SARS-CoV-2. La protéine Spike est
composée de deux sous-unités : S1 et S2, qui comportent les composants fonctionnels majeurs pour ’entrée virale : NTD
(vert clair) ; RBM (« Receptor Binding Motif », rose) ; CTD1 et CTD2 (« Carboxy-terminal domain » 1 et 2, en violet) ; FP
(« Fusion Peptide », orange) ; HR1, HR2 (« Heptad Repeat» 1 et 2, bleu) ; CH (« Central Helix », vert foncé) ; TM
(« Transmembrane domain », rouge) ; CT (« cytoplasmic tail », gris). Les traits rouges correspondent aux deux sites de
clivages de spike en position 686 et 816 (S1/S2 et S2’ respectivement). Le domaine RBD (« Receptor Binding Domain »)
contient la région RBM.

La sous unité S1de S du SARS-CoV-2 (pos.1- 686 acide aminés) est subdivisée en deux sous-
domaines, le NTD (« N-terminal domain ») et le CTD (« C-terminal domain») qui comporte le
domaine de liaison au récepteur ACE-2 («receptor-binding domain », RBD) via la région RBM

(« receptor-binding motif », motif de liaison au récepteur).

La sous-unité S2 contient le peptide hydrophobe de fusion (« fusion peptide », FP), deux
domaines de répétition «heptad repeat» (HR1 et HR2), un domaine transmembranaire

(« transmembrane domain », TM) et une queue cytoplasmique (« cytoplasmic tail », CT).

Le mécanisme de fusion est initié par I'interaction des RBDs de Spike avec le récepteur
cellulaire ACE2. Des clivages protéolytiques de spike -décrits plus loin dans le manuscrit (page 40)-
sont essentiels pour permettre la libération du domaine S1 (Figure 9 — étape 1), ’extension de HR1
et I’'ancrage du peptide de fusion dans la membrane plasmique de la cellule héte (figure 9 — étape

2). L’interaction entre HR1 et HR2 entraine la formation d’une structure en épingle a cheveux
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rapprochant les membranes virales et cellulaires (figure 9 — étape 3). L’association de HR1 et HR2
permet la formation d’un pore qui va progressivement s’élargir. L’ensemble de ce phénomene
permet la libération du génome viral dans le cytoplasme de la cellule (figure 9 — étape 4) (Jackson

et al., 2022; Rajah et al., 2022; Tang et al., 2020; Walls et al., 2017).

P expressing membrane (Viral or infected cell)

LB B - 4

dissociation

HR1
extension

HR1/HR2

o association

netration

SO 6 S 00N 6

Target cell membrane

Cytoplasm

Figure 9 : Mécanisme moléculaire de la fusion des membranes virales et cellulaires. (1) La protéine Spike s’associe avec
ACE-2 via ses RBDs. (2) Le domaine S1 se dissocie de spike, conduisant a I"extension du domaine HR1 permettant au
peptide de fusion (FP) de s’enfoncer dans la membrane plasmique de la cellule cible. (3) Les domaines HR1 et HR2 se
rejoignent en formant une structure en épingle a cheveux rapprochant les membranes cellulaires et virales. (4)
L’association de HR1 et HR2 permet la formation d’un pore membranaire permettant au génome viral d’étre libéré dans
le cytoplasme de la cellule héte.

Protéine d’enveloppe (E)

La protéine d’enveloppe est la plus petite des protéines structurales, mais aussi la moins
étudiée. Elle est trés conservée dans les différents sous-types viraux. D’environ 100 acides aminés,
elle posséde un domaine hydrophobe et interagit avec M afin d’assurer le maintien de la structure
de la particule virale du SARS-CoV-2 (Alsaadi et al., 2020; El Omari et al., 2019). Comme dans le cas
du SARS-CoV-1, la protéine E du SARS-CoV-2 pourrait étre impliquée dans de nombreux mécanismes
importants pour la pathogeneése virale, tels que I'assemblage et la courbure de la membrane pour

le relargage des virions néo-synthétisés (Cao et al., 2021; Nieto-Torres et al., 2014).

35



Protéine de membrane (M)

La protéine M des coronavirus est la protéine structurale la plus abondante. Elle est
constituée d’un ectodomaine N-terminal glycosylé, de trois domaines transmembranaires et d’un
endodomaine C-terminal. L’interaction entre M et les autres protéines structurales est essentielle
pour "assemblage et le relargage des particules virales en dehors de la cellule héte (Tseng et al.,
2010)). Enfin, les protéine M et E interagissent via leurs domaines C-terminaux et cette interaction
est suffisante pour la formation des VLP (« Virus-Like Particle ») (Lu et al., 2007; Mortola and Roy,

2004; Sullivan et al., 2022).

Nucléoprotéine (N)

La nucléoprotéine est une phosphoprotéine de 422 acides aminés (46 kDa) composée
d’une région N-terminale (NTD) et d’une région C-terminale (CTD). Ces régions sont séparées par
des régions intrinsequement désordonnées (« Intrinsically Disordered Regions », IRD) modulant
Pinteraction avec des ARNs (Chang et al., 2014, 2006). N posséde deux fonctions principales : (i)
elle interagit avec ARN viral pour former une nucléocapside compacte de forme hélicoidale ; (ii)
elle régule la transcription d’ARN viraux (Carlson et al., 2020). La nucléoprotéine peut &tre amenée
a interagir avec les protéines structurales au cours de 'assemblage et du relargage des virions en

dehors de la cellule hote.

Entrée virale

L’interaction entre la protéine Spike (S) du virus et le récepteur cellulaire détermine le
tropisme du virus.

La premiére étape du cycle est I’'attachement de la protéine S d’un coronavirus via son RBD
avec le récepteur cellulaire. Le HcoV-229E utilise comme récepteur 'aminopeptidase N (APN),
HcoV-0C43 I'acide N-acétylneuraminique (« N-acetyl-9-O-acetylneuraminic acid ») et le MERS-CoV
la Dipeptidyl peptidase 4 (DDP4). Enfin, le HcoV-NL63, SARS-CoV-1 et SARS-CoV-2 utilisent I’enzyme
de conversion de "angiotensine 2 (ACE-2) dont les caractéristiques seront détaillées dans la suite
de ce manuscrit (Belouzard et al., 2012; Fehr and Perlman, 2015; Hoffmann et al., 2020). Le cycle
viral du SARS-CoV-2 débute par I'attachement du virus a son récepteur cellulaire (Figure 11 - étape
1). On notera, que la neuropiline-1 (NRP1) a récemment été proposée comme un co-récepteur de

SARS-CoV-2 (Cantuti-Castelvetri et al., 2020).
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Comme dans le cas du SARS-CoV-1, le SARS-CoV-2 peut entrer dans la cellule de deux
maniéres : (i) par fusion TMPRSS2-dépendante avec la membrane plasmique de la cellule-cible, ou
(ii) par la voie endosomale. L’acidification du pH au sein de ’endosome entraine I’activation des
cathépsines B ou L qui permettront finalement la fusion de la membrane virale avec la membrane
endosomale et la libération du génome viral dans le cytoplasme. Ces mécanismes d’entrée
dépendent de la disponibilité de protéases cellulaires et seront approfondis plus loin dans le
manuscrit (page 40). L’ARN viral du SARS-CoV-2 est coiffé et polyadénylé, il peut donc étre
directement pris en charge par la machinerie cellulaire de traduction (Jackson et al., 2022; Shang

etal., 2020).

Traduction

Une fois I’ARN viral libéré dans le cytoplasme (figure 11 — étape 2), il sera traduit par les
ribosomes cellulaires pour donner deux polyprotéines: pp1a et pp1ab (figure 11 - étape 3). La
séquence correspondant a ORF1A se termine par un codon stop, et par conséquent la polyprotéine
de type pp1a est majoritairement synthétisée. Pp1a sera maturée par action de protéases virales
en protéines non-structurales NSP1-11. Un glissement du ribosome au niveau de la séquence
charniére entre ORF1A et ORF1B entraine un décalage du cadre ouvert de lecture et permet au
ribosome de poursuivre la traduction de ORF1B pour former la polyprotéine de type pp1ab qui
donnera ’ensemble des 16 protéines non structurales (NSP1-16). Le clivage des polyprotéines est
assuré par les protéases virales nsp3 (Mpro) et nsp5 (CLpro). Les 16 protéines non structurales sont
notamment nécessaires pour former: (i) le complexe de réplication/transcription
(«replication/transcription complex », RTC), (ii) les vésicules doubles-membranes («double-
membrane vesicles», DMV), qui sont des altérations de la composition du réticulum
endoplasmique (RE) ou a lieu la réplication virale (Ben Hu et al., 2021; Malone et al., 2022; V’kovski

et al., 2021; Wong and Saier, 2021).

Réplication/transcription

Le génome viral ARN positif pleine longueur va servir de matrice pour la synthése d’un brin
d’ARN négatif (antigénome). Ce dernier va a son tour servir de matrice pour la synthése de
nouveaux brins d’ARN viraux de polarité positive pleine longueur qui peuvent étre encapsidés dans

de nouvelles particules virales (figure 11 - étape 4a).

En parallele, a partir du génome viral ARN positif pleine longueur, une transcription

discontinue peut se mettre en place selon le modele de Sawicki et Sawicki (Sawicki and Sawicki,

37



1995) (figure 10). Au cours de la synthése du brin négatif, la polymérase virale nsp12 rencontre des
séquences TRS (« Transcription Regulatory Sequences ») situées en amont des ORFs codant les
protéines virales structurales dans le dernier tiers du génome, du c6té de I'extrémité 3’-NT. La
polymérase virale peut alors arréter la synthése de brins négatifs puis la reprendre a une TRS
localisée au niveau de la séquence «leader» a I'extrémité 5-NT du génome (figure 10). Ce
mécanisme permet la formation d’ARN sous génomiques (ARNsg (-)) de polarité négative (3’-5’)
(figure 11 - étape 4b) qui vont servir de matrice pour la formation d’ARN messagers viraux sous-
génomiques, de polarité positive, qui seront finalement traduits pour donner les protéines virales
structurales, S, E, M et N, nécessaires a la formation des nouveaux virions (Sola et al., 2015)(figure

11- étape 5).
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Figure 10 : Représentation des étapes de réplication et de transcription des coronavirus. A partir du génome (+), la RdRp
synthétise un antigénome (-) qui va servir de matrice pour la synthése de nouveaux génomes. Au cours de la synthése
de cet ARN (-), la RdRp peut s’arréter au niveau d’une TRS pour la reprendre a une TRS localisé au niveau de la séquence
«leader ». Ce mécanisme donne naissance a des ARN sous génomiques de polarité négative (ARNsg (-)) qui vont pouvoir
étre pris en charge par la machinerie cellulaire pour synthétiser des protéines structurales et accessoires nécessaires a la
formation des nouveaux virions. L’ARN (+) est synthétisé a partir du brin d’ARN (-) et va pouvoir étre directement
encapsidé dans les nouvelles particules virales.
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Assemblage

Une fois traduites, les protéines structurales S, E et M vont transiter par la membrane du
réticulum endoplasmique et migrer jusqu’au compartiment intermédiaire entre le RE et le Golgi. A
la lumiere de ’ERGIC (« Endoplasmic Reticulum Golgi Intermediate Compartment »), la protéine N
va interagir avec les brins d’ARN nouvellement synthétisés pour former la nucléocapside (figure 11
- étape 6) et avec les protéines structurales (figure 11 - étape 7). Les virions néoformés vont alors

étre libérés par un processus d’exocytose (figure 11 - étape 8).
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Figure 11 : Cycle de vie du SARS-CoV-2. (1) L’entrée virale débute par I’'attachement du virus au récepteur ACE-2. Le virus
rentre (i) soit par fusion a la membrane plasmique, (ii) soit par la voie endosomale, en fonction des protéases cellulaires
disponibles. Le génome viral est libéré dans le cytoplasme ; (2) décapsidation, séparation de I’ARN viral et de la protéine
N ; (3) le génome viral (coiffé et polyadénylé) est pris en charge par les ribosomes cellulaires et la traduction des
polyprotéines ORF1a et ORF1b est réalisée. Les protéines non structurales nouvellement synthétisées forment les usines
de réplication, aprés clivages par les protéases virales NSP3 et NSP5 ; (4a) le génome viral pleine longueur de polarité (+)
est répliqué (-) pour former de nouveaux génomes ARN pleine longueur de polarité (+) qui pourront étre encapsidés ;
(4b) 1a transcription discontinue permet la synthése d’ARN sous génomiques (-) et des ARN messagers viraux (+) de
différentes longueurs, qui seront traduits (5) en protéines structurales ; (6) 'assemblage des protéines S, E, M et N se
fait au niveau de PERGIC et le nouveau virion est assemblé (7) ; (8) les nouveaux virions se retrouvent dans le milieu
extracellulaire par un mécanisme d’exocytose.
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Le SARS-CoV-2 infecte initialement le tractus respiratoire supérieur. L’analyse d’une
cohorte de patients atteints de la COVID-19 a montré une expression élevée du récepteur ACE-2
dans les cellules de I’épithélium respiratoire supérieur (Chua et al., 2020). Ces données sont
corrélées par une analyze via « single-cell RNA-sequencing », indiquant une forte expression d’ACE-
2 dans les cellules en gobelet et ciliées de I’épithélium nasal (Sungnak et al., 2020b). Ces cellules de
I’épithélium nasal constituent probablement le site initial d’infection par SARS-CoV-2 (Ravindra et

al,, 2020).

De plus, les cellules alvéolaires épithéliales de type Il (pneumocytes de type Il, AT2),
impliquées dans la sécrétion du surfactant des alvéoles pulmonaires, expriment significativement
ACE-2 (Zhao et al., 2020). Ceci indique que ces cellules de I’épithélium alvéolaires pourraient

constituer un second site d’infection.

La protéine ACE-2 a également été détectée dans différentes régions extra-pulmonaires
telles que le cceur, les reins, ’endothélium des vaisseaux sanguins et les intestins (Trypsteen et al.,

2020) (Figure 12).
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Figure 12 : Niveaux d’expression d’ACE2 dans le corps humain analysé par « single-cell RNA sequencing » (Trypsteen et
al,, 2020).

En 2005, des chercheurs se sont intéressés au réle du récepteur ACE-2 dans 'infection par
le SARS-CoV-1. Dans un modéle murin, Yang et al ont montré que la surexpression d’ACE-2 aggravait
la maladie associée a I'infection par ce coronavirus, démontrant que I’entrée virale était une étape
cruciale dans la pathogénicité (Yang et al., 2007). Cependant, ces Iésions étaient atténuées dans le
cas de I'utilisation d’inhibiteurs de la voie de signalisation rénine-angiotensine (Imai et al., 2005).
Par la suite, 'implication du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (RAAS, « Renin-Angiotensin-
Aldosterone System »), dans I’apparition de Iésions séveres au niveau des poumons a la suite de
'infection par SARS-CoV-1 a été largement étudiée. Il a été montré que la diminution de la
biodisponibilité de ACE-2, suite a son interaction avec la protéine virale Spike du SARS-CoV-1,

contribuait a "apparition de Iésions séveres dans les poumons (Kuba et al., 2005).

En effet, dans un contexte physiologique, le RAAS est un systéme hormonal régulant la
pression artérielle, I’équilibre hydrique et électrolytique, ainsi que la résistance vasculaire

systémique (Li et al., 2017). Dans ce systéme, ACE-2 fonctionne comme une carboxypeptidase en
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clivant un résidu de I’angiotensine | (Ang I), générant les peptides Ang1-7 (Donoghue et al., 2000;

Tipnis et al., 2000).

L’Ang Il est formé par action de I’enzyme de conversion de I’angiotensine (ACE) sur ’Ang |
et peut (i) se lier aux récepteurs AT1R et AT2R ou (ii) étre clivée -principalement- par ACE-2 en
peptides plus petits Ang 1-7 agissant directement sur un autre récepteur : MasR (« Mitochondrial
Assembly Receptor»), générant une vasodilatation qui entraine une diminution globale de
I’inflammation, du stress oxydatif et des Iésions des poumons, ainsi que dans les autres organes
(figure 13A). En outre, les deux voies connues de RAAS posseédent des actions opposées : (i) la voie
Angll - AT1R - AT2R est une voie pro-inflammatoire ; (ii) la voie Ang Il - Ang (1-7) - MasR inhibe les
actions de la voie Ang Il - AT1R - AT2R et est anti-inflammatoire (Lubel and Garg, 2020; Zambelli et

al., 2015).

Au cours de I'infection, la protéine Spike se lie au récepteur ACE-2 qui ne peut plus jouer
son role dans le la métabolisation de ’Angll en Ang 1-7 Ainsi, la voie Angll - AT1R — AT2R n’est plus
bloquée par la voie ACE2-Ang - 1-7 — MASR et ce déséquilibre provoque des Iésions pulmonaires

(Figure 13B) (Caputo et al., 2022; Chen et al., 2022; Matsuzawa et al., 2022)
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Figure 13 : Systéme rénine angiotensine aldostérone (RAAS). (A) Dans des conditions physiologiques, I'angiotensine I
(Angll) est formée par "action de ’enzyme de conversion de I’angiotensine (ACE) sur ’angiotensine | (Angl). L’Angll peut
se fixer sur le récepteur AT1R ou bien étre métabolisé par ACE2 en Ang 1-7 qui se fixe alors sur le récepteur MasR. Ces
deux voies forment un équilibre entre la vasoconstriction et la vasodilatation. (B) Dans les conditions d’infection, le SARS-
CoV-2 se fixe sur ACE2, empéchant ainsi son réle dans le métabolisme de I’Angll. Ce phénomene favorise la voie de
vasoconstriction et augmente I'inflammation et les Iésions tissulaires (Matsuzawa et al., 2022).
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L’entrée du SARS-CoV dans la cellule-cible peut se faire selon deux mécanismes d’entrée :
(i) la fusion a la membrane plasmique (« early pathway ») et/ou (ii) la voie endosomale (« late
pathway »). Ces deux mécanismes impliquent un changement de conformation de la protéine
Spike (pré-fusion a post-fusion) qui est induit par des clivages protéolytiques séquentiels au niveau

de deux sites spécifiques.

Spike de SARS-CoV-1

Le premier clivage permet le « priming » (activation) de Spike et a lieu au site charniére
S1/S2 par action de la protéase cellulaire TMPRSS2 (pos. 667) (Belouzard et al., 2009). D’autres
protéases pourraient jouer un réle dans le « priming », dont la protéase HAT (Human Airway
Trypsin-like protease) (pos. 667) et la cathépsine L (pos. 678), protéase endosomale dont le
fonctionnement nécessite un pH acide. Dans ce dernier cas, ceci suggére un « priming » de Spike

dans ’endosome (Belouzard et al., 2010).

Le second clivage constitue le « triggering », qui correspond au déclenchement de la fusion
des membranes cellulaires et virales. Le clivage TMPRSS2-dépendant au niveau du site S2’ de Spike
(a Pintérieur de la sous-unité S2, pos. 797) est essentiel (Belouzard et al., 2012; Walls et al., 2016,

2017).

Spike de SARS-CoV-2

Alors que de nombreuses études ont montré que I’affinité de la protéine Spike>R>0V2

pour
ACE-2 était comparable, voire inférieure a celle de Spike>**>“°V' (Ou et al., 2020; Shang et al., 2020;
Walls et al., 2020), il a aussi été déterminé que le RBD>*?>2 présentait une plus grande affinité
pour ACE-2 que le RBD***%V" (Yan et al., 2020). Ces résultats contradictoires peuvent étre

expliqués par des changements conformationnels de Spike du SARS-CoV-2.

En effet, des études de microscopie cryo-électronique ont révélé I’existence de plusieurs
conformations possibles au sein de la structure du trimére de Spike de SARS-CoV-2 en état de pré-
fusion (figure 14). En conformation « fermée » de Spike, le RBD est inaccessible pour ACE2 (Benton
et al., 2020). Afin d’interagir avec ACE2, Spike doit d’étre dans une conformation « ouverte », avec

des RBD exposés.
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Figure 14 : Analyse structurale du trimére de spike du SARS-CoV-2. (Ke et al., 2020)

Le passage de la conformation « fermée » a « ouverte » de la protéine trimérique spike
nécessite des clivages par les protéases de I’hOte, dont I’expression/disponibilité influence le
tropisme du virus (Cai et al.,, 2020; Millet and Whittaker, 2015). Comme pour le SARS-CoV, la
protéine Spike de SARS-CoV-2 subit deux clivages protéolytiques : le « priming » au niveau du site
S1/S2 afin d’activer la protéine spike et de permettre une conformation « ouverte » exposant le
RBD. Le « triggering » au site S2’ localisé du domaine S2 qui va exposer le peptide de fusion et
permettre la fusion des membranes virales et cellulaires (Tortorici and Veesler, 2019; Whittaker et

al.,, 2021) (figure 14).

Trés rapidement aprés I’émergence du SARS-CoV-2, l'utilisation de lignées cellulaires
exprimant TMPRSS2 (Matsuyama et al., 2020) ou de camostat mésylate, un inhibiteur de sérine
protéases, a montré un role essentiel de TMPRSS2 dans I’entrée du virus (Hoffmann et al., 2020).
De maniére intéressante, d’autres protéases comme TMPRSS11D/13 seraient impliquées dans le
clivage de spike nécessaire pour I’entrée du SARS-CoV-2 (Kishimoto et al., 2021). TMPRSS2 cliverait
la protéine Spike du SARS-CoV-2 au site S2’ en position 815 (Bestle et al., 2020). Le réle de la
cathepsine L dans I'entrée de SARS-CoV-2 a également été montré par I'utilisation de modeles
cellulaires dépourvus de TMPRSS2 (VERO-E6) et des inhibiteurs spécifiques de cathepsines (dont
le E64d) (Bestle et al., 2020; Hoffmann et al., 2020; Ou et al., 2020; W. Wang et al., 2021). Ainsi SARS-

CoV-2 utilise la voie d’entrée endosomale.
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Enfin, 'analyse des séquences de la protéine S du SARS-CoV-2, en comparaison avec le
SARS-CoV-1, a montré la présence d’un motif polybasique de 12 nucléotides situé au niveau du site
S1/S2 (PRRAR). Les recherches de Bestle et al. ont démontré que ce site était sensible aux clivages
par la furine, une proprotéine convertase (PC) intracellulaire, présente dans le trans-golgi, capable
de cliver au niveau de résidus basiques (Seidah et al., 2012). Ceci avait déja été montré chez MERS-
CoV (béta-coronavirus), qui subit des clivages protéolytiques par la furine aux sites S1/S2 et S2’ et
le virus de la bronchite infectieuse (IBV, « Infectious Bronchitis Virus », gamma-coronavirus) (Millet

and Whittaker, 2015).

Le clivage par la furine au site S1/S2 pourrait servir pour pré-activer les virions SARS-CoV-2
nouvellement synthétisés. Ce mécanisme faciliterait I’entrée du virus dans d’autres types

cellulaires pauvres en protéases TMPRSS2 ou en cathepsines (Shang et al., 2020).

Les structures de pré-fusion des trimeres de S du SARS-CoV-2 ont été caractérisées : (i) soit
apres expression ectopique et purification des formes solubles de S, (ii) soit sur des virions intacts
produits apres infection de cellules VERO-E6 ou Calu-3 (Ke et al., 2020; Walls et al., 2020; Wrapp et
al., 2020). Dans ce dernier cas, il a été montré que 45-55% des virus sécrétés se retrouvaient avec
un seul RBD exposé et deux RBDs enfouis, et dans 30/40% des cas avec trois RBD en position
enfouie (Ke et al., 2020) (figure 14). Ce phénoméne permettrait au virus d’échapper a la réponse

immunitaire de I’h6te (Ke et al., 2020; Xu et al., 2021).

Le SARS-CoV-2 peut utiliser deux voies d’entrée pour infecter une cellule-cible : (i) la voie
de fusion a la membrane plasmique (« early pathway ») qui est dépendante de TMPRSS2, et (ii) la
voie endosomale (« late pathway »), dépendante des cathepsines. Il est considéré que la cavité
nasale est le site initial de I'infection par SARS-CoV-2 car les préléevements naso-pharyngés de

patients contiennent plus de virus que les échantillons oro-pharyngés (Gupta et al., 2020).

Le tractus respiratoire est subdivisé en deux parties : (i) le tractus respiratoire haut
contenant la cavité nasale, le larynx et le pharynx ; (ii) le tractus respiratoire bas contenant la

trachée, les bronches et les poumons (Figure 15a) (Cone, 2009).
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Figure 15 : Schéma du tractus respiratoire et de I’épithélium nasal humain. (A) Le tractus respiratoire haut contient la
cavité nasale, le pharynx et le larynx tandis que le tractus respiratoire bas contient la trachée, les bronches et les
poumons. (B) L’épithélium nasal est composé de glandes sous-muqueuses, de cellules en gobelet, basales, ciliées et
d’une couche de mucus.

L’épithélium nasal est composé de plusieurs types cellulaires, dont les glandes sous-
muqueuses, les cellules en gobelet (participant a la sécrétion de mucus), basales et ciliées, ainsi
qu’une couche de mucus protectrice (Figure 15b). En 2020, "analyse de I’expression génique a
partir de biopsies et brossages nasaux de donneurs sains a été effectuée afin de déterminer la
présence du récepteur ACE-2 et des protéases cellulaires au niveau de I’épithélium respiratoire.
Sans surprise, ’ARNm d’ACE-2 et de TMPRSS2 sont retrouvés dans I’épithélium nasal, et plus
particulierement au niveau des cellules en gobelet et ciliées (Manna et al., 2022; Sungnak et al,,
2020b; Ziegler et al., 2020). Ces données renforcent la pertinence de Iutilisation d’'un modéele ex
vivo de cellules épithéliales nasales humaines (CENHs) a I’ interface air-liquide (ALI « Air-liquid
interface ») (Sungnak et al., 2020a), capable de reproduire la physiologie de I’épithélium

respiratoire nasal.

Le mucus sécrété par les cellules en gobelet représente la premiére barriére de défense du
corps humain. Son principal role est I’élimination des pathogénes via la clairance mucociliaire (MCC
« Mucociliary Clearance »), qui résulte d’une étroite collaboration entre les cellules sécrétrices de
mucus et la motilité des cils des cellules ciliées. La MCC permet le transport et le renouvellement
du mucus hors de la surface de I’épithélium nasal (Cone, 2009; Ferndndez-Blanco et al., 2018;

Janssen et al., 2016). Le principal composant du mucus est la mucine, codée par plus de 22 génes
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identifiés chez ’THomme. Au niveau de I’épithélium nasal, MUC5AC et MUC5B constituent les
mucines solubles sécrétées par les cellules en gobelet, et MUC1, MUC4 et MUC16 sont les mucines
transmembranaires exprimées au niveau apical de toutes les cellules de I’épithélium (Lillehoj et al.,

2013; Smith et al., 2020; Zou et al., 2020).

Au cours de I'infection par le SARS-CoV-2, la premiére barriére biologique que ce virus va
rencontrer est le mucus. Les cellules en gobelet et ciliées représentent le site de primo- infection
du virus et la clé pour la compréhension de la transmission. Cependant, cette barriere n’est pas
imperméable puisque le gel de mucine, composé de pores d’environ 500 nm, est suffisamment
large pour laisser pénétrer des particules virales dont la taille est comprise entre 30 et 200 nm de

diameétre (Cone, 2009; Fahy and Dickey, 2010; Janssen et al., 2016).

Les petites vésicules extracellulaires (« small extracellular vesicles », sEVs) sont présentes
dans de nombreux fluides biologiques (Ibrahim and Marban, 2016), notamment : le sang (Chen et
al., 2010), les lavages broncho alvéolaires (Kesimer et al., 2009; Levanen et al., 2013), le fluide
cérébro-spinal (Street et al., 2012), les ascites (Runz et al., 2007), la salive, la sueur, le sperme, les
urines (Fernandez-Llama et al., 2010), les larmes, le lait maternel (Admyre et al., 2007) ou encore le

mucus nasal (Ldsser et al., 2016, 2011b, 20113; Wu et al., 2015) (Figure 16).
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Figure 16 : Sécrétion des petites vésicules extracellulaires par différents organes et dans différents fluides biologiques.
Les sEVs sont retrouvées dans la lymphe, le sang, les lavages broncho alvéolaires, le fluide cérébro-spinal, I’ascite, la
salive, la sueur, le sperme, les urines, les larmes, le mucus et le lait maternel (Adapté de (Ibrahim and Marbdn, 2016))

i. Caractéristiques et composition

Considérées comme les “poubelles de la cellule” (Pan et al., 1985), les vésicules
extracellulaires, nom attribué en 1987 par Johnstone (Johnstone et al., 1987), jouent un réle
essentiel dans la communication intercellulaire courte et longue distance dans le corps humain
(Akers et al., 2013). Les vésicules extracellulaires (« extracellular vesicles », EVs) sont divisées en 3
sous-groupes selon leur critére de taille et de biogenése (Pegtel et al., 2014) : les sEVs (« small
extracellular vesicles », exosomes), les IEVs (« large extracellular vesicles », microvésicules) et les
corps apoptotiques. Le terme IEVs (microvésicules de taille comprise entre 100 nm et 1 um) réfere
généralement aux vésicules qui bourgeonnent directement de la membrane plasmique. Enfin le
terme corps apoptotiques (50nm a sum) correspond aux vésicules provenant directement d’une

cellule en apoptose (Caruso and Poon, 2018; van Niel et al., 2018).

D’une taille inférieure a 200 nm de diameétre, les sEVs présentent des cargos diversifiés,
entourés d’une bicouche lipidique, comprenant majoritairement des protéines, des ARNs codants
et non-codants tels que des microARNs (Zomer et al., 2010) qui leur permettent de moduler
’expression de génes dans des cellules réceptrices (Thakur et al., 2014; Théry et al., 2018; van Niel
et al, 2022) et de nombreux lipides tels que le cholestérol, la céramide ou encore des

phosphatidylsérines (Subra et al., 2010). Les protéines les plus courantes retrouvées dans la
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membrane vésiculaire appartiennent a la classe des transporteurs membranaires ou des protéines
de fusion telles que les tétraspanines (CD63, CD9, CD81), des protéines chaperonnes (HSP) et des

marqueurs endosomaux (Alix) (Zakharova et al., 2007).

Du fait de leur role essentiel dans la communication cellule-cellule, les sEVs représentent une

piste thérapeutique majeure. On peut citer 3 axes principaux :

- Il a été montré que les sEVs sécrétées a partir de cellules cancéreuses transféraient un
contenu altéré dans des cellules réceptrices saines, et jouaient un réle dans la progression
tumorale (Thakur et al., 2014; van Niel et al., 2022; Zhang and Yu, 2019).

- Le contenu des vésicules circulant dans le sang pourrait représenter un marqueur
important dans le diagnostic de nombreuses maladies (Doyle and Wang, 2019; Kalluri and
LeBleu, 2020).

- Enfin, de nombreux travaux tendent a utiliser les exosomes comme outil thérapeutique en
utilisant : (i) leur capacité de ciblage de cellules spécifiques, (ii) leur capacité de délivrance
dans le cytoplasme et, (iii) dans le cas des affections du systéeme nerveux central, leur

capacité de traverser la barriere hémato-encéphalique (Wiklander et al., 2019)

ii. Biogenése et fonctions

Les sEVs constituent 'une des classes les plus étudiées de vésicules extracellulaires
("extracellular vesicles », EVs). Ils trouvent leur origine dans le réseau de la voie endosomale qui
commence avec (i) la déformation de la membrane plasmique qui forme des endosomes précoces
(« early endosomes »), puis (ii) leur maturation en endosomes tardifs (« late endosomes ») par
bourgeonnement vers I'intérieur de vésicules intraluminales (ILV « intraluminal vesicles ») (figure
17). Les corps multi-vésiculaires ainsi formés peuvent avoir deux destins différents : ils sont soit
dégradés par fusion avec un lysosome, soit relargués dans le milieu extracellulaire apres fusion
avec la membrane plasmique. Ce sont ces ILV qui seront nommées exosomes ou sEVs une fois
sécrétées (figure 17). Les microvésicules d’une taille supérieure a 200 nm sont des vésicules
formées par un processus de bourgeonnement de la membrane plasmique. Enfin, les corps
apoptotiques sont beaucoup plus grands, de 1a 5 um et sont générés a partir d’'une cellule en cours

d’apoptose (figure 17).
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Figure 17 : Biogenése des petites vésicules extracellulaires. Les exosomes (petites vésicules extracellulaires) sont
d’origine endosomale et sont caractérisés par un diameétre de 50-150 nm. Les microvésicules, de 100 a 500 nm de diamétre
sont générées par bourgeonnement ou exocytose de la membrane plasmique. Les corps apoptotiques d’une taille
comprise entre 1 et 5 um sont générés par le décollement de la membrane plasmique des cellules en cours d’apoptose.
Figure adaptée sur Biorender.

La formation des ILVs peut se faire par 2 mécanismes (figure 18) :

(i) la voie classique, celle de 'ESCRT (« Endosomal Sorting Complex Required for
Transport ») qui désigne une machinerie d’environ 30 protéines divisées en 4 complexes.
L’ESCRT-0 reconnait et séquestre les protéines transmembranaires ubiquitinées a la
membrane endosomale, puis les répartit en microdomaines (Hanson and Cashikar, 2012). Il
se lie ensuite au complexe ESCRT-I, qui a son tour recrute ESCRT-Il. Les deux complexes
entament alors la déformation de la membrane en bourgeons. Ce mécanisme permet aux
protéines cytosoliques et aux ARN d’entrer dans les vésicules en formation. Le complexe
ESCRT-Il recrute ensuite ESCRT-III au sein des vésicules en formation et provoque un
clivage de la membrane plasmique nécessaire pour libérer les vésicules intraluminales,

tandis que les molécules d’ubiquitine et les sous-unités ESCRT sont libérées dans le cytosol
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pour leur recyclage (D’Souza-Schorey and Schorey, 2018; Hanson and Cashikar, 2012;

Schorey et al., 2015; Schorey and Harding, 2016).

(ii) la voie ESCRT-indépendante ou alternative, telles que les voies « synthetin-Alix »
(Baietti et al., 2012), ainsi que des machineries tétraspanines (van Niel et al., 2011) qui
appartiennent a une superfamille caractérisée par 4 domaines transmembranaires et des
molécules lipidiques comme les céramides, favorisant 'invagination de la membrane

(Dreyer and Baur, 2016; Urbanelli et al., 2019).

Exosomes

Figure 18 : Mécanismes de sécrétion des exosomes. A partir de I'invagination de la membrane plasmique, il y a la
formation d’un endosome précoce qui se transforme en endosome tardif (MVB) avec des vésicules intraluminales (ILVs)
par deux mécanismes : la voie ESCRT dépendante ou la voie ESCRT indépendante. Figure adaptée de (Y. Zhao et al., 2021).

Les mécanismes de sécrétion des sEVs ne sont pas totalement élucidés. Cependant, Shurer
et ses collegues ont émis I’hypothése d’un réle du glycocalyx dont les composants pourraient

déstabiliser la membrane plasmique et jouer un réle dans le relargage des EVs

En conclusion, dans des conditions physiologiques, les petites vésicules extracellulaires
(sEVs) sont impliquées dans divers processus biologiques, dont: la présentation antigénique
(Raposo et al., 1996), la communication et la protection neuronale (Fauré et al., 2006), la
coagulation (Berckmans et al., 2011), la cicatrisation (Biré et al., 2003), la maturation du sperme
(Sullivan et al., 2005) et la régulation des réponses immunitaires contre le foetus au cours de la

grossesse (Stefanski et al., 2019).
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D’autre part, les vésicules extracellulaires jouent un réle clé dans les processus de
pathogeneése incluant les cancers, les maladies auto-immunes, Iinflammation (Silverman and
Reiner, 2011) et les infections virales (Schwab et al., 2015). Les agents pathogenes comme les virus
semblent profiter de la tendance naturelle des cellules hotes a libérer des vésicules extracellulaires
pour transporter leur propre matériel génétique ou protéines, évitant ainsi leur reconnaissance en
tant que molécules du non-soi par le systeme immunitaire. Elles peuvent ainsi promouvoir

I'infection a I'intérieur de ’hdte.

iii. Relation des EVs avec les virus

Les EVs et les virus ont plusieurs points communs qui peuvent expliquer un intérét de la part de la
communauté scientifique : leur taille (3onm-1000nm), leur composition structurale et biochimique
(Schorey et al., 2015; Valadi et al., 2007). Les EVs et les virus partagent également des processus

biologiques similaires :

- Bourgeonnement et relargage : a titre d’exemple la machinerie ESCRT est impliquée dans
le bourgeonnement et le relargage des particules du VIH (Bieniasz, 2006; Morita and
Sundquist, 2004). Un grand nombre de virus a ARN enveloppé, tels que les Arénavirus, les
Rhabdovirus, les Filovirus, les Réovirus et les Paramyxovirus, utilisent la voie ESCRT-
indépendante, en bourgeonnant directement via des domaines spécifiques de la
membrane plasmique : les radeaux lipidiques enrichis en glycosphingolipides, cholestérol
et céramide (Ju et al., 2021; Meng and Lever, 2021; Nguyen and Hildreth, 2000; Urata and
Yasuda, 2012). Les protéines comme les tétraspanines forment un cluster avec les autres
protéines transmembranaires et cytosoliques, induisant ainsi le bourgeonnement de
microdomaines (Trajkovic et al., 2008). Comme le glycocalyx peut jouer un réle dans le
relargage des vésicules, il se peut aussi qu’il joue un réle dans I’absorption de certains virus

tels que Influenza A (Le Mercier et al., 2019; Shurer et al., 2019; Taghavi et al., 2022).

- Transfert de matériel biologique : En effet, EVs et virus peuvent se lier a la membrane

plasmique des cellules réceptrices et aprés un événement de fusion, libérer leur cargo dans

le cytosol, influencant ainsi I’activité cellulaire (Colombo et al., 2014).

Ces similarités entre les virus (en particulier les rétrovirus) et les vésicules extracellulaires, ont

engendré des conjectures quant a leur origine. Deux théories alternatives ont été proposées :
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(i) Phypothése du cheval de Troie, suggérant que les rétrovirus sont des vésicules qui ont
évolué a la suite d’une mutation du géne « gag », qui était a I’origine codé par un rétro transposon
intégré. Dans cette perspective, les caractéristiques typiques des rétrovirus auraient été acquises
par divergence évolutive ; le mécanisme de biogenese de la production des vésicules aurait été
utilisé pour former les particules virales (Gould et al., 2003).

(ii) La seconde théorie n’associe pas les virus et les exosomes. Elle permet de justifier les
similarités en donnant plus d’importance au phénoméne de convergence évolutive qui aurait
entrainé le partage des mémes voies de biogenése pour les vésicules et les virus (Pelchen-

Matthews et al., 2004).

La ressemblance remarquable entre les EVs et les virus entraine aussi des problémes
d’étude de modeles. Les virus et les vésicules font la méme taille, il est donc difficile de les séparer
par ultracentrifugation différentielle. Certains chercheurs ont donc proposé de séparer les EVs des
particules virales en exploitant leur capacité de migration dans un gradient de densité ou encore

en utilisant la présence de marqueurs spécifiques (Caobi et al., 2020).

iv. ROle des vésicules dans la propagation d’infections virales (tableau 3)

Les EVs sont capables de transférer différentes biomolécules dans les cellules réceptrices.
Pour exemple, on peut citer des protéines, a la fois transmembranaires et solubles, des lipides tels
que la prostaglandine et la phosphatidylcholine, des acides nucléiques, notamment des microARNs
et des métabolites. Tous ces composants peuvent avoir un impact a la fois sur les cellules

réceptrices et a plus grande échelle sur le systéme immunitaire de I'h6te.

Les EVs peuvent délivrer des protéines qui rendent la cellule plus sensible a I'infection.

- VIH et la protéine nef : au cours de I'infection, cette protéine virale perturbe les fonctions

cellulaires, optimise la réplication virale et limite les mécanismes de défense de ’h6te. Elle
joue un réle dans 'immunodéficience associée au SIDA. Nef est relarguée et véhiculée (Ali
et al., 2010) par les sEVs, rendant les cellules cibles plus susceptibles a Iinfection par le VIH
(Arenaccio et al., 2015; Lenassi et al., 2010; Schaefer et al., 2008).

- EBV («Epstein-Barr virus") et "'oncoprotéine LMP1 (« Latent Membrane Protein 1») : cette
protéine capable d’inhiber les cellules NK (« Natural Killer »), a été détectée dans les sEVs

relarguées des cellules tumorales, supportant I’hypothése du r6le des EVs dans la
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propagation de l'infection et I’évasion de la réponse immunitaire (Flanagan et al., 2003;
Meckes et al., 2010).

HSV-1 (Herpes Simplex Virus 1) et microARNSs : les sEVs libérées par des cellules infectées
par HSV-1 peuvent contenir des microARNs viraux (miR-H28 et miR-H29) produits
tardivement durant Iinfection. Lorsque ces microARN sont exprimés de maniére
ectopique dans les cellules humaines avant infection, ils réduisent la production des ARNm
et des protéines virales. En outre, ils sont plus abondants dans les cellules latentes de
réactivation. L’ensemble de ces données indique que le HSV-1 utilise des stratégies de
régulation de sa propre expression pour maximiser sa propagation (Han et al., 2016).

VHC (virus de "'Hépatite C) : les protéines virales structurales d’enveloppe E1 et E2 et TARN
du VHC ont été retrouvées au sein des sEVs qui sont ainsi capables de transmettre
infection aux cellules réceptrices de maniére similaire aux particules virales libres

(Longatti, 2015; Ramakrishnaiah et al., 2013).

v. Rble des vésicules dans I'inhibition d’infections virales (tableau 3)

Le second réle des EVs dans les infections virales ne se limite pas a la propagation du virus mais a

la susceptibilité des EVs a induire une réponse immunitaire (Lindenbergh and Stoorvogel, 2018;

Théry et al., 2009).

EBV et propagation d’antigenes viraux : les sEVs libérées d’une cellule B infectée sont

capables de stimuler le développement des cellules B chez des porteurs sains, entrainant
le développement d’allergies ou de maladies auto-immunes(Gutzeit et al., 2014).

EBV et dUTPase : le groupe d’Ariza a montré que les sEVs issues de cellules de Raji infectées
par ’EBV contenaient des quantités importantes de déoxyuridine triphosphatase
(dUTPase) activant la voie NFkB et la sécrétion de cytokines des cellules dendritiques
(« Dendritic cells », DCs) et des cellules mononucléaires périphériques du sang (« Peripheral
Mononuclear Blood Cells », PBMC) (Ariza et al., 2013).

VIH et protéines antivirales de I’h6te : dans le cas du VIH, les sEVs libérées par les cellules

infectées transportent une protéine de ’hdte APOBEC3G (A3G) inhibant la réplication du

virus. (Khatua et al., 2009).
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vi. Rble des vésicules dans I'infection par le SARS-CoV-2

Il existe peu de résultats faisant part d’un réle des EVs lors d’infection par des virus
respiratoires. Le récepteur cellulaire APN du HcoV-229E a été détecté dans les sEVs sécrétées par
des mastocytes et des cellules gliales (Skokos et al., 2001) (Potolicchio et al., 2005). En outre.
Earnest et al ont montré que la tétraspanine CD9 de la membrane cellulaire, également présente a
la membrane des sEVs, facilitait ’entrée du MERS-CoV et induisait une infection robuste dans les
poumons de souris in vivo. Ceci suggére que les sEVs pourraient faciliter I'infection en transférant

leurs tétraspanines CD9 sur des cellules réceptrices (Earnest et al., 2017).

En revanche, depuis I’apparition du SARS-CoV-2, les hypotheéses se bousculent quant au
role des vésicules dans I'infection.

A partir de sérums de patients convalescents, des chercheurs de I’Ohio ont purifié des
vésicules et ont montré la présence de la protéine Spike du SARS-CoV-2 dans les vésicules
extracellulaires. Leurs résultats suggérent que les vésicules, provenant de cellules surexprimant
spike, pourraient servir de leurre et empécher la neutralisation du virus par des anticorps
monoclonaux qui ciblaient spike en promouvant ainsi Iinfection (Troyer et al., 2021). Dans cette

étude, les chercheurs n’ont pas fait la distinction spécifique et la caractérisation par taille des EVs.

Une autre étude américaine a évalué la composition du plasma de patients positifs au
SARS-CoV-2 en comparaison a des patients sains. Leur étude montre que les exosomes (SEVs),
provenant de plasmas de patients atteints par le COVID-19, expriment plus d’ACE-2 par rapport aux
patients sains. Les chercheurs ont donc corrélé ces résultats avec la sévérité de la maladie, en
estimant que plus le patient était malade, plus il produisait de vésicules extracellulaires contenant
ACE-2 (EI-Shennawy et al., 2022). De la méme maniére, les résultats de I’étude de Krishnamachary
et al., évaluant la présence de petites et larges vésicules extracellulaires circulantes de patients
COVID-19, a révélé un enrichissement de protéines signatures pro-inflammatoires, pro-coagulation
et immunomodulatrices de la pathogenése de la maladie. Ces données laissent a penser que les
EVs issus de patients atteints de SARS-CoV-2 pourraient servir de modele prédictif de la sévérité de

la maladie (Krishnamachary et al., 2021).

Enfin, de nombreuses études ont utilisé les EVs pour la délivrance de leur cargo, tel que des
protéines, de ’ADN, de ’ARNm, des ARN non codants, ainsi que des lipides a des organes cibles
(Liang, 2021). On peut notamment noter que les EVs possédant ACE2 et TMPRSS2, purifiées
initialement de cellules HEK293-T ou -FT, réduisent I'infection par le SARS-CoV-2 (Cocozza, 2022;

Kim 2022). Ces données justifient I'utilisation d’EVs en tant qu’agents thérapeutiques, modele
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proposé depuis plusieurs années (Wiklander, 2019), dans 'infection initiale ou la dissémination du

SARS-CoV-2 afin de réduire la charge virale et |a gravité de la maladie.
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VIRUS A

FAMILLE VIRALE VIRUS ARN/ADN ROLE DES VESICULES MECANISME D'’ACTION REFERENCES
Sin et al., 2017
Coxsackievirus B1 Contiennent du matériel viral
Inal

Transport d’ACE-2

Enterovirus 71 (Ev71) | . ARN Contiennent ARN EV71, ) Mao et al., 2016
PICORNAVIRIDAE simple brin protéine VP1 Proviral
positif
Hépatite A (HAV) Résistance a la n_eutrallsatlon Feng et al., 2013
par les anticorps
ARN Détourne machinerie des
TOGAVIRIDAE Chikungunya (CHIKV) |simple brin . Proviral Caruso and Poon, 2018
" corps apoptotigques
positif
Capable de capter LMP1
(Latent Membrane Protein 1) Flanagan et al., 2003
- manipulation du
microenvironnement tumoral ) Meckes et al., 2010
Proviral
Inhibition de la prolifération Dukers et al., 2000
Virus E(:th:;n-Barr des cellules T et NK Keryer-Bibens et al., 2006
Transport du HLA de classe Il
ADN
HERPESVIRIDAE double
brin Transport de la dUTPase Antiviral Ariza et al., 2013
linéaire
Transport de micro-ARN, ARN - .
messagers de I'HSV-1 et STING Antiviral Kalamvoki et al., 2014
HSV-1
Transport des miR-H28 et
miR-H29 incorporés dans les Proviral Han et al., 2016
vésicules
Transport de VP40 dans le
noyau des cellules via la
ARN liaison au promoteur de la Pleet et al., 2018
FILOVIRIDAE Ebola simple brin cycline D1 Proviral
négatif y Pleet et al., 2016
Modulation de la machinerie
des ARNi, comme Dicer & Ago
ARN i sdi . Chahar et al., 2018
PARAMYXOVIRIDAE RSV simple brin '"d““"?“ﬂde médiateurs pro Antiviral
négatif inflammatoires Corsello et al., 2022
Contiennent le micro-ARN L .
ARN hsa-miR-1975 Antiviral Liu et al., 2019
ORTHOMYXOVIRIDAE Influenza A simple brin —
négatif Transport des virions vers le
pble apical par attachement Proviral Bruce et al., 2010
de Rab1l de vésicules
ADN Transport devHBx > transfert Proviral Kapoor et al., 2017
double heorizontal
HEPADNAVIRIDAE VHB brin
circulaire | Activation du ligand NKG2D Antiviral Kouwaki et al., 2016
Transport de APOBECG (A3C) Antiviral Khatua et al., 2009
dans les exosomes
ARN _
RETROVIRIDAE VIH simple brin Arenaccio et al., 2015
positif Transport de Nef Proviral Lenassi et al., 2010
Schaefer et al., 2008
Cosset and Dreux, 2014
Liaison aux particules virales
VHC Proviral Longatti, 2015
Liaison du miR-122 et Ago2
] ARN . Bukong et al., 2014
FLAVIVIRIDAE mmpl&_\ l_:nn Liaison du miR C19MC aux L Delorme-Axford et al., 2013
positif Antiviral
ZIKA exosomes Bayer et al., 2018
Modulation de l'activité de .
SMPD3 Proviral Zhou et al., 2019
SARS Transport de Spike Antiviral Kuate et al., 2007
ARN i )
CORONAVIRIDAE simple brin Transport de 'ARN viral Kwon et al., 2020
SARS-CoV-2 positif Proviral

Kang, 2020

Tableau 3 : Liste non exhaustive du réle des vésicules dans les infections virales.
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l11) Repositionnement thérapeutique pour lutter contre I'infection par le
SARS-coV-2

Depuis les années 1960, la recherche de traitements antiviraux s’est accélérée. Un nombre
trés important de molécules antivirales a été décrit dans la littérature, mais seulement 9o d’entre
elles ont recu une AMM (Autorisation de Mise sur le Marché) contre un nombre limité de virus :
HIV (« Human Immunodeficiency Virus »), HCV (« Hepatitis C Virus »), HSV (« Herpes Simplex
Virus »), Influenza Virus (IV), VZV (« Varicella-Zooster Virus »), HBV (« Hepatitis B Virus »), CMV
(«Human Cytomegalovirus »), RSV («Respiratory Syncytial Virus») et HPV («Human

Papillomavirus ») (De Clercq and Li, 2016) (figure 19).
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Figure 19 : Molécules antivirales approuvées entre janvier 1959 et avril 2016 (HIV, HCV, HSV, influenza, Chickenpox, HBV,
Human cytomegalovirus, RSV et HPV) (De Clercq and Li, 2016).

De fait, pour les virus hautement pathogenes tels que Ebola ou encore MERS-CoV, aucune
molécule antivirale ou stratégie vaccinale n’est disponible, définissant des infections virales
orphelines de traitements (De Clercq and Li, 2016). De plus, bien que les traitements antiviraux pour
lutter contre les infections a HIV et HCV soient des succés thérapeutiques, ils n’en demeurent pas
moins colteux et longs a développer.

Le repositionnement de médicaments déja approuvés est donc une stratégie
thérapeutique intéressante. De plus, le fait de s’appuyer sur des connaissances préexistantes
réduit considérablement les co(its et le temps de développement : (i) modele d’action d’antiviral
contre une pathologie, (ii) pharmacologie et (iii) toxicité d’'une molécule antivirale chez ’lhomme.

Il existe néanmoins toujours un besoin urgent de recherche de nouveaux antiviraux dans
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I’indication d’anciennes infections virales et surtout dans I'indication de I’émergence de nouveaux

virus.

Depuis décembre 2019, les recherches sur le nouveau coronavirus SARS-CoV-2 ont pris une
grande ampleur afin de lutter contre cette infection. Plusieurs approches thérapeutiques ont été
utilisées :

1) Les vaccins, avec notamment [utilisation de la technologie fondée sur les acides

nucléiques,

2) Lerepositionnement des antiviraux a action directe ou DAA (« Direct-Acting Antivirals »),

3) Lerepositionnement des antiviraux ciblant ’héte ou HTA (« host-targeting antivirals »),

4) La modulation de la réponse inflammatoire pour limiter la pathogénicité associée a

I'infection.

L’approche vaccinale permet de générer une immunité collective dans la population
générale. Un an et demi apreés "apparition du COVID-19, plus de 184 candidats vaccins étaient
en développement, dont 105 en essais cliniques (Flanagan et al., 2021). Le développement de
ces candidats vaccins a non seulement fait appel a des technologies traditionnelles (vaccins
utilisant des virus entiers vivants atténués ou inactivés, vaccins a sous-unités protéiques et
particules pseudo-virales (VLP)), mais aussi a de nouvelles technologies jamais utilisées
auparavant pour les vaccins humains, dont les vaccins a acides nucléiques (ARNm et ADN)

réplicatifs et non réplicatifs (figure 20).

Protein and Peptide

Subunit Vaccines
Cytotoxic T Cell ) ‘\ Attenuated Virus
Immune Cell £ R \ ‘}Yb Whole Virus
Therapy L .'.1 y 3.1.‘. Vaccines
< ﬁ'n{'
Dendritic Cell Inactivated Virus
SARS-CoV-2 (whole and subunit)
S B4 SR o
y g
" 3 $
s .
> Non-replicating
mRNA Vaccine
3 Viral Vector
g < b # 2y
Nucleic Viral Vectors
Acid-Based Vaccines
Vaccines

Replicating

DNA-Vaccine Viral Vector
Nanoparticle and

Virus-like Particle ~
_) Vaccines

59



Figure 20 : lllustration des différentes technologies utilisées pour synthétiser un vaccin contre le COVID-19 (Flanagan et
al., 2021).

Dans le cas des vaccins dits vivants atténués, le virus entier a été modifié et provoque une
forme atténuée de la maladie (vaccin contre I’hépatite A, la varicelle). Trés immunogenes, il faut

généralement une dose unique de ce type de vaccin pour produire une immunité sur le long terme.

En comparaison aux vaccins atténués, les vaccins inactivés (ex : vaccin contre la
poliomyélite) sont moins immunogenes et leur administration nécessite plus d’une dose pour

obtenir une immunité adéquate.

Les vaccins contenant des protéines ou sous-unités peptidiques (vaccin saisonnier contre
le virus de la grippe) ciblent des épitopes clés, sont combinés a des adjuvants, et seront reconnus

par une cellule présentatrice d’antigéne.

Quant aux vaccins a particules virales (VLP) comme le vaccin contre le papillomavirus, un
systéme d’expression permet de produire des protéines qui s’auto-assemblent en particules virales
injectées, puis présentées par les cellules présentatrices d’antigénes aux cellules B et T pour

susciter une réponse immunitaire.

En ce qui concerne les nouvelles technologies utilisées pour la création de vaccins, les
plateformes utilisent des vecteurs viraux ou directement des acides nucléiques. Leur
fonctionnement est fondé sur Iutilisation d’un véhicule qui délivre un gene/ARN d’intérét dans des
cellules. La prise en charge de ces molécules par la machinerie cellulaire permettra leur traduction
et la stimulation d’une réponse immunitaire. Le matériel génétique incorporé dans le véhicule n’est

pas intégré a ’ADN de I’hbte.

Deux types de vecteurs viraux peuvent étre synthétisés : les réplicatifs et les non réplicatifs.
Le vaccin le plus connu contre le SARS-CoV-2 utilise un vecteur viral non réplicatif, un adénovirus
de chimpanzé (AstraZeneca, tableau 4). Les vaccins a ARN messagers, en développement depuis
une dizaine d’années, sont fondés sur la capacité de transporter des ARNs dans des nanoparticules,

a l'intérieur des cellules ot ils peuvent étre pris en charge par la machinerie de traduction cellulaire.

Aujourd’hui, la plupart des vaccins contre le SARS-CoV-2 sont capables de provoquer une
réponse immunitaire contre la protéine virale Spike, responsable de I’'attachement du virus au
récepteur cellulaire ACE-2. Cependant, tous les candidats vaccins ne ciblaient pas la protéine
d’attachement, mais aussi la nucléoprotéine ou encore les protéines de membrane M (Flanagan et

al,, 2020).
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. . s Date de .,
Vaccins Développeur Types Antigéne ., Références
développement
. N . . . . Palacios et al.,
CoronaVac Sinovac Virus inactivé Virus entier 29/08/2020 Chine 5020
Nanoparticules .
BNT162b2 Pfizer, BioNTech P . Protéine S (2P)b 02/12/2020 - UK Polack et al., 2020
ARNm-lipide
Vecteur
Gam-COVID-Vac | Gamaleya Research L. » . Logunov et al.,
ik Institute. Russi adénoviral non Protéine S 05/12/2020 — Russie oo
nstitute, Russie Lo
(sputnik v) réplicatif rAd26
Nanoparticules A
mRNA-1273 Moderna, USA P o Protéine S (2P)b 18122020 - UK Baden et al., 2021
ARNm-lipide
Vecteur
AZD1222 adénoviral non .
. AstraZeneca, Oxford Lo Protéine S 30/12/2020 - UK Barrett et al., 2021
(Covishield) réplicatif
ChAdOx1
BBV152 Bhrata Biotech _ o . .
. Virus inactivé Virus entier 02/01/2021 - Inde Ella etal., 2021
(Covaxin) International
Janssen Vecteur
17/02/2021 - Afrique Mercado et al.
Ad26.COV2.S Pharmaceutical adénoviral non Protéine S 7002 du Sud q 5020 ’
U Su
(Johnson&Johnson) | réplicatif rAd26
Nanoparticules
NVX-CoV2373 Novavax de sous-unités Protéine S 20/12/2021 - USA Keech et al., 2020
protéiques

Tableau 4 : Récapitulatif des principaux vaccins utilisés contre le SARS-CoV-2.

Aprés la premiére année de I’'apparition du SARS-CoV-2 au sein de la population, la capacité
évolutive constante de ce coronavirus a été mise en évidence avec I’apparition de variants. Ceci a
été observé grace a I’analyse par séquencage haut débit d’échantillons de patients collectés dans
le monde. Malgré le faible taux de mutation des coronavirus di a I’activité exonucléase de NSP14,
le SARS-CoV-2 bénéficie d’un taux de réplication élevé et est capable de réarranger son génome au
cours de la réplication, favorisant ainsi I’apparition de nouveaux variants. De fait, son taux de
mutation est comparable aux autres virus a ARN (10% mutations par nucléotide). Plusieurs variants
ont aujourd’hui un impact important sur la santé publique car ils possedent une capacité de
transmission plus importante, induisent une pathogénicité plus sévére ou encore sont capables

d’échapper a laréponse immunitaire et vaccinale.

Les différents variants ont été classés selon leur « dangerosité » pour la santé humaine. Les
variants dits préoccupants ou VOCs (« Variants of Concern») ou les variants a suivre VOlIs

(« Variants of Interest ») ont ainsi été définis (tableau 5). Selon ’'OMS, les VOCs ont émergé de la
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souche ancestrale isolée a Wuhan et possédent une meilleure transmissibilité, une virulence plus
importante et une résistance aux vaccins ou a I'immunité acquise (Atlanta GUSDoHaHS. Centers
for Disease Control and Prevention. SARS-CoV-2 Variant Classifications and Definitions Centers for
Disease Control and Prevention. Atlanta, Georgia, United States of America: Centers for Disease

Control and Prevention (2021)).

VARIANTS LIGNAGE ORIGINE MUTATION D’INTERET (SPIKE)

vocC

ALPHA B.1.1.7 Angleterre — 09/2020 N501Y, D614G, P681H

BETA B.1.351 Afrique du Sud - 05/2020 | K417N, E484K, N501Y, D614G, A701V

GAMMA P.1 Brésil — 11/2020 K417T, E484K, N501Y, D614G, H655Y

DELTA B.1.617.2 Inde - 10/2020 L452R, T478K, D614G, P681R

OMICRON B.1.1.529 Afrique du Sud et A67V, AB9-70, T95I1, G142D, A143-145, N211I, A212,

Boswana - 11/2021 ins215EPE, G339D, S371L, S373P, S375F, K417N,

N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R,
G496S, Q498R, N501Y, Y505H, T547K, D614G,
H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K,
Q954H, N969K, L981F

Vol

EPSILON B.1.427/429 Etats-Unis - 03/2020 L452R, D614G

ZETA P.2 Brésil - 04/2020 E484K, D614G

ETA B.1.525 Multiple - 12/2020 E484K, D614G, Q677H

THETA P.3 Philippines - 01/2021 E484K, N501Y, D614G, P681H

I0TA B.1.526 Etats-Unis — 11/2020 E484K, D614G, A701V

KAPPA B.1.617.1 Inde - 10/2020 L452R, E484Q, D614G, P681R

LAMBDA 37 Pérou - 12{2020 L452Q, F490S, D614G

MU B.1.621 Colombie - 01/2021 R346K, E484K, N501Y, D614G, P681H

Tableau 5 : Liste des VOCs et VOIs du SARS-CoV-2. Source : (“ECDC,” 2022)

La substitution D614G a été la premiére identifiée et correspond a une mutation dans la
séquence de la protéine Spike du virus (Korber et al., 2020). Elle confére un avantage en terme de
capacité réplicative et une infectivité accrue par rapport a la souche originale de Wuhan (Plante et
al., 2021; B. Zhou et al., 2021). Cependant, la neutralisation par les sérums de patients convalescents

restait trés efficace (Garcia-Beltran et al., 2021; Legros et al., 2021).
Les premiers variants préoccupants (VOCs) sont apparus fin 2020 et ont eu un grand impact

sur la santé publique. Grace aux capacités de surveillance génomique, il a été possible d’analyser

I’évolution du virus au niveau mondial (“Nextstrain,” 2022; Rambaut et al., 2020).
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Le variant alpha (B.1.1.7) a été détecté pour la premiére fois fin septembre 2020 et est
rapidement devenu la souche dominante au Royaume-Uni (“ECDC,” 2022; Tang et al., 2021; Volz et
al., 2021).

Le variant béta (B.1.351), identifié pour la premiére fois en octobre 2020, est ensuite devenu
la souche dominante a I’origine de la seconde vague en Afrique du Sud (Tegally et al., 2021). De la
méme maniére, ce n’est que quelques mois plus tard que le variant Gamma (P.1) a été détecté chez
quatre Brésiliens se rendant au Japon (Fujino et al., 2021) et a été responsable de la résurgence des
infections a Manaus (Faria et al., 2021; Sabino et al., 2021).

Le variant Delta (B.1.617.2) a été détecté pour la premiére fois en décembre 2020. Il est a
I’origine de I'augmentation massive du nombre de cas en raison de sa contagiosité accrue et a
provoqué une seconde vague d’infection en Inde (Brown et al.,, 2021; Cherian et al., 2021,
Mlcochova et al., 2021).

Enfin, le variant Omicron (B.1.1.529), identifié en novembre 2021 et classé VOC par ’'OMS, a
remplacé le Delta dans le monde entier (“NICD.ac,” 2021; “Classification of Omicron (B.1.1.529),”
2022).

L’émergence des variants est donc préoccupante car elle peut affecter la transmissibilité
du virus, la virulence et le taux de réinfection en échappant a la réponse immunitaire naturelle ou

induite par la vaccination (Burki, 2021).

L’apparition des VOCs et des VOlIs a remis en question I’efficacité des vaccins. En quelques
mois, de nombreuses études scientifiques ont évalué I'efficacité vaccinale sur les variants, et les
données obtenues montraient d’abord des résultats encourageants. L’ensemble des différentes
mutations apparues dans la protéine spike des différents variants (VOCs et VOIs) du SARS-CoV-2
est illustré en figure 21.

Les premiers rapports indiquaient que la substitution principale du variant alpha (N501Y),
présente dans la région RBD de la protéine spike, n’empéchait pas la neutralisation du virus par les
anticorps apreés vaccination (Rees-Spear et al., 2021; Xie et al., 2021). Notamment, Miuk et al., ont
utilisé des sérums de patients ayant recu le vaccin Pfizer-BioNTech (BNT162b2) et ont montré une
neutralisation similaire par les anticorps dans le cas d’une infection par le variant alpha ou le virus
sauvage (Muik et al., 2022). Une autre étude avec le vaccin Novavax (NVX-CoV2373) a indiqué que

celui-ci était encore trés efficace pour neutraliser le variant alpha (Heath et al., 2021).
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Cependant, la substitution E484K, retrouvée dans les variants béta et gamma, a été
identifiée dans de nombreuses études comme permettant d’échapper a la neutralisation par des
sérums convalescents et des anticorps monoclonaux (Greaney et al., 2021; Weisblum et al., 2020).

Il s’avére donc que tous les vaccins ne protégent pas contre tous les variants. En effet, le
vaccin AZD1222/ChAdOx1 de la société AstraZeneca présente une diminution de 86% de la
neutralisation contre le variant beta (Madhi et al., 2021). En revanche, les vaccins ARNm-1273
(Moderna), BNT162b2 (Pfizer) et BBV152 (Covaxin) affichent une réduction d’environ 6-9% de la
neutralisation contre le variant beta par rapport a la souche D614G (Abdool Karim and de Oliveira,

2021; Yadav et al., 2021).

Certaines mutations ont été identifiées comme étant cruciales dans I’échappement a la
réponse immunitaire. Notamment la mutation K417N qui réduit la neutralisation des variants

Gamma ou Beta par les anticorps (Wibmer et al., 2021; Dejnirattisai et al., 2021; D. Zhou et al., 2021).

Ainsi, si les vaccins ont largement contribué a diminuer la propagation du virus (Harris et
al., 2021; Levine-Tiefenbrun et al., 2021), ’'apparition des variants a remis en doute cette protection.
Ce fut le cas avec le variant Delta pour lequel les vaccins BNT161b2, mRNA-1273 et AZD1222 étaient
moins efficaces. Une diminution de la neutralisation par les anticorps, en particulier chez les
personnes agées, a été observée (Lopez Bernal et al., 2021; Nanduri et al., 2021).

En décembre 2021, analyse de la séquence du variant Omicron a montré la présence de
plusieurs mutations déja apparues chez les autres variants (figure 21). Ceci semble expliquer
’augmentation de |‘affinité de Spike au récepteur ACE-2, permettant au virus d’infecter des cellules
cibles plus rapidement (Kumar et al., 2022; Shin et al., 2022). De maniére intéressante, I’équipe de
Hui et al. a montré que le variant Omicron se répliquait plus vite dans les bronches humaines que
la souche originale ou le variant Delta (Hui et al., 2022). En outre, le variant Omicron semble avoir
une capacité a échapper a la réponse vaccinale plus développée que les précédents VOCs,
notamment par le nombre important de mutations au sein de la protéine Spike. Il semblerait que
seulement 20 a 24% des personnes vaccinées par BNT162b2 présenteraient des anticorps
neutralisants détectables contre ce variant et les titres d’anticorps neutralisants trouvés étaient de

35,7 a 39,9% inférieurs a ceux du virus ancestral (Lu et al., 2022).

Finalement, le pourcentage de la population mondiale non vaccinée, notamment du fait de
maladies chroniques, allergies, cancers, statut immunodéprimés, etc, reste encore trop élevé. De
plus, les craintes de la population a I’égard de la vaccination sont toujours présentes. Le seuil

d’immunité collective n’est donc pas atteint, favorisant ’apparition des variants et reculant la date
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de la fin de la pandémie. Il reste donc encore beaucoup d’efforts a fournir afin de protéger toutes

les catégories de la population mondiale.
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Figure 21: Localisation des mutations de la protéine Spike dans le cas des différents variants VOCs (Alpha, Beta,
Delta, Gamme et Omicron) de SARS-CoV-2. Les lignes rouges indiquent la localisation a une position spécifique d’une
mutation. En rose, les domaines « heptapeptide repeat » ; TM : domaine transmembranaire ; NTD en jaune : domaine
N-terminal et en vert le domaine RBD, domaine de liaison au récepteur (Araf, Y., et al, 2022).

Les antiviraux a action direct ou DAA sont développés pour ne cibler qu’une étape spécifique
du cycle de vie d’un virus, en inhibant I’activité de la/des protéine(s) virale(s) impliquée(s). Le cycle
du SARS-CoV-2 contient des étapes clés connues, notamment I’étape d’entrée (traitée dans la
partie « HTA), la maturation des polyprotéines virales pp1a et pp1ab par les protéases virales, mais
aussi I’étape de réplication avec la polymérase virale. Ces étapes sont répertoriées sur la figure 22

et discutées ci-dessous.

- Inhibiteurs de protéases virales : Une approche antivirale attractive consiste en I'inhibition

de I'activité des protéases virales responsables des clivages des polyprotéines virales. L’'un
des exemples que 'on peut citer est la combinaison lopinavir/ritonavir (LPV/RTV) utilisée

pour le traitement de I'infection par le VIH (Magro et al., 2021), qui a aussi montré une
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activité antivirale contre le SARS-CoV-1 en 2004 (Yamamoto et al, 2004). Le

repositionnement du LPV/RTV dans le cas de la pandémie de COVID-19 a montré des

résultats satisfaisants, une étude clinique ayant démontré que les patients traités ne

succombaient pas et présentaient des symptémes moins graves grace au traitement (Cao

et al., 2020; Wang et al., 2020).

Inhibiteurs de la réplication : il existe plusieurs analogues nucléosidiques et nucléotidiques

chimiques qui inhibent la polymérase de plusieurs virus a ARN.

@)

L’exemple le plus marquant est le Remdesivir (RDV), développé initialement contre
le virus Ebola (EBOV) (Elfiky, 2020). Le RDV a montré une activité antivirale in vitro
contre le SARS-CoV-1 et le MERS-CoV (de Wit et al., 2020) et in vivo en réduisant la
gravité de la maladie, la réplication virale et les [ésions pulmonaires chez les souris
(SARS-CoV-1) (Sheahan et al., 2017; Warren et al., 2016). Plus récemment, le RDV a
démontré une inhibition puissante de la réplication du SARS-CoV-2 dans les cellules
pulmonaires humaines et dans des cultures de cellules épithéliales primaires des
voies respiratoires (Gordon et al., 2020; Sheahan et al., 2020; M. Wang et al., 2020).
En outre, bien que des effets in vivo chez les primates non humains aient été
démontrés, un essai clinique (NCT03719586) a révélé une mortalité plus élevée
chez les patients traités par le RDV en comparaison a ceux traités par des anticorps
monoclonaux. De plus, le RDV a présenté des effets modérés et peu concluants sur
les patients atteints de cas séveres de COVID-19 (Beigel et al., 2020; Grein et al.,
2020; Wang et al., 2020).

Le favipiravir, un analogue de guanine inhibant I'activité de la RNA polymérase
virale, approuvé au Japon pour le traitement des infections par le virus influenza A,
est également actif sur de nombreux virus a ARN de polarités positives et négatives
(Flavivirus, Enterovirus, Alphavirus, Hantavirus) (Furuta et al., 2009; Sissoko et al.,
2016). Au-dela des effets antiviraux démontrés in vitro (Tulbah and Lee, 2021), le
favipiravir a récemment montré un effet in vivo sur la durée des hospitalisations en
soins intensifs des patients COVID-19 (Abdulrahman et al., 2022; McMahon et al.,
2022).

La ribavirine, un analogue nucléosidique initialement utilisée pour le traitement du
VRS et dans le traitement contre le VHC (De Clercq and Li, 2016; Feld et al., 2017) est

utilisée en Chine pour des cas de COVID-19, a une dose de 500mg, deux a trois fois
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par jour par intraveineuse, éventuellement combinée a l'interféron (Wang et al.,

\
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Figure 22 : Stratégies thérapeutiques ciblant le virus pour contrer I'infection par le SARS-CoV-2. Figure réalisée avec

BioRender.

Les antiviraux ciblant I’héte, ou HTA (« Host-Targeting Antivirals »), sont des composés visant
a inhiber les facteurs cellulaires nécessaires a I'infection (figure 23). Les cibles principales dans le
cadre de cette stratégie sont les facteurs de I’'héte impliqués dans I'infectivité et/ou la pathogenése
associée (Kash, 2009). Cette stratégie a déja été utilisée avec succés, notamment dans le
développement d’antagonistes de CCR5, le corécepteur du VIH dans les thérapies antirétrovirales
(Reeves and Piefer, 2005). On peut citer ’étude de Cameron, et al. sur le traitement par un
antagoniste de la voie CXCL10 ayant permis une réduction de la mortalité et de la sévérité des
symptomes dans un modele animal infecté par le virus Influenza H5N1 (Cameron et al., 2008; Kash

etal., 2004).

Dans le cas de SARS-CoV-1, cette stratégie thérapeutique a montré des résultats in vitro sur des
cellules épithéliales bronchiques humaines, avec un inhibiteur connu de sérine protéase

(TMPRSS2) le camostat mésylate (Kawase et al., 2012). Il était donc intéressant de tester cette
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stratégie pour contrer l'infection par le SARS-CoV-2. Bien que les résultats in vitro soient
prometteurs (Saul and Einav, 2020; Uno, 2020), peu d’essais cliniques ont montré des résultats

significatifs (NCT04353284 ; NCT04583592).

Pour finir, I'utilisation du plasma de patients convalescents (PC) s’est révélée prometteuse et
a été approuvée par la « FDA » dans le traitement de la COVID-19 (Tanne, 2020; Y. Wang et al., 2021).
En effet, le PC de patients guéris récemment du SARS-CoV-2 contient de nombreux anticorps
neutralisants ayant un potentiel pour bloquer 'infection chez un nouvel héte et surtout faciliter la
clairance virale. Cependant, les effets bénéfiques de ce traitement sont fondés sur la nature du
plasma prélevé et la standardisation des protocoles de prélévements et/ou de titration des
anticorps sont encore trés hétérogenes (Izda et al., 2021; Martinez, 2020; Peng et al., 2021). En
contrepartie, I'utilisation d’anticorps synthétiques, incluant les anticorps monoclonaux (« Mab,
monoclonal antibody ») pourrait &étre une solution adéquate : ils sont plus spécifiques, homogénes
et peuvent étre produits en grande quantité. Ils peuvent étre obtenus de plusieurs maniéres, a
partir de PC, de souris transgéniques et de clones de cellules B (Jiang et al., 2020). Aujourd’hui, le

nombre d’études concernant les anticorps neutralisants a augmenté, et cette approche fait I’objet

ANTICORPS
NEUTRALISANTS FUSION

de nombreux essais cliniques.

Liaison Liaison

TMPRSS2 / : ‘
Yy B P

Fusion INHIBITEURS PROTEASES
ACE2 ACE2 TMPRSS2 CELLULAIRES
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Figure 23: Stratégies thérapeutiques ciblant I’héte pour contrer I'infection par le SARS-CoV-2. Figure réalisée via
BioRender.

L’ensemble des molécules a potentiel thérapeutique pour lutter contre I'infection par le

SARS-CoV-2 est résumé dans le tableau 6.

69



o . | ciblesARs- R -
Nom Utilisation Pays approuvé CoV-2 Essai clinique Références
q q Lian et al., 2020
fe i i ibi ’
Ur:' b':o;"r Tr?_;tena-lj:f :Lr;s Chine et Russie Inh'z:;:;l_lr de NCT04350684 Wang et al., 2020
( (el 0) griPp Zhu et al., 2020
Inhibiteur de .
EK1C4 / i fusion / Xia et al., 2021
o Traitement contre Inhibiteur de NCT04431453 Elfiky et al., 2020
Remdesivir EBOV USA, Japon réplication NCTo4713176 Farne et al., 2020
Eavipiravi Traitement des Japon Inhibiteur de :2124332904 Farne et al., 2020
ERAILE Ly virus grippaux P réplication 4358549 Jeanetal., 2020
NCT04402203
o (. Traitement VRS et . Inhibiteur de NCT04828564 Wang et al., 2020
Ribavirine VHC Chine (COVID-19) réplication NCT04494399 Pandey et al., 2020
a Traitement HBV Inhibiteur de NCT04712357
Tenofovir et VIH Europe, USA réplication NCT04890626 DeJong etal,, 2021
A . Traitement VHC Inhibiteur de Elfiki et al., 2020
Galidesivir et Filovirus Europe réplication NCTo3891420 Taylor et al., 2021
o Roozbeh et al., 2021
Sofosbuvir Traitement VHC Europe I:E'?;E::;:e mgg“gzﬂg Nourian and Khalili, 2020
P 4450443 Chan et al., 2021
Wen et al., 2022
o o Trait t gri Inhibit NCT: !
Molnupiravir | % E;TH cgnppe USA n'; ﬁEIateaZL N CTSS"S%;? Jayk Bernal et al., 2022
P 4575584 Pourkarim et al., 2022
Traitement des o
Ebselen troubles USA rcI)ntht:;iLil: e :5244?4025 Weglarz-Tomczak et al., 2021
bipolaires, AVC P @ a 4483973
Lo.plnaw.r / Traitement VIH Europe, USA |nl?|b1te|?|r NCT04307693 Cao et al., 2020
Ritonavir protéase virale NCT04738045 Deng et al., 2020
Darunavir / i Inhibiteur NCT04252274 Elmekaty et al., 2022
Cobicistat Traitement VIH Europe protéase virale NCT04425382 Chen et al., 2020
Ritonavir [ Traitement Inhibiteur NCT05387369 Mahase, 2021
Nirmatrelvir COVID-19 Europe, USA protéase virale NCT05532852 Wen et al., 2022
NCT05386433 Najjar-Debbiny et al., 2022
Camostat Traltem,en.t des Japon, Corée du Inhlblj:eur NCT04353284 Saul and Einav, 2020
late pancréatites Sud protéase NCT04583592 Uno, 2020
AR chroniques cellulaire ’
Nafamostat Traltem’en.t des Inhlblj:eur NCT04418128 )
pancréatites, Japon protéase NCT04352400 Shrimp et al., 2020
mesylate anticoagulants cellulaire 43524

Tableau 6 : Repositionnement de molécules pour lutter contre la pandémie de COVID-19.

IV) Repositionnement thérapeutique de la desloratadine dans le cadre de la
pandémie SARS-CoV-2

Le développement de nouvelles molécules pour limiter I'infection par le SARS-CoV-2 reste
une option, car cette stratégie n’est pas assez rapide dans le cadre d’une telle émergence virale
globale. Le repositionnement de molécules déja approuvées et mises sur le marché dans le cadre
du traitement de diverses autres infections semble donc étre la meilleure option thérapeutique
dans la lutte contre le SARS-CoV-2.

Au CHU de Psychiatrie et Neuroscience de I’hopital Saint-Anne a Paris, il a été observé une

incidence moins élevée de patients symptomatiques au COVID-19 (4%) en comparaison avec le
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personnel de I’hopital (14% chez les médecins et les infirmieres) (Plaze et al., 2020; Salje et al., 2020).
Cette observation a été le point de départ de nombreuses hypothéses concernant une action
prophylactique des traitements prescrits en hdpital psychiatrique contre le SARS-CoV-2 (Javelot et
al., 2020; Villoutreix et al., 2020).

Cette hypothése coincidait avec les effets antiviraux d’une classe de composés
aromatiques dérivés de la phénothiazine : la chlorpromazine (CPZ). Depuis 1952, cette molécule est
utilisée pour le traitement des troubles psychiatriques, notamment pour des patients
schizophrenes (Bower, 1954; Hollister et al., 1955). Par la suite, les propriétés antivirales in vitro de
cette molécule ont largement été démontrées pour une grande diversité de virus a ARN ou ADN :
le virus influenza (Krizanova et al., 1982), le VIH (Hewlett et al., 1997), le virus JC («John
Cunningham Virus »), appartenant a la famille des Polyomaviridae (Pho et al., 2000), le virus de
’encéphalite japonaise, appartenant a la famille des Flaviviridae (Nawa et al., 2003), le VHC
(Blanchard et al., 2006) et les alphavirus (Pohjala et al., 2011).

De plus, Pactivité anti-coronavirus (SARS-CoV et MERS-CoV) in vitro de la CPZ a été
démontrée dans plusieurs études (Cong et al., 2018; de Wilde et al., 2014; Dyall et al., 2014).
Finalement, il a été montré que la CPZ affectait la voie d’endocytose clathrine-dépendante via son
interaction avec les dynamines (Daniel et al., 2015; Wang et al., 1993). De maniére intéressante, le
mécanisme d’endocytose clathrine-dépendant est essentiel dans la voie d’entrée («late
pathway ») des coronavirus (Burkard et al., 2014), renforcant I’intérét thérapeutique de ce type de

molécules.

La CPZ est une drogue cationique amphiphile (CAD « Cationic Amphiphilic Drug »), grande
famille de molécules incluant des antipsychotiques, des antidépresseurs, des antiarythmiques. On
notera que I’hydroxychloroquine est un CAD. Cette molécule a démontré une activité anti-
coronavirus in vitro (Gao et al., 2020; Liu et al., 2020; M. Wang et al., 2020). Bien que le mécanisme
exact d’action de la chloroquine ne soit pas connu, I’élévation du pH lysosomal semble jouer un

role clé (Liu et al., 2020).
L’ensemble de ces données suggere que des agents cationiques amphiphiles pourraient jouer

un réle antiviral dans les infections virales par leur capacité a s’accumuler dans les lysosomes et a

perturber la voie d’endocytose clathrine-dépendante (Blaess et al., 2020; Plaze et al., 2020).
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Le concept de lysosomotropisme a été introduit pour la premiére fois par De Duve en 1974 et
définit les composés capables de s’accumuler dans les lysosomes (de Duve et al., 1974). Au niveau
chimique, la plupart des médicaments qui présentent des propriétés lysosomotropes contiennent
des éléments cationiques appartenant a des groupes amines primaires, secondaires ou tertiaires
(Marceau et al., 2012).

Les agents lysosomotropiques inhibent la maturation endosomale, perturbent le trafic endo-
lysosomal et leurs effets présentent un intérét particulier dans le contexte d’infections virales
(Blaess et al., 2020; Norinder and Munic Kos, 2019). Ils possédent tous des caractéristiques physico-
chimiques similaires, a savoir une structure composée d’un cycle aromatique hydrophobe suivi
d’une chaine latérale hydrophile conférant le caractere ionisable a la molécule. L’accumulation de
ces composés a l'intérieur des endosomes (Figure 24) engendre une altération réversible des
compartiments cellulaires, a savoir I'laugmentation du volume des organelles, I’laccumulation de
diverses especes lipidiques telles que le cholestérol, la sphingomyéline, la phosphatidylsérine ou

encore la phosphatidylcholine (Anderson and Borlak, 2006; Kornhuber et al., 2010).

Extracellular environment
pH=T7.0

BH* —— B+H'

u Cytosol

+ =CAD

Figure 24 : Accumulation de molécules cationiques amphiphiles dans les endosomes/lysosomes. Les CADs sont des bases
faibles (B) et peuvent s’accumuler dans les compartiments intracellulaires acides, les membranes lysosomales sont moins
perméables aux bases protonées chargées (BH+) par rapport a la forme non chargée neutre. Cette accumulation des
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CADs dans les endosomes tardifs / lysosomes (LE/Lys) induit la création de larges vacuoles. Figure tirée de Iarticle (Salata
etal., 2017).

Plus de 50 CADs ont été identifiés pour induire la phospholipidose, c’est-a-dire ’accumulation
excessive de phospholipides dans les tissus (Tummino et al., 2021). Ce phénomeéne résulterait de
I’interaction directe des CADs avec les phospholipides membranaires, entrainant une différence de
pH et affectant la perméabilité membranaire au niveau des endosomes, ainsi que certaines
activités enzymatiques (Baritussio et al., 2001; Chatelain et al., 1985; Mitterreiter et al., 2010).

L’une des cibles principales des CADs est la sphingomyélinase acide (ASM), enzyme lysosomale
qui en réponse a certains stimuli est transloquée a la membrane cellulaire ou elle catalyse
I’hydrolyse de la sphingomyéline en céramide et phosphorylcholine. Ces derniéres participent dans
la formation de plateformes lipidiques (« lipid rafts ») utilisées lors des mécanismes d’entrée virale.
Dans des conditions physiologiques, ’ASM est ancrée a la membrane interne du lysosome, ce qui
empéche sa dégradation par des protéases. Les FIASMAs («Functional Inhibitor of Acid
Sphingomyelinase »), qui sont des CADs, ont des propriétés lipophiles et sont capables de diffuser
de maniére passive, ou via un transporteur ABCB1 localisé a la membrane du lysosome (Figure 25).
Cependant, tous les CADs n’interagissent pas avec ’ASM. L’exemple le plus concret étant la

chloroquine (Bigler et al., 2007; Salata et al., 2017).

FIASMA :
Functional
inhibitors of acid
sphingomyelinase
(ASM)

FIASMA diffusion in the
lysosome via passive
diffusion or transporter-
mediated diffusion

Functional acid

sphingomyelinase -(ASM) FIASMA
anchored to the inner .
. interference
lysosomal membrane via ASM membrane ;
electrostatic forces WithASM
. detad'fmenf an'd erBTaRE
further inactivation binding

Figure 25: Mécanisme d’action des inhibiteurs fonctionnels de la sphingomyelinase acide (FIASMA). A gauche du
schéma: en condition physiologique, ’ASM est ancrée a la membrane interne du lysosome par des forces
électrostatiques, protégeant ’ASM de la dégradation protéolytique. A droite du schéma : les FIASMAs, qui sont des
médicaments cationiques amphiphiles, diffusent dans le lysosome en utilisant le transporteur ABCB1 situé a lamembrane
lysosomale. Dans I’environnement intra-lysosomal, les médicaments deviennent protonés et augmentent le pH. Ce
phénomeéne entraine le détachement de ’ASM de la membrane interne du lysosome et sa dégradation par protéolyse.
Schéma tiré de I’article (Le Corre and Loas, 2021).
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Les programmes récents de repositionnement thérapeutique dans le cas
d’épidémies/pandémies ou de caractérisation d’infections virales ont montré que plusieurs CADs
présentaient des propriétés antivirales. Les principaux CADs approuvés par la FDA avec une activité

antivirale démontrée sont présentés dans le tableau 7 (liste non exhaustive).

L’ensemble des données de la littérature a montré que la dérégulation de la voie endosomale
et de ’lhoméostasie des lipides médiée par "accumulation des CADs dans les lysosomes et les
endosomes affectent plusieurs activités cellulaires, telles que la macro et/ou micropinocytose,
I’organisation des systémes d’invagination de la membrane et le transport vésiculaire de matériel
(Chapuy-Regaud et al., 2013; Osman et al., 2016; Pakkanen et al., 2009; Piccoli et al., 2011; Wang et
al., 1993). Ainsi, les CADs présentent des effets pléiotropes dans les cellules en ciblant plusieurs
voies cellulaires dont certaines sont importantes pour la réplication virale (Mercer and Helenius,
2012).

Afin de pénétrer dans les cellules, de nombreux virus nécessitent les fonctionnalités d’enzymes
telles que I’ASM et les cathepsines. L’ASM est notamment essentielle pour I’entrée du virus Ebola
et le virus de la rougeole (MV « Measles Virus ») dans la cellule cible (Avota et al., 2011; Miller et al.,
2012). De plus, il a déja été montré que des lipides tels que le cholestérol pouvaient jouer un réle
dans I’entrée virale, la réplication et le bourgeonnement/la sécrétion de nouvelles particules virales

(Pattanakitsakul et al., 2010; Roth and Whittaker, 2011; Yang et al., 2016).

Ainsi certains CADs présentent des activités antivirales (Tableau 7) et sont aussi utilisés

dans un large éventail de maladies humaines.

- Les antiarythmiques tels que I’amiodarone, le vérapamil ou encore le bepridil, des
inhibiteurs de canaux ioniques, ont démontré un effet antiviral sur I’entrée des Filovirus
(Ebola) (Gehring et al., 2014; Johansen et al., 2015; Salata et al., 2015), mais aussi sur le SARS-

CoV-1 et le VHC (Cheng et al., 2013; Stadler et al., 2008).

- Dés le début de la pandémie de SARS-CoV-2, la chloroquine, antipaludique utilisé contre le
parasite Plasmodium, a été mise en avant pour son potentiel antiviral. Des études
précédentes ont montré une inhibition de plusieurs virus in vitro : le VIH, le SARS-CoV, le

MERS-CoV, HCoV-0C43, les alphavirus, Ebola, le virus de la Dengue, les virus grippaux...
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(Brouwers et al., 2008; de Wilde et al., 2014; Dyall et al., 2014; Ferraris et al., 2015; Kaptein

and Neyts, 2016; Keyaerts et al., 2009; Wang et al., 2015; Yan et al., 2013).

- La chlorpromazine (CPZ), un des premiers médicaments psychotropes qui s’est révélé
efficace contre la schizophrénie, a démontré son effet antiviral contre les virus Ebola, le
MERS-CoV et les adénovirus (Bhattacharyya et al., 2010; de Wilde et al., 2014; Diaconu et
al., 2010; Dyall et al., 2014). Enfin, "observation de I'incidence plus faible des patients en
service psychiatrique suggére que la CPZ pourrait avoir un effet antiviral contre le SARS-

CoV-2 (étude ReCoVery) (Plaze et al., 2021, 2020).

En conclusion, I’évaluation du repositionnement thérapeutique des CADs en culture cellulaire
puis dans un modéle animal semble nécessaire avant de proposer un essai clinique chez les patients
humains infectés par le SARS-CoV-2. L’avantage non négligeable de I’étude de ces molécules
provient de leur utilisation a long terme sur un nombre important de patients: leur profil
pharmacologique et de toxicité est donc bien connu. Le repositionnement de ces drogues, surtout
dans le cas d’émergence ou réémergence virale, constitue une approche thérapeutique
intéressante. Cette méthode a déja été utilisée dans le cas de I’épidémie d’Ebola en 2013, menant
a la mise en place d’un essai clinique en quelques mois (NCT02307591) (Dyall et al., 2014; Salata et

al., 2017, 2015).
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NI [RIE5 EADs EMRIUICTIURE ACTIVITE UTILISATION

MOLECULAIRE ANTIVIRALE MEDICALE REFERENCES
Filovirus Cehring et al., 2014
Amiodarone Virus Ebola Salata et al,, 2015

Antiarythmique de

VHC classe IlI Stadler et al., 2008
SARS-CoV Cheng et al., 2013
Bepridil Virus Ebola Antagoniste des Johansen et al., 2015
canaux calciques
r— Filovirus
HN—<_\—NL HCoV-0C43
Chloroquine \_ KSHV Antipaludique
N MERS-CoV (traitement de la
SARS-CoV malaria) Akpovwa, 2016
cl SARS-CoV-2 Savarino et al., 2003
on Liu et al., 2020
I Virus de la Dengue Traitement de la Askarian et al., 2022
" - N~ de type 2 polyarthrite
e N KHSV rhumatoide et du
o W SARS-coV-2 lupus érythémateux
. X HNJ\/\/IL/\/ Dengue de type 2 Johansen et al., 2015
Quinacrine o Virus Zika Anti-protozoaire Balasubramanian et
- O \ Ebola virus al,, 2017
N/ Cl
i Daniel et al., 2015
(r =~ CCHFV Ferraris et al., 2015
. ( o MERS-CoV Anti-psychotique De Wilde et al., 2014
Chlorpromazine SARS-CoV Dyall et al., 2014
QSD/ SARS-CoV-2 Plaze et al., 2021,
2020

<X

Sertraline V"'ZJS El_oola Antidépresseur Johansen et al., 2015
[¢] N Rhinovirus

SARS-CoV Modulateur sélectif Dyall et al., 2014

MERS-CoV des récepteurs des | 5 \ijde et al., 2014
oestrogenes

Tamoxiféne

(ﬂw Antidépresseur,
= = SARS-CoV-2 inhibiteur non

Amitriptyline Virus Ebola sélectif de la Crassme et al., 2005
" Rhinovirus recapture de la
monoamine
L. O Virus Ebola Inhibiteur compétitif Johansen et al., 2015
Torémiféne G 7z ‘ MERS-CoV du récepteur des De Wilde et al., 2014
O O o~ SARS-CoV cestrogénes Dyall et al., 2014

Antidépresseur,

K o
-~ . o - .
Fluoxetine @ SARS-CoV-2 '"Ig"r’::'a‘gtzer'eegte'flge Hoertel et al., 2021
F

F sérotonine

/\ﬂ/\ Antidépresseur,
kt)\N/’\/,,/ inhibiteur non
Imipramine KL Virus Ebola sélectif de la Carette et al., 207
recapture de la
N monoamine.

Tableau 7 : Liste des principaux « CADs » ayant une activité antivirale connue sur plusieurs virus de familles
différentes.
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Objectifs & problématiques

Au cours de cette thése, nous avons étudié I'interaction hote-virus entre le SARS-CoV-2 et
les cellules épithéliales nasales des voies respiratoires humaines, qui constituent le site de primo-
infection chez un nouvel héte (Zhou et al., 2020; N. Zhu et al., 2020). En collaboration avec ’équipe
du Pr. Bruno Louis (Eqg. 13, IMRB), des cellules épithéliales nasales humaines (CENHs) ont été
différenciées a partir de polypectomies (Coste et al., 2000), c’est-a-dire aprés chirurgie endo-
nasale, chez des patients atteints de polypose. Les CENHs cultivées a l'interface air-liquide
produisent du mucus au péle apical, qui contient des quantités élevées de petites vésicules

extracellulaires (mu-sEVs « small extracellular vesicles »).

Dans le contexte de la pandémie de SARS-CoV-2, les objectifs de la premiere partie de la Thése ont

été de:

- Caractériser les sEVs et IEVs produites dans le mucus par des CENHs de plusieurs patients,
- Evaluer I'effet des mu-sEVs sur I'infection par le SARS-CoV-2,

- Etudier les mécanismes moléculaires sous-jacents impliqués.

La seconde partie de la Thése s’est focalisée sur le repositionnement thérapeutique de
molécules CADs, « FDA-approved », pour répondre a la pandémie de SARS-CoV-2. En collaboration
avec le Pr. Jamain et le Pr. Vaugeois. Nos objectifs étaient de :

1) Evaluer I’effet antiviral des composés CADs,

2) Caractériser I’effet anti-coronavirus d’un CAD, la desloratadine (DSD),

3) Caractériser la relation structure/activité,

4) Déterminer I’étape du cycle viral ciblée par la DSD,

5) Evaluer P’activité antivirale de la DSD dans des cellules épithéliales nasales humaines.
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Matériel et méthodes

1) Culture cellulaire

Les cellules VERO-E6 (ATCC, CRL-1586), lignée cellulaire de rein de singe vert Africain, ainsi
que des fibroblastes issus de poumon de foetus humain MRC-5 (ATCC, CCL-171) ont été maintenues
dans du milieu de culture Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM ; ThermoFischer Scientific,
Waltham, MA, USA) supplémenté avec 50 Ul/mL de pénicilline, 100 pg/mL de streptomycine, 10%

de sérum de veau foetal (SVF) et 0,1 ug/mL de fungizone (ThermoFischer Scientific).

Les cellules Calu-3 isolées de cancer de poumon humain (ATCC, HTB-55), les cellules HRT-18
(ATCC-CCL-244) isolées du gros intestin d’un patient atteint d’adénocarcinome et les cellules VCaP
(« vertebral-cancer of the prostate cells », ATCC Manassasn Virginia, USA) ont été maintenues dans
le méme milieu DMEM supplémenté respectivement en acides aminés non essentiels (NEAA,
ThermoFischer Scientific) ou 10% de bicarbonate de sodium (Gibco™) ou 2 nM de DHT (R&D

Systems, Minneapolis, Minnesota, USA).

Les cellules primaires épithéliales nasales humaines (CENHs) ont été obtenues a partir de
déchets chirurgicaux provenant de polypectomies nasales ou éthmoidectomies de patients
atteints de rhino-sinusite chronique.

Les patients ont été inclus de maniére prospective, en accord avec le Comité de Protection
des Personnes (IDF X 2016-01-01) et aprées accord de participation. La technique de mise en culture
primaire des CENHs a été mise en place par ’équipe 13 de 'lMRB (Pr. B. Louis). Cette méthode
permet d’obtenir un épithélium pluristratifié, cilié et sécrétoire dont les caractéristiques
morphologiques et fonctionnelles sont proches de celles observées in vivo.

Le protocole de culture des CENHs comprend 5 étapes clés :

1) Transport du bloc jusqu’au laboratoire : aprés résection chirurgicale, les polypes sont
placés dans un milieu de transport (milieu de base avec double dose d’antibiotiques) et

conservés a 4°C pour éviter toute détérioration du tissu.
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2)

3)

4)

5)

Dissociation cellulaire : les polypes sont ensuite isolés par aspiration de leur milieu de
transport et rincés dans un milieu tampon PBS (Phosphate Buffered Saline, Life
Technologies) contenant du DTT (5 nM; dithiothéitol, Sigma) permettant I’élimination du
mucus et des caillots de sang. S’ensuit une digestion enzymatique de 18H a 4°C dans du
milieu de base contenant une protéase (Pronase 0,1% ; Sigma).

Mise en culture : apres digestion enzymatique, le milieu d’ensemencement (milieu de base
supplémenté de 5% de SVF et de 1% d’acides aminés non essentiels) est ajouté, volume a
volume, afin d’inhiber les effets de la pronase. Les cellules dissociées sont récupérées par
filtration et centrifugation a 1500 tr/min pendant 7 minutes. Le surnageant n’est pas
conservé, seul le culot cellulaire contient les cellules qui vont étre dissociées par I’action de
Trypsine-EDTA Solution 10X (Life Technologies). L’inactivation de la trypsine se fait par
I’ajout du méme volume de milieu d’ensemencement. Les cellules sont centrifugées puis
comptées sur cellule de Malassez pour étre ensemencées sur des filtres de 1 cm? (pores de
0,4 pm) montés dans des inserts Transwell (Costar) en plaques 12 puits. Avant tout
ensemencement, chaque Transwell a été recouvert d’'une couche de collagene IV déposée
par sédimentation (10 a 20 pg par cm?). Aprés comptage, 1 million de cellules sont
ensemencées a la surface apicale du filtre. Ces cellules sont maintenues dans un milieu de
nutrition de base additionné d’Ultroser-G (Pall France) a 2%, un substitut de SVF. Au péle
basal, 1 mL de milieu de nutrition est ajouté.

Mise en interface : aprés 24H de culture en immersion, le milieu de culture est aspiré,

éliminant ainsi les cellules non adhérentes a I'insert, et les cellules adhérentes sont lavées
avec du PBS.

Entretien : le milieu de nutrition de base est remplacé par du milieu de nutrition
PneumaCultTM-ALI (StemCell Technologies, Canada) et les cellules sont maintenues en
culture a 37°C dans un incubateur avec 5% de CO2. Quotidiennement, les cellules sont
observées au microscope pour suivre la formation de I’épithélium nasal. Toutes les 48H, le
milieu de nutrition est changé du c6té basal. La différenciation en épithélium cilié et
sécrétoire s’effectue en 21jours et cet épithélium peut étre cultivé jusqu’a 3 mois. Afin de
suivre la confluence et la perméabilité de I’épithélium, Iutilisation de ’EVOM (« Epithelial
Volt/Ohm Meter »), permettant le calcul de la résistance trans-épithéliale en Ohms, est

nécessaire.
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SARS-CoV-2 (souche Wuhan - M80)

Un échantillon de virus obtenu a partir d’'un écouvillon nasopharyngé de patient prélevé a
I’hopital Henri Mondor en mars 2020, a été utilisé pour infecter des cellules VERO-E6 dans du milieu
DMEM supplémenté (2% de SVF, 100 pg/mL streptomycine, 50 Ul/mL pénicilline et 0,1 pg/mL
fungizone) pendant 4H, sous agitation a 37°C, en laboratoire de confinement L3. Les cellules ont
ensuite été rincées au PBS, puis du milieu de culture a été ajouté. Trois jours plus tard, le surnageant
contenant le virus SARS-CoV-2 a servi pour réinfecter de nouvelles cellules jusqu’a I’obtention d’un

stock final de 250 mL de virus (~2,04x10% TCIDso/mL).

SARS-CoV-2 (variant Alpha)

Le méme protocole a été utilisé pour amplifier le variant Alpha du virus SARS-CoV-2, a partir
d’un échantillon de patient de I’"H6pital Henri Mondor, en utilisant des cellules Calu-3 pour la

constitution d’un stock de virus (~ 1x10% TCID50/mL).

Amplification des souches HCoV-229E et HCoV-0C43

La souche HCoV-229E a été fournie par le Pr. Astrid Vabret (CHU Caen, France), la souche
HCoV-0C43 a été fournie par PATCC (VR-1558). La souche HCoV-229E a été amplifiée en cellules
MRC5 (RD-Biotech, Besancon, France) a 36 doublements et la souche HCoV-0OC43 en cellules HRT-
18 (ATCC, CCL-244). Le méme protocole a été utilisé pour les deux souches. Les cellules
correspondantes ont été ensemencées dans des flasques T75 (75 cm3). Lorsque la culture a atteint
90% de confluence, les cellules ont été infectées avec 5 mL de virus (stock antérieur du laboratoire)
dilués au % dans du DMEM supplémenté avec 2% de SVF, 100 pg/mL de streptomycine, 50 Ul/mL de
pénicilline et 0,1pug/mL de fungizone, pendant 4H a 35°C, 5% de CO2, sous agitation. Aprés 4H, le
méme volume d’infection a été ajouté au milieu. Au bout de 72H, 90% des cellules avaient été lysées
et le surnageant contenant le virus a été récupéré, centrifugé 5 min a 300g pour éliminer les débris
cellulaires. Les 10 mL finaux récupérés ont ensuite été utilisés pour réinfecter de nouvelles cellules
jusqu’a atteindre un stock de 250 mL de virus (~2,0x10°> TCIDso/mL pour le HCoV-229E ; ~1,0x10°

TCIDso/mL pour le HcoV-0C43).
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Les stocks viraux ont tous été aliquotés et placés dans des congélateurs a -80°C pour conservation

along terme.

I) Biologie moléculaire

Extraction d’ARN a partir de surnageants de culture

Les surnageants de culture ont été récupérés et lysés dans 560 pL de tampon AVL. Pour
purifier ’ARN viral sécrété au cours des différentes infections, nous avons utilisé le kit QIAmp Viral

RNA Mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany) selon les recommandations du fournisseur.
Extraction d’ARN intracellulaire

Afin de purifier PARN viral produit dans les cellules infectées, le kit RNeasy Mini kit
(QIAGEN, Hilden, Germany) a été utilisé apres une lyse préalable des cellules dans 350 pL de
tampon RLT. Pour les études concernant le repositionnement thérapeutique des CADs, le kit “SV96

Total RNA isolation System” (Promega) a été utilisé selon le protocole indiqué par le fournisseur.

L’étape de transcription inverse des ARN viraux et cellulaires a été réalisée avec le kit “High
Capacity cDNA Reverse Transcription kit” (ThermoFischer Scientific). Les ADN complémentaires
(ADNc) ainsi obtenus ont été analysés par PCR quantitative en temps réel avec des amorces
spécifiques de chaque virus étudié (tableau 8) avec le kit TagMan Gene Expression Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), selon les recommandations du fournisseur.

Le kit Promega (GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR, A6121, Promega) a également été utilisé. Les RT-
gPCR ont été effectués avec I'appareil QuantStudio 5 Real-Time PCR system (ThermoFischer
Scientific). La réplication virale du SARS-CoV-2 a été quantifiée par la méthode des DDCt. Tous les

échantillons d’ARN intracellulaires ont été normalisés avec les endogeénes GAPDH ou 18S.
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VIRUS Amorce sens Amorce anti-sens Sonde FAM

SARS-CoV-2 5-ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT-3' | 3"-ATATTGCAGCAGTACGCACACA-5' 5'-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BHQ1-3"

HCoV-229E 5"-CGCAAGAATTCAGAACCAGAG-3 5-GGGAAGTCAGGTTCTTCAACAA-3' 5'-FAM-CCACACTTCAATCAAAAGCTCCCAAAT-
TAMRA-3’

HCoV-0C43 5-GTGGTTTTGCTGTTTATGTTAAGT-3’ 5-AGATATTATTTCTCAACAATGCGG-3' 5"-FAM-AATTACCGACTGCCATCAACCCAA-TAMRA-

3

Tableau 8 : Amorces et sondes utilisées pour la RT-qPCR

1) Biochimie

Les échantillons cellulaires sont lysés dans un tampon EZ Buffer contenant 20 mM de Tris-
HCL, 100 mM de Nacl, 1 mM d’EDTA, 0,5% de NP40 et 10% de glycérol. Les lysats protéiques ainsi
obtenus sont mélangés avec du tampon de charge (4X Applied Biosystem), avec ou sans agents
réducteurs en fonction des anticorps utilisés (Tableau 2). Avant dép6t des échantillons sur des gels
NuPage 4-12% Bis-Tris gel (ThermoFischer Scientific), les échantillons sont dénaturés a 95°C pendant
10 minutes. Une migration de 1H30 a 130V, dans du tampon SDS MES Running Buffer (ThermoFischer
Scientific) est alors réalisée, puis les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose
de 0,45 pm (ThermoFischer Scientific) pendant 1H en milieu liquide dans du tampon de transfert
(25 mM Tris Base, 192 mM Glycine, 20% éthanol pur RPE) 1X a 4°C a 0,3 A. Par la suite, la membrane
est saturée avec une solution de 5% de sérumalbumine bovine (BSA, Euromedex, France). Enfin, la
membrane est incubée la nuit a 4°C, sous agitation, en présence d’un anticorps primaire (tableau
9), puis rincée avec du TBS 1X (Tris Buffered Saline) supplémenté de 0,1% de Tween. La membrane
est ensuite incubée avec les anticorps secondaires pendant 1H a température ambiante (tableau
10), puis lavée 3 fois au TBS 1X 0,1% Tween avant d’étre incubée avec le « ECL Select Western
Blotting Detection Reagent, Amersham” (GE Healthcare). La membrane est enfin révélée avec une

caméra ImageQuant Las4000 (GE Healthcare).

Les cellules sont ensemencées dans des « Labtek Permanox » de 8 puits (Sigma-Aldrich,
Saint-Louis, Etats-Unis). Chaque puits est ensemencé avec 30 000 cellules VERO-E6 puis infecté a
M.O.I (Multiplicity Of Infection - Multiplicité d’infection) de 1 pendant 24H. Les cellules sont ensuite
lavées avec du PBS +/+ (avec Ca2+ et Mg2+) et fixées au Paraformaldéhyde 4% (PFA, ThermoFischer
Scientific) pendant 10 minutes a I’abri de la lumiére a température ambiante. Apres trois lavages

au PBS +/+, les « labtek » sont perméabilisées et saturées avec une solution 5% de BSA Fraction V,
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10 mg/mL, Triton X-114 0,3%, dans du PBS +/+, a 37°C en chambre humide pendant 1H. Aprés 3 lavages
au PBS +/+, les cellules sont incubées avec I’anticorps primaire d’intérét a 4°C pendant la nuit. Le
lendemain, apres 5 lavages au PBS +/+, I’anticorps secondaire est mis au contact des cellules
pendant 1H, en chambre humide a 37°C. Enfin, apres lavages au PBS +/+, les cellules sont incubées
avec du DAPI puis rincées et enfin montées entre lames et lamelles avec du Fluoromount-G

(ThermoFischer Scientific). Les cellules ont été observées avec un microscope a fluorescence

(Zeiss, Oberkochen, Allemagne).

Protéine détectée Référence Espéce Dilution
ARN double brin Scicons J2 Souris 1/400
SARS-CoV-2 N Genetex 135357 Lapin 1/1000
S1 Spike SARS-CoV-2 Thermofisher Scientific PA5-81795 Lapin 11000
TMPRSS2 Abcam 109131 Lapin 1/1000
ACE-2 Abcam 15348 Lapin 11000
TSG101 Abcam Ab83 Souris 11000
cD63 Abcam 59479 Souris 11000
CD81 Abcam 79559 Souris 1/1000
CDg Abcam 92726 Lapin 1/1000
Alix Abcam 117600 Souris 11000
Alpha-tubuline Abcam 24610 Souris 1/1000
Tableau 9 : Liste des anticorps primaires utilisés en Western-Blot et en Immunofluorescence
Espéce reconnue Référence Dilution Espéce
Lapin-HRP ThermoFischer 1/10000 Chevre
Souris-HRP ThermoFischer 1/10000 Chévre
Souris AlexaFluor 488 ThermoFischer 1/400 Chévre
Lapin AlexaFluor 594 ThermoFischer 1/400 Chévre

Tableau 10 : Liste des anticorps secondaires utilisés en Western-Blot et immunofluorescence

Apreés infection des CENHs, les puits contenant I’épithélium nasal sont lavés au PBS +/+ et
fixés avec du paraformaldéhyde 10% pendant 12 heures. Chaque membrane est ensuite découpée

afin de dégager I’épithélium de son support, puis plongée dans du Formol dans une cassette. Les
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épithéliums sont envoyés au service d’anatomopathologie de I’Hépital Henri Mondor ou ils sont
inclus en paraffine puis découpés en portions de 4 ym d’épaisseur.

Chaque lame obtenue peut servir pour effectuer une immunohistochimie. Les échantillons
sont déparaffinés dans des bains successifs de xylene puis d’éthanol, réhydratés dans de I’eau, et
traités avec une solution « Antigen Retrieval » (« citrate buffer (Vektor) »). Enfin, les épithéliums
peuvent étre saturés a I'aide d’une solution de BSA a 5%, et le méme protocole que pour

Pimmunofluorescence est suivi.

Afin d’évaluer la toxicité des composés utilisés, des cellules VERO-E6 ont été ensemencées
en plaques 96 puits a hauteur de 5000 cellules par puits et mises en culture pendant 24H. Les
molécules d’intérét sont ensuite mises au contact des cellules, en gamme de concentrations,
pendant 48H, afin de mimer la durée des traitements sans infection. La viabilité cellulaire a été
déterminée en utilisant un test MTS (« [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-
(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt; MTS] »). Cette méthode colorimétrique réunit deux
composés, le tétrazolium et le méthosulfate de phénazine (« PMS, phenazine methosulfate »), qui
ensemble produisent le Formazan. Apres lecture de I’'absorbance a 490 nm a I'aide d’un
spectrophotometre, la quantité de formazan est proportionnelle au nombre de cellules vivantes

en culture.

IV) Caractérisation de I’activité antivirale de molécules CADs « FDA-
approved »

Des cellules VERO-E6 ont été ensemencées dans des plaques 48 puits a raison de 30 000
cellules par puits pendant 24H. Lorsque les cellules atteignent 80% de confluence, elles sont
infectées par le virus M80 - SARS-CoV-2 a une M.O.l de 0,2, pendant 2H en présence de 10pM de
composés. Apres 48H d’infection, ’ARN du SARS-CoV-2 est extrait des cellules et du surnageant et

quantifié par RT-qPCR en utilisant la technologie Tagman. La quantité d’ARN relative du SARS-CoV-
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2 est déterminée en fonction des concentrations des composés. Les graphiques ont été réalisés

grace au logiciel SigmaPlot v11 software.

Le méme protocole a été utilisé en ce qui concerne les infections par les virus HCoV-229E
(MOl de 0,5) en cellules MRC5 et le virus HCoV-OC43 (MOI de 0,5) en cellules HRT-18. L’ARN viral a

été extrait des cellules et quantifié par RT-qPCR aprés 24H d’infection.

RT-qPCR

Des cellules VERO-E6 ont été ensemencées a hauteur de 30 000 cellules par puits dans des
plaques de 48 puits pendant 24H. Puis, les cellules ont été infectées a une MOI de 0,2 pendant 2H
en présence de concentrations croissantes de composés. Les ARN ont été extraits du surnageant

et des cellules puis I’ARN viral a été quantifié par RT-qPCR 48H post-infection.

Immunofluorescence

En suivant le protocole d’immunofluorescence détaillé ci-dessus, des cellules VERO-E6 ont
été infectées par la souche M80 du SARS-CoV-2 a une MOI de 1 pendant 24H en présence de

concentrations croissantes de composés CADs.

Des cellules VERO-E6 ont été ensemencées 24H avant infection a raison de 30 000 cellules
par puits dans une plaque de 48 puits. Les composés d’intérét ont été ajoutés a des concentrations
de 5 ou 10 pM, 3H avant, pendant I'infection, ou 3H, 6H ou 9 H post-infection. L’effet antiviral a été

mesuré 48H post-infection par RT-qPCR.

Des cellules VERO-E6 ont été ensemencées a hauteur de 30 000 cellules par puits dans des
« Labtek Permanox » 24H avant infection. Le composé a été ajouté au moment de I'infection et
laissé pendant 2H ou durant la totalité de I’expérience (9H). L’effet antiviral a été mesuré par

immunofluorescence a l'aide d’un anticorps dirigé contre I’ARN double-brin du virus. La
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quantification du nombre de cellules infectées par rapport au nombre total de cellules a été
calculée a partir de photos prises au microscope électronique Zeiss, sur 5 champs différents

contenant approximativement le méme nombre de cellules par puits.

Aprés 4 semaines de culture, les cellules épithéliales nasales primaires peuvent étre
infectées. Pour cela, la souche M80 du SARS-CoV-2 a été diluée au 1/10e et 20 pL de virus a été
ajouté sur le pdle apical de I’épithélium goutte a goutte. L’épithélium a été infecté pendant 4H, en
I’absence ou en présence de composés déposés aux poles apical et basal, puis lavé avec du PBS -/-
. Afin d’évaluer la cinétique d’infection de cet épithélium, le pdle apical a été lavé toutes les 24H
avec 200pL de PBS -/- pour récupérer la production virale. Ces surnageants sont ensuite lysés, les
ARN extraits et ’ARN viral spécifiquement quantifié par RT-qPCR a différents points de cette

cinétique.

V) Réle proviral des petites vésicules extracellulaires de CENHs dans
I’infection a SARS-CoV-2

La préparation des vésicules a été réalisée en collaboration avec "équipe 13 (TrepCa),
adaptée d’une étude précédente (Ludwig et al., 2018). Dans notre étude, la purification des petites
vésicules extracellulaires de VCaP a été effectuée par centrifugation différentielle du milieu de
culture et utilisation de PEG (Polyéthyléne Glycol), et par centrifugation différentielle pour les sEVs

issues du mucus des CENHs.

Pour les vésicules issues des cellules de cancer de la prostate (VCaP), environ 1,5 L de milieu
a été collecté et centrifugé deux fois a 2000 x g pendant 20 minutes. Aprés centrifugation, 10% de
PEG 6000 et 75 nM de NaCl sont ajoutés aux surnageants. Apres incubation a 4°C toute la nuit, les
échantillons sont centrifugés de nouveau a 2000 x g pendant 20 minutes a 4°C. Les culots,
contenant les vésicules, sont récupérés et dissous dans 0,9% de NaCl toute la nuit, puis centrifugés
a 16,500 g pendant 20 minutes a 4°C. Par la suite, les surnageants sont collectés et centrifugés a

100 000 X g pendant 90 minutes a 4°C. Afin d’éliminer les résidus de PEG, les sEVs sont rincées une
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fois avec 0,9% de NaCl et centrifugées de nouveau a 100 000 x g pendant 9o minutes a 4°C pour
étre finalement resuspendues dans 0,9% de Nacl.

La préparation des sEVs produites dans le mucus de cellules épithéliales nasales humaines
a étéréalisée a partir d’environ 5 mL d’échantillon provenant de patients distincts. Les échantillons
biologiques ont été centrifugés a 2000 x g pendant 20 minutes a 4°C, puis les surnageants obtenus
ont été de nouveau centrifugés a 16 500 x g pendant 20 minutes a 4°C. Apreés élimination du culot,
les surnageants sont ultracentrifugés a 100 000 x g pendant 9o minutes a 4°C. Les culots contenant
les vésicules sont rincés avec du NaCl 0,9% et centrifugés a 100 000 x g pendant 9o minutes a 4°C.
Tous les échantillons de vésicules sont ensuite conservés a -20°C a court terme ou -80°C pour le

long terme.

Afin d’observer la morphologie des sEVs sécrétées dans le mucus par des CENHs, un
échantillon dilué au 1/50 dans du PBS a été analysé par microscopie électronique a transmission, en
collaboration avec I’Institut de Chimie et des Matériaux Paris-Est (ICMPE), CNRS UMR7182. Les
échantillons (3 pL) sont préparés et déposés sur des grilles en cuivre, séchés a température
ambiante puis colorés avec 1% d’acétate d’uranyle. La morphologie des vésicules a été étudiée par
microscopie électronique a transmission (Tecnai F20 Microscope, FEI Company, Hillsboro, Oregon,

USA).

La concentration et la taille des vésicules a été mesurée grace a la technologie TRPS
(«Tunable Resistive Pulse Sensing») en collaboration avec I’équipe TrePCa, en utilisant
Pinstrument Gold gNano (Izon Science, Medford, Massachusetts) permettant de mesurer les
propriétés de nanoparticules suspendues dans des électrolytes, a I’aide du logiciel « Izon Control
Suite » (software version V3.4.2.44).

Les vésicules provenant des VCaP ont été analysées en utilisant des nanopores NP150,
étirés 47,5 mm sous un voltage de 0,7 mV a une pression de 7-10 mbar, quant aux vésicules
provenant du mucus de CENH, les nanopores NP150 sont étirés sur 51 mm sous un voltage de 0,48
mV et une pression de 5 mbar. La calibration a été effectuée en utilisant des billes de polystyrene

carboxylées. Chaque échantillon de vésicules contenant un minimum de 500 particules a été
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compté en triplicata, et les datas collectées ont été analysées en suivant les instructions du

fabricant.

Résultats

A) Réle proviral des petites vésicules extracellulaires dérivées de cellules
épithéliales humaines respiratoires dans I'infection par le SARS-CoV-2

En collaboration avec I’équipe du Pr Vacherot, nous avons émis ’hypothése de la présence
de vésicules extracellulaires au niveau du site de primo-infection du SARS-CoV-2 qui pourraient
jouer un réle dans le cycle de vie de ce virus. Le but principal de ce travail a donc été de caractériser
la composition des sEVs produites au pdle apical de I’épithélium nasal humain et d’évaluer leur(s)
role(s) potentiel(s) dans Iinfection par le SARS-CoV-2.

En collaboration avec I’équipe du Pr. B. Louis (équipe 13, IMRB) composée de chirurgiens
ORL, nous avons obtenu des cellules épithéliales nasales primaires humaines (CENHs) provenant
de polypectomies issues de chirurgie endo-nasale de plusieurs patients (Bequignon et al., 2019;

Coste et al., 2000).

Le mucus produit au niveau de I’épithélium nasal humain constitue la premiére barriére de
défense de I'organisme contre le SARS-CoV-2. Afin d’évaluer le réle du mucus dans I’infection par
le SARS-CoV-2, nous avons infecté les CENHs (avec ou sans mucus) avec 20 pL d’inoculum de SARS-
CoV-2(~2,04 x 10* TCID50/mL). Nous avons observé une diminution de la réplication virale 72H apres
infection (figure 1A). Ces résultats suggeérent que le mucus contient des éléments favorisant

Iinfection de CENHs par SARS-CoV-2.

Afin de démontrer la présence des EVs dans le mucus, nous avons effectué une purification
par ultracentrifugation différentielle. En moyenne, des particules d’un diamétre de 150 nm
correspondant a la taille des petites VEs (mu-sEVs) et de forme discoide ont été trouvées. La
caractérisation de ces vésicules par Western-Blot a montré la présence de plusieurs marqueurs
vésiculaires : CD9 a la surface membranaire des vésicules, TSG101 (« Tumor Susceptibility Gene 101
protein ») et Alix (« ALG-2-interacting protein X »), ainsi que des facteurs d’entrée du SARS-CoV-2:
ACE2 et TMPRSS2. Ces facteurs indiquent que les CENH produisent du mucus contenant des

vésicules extracellulaires portant ACE2 et TMPRSS2.
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L’évaluation de 'effet des EVs sur 'infection a montré un réle proviral important des mu-
sEVs a des concentrations physiologiques. Les résultats ont montré que le niveau de production
d’ARN du SARS-CoV-2 le plus élevé est observé lorsque les CENHs ont été infectées par des
particules virales pré incubées avec des mu-sEVs, en présence du mucus de la cellule réceptrice

(Figure 2B).

En raison des quantités limitées de mu-sEVs produites par les CENHs, une lignée cellulaire
VCaP, exprimant des niveaux élevés de TMPRSS2, tant au niveau ARNm que protéines (F. Li et al.,
2021), a été utilisée. La caractérisation compléte de ces vésicules a été effectué par Western-Blot
et a montré la présence des marqueurs vésiculaires sur les VCaP-sEVs : CD9, CD81, CD63, TSG101,
Alix et des facteurs d’entrée du SARS-CoV-2 (ACE2 et TMPRSS2 forme entiére et forme clivée
active) (figure S4B). De la méme maniére que les mu-stVs, la production d’ARN du SARS-CoV-2 au
pole apical des CENHs est améliorée lorsque les particules virales sont pré-incubées avec les VCaP-
sEVs. Afin d’élucider les mécanismes par lesquels les mu-sEVs facilitent I'infection par le SARS-CoV-
2, nous avons donc choisi d’utiliser les VCaP-sEVs.

Nous avons testé in vitro différents modeles de lignées cellulaires pour leur infection par
SARS-CoV-2, notamment les cellules Calu-3 (dans lequel le virus rentre préférentiellement par la
fusion membranaire), les cellules VERO-E6 et As549 (dans lesquelles le virus rentre
préférentiellement par la voie endosomale). Les résultats obtenus montrent que la pré-incubation
de particules virales et de VcaP-sEVs favorise I'infection de cellule Calu-3 uniquement (figure 3A).

Afin d’évaluer si les VCaP-sEVs favorisent I"étape d’entrée du SARS-CoV-2, nous avons
effectué une expérience de temps d’ajout (figure S5). Les résultats ont montré une amélioration
de P’infection lorsque les VcaP-sEVs sont pré-incubées avec le virus ou sont ajoutées au moment de
P’infection, mais pas lorsqu’elles ont été ajoutées 2H apres infection. Ces résultats indiquent que
les VCaP-sEVs facilitent une étape précoce du cycle viral, probablement I’entrée.

Afin de déterminer si I'intégrité des protéines de surface est nécessaire pour que les VCaP-
sEVs exercent leur fonction provirale, des particules de SARS-CoV-2 ont été incubées avec des
VCaP-sEVs intactes ou préalablement traitées a la protéinase K (PK). Ce traitement a montré que
I’intégrité des protéines des sEVs accessibles en surface, y compris ACE2, est obligatoire pour que
les vésicules exercent leur effet proviral dans les cellules permissives.

Nous avons montré en cellule Calu-3 que I'inhibition de TMPRSS2 cellulaire par le camostat

(10 uM) réduisait I'infection par SARS-CoV-2 indépendamment de la pré incubation du virus avec
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les VCaP-sEVs. Ceci suggere donc un rdle essentiel de TMPRSS2 cellulaire pour I’entrée virale dans
nos conditions expérimentales.
Pour mieux comprendre le réle de I’activité vésiculaire de TMPRSS2 pendant I'infection par
le SARS-CoV-2, une analyse par western-blot de la dynamique des clivages de la protéine spike a
différents temps apres incubation avec les VCaP-sEVs en ’absence ou en présence de camostat
mésylate (100 uM), a été réalisée (figure 5B). La pré-incubation des VCaP-sEVs avec le virus
engendre un clivage de spike au niveau du site S1/S2 qui est inhibé par le camostat mésylate. De la
méme maniere, cette expérience a été réalisée avec les mu-sEVs incubées avec la souche
ancestrale (Wuhan) et la souche alpha du SARS-CoV-2 et a révélé un clivage efficace de Spike en
S1/S2, démontrant le réle de TMPRSS2 vésiculaire dans I’activation du virus.
L’ensemble de ce travail a permis la publication d’un article dans « Journal of Extracellular

Vesicles ».
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indicate that prefusion Spike priming by mu-sEVs in the nasal cavity plays a role in
viral tropism. They also show that nasal mucus does not protect from SARS-CoV-2
infection, but instead facilitates it.

KEYWORDS
human nasal epithelial cells, SARS-CoV-2, small extracellular vesicles, Spike prefusion priming, TMPRSS2

1 | INTRODUCTION

The emergence in December 2019 in Wuhan, Hubei province, China (Zhou et al., 2020; Zhu et al., 2020) and the rapid spread
of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has been responsible for a worldwide pandemic that cre-
ated a global sanitary, economic, political, and social crisis. As of July 20, 2022, coronavirus disease 2019 (COVID-19) has been
responsible for at least 569,898,918 cases and 6,392,173 deaths worldwide (https://www.worldometers.info/coronavirus/).

The most common clinical presentation of COVID-19 includes fever, cough, shortness of breath and/or sputum produc-
tion. COVID-19 may lead to respiratory failure and acute respiratory distress syndrome (ARDS). Infected patients often report
symptoms that suggest the involvement of organs outside of the respiratory tract, including signs of haematological, cardiovascu-
lar, renal, gastrointestinal, hepatobiliary, endocrinological, neurological, ophthalmological and/or dermatological involvement
(Guptaetal.,2020). Loss of taste and smell has been considered as afrequent feature of COVID-19 (Menni et al., 2020), as a result
of smell receptor alteration, as previously observed with other respiratory viruses (Hopkins et al., 2020). Nevertheless, this symp-
tom has become rarer with more recently emerged viral variants. Thus, although the main site of SARS-CoV-2 infection remains
the epithelial mucosa of the upper respiratory tract and the lungs, infection of other organs and the systemic consequences of
dysregulated immune host responses indicate that COVID-19 is a systemic disease (Mehta et al., 2020; Synowiec et al., 2021).

SARS-CoV-2 entry into target cells has been well characterized. It is mediated by the viral Spike (S) protein, which belongs to
the class I fusion protein family. The Spike protein ensures receptor binding and fusion of the viral lipid envelope with cellular
membranes (Li, 2016; Perlman & Netland, 2009; Shang et al., 2020). The S protein is made of two subunits: (i) S1 which contains an
N-terminal domain (NTD), the receptor-binding domain (RBD) and two subdomains (SD1 and SD2), and (ii) S2 which contains
the fusion peptide (FP), a conserved motif principally composed of hydrophobic residues that triggers fusion after its insertion
into host cell membranes, two heptad repeats (HR1 and HR2), the transmembrane domain (TM) and the cytoplasmic tail (CT)
(Tang et al., 2020). SARS-CoV-2 S protein trimers bind the human angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) receptor with high
affinity (Hoffmann, Kleine-Weber et al., 2020; Wang et al., 2020; Yan etal., 2020; Zhou et al., 2020). Several possible conformations
of the RBD have been described within the structure of the prefusion SARS-CoV-2 S protein. In the ‘closed’ conformation, the
RBD is in a lying down’ position, that is, it caps the top of the S2 subunit and is not accessible to ACE2 (Benton et al., 2020). In
the ‘open’ conformation, the RBD changes its orientation so that the ACE2 interacting surface becomes fully exposed at the top
of the Spike monomer (Wrobel et al., 2020). In vitro experiments have shown that the vast majority of SARS-CoV-2 RBD trimers
is fully closed (i.e., three RBDs in ‘closed’” conformation) or partially open (one RBD in ‘open’ and two in ‘closed” conformations)
(Ke et al., 2020; Walls et al., 2020; Wrapp et al., 2020).

Structural rearrangements of the S protein, from the closed pre-fusion to the post-fusion form, require proteolytic cleavages
by host proteases that contribute to viral tropism (Cai et al., 2020; Fuentes-Prior, 2021; Millet & Whittaker, 2015; Tang et al,, 2020;
White & Whittaker, 2016). The first cleavage separates the S1 subunit, responsible for receptor binding, from the S2 subunit that
contains the fusion machinery, resulting in a non-covalent association between S1 and transmembrane-anchored S2. The second
proteolytic cleavage occurs at the S2” site within the S2 subunit, exposing the hydrophobic FP that can be inserted into the host
cell membrane. This leads to the formation of coiled-coil motifs by HR domains and, finally, to fusion of the viral and cellular
membranes (Belouzard et al., 2012; Madu et al., 2009; Whittaker et al., 2021).

As described for SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 can be triggered to fuse either at the plasma membrane (‘early pathway’) or at the
endosome membrane (‘late pathway’), depending on the availability of host proteases in its target cells (Matsuyama et al., 2005).
Type 2 transmembrane serine proteinase (TMPRSS2) has been shown to play a major role in SARS-CoV-2 entry, by cleaving the S
protein at the S2’ site (R815) (Bestle et al., 2020; Hoffmann, Kleine-Weber et al., 2020; Matsuyama et al., 2020). The SARS-CoV-2
Spike protein gene contains an insertion of 12 nucleotides at the S1/52 boundary that creates a minimal proprotein convertase
(PC) furin-like cleavage site (PRRAR|SV) (Coutard et al., 2020). Furin cleavage at the S1/S2 site has been demonstrated, as well
as less efficient viral entry in the presence of PC inhibitors (Bestle et al., 2020; Hoffmann, Kleine-Weber, & Pohlmann, 2020; Papa
etal, 2021; Shanget al., 2020; Walls et al., 2020). The expression of furin in the trans-Golgi could result in a pre-activated state of
the S protein (‘open’ RBD conformation of the prefusion S protein) in released virions (Shang et al., 2020; Wrobel et al., 2020).

Small Extracellular Vesicles (sEV's) are 50-200 nm in diameter vesicles delimited by a lipid bilayer, formed within the endoso-
mal network or derived from the plasma membrane. They are secreted in various biological fluids, including airway nasal mucus

92



BERRY e AL, .3) l SEV 30f16

(Akers et al., 2013; Thery et al., 2018; Wu et al., 2015). The molecular composition of the sEVs varies according to their cellular
origin. They consist of selected cellular components located inside the vesicles or associated with their membrane. sEVs usually
contain membrane proteins known to cluster into microdomains at the plasma or endosome membranes, mRNAs or non-coding
RNAs, and metabolites (Raposo & Stoorvogel, 2013; Zebrowska et al., 2019). sEVs are not only waste transporter. They are pivotal
elements involved in intercellular communication, capable to transfer the aforementioned biomolecules from donor to recipient
cells (Mathieu et al., 2019).

During the course of viral infections, viruses can hijack the sEV biogenesis system to favour viral particle secretion (Ramakr-
ishnaiah etal., 2013). In addition, viruses can modify the sEV content in viral and host components to render healthy cells more
susceptible to infection (Mack et al., 2000; Rozmyslowicz et al, 2003) or to modulate the immune response in favour of the
pathogen or the host (Li et al., 2013; Schorey et al., 2015). Whether respiratory sEVs isolated from healthy cells contain ACE2 and
TMPRSS2 and could therefore play a role during SARS-CoV-2 infection is unknown.

The goal of this work was to unravel the molecular composition of sEVs present in the mucus produced at the apical pole of
human nasal epithelial cells (mu-sEVs) and to understand the role of mu-sEVs in priming the SARS-CoV-2 Spike protein and
facilitating its entry through the ‘early pathway) thereby favouring infection of TMPRSS2-expressing cells.

2 | RESULTS

2.1 | Human nasal epithelial cells in primary culture can be infected with SARS-CoV-2 and their
infection is reduced by mucus removal

We used an original model of uninfected primary human nasal epithelial cells (HNECs) which, unlike immortalized cell lines,
recapitulate the most important characteristics of in vivo human respiratory epithelia (Bequignon et al., 2019; Coste et al., 2000;
Muller et al., 2013; Papon et al., 2002). Such HNECs, isolated from nasal polyps (NP), constitute a stable differentiated epithelium
containing three major cell types (e.g., basal, goblet and ciliated cells) after more than 21 days of culture at the air-liquid interface
(ALI) using a specific medium (Coste et al., 2000). When differentiated, HNECs exhibit morphological and functional char-
acteristics that mimick the normal human nasal epithelium. Mucus, that constitutes the first barrier viruses encounter during
infection, is notably produced by goblet cells at the apical pole of the epithelium (Harkema et al., 2006).

HNEGC:s isolated from three different patients were infected at the apical pole of the epithelium with 20 ul of SARS-CoV-2
inoculum (~2.04 x 10* TCIDsp/ml). As shown in Figure 1A, HNEC infection resulted in viral replication, as reflected by the
production of intracellular SARS-CoV-2 RNA 72 h post-infection. SARS-CoV-2 RNA production was reduced by 8.5-fold when
mucus produced by HNECs was removed (Figure 1A), suggesting that mucus contains components that favour viral infection.
Mucus removal had no effect on HNEC vitality, as assessed by trans-epithelial electrical resistance (TEER) (Figure S1).

2.2 | Mucus produced by HNECs contains sEVs carrying host factors required for SARS-CoV-2
entry

The presence of extracellular vesicles produced by HNECs in the mucus was demonstrated by means of differential ultracen-
trifugation enrichment (Salem et al., 2020; Thery et al., 2006). Tunable resistive pulse sensing (TRPS) was used to estimate the
amount of small (mu-sEVs) and large extracellular vesicles (mu-1EVs) produced by HNECs from 14 patients (Figure S2A). Mean
concentrations of 3.3 + 1.2 X 10! mu-sEV's and 9.6 + 2.8 X 10’ mu-1EVs per ALI insert were observed, respectively. Because of
the large excess of mu-sEVs over mu-1EVs, we focused our study on the characterization of sEV's and their potential effect on
SARS-CoV-2 infection.

As shown in Figure 1B, TRPS of mu-sEVs produced by HNECs from nine different patients revealed a mean peak particle size
of approximately 155.9 + 30.8 nm in diameter. Figure 1C shows the size and discoid morphology of mu-sEVs isolated from mucus
generated by HNECs from two patients, as assessed by transmission electron microscopy (TEM). Finally, Figure 1D shows western
blot analysis of mu-sEVs produced by HNECs from four different patients, demonstrating the presence of SEV membrane surface
marker CD9 and packaged protein markers Tumour susceptibility gene 101 protein (TSG101) and ALG-2-interacting protein X
(ALIX). Western blot analysis, performed on HNEC lysates, mu-sEVs and EV-deprived mucus (negative control) from two
patients, showed the absence of EV markers in EV-deprived mucus compared to mu-sEV's and the absence of cytochrome C
(mitochondrial marker) and calnexin (ER marker) in mu-sEVs compared to HNEC lysates (Figure S2B).

Because the presence of ACE2 and TMPRSS?2 at the apical pole of HNEC ciliated cells has been demonstrated (Ahn et al., 2021),
we looked for the presence of these SARS-CoV-2 entry factors in mu-sEVs. Western blot analysis demonstrated the presence of
both full-length ACE2 (~100 kDa) and only the activated (cleaved) form of TMPRSS2 (~30 kDa) in mu-sEVs. These two SARS-
CoV-2 entry factors were also detected in mu-1EVs (Figure S2C). Together, these findings indicate that HNECs produce mucus
that contains sEVs, which themselves contain both ACE2 and TMPRSS2, the key SARS-CoV-2 cellular entry factors.
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FIGURE 1 Effect of nasal mucus removal on SARS-CoV-2 infection of HNECs and characterization of mu-sEVs. (A) Intracellular RNA was extracted
72 h post-infection from HNECs isolated from three different patients, infected for 4 h with SARS-CoV-2 (20 ul of viral inoculum, ~2.04 x 10* TCIDs;/ml) at
the apical pole, in the presence or after removal of cell-produced mucus. SARS-CoV-2 RNA was quantified by RT-qPCR and the results were normalized to 18S
rRNA, then to control with mucus ( =100%). They are expressed as mean + SEM. **p < 0.01. (B) sEV’s isolated from ~5 ml of mucus (mu-sEVs) produced by
HNECs from nine different patients analysed by tunable resistive pulse sensing (TRPS). Left panel: TRPS results from nine mu-sEVs indicating a mean peak
particle size of 155.9 + 30.83 nm in diameter. Right panel: TRPS results obtained from one representative mucus. (C) mu-sEVs isolated from two patients
adsorbed on copper grid, dried at room temperature, stained with uranyl acetate 1% and imaged by transmission electron microscopy. Scale bar: 300 nm. (D)
Western blot analysis of CD9, ALIX, TSG101, ACE2 and full-length and cleaved TMPRSS2 proteins using the amount of 10° mu-sEV isolated from four
different patients
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FIGURE 2  Effect of mu-sEVs and mucus-containing sEVs on HNEC infection by SARS-CoV-2. (A) Effect of preincubation of viral particles with
different concentrations (107-10°) of mu-sEVs or with EV-deprived mucus on SARS-CoV-2 infection (10 ul of viral inoculum, ~2.04 x 10° TCID;,/ml) at the
apical pole of HNECs after removal of recipient cell mucus. Intracellular SARS-CoV-2 RNA was extracted 72 h post-infection and quantified by RT-qPCR.
Results were normalized to 18S rRNA, then to mucus-free control and viral particle preincubation with PBS alone (black bar). They are expressed as

mean + SEM of two independent experiments. **p < 0.01, ***p < 0.001. (B) Dynamics of SARS-CoV-2 RNA production at the apical pole of HNECs, as
assessed by RT-qPCR. Results were normalized to the viral RNA level 4 h post-infection for each condition and expressed as log;, mean + SEM of two
independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01 (Mann-Whitney U-test versus extracellular SARS-CoV-2 RNA levels in the presence of recipient cell mucus
72 h post-infection (blue line))

2.3 | mu-sEVs facilitate SARS-CoV-2 infection of HNECs

To evaluate the effect of mu-sEVs on SARS-CoV-2 infection, viral particles were incubated in the presence of increasing concen-
trations of mu-sEVs or EV-deprived mucus (negative control) generated by HNECs from two patients. Then, these viral particles
were used to infect HNECs from a third, different patient after removal of recipient cell mucus. As shown in Figure 2A, a mu-
sEV concentration-dependent augmentation of the amount of intracellular SARS-CoV-2 RNA was observed when mucus-free
HNECs were infected with viral particles preincubated with mu-sEVs. The highest proviral effect was achieved with 10’ mu-
sEVs, a concentration within the range of physiological HNEC production per ALI insert. No proviral effect was observed when
viral particles were preincubated with EV-deprived mucus (Figure 2A, hatched histogram).

To investigate the effect of mu-sEVs on virus production at the apical pole of HNECs, SARS-CoV-2 viral particles were prein-
cubated with 10° mu-sEVs generated by HNECS from two patients. These viral particles were used to infect HNECs from a
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third, different patient without or after removal of recipient cell mucus and virus production at the apical pole was monitored
at different time points (Figure S3). The dynamics of SARS-CoV-2 RNA production after infection are shown in Figure 2B. The
highest level of production was observed when HNECs with their mucus had been infected by viral particles preincubated with
mu-sEV's (Figure 2B, red line). Mucus removal only slightly and non-significantly reduced viral production by cells infected with
viruses preincubated with mu-sEVs, to a level similar to that in cells that kept their mucus and were infected with viruses that
had not been preincubated with mu-sEV's (Figure 2B, dotted red line and blue line, respectively). Finally, viral production was
significantly reduced when HNEC mucus had been removed and viruses had not been preincubated with mu-sEVs (Figure 2B,
dotted blue line). Together, the results indicate that both mucus-containing sEVS and purified mu-sEVS facilitate SARS-CoV-2
infection of HNECs.

2.4 | TMPRSS2-containing VCaP-derived sEVs are a good model to study the mechanisms
underlying the effect of mu-sEVs on SARS-CoV-2 infection

Due to the limited amounts of mu-sEVs produced by fully differentiated HNECs isolated from patients, we decided to use the
in vitro model of sEV's isolated from immortalized cell lines to dissect the mechanisms underlying mu-sEVs effects on SARS-
CoV-2 infection. We selected the VCaP cell line, which has been previously demonstrated to express high levels of TMPRSS2
at both mRNA and protein levels (Li et al., 2021). VCaP enrichment was performed as previously reported (Ludwig et al., 2018)
and VCaP-sEV's produced in culture supernatants were characterized. Using TRPS technology, their mean peak particle size was
approximately 154.6 4 9.4 nm in diameter, comparable to that of mu-sEV's (Figure S4A). Western blot analysis demonstrated
the presence of both VCaP-sEV markers (CD9, CD81, CD63, TSG101, ALIX) and SARS-CoV-2 entry factors (ACE2 and both
full-length and activated TMPRSS2) (Figure S4B).

Similar to what had been observed with mu-sEVs, SARS-CoV-2 RNA production by HNECs was impaired by mucus removal,
but it was restored when viral particles had been preincubated with VCaP-sEVs. A significant increase in SARS-CoV-2 RNA
production was observed when recipient cell mucus was not removed while viral particles had been preincubated with VCaP-
sEV's (Figure S3C). Based on these results, VCaP-sEVs were subsequently used as a relevant model to unravel the mechanisms
by which mu-sEVs facilitate SARS-CoV-2 infection.

2.5 | TMPRSS2-expressing Calu-3 cells are a good in vitro model to study the mechanisms
underlying the effect of mu-sEVs on SARS-CoV-2 infection

We tested different cellular models of SARS-CoV-2 infection, including Calu-3 cells (in which the virus preferentially uses the
early TMPRSS2-dependent route of entry), VERO-E6 and A549 cells (in which the virus preferentially uses the late, endosomal
cathepsin-dependent route of entry). Cells were infected at a final MOI of 0.1 and the intracellular amount of SARS-CoV-2 RNA
was measured by RT-qPCR 48 h post-infection. Incubation of viral particles with VCaP-sEVs prior to infection resulted in a
significant, approximately 13-fold increase in the intracellular amount of SARS-CoV-2 RNA in Calu-3 cells, whereas a significant
decrease was observed in infected A549 and VERO-E6 cells (Figure 3A). This result indicates that VCaP-sEVs can play a dual
role in SARS-CoV-2 infection, depending on the virus preferential cellular route of entry. As shown in Figure 3B, the proviral
effect of VCaP-sEVs was confirmed with a SARS-CoV-2 Alpha variant strain in Calu-3 cells. Thus, Calu-3 cells, which express
TMPRSS-2 and thereby mimic natural infection, were used for further experiments.

2.6 | sEVsfavour SARS-CoV-2 entry into cells in the absence of fusion of their lipid envelopes

A time-of-addition experiment was performed to assess whether VCaP-sEV's favour SARS-CoV-2 entry into Calu-3 cells (Figure
S5). Calu-3 cells were infected with SARS-CoV-2 at an MOI of one in the absence of VCaP-sEV exposure (control), 1 h after
preincubation with VCaP-sEV's, with VCaP-sEVs added at the time of infection, and with VCaP-sEVs added 2 h post-infection
(Figure 54). Total intracellular RNA extracted 24 h post-infection was quantified by RT-qPCR. As shown in Figure 3C, a sig-
nificant increase in SARS-CoV-2 RNA quantity was detected when viral particles were preincubated with VCaP-sEVs or when
VCaP-sEV's were added at the time of infection, but not when VCaP-sEV's were added 2 h post-infection. This result indicates
that sEV's facilitate an early step of the SARS-CoV-2 life cycle, most likely viral entry.

To assess whether SARS-CoV-2 preincubation with VCaP-sEVs leads to fusion of their viral and vesicular membranes, respec-
tively, SARS-CoV-2 viral particles, VCaP-sEV's and a mixture of both were immunoprecipitated overnight at 4°C by means of
anti-CD9 antibodies paired with magnetic beads (Figure S6A). Western blot analysis with anti-SARS-CoV-2 nucleocapsid (N)
protein and anti-CD9 sEV's membrane marker showed the presence of CD9 in eluted fractions from both VCaP-sEVs and VCaP-
sEVs/SARS-CoV-2, but not in those from SARS-CoV-2 alone fractions. Furthermore, SARS-CoV-2 N protein was detected in
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FIGURE 3  Proviral effect of VCaP-sEVs on SARS-CoV-2 infection in TMPRSS2-expressing cells. (A) Effect of VCaP-sEV preincubation on
SARS-CoV-2 infection of TMPRSS2-expressing Calu-3 cells, and TMPRSS2-non-expressing VERO-E6 and A549 cells on intracellular viral RNA amounts
assessed by RT-qPCR 48 h post-infection. Viral particles were incubated with 10° VCaP-sEVS or PBS ata final MOI of 0.1. Results were normalized to 18S
rRNA or GAPDH mRNA, then to control without VCaP-sEV's incubation (black bars). Relative quantities are expressed as mean + SEM of two independent
experiments. (B) Effect of VCaP-sEV preincubation on SARS-CoV-2 variant Alpha infection of Calu-3 cells. (C) Time-of-addition experiment showing the
effect of VCaP-sEV incubation prior to infection, at the time of infection or 2 h post-infection. **p < 0.01
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FIGURE 4 Role of sEV surface proteins in their proviral effect on SARS-CoV-2 infection. (A) Western blot analysis of ACE2, full-length and deaved
TMPRSS2 and ALIX protein content in VCaP-sEV's incubated in the absence or in the presence of proteinase K. (B) Western blot analysis of ACE2, full-length
and cleaved TMPRSS2 and TSGI01 protein content in mu-sEV's isolated from two patients, incubated in the absence or in the presence of proteinase K. (C)
Effect of proteinase K (PK) treatment of VCaP-sEV's on their proviral effect on SARS-CoV-2 infection of Calu-3 cells. Intracellular viral RNA was quantified by
RT-qPCR 48 h post-infection. Results were normalized to 18S rRNA, then to infection without VCaP-sEV preincubation (black bar). Relative quantities are
expressed as mean + SEM of two independent experiments. **p < 0.01

the supernatant of samples containing viral particles, but it was absent from eluted fractions from all samples (Figure S6B).
These results indicate that preincubation of SARS-CoV-2 with VCaP-sEVs does not lead to their fusion. Together, they suggest
that VCap-sEV's interact with SARS-CoV-2 particles without merging, and that this interaction facilitates viral entry into the
TMPRSS2-expressing cell line Calu-3.

2.7 | The integrity of surface sEV proteins is required for their proviral effect on SARS-CoV-2
infection

To assess whether surface protein integrity is required for VCaP-sEVs to exert their proviral function, SARS-CoV-2 particles
were incubated with intact or proteinase K (PK)-treated VCaP-sEVs. As shown by western blot analysis, PK treatment degraded
vesicular ACE2, full-length TMPRSS2, but not the ~30 kDa activated TMPRSS2 fragment, probably because of its glycosylated
status (Figure 4A). The luminal control ALIX protein remained detectable after PK treatment (Figure 4A). Similar results were
obtained with PK-treated mu-sEV's generated by HNEC:s isolated from two distinct patients, using packaged sEV marker TSG101
(Figure 4B). Importantly, PK treatment of VCaP-sEV's abolished their proviral effect in Calu-3 cells after preincubation with
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FIGURE 5 Role of TMPRSS2 in sEV proviral effect on SARS-CoV-2 infection of Calu-3 cells. (A) Effect of the TMPRSS2 inhibitor camostat mesylate
(10 «M) on Calu-3 cell infection by SARS-CoV-2 viral particles preincubated or not with 10° VCaP-sEVs. Intracellular SARS-CoV-2 RNA was extracted 48 h
post-infection and quantified by RT-qPCR. Results were normalized to 18S rRNA, then to control (black bar). They are expressed as mean + SEM of two
independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.01. (B) Time-course analysis of the effect of VCaP-sEVs on prefusion Spike protein priming and its inhibition by
camostat mesylate. Western blot analyses of Spike (anti-SI antibodies) and CD9 proteins were performed on SARS-CoV-2 viral particles (10 ul of viral
inoculum, ~2.04 X 10° TCIDs;/ml), on VCaP-sEVs (10'°), and on mixtures of both, in the absence or presence of camostat mesylate (100 uM) at three time
points: T1 (5 min a 37°C), T2 (1 hat 37°C) and T3 (overnight at 4°C). Tri-S, Di-S and Mono-S: uncleaved prefusion Spike trimer, dimer, and monomer,
respectively. Sl: cleaved prefusion Spike fragment at the S1/S2 boundary

SARS-CoV-2 (Figure 4C). Together, these results indicate that the integrity of surface-accessible SEV proteins, including ACE2,
is mandatory for the vesicles to exert their proviral effect in permissive cells.

2.8 | Vesicular TMPRSS2 activates SARS-CoV-2 prefusion Spike protein but cellular TMPRSS2
remains required for cell entry

The capacity of VCaP-sEVs to promote SARS-CoV-2 infection despite inhibition of cellular TMPRSS2 activity by camostat
mesylate was explored. SARS-CoV-2 viral particles were incubated in the absence or presence of 10° VCaP-sEV's prior to infection
of Calu-3 cells at an MOI of 0.1. Camostat mesylate (10 M) was added or notat the time of infection and, when added, maintained
until the end of the experiment. Intracellular SARS-CoV-2 RNA was quantified by RT-qPCR 48 h post-infection. As shown
in Figure 5A, SARS-CoV-2 infection was significantly inhibited by camostat mesylate, regardless of prior preincubation with
VCaP-sEV's (~193 fold-decrease without preincubation, ~333 fold-decrease with VCaP-sEV preincubation). This result suggests
that cellular TMPRSS2 activity, which is required for the cleavage of cellular ACE2, remains necessary for viral entry in our
experimental conditions.

To better understand the role of vesicular TMPRSS2 activity during SARS-CoV-2 infection, western blot analysis of the viral
Spike protein was performed under non-reducing conditions. The dynamics of Spike processing were analysed at three time
points, including T1 (5 min at 37°C), T2 (1 h at 37°C) and T3 (overnight at 4° C) post-incubation with VCaP-sEVs, in the absence
or presence of camostat mesylate (100 M) (Figure 5B). In the absence of VCaP-sEV preincubation, uncleaved Spike prefusion
trimers (>> 250 kDa, Tri-S), dimers (> 250 kDa, Di-S) and monomers (~ 170 kDa, mono-S) were detected at all time points. The
absence of Spike cleavage at the S1/S2 boundary resulted from the fact that viral amplification had been performed in VERO-E6
cells, generating acquisition of the R685H mutation that prevents intracellular furin cleavage. After preincubation with VCaP-
sEVs, SARS-CoV-2 Spike prefusion proteins were efficiently cleaved at the S1/S2 boundary, generating a fragment of ~100 kDa,
detectable with an anti-S1 antibody at T2 and T3. This cleavage was inhibited by camostat mesylate, which restored the presence of
uncleaved (Tri-S, Di-S and Mono-S) Spike prefusion proteins at T2 and T3. This result indicates that the cleavage was TMPRSS2-
dependent. Thus, during preincubation of viral particles with VCaP-sEVs, vesicular TMPRSS2 activates SARS-CoV-2 mutated
(R685H) prefusion Spike by promoting its cleavage at the S1/S2 boundary. Nevertheless, ACE2 cleavage by cellular TMPRSS2
remains mandatory for viral entry.

2.9 | mu-sEVs activate both SARS-CoV-2 and SARS-CoV-2 variant Alpha Spike proteins

In order to confirm the results obtained with the VCaP-sEV model on Spike protein processing, mu-sEVs isolated from HNECs
from two distinct patients (10'° and 5 x 10 mu-sEVs, respectively) were incubated with SARS-CoV-2 and SARS-CoV-2 variant
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FIGURE 6 mu-sEV priming of SARS-CoV-2and SARS-CoV-2 variant Alpha prefusion Spike protein. Time-course analysis of the effect of mu-sEVs
isolated from two patients (#1144 and #1146) on prefusion Spike protein priming from: (A) SARS-CoV-2, and (B) SARS-CoV-2 variant Alpha. Western blot
analyses of Spike (anti-SI antibodies) and TSG101 were performed on SARS-CoV-2 viral particles (10 ul of viral inoculum, ~2.04 X 10° TCID;,/ml) or
SARS-CoV-2 variant Alpha viral particles (10 ul of viral inoculum, ~1 X 10* TCIDs5,/ml), on mu-sEVs from the two patients (10'* and 5 X 10" mu-sEVs,
respectively), and on mixtures of both at two time points: T1 (5 min at 37°C) and T2 (overnight at 4°C). Tri-S, Di-S and Mono-S: uncleaved prefusion Spike
trimer, dimer, and monomer, respectively. SI: cleaved prefusion Spike fragment at the S1/S2 boundary

Alpha viral particles. Variant Alpha was used because, unlike our initial SARS-CoV-2 virus, it was propagated in Calu-3 cells
and therefore contains the PRRAR furin-like cleavage site. The dynamics of Spike processing were analysed by means of western
blot under non-reducing conditions at T1 (5 min at 37°C) and T2 (overnight at 4°C) (Figure 6). In the absence of mu-sEVs,
uncleaved SARS-CoV-2 Spike prefusion oligomers (Tri-S, Di-S and Mono-S) were present at all time points, whereas in the case
of SARS-CoV-2 variant Alpha, the uncleaved Spike prefusion monomer and the product of Spike prefusion cleavage at the S1/S2
boundary were predominant. Incubation of the original SARS-CoV-2 strain with mu-sEVs induced Spike prefusion oligomer
cleavage at the S1/S2 boundary, generating cleavage product intermediates and a fragment of ~100 kDa detected with an anti-S1
antibody (Figure 6A). Incubation of SARS-CoV-2 variant Alpha with mu-sEVs induced cleavage of the uncleaved Spike prefusion
monomer at the S1/S2 boundary (Figure 6B). For both SARS-CoV-2 viruses, mu-sEV-induced activation of the Spike prefusion
proteins was observable at T1.

Together, these results demonstrate that, after short-term incubation, mu-sEV's activate Spike prefusion proteins from two
different SARS-CoV-2 variants, including furin-preactivated ones, by promoting cleavage at the S1/S2 boundary.
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3 | DISCUSSION

The first step of SARS-CoV-2 infection takes place in the upper airways, precisely in the nasal cavity, after airborne transmission
by respiratory droplets. Airway mucus, which is principally produced by goblet cells, is theoretically the first barrier against
infection. Under normal conditions, mucins and muco-ciliary clearance both participate in protecting the respiratory system
from harmful external agents, including pathogens.

In the present study, we evaluated the effect of mucus secreted by HNECs on their infection by SARS-CoV-2. In an ex vivo
assay, we showed that removal of the airway mucus reduces SARS-CoV-2 infection, while mu-sEVs isolated from different mucus
exert a significant proviral effect. This effect is mu-sEV concentration-dependent, with a maximal effect obtained at mu-sEV con-
centrations in the range of physiological HNEC production. Interestingly, a significant but weaker proviral effect was observed
when SARS-CoV-2 particles were preincubated with physiological amounts of mu-1EVs (Figure S7). Together, these results sug-
gest that the mucus produced by HNECs contains EVs that favour SARS-CoV-2 infection at physiological concentrations. This
proviral effect seems to be specific for sEV's contained in upper airway epithelial mucus; indeed, a recent study indicated that
extracellular vesicles of salivary origin have no effect on SARS-CoV-2 infection (Conzelmann et al., 2020). The proviral eftect of
mu-sEVs, that contain both ACE2 and TMPRSS2, does not appear to be related to the transfer of the ACE2 receptor to HNEC
cell surface (Figure S8), but instead to the cleavage of viral Spike prefusion proteins mediated by vesicular TMPRSS2, as shown
in our experiments using concentrations of mu-sEVs comparable to those measured in HNEC-generated mucus.

To understand the mechanisms explaining that mucus sEVs facilitate SARS-CoV-2 infection of respiratory cells, we used a
3-component in vitro model highly relevant to the pathophysiological situation reflected by our experiments with HNECs. The
model used: (i) two SARS-CoV-2 variant strains, including a variant derived from the original Wuhan strain and a SARS-CoV-2
variant Alpha strain, both originating from patients diagnosed in the laboratory of virology of our institution; (i) sEVs produced
by the TMPRSS2-expressing VCaP cell line, the size of which is comparable to that of mu-sEVs, that contain both ACE2 and
full-length and activated TMPRSS2 in their membranes (Deng et al., 2021) and exert a proviral effect on HNEC infection by
SARS-CoV-2; and (iii) the TMPRSS2-expressing, SARS-CoV-2 permissive lung carcinoma-derived Calu-3 cell line. This cell
line is particularly relevant, because SARS-CoV-2 uses the ‘early’ TMPRSS2-dependent entry pathway to infect it (Koch et al.,
2021) and sEVs had the same proviral effect as mu-sEVs in HNECs.

Other models were considered as less relevant because, in contrast with our observations with HNECs, mu-sEVs and infec-
tious viruses, SEV preincubation reduced infection and subsequent replication instead of increasing them. This was the case in
our experiments when using A549 and VERO-E6 cells, which express low levels of TMPRSS2 and therefore use the ‘late” endo-
somal pathway for SARS-CoV-2 entry. Similarly, sEVs isolated from the kidney-derived 293FT cell line overexpressing ACE2
and TMPRSS2 (293FT-ACE2-TMPRSS2) reduced infection of the colon-derived Caco-2 cell line with a lentivirus expressing
the SARS-CoV-2 Spike protein (SARS-CoV-2-S-pseudotyped lentivirus) (Cocozza et al., 2020). One should therefore remain
careful when suggesting the use of sEV's as therapeutic tools against SARS-CoV-2 infection, because our results strongly suggest
the opposite (proviral) effect in real infected patients.

Our study indicates that the effect of sEVs on SARS-CoV-2 infection is to favour the TMPRSS2-dependent entry pathway, at
the expense of the ‘late’ endosomal entry route. Our time-of-addition experiments confirmed that sEVs favour entry into target
cells. Interestingly, PK treatment of sEVs indicated that the integrity of surface-accessible vesicular proteins (including ACE2) is
mandatory for their proviral effect. PK treatment may also alter the effect of vesicular tetraspanins, that have been suggested to
operate in cell membranes by bringing ACE2 and TMPRSS2 closer (Earnest et al., 2017; Earnest et al., 2015; Hantak et al., 2019).
Our results suggest that SARS-CoV-2 Spike protein and vesicular ACE2 interact when they are incubated together. However, we
did not observe any fusion of viral and sEV membranes in vitro, suggesting that the interaction between vesicular ACE2 and
viral particles is transient and that, once released, viruses display activated prefusion Spike proteins.

We demonstrated that both VCaP-sEV and mu-sEV vesicular TMPRSS2 cleaves SARS-CoV-2 prefusion Spike at the S1/52
boundary, with better efficiency of mu-sEV vesicular TMPRSS2, detected as a cleaved (activated) fragment only. We also showed
that, although incubation with vesicular TMPRSS2 induces SARS-CoV-2 Spike priming, cellular TMPRSS2 remains necessary
for viral entry into Calu-3 cells, probably to perform cleavage at the S2’ site which ultimately triggers fusion between viral and
cellular membranes. Because the original SARS-CoV-2 strain used in our experiments had been propagated in VERO-EG6 cells,
an R685H mutation that prevents furin cleavage at the S1/S2 boundary was present (Lamers et al., 2021), explaining the lack
of S1 cleavage fragment when SARS-CoV-2 virions were incubated without sEVs. Using a SARS-CoV-2 Alpha variant strain
propagated in Calu-3 cells that contains the furin-like cleavage site, we confirmed the facilitating effect of sEV's on infection and
the ability of mu-sEV's contained in airways mucus to induce Spike prefusion protein cleavage at the S1/S2 boundary.

In conclusion, our study shows that uninfected HNECs produce mucus that shelters sEVs containing both ACE2 and acti-
vated TMPRSS2. After binding SARS-CoV-2 viral particles, mu-sEVs have the capacity to cleave wild-type or R685H-mutated
prefusion Spike proteins at the S§1/S2 boundary, resulting in higher proportions of prefusion S proteins exposing their RBD
in the ‘open’ conformation, therefore capable to bind the receptor at the cell surface. Our observations confirm that S pro-
teins containing the PRRAR polybasic cleavage site are not entirely primed after their release from producer cells (Koch et al.,
2021; Wrobel et al., 2020). Thus, the role of mu-sEVs produced by the nasal epithelium is to complete prefusion Spike priming
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performed by intracellular furin during viral egress from infected cells. This is mediated by vesicular TMPRSS2 activity, with the
goal to render SARS-CoV-2 virions prone to entry into target cells using the ‘early, TMPRSS2-dependent pathway instead of the
‘late} cathepsin-dependent route. These results strongly suggest that prefusion Spike priming by mu-sEV's produced in the nasal
cavity plays a role in viral tropism. They also show that nasal mucus does not protect from SARS-CoV-2 infection, but instead
facilitates it. It is now necessary to investigate the role of mu-sEVs produced by HNECs on the priming of fusion proteins from
other coronaviruses and respiratory enveloped viruses.

4 | MATERIALS AND METHODS
4.1 | Cell culture

VERO-E6 cells (African green monkey kidney cells, ATCC CRL-1856) and A549 cells (human tumorigenic lung epithelial cells,
ATCC CCL-185) were maintained in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, ThermoFischer, Waltham, Massachusetts,
USA) supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS), 50 IU/ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin, and 0.1 ug/ml ampho-
tericin B (ThermoFischer Scientific) at 37°C with 5% CO2. Calu-3 (ATCC, HTB-55) and VCaP cells (vertebral-cancer of the
prostate cells, ATTC, Manassas, Virginia, USA) were cultured in the same medium supplemented with 1% non-essential amino
acids (NEAA, ThermoFischer Scientific) or 2 nM DHT (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA), respectively.

4.2 | Preparation of human nasal epithelial cells

Primary HNECs were obtained from patients with chronic rhinosinusitis with nasal polyps undergoing ethmoidectomy, as previ-
ously described (Coste et al., 2000). All patients gave informed consent and the study was approved by the local ethics committee
(Comité de Protection des Personnes IDF X 2016-01-01). All patients benefited from an earlier 24 h negative RT-qPCR for
SARS-CoV-2 RNA in nasopharyngeal swabs.

After surgical resection in the operating room, nasal polyps were immediately placed in DMEM/F-12 supplemented with
antibiotics (100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin, 2.5 g/ml amphotericin B, and 100 mg/ml gentamicin). For cellular
dissociation, nasal polyps were washed with PBS (Phosphate Buffered Saline, Life Technologies, Carlsbad, California, USA) con-
taining 5 nM dithiothreitol (Sigma Aldrich, Saint-Louis, Missouri, USA) to eliminate mucus and blood. Enzymatic digestion was
performed for 16 h at 4°C (0.1% [wt/vol] pronase [Sigma Aldrich] in culture medium). HNECs (10° cells) were then plated in
inserts (12-mm Costar Transwell, Sigma Aldrich) with 12-mm-diameter polycarbonate micropore membranes (pore size: 0.4 um)
coated with type IV collagen (Sigma Aldrich) and incubated at 37°C in 5% CO2. For the first 24 h, the cells were incubated with
1 ml of DMEM/F-12-antibiotics with 2% Ultroser G in the lower chamber and DMEM/F-12-antibiotics with 10% FCS in the
insert. After 24 h, the medium at the surface was aspirated and cells were washed with PBS to eliminate non-adherent cells. The
culture medium in the insert (Pneumacult-ALI, StemCell Technologies, Vancouver, Canada) was removed to place the cells at the
air-liquid interface (ALI). Cultures were maintained at 37° C with 5% CO2. The medium in the lower chamber was then changed
every day. To assess cell viability, cells were observed daily with an optic microscope and trans-epithelial electrical resistance
(TEER) was measured (Epithelial Volt/Ohm (TEER) Meter 3, World Precision Instruments, Sarasota, Florida, USA). As already
reported, HNECs reach a stable differentiated state with the detection of ciliated, goblet, and basal cells at day 21 of culture in the
ALI medium (Papon et al., 2002).

4.3 | Viruses

The SARS-CoV-2 strains used in this study were isolated from nasopharyngeal swabs from SARS-CoV-2-infected patients seen
at Henri Mondor University Hospital, Créteil, France. SARS-CoV-2 viral stock was propagated in VERO-E6 cells, while SARS-
CoV-2variant Alpha viral stock was propagated in Calu-3 cells, using modified culture media with 2% FBS. The viral stocks were
aliquoted and stored at -80°C. Viral titers were measured by means of RT-qPCR in VERO-ES6 cells and expressed as TCID5, per
milliliter. VERO-E6 cells were seeded in sextuplicate in 48-well plates and incubated for 2 h with 10-fold serial dilutions of viral
stocks. The infectious inoculum was then replaced by the culture medium and cells were incubated for 48 h before intracellular
viral RNA assessment by RT-qPCR.

4.4 | sEV preparation

Preparation of VCaP-sEVs was adapted from a previous report (Ludwig et al., 2018). Briefly, ~1.5 L of conditioned VcaP medium
was collected and centrifuged twice at 2000 x g for 20 min. The supernatants were then supplemented with 10% PEG6000 and
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75 mM NaCl. After overnight incubation at 4°C, sEVs were centrifuged at 2000 x g for 20 min at 4°C. The pellets were dissolved
in NaCl 0.9% overnight and centrifuged at 16,500 x g for 20 min at 4°C. The supernatants were then collected and centrifuged at
100,000 x g for 90 min at 4°C. The pellets containing VCaP-sEV's were rinsed one time with NaCl 0,9%, centrifuged at 100,000 x g
for 90 min at 4°C and then resuspended in NaCl 0.9%.

mu-sEVs were prepared by differential centrifugation using mucus produced by HNECs isolated from distinct patients. Briefly,
mucus was recovered by washing the apical pole of HNECs cultured at the ALI every 48 h with 200 ul PBS per insert. After
incubation for 5 min at room temperature, mucus-containing PBS was collected and placed at 4°C for short-term storage. The
recovered biological samples (~5 ml) were centrifuged at 2000 x g for 20 min at 4°C. 2K supernatants were then centrifuged at
16,500 x g for 20 min at 4°C. The 16,5K pellets obtained corresponded to mu-lEVs. The 16,5K remaining supernatants were again
ultracentrifuged at 100,000 x g for 90 min at 4°C. 100K supernatants, that correspond to EV-deprived mucus, were collected.
100K pellets containing mu-sEV's were rinsed with NaCl 0,9%, centrifuged at 100,000 x g for 90 min at 4°C and resuspended in
NaCl 0.9%. All samples were stored at -20°C for short-term or -80°C for long-term conservation.

All relevant data from our experiments have been submitted to the EV-TRACK knowledgebase (EV-TRACK ID: EV220307)
(Van Deun et al., 2017).

4.5 | Tunable resistive pulse sensing (TRPS)

The concentrations and sizes of EVs were measured by means of the TRPS technology, using the Gold gNano instrument (Izon
Science, Medford, Massachusetts) and the Izon Control Suite software version V3.4.2.44 for analysis.

VCaP-sEV-containing samples were analysed using NP150 nanopores, stretched to 47.5 mm under 0.70 mV voltage and 7-
10 mbar pressure. mu-sEV-containing samples were analysed using NP150 nanopores, stretched to 51 mm under 0.48 mV voltage
and 5 mbar pressure. mu-lEV-containing samples were analysed using NP800 nanopores, stretched to 48 mm under 0.18 mV
voltage and 7-10 mbar pressure. Calibrations were performed using CPC 200 or CPC 1000 carboxylated polystyrene beads. Each
EV sample was processed with a minimum of 500 particle count in triplicate. Data were collected and analysed according to the
manufacturer’s instructions. The amount of vesicles per ALI insert was then estimated.

4.6 | Morphological characterization of sEVs by transmission electron microscopy (TEM)

sEVsisolated from mucus secreted by HNECs from two donor patients were diluted 1:50 in PBS for analysis. Samples (3 ul) were
deposited on copper grids, dried at room temperature and stained with uranyl acetate (1%). Morphology was investigated by
transmission electron microscopy using a Tecnai F20 microscope (FEI Company, Hillsboro, Oregon, USA).

4.7 | Proteinase K treatment

An amount of 10° mu-sEV's or VCaP-sEV's was incubated in the absence or in the presence of proteinase K (20 g/ml) and 5 mM
CaCl2 for 30 min at 37°C under gentle agitation. Proteinase K activity was inhibited by adding 5 mM phenylmethysulfonyl
fluoride (PMSF) for 10 min at room temperature.

4.8 | SARS-CoV-2 infection

SARS-CoV-2 infection of HNEC:s isolated from uninfected patients was performed at their apical pole with 20 ul of viral inocu-
lum (~2.04 X 10* TCID5,/ml) for 4 h, in the presence or in the absence of mucus at 37°C with 5% CO2. To remove the mucus
from the apical pole of HNECs, the wells were rinsed with 200 ul PBS two times 48 h prior to infection and two times at the
time of infection. For Calu-3, VERO-E6 and A549 cell lines, 150,000, 75,000 and 75,000 cells, respectively, were seeded in 48-well
plates 24 h prior to SARS-CoV-2 infection. Cells were infected at a final MOI of 0.1 for 2 h in DMEM 2% FBS at 37°C with 5%
CO2, with or without the addition of 10 uM of the protease inhibitor camostat mesylate (Merck, Darmstadt, Germany). When
indicated, viral particles were incubated under gentle agitation overnight at 4°C in the absence or in the presence of 10° VCaP-
sEVs or mu-sEVs. After infection, HNECs were rinsed at the apical pole with 200 ul PBS, while immortalized cell lines were
washed and supplemented with fresh medium with or without the protease inhibitor. Supernatant and intracellular RNA were
extracted at different time points post-infection, as indicated.
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4.9 | Time-of-addition experiment

One hundred and fifty thousand Calu-3 cells were seeded in 48-well plates 24 h prior to SARS-CoV-2 infection at an MOI of
1. Culture medium or 10° VCaP-sEVs were incubated with viral particles 1 h prior to infection, at the time of infection, or 2 h post-
infection. Cells were then washed and incubated with 10° VCaP-sEVs for 24 h before viral RNA quantification was performed
in cellular extracts.

4.10 | Extraction and PCR amplification of supernatant and cellular viral RNAs

Extraction of SARS-CoV-2 RNA from the supernatant was performed by means of QIAmp Viral RNA Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany). Intracellular viral RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen). Reverse transcription was
performed using the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher Scientific). SARS-CoV-2 RNA was quan-
tified with the TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, California, USA) using specific primers
(forward primer 5'-ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT-3’ and reverse primer 3’-ATATTGCAGCAGTACGCACACA-5")
and qPCR probe (5-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG[5']Fam[3']BHQ-1-3’). Quantitative PCR was performed with
QuantStudio 5 Real-Time PCR system (ThermoFisher Scientific). SARS-CoV-2 RNA levels were quantified according to the
AACT method and normalized to GAPDH mRNA or 185 rRNA for intracellular samples. SARS-CoV-2 RNA relative quantities
were plotted against infection without extracellular vesicles.

4.11 | Western blot analysis

sEVs isolated from VCaP or from HNEC-produced mucus (~10'° sEVs) were incubated under gentle agitation in the absence or
in the presence of 10 times-concentrated SARS-CoV-2 or SARS-CoV-2 variant Alpha particles (~2.04 x 10° TCIDsy/ml and ~10*
TCIDso/ml, respectively) using Amicon Ultra-4, PLTK, membrane Ultracel-PL, 30 kD (Merck). Three incubation conditions
were used: T1 (5 min at 37°C), T2 (1 h at 37°C) and T3 (overnight at 4°C). When indicated, incubations were performed in the
presence of 100 M camostat mesylate (Merck).

Samples were prepared in EZ buffer (Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, NP40 0.5%, Glycerol 10%) before denatu-
ration at 95°C and migration on NuPage 4-12%, Bis-Tris gel (ThermoFisher Scientific). After transfer on a 0.45 um nitrocellulose
membrane (ThermoFisher Scientific), blocking was done in 5% bovine serum albumine (BSA, Euromedex, Souffelweyersheim,
France) or 5% nonfat dry milk for 1 h. Membranes were then incubated overnight at 4°C with primary antibodies against the
following proteins: SARS-CoV-2 nucleocapsid (#MA5-29981, ThermoFisher Scientific), SARS-CoV-2 Spike S subunit (#PA5-
81795, ThermoFisher Scientific), TMPRSS2 (#109131, Abcam, Cambridge, UK), ACE2 (#15348, Abcam), TSG101 (#ab83, Abcam),
CD9 (#92726, Abcam), ALIX (#117600, Abcam), CD8I (#79559, Abcam), CD63 (#59479, Abcam), Calnexin (#133615, Abcam),
Cytochrome C (#133504, Abcam). Membranes were washed in TBS-tween before incubation for 1 h with the corresponding
HRP-conjugated secondary antibody. Inmune complexes were detected by chemiluminescence with ECL select western blotting
detection reagent (GE Healthcare, Amersham, Buckinghamshire, UK) using ImageQuant LAS 4000 software.

4.12 | VCaP-sEV immunoprecipitation

VCaP-sEVs (10'°) were incubated overnight at 4°C with 100 ul of exosome-human CD9 isolation beads (¥10620D, Invitrogen),
in the absence or in the presence of SARS-CoV-2 viral particles (~2.04 x 10* TCIDsy/ml). All fractions were isolated using a
magnetic separator and analysed by western blot using antibodies directed against CD9 or SARS-CoV-2 nucleocapsid.

4.13 | SARS-CoV-2 Spike sequence analysis

SARS-CoV-2 RNA was extracted and reverse transcribed as described above. Amplification of the target sequence
was performed using the PCR advantage kit (ThermoFisher Scientific) and the following primers: 1850-Forward 5'-
GCACAGAAGTCCCTGTTGCT-3" and 2833-Reverse 3'-GTGCACTTGCTGTGGAAGAA-5". The BigDye Terminator kit
(ThermoFisher Scientific) was used to prepare samples for Sanger sequencing using the following primers: 2293-Reverse
3'-GGTTTAATTGTGTACAAAAACTGCC-5" and 2691-Reverse 3'-TGGTATTTGTAATGCAGCACC-5". Sequences were anal-
ysed with Chromas Lite software.
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4.14 | Statistical analysis

The results are expressed as mean + SEM of two or three replicate experiments, as indicated. Comparisons were performed by
means of the Mann-Whitney U-test using Prism software.
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Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 1 legend. Effect of mucus removal on HNECs vitality.
HNECs vitality as reflected by the trans-epithelial electrical resistance (TEER)
measured in untreated or mucus-removed samples from two distinct patients, at

different time-points.
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Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 2 legend. Characterization of EVs isolated from HNECs from
distinct patients. (A) EVs produced by HNECs from 14 different patients analyzed by
tunable resistive pulse sensing (TRPS) showing mean particles concentrations of 3.3+1.2 x
10° mu-sEVs (small extracellular vesicles) and 9.6%2.8 x 10’ mu-IEVs (large extracellular
vesicles) per ALl insert. (B) Western blot analysis of cytochrome C, Calnexin, ALIX and
TSG101 using 10 pg of protein of HNECs lysates, mu-sEVs and EVs-deprived mucus. (C)
Western blot analysis of CD9, ALIX, ACE2 and full-length and cleaved TMPRSS2 using 5 ug
of protein of mu-stVs, mu-IEVs and EVs-deprived mucus. *p <0.05.
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Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 3 legend. Effect of mu-sEVs and mucus-containing sEVs on HNEC
infection by SARS-CoV-2: Experimental design. SARS-CoV-2 particles (10 pL of viral
inoculum, ~2.04 x 10° TCIDso/mL) were incubated overnight at 4°C with 10° mu-sEVs from
two different patients or with PBS in 100 pL final volume. Infection (20 puL of the mixture)
was performed at the apical pole of HNECs isolated from a third, different, patient, in the
presence or after removal of recipient cell mucus. Viral RNA was recovered at the apical
pole at different time points post-infection and quantified.
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Supplementary Figure 4

8 00E+10-
7.50E+10
7.00E+10+
6.50E+104
6.00E+10-
5.50E+10
5.00E+10
4.50E+10+
4.00E+10+
3.50E+104

3.00E+10+

Concentration (particlesimL)

2.50E+104
2.00E+104
1.50E+10
1.00E+10

5.00E+09

0.00E+00

Bl

250 _ns_

200

150+

EVs size
(nm)

100

50

VCaP mucus

VCaP-sEVs

CD9
(24 kDa)

CD63
(26 kDa)

CcD81
(25 kDa)

ALIX
(96 kDa)

TSG101
(44 kDa)

L

100 120 140 160 180 200

220 240 260 280

Particle Diameter (nm)

VCaP-sEVs

ACE2
(92 kDa)

Full-length
TMPRSS2 g
(54 kDa)

Cleaved
TMPRSS2
(~30kDa)

(@)

1000 =

300

320 340 360

SARS-CoV-2 + mucus +VCaP-sEVs

SARS-CoV-2 - mucus +VCaP-sEVs *
SARS-CoV-2 + mucus

SARS-CoV-2 - mucus

—

—

2
£z
So
3
Q
2
£ 100
Q.
ég ns
o8
>°-a-
‘-’E 10— *k
g2 sl
o}
S o
5o 1=
23
o =
E®
5E
22 0.1+
S 0 20 40 60 80
Hours

110



Supplementary Figure 4 legend. Characterization of VCaP-sEVs and effect on
HNEC infection by SARS-CoV-2. (A) sEVs isolated from 4 independent VCaP cell
cultures analyzed by tunable resistive pulse sensing (TRPS) showing a mean peak
VCaP-sEV size of approximately ~“150 nm in diameter. Left panel: histogram
generated from one representative VCaP culture. Right panel: comparison of VCaP-
SEV vs mu-sEV (mucus) sizes. (B) Western blot analysis of VCaP-sEV markers (CD9,
CD63, CD81, ALIX, TSG101) and SARS-CoV-2 entry factors (ACE2 and TMPRSS2). (C)
Dynamics of SARS-CoV-2 RNA production at the apical pole of HNECs isolated from
two patients assessed by RT-qPCR. SARS-CoV-2 viral particles were preincubated
with 10° VCaPs or PBS, overnight at 4°C, and HNECs infection in absence or
presence of recipient cell mucus was performed as described in figure 2A. Results
were normalized to the time-point 4 hours for each condition and expressed as
log10 mean * SEM of two independent experiments. *p <0.05, **p <0.01 (Mann-
whitney U-test).

111



Supplementary Figure 5
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Supplementary Figure 5 legend. Design of time-of-addition experiments. Calu-3
cells were infected with SARS-CoV-2 virus not incubated with VcaP-sEVs (control)
or incubated with VCaP-sEVs for 1 hour prior to infection, added at the time of
infection or added 2 hours post-infection. Cells were washed 2 hours post-
infection, and culture medium containing VCaP-sEVs was added. Infections were
performed at a final MOI of 1 and 10° VCaP-sEVs were used. Intracellular RNA was
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Prior to infection

Infection
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extracted 24 hours post-infection and quantified by means of RT-qPCR.
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Supplementary Figure 6
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Supplementary Figure 6 legend. SARS-CoV-2/VCaP-sEV fusion assay. (A)
Experimental Design. Exosome-human CD9 isolation beads (100 L) were
incubated with 10 VCaP-sEVs, SARS-CoV-2 viral particles (10 ul viral inoculum,
~2.04 x 10% TCIDs,) or a mixture of both in PBS -/- (final volume 100 mL) at 4°C
overnight (ON) on a rotating wheel. All samples were placed on a magnetic
separator and supernatants (SN) were collected. Two washings (300 uL PBS) were
performed sequentially and collected using a magnetic separator (W1, W2).
Finally, beads were resuspended in 50 uL EZ buffer (E) before denaturation at 95°C
and analysis by western blot. (B) Western blot analysis of CD9 and N proteins in all
fractions collected in (A).
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Supplementary Figure 7
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Supplementary Figure 7 legend. Effect of mu-lEVs on HNECs infection by SARS-
CoV-2. Preincubations were performed under gentle agitation, overnight at 4°C,
using SARS-CoV-2 viral particles (10 pL of viral inoculum, ~2.04 x 105 TCID50/mL)
and PBS or 10® mu-IEVs in 100 pl final volume. Infection was performed at the
apical pole of HNECs, after removal of cell produced-mucus. Intracellular SARS-
CoV-2 RNA was extracted 72 hours post-infection and was quantified by RT-qPCR.
Results were normalized to 18S rRNA, then to control without mucus and viral
particles preincubation with PBS (black bar). They are expressed as meantSEM of
two independent experiments. * p <0.05.
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Supplementary Figure 8
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Supplementary Figure 8 legend. Effect of mu-sEVs incubation on ACE2 expression
in HNECs cells. Western blot analysis of ACE2 and GAPDH proteins in HNECs
lysates, after incubation of HNECs with 10° mu-sEVS or PBS for 4 hours.
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B) La desloratadine, composé cationique amphiphile approuvé par la
« FDA », inhibe I’entrée du SARS-CoV-2 dans des cultures cellulaires et
dans des cellules épithéliales nasales primaires humaines (CENHs)

Dans la littérature, plusieurs observations ont rapporté une incidence plus faible
d’infections par le SARS-CoV-2 chez des patients suivis en psychiatrie. Le Pr. Jean-Marie Vaugeois,
professeur de pharmacologie a I'université de Rouen, a émis I’hypothése que les traitements
utilisés en service psychiatrique pourraient protéger de I'infection par le SARS-CoV-2. Les molécules
impliquées portent un groupement cationique amphiphile (« CADs, Cationic Amphiphilic Drugs »)
qui serait responsable de cet effet antiviral, du fait de la capacité des CADs a s’accumuler dans les
compartiments acides tels que les endosomes/lysosomes.

Les molécules testées ont été fournies par le Dr. Stéphane Jamain, psychiatre au CHU Henri
Mondor a Créteil. Un criblage de 9 molécules approuvées par la FDA a été effectué en cellules
VERO-E6 a 10 pM. Parmi ces molécules, on retrouve trois antipsychotiques (chlorpromazine,
aripiprazole et haloperidol), quatre antiallergiques (loratadine, desloratadine, terfenadine et
clemastine), ainsi que deux antidépresseurs (imipramine et amitriptyline). Nous avons utilisé la
carbamazépine, qui ne contient pas de groupement CAD, en contr6le négatif. Six composés sur
neuf réduisent de plus de 100 fois ARN viral du SARS-CoV-2 (loratadine, desloratadine,
chlorpromazine, arapiprazole, imipramine et amitriptyline). Une relation structure/activité a
montré que ces composés possédent tous un tricycle au niveau de leur structure moléculaire, qui
porterait I'activité antivirale. En effet, un test d’inhibition avec la chlorpromazine sulfoxide, un
composé ne dérivant que par I’ajout d’un groupement sulfoxide au niveau du tricycle, ne possede
aucun effet antiviral.

Une gamme de concentrations ainsi qu’un test de toxicité sur les 6 CADs sélectionnés ont
été réalisés. Les deux antidépresseurs possedent une forte activité antivirale contre le virus, mais
sont tres toxiques a partir de 5 uM, quant aux deux antipsychotiques, leurs activités antivirales
restent modérées. L’utilisation des deux antihistaminiques a démontré une forte inhibition de
’ARN viral du SARS-CoV-2 a partir de 5 uM avec peu de toxicité. Nous avons calculé les EC50, c’est-
a-dire la concentration a laquelle nous obtenons 50% d’inhibition et calculé les index
thérapeutiques de la loratadine et desloratadine (22,5 et 23,5 respectivement).

Afin de déterminer I"étape du cycle viral ciblée par la desloratadine, un test de temps
d’ajout a été réalisé en cellules VERO-E6. Nous avons observé une diminution de I’ARN viral lorsque
le CAD est ajouté 3H aprés I'infection par le SARS-CoV-2, suggérant que la desloratadine cible une

étape précoce du cycle viral. Afin de vérifier la voie d’entrée ciblée par la desloratadine, nous avons
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infecté des cellules VERO-E6 dépourvues de la protéase cellulaire TMPRSS2 et des cellules Calu-3,
TMPRSS2 (+), en présence d’inhibiteur spécifique de la voie de fusion a la membrane (camostat
mésylate) ou de la voie endosomale (E64D ou aloxistatin). Dans les cellules VERO-E6, ’E64D
comme la desloratadine sont capables d’inhiber ’ARN viral de plus de 100 fois, tandis que le
camostat mésylate n’a aucun effet. En cellules Calu-3, seul le camostat mésylate a un effet antiviral
contre le SARS-CoV-2, indiquant bien que la desloratadine cible plut6t la voie endosomale comme
I’E64D. En outre, en utilisant des cellules MRC5 et HRT-18, respectivement permissives a I'infection
par le HcoV-229E et le HCoV-OC43, la DSD a montré un effet antiviral dés 5 uM suggérant un effet
pan-coronavirus de la molécule.

Enfin, un modele de cellules épithéliales nasales humaines (CENH) mis en place par I’équipe
du Pr. B. Louis a partir de polyposes nasales récupérées chirurgicalement a été utilisé pour
infection par le SARS-CoV-2 en présence de desloratadine ou de camostat mésylate
(respectivement 5 uM et 10 uM). Un effet modeste de la desloratadine est observé avec une
réduction de 5 a 10 fois de ’ARN viral en comparaison au camostat mésylate. Ces résultats
suggérent la présence des deux voies d’entrée du SARS-CoV-2 au sein de I’épithélium nasal, avec
une entrée préférentiellement par la voie de fusion a la membrane, TMPRSS2-dépendante.

L’ensemble de ce travail a permis la publication d’un article dans Scientific Reports intitulé
« Desloratadine, an FDA-approved cationic amphiphilic drug, inhibits SARS-CoV-2 infection in cell

culture and primary human nasal epithelial cells by blocking viral entry ».
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Desloratadine, an FDA-approved
cationic amphiphilic drug, inhibits
SARS-CoV-2 infection in cell culture
and primary human nasal epithelial
cells by blocking viral entry
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The 2019 global coronavirus (COVID-19) pandemic has brought the world to a grinding halt,
highlighting the urgent need for therapeutic and preventive solutions to slow the spread of emerging
viruses.The objective of this study was to assess the anti-SARS-CoV-2 effectiveness of 8 FDA-
approved cationic amphiphilic drugs (CADs). SARS-CoV-2-infected Vero cells, Calu-3 cells and primary
Human Nasal Epithelial Cells (HNEC) were used to investigate the effects of CADs and revealed their
antiviral mode of action. Among the CADs tested, desloratadine, a commonly used antiallergic, well-
tolerated with no major side effects, potently reduced the production of SARS-CoV-2 RNA in Vero-E6
cells. Interestingly, desloratadine was also effective against HCoV-229E and HCoV-OC43 showing that
it possessed broad-spectrum anti-coronavirus activity. Investigation of its mode of action revealed
thatit targeted an early step of virus lifecycle and blocked SARS-CoV-2 entry through the endosomal
pathway.Finally, the ex vivo kinetic of the antiviral effect of desloratadine was evaluated on primary
Human Nasal Epithelial Cells (HNEC), showing a significant delay of viral RNA production with a
maximal reduction reached after 72 h of treatment. Thus, this treatment could provide a substantial
contribution to prophylaxis and systemic therapy of COVID-19 or other coronaviruses infections and
requires further studies.

Coronaviruses are a group of enveloped positive-sense RNA viruses. Until recently, most human infections were
caused by four human coronaviruses (HCoV) inducing benign respiratory tract diseases, including HCoV-OC43,
HCoV-229E, HCoV-NL63 and HKU1. In the last two decades, three zoonotic coronaviruses capable to induce
severe lung disease with moderate to high lethality rates have emerged in human populations. The Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-CoV) emerged in 2003 in China and caused a self-limiting outbreak'.
In 2012, the Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV) emerged in Saudi Arabia. This virus
is rarely transmitted between humans, but has a very high lethality rate®. Lastly, the SARS-CoV-2, a hitherto
unknown member of the Orthocoronavirinae subfamily, emerged in december 2019 in China and rapidly spread
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worldwide, causing the still-ongoing Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) pandemic’. As of November 3, 2021,
the World Health Organization reported a total of 248,466,602 cases of SARS-CoV-2 infection, and 5,032,252
deaths (https://www.worldometers.info/coronavirus/). Vaccine development has been successful in preventing
severe disease and mortality in Western countries. However, this protection strategy raises concerns about the
difficulty of vaccinating the entire global population, particularly in developing countries, and the high muta-
tion frequencies of the SARS-Cov-2 proteins targeted by the vaccines. At the beginning of the pandemic, only
nonspecific treatments were available, but recently, in addition to Remdesivir, Molnupiravir and Nirmatrelvir,
two oral antivirals targeting the viral polymerase and the main protease of SARS-CoV-2, respectively, received
emergency use approval from the U. S. Food and Drug Administration for the treatment of mild-to-moderate
COVID-19. Nevertheless, Molnupiravir and Nirmatrelvir present some issues regarding potential toxicity in
children and pregnant women and potential drug-drug interactions, respectively, precluding their use in some
at-risk patients. Therefore, there is a need to develop other oral drugs that do not have the limitations of these
drugs for more widespread use.

Coronaviruses have demonstrated their high capacity to cross species barriers from animal reservoirs to
human populations. A large number of coronaviruses have been identified to share this capacity, notably SARS-
like viruses circulating in Chinese bat populations**. Therefore, they represent an ongoing threat to the global
public health and economy, highlighting the urgent need for the development of active broad-spectrum antiviral
drugs that can be used in the context of various viral emergences, without having to wait for the availability of
specifically designed antiviral drugs.

Cationic amphiphilic drugs (CADs) include hundreds of FDA-approved agents used to treat a broad spec-
trum of common diseases, including psychiatric disorders, allergies, heart diseases and infections®. CADs are
characterized by a hydrophobic aromatic ring or ring system and a hydrophilic side chain containing an ionizable
amine functional group’. CADs are lysosomotropic drugs as they accumulate into acidic compartments, such as
late endosomes/lysosomes, leading to an impairment of lysosomal functions®~"’. Because the endosome/lysosome
is considered as a key cell organelle involved in virus entry and egress, CADs have gained increasing attention
as candidate drugs for repurposing''~'*. SARS-CoV-2 entry requires cleavage of the Spike envelope glycoprotein
() by host cell proteases. Depending on cell protease availability, cleavage can occur at the cell surface mediated
by Transmembrane Serine Protease 2 (TMPRSS2)* or be catalyzed by endosome-residing proteases Cathepsins
L and B (CatL and CatB)'®'”. Both pathways have been shown to contribute to SARS-CoV-2 infection in vitro,
depending on the cellular model used and its natural equipment®.

In this study, we explored the effect of 8 FDA-approved CADs on SARS-CoV-2 replication in vitro in Vero-E6
cells. Among them, desloratadine, a commonly used antiallergic compound'®, was highly effective in reducing
SARS-CoV-2 RNA production in Vero-E6 cells. Further characterization of desloratadine antiviral properties
included evaluation of its anti-coronavirus spectrum, identification of its target viral step and investigation of
its antiviral mechanism of action, was performed. Finally, we used an ex vivo model of infection with SARS-
CoV-2, primary Human Nasal Epithelial Cells (HNECs) from different donors, to measure the antiviral efficacy
of desloratadine. Our results suggest that repurposing of desloratadine could be proposed in SARS-CoV-2 infec-
tion and early after the future emergence of new coronaviruses, with well-known, limited and easily manageable
side effects and therefore requires further in vivo investigations.

Materials and methods

Cells and viruses. Vero-E6 cells (ATCC CRL-1586) and MRC-5 cells (ATCC, CCL-171) were maintained
in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM; ThermoFischer Scientific, Waltham, MA, USA) supplemented
with 50 TU/mL of penicillin, 100 pg/mL of streptomycin, 10% of fetal bovine serum (FBS) and 0.1 pg/mL of
fungizone (ThermoFischer Scientific). Calu-3 cells (ATCC, HTB-55) and HRT18 cells (ATCC, CCL-244) were
maintained in the same media supplemented with non-essential amino acids (ThermoFischer Scientific) and
10% of sodium bicarbonate (Gibco™), respectively. Primary HNECs were obtained from nasal polyps (NP) from
patients with chronic rhinosinusitis undergoing ethmoidectomy, as previously described" and cultivated at the
air-liquid interface (ALI). HNECs reach a stable differentiated state with the detection of ciliated, secretory, and
basal cells during the third week of culture®.

Primary HNECs from a pool of 14 different healthy donors were obtained commercially from Ephitelix
(Epithelix Sarl, Geneva, Switzerland) and cultured in MucilAir™ culture medium (Epithelix Sarl, Geneva, Swit-
zerland) according to the manufacturer’s instructions. SARS-CoV-2 (variant of origin D614G) was isolated from
nasopharyngeal swabs of a symptomatic patient infected during the first French epidemic wave and amplified by
passages in Vero-E- cells. HCoV-229E and O C-43 strains were kindly provided by Pr. Astrid Vabret (University
of Caen, Caen, France).

Compounds. Compounds were obtained from ThermoFisher Scientific (amitriptyline hydrochloride, car-
bamazepine) and Sigma-Aldrich (chlorpromazine hydrochloride, chlorpromazine sulfoxide, clemastine fuma-
rate salt, desloratadine, haloperidol, imipramine hydrochloride, loratadine, remdesivir, terfenadine, camostat
mesylate and E64D). All compounds were solubilized in dimethyl sulfoxide (DMSO). The final concentration of
DMSO was 0.01% for all experiments.

Assessment of antiviral activity. Vero-E6 cells and Calu3 cells were infected for 2 h with SARS-CoV-2
at a Multiplicity Of Infection (MOI) of 0.2 and 0.5 in the presence or in the absence of the tested compounds.
After 48 h, SARS-CoV-2 RNA was extracted from cells or cell supernatants and quantified by RT-qPCR using
Tagman technology. SARS-CoV-2 RNA relative quantities were plotted against compound concentrations and
fitted with a four-parameter logistic curve with SigmaPlot v11 software. The effective concentrations 50% (ECs,)

ScientificReports|

(2022) 12:21053 | https://doi.org/10.1038/s41598-022-25399-5 nature portfolio

119



www.nature.com/scientificreports/

were determined from the curves. MRC5 cells and HRT-18 cells were infected at an MOI of 0.5 for 2 h with
HCoV-229E and HCoV-OC43, respectively. After 24 h, viral RNA was extracted from cells using QIAamp Viral
RNA Mini kit” (Qiagen) and quantified by RT-qPCR. The data were analyzed with the 274! method, with
values for all samples normalized to the value for glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) for
intracellular samples.

Immunofluorescence staining. Immunofluorescence staining of Vero-E6 cells was performed using an
antibody directed against double-stranded RNA (dsRNA), as previously described?'. Infected cells were quanti-
fied using Image] software (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).

Time-of-addition assay. Vero-E6 cells were seeded in a 48-well plate at a density of 7.5 x 10* cells/well and
incubated for 24 h at 37 °C in 5% CO,. Cells were infected with SARS-CoV-2 for 2 h at an MOI of 1. Ten uM of
the indicated compound was added 2 h prior to infection, at the time of infection or 3, 6,9 or 12 h post-infection
and SARS-CoV-2 RNA production was measured 24 h post-infection by means of RT-qPCR.

Effect of the compounds on the time course of HNECinfection. Twenty uL of SARS-CoV-2 inoc-
ulum with a Median Tissue Culture Infectious Dose of 5x 10*/mL (TCID;,) was added at the apical pole of
the epithelium in the presence of various concentrations of the compounds. After 4 h, the viral inoculum was
removed and cells were washed with 200 uL of PBS before addition of 20 uL of the different concentrations of
compounds. To collect viral RNA produced, the apical pole of the epithelium was washed with 200 ul of PBS
for 10 min and SARS-CoV-2 RNA was extracted using QIAamp Viral RNA Mini kit” (Qiagen) and measured 4,
24, 48, 72, and 96 h post-infection by RT-qPCR. Epithelial integrity was assessed by measuring transepithelial
electrical resistance (TEER) at the same time using an EVOM volt-ohmmeter (World Precision Instruments,
Sarasota, FL, USA).

Immunohistochemistry staining of HNECs.  After 4 weeks of culture, HNEC epithelia were removed
from transwells and fixed in 10% formalin for 12 h. Each membrane was embedded vertically into a paraffin
block. Paraffin-embedded blocks were then cut into 4 um-thick slides. Sections were deparaffinised, rehydrated
and treated for antigen retrieval with citrate buffer. After blocking for 1 h using BSA 5%, sections were incubated
with primary antibodies targeting SARS-CoV-2 nucleoprotein (Genetex 135357) or a-tubuline (Abcam 24610)
and secondary antibody (Alexa Fluor) for 90 min at room temperature.

Statistical analyses. The experiments were performed in triplicate. Data are expressed as mean +SEM
or percentages. Statistical differences between the means of two datasets were assessed by means of the Mann-
Whitney U-test using Graphpad Prism software. Asterisks indicate p-values as *: p <0.05, **: p<0.01, NS not
significantly different.

Results

In vitro screening of FDA-approved CAD effectiveness against SARS-CoV-2 RNA produc-
tion. Eight FDA-approved CADs (Supplementary Fig. 1) were tested for their ability to reduce intracellular and
extracellular SARS-CoV-2 RNA production at a fixed dose of 10 uM in Vero-E6 cells (Fig. 1). Carbamazepine”
and remdesivir were used as negative and positive controls, respectively. Carbamazepine shares a chemical scaf-
fold similar to that of some of the compounds tested, but it is not a CAD because it does not contain an ionizable
amine. Remdesivir is an RNA-dependent RNA polymerase inhibitor that has been reported to potently inhibit
SARS-CoV-2 replication in vitro™.

Five CADs with distinct pharmacological targets significantly reduced SARS-CoV-2 RNA production (>2-log
reduction) in both Vero-E6 cell extracts and supernatants, suggesting that their antiviral effect was not related
to their main pharmacological target, but rather to their common physicochemical properties. Three CADs dis-
played intermediate antiviral effectiveness, with viral RNA level reductions ranging from 1- to 2-log at 10 uM. As
expected, carbamazepine had no effect on SARS-CoV-2 RNA production, whereas remdesivir potently inhibited
it.

Structure-activity relationship analysis revealed that the 5 most potent compounds all contained a tricyclic
ring skeleton (Supplementary Fig. 1), which thus appears to be an important chemical determinant for CAD
antiviral activity. To confirm this hypothesis, we evaluated the effect of chlorpromazine sulfoxide, which differs
from chlorpromazine only by the addition of a sulfoxide moiety on the tricyclic ring. The antiviral potency of
chlorpromazine sulfoxide was drastically reduced as compared to that of chlorpromazine (Fig. 1), confirming
that the modification of the tricyclic ring was detrimental to the compound’s antiviral effectiveness.

Together, these results strongly suggest that tricyclic CADs are a class of compounds with antiviral activity
against SARS-CoV-2, that provide a promising scaffold for the development of antiviral compounds.

Characterization of CADin vitro anti-SARS-CoV-2 activity. The anti-SARS-CoV-2 effectiveness and
the cytotoxicity of increasing concentrations of the 5 most potent compounds identified in the previous step
were measured in Vero-E6 cells (Fig. 2). All compounds induced a dose-dependent decrease of SARS-CoV-2
RNA production. The antihistaminic compounds desloratadine and loratadine were the most potent ones, with
EC;os of 0.7£0.4 uM and 0.9+0.3 uM, respectively. These two compounds were not cytotoxic at their effective
concentrations with CCses of 15.5+1.1 and 19.9 +4.5 uM and therapeutic indexes of 23.3 and 22.5, respectively
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Figure 1. Antiviral effect of 10 uM of FDA-approved CADs on SARS-CoV-2 RNA production in Vero-E6 cells.
Vero-E6 cells were treated with a fixed dose of 10 uM of the different CADs and infected with SARS-CoV-2 at
an MOI of 0.2. Forty-eight hours post-infection, viral RNA was extracted from cells and cell supernatants and
quantified by RT-qPCR. Intracellular (black bar) and extracellular (grey bar) SARS-CoV-2 RNA log decreases
are shown related to untreated controls. Each bar represents the mean+SD of at least two independent
experiments performed in triplicate.

(Table 1). Loratadine and desloratadine inhibited SARS-CoV-2 RNA extracellular production up to a maximum
of 2265-fold and 6673-fold, respectively. Desloratadine was selected for further antiviral characterization.

Spectrum of desloratadine antiviral activity against different coronaviruses. The effect of
desloratadine on SARS-CoV-2 infection was measured in Vero-E6 cells by means of immunofluorescence using
an antibody directed against double-stranded RNAs. A dose-dependent decrease of the number of SARS-CoV-2
infected cells was observed (Fig. 3A) and quantified (Fig. 3B). The ECy, of desloratadine on SARS-CoV-2 infec-
tion was 1.6 £0.2 uM.

In order to characterize the spectrum of antiviral effectiveness of desloratadine, its effect on RNA production
from two other benign coronaviruses, HCoV-229E and HCoV-OC43, was measured by RT-qPCR in MRC5 and
HRT-18 cells, respectively (Fig. 3C,D). Desloratadine induced a dose-dependent decrease of viral RNA produc-
tion in both models. These results indicate that desloratadine carries broad-spectrum antiviral effectiveness
against coronaviruses, suggesting a common mechanism of action against this viral family.

Identification of the SARS-CoV-2lifecycle step targeted by desloratadine. Using 10 uM for each
drugs, a time-of-addition assay was performed in Vero-E6 cells as described in Fig. 4A. Aloxistatin (E64D), a
cell-permeable and irreversible broad-spectrum cysteine protease inhibitor known to block coronavirus life-
cycles at the entry step, was used as a control. Both desloratadine and E64D antiviral effects were drastically
impaired when the compounds were added 3 h post-infection (Fig. 4B). This result indicated that desloratadine
does not block the SARS-CoV-2 lifecycle at a post-entry step.

To confirm that desloratadine targets an early step of the SARS-CoV-2 lifecycle, we compared its antiviral
effect at 10 uM when added during vs after the first 2 h of infection, as described in Fig. 4C. The amount of
SARS-CoV-2-infected cells was reduced only when desloratadine was present during the first 2 h of infection
(Figs. 4D). A similar result was obtained with the control entry inhibitor E64D used at 10 uM. Quantification of
immunofluorescence staining showed that both desloratadine and E64D lost more than 50% of their antiviral
effectiveness when added more than 2 h after infection (Fig. 4E). These results demonstrate that desloratadine
targets the entry step of SARS-CoV-2 lifecycle in Vero-E6 cells.

Identification of the SARS-CoV-2 entry mode targeted by desloratadine. Depending on the
availability of host proteases capable to prime the spike protein, SARS-CoV-2 can deliver its RNA into its target
cells through fusion of its envelope either with the plasma membrane or the endosome membrane. Therefore,
the effect of 10 uM of desloratadine was evaluated in Vero-E6 and in Calu-3 cells, cell lines in which SARS-
CoV-2 has been described to mainly fusion at the endosome membrane level and at the plasma membrane level,
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Figure 2. Assessment of the dose-dependent antiviral effectiveness of CADs against SARS-CoV-2 in
Vero-E6 cells. Vero-E6 cells were infected with SARS-CoV-2 at an MOI of 0.2 in the presence of increasing
concentrations of: (A) desloratadine, (B) loratadine, (C) amitriptyline, (D) imipramine and (E) chlorpromazine.
The reduction of the extracellular production of SARS-CoV-2 RNA (grey bars) was quantified by RT-qPCR and
expressed relative to the untreated control. Vero-E6 viability (black points) was monitored by MTS assay. Each
bar and point represents the mean+ SD of at least two independent experiments performed in triplicate.
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EC;, of SARS-CoV-2 RNA production inhibition (uM) | CC,, in Vero-E6 cells (uM) | Therapeutic index
Loratadine 0.7+0.4 155+1.1 233
Desloratadine 0.9+0.3 199+45 225
Amitriptyline 88+1.4 252517 29
Imipramine 8.1+0.4 328+1.0 4.1
Chlorpromazine 36+1.2 87402 24

Table 1. ECys, CCqys and therapeutic indexes of the 5 most potent CADs tested.
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Figure 3. Assessment of desloratadine antiviral activity against SARS-CoV-2, HCoV-229E and HCoV-OC43.
Vero-E6, MRC-5 and HRT-18 cells were infected with SARS-CoV-2 (MOI =0.2), HCoV-229E (MOI =0.5)
and HCoV-OC43 (MOI =0.5), respectively, and treated with increasing concentrations of desloratadine. (A)
SARS-CoV-2 infection of Vero-E6 cells monitored by immunofluorescence with an antibody directed against
double stranded RNA (dsRNA). (B) SARS-CoV-2-infected Vero-E6 cells quantified by image J software. Effect
of increasing concentrations of desloratadine on HCoV-229 (C) and HCoV-OC43 (D) viral RNA production in
MRC-5 and HRT-18 cell supernatants, respectively, quantified by RT-qPCR.
respectively”* (Fig. 4F). 10 uM of E64D and camostat were used as controls. E64D alters viral fusion at the endo-
some membrane through inhibition of the endosome-resident cysteine proteases cathepsins, whereas camostat
alters viral fusion at the plasma membrane by inhibiting the cell surface serine protease TMPRSS2. As expected,
camostat significantly inhibited SARS-CoV-2 infection in Calu-3 cells, whereas it was less effective in Vero-E6
cells. Conversely, E64D effectively reduced SARS-CoV-2 infection in Vero-E6 cells, whereas no significant inhi-
bition was observed in Calu-3 cells with this compound. The effect of desloratadine was similar to that of E64D,
i.e. potently inhibitory against SARS-CoV-2 infection in Vero-E6 cells, but not in Calu-3 cells. These findings
indicate that desloratadine blocks SARS-CoV-2 entry via the endosomal route.
Assessment of desloratadine anti-SARS-CoV-2 activity in primary human nasal epithelial
cells (HNEC). SARS-CoV-2 infection was monitored by immunohistochemistry staining using an antibody
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Figure 4. Desloratine inhibition of SARS-CoV-2 infection at an early step of the viral lifecycle. (A) Design of
the time-of-drug addition assay in Vero-E6 cells. (B) Results of the time-of-drug addition assay using 10 uM

of desloratadine (black bar) or 10 uM of E64D (grey bar), expressed as the percent effect of the drug at each
time point relative to its effect when added at the time of infection, considered as 100%. (C) Design of the entry
assay using desloratadine and E64D. 10 uM of the indicated drugs were added either during the first 2 h of
infection or after removal of the inoculum between the 2nd and the 9th hours. (D) Cells infected at different
time points studied by immunofluorescence using an antibody directed against double-stranded RNA (dsRNA).
(E) Quantification of immunofluorescence in cells infected at different time points. The percent effect of 10 pM
of desloratadine (black bars) and 10 uM of E64D (grey bars) is shown relative to its effect when the drugs were
added between 0 and 2 h, considered as 100%. (F) Effect of 10 uM of desloratadine, camostat and E64D on
SARS-CoV-2 RNA production in Vero-E6 (grey bars) and TMPRSS2-expressing Calu-3 cells (black bars), as
assessed by RT-qPCR.
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Figure 5. SARS-CoV-2 infection and effect of desloratadine and camostat on SARS-CoV-2 RNA production in
primary HNECs. (A) Representative images of cross-sectional views of primary human nasal epithelium ciliated
cells expressing a-tubulin (red) and the SARS-CoV-2 nucleoprotein (green). Nuclei were stained with DAPL
(B) Effect of desloratadine and camostat on dynamics of SARS-CoV-2 RNA production at the apical side of
HNECGs from three different patients. Results were expressed as the mean of the 1/Ct values + SEM of the three
patients. (C) Effect of desloratadine on dynamics of SARS-CoV-2 RNA production at the apical side of HNECs
from a healthy donor pool. Results were expressed as the mean of the 1/Ct values + SEM of two independents
experiments. Epithelial integrity was monitored by measuring the transepithelial electrical resistance (TEER)

at all-time points for all three patients. Each point represents the average TEER for the three patients untreated,
treated with 5 uM desloratadine, treated with 10 uM camostat (D). *p<0.05, **p<0.01 (Mann-Whitney U test
versus 1/Ct values of untreated cells).

directed against the viral nucleoprotein (Fig. 5A). SARS-CoV-2 nucleoprotein expression was restricted to the
apical side of the nasal epithelium, while ciliated cells which express tubulin were the main targets of infection.

The dynamics of the antiviral effect of 5 uM desloratadine was evaluated both on HNECs obtained from 3
independent patients or from a pool of healthy donor (Fig. 5B,C, respectively). The effect of 10 uM camostat
(Fig. 5B) was also evaluated as a control in HNECs obtained from the same 3 independent patients. The nasal
epithelium was infected with SARS-CoV-2 at its apical pole. After removal of the inoculum, virus production at
the apical pole was monitored 4, 24, 48, 72, and 96 h post-infection. Epithelium integrity was assessed by meas-
uring transepithelial electrical resistance (TEER) at all-time points (Fig. 5D). In samples derived from the three
patients, delayed virus production was observed with camostat and desloratadine without epithelium alteration,
indicating that SARS-CoV-2 infection is inhibited by both drugs. Camostat induced a more pronounced and
rapid delay of viral RNA production than desloratadine. Desloratadine effect was confirmed with HNEC obtained
from a healthy donor pool (Fig. 5B). Overall, these results suggest that both cysteine protease inhibitors, such
as camostat, and lysosomotropic agents, such as desloratadine, can be used to limit SARS-CoV-2 infection of
human nasal epithelium cells.

Discussion

Coronaviruses are enveloped single-stranded positive RNA viruses that represent a serious threat to public health.
Indeed, although often asymptomatic or associated with moderate symptoms, SARS-CoV-2 infection can evolve
into life-threatening pneumonia and systemic disease”. Vaccines have made it possible to slow the course of
the SARS-CoV-2 pandemic. Nevertheless, the availability of therapeutic strategies using readily available drugs
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could be useful to prevent the onset of complications and the need for oxygen therapy in some patients, especially
in non-vaccinated individuals and in the case of propagation of vaccine-escape variants, while representing an
efficacious tool to prevent the emergence of new coronaviruses in the future.

Coronavirus entry into host cells is an important determinant of viral infectivity, tropism and pathogenesis
and represents therefore an interesting target for antiviral therapy. After binding to their receptor, coronaviruses
deliver their nucleocapsid into the host cell by fusion of their envelope with the host cell membrane. Cleavage of
spike proteins by host cell proteases is essential for this fusion process to happen®. It has been shown that SARS-
CoV and SARS-CoV-2 preferentially use the cell surface serine protease TMPRSS2 for priming and entry. Never-
theless, the endosome-resident cysteine proteases cathepsin can also be used as alternatives for this process'™'®*’.
Recently, Zhao et al. reported the crucial role of CatL in SARS-CoV-2 infection in humans and humanized mice'”.
Thus, depending on the host protease recruited, SARS-CoV-2 can fuse directly with the plasma membrane or
enter cells by endocytosis and fuse with the endosome membrane to deliver its nucleocapsid.

Camostat and nafamostat, two broad-spectrum serine protease inhibitors, clinically approved for other
applications in Japan, have been shown to block SARS-CoV-2 fusion at the plasma membrane". E64D, a broad-
spectrum cysteine protease inhibitor, has been reported to inhibit SARS-CoV-2 pseudovirion entry trough the
endosomal pathway. Furthermore, a synergistic effect of combined camostat and E64D results in a complete
blockade of SARS-CoV-2 entry into cells?*-*". Although it has been shown that, in human airway epithelial cells,
coronaviruses generally use surface proteases for entry’'~*, it appears to be relevant to target both pathways to
make sure that a complete blockade of SARS-CoV-2 entry is achieved.

CADs are a large group of drugs with common structural features, including a hydrophobic ring and a
hydrophilic side chain containing an ionizable amine. CADs chemical properties lead to their accumulation
in acidic intracellular compartments, such as endosomes and lysosomes. The unprotonated neutral CADs are
rather hydrophobic and can readily diffuse through the limiting membrane of acidic organelles. In an acidic
environment, the basic amine groups of CADs are protonated™. The drugs are then trapped inside the lysosomes,
leading to their several 100-fold accumulation®**. This uptake mechanism, called lysosomotropism, induces
various physiological and morphological alterations of the endolysosomal compartment, which are reversible
after treatment discontinuation. Thus, CADs, which include numerous drugs FDA-approved for a wide range of
human diseases’, could represent a valuable group of repurposed compounds against coronaviruses in general,
and notably against SARS-CoV-2.

In the present study, the hypothesis that lysosomotropic compounds could have antiviral activity against
SARS-CoV-2 has been tested in Vero-E6 cells with 8 FDA-approved CADs. Five of these CADs, including 2
antiallergics (loratadine and desloratadine), 1 antipsychotic (chlorpromazine) and 2 antidepressants (imipramine
and amitriptyline) significantly reduced SARS-CoV-2 RNA production. These results suggest that the antiviral
activity of these CADs is related to their lysosomotropic activity rather than to their respective pharmacological
targets, a result in keeping with recent observations*. In our screening, loratadine and its metabolite deslorata-
dine were the most potent SARS-CoV-2 inhibitors. Both compounds are second-generation FDA-approved
antihistaminics that are widely used to treat symptoms associated with seasonal respiratory allergies, urticaria,
angioedema or atopic dermatitis.

Cell lines commonly used to perform viral assays exhibit varying levels of TMPRSS2 and cathepsin B/L
expression, resulting in the selection by the virus of a preferential entry route. SARS-CoV-2 enters Vero-E6
cells, which do not express high levels of TMPRSS2, via the endosomal pathway. In contrast, SARS-CoV-2
enters Calu-3 cells, which express TMPRSS2, via plasma membrane fusion®. In our experiments, deslorata-
dine targeted an early step of the SARS-CoV-2 lifecycle in Vero-E6 cells, whereas it was ineffective in Calu-3
cells, suggesting that desloratidine blocks the endosomal entry route. Because they are lysosomotropic drugs,
CADs could indirectly affect the activity of endosome/lysosome-resident enzymes required for the viral lifecycle.
Interestingly, it was recently reported that functional inhibition of acid sphingomyelinase, an inner membrane-
anchored lysosomal glycoprotein, by the lysosomotropic antidepressant amitriptyline prevented the uptake of
SARS-CoV-2 by epithelial cells™.

Immortalized cell cultures offer a simple and cost-effective platform for the investigation of cell biology
mechanisms. However, this model suffers from important caveats as far as therapeutic relevance is concerned.
We therefore investigated desloratadine antiviral effectiveness in the more relevant primary HNEC polarized
culture model, organized, like in the nasal cavity, with an apical side oriented towards the air and a basal side
towards the culture medium, therefore mimicking the in vivo conditions. SARS-CoV-2 infection is thought to
begin in the nasal epithelium®, which expresses high levels of ACE2 receptors*. Recently, nasal multiciliated
epithelial cells have been shown to be the primary targets of SARS-CoV-2 replication in early-stage COVID-19.
Therefore, targeting nasal ciliated cells during the early steps of the SARS-CoV-2 lifecycle may be an appropriate
strategy to overcome SARS-CoV-2 propagation, which is transmitted by respiratory aerosols or droplets. Kinetic
evaluation of the antiviral properties of camostat and desloratadine in infected HNECs revealed that both drugs
reduce SARS-CoV-2 RNA production at the apical pole, indicating that both cysteine protease inhibitors and lys-
osomotropic agents slow down SARS-CoV-2 replication. However, a more pronounced effect was observed with
camostat than with desloratadine, suggesting that SARS-CoV-2 enters HNECs preferentially through TMPRSS2
priming. Recently, Tummino et al. evaluated the antiviral effectiveness of the CADs amiodarone and sertraline in
amurine model of COVID-19 and observed no significant effect on lung viral titers. However, cellular hallmarks
of phospholipidosis were also not observed, suggesting that the lack of antiviral effect in mice lungs could have
been related to the absence of lung lysosomal disorders induced by amiodarone and sertraline in their model.
Neither sertraline nor amiodarone possess a tricydclic ring, shown in the present study to be a crucial determinant
of CADs antiviral activity.

Since the beginning of the COVID-19 pandemic, a potential antiviral effect of lysosomotropic agents has been
supported by clinical observations in patients receiving CAD-containing treatments. Indeed, several psychiatric
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hospitals over the world have observed a lower prevalence of symptomatic infections in psychiatric patients,
putting forward the hypothesis of a protective effect of psychotropic treatments*'*2. Chlorpromazine, a pheno-
thiazine derivative widely used in clinical practice for the treatment of acute and chronic psychoses, was found
to have antiviral activity against SARS-CoV-2 in Vero-E6 cells and human A549-ACE2 cells*’. Nevertheless,
chlorpromazine would be inappropriate for systemic prophylaxis of infection in healthy individuals. Fluvox-
amine is another approved drug with a molecular structure suggesting lysosomotropism that has been recently
tested in a randomized preliminary clinical trial showing a statistically significant reduction of the likelihood
of COVID-19 clinical deterioration in patients receiving the compound. No fluvoxamine-treated patients met
criteria for clinical deterioration as defined in the study, whereas 8.3% of patients taking placebo met this end
point*. Hydroxychloroquine, a drug approved for the treatment of malaria, has also been shown to be active
in vitro against coronaviruses, including SARS-CoV-2'!, but little efficacy has been observed in subsequent
clinical trials. The disappointing results of the CAD hydroxychloroquine contrast with the encouraging clinical
data of chlorpromazine and fluvoxamine. Although all of them have lysosomotropism in common, they differ in
their drug profile, which could explain their different effectiveness. Interestingly, chlorpromazine, fluvoxamine
and desloratadine are all functional inhibitors of acid sphingomyelinase (FIASMAs), and an association has
been reported between FIASMA treatment and a reduced risk of intubation or death in individuals hospitalized
for severe COVID-19*°. Antidepressant exposure was also associated with a reduced incidence of emergency
department visitation or hospital admission among SARS-CoV-2 positive patients*. An antihistaminic drug
such as desloratadine, that has a lysosomotropic effect and inhibits the generation and release of inflammatory
mediators and cytokines'®, would have a clear advantage, compared to antipsychotics and antidepressants, in
antiviral therapy. Thus, whether desloratadine could provide a substantial contribution to prophylaxis and sys-
temic therapy of COVID-19 must now be explored in randomized clinical trials.

Data availability
The datasets used and/or analysed during the current study available from the corresponding author on reason-
able request.
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Discussion

A I’heure actuelle, le monde connait de nombreuses crises sanitaires dues a I’émergence
ou la réémergence de virus pathogénes. La recherche d’antiviraux et de vaccins pour limiter les
infections et I’apparition de nouvelles pathologies a considérablement amélioré I’espérance et la
qualité de vie des patients. On peut prendre ’exemple de la maladie du SIDA causée par le VIH qui
est aujourd’hui contrélée ou encore le succés thérapeutique obtenu dans la lutte contre I'infection
par le VHC. L’émergence des coronavirus a risque pandémique a permis le développement de
nouvelles stratégies thérapeutiques et a stimulé larecherche d’antiviraux a large spectre, capables
d’inhiber plusieurs virus de la méme famille, voire plusieurs familles virales. Dans ce contexte, le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques et la compréhension des mécanismes

sous-jacents a 'infection par les coronavirus sont devenus une priorité absolue.

Le SARS-CoV-2 est un virus respiratoire transmis par voie aérienne, principalement par les
gouttelettes respiratoires (Gupta et al., 2020; Trypsteen et al., 2020). Capable d’infecter les voies
respiratoires hautes et basses, la premiére barriére que ce virus rencontre dans la cavité nasale est
le mucus (Cone, 2009; Fahy and Dickey, 2010). Bien que ce dernier participe a I’élimination des
pathogénes via la clairance mucociliaire et les mucines, il n’en reste pas moins perméable a I’entrée
du SARS-CoV-2. L’épithélium nasal est composé de trois types cellulaires : les cellules basales, les
cellules en gobelet et les cellules ciliées (Cone, 2009; Manna et al., 2022; Sungnak et al., 2020g;
Ziegler et al., 2020). Ces deux dernieres expriment ACE2 et TMPRSS2 et correspondent

probablement au site initial d’infection, avec entrée virale principalement par fusion membranaire.

Au sein du laboratoire, notre travail a consisté en I’étude de I’environnement de la cavité
nasale, et plus précisément du mucus qui constitue la premiére barriére rencontrée par le SARS-
CoV-2. Pour cela, en collaboration avec I’équipe du Pr. B. Louis, nous avons utilisé des cellules
épithéliales nasales humaines (CENHs) provenant de patients atteints de polyposes et opérés au
Centre Hospitalier Intercommunal de Créteil dans le service du Pr Coste. Au bout de 28 jours de
culture, les cellules, en interface air-liquide, forment un épithélium pluristratifié répondant aux
caractéristiques morphologiques et fonctionnelles de I’épithélium nasal humain, ce qui en fait un

modele biologiquement relevant (Bequignon et al., 2019; Coste et al., 2000).
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Entrée du SARS-CoV-2

Comme dans le cas du SARS-CoV-1, le SARS-CoV-2 peut rentrer de deux maniéres dans la
cellule cible: (i) par la voie de fusion a la membrane plasmique, dite « early », nécessitant des
clivages de Spike par TMPRSS2 ; et (ii) par la voie endosomale, dite « late », nécessitant des clivages
de Spike par les cathépsines B/L. Ces deux voies d’entrée dépendent de la disponibilité des
protéases cellulaires a la surface des cellules cibles et déterminent le tropisme du virus (Hoffmann

et al., 2020; Jackson et al., 2022).

L’existence d’un motif minimal de clivage (R-R-A-Ress) par la furine, a la charniére entre les
sous-unités S1/S2 de la protéine spike (Coutard et al., 2020), a constitué une découverte majeure
dans la compréhension des mécanismes d’entrée de SARS-CoV-2. La présence de ce site furine
pourrait expliquer le tropisme accru et la transmission plus élevée du SARS-CoV-2 par rapport au
SARS-CoV-1 (Coutard et al., 2020; Walls et al., 2020). En effet, ’expression de la furine au niveau du
trans-Golgi pourrait permettre un clivage intracellulaire de Spike au site S1/S2 et la pré-activation
de la protéine S (conformation RBD ouverte) au niveau des virions libérés (Shang et al., 2020;
Wrobel et al., 2020). Cette premiere étape de clivage dans la région charniére S1/S2 est suivie d’un
second clivage protéolytique, effectué cette fois par la protéase cellulaire TMPRSS2 au niveau du
site S2’ (K815), retrouvé dans le SARS-CoV-2 et le SARS-CoV-1 (Bestle et al., 2020; Coutard et al.,
2020). Toutefois, il n’existe pas a I’heure actuelle de consensus général concernant I'importance
du clivage par la furine dans I’entrée virale et dans la propagation du SARS-CoV-2. En effet, des
expériences in vitro ont démontré que les mutants SARS-CoV-2 qui ne possedent pas le site de
clivage a la furine peuvent pénétrer des lignées cellulaires humaines, de singes ou encore de
hamsters (Walls et al., 2020), suggérant un rdle non-essentiel dans I'entrée virale in vivo.
Cependant, la perte de ce site de clivage se caractérise également par une diminution de Ia
formation de syncytia. Le clivage en S1/S2 furine-dépendant pourrait ainsi jouer un réle, non
essentiel, d’accélérateur de I'infection et favoriser la propagation du virus via la fusion cellule-

cellule (Xing et al., 2020).
L’entrée du SARS-CoV-2 est donc dépendante de lactivité de différentes protéases

cellulaires favorisant I'infection et la propagation du virus au sein de I'organisme. Cependant, tous

les facteurs cellulaires impliqués ne sont probablement pas encore identifiés.
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Récemment, Sanda et al. ont détecté, par spectrométrie de masse, la présence de O-
glycanes a proximité du site de clivage a la furine et leur réle potentiel dans ce clivage fait
actuellement débat (Sanda et al., 2021; Thaingtamtanha and Baeurle, 2022).

De nouveaux résultats récents suggérent I’existence d’une autre voie d’entrée du SARS-
CoV-2 dans les cellules humaines impliquant I'interaction de la protéine Spike avec I'intégrine a5p31
activée, avec une affinité comparable a celle retrouvée pour ACE2 (Liu et al., 2022). Ceci pourrait
expliquer l'infection par SARS-CoV-2 de différents organes, notamment dans les cellules ne
possédant pas ACE-2 dans un modeéle de souris (Sun et al., 2020), de poumons humains (Puray-
Chavez et al., 2021), de cerveau humain (Andrews et al., 2022) et de tissus de patients COVID-19
(Caccuri et al., 2021). L’hypothése fournie par les auteurs est que I'infection par le SARS-CoV-2,
dépendante de ACE2, induirait dans un second temps une réaction inflammatoire et la libération
de cytokines dans le systéme respiratoire. A leur tour, des signaux cellulaires sont déclenchés par
ces cytokines, activant les intégrines sur de nombreuses cellules, en particulier celles qui ne
possedent pas ACE2, permettant ainsi I’entrée et la réplication du SARS-CoV-2.

De maniére intéressante, d’autres protéases facilitant I’entrée virale ont été mises en
évidence récemment. Les métalloprotéases ADAM10 et ADAM17 facilitent cette étape (Jocher et
al., 2022). Dans les cellules pulmonaires, ADAM17 potentialise I'infection du virus et ADAM10 est
nécessaire a la formation de syncytia, comme observé dans les cellules pulmonaires de patients
atteints de COVID19 (Jocher et al., 2022). De plus, ces deux métalloprotéases sont capables de
cliver Spike au site S2’.

Enfin, des facteurs de coagulations tels que Xa et la thrombine peuvent aussi favoriser le
clivage de spike pour permettre I’entrée du SARS-CoV-2 dans des organoides pulmonaires humains

(Kastenhuber et al., 2022).

L’ensemble de ces données suggére que d’autres protéases, non identifiées a ce jour,

pourraient également étre impliquées dans les mécanismes d’infection par SARS-CoV-2.

La premiére partie de cette thése a consisté en I’étude du réle de I’épithélium respiratoire
nasal, et plus particulierement du mucus sécrété par les CENHs, qui contient des vésicules

extracellulaires, dans I'infection par SARS-CoV-2.
Nous avons montré que les exosomes/petites vésicules extracellulaires (sEVs) dans le

mucus (mu-sEVs) produit par des CENHs contenaient ACE2 et TMPRSS2 sous sa forme active,

participaient au « priming » de la protéine Spike possédant -ou non- le site de clivage a la furine, et
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favorisaient I'infection des cellules épithéliales nasales par le SARS-Cov-2. Ces résultats suggerent
un role proviral des mu-sEVs. Plusieurs hypothéses se dégagent de ces résultats. D’'une part, les
mu-sEVs pourraient interagir de maniére directe avec les particules virales de SARS-CoV-2, d’autres
coronavirus voire d’autres virus respiratoires dont le site de primo-infection est I’épithélium
respiratoire nasal, et pourraient améliorer la capacité infectieuse de ces derniers : (’est I’hypothése
de la pré-activation ("priming") extracellulaire. D’autre part, un réle encore inexploré des sEVs
pourrait provenir de leur action sur divers types cellulaires. En effet, en transférant leur contenu
dans des cellules réceptrices, ces vésicules pourraient moduler la permissivité a I'infection ou jouer

un réle sur la pathogénicité viro-induite.

La pré-activation (« priming ») extracellulaire du virus par les mu-seVs

L’utilisation d’un modele d’infection in vitro (VERO-E6, A549 et Calu-3) et de SEVs isolées
de VCaP (VCaP-sEVs) contenant ACE2 et TMPRSS2 sous sa forme active nous a permis de mettre en
évidence les mécanismes qui sous-tendent les effets des mu-sEVs sur I'infection par le SARS-CoV-2.

En premier lieu, I'intégrité des protéines ACE2 et TMPRSS2 -activées- a la membrane des
mu-sEVs est essentielle pour observer un effet proviral. Deuxiemement, I'activité de TMPRSS2
cellulaire reste nécessaire pour observer I'infection, indépendamment de la pré-incubation avec les
VCaP-sEVs. Dans un modéle d’infection in vitro, ’effet proviral médié par la pré-incubation des
VcaP-sEVs et des particules virales est observé dans des cellules Calu-3, exprimant TMPRSS2 et non
dans des cellules VERO-E6 ou A549 (TMPRSS2Y) dans lesquelles le virus utilise principalement la
voie d’entrée endosomale. Enfin, dans un modéle d’infection ex vivo (CENHSs), I'incubation des
VCaP-sEVs ou des mu-sEVs avec le virus induit le clivage de Spike au site S1/S2 (« priming ») et
favorise I'infection. Ces résultats démontrent que ACE2 et TMPRSS2 vésiculaires participent
significativement a un « priming » extracellulaire de la protéine Spike du SARS-CoV-2, au niveau de
I’épithélium respiratoire nasal. A ce titre, il est donc possible d’imaginer que les mu-sEVs favorisent

Pinfection de cellules adjacentes ou plus éloignées, exprimant ACE2 et TMPRSS2 (figure 26).
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Figure 26 : Mécanisme de pré-activation du virus par les sEVs produites dans le mucus de I’environnement nasal. (A) Dans
des conditions sans vésicules, Spike est clivé par TMPRSS2 au site S2’, entrainant I’entrée du SARS-CoV-2 dans les cellules
épithéliales nasales humaines. (B) En présence de sEVs, le TMPRSS2 vésiculaire est capable d’induire le clivage de spike
au site S1/S2 permettant un changement de conformation de la protéine S suivi d’une entrée du virus dans les cellules
cibles. (C) Le virus pré-activé par la protéase TMPRSS2 cellulaire (A) ou par TMPRSS2 vésiculaire (B), permet une
augmentation de 'infectivité du virus.

Ces résultats contrastent avec I’étude récente de Kim et collaborateurs, qui ont suggéré
un effet antiviral des sEVs sécrétées par des cellules HEK-293T, transfectées pour exprimer ACE2
(Kim et al., 2022). De maniére similaire, I’étude de Cocozza et collaborateurs utilisant un modele de
cellules HEK-293FT transfectées pour exprimer ACE2 et TMPRSS2, montre un effet antiviral des
sEVs produites (Cocozza et al., 2020). De maniére intéressante, I’étude de Tey et collaborateurs a
montré que les sEVs enrichies en ACE2 pourraient accroitre I'infectivité du SARS-CoV-2 de maniére
beaucoup plus efficace que les virus seuls. Ces données concordent avec I’hypothese du
mécanisme de la modulation de la permissivité cellulaire. Les sEVs comprenant ACE2
représenteraient un « cheval de Troie » permettant au virus de pénétrer dans les cellules hotes (Tey
etal, 2022).

Ainsi nos résultats démontrent les limites d’utilisation de lignées cellulaires productrices de
sEVs, immortalisées et transfectées pour exprimer des facteurs de I’héte.

En effet, les sEVs sécrétées par un type cellulaireftissulaire particulier peuvent présenter

un tropisme spécifique. Par exemple, les sEVs issues d’oligodendrocytes précurseurs et matures
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sont internalisées par la microglie, mais pas par les neurones, ni les astrocytes ou les autres
oligodendrocytes (Fitzner et al., 2011). De plus, "adressage des sEVs peut étre dépendant de la
présence de protéines de la matrice extracellulaire enveloppant les sEVs lors de leur sécrétion (van
Niel et al., 2022).

L’existence d’une affinité spécifique entre sEVs et types cellulaires souligne la nécessité
d’utiliser des modeles pertinents dans I'étude du réle de sEVs lors d’infections virales. En
particulier, I'utilisation de sEVs produites par des lignées immortalisées transfectées ne permet pas
d’adresser les propriétés spécifiques des sEVs présentes dans les voies respiratoires supérieures,
et pourrait conduire a lPobservation d’effets ne correspondant pas a des mécanismes
physiologiques. Ces modeéles (HEK-293T et HEK-293FT) semblent donc peu relevants, tant au
niveau du type cellulaire ne reflétant pas le site de primo-infection du SARS-CoV-2 qu’a celui de la
nature des sEVs produites qui pourraient présenter une affinité altérée selon les types cellulaires

ciblés.

Dans ce contexte, I'utilisation par notre laboratoire d’'un modéle de CENHs de patients
humains apparait plus pertinente. En effet, les mu-sEVs issues de ce modéle proviennent de types
cellulaires qui sont les premiers en contact avec le SARS-CoV-2 dans les évenements d’infection, et
partagent une méme composition membranaire (protéique et lipidique) que les cellules
constituant ce site de primo-infection.

La capacité des sEVs issues de CENHs a étre internalisées par différents types cellulaires de
’organisme sera néanmoins cruciale dans la détermination de leur role sur (i) les mécanismes

d’infection a distance, (ii) voire sur la pathologie associée a I'infection.

Nos résultats constituent donc la preuve de concept que les sEVs naturellement produites
par des cellules épithéliales nasales humaines non-infectées pourraient jouer un réle important
dans le cycle de vie du SARS-CoV-2 et potentiellement pour d’autres coronavirus ou d’autres virus
respiratoires.

En effet, au regard de I’ensemble de ces résultats, la question s’est posée quant au réle des
sEVs issues de CENHs pour d’autres coronavirus. Des études préliminaires ont montré que les mu-
sEVs seraient capables de cliver la protéine Spike du HCoV-OC43 au niveau de la région charniere
S1/S2, participant potentiellement au « priming » extracellulaire de cette protéine. Le réle des mu-
sEVs dans I'infection par d’autres coronavirus / virus respiratoires est en développement au

laboratoire.
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Roéle(s) potentiel(s) des sEVs dans la permissivité des cellules ciblées par SARS-CoV-2 et dans la

pathogénicité viro-induite

Les sEVs produites par des cellules épithéliales nasales humaines non-infectées ou au cours
de I'infection pourraient rejoindre des tissus éloignés via le sang, la lymphe ou le systéeme nerveux.
En effet, les sEVs, actrices essentielles de la communication intercellulaires, sont présentes dans
de nombreux fluides et liquides biologiques (Ibrahim and Marbdn, 2016) et sont capables d’étre
internalisées au niveau de cellules avoisinantes ou a distance (Thakur et al., 2014; van Niel et al.,
2022; Zhang and Yu, 2019). Ainsi, les SEVs sécrétées par I’épithélium respiratoire nasal au pdle apical
et/ou basolatéral, pourraient libérer leur contenu, dont ACE2 et TMPRSS2, dans des types
cellulaires particuliers de I’épithélium respiratoire ou d’autres organes, rendant ces cellules
permissives a I'infection par le SARS-CoV-2. Cette hypothése pourrait expliquer le caractere
systémique de linfection par SARS-CoV-2, et notamment Iinfection de types cellulaires

n’exprimant pas ACE2 et/ou TMPRSS2 (figure 27).
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Figure 26 : Mécanisme schématique de la modulation de la permissivité cellulaire par les sEVs portant ACE2 et TMPRSS2.

L/

(A) Les sEVs portant ACE2 et TMPRSS2 peuvent étre transportées via différents fluides biologiques, notamment le sang
et la lymphe. (B) les sEVs peuvent ainsi délivrer leur matériel dans les cellules de différents organes les rendant
permissives a I'infection par le SARS-CoV-2.
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Il est également important de considérer ’hypothése selon laquelle la composition en
facteurs cellulaires et/ou viraux des sEVs pourrait étre modifiée au cours d’infections virales. Les
conséquences peuvent étre de moduler : (i) la susceptibilité de cellules réceptrices pour I'infection
(Mack et al., 2000, Rozmyslowicz et al., 2003) ou (ii) la réponse immunitaire en faveur du
pathogeéne ou de I’héte (Li et al., 2013, Schorey et al., 2015).

Ainsi, l'utilisation du modele CENHs en interface air-liquide pourrait permettre la
purification de mu-sEVs produites au cours de l'infection, au pdéle apical et basolatéral, leur
caractérisation en terme de composition (« NGS », spectrométrie de masse), de concentration, de
diameétre, de morphologie et leur potentiel réle au niveau de 'infection virale ou de la dérégulation
de laréponse immunitaire (production accrue de cytokines pro-inflammatoires (orage cytokinique)
(Biying Hu et al., 2021)). Dans ce contexte, I’exploration de la composition et du réle de sEVs
produites par I'épithélium respiratoire alvéolaire (pulmonaire) est également en cours au

laboratoire.
Dans une seconde partie de ma thése, le repositionnement thérapeutique de molécules
« FDA-approved » dans le cadre de la lutte contre la pandémie de SARS-CoV-2 a été évalué. Les

résultats produits ont permis la soumission d’un article publié dans Scientific Reports.

Modeéles cellulaires

Le choix de la lignée cellulaire utilisée dans le cadre de criblages d’antiviraux, mais aussi
pour la production de stock de virus entier, est de premiére importance. En effet, pour le criblage
des molécules anti-SARS-CoV-2 « FDA-approved », nous avons d’abord utilisé la lignée cellulaire
VERO-E6, n’exprimant pas la protéase cellulaire TMPRSS2. De plus, le virus utilisé pour notre étude
a lui aussi été d’abord produit en VERO-E6 (virus M80) et a donc perdu le site de clivage a la furine.

Ainsi, les criblages que nous avons réalisés ont permis d’identifier des antiviraux affectant
particulierement I’étape d’entrée du SARS-CoV-2 par la voie endosomale.

Par la suite, les cellules Calu-3 —décrites comme un bon modéle d’étude et d’amplification
de virus SARS-CoV-2 entier (Chu et al., 2020)- et les modeles de culture en interface air-liquide
(CENHs) ou d’organoides ont été implémentés au laboratoire. Ces systémes sont prometteurs
pour I’évaluation d’antiviraux mais présentent des limites, dont la durée de différenciation, un
risque supérieur de contaminations, une quantité variable de matériel et enfin une certaine

hétérogénéité inter-patients. Ceci pourrait étre résolu en utilisant un systeme reconstitué
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d’épithélium nasal humain provenant de 14 donneurs différents (Epithelix MucilAir™). Ce systéme

a été utilisé dans Iarticle publié et les résultats ont été trés concluants.

Inhibition de I’entrée du virus par la DSD

Il a été montré que le SARS-CoV-2 pouvait rentrer par deux voies différentes dans les
cellules : la voie de fusion a la membrane dite « early pathway » et la voie endosomale dite « late
pathway ». Les clivages protéolytiques de Spike sont essentiels pour I’entrée virale et sont réalisés
par différentes protéases cellulaires (Hoffmann et al., 2020; Ou et al., 2020; Shang et al., 2020).
Pour la voie de fusion alamembrane plasmique, il a été montré que TMPRSS2, une sérine protéase,
était essentielle, alors que pour la voie endosomale, les protéases a cystéines (cathepsine
endosomale L) sont impliquées (M.-M. Zhao et al., 2021).

Des molécules bloquant spécifiquement ces voies d’entrée sont connues dans la
littérature. En premier lieu, on trouve le camostat mésylate (utilisé comme contréle dans nos
expériences), inhibiteur puissant des sérines protéases, donc de la voie de fusion a la membrane
plasmique (Breining et al., 2021). Cette molécule est utilisée dans le traitement de certains cancers
et infections virales au Japon et en Corée du Sud.

Ensuite, ’E64D (aloxistatine), inhibiteur des cystéines protéases, qui inhibe la voie
endosomale et posséde une activité anti-SARS-CoV-2 (Yousefi et al., 2021). En outre, on peut noter
qu’un effet synergique de Iassociation de ces deux molécules (camostat et E64D), entraine un
blocage complet de 'infection (Padmanabhan et al., 2020; Wang et al., 2020).

Nos résultats suggerent que la desloratadine (DSD) bloquerait la voie endosomale, puisque
celle-ci n’a pas d’effet dans les cellules Calu-3 qui sont TMPRSS2 (+). Dans le modele CENHs, la DSD
présente un effet modeste contre le SARS-CoV-2 en comparaison au camostat mésylate (5-10 fois
d’inhibition avecla DSD a 5 uM et plus de 100 fois avec le camostat mésylate a 10 pM). Ces résultats
suggerent la présence des deux voies d’entrée du virus au sein de I’épithélium nasal, avec une
préférence pour la voie de fusion a la membrane (TMPRSS2 dépendante). En conclusion, le SARS-
CoV-2 (variant ancestral) utilise préférentiellement la voie d’entrée par fusion a la membrane
plasmique, ce qui expliquerait I’effet modeste de la desloratadine dans ce type cellulaire. Il serait
donc intéressant de combiner la DSD, inhibitrice de la voie endosomale, avec le camostat mésylate
dans les CENHs. Cette association pourrait induire un effet synergique et semble pertinente pour
bloquer complétement I’entrée du SARS-CoV-2 au site de primo-infection.

De maniére intéressante, I’apparition du variant Omicron a suggéré de nombreuses
hypothéses quant a son infectivité. Aujourd’hui encore, il n’existe pas de données concrétes a ce

sujet. Cependant, trois articles actuellement sur Biorxiv et en révision ont montré des résultats
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cohérents. Les principales conclusions de Meng et collaborateurs (utilisant des pseudovirus) sont
que le variant Omicron se réplique de maniere moins efficaces dans les organoides pulmonaires et
les cellules épithéliales pulmonaires par rapport au variant Delta ou a la souche ancestrale (Meng
et al, 2022). En outre, deux autres équipes ont montré un nombre de copies virales
significativement plus faible aprés une infection par Omicron dans les cellules pulmonaires par
rapport aux variants Delta et Wuhan (Peacock et al., 2022; Willett et al., 2022). Enfin, les trois études
suggerent qu’Omicron posséde une capacité réduite a former des syncytia, résultant d’une
diminution de Ientrée du variant par la voie de fusion a la membrane en favorisant I'entrée
endosomale. Au vu de nos résultats sur la voie d’entrée ciblée par la DSD, il serait intéressant de

tester cet antihistaminique sur le variant Omicron.

Repositionnement des CADs

Les virus, comme les parasites intracellulaires, exploitent les composants cellulaires pour
permettre I’entrée virale, la réplication du génome et I’'assemblage/relargage des particules virales
hors de la cellule. Ainsi, des molécules antivirales ciblant les fonctions de I’h6te essentielles pour
I’infection par de multiples virus en ’absence de toxicité sont des candidats intéressants pour le
développement de stratégies thérapeutiques antivirales a large spectre. En particulier,
Iidentification de molécules déja commercialisées, approuvées pour leur utilisation chez ’lhumain
et actives contre plusieurs virus, pourrait accélérer la mise en place d’essais cliniques dans le cas
d’émergences virales dues a des virus hautement pathogenes (Bekerman and Einav, 2015).

L’hypothése de départ selon laquelle les traitements donnés aux patients en service
psychiatrique pourraient protéger de I'infection par le SARS-CoV-2 nous a poussé a évaluer I'effet
de molécules « FDA-approved », comprenant un groupement cationique amphiphile responsable
de la perturbation de la voie endosomale. Ces CADs s’accumulent dans les endosomes/lysosomes
et seretrouvent piégés a l'intérieur (de Duve et al., 1974; Marceau et al., 2012; Tummino et al., 2021),
ce qui entraine une augmentation du volume lysosomal et une altération de diverses voies
biologiques (Salata et al., 2017). Dans la littérature et en médecine, de nombreux CADs sont utilisés
pour traiter une grande variété de maladies humaines, et leur repositionnement thérapeutique
dans le cadre de I’émergence du SARS-CoV-2 peut étre tres rapide (Blaess et al., 2021; Norinder and

Munic Kos, 2019).

Le repositionnement de la desloratadine dans le cas de I'infection par SARS-CoV-2 est
prometteur in vitro. De plus, cet antihistaminique présente plusieurs avantages : étre trés bien

toléré dans la population avec de Iégers effets secondaires en fonction des personnes traitées et
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une faible toxicité cellulaire (Devillier et al., 2008; Nakamura et al., 2019). Récemment, un autre
antihistaminique a aussi montré des effets anti-SARS-CoV-2 robustes in vitro : I’Azélastine qui
présente une forte affinité pour le récepteur ACE-2 et empéche le SARS-CoV-2 de pénétrer dans
des cellules HEK-293T-ACE2 (Ge et al., 2021a). Bien que I’Azélastine ne soit pas définie comme telle,
Villoutreix et al. ont montré que cet antihistaminique appartient a la famille des CADs (Villoutreix
etal., 2021). Cependant, son mécanisme d’action n’est pas de perturber la voie endosomale comme
il est montré pour la desloratadine dans notre étude. En outre, d’autres études ont révélé que la
doxépine et la desloratadine inhibent I’entrée de SARS-CoV-2 en se liant a ACE2 (Ge et al., 2021b;
Hou et al., 2021). Bien que ces résultats soient prometteurs, nos résultats different du fait de

I’approche de criblage utilisé.

La desloratadine, modulatrice de I'inflammation dans les CENH ?

En tant qu’antihistaminique, la DSD possede de nombreuses propriétés anti-
inflammatoires (Agrawal, 2004). Comme dit précédemment, Iinfection par le SARS-CoV-2 peut
devenir extrémement dangereuse, notamment pour les personnes immunodéprimées et agées, et
peut engendrer un orage cytokinique pouvant amener le patient en soins intensifs. Il serait donc
intéressant de voir si la DSD est capable de bloquer la production de cytokines pro-inflammatoires
en analysant le milieu basal produit par des CENHs au cours de Iinfection, et traitées ou non-
traitées avec la DSD. L’ensemble de ces données fait de la DSD un composé attractif pour le

repositionnement de médicament dans le cadre de cette pandémie.

La desloratadine en spray nasal ?

La DSD est un antihistaminique de seconde génération utilisé sous la forme de comprimés.
L’Azélastine, quant a elle, existe sous forme de spray nasal (Ge et al., 2021a). Auregard des données
actuelles sur le site initial de l'infection par le SARS-CoV-2, a savoir, la cavité nasale, il serait
intéressant de tester un spray nasal de DSD in vivo sur des souris. L’aspect localisé du médicament
pourrait étre un point positif pour les patients ne souffrant pas d’allergies spécifiques et qui n’ont

pas besoin d’anti histaminique de facon quotidienne.
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Annexes

A) Repositionnement de I’Alisporivir dans le cadre de la pandémie de
SARS-CoV-2

Au début de la pandémie de SARS-CoV-2, le laboratoire a mobilisé ses efforts sur le
repositionnement thérapeutique de I’Alisporivir (ALV).

Initialement, ’ALV est un médicament utilisé dans le traitement des hépatites C. Connu
aussi en tant qu’inhibiteur des cyclophilines, cette molécule a montré un effet antiviral in vitro
contre différents coronavirus : le SARS-CoV, le MERS-CoV et le HcoV-229E. L’ALV est arrivé en phase
Il d’essai clinique mais a été stoppé en raison de 5 cas de pancréatites dont une mortelle,

survenues au cours de son association a I'interféron et la ribavirine.

L’étude de repositionnement de cette molécule a débuté par un criblage en concentrations
croissantes d’ALV en cellules VERO-E6 infectées par la souche ancestrale du SARS-CoV-2, isolée
d’un patient a ’hépital Henri Mondor a Créteil. La chloroquine (CQ) a été utilisée en contrdle positif
et la production d’ARN viral déterminée par RT-qPCR. Les résultats ont permis de mettre en
évidence une activité antivirale dose-dépendante in vitro et de calculer des EC50, correspondant a
la concentration a partir de laquelle nous obtenons 50% d’inhibition de Iinfection. De plus, nous
avons montré que I’ALV n’est pas toxique a des concentrations inférieures a 20 uM, au méme titre
que la chloroquine. Ces données nous ont permis de calculer unindex thérapeutique >43 pour I’ALV
et >57 pour la CQ.

Afin de valider ces observations, des expériences d’immunofluorescence en présence de
concentrations croissantes d’ALV ont été réalisées. L’ARN viral a été marqué a ’aide d’un anticorps
anti double-brin. Les données obtenues ont permis de mettre en évidence un effet antiviral
significatif avec une inhibition de 50% de la production d’ARN a 1 uM et de 100% a 10 uM d’ALV.

Enfin, pour déterminer I’étape du cycle viral ciblé par ALV, une expérience de temps
d’ajout a été réalisée avec la chloroquine comme contréle de I'inhibition de la voie endosomale.
Alors que la chloroquine perd son activité antivirale aprés 3H post-infection, ’ALV conserve son
activité jusqu’a 6H post-infection. Nous en avons conclu que I’ALV cible une étape post-entrée du
cycle de vie de SARS-CoV-2. Ces données ont été confirmées par un test d’entrée.

L’ensemble de ces résultats a permis d’initier un essai clinique de Phase Il a "h6pital Henri

Mondor.
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Inhibition of SARS-CoV-2 Infection by the Cyclophilin Inhibitor

Alisporivir (Debio 025)
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ABSTRACT Cyclophilins play a key role in the life cycle of coronaviruses. Alisporivir
(Debio 025) is a nonimmunosuppressive analogue of cyclosporine with potent cyclo-
philin inhibition properties. Alisporivir reduced SARS-CoV-2 RNA production in a
dose-dependent manner in Vero E6 cells, with a 50% effective concentration
(ECs0) Of 0.46 = 0.04 M. Alisporivir inhibited a postentry step of the SARS-CoV-2 life
cycle. These results justify rapidly conducting a proof-of-concept phase 2 trial with
alisporivir in patients with SARS-CoV-2 infection.

KEYWORDS SARS-CoV-2, alisporivir, antiviral, cyclophilin

n December 2019, an outbreak of pneumonia emerged in the Chinese city of Wuhan.

A novel coronavirus was identified as the pathogen causing the disease, named
COVID-19 (for coronavirus disease 2019). This new virus was called severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) because of its genetic proximity to
SARS-CoV. At the time of writing, over 3.5 million people have been diagnosed with
COVID-19 worldwide, while over 250,000 of them have died from complications of the
disease.

Currently, there are no vaccines or effective antiviral drugs targeting SARS-CoV-2. A
pragmatic approach is to assess whether drugs that are approved for other indications
or have reached late clinical developmental stages are effective against SARS-CoV-2
and could be rapidly repurposed for this indication. For instance, chloroquine has been
shown to bear potent antiviral properties against SARS-CoV-2 in vitro, and several
clinical trials are under way to assess its efficacy in patients with COVID-19. The
nucleotide analogues remdesivir and favipiravir, as well as the antiretroviral drug
lopinavir in combination with ritonavir, are also under clinical investigation.

Cyclophilins are cellular peptidyl-prolyl cis-trans isomerases that catalyze the inter-
conversion of the two energetically preferred conformers of the planar peptide bond
preceding an internal proline residue. Cyclophilins play a key role in the life cycle of
many coronaviruses, including human coronaviruses 229€ (HCoV-229E) and NL-63
(HCoV-NL63), feline infectious peritonitis coronavirus (FPIV), SARS-CoV, and Middle East
respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) (1-7). Cyclosporine A (CsA), a potent
cyclophilin inhibitor, blocks the replication of various coronaviruses in vitro, including
HCoV-229E, HCoV-NL63, FPIV, mouse hepatitis virus (MHV), avian infectious bronchitis
virus, and SARS-CoV (5, 8-10). However, CsA cannot be used in patients with COVID-19
because of its strong immunosuppressive properties.

Alisporivir (Debio 025) is a nonimmunosuppressive analogue of CsA that potently
inhibits cyclophilins. Alisporivir has been administered to more than 1,800 patients with
chronic hepatitis C virus infection in phase 2 and 3 dlinical trials, alone or in combina-
tion with pegylated interferon alpha and/or ribavirin. In vitro, alisporivir inhibits the
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FIG 1 Antiviral activity of alisporivir against SARS-CoV-2. The means =+ standard deviations from 2 experiments performed in triplicate are shown. (A) Vero
E6 cells were infected for 2 h with a SARS-CoV-2 clinical isolate at an MOI of 0.02 in the presence of increasing concentrations of alisporivir (left) or chloroquine
(right). Cells were incubated for 48 h in the presence of the compounds, and SARS-CoV-2 RNA was quantified in cell supernatants by RT-qPCR (solid lines).
Cell viability is shown with dashed lines. (B) SARS-CoV-2 infection of Vero E6 cells at an MOI of 0.4 assessed by immunofluorescence using anti-dsRNA
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Cydclophilin Inhibition Blocks SARS-CoV-2 Life Cycle

replication of HCoV-229E, HCoV-NL63, MHV, SARS-CoV, and MERS-CoV at low-
micromolar concentrations without cytotoxic effect (1, 10, 11).

The goal of this study was to assess the antiviral properties of alisporivir against
SARS-CoV-2, with the objective of generating the preclinical proof of concept of
antiviral effectiveness required to start a clinical trial in patients with COVID-19.

The antiviral effectiveness of increasing concentrations of alisporivir was measured
in Vero E6 cells infected with a clinical isolate of SARS-CoV-2 at a multiplicity of infection
(MOI) of 0.02 (Fig. 1A). Dimethyl sulfoxide (DMSO) was used as a negative control, while
chloroquine was used as a positive control of antiviral inhibition. The compounds were
added at the beginning of infection, and viral RNA was extracted from supernatants at
48 h postinfection and quantified by reverse transcriptase quantitative PCR (RT-qPCR).
Alisporivir reduced SARS-CoV-2 RNA production in a dose-dependent manner: the 50%
effective concentration (EC;o) was 0.46 = 0.04 M, and the ECy, was 3.10 = 1.40 puM.
The maximum viral RNA reduction was 2 log,, at 5 uM. For comparison, the EC;, of
chloroquine was 0.35 = 0.02 uM (Fig. 1A). Neither alisporivir nor chloroquine was
cytotoxic at the effective concentration, with 50% cytotoxic concentrations (CCsqs) of
>20 uM and therapeutic indexes of >43 and >57, respectively.

We confirmed the anti-SARS-CoV-2 effectiveness of alisporivir by immunofluores-
cence. Vero E6 cells were infected at an MOI of 0.4 for 2 h in the presence of increasing
concentrations of alisporivir. After virus removal, infected cells were incubated for 24 h
in the presence of alisporivir and immunostained with an anti-double-stranded-RNA
(dsRNA) antibody. Alisporivir reduced the number of SARS-CoV-2-infected cells in a
dose-dependent manner, and complete inhibition was attained at 10 uM (Fig. 1B).
Chloroquine also inhibited SARS-CoV-2 in this assay (data not shown).

The next experiment was aimed at identifying the step of the SARS-CoV-2 life cycle
targeted by alisporivir. Chloroquine, which inhibits endosome-mediated viral entry, was
used as a control. Vero E6 cells were infected at an MOI of 0.4 for 2 h in the presence
of 5 uM alisporivir or chloroquine. After virus removal, cells were incubated for 7 h in
the absence of the compounds, fixed, and immunostained with the anti-dsRNA anti-
body. No infected cells were detected in the presence of 5 uM chloroquine, confirming
that chloroquine prevents SARS-CoV-2 entry into Vero E6 cells. In contrast, alisporivir
did not inhibit SARS-CoV-2 entry into Vero E6 cells (Fig. 1C). This result was confirmed
by a time-of-addition experiment showing that, in contrast to that of chloroquine, the
effect of alisporivir was preserved when the compound was added 3 h postinfection.
The antiviral effect of alisporivir was abolished when the compound was added 6 h
postinfection (Fig. 1D). These results suggest that alisporivir inhibits a postentry step of
the SARS-CoV-2 life cycle.

Taken together, our results demonstrate that the nonimmunosuppressive macrocy-
clic cyclophilin inhibitor alisporivir (Debio 025) exhibits strong, dose-dependent anti-
viral properties against SARS-CoV-2 in vitro. Alisporivir inhibits a postentry step of the
SARS-CoV-2 life cycle through mechanisms that remain to be unraveled. These results
justify rapidly conducting a proof-of-concept phase 2 trial to assess the antiviral
properties and the effect of alisporivir on COVID-19 clinical outcomes in infected
patients.

Alisporivir has been shown to be well tolerated when administered as a mono-
therapy (12). Preclinical pharmacology data indicate that, after oral administration,
alisporivir is widely distributed in the whole body, including the lungs, and that its EC,,
against SARS-CoV-2 in Vero E6 cells is clinically achievable in patients. In addition,
because alisporivir inhibits all cellular cyclophilins, it also blocks mitochondrial cyclo-

FIG 1 Legend (Continued)

Antimicrobial Agents and Chemotherapy

antibodies in the presence of increasing concentrations of alisporivir. Infected cells were quantified using ImageJ software. (C) Effect of 5 uM alisporivir and
5 uM chloroquine on SARS-CoV-2 entry into Vero E6 cells, assessed by immunofluorescence using anti-dsRNA antibodies. (D) Time-of-addition experiments
with alisporivir and chloroquine. Vero E6 cells were infected with SARS-CoV-2 at an MOI of 0.05 for 3 h; 10 uM alisporivir or 10 uM chloroquine was added
at different time points and maintained until 20 h postinfection. SARS-CoV-2 RNA was quantified in cell supernatants by RT-qPCR. ALV, alisporivir; CQ,

chloroquine.
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philin D, a key regulator of mitochondrial permeability transition pore (mPTP) opening,
a mechanism involved in triggering cell death. Therefore, besides its antiviral proper-
ties, alisporivir may also be effective in preventing lung tissue damage. A phase 2,
proof-of-concept trial with alisporivir in patients with COVID-19 is planned to start very
soon.
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Résumé en francais

Le SARS-CoV-2 (""Severe Acute Respirarory Syndrome Coronavirus-2"), nouveau membre de la sous
famille des Orthocoronavirinae responsable de la maladie COVID-19, a émergé en décembre 2019
en Chine et s'est rapidement propagé dans le monde, causant une pandémie. Des efforts
considérables ont été déployés, notamment pour développer en un temps record des vaccins
efficaces contre le SARS-CoV-2, mais aussi pour comprendre les mécanismes sous-jacents a
l'infection. Cependant, I'émergence de nouveaux variants montre la fragilité d'un systéme

uniquement fondé sur les vaccins et souligne la nécessité de traitements préventifs et curatifs.

Dans une premiére partie de la thése, nous avons analysé le réle des petites vésicules
extracellulaires (sEVs, "small extracellular vesicles") produites au niveau de I’épithélium
respiratoire nasal dans I'infection par le SARS-CoV-2. Les sEVs sont sécrétées dans de nombreux
fluides biologiques incluant le mucus de I’épithélium respiratoire. Nous avons caractérisé les sEVs
produites dans le mucus par des CENH (Cellules Epithéliales Nasales Humaines) (mu-sEVs)
produisant du mucus contenant ces vésicules (mu-sEVs) et montré que ces derniéres contenaient
ACE2 et TMPRSS2, respectivement le récepteur et la protéase essentiels pour I'entrée virale. Les
mu-sEVs sont capables de cliver la protéine virale Spike au site S1/S2 et, ainsi, de faciliter I'exposition
des RBD ("Receptor Binding Domain"), favorisant I'attachement du virus au récepteur cellulaire.
Ainsi, les mu-sEVs sont capables de compléter le « priming» de Spike effectué par la furine
intracellulaire. Ce « priming » extracellulaire est dépendant de I’activité du TMPRSS2 a la surface
des mu-sEVs, génére des virions pré-activés capables de pénétrer plus rapidement dans les cellules

cibles par fusion membranaire, et suggere un réle facilitateur du mucus dans 'infection.

Dans une seconde partie de la thése, nous avons évalué I'activité antivirale des agents cationiques
amphiphiles (CAD, "Cationic Amphiphilic Drugs"). Parmi 8 CADs testés, 5 possédent une activité
antivirale contre le SARS-CoV-2. La desloratadine (DSD), un CAD antihistaminique, entraine une
diminution de la production d'ARN viral dés 2H post-infection, suggérant I'inhibition d’une étape
précoce du cycle viral de SARS-CoV-2, probablement |'entrée. De plus, la DSD est active sur d'autres
coronavirus (HCoV-229E et HCoV-0C43), suggérant une activité antivirale pan-coronavirus. Enfin,
nous avons évalué I’effet antiviral de la DSD, ex vivo, sur des cultures de CENHs et avons démontré
une diminution de la production d’ARN viral du SARS-CoV-2. La desloratadine, molécule trés bien
tolérée au sein de la population, pourrait donc étre une alternative thérapeutique intéressante

dans le cadre de la pandémie de SARS-CoV-2.
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