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Résumé 

Développement de nouvelles approches thérapeutiques contre les virus 

(ré)émergents et/ou négligés 

Les infections causées par les virus (ré)émergents et/ou négligés sont responsables de 

problèmes de santé publique majeurs. Les exemples de la COVID-19 et de la Rage illustrent 

les répercussions en santé publique de ces maladies qui sont responsables de nombreux décès 

dans le monde (6,9 millions de morts depuis le début de la pandémie de la COVID-19 et près 

60 000 décès chaque année dans le cas de la Rage). Malgré l'existence de prophylaxies pré- ou 

post-exposition, il apparaît encore nécessaire de développer de nouvelles approches 

thérapeutiques contre ces infections virales. L'objectif de ce travail a donc été de développer 

de nouvelles stratégies thérapeutiques vis-à-vis de ces infections afin (i) de moduler la cascade 

de réponses de l'hôte via l'activation de récepteurs cellulaires, comme les récepteurs 

nicotiniques alpha7 à l'acétylcholine (α7nAChR) et les récepteurs purinergiques de type P2X 

dans le cas du SARS-CoV-2 ; (ii) d'inhiber le cycle viral via des molécules qui ciblent le complexe 

de réplication dans le cas du RABV. Il a été montré que l'ivermectine (IVM), un modulateur de 

α7nAChR, réduisait les signes cliniques de l'infection par le SARS-CoV-2 chez le hamster. 

L'implication des α7nAChR dans la modulation de la réponse de l'hôte au cours de l'infection 

a ainsi été étudiée tout d'abord dans un modèle in vivo utilisant des hamsters, mais également 

avec des modèles in vitro de lignées cellulaires épithéliales seules ou en co-culture avec des 

cellules de l'immunité. Dans un premier temps, chez l'animal, nous avons étudié les mécanismes 

de neuroinvasion et d'anosmie liés à l'infection par plusieurs variants d'intérêts. Nous avons 

ensuite testé l'effet de différents agonistes et antagonistes des récepteurs cholinergiques afin 

d'évaluer leurs rôles dans la mise en place de la réponse inflammatoire de l'hôte. Dans un 

second temps, l'implication des récepteurs purinergiques dans la modulation de la réponse 

inflammatoire liée à l'IVM a été explorée dans des modèles in vitro permettant des 

investigations sur les voies d'activation impliquées. Le criblage d'une banque de 30 000 

composés chimiques avait été réalisé dans le cadre de l'infection par le virus de la Rage et avait 

permis d'identifier un composé actif contre le RABV mais également contre d'autres virus du 

genre Lyssavirus ou même de l'ordre des Mononegavirales. Ensuite, plus de 300 analogues 

chimiques de la molécule de départ avaient été produits pour arriver à l'obtention de deux 

molécules actives ayant une faible toxicité cellulaire et un fort pouvoir inhibiteur de l'infection. 

Il a été montré que ces molécules modulaient le cycle viral en ciblant le complexe de 
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réplication viral. Les mécanismes d'actions de ces molécules et leurs interactions avec les 

protéines virales ont été particulièrement étudiés au cours de ce travail, en utilisant deux 

approches. (1) L'identification des protéines virales et des domaines ciblés par ces molécules 

a été réalisée par le séquençage de mutants viraux échappant à l'action de ces molécules, et 

l'étude du rôle biologique des mutations observées par production de virus recombinants 

obtenus par génétique inverse. (2) L'identification des domaines et des résidus de la molécule 

impliquée dans les interactions avec les protéines virales a été en parallèle explorée par 

Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN) en condition ex vivo. Ces recherches, combinées à 

des approches in silico de modélisation par homologie et de « machine-learning » nous ont 

permis d'obtenir des modèles structuraux d'interaction. Ainsi, l'ensemble de ce travail nous a 

permis de mieux comprendre le rôle des récepteurs α7nAChR et P2X dans la mise en place 

de la réponse inflammatoire au cours de l'infection par le SARS-CoV-2 ; mais également de 

caractériser les sites d'interactions entre les protéines du virus rabique et les molécules 

antivirales afin de permettre une optimisation de leur structure moléculaire pour les rendre 

plus actives.

Mots clefs 

Thérapie – RABV – SARS-CoV-2 – In vivo – Récepteurs α7nACh – Récepteurs P2X – 

Inflammation – Complexe de réplication viral – Échappement viral – Génétique Inverse
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Abstract 

Development of new therapeutic approaches against (re)emerging and 

neglected viruses 

Infections caused by (re)emerging and/or neglected viruses are responsible for major 

public health problems. The examples of COVID-19 and Rabies illustrate the burden of these 

diseases on public health which are responsible for many deaths worldwide (6.9 million deaths 

since the beginning of the COVID-19 pandemic; and nearly 60,000 deaths each year in the 

case of Rabies). Despite the existence of pre- or post-exposure prophylaxis, it still appears 

necessary to develop new therapeutic approaches against these viral infections. The aim of 

this study was to develop new therapeutic strategies to control these infections in order to 

(i) modulate the host response cascade via the activation of cellular receptors, such as alpha 7

nicotinic acetylcholine receptors (α7nAChR) and P2X-type purinergic receptors, in the case

of SARS-CoV-2; (ii) inhibit the viral cycle via molecules that target the replication complex in

the case of RABV. It has been shown that ivermectin (IVM), a modulator of α7nAChR, has

reduced the clinical signs of SARS-CoV-2 infection in hamsters. The involvement of α7nAChR

in the modulation of the host response during infection was thus studied in an in vivo model

using hamsters and then in in vitro models of epithelial cell lines alone or in co-culture with

immune cells. First, we studied the mechanisms of neuroinvasion and anosmia in animals

infected by several variants of interest. Then we tested the effect of different cholinergic

receptor agonists and antagonists in order to evaluate their roles in the establishment of the

host inflammatory response. Second, we explored the involvement of purinergic receptors in

the modulation of the inflammatory response related to IVM in in vitro models. This led us to

investigate the involved activation pathways. The screening of a chemical bank of 30,000

compounds had been carried out in the context of rabies virus infection and had enabled the

identification of an active compound against RABV as well as against other viruses of the

Lyssavirus genus or even of the Mononegavirales order. Then, more than 300 chemical analogues

of the starting molecule had been produced to obtain two active molecules, showing low

cellular toxicity and a strong inhibitory effect on the infection. These molecules were shown

to modulate the viral cycle by targeting the viral replication complex. The mechanisms of

action of these molecules and their interactions with viral proteins were particularly studied,

using two approaches: (1) The identification of viral proteins and domains targeted by these

molecules, was performed by sequencing viral mutants escaping the action of these molecules
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and studying the biological role of the mutations, observed by producing recombinant viruses 

obtained by reverse genetics. (2) The identification of the domains and residues of the 

molecule involved in the interactions with viral proteins, was investigated in parallel by Nuclear 

Magnetic Resonance (NMR) in ex vivo conditions. It was combined with in silico approaches of 

homology modeling and machine-learning to obtain structural models of interaction. This study 

has given us a better understanding of the role of α7nAChR and P2X receptors in the 

inflammatory response during SARS-CoV-2 infection. We also characterized the interaction 

sites between rabies virus proteins and antiviral molecules to refine their molecular structure 

to increase their activity.

Keywords 

Therapy – RABV – SARS-CoV-2 – In vivo – α7nAChR receptors – P2X receptors – 

Inflammation – Viral replication complex – Viral escape – Reverse genetics
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Introduction 

 

I- Les virus (ré)-émergents et/ou négligés 

A) Origine et apparition des épidémies 
 

De nombreuses épidémies de virus (ré)émergents et/ou négligés ont impacté les 

civilisations à travers le monde, laissant des marques remontant jusqu’à l’Antiquité. C’est le 

cas de la variole, aujourd’hui éradiquée, dont des descriptions furent retrouvées dans des 

écrits médicaux en Inde (1500 av. J.-C.) (Shchelkunov, 2011) et en Chine (1122 av. J.-C.) 

(Hopkins, 2003). Et également celui de la rage, dont la première trace remonte à 2000 ans av. 

J.-C. dans les lois d’Eshnunna de Mésopotamie (Adamson, 1977) et qui fut également décrite 

par Aristote dans l’Histoire des animaux datant de -343 av. J.-C. (Bertier, 1995). 

 

Figure 1 : Chronologie des épidémies virales les plus meurtrières et les plus récentes à 
travers le monde.  
(ajd : aujourd’hui, le 10 juin 2023), d’après (Patterson and Pyle, 1991; Patterson, 1992; Kohn, 2007; 
CDC, 2017, 2019a, 2019b, 2019c; Koch et al., 2019; Barbiero, 2020; UNAIDS, 2021; Berche, 2022; 
OMS, 2023c, 2023a). 

Plus récemment, de nombreuses épidémies se sont succédé (Figure 1) : la grippe 

espagnole de 1918-1920, causée par le virus H1N1 et faisant près de 40 millions de morts à 

travers le monde (Berche, 2022) ; le syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) ayant 

débuté en 1981 et toujours présente aujourd’hui, provoquée par le virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH), avec près de 40 millions de morts (UNAIDS, 2021) ; le 

syndrome respiratoire aigu sévère (SRAS) apparu en Chine en 2002 (CDC, 2017) ; la grippe 

H1N1 de 2009 (CDC, 2019c) ; le syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS) apparu en 

Arabie Saoudite en 2012 (OMS, 2023c) ; la fièvre hémorragique Ebola en Afrique de l’ouest 
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fin 2013 (Barbiero, 2020) ; l’infection au virus Zika au Brésil en 2015 ; et plus récemment, la 

COVID-19 (Maladie à coronavirus 2019), apparue en décembre 2019, causée par le SARS-

CoV-2 (Coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévère), et toujours présente 

aujourd’hui, avec près de 770 millions de cas, dont 7 millions de décès (OMS, 2023a). Toutes 

ces épidémies ont été provoquées par des virus (ré)émergents et/ou négligés (Figure 2).  

 

Figure 2 : Émergences ou réémergences récentes d’épidémies virales de 1981 à 2020.  
(MERS-CoV : Coronavirus du syndrome respiratoire du Moyen-Orient ; VIH : virus de 

l’immunodéficience humaine ; SRAS : syndrome respiratoire aigu sévère ; SFTSV : virus du syndrome 

de fièvre sévère avec thrombocytopénie), d’après (Morens and Fauci, 2020). 

 

B) Causes et conséquences 

Un virus (ré)émergent est responsable de maladies dites émergentes qui apparaissent 

dans une population pour la première fois, ou bien qui existaient auparavant et connaissent 

une augmentation soudaine en termes d’incidence ou de distribution géographique (OMS, 

2004). Un virus négligé, responsable de maladie tropicale négligée, est principalement présent 

dans les zones tropicales et touche les communautés les plus pauvres. Selon l’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS), seuls les virus de la rage, de la dengue et du chikungunya font 

partie de la classification des virus négligés (OMS, 2023d).  

Ces virus sont pour la plupart zoonotiques ou à transmission vectorielle (Jones et al., 

2008). Un virus zoonotique est transmis à l’homme par des animaux vertébrés, tandis qu’un 

virus à transmission vectorielle sera transmis à l’homme par l’intermédiaire d’un arthropode, 

le plus souvent hématophage (moustiques, tiques, phlébotomes) (OMS, 2020). 
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 Divers facteurs vont permettre à ces virus d’émerger de réservoirs de la faune sauvage 

et d’infecter l’être humain. Ces facteurs faciliteront également la propagation et la transmission 

de ces virus (Church, 2004). Il peut s’agir par exemple d’une augmentation de l’urbanisation, 

de la mondialisation, de l’augmentation de la densité des populations, de la pauvreté, des 

troubles sociaux, des voyages, du commerce à l’international, du vieillissement de la 

population, du défrichement, de la déforestation, du changement climatique, de l’agriculture 

et de la chasse, de l’élevage d’animaux domestiques et de toute autres activités humaines 

détruisant l’habitat de la faune sauvage ou augmentant les contacts avec les réservoirs 

zoonotiques (Heffernan, 2018; Tazerji et al., 2022). 

 Les maladies (ré)émergentes et/ou négligées engendrées par ces virus ont de lourdes 

conséquences sur le système de santé publique, mais également de graves impacts sur le 

progrès social, politique et économique (Mackey and Liang, 2012). 

Les initiatives d’ « Une Seule Santé » et de Santé Globale encouragent la coopération 

et la planification stratégique entre des professionnels de la santé publique, animale, humaine, 

végétale et environnementale (OMS, 2017; OMSA, 2022). Ces coopérations ont pour but 

d'améliorer la santé humaine et animale et également de lutter contre la propagation des 

maladies par les zoonoses et les facteurs environnementaux. Ces initiatives peuvent servir de 

modèle potentiel pour des interventions efficaces contre ces maladies. (Pappaioanou and 

Spencer, 2008; Mwacalimba and Green, 2015; Pungartnik et al., 2023). 

La nature du défi posé par ces maladies exige une surveillance constante et une 

intervention rapide. Il est impératif de développer et de déployer efficacement des vaccins et 

des thérapies antivirales là où ils sont nécessaires. Il faut également disposer des infrastructures 

nécessaires et du personnel qualifié pour permettre un diagnostic rapide, ainsi que d'une 

recherche permanente pour aider au développement de contre-mesures efficaces (Nii-Trebi, 

2017). 

De plus, du fait de la pression de sélection et de la pression évolutive, certains virus 

présentent une forte variation génétique se manifestant par des taux de mutations élevés, de 

la recombinaison génétique ou bien un réassortiment. La recombinaison consiste en l'échange 

d'une partie du génome entre deux virus semblables (Arenas et al., 2018). Un réassortiment 

se produit lorsque deux virus segmentés similaires échangent une partie de leur génome au 

cours d'une co-infection cellulaire (McDonald et al., 2016). Ces phénomènes peuvent être à 

l’origine du franchissement de la barrière d’espèce et participer à l’émergence de nouvelles 

épidémies (Olival et al., 2017; Choudhury et al., 2022). 
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En outre, cette forte variation génétique présentée par certains virus nécessite une 

surveillance constante des pandémies éventuelles sous la forme d'une mise à jour des vaccins 

disponibles qui sont devenus obsolètes en raison de l'émergence de nouvelles souches virales 

(Gonçalves et al., 2021). C’est le cas du virus de la COVID-19, le SARS-CoV-2, qui sera abordé 

par la suite comme un exemple pour illustrer les virus émergents. Le virus de la rage sera, 

quant à lui, présenté pour illustrer les virus négligés. 

 

C) Le SARS-CoV-2, un exemple de virus émergent 

a. Épidémiologie et physiopathologie 

La COVID-19, dont les premiers cas ont été recensés à Wuhan dans la province 

d’Hubei en Chine en novembre 2019, a entraîné une pandémie, déclarée en mars 2020 par 

l’OMS et qui se poursuit toujours en automne 2023 (OMS, Sharma et al., 2021). Cette maladie 

a provoqué en septembre 2023 près de 770 millions de cas à travers le monde avec près 7 

millions de décès recensés depuis le début de la pandémie (OMS, 2023a) (Figure 3). 

Figure 3 : Nombre total de cas de SARS-CoV-2 pour 100 000 habitants à travers le monde 
en septembre 2023. 
Il s’agit du nombre de cas déclarés par les différents pays ou territoires (d’après (OMS, 2023a)). 

 Depuis le début de la pandémie de nombreux variants du SARS-CoV-2, l’agent 

étiologique de la COVID-19, sont apparus et certains furent classés comme variants 

préoccupants (ou VOC, « variants of concern »). Ces variants ont un impact démontré sur la 

santé publique avec une augmentation de la transmissibilité, de la gravité de l’infection ou une 
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capacité d’échappement immunitaire (Santé Publique France, 2023). Ils nécessitent une 

surveillance constante en réalisant un séquençage du génome viral sur les prélèvements 

nasopharyngés de patients atteints. Les premiers VOC sont apparus fin 2020, avec le variant 

Alpha (B.1.1.7), devenu majoritaire en mars 2021. Les variants Beta (B.1.351) et Gamma (P.1) 

ont ensuite circulé pendant le 1er semestre 2021. Le variant Delta (B1.617.2), apparu en mai 

2021, a rapidement supplanté les précédents variants, pour représenter 99 % des variants 

circulants au mois d’août 2021. Enfin, le variant Omicron, le dernier variant à être apparu fin 

novembre 2021 est actuellement en circulation avec ses différentes sous-lignées (B.1.1.529, 

BA.2, BA.3, BA.4, BA.5, BA.2.86) et plus récemment, l’apparition de différents recombinants 

(XBB. 1.16, XBB.1.5) (Figure 4) (ECDC, 2023c).  

 

Figure 4 : Émergence des variants préoccupants (VoCs) du SARS-CoV-2 au cours de la 
pandémie. 
D’après (ECDC, 2023c). 

 Le SARS-CoV-2 est un virus qui se transmet par gouttelettes de Flügge ou par aérosols 

d’une personne à l’autre lors d’un contact étroit de moins d’un mètre ou dans des espaces 

mal ventilés et/ou bondés (OMS, 2021c). Il peut également se transmettre de façon indirecte, 

par contact avec une surface infectée et une entrée par les muqueuses nasales, buccales ou 

conjonctivales (Bonny et al., 2020).  

Une fois infectée, les symptômes vont apparaître chez une personne en moyenne 5 à 

6 jours après l’exposition (Kumar et al., 2021). Les patients peuvent présenter un tableau 

clinique très varié (Figure 5), allant de formes asymptomatiques aux formes graves voire 

mortelles. Les symptômes les plus courants ne sont pas spécifiques de la maladie et 
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appartiennent à ceux du syndrome pseudo-grippal (fièvre, mal de gorge, toux, céphalées, 

myalgies et asthénies) (OMS, 2023b). Certains patients aux symptômes légers peuvent 

également présenter de l’agueusie et de l’anosmie, respectivement une perte de goût et une 

perte d’odorat (de Melo, Lazarini, Levallois, et al., 2021). Chez des personnes présentant des 

facteurs de risque tels que l’obésité, l’âge avancé, l’hypertension, l’insuffisance cardiaque, ou 

les maladies pulmonaires chroniques, le risque de développement de formes sévères peut être 

aggravé. Cela se manifeste par une insuffisance respiratoire sévère, nécessitant une 

hospitalisation d’urgence (OMS, 2023b). Afin de prévenir ces formes graves et de diminuer la 

transmission, plusieurs vaccins ont été développés et commercialisés, dont les vaccins 

Pfizer/BioNTech et Moderna (Feraoun et al., 2021). 

 

Figure 5 : Signes cliniques courants ou sévères observés chez les patients atteins de la 
COVID-19. 
(SDRA : syndrome de détresse respiratoire aiguë), d’après (Alturki et al., 2020; Falzone et al., 2021; 

ECDC, 2023a). 

Chez certains patients, les symptômes respiratoires ou extra-respiratoires peuvent 

persister ou se développer 3 mois après l’épisode aigu de l’infection. Leur présence durant au 

moins deux mois, sans aucune autre explication, est un état défini par l’OMS comme COVID-
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l’activation du domaine S2 et la fusion des membranes du virus et de la cellule hôte (Figure 

10) (Lan et al., 2020). 

 

Figure 10 : Mécanisme d’entrée virale du SARS-CoV-2. 
Adapté de (Hartenian et al., 2020). 

- Traduction de la polyprotéine : 

Une fois à l’intérieur de la cellule hôte, la décapsidation de l’ARN viral s’accomplit et 

les ORF1a et ORF1b sont traduites à l’aide des ribosomes cellulaires (V’kovski et al., 2021; 

Eriani and Martin, 2022). Les polyprotéines produites, respectivement pp1a et pp1b sont 

clivées par les deux protéases « papain-like » virales, PLPro (Nsp3) et 3CLPro (Nsp5) en 16 

protéines non-structurales qui s’assemblent ensuite pour former le complexe viral de 

transcription et de réplication contenant notamment l’ARN polymérase ARN dépendante 

(RdRp) (Lan et al., 2020). 

- La réplication : 

L’ARN viral de polarité positive va servir de matrice pour générer un antigénome (de 

polarité négative), qui servira à son tour de matrice pour la réplication du génome viral. Cette 

réplication se déroule au sein de vésicules à double membrane qui permettent la séparation 

physique de ces ARN des senseurs immunitaires présents dans le cytoplasme, et cela afin 

d'échapper à l'immunité innée de l'hôte (Brant et al., 2021). Cependant, la présence de 

séquence TRS va parfois induire une interruption de la transcription et la production d’ARN 

subgénomiques (ARNsg) de polarité négative qui servent alors de matrice pour la transcription 

d’ARNsg de polarité positive (Brant et al., 2021; V’kovski et al., 2021).  
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- Transcription et traduction des ARN viraux : 

Ces ARNsg de polarité positive sont ensuite traduits pour permettre la synthèse des protéines 

structurales (S, M, E et N) et des protéines accessoires (Lan et al., 2020). Ces étapes se 

déroulent dans des vésicules périnucléaires à double membrane, toutes dérivées du réticulum 

endoplasmique (RE), qui vont permettre de protéger les ARN viraux  (V’kovski et al., 2021). 

 

- L’assemblage et la sortie : 

La protéine N s’attache ensuite aux brins d’ARN de polarité positive pour former le complexe 

nucléoprotéique. Les protéines structurales ainsi que le complexe nucléoprotéique 

s’assemblent dans le compartiment intermédiaire Golgi-réticulum endoplasmique (ERGIC) 

(Arya et al., 2021). Les virions se forment ensuite par bourgeonnement de l’appareil de Golgi 

et sont libérés hors de la cellule par exocytose (V’kovski et al., 2021). 

 

D) La rage, un exemple de virus négligé 

a. Épidémiologie et physiopathologie 

La rage est une zoonose responsable selon des estimations d’environ 59 000 décès par 

an (Hampson et al., 2015) et touchant particulièrement les populations pauvres vivant en milieu 

rural et âgées de moins de 15 ans (OMS, 2023e). 95 % des cas de rage surviennent en Afrique 

et en Asie (Figure 11) (OMS, 2023e). 

 

Figure 11 : Prévalence de la rage transmise par les chiens dans le monde en 2021. 
D’après (OMS, 2021d). 
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c. Morphologie 

Le virus de la rage est un virus enveloppé, d’environ 180 nm de long et 75 nm de 

diamètre, qui possède une morphologie en « balle de fusil » (Howley and Knipe, 2022). 

L’enveloppe est formée d’une bicouche phospholipidique avec, fichée à sa surface, des 

glycoprotéines virales (G) transmembranaires. Ces protéines permettent l’entrée du virus 

dans la cellule cible. Sur la face interne de l’enveloppe et associées à cette dernière, se trouvent 

des protéines de matrice (M), qui permettent une association de la bicouche lipidique à la 

nucléocapside (Lenard and Vanderoef, 1990; Dancho et al., 2009), formée de la nucléoprotéine 

(N), qui encapside le génome viral pour former une structure de symétrie hélicoïdale (Howley 

and Knipe, 2022).  

 

Figure 15 : Particule virale du virus de la rage.  
A. Représentation schématique de la morphologie du virus de la rage. B. Particule virale du virus de 

la stomatite vésiculeuse (VSV), proche du virus de la rage, en forme de balle de fusil, obtenue par cryo-

microscopie électronique. L’image a été filtré en mode passe-bas et le contraste a été renforcé (Barre 

d’échelle : 50 nm), (Jenni et al., 2022). 

d. Génome viral 

Le génome du virus de la rage est formé d’un ARN simple-brin de polarité négative et 

non segmenté d’environ 12 kb (Fooks et al., 2017). Non-infectieux, il n’est ni cappé, ni 

polyadénylé (Albertini, Ruigrok and Blondel, 2011). Il possède des séquences Leader et Trailer 

respectivement aux extrémités 3’ et 5’, de 58 et 70 nucléotides, qui sont partiellement 

complémentaires (Ogino and Green, 2019). Elles servent de promoteurs lors de la 

transcription et la réplication et permettent l’encapsidation de génomes et d’antigénomes lors 

de la réplication. Les séquences Leader peuvent également être transcrites en petits ARN non 

coiffés et non polyadénylés, qui ne seront pas traduit en protéines, et dont les fonctions sont 

encore ignorées (Conzelmann and Schnell, 1994; Schnell, Mebatsion and Conzelmann, 1994; 

Finke and Conzelmann, 1997; Ogino and Green, 2019; Ogino et al., 2019) (Figure 16).  
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- Réplication virale :  

La réplication virale débute une fois que suffisamment de nucléoprotéines et de 

phosphoprotéines ont été synthétisées. Ceci permet au génome viral répliqué d’être 

rapidement encapsidé par la nucléoprotéine limitant la détection des ARN viraux par les 

senseurs du système immunitaire cellulaire (Ogino and Green, 2019). 

De plus, l’encapsidation de l’ARN en cours de la transcription semblerait être un signal 

permettant à la polymérase virale de ne pas détecter les séquences intergéniques, d’éviter le 

détachement du complexe de réplication et ainsi de synthétiser un ARN complet de polarité 

positive, aussi appelé antigénome (Blumberg, Leppert and Kolakofsky, 1981). Ce dernier va 

alors servir de matrice pour la transcription des ARN génomiques viraux de polarité négative 

(Albertini, Ruigrok and Blondel, 2011).  

- Assemblage et bourgeonnement des particules virales :  

Après la synthèse des protéines virales, celles-ci vont soit s’associer aux ARN 

génomiques et antigénomiques viraux nouvellement synthétisés, soit emprunter la voie de 

sécrétion (Knipe, Baltimore and Lodish, 1977). En effet, la nucléoprotéine, une fois traduite, 

va s’associer à l’ARN viral, tandis que la protéine de matrice, synthétisée sous forme de 

protéine soluble, va s’associer à la membrane cellulaire du côté cytoplasmique (McCreedy, 

McKinnon and Lyles, 1990). La glycoprotéine néosynthétisée emprunte alors la voie de 

sécrétion. Pour cela, elle est transportée dans le réticulum endoplasmique, puis dans l’appareil 

de Golgi où elle va être l’objet de modifications post-traductionnelles. Finalement, les 

glycoprotéines sont transportées jusqu’à la membrane plasmique où elles s’organisent en 

microdomaines trimérique (Brown and Lyles, 2003; Callaway et al., 2022). La sortie des 

particules virales se fait par bourgeonnement au niveau de la membrane plasmique. 

 

Ces maladies (ré)émergentes et/ou négligées sont responsables de nombreux décès 

dans le monde lors d’épisodes épidémiques ou par manque de moyens disponibles pour lutter 

contre ces infections. Néanmoins, pour prévenir certaines de ces maladies, la vaccination reste 

un outil indispensable. 

 

E) Prévenir les maladies émergentes et négligées par la vaccination 

Le vaccin est un produit biologique qui va induire une réponse immunitaire pour 

produire des anticorps et garder en mémoire ce premier contact, afin de protéger l’organisme 
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contre d’éventuelles nouvelles infections grâce à une réponse immunitaire plus efficace (OMS, 

Vaccins et vaccination, 2022). Plusieurs catégories de vaccins sont disponibles sur le marché : 

vaccins vivants atténués, inactivés, à vecteur viral non réplicatif, à acides nucléiques (ADN ou 

ARN), sous-unitaires (Figure 19) (Pollard and Bijker, 2021). 

 

Figure 21 : Les différents types de vaccins. 
Description des vaccins actuellement utilisés en médecine humaine, leurs avantages, leurs modes de 

fonctionnement, et contre quelles maladies ils sont utilisés. D’après (Pollard and Bijker, 2021; Ramesh, 

2021). 

La vaccination est l’un des moyens les plus efficaces pour prévenir et contrôler les 

maladies infectieuses (Andre et al., 2008; Rémy, Zöllner and Heckmann, 2015). Cela a 

particulièrement été le cas pour la variole, la première et seule maladie humaine éradiquée, 

grâce à la vaccination (Henderson, 2011). Outre la variole, d’autres maladies telles que la rage, 

la poliomyélite, la rubéole, la rougeole, mais aussi la COVID-19 ont pu être contrôlées par la 

vaccination (Greenwood, 2014). Et bien que de nombreuses technologies aient été 

développées au cours des dernières décennies, la mise au point d’un vaccin induisant une 

réponse immunitaire sûre et protectrice est souvent une tâche très difficile en particulier pour 

les maladies négligées et émergentes (Brisse et al., 2020). De plus, il est impératif de rendre la 

vaccination accessible au plus grand nombre de pays possible. Cet objectif ne peut être atteint 

que si les chercheurs disposent de ressources suffisantes pour comprendre chaque cible et la 
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réponse immunitaire sous-jacente à l'infection naturelle, ce qui est rare pour les maladies 

négligées. L'absence de vaccins contre certaines maladies négligées et émergentes n'est pas 

surprenante. Le développement de nouveaux vaccins se heurte à plusieurs difficultés, 

notamment la faiblesse des investissements dans la recherche, le manque d'intérêt de 

l'industrie due à la taille réduite du marché et de la complexité du cycle de vie de certains 

agents pathogènes, mais aussi de la difficulté d’identifier des mécanismes de protection. Un 

autre problème est la montée récente du mouvement anti-vaccination, qui a un impact non 

seulement sur la santé publique et les progrès en matière de vaccination, mais aussi sur la 

stabilité sociale et politique (OMS, 2021b). Cette insuffisance de la vaccination contre certaines 

maladies nécessite donc un travail portant sur l’amélioration de l’acceptation sociétale et 

également un investissement dans la recherche et le développement de nouveaux 

médicaments antiviraux (Gonçalves et al., 2021). 

 

II- Les traitements antiviraux 

Les thérapies antivirales développées pour traiter les infections virales, sont basées sur 

l’utilisation de différents composés qui inhibent la formation de nouvelles particules en ciblant 

différentes étapes du cycle viral. Le développement de médicaments antiviraux est un 

processus complexe qui comprend de nombreuses étapes telles que le criblage et 

l'identification de molécules actives, leurs optimisations, les différentes études cliniques, 

l'enregistrement des médicaments et leur autorisation de mise sur le marché (Saxena et al., 

2010). La plupart des antiviraux mis au point sont spécifiques à une famille de virus. C’est un 

processus privilégié par rapport à la conception plus complexe d’antiviraux à large spectre, 

nécessitant de cibler des protéines critiques appartenant à plusieurs virus ou de cibler des 

processus cellulaires essentiels utilisés par différents virus (Geraghty, Aliota and Bonnac, 

2021). Une autre stratégie est celle de la réutilisation de médicaments déjà approuvés et 

connus pour avoir des effets antiviraux contre d’autres virus ou non. Cette stratégie est 

avantageuse en termes de réduction des coûts et de gain de temps, et constitue donc un 

élément essentiel des réponses d'urgence mises en place lors des crises de santé publique, 

telles que les dernières épidémies d’Ebola, de Zika, de la Dengue et du SARS-CoV-2 

(Mercorelli, Palù and Loregian, 2018). Les virus étant des pathogènes intracellulaires 

obligatoires, ils utilisent la machinerie de la cellule hôte pour se répliquer, cela rend donc 

difficile la conception d’un médicament antiviral sûr et efficace, qui interférerait avec le virus 
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sans endommager les cellules de l'hôte (Romanowski, 2013). En outre, les principales 

complications dans le développement de médicaments antiviraux sont dues à la variabilité et 

la vitesse d’évolution génétique des virus. Ainsi, certains virus nécessitent parfois l’utilisation 

de plusieurs molécules, constituant alors une polythérapie antivirale ou une thérapie 

combinée, utilisée par exemple dans le cas du VIH, afin d’augmenter l’efficacité du traitement 

(Dewdney et al., 2013). 

Ces thérapies antivirales, palliant l’inexistence ou l’insuffisance de la vaccination 

présente pour certains virus, ont émergé après le développement du premier traitement 

antiviral chez l’homme en 1963 : l’iododeoxyuridine, un analogue de nucléoside, actif contre 

le virus herpes simplex (VHS) (Prusoff, 1963). Puis dans les années 1970, le développement de 

l’aciclovir, également contre le VHS, a représenté une avancée majeure dans le développement 

de traitements contre les infections virales (Schaeffer et al., 1978). En effet, cette molécule a 

ouvert la voie au développement de prodrogues, comme le valaciclovir, qui sont métabolisées 

et activées par l’organisme, permettant d’augmenter significativement leur biodisponibilité (De 

Clercq and Field, 2006). Depuis ces années, plus d’une centaine de thérapies antivirales ont 

été développées pour traiter des milliers de patients à travers le monde. Néanmoins, ces 

thérapies ne ciblent qu’une dizaine de virus : le VIH, les virus de l’hépatite B et C (VHB et 

VHC), le virus de la grippe, le VHS, le papillomavirus (VPH), le virus respiratoire syncitial (VRS), 

le cytomégalovirus (HCMV) et le virus varicelle-zona (VZV). Cela souligne un besoin croissant 

pour de nouvelles stratégies afin de développer des antiviraux contre d’autres virus tout autant 

pathogènes (Zika, Ebola, SARS-CoV-2, etc…) (Tompa et al., 2021). Les antiviraux présents 

actuellement sur le marché vont soit interférer directement avec la particule virale et son 

cycle, soit moduler la réponse de l’hôte. 

A) Modulation du cycle viral  

En principe, toutes les étapes du cycle de vie du virus, de l'entrée à la libération, peuvent 

être explorées en tant que cibles moléculaires pour la recherche d’une thérapie antivirale 

(Richman and Nathanson, 2016). Néanmoins, certains antiviraux ciblant le cycle de réplication 

du virus et nécessitant la machinerie cellulaire, peuvent également affecter des fonctions 

essentielles de la cellule hôte, entraînant un risque élevé de toxicité. Par conséquent, la 

préoccupation majeure dans le développement de médicaments antiviraux est l’identification 

de cibles spécifiques avec une sélectivité accrue et des effets secondaires réduits (Bule, Khan 

and Niaz, 2019).   
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a. Entrée virale 

L'entrée du virus dans la cellule cible hôte est la première étape du cycle de réplication 

viral. Elle est initiée par l'attachement de la particule virale à la cellule cible grâce à une 

interaction spécifique entre la ou les protéines de surface du virus et le ou les récepteurs de 

la cellule hôte. Cette interaction déclenche des changements de conformation de la (des) 

protéine(s) virale(s) de surface, ce qui entraîne l'entrée, par fusion membranaire ou 

endocytose, du matériel génétique viral dans la cellule hôte en vue de sa réplication. Les 

inhibiteurs de l'entrée du virus sont des agents antiviraux qui bloquent l'entrée du virus dans 

la cellule hôte, y compris ceux qui lient les protéines de surface virales, interfèrent avec 

l'interaction entre les protéines virales et les protéines de l'hôte, inhibent la fusion de la 

membrane plasmique ou endosomale médiée par les protéines virales, ou inactivent les virions 

acellulaires (Jiang and Lu, 2022). L’entrée virale peut-être ciblée par plusieurs types de 

molécules : les anticorps monoclonaux, les peptides ou les petites molécules. 

1. Les anticorps monoclonaux 

Les anticorps monoclonaux (Acm) peuvent protéger contre les infections virales en 

empêchant les glycoprotéines virales des virus enveloppés ou l'enveloppe protéique des virus 

non enveloppés de se lier aux cellules hôtes cibles (Kabanova et al., 2014; Zheng et al., 2019; 

Pantaleo et al., 2022). Il existe de nombreux Acm ciblant différents types de virus en cours 

d’évaluation, dont les Acm contre Ebola, le VRS et le virus de l’influenza, qui seront abordés 

par la suite. 

Contre Ebola, une maladie grave et trop souvent mortelle causée par le virus Ebola, 

l’OMS a fortement recommandé deux traitements à base d'anticorps monoclonaux : le 

mAb114 (Ansuvimab ; Ebanga) et le REGN-EB3 (Inmazeb). Ces deux anticorps ont la capacité 

de se lier à la protéine de surface du virus et d’empêcher sa liaison avec le récepteur cellulaire 

(Kabanova et al., 2014; Markham, 2021).  

Le VRS provoque des infections fréquentes et peu graves chez les adultes mais peut 

causer une hospitalisation chez les personnes âgées ou les nourrissons (Pantaleo et al., 2022). 

Le premier Acm à avoir été approuvé, en 1998, est le palivizumab, utilisé pour traiter les 

infection sévère de VRS chez les enfants à haut risque (The IMpact-RSV Study Group, 1998; 

Pantaleo et al., 2022). Cet anticorps se lie à la glycoprotéine du virus et bloque ainsi l’entrée 

du virus et la fusion membranaire en empêchant le changement de conformation post-fusion 
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de la glycoprotéine (Huang et al., 2010). De nouveaux Acm sont en cours d’évaluation clinique, 

tels que le nirsevimab (MEDI8897) et le suptavumab (REGN2222), qui ciblent des sites 

antigéniques présents sur la glycoprotéine en conformation de pré-fusion (Pantaleo et al., 

2022). 

 Le virus de l’influenza peut être responsable d’infections sévères chez l’homme, 

notamment les virus influenza A et B (VIA et VIB) (Pantaleo et al., 2022). Plusieurs Acm sont 

en cours de développement, notamment MEDI8852 (MedImmune) et VIR-2482 (Vir 

Biotechnology) (Kallewaard et al., 2016; Ali et al., 2018). Ces deux anticorps ciblent le VIA. Le 

VIR-2482 se lie à la région conservée de la glycoprotéine HA et neutralise toutes les principales 

souches depuis la grippe espagnole de 1918 (H1N1) (Kallewaard et al., 2016). Il est donc 

tentant de penser que ce type d'anticorps puisse être utilisé comme agent prophylactique 

universel, surmontant les limites des vaccins antigrippaux actuels, pour lesquels la réponse de 

type anticorps dépend des antigènes saisonniers individuels. En outre, comme la demi-vie 

sérique du VIR-2482 a été augmentée par la modification du domaine Fc, une seule dose 

pourrait protéger durant toute la saison grippale, soit environ 5 à 6 mois (Pantaleo et al., 2022). 

2. Les peptides 

Le premier peptide inhibiteur de l’entrée virale approuvé a été le T20, aujourd’hui 

appelé enfuvirtide. Il s’agit d’un oligopeptide synthétique, analogue de la région HR2 de la 

protéine d’enveloppe gp41 du VIH, au niveau de la sous-unité transmembranaire (TmS). Il s'est 

avéré actif chez les patients infectés par le VIH-1 chez lesquels les autres traitements anti-VIH 

s’étaient révélées inefficace. (Lazzarin et al., 2003). Des peptides dérivés de la région HR2 

présente chez les protéines de fusion de classe I, ont également montré une activité antivirale 

similaire. Par exemple, peu après l'identification du SARS-CoV, du MERS-CoV et du SARS-

CoV-2, respectivement en 2003, 2012 et 2019, le groupe de Jiang a immédiatement identifié 

la région HR2 de ces trois coronavirus et a constaté que les peptides dérivés de cette région 

du SARS-CoV, du MERS-CoV ou du SARS-CoV-2 avaient une activité antivirale contre ces 

virus (Liu et al., 2004; Lu et al., 2014; Xia et al., 2020). Un peptide dérivé de la région HR2 du 

VRS a également montré une capacité d’inhibition de l’entrée et de l’infection chez des souris 

BALB/c (Gaillard et al., 2017).  

D’autres région de la sous-unité TmS peuvent également servir de cible antivirale. Par 

exemple, le peptide de fusion du VIH peut être ciblé par un segment naturel de l’a1-

antitrypsine, aussi appelé peptide inhibiteur de virus (VIRIP, « Virus-inhibitory peptide ») 
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(Münch et al., 2007). La monothérapie d'une variante du VIRIP, le VIR-576, chez des personnes 

infectées par le VIH-1 et naïves de tout traitement a réduit la charge virale plasmatique sans 

provoquer d'effets indésirables graves lors d'un essai clinique (Forssmann et al., 2010). Un 

peptide virucide naturel, l'urumin, peut détruire physiquement les virions grippaux en ciblant 

spécifiquement la région conservée du TmS du VIA (Holthausen et al., 2017). 

D’autres régions de la protéine de fusion peuvent également être ciblées pour bloquer 

l’entrée virale, telle que la sous-unité de surface (SfS) (Jiang and Lu, 2022). De nombreux 

peptides imitant la conformation du récepteur/co-récepteur viral peuvent ainsi se lier au SfS 

viral et bloquer l'entrée virale. Par exemple, la construction de résidus de CD4, le récepteur 

du VIH, permet de cibler la poche de liaison conservée de CD4 du SfS du VIH-1 et ainsi inhiber 

l'infection par le VIH-1 (Van Herrewege et al., 2008). 

Certains peptides peuvent également cibler directement des protéines ou des voies de 

signalisation de la cellule hôte. Ces antiviraux sont généralement à spectre plus large car 

plusieurs virus peuvent cibler les mêmes protéines de l’hôte. Mais ils nécessitent une 

appréciation plus approfondie car ils interfèrent directement avec les fonctions physiologiques 

de la cellule hôte. Par exemple, des peptides dérivés de la β-défensine-4 de souris, P9, et P9R 

ont présenté des effets antiviraux à large spectre contre de nombreux virus respiratoires in 

vitro et in vivo, y compris le SARS-CoV, MERS-CoV, ainsi que les VIA H1N1, H3N2, H5N1, 

H7N7 et H7N9 (Zhao et al., 2020). D’autres types de peptides prometteurs ont également 

été étudiés in vitro : les peptides cycliques (Charrel et al., 2011). Ces derniers ont bloqué 

l’infection de cellules Vero E6 par le virus Sin Nombre (VSN) et le virus de Hantaan (HTNV) 

((Larson et al., 2005; Hall et al., 2007). Des peptides cycliques multivalents contenus dans des 

nanoparticules ont empêchés spécifiquement l'infection par le VSN in vitro (Hall et al., 2008). 

3. Les petites molécules 

La sous-unité de surface virale est largement utilisée pour cribler les antiviraux à base 

de petites molécules. En mesurant l'inhibition compétitive contre l'attachement d'anticorps 

spécifiques de la SfS du VIH-1, le groupe de Jiang a découvert que les dérivés de porphyrine 

pouvaient bloquer l'entrée du VIH-1 (Neurath et al., 1992). Depuis, d’autres petites molécules 

ont été découvertes. Le fostemsavir (Rukobia, BMS-663068) a réduit la charge virale chez les 

patients atteints d'une infection à VIH-1 multirésistante dans un essai clinique (Kozal et al., 

2020). En 2020, il est donc devenu le premier médicament ciblant les SfS pour le VIH-1 

approuvé par la « Food and Drug Administration » (FDA) américaine. Outre le VIH, l'infection 
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par le VIA et le virus Ebola peuvent également être inhibés par des composés à petites 

molécules ciblant les SfS (Yu et al., 2014; Anantpadma et al., 2016). 

Le TmS est également une cible populaire pour la conception d'inhibiteurs d'entrée à 

base de petites molécules. Plusieurs composés ont été identifiés ayant la capacité de cibler le 

VIH-1 et d'autres virus, tels que le virus Ebola et le VIA (Jiang et al., 2011; Si et al., 2018; Yin et 

al., 2018). Un médicament approuvé contre la grippe, l'Umifenovir (arbidol), a été signalé 

comme se liant à une poche hydrophobe spécifique dans la région supérieure du TmS du VIA 

pour bloquer l'entrée virale (Kadam and Wilson, 2017). Le peptide de fusion du TmS peut 

également être ciblée par des inhibiteurs d'entrée à base de petites molécules contre le VIH-

1 (Murray et al., 2010) et le virus Ebola (Zhao et al., 2016). Un autre exemple, le maraviroc 

(Selzentry, UK 427857), un dérivé d'un ligand du CCR5, est le premier antiviral ciblant les 

corécepteurs approuvé par la FDA pour le traitement de l'infection par le VIH (Jiang and Lu, 

2022). 

D’autres petites molécules prometteuses ont également été identifiés comme jouant 

un rôle antiviral in vitro. C’est le cas de LHF-535, un analogue optimisé du dérivé benzimidazole 

ST-193, qui inhibe l'entrée virale en ciblant la glycoprotéine d'enveloppe des arénavirus. Il 

possède une activité antivirale contre les virus Guanarito, Junin, Machupo et a montré une 

efficacité in vivo contre le virus de Lassa (Madu et al., 2018).  

b. Réplication virale 

La plus grande classe de médicaments antiviraux comprend ceux qui inhibent la 

réplication du génome viral, le plus souvent en inhibant une polymérase virale. Les virus dont 

la réplication du génome a été ciblée avec succès pour produire des médicaments approuvés 

ou autorisés par la FDA comprennent les herpesvirus VHS, HCMV et le VZV, le poxvirus 

variola virus (VV), le lentivirus VIH, l'hepadnavirus VHB, l’hepacivirus VHC et le coronavirus 

SARS-CoV-2. La plupart de ces médicaments sont des analogues nucléosidiques qui inhibent 

les polymérases virales qui seront présentés par la suite (Howley and Knipe, 2022). 

1. Inhibiteurs nucléosidiques de l’ADN polymérase 

Les analogues nucléosidiques qui ciblent notamment les polymérases virales sont 

approuvés ou autorisés pour le traitement de certains herpesvirus, du VV, du VHB, du VIH, 

du VHC et du SARS-CoV-2. Ces médicaments doivent être activés par phosphorylation pour 

imiter les nucléosides triphosphates et exercer leur effet. Les enzymes de l'hôte sont 
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généralement responsables de la phosphorylation des analogues nucléosidiques, à l'exception 

de la plupart des analogues nucléosidiques actifs contre les herpesvirus, pour lesquels une 

kinase virale est responsable de la première phosphorylation. La sélectivité des analogues 

nucléosidiques est largement dictée par l'efficacité relative avec laquelle l'analogue 

nucléosidique triphosphate peut inhiber la réplication virale par rapport aux fonctions 

cellulaires. 

Les analogues nucléosidiques phosphorylés peuvent agir sur les polymérases virales de 

plusieurs manières. Tous entrent en compétition avec la liaison du substrat naturel 

(désoxynucléoside triphosphate (dNTP) pour l'ADN polymérase, ribonucléoside triphosphate 

(NTP) pour l'ARN polymérase) de la polymérase, et tous sont également incorporés dans la 

chaîne d'acide nucléique en croissance. L'une ou l'autre de ces caractéristiques - l'inhibition et 

l'incorporation - peut être importante pour l'activité antivirale. L'incorporation de l'analogue 

peut aboutir à trois résultats : (1) une terminaison obligatoire de la chaîne car l'analogue ne 

peut pas être étendu par la polymérase parce qu'il n'a pas de groupe hydroxyle (OH) 3′ ; (2) 

une terminaison non obligatoire de la chaîne où l'analogue conserve un groupe hydroxyle 3′ 

mais où la synthèse de l'ADN est terminée, parfois après l'incorporation d'un ou de plusieurs 

nucléotides supplémentaires (terminaison retardée) ; et (3) une élongation relative sans 

entrave (Howley et al., 2023). 

Les principaux analogues de nucléosides autorisés sur le marché sont : l’acyclovir et le 

valacyclovir, actifs contre le VHS et le VZV (Wutzler, 2008) ; le ganciclovir, actif contre le 

HCMV (Grossi and Baldanti, 1997); le penciclovir et famciclovir, actifs contre le VHS (Sacks 

and Wilson, 1999) ; et le cidofovir et brincidofovir, actifs contre la rétinite à HCMV 

(MacDougall, 1997). Des analogues flexibles ou « fleximère » de l’acyclovir ont également été 

développés et présentent une activité contre divers virus à ARN, démontrant ainsi leur 

potentiel à large spectre. Les études visant à élucider leur mécanisme d'action suggèrent que 

les triphosphates des analogues flexibles, en particulier le 1-TP, inhibent les méthyltransférases 

du virus de la dengue et du virus Zika (Thames et al., 2020). 

2. Inhibiteurs nucléosidiques du VHB et du VIH 

Le VHB ou les lentivirus, comme le VIH, répliquent leur génome par des intermédiaires 

sous forme d'ADN et d'ARN. La transcriptase inverse (TI) du VIH et l'ADN polymérase du 

VHB sont donc essentielles à la réplication virale et diffèrent considérablement des 
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polymérases cellulaires, ce qui en fait d'excellentes cibles pour les antiviraux. Le succès des 

analogues nucléosidiques contre les herpesvirus a justifié le développement d'analogues 

nucléosidiques actifs contre le VIH et, par la suite, contre le VHB. De nombreux analogues 

nucléosidiques ont été approuvés pour traiter le VIH, et tous sont des terminateurs de chaîne 

obligatoires. Ainsi, bon nombre des principes qui régissent leurs mécanismes d'action et de 

résistance sont similaires à ceux de l'acyclovir, bien qu'il existe des différences importantes 

(Howley et al., 2023). 

Le premier analogue ayant une activité démontrée contre le VIH a été la zidovudine 

ou AZT en 1985 (Mitsuya et al., 1985). Bien que rarement utilisés de nos jours, l’AZT est 

toujours présente sur la liste de médicaments essentiels de l’OMS (Howley et al., 2023). 

Cependant, l'efficacité clinique limitée de l'AZT et les problèmes de toxicité et de résistance 

ont conduit à l’utilisation de thérapies combinées et au développement d'autres médicaments 

anti-VIH (Howley et al., 2023), tels que le lamivudine ou l’emtricitabine ou encore l’abacavir 

ou le tenofovir (Tan et al., 2011). Le lamivudine, le tenofovir mais aussi le telbivudine, l’adefovir 

et l’entecavir sont des traitements approuvés contre le VHB. 

Il existe actuellement six inhibiteurs non nucléosidiques de la TI approuvés par la FDA, 

à savoir l'éfavirenz, la névirapine, l'étravirine, la rilpivirine, le dasabuvir et la doravirine, qui sont 

utilisés pour le traitement des infections par le VIH (Howley et al., 2023). 

3. Inhibiteurs nucléosidiques de l’ARN polymérase 

Avec tous les médicaments à base d'analogues nucléosidiques contre les virus à ADN 

et les rétrovirus, il peut sembler surprenant qu'il y ait si peu d'analogues nucléosidiques contre 

les virus à ARN. Cette situation peut s'expliquer par les concentrations plus élevées de 

ribonucléotides concurrents dans les cellules par rapport aux désoxyribonucléotides (Howley 

et al., 2023). Néanmoins, il existe un analogue nucléosidique de longue date, la ribavirine, dont 

l'utilisation a été approuvée contre certains virus à ARN, dont le RSV (Turner et al., 2014) et 

le VHC (Abonyi and Lakatos, 2005), le virus de Lassa (McCormick et al., 1986; Charrel et al., 

2011), ainsi que le sofosbuvir, un médicament utilisé contre le VHC (Bourlière et al., 2015).  

4. Inhibiteurs non nucléosidiques de la polymérase 

Les polymérases virales sont d'excellentes cibles pour les médicaments antiviraux, et 

les analogues nucléosidiques, malgré tous leurs succès, peuvent inhiber des enzymes cellulaires 

aussi bien que virales, et les virus peuvent muter pour résister à ces médicaments. Par 
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conséquent, des efforts ont été faits pour découvrir des composés qui inhibent les polymérases 

virales par d'autres mécanismes (Howley et al., 2023).  

Le premier de ces inhibiteurs de la polymérase à avoir été approuvé pour un usage 

clinique a été le foscarnet, actif contre le VHS, le VZV et le HCMV, lors d’infections résistantes 

aux médicaments de première intentions (Howley et al., 2023). Le foscarnet est un analogue 

du pyrophosphate, qui est un produit de la polymérisation des acides nucléiques. 

Contrairement aux analogues nucléosidiques décrits ci-dessus, il ne nécessite pas d'activation 

par des enzymes cellulaires ou virales, mais inhibe directement et sélectivement les ADN 

polymérases des herpesvirus. L'inhibition n'est pas compétitive avec les désoxynucléosides 

triphosphates. Il semble plutôt que le foscarnet agisse comme un analogue du produit, 

empêchant la libération normale du pyrophosphate de sorte que la polymérase ne puisse pas 

achever le cycle catalytique (Ostrander and Cheng, 1980; Eriksson, Oberg and Wahren, 1982). 

D’autres molécules prometteuses ont également été identifiés comme jouant un rôle 

antiviral in vitro. C’est le cas de la fluoxétine et de ces analogues, identifiés dans des cribles de 

repositionnement de médicaments, qui sont de puissant inhibiteur de la réplication de 

l'entérovirus B et D (Manganaro et al., 2020). Des inhibiteurs de l’activité méthyltransférase et 

de l’ajout de coiffe des flavivirus, ciblant notamment le virus de la Dengue, ont également pu 

être identifié par la méthode de criblage de fragments ou « Fragment-Based Drug Discovery » 

ouvrant la voie au développement d’une nouvelle classe d’inhibiteurs (Benmansour et al., 2017; 

Abdelnabi et al., 2020). 

c. Assemblage et sortie 

Les processus par lesquels les virus assemblent les virions infectieux et sortent des 

cellules sont étroitement liés et constituent des cibles intéressantes pour la découverte de 

médicaments, car ils sont propres à la biologie des virus. De plus, certaines étapes de 

l'assemblage sont cruciales pour la sortie et réciproquement (Howley et al., 2023). Les 

médicaments approuvés par la FDA qui ciblent différentes étapes de cette phase sont : le 

letermovir, qui cible l'empaquetage de l'ADN dans les capsides du HCMV (Lischka et al., 2010) ; 

le maribavir, qui cible la sortie nucléaire du HCMV avant l'achèvement de l'assemblage du 

virion (Krosky, Baek and Coen, 2003) ; le tecovirimat, qui cible l'assemblage d'une 

glycoprotéine du poxvirus, cruciale pour la sortie (Yang et al., 2005; Duraffour et al., 2015) ; 

divers inhibiteurs de la protéase du VIH ciblant l'étape finale de l'assemblage - la maturation 
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en virions infectieux - qui peut se produire après la sortie ; et divers inhibiteurs de la 

neuraminidase de la grippe inhibant la libération des particules virales de la surface 

extracellulaire des cellules (Howley et al., 2023). 

Pour de nombreux virus, dont le VIH, le simple assemblage des protéines et de l'acide 

nucléique en particules ne suffit pas à produire un virion infectieux. Pour ces virus, une étape 

supplémentaire, la maturation, est nécessaire. Dans la plupart des cas, ces virus codent pour 

des protéases qui sont essentielles à la maturation. Il existe une longue liste de médicaments 

antiviraux approuvés qui ciblent la protéase du VIH, responsable de la maturation de ce virus, 

et qui sont toujours commercialisés : le saquinavir, le ritonavir, le lopinavir, le fosamprenavir, 

l'indinavir, le nelfinavir, l'atazanavir, le darunavir et le tipranavir (Howley et al., 2023).  

Les inhibiteurs des neuraminidases du virus de la grippe bloquent la libération virale 

des VIA et VIB. En effet, la grippe s'attache aux cellules par le biais d'interactions entre 

l'hémagglutinine du virus et l'acide sialique, présent sur de nombreuses glycoprotéines de la 

membrane cellulaire. Toutefois, lorsque le virus de la grippe sort des cellules à la fin d'un cycle 

de réplication, l'hémagglutinine des virions se lie à nouveau à l'acide sialique et retient les 

virions, empêchant leur libération et l'initiation de nouveaux cycles d'infection. Pour surmonter 

ce problème, le virus de la grippe code pour une neuraminidase virale qui clive l'acide sialique 

des glycoprotéines membranaires (Howley et al., 2023). Plusieurs inhibiteurs de la 

neuraminidase sont disponibles : l’oseltamivir (Kim et al., 1998; Li et al., 1998), le peramivir 

(Bantia et al., 2001; Barrett et al., 2011), et le baloxavir, une molécule en développement qui 

est active contre les mutants résistants aux inhibiteurs classiques de la neuraminidase (Howley 

et al., 2023).  

B) Modulation de la réponse de l’hôte 

Les traitements antiviraux ciblant la réponse de l’hôte vont permettre de contrôler 

l’infection virale en modulant cette dernière par un renforcement de la réponse immunitaire 

via la sécrétion d’anticorps, d’interférons ou bien en intensifiant l’immunité à médiation 

cellulaire (Saxena et al., 2010). Cette modulation peut s’effectuer par des anticorps 

monoclonaux, ou bien via les récepteurs cellulaires tels que les récepteurs nicotiniques ou les 

récepteurs purinergiques. 
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a. Réponse immunitaire antivirale : inflammation et immunité innée 

Presque toutes les infections virales provoquent le recrutement et l'activation de 

cellules inflammatoires, en particulier les macrophages et, dans certaines infections, les 

neutrophiles. Ces cellules vont à leur tour libérer une série de molécules induisant des lésions 

ou des dysfonctionnements tissulaires, les cytokines pro-inflammatoires : TNF-a (« Tumor 

necrosis factor »), et les interleukines comme, l’interleukine-6 (IL-6), l’IL-1, l’IL-12, ou l’IL-18 

(Rouse and Sehrawat, 2010). Cette réponse constitue la première ligne de défense contre une 

infection virale que l’on nomme immunité innée. Elle va permettre d’éliminer, d’inhiber ou de 

ralentir les infections de manière rapide mais avec peu de spécificité et sans adaptation ni, à ce 

stade, de génération d’une mémoire protectrice durable, appelée immunité adaptative, qui 

interviendra plus tard (Weber, 2021). 

Cette réponse immunitaire innée débute par la détection de motifs moléculaires 

associés aux pathogène (PAMP, « Pathogen-associated molecular pattern »), tels que des 

composants viraux spécifiques comme de l’ARN ou de l’ADN, ou d’autres produits viraux, 

par exemple les protéines virales. Les PAMPs sont reconnus par les récepteurs de 

reconnaissance de motifs moléculaires (PRR, « Pattern Recognition Receptor ») présents sur 

les cellules de l’immunité innée. Il existe plusieurs classes de PRRs, dont notamment les 

récepteurs de types Toll (TLR, « Toll-like receptor »), les récepteurs de type RIG-I (RLR, 

« RIG-I-like receptor ») et les récepteurs de type NOD (NLR, « NOD-like receptor ») 

(Koyama et al., 2008).  

Les infections virales activent généralement les TLR endosomaux (TLR3, TLR7, TLR8 

et TLR9) qui reconnaissent les ARN simples et doubles brins ainsi que les ADN doubles brins 

viraux non méthylés (Pichlmair and Reis e Sousa, 2007). Les protéines virales peuvent être 

reconnues par les TLR extracellulaires (TLR1-2 et TLR4) (Bowie and Unterholzner, 2008). Les 

récepteurs cytoplasmiques de type RIG-I reconnaissent les ARN doubles brins (Yoneyama et 

al., 2004), tandis que les NLR reconnaissent les ARN viraux (Kim, Shin and Nahm, 2016). 

Cette reconnaissance va permettre aux cellules infectées et aux cellules immunitaires 

de produire de l’interférons de type I (IFN) et d’autres cytokines pro-inflammatoires  (Koyama 

et al., 2008), par l’intermédiaire de plusieurs protéines de signalisation (Seth, Sun and Chen, 

2006). Ces dernières vont conduire à l’activation de facteurs de transcription NF-kB, IRF3 et 

IRF7 qui migrent alors, par un mécanisme dénommé translocation, du cytoplasme vers le noyau 
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l'activation du système immunitaire adaptatif afin d'éradiquer le virus, avec par exemple la 

production d’anticorps (Sun, Liu and Chen, 2010). 

Deux types de médicaments approuvés pour le traitement des infections virales - 

l'imiquimod et les interférons renforcent les réponses immunitaires innées de l'hôte à 

l'infection virale (Howley and Knipe, 2023). L'imiquimod, qui est autorisé pour le traitement 

de certaines maladies causées par les papillomavirus humains, interagit avec les récepteurs 

TLR7 et TLR8 pour stimuler l'immunité innée, y compris la sécrétion d'interférons (Gibson et 

al., 2002; Jurk et al., 2002; Heming, Conway and Homa, 2017). L'IFN-a est autorisé pour le 

traitement du VHC, du VHB, et du condylome acuminé causé par certains papillomavirus 

humains, et le sarcome de Kaposi, causé par l'herpesvirus associé au sarcome de Kaposi 

(herpesvirus humain 8) (Howley and Knipe, 2023). 

b. Récepteurs cellulaires 

Les cibles cellulaires ne faisaient pas l’objet d’une attention particulière pour le 

développement de thérapies antivirales dans le passé, mais présentent aujourd’hui un intérêt 

croissant (Richman and Nathanson, 2016). Le développement de telles thérapies nécessite une 

attention particulière, car il ne faut pas interférer avec les fonctions vitales de la cellule hôte. 

Cela pourrait constituer un problème pour les traitements à long terme, mais ne pas en être 

un pour les traitements courts. 

Des cibles cellulaires comme les récepteurs, ont un avantage théorique sur les cibles 

virales car elles ne subissent pas de mutations d'échappement. Le récepteur de chimiokine 

CCR5, un co-récepteur du VIH, présente chez certaines personnes la mutation homozygote 

∆32, empêchant l’expression du gène de CCR5. Cette mutation ne génère aucun effet néfaste 

chez ces personnes et leur confère même une forte résistance à l’infection par le VIH. C’est 

sur la base de cette observation qu’a été développé le maraviroc, dont l’efficacité dans le 

traitement du VIH a été démontrée (Fätkenheuer et al., 2005). En bloquant, le récepteur 

CCR5, il permet de traiter l’infection par le VIH sans interférer avec les fonctions cellulaires 

essentielles. Un autre exemple de molécules ciblant les récepteurs cellulaires est la découverte 

d’agonistes des TLR qui peuvent être utilisés pour lutter contre les infections virales, en 

réduisant la charge virale et donc la maladie associée (Shah et al., 2016; Hennessy and 

McKernan, 2021). Ces agonistes, toujours en cours de développement, sont étudiés contre 

plusieurs virus : le VHB, le VIH, le VPH mais également le VHS (Hennessy and McKernan, 
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2021). Contre le VPH, l’utilisation de l’imiquimod, un agoniste du TLR7, a montré dans un 

essai clinique randomisé en double aveugle, une disparition de VPH6 et une baisse significative 

de la charge virale de VPH11 (Kumar et al., 2014). D’autres types de récepteurs peuvent 

également être ciblés mais par la suite seulement les récepteurs ionotropes seront abordés, 

dont notamment les récepteurs cholinergiques de types nicotiniques et les récepteurs 

purinergiques. 

1. Récepteurs nicotiniques 

Il y a 52 ans, le premier récepteur de neurotransmetteur était identifié à partir de 

l’organe électrique de poisson : le nAChR (Changeux, Kasai and Lee, 1970; Miledi, Molinoff 

and Potter, 1971). Ce récepteur cationique est par la suite devenu le chef de file de la 

superfamille des récepteurs pentamérique à laquelle appartiennent également les récepteurs 

GABA fixant l’acide g-aminobutyrique (GABA) et les récepteurs Glycine (Cecchini and 

Changeux, 2015). Ces nAChR sont présents au niveau des muscles squelettiques où ils 

assurent le communication entre les nerfs et les muscles et également dans le SNC et SNP où 

ils assurent la transmission synaptique (Changeux, 2020). 

i. Structure et classification 

Les nAChR sont des protéines membranaires d'une masse moléculaire d’environ 290 

kDa. Elles comprennent cinq sous-unités identiques ou homologues disposées 

symétriquement autour d'un canal ionique central (Figure 23) (Wang, Kuryatov and Lindstrom, 

2015; Zoli, Pistillo and Gotti, 2015).  
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membrane post-synaptique (Cecchini and Changeux, 2015). Au repos, le canal ionique est 

fermé. La fixation du neurotransmetteur, tels que l’acétylcholine, entraîne une isomérisation 

rapide vers l'état actif, appelé « gating », qui ouvre un pore transmembranaire permettant la 

diffusion d'ions (Na+, K+, et parfois Ca2+) à des taux approchant les dizaines de millions d'ions 

par seconde. L'exposition prolongée à des niveaux élevés d'agonistes, comme la nicotine, 

entraîne à terme une diminution du courant en fonction du temps, appelée désensibilisation, 

qui implique la transition vers une forme de canal fermé dont il est pensé que la structure est 

différente de celle de l'état de repos (Figure 24) (Cecchini and Changeux, 2022).  

 

Figure 24 : Schéma et structure du récepteur nAChR-α7 dans différents états de 
conformation. 
Les images structurelles sont basées sur des données provenant d'études de microscopie électronique 

fonctionnelle et visualisées via le logiciel Chimera. A. Récepteurs nAChR-α7 à l’état de repos. B. La 

fixation d’un agoniste (en jaune) permet l’activation du nAChR-α7, entraînant l’ouverture du pore 

central et la traversée de cations (en gris) à travers le récepteur pour entrer dans la cellule. C. Une 

exposition prolongée à l’agoniste entraîne la désensibilisation du récepteur (après activation) et la 

fermeture du pore. (Na+ : sodium ; K+ : potassium ; Ca2+ : calcium), d’après (Corradi and Bouzat, 

2016; Letsinger, Gu and Yakel, 2022). 
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Des études fonctionnelles par électrophysiologie ont permis de mettre en évidence le 

couplage entre la liaison du neurotransmetteur ou de l'agoniste et le passage des ions dans les 

nAChRs (Cecchini and Changeux, 2022). À l’inverse, un antagoniste va entraîner une réponse 

du récepteur inférieure à la réponse basale, c’est-à-dire en l’absence de ligands, ou bien va 

favoriser l’inhibition du récepteur en s’y fixant. Certains agonistes, appelés agonistes complets, 

sont capables de provoquer la réponse maximale du récepteur. D'autres ne peuvent susciter 

qu'une fraction de cette réponse et sont appelés agonistes partiels (Cecchini and Changeux, 

2022). Afin de distinguer les agonistes complets des agonistes partiels, une classification basée 

sur l'efficacité de l'agoniste a été utilisée. Celle-ci correspond à la probabilité d'ouverture 

maximale mesurée dans les expériences monocanales ou au courant de « gating » maximal 

enregistré dans les expériences réalisées sur cellules entières (Sakmann and Neher, 1995). 

Des composés qui potentialisent ou réduisent la réponse du récepteur lorsqu'ils sont appliqués 

en même temps que des agonistes (mais qui sont parfois capables de provoquer des courants 

de « gating » seuls) ont également été décrits (Arias, Bhumireddy and Bouzat, 2006; Bertrand 

and Gopalakrishnan, 2007; Changeux and Christopoulos, 2016). Ils sont appelés modulateurs 

allostériques positifs ou négatifs (c'est-à-dire PAM et NAM). Le terme "allostérique" fait 

référence à l'emplacement topographique de leur site de liaison sur le récepteur, qui est 

distinct du site de liaison du neurotransmetteur ou site orthostérique. D'un point de vue 

pharmacologique, ces composés sont particulièrement intéressants parce qu'ils agissent 

comme des ligands non compétitifs et peuvent être utilisés en co-application pour le 

développement de stratégies pharmacologiques, ouvrant éventuellement la voie à la médecine 

personnalisée (Changeux and Christopoulos, 2016). Il a été démontré que la liaison des PAM 

aux nAChRs augmentait les pics de courant avec ou sans effet significatif sur le taux de 

diminution du courant, ce qui est associé à la désensibilisation des récepteurs (Cecchini and 

Changeux, 2022). La suite de ce travail se focalisera essentiellement sur les travaux réalisés 

sur le nAChR homo-pentamérique α7. Le 5-hydroxyindole (5HI) est la première molécule qui 

s'est avérée être un PAM pour le nAChR α7. Sa potentialisation relativement modeste, 

nécessitait de fortes doses de médicament et laissait les diminutions de courant 

essentiellement inchangées. Ce composé est devenu le prototype d'une classe de PAM appelée 

type I (Zwart et al., 2002). Il existe d’autres molécule classée comme PAM-I dont le composé 

NS-1738, mais aussi l’ivermectine (Krause et al., 1998; Sattelle et al., 2009), dont les 

particularités seront décrites plus loin. 
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 Une autre classe de PAM, plus efficace, qui augmente les pics de courants mais ralentit 

fortement le taux de diminution du courant, est désignée sous le nom de PAM de type II 

(Grønlien et al., 2007). Des composés comme le PNU-120596 (Hurst et al., 2005) ou le TQS 

(Gill et al., 2012) sont de puissants PAM de type II ciblant le nAChR α7. Il est à noter que les 

PAM de type II peuvent réactiver des récepteurs préalablement désensibilisés (Papke et al., 

2009; Cecchini and Changeux, 2022). Enfin, les ago-PAM (PAM agoniste), sont une classe de 

PAM qui présentent une double activité : ce sont des modulateurs allostériques et également 

des agonistes allostériques. C’est le cas de la molécule GAT-107 (Schwartz and Holst, 2006; 

Bagdas et al., 2016; Cong et al., 2021). 

Les nAChRs peuvent jouer un rôle de médiateur dans les processus 

physiopathologiques (Matta et al., 2021). Leur large distribution leur confère des rôles 

physiologiques dans les tissus neuronaux, sensoriels, métaboliques mais aussi immunitaires. 

iii. Rôle dans l’inflammation 

Le récepteur nAChR-α7 a été identifié comme étant bénéfique pour le devenir de 

maladies graves, tels que les septicémies ou encore les lésions pulmonaires aiguës dû à des 

infections sévères, montré par l'atténuation de l'inflammation excessive et l'amélioration des 

taux de survie dans des modèles animaux (Ren et al., 2017). En outre, de nombreuses études 

ont montré que le récepteur nAChR-α7 était largement distribué dans des cellules non 

neuronales, tels que les cellules endothéliales, les macrophages, les cellules dendritiques et les 

kératinocytes (Albuquerque et al., 2009; Bencherif et al., 2011; Li et al., 2011). L'activation 

rapide du nAChR-α7 peut entraîner des réactions anti-inflammatoires importantes, 

notamment une diminution des niveaux de cytokines pro-inflammatoires, une diminution de 

l'expression des chimiokines et des molécules d'adhésion, ainsi qu'une modification de la 

différenciation et de l'activation des cellules immunitaires (Ren et al., 2017).  

Par exemple, la voie cholinergique anti-inflammatoire (CAP, « Cholinergic anti-

inflammatory pathway »), composée du nerf vague efférent et du nAChR-α7, peut atténuer 

l'inflammation excessive dans les états graves (Pavlov and Tracey, 2006; Su et al., 2007; Reys 

et al., 2013). Activés par des stimuli périphériques ou centraux, les neurones cholinergiques 

du cerveau transmettent l'information aux nerfs vagues efférents qui innervent les organes 

périphériques. Ces derniers libèrent de l'acétylcholine qui peut inhiber la production de 

cytokines pro-inflammatoires en interagissant avec le nAChR-α7 des cellules inflammatoires 
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(Borovikova et al., 2000; Tracey, 2007; Rosas-Ballina and Tracey, 2009).  En effet, de multiples 

voies de signalisation sont responsables des mécanismes anti-inflammatoires engendrés par le 

nAChR- α7. Celles-ci sont représentées par l'axe JAK2-STAT3-NF-κB qui interagit avec 

d'autres voies pour renforcer ses effets protecteurs de manière synergique (Ren et al., 2017). 

L’activation du récepteur nAChR-α7 est étroitement liée avec l’inhibition de l’activation de 

NF-κB (Figure 26) (Jiang et al., 2015; Corsi-Zuelli et al., 2017; Wang et al., 2021). Les inhibiteurs 

de NF-κB (IκB) sont normalement présents dans le cytoplasme. Et une stimulation vagale peut 

augmenter l'expression de nAChR-α7 dans la microglie hippocampique et ainsi exercer des 

effets anti-inflammatoires en inhibant la phosphorylation de p65 et la translocation nucléaire 

de NF-κB (Figure 25) (H. Liu et al., 2023). 

 

Figure 25 : Les voies de signalisation intracellulaire du récepteur nAChR-α7 dans la 
réponse anti-inflammatoire. 
Le récepteur nAChR-α7 activé inhibe la production de cytokines pro-inflammatoires principalement 
en bloquant l'activité du facteur nucléaire-κB (NF-κB). La voie JAK2-STAT3 représente une cascade 

59



anti-inflammatoire typique pour le récepteur nAChR- α7. STAT3 phosphorylé supprime la dissociation 
entre IκB et NF-κB, puis inhibe l'activation de NF-κB. STAT3 activé augmente également l'expression 
du suppresseur de la signalisation des cytokines 3 (SOCS3). D’après (Ren et al., 2017; Piovesana et al., 
2021). 

Ainsi, les récepteurs nAChR-α7 pourraient être une cible thérapeutique efficace pour 

inhiber l'inflammation excessive et moduler l'homéostasie immunitaire (Ren et al., 2017). 

iv. Implications dans les infections virales 

Le nAChR-α7 est impliqué dans plusieurs maladies virales. Plusieurs études ont mis en 

évidence l'implication des canaux ioniques dans l'infection par le VIH (Holden et al., 1999; Chen 

et al., 2011; Tewari et al., 2015), suggérant qu'ils pourraient être utilisés comme cibles 

pharmacologiques potentielles (Capó-Vélez, Delgado-Vélez, et al., 2018). Parmi ces canaux 

ioniques, les nAChR joueraient un rôle important (Bracci et al., 1992; Ballester et al., 2012; 

Gundavarapu et al., 2013; Báez-Pagán, Delgado-Vélez and Lasalde-Dominicci, 2015; Zhang et 

al., 2015; Capó-Vélez, Morales-Vargas, et al., 2018; Zhao et al., 2021). En particulier, le nAChR-

α7 apparaît comme un acteur important dans le domaine de la physiopathologie du VIH, car il 

est exprimé non seulement dans le cerveau, mais aussi dans une grande variété de cellules 

immunitaires ciblées lors de l'infection par le VIH, telles que les macrophages, les monocytes, 

les lymphocytes B et les lymphocytes T (CD4+) (Wang et al., 2003; van der Zanden et al., 

2012; Kawashima et al., 2015). Ceci en fait une cible appropriée pour la mise au point d'un 

traitement (Capó-Vélez, Morales-Vargas, et al., 2018). Les études réalisées par Bracci et al. ont 

mis en évidence une homologie significative entre une séquence spécifique de la gp120, la 

protéine d'enveloppe du VIH, et les sites actifs putatifs des neurotoxines mimétiques du curare 

de serpent, qui ont la capacité de se lier de manière irréversible aux nAChR. En outre, les 

auteurs ont démontré que la gp120 recombinante inhibe la liaison de l'antagoniste des nAChR, 

l'α-bungarotoxine, suggérant que d'autres types de récepteurs (tels que les nAChR) peuvent 

fonctionner comme récepteurs du VIH. Cela soutient l'idée que les canaux ioniques peuvent 

jouer un rôle au cours de l'infection par le VIH (Capó-Vélez, Morales-Vargas, et al., 2018). Plus 

récemment Zhao et al. ont étudié le rôle des nAChR-α7 dans les troubles neurocognitifs 

associés au VIH (HAND, « HIV-associated neurocognitive disorders »). Ils ont montrés qu’un 

traitement avec le PAM-II, PNU-120596, a entraîné une protection significative contre les 

troubles locomoteurs, de l’apprentissage et de la mémoire induits par la protéine 

neurotoxique Tat du VIH. Ce traitement a aussi induit une protection contre l'activation des 

astrocytes/microglies et des lésions neuronales. Ces résultats démontrent pour la première 
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fois que le nAChR-α7 et son PAM sont très prometteurs pour le développement de 

traitements de la maladie de HAND (Zhao et al., 2021). Les nAChR-α7 sont également 

impliqués dans les infections par le virus de la rage et le SARS-CoV-2, mais cela sera abordé 

ultérieurement. 

2. Récepteurs purinergiques 

Les récepteurs purinergiques, qui furent conceptualisés par Geoffrey Burnstock dans 

les années 70, sont des protéines membranaires présentes dans presque tous les tissus de 

mammifères et capables de détecter les nucléotides ou l’ATP (Burnstock, 2014; Ralevic, 2021). 

Ces récepteurs sont impliqués dans des processus physiologiques fondamentaux (tels que la 

coagulation sanguine (Hechler and Gachet, 2015) et la neurotransmission (Khakh and North, 

2012)). Une dérégulation du système purinergique contribuent à la physiopathologie de 

nombreuses maladies, notamment le diabète, les maladies neurologiques, l’ostéoporose et le 

cancer (Huang et al., 2021). La signalisation purinergique est également impliquée au cours de 

l'infection par de nombreux virus, tels que les virus du VIH (Chen et al., 2016), de la grippe 

(Leyva-Grado et al., 2017), de la Dengue (Corrêa et al., 2016), du VHC (Ashraf et al., 2013), 

ainsi que les adenovirus (Lee et al., 2012), et le VSV  (Li et al., 2014). En outre, la stimulation 

des récepteurs purinergiques dans les cellules infectées induit également des réponses 

inflammatoires et antivirales, contribuant ainsi à la défense antivirale de l'hôte (Ferrari et al., 

2018).  

i. Structure et classification 

Les récepteurs purinergiques sont divisés en deux groupes : ceux qui sont activés par 

l’adénosine, les récepteurs P1, et ceux qui sont activés par l’ATP (P2). Il existe 4 types 

différents de récepteurs P1 : P1A1, P1A2A, P1A2B, P1A3 (Fredholm et al., 2001). Les récepteurs 

P2 sont eux-mêmes subdivisés en 2 sous-groupes : les récepteurs ionotrope P2X (1-7) et les 

récepteurs métabotropes P2Y (1, 2, 4, 6, 11, 12, 13, 14) sur la base de leur séquence, de la 

topologie de leur membrane et de la sélectivité de l'agoniste (Figure 26) (Burnstock and Knight, 

2004; Surprenant and North, 2009).  
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Figure 26 : Schéma de la structure des récepteurs purinergiques. 
L’ATP extracellulaire active les récepteurs P2X et/ou P2Y, modifiant ainsi les concentrations 

intracellulaires d'ions et/ou d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc). L'ATP peut être hydrolysé 

par des ectonucléotidases (dont CD39 et CD73), produisant de l'adénosine diphosphate (ADP), de 

l'adénosine monophosphate (AMP) et de l'adénosine. L'ADP est également capable d'activer les 

récepteurs P2Y, tandis que l'adénosine active les récepteurs P1 qui modulent l'activité de l'adénylate 

cyclase (AC) pour modifier les niveaux intracellulaires d'AMPc. (Thompson et al., 2021).   

Les récepteurs P2X sont activés par l'ATP extracellulaire (Surprenant and North, 

2009). Ce sont des canaux ioniques trimériques dépendants de l’ATP et perméables aux 

espèces cationiques (Khakh, 2001; Habermacher et al., 2016). Les extrémités N-ter et C-ter 

des récepteurs P2X1-7 sont intracellulaires et présentent des motifs de liaison consensuels 

pour les protéines kinases. Ces récepteurs présentent également deux régions 

transmembranaires (TM1 et TM2) (Habermacher et al., 2016). La TM1 est impliquée dans le 

« gating » du canal et la TM2 tapisse le pore ionique. Il y a également une grande boucle 

extracellulaire composée de 10 résidus de cystéine conservés (Khakh, 2001; Jiang, Taly and 

Grutter, 2013; Rokic and Stojilkovic, 2013; Alves et al., 2014). Les sous-types P2Y, quant à eux, 

appartiennent à la classe A des récepteurs couplés aux protéines G à sept domaines 

transmembranaires, activés par les nucléotides ATP, ADP, UTP et UDP (Figure 26) (Ferrari et 

al., 2018).  

Les sous-unités P2X4 et P2X7 sont largement coexprimées, en particulier dans les 

cellules épithéliales sécrétrices et les cellules immunitaires et inflammatoires, et régulent 

l'inflammation et la nociception (Schneider et al., 2017). Bien que l'hétéromérisation 
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fonctionnelle ait été établie pour les sous-unités P2X2 et P2X3 exprimées dans les neurones 

sensoriels (Lewis et al., 1995), il existe des rapports contradictoires concernant une interaction 

fonctionnelle entre les sous-unités P2X4 et P2X7 (Torres, Egan and Voigt, 1999; Guo et al., 

2007). Néanmoins, il a également été montré que les sous-unités P2X4 et P2X7 peuvent 

former des récepteurs P2X4/P2X7 hétérotrimériques (Schneider et al., 2017). À l'heure 

actuelle, malgré les efforts déployés pour déterminer si P2X4 et P2X7 interagissent en tant 

qu'hétérotrimères ou homotrimères, il n'existe aucune preuve définitive en faveur de l'un ou 

l'autre modèle (Kanellopoulos et al., 2021). Cependant, plusieurs publications montrent que 

des interactions fonctionnelles entre P2X4 et P2X7 se produisent (Kawano et al., 2012; Sakaki 

et al., 2013; Zech et al., 2016). 

ii. Fonction 

Les récepteurs P1, de type A1, A2A et A3 ont une forte affinité pour l’adénosine et sont 

donc activés par un niveau physiologique d’adénosine extracellulaire. Au contraire, le 

récepteur de typs A2B nécessite une concentration d'adénosine beaucoup plus élevée et serait 

associé à des conditions pathologiques telles que l'hypoxie (Fredholm et al., 2001; Cieślak, 

Komoszyński and Wojtczak, 2008). Les récepteurs A1 sont principalement localisés dans le 

système nerveux, tandis que les trois autres sous-types sont exprimés de manière diffuse dans 

un large éventail de tissus, notamment le système nerveux, la rate, le côlon, les testicules, etc 

(Poulsen and Quinn, 1998; Huang et al., 2021). Les récepteurs P1 sont impliqués dans un grand 

nombre de réponses physiologiques, telles que la modulation du rythme cardiaque (Mustafa et 

al., 2009). 

Les récepteurs P2 détectant l’ATP et autres nucléotides, sont sensibles à la 

concentration extracellulaire de l’ATP. En effet, celle-ci est élevée dans le cytoplasme et faible 

dans le compartiment extracellulaire (1-10 mM contre 10-100 nM, respectivement) (Ainscow 

et al., 2002; Rathmacher et al., 2012). La concentration extracellulaire d'ATP est maintenue à 

un niveau bas par l'activité des enzymes hydrolysant les nucléotides exprimés sur la membrane 

cellulaire, tel que CD39 ou CD73 (Yegutkin, 2008; Zimmermann, Zebisch and Sträter, 2012). 

Mais de nombreux facteurs de stress biologique ont la capacité d'induire la libération d'ATP 

par la cellule eucaryote (Ferrari et al., 2018). Cet ATP ou d’autres nucléotides peuvent donc 

être détectés par les récepteurs purinergiques de type P2. Ces récepteurs peuvent être 

impliqués dans divers processus physiologiques, notamment la neurotransmission, l'apoptose, 

la sécrétion de cytokines, la chimiotaxie, la douleur inflammatoire et l'activation des cellules 
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immunitaires (Burnstock and Boeynaems, 2014; Cekic and Linden, 2016). Les récepteurs P2Y2 

peuvent induire également l'activation et le chimiotactisme de cellules inflammatoires, en 

particulier les cellules dendritiques et les neutrophiles (Eltzschig, Sitkovsky and Robson, 2012; 

Müller and Idzko, 2012; Hechler and Gachet, 2015) et favoriser un phénotype pro-fibrotique 

dans les fibroblastes pulmonaires (Müller et al., 2017). Les récepteurs P2X peuvent subir une 

désensibilisation vis-à-vis de l’ATP. P2X1 et P2X3, qui sont les plus sensibles à l'ATP se 

désensibilisent rapidement. P2X2 et P2X5, moins sensibles à l'ATP, ont une désensibilisation 

plus lente. P2X4 possède une sensibilité similaire à l'ATP, mais une désensibilisation prolongée 

par rapport à P2X2 et P2X5. Enfin, P2X7 présente la plus faible sensibilité à l'ATP et une 

désensibilisation pratiquement nulle (North, 2002; Habermacher et al., 2016; Schmid and 

Evans, 2019). Quant à P2X6, il n'est pas classé dans ces groupes car il ne dispose pas de la 

capacité à s’associer de manière homotrimérique (Barrera et al., 2005; Huang et al., 2021). 

iii. Rôle dans l’inflammation 

L'ATP ainsi que d'autres médiateurs émis par les cellules blessées ou mourantes, lors 

de lyse cellulaire induite par une infection virale par exemple, peuvent venir consolider le signal 

de la réponse inflammatoire déclenchée par la reconnaissance initiale de l'agent pathogène. En 

effet, l’ATP se comporte comme un médiateur de l’inflammation et de l’immunité (Virgilio et 

al., 2003; Di Virgilio, Boeynaems and Robson, 2009). Les récepteurs purinergique et en 

particulier les récepteurs P2X sont largement exprimés sur les cellules immunitaires des 

mammifères (Sun et al., 2023), et vont détecter ce « signal de danger » que représente l’ATP. 

Ainsi, les récepteurs P2X2 et P2X4 sont impliqués dans la libération de cytokines pro-

inflammatoires, l'activation des cellules T et la différenciation des cellules T CD4+ (Vitiello et 

al., 2012; Sakaki et al., 2013; Kanellopoulos et al., 2021; Alberto et al., 2022). L'activation de 

P2X2/3 ou P2X3 est associée à l'hyperalgésie inflammatoire (Oliveira et al., 2009), et P2X5 est 

nécessaire à l'activation de l'inflammasome induite par Listeria monocytogenes et à la production 

d'IL-1β  (Jeong et al., 2020; Sun et al., 2023). Néanmoins, le récepteur P2X7 reste le plus étudié, 

c’est pourquoi, par la suite, seulement ce récepteur sera abordé. 

Le récepteur P2X7 joue un rôle important dans la modulation de la réponse 

inflammatoire (Di Virgilio et al., 2017). En effet, ce récepteur, présent dans presque tous les 

organes et tissus, tels que le foie, les reins, les poumons, la prostate et l'utérus, mais surtout 

concentré dans le système nerveux et principalement dans la microglie, est impliqué dans de 

nombreuses voies de signalisation pro-inflammatoire (Collo et al., 1997; Hu et al., 2022).  
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P2X7 est impliqué dans l'activation et l'expression de certains facteurs de transcription 

in vivo, et joue un rôle important dans la régulation de la réponse inflammatoire au niveau de 

la transcription de gènes, tels que ceux des familles NF-kB,  Egr (gène répondant à la croissance 

précoce) et AP-1 (Gao et al., 2017; Taefehshokr et al., 2017; Gazon et al., 2018).  

Le récepteur P2X7 est connu comme un puissant activateur de la voie de 

l'inflammasome du récepteur NOD-like (NLRP3) (Schroder and Tschopp, 2010; Gombault, 

Baron and Couillin, 2013). À cet égard, la reconnaissance des produits microbiens agit comme 

un signal d'amorçage pour les cellules inflammatoires, induisant la transcription des formes 

biologiquement inactives des cytokines IL-1β et de l'IL-18, et l'expression de NLRP3. La 

stimulation du récepteur P2X7 agit comme le signal final pour l'activation de NLRP3, qui 

permet à son tour d’activer la caspase-1, induisant alors la maturation protéolytique de l'IL-1β 

et de l'IL-18 (Figure 27) (Perregaux and Gabel, 1994; Schroder and Tschopp, 2010; Burnstock, 

2016). Le récepteur P2X7 activé peut former de larges pores au niveau de la membrane, ce 

qui permet à l'IL-1β mature d'être libérée à l'extérieur de la cellule pour jouer son rôle pro-

inflammatoire (Ryoden et al., 2020; Hu et al., 2022). 

 

Figure 27 : : Les voies de signalisation intracellulaire des récepteurs P2X4 et P2X7 
impliquées dans la réponse inflammatoire. 
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L’ATP agit sur les récepteurs P2X4 et P2X7, entraînant l'ouverture des canaux ioniques. L’activation 

de P2X7 entraîne l'activation de la signalisation NF-kB intracellulaire, l'induction de l'activation de 

l'inflammasome NLRP3 et la libération des précurseurs de l'IL-1β. Sous l'action de la caspase-1, le 

précurseur IL-1β est clivé en IL-1β mature et active, ce qui entraîne une réponse inflammatoire. 

L’activation de P2X4 induit la libération de cytokines pro-inflammatoires, ainsi que la production d'IL-

1β en induisant un flux d'ions calcium. (Na+ : sodium ; K+ : potassium ; Ca2+ : calcium ; ROS : dérivés 

réactifs de l’oxygène). D’après (J. Liu et al., 2023). 

Il existe déjà plusieurs agonistes et antagonistes des récepteurs P2 qui ont été 

développés pour le traitement de maladies humaines. Puisque l’ATP agit généralement comme 

un signal pro-inflammatoire, les antagonistes, tels que BX-430 ou A-438079 (Illes et al., 2021), 

ciblant respectivement les récepteurs P2X4 et P2X7, peuvent contribuer à freiner 

l'inflammation (Huang et al., 2021). En plus de l’ATP, l’ivermectine agit également comme un 

PAM des P2X4 en facilitant l’ouverture et en retardant sa fermeture (Khakh et al., 1999; Priel 

and Silberberg, 2004), mais aussi des P2X7 chez l’humain et la souris (Nörenberg et al., 2012; 

Illes et al., 2021). 

iv. Implications dans les maladies virales 

Le lien entre les nucléotides/nucléosides extracellulaires et les virus a été négligé 

pendant des années malgré les premières observations identifiant une activité extracellulaire 

de type ATPase dans les cellules HeLa infectées par le VHS et à la surface de deux types de 

myxovirus (Epstein and Holt, 1963; Dawson, Epstein and Hummeler, 1965; Ferrari et al., 2018). 

En 1968, il a été démontré que la présence d'adénosine dans le liquide extracellulaire affectait 

la biologie virale. Il a ensuite été démontré que l'adénosine réduisait la production de virus de 

la vaccine en activant les récepteurs A2 et la protéine kinase A (Mécs, 1968; Leão-Ferreira et 

al., 2002). En outre, une augmentation de l'expression de CD39 a été constatée sur la 

membrane plasmique des lymphocytes de patients séropositifs pour le VIH-1 (Nikolova et al., 

2011; Ferrari et al., 2018). La signalisation purinergique participe de diverses manières à la 

modulation de la réponse inflammatoire déclenchée par l'infection virale. Par exemple, les 

récepteurs A2A contribuent partiellement à la protection contre les lésions neurologiques à 

médiation immunitaire dans un modèle de sclérose en plaques due au virus de 

l'encéphalomyélite murine de Theiler (TMEV). Cela suggère que les inhibiteurs des récepteurs 

P1 pourraient être une option pour le traitement de la composante inflammatoire des lésions 

neurologiques induites par ce virus (Mecha et al., 2013; Ferrari et al., 2018). Certains 

récepteurs P2X sont cruciaux pour l’entrée virale du VHB et du VHC dans les hépatocytes 

(Taylor and Han, 2010). De plus, il a été démontré que l'activation de P2X7 par l'ATP et des 
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récepteurs P2Y6 par l'UDP limitait la réplication du VSV à la fois in vitro et in vivo (Li et al., 

2014; Zhang et al., 2017). En outre, il a également été démontré que l'ajout pharmacologique 

d'ATP, avant l'infection virale, diminue la réplication du VSV, du virus de la maladie de 

Newcastle (VNC), du virus de la leucémie murine (VLM) et du VHS d'une manière dépendante 

de P2X7 (Ferrari et al., 2018). Des travaux ont également montré que l'inhibition du récepteur 

P2X7 inhibait de manière significative la réponse IFN-γ au virus de la Dengue (Tsai et al., 2015). 

Les récepteurs P2 seraient aussi impliqués lors de l’infection par le VIH (Séror et al., 2011; 

Hazleton, Berman and Eugenin, 2012; Pacheco et al., 2014). Jusqu'à présent, les récepteurs 

P2X1, P2X7, P2Y1 et P2Y2 ont été impliqués dans les premières étapes de l'infection et de la 

réplication du VIH-1 (Pacheco et al., 2018). Il a également été démontré que l'ATP était libérée 

par la pannexine-1 (PANX1) de cellules humaines lors de l'infection et que l'inhibition 

pharmacologique des récepteurs purinergiques empêchait la réplication du VIH-1 in vitro 

(Orellana et al., 2011; Hazleton, Berman and Eugenin, 2012; Pacheco et al., 2018). 

L'administration pharmacologique d'ATP avant l’infection provoque un stress 

membranaire élevé et/ou la mort cellulaire, prévient une augmentation de la charge virale et 

stimule le chimiotactisme des macrophages, des neutrophiles et de cellules microgliales, 

activant ainsi le système immunitaire cellulaire et renforçant la production de cytokines 

antivirales (Corrêa et al., 2016; Manzoor et al., 2016). Par conséquent, le message clair qui 

ressort de ce domaine est que le réseau purinergique de la cellule eucaryote représente une 

nouvelle cible pharmacologique potentielle pour lutter contre les infections virales (Ferrari et 

al., 2018). 

3. Collaboration des récepteurs nAChR et P2X 
 

Une collaboration fonctionnelle entre les récepteurs P2X et nAChR a été observée 

dans les neurones sympathiques de rat (Nakazawa, 1994) provenant très probablement d'une 

interaction directe entre ces molécules (Lalo et al., 2012). En effet, le récepteur nAChR 

s’associe avec divers hétérodimères de récepteurs couplés à la protéine G, y compris les 

récepteurs P2X (Bono et al., 2023). À cet égard, un complexe de récepteurs formé par les 

α4β2 nAChRs et le P2X2 a été identifié en utilisant la microscopie FRET à la fois dans les 

cellules Hek293 et dans les membranes des neurones de l'hippocampe transfectés par ces 

récepteurs (Khakh et al., 2005). De plus, en utilisant la co-immunoprécipitation, une interaction 

entre les nAChRs α3β2 et les récepteurs P2X1-3 a été rapportée et est liée fonctionnellement 

au contrôle de la libération de norépinéphrine provoquée dans l'hippocampe de rat (Rodrigues 
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et al., 2016; Bono et al., 2023). D’autres interactions ont été observées, notamment par 

l’utilisation du transfert d'énergie par résonance de Förster qui a démontré des interactions 

physiques entre les récepteurs P2X2 ou P2X3 et les récepteurs α6β4 dans les cellules 

Neuro2a et les neurones corticaux cultivés de souris (Limapichat, Dougherty and Lester, 

2014). Deux types d’interaction distincts ont été rapportées. L'une est inhibitrice et ne se 

produit que pendant la co-activation du récepteur par l'ACh. L'autre type d'interaction est 

préorganisé et constitutif, dans lequel une propriété biophysique d'un canal est modulée par 

l'autre (Limapichat, Dougherty and Lester, 2014). En outre, il a été observé une interaction 

inhibitrice croisée rapide entre les récepteurs nAChR et P2X dans les neurones cœliaques. 

Les propriétés décrites pour ces interactions soutiennent l'hypothèse que ces récepteurs sont 

situés suffisamment près les uns des autres dans la membrane neuronale pour former des 

unités fonctionnelles constituées d'au moins un canal de chaque type (Ochoa-Cortés et al., 

2010). Une étude a montré, chez le rat, que les récepteurs P2X7 et les nAChRs-α7 semblaient 

coexister et interagir sur les terminaux glutamatergiques du néocortex. En particulier, les 

récepteurs P2X7 exerceraient un rôle permissif sur l'activation des nAChR-α7 (Patti et al., 

2006). Enfin, il a été montré un couplage fonctionnel entre les nAChRs α7, les canaux Panx1 

et les récepteurs P2X7 qui aurait une importance physiologique dans la neurosécrétion 

(Maldifassi et al., 2021). 

 

III- Les traitements contre la COVID-19 et la rage 

La COVID-19 et la rage, causées respectivement par le SARS-CoV-2 et le virus de la 

rage, seront les exemples utilisés dans la suite de ce travail pour illustrer les maladies 

émergentes et négligées. Bien que de nombreux moyens ont été déployés contre le SARS-

CoV-2, peu de traitement efficace sont à ce jour disponible. Contre la rage, une maladie 

connue depuis des millénaires, il n’existe toujours pas de traitement disponible. Les pistes de 

thérapies possibles et les traitements disponibles seront donc évoqués dans cette partie. 

A) La COVID-19 

La COVID-19 est une maladie virale aigüe très contagieuse et pouvant provoquer des 

formes graves chez certains patients. Contre cette maladie apparue il y a 4 ans, deux principaux 

vaccins à ARNm ont rapidement été développés : Comirnaty® de Pfizer/BioNTech et 

Spikevax® de Moderna, ainsi que deux vaccins à vecteur viral non réplicatif : Jcovden de 
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Janssen (Johnson & Johnson) et Vaxzevira d’Oxford/AstraZaneca. Néanmoins, ces vaccins ne 

protègent pas complétement contre l’infection mais préviennent surtout le développement de 

formes graves. C’est pourquoi le développement de thérapies antivirales reste un enjeu 

important contre la COVID-19. 

a. Modulation du cycle viral 

La modulation du cycle viral au niveau de l’entrée ou de la réplication virale est une 

piste thérapeutique présente dans la lutte contre le SARS-CoV-2. 

1. Entrée virale 

Plus de 20 Acm ciblant la glycoprotéine S, provenant soit de cellules B de patients 

convalescents atteints de la COVID-19, soit de l'immunisation de souris humanisées, ont été 

testés dans le cadre d'essais cliniques, et certains ont reçu une autorisation de mise sur le 

marché par la FDA pour le traitement de patients atteints de COVID-19 légère à modérée. Il 

s'agit notamment du sotrovimab (FDA, 2021), de l'association du casirivimab et de l'imdevimab 

(Baum et al., 2020), du bamlanivimab (Jones et al., 2021) (utilisé en monothérapie ou en 

association avec l'etesevimab), de l'association du cilgavimab et du tixagevimab, du regdanvimab 

et du bebtelovimab (Pantaleo et al., 2022). Cependant, l'une des principales limites de la plupart 

des Acm évalués jusqu'à présent contre la COVID-19 a été l'apparition rapide des VOCs qui 

peuvent échapper à la fois aux Acm seuls et aux cocktails de Acm (Hoffmann et al., 2022). Les 

VOCs tels que Alpha, Beta, Gamma et Delta présentent 9 à 12 mutations dans des régions de 

la glycoprotéine S, qui n'ont généralement qu'un impact partiel sur l'efficacité des Acm. 

Cependant, les variants d'Omicron ont accumulé plus de 35 mutations dans la glycoprotéine 

S, dont 15 dans le RBD, qui n'est pas seulement le site qui se lie au récepteur hôte ACE2, mais 

aussi la cible clé des Acm, ainsi que des anticorps neutralisants produits par la réponse 

immunitaire naturelle ou induite par un vaccin. L'émergence des VOCs Omicron (BA.4, BA.5 

et XBB) a rendu partiellement ou presque inefficaces de nombreux Acm présents sur le 

marché ou en phase avancée de développement clinique. Il s'agit par exemple de l'association 

du casirivimab et de l'imdevimab, de l'association du bamlanivimab et de l'etesevimab (Pantaleo 

et al., 2022; Park et al., 2022). C’est pourquoi il est important de trouver des anticorps 

neutralisants à plus large spectre ou bien de développer davantage de cocktails d'anticorps 

pour surmonter la résistance des variants (Jiang and Lu, 2022; Pantaleo et al., 2022). 
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L’utilisation de molécule antivirale bloquant l’entrée du virus est une piste 

thérapeutique également envisagée. C’est le cas de l'amantadine, qui grâce à ses propriétés 

physicochimiques lipophiles et alcalines, peut traverser la membrane du lysosome et empêcher 

la libération de l'ARN viral dans les cellules (Smieszek, Przychodzen and Polymeropoulos, 

2020). Une autre étude a montré que l'adamantane pouvait avoir des effets protecteurs contre 

la COVID-19. Néanmoins, cette étude présente des limites, comme un échantillon de petite 

taille, et des recherches supplémentaires sont nécessaires pour la confirmer (Rejdak and 

Grieb, 2020). L'enfuvirtide, un peptide inhibiteur de la fusion du VIH, pourrait être utilisé 

comme un puissant inhibiteur de la fusion SARS-CoV-2. Des essais cliniques doivent être 

réalisés pour confirmer l'effet de l'enfuvirtide contre le COVID-19 (Ahmadi et al., 2021; Yuan 

et al., 2023). Enfin, l’arbidol est un agent antiviral non nucléosidique qui inhibe la fusion entre 

l'enveloppe virale et la membrane cellulaire de l'hôte, empêchant ainsi l'entrée du virus dans 

les cellules de l'hôte. En outre, l’arbidol peut renforcer le système immunitaire de l'hôte en 

induisant la production d'IFN et en activant les macrophages. Cette molécule a un effet antiviral 

sur de nombreux virus, comme le VRS, le VHB et le VHC, le virus de la grippe et l'adénovirus 

(Boriskin, Pécheur and Polyak, 2006). Récemment, une étude in vitro a montré que l'arbidol 

avait la capacité d'inhiber l'infection du SARS-CoV-2 (Wang et al., 2020), mais des études 

supplémentaires sont nécessaires pour confirmer ces résultats. 

2. Réplication virale 

Dans le cas de la COVID-19, différents types de molécules ciblant la réplication virale 

peuvent être utilisés.  C’était le cas de l’IFN, qui a été utilisé pour traiter des patients atteints 

par la COVID-19, puisque des expériences in vitro ont montré que les IFN de type I et de type 

III inhibaient la réplication du SARS-CoV-2 (Vanderheiden et al., 2020) et des observations 

cliniques l’ont confirmé (Lopez et al., 2020; Bastard et al., 2021). Mais malgré les avantages 

potentiels des IFN en tant qu'agents antiviraux, une surexposition prolongée à ces derniers 

augmente l'inflammation pulmonaire, entraînant des lésions tissulaires, rendant ainsi le patient 

plus susceptible aux infections bactériennes (Major et al., 2020). Actuellement, les lignes 

directrices de l'OMS ne recommandent donc pas l'utilisation d'interférons pour le traitement 

du COVID-19 (Chalmers et al., 2021; OMS, 2023f). D’autres molécules tels que des analogues 

nucléosidiques, ou des petites molécules comme les inhibiteurs de protéase ou les 

oligonucléotides antisens sont aujourd’hui utilisées contre la COVID-19 
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i. Analogues nucléosidiques 

Les inhibiteurs nucléosidiques testés contre le SARS-CoV-2 sont aux nombres de 3 : 

le favipiravir, le remdesivir et le molnupiravir, provenant d’un repositionnement de 

médicament. 

Le favipiravir, un analogue modifié de la pyrazine, a été initialement approuvé pour un 

usage contre la grippe et la fièvre hémorragique Ebola (Sweiti et al., 2017; Cao et al., 2022). 

Ce médicament inhibe la RdRp (Furuta, Komeno and Nakamura, 2017). Avec la propagation 

du SARS-CoV-2, le favipiravir a été l'un des premiers médicaments étudiés pour le traitement 

de la COVID-19, et plus d’une trentaine d’essais cliniques ont été réalisés. Cette approche a 

toutefois ses limites, car l'ARN polymérase du virus possède une activité exonucléasique qui 

lui permet de corriger les mutations. Le favipiravir n'est actuellement pas inclus dans les 

dernières directives thérapeutiques internationales contre la COVID-19 (Gudima et al., 2023; 

OMS, 2023f). 

Le remdesivir, un analogue de l'adénosine, est initialement utilisé pour traiter les 

infections causées par les virus Ebola et Marburg. Il a été ultérieurement approuvé par la FDA 

contre le SARS-CoV-2 et il est recommandé de l’administrer dans la semaine qui suit 

l'apparition des symptômes, et à la condition que les patients soient atteints de forme sévère 

de COVID-19 (OMS, 2023f). Cependant, l'effet antiviral clinique du remdesivir contre le SARS-

CoV-2 reste controversé. Des essais cliniques à grande échelle ont révélé une amélioration 

de l'état clinique chez 68 % des patients traités par le remdesivir (Grein et al., 2020). Il a 

également été démontré que l'initiation même tardive d'une thérapie antivirale à base de 

remdesivir est efficace dans le traitement des patients atteints de COVID-19 sévère (Hillaker 

et al., 2020). Cependant, une étude menée dans dix cliniques en Chine, n'a pas montré de 

bénéfices statistiquement significatifs du remdesivir chez des patients adultes (Grein et al., 

2020). L'étude du médicament se poursuit, avec plus de 100 essais cliniques en cours (Gudima 

et al., 2023).  

Le molnupiravir, un agent antiviral à large spectre, est un analogue nucléosidique de la 

β-D-N4-hydroxycytidine (NHC) initialement utilisé contre la grippe, l’hépatite C, la fièvre 

hémorragique Ebola, l’encéphalite équine vénézuélienne et le MERS-CoV (Tian et al., 2022) . 

Son efficacité contre le SARS-CoV-2 était de 90 % dans les essais cliniques (Merck Sharp & 

Dohme LLC, 2022). Ce médicament est approuvé par la FDA depuis fin décembre 2021. Le 
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traitement par molnupiravir est recommandé dès que possible après le diagnostic de la 

COVID-19 et dans les 5 jours suivant l'apparition des symptômes. L'utilisation du molnupiravir 

est actuellement recommandée pour les patients atteints de forme non sévère de COVID-19 

mais présentant un risque élevé d'hospitalisation (OMS, 2023f). 

ii. Inhibiteurs de protéase 

La principale protéase du SARS-CoV-2, M-pro (également appelée protéase 3CL), 

catalyse le clivage des polyprotéines virales en protéines non structurelles, et joue donc un 

rôle crucial dans la réplication virale (Gudima et al., 2023). 

Le lopinavir est un inhibiteur de protéase initialement développé contre le VIH et 

approuvé pour le traitement du SIDA en association avec le ritonavir (Huang et al., 2018). 

Cette molécule inhibe spécifiquement la M-pro du SARS-CoV-2. Au début de la pandémie, 

l'association lopinavir/ritonavir a été utilisée pour le traitement du COVID-19 et a donné des 

résultats prometteurs (Z. Zhang et al., 2020). Cependant, d'autres études ont démontré 

l'absence de bénéfice clinique (Cao et al., 2020; RECOVERY Collaborative Group, 2020). 

L'OMS ne recommandent donc pas l'utilisation du lopinavir/ritonavir pour le traitement des 

patients atteints de la COVID-19 (OMS, 2023f). 

Le Paxlovid ou nirmatrelvir est un inhibiteur spécifique de la M-pro du SARS-CoV-2, 

développé au cours de la pandémie. Le nirmatrelvir a été approuvé pour une utilisation clinique 

en association avec son booster pharmacocinétique, le ritonavir (Owen et al., 2021). Le 

nirmatrelvir/ritonavir conçu contre le SARS-CoV-2 réduit le taux de mortalité ou 

d'hospitalisation des patients atteints de COVID-19, mais d'autres études sont nécessaires 

pour une analyse complète de leur efficacité. Actuellement, les lignes directrices de l'OMS 

recommandent le nirmatrelvir/ritonavir pour traiter le COVID-19 (OMS, 2023f). 

iii. Oligonucléotides antisens 

L'utilisation d'oligonucléotides synthétiques antisens ciblant spécifiquement le génome 

viral est une approche prometteuse pour la thérapie spécifique contre les maladies virales 

(Gudima et al., 2023). Il s'agit d'un nouvel antiviral qui cible la région du génome du SARS-CoV-

2 codant pour la RdRp par le mécanisme d’interférence par ARN. 

L'interférence par ARN est un phénomène de régulation négative de l'expression des 

gènes au niveau post-transcriptionnel par de petits ARN interférents (siRNA). La molécule 
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MIR 19Ò (siR-7-EM/KK-46), ciblant une séquence conservée dans les variants connus du SARS-

CoV-2, réduit significativement le délai d'amélioration clinique chez les patients hospitalisés 

pour COVID-19 modéré par rapport au traitement standard basé sur la limitation de la 

réaction inflammatoire (Khaitov et al., 2023). Néanmoins, d’autres essais cliniques devront être 

réalisés afin de s’assurer de l’effet bénéfique sur les patients hospitalisés. 

b. Modulation de la réponse de l’hôte 

En complément de la modulation du cycle viral, moduler la réponse de l’hôte est 

également une piste thérapeutique utilisée contre la COVID-19, soit par la modulation de la 

réponse inflammatoire des patients ou en ciblant des récepteurs cellulaires. 

1. Réponse inflammatoire 

Au cours de l’infection par le SARS-CoV-2, une augmentation des cytokines pro-

inflammatoires CXCL10, IL-6, CCL2, CXCL1, CXCL2 et CXCL5 a été observée (Khalil, 

Elemam and Maghazachi, 2021). Cette dernière est responsable du recrutement de 

polynucléaires neutrophiles et il a été observé dans des souris KO (« Knock-out ») pour 

CXCL5 une diminution de l’inflammation pulmonaire sans diminuer la clairance virale. Cela 

suggère une cible potentielle pour le contrôle de la pneumonie due à la COVID-19 (Liang et 

al., 2020). 

Les anticorps monoclonaux dirigés contre les principaux médiateurs inflammatoires, 

tels que l'interféron-γ, les interleukines IL-1 et IL-6 ainsi que le facteur du complément C5a, 

sont conçus pour supprimer la réponse inflammatoire après une infection par le SARS-CoV-2 

afin de prévenir des dommages aux organes (Gudima et al., 2023). Les inhibiteurs de l'IL-6, le 

tocilizumab et le sarilumab, ont été les plus étudiés et plus d'une douzaine d'essais cliniques 

randomisés ont été menés (Alzghari and Acuña, 2020; Sanders et al., 2020; Scavone et al., 

2020). Ces essais ont montrés une diminution de la mortalité et de la nécessité d’une 

ventilation mécaniques chez les personnes atteintes de forme sévères de COVID-19 (OMS, 

2021a).  

Une autre façon de réduire la réponse inflammatoire est l’utilisation d’inhibiteur de la 

voie de transduction JAK/STAT, qui régule un certain nombre de cytokines inflammatoires en 

transférant les signaux des récepteurs de la membrane cellulaire vers le noyau. Plusieurs 

inhibiteurs de JAK, tels que le Baricitinib, le Ruxolitinib, le Tofacitinib et le Nerizutinib, ont eu 
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un impact clinique significatif sur l'amélioration des résultats cliniques des patients hospitalisés 

atteints de COVID-19. Ces inhibiteurs de kinases sont utilisés pour traiter la COVID-19 car 

ils inhibent l'activation immunitaire induite par le virus et la signalisation de l'inflammation (W. 

Zhang et al., 2020). 

2. Récepteurs cellulaires 

Les récepteurs cellulaires pourraient également jouer un rôle lors de l’infection virale 

par le SARS-CoV-2. L’hypothèse du rôle des nAChR dans l'interaction entre ACE2 et le SARS-

CoV-2 a été mise en évidence avec l’impact du tabagisme sur le COVID-19 (Leung and Sin, 

2020; Rossato et al., 2020). Deux mécanismes antinomiques ont été discutés. La modulation 

des nAChRs dans le poumon pourrait augmenter la production de cytokines pro-

inflammatoires, un processus pouvant conduire à la "tempête cytokinique" pendant l'infection 

(Borovikova et al., 2000; Pavlov and Tracey, 2017). À l’inverse, le nAChR-α7 a été impliqué 

dans le contrôle de l'inflammation associée à l'infection par le virus de la grippe (Gao et al., 

2021), et ce récepteur pourrait également contrôler la physiopathologie de la COVID-19 en 

modulant le système rénine-angiotensine (Alifano et al., 2020).  

Enfin, les récepteurs purinergiques pourraient aussi être impliqués dans l’infection par 

le SARS-CoV-2. En effet, la signalisation purinergique est impliquée dans la physiopathologie 

de plusieurs infections virales, ce qui fait du système purinergique une cible potentielle dans la 

recherche contre le SARS-CoV-2 (Franciosi et al., 2021). De plus en plus de données suggèrent 

qu'une cascade de libération d'ATP par le canal PANX1 et l'activation des récepteurs 

purinergiques jouent un double rôle, aboutissant à l'infection et la réplication virale ainsi qu’à 

l'induction de réponses inflammatoires et antivirales (Nadeali et al., 2022). Parmi ces 

récepteurs purinergiques, P2X7 pourrait être responsable de la « tempête cytokinique » en 

libérant des cytokines inflammatoires et des chimiokines, tels que IL-1, IL-2, IL-6, IL-18, IL-1β 

et IL-1α (Burnstock, 2016). Cela suggère que les bloqueurs de P2X7 pourraient être 

bénéfiques pour les patients COVID-19 présentant des réponses immunitaires exacerbées 

telles que des myocardite, une coagulation anormale, une arythmie, un syndrome coronarien 

aigu ou un infarctus du myocarde (Bansal, 2020; dos Anjos et al., 2020; Tang et al., 2020). En 

outre, comme l'ont souligné Di Virgilio et al. (Di Virgilio et al., 2020), de nombreux processus 

associés à l'insuffisance pulmonaire, tels que ceux observés chez les patients atteints de 

COVID-19, sont médiés par les récepteurs P2X7 (Di Virgilio et al., 2017). La libération massive 

d'ATP après l'invasion des phagocytes mononucléaires pulmonaires par le SARS-CoV-2 peut 
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activer les récepteurs P2X7 des cellules présentatrices d'antigènes et des macrophages, 

augmentant ainsi la sécrétion de cytokines, de chimiokines et d'ATP (Di Virgilio et al., 2017). 

De plus, des souris knock-out pour le récepteur P2X7 soumises à un modèle de fibrose 

pulmonaire ont montré une réduction de l'infiltration interstitielles par des cellules 

inflammatoires, de la libération de cytokines, de l'apoptose et de la fibrose, tandis que les 

agonistes du récepteur P2X7 augmentaient ces processus délétères (Monção-Ribeiro et al., 

2014; Duan et al., 2018; Ribeiro et al., 2021). 

Il est donc essentiel de comprendre comment le système purinergique affecte le 

système immunitaire et les processus inflammatoires dans le tissu pulmonaire au cours de 

l'évolution du COVID-19 (Leão Batista Simões et al., 2021). De plus, le système purinergique 

pourrait représenter un domaine d'étude important pour le développement de produits qui 

bloquent les récepteurs nucléotidiques et nucléosidiques. Ces produits réduiraient la cascade 

de signalisation purinergique et, par conséquent, les effets pro-inflammatoires de la cascade de 

cytokines associée aux lésions des poumons et d'autres organes causés par le virus. 

3. Ivermectine et SARS-CoV-2 
 

L’ivermectine, un médicament anthelminthique découvert dans les années 1970 

(Campbell, 2012),  est utilisé en médecine vétérinaire et aussi contre les parasitoses telle que 

la gale. Mais ce médicament possède également des propriétés antivirales et 

immunomodulatrices de l’hôte (Patil, Verma and Masand, 2022). Plusieurs hypothèses ont 

donc été évoquées concernant son mode d’action possible contre le SARS-CoV-2. Une étude 

a observé que l'ivermectine s'arrimait dans la région de la leucine 91 de la glycoprotéine S du 

SARS-CoV-2 et de l'histidine 378 du récepteur ACE-2 de la cellule hôte, bloquant ainsi son 

entrée dans la cellule hôte (Lehrer and Rheinstein, 2020). L’ivermectine est également capable, 

lors d’une infection virale, de cibler le facteur IMPα de l'hétérodimère IMP α/β1 et de se lier 

à lui, empêchant l'interaction avec IMP β1, et bloquant ainsi le transport nucléaire des protéines 

virales. Ceci permettrait à la cellule de monter une réponse antivirale normale (Yang et al., 

2020). Or, pour échapper à la réponse immunitaire, le SARS-CoV-2 lorsqu'il pénètre dans la 

cellule hôte, tend à "charger" ses protéines sur l'hétérodimère IMP α/β1 de la protéine hôte 

(IMP) pour pénétrer dans le noyau par le complexe du pore nucléaire. Une fois à l'intérieur, 

la molécule IMP se détache tandis que les protéines virales du virus SARS-CoV-2 détourne la 

machinerie de la cellule hôte et inhibe la réponse antivirale de la cellule en bloquant la 

libération d'IFN (Zaidi and Dehgani-Mobaraki, 2022). Zhang et al. ont également suggéré que 
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l'ivermectine inhiberait la production de cytokines inflammatoires induite par le 

lipopolysaccharide (LPS) en bloquant la voie NF-κB et en améliorant la survie induite par le 

LPS chez les souris (Zhang et al., 2008). Une autre hypothèse proposée est que l’ivermectine 

inhiberait la signalisation JAK/STAT3 en favorisant la dégradation de PAK1, l'activité STAT3 

est compromise et la production d'IL-6 est réduite (Matsuyama et al., 2020). Cette molécule 

possède également une haute affinité de liaison avec la Nsp12-RdRp du SARS-CoV-2, ce qui 

pourrait interférer avec la réplication virale (Sen Gupta et al., 2020). L’ivermectine jouerait 

également un rôle immunomodulateur, comme il a été observé dans un modèle de hamster, 

où le rapport IL-6/IL-10 a été considérablement réduit dans les tissus pulmonaires, expliquant 

probablement la présentation clinique plus favorable des animaux traités (de Melo, Lazarini, 

Larrous, et al., 2021). Plus récemment, un traitement prophylactique par l’ivermectine dans un 

modèle hamster a permis d’obtenir une diminution des signes cliniques et de l’inflammation 

(Uematsu et al., 2023). Enfin, comme vu précédemment, l’ivermectine est un modulateur 

allostérique positif des récepteurs nAChR, P2X4 et P2X7 et pourrait également jouer un rôle 

sur ces récepteurs lors de l’infection par le SARS-CoV-2.  

Ainsi, bien que les essais cliniques entrepris chez l’homme n’aient pas encore montré 

d’avantages significatifs d’un traitement ivermectine, les effets chez le hamster pourraient être 

facilement explorés afin de comprendre le mécanisme d’action de l’ivermectine. Les 

récepteurs nAChR, P2X4 ou P2X7 pourrait être impliqués, ouvrant la voie à de nouvelles 

pistes thérapeutiques. 

 

B) La rage 

La rage est une maladie évitable grâce à la vaccination ou à une prise en charge 

suffisamment précoce après l’infection. La majorité des décès causés par la rage, peuvent être 

attribués aux obstacles socio-économique, aux pénuries de réactifs et à la difficulté de 

maintenir une chaîne du froid ininterrompue pour le transport des produits biologiques 

destinés à la PPE (DuPont, Plemper and Schnell, 2019). À ce jour, les différents essais cliniques 

mises en place n’ont pas été concluant, c’est la cas, par exemple, du protocole de Milwaukee 

ayant permis la guérison d’une patiente en 2004 mais qui n’a jamais pu être reproduit (Zeiler 

and Jackson, 2016).  Ainsi, la découverte de nouveaux composés antiviraux pourrait pallier ces 

obstacles et s’ajouter à la PPE (Bourhy et al., 2010). 
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a. Modulation du cycle viral 

La modulation du cycle viral va permettre d’empêcher l’accomplissement du cycle viral 

à plusieurs étapes, que ce soit au niveau de l’entrée virale, de la réplication ou bien de 

l’assemblage. 

1. Entrée virale 

L’entrée du virus de la rage peut être notamment ciblé par des molécules ou par des 

Acm. Cette entrée est assurée par une endocytose médiée par la clathrine qui dépend de la 

réorganisation du cytosquelette d'actine pour l'internalisation (Weir et al., 2014). La dynamine 

est un composant essentiel de plusieurs voies d'endocytose et joue un rôle dans le 

réassemblage et l'organisation de l'actine (Weir et al., 2014). Il a été démontré que le Dynasore, 

un inhibiteur de l'activité GTPase de la dynamine, inhibe le processus d'entrée de plusieurs 

virus, dont le virus de la rage et le VSV (Weir et al., 2014; Mues et al., 2015). La stratégie de 

repositionnement des médicaments a également permis d’identifier la Cloafazimine, un 

médicament contre la lèpre ciblant la fusion des membranes virales. Cette molécule possède 

un indice de sélectivité supérieur à 967 contre le virus de la rage. Il s’agit donc d’un médicament 

prometteur contre l’infection par le virus de la rage (Wu et al., 2021). Néanmoins, toute ces 

molécules n’ont pas été testées in vivo et ne sont donc que des pistes potentielles pour le futur, 

contrairement aux Acm actuellement utilisée dans la PPE. 

Les anticorps monoclonaux, utilisés parfois comme alternatives aux immunoglobulines 

antirabiques (IGR), ont prouvé leur efficacité antivirale (Vincent, Bussereau and Sureau, 1988; 

Thongcharoen et al., 1990). Ces Acm ont plusieurs avantages par rapport aux IGR : une dose 

plus faible, une meilleure sécurité, une durée de conservation plus longue, une facilité 

d'administration, un coût de production plus faible, une capacité de production à grande 

échelle et une constance du produit (de Melo et al., 2022). En outre, les Acm neutralisant le 

virus de la rage peuvent être obtenus par : humanisation de Acm de souris précédemment 

identifiés ; ou développés en tant que Acm humains dérivés de personnes vaccinées ; ou 

produits en tant que Acm humains dans des souris transgéniques exprimant des séquences de 

gènes d'anticorps humains (Lonberg, 2005). Cependant, chaque Acm présente une mono-

spécificité et il est donc recommandé d'utiliser des cocktails contenant au moins deux Acm se 

liant à des épitopes qui ne se chevauchent pas, afin de limiter le risque d'échec dû à une 

couverture insuffisante des souches de virus de la rage en circulation ou à l’émergence 

d’échappement viral (Dietzschold, 1994; Ilina et al., 2018; OMS, 2018b). Actuellement, 
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seulement deux Acm sont autorisés sur le marché, le Rabishield et le Twinrab, et d’autres 

sont en cours de développement. Rabishield, dont l’utilisation chez l’homme a été approuvée 

en 2016, ne contient qu’un seul Acm humain recombinant (IgG1) contre un épitope 

conformationnel de la protéine G du virus de la rage (Gogtay et al., 2018; de Melo et al., 2022). 

Le Rabishield a été décrit comme présentant un large spectre de neutralisation sur les isolats 

de virus de la rage importants pour la santé publique et provenant d’Amérique, d'Europe, 

d'Afrique et d’Asie (Sloan et al., 2007). Cependant, en raison de sa mono-spécificité, l'une des 

principales préoccupations liées à ce produit est l'absence potentielle de neutralisation des 

variants émergents de la rage, ainsi que le risque de sélection de mutants d'échappement viraux 

(Sparrow et al., 2019). En effet, le Rabishield neutralise mal les virus de la rage porteurs de la 

mutation N336D de la protéine G, qui est détectée dans environ 60 % des isolats africains et 

qui est de plus en plus souvent détectée en Amérique du Nord  (Wang et al., 2011, 2019; De 

Benedictis et al., 2016). Twinrab, autorisé en 2019, contient deux Acm recombinants de souris 

: M777-16-3 ou Miromavimab, une IgG1 qui se lie au site antigénique II de la protéine G du 

virus de la rage, et 62-71-3 ou Docaravimab, une IgG2b qui se lie au site antigénique III de la 

glycoprotéine du virus de la rage (Müller et al., 2009). Ces anticorps monoclonaux présentent 

le risque de réactions d’hypersensibilité à la suite de leur injection. Les deux produits, 

Rabishield et Twinrabs, ont donné des résultats comparables à ceux des IGR lorsqu'ils sont 

utilisés dans la PPE (de Melo et al., 2022).  

Actuellement, d'autres cocktails de Acm sont en cours de développement, avec des 

résultats prometteurs dans des modèles précliniques ou déjà testés dans des essais cliniques 

chez l'homme. Ces Acm sont dirigés contre différents sites antigéniques de la glycoprotéine 

de la rage (de Melo et al., 2022). L'un de ces produits est le SYN023, actuellement en phase III 

de l’étude clinique, est composé de deux Acm humanisés, CTB011 et CTB012 (IgG1), qui 

reconnaissent des épitopes qui ne se chevauchent pas sur la protéine G du virus de la rage 

(Chao et al., 2017). De même, les Acm humains 11B6 et NP-19-9 (IgG1) ont été récemment 

décrits comme neutralisant puissamment un large éventail de types de Lyssavirus et comme 

protégeant les souris d'une exposition létale à des isolats indiens du RABV (SV1-SV6) (Kim et 

al., 2021). Les anticorps RVC20 et RVC58 sont deux autres Acm humains (IgG1) en cours de 

développement (De Benedictis et al., 2016), et également étudier comme potentiel traitement 

après l’apparition de symptômes. Ils se lient respectivement aux sites antigéniques I et III de la 

protéine G du virus de la rage. Ensemble, ces anticorps ont été capables de neutraliser 

plusieurs lignées de RABV et d’autres Lyssavirus, et aussi de protéger des hamsters syriens 
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contre une infection mortelle par le virus de la rage (De Benedictis et al., 2016). Ces deux 

anticorps sont les seuls à avoir été testé comme thérapie pour traiter la rage clinique. En effet, 

il a récemment été montré que ce cocktail de Acm a pu guérir efficacement des souris 

enragées symptomatiques. Pour cela, ces anticorps ont été administrés de façon 

concomitantes sur le site de l’infection en intra-musculaire et directement dans le SNC, 

permettant ainsi de bloquer la propagation du virus et de rendre possible l’élimination de ce 

dernier du SNC, tout en modulant l’inflammation cérébrale (de Melo et al., 2020). Ces résultats 

prouvent que ce cocktail représente une opportunité de développer un traitement efficace de 

l'infection du SNC par le virus de la rage, en particulier s'il est associé à un diagnostic de 

l’infection plus précis et plus précoce (de Melo et al., 2020). 

2. Réplication 

De nombreuses molécules ont été identifiées comme des inhibiteurs potentiels de la 

réplication du virus de la rage, mais avec des résultats in vivo peu prometteurs. C’est le cas de 

la Ribavirine, un analogue nucléosidique, qui peut efficacement inhiber la réplication du RABV 

in vitro, mais qui n'a pas d'efficacité clinique (Anindita et al., 2018). Le favipiravir, un dérivé de 

la pyrazine, communément appelé T-705, est un inhibiteur de l'ARN polymérase à large 

spectre qui a un effet antiviral contre le RABV in vitro. Néanmoins, des expériences in vivo ont 

montré que dans des conditions de traitement précoce, il améliore les signes cliniques et le 

taux de survie des souris infectées par voie intramusculaire. Mais si le début du traitement au 

favipiravir est retardé de 1 ou 2 jours, aucun effet protecteur significatif ne peut être observé. 

Cela indique que le favipiravir pourrait être inefficace contre les virus situés dans le SNC et 

qu'il pourrait n'être efficace qu'avant la neuroinvasion (Virojanapirom et al., 2016; Yamada et 

al., 2016; Jochmans and Neyts, 2019). L’amantadine et la katamine, des antagonistes non 

compétitifs des récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate), avaient également un effet anti-

RABV in vitro, mais se sont avérés inefficaces lors d’essais cliniques (Appolinario and Jackson, 

2015). Une autre molécule, la pyriméthamine a montré sa capacité d’inhiber l'infection du 

RABV in vitro grâce à l'inhibition de la synthèse de l'adénosine. En outre, ce composé présente 

une interaction synergique avec la ribavirine. Malheureusement, chez les souris infectées par 

la rage, la pyriméthamine n'a montré aucune efficacité. Une explication possible est que l'effet 

antiviral est annulé par l'interférence observée de la pyriméthamine avec la réponse 

immunitaire innée (Rogée et al., 2019).  
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Outre les approches médicamenteuses, les mécanismes d'interférence ARN (ARNi) 

ont également été évalués. Les mécanismes d'ARNi inhibent la réplication du virus par la liaison 

de siARN complémentaires à l'ARN viral, ce qui les inactive. Des études in vitro et in vivo ont 

été menées sur divers siRNA, généralement dirigés contre les ARN N, G ou L, et administrés 

à l'aide de liposomes ou d'un vecteur adénovirus (Brandão et al., 2007; Smith et al., 2019). 

Malheureusement, malgré leur succès dans la suppression de la réplication virale in vitro, ces 

approches n'ont pas été aussi efficaces que la PPE traditionnelle in vivo (Sonwane et al., 2012; 

Ono et al., 2013).  

La problématique majeure de ces thérapies est d’augmenter la capacité de ces 

molécules effectrices à traverser la barrière hémato-encéphalique, afin de rendre ces 

molécules plus efficaces une fois que le virus pénètre dans le cerveau (Smith et al., 2019). Cela 

ouvre la voie vers de nouvelles pistes thérapeutiques. 

b. Modulation de la réponse de l’hôte 

La modulation de la réponse de l’hôte peut être une cible intéressante pour contrer 

l’infection par le virus de la rage, qu’ils s’agissent de la PPE, de l’utilisation de cytokines induisant 

une réponse immunitaire ou bien de cibler des récepteurs cellulaires.  

1. Prophylaxie post-exposition 

La période d’incubation relativement longue du virus rabique permet la mise en place 

d’une PPE. Celle-ci est basée sur les recommandations de l’OMS et s’applique en fonction du 

type d’exposition. Il existe trois catégories d'exposition à des animaux suspectés d'être 

enragés. L'exposition de catégorie I consiste uniquement à toucher ou à nourrir des animaux 

qui lèchent une peau intacte. L'exposition de catégorie II est définie comme le mordillage de 

la peau nue, des égratignures ou griffures superficielles sans saignement. L'exposition de 

catégorie III implique des morsures ou des griffures uniques ou multiples ayant traversées le 

derme, la contamination des muqueuses ou des lésions cutanées par la salive des animaux, et 

l'exposition due à un contact direct avec des chauves-souris (OMS, 2023e). Dans le cas d’une 

absence préalable d’immunisation, les personnes ayant subi une exposition de catégorie II ou 

III doivent recevoir une dose de vaccin antirabique dès que possible (OMS, 2023e).  

Pour les plaies classées dans la catégorie III ainsi que pour celles de catégories II liées 

à un contact avec une chauve-souris, l’administration d'IGR est indiquée dans le traitement. 
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L’IGR doit être administrée autour de la plaie et également injectée dans un site 

intramusculaire éloigné de celui de l'inoculation du vaccin. Il faut un certain temps pour que 

les vaccins déclenchent une immunité active ; par conséquent, l'immunisation passive avec des 

IGR peut neutraliser le virus de la rage, pendant que la réponse immunitaire se développe 

(Both et al., 2012; Kessels et al., 2019). Récemment, en cas de pénurie d’IGR, ces derniers 

peuvent être remplacés par les Acm, qui seront abordés ultérieurement. 

2. La réponse inflammatoire 

Les réponses immunitaires de l'hôte sont dirigées contre le virus de la rage et le 

matériel cellulaire dégénéré. Ces processus inflammatoires peuvent être bénéfiques au début 

de l'infection grâce à l'élimination du virus, mais dommageables aux stades ultérieurs s'ils sont 

largement activés dans le SNC (Hooper, 2005). Des études expérimentales chez la souris 

confirment l'intérêt thérapeutique des immunomodulateurs dans le cas d'infection par le virus 

de la rage. Un traitement par corticoïdes chez la souris initié tardivement (72-96h après 

l’infection) a permis d’obtenir un taux de mortalité inférieur de 14% dans les groupes traités 

par rapport aux groupes témoins, bien que cette différence ne soit pas statistiquement 

significative, peut-être en raison de la petite taille de l'échantillon (Enright et al., 1970). Plus 

récemment, des inhibiteurs de processus pro-inflammatoires ont été administrés chez la souris 

5 jours après son infection par le virus de la rage (Smreczak et al., 2019). L'apparition des 

signes cliniques et la mort ont été retardés chez les souris traitées par l'infliximab, un inhibiteur 

de la cytokine pro-inflammatoire TNF-α, ou par le tosylate de sorafenib, un inhibiteur multi-

kinase. Le traitement par tocilizumab, un inhibiteur du récepteur de l'IL-6, a également retardé 

le décès, mais ce résultat n'était pas statistiquement significatif (Smreczak et al., 2019; Knobel 

et al., 2022). En revanche, une autre équipe a montré que le traitement avec un dérivé de la 

tétracycline aux propriétés anti-inflammatoires, la minocycline, n’était pas du tout bénéfique 

pour les souris adultes infectées (Jackson et al., 2007). De plus, une étude récente a démontré 

que la réponse inflammatoire dans le cerveau de la souris après une infection par le virus de 

la rage différait considérablement de celle du cerveau humain, avec une réponse inflammatoire 

plus prononcée chez la souris (Feige et al., 2021), ce qui suggère que l'effet de la thérapie 

immunomodulatrice chez la souris peut ne pas être transposable à l'homme (Knobel et al., 

2022). 
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3. Les récepteurs cellulaires 

Comme vu précédemment, les récepteurs cellulaires peuvent jouer un rôle lors de 

l’infection virale. Pour le virus de la rage, le premier récepteur identifié comme cible de sa 

glycoprotéine a été le sous-type musculaire des nAChRs présents sur les sites post-synaptiques 

de la jonction neuromusculaire (Lentz et al., 1983). En plus de fournir une explication 

mécanistique possible des changements comportementaux associés à la rage, l'interaction 

fonctionnelle du virus de la rage avec le nAChR est utilisée pour le développement d'approches 

thérapeutiques pour traiter le cancer et la rage (Lian, Hueffer and Weltzin, 2022). Afin de 

développer de meilleures stratégies thérapeutiques, il est essentiel de comprendre le 

processus par lequel le virus de la rage est capable d'échapper à la réponse immunitaire de 

l'hôte et d'accéder au SNC. Une glycoprotéine du virus de la rage trimérique recombinante 

est capable de se lier aux nAChR-α7 exprimés sur les macrophages dérivés de monocytes 

(Embregts et al., 2021). Cette interaction induit l’activation de la voie anti-inflammatoire 

cholinergique, y compris la suppression de la fonction des macrophages en tant qu'activateurs 

des lymphocytes T, et peut affecter la polarisation des macrophages. Ces résultats suggèrent 

que le virus de la rage pourrait échapper au système immunitaire en induisant un état anti-

inflammatoire dans les macrophages humains par le biais d'interactions avec le nAChR-α7 

(Embregts et al., 2021; Lian, Hueffer and Weltzin, 2022). Enfin, les interactions entre les 

peptides dérivés du nAChR-α1 et la glycoprotéine du virus de la rage ont été étudiées dans le 

but de concevoir des agents antirabiques potentiels. Des séquences de peptides nAChR-α1 

provenant de différentes espèces hôtes (bovin, humain, poisson électrique/torpille) ont été 

testées, et les peptides bovins et de la torpille se sont liés à la glycoprotéine et l'ont inhibé 

(Sajjanar et al., 2017). Il est encourageant de constater que les peptides nAChR-α1 et leurs 

analogues peuvent servir de pistes potentielles pour le développement d'agents antiviraux 

contre l'infection par le virus de la rage (Lian, Hueffer and Weltzin, 2022). 
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Objectifs 
 

Les pistes thérapeutiques étudiées au cours de ma thèse ont porté soit sur (i) 

l’utilisation de modulateurs des récepteurs cellulaires, tels que les nAChR-a7 et les récepteurs 

purinergiques de type P2X, dans le cas du SARS-CoV-2, un virus émergent ; soit sur (ii) 

l’utilisation de petits composés chimiques de la famille des Phtalazinone qui inhibent la 

réplication du RABV, un virus négligé. 

L’étude de la modulation du cycle viral par de petites molécules chimiques ciblant le 

complexe de réplication du RABV a constitué la première partie de mon travail de thèse. Afin 

de décrire les interactions impliquées entre les protéines du RABV et ces composés, et à 

terme, d’optimiser les conditions de délivrance de ces derniers, le premier objectif de ma 

thèse a été d’identifier (1) les protéines virales et leur(s) domaine(s) ciblé(s) par 

les composés et (2) les résidus chimiques et les résidus protéiques clefs impliqués 

dans les interactions. La production de mutants viraux échappant à l'action des molécules 

in vitro, a permis d’identifier différentes mutations dans le gène de la protéine L et de la protéine 

P. Le rôle biologique de ces résidus a été validé à l’aide de virus recombinants obtenus par 

génétique inverse, mutés sur chacune de ces positions. L’identification des domaines et des 

résidus du composé impliqués dans les interactions avec les protéines virales a été réalisée par 

RMN en condition ex vivo. Les données atomiques ainsi obtenues, combinées à des approches 

in silico de modélisation par homologie et de « machine-learning », nous ont permis d’obtenir 

des modèles structuraux d’interaction. 

 Un travail réalisé précédemment au laboratoire (De Melo et al., 2021) a décrit l’IVM 

comme une molécule permettant de diminuer la gravité des signes cliniques, de réduire la 

perte d’odorat et de limiter l'inflammation des voies respiratoires supérieures et inférieures 

chez des hamsters infectés par le SARS-CoV-2. L'IVM étant un modulateur allostérique positif 

connu des récepteurs cholinergiques, α7nAChR, et purinergiques, P2X4 et P2X7, le second 

objectif de mon travail de thèse vise à déterminer quelle est l’implication de 

chacun de ces récepteurs dans la modulation de la réponse de l'hôte observée lors 

du traitement par l'IVM. Cette analyse a été réalisée au travers d’expérimentations in vivo 

sur un modèle de hamster infectés par le SARS-CoV-2 en présence de différents modulateurs 

orthostériques et/ou allostériques des nAChR-a7 (agonistes et/ou antagonistes). Divers 

modèles in vitro impliquant d'une part des cellules Vero-E6, et d'autre part un modèle plus 
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physiologique de co-cultures de cellules épithéliales humaines (A549-ACE2-TMPRSS2) et de 

macrophages (THP-1 différenciées) ont également été utilisés. Des analyses de microscopie 

confocale à haut débit et des analyses de transcriptomique, nous ont permis d’évaluer 

l’implication de chacun de ces récepteurs dans la modulation de la réponse de l’hôte par l'IVM 

au cours de l'infection par le SARS-CoV-2. 

 Les résultats issus de ces deux axes majeurs de mon travail de thèse sont présentés 

sous la forme d’un article soumis intitulé « Mechanism of action of phthalazinone derivatives 

against rabies virus » et d’un projet d’article : « Host response against SARS-COV-2 infection is 

impacted by allosteric modulator of cholinergic and purinergic receptors ». 

En plus de ces deux objectifs principaux, j’ai contribué à un article du laboratoire intitulé 

« Neuroinvasion and anosmia are independent phenomena upon infection with SARS-CoV-2 and its 

variants », qui sera présenté dans la partie résultat. Dans cet article, j’ai participé à l’étude du 

profil clinique et transcriptomique de hamsters infectés par trois variants préoccupants : 

Gamma, Delta et Omicron/BA.1, et un virus recombinant délété de l’ORF7. 
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Partie 1 

Identification de composés chimiques capables d’inhiber la réplication du virus de la rage 

La rage est une zoonose qui cause, malgré la présence d’une prophylaxie post-

exposition efficace, plus de 59 000 décès chaque année (Hampson et al., 2015), en effet, aucun 

traitement n’est disponible après l’apparition des premiers symptômes. La difficulté majeure 

pour ces thérapies est le passage de la barrière hémato-encéphalique, afin de les rendre 

efficaces une fois que le virus pénètre dans le cerveau (Smith et al., 2019).  

Ainsi, la première partie de mon travail de thèse concerne le développement d’une 

piste thérapeutique utilisant de petits composés chimiques ayant la capacité de moduler le 

cycle viral du RABV.  

Ce travail, commencé avant mon arrivée au laboratoire, a débuté par un criblage de 

30000 composés de la Chembridge Diverset Library qui a permis d'identifier une famille de 

dérivés de la phtalazinone comme de puissants inhibiteurs de l'infection par le RABV et plus 

largement des infections à Lyssavirus ou Mononegavirales. Ils franchissent la barrière hémato-

encéphalique mais il a été nécessaire d’améliorer leurs propriétés physico-chimiques avant 

d’envisager de pouvoir les utiliser dans des modèles animaux et d’obtenir une preuve de 

concept plus établie. Plus de 276 analogues de la molécule princeps ont ainsi été synthétisés 

et testés pour leur capacité à inhiber la croissance virale et deux composés dérivés du même 

hit (CIM114116 et CIM114669) ont été identifiés comme étant les antiviraux les plus efficaces 

et ayant la plus faible cytotoxicité.  

En combinant des expériences in vitro et des études de modélisation, nous avons 

démontré pour la première fois que des dérivés de phtalazinone induisent une forte inhibition 

de l'infection par les lyssavirus en agissant directement sur le complexe de réplication du virus. 

Leur utilisation dans le cadre d’expérimentations in vivo est très prometteuse car ils retardent 

l’apparition des signes cliniques. 

Pour ma part, j’ai participé à l’identification des protéines virales ciblées par ces 

composés. La production de mutants échappant à ces molécules a permis d’identifier le 

complexe de réplication virale comme cible de ces dérivés, et plus précisément les protéines 

L et P du complexe. Le rôle biologique de ces résidus a été validé à l’aide de virus recombinants 

obtenus par génétique inverse, mutés sur chacune des positions identifiées. Les régions ciblées 
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par ces composés se trouvant proches de motifs catalytiques conservés au sein des Lyssavirus, 

cela pourrait expliquer leur large spectre d’inhibition parmi ce genre. Les résidus chimiques et 

protéiques clefs impliqués dans ces interactions ont été étudiés par des techniques de RMN 

en condition ex vivo et des approches in silico de modélisations menées en collaboration avec 

des équipes de l’Institut Pasteur. 

Cette étude a permis la soumission de l’article « Mechanism of action of phthalazinone 

derivatives against rabies virus » dont le contenu est présenté ci-après.  
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Abstract  21 

 22 

Rabies, a viral zoonosis, is responsible for almost 59,000 deaths each year, despite the 23 

existence of an effective post-exposure prophylaxis. Indeed, rabies causes acute 24 

encephalomyelitis, with a case-fatality rate of 100 % after the onset of neurological clinical 25 

signs. Therefore, the development of therapies to inhibit the rabies virus (RABV) is crucial. 26 

Here, we identified, from a 30,000 compound library screening, phthalazinone derivative 27 

compounds as potent inhibitors of RABV infection and more broadly of Lyssavirus and even 28 

Mononegavirales infections. Combining in vitro experiments, structural modelling, in silico 29 

docking and in vivo assays, we demonstrated for the first time that phthalazinone derivatives 30 

display a strong inhibition of lyssaviruses infection by acting directly on the replication 31 

complex of the virus, and with noticable effects in delaying the onset of the clinical signs in 32 

our mouse model. 33 

 34 

Keywords 35 

 36 

Antiviral therapy – Rabies – Replication complex – Phthalazinone – In silico drug-target 37 

modelling  38 

 39 

 40 

Highlights 41 

• A library of 30,000 compounds from the Chembridge Diverset Library was screened to 42 

inhibit rabies infection. 43 

• Phtalazinone derivatives strongly inhibit Lyssavirus infection by targeting the viral 44 

polymerase L and phosphoprotein P. 45 

• By using in silico modelling and docking, three putative compounds binding sites were 46 

identified. 47 

• The compounds delayed the onset of clinical symptoms in infected mice.  48 

  49 
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1. Introduction 50 

 51 

Rabies is a viral zoonosis, transmitted mainly by the saliva of infected dogs, that causes 52 

acute encephalomyelitis, with a case-fatality rate of almost 100% after the onset of 53 

neurological symptoms. Rabies can be effectively prevented by post-exposure prophylaxis 54 

(PEP), consisting of vaccines and rabies immune globulin (RIG), but once the first clinical signs 55 

appear, there is no effective treatment (Roy, Phares et al. 2007, Castillo-Neyra, Buttenheim et 56 

al. 2020, Deborah Nadal 2023). Due to the limited access to PEP of some target populations, 57 

mostly in Asia and in Africa, and due to economical and national health organizational 58 

problems, the burden of rabies is estimated to still be higher than 59,000 deaths per year 59 

(Hampson, Coudeville et al. 2015). Further, there is presently no effective treatment that can 60 

be administrated to patients after the onset of symptoms (Warrell, Warrell et al. 2017). 61 

Therefore, potent inhibitors of rabies virus replication are needed to late PEP and could help 62 

to save the life of infected patients.   63 

Over the last few decades, several trials have been carried out to identify new 64 

therapies. Only a few of them have demonstrated an improvement in clinical signs in animals. 65 

We have previously shown that a combination of monoclonal antibodies (RVC20 and RVC58) 66 

effectively cured already symptomatic (late infection) mice when administered concomitantly 67 

both directly into the central nervous system, by intracerebroventricular injection, and 68 

peripherally, at the site of the infection (de Melo, Sonthonnax et al. 2020). In humans, no trials 69 

have shown significant efficacy, although in 2004, the successful treatment of the girl Jeanna 70 

Giese using the Milwaukee protocol (Willoughby and Hammarin 2005, Willoughby, Fukami 71 

et al. 2007) has generated considerable optimism. As a result, efforts have been made in 72 

several countries to treat rabies patients. However, these efforts were generally unsuccessful, 73 

and this protocol subsequently became highly controversial (Hemachudha, 74 

Sunsaneewitayakul et al. 2006, Aramburo, Willoughby et al. 2011, Jackson 2013).    75 

Despite numerous studies evaluating the antiviral activities against rabies virus (RABV) 76 

infection of a large range of molecules (Dacheux, Delmas et al. 2011, Jochmans and Neyts 77 

2019), no drug has been shown to be effective in vivo, particularly when clinical signs are 78 

already present.  79 

 The main target of the different compounds used to inhibit RABV replication is the viral 80 

replication complex. The replication complex of RABV, and more broadly that of viruses of the 81 
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Mononegavirales order which includes RABV, consists of two protein complexes ensuring the 82 

transcription activity with the viral polymerase (L) and the phosphoprotein (P), and the 83 

replication activities, composed of the L, P, and nucleoprotein (N). The L protein (255 kDa) is 84 

able to transcribe RNA into a capped and methylated messenger, and to polyadenylate it 85 

(Ogino and Green 2019). The structure of RABV L-P complex has been resolved very recently 86 

(Horwitz, Jenni et al. 2020), so all reported L-structures were calculated based on the structure 87 

of the L protein of the Vesiculovirus newjersey (former known as VSV), belonging to the same 88 

family as RABV and available for several years. This protein comprises five domains: an RdRp 89 

domain; with an enzymatic activity synthesizing the cap of viral mRNAs in 5' and a 90 

polyribonucleotidyltransferase (CAP) activity; a connector domain (CD); a methyltransferase 91 

domain (MT); and a C-terminal domain (CTD). Several motifs are also present within these 92 

domains, such as the GDN motif comprising the catalytic site of the polymerase domain 93 

(RdRp); the GxxT and HR motifs present in the CAP domain and involved in cap addition; and 94 

the GxGxG and K-D-K-E motifs involved in cap methylation (Horwitz, Jenni et al. 2020). 95 

In this study, the screening of 30,000 compounds from the Chembridge Diverset 96 

Library allowed us to identify a family of compounds derived from phthalazinone as potent 97 

inhibitors of RABV infection and more broadly of Lyssavirus and even Mononegavirales 98 

infections. Combining in vitro experiments and in silico docking, we demonstrated for the first 99 

time that phthalazinone derivatives display a strong inhibition of lyssaviruses infection by 100 

acting directly on the replication complex of the virus. Their use in the context of in vivo 101 

experiment is very promising as they delayed the onset of the clinical signs despite their short 102 

half-life in the brain. These results could pave the way for new therapeutic approaches against 103 

rabies. 104 

 105 

2. Material and method 106 

2. 1. Cells and viruses:  107 

The BSR T7/5 cells (Buchholz, Finke et al. 1999) and the BHK-T7 cells were grown in Glasgow 108 

medium supplemented with 10 % calf serum, tryptose phosphate and non-essential amino 109 

acids and antibiotic. These cells were used for infection experiments and minireplicon assays 110 

respectively. 111 

Cells were maintained in a humidified incubator with 5 % CO2. All cell lines were passed twice 112 

a week. 113 

93



The screening was performed on a rabies field dog isolate from Thailand 8743THA (EVAg 114 

collection, Ref-SKU: 014V-02106), further named as Tha virus, and confirmed on another 115 

RABV strain, 9001FRA, a Lyssavirus Hamburg (EBLV-1), 8918FRA and a Lagos bat virus (LBV) 116 

8619NGA. 117 

A recombinant virus of Measle, rMV2/Luc, derived from MV vaccine (Schwarz strain) 118 

(expressing a luciferase reporter gene), kindly provided by Pr. F. Tangy (Institut Pasteur, Paris) 119 

was also used.  120 

 121 

Tha-GFP recombinant virus and the mutated viruses Tha-eGFP in which the residue in position 122 

222 of the P protein was mutated from I to M (PI222M), Tha-eGFP-LP1485T, Tha-eGFP-LE1893D, 123 

Tha-eGFP-LV1897F, Tha-eGFP-PI222M_LP1485T, Tha-eGFP-PI222M_LE1893D and Tha-eGFP-124 

PI222M_LV1897F were produced by reverse genetic as already described (Ben Khalifa, Luco et 125 

al. 2016). LV1897F, PI222M_LP1485T, PI222M_LE1893D and PI222M_LV1897F were introduced into 126 

the P and the L sequence on the plasmid encoding the complete genome of the Tha-eGFP 127 

using the Phusion Site-Directed Mutagenesis Kit (Thermo Scientific) according to the 128 

manufacturer’s instructions. All mutagenesis primers are listed in Supplementary Table 1. 129 

  130 

2. 2. Screening of chemical compounds library on RABV 131 

A library of 30,000 compounds was purchased from Chembridge Diverset Library. The 132 

screening was performed as previously described (Rogee, Larrous et al. 2019). Briefly, 100 μL 133 

of compounds diluted in DMSO (200 µg/mL to 1,5625 µg/mL) were added to each well of 96-134 

well plates.  135 

Then, 50 μL/well of BSR cells at 1.106 cells/mL and 50 μL of Tha virus (200 fluorescent forming 136 

units, FFU; MOI: 0.0002) were added. As a solvent control, a subset of wells was given 0.5 % 137 

DMSO instead of compound dilution. Untreated cells infected by Tha virus were used as a 138 

positive infection control. At day two post-infection (dpi), cells were fixed and the amount of 139 

viral nucleoprotein (a major component of viral nucleocapsid present in the cytoplasm) in 140 

treated wells relative to wells with only DMSO was measured by ELISA, using a mix of two 141 

monoclonal antibodies targeting the rabies virus nucleoprotein and conjugated to HRP. The 142 

absorbance was measured at 450 nm and 600 nm. For each compound, the amount of 143 
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nucleoprotein was calculated as the ratio of absorbance value (OD 600 nm – OD 450 nm) to 144 

the mean of absorbance values obtained from untreated-infected-wells (relative infection 145 

100 %). The concentration giving 50 % of viral growth inhibition (IC50) was calculated by 146 

nonlinear regression analysis (GraphPad Prism). 147 

 148 

2.3 Inhibition assay of Measle infection 149 

Some of the compounds were tested on Measle. Fifty microliters per well of HEK293T cells at 150 

5.105 cells/mL and 50 μL/well of rMV2/Luc virus (MOI of 0.1) were added in the plate and 151 

incubated for 48 hours. Cells were lysed with Passive Lysis Buffer (Cat.# E1941, Promega) and 152 

the luciferase activity was controlled with the “Luciferase assay reagent” (Cat.# E1483; 153 

Promega) according to manufacturer’s instruction on undiluted lysate. 154 

 155 

2. 4. Cytotoxicity analysis.  156 

The cytotoxicity was determined using ATPlite assay (Perkin Elmer) as described previously 157 

(Rogee, Larrous et al. 2019). Briefly, 5.104 BSR cells were incubated with different 158 

concentration of drug in 200 µL of medium for 48 h then washed and lysed with the lysis 159 

buffer.  160 

The concentration giving the 50 % cytotoxic concentration (CC50) was calculated by nonlinear 161 

regression analysis (GraphPad Prism). 162 

 163 

2. 5. RNA isolation, reverse transcription and quantitative real- time PCR  164 

RNA was isolated using Nucleospin RNA II kit (Macherey Nagel). Reverse transcription was 165 

performed on 4 µg of RNA using Superscript II (Invitrogen) with 2 pmol of oligo(dT) primers 166 

(Fermentas) in a final volume of 30 µL. Transcription analysis was performed on 100 ng of total 167 

RNA using Taqman Power SYBR Green (Applied Biosystems) on a 7500 Fast Real-Time PCR 168 

System (Applied Biosystems) and specific primers (Table S1), following manufacturer 169 

instruction.  Relative quantification was performed using GAPDH gene as endogenous control. 170 

Results were analysed using 7500 SDS software version 2 (Applied Biosystems).   171 

 172 

 173 

 174 
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2. 6. Plasmids and site-directed mutagenesis 175 

Mutations PI222M, LF177L LP1485T, LE1893D and LV1897F were introduced into the P and the L 176 

sequence on the plasmid encoding the complete genome of the Tha-GFP (Ghanem, Kern et al. 177 

2012, Ben Khalifa, Luco et al. 2016), using the Phusion Site-Directed Mutagenesis Kit (Thermo 178 

Scientific) according to the manufacturer’s instructions.  179 

Mutations were also introduced in P-pTIT and L-pTIT vectors using the same technology. 180 

All mutagenesis primers are listed in Supplementary Table S1. 181 

 182 

2. 7. Tha minireplicon assay 183 

Minireplicon assay was carried out as already described in (Rogee, Larrous et al. 2019). Briefly, 184 

BHK-T7 cells were transfected in 6-well plates with either 1 µg of pSDI-THA-CAT (-), 10 ng 185 

pCMV-RL 1 µg of N-pTIT, 0.5 µg of P-pTIT and 0.5 µg of L-pTIT using 6 µL of lipofectamine 2000 186 

(Invitrogen). In the negative control, one of the pTIT vector was omitted. Forty-eight hours 187 

post-transfection cells were harvested in passive lysis buffer (Roche) and lysates were 188 

subjected to reporter CAT assays using the kit « Elisa CAT assay » (Roche) according to 189 

manufacturer’s instruction. Each lysate was tested undiluted and on three serial one to ten 190 

dilutions. The renilla activity was controlled with the kit « Renilla-Glo » (Promega) according 191 

to manufacturer’s instruction on undiluted lysate. 192 

To investigate the inhibitor potency of the different compounds, cells were treated with 50 193 

µg/mL or 10 μM of each at 24 h post-transfection. The CAT expression was quantified by ELISA 194 

CAT assay 48 h post-transfection as described before. 195 

 196 

2. 8. Measle minireplicon assay 197 

Measle minireplicon system (Shu, Habchi et al. 2012) was kindly provided by Pr. Denis Gerlier 198 

(Centre International de Recherche en Infectiologie (CIRI), Team Immunobiology of Viral 199 

infections, Univ Lyon, Inserm, U1111, CNRS, UMR5308, Université Claude Bernard Lyon 1). 200 

Minireplicon activity was measured by luminescence activity expressed from the 201 

nanoluciferase reporter gene. 202 

 203 

 204 

 205 
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2. 9. Escape mutants 206 

BSR cells were incubated in DMEM medium at a concentration of 1.5 × 106 cells/mL for 24 207 

hours at 37 °C with 5 % CO2. The following day, they were pre-treated with compounds 208 

7671954 (33 µM, 3.5 x IC50), CIM114116 or CIM114669 compounds at different concentrations 209 

(from 1.2 to 3.9 µM (3 and 5 x IC50) for CIM114116 and from 0.21 to 0.7 µM for CIM114669 210 

(3, 5, 7 and 10 x IC50) for 2 h at 37 °C with 5 % CO2. They were then infected at an MOI of 0.1 211 

with Tha-eGFP virus for 1h. Next, the supernatants were removed from the flasks and medium 212 

containing the inhibitor molecules at the respective concentrations was added. The cells were 213 

then incubated for 72 h at 37 °C with 5 % CO2. Finally, the supernatant was collected, aliquoted 214 

and titrated. Successive passages were then performed by infecting the BSR cells at a MOI of 215 

0.1 with the viruses harvested during the previous passages, always in the presence of 216 

compounds 7671954, CIM114116 or CIM114669. 217 

 218 

2. 10. High-throughput sequencing of escape mutants 219 

Total RNA from cells infected with virus selected during five passages using chemical 220 

compounds were extracted using Trizol (Ambion) according to the manufacturer's 221 

instructions. 5 μl of RNA were then reverse transcribed using Superscript III reverse 222 

transcriptase with random hexamers (Invitrogen) according to manufacturer's instructions. 223 

The complete viral genome (excluding the 3' and 5' extremities, corresponding to the leader 224 

and the trailer regions, respectively) was amplified with 6 overlapping PCR fragments (Delmas, 225 

Holmes et al. 2008) by using the Phusion polymerase (ThermoFisher) as described previously 226 

(Troupin, Dacheux et al. 2016)]. Each PCR fragment was independently purified using the 227 

NucleoSpin Gel and PCR clean-up kit (Macherey-Nagel) and quantified using Picogreen dsDNA 228 

quantification kit (Invitrogen). For each sample, all six PCR fragments were pooled with 229 

equimolar proportions to obtain 500 ng of dsDNA. For the preparation of libraries and next-230 

generation sequencing, dsDNA was fragmented by ultrasound with Bioruptor (Diagenode), 231 

libraries were prepared using NEXTflex PCR-Free DNA-Seq kit (Bioo Scientific), and then 232 

sequenced using a 2 x 300 nucleotides paired-end strategy on the Illumina MiSeq platform. 233 

All genome sequence analysis was performed using the Galaxy platform (Galaxy 2022) as 234 

already described (Bonnaud, Troupin et al. 2019), using as reference sequence the 8743THA 235 

one (GenBank: EU293111).  236 
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2. 11. Viral growth kinetics 237 

2 × 106 BSR cells were infected at a MOI of 0.1 under agitation at 37 °C with 5 % CO2. After 1h 238 

incubation, the cells were centrifuged at 800 g for 5 min and the pellet resuspended in 239 

complete medium that contained either the molecules 2 µM of CIM114116 or 0.35 µM of 240 

CIM114669. The cells were then seeded in a T25 flask and incubated at 37 °C with 5 % CO2. 241 

After 24, 48 and 72 hours of incubation, 0.5 mL of supernatant was aliquoted for titration and 242 

0.5 mL of fresh medium, containing or not the compounds, was added to each flask. 243 

 244 

2. 12. Determination of IC50 using Opera Phenix High-Content Screening System 245 

100 μL of complete DMEM medium was added to the wells of a 96-well plate. The compounds 246 

CIM114116 or CIM114669 were diluted 1:2 and 1 × 104 BSR was added to each well. Finally, 247 

50 μL of Tha-eGFP virus, derived from escape mutants or recombinant virus, was added at a 248 

MOI of 0.1, and the plates were incubated at 37 °C and 5 % CO2. After 48 h incubation, the 249 

plates were fixed with 4 % PFA for 30 min at room temperature, then washed with PBS. Cell 250 

nuclei were then labelled with Hoeschst 33342 (1/1000, Thermo Scientific) for 15 min. Data 251 

acquisition using the Opera Phenix High-Content Screening System involved counting cells 252 

using Hoeschst 33342-labelled nuclei and infected cells using eGFP expression. 253 

 254 

2. 13. NMR sample preparation 255 

BHKT7 cell extracts overexpressing NPL complex (Nucleoprotein, Phosphoprotein and 256 

Polymerase) of rabies virus were prepared as follow: Cells were transfected as described in 257 

“Minireplicon assay” and 48 hours post-transfection cells were harvested in PBS and washed 258 

twice by centrifugation at 1500 rpm for 5 min at 4°C. The pellet was resuspended in 50 μL of 259 

deuterated phosphate-buffer saline (PBD) just before use. The cell extracts were then diluted 260 

four times (50 μL of cell extract in 150 μL of PBD buffer). In the experiments with the drug, 5 261 

µL of deuterated DMSO (DMSO-d6, 99.96% 2H atoms, Euriso-top, France) was added for the 262 

solubility.  263 

A stock solution of the compound CIM114116 at concentration of 10 mM was prepared by 264 

dissolving it in deuterated DMSO. The final concentration of the drug in the NMR samples was 265 
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at 40 μM and the amount of DMSO-d6 at 2.5 % (v/v). At this concentration and in this buffer 266 

the compound was completely soluble.  267 

 268 

2. 14. NMR spectroscopy 269 

All NMR experiments were performed using 3 mm NMR tubes at 25°C, and on a NMR 270 

spectrometers operating at a proton frequency of either 600 MHz or 800 MHz (Bruker Biospin) 271 

equipped both with a cryogenically cooled triple resonance 1H[13C /15N] probe. The 272 

compound resonances were assigned from spectra recorded on a 600 MHz spectrometer 273 

using standard 1D 1H, and 2D 13C-1H HSQC, 13C-1H HMBC,13C-1H H2BC, 1H-1H TOCSY 274 

(mixing time of 60 ms) and 1H-1H NOESY (mixing time of 600 ms) experiments. Saturation 275 

transfer difference (STD) spectra were acquired at an 800 MHz spectrometer by using the 276 

standard pulse sequences with on- and off-resonance frequencies at respectively -2 and -40 277 

ppm and with 1760 scans. The off-resonance spectrum was used as reference spectrum. The 278 

1H chemical shifts were referenced to external DSS (2,2-Dimethyl-2-silapentane-5-sulfonate). 279 

The STD experiments were repeated with at least two independent cell preparations.  280 

 281 

2. 15. Modelling the LP complex 282 

The L subunit in interaction with P was built using MODELLER 10.4 (Webb and Sali 2016). 283 

Multiple structural templates were used to model the complex. The L subunit was mainly built 284 

using the structure of rabies SAD-B19 L-P complex from cryo-EM (Horwitz, Jenni et al. 2020) 285 

(PDB code 6UEB chain A) sharing 95 % sequence identity with the targeted sequence of P. The 286 

chain B from 6UEB was used to place the disordered region of P interacting with L. 287 

The structure of the Human Metapneumovirus Polymerase bound to the phosphoprotein 288 

tetramer (PDB code 6U5O) (Pan, Qian et al. 2020) was used as a template to define the relative 289 

placement of P with respect to L. Due to the low sequence identity with P (22 %), two other 290 

experimental structures were used: the structure of the dimerisation domain of the rabies 291 

virus (strain China/MRV) phosphoprotein (PDB code 3L32) (Ivanov, Crepin et al. 2010) and the 292 

structure of the C-terminal domain of the polymerase cofactor of rabies virus (strain CVS-11) 293 

(PDB code 1VYI) (Mavrakis, McCarthy et al. 2004) sharing high sequence identity with the 294 

targeted sequence of L (respectively 95 % and 94 % of sequence identity). 295 
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2. 16. Molecular docking of potential inhibitors 296 

83 from the 296 phtalazinone derivatives tested were docked on the whole surface of the 297 

modelled LP complex using DiffDock (Corso et al., 2022). Those derivatives are representivtive 298 

of inactive, moderate and highly active compounds. DiffDock was used for two reasons: (i) it 299 

allows to dock small molecules on the whole protein surface using a state of the art generative 300 

deep-learning model (ii) it outperforms other methods, particularly on computationally folded 301 

structures. DiffDock makes use of ESM (Lin, Akin et al. 2023) embedding of sequences. 302 

However, the official DiffDock package truncates internally (in file ‘utils//inference_utils.py’) 303 

sequences larger than 1022 for ESM embedding. To accommodate the 2377 sequence length 304 

of the LP complex, we increased the truncation length accordingly in the source code of 305 

DiffDock.  306 

Ten poses per compounds were generated by DiffDock. To analyze the binding pockets 307 

explored by the 83 compounds, we computed the atomic density of all the poses of the 83 308 

compounds, leading to 830 individual poses. The density was saved as an MRC format 309 

(Crowther, Henderson et al. 1996) and visualized using PyMOL Molecular Graphics System, 310 

Version 2.6, Schrodinger, LLC (Corso G.). 311 

 312 

2. 17. In vivo experiment 313 

All animal experiments were performed according to the French legislation and in compliance 314 

with the European Communities Council Directives (2010/63/UE, French Law 2013–118, 315 

February 6, 2013) and according to the regulations of Pasteur Institute Animal Care 316 

Committees. The Animal Experimentation Ethics Committee (CETEA 89) of the Institut Pasteur 317 

approved this study (160111; APAFIS#l5773-2018062910157376 v5). All animals were 318 

handled in strict accordance with good animal practice. 319 

Four-week-old BalBc mice were infected by intra-muscular injection (i.m) with 1000 PFF of Tha 320 

in 200 µL of DMEN (2 x 50 µL /leg). To investigate the potential protective role of CIM114116 321 

or CIM114669, mice were separated in two groups of five or six respectively. One group was 322 

treated with 100 mg/kg of compound by intraperitoneal injection (i.p) four time per day with 323 

CIM114116 and three time per day with CIM114669. The other group was treated with vehicle 324 

(0.5 % CMC + 0.1 % of tween 80). The treatment began four days post-inoculation for 325 
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CIM114116 and 48 hours post-inoculation for CIM114669. Mice were euthanized at day eight 326 

after challenge. 327 

 328 

2. 18. Statistics 329 

Statistical tests were carried out using Prism software (GraphPad Prism, version 10, San Diego, 330 

USA), with p < 0.05 considered significant. Non-linear regression analysis, Mann-Whitney tests 331 

and unpaired t test with Welch’s correction were performed. 332 

 333 

3. Results 334 

3. 1. Phtalazinone derivatives are active against rabies infection 335 

To identify antiviral compounds against RABV, a high-throughput cell-based screen was 336 

developed using a field dog isolate of RABV from Thailand (Tha) (Figure 1A). A primary screen 337 

of 30,000 chemical compounds from Chembridge Corporation (Chembridge Diverset Library) 338 

identified 86 compounds at a cutoff of 50 % inhibition. The validity of this assay for small-339 

molecule screening was confirmed using the means and standard deviations of positive and 340 

negative values. This yielded a Z factor value of 0.51 and demonstrated that the assay was 341 

robust and suitable for large scale compound screening (Figure 1B). These 86 compounds 342 

were further evaluated in a secondary assay to calculate the half maximum inhibitory 343 

concentration (IC50) and toxicity. Six compounds were identified with IC50’s less than 30 µM 344 

and with a low cytotoxicity (Table 1). The six compounds belonged to five distinct chemical 345 

classes. The spectrum activity of these compounds was tested using three field isolates 346 

belonging to two different species of lyssavirus, Lyssavirus rabies with Tha and RABV-1 347 

(9001FRA) and Lyssavirus Hamburg (EBLV-1: 8918FRA). The different compounds were able 348 

to inhibit the replication of the two species of lyssavirus with a variable efficacy. The 349 

compound 7671954, a derivative of phtalazinone, was identified as the most effective antiviral 350 

agent with IC50’s of 9.46 µM, 5.71 µM and 10.31 µM for Tha, RABV1 and EBLV-1 respectively 351 

(Table 1).  352 

To investigate the action of these compounds on the replication complex, minireplicon assays 353 

were performed in presence of 50 µg/mL of the six compounds using minigenomes of Tha and 354 

Measle virus, a more distantly related virus, belonging also to the Mononegavirales order but 355 

to the Morbillivirus genus within the Paramyxoviridae family). All the six selected compounds 356 
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were found to inhibit the replication complex of Tha (less than 10 % of the control activity) 357 

and measle viruses (less than 50 % of the control activity) and at least in a more efficient or 358 

similar manner than Ribavirin (Anindita, Sasaki et al. 2018) used as a positive control of the 359 

inhibition of replication (Figures 1C). 360 

 361 

3. 2. L and P proteins are targeted by the Phtalazinone derivatives 362 

As compound 7671954 was identified as the most potent and selective antiviral agent we 363 

focused the rest of our work on this molecule. To identify the viral protein and domains 364 

targeted by the confirmed compounds, selection of drug-resistant variants was performed in 365 

cell culture using 33 µM (3.5 fold the IC50) of compound 7671954 which was shown to be the 366 

most effective in the context of RABV infection (Table 1). In these conditions, the titer 367 

significantly increased after five passage (P5) in vitro (Figure 1D) in favor of the development 368 

of escape(s) mutant(s). To confirm and characterize potential mutations generated during the 369 

selection, viral supernatants collected at P5 and grown or not in the presence of compound 370 

7671954, were submitted to high throughput sequencing (Table S2). Sixteen variable positions 371 

were observed in terms of mutations present in subpopulations of the genome of escape 372 

mutants. Mutations occurring in the genome at equivalent and low frequencies in the treated 373 

and non-treated conditions were considered as non-specific of the treatment (Table S2). 374 

Further, we did not consider mutations in proteins, such as the glycoprotein, not involved in 375 

the viral replication complex. Finally, we focused our attention on one mutation in the 376 

phosphoprotein (P) gene: residue in position 222 was mutated from I to M, noted PI222M, and 377 

10 mutations in the polymerase (L) gene exhibiting a large increase of their percentage 378 

between non-treated and treated conditions (Table S2). To determine if some of these 379 

mutations are present on the same RNA strand and to quantify the proportion of mutant 380 

clones, the L gene of the viruses collected at P5 was cloned and 83 clones were sequenced by 381 

Sanger technic. Only 13.2 % of clones presented no mutation and the two main mutations 382 

found in the L gene were V1897F (~24 %) and P1485T (~11 %) (Table S3). These frequencies 383 

were in concordance with the one obtained in NGS analysis. The mutation E1893D (2.4 %) was 384 

in most of the case combined with other mutations in the L (1.2 % with P1485T, 2.4 % with 385 

V1897F and 13.3 % with F177L) and was found alone only in 2.4 % of the clones. The frequency 386 

of the mutation F177L alone was of 7.2 %. Interestingly, when we aligned the amino acid 387 
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sequence of the L protein of the different species of Lyssavirus, the amino acid at position 177 388 

can be F or L (Figure S1). Combinations of multiple mutations were also observed in 10,8 % of 389 

the clones (Q717R, F1037L and E1251D, Table S3).  390 

The effect of the mutations P1485T, V1897F, E1893D and F177L-E1893D was then investigated 391 

alone or in combination with the mutation in the P, PI222M on a minireplicon assay in presence 392 

or not of the compound 7671954. The replication complex activity observed for the different 393 

mutations tested in the absence of compounds was significantly increased, except for the 394 

combination of the mutation PI222M with the mutation P1485T and F177L-E1893D (Figure 395 

1E). In the presence of compound 7671954, mutations P1485T, V1897F or F177L-E1893D 396 

induced a significant increase of CAT activity compared to the control with wild type proteins 397 

(WT, Figure 1F). Finally, the mutation observed in the P protein was tested in combination 398 

with the native or mutated L protein. None of the combinations did show any significant 399 

changes of minireplicon activity in comparison with each mutation taken alone (Figure 1E). 400 

However, each tested mutation maintained the replication complex activity in the presence 401 

of compound 7671954 (Figure 1F). Therefore, L and P proteins seem to be the target of 402 

Phtalazinone drugs.  403 

 404 

3. 3. Hit-to-lead optimization 405 

To characterize a potential early structure-activity relationship (SAR) of phtalazinone against 406 

RABV and to be able to find more active compounds, a pharmacophoric core was defined 407 

according to the results obtained with the previously tested compounds. Then based on this 408 

core, a hit explosion consisting in the acquisition of commercial compounds, and in some 409 

chemical modifications, when possible, was performed. Finally, the series entered hit-to-lead 410 

optimization to reach more than 293 analogues tested on Tha as for the initial screening. Two 411 

of these molecules, derived from the same hit (CIM114116 and CIM114669) (Figure 2A) which 412 

were identified as the most effective antiviral agents against rabies virus (IC50=0.39 µM and 413 

0.07 µM for CIM114116 and CIM114669 respectively, which correspond to a decrease of the 414 

IC50 of 24 and 135 fold, respectively when compared to the initial hit 7671954) (Table 2). The 415 

toxicity of the compounds was evaluated, and the selectivity calculated (Table 2). As we 416 

determined that the compound 7671954 was also active against Measles virus replication 417 

complex, we tested some of these other analogues on Measles virus infection. Compounds 418 
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CIM114116 and CIM114669 were also identified as the most effective antiviral agents against 419 

Measles virus with IC50 of 0.43 µM an 0.06 µM for CIM114116 and CIM114669 respectively 420 

(Table 2).  421 

To understand the mode of action of these compounds, we then investigated if these 422 

molecules were active on the viral replication complex of RABV and Measles virus using native 423 

and mutated viral proteins in minireplicon assays (Figure 2B). As expected, CIM114116 424 

inhibited around 75 % of RABV and Measles virus replication activity, and CIM114669 showed 425 

90% of inhibition of the same minireplicons (Figure 2B). RABV replication activity was then 426 

measured in context of the mutations described previously in the P and L proteins of RABV 427 

escape mutants. The mutation V1897F in the L protein is the only one which nearly fully 428 

restore the replication complex activity in presence of CIM114116 and CIM114669 (Figure 2C 429 

et 2D). More interestingly, the mutation I222M in the P protein, expressed together with any 430 

of other mutations located in the L protein provides an additional effect and nearly fully 431 

compensates the effect of CIM114116 and CIM114669 (Figure 2C et 2D). The other mutations 432 

P1485T and E1893D alone or in combination with F177L restored the activity of the replication 433 

complex although in a slightly lower extent than V1897F. The mutation F177L in combination 434 

with E1893D had no effect in the presence of CIM114669. 435 

 436 

3. 4. Biological role of the mutations in the context of viral infection  437 

In order to understand the role of the mutations identified using the minireplicon assay in the 438 

more physiological context of viral infection, we produced Tha-eGFP recombinant virus 439 

(Besson, Sonthonnax et al. 2017) harboring single mutation in the L protein (LP1485T, LE1893D 440 

or LV1897F ) or in the P protein (PI222M mutant and double mutants: PI222M_LP1485T, 441 

PI222M_LE1893D and PI222M_LV1897). These mutations explored all the positions already 442 

obtained in minireplicon activity except LF177L, Indeed, this mutation exists among the 443 

lyssaviruses and did not bring any positive advantage in combination with PI222M_LE1893D. 444 

The viral growth of those recombinant mutated viruses was performed with or without hit 445 

compounds, CIM114116 and CIM114669, at the concentration of 2 and 0.35 µM (5xIC50), 446 

respectively (Figure S3). Recombinant viruses with single mutation in the L or the P protein 447 

have the same growth than Tha-eGFP. Conversely, viruses mutated either on PI222M and 448 
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LP1485T or on PI222M and LE1893D exhibited a more limited growth than Tha-eGFP at 24 and 449 

48 h post infection (pi) but not at 72 hpi. We then tested Tha-eGFP and the related mutated 450 

viruses in the presence of CIM114116 and CIM114669. The mutation LP1485T did not provide 451 

any rescue of the growth alone nor in combination with PI222M. However, viral growth of the 452 

viruses mutated on LV1897F and PI222M_LV1897F was higher than that of Tha-eGFP, in 453 

particular at 48 hpi with the two compounds (p-value = 0.057), suggesting a gain of function 454 

provided by the LV1897F mutation alone (Figure S3).  455 

Finally, we determined the IC50 of the compounds CIM114116 and CIM114669 at 48 hpi for 456 

each mutated recombinant virus using the Opera Phenix High-Content Screening System. We 457 

confirmed on Tha-eGFP the IC50 previously obtained in the screening, respectively, 0.39 and 458 

0.07 µM. The mutation on the P protein (PI222M) had no effect on the IC50 of both compounds. 459 

Conversely, a slight increase of IC50 was observed between the recombinant viruses mutated 460 

in the L compared to the control Tha-eGFP, the higher IC50 being obtained with the mutation 461 

LE1893D whatever the compound considered (Table S4, Figure S4).  462 

 463 

In an attempt to confirm residues and further delineate regions on the viral proteins involved 464 

in interactions with this phtalazinone family of compounds, a new viral escape assay was 465 

undertaken by exposing Tha-eGFP virus to the two main active compounds identified 466 

CIM114669 and CIM114116. CIM114669 was used at different concentrations: 3 x IC50, 5 xIC50, 467 

7 x IC50 and 10 x IC50. The 7 x IC50 and 10 x IC50 concentrations could not be used for 468 

CIM114116, due to a strong viral growth inhibition. The escape was less clear than with those 469 

obtained previously with 7671954, (Figure S5) : for CIM114116 and CIM114669, at passage 470 

four, the viral titers of treated cells reached the level of the non-treated but the increase at 471 

P5 is smaller than what was observed in figure 1D. IC50 values were compared by high-472 

throughput confocal microscopy on suspensions of viruses collected on the third (P3) and 473 

seventh (P7) passages. When exposed to CIM114116, the IC50 value of viruses collected at P7, 474 

does not significantly increase (0.5 µM at P3 vs 0.6 µM at P7). However, this difference was 475 

greater in the presence of CIM114669 with an IC50 of 2.4 compared to 0.07 µM (Figure 2E). 476 

These data show that the viruses collected from P7 have acquired mutations providing a 477 
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phenotype more prone to escape the action of the compounds. This was further explored 478 

using NGS (Table S5). Mutations occurring in the presence of CIM114116 and CIM114669 were 479 

located on positions of the L protein that are different from those observed with 7671954 and 480 

at lower frequencies (between 2 and 15 %). However, some of these mutations (K542R, 481 

N1915K, F1923L, or G1961E) were common between the escape virus populations obtained 482 

with the two different compounds CIM114116 and CIM114669. The analysis of mutations 483 

suggest that the replication complex of Tha virus is the main target of the compounds. 484 

 485 

3. 5. Target engagement of the drug candidates  486 

To validate the target engagement of the drug candidates, we used Nuclear Magnetic 487 

Resonance (NMR) and Saturation transfer difference (STD) experiment, widely used in the 488 

drug-target interaction studies (Mayer and Meyer 1999). Among the compounds 489 

characterized previously, we selected CIM114116 due to its highest solubility (50 µM 490 

compared to 5.56 µM for CIM114669) making it a promising candidate for further 491 

investigation.  492 

The NPL complex, identified as potential target of this set of compounds, cannot be easily 493 

purified and stabilized. Therefore, we adopted a new approach that we and other groups 494 

developed for performing STD experiments in whole cells (Bouvier, Simenel et al. 2019, 495 

Theillet 2022). Since the ability of compounds to penetrate cells was not known, we employed 496 

an alternative method involving a cell extract (see Material & Methods). The STD spectra are 497 

shown in Figure S2A. In the presence of the NPL complex, we observed STD signal 498 

corresponding to proton signal of CIM114116 (Figure S2A), indicating that the drug candidate 499 

interacts with one of the cellular proteins, potentially the viral replication complex. In the 500 

absence of the P protein with the cells overexpressing only NL- the STD signals are very weak 501 

or almost undetected (Figure S2A and S2B). The signal of the interaction of the drug with the 502 

cellular proteins is enhanced when the P protein is overexpressed. This suggests that the 503 

compound interacts with the whole NPL complex, and that the P protein is required for this 504 

interaction.  505 

 506 

 507 

 508 
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3. 6. Blind docking 509 

To investigate the putative localization of CIM114116 and CIM114669 in the structure of the 510 

viral replication complex and its mode of action, we performed in silico docking and explored 511 

the capacity of the compounds to interact with several parts of the 3D-structure of the LP 512 

complex. The model obtained for the LP complex has an RMSD of 0.5 Å compared to the 513 

electron microscopy structure of the Rabies virus SAD-B19 L-P complex (pdb code: 6UEB) 514 

(Horwitz, Jenni et al. 2020). The docking of the identified active compounds on the whole 515 

surface of the LP complex model (blind docking) leads to the identification of three main 516 

potential binding sites (depicted A, B and C on Figure 3). Interestingly, the site C is the catalytic 517 

site of the polymerase and in that case, the CIM114669 compound is interacting with the 518 

Asn731 of the GDN motif (Figure 3). 519 

In an attempt to discriminate between the three putative binding sites, the 83 compounds 520 

were then docked by confidence score as given by DiffDock. Interestingly, the first ranked 521 

compound with the highest confidence is the compound CIM114669 (Figure S7). The 522 

corresponding pose is close to the Asn731 of the catalytic site GDN of the L protein (13 Å 523 

distance between the pose and the Asn731). The compound CIM114116 has a score close to 524 

the average score of all the other compounds. 525 

However, none of the mutations characterized in the escape mutants of the L protein (P1485T, 526 

E1893D and V1897F in the case of CIM7671954 and K542R, N1915K, F1923L and G1961 527 

obtained with CIM114116 and CIM114669) maps with the three putative binding sites (Figure 528 

3A and 3B). Indeed, the escape mutations are all localized at the suface of the L protein. This 529 

may suggest that these mutations trigger a long-distance effect through an epistatic 530 

mechanism. 531 

 532 

3. 7. In vivo experimentation 533 

Given the efficacy of CIM114116 and CIM114669 to inhibit Tha infection in vitro, we tested 534 

these compounds in vivo to investigate their capacity to limit virus infection in the animal 535 

model when administred after infection. Following an intramuscular challenge using a high 536 

inoculum of rabies virus (1000 Unit Forming Focus), five or six mice per group were treated 537 

four times per day or three times per day with 100 mg/kg of CIM114116 (start of treatment 538 

at D2 pi) or CIM114669 (start of treatment at D4 pi) respectively, or with vehicle, by 539 

intraperitoneal injection until the euthanasia of the mice (Figure 4A). In respect of the 540 
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humane endpoint, all the surviving mice were euthanized at D8 pi as the treated mice were 541 

suffering from the multiple IP injection. At this post-infection time, the majority of mice (60 542 

to 68 %) receiving either CIM114116 or CIM114669 did not show any clinical symptom of 543 

rabies, and this in stark contrast to the placebo group (0 to 20 %) (Figure 4B). Viral RNA was 544 

quantified in the brain of treated and non-treated mice was performed (Figure 4C). The mean 545 

level of viral RNA present in the brain of CIM114116 or CIM114669-treated mice was slightly 546 

reduced (2.8 and 2-fold respectively) in comparison with the mice receiving the placebo 547 

(Figure 4C). In the treated mice analyzed, there is strong link between the lower number of 548 

viral RNA and the mild symptoms observed (two in the CIM114116-treated mice and three 549 

in the CIM114669-treated mice). Considering the short half-life of CIM114116 and 550 

CIM114669 in the brain (respectively 12 min and 2 h 20 min) and the relative low brain 551 

permeability of CIM114669, these results are very promising (Table S6).  552 

 553 

4. Discussion 554 

 555 

Rabies still causes over 59,000 deaths annually worldwide despite an effective PEP, and there 556 

is currently no treatment available to cure it after the onset of clinical signs. Several 557 

compounds have been identified as potential inhibitors of RABV replication, but with 558 

unpromising in vivo results (Dacheux, Delmas et al. 2011, Jochmans and Neyts 2019). The 559 

challenge is to obtain active and stable compounds in the peripheral infected tissues, and able 560 

to cross the blood brain barrier to block the replication of the virus in the brain, the virus being 561 

highly neurotropic. These challenges have so far never been met except in the case of 562 

antirabies monoclonal antibodies (de Melo, Hellert et al. 2022).  563 

In our study, a primary screen of 30,000 chemical compounds from Chembridge Corporation 564 

(Chembridge Diverset Library) identified 86 hits at a cutoff of 50 % inhibition. Six compounds 565 

were characterized by IC50s below 30 µM, low cytotoxicity and broad-spectrum activity. This 566 

was demonstrated against two members of the Lyssavirus rabies species, one circulating in 567 

dog in Asia (8743THA) and the other one in hematophagous bats in the Amazonian region 568 

(9001FRA), representing a large diversity within this species (Troupin, Dacheux et al. 2016), 569 

but also against Lyssavirus hamburg, a bat lyssavirus species circulating in Europe (8918FRA, 570 

EBLV-1) and even more widely on Measles virus (Morbillivirus hominis), a more distant virus 571 

belonging to the Mononegavirales order (Morbillivirus genus, Paramyxoviridae family). 572 
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Further, those six compounds were shown to act both on the replication complex of RABV and 573 

Measle virus, which share many structural and functional features among their polymerase 574 

(Liang 2020, Pyle, Whelan et al. 2021) and similar interactions between the proteins that 575 

compose this complex (Mavrakis, McCarthy et al. 2004, Ivanov, Crepin et al. 2010, Horwitz, 576 

Jenni et al. 2020).  577 

Several compounds were previously shown to act on the replication of RABV. This is the case 578 

for Ribavirin, a nucleoside analogue (Anindita, Sasaki et al. 2018) or Favipiravir, a pyrazine 579 

derivative commonly known as T-705, a broad-spectrum RNA polymerase inhibitor (Yamada, 580 

Noguchi et al. 2019). Amantadine and ketamine, non-competitive NMDA (N-methyl-D-581 

aspartate) receptor antagonists, also had an anti-RABV effect in vitro, but proved ineffective 582 

in clinical trials (Appolinario and Jackson 2015). Another molecule, pyrimethamine, has been 583 

shown to inhibit RABV infection in vitro by inhibiting adenosine synthesis, but unfortunately, 584 

pyrimethamine showed no efficacy in rabies-infected mice (Rogee, Larrous et al. 2019).  585 

Here, we focused on one family derived from the pthalazinone derivative 7671954. 586 

Phthalazinones are already used in various cancer therapies for their antiproliferative efficacy 587 

against different cancer cell lines (Salado, Singh et al. 2020, Abdelgawad, Bukhari et al. 2023) 588 

but also as inhibitor of a variety of neglected parasitic diseases (Salado, Singh et al. 2020) or 589 

viral infection (Lu, Liu et al. 2018, Zang, Liu et al. 2022). In the case of Dengue, a phthalazinone 590 

derivative was identified as a potent inhibitor against DENV-2 RNA replication in vitro (Lu, Liu 591 

et al. 2018), whereas in the case of HBV the phthalazinone derivative target the core protein 592 

of the virus (Zang, Liu et al. 2022). 593 

In order to improve the potency of 7671954 and better characterize this new phtalazinone 594 

series, some early hit to lead optimization has been performed. This led to the discovery of 595 

two compounds (CIM114116 and CIM114669) which were identified as being the most 596 

effective rabies virus antivirals (IC50 = 0.39 µM and 0.07 µM for CIM114116 and 597 

CIM114669 respectively) together with a low cytotoxicity. Both compounds 598 

demonstrated some mouse brain exposure (Cmax= 2335 ng/ml and 220 ng for 599 

CIM114116 and CIM114669 respectively) with a half-life ranging from 12 min to 2 h 20 600 

for CIM114116 and CIM114669 respectively (Table S2).  601 

 602 

In an attempt to identify the molecular target of those compounds different approaches 603 

were carried out in parallel. The selection of drug-resistant variants revealed that the 604 
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polymerase (L) and phosphoprotein (P) were the targets of the compounds. All the 605 

mutations (V1897F, E1893D or N1915K, F1923L and G1961E) occured in the 606 

methyltransferase domain of the L protein  (Paesen, Collet et al. 2015). This further correlate 607 

with minireplicon system data showing that the compounds were active on the replication 608 

complex of rabies virus (Figure 1 and 2). NMR and STD experiment (Figure S2) confirmed that 609 

the compound interacts with the whole NPL complex. Further, using DiffDock, three putative 610 

binding pockets were highlighted in the L protein (Figure 3) including two located in the 611 

polymerase domain of the L and one in the CD domain. These interaction modes are 612 

compatible with the NMR data where interactions were observed with almost all sides of 613 

CIM114116 : E, D and A (Figure S2B). The mutations characterized in the escape mutants could 614 

modify the structure of the L protein and may have an impact on the viral replication complex 615 

properties. This long-distance effect may be explained through an epistatic mechanism. 616 

Indeed, epistatic interactions in the form of compensatory mutations are a known 617 

phenomenon that accompanies antiviral therapy (Delaney, Yang et al. 2003, Maisnier-Patin 618 

and Andersson 2004, Knops, Sierra et al. 2018). Epistatic interactions were described for 619 

multiple RNA virus, such as HIV (Nijhuis, Schuurman et al. 1999), HCV (McCloskey, Liang et al. 620 

2015, Dultz, Srikakulam et al. 2021) or IAV (Lyons and Lauring 2018, Lee, Raghunathan et al. 621 

2023).  622 

Most of the residues in contact with CIM114116 or CIM114669 compounds are highly 623 

conserved among the Lyssaviruses (Figure S8) reinforcing the idea that these compounds 624 

target one or several structural and conserved region(s) of viral polymerase.  625 

Based on docking results, the catalytic domain GDN of the L protein interacts with the 626 

compound CIM114669, explaining why the growth of viruses were slowed in its presence. 627 

Interestingly, none of the mutations observed in the drug-resistant variants are present in 628 

the three pockets. As part of the minireplicon experiments, we observed that the mutations 629 

induced an increase in the activity of the replication complex (two to four times more active 630 

than the wild-type complex). We can hypothesize that these escape mutations compensated 631 

the polymerase function for the inhibitory effect of the compounds, due to their binding in 632 

the immediate vicinity of the polymerization domain. This compensation could occur either 633 

by modifying the structure of the catalytic domain or by enhancing the replication capacity of 634 

the polymerase. 635 

 636 
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Despite the promising in vivo results regarding the delay onset of clinical signs, the compounds 637 

still need optimization to enhance their overall profile and more specifically, their aqueous 638 

solubility, brain exposure and half-life life to get to better in vivo efficacy. Our modelling and 639 

docking results combined with the work of (Kiriwan and Choowongkomon 2021) could 640 

facilitate a large-scale virtual screening of new phthalazinone derivatives or other compounds 641 

libraries. This approach avoid the need to synthetize all chemical compounds, allowing the 642 

testing of only a selection of few in vitro and in vivo.  643 

Taken together, our results show that phtalazinone derivatives are promising drug candidates, 644 

although they need further bioavailability optimisation. Their mode of action suggests that 645 

they could be administrated in cooperation with promising cocktail of monoclonal antibodies 646 

treatment already tested in vivo in mice (de Melo, Sonthonnax et al. 2020). 647 
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for this assay. 7671954 structure is indicated. (B) Screening Z-Factor  to measure the statistical effect 840 

size. (C) Minireplicon CAT assay evaluating the inhibition of Tha (in grey) and Measle (in blue) 841 

replication complex. The black dotted line indicates the 100 % activity of the control. The blue and grey 842 

dotted line indicate the percentage of activity in the presence of Ribavirin of Measle and Tha 843 

minireplicon, respectively.  (D) Growth kinetics of untreated Tha-eGFP viruses (DMSO) and Tha-eGFP 844 

viruses treated with the compound 7671954. The escape occurs at the 5th passage, as indicated by the 845 

red arrow (E, F) Minireplicon CAT assay of Tha to identify mutations restoring the replication complex 846 

activity (E) without any treatment or in the presence of compound (F) 7671954. All the values are 847 

represented as mean, error bars indicate ± SD. Three independent experiment were performed. 848 

Unpaired t test with Welch’s correction were performed.  849 
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 850 

Figure 2: Compounds optimization and identification of CIM114116 and CIM114669. (A) Structure of 851 

CIM114116 and CIM114669. In blue, residues characterizing the molecules (B) Minireplicon CAT assay 852 

evaluating the inhibition of Tha and Measle replication complex. (C, D) Minireplicon CAT of Tha assay 853 

to identify mutations restoring the replication complex activity in the presence of compounds (C) 854 

CIM114116 and (D) CIM114669. (E, F) New IC50 values for Tha-eGFP viruses from passages 3 and 7, 855 

exposed to 5 x IC50 of (E) CIM114116 or (F) CIM114669. All the values are represented as mean, error 856 

bars indicate ± SD. Three independent experiment were performed. Unpaired t test with Welch’s 857 

correction were performed. 858 
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CIM114669. An arbitrary cutoff of mutation frequency of 10 % was used, only the positions of P1485T, 865 

E1893D, V1897F, N1915K and F1923L mutations are represented, mainly present in the 866 

methyltransferase domain (C-E) Ligplots of CIM114669 interacting with residues in (C) site A, (D) site 867 

B, and (E) site C. In the site C, is indicated in framed red the Asn 731 of the GDN motif, interacting with 868 

the CIM114669 compound, (F) also represented on a close-up of the site C in the LP complex model. 869 

(RdRp: RNA dependant RNA polymerase domain; CAP: Capping domain; CD: Connector domain; MT: 870 

Methyltransferase domain; CTD: C-terminal domain).  871 
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 872 

Figure 4: CIM114116 and CIM114669 delayed clinical symptoms and lowered viral RNA in the brain. (A) 873 

Experimental procedure: mice where infected intramuscularly and treated with CIM114116 and 874 

CIM114669 intraperitonealy until mice euthanasia at D8. The clinical observation was performed during this 875 

time (created with BioRender.com). (B) Percentage with no clinical symptoms treated or not with 876 

CIM114116 and CIM114669 during the experimental period. (C) Copies number of viral RNA in the brain of 877 

non-treated or CIM114116 or CIM114669 treated mice. Empty circles represent animals with no clinical 878 

symptoms. The values are represented as median, error bars indicate ± interquartile range. 879 
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Tables 880 

 881 

Table 1 – IC50 values of Tha, 9001FRA and 8918FRA viruses exposed to various compounds.  882 

 IC50 (µM) 

Hit ID Tha 9001FRA 8918FRA 

5141652 13.77 12.15 12.27 

5329925 23.97 10.8 7.88 

6338023 14.95 5.05 6.64 

7646317 24.75 11.97 28 

7671954 9.46 5.71 10.31 

5559709 15.2 8.42 10.6 

IC50: half maximal inhibitory concentration; Highlighted in grey: the compound of interest 883 

 884 

Table 2 – IC50 values and selectivity index of RABV (Tha) and Measle exposed to phtalazinone 885 

derivatives. 886 

 RABV  

 
 IC50 (µM) Selectivity index (SI)  

 Compound Mean SD Mean  

 CIM114116 0.39 0.16 >10.60  

 CIM114669 0.07 0.02 >74.65  

 MEASLE  

 
 IC50 (µM) Selectivity index (SI)  

 Compound Mean SD Mean  

 CIM114116 0.43 0.13 >11.68  

 CIM114669 0.06 0.02 >86.20  
SD: Standard Deviation; IC50: half maximal inhibitory concentration  887 
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A 903 

 904 

B 905 

 906 

 907 

 908 

Supplementary Figure 2: NMR analysis of various samples of CIM114116 and cells. (A) 1H NMR 909 

spectrum of CIM114116 alone in black, and saturation transfer difference spectra of CIM114116 alone 910 

(green) or in the presence of cells overexpressing the NL (orange) or NPL (dark blue) complexes. The 911 

proton labelling corresponds to those indicated in (B). (B) CIM114116 chemical structure with arbitrary 912 

proton numbering. On the right table are the assigned chemical shifts in ppm. 913 

NPL+ drug

HB_800_18juin2019 730 7301 /opt/data/lrmn/simenel
fid 1 from HB_800_18juin2019 730 1 /opt/data/lrmn/simenelHB_800_18juin2019 730 7301 /opt/data/lrmn/simenel

Scale : 8.000 HB_800_18juin2019 730 73012 /opt/data/lrmn/simenel
Scale : 8.000 HB_800_18juin2019 730 73034 /opt/data/lrmn/simenel
Scale : 8.000 HB_800_18juin2019 430 43033303 /opt/data/lrmn/simenel
Scale : 8.000 HB_800_18juin2019 230 23031303 /opt/data/lrmn/simenel
Scale : 8.000 HB_800_18juin2019 630 63035303 /opt/data/lrmn/simenel
Scale : 8.000 HB_800_18juin2019 930 93038303 /opt/data/lrmn/simenel
Scale : 8.000 HB_800_18juin2019 1130 1130310303 /opt/data/lrmn/simenel

NPL+ drug

ppm
8 6 4 2 -20

std drug seul

std cellules +drug

A1 C1, C1'

C2, C2'A2, A4
A3 6E1

D1,D1'
E3 D2,D2'E2,E2'

Proton Chemical shift

A1 8.423

A2 7.96

A3 7.91

A4 7.96

C1,C1' 7.536

C2,C2' 6.90

D1,D1' 3.357

D2,D2' 2.051

E1 3.306

E2,E2' 1.724

E3 3.362

5 4.598

6 2.929

N

N

O O
N
NA B

C

D

E

A1
A2
A3

A4

5,5'

6,6'
E3 E2'

E2
E1

C1
C2

D1
D2

D1'
D2'

C1'
C2'

124







Supplementary Figure 4 : Dose-response curve and half maximal inhibitory concentration (IC50) values of  926 

Tha-eGFP and recombinant viruses exposed to small compounds CIM114116 and CIM114669.  Dose-927 

response curve of : Tha-eGFP, Tha-eGFP_L-P1485T, Tha-eGFP_L-E1893D, Tha-eGFP_L_V1897F, Tha-eGFP_P-928 

I222M, Tha-eGFP_P-I222M_L-P1485T, Tha-eGFP_P-I222M_L-E1893D, Tha-eGFP_P-I222M_L-V1897F 929 

viruses. BSR cells were infected with at an MOI of 0.1. At 48 hpi, the percentage of infected cells was 930 

measured using the « Opera Phenix High-Content Screening System ». The IC50 values are indicated near 931 

the colored dotted line. All the values are expressed as means, error bars indicate ± SD. Two independent 932 

experiments in duplicates were performed (except for Tha-eGFP_P-I222M_L-V1897F where three 933 

independant experiment were carried out).  934 
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 940 

Supplementary Figure 6: Ligplots of CIM114116 interacting with residues. Residues are present in (A) 941 

site A, (B) site B, and (C) site C.  942 
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 976 

 977 

Supplementary Figure 8: Alignment of amino acids in the L protein of different Lyssavirus species and 978 

the positions of the studied residues. Black rectangles indicate the position of mutated residues of interest 979 

observed in escape mutants. Green rectangles indicate the position of residues interacting with CIM114669 980 

in the three putative binding-sites (see ligplots Figure 3). Burgundy rectangle indicate the position of 981 

residues interacting with CIM114116 in the three putative binding-sites (see ligplots Figure S6).  Strain THA 982 

(RABV) is the reference sequence for this alignment, performed with Clustal Omega. Amino acids identical 983 

to the reference sequence are indicated by a dot. 984 

RABV: Rabies Virus 8743THA (GenBank: EU293111); WCBV: West Caucasian bat lyssavirus (GenBank: 985 

MZ501949.1); SHIBV: Shimoni Bat Virus (GenBank: GU170201.1); MOKV: Mokola Virus (GenBank: 986 

KF155005.1); LBV: Lagos Bat Virus (GenBank: LC717429.1); IRKV: Irkut Virus (GenBank: NC_020809.1); 987 

EBLV1: European Bat Lyssavirus 1 (GenBank: MT374180.1); TWBLV: Taiwan Bat Lyssavirus (GenBank: 988 

ON437591.1); DUUV: Duvenhage virus (GenBank: OU524420.1); ARAV: Aravan Virus (GenBank: 989 

MZ501949.1); EBVL2: European Bat Lyssavirus (GenBank: MG760849.1); KHUV: Khujand Virus (GenBank: 990 

EF614261.1); BBLV: Bokeloh Bat Lyssavirus (GenBank: OU524416.1); ABLV: Australian Bat Lyssavirus 991 
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(GenBank: KJ685548.1); GBLV: Gannoruwa Bat Lyssavirus (GenBank: KU244269.2); LLBV: Lleida Bat 992 

Lyssavirus (GenBank: MG983927.1); IKOV: Ikoma Lyssavirus (GenBank: JX193798.1).  993 
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Supplementary Tables 994 

 995 

Supplementary Table 1 – List of primers used in the study 996 

Primer Name Primer sequence (5’ to 3’)a 

Primers used to amplify the L gene 

N127 F: ATGTAACACCTCTACAATGG 

G3393-AS3 R: CADGGRCCNAGYTTGTCTGGTAT 

M220 F: TGGTGTATCAACATGRAYTC 

L1 R: GAGTTNAGRTTGTARTCAGAG 

G4836-S3 F: GGRARRGTYATATCTTCNTGGGA 

L7386-AS3 R: CTRTCBGARTARTADAYCCANGACTT 

PVO8 R: GGTCTGATCTRTCWGARYAATA 

Taq3long F: ATGAGAAGTGGAAYAAYCATCA 

L9267-S3 F: ATGTTYCAGCCNTTGATGCT 

L11872-AS3 R: AAAYAATCAARCARHCAGAGG 

Primers used for mutagenesis 

L_F177L-F CCTCTTATTTGTTGTTCCACGTGATTACCC 

L_F177L-R AATATGTATTGGCAAGATACCTCCCG 

L_E1893D TTTTATTCAACTGTAGCAGCCCCAAGAG  

L_E1893D CAAGGCTCATGTCTCGAAGGGTAGAAG 

L_P1485T GATATTTTCAATAACCCAAAAAATTCCAGC  

L_P1485T TCTCCTCTAAGAGACGGCTC 

L_V1897F CGAGAGATGAGCCTTTTCTTATTCAACTG 

L_V1897F AAGGGTAGAAGAAGTTAAGTACTCAGCATCTC 

P_I222M GGTCATCAGGGATGTTCTTGTACAATTTTGAG 

P_I222M GGGATGGGAACTTGTATTTCTTGGAAAAGC 
a F: Forward; R: reverse  997 
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Supplementary Table 2 - Mutations recovered in the genome of escape mutants against 7671954 998 

compound using NGS analysis. 999 

 
Positions Non-treated 7671954 

Gene Nucleic base Amino Acid Mutation frequency Mutation frequency 

P A2180G I222M 0.2 % 4.5 % 

M A2794C D100A 21.5 % 20.4 % 

M C3051T L186F 23.0 % 21.8 % 

G C3782A P156Q 5.2 % 4.0 % 

G G3983A S223N 0.2 % 11.5% 

G T4820C V502A 22 % 4.1 % 

L T5935C F177L 0.1 % 11.6 % 

L G6070T V222L 42.5 % 25.5 % 

L A7556G Q717R 0.1 % 11 % 

L  T7853C I816T 1.5 % 4.8 % 

L T8141C I912T 0.2 % 7.4 % 

L C8517A F1037L 0.2 % 10.9 % 

L A9159C E1251D 0.2 % 13.0 % 

L C9859A P1485T 0.3 % 12.5 % 

L G11085T E1893D < 0.1 % 19.1 % 

L G11095T V1897F < 0.1 % 21.7 % 

An arbitrary cut-off frequency of 4 % was used to validate variants as significantly different from the 1000 

control. The reference sequence used for the analysis was the one of 8743THA (EVAg collection, Ref-1001 

SKU: 014V-02106). The amino acid position indicated are given according to the first amino acid of the 1002 

corresponding open reading frame. In bold are indicated the mutations that are the most investigated. 1003 

Highlighted in grey : mutation found in the genome of non-treated viruses. 1004 

 1005 

 1006 

Supplementary Table 3 - Percentage of clones with specific mutation, obtained by cloning the L gene 1007 

of 7671954 escape mutants. 1008 

Specific mutations position Number of clones  Percentage of clones 

No mutation 11/83 13.2 % 

V1897F 20/83 24.1 % 

P1485T 9/83 10.8 % 

F177L 6/83 7.2 % 

E1893D 2/83 2.4 % 

F177L + E1893D 11/83 13.3 % 

P1485T + E1893D 1/83 1.2 % 

E1893D + V1897F 2/83 2.4 % 

Q717R + F1037L + E1251D 9/83 10.8 % 

The sequence were obtained by Sanger technic. The reference sequence used for the analysis was the 1009 

one of 8743THA (EVAg collection, Ref-SKU: 014V-02106). 1010 

 1011 

 1012 

 1013 

 1014 
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Supplementary Table 4 – IC50 values of Tha-eGFP and recombinant virus obtained with a dose 1015 

response curve at 48 h post-infection. 1016 

 IC50 (µM) 

Recombinant virus CIM114116 CIM114669 

Tha-eGFP 0.3996 0.07787 

Tha-eGFP_L-P1485T 0.6195 0.1616 

Tha-eGFP_L-E1893D 1.841 0.6574 

Tha-eGFP_L-V1897F 0.3996 0.1939 

Tha-eGFP_P-I222M 0.3875 0.06339 

Tha-eGFP_P-I222M_L-P1485T 0.4696 0.09171 

Tha-eGFP_P-I222M_L-E1893D 0.968 0.2012 

Tha-eGFP_P-I222M_L-V1897F 0.7909 0.1599 

IC50: half maximal inhibitory concentration 1017 

 1018 

 1019 

Supplementary Table 5 – Mutations recovered in the genome of viruses after 5 passages of selection 1020 

using NGS. 1021 

Position CIM114116 CIM114669 

Nucleic base Amino acid  3 x IC50 5 x IC50 3 x IC50 5 x IC50 7 x IC50 10 x IC50 

A6665T K12N           3.9 % 

G7542A G455R     3.5 %      

A7584G I469V     10.9 %      

A7804G K542R 2.6 % 4.70 %       5.5 % 

T8142C F655L       10.3 %    

T8659C I827T     14.5 %     2.3 % 

T8874G L899V 2.7 %          

T10326G S1383A     3.7 %      

T10740A S1521T     4.3 %      

T10828G L1550R 2.1 % 3.7 %        

T11924G N1915K 3.2 % 10.6 % 2.6 % 2 % 5.5 % 2.3 % 

T11946C F1923L 14.7 % 10.3 % 3.8 % 5.1 % 2.6 % 2.8 % 

G12061A G1961E   2.7 % 2.1 % 2.3 %   2.1 % 

C12064A T1962N   2.6 %         

The sequencing was performed using NGS. The reference sequence used for the analysis was the one 1022 

of 8743THA (EVAg collection, Ref-SKU: 014V-02106). 1023 

 1024 

 1025 

 1026 

 1027 

 1028 

 1029 

 1030 

 1031 

 1032 

 1033 
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Supplementary Table 6 – Table of pharmacokinetic and brain distribution of CIM114116 and 1034 

CIM114669 1035 

 
Single Dose IP PK and BD Study of  

CIM114669 in Male BALB/c Mice 

(20 mg/kg b.w.) 

Single Dose IP PK and BD Study of  

CIM114116 in Male BALB/c Mice 

(20 mg/kg b.w.) 

Parameters 

Mean Plasma PK 

Parameters of 

CIM114669 

Mean Brain PK 

Parameters of 

CIM114669 

Mean Plasma PK 

Parameters of 

CIM114116 

Mean Brain PK 

Parameters of 

CIM114116 

EC50 (ng/mL) 108 / (0.22 µM) 137 / (0.33 µM) 

Route of 

administration 
Intraperitoneal Intraperitoneal Intraperitoneal Intraperitoneal 

Dose (mg/kg b.w.) 20 20 20 20 

Cmax (ng/mL) 950.83 220.65 2273.8 2335.11 

Tmax (h) 0.08 1 0.16 0.16 

AUClast (h*ng/mL) 2799.39 515.76 918.28 814.68 

AUCextrap (%) 5.87 24.56 3.05 3.28 

T1/2 (h) 7.94 2.27 2.27 0.21 

MRTlast (h) 4.12 1.44 0.57 0.29 

B/P 0.18 0.88 

IP: Intraperitoneal; PK: Pharmacokinetics; BD: Brain Distribution; b. w.: body weight; EC50: Half 1036 

maximal effective concentration; AUC: Area Under the Curve; MRT: Mean Residence Time; T1/2 : Half-1037 

life; B/P: (Brain (AUClast)/Plasma (AUClast)). 1038 
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Partie 2 

Implication des récepteurs cholinergiques et purinergiques dans l’immunomodulation de 

la réponse de l’hôte par l’ivermectine lors de l’infection par le SARS-CoV-2 

Le laboratoire a montré précédemment que des doses standards d'IVM, un 

médicament antiparasitaire ayant des activités immunomodulatrices de l’hôte (Heidary and 

Gharebaghi, 2020; Patil, Verma and Masand, 2022), prévenaient la détérioration clinique, 

réduisaient le déficit olfactif et limitaient l'inflammation des voies respiratoires supérieures et 

inférieures chez les hamsters infectés par le SARS-CoV-2 (de Melo, Lazarini, Larrous, et al., 

2021). L’une des hypothèses proposées quant à la modulation de l’inflammation par l’IVM serait 

l’implication des récepteurs cholinergiques nAChR-α7, même si les mécanismes sous-jacents 

ne sont pas encore établis (Krause et al., 1998; Pavlov and Tracey, 2012; Laing, Gillan and 

Devaney, 2017).  

 Ainsi, au cours de ma thèse, j’ai démontré l’implication des nAChR-α7 dans la 

modulation de la réponse inflammatoire chez le hamster doré. En effet, en combinant l’IVM 

avec des antagonistes de ce récepteur, la mécamylamine ou la méthyllycaconitine (MLA), les 

animaux infectés présentent des signes cliniques sévères alors qu’à l’inverse, des animaux 

traités avec d’autres agonistes de ces récepteurs présentent des formes moins sévères proche 

de ce qui a été observé avec l’IVM. Ces résultats ont été partiellement confirmés en modèle 

monocellulaire de Vero E6 (cellules épithéliales de rein de singe vert d’Afrique permissives au 

SARS-CoV-2) dans lequel nous avons montré que l’IVM avait un mode d’action conservé sur 

plusieurs variants du SARS-CoV-2 sans toutefois que l’effet protecteur de l’IVM ne soit 

totalement inhibé par l’action de l’antagoniste des nAChR-α7, la MLA. 

L’IVM n’est pas exclusivement un PAM des nAChR-α7, mais est également un PAM des 

récepteurs purinergiques P2X4 et P2X7 (Priel et Silberberg, 2004 ; Sattelle et al., 2009 ; Illes 

et al., 2021). Nous avons utilisé un modèle cellulaire plus complexe de co-culture en système 

« transwell », où deux lignées cellulaires humaines, A549-ACE2-TMPRSS2 et THP-1, ont été 

cultivées sans contact direct mais avec un échange au travers du milieu de culture. Les cellules 

épithéliales basales alvéolaires A549-ACE2-TMPRSS2, surexprimant le récepteur d’entrée du 

SARS-CoV-2, ACE2 ainsi que la protéase TMPRSS2, ont ainsi été infectées en présence des 

cellules de monocytes THP-1 prédifférenciées en macrophages. Nous avons ainsi montré que 

l’IVM permettait la mise en place précoce de la modulation de la réponse de l’hôte à la fois 

dans les cellules infectées (A549-ACE2-TMPRSS2) mais aussi dans les macrophages (THP-1) 
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lors d’une infection par le SARS-CoV-2. Lors de cette modulation, l’IVM agit à la fois sur les 

récepteurs cholinergiques nAChRα7 et sur les récepteurs purinergiques P2X4 pour 

contrecarrer l'effet de l'infection par le SARS-CoV-2. CXCL5 et CXCL10 semblent être les 

chimiokines clefs de cette modulation en permettant un contrôle précoce de l'inflammation 

par les cellules macrophagiques dans le contexte de l'infection par le SARS-CoV-2. 

  Ces résultats sont présentés ci-après dans un projet d’article intitulé « Host response 

against SARS-COV-2 infection is impacted by allosteric modulator of cholinergic and purinergic 

receptors ». 
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Abstract 19 

  The COVID-19 pandemic, which caused nearly seven million deaths since its beginning, leads 20 

to a large spectrum of clinical profiles. During SARS-CoV-2 infection, patients can experience an up-21 

regulation of multiple pro-inflammatory cytokines, such as IL-6, CXCL10, CXCL1, CXCL2 and CXCL5. 22 

Previously, we and others have shown that ivermectin (IVM) plays an immunomodulatory role in a 23 

hamster model, such as a down-regulation of Il6/Il10 ratio in lungs, probably explaining the more 24 

favourable clinical presentation of treated animals. However, the mechanisms of action of this drug 25 

are still unknown. Since IVM is a known positive allosteric modulator of cholinergic receptor, α7nAChR, 26 

and purinergic receptors, P2X4 and P2X7, we investigated the role of those receptors on the 27 

modulation of host inflammation observed during IVM treatment. This research was conducted with 28 

a hamster model, but also by using various in vitro models involving on the one hand Vero E6 cells, and 29 

on the other hand human co-cultured of A549-ACE2-TMPRSS2 and THP-1 cells. Combined with high-30 

throughput confocal microscopy, and transcriptomic analysis, these models helped us to demonstrate 31 

that the cholinergic and purinergic receptors are involved in the IVM mechanism of action during SARS-32 

CoV-2 infection. These receptors modulate the immune host response with an interplay between cells, 33 

which involves a complex dynamic mulV-receptor and mulV-cytokine mechanism with a more specific 34 

role of the modulaVon of CXCL10 and CXCL5 expression.  35 

  36 

Keywords: 37 

SARS-CoV-2 - α7nAChR – Purinergic receptors – Immunomodulation – Cells interplay - Hamster model 38 

– Transwell  39 
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Introduc7on 40 

The COVID-19 pandemic, which emerged in December 2019 and is sVll ongoing, caused nearly 41 

800 millions cases worldwide, including almost seven million deaths, since the beginning (WHO, 42 

2023b). Once infected, paVents can present different clinical profiles, ranging from asymptomaVc to 43 

severe and even fatal forms. The most common symptoms are not specific to the disease and belong 44 

to those of the flu-like syndrome (fever, sore throat, cough, headache, myalgia and asthenia) (WHO, 45 

2023a). Some paVents with mild symptoms may also experience neurological symptoms such as 46 

dizziness, agueusia and anosmia (Chou et al., 2021; de Melo, Lazarini, Levallois, et al., 2021; Klimek et 47 

al., 2022). During SARS-CoV-2 infecVon, an up-regulaVon of mulVple pro-inflammatory cytokine (IL-6, 48 

CXCL10, CXCL1, CXCL2 and CXCL5) was observed (Khalil, Elemam and Maghazachi, 2021), in which 49 

CXCL10 is involved in monocyte sVmulaVon and macrophage chemoaaracVon (Pandey et al., 2021), 50 

and CXCL5 in neutrophil chemotaxis (Koltsova and Ley, 2010). 51 

IvermecVn (IVM), an anthelminVc drug, has anVviral and host immunomodulaVng properVes 52 

in animals and humans (PaVl, Verma and Masand, 2022). We and other have also shown that during 53 

SARS-CoV-2 infecVon, IVM plays an immunomodulatory role, as observed in a hamster model, where 54 

the Il6/Il10 raVo was considerably reduced in lung Vssue, probably explaining the more favourable 55 

clinical presentaVon of treated animals (de Melo, Lazarini, Larrous, et al., 2021). More recently, 56 

prophylacVc treatment with IVM in a hamster model resulted in a reducVon in clinical signs and 57 

inflammaVon (Uematsu et al., 2023). Although IVM underlying mechanism are sVll unknown (Laing, 58 

Gillan and Devaney, 2017), it may involve the α7 nicoVnic acetylcholine receptor (α7nAChR). α7nAChR 59 

are known to be involved in anV-inflammatory responses, through a reducVon of pro-inflammatory 60 

cytokines, chemokines and acVvaVon of immune cells (Ren et al., 2017). 61 

IvermecVn is a type I posiVve allosteric modulator (PAM) of α7nAChR (Krause et al., 1998; 62 

Saaelle et al., 2009). A type I PAM binds to the allosteric site of the receptor disVnct from the 63 

orthosteric site, which recognizes the endogenous agonist. A type I PAM can potenVate the receptor 64 

response when applied at the same Vme as agonists, but doesn’t slow desensiVzaVon, contrary to type 65 

II PAM (Grønlien et al., 2007). A desensiVzed state is associated with channel closure and a decline in 66 

the conductance response to the agonist (Cecchini and Changeux, 2022). Another class of PAM are ago-67 

PAM, which can acVvate the receptor by binding the allosteric site, with or without a bound orthosteric 68 

ligand, and can slow desensiVzaVon (Brems et al., 2023).  69 

Beside, IVM is also a posiVve allosteric modulator of purinergic receptors P2X4 receptors, 70 

facilitaVng the opening and retarding the closing of the channel in the 100 nM to 3 μM range (Priel and 71 

Silberberg, 2004) and of P2X7 receptors (human, but not rat and mouse), at a similar concentraVon (3 72 

μM) (Nörenberg et al., 2012).  73 
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These receptors are acVvated by extracellular ATP (Surprenant and North, 2009; Illes et al., 74 

2021), which can be released by dying cells or lysed cells. In response to the ATP signal, purinergic 75 

receptors can consolidate the inflammatory response (Di Virgilio, SarV and CouVnho-Silva, 2020) and 76 

could play a role during SARS-CoV-2 infecVon. Indeed, to control the inflammaVon induced by SARS-77 

CoV-2, drugs with inhibitory effects on purinergic receptors are tested, such as lidocaine, an antagonist 78 

of P2X7 receptor, or fluoxeVne and paroxeVne, anVdepressants which are P2X4 inhibitors (Zarei, Sahebi 79 

Vaighan and Ziai, 2021). Moreover, P2X4 and P2X7 are co-expressed on epithelial, immune and 80 

inflammatory cells (Schneider et al., 2017). There are conflicVng reports of funcVonal interacVon 81 

between P2X4 and P2X7 subunits. Currently, despite efforts to determine whether P2X4 and P2X7 82 

interact as heterotrimers or homotrimers, there is no definiVve evidence in favour of either model 83 

(Kanellopoulos et al., 2021). However, several publicaVons showed that funcVonal interacVons 84 

between P2X4 and P2X7 occurs (Kawano et al., 2012; Sakaki et al., 2013; Zech et al., 2016). 85 

Although IVM use in human was never formally proved nor recommended, with clinical studies 86 

finding a beneficial effect and others none (Chaccour et al., 2021; Marcolino et al., 2022; Reis et al., 87 

2022), the effects in hamsters could easily be explored to understand its mechanism of acVon. 88 

Moreover, it was shown that α7nAChR, P2X4 or P2X7 receptors can collaborate in rats or mice, through 89 

interacVon or through Panx1 canals (Pak et al., 2006; Maldifassi et al., 2021; Bono et al., 2023). Those 90 

receptors could be involved in SARS-CoV-2 infecVon (Alves et al., 2023) 91 

In this study, we wanted to understand the implicaVon of α7nAChR in IVM’s modulaVon of the 92 

host response during SARS-CoV-2 infecVon, but also to understand if other receptors were involved. 93 

We have confirmed that α7nAChR are involved in the mechanisms of acVons of IVM in the hamster 94 

model and in vitro. By using two in vitro models, with high-throughput confocal microscopy and 95 

transcriptomic analysis, we have also found that purinergic receptors P2X4 could play a role in the 96 

SARS-CoV-2 infecVon. Finally, the transcriptomic analysis demonstrated that IVM’s immunomodulaVon 97 

is mostly achieved through CXCL10 and CXCL5 pathways and involves a dynamic interplay of cells.  98 

 99 

 100 

Material and methods 101 

Ethics 102 

All animal experiments were performed according to the French legislaVon and in compliance with the 103 

European CommuniVes Council DirecVves (2010/63/UE, French Law 2013–118, February 6, 2013) and 104 

according to the regulaVons of InsVtut Pasteur Animal Care Commiaees. This study (200023; 105 

APAFIS#25326-2020050617114340 v2) was approved by the Animal ExperimentaVon Ethics Commiaee 106 

(CETEA 89) of the InsVtut Pasteur before experiments were iniVated. Hamsters were housed by groups 107 

of 4 animals in isolators and manipulated in class III safety cabinets in the Pasteur InsVtute animal 108 
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faciliVes accredited by the French Ministry of Agriculture for performing experiments on live rodents. 109 

All animals were handled in strict accordance with good animal pracVce. 110 

 111 

Cells 112 

The Vero E6 cells (ATCC #CRL-1586) were grown in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, 113 

#31966021, GibcoTM) medium supplemented with 5 % fetal bovine serum. These cells were used for 114 

viral stock producVon, VtraVon, and infecVon experiments. 115 

The A549-ACE2-TMPRSS2 cells (supplied by the Virus and Immunity Unit hosted by InsVtut Pasteur and 116 

headed by Pr. Olivier Schwartz), overexpressing ACE2 and TMPRSS2, were grown in Ham’s F-12K (Kaign) 117 

medium (#21127022, GibcoTM) supplemented with 10 % fetal bovine serum and 1µg/mL of blasVcidine 118 

(#A1113903, GibcoTM), to select cells expressing ACE2 and TMPRSS2. 119 

The THP1 cells (provided by Dr G. Barba-Spaeth, InsVtut Pasteur) were culVvated in RPMI 1640 medium 120 

(Roswell Park Memorial InsVtute, #21875091, GibcoTM) supplemented with 10 % fetal bovine serum. 121 

These cells, like the A549-ACE2-TMPRSS2 cells, were used in a co-culture system to study the role of 122 

α7AChRs and P2X receptors. 123 

Cells were cultured in a humidified incubator at 37 °C with 5 % CO2. All cell lines were passed twice a 124 

week. 125 

 126 

SARS-CoV-2 virus and variants 127 

The isolate BetaCoV/France/IDF00372/2020 (EVAg collecVon, Ref-SKU: 014V-03890) was kindly 128 

provided by Sylvie van der Werf. Alpha/B.1.1.7/IDF-IPP00078/2021 (GISAID ID: EPI_ISL_735391), 129 

Beta/B.1.351 (GISAID ID: EPI_ISL_964916) and Delta/B1.617.2 (GISAID ID: EPI_ISL_2029113) variants 130 

were supplied by the Virus and Immunity Unit hosted by InsVtut Pasteur and headed by Olivier 131 

Schwartz (Planas, Bruel, et al., 2021; Planas, Veyer, et al., 2021). Viral stocks were produced on Vero 132 

E6 cells infected at a mulVplicity of infecVon of 1 × 10-4 PFU/cell. The virus was harvested three days 133 

post-infecVon, clarified and then aliquoted before storage at -80 °C. Viral stocks were Vtrated on Vero 134 

E6 cells by classical plaque assays using semisolid overlays (Avicel, RC581-NFDR080I, DuPont) (Baer and 135 

Kehn-Hall, 2014). 136 

Wuhan_nLuc recombinant virus expressing Nanoluciferase (nLuc) as a reporter gene was obtained by 137 

reverse geneVcs as previously described (de Melo et al., 2023).  138 

 139 

SARS-CoV-2 model in Syrian hamsters 140 

Male golden Syrian hamsters (Mesocricetus auratus; RjHan:AURA) of 5-6 weeks of age (average weight 141 

60-80 grams) were purchased from Janvier Laboratories and handled under specific pathogen-free 142 

condiVons. Before any manipulaVon, animals underwent an acclimaVon period of one week. The 143 
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animals were housed and manipulated in isolators in a biosafety level-3 facility, with ad libitum access 144 

to water and food. Animals were anestheVzed with an intraperitoneal injecVon of 200 mg/kg ketamine 145 

(Imalgène 1000, Merial) and 10 mg/kg xylazine (Rompun, Bayer).  146 

100 µL of physiological soluVon containing 6 × 104 PFU of SARS-CoV-2 (Wuhan) was administered 147 

intranasally to each animal (50 µL/nostril). Mock-infected animals received the physiological soluVon 148 

only. Infected and mock-infected hamsters were housed in separate isolators and were followed-up 149 

daily during four days at which the body weight and the clinical score were noted. The clinical score 150 

was based on a cumulaVve 0-4 scale: ruffled fur, slow movements, apathy, absence of exploraVon 151 

acVvity. At day 3 post-infecVon (dpi), animals underwent a food finding test to assess olfacVon as 152 

previously described (Lazarini et al., 2012; de Melo, Lazarini, Larrous, et al., 2021; de Melo et al., 2023). 153 

Briefly, 24 hours before tesVng, hamsters were fasted and then individually placed into a fresh cage (37 154 

x 29 x 18 cm) with clean standard bedding for ten minutes. Subsequently, hamsters were placed in 155 

another similar cage for two minutes when about five pieces of cereals were hidden in 1.5 cm bedding 156 

in a corner of the test cage. The tested hamsters were then placed in the opposite corner and the 157 

latency to find the food (defined as the Vme to locate cereals and start digging) was recorded using a 158 

chronometer. The test was carried out during a 15 min period. As soon as food was uncovered, 159 

hamsters were removed from the cage. The tests were realized in isolators in a Biosafety level-3 facility 160 

that were specially equipped for that. At four dpi, animals were euthanized with an excess of 161 

anestheVcs (ketamine and xylazine) and exsanguinaVon (AVMA, 2020). 162 

 163 

Modulators of cholinergic and purinergic receptors 164 

IvermecVn (I8898, Sigma-Aldrich), a PAM for α7nAChR, P2X4 and P2X7, was used in vivo (one single 165 

subcutaneous injecVon) at the classical anV-parasiVc dose of 400 µg/kg (Beco, PeVte and Olivry, 2001) 166 

simultaneously with infecVon and in vitro at a dose of 0.625 µM, 1.25 µM, 2.25 µM and 5 µM. 167 

Mecamylamine (M9020, Sigma-Aldrich), a non-compeVVve α7nAChR antagonist, was used in vivo (one 168 

single intraperitoneal injecVon) at a dose of 1 mg/kg and in vitro at a dose of 8 µM, 16 µM and 32 µM. 169 

MethyllycaconiVne (M168, Sigma-Aldrich), a compeVVve α7nAChR antagonist, was used in vivo (one 170 

single intraperitoneal injecVon) at a dose of 1 mg/kg and in vitro at a dose of 0.1 µM, 1 µM and 10 µM. 171 

GAT-107 (2621, Axon Medchem), an ago-PAM of α7nAChR, was used in vivo (one single intraperitoneal 172 

injecVon) at a dose of 0.08 mg/kg, 0.4 mg/kg, 2 mg/kg, 10 mg/kg and in vitro at a dose of 6.25 µM, 173 

12.5 µM and 25 µM. EVP-6124 or Encenicline (HY-15430A/CS, MedChemExpress), an orthosteric 174 

agonist of α7nAChR, was used in vivo (one single intraperitoneal injecVon) at a dose of 400 µg/kg and 175 

in vitro at a dose of 2 µM, 4 µM, 8 µM, 16 µM. BX430 (SML1701, Sigma-Aldrich), an antagonist of P2X4, 176 

was used in vitro at a dose of 5µM. A438079 (A9736, Sigma-Aldrich), an antagonist of P2X7, was used 177 

in vitro at a dose of 10µM. 178 
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For the in vivo injecVon, the vehicle used was physiological saline (0.9 % sodium chloride), except for 179 

GAT-107, which was diluted in a vehicle composed of 1: 1: 18 [1 volume ethanol / 1 volume Brij98 180 

(#347181000, Thermofisher) / 18 volumes of physiological saline]. 181 

 182 

SARS-CoV-2 inhibi?on assay using Opera Phenix High-Content Screening System 183 

Vero E6 cells were seeded in 96-well plates (655090, Greiner) in DMEM + 5 % SVF and incubated 184 

overnight at 37 °C and 5 % CO2. 50 µL/well of virus were inoculated for 1 h at a mulVplicity of infecVon 185 

(MOI) of 0.1. Then, the inoculum was removed and replaced by medium containing various 186 

concentraVons of α7nAChRs modulators, prepared the same day. A}er 56 h or 72 h incubaVon at 37 187 

°C and 5 % CO2, the plates were fixed with 4 % PFA for 30 min at room temperature, then washed with 188 

PBS. The cells were then permeabilised for 10 min with 0.5 % Triton X-100 and washed with PBS. To 189 

saturate non-specific sites, cells were incubated for 30 min with PBS + 5 % Normal Goat Serum 190 

(#10000C, Thermofisher). The SARS-CoV-2 nucleoprotein was labelled overnight at 4 °C with rabbit anV-191 

SARS-CoV-2 Nucleocapsid primary anVbody (#GTX135356, Clinisciences). A}er PBS washing, nuclei 192 

were labelled with Hoeschst 33342 (#62249, Thermofisher) for 15 min. Following a final wash, data 193 

was acquired using the OPERA Phenix High-Content Screening System to determine the number of cells 194 

per well and the percentage of infected cells. 195 

 196 

Co-culture in vitro model using Transwell 197 

THP1 cells were seeded at the boaom of a Transwell plate (#3401, Costar) in RPMI medium + 10 % SVF, 198 

in the presence of 100 ng/mL PMA (P1585, Sigma-Aldrich), to differenVate them into macrophages. 199 

A549-ACE2-TMPRSS2 cells were seeded in the Transwell inserts, in FK12 Nut Mix + 10 % SVF medium. 200 

A}er 24 h incubaVon, the medium was removed from the wells and inserts. 900 µL of RPMI medium + 201 

10 % SVF was added to THP1 cells and 450 µL to uninfected A549-ACE2-TMPRSS2 cells; 250 µL of nLuc 202 

inoculate was added at a MOI of 0.1. A}er 1 h incubaVon at 37 °C and 5 % CO2, the inoculate was 203 

removed and 450 µL of RPMI medium + 10 % SVF was added to the inserts containing A549-ACE2-204 

TMPRSS2 cells. Finally, RPMI medium containing various concentraVons of α7nAChRs modulators or 205 

P2X receptor antagonists, prepared the same day, was added to the wells containing THP1 cells (100 206 

µL) and to the inserts containing A549-ACE2-TMPRSS2 cells (50 µL). Infected cells were cultured for 24, 207 

48 or 72 h depending of the experiments.  208 

 209 

Intracellular ATP measurements 210 

In the previous transwell culture, the intracellular ATP was measured at 72 h post-infecVon (pi), in A549-211 

ACE2-TMPRSS2 cells. The cells were lysed following the protocol of the ATPlite kit (6016941, 212 
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PerkinElmer), ATP luminescence was measured in white-boaomed 96-well plates (655083, Greiner), 213 

using the VICTOR Nivo plate reader (Perkin Elmer). 214 

 215 

Quan?fica?on of the infec?on in the transwell cultures 216 

The infecVon by Wuhan_nLuc was quanVfied by measuring nanoluciferase (nLuc) excreted in the 217 

culture medium for each part of the transwell. Twenty microliters of supernatant were mixed with same 218 

volume of nLuc substrate as indicated by the manufacturer (#N1110, Promega). nLuc measurement 219 

was performed in white-boaomed 96-well plates (655083, Greiner) using the VICTOR Nivo plate reader 220 

(Perkin Elmer). 221 

 222 

Transcriptomic analysis in transwell cultures 223 

Transcriptomic analysis was performed on THP-1 cells only a}er 72 h of infecVon and on both THP-1 224 

and A549-ACE2-TMPRSS2 a}er 24- and 48-hours post-infecVon (hpi). The cells were lysed using RLT 225 

buffer (74104, Qiagen) at 72 hpi and the two types of cells were also lysed at 24 hpi and 48 hpi. RNA 226 

extracVon was carried out using RNA esay kit (74104, Qiagen). 227 

Samples were submiaed to RT-qPCR. Briefly, RNA was reverse transcribed to first strand cDNA using 228 

the SuperScript™ IV VILO™ Master Mix (11766050, Invitrogen). qPCR was performed in a final volume 229 

of 10 μL per reacVon in 384-well PCR plates using a thermocycler (QuantStudio 6 Flex, Applied 230 

Biosystems). In brief, 2.5 μL of cDNA (12.5 ng) were added to 7.5 μL of a master mix containing 5 μL of 231 

Taqman (11732-020, Applied Biosystems) and 2.5 μL of nuclease-free water containing primer pairs 232 

(Table S1). The amplificaVon condiVons were as followed: 95 °C for 10 min, 45 cycles of 95 °C for 15 s 233 

and 60°C for 1 min; followed by a melt curve, from 60 °C to 95 °C. The GAPDH and the 18S genes were 234 

used as reference. VariaVons in gene expression were calculated as the n-fold change in expression in 235 

the Vssues from the infected hamsters compared with the Vssues of the mock-infected group using the 236 

2-DDCt method (Pfaffl, 2001). 237 

 238 

Sta?s?cs 239 

StaVsVcal tests were carried out using Prism so}ware (GraphPad Prism, version 10, San Diego, USA), 240 

with p < 0.05 considered significant. QuanVtaVve data was compared across groups using Kruskal-241 

Wallis followed by the Dunn’s mulVple comparisons test and Mann-Whitney. RandomizaVon and 242 

blinding were not possible due to pre-defined housing condiVons (separated isolators between 243 

infected and non-infected animals). 244 

 245 

 246 

 247 
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Results and Discussion 248 

 249 

α7nAChRs are involved in the modula?on of clinical signs in SARS-CoV-2 infected hamsters treated 250 

with IVM 251 

 252 

In agreement with what we have previously demonstrated (de Melo, Lazarini, Larrous, et al., 253 

2021), IVM strongly reduced the clinical score, the pathology and the manifestaVon of anosmia in 254 

SARS-CoV-2 infected hamsters (Figure 1A, 1C and S1). Following the nicoVnic hypothesis (Changeux et 255 

al., 2020) and the possible modulaVon of cholinergic anV-inflammatory pathway by the nicoVnic 256 

receptors (Mehranfard and Speth, 2022), we sought to determine if IVM modulates hamster’s clinical 257 

presentaVon via α7nAChR. To that aim, we used two different α7nAChR antagonists: mecamylamine 258 

(Meca), a non-compeVVve α7nAChR antagonist, and methyllycaconiVne (MLA), a compeVVve α7nAChR 259 

antagonist, highly selecVve for α7nAChR, contrary to mecamylamine. When administered concomitant 260 

to IVM, the efficiency of IVM is abolished and the animals manifested significantly more severe clinical 261 

signs (Figure 1A), and olfactory impairment (37.5 % of dysfuncVon with IVM vs 75 % and 62.5 % with 262 

the IVM and the two antagonists) (Figure 1C). The only excepVon concerns lung pathology which is not 263 

significantly downregulated with IVM (Figure 1B). 264 

IVM is a type I PAM, which potenVates α7nAChRs without modifying the desensiVzaVon 265 

kineVcs (Collins and Millar, 2010). In order to beaer understand the role of acVvaVon of α7nAChRs, we 266 

used the NicoVnic Acetylcholine Receptor Allosteric Ligand Library (ACRALL) (Cecchini, Brando and 267 

Changeux, 2023) to select other types of  α7nAChR modulators, including, an ago-PAM, GAT-107 (GAT) 268 

(Brems et al., 2023) and an compeVVve agonist, EVP-6124 (EVP) (Zhao et al., 2021). CompeVVve 269 

agonists bind to the orthosteric sites of the receptor, while ago-PAMs acVvate the receptor by binding 270 

to a topographically disVnct allosteric site, with or without a bound ligand at the orthosteric site and 271 

can slow down desensiVzaVon (Brems et al., 2023). While the median clinical scores were respecVvely 272 

1 and 2 with IVM and GAT, EVP did not induce the same reducVon with a median clinical score of 4, like 273 

for the non-treated hamsters (Figure 1D). The LW/BW raVo of hamsters treated with GAT presented a 274 

significantly lower raVo compared to the non-treated ones. IVM and EVP followed the same tendency 275 

(Figure 1E). In terms of olfactory performance, IVM and GAT induced a reducVon in the olfactory 276 

dysfuncVon (37.5 % and 11.1 % vs 68.8 % in the non-treated animals). The effect of EVP is also 277 

considerably less pronounced for the olfactory performance, where 62.5 % of animals presented an 278 

olfactory dysfuncVon (Figure 1F). All the modulators of the α7nAChR did not induce the same results 279 

in vivo: while type I PAM (IVM) or ago-PAM (GAT) promoted beaer clinical outcomes in SARS-CoV-2-280 

infected hamsters, treatment with a selecVve orthosteric agonist (EVP) did not ameliorate the clinical 281 

signs or the olfactory performance. These results could be explained by the fact that orthosteric agonist 282 

(EVP-6124) and allosteric modulators (IVM and GAT) do not have on the same binding site on α7nAChR.  283 
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Thus, these results showed that α7nAChR are involved in the modulaVon of clinical outcomes 284 

induced by IVM treatment in hamsters infected with SARS-CoV-2. 285 

Modula?on of α7nAChRs is not sufficient to regulate SARS-CoV-2 infec?on in cellular model 286 

To ethically reduce the use of animals and further study the implicaVon of α7nAChR and the 287 

role of its modulators, we developed a simplified in vitro model using Vero E6 cells and tested the same 288 

α7nAChR modulators. Using a High-Content-Screening-System, we measured the survival of cells and 289 

the percentage of infected cells with different SARS-CoV-2 variants, including the ancestral virus Wuhan 290 

(Figure 2A and 2B) and the variants Alpha, Beta and Delta (Figure S2). A range of IVM, GAT and EVP 291 

concentraVons were used. These modulators significantly increased the cell survival and significantly 292 

reduced the percentage of infected cells, with the most opVmal concentraVon being 5 µM for IVM, 25 293 

µM for GAT and 16 µM for EVP (Figure S2), which were used in the following in vitro experiments. These 294 

effects were also found on the different variants tested, demonstraVng that the mechanism involved 295 

in this protecVon is variant independent.  296 

Another way of confirming the modulators’ effects on the infecVon was to use a recombinant 297 

virus, Wuhan_nLuc, expressing nanoluciferase (nLuc) and to measure at 72 hpi the nLuc present in the 298 

supernatant. Concurrently, to validate the modulators’ effect on the cell survival or protecVon, we 299 

measured the intracellular ATP level. Indeed, when cell lysis occurs, e. g. with SARS-CoV-2, the ATP is 300 

released, and its concentraVon decreases intracellularly. IVM, GAT or EVP significantly reduced the nLuc 301 

luminescence (Figure 2C) and interesVngly, the ATP concentraVon was also higher in cells treated with 302 

IVM, GAT or EVP (Figure 2D). These data confirmed that a higher cell survival or protecVon was ongoing 303 

in infected cells treated with the modulators, correlaVng with the decrease of the nLuc excreVon. Unlike 304 

Caly et al., we did not find an anVviral effect as such, but rather an increase in cellular protecVon or 305 

survival (Caly et al., 2020). IVM, GAT and EVP having an effect in our in vitro model, we finally tested 306 

the α7nAChR antagonists. However, the IVM effect was not abolished with either of the antagonists, 307 

MLA or Meca, regardless of the tested concentraVon (from 0.1 µM to 10 µM for MLA; from 8 µM to 32 308 

µM for Meca) (Figure 2E to 2H, and Figure S2).  309 

These findings indicate that the α7nAChR is involved in the effect of IVM treatment during SARS-CoV-2 310 

infecVon, but that other receptors could also be involved to maintain cellular integrity in the in vitro 311 

model using Vero E6 cells.  312 

 313 

P2XRs alone cannot provide a protec?ve effect during SARS-CoV-2 infec?on 314 

The role of α7nAChR was also evaluated in a more complex cellular model developed to mimic 315 

the lung microenvironment. Using Transwells, A549-ACE2-TMPRSS2 cells were co-cultured with 316 
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differenVated THP-1 cells, and submiaed to the different modulators IVM, GAT, and EVP for 72 hours 317 

(Figure 3A). First, we measured nLuc in both compartment of the transwell. The modulators induced 318 

the same effect on THP-1 and A549-ACE2-TMPRSS2 cells, as in the Vero E6 model, with a decrease of 319 

nLuc excreVon (Figure 3B and 3C).  Furthermore, this decrease was also related to an increase of 320 

intracellular ATP (Figure 3D) in treated infected A549-ACE2-TMPRSS2, indicaVng an increase in cell 321 

survival and thus validaVng our previous results.  322 

Experiments on Vero E6 cells suggested that other receptors may be involved in the cell 323 

integrity and host response modulaVon. ATP, which can be released during cell lysis induced by SARS-324 

CoV-2 infecVon, can acVvate purinergic receptors such as P2X4 and P2X7 (Illes et al., 2021). IVM being 325 

also a PAM of P2X4 and P2X7 receptors (Priel and Silberberg, 2004; Saaelle et al., 2009; Illes et al., 326 

2021), we postulated that IVM could play a role on P2X4 and/or P2X7 receptors during SARS-CoV-2 327 

infecVon. We therefore used several antagonists of those two receptors and of α7nAChR to evaluate 328 

their respecVve impact on cell integrity and host response modulaVon: MLA a specific antagonist to 329 

α7nAChR; BX430 specific to P2X4 receptor; and A438079 specific to P2X7 (Layhadi et al., 2018; Qasem 330 

et al., 2023). The presence of P2X4 or P2X7 antagonist alone did not modify nLuc excreVon in THP-1 or 331 

A549-ACE2-TMPRSS2 cells (Figure 3E and 3F), nor the level of intracellular ATP in A549-ACE2-TMPRSS2 332 

cells (Figure 3H). The addiVon of antagonists in the presence of IVM did not affect the protecVve effect 333 

observed through the decrease of nLuc excreVon in THP-1 cells (Figure 3E) or in A549-ACE2-TMPRSS2 334 

cells (Figure 3F) and the intracellular ATP concentraVon (Figure 3G).  335 

Thus, our data indicates that the protecVve effect seen in vitro in the 72 h IVM treatment is 336 

mainly due to cholinergic α7nAChR receptors, independently to purinergic receptors P2X4 and P2X7. 337 

In order to determine whether purinergic receptors are involved in host cell inflammaVon, we 338 

invesVgated earlier Vmes of infecVon. 339 

 340 

Dynamic interplay between A549-ACE2-TMPRSS2 and THP-1 to modulate host inflamma?on  341 

The same Transwell model was used to study the host immunomodulaVon induced by IVM 342 

during SARS-CoV-2 infecVon at earlier Vmepoints, 24 and 48 hpi. The cultures were submiaed to IVM 343 

with or without the cholinergic or purinergic antagonists. A}er 24 hpi and 48 hpi, each cell types’ 344 

responses were invesVgated through transcriptomic analysis.  345 

Firstly, we controlled the infecVon by RT-qPCR targeVng the RdRp gene. A549-ACE2-TMPRSS2 346 

cells, treated or not, were highly infected as early as 24 hpi, without significant increase at 48 hpi 347 

(Figure 4A). Viral RNA could also be detected in THP-1 cells but at a very low level (fold-change around 348 

104) (Figure 4A). However, no treatment effect was observed on viral RNA detecVon in any of the 349 

condiVons tested (IVM; IVM + MLA; IVM + BX430; IVM + A438079). 350 
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Then, transcriptomic analysis was performed on both cell types to discriminate their responses 351 

to infecVon and to the different treatments. Concerning the A549-ACE2-TMPRSS2 cells, IVM treatment 352 

significantly increased CXCL10 mRNA expression at 48 hpi compared to non-treated cells but no 353 

significant modulaVon was observed on other chemokines mRNA expression such as CXCL5, IL6, IL10, 354 

IFNG and ISG20 (Figure 4A-H). However, on THP-1 cells, CXCL10 and also CXCL5 mRNA expression were 355 

significantly up and down regulated respecVvely at 24 hpi. IVM treatment downregulated also IL6 356 

mRNA expression in THP-1 cells at 24 hpi, inducing no significant effect on the IL6/IL10 raVo (Figure 4D-357 

F) conversely to what was observed previously in vivo (De melo et al. 2021). No anVviral response was 358 

observed in THP-1 cells, conversely to A549-ACE2-TMPRSS2 cells, where IFNG and ISG20 mRNA 359 

expression were increased in non-treated or IVM treated condiVons (Figure 4F and 4G). 360 

The role of CXCL10 observed in our model could be instrumental in the control of infecVon. 361 

Indeed, the up-regulaVon of CXCL10, observed in A549-ACE2-TMPRSS2 cells in our data, if confirmed 362 

in vivo, could lead to the acVvaVon and chemoaaracVon of macrophages on the site of the infecVon 363 

and an early control of it (Liu et al., 2011). Furthermore, CXCL10 is also important in host defence by 364 

contribuVng to the acVvaVon of lymphocytes and natural killer (NK) cells, as well as their migraVon to 365 

the site of infecVon. This acVvaVon and migraVon helped to control infecVon before the adapVve 366 

response was put in place (Trifilo et al., 2004; Elemam, Talaat and Maghazachi, 2022). The acVon of 367 

CXCL10 could be completed by that of CXCL5. Previous studies showed that the expression of CXCL5 368 

can be modulated by  P2X4 receptor, through an ATP-mediated acVvaVon in primary human monocyte-369 

derived macrophages (Layhadi et al., 2018). The  down-regulaVon of CXCL5 mRNA expression observed 370 

in THP-1 cells very early a}er infecVon should allow a reducVon of neutrophil infiltraVon and a decrease 371 

in inflammaVon, as it was previously described in CXCL5-/- mice infected with SARS-CoV-2 (Liang et al., 372 

2020). 373 

Therefore, IVM treatment seems to induce a faster host response to SARS-CoV-2 infecVon and 374 

preferenVally modulates macrophagic inflammatory response through CXCL10 and CXCL5 expression 375 

via α7nAChR and P2X4R. 376 

 377 

Deciphering the role of α7nAChR and P2XRs and their mode of ac<on 378 

Co-treatment of IVM with specific antagonist of α7nAChR, P2X4R or P2X7R were performed in 379 

the same model. Blocking the α7nAChR (with MLA) or the P2X7 (with A438079) receptors in the 380 

presence of IVM did not impact the immunomodulatory effect of IVM at either Vmepoints on both cell 381 

type (Figure 4B-H and S3). 382 

 InteresVngly, adding BX430 (antagonist of the P2X4) to IVM significantly modified the mRNA 383 

expression of many different genes and for some of them on both cell lines (Figure 4B-H). First, at 24 384 
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hpi, the IL6 mRNA expression was decreased in A549-ACE2-TMPRSS2 cells followed by a decreased of 385 

the expression of CXCL10 and ISG20 mRNA at 48 hpi, compared to IVM treated cells. Furthermore, in 386 

THP-1 cells, IL6 and ISG20 mRNA expression were significantly downregulated at 24 and 48 hpi 387 

respecVvely, with a decrease in IL6/IL10 raVo (Figure 4D-H) and thus inhibiVng the anVviral response. 388 

The decrease of IL6 expression with BX430 and IVM could be explained by the inhibiVon of P2X4 389 

receptor acVvaVon (Li et al., 2014). 390 

Conversely, the downregulaVon of CXCL5 mRNA expression observed in THP-1 cells during IVM 391 

treatment was not abolished by BX430 or A438079 nor MLA. On the contrary, BX430 and A438079 392 

exerted both individually a significaVve addiVve effect on CXCL5 downregulaVon induced by IVM 393 

(Figure 4C).  394 

The immunomodulaVon was also explored at a later stage of the infecVon, at 72 hpi, in THP-1 395 

cells, with the cholinergic and purinergic modulators and antagonists (Figure S4 and S5). The same 396 

upregulaVon of CXCL10 and downregulaVon of CXCL5 was observed (Figure S4E and S4F), with a 397 

downregulaVon of the IL6/IL10 raVo in the presence of IVM or even GAT (Figure S4G). The use of BX430 398 

also impacted the IVM effect on CXCL10 and CXCL5 expression (Figure S5E and S5F), but at a lower rate. 399 

This showed that the effect of IVM on the P2X4 receptors occurred at an early stage and is sVll observed 400 

at 72 hpi, even if the recorded effects are lower. On the contrary, at 72 hpi, P2X7 receptor sVll does not 401 

seem to be directly involved, since no modulaVon of NLRP3 and IL1B mRNA expression was observed 402 

(Figure S3), which are usually up-regulated upon P2X7 acVvaVon (Liu et al., 2023). Moreover, inhibiVng 403 

this receptor did not impact the immunomodulaVon induced by IVM. This confirms previous results 404 

obtained at early Vme-points (24 and 48 hpi). 405 

All these data confirmed a role of P2X4 receptor in the mechanism of acVon of IVM in regulaVng 406 

the immune host response to SARS-CoV-2 through the modulaVon of CXCL10 and CXCL5 expression.  407 

 408 

Proposed alterna<ve mechanism of ac<on of cholinergic and purinergic receptors 409 

 410 

We can propose that during infecVon A549-ACE2-TMPRSS2 cells expressed IFNG and therefore 411 

IVM induced through P2X4, an early and significantly higher expression of CXCL10 by THP-1 cells, which 412 

is then highly produced by A549-ACE2-TMPRSS2 cells at 48 hpi. IVM induced an increase in cell survival 413 

and reduced the extracellular ATP concentraVon, consequently P2X4 is not ATP-acVvated, which could 414 

modify the profile of CXCL5 mRNA expression. It was already described that the binding site of IVM and 415 

BX430 on P2X4 receptor are not on the same region (Weinhausen et al., 2022). The acVon of BX430, 416 

which inhibits an ATP-dependent acVvaVon, may not be able to fully inhibit the acVvaVon of P2X4 417 

receptor by IVM, which may explain why the acVvaVon of some cytokines (IL4, IL10, IL1ß, CXCL5, IFNG) 418 

are sVll seen. Finally, the modulaVon of CHRNA7, P2RX4 and P2RX7 mRNA expression seen with IVM 419 
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alone or in combinaVon with BX430 or A438079 at 72 hpi (Figure S4 and S5) could be representaVve of  420 

a collaboraVon between those three receptors at the cell membranes, as it was previously described 421 

(Pak et al., 2006; Maldifassi et al., 2021; Bono et al., 2023). 422 

 423 

Conclusion 424 

In brief, the immunomodulaVon induced by IVM through α7nAChR and P2X4 receptors seems 425 

to be mostly linked to CXCL5 and CXCL10 mRNA expression, which are the most regulated genes. 426 

Moreover, we have seen in the hamster model a reducVon of clinical signs and a limitaVon of the 427 

inflammaVon (de Melo, Lazarini, Larrous, et al., 2021). CXCL5 downregulaVon in our in vitro model 428 

corroborates these results, however the upregulaVon of CXCL10 mRNA expression seems to indicate 429 

an increase in the inflammatory response to beaer control the infecVon.  Moreover, the inhibiVon of 430 

IVM’s effect through the inhibiVon of α7nAChR with MLA, was not reproduced in our in vitro models. 431 

Indeed, no modulaVon of STAT3 and SOCS3 mRNA expression (Figure S3), which should be upregulated 432 

with α7nAChR acVvaVon (Ren et al., 2017), was observed (Figure S3). In addiVon, the absence of IL4 433 

mRNA expression modulaVon in THP-1 cells (Figure S3) is also not in accordance with the M2-like 434 

macrophage populaVon seen in the hamster model (Atri, Guerfali and Laouini, 2018).  435 

Moreover, all the models used in this study give converging results. The discrepancies observed 436 

between our transcriptomic analysis in vitro and the one lead in vivo by de Melo, Lazarini, Larrous, et 437 

al.,2021, could be explained by the fact that the analysis in vivo was performed on the whole lung 438 

where different cell types cooperated. Here, we focused only on two cell types, epithelial and 439 

macrophagic cells, and highlighted the leading role of macrophagic cells among them.  440 

In conclusion, we propose that IVM acts on both cholinergic receptors α7nAChR and purinergic 441 

P2X4 receptors to counteract the effect of SARS-CoV-2 infecVon. CXCL5 and CXCL10 seem to be key 442 

chemokines in this modulaVon of the host response by allowing an early control of the inflammaVon 443 

through macrophagic cells in the context of SARS-CoV-2 infecVon. 444 

All in all, targeVng these receptors, which modulate the immune response, is a therapeuVc strategy 445 

that need to be further developed. 446 
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 665 
Figure 3: α7nAChR and purinergic receptors are involved in cellular integrity during SARS-CoV-2 666 

infec?on. In the Transwell model, A549-ACE2-TMPRSS2 cells were infected at an MOI of 0.1 with a 667 

Wuhan-nLuc virus. (A) Protocol used in the transwell model (created with BioRender.com). A549 refers 668 

to A549-ACE2-TMPRSS2 cells.  (B, E) ATP luminescence of infected A549-ACE2-TMPRSS2 cells measured 669 

at 72 hpi in the presence of α7nAChR (B) modulators (5 µM IVM, 25 µM GAT or 16 µM EVP) or (E) α7nAChR 670 

and purinergic antagonists (10 µM MLA, 5 µM BX430, 10 µM A438079). (C, D, F, H) nLuc luminescence of 671 

infected (C, F) THP-1 cells and (D, H) A549-ACE2-TMPRSS2 cells measured at 72 hpi in the presence of 672 

α7nAChR modulators (5 µM IVM, 25 µM GAT or 16 µM EVP) or α7nAChR and purinergic antagonists (10 673 

µM MLA, 5 µM BX430, 10 µM A438079). The values are normalized on infected non-treated conditions, 674 

only the infected conditions are shown. The values are normalized on non-infected non-treated conditions, 675 
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only the infected conditions are shown. Four independent experiments were performed in technical 676 

triplicate. All the values are expressed as median, error bars indicate ± interquartile range. Mann-Whitney 677 

test was performed (*P<0.05, **P<0.01).   678 
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 679 
Figure 4: Dynamic interplay between A549-ACE2-TMPRSS2 and THP-1 to modulate host 680 

inflamma?on. In the Transwell model, A549-ACE2-TMPRSS2 cells were infected at an MOI of 0.1 with 681 

a Wuhan-nLuc virus. Transcriptomic analysis of THP-1 and A549-ACE2-TMPRSS2 cells after 24 hpi and 48 682 
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hpi with ivermectin (IVM) in combinaVon or not with cholinergic and purinergic antagonists: BX430 (at 683 

5 µM, antagonizing P2X4), A438097 (A438, at 10 µM, antagonizing P2X7), and methyllycaconiVne 684 

(MLA, at 10 µM, antagonizing α7nAChR). The expression of (A) Viral RNA, (B) CXCL10, (C) CXCL5, (D) 685 

IL6, (E) IL10, (F) IL6/IL10 raNo (G) IFNG, and (H) ISG20 were measured. The values are normalized on 686 

non-infected non-treated conditions, only the infected conditions are shown. Four independent 687 

experiments were performed in technical duplicates. All the values are expressed as median, error bars 688 

indicate ± interquartile range. Mann-Whitney test was performed (*P<0.05). The statistical test indicated 689 

with * is performed between the non-treated condition and the different treated ones, corresponding to 690 

each timepoint. The statistical test indicated with # is performed between the IVM-treated condition and 691 

the different treated ones, corresponding to each timepoint.  692 
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Supplementary Figure 1: Clinical profile of hamsters infected with SARS-CoV-2 and treated with 695 

nAChRs antagonists (mecamylamine or methyllycaconi?ne) or nAChRs agonists (GAT-107 or EVP-696 

6124). (AB, IJ, PQ) Body weight variaVon over four days post-infecVon (dpi) in (A, I, P) non-infected and 697 

(B, J, Q) infected hamsters. (C-E, KL, RS) Clinical score over four days post-infecVon of: (C, K, R) non-698 

infected hamsters or (D, E, L, S) infected hamsters treated with mecamylamine, methyllycaconiVne, 699 

GAT-107 or EVP-6124. The clinical score is based on a cumulaVve 0–4 scale: ruffled fur; slow 700 

movements; apathy; and absence of exploraVon acVvity. (F-H, MO, TU) Olfactory performance 701 

measured at 3 dpi. The olfacVon test is based on the hidden (buried) food finding test. Curves represent 702 

the olfactory performance of animals during the test either non-infected (F, M, T) or (G, H, O, U) 703 

infected treated with with mecamylamine, methyllycaconiVne, GAT-107 or EVP-6124. Horizontal lines 704 

indicate median and the interquarVle range. Kruskal-Wallis test followed by the Dunn’s mulVple 705 

comparisons test (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001). (n=8 or 9/group). 706 
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Supplementary Figure 2: Cholinergic receptors modulators effect is variant independent in an in vitro 708 

model. In the Vero E6 in vitro model, with the Opera Phenix High Content Screening System technology, 709 

(A, C, E) total number of cells or (B, D, F) percentage of infected cells was measured in the presence of 710 

several α7nAChR modulators at various concentration: ivermectin (IVM, at 0.625 µM, 1.25 µM, 2.5 µM 711 

and 5 µM), GAT-107 (GAT, at 6.25 µM, 12,5 µM and 25 µM) and EVP-6124 (EVP, at 2 µM, 4 µM, 8 µM 712 

and 16 µM). Vero E6 cells were infected at an MOI of 0.1 during 56 h for the Wuhan virus or 72 h for 713 

Alpha, Beta and Delta variants. These data allowed us the drug’s dose with the highest effect on the 714 

cell survival and the percentage of infected cell. (G, I) Total number of cells in the presence of 5 µM 715 

IVM and a combinaVon of IVM plus (G) mecamylamine (Meca, at 8 µM, 16 µM, 32 µM) or (I) 716 

methyllycaconiVne (MLA, at 0.1 µM, 1 µM, 10 µM). (H, J) Percentage of infected cells in the presence 717 

of 5 µM IVM and a combinaVon of IVM plus (H) Meca (8 µM, 16 µM, 32 µM) or (J) MLA (0.1 µM, 1 µM, 718 

10 µM). All the values are expressed as means, error bars indicate ± SD. Three independant experiments 719 

with ten technical replicates were performed with the Opera Phenix technology. Kruskal-Wallis test 720 

followed by the Dunn’s multiple comparisons test (only the significant values are shown).  721 
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 722 
Supplementary Figure 3: Interplay between A549-ACE2-TMPRSS2 and THP-1 to modulate host 723 

inflamma?on. Transcriptomic analysis of THP-1 and A549-ACE2-TMPRSS2 cells after 24 hpi and 48 hpi with 724 

ivermectin (IVM) in combinaVon or not with cholinergic and purinergic antagonists: BX430 (at 5 µM, 725 

antagonizing P2X4), A438097 (A438, at 10 µM, antagonizing P2X7), and methyllycaconiVne (MLA, at 10 726 

µM, antagonizing α7nAChR). The expression of (A) CHRNA7, (B) P2XR4, (C) P2XR7, (D) ILB, (E) TNF, (F) 727 

IL4, (G) STAT3, (H) SOCS3, and (I) NLRP3 were measured. The values are normalized on non-infected non-728 

treated conditions, only the infected conditions are shown. Four independent experiments were 729 

performed in technical duplicates. All the values are expressed as median, error bars indicate ± 730 

interquartile range.  731 
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Supplementary Table 757 

 758 

Supplementary Table 1: List of primers used in the transcriptomic analysis. 759 

Gene Sequence (5'-3') or Qiagen Geneglobe reference number 

GAPDH 
F: TGG AAG GAC TCA TGA CCA CAG  

R: CAG TCT TCT GGG TGG CAG TGA  

18S 
F: TGC GAA TGG CTC ATT AAA TCA GT  

R: AGA GGA GCG AGC GAC CAA  

Viral RNA  

(RdRp gene) 

F: ATG AGC TTA GTC CTG TTG 

R: CTC CCT TTG TTG TGT TGT 

CXCL10 QT01003065 

CXCL5 QT00203686 

IL6 QT00083720 

IL10 QT00041685 

IFNG QT00000525 

ISG20 QT00225372 

CHRNA7 QT00074732 

P2RX4 QT00049693 

P2RX7 QT00083643 

IL1B QT00021385 

TNF QT00029162 

IL4 QT00012565 

STAT3 QT00068754 

SOCS3 QT00244580 

NLRP3 QT00029771 

F: Forward; R: Reverse 760 
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Partie 3 

Anosmie et neuro-invasion lors de l’infection par différents variants du SARS-CoV-2 
 

Depuis le début de la pandémie de la COVID-19, l’émergence de plusieurs variants 

préoccupants a nécessité une surveillance accrue de la part des systèmes de santé publique de 

chaque pays (ECDC, 2023b). Avec l’apparition de ces variants, le tableau clinique a également 

évolué, avec des symptômes souvent moins sévères (Christensen et al., 2022). Ainsi, l’anosmie, 

précédemment considéré comme un marqueur de la COVID-19, a fortement diminuée chez 

les patients (Butowt, Bilińska and von Bartheld, 2022). 

Au cours de ma thèse, j’ai tout particulièrement étudié les différences cliniques induites 

par plusieurs variants du SARS-CoV-2 par rapport à la souche ancestrale, Wuhan, dans un 

modèle de hamsters dorés. Les animaux infectés par la souche Wuhan, ou les variants Gamma, 

Delta et Omicron/BA.1 ont été suivis pendant 4 jours après l’infection afin d’évaluer la gravité 

des signes cliniques et de mesurer le déficit olfactif dû à l’infection par chacun de ces variants.  

Tous les animaux infectés ont présenté une perte de poids progressive, cependant, un effet 

variant a été observé : les animaux infectés par la souche Wuhan présentent les signes cliniques 

les plus sévères, suivis par les animaux infectés par Gamma et Delta, tandis que les animaux 

infectés par Omicron/BA.1 présentent une manifestation retardée de signes légers, 

cliniquement observables à J4. Nous avons également montré que le déficit olfactif diffère selon 

les variants :  alors que 62,5% des animaux infectés par la souche Wuhan ont présenté une 

altération de l’odorat, seulement 12,5% des animaux infectés par Gamma l’ont complètement. 

En revanche, aucun des animaux infectés par Delta et Omicron/BA.1 n’a présenté de signes 

de déficience olfactive.  

Grâce à l’utilisation d’un virus recombinant délété de l’ORF7ab, nous avons montré que cette 

ORF contribuait à la mise en place de ces troubles olfactifs. 

Ce travail, combiné à l’étude de la neuro-invasion du SARS-COV-2, réalisée au sein du 

laboratoire, a permis la publication d’un article intitulé : « Neuroinvasion and anosmia are 

independent phenomena upon infection with SARS-CoV-2 and its variants » (de Melo et al., 2023) 

présenté ci-après.  
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Neuroinvasion and anosmia are independent
phenomena upon infection with SARS-CoV-2
and its variants

Guilherme Dias de Melo 1, Victoire Perraud 1,14, Flavio Alvarez 2,3,14,

Alba Vieites-Prado 4,14, Seonhee Kim 1, Lauriane Kergoat 1,

Anthony Coleon 1, Bettina Salome Trüeb5, Magali Tichit6, Aurèle Piazza7,

Agnès Thierry7, David Hardy6, Nicolas Wolff2, Sandie Munier8, Romain Koszul 7,

Etienne Simon-Lorière 9, Volker Thiel 10, Marc Lecuit 11,12,

Pierre-Marie Lledo13, Nicolas Renier 4, Florence Larrous 1,15 &

Hervé Bourhy 1,15

Anosmia was identified as a hallmark of COVID-19 early in the pandemic,

however, with the emergence of variants of concern, the clinical profile

induced by SARS-CoV-2 infection has changed, with anosmia being less fre-

quent. Here, we assessed the clinical, olfactory and neuroinflammatory con-

ditions of golden hamsters infected with the original Wuhan SARS-CoV-2

strain, its isogenic ORF7-deletion mutant and three variants: Gamma, Delta,

and Omicron/BA.1. We show that infected animals develop a variant-

dependent clinical disease including anosmia, and that the ORF7 of SARS-CoV-

2 contributes to the induction of olfactory dysfunction. Conversely, all SARS-

CoV-2 variants are neuroinvasive, regardless of the clinical presentation they

induce. Taken together, this confirms that neuroinvasion and anosmia are

independent phenomena upon SARS-CoV-2 infection. Using newly generated

nanoluciferase-expressing SARS-CoV-2, we validate the olfactory pathway as a

major entry point into the brain in vivo and demonstrate in vitro that SARS-

CoV-2 travels retrogradely and anterogradely along axons in microfluidic

neuron-epithelial networks.

The COVID-19 pandemic remains a major global public health pro-

blem. Since the beginning of the pandemic in December 2019, more

than 760 million cases have been confirmed, all SARS-CoV-2 variants

combined1. The original SARS-CoV-2 (Wuhan) gave rise to different

variants of concern (VoCs) in the first year of the pandemic (Alpha/

B.1.1.7, Beta/B.1.351, Gamma/P.1),whichwerealmost totally replacedby

the VoC Delta (B1.617.2, AY*) in 2020, by the VoC Omicron and its

lineages (e.g. BA.1, BA.2 and BA.5) in 2021-2022 and recombi-

nants (XBB*)1.

SARS-CoV-2 infects cells of the upper and lower airways, and

COVID-19manifests by amultitude of respiratory and extra-respiratory

symptoms, including neurological manifestations, ranging from

headache and dizziness to anosmia, ageusia and even stroke2–4. The

neuropathology of COVID-19 is currently considered to be a con-

sequence of inflammation and hypoxia, rather than direct viral inva-

sion into the CNS5,6. However, with the emergence of the VoCs, and the

increasing rate of vaccination or previous infection, the symptoma-

tology of COVID-19 has changed. In this context, the clinical picture

induced by the VoC Omicron/BA.1 is less severe or sometimes

asymptomatic, with a higher rate of upper airways involvement,

sparing the olfactory mucosa and consequently a lower incidence of

anosmia, initially considered a hallmark of COVID-197–13.
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Previously, we determined that the infection of olfactory sensory

neurons and lossof cilia in theolfactorymucosa causedbySARS-CoV-2

Wuhan in humans and Syrian hamsters were associated to olfaction

loss, as well as to local inflammation and neuroinflammation in the

olfactory bulbs, attesting that the golden hamster is a relevant model

to study the pathogenesis of SARS-CoV-2 infection14–16. Other authors

reported persistent microgliosis in the olfactory bulbs of infected

hamsters17, and differences in the neuroinvasiveness and neuroviru-

lence of VoCs have been described18. Additionally, other authors have

attempted to compare VoCs pathogenicity in hamsters19–21, but studies

relating SARS-CoV-2 brain invasion to neurological symptoms are

lacking. In addition to the pathogenicity variation due to mutations in

the spike of the variants, other viral proteinsmayplay a role in anosmia

and local inflammation, including ORF7, which has been shown to

interfere with the host’s innate immunity22–24, with cell adhesion in the

olfactory mucosa25, and with olfactory receptors26.

Here, we show that SARS-CoV-2 Wuhan and the VoCs Gamma,

Delta and Omicron/BA.1 are all capable of invading the brain of Syrian

hamsters and of eliciting a tissue-specific inflammatory response.

Using reverse genetics-generated bioluminescent viruses, we demon-

strate that SARS-CoV-2 infects the olfactory bulbs, but the clinical

profile, including the olfactory performance, is highly dependent on

the variant. Further, deletion of the ORF7ab sequence in the ancestral

virus (Wuhan) reduces the incidenceof olfaction losswithout affecting

the clinical picture nor the neuroinvasiviness via the olfactory bulbs.

Accordingly, this work validates that SARS-CoV-2 may travel inside

axons and the olfactory pathway as themain entry route by SARS-CoV-

2 into the brain and corroborates the neurotropic potential of SARS-

CoV-2 variants. Neuroinvasion and anosmia are therefore independent

phenomena upon SARS-CoV-2 infection.

Results
SARS-CoV-2 induces a clinical disease in hamsters, with a VoC-
related severity difference
We first investigated the differences in the clinical picture induced by

different SARS-CoV-2 VoCs in comparison with the ancestral virus

(Wuhan). We first tested the in vitro growth curves of these viruses in

Vero-E6 cells, and found no significant differences (Supplementary

Fig. 1A). Then, male golden hamsters were inoculated intranasally with

6 × 104 PFU of SARS-CoV-2 Wuhan, or the VoCs Gamma, Delta or

Omicron/BA.1 and followed themup for 4 days post-infection (dpi). All

SARS-CoV-2-infected animals presented a progressive loss of weight;

however, a variant effect was observed (Kruskal-Wallis P <0.0001,

Fig. 1A, B), with SARS-CoV-2 Wuhan-infected animals presenting the

most intensemedianweight loss (15.8%, interquartile range ‘IQR’ 3.9%),

followed by Gamma-infected animals (11.0%, IQR 2.6%), Delta-infected

animals (9.4%, IQR 3.1%) and Omicron/BA.1-infected animals (1.9%, IQR

2.5%). Non-specific sickness-related clinical signs (ruffled fur, slow

movement, apathy) followed the same pattern (Kruskal-Wallis

P <0.0001, Fig. 1D, E), with SARS-CoV-2 Wuhan-infected animals pre-

senting the worse clinical picture, followed by Gamma- and Delta-

infected animals, while Omicron/BA.1-infected animals presented a

delayedmanifestation ofmild signs, clinically observable at 4 dpi only.

Olfaction loss is a typical clinical sign of SARS-CoV-2 Wuhan-

infected hamsters14, however olfactory deficit differed according to

the different VoCs (Chi-square for trend P < 0.0001): 62.5% (5/8) of

SARS-CoV-2 Wuhan-infected animals presented loss of olfaction

(Log-rank test compared to the mock P = 0.0012), only 12.5% (1/8) of

Gamma-infected animals lost olfaction completely with 62.5% (5/8)

presenting an impaired olfactory performance (i.e. longer time to

find the hidden cereals) (Log-rank test compared to the mock

P < 0.0001). In contrast, none of the Delta- and Omicron/BA.1-

infected animals presented signs of olfactory impairment (Fig. 1G,

H). All animals found the visible food during the control test,

demonstrating that no sickness behavior, visual impairment, or

locomotor deficit was responsible for the delay in finding the hid-

den food.

Several mutations on the spike distinguish the different VoCs.

Furthermore, some VoC isolates also present deletions in the

ORF7 sequence27–30, including the Delta isolate used in the present

study (deletion spanning positions 27506 to 27540 of the reference

SARS-CoV-2 Wuhan genome, which generates a stop codon; Supple-

mentary Fig. 1D). Since a possible link between ORF7b and olfaction

loss has been proposed25, we constructed a recombinant SARS-CoV-2

based on the CoV-2/W backbone, where the ORF7ab sequence was

replaced by that of GFP (SARS-CoV-2 Wuhan/ΔORF7ab) (Supplemen-

tary Fig. 4A). Remarkably, the clinical profile exhibited by Wuhan/

ΔORF7ab-infected hamsters was similar to the one caused by the wild-

type SARS-CoV-2 Wuhan (Fig. 1A–F), showing that ORF7ab is not

essential for viral infection and replication. However, the olfaction loss

incidence decreased significantly; only 25% (2/8) of the infected ani-

mals presented signs of anosmia, in contrast to the 62.5% (5/8)

observed in CoV-2/SARS-COV-2 Wuhan-infected hamsters (Fig. 1G, H).

Despite this reduction in anosmia incidence,Wuhan/ΔORF7abwas still

detected in the airways and in the olfactory bulbs of infected animals,

with even higher titers (Fig. 2A, B).

Regarding lung pathology, as for the other clinical parameters,

lung enlargement and lung weight-to-body weight (LW/BW) ratio were

significantly higher in SARS-COV-2 Wuhan- and in Wuhan/ΔORF7ab-

infected animals; Gamma- and Delta-infected animals presented

intermediate values, whereas Omicron/BA.1-infected animals’ values

were close to those of the ones of mock-infected animals (Kruskal-

Wallis P < 0.0001, Fig. 1C, F). Likewise, the histopathological findings in

the lungs followed the same tendency: congestion, edema, mono-

nuclear cells infiltration, thickening of the alveolar walls and bronch-

iolar epithelium desquamation were observed in all infected animals

(Supplementary Fig. 2A), along with a diffuse SARS-CoV-2 nucleo-

capsid staining (Supplementary Fig. 2B), with more severe alterations

observed in the lungs of SARS-COV-2 Wuhan-infected animals than in

Gamma-, Delta-, and Omicron/BA.1-infected hamsters.

In a multivariate analysis of clinical parameters recorded at 4 dpi,

the two-first principal components explained 91.9% of sample varia-

bility. Body weight loaded negatively to PC1 (principal component)

and negatively correlated with the clinical score and the LW/BW ratio,

whereas the olfactory performance loaded positively to PC2 (Supple-

mentary Fig. 3A). In the principal component analysis (PCA) plot

regarding tissue-related inflammation, the difference among groups

was marked: mock and Omicron/BA.1-infected animals loaded homo-

geneously and relatively close, followed by the Delta-infected animals.

SARS-COV-2 Wuhan-, Wuhan/ΔORF7ab-, and Gamma-infected animals

loaded in amoredispersedway, far away from theother VoCs, effectof

the olfactory performance deficit and clinical severity (Supplemen-

tary Fig. 3C).

SARS-CoV-2-infected airways respond to the infection regard-
less of the viral variants
Next, we measured the viral titer and RNA loads in the upper airways

(nasal turbinates), and in the lower airways (lung). Infectious viruses

were detected in the nasal turbinates and in the lungs of all infected

hamsters regardless of the VoC, however, a variant effect was

observed, with the highest values for theGamma-infected animals, and

the lowest values for the Omicron/BA.1-infected animals (Kruskal-

Wallis P <0.0001, Fig. 2A). Genomic and sub-genomic SARS-CoV-2

RNA were detected equally in the lungs of all infected animals; but

differently in the nasal turbinates, regardless of the positivity of all

samples, Delta-infected animals presented the highest viral load

(Kruskal-Wallis P = 0.0023, Fig. 2B).

Both the upper and lower airways responded to the infection by

all VoCs (Fig. 2C, D), but with a tissue-specific inflammatory signature:

in the lungs, Mx2, Il-6, Cxcl10 and Il-10 were upregulated for all VoCs,
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Fig. 1 | Clinical profile of hamsters infected with SARS-CoV-2 original virus

(Wuhan), the recombinant Wuhan/ΔORF7ab or the variants of concern (VoC)

Gamma, Delta, and Omicron/BA.1. A, B Body weight variation over four days

post-infection. C Lung weight measured at 4 dpi.D, E Clinical score over four days

post-infection. The clinical score is based on a cumulative 0–4 scale: ruffled fur;

slow movements; apathy; and absence of exploration activity. F Lung weight-to-

body weight ratiomeasured at 4 dpi. A–FHorizontal lines indicate median and the

interquartile range (n = 8/group). B, C, E, F Kruskal-Wallis test followed by the

Dunn’s multiple comparisons test (the adjusted p value is indicated when sig-

nificant). G, H Olfactory performance measured at 3 days post-infection (dpi). The

olfaction test is based on the hidden (buried) food finding test. Curves represent

the olfactory performance of animals during the test (G) and bars represent the

final results (H) (n = 8/group). Chi-square test for trend (the adjusted p value is

indicated when significant). See Supplementary Figs. 1, 2.
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and thehighest in SARS-COV-2Wuhan-infected animals (Fig. 2C). In the

nasal turbinates, the gene expression of Ifn-β and Il-6 presented the

highest values in SARS-COV-2 Wuhan-infected animals and the lowest

in Omicron/BA.1-infected animals. Mx2, Cxcl10 and Il-10 expression

were the highest in Delta-infected animals while Omicron/BA.1-infec-

ted animals showed the lowest levels (Fig. 2D). Interestingly, Wuhan/

ΔORF7ab infection induced a different lung inflammatory signature

compared to Wuhan or the other VoCs, represented by a higher

expression of Mx2 and Ifn-β (Fig. 2C). In the nasal turbinates, Wuhan/

ΔORF7ab infection also induced a higher expression ofMx2, but also Il-

6, Cxcl10, Tnf-α and Il-10 (Fig. 2D). To better appreciate the tissue- vs.

virus-related gene expression, we performed a multivariate analysis of
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these data. Interestingly, the two-first principal components explained

79.5% of sample variability (Supplementary Fig. 3B). In the PCA plots,

the nasal turbinates of all infected hamsters were loaded in proximity

to each other (Supplementary Fig. 3D), whereas the lungs were sepa-

rated by an important effect of Il-6, Cxcl10 and Il-10 (Supplemen-

tary Fig. 3D).

SARS-CoV-2 neuroinvasion and neuroinflammation in the
olfactory bulbs
After establishing the clinical and inflammatory profile of the infected

animals, we aimed to assess the effect of infection on the olfactory

bulbs. Remarkably, even if the olfactory performance differed

according to the VoCs (Fig. 1G, H), positive viral titers were detected in

the olfactory bulbs of animals from all infected groups, with Wuhan/

ΔORF7ab and Gamma-infected animals presenting the highest titer at

4 dpi (Kruskal-Wallis P =0.0096, Fig. 2A). These findings were corro-

borated by the detection of genomic viral RNA in the olfactory bulbs of

animals from all infected groups as well, but viral RNA load was higher

in SARS-COV-2 Wuhan-infected animals (Kruskal-Wallis P =0.0104,

Fig. 2B). Conversely, in these samples, the sub-genomicRNAwas below

the detection limit.

The olfactory bulbs presented an intriguing inflammatory profile.

The antiviral Mx2 gene, along with the inflammatory genes Ifn-β, Il-6

and Cxcl10 were highly upregulated in the olfactory bulbs of all

infected hamsters (Fig. 2E), regardless of their olfactory performance

in the food-finding test (Fig. 1G, H), yet Il-10 expression was highly

upregulated in the olfactory bulbs of SARS-COV-2 Wuhan/ΔORF7ab-

infected animals (compared to the mock). Unexpectedly, the gene

expression of these selected targets tended to be higher in the olfac-

tory bulbs of Delta-infected animals (Fig. 2E). In a multivariate analysis

for tissue- and virus-related gene expression, the olfactory bulbs from

SARS-COV-2 Wuhan-infected animals tended to load in proximity to

the corresponding nasal turbinates (effect of Il-6, Cxcl10 and Il-10),

whereas olfactory bulbs from Gamma-, Delta- and Omicron/BA.1-

infected animals loaded separately, possibly reflecting the impact of

Mx2, Tnf-α and Ifn-β differential expression (Supplementary Fig. 3D).

Having detected the virus in the olfactory bulbs using virologic

and molecular techniques, we aimed to visualize the infection. We

examined the SARS-CoV-2 Wuhan distribution in the whole brain by

combining whole-head tissue clearing with light sheet microscopy

imaging using iDISCO+31. At 4 dpi, all Wuhan-infected hamsters dis-

played a diffuse viral distribution in the nasal cavity: nasal turbinates

and olfactory epithelium (Fig. 3A and Supplementary Movie 1). Along

the same lines, all SARS-COV-2 Wuhan-infected animals presented

SARS-CoV-2 in the olfactory bulbs in sparse neurons, localized in the

proximity of the olfactory nerve entry point (Fig. 3B and Supplemen-

tary Movie 1). Using this technique, no infected cells were observed in

other areas of the brain and no alteration in the vascular network was

detected.

We next used a complementary method to visualize the infection

of the olfactory bulbs. To this end, we generated recombinant viruses

that express the nanoluciferase by reverse genetics (Wuhan_nLuc,

Wuhan/ΔORF7ab_nLuc, and Delta_nLuc; Supplementary Fig. 1B, C and

Supplementary Fig. 4A). The disease profile induced by these three

novel recombinant viruses was similar to the profile induced by the

wild-type parental viruses (Fig. 3C). In vivo imaging of infected

hamsters was performed at 4 dpi using fluorofurimazine (FFz) as

substrate. Very low positive signals were observed in the nasal cavity

region, possibly due to the thickness of the skin and bones that could

block the light emission, but significantly higher in the Wuhan_nLuc

than in the Wuhan/ΔORF7ab_nLuc the Delta_nLuc (Kruskal-Wallis

P =0.0107, Supplementary Fig. 4BC). More sensitive results were

obtained during the ex vivo imaging. After euthanasia, the lungs and

brains were collected and imaged. Positive signals in the lungs were

obtained at the same intensity for the three viruses (Fig. 3D), and

presented a multi-focal/diffuse distribution (Fig. 3E and Supplemen-

tary Fig. 4D). The brainswere imaged in the ventral position in order to

better expose the olfactory bulbs. Intense luminescent signals were

recorded from the brains of hamsters infected with all viruses; when

placing the ROI (region of interest) exclusively in the olfactory bulbs,

intensity was higher in Wuhan_nLuc compared to Delta_nLuc; con-

versely, when considering the whole brain ventral area, intensity was

higher in Delta_nLuc. Wuhan/ΔORF7ab_nLuc induced intermediate

values (Fig. 3C and Supplementary Fig. 4D), which might reflect the

higher replication rate detected in the olfactory bulbs infectedWuhan

(Fig. 2B). Despite intensity differences, the olfactory bulbs were the

major infected structure in the brain, and sagittal views of the brain

indicate that the origin of the luminescent signal is the ventral part of

the olfactory bulbs, which is situated above the olfactory epithelium in

the nasal cavity (Fig. 3E and Supplementary Fig. 4E).

Anosmia is not associated with viral load or infection of the
olfactory bulbs
All tested SARS-CoV-2 variants were found to be able to invade theCNS

and infect the olfactory bulbs, but the incidence of olfactory dys-

functions varied according to the VoC, with hamsters infected with

Delta andOmicron/BA.1 presenting no signs of anosmia (Fig. 1G, H). To

test if the viral inoculum could influence the neuroinvasiveness of

SARS-CoV-2 and the incidence of olfactory dysfunctions, we infected

hamsters with a 2-log lower infectious dose of Wuhan (6 × 102 PFU).

These animals were subjected to the same clinical-behavioral tests

described above. In the acute phase of the infection, up to 4 dpi, the

low infectious dose induced similar bodyweight loss and clinical score

as the animals infected with the initial inoculum (6× 10^4 PFU), as well

as infectious viral titers in the airways and in the olfactory bulbs

(Supplementary Fig. 5). Surprisingly, despite the presenceof infectious

virus in the olfactory bulbs, animals infected with a lower infectious

dose presented a lower incidence of olfactory dysfunction (25%, 2/8).

SARS-CoV-2 travels retrogradely and anterogradely along axons
In vitro, the infection of neurons with SARS-CoV-2 is a contradictory

subject32. On the one hand, there are descriptions that SARS-CoV-2 can

infect hPSC-derived dopaminergic neurons and cause neuronal

senescence33, or that a small subset of iPSC-derived neurons can be

subjected to an abortive infection34. On the other hand, it was sug-

gested that the presence of additional permissive cells may be neces-

sary for a successful neuronal infection35. The attempts we made to

infect monocultures of hNSC-derived neurons were not positive, and

consequently, we developed a co-culture system with hNSC-derived

neurons and SARS-CoV-2-receptive epithelial cells (A549-hACE2-

TMPRSS2 cells). We grew these co-cultures using axonal diodes in

microfluidic devices36 to assess the ability of SARS-CoV-2 to infect

Fig. 2 | Virologic assessment and gene expression of selected immune media-

tors in different tissues of hamsters infected with SARS-CoV-2 original virus

(Wuhan), the recombinant Wuhan/ΔORF7ab or the variants of concern (VoC)

Gamma, Delta, and Omicron/BA.1. A Infectious viral titers in the lung, nasal tur-

binates, and olfactory bulbs at 4 days post-infection (dpi) expressed as TCID50 per

100mg of tissue. Horizontal lines indicate median and the interquartile range

(n = 4/group). B SARS-CoV-2 viral RNA load detected in the lung, nasal turbinates,

and olfactory bulbs at 4 dpi. Genomic and sub-genomic viral RNA were assessed

based on the E gene sequence. Horizontal lines indicate median and the inter-

quartile range. Gray lines connect symbols from the same animals (n = 4/group).

Gene expression values in the lung (C), nasal turbinates (D) and olfactory bulbs (E)

of Mx2, Ifn-β, Il-6, Cxcl10, Tnf-α and Il-10 at 4 dpi. A–E Horizontal lines indicate

median and the interquartile range (n = 4/group). Kruskal-Wallis test followed by

the Dunn’s multiple comparisons test (the adjusted p value is indicated when sig-

nificant). nd: not detected. See Supplementary Figs. 1, 2.
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neurons and to move inside axons. In these devices, the co-cultures

form neuron-epithelial networks in both the left and the right cham-

bers of the device (Fig. 4A, B), that are connected exclusively via an

unidirectional growthof axons from the left towards the right chamber

(Fig. 4C). Then, the right or the left chamber of themicrofluidicdevices

was infected with the ancestral virus (Wuhan), the Wuhan/ΔORF7ab

and the VoCs Gamma, Delta and Omicron/BA.1. At 3 dpi, infected cells

were detected in both the right and the left chambers of all devices,

attesting that the virus travelled from the right to the left chamber

inside the axons (retrograde axonal transport; Fig. 4D, H and Supple-

mentary Fig. 6), and from the left to the right chamber inside the axons

(anterograde axonal transport; Fig. 4I–M and Supplementary Fig. 7).

To further confirm the involvement of the axonal transportation of

SARS-CoV-2, we used ciliobrevin D, an inhibitor of the cytoplasmic

dynein transport machinery which acts on the bidirectional transport

of organelles along axons37. When the infection occurred in the pre-

sence of ciliobrevin D, the retrograde transport was blocked, and no

SARS-CoV-2-infected cell was observed in the left chamber (Supple-

mentary Fig. 8). To quantify the arrival of viral particles via the axons,

we infected microfluidic devices in both retrograde and anterograde

conditions with the recombinant viruses expressing nanoluciferase

Wuhan_nLuc, Wuhan/ΔORF7ab_nLuc, and Delta_nLuc, and we
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measured the luminescence in the supernatants on a daily basis

(Supplementary Fig. 9). Positive nLuc activity was detected in the

supernatants of all receiving chambers from 1 dpi, increasing pro-

gressively overtime (Supplementary Fig. 9G, H), indicative of retro-

grade and anterograde SARS-CoV-2 movement. The luminescence

values in the infected chambers were constant and at the maximum

limit of detection (Supplementary Fig. 1).

Discussion
The neurotropism of SARS-CoV-2 is still a matter of debate32. While

studies on natural infection in humans and experimental infection in

animal models reported brain infection by SARS-CoV-214,38–42, including

in in vitro human models of infection43–45, others failed to detect SARS-

CoV-2 in thenervous tissue5,46. This inconsistencymaybedue to the time

of infection, as in most cases the available samples are post-mortal, and

we have demonstrated, in the hamstermodel, that viral isolation is time-

dependent, with higher viral loads found in acute time-points14. Despite

this open question, the impact of SARS-CoV-2 infection on the brain is

undeniable2,47–49. Most of these published data is related to the original

SARS-CoV-2 (Wuhan), however, less information concerning VoCs neu-

ropathogenesis is available10. Herewe show that all evaluated SARS-CoV-

2 viruses (Wuhan, Gamma, Delta and Omicron/BA.1), including novel

generated recombinant SARS-CoV-2, are able to cause neuroinflamma-

tion following brain invasion. This is most likely via the olfactory bulb;

however, the exact nerval route warrants further research.

Despite this shared neuroinvasiveness via the olfactory bulbs,

disease profile and airways responses are quite dependent on the

SARS-CoV-2 variant. Indeed, we show that all VoCs can infect golden

hamsters and promote lung inflammation, including Omicron/BA.1

differently from other reports19,50, probably due to infectious doses or

viral isolates. A “variant-effect” in the clinical presentation and in the

tissue-related inflammation was evident, with disease severity pre-

senting the following order: SARS-CoV-2 Wuhan > Gamma > Delta >

OmicronBA.1, which supports the hypothesis that Omicron/BA.1 evo-

lution has resulted in a tropism more restricted to the upper respira-

tory tract, thereby causing a less severe clinical disease10,51–53. Although

with different severities, neuroinvasiveness, neurotropism and

neurovirulence32 seem to be conserved features among SARS-CoV-2

variants. Indeed, the data presented herein give support to the neu-

roinvasive ability of SARS-CoV-2, as besides detection of viral RNA and

isolation of infectious virus from the olfactory bulbs, we could clearly

observe SARS-CoV-2 infected neurons in the brain of hamsters by light

sheet microscopy. Nevertheless in hamsters, unlike what has been

reported in K18-hACE2 mice which ACE2 expression pattern is non-

physiological and ectopic39, detection of SARS-CoV-2-infected cells

was restricted to the olfactory bulbs, without evidence of brain vas-

culature remodeling nor virus associated with blood vessels.

Olfactory bulb infection is therefore a common feature in the

SARS-CoV-2 infectious process, regardless of the variant considered. An

inflammation response was also observed in this tissue, with a common

upregulation of the antiviral gene Mx2, regardless of the VoC. The

reason why some VoCs do not cause olfaction loss is still an open

question. The infection and inflammation of the olfactory bulbs, if

involved in SARS-CoV-2-associated anosmia, does not seem to be

enough to cause olfaction loss in the golden hamster. Aggressions to

the olfactory mucosa, rather than the olfactory bulb, are indeed likely

themain factors contributing to anosmia, as recovery fromanosmia has

been related to regenerationof the olfactory epithelium in hamsters54,55.

Moreover, significant changes in the olfactory epithelium, such as

apoptosis, architectural damages, inflammation, downregulation of

odorant receptors and functional changes in olfactory sensory neurons,

might also contribute, on top of the infection per se, to the occurrence

of anosmia10,14,56–59. Therefore, it seems that infection and inflamma-

tion of the olfactory mucosa combined are needed to trigger anosmia,

and the lower incidende of anosmia observed after infection by some

VoCs is therefore linked to lower levels of inflammation.

Furthermore, besides mutations in the spike sequence in the

SARS-CoV-2 variants genome, additional mutations may be present in

other regions of the viral genome, including deletions in the ORF7a

and ORF7b sequences27–30. ORF7a and ORF7b have been related to

viral-induced apoptosis, and to interference with the innate immunity

and the antiviral response22–24,60,61, without, however, being essential to

viral infection and replication62,63. Further, ORF7b has the potential to

interfere with cell adhesion proteins in the olfactory mucosa25, and

interestingly, a binary interaction between ORF7b and the human

olfactory receptor OR1D5 has also been reported26. Deletions or

mutations in these regionsmay therefore play an additional role in the

inductionof olfactory disturbances, by preserving the architecture and

structures of the olfactory epithelium. Another important point is that

we can observe a similar clinical profile and low incidence of olfactory

disturbances as SARS-CoV-2 Wuhan/ΔORF7ab by simply reducing the

viral inoculum of SARS-CoV-2 Wuhan. Regardless of a comparative

evolution of body weight loss and clinical score64, anosmia was less

frequent in animals infected with a low dose of SARS-CoV-2 Wuhan.

This might be related to the less severe initial aggression suffered by

the olfactory epitheliumdue to lower infectious doses55,65 andmay also

explain why other studies did not detect olfaction dysfunction despite

detecting inflammatory changes in the brain66.

Despite the occurrence or not of anosmia, SARS-CoV-2 can infect

olfactory sensory neurons and the olfactory bulb10,14, and we show

herein that the virus can infect neurons and travel inside the axons in

both retrograde and anterograde directions. SARS-CoV-2 neuroinva-

sion was hypothesized to occur by axonal transport via cranial nerves

(olfactory, vagus, trigeminal) or by the hematogeneous route32,67,68.

The data presented herein do not support hematogenous diffusion of

SARS-CoV-2 towards the brain, but corroborate the hypothesis of the

olfactory pathway as a preferential portal of entry towards the olfac-

tory bulbs69. Brain infection via the olfactory pathway therefore seems

a common feature of coronaviruses70,71, regardless of clinical disease

presentations. Finally, this study highlights that neuroinvasion and

anosmia are therefore independent phenomena upon SARS-CoV-2

infection.

Fig. 3 | Imaging assessment of SARS-CoV-2 neuroinvasion. A, B iDISCO+ whole

head clearing and immunolabeling against the SARS-CoV-2 nucleocapsid in ham-

sters infected with the SARS-CoV-2 original virus (Wuhan) at 4 days post-infection

(dpi). A Representative nasal turbinate (sagittal section from the skull) showing a

diffuse distribution of SARS-CoV-2 (scale bar = 500 µm).BRepresentative olfactory

bulb section stained for SARS-CoV-2 nucleocapsid and for podoplanin (CD31/Podo)

to identify the vascular compartment. Note presence of SARS-CoV-2 in olfactory

bulb neurons, with no macroscopic alterations in the vascular network of the

olfactory bulb. Scale bar: 200 µm. See Supplementary Movie 1. C, F Bioluminescent

recombinant SARS-CoV-2 viruses induce a clinical disease with infection of the

olfactorybulbs.CClinical profile of hamsters infectedwith the recombinant viruses

SARS-CoV-2 Wuhan_nLuc and Wuhan/ΔORF7ab_nLuc (based on the original SARS-

CoV-2 Wuhan) and Delta_nLuc (based on the Delta variant). The body weight loss

and the clinical score are comparable with those induced by wild-type viruses

(n = 4/group). Horizontal lines indicate median and the interquartile range (See

Fig. 1A). The clinical score is based on a cumulative 0–4 scale: ruffled fur; slow

movements; apathy; and absence of exploration activity (See Fig. 1D). D Ex vivo

bioluminescence values from the lungs, the olfactory bulbs (ventral view), the

brains (ventral view) at 4 dpi (n = 4/group).Horizontal lines indicatemedian and the

interquartile range. Kruskal-Wallis test followed by the Dunn’s multiple compar-

isons test (the adjusted p value is indicated when significant). The gray cross-

hatched area corresponds to background signals obtained from the same tissues of

a mock-infected hamster. E, F Representative ex vivo imaging of a lung (C) and a

brain (D) of a hamster infectedwith a recombinant SARS-CoV-2 expressing the nLuc

at 4 dpi. Note that in the brain, the major bioluminescent focus is localized in the

ventral face of olfactory bulbs. See Supplementary Fig. 3.
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Methods
Ethics
All animal experiments were performed according to the French leg-

islation and in compliance with the European Communities Council

Directives (2010/63/UE, French Law 2013–118, February 6, 2013) and

according to the regulations of Institut Pasteur Animal Care Commit-

tees. The Animal Experimentation Ethics Committee (CETEA 89) of the

Institut Pasteur approved this study (200023; APAFIS#25326-

Fig. 4 | SARS-CoV-2 travels inside axons in in vitro neuron-epithelial networks.

A Schematic view of an axon diode in amicrofluidic device containing neurons and

epithelial cells in both the left and right chambers. The chambers are connected

exclusively by the axons of neurons whose cell bodies are located in the left

chamber. In this study, SARS-CoV-2 was added in the right chamber (to assess the

retrograde axonal transport) or in the left chamber (to assess the anterograde

axonal transport). B Bright field view of a neuron-epithelial network showing

neuronal and A549-ACE2-TMPRSS2 co-culture in both chambers, separated by

funnel-shaped micro-channels (scale bar = 200 µm). C Detail of β-Tubulin III-posi-

tive axons crossing the funnel-shaped micro-channels and entering in the right

chamber (scale bar = 50 µm). Neuron-epithelial networks infected at the right

chamber with SARS-CoV-2 Wuhan (D), Wuhan/ΔORF7ab (E), Gamma (F), Delta (G)

and Omicron/BA.1 (H) showing infected cells in the left chambers (scale bar =

50 µm). Neuron-epithelial networks infected at the left chamber with SARS-CoV-2

Wuhan (I), Wuhan/ΔORF7ab (J), Gamma (K), Delta (L), and Omicron/BA.1 (M)

showing infected cells in the right chambers (scale bar = 50 µm). Hoechst: nuclei

(blue). TUBB3: β-Tubulin III (red). N: SARS-CoV-2 nucleocapsid (green). The black

and white striped zones in the right (D–H) and in the left (I–M) of the photo-

micrographs represents the microchannels, which are not accessible during

immunostainings. B–M These photomicrographs are representative of 3 indepen-

dent experiments. See Supplementary Figs. 6-9. Panel A was created with

BioRender.com.
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2020050617114340 v2) before experiments were initiated. Hamsters

were housed by groups of 4 animals in isolators and manipulated in

class III safety cabinets in the Pasteur Institute animal facilities accre-

dited by the French Ministry of Agriculture for performing experi-

ments on live rodents. All animals were handled in strict accordance

with good animal practice.

SARS-CoV-2 virus and variants
The isolate BetaCoV/France/IDF00372/2020 (EVAg collection, Ref-

SKU: 014V-03890) was kindly provided by the National Reference

Centre for Respiratory Viruses hosted by Institut Pasteur (Paris,

France) andheadedby Pr. Sylvie vanderWerf. Thehumansample from

which strain hCoV-19/Japan/TY7-501/2021 (Brazilian variant, JPN [P.1])

was supplied by the Japanese National Institute of Infectious Diseases

(Tokyo, Japan). The isolate SARS-CoV-2 Delta/2021/I7.2 200 (Indian

variant, GISAID ID: EPI_ISL_2029113) and the isolate SARS-CoV-2 Omi-

cron/B.1.1.529 (Omicron BA.1 variant, GISAID ID: EPI_ISL_6794907)

were kindly providedby theVirus and ImmunityUnit hostedby Institut

Pasteur andheadedbyOlivier Schwartz72,73. Viral stockswereproduced

on Vero-E6 cells infected at a multiplicity of infection of 1 × 10−4 PFU/

cell. The virus was harvested 3 days post-infection, clarified and then

aliquoted before storage at −80 °C. Viral stocks were titrated on Vero-

E6 cells by classical plaque assays using semisolid overlays (Avicel,

RC581-NFDR080I, DuPont)74.

Recombinant viruses expressing Nanoluciferase (nLuc) as a

reporter gene were obtained by reverse genetics. Wuhan_nLuc was

derived from the clone synSARS-CoV-2-GFP-P2A-ORF7a (clone #41)

generated as described75–79, where the GFP reporter gene was replaced

by the nLuc one. The cloning strategy was optimized to build a com-

plete cDNA of the Delta_nLuc virus on the same backbone than the

isolate EPI_ISL_2029113. SARS-CoV-2 Wuhan/ΔORF7ab was obtained

using the same reverse genetic system by replacing the complete

ORF7ab sequence by that of GFP or by nLuc (Wuhan/ΔORF7ab_nLuc).

Generation of the complete genome of SARS- CoV-2/Delta_n-
Luc virus
The viral genomewas divided in 11 overlapping fragments around 3 kb

each. Those fragments and two fragments coding for different yeast-

specific selection genes (His3 and Leu2) were recombined in the yeast

centromere plasmid pRS416 to generate the complete genome clone

of recombinant virus. The T7 promotor was placed just before the

5’UTR sequence and a unique restriction site EAG1was placed just after

the poly(A) tail.

Viral fragments were obtained either by RT-PCRonRNA extracted

from Vero-E6 cells infected by Delta using the SuperScript IV VILO

Master Mix (11756050, Thermofisher) according to the manufacturer

protocol, or using synthetic genes (GeneArt, Life Technologies). All

PCR amplifications were performed using Phusion™High-Fidelity DNA

Polymerase (F530, Thermofisher). The PCR product were cloned in

Topo-TA vector and their sequences controlled by sanger sequencing.

The nLuc gene was inserted upstream ORF7a and separated from it

using a GSG linker and a P2A peptide sequence to mediate cleavage

between the reporter and the viral protein. It was directly synthetized

in the F10-1 fragment.

Yeast recombination
Recombination of the 4 yeast specific fragments and the 11 viral

fragments was performed on S. cerevisiae BY4741. A yeast culture

was carried out from an overnight pre-culture in YPDA medium

(2mL of pre-culture in 50mL of YPDAmedium heated to 30 °C) until

the exponential growth phase was reached, with an optical density

corresponding to approximately 108 cells/mL. The yeasts were har-

vested by centrifugation of 50mL of culture (3,000 × g at 4 °C

during 5min) before being washed a first time in sterile solution of

Tris-EDTA and lithiumAcetate TE/LiAc (Tris-HCl pH 7.5 10mM; EDTA

pH 7.5 0.1 mM; LiAc 100mM). Cells were resuspended in 500 μL of

TE/LiAc solution (2.109 cells/mL). The yeast suspension was then

incubated at 30 °Cwithout stirring during 30min. During this time, a

mix of all DNA fragments in an equimolar proportion was prepared.

For each recombination condition, 50 μL of competent cells (108

cells) were resuspended in a final volume of 300 μL TE/LiAc/PEG

solution (100mM Tris-HCl pH 8; 100mM Lithium Acetate; 40% v/v

PEG 3350) with the DNA mix to be recombined and 50 μg of dena-

turated salmon spermDNA (31149, Sigma) and then cooled on ice for

5min. The mixture was incubated at 30 °C during 30min without

agitation before undergoing a heat shock at 42 °C during 20min.

After cooling on ice, the yeasts were pelleted by centrifugation at

500 × g at RT during 5min and then resuspended and incubatedwith

500 μL of 5mM CaCl2 at RT for 10min. CaCl2 was washed by cen-

trifugation at 500 × g at RT during 5min and cells were resuspended

in 200 μL of sterile water before being plated on selective synthetic

minimal medium lacking histidine, Uracyl and Leucine (SD-His-Ura-

Leu-), and incubated at 30 °C for 3 days. For each transformation,

ten different clones were checked by multiplex PCR (206143, Qia-

gen) on rapid DNA preparations carried out by the Chellex techni-

que as already described75 using specific primers (Supplementary

Table 1) to control the presence of the different fragments in the

expected orientation. The yeast colony of interest was sub-cultured

in 200mL of SD-His-Ura-Leu- medium and the plasmid extracted

using the Qiagen midi prep kit (12143, Qiagen) following manu-

facturer’s instructions.

Rescue of the virus
The plasmid was linearized by EagI-HF (R3505, NEB) digestion,

purified by a phenol chloroform process and transcribed in vitro

into RNA using the T7 RiboMaxTM Large Scale RNA Production

System (P1300, Promega) and the m7G(5’)ppp(5’)G RNA Cap Struc-

ture Analog (#S1411, NEB) kits. Approximately 5 μg of linear DNA

were used as template in a reaction volume of 50 μL comprising:

10 μL of 5X T7 transcription buffer; 5 μL of m7G(50)ppp(50)G RNA

cap analog structure at 30mM; 0.75 μL of 100mM GTP; 3.75 μL of

each nucleotide type ATP, CTP; 100mM UTP; and 5 μL of RNasin T7

RNA polymerase enzyme. The reaction was incubated at 30 °C dur-

ing 3 h then the template DNA was digested at 37 °C during 20min

by adding 2 μL of the enzyme RQ1 RNase free DNase. The synthe-

sized RNA was finally purified using a classical phenol chloroform

method and precipitated. Twelve μg of complete viral mRNA and

4 μg of plasmid encoding the viral nucleoprotein (N) gene were

electroporated on 8 × 106 Vero-E6 cells resuspended in 0.8mL of

Mirus Bio™ Ingenio™ Electroporation Solution (MIR50114) using the

Gene Pulser Xcell Electroporation System (1652660, Biorad) with a

pulse of 270 V and 950 μF. The cells were then transferred to a T75

culture flask with 15mL of DMEM supplemented with 2% FCS (v/v).

The electroporated cells were incubated at 37 °C, 5% CO2 for several

days until the cytopathic effect (CPE) was observed. Then, the

supernatant was harvested, aliquoted and frozen at −80 °C until

titration. The viral sequence was controlled by NGS.

Viral growth curves
Vero-E6 cells (ATCC CRL-1586) were used to assess the replication

kinetics of different SARS-CoV-2 variants and recombinant viruses. The

cells weremaintained inDulbecco’smodified culturemedium (DMEM,

31966-021, Gibco) supplementedwith 5% fetal calf serum, at 37 °C in 5%

CO2. On the day before infection, 1 × 106 VeroE6 cells/well were plated

onto 6-well plates. On day of infection, the cells were infected with

SARS-CoV-2 virus at a multiplicity of infection (MOI) of 0.01, in inde-

pendent triplicates, and incubated during 24-, 48- or 72-hours post-

infection. The supernatants were collected at each time-point and

frozen at −80 °C. Viral titers were obtained by classical TCID50method

on Vero-E6 cells after 72 hours post-infection80.

Article https://doi.org/10.1038/s41467-023-40228-7

Nature Communications | (2023)14:4485 9
194



SARS-CoV-2 model in golden Syrian hamsters
Male golden Syrian hamsters (Mesocricetus auratus; RjHan:AURA) of

5–6 weeks of age (average weight 60–80 grams) were purchased from

Janvier Laboratories and handled under specific pathogen-free condi-

tions. The animals were housed and manipulated in isolators in a

biosafety level-3 facility, with ad libitum access to water and food.

Before any manipulation, animals underwent an acclimation period of

one week. Animals were anesthetized with an intraperitoneal injection

of 200mg/kg ketamine (Imalgène 1000,Merial) and 10mg/kg xylazine

(Rompun, Bayer), and 100 µL of physiological solution containing

6 × 104 PFU of SARS-CoV-2 (wild-type or recombinant) was adminis-

tered intranasally to each animal (50 µL/nostril). Mock-infected ani-

mals received the physiological solution only. Infected and mock-

infected hamsters were housed in separate isolators and were

followed-up daily during four days at which the body weight and the

clinical score were noted. The clinical scorewas based on a cumulative

0-4 scale: ruffled fur, slowmovements, apathy, absence of exploration

activity. At day 3 post-infection (dpi), animals underwent a food find-

ing test to assess olfaction as previously described14,81. Briefly, 24 hours

before testing, hamsters were fasted and then individually placed into

a fresh cage (37 × 29 × 18 cm) with clean standard bedding for

10minutes. Subsequently, hamsters were placed in another similar

cage for 2minutes when about 5 pieces of cereals were hidden in

1.5 cm bedding in a corner of the test cage. The tested hamsters were

then placed in the opposite corner and the latency to find the food

(defined as the time to locate cereals and start digging) was recorded

using a chronometer. The test was carried out during a 15min period.

As soon as food was uncovered, hamsters were removed from the

cage. One minute later, hamsters performed the same test but with

visible chocolate cereals, positioned upon the bedding. The tests were

realized in isolators in a Biosafety level-3 facility that were specially

equipped for that. At 4 dpi, animals were euthanized with an excess of

anesthetics (ketamine and xylazine) and exsanguination82, and sam-

ples of nasal turbinates, lungs and olfactory bulbs were collected and

immediately frozen at −80 °C. Fragments of lungs were also collected

and fixed in 10% neutral-buffered formalin.

SARS-CoV-2 detection in golden hamsters’ tissues
Frozen lung fragments, nasal turbinates and olfactory bulbs were

weighted and homogenized with 1mL of ice-cold DMEM supple-

mented with 1% penicillin/streptomycin (15140148, Thermo Fisher) in

LysingMatrixM 2mL tubes (116923050-CF, MP Biomedicals) using the

FastPrep-24™ system (MP Biomedicals), and the following scheme:

homogenization at 4.0m/s during 20 sec, incubation at 4 °C during

2min, and new homogenization at 4.0m/s during 20 sec. The tubes

were centrifuged at 10,000 × g during 2min at 4 °C, and the super-

natants collected. Viral titers were obtained by classical TCID50

method on Vero-E6 cells after 72 hours post-infection80. Viral RNA

loads were obtained by the quantification of genomic and sub-

genomic SARS-CoV-2 RNA based on the E gene83. Briefly, 125 µL of the

supernatants were homogenized with 375 µL of Trizol LS (10296028,

Invitrogen) and total RNA was extracted using the Direct-zol RNA

MicroPrep Kit (R2062, Zymo Research: nasal turbinates and olfactory

bulbs) or MiniPrep Kit (R2052, Zymo Research: lung). We used the

Taqman one-step qRT-PCR (Invitrogen 11732-020) in a final volume of

12.5μL per reaction in 384-wells PCR plates using a thermocycler

(QuantStudio 6 Flex, Applied Biosystems). Briefly, 2.5μL of RNA were

added to 10μL of a master mix containing 6.25μL of 2X reaction mix,

0.2 µLofMgSO4 (50mM), 0.5 µLof Superscript III RT/PlatinumTaqMix

(2 UI/µL) and 3.05μL of nuclease-free water containing 400 nM of

primers and200nMofprobe. Todetect the genomicRNA,weused the

E_sarbeco primers and probe (E_Sarbeco_F1 5′-ACAGGTACGTTA

ATAGTTAATAGCGT-3’; E_Sarbeco_R2 5′-ATATTGCAGCAGTACGCACA

CA-3’; E_Sarbeco_Probe FAM-5′-ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTC

G-3’-TAMRA). The detection of sub-genomic SARS-CoV-2 RNA was

achieved by replacing the E_Sarbeco_F1 primer by the CoV2sgLead

primer (CoV2sgLead-Fw 5′-CGATCTCTTGTAGATCTGTTCTC-3’). A

synthetic gene encoding the PCR target sequences was ordered from

Thermo Fisher Scientific. A PCRproduct was amplified using Phusion™

High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific) and in vitro

transcribed by means of Ribomax T7 kit (Promega). RNA was

quantified using Qubit RNA HS Assay kit (Thermo Fisher scientific),

normalized, and used as a standard to quantify RNA absolute copy

number. The amplification conditions were as follows: 55 °C for

20min, 95 °C for 3minutes, 50 cycles of 95 °C for 15 s and 58 °C for

30 s; followed by 40 °C for 30 s.

Transcriptomics analysis in golden hamsters’ tissues
RNA preparations from lungs, nasal turbinates and olfactory bulbs

collected at 4 dpi were submitted to RT-qPCR. Briefly, RNAwas reverse

transcribed to first strand cDNA using the SuperScript™ IV VILO™

Master Mix (11766050, Invitrogen). qPCR was performed in a final

volume of 10μL per reaction in 384-well PCR plates using a thermo-

cycler (QuantStudio 6 Flex, Applied Biosystems) and its related soft-

ware (QuantStudio Real-time PCR System, v.1.2, Applied Biosystems).

Briefly, 2.5μL of cDNA (12.5 ng) were added to 5μL of Taqman Fast

Advanced master mix (444457, Applied Biosystems) and 2.5μL of

nuclease-free water containing golden hamster’s primer pairs (Sup-

plementary Table 2). The amplification conditions were as follows:

95 °C for 20 s, and 45 cycles of 95 °C for 1 s and 60 °C for 20 s. The γ-

actin and the Hprt (hypoxanthine phosphoribosyl-transferase) genes

were used as reference. Variations in gene expression were calculated

as the n-fold change in expression in the tissues from the infected

hamsters compared with the tissues of the mock-infected group using

the 2-ΔΔCt method84.

Sample staining and iDISCO+ clearing
For iDISCO+ , three male and three female hamsters were infected

with 6×104 PFU of SARS-CoV-2 Wuhan and followed up as described

above. At 4 dpi, animals were anesthetized with an intraperitoneal

injectionof ketamine (200mg/kg; Imalgène 1000,Merial) and xylazine

(10mg/kg; Rompun, Bayer), and we performed a transcardial perfu-

sion with DPBS containing heparin (5 × 103U/mL) followed by 4%

neutral-buffered formaldehyde. The whole heads were collected and

stored in 4% neutral-buffered formaldehyde during one week before

analysis. SARS-CoV-2 nucleocapsid was detected in toto in the snout

and brain of infected hamsters using the iDISCO+ protocol previously

published85 with minimal modifications. All buffers were supple-

mented with 0,01% of sodium azide (Sigma-Aldrich). The snout, con-

taining the olfactory mucosa and the olfactory nerve, and the brain

were dissected and processed separately to optimize tissue

manipulation.

All samples were first dehydrated in methanol (Sigma-Aldrich)

using 20-40-60-80-100-100%dilutions in distilledwater (1 h to 2 h each

concentration). Complex lipid removal was achieved incubating the

samples in a 2:1 mixture of dichloromethane (Sigma-Aldrich) and

methanol overnight. Samples were then washed twice in methanol

100% and bleached overnight using a H2O2 5% solution in methanol.

Then all samples were rehydrated using a methanol series (80-60-40-

20%). To increase bone permeability, the snouts were decalcified by

incubation in theMorse’s solution (formic acid 45% and sodium citrate

20%). Finally, all the samples (brains and snouts) were washed in PBS,

then PBS-T (PBS with 0,2% Triton X-100 [Sigma-Aldrich]) and incu-

bated in permeabilization buffer (20% DMSO [Sigma-Aldrich] and 2.3%

glycine [Sigma-Aldrich] in PBS-T) at 37 °C overnight. Before immu-

nostaining, samples were blocked (0,2% Gelatin [Sigma-Aldrich] in

PBS-T) at 37 °C for 24h. To reveal SARS-CoV-2 and vasculature, three

primary antibodies were combined: Rabbit anti-SARS CoV2 nucleo-

capsid antibody (GTX135357, GeneTex) diluted 1:1000; Goat anti-CD31

(AF3628, R&D Systems) diluted 1:300; and Rat anti-Podocalyxin

Article https://doi.org/10.1038/s41467-023-40228-7

Nature Communications | (2023)14:4485 10
195



(MAB1556, R&D Systems) diluted 1:1000. After a 2-weeks incubation in

primary antibody, the samples were washed (PBS supplemented with

0,2% tween-20 [Sigma-Aldrich] and 2U/mL heparin [Sigma-Aldrich])

and incubated 10 days with the following secondary antibodies: Don-

key anti-Rabbit Alexa 555 (A-31572, Thermo Fisher Scientific), Donkey

anti-Goat Alexa 647 (A-21447, Thermo Fisher Scientific) and Chicken

anti-Rat Alexa 647 (A-21472, Thermo Fisher Scientific) all diluted at

1:500. All antibodieswere diluted in blocking solution and incubated at

37 °C with gentle shacking. After immunostaining, the samples were

washed, dehydrated in methanol (20-40-60-80-100-100%), incubated

for 3 h in a 2:1 mixture of dichloromethane and methanol, washed

twice (15min each) in dichloromethane 100% and cleared by immer-

sion in dibenzyl ether.

Light sheet imaging
Brain and snout samples were imaged using a LaVision Ultramicro-

scope II equipped with infinity-corrected objectives, laser lines OBIS-

561nm 100mW and OBIS-639nm 70mW, and 595/40 and 680/30 fil-

ters for Alexa 555 and Alexa 647 respectively. The olfactory bulbs were

imaged with a 4×0,35NA objective, using a laser NA of 0,3 and a step

size of 2 µm obtaining images with 1,63 × 1,63 × 2 µm/pixel resolution.

The snoutswere imagedwith a 1,3X objective, adjusting the laserNA to

0,3 and step size of 5 µm obtaining images with a 5 × 5 × 5 µm/pixel

resolution. All acquisitions were done with ImSpector software

(v.7.0.127.0, Lavision Biotec GmbH). The 3D stacks obtained were

analyzed using Bitplane Imaris 9.2 (Oxford instruments).

In vivo and ex vivo bioluminescence imaging
At 4 dpi, animals infected with SARS-CoV-2/Wuhan_nLuc, Wuhan/

ΔORF7ab_nLuc and SARS-CoV-2/Delta_nLuc were anesthetized with an

intraperitoneal injection of ketamine (200mg/kg; Imalgène 1000,

Merial) and xylazine (10mg/kg; Rompun, Bayer). Next, 0.45 µmoles of

the nLuc substract (Nano-Glo® in vivo substrate, CS320501, Promega)

fluorofurimazine (FFz) were injected interperitoneally and the animals

were placed in a confinement box and imaged using an IVIS® Spectrum

In Vivo Imaging System (PerkinElmer) within 5minutes of FFz injec-

tion. Two-dimensional bioluminescence images were recorded, and

photon emission was quantified (p/s/cm2/sr) in a region of interest

defined using Living Image software (v. 4.7.4, PerkinElmer). After

in vivo imaging, animals were euthanized, the lungs and the brains

were collected and quickly placed in a six-wells plate. The plates were

placed in a confinement box and imaged as described above.

Histopathology and Immunohistochemistry
Lung fragments fixed 7 days in 10% neutral-buffered formalin were

embedded in paraffin. Four-µm-thick sections were cut and stained

with hematoxylin and eosin staining. IHC were performed on Leica

Bond RX using anti SARS Nucleocapsid Protein antibody (1:500,

NB100-56576, Novus Biologicals) and biotinylated goat anti-rabbit Ig

secondary antibody (1:600, E0432, Dako, Agilent). Slides were then

scanned using Axioscan Z1 slide scanner (Zeiss) and images were

analyzed with the Zen 2.6 software (Zeiss).

Neuron-epithelial networks in microfluidic chambers
Human neural stem cells (hNSC, ENStem-A, SCC003, EMD-Millipore)

were maintained in geltrex-coated 6-well plates (A1413302, Gibco) in a

density of 4.5 × 105 cells/cm2 in CTS Knock-out DMEM/F12 medium

(A1370801, Gibco) supplemented with 2% StemPro neural supplement

(A1050801, Gibco), 2mM glutamax (35050038, Gibco), 20 ng/mL

FGFb (PHG0026, Gibco) and 20ng/mL EGF (PHG0311, Gibco) at 37 °C

in 5% CO2. A549-ACE2-TMPRSS2 cells (kindly provided by Pr. Olivier

Schwartz, Institut Pasteur) were maintained in F12K Nut Mix medium

(21127022,Gibco) supplementedwith 10%bovine calf serumand 10 µg/

mL blasticidine (12172530, Gibco) at 37 °C in 5% CO2. To generate the

neuron-epithelial networks, we used microfluidic chips purchased

from MicroBrain Biotech (Brainies™, Cat#: MBBT5; Marly le Roi,

France). Brainies™MBBT5 is a chip containing 4 neuronal diodes. One

neuronal diode includes 2 rectangular culture chambers (volume ~1 µL)

each connected to 2 reservoirs and separated by a series of 500 µm-

long asymmetrical micro-channels (3 µm high, tapering from 15 µm to

3 µm)36. Brainies™ were coated with poly-L-ornithine (P4957, Sigma-

Aldrich) and laminin (L2020, Sigma-Aldrich) and 1 × 105 hNSCs were

seeded in both the right and the left chambers and incubated at 37 °C

in 5% CO2 for 24 hours. The medium was then replaced by a neuronal

differentiation medium composed of neurobasal medium (10888022,

Gibco) supplemented with 2% B27 supplement (17504044, Gibco), 1%

CultureOne supplement (A3320201, Gibco), 2mM glutamax

(35050038, Gibco), and 200 µM ascorbic acid (A4403, Sigma Aldrich)

and incubated at 37 °C in 5% CO2 for 14 days, replacing half of the

medium every other day. Finally, 2 × 104 A549-ACE2-TMPRSS2 cells

were added over the neurons in both the right and the left chambers in

neuronal differentiation medium at 37 °C in 5% CO2 for 48 hours. To

assess the SARS-CoV-2 retrograde axonal movement, the right cham-

bers were infected at a MOI of 1 of SARS-CoV-2 Wuhan, Wuhan/ΔOR-

F7ab, Gamma, Delta, or Omicron/BA.1, and incubated at 37 °C in 5%

CO2 for 72 hours. To assess the SARS-CoV-2 anterograde axonal

movement, the left chambers were infected in the same above-

mentioned conditions. To prevent passive diffusion of assemblies,

hydrostatic pressure was applied by adding medium excess in the

reservoirs of recipient chambers86. To block the axonal retrograde

transport, 100 µM of ciliobrevin D (250401, Calbiochem) was added in

the medium during infection and throughout the incubation period.

The cells were then fixed with 4% PFA (15444459, Thermo Scientific),

washed in PBS, permeabilized with 0.5% Triton X-100 during 10min-

utes, washed once in PBS, blocked with 10% normal goat serum

(10000C, Invitrogen) during 30minutes followed by overnight incu-

bation at 4 °C with primary antibodies: mouse anti-β-Tubulin III (neu-

ronal) antibody (1:1000, T8578, Sigma-Aldrich) and rabbit anti-SARS-

CoV-2 nucleocapsid antibody (1:1000, GTX135361, GeneTex). The cells

were then washed in PBS and incubated with the following secondary

antibodies: goat anti-mouse AlexaFluor 647 (1:1000, A21235, Invitro-

gen) and goat anti-rabbit AlexaFluor 546 (1:1000, A11035, Invitrogen)

for 2 hours at 4 °C. The cells were thenwashed, the nuclei were stained

with 20 µM Hoechst 33342 (62249, Thermo Scientific) and stored in

PBS. Images were obtained using the EVOS FL cell imaging system

(Thermo Scientific) with the objectives 10x or 20x and the fluores-

cence cubes DAPI, RFP and CY5.5. Using the same described method,

neuron-epithelial networks in microfluidics devices were also infected

with the recombinant viruses Wuhan_nLuc, Wuhan/ΔORF7ab_nLuc,

and Delta_nLuc at a MOI of 0.5 (maximum volume limitation due to

stock viral titer). The nanoluciferase activity in the supernatants was

evaluated sequentially at 1, 2 and 3 dpi. Briefly, 20 µL of supernatant

wasmixedwith 20 µL of nLuc substrate (N1110, Promega) in awhite 96-

wells plate and the luminescence, expressed as Relative light Unit

(RLU), was acquired during 100ms using the VICTOR Nivo Plate

reader, and the Victor Nivo control software (v.4.0.7, Perkin Elmer).

Statistics and reproducibility
Statistical analysis was performed using Prism 9 (GraphPad, version

9.5.1, San Diego, USA), with p <0.05 considered significant. Quantita-

tive data was compared across groups using Log-rank test, two-tailed

Mann-Whitney test or Kruskal-Wallis test followed by the Dunn’s

multiple comparisons test. Multivariate statistical analyses on clinical

parameters and on tissue inflammation were achieved using Principal

Component Analysis. Randomization and blinding were not possible

due to pre-defined housing conditions (separated isolators between

infected and non-infected animals). Ex vivo and in vitro analyses were

blinded (coded samples). For in vivo experiments, 2 independent

replicates with 4 animals each were performed; for in vitro experi-

ments, 3 independent replicates were performed.
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Reporting summary
Further information on research design is available in the Nature

Portfolio Reporting Summary linked to this article.

Data availability
All relevant data supporting the key findings of this study are available

within the main manuscript and its Supplementary Informa-

tion. Source data are provided with this paper.
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Discussion et perspectives 
 

L’ensemble de mon travail de thèse a porté sur le développement de nouvelles 

approches thérapeutiques contre les virus (ré)-émergents et/ou négligés et pour cela j’ai 

travaillé sur deux virus : le SARS-CoV-2 et le virus de la rage. Les maladies émergentes et 

négligées représentent un important problème de santé publique pour de nombreux pays et 

pour certaines maladies, aucun traitement n’est encore disponible. C’est le cas de la COVID-

19 et de la rage, respectivement des maladies émergentes et négligées. Bien que de 

nombreuses mesures aient été prises pour lutter contre la COVID-19, peu de traitements 

efficaces sont actuellement disponibles. Malgré la prophylaxie vaccinale, le SARS-CoV-2 reste 

un problème de santé mondial, en raison d’une protection vaccinale provisoire et de 

l'émergence régulière de nouveaux variants. La rage, fatale dans 100 % des cas après 

l’apparition de symptômes neurologiques, peut être efficacement prévenue par l’utilisation 

d’une PPE. Néanmoins, l’accès à cette prophylaxie dans les pays endémique de l’Asie et de 

l’Afrique reste limité en raison de problèmes d’organisation nationale au niveau de la santé et 

de problèmes économiques. Une surveillance continue et une intervention rapide sont 

cruciales pour relever le défi posé par ces maladies. Le développement et le déploiement 

efficaces de vaccins et de thérapies antivirales sont impératifs dans les pays endémiques. Il est 

également crucial de disposer de l'infrastructure nécessaire et du personnel qualifié pour un 

diagnostic rapide, ainsi que d'une recherche continue pour aider au développement de contre-

mesures efficaces (Nii-Trebi, 2017). En plus de ces mesures, la grande variabilité génétique 

dont font preuve certains virus nécessite une surveillance continue des pandémies potentielles 

par la mise à jour des vaccins disponibles devenus obsolètes en raison de l'émergence de 

nouvelles souches virales (Gonçalves et al., 2021). 

 Au cours de ce travail, j’ai abordé le développement de thérapies virales ciblant soit la 

réplication virale, soit la réponse de l’hôte via la modulation de la réponse inflammatoire. 

 

1. Développement d’une approche thérapeutique ciblant la réplication 
du RABV 

L’utilisation de petites molécules comme potentiel traitement contre le RABV semble 

être une stratégie thérapeutique prometteuse. En effet, de nombreuses molécules chimiques 

ont déjà été identifiées comme de potentiels inhibiteurs de la réplication virale mais aucune 

d’entre elles n’a prouvé son efficacité in vivo (Jochmans and Neyts, 2019). C’est le cas de la 
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Ribavirine (Anindita et al., 2018), du favipiravir ou T-705 (Virojanapirom et al., 2016; Yamada 

et al., 2016), et de la pyriméthamine (Rogée et al., 2019). 

Le complexe de réplication viral : cible privilégiée des dérivés de Phtalazinone 

C’est dans le cadre du projet européen SILVER (Small-molecule Inhibitor Leads Versus 

emerging and neglected RNA viruses ; 7th framework programme, Grant agreement ID: 

260644) qu’a été initié au laboratoire le crible d’une banque de petites molécules chimiques 

qui pourraient présenter une capacité à inhiber l’infection par le RABV. Plus de 30 000 

composés chimiques ont été testés sur une souche sauvage de RABV. Ainsi, une famille de 

composés, les dérivés de Phtalazinone, a été identifiée pour ses propriétés d’inhibition de la 

croissance de plusieurs souches de RABV et plus généralement des Lyssavirus.  

Pour tenter d'identifier la cible moléculaire de ces composés, différentes approches 

ont été menées en parallèle. La sélection de mutants de résistance a révélé que la polymérase 

(L) et la phosphoprotéine (P), les principaux composants du complexe de réplication virale, 

étaient les cibles des inhibiteurs identifiés. Plusieurs mutations ont été observées dans la 

protéine L en fonction des composés utilisés (V1897F, P1485T, E1893D ou K542R, N1915K, 

F1923L et G1961), toutes situées dans le domaine méthyltransférase de la protéine (Paesen et 

al., 2015). Ceci est en corrélation avec les données obtenues sur le système miniréplicon 

montrant que les composés sont actifs sur le complexe de réplication du RABV mais aussi sur 

celui d’un autre membre de la famille des Mononegavirales, le virus de la rougeole. Les 

expériences de RMN et de STD (« Saturation transfer difference », ou différence de transfert 

de saturation) réalisées directement sur des extraits cellulaires exprimant le complexe de 

réplication du virus Tha, ont confirmé que ces composés interagissent avec l'ensemble du 

complexe NPL. L’interaction de ces composés avec le complexe L-P a été modélisée à l'aide 

de DiffDock ce qui a permis de mettre en évidence trois sites de fixation dans la protéine L 

dont deux situés dans le domaine polymérase de la L. Il est particulièrement intéressant de 

noter que le composé CIM114669, qui présente une IC50 de l’ordre de la dizaine de 

nanomolaire, est en interaction directe avec l’asparagine du site catalytique du domaine de 

polymérisation (GDN), qui est un site conservé au sein de tous les virus à ARN de polarité 

négative. Ceci expliquerait pourquoi ce composé est également très actif contre le virus de la 

rougeole. Cependant, ces données de modélisation et de docking in sillico, devrait être 

confirmé expérimentalement, à l’aide de virus recombinants par exemple. À l’inverse, aucune 

des mutations apparues au cours de la sélection par passages successifs en présence des 

composés n'est présente dans les différents sites de liaison. Dans le cadre des expériences de 
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miniréplicons, nous avons pu constater que les différentes mutations induisaient une 

augmentation de l'activité du complexe de réplication (deux à quatre fois plus actif que le 

complexe de type sauvage). Ces mutations d'échappement permettraient alors d'améliorer le 

fonctionnement de la polymérase, soit en modifiant la structure globale du domaine 

catalytique, soit en augmentant la capacité de réplication de celle-ci et en compensant l'effet 

inhibiteur du composé lors de sa fixation à proximité immédiate du domaine de 

polymérisation. 

Les dérivés Phtalazinone :  une piste thérapeutique prometteuse contre la rage  

Ces dérivés ouvrent donc la voie vers de nouvelles pistes thérapeutiques, à la fois en 

tant qu’inhibiteurs du RABV et, plus largement, des infections à Lyssavirus et à d’autres 

membres des Mononegavirales, comme nous avons pu le voir avec le virus de la rougeole. Dans 

le cas de l’infection par le RABV, des expériences in vivo ont montré des applications 

thérapeutiques envisageables malgré des difficultés en lien avec les conditions de solubilité de 

ces produits. Leur utilisation in vivo a permis de retarder l'apparition des signes cliniques chez 

les souris infectées malgré un temps de demi-vie réduit et un passage de la barrière hémato-

encéphalique relativement faible. Les multiples injections réalisées chaque jour chez la souris 

n’ont pas permis une délivrance optimale du composé. De nouvelles expériences pourraient 

être menées grâce à des pompes osmotiques qui administreraient les molécules à des débits 

continus et contrôlés sur une période définie. Cela permettrait ainsi d’éviter les injections 

répétées qui ne sont pas recommandées pour le bien-être animal. Cependant, la faible 

solubilité de ces composés rend difficile l’utilisation de ces pompes car elles sont rapidement 

colmatées. Dans un premier temps, il pourrait être envisagé de modifier la salinité des 

composés ou de les complexer avec des cyclodextrines (Sareen, Mathew and Joseph, 2012; 

Kalepu and Nekkanti, 2015). La complexation avec la ß-cyclodextrine semble être l’option la 

plus intéressante, avec un coût réduit qui pourrait améliorer leur biodisponibilité et leur 

solubilisation (Khadka et al., 2014) et permettrait ainsi leur utilisation dans les pompes 

osmotiques.  

Les dérivés de phtalazinone sont donc des composés thérapeutiques prometteurs, 

dont certains ont déjà été décrits pour leur capacité à inhiber différentes maladies parasitaires 

négligées (Salado et al., 2020) ou infections virales (Lu et al., 2018; Zang et al., 2022). Dans le 

cas de la dengue, un dérivé de phtalazinone a été identifié comme un puissant inhibiteur de la 

réplication de l'ARN DENV-2 in vitro (Lu et al., 2018), tandis que dans le cas du VHB, le dérivé 

de phtalazinone cible la protéine centrale du virus (Zang et al., 2022). Concernant la rage, de 
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nouvelles expérimentations sont encore nécessaires afin d’améliorer les propriétés de 

biodisponibilité de ces composés. Une utilisation combinée, par exemple, avec le cocktail 

d’anticorps monoclonaux RVC20 et RVC58, qui a déjà fait ses preuves pour traiter des 

animaux infectés même lorsque les premiers signes cliniques étaient apparus (de Melo et al., 

2020), reste une possibilité encourageante. 

 

2. Moduler la réponse inflammatoire de l’hôte pour réduire les signes 
cliniques de la COVID-19 

 L’investissement de la recherche mondiale lors de la pandémie de la COVID-19 a 

permis le développement rapide de vaccins, dont les deux principaux sont Comirnaty® de 

Pfizer/BioNTech et Spikevax® de Moderna. Cependant, ces vaccins n'offrent pas une 

protection complète contre l'infection mais préviennent principalement l'émergence de 

formes sévères. C’est pourquoi le SARS-CoV-2 a continué à circuler au sein de la population 

mondiale et à acquérir de nombreuses mutations, entraînant l’apparition de nouveaux variants.  

Variants du SARS-CoV-2 et signes cliniques 

Nous avons pu observer dans un modèle d’infection de hamster par le SARS-CoV-2, 

un effet « variant-dépendant » dans l’apparition des signes cliniques et la mise en place de 

l’anosmie (de Melo et al., 2023). En effet, les hamsters infectés par le variant Omicron/BA.1 ne 

présentaient que peu de signes cliniques et une absence de déficience olfactive par rapport 

aux animaux infectés par la souche originelle de Wuhan ou par les autres variants Gamma et 

Delta. Ces résultats soutiennent également l’hypothèse que l’évolution du variant 

Omicron/BA.1 a abouti à un tropisme plus limité aux voies respiratoires supérieures, 

provoquant ainsi une maladie clinique moins grave (Armando et al., 2022; Hui et al., 2022). 

Cette diminution de l’anosmie engendrée par le variant Omicron a été également observée 

chez l’Homme, en comparaison des précédents variants en circulation (von Bartheld and 

Wang, 2023).  

Pistes thérapeutiques contre la COVID-19 

Le développement de thérapie contre le SARS-CoV-2 reste un enjeu important. Cette 

infection induisant une augmentation des cytokines pro-inflammatoires, cibler la modulation 

de la réponse de l’hôte, pour réduire ses effets délétères semble une piste thérapeutique 

prometteuse. Comme nous l’avons vu dans l’introduction de ce travail, cette modulation peut 
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se faire à l’aide d’anticorps monoclonaux, (Alzghari and Acuña, 2020; Sanders et al., 2020; 

Scavone et al., 2020), ou bien d’inhibiteurs de la voir JAK (W. Zhang et al., 2020).  

Après avoir observé que le statut de fumeur semblait protéger contre l’infection par 

le SARS-CoV-2, Changeux et al. ont émis l’hypothèse que les nAChR jouaient un rôle critique 

dans la physiopathologie du SARS-CoV-2 (Changeux et al., 2020). Néanmoins, la nicotine étant 

une drogue addictive, responsable de la dépendance au tabac, d’autres approches cliniques ont 

donc été testées comme l’utilisation de modulateurs des nAChR-α7, tels que l’IVM, mais aussi 

des récepteurs purinergiques. De nombreux essais cliniques ont été réalisés pour tester 

l’action de l’IVM chez l’homme en tant que traitement contre l’infection par le SARS-CoV-2 

(Marcolino et al., 2022). L’IVM est plus utilisé en tant qu’anthelmintique, mais a également des 

propriétés de PAM du nAChR-α7. Néanmoins, les essais cliniques réalisés avec l’IVM sont 

assez controversés. En effet, Chaccour et al. a montré que l’anosmie était réduite lorsque 

l’IVM était administrée 72h après l'apparition des symptômes, mais qu’elle n’avait aucun effet 

sur la charge virale (Chaccour et al., 2021) ; à l’inverse, Reis et al. n'a observé aucun effet 

clinique lorsque l'IVM était administré dans les sept jours après l’apparition de symptômes 

(Reis et al., 2022). L’implication des récepteurs purinergiques pour contrôler l’inflammation 

contre le SARS-CoV-2 a également été déjà exploré avec plusieurs essais cliniques chez 

l’homme utilisant des inhibiteurs de P2X, telles que la lidocaïne, un antagoniste des récepteurs 

P2X7 ou bien la fluoxetine et la paroxetine des antidépresseurs inhibant le récepteur P2X4 

(Zarei, Sahebi Vaighan and Ziai, 2021). Au cours de ma thèse, je me suis donc attachée à 

déterminer quels étaient les récepteurs impliqués dans la modulation de l’inflammation en lien 

avec l’administration de l’IVM et quels étaient les mécanismes cellulaires aboutissant à cette 

régulation de la réponse de l’hôte. 

Les nAChR-α7 sont impliqués dans l’immunomodulation induite par l’IVM in vivo 

Dans le modèle d’hamsters infectés, nous avions déjà montré que l’IVM induisait une 

immunomodulation de la réponse de l’hôte et une diminution des signes cliniques (de Melo, 

Lazarini, Larrous, et al., 2021). Dans ce travail, nous avons évalué le rôle des récepteurs 

cholinergiques dans la modulation de la réponse inflammatoire par l’IVM lors de l’infection par 

SARS-CoV-2. Différents antagonistes du nAChR-α7 (la mécamylamine ou la 

méthyllycaconitine) ont été testés en présence d’IVM et ont permis d’inhiber l’effet protecteur 

de cette dernière. Les résultats ainsi obtenus ont donc montré l’implication de ce récepteur 

dans la modulation de la réponse inflammatoire par l’IVM. De la même manière, le traitement 

in vivo ou in vitro en présence d’autres modulateurs allostériques des nAChR-α7 (GAT-107 ou 
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EVP-6124) induit des réponses similaires à l’IVM. In vitro, l’effet variant-dépendant 

précédemment observé chez le hamster, n’impacte pas l’effet protecteur induit par l’IVM.  

Cependant, dans les deux modèles utilisés in vitro, en Vero E6 ou en co-culture de cellules 

épithéliales (A549-ACE2-TMPRSS2) avec des macrophages différenciés (THP-1), le co-

traitement IVM-MLA ne modifie pas le phénotype d’infection et de transcriptomique induit par 

l’IVM seule, suggérant l’implication d’autres types de récepteurs dans son mécanisme d’action. 

D’autre part, lors de l’activation des nAChR-α7 de multiples voies de signalisation peuvent 

induire des mécanismes anti-inflammatoires en lien avec les  voies JAK2-STAT3-NF-κB (Ren 

et al., 2017 ;Piovesana et al., 2021). Néanmoins, dans notre étude, nous n’avons observé aucune 

modulation de l’expression des ARNm STAT3 et SOCS3 à 24 ou 48 hpi à la fois dans les cellules 

épithéliales sensibles à l’infection ou dans les cellules macrophagiques (THP-1 prédifférenciées 

en macrophages).  

In vivo, nous avions mis en évidence que le ratio Il6/Il10 était important dans la 

résolution des signes cliniques (de Melo, Lazarini, Larrous, et al., 2021). In vitro, l’expression 

des ARNm IL6 est significativement diminuée dans les THP-1, alors que plus tardivement, à 

72h c’est l’expression de l’IL10 qui est fortement augmentée. Ainsi le ratio IL6/IL10 est toujours 

en faveur d’une résolution de l’infection, à la fois à des temps précoces ou sur des temps plus 

tardifs. 

Protection cellulaire et immunomodulation de l’IVM in vitro  

Les modèles cellulaires utilisés ont montré que l’IVM induit une protection des cellules 

en limitant le relargage d’ATP dans le milieu extracellulaire, sans toutefois induire une 

diminution significative de la charge virale. Au niveau transcriptomique, les deux voies les plus 

différentiellement régulées concernent l’expression des ARNm CXCL10 et CXCL5. À 24 hpi, 

une expression précoce de CXCL10 est observée dans les macrophages traités avec de l’IVM, 

précédant la surexpression par les cellules épithéliales à 48 h. Plusieurs études ont montré que 

CXCL10 était exprimé dans différents tissus à la suite d’infections virales. Cette chimiokine 

est importante dans la défense de l’hôte en contribuant à l’activation des macrophages, 

lymphocytes et cellules NK, ainsi qu’à leur migration sur le site de l’infection. Ceci permet de 

contrôler l’infection avant la mise en place de la réponse adaptative (Trifilo et al., 2004; Elemam, 

Talaat and Maghazachi, 2022). L’IVM amplifierait donc cette activation qui serait un point clef 

dans la modulation de la réponse de l’hôte. 

L’expression de CXCL5 est fortement inhibée en présence d’IVM ou des autres 

modulateurs des nAChR-α7. Layhadi et al. a montré que l’IVM, via l’activation des récepteurs 
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P2X4 médiée par l'ATP, augmentait la sécrétion de CXCL5 dans les macrophages primaires 

humains dérivés de monocytes (Layhadi et al., 2018). En augmentant la survie cellulaire, l’IVM 

réduit donc la concentration extracellulaire d'ATP ce qui pourrait expliquer la baisse 

d’expression de CXCL5 observée in vitro. Les récepteurs P2X4 seraient donc également 

impliqués dans la modulation de la réponse de l’hôte induite lors du traitement par l’IVM. 

Récepteurs purinergiques et immunomodulation in vitro 

Tous ces éléments nous ont conduit à étudier d’autres voies de modulation de la 

réponse inflammatoire en lien avec les récepteurs purinergiques P2X4 et P2X7 avec lesquels 

l’IVM  peut interagir (Zarei, Sahebi Vaighan and Ziai, 2021). Nous avons dans un premier temps 

utilisé des antagonistes des récepteurs P2X4 et P2X7 dans le modèle d’infection transwell 

pour caractériser le profil d’infection des cellules. Les traitements par le BX430, un antagoniste 

spécifique des P2X4 ou le A438079, un antagoniste spécifique des P2X7 ne permettent pas 

comme l’IVM de protéger les cellules (concentration d’ATP des cellules épithéliales identiques 

au contrôle non traité) ni de limiter l’excrétion de la nLuc produite par le virus. De même, ces 

deux antagonistes ne modifient pas l’effet de l’IVM lorsqu’ils sont ajoutés conjointement.  

Au niveau transcriptomique, lorsque les cultures transwell sont traitées avec l’IVM et 

les antagonistes respectifs des nAChR-α7, P2X4 et P2X7 (MLA, BX430 ou A438079), seul le 

BX430 est capable d’annuler l’effet de l’IVM sur les temps précoces de l’infection à 24 et à 48 

hpi. En effet, lors du traitement IVM + BX430, l’expression de CXCL10 dans les THP-1 reste 

au niveau du contrôle non traité. Le même effet est également observé au niveau des A549 à 

48 hpi. Les THP-1 traitées par BX430 ou A438079, à 72 hpi, ne sont pas capables de 

surexprimer ni CXCL10 ni l’IL10. Au niveau des cellules épithéliales et macrophagiques, ce 

double traitement induit une diminution de la réponse antivirale cellulaire avec une diminution 

de l’expression de l’IFNG et de l’ISG20. L’expression de CXCL5 n’est quant à elle pas impactée 

par l’ajout des différents antagonistes en présence de l’IVM. Dans tous les cas, l’expression de 

CXCL5 est diminuée significativement par rapport au contrôle non traité. L’ajout des 

inhibiteurs de P2X4 et P2X7, BX430 ou A438079, semblent même avoir un effet additif avec 

l’IVM sur l’expression de CXCL5.  

Il apparait donc que l’immunomodulation induite par l’IVM est un mécanisme complexe, 

qui pourrait impliquer une coopération entre le nAChR-α7 et le récepteur P2X4 au niveau de 

la membrane cellulaire. En outre, les récepteurs P2X4 sont présent dans la cellule soit sous 

forme d’homodimères soit sous forme d’hétérodimères P2X4/P2X7 (Schneider et al., 2017). 

Il est connu que les récepteurs P2X7 et nAChR-α7 coexistent et interagissent (Patti et al., 
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2006) mais les interactions déjà décrites entre ces récepteurs se font au travers d’un couplage 

fonctionnel avec les canaux PANX-1 (Inoue et al., 2021; Maldifassi et al., 2021). Dans notre 

étude, nous avons démontré le rôle du récepteur P2X4, ce qui nous laisse envisager que l’IVM 

agirait sur le complexe hétérodimérique P2X4/P2X7 avec les nAChR-α7. 

Enfin, des différences sont observées entre nos modèles in vivo et in vitro. In vivo, la MLA 

inhibe l’effet protecteur du nAChR-α7 induit par l’IVM, tandis qu’in vitro, aucun effet de la MLA 

n’est observé. En outre, un RNAseq sur les poumons de hamsters a montré une augmentation 

de l’expression de CXCL5, qui n’est pas observé in vitro. Ces différences pourraient s’expliquer 

par le fait qu’en condition physiologique, dans un environnement présentant un grand nombre 

de types cellulaires différents, il est difficile de voir le rôle spécifique d’un type cellulaire, dans 

notre étude le macrophage. Aux vues de l’importance des récepteurs P2X4 dans la mise en 

place de la réponse cytokinique par les macrophages, il serait intéressant d’étudier dans le 

modèle de hamster, la combinaison lVM et BX430 ou BX430 seul lors d’une infection par le 

SARS-CoV-2 afin d’évaluer, in vivo, l’implication du récepteur P2X4. 

L’immunomodulation induite par l’IVM implique donc plusieurs récepteurs, répondant 

à un dialogue dynamique entre différents types cellulaires. Nous avons pu l’observer avec les 

cellules macrophagiques qui répondent de façon précoce à 24 hpi avec une augmentation de 

l’expression de CXCL10, précédant l’augmentation de CXCL10 dans les cellules épithéliales à 

48 hpi (Figure 28).  
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Figure 28 : Dialogue modulant la réponse inflammatoire entre les cellules A549-ACE2-
TMPRSS2 et les cellules THP-1 dans un modèle de co-culture. 
L’ivermectine agit précocement sur les récepteurs nACh-α7 et P2X4 en induisant une augmentation 

de l’expression de CXCL10. Une action plus tardive de l’IVM implique les récepteurs P2X4 

exclusivement. L’ivermectine va permettre la mise en place d’une réponse macrophagique plus précoce 

ainsi qu’une augmentation de l’expression de CXCL10 permettant alors une protection et une 

meilleure survie cellulaire. 

Le développement de nouvelles approches thérapeutiques reste un processus 

complexe, comme nous avons pu le voir dans ce travail de thèse. L’utilisation de molécules 

ayant un effet in vitro ne permet pas de prédire leurs effets in vivo. Cela a été le cas avec 

CIM114116 et CIM114669, qui, bien qu’efficaces in vitro, n’ont pu être suffisamment étudiées 

in vivo du fait de leur solubilité trop faible.  
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La difficulté de trouver le modèle adéquat pour étudier le mécanisme d’action d’une 

molécule peut être un autre frein. Nous avons pu l’observer pour l’ivermectine, qui bien 

qu’étant étudiée pour ces divers effets (antiparasitaire, antitumorale, antivirale), l’obtention 

d’un modèle spécifique de l’infection par le SARS-CoV-2 pour étudier son rôle 

d’immunomodulateur fut complexe. 

Ainsi, j’ai pu montrer au cours de ma thèse, que cibler le complexe de réplication du RABV à 

l’aide de petite molécule est une piste thérapeutique qui reste prometteuse. De même, une 

utilisation combinée de modulateurs allostériques des nAChR-α7 et des récepteurs P2X4 

pourrait être une piste thérapeutique intéressante à poursuivre contre le SARS-CoV-2 afin de 

moduler la réponse immunitaire de l’hôte, en réduisant l’inflammation provoquée par le virus. 
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