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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
problémes 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 déces
dans le monde (6,9 millions de morts depuis le début de la pandémie de la COVID-19 et pres
60 000 déces chaque année dans le cas de la Rage). Malgré I'existence de prophylaxies pré- ou
post-exposition, il apparait 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-a-vis de ces infections afin (i) de moduler la cascade
de réponses de I'hote via l'activation de récepteurs cellulaires, comme les récepteurs
nicotiniques alpha7 a I'acétylcholine (a7nAChR) 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
a7nAChR, réduisait les signes cliniques de l'infection par le SARS-CoV-2 chez le hamster.
L'implication des a7nAChR dans la modulation de la réponse de I'hote au cours de l'infection
a ainsi été étudiée tout d'abord dans un modéle in vivo utilisant des hamsters, mais également
avec des modeles in vitro de lignées cellulaires épithéliales seules ou en co-culture avec des
cellules de I'immunité. Dans un premier temps, chez I'animal, nous avons étudié les mécanismes
de neuroinvasion et d'anosmie liés a l'infection par plusieurs variants d'intéréts. Nous avons
ensuite testé I'effet de différents agonistes et antagonistes des récepteurs cholinergiques afin
d'évaluer leurs réles dans la mise en place de la réponse inflammatoire de I'h6te. Dans un
second temps, l'implication des récepteurs purinergiques dans la modulation de la réponse
inflammatoire liée a I'VM a été explorée dans des modeéles 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 méme de l'ordre des Mononegavirales. Ensuite, plus de 300 analogues
chimiques de la molécule de départ avaient été produits pour arriver a '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



réplication viral. Les mécanismes d'actions de ces molécules et leurs interactions avec les
protéines virales ont été particulierement étudiés au cours de ce travail, en utilisant deux
approches. () L'identification des protéines virales et des domaines ciblés par ces molécules
a été réalisée par le séquengage de mutants viraux échappant a l'action de ces molécules, et
I'étude du réle 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 paralléle explorée par
Résonnance Magnétique Nucléaire (RMN) en condition ex vivo. Ces recherches, combinées a
des approches in silico de modélisation par homologie et de « machine-learning » nous ont
permis d'obtenir des modeéles structuraux d'interaction. Ainsi, I'ensemble de ce travail nous a
permis de mieux comprendre le role des récepteurs a7nAChR 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 a7nACh — Récepteurs P2X —

Inflammation — Complexe de réplication viral — Echappement viral — Génétique Inverse



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 (a7nAChR) 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 a7nAChR, has
reduced the clinical signs of SARS-CoV-2 infection in hamsters. The involvement of a7ZnAChR
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



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 a7nAChR 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 — a7nAChR receptors — P2X receptors —

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

|- 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 a travers le monde, laissant des marques remontant jusqu’a I'Antiquité. Cest 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 premiere trace remonte a 2000 ans av.
J.-C. dans les lois d’Eshnunna de Mésopotamie (Adamson, 1977) et qui fut également décrite

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

Variole Fievre Grippe Grippe de SARS-
(Japon) jaune espagnole Hong-Kong CoV-2

1 million de 150 000 40 millions 1 million SRAS MERS 6,9 millions
morts morts de morts de morts 770 morts 850 morts de morts

1918-1919 1968-1970 2002-2003 2012-ajd 2019-ajd
1957-1958 1981-ajd 2009-2010 2014-2016

Variole Grippe Grippe SIDA Grippe A Ebola

(Amérindiens) russe asiatique 40,1 (H1N1) 11 300

56 millions 1 million 1,1 millions millions de 200 000 morts
de morts de morts de morts morts morts

Figure | : Chronologie des épidémies virales les plus meurtriéres et les plus récentes a
travers le monde.
(ajd : aujourd’hui, le 10 juin 2023), d’apres (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 HINI et faisant pres de 40 millions de morts a
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
limmunodéficience humaine (VIH), avec prés de 40 millions de morts (UNAIDS, 2021) ; le
syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS) apparu en Chine en 2002 (CDC, 2017) ; la grippe
HINI de 2009 (CDC, 2019c) ; le syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS) apparu en
Arabie Saoudite en 2012 (OMS, 2023c) ; la fievre hémorragique Ebola en Afrique de I'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 a coronavirus 2019), apparue en décembre 2019, causée par le SARS-
CoV-2 (Coronavirus 2 du syndrome respiratoire aigu sévere), et toujours présente

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

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

Virus Heartland —/

Syndrome pulmonaire _)

— Grippe H5N6

Entérovirus D68 ——
Variole du singe MERS-CoV COVID-19 ——~
humaine
Virus Akhmeta
Virus de Powassan
Grippe H3N2v 6
s téchelle nationale) 59 ; " Bunyavirus SFTSV
(a I'échelle nationale) Virus du Nil
j 9 occidental
P Grippe H10N8
Rougeole 9 Dengue Hépatite C ——Q 9 9 pp
Adénovirus 14
Q Grippe H5N1
Grippe HIN1 Chikungunya .
2009 Fiévre jaune Grippe H7N9
X SRAS
Fievre de Virus de

a hantavirus

Virus de Bourbon —/

Virus Zika

9 Réémergence

Syndrome

Lassa Fievre de la

Virus Ebola vallée du Rift
Virus de
Marburg

Nipah

Virus de

Nipah

Variole du singe

Virus Zika

Virus Ebola VIH

humaine

Virus de
9 Hendra

Entérovirus 71

pulmonaire a
hantavirus

9 Nouvelle émergence

Figure 2 : Emergences ou réémergences récentes d’épidémies virales de 1981 a 2020.
(MERS-CoV : du du VIH : virus de
Pimmunodéficience humaine ; SRAS : syndrome respiratoire aigu sévere ; SFTSV : virus du syndrome

Coronavirus syndrome respiratoire Moyen-Orient ;

de fievre sévere avec thrombocytopénie), d’aprés (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 premiére 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 I'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 a transmission vectorielle (Jones et al.,
2008). Un virus zoonotique est transmis a ’lhomme par des animaux vertébrés, tandis qu’un
virus a transmission vectorielle sera transmis a ’lhomme par I'intermédiaire d’un arthropode,

le plus souvent hématophage (moustiques, tiques, phlébotomes) (OMS, 2020).
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Divers facteurs vont permettre a ces virus d’émerger de réservoirs de la faune sauvage
et d’infecter I'étre 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 I'urbanisation,
de la mondialisation, de 'augmentation de la densité des populations, de la pauvreté, des
troubles sociaux, des voyages, du commerce a linternational, du vieillissement de la
population, du défrichement, de la déforestation, du changement climatique, de I'agriculture
et de la chasse, de I'élevage d’animaux domestiques et de toute autres activités humaines
détruisant I'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 systéme de santé publique, mais également de graves impacts sur le
progres 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
modeéle 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 la ou 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 I'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 phénoménes peuvent étre a
l'origine du franchissement de la barriére d’espéce et participer a '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 a jour des vaccins
disponibles qui sont devenus obsolétes en raison de I'émergence de nouvelles souches virales
(Gongalves 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 a lui, présenté pour illustrer les virus négligés.

C) Le SARS-CoV-2, un exemple de virus émergent
a. Epidémiologie et physiopathologie

La COVID-19, dont les premiers cas ont été recensés a Wuhan dans la province
d’Hubei en Chine en novembre 2019, a entrainé une pandémie, déclarée en mars 2020 par
’OMS et qui se poursuit toujours en automne 2023 (OMS, Sharma et al., 2021). Cette maladie

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

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

Nombre total de cas
pour 100 000 habitants

I >10000
Il 5000- 10000
| 1000 -5000

[C] 100-1 000
[] 01-100
Jo

] Non applicable

Figure 3 : Nombre total de cas de SARS-CoV-2 pour 100 000 habitants a travers le monde

en septembre 2023.

Il s’agit du nombre de cas déclarés par les différents pays ou territoires (d’apres (OMS, 2023a)).
Depuis le début de la pandémie de nombreux variants du SARS-CoV-2, I'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). lls nécessitent une
surveillance constante en réalisant un séquengage du génome viral sur les prélévements
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 1° 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’ao(t 2021. Enfin, le variant Omicron, le dernier variant a étre apparu fin
novembre 202| est actuellement en circulation avec ses différentes sous-lignées (B.1.1.529,
BA.2, BA.3, BA4, BA.5, BA.2.86) et plus récemment, I'apparition de différents recombinants
(XBB. 1.16, XBB.1.5) (Figure 4) (ECDC, 2023c).

s 1r»
S
)
(} A
A4 T LN
\\\ i /,’) Variant Alpha & I
::‘ Lo B117) 3 ¥e
= T 1 > o
v’,/ :\—: Déc. 2020 ./2 b L‘t\
& 4 1, L\i\ Variant Gamma . . .
(P1) V?g?'a 3e2I§a V(arlants 2(nglcron
. -9 d'oriqi Jan. 2021 . - B.1.1.529, BA.1,
SARS ?v%\éhza?,;) rigine Mai 20217 BA.2, BA.3,BA 4,
Déc. 2019 . BA.5, etc...)
’ Variant Beta Nov. 2021
(B.1.351)
Déc. 2020

T ——

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

Le SARS-CoV-2 est un virus qui se transmet par gouttelettes de Fliigge ou par aérosols
d’une personne a l'autre lors d’un contact étroit de moins d’'un meétre ou dans des espaces
mal ventilés et/ou bondés (OMS, 2021c). Il peut également se transmettre de fagon 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 symptomes vont apparaitre chez une personne en moyenne 5 a
6 jours apres I'exposition (Kumar et al., 2021). Les patients peuvent présenter un tableau
clinique tres varié (Figure 5), allant de formes asymptomatiques aux formes graves voire

mortelles. Les symptomes les plus courants ne sont pas spécifiques de la maladie et
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appartiennent a ceux du syndrome pseudo-grippal (fievre, mal de gorge, toux, céphalées,
myalgies et asthénies) (OMS, 2023b). Certains patients aux symptomes légers peuvent
également présenter de I'agueusie et de I'anosmie, respectivement une perte de go(it et une
perte d’'odorat (de Melo, Lazarini, Levallois, et al., 2021). Chez des personnes présentant des
facteurs de risque tels que I'obésité, I'age avancé, I'hypertension, I'insuffisance cardiaque, ou
les maladies pulmonaires chroniques, le risque de développement de formes séveres peut étre
aggravé. Cela se manifeste par une insuffisance respiratoire séveére, 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).

Symptomes courants Symptomes séveres

Anosmie et/ou agueusie
Céphalée Syndrome de Guillain-Barré
Myalgie — Neurologiques Neurologiques —{ Neuropathie périphérique
Asthénie Encéphalopathie
Fatigue
Fiévre SDRA
. Insuffisance respiratoire
Pulmonaires i
Toux Dyspnée
Mal de gorge [ Respiratoires Pneumonie interstitielle
Rhinorrhée c N
7 N
Q X Infarctus du myocarde
Cardiaques )
ot Insuffisance cardiaque
Musculaires | Myocardite
Arythmie

. Trouble de la coagulation
Vasculaires i )
Choc circulatoire

Figure 5 : Signes cliniques courants ou sévéres observés chez les patients atteins de la
COVID-19.

(SDRA : syndrome de détresse respiratoire aigué), d’aprés (Alturki et al., 2020; Falzone et al,, 2021;
ECDC, 2023a).

Chez certains patients, les symptomes respiratoires ou extra-respiratoires peuvent
persister ou se développer 3 mois apres I'épisode aigu de l'infection. Leur présence durant au

moins deux mois, sans aucune autre explication, est un état défini par ’'OMS comme COVID-
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long ou syndrome post-COVID-19 (HAS, 2021). Ces symptomes, variés, sont principalement :
la fatigue, la dépression, I'anxiété, les troubles cognitifs et du sommeil, I'agueusie, 'anosmie et
la dyspnée, mais également une altération de I'attention, de la concentration et de la mémoire.
(Sudre et al,, 2021). Les mécanismes précis menant a cet état de COVID-long restent encore

a étre élucidés.
b. Taxonomie

Le SARS-CoV-2 appartient a 'ordre des Nidovirales, a la famille des Coronaviridae et a la
sous-famille des Coronavirinae. Cette derniére est sous-divisée en 4 genres : Alpha-, Beta-,
Gamma-, et Delta-coronavirus (Figure 6) (de Groot et al., 2009). Le SARS-CoV-2 appartient au
genre des Beta-coronavirus, tout comme le SARS-CoV et le MERS-CoV, qui causent des
infections pulmonaires chez les mammiferes et dont les hotes les plus récurrents sont les
chauves-souris, les chameaux, la civette et 'homme (de Wit et al., 2016; Gong and Bao, 2018).

Ordre : Nidovirales

—Famille : Arteriviridae
—Famille : Roniviridae
—Famille : Mesoniviridae

— Famille : Coronaviridae

t Sous-famille : Torovirinae
Sous-famille : Coronavirinae

f Alphacoronavirus 1

— Genre : Alphacoronavirus HCoV-229E
L HCoV-NL63
Murine coronavirus
~— Lignée A HCoV-0C43
HCoV-HKU1
Lignée B —— SARS-CoV and SARS-CoV-2
—Genre : Betacoronavirus —=< MERS-CoV
Lignée C BtCoV-HKU4
BtCoV-HKU5
- Lignée D — BtCoV-HKU9

—Genre : Gammacoronavirus Avian coronavirus

——Genre : Deltacoronavirus BuCoV-HKU11

Figure 6 : Taxonomie des Coronaviridae.
(En bleu, les coronavirus dont des cas humains ont été rapportés) (Fung and Liu, 2019).

L’origine du SARS-CoV-2 reste encore un sujet débattu. Apres une enquéte dépéchée

par 'OMS a Wuhan aucune conclusion définitive n’a pu étre établie (OMS, 2022).
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c. Morphologie

Le SARS-CoV-2 est un virus enveloppé sphérique d’environ 120 nm de diameétre,
présentant a sa surface des triméeres de glycoprotéine « Spike » (S) (Bar-On et al., 2020) (Figure
7). Cette protéine va permettre a la particule virale de se fixer aux récepteurs de la cellule
hote et d'y entrer. Ancrée dans I'enveloppe, se trouvent la protéine de la membrane (M)
impliquée dans l'assemblage du virus et le bourgeonnement des virions et la protéine
d’enveloppe (E) qui joue un role dans I'assemblage du virus et également dans la stabilité de la
particule virale et sa pathogénie (Ruch and Machamer, 2012; Schoeman and Fielding, 2019).
Enfin, a I'intérieur de la particule virale, la nucléoprotéine (N), associée au génome viral, forme

la nucléocapside pour protéger ce dernier (Figure 7) (Krupovic and Koonin, 2017).

Protéine d'enveloppe (E)
Nucléoprotéine (N)
Protéine de membrane (M)
Protéine "Spike" (S)

Génome viral a ARN

Figure 7 : Particule virale du SARS-CoV-2.

A. Représentation schématique de la morphologie du SARS-CoV-2. B. Quatre coupes tomographiques
représentatives de virions SARS-CoV-2 provenant du surnageant de cellules infectées et obtenues par
microscopie électronique (Barre d'échelle : 50 nm) (Ke et al., 2020).

d. Génome viral

Le génome du SARS-CoV-2 est composé d’un ARN simple brin de polarité positive
d’environ 30 kb. C’est un génome viral dit infectieux, c’est-a-dire qu’il va étre directement pris
en charge par la polymérase cellulaire en tant quUARNm viral (V’kovski et al., 2021). Le génome
possede en 5’ une coiffe, suivie d’'une séquence TRS (Transcription and regulatory sequence)
ou leader. En 3’, le génome présente une queue poly-adénylée, lui assurant une plus grande
stabilité et lui permettant également d’échapper aux exonucléases de la cellule héte (Brant et
al., 2021). Le génome est divisé en |4 ORF (« Open reading frame » ou cadre de lecture
ouvert) de tailles variées et qui présentent un décalage du cadre ribosomal permettant

'expression de genes codant de nombreuses protéines non-structurales. Approximativement
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deux tiers de l'extrémité 5 du génome contiennent les ORF la et Ib qui codent
principalement des protéines impliquées dans la réplication (la protéase « papain-like », la
protéase 3CL, le RdRp, I'hélicase et I'endoribonucléase). Le dernier tiers de la partie 3’ du
génome code pour les protéines structurales (les protéines S, E, M et N) et huit protéines

accessoires (Figure 8) (Wu et al.,, 2020).

Protéines non structurales (nsp) Protéines structurales et accessoires

5 ORFla

Site du décalage du cadre
lecture ribosomique

II'15p '
pplaf1] 2] 3 [4]s]se]7]8]o[10]17]

'nsp .
pplab[1] 2] 3 J4]5]e[7[8]o10] 12 [13[14]15] 16]

Figure 8 : Génome du SARS-CoV-2.
(ORF : Cadre de lecture ; L : séquence leader ; S : protéine « Spike » ; E : protéine d’enveloppe ; M:
protéine de membrane ; N : protéine de nucléocapside), adapté de (Hartenian et al., 2020).

e. Protéines virales

Le génome viral code |6 protéines non-structurales, impliquées dans la réplication du
génome et la régulation précoce de la transcription (Yoshimoto, 2020): || protéines
accessoires, impliquées dans la pathogénese et ayant un role important dans les interactions
virus-hote (Rohaim et al, 2021) et 4 protéines structurales, dont les roles ont été décrits

précédemment. Seule la glycoprotéine S sera abordée plus en détail.

La glycoprotéine « spike » S, de classe |, est présente a la surface de I'enveloppe virale
sous forme de trimeére. Cette protéine joue un role important dans l'infectivité, la diversité
d’hotes et la pathogenese (Li, 2016). Elle est divisée en deux sous-unités distinctes : S| et S2
(V’kovski et al., 2021). La sous-unité S| contient le domaine de liaison au récepteur cellulaire
de I'enzyme de conversion de I'angiotensine 2 (ACE2) et la sous-unité S2 possede le peptide
de fusion, assurant la fusion de la membrane virale et de la membrane cellulaire et ainsi 'entrée
de la particule virale (V’kovski et al., 2021). Deux sites de clivages, séquentiellement clivés par
des protéases cellulaires vont permettre d’une part de faciliter la liaison entre le récepteur
cellulaire et S| et d’autre part la libération du peptide de fusion (de Haan and Rottier, 2005;
Heald-Sargent and Gallagher, 2012).
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f.  Cycle viral

Le SARS-CoV-2 possede un cycle viral cytoplasmique, qui peut se décomposer en six
étapes : I'entrée dans la cellule, la traduction de la polyprotéine, la réplication, la transcription

des ARN viraux, 'assemblage et la sortie (Figure 9).

SARS-CoV-2
@ Liaison au récepteur et entrée virale ry 4
g

par fusion membranaire ou endocytose

4
_x \ Récepteur ACE2 \
»
TMPRSSZT T T T

sy
5
)
4
<L
Cytoplasme /

Ribosome

j N\\N @ Traduction du polypeptide
G:E?\l"(‘f)a o Formation

du virion

Vésicule

d'exocyte
@‘ r‘:Ir et clivage du polypeptid
pour générer les nsps

> )

Prtoéases nsps

pirales o @ La nucléocapside

TS K ~ bourgeonne dans le

O o o o ERGIC incrusté des ERGIC

) L@ protéines S, E et M. “ D‘Oab .,IQU rla“‘

Vésicule .
O Complexe RdRp a double R .
N\ g membrane Génome viral %Nucléocapside
@ (Polarité -) 5 o .
Transcription Ne
subgénomique et > O
réplication de 'ARN

Q
— )L~ f @ Traduction de 'ARNm

—1\\ subgénomique en <
o ARfTgencmique et @ (Polarité +) (ARN génomique prot%ines s;‘ructurales w90018 'V.x'v‘x.
subgénomique P et subgénomique A ‘.L x E
Q (polarité ) Transcription (polarité +) o et accessoires M s
subgénomique
et réplication de o) c
I'ARN 0
o) Q o) © o o
o P Q 0 o ) o =
Q o O O o Réticulum endoplasmique (RE)

Figure 9 : Cycle de réplication viral du SARS-CoV-2.
(nsp : protéine non structurale ; RdRp : ARN polymérase ARN dépendante ; ERGIC : compartiment
intermédiaire Golgi-réticulum endoplasmique ; S : protéine « Spike » ; E : protéine d’enveloppe ; M :
protéine de membrane), adapté de (Hartenian et al., 2020).

- Adsorption et entrée dans la cellule hote :

L’entrée du virus dans la cellule se fait par soit par endocytose, soit par I'interaction
entre la protéine S et son récepteur cellulaire ACE2. Ce récepteur est présent sur la
membrane de nombreux types cellulaires tels que les cellules alvéolaires (poumon), les
entérocytes (intestin gréle), les cellules endothéliales (arteres, veines), ou les cellules de
muscles lisses (Sallard et al., 2020).

La fusion des membranes du virus et de la cellule hote se fait en plusieurs étapes. Tout d’abord,
les deux sous-unités S| et S2 sont clivés par une furine. La sous-unité S| présentant un peptide
signal va permettre de guider la particule vers la membrane cible (Xia, 2021). Ensuite, la sous-

unité S2 est clivée par la protéase transmembranaire a sérine 2 (TMPRSS2), permettant ainsi
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l'activation du domaine S2 et la fusion des membranes du virus et de la cellule hote (Figure

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

- Traduction de la polyprotéine :

Une fois a l'intérieur de la cellule hote, la décapsidation de ’ARN viral s’accomplit et
les ORFla et ORFIb sont traduites a I'aide des ribosomes cellulaires (V’kovski et al., 2021;
Eriani and Martin, 2022). Les polyprotéines produites, respectivement ppla et pplb 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 '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 a son tour de matrice pour la réplication du génome viral. Cette
réplication se déroule au sein de vésicules a double membrane qui permettent la séparation
physique de ces ARN des senseurs immunitaires présents dans le cytoplasme, et cela afin
d'échapper a l'immunité innée de I'hote (Brant et al, 2021). Cependant, la présence de
séquence TRS va parfois induire une interruption de la transcription et la production ¢ARN
subgénomiques (ARNSsg) 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 synthése des protéines
structurales (S, M, E et N) et des protéines accessoires (Lan et al., 2020). Ces étapes se
déroulent dans des vésicules périnucléaires a 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 ’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 I'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. Epidémiologie et physiopathologie
La rage est une zoonose responsable selon des estimations d’environ 59 000 décés par
an (Hampson et al., 2015) et touchant particuliérement les populations pauvres vivant en milieu

rural et agées de moins de |5 ans (OMS, 2023e). 95 % des cas de rage surviennent en Afrique

et en Asie (Figure | 1) (OMS, 2023e).
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Figure 11 : Prévalence de la rage transmise par les chiens dans le monde en 2021.
D’apres (OMS, 2021d).
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Les mammiféeres et particulierement les chauves-souris constituent les hotes primaires
des Lyssavirus, genre regroupant plusieurs especes virales, dont le virus de la rage est le chef
de fil (Banyard et al, 2020). En ce qui concerne ce dernier, les carnivores terrestres comme
le chien, le renard, le raton-laveur, la moufette, la mangouste et les chauves-souris constituent
les hotes primaires principaux (OMS, 2023e).

La transmission de I'animal a ’'Homme se fait principalement par morsure, par griffure
ou léchage sur peau lésée, ou bien par projection sur les muqueuses (oculaire ou buccale)
(OMS, 2023e). Des cas de transmission interhumaines ont également été rapportés, lors de
greffes d’organes ou de tissus provenant de donneurs infectés (Hellenbrand et al., 2005; Zhang
et al, 2018). Le chien est responsable de 95 % a 99 % de la transmission de la rage chez

'Homme (OMS, 2023e).

8. Transport axonal antérograde vers le
systéme nerveux périphérique.

1. Salive chargée
de virus contamine
les tissus.

7. Infection des neurones cérébraux.

6. Infection des neurones rachidiens
et transport axonal jusqu’au cerveau.

5. Réplication dans les neurones de la
corne ventrale et les ganglions de la
racine dorsale.

2. Entrée virale dans les
cellules du muscles
squelettiques et
réplication.
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