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Introduction

La COVID-19 est une pathologie, qui depuis le début de I'année 2020 a atteint le
stade de pandémie et, au moment de la rédaction de cette thése, qui ne s’est pas
encore résorbée. Par conséquent, les informations et les conclusions qui découlent

de ce travail bibliographique sont a replacer dans leur contexte.

L’émergence de ce nouveau coronavirus, baptisé SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome — Coronavirus 2), ft I'occasion de reprendre des travaux
menés sur deux autres coronavirus responsables d’épidémies jusqu’ici. Les
coronavirus pathogénes chez 'homme sont SARS-CoV-1 et MERS-CoV (Middle
East Respiratory Syndrome — Coronavirus) et sont & l'origine d’'un syndrome de

détresse respiratoire aigle.

Fin 2002, en Chine, le SARS-CoV-1 crée la premiere épidémie a coronavirus (1). Dix
ans plus tard, c’est au tour du MERS-CoV d’inquiéter la population, au Moyen-Orient,
en Corée du Sud, en Algérie ou en France, pour un total de 27 pays touchés a ce
jour. Les épidémies causées par ces deux virus ont été 'occasion pour la recherche
mondiale de travailler sur des thérapies et des vaccins efficaces pour les contrer. De
méme, ce flt 'occasion d’étudier les mécanismes immunologiques développés par

ces pathogénes qui ont servi de base aux travaux réalisés sur le SARS-CoV-2.

Dans ce travail de these bibliographigue, nous commencerons par présenter le virus
du SARS-CoV-2 responsable de la pathologie COVID-19. Le curseur restera sur le
patient adulte par cohérence avec le mémoire qui comporte une cohorte de patients
adultes. Dans un second temps, une présentation sur les deux autres coronavirus,

SARS-CoV-1 et MERS-CoV, nous permettra d’établir une comparaison avec ce

10



nouveau coronavirus qui est apparu fin 2019. La partie MERS-CoV sera davantage
développée. Ces deux présentations seront I'occasion de poursuivre notre réflexion
sur la réponse immunitaire antivirale. De la premiere ligne de défense ou nous
verrons les phagosomes aidés par les opsonines pour phagocyter les agents
pathogénes, nous poursuivrons par une description de la réponse T spécifique qui
parachéve la mémoire immunologique du patient. Enfin, la conclusion est une
ouverture sur le travail de mémoire en cours qui étudie la réponse des polynucléaires
neutrophiles chez 32 patients du CHU de Lille avec une forme sévere de COVID-19.
Cela permettra de mettre en évidence les mécanismes issus de I'activation des

neutrophiles dans un cadre infectieux appliqué a la pathologie COVID-19.
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|. La pathologie COVID-19

A. Physiopathologie

1. Taxonomie

La maladie a coronavirus 2019 ou COVID-19 (dénomination de I'Organisation
mondiale de la santé, OMS) est engendrée par un virus a ARN de la famille des
Coronaviridae, sous-type Orthocoronavirinae, genre Betacoronavirus, sous-genre
Sarbecovirus (2). Il est appelé SARS-CoV-2, coronavirus 2 du syndrome respiratoire
aigu seévere, par le Comité international de taxonomie des virus (ICTV), un
consensus de virologues responsables de la classification des virus. Pour faciliter la
communication avec le grand public, 'Organisation mondiale de la santé (OMS) a
désigné ce virus sous le nom de « virus de la COVID-19 » ou « virus responsable de
maladie COVID-19 » (3). Ces dénominations ne se substituent en aucun cas au nom

officiel du virus défini par 'ICTV.
2.  Epidémiologie

La pathologie COVID-19 a été classée en tant que sixieme urgence mondiale de
santé publique aprés la grippe H1IN1 (2009), la poliomyélite (2014), le virus Ebola en
Afrique de I'Ouest (2014), le virus Zika (2016) et le virus Ebola en République
Démocratique du Congo (2019) et a atteint le stade de pandémie en 2020. Elle s’est
étendue rapidement a partir de Wuhan en Chine en décembre 2019, n’épargnant
que de rares pays souvent petit et/ou insulaire. A cause de I'absence de vaccin et de

thérapies dédiés a ce virus, le nombre de morts biologiquement confirmés n’a cessé
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d’augmenter avec une prédominance chez les plus de 65 ans. On peut supposer
qu’il faut rapprocher ce constat a 'immunosénescence, c’est-a-dire la diminution

physiologique de l'immunité cellulaire causée par le vieillissement naturel du patient

(4).

3. Structure du virus et zones d’intérét

Le SARS-CoV-2 et six autres coronavirus sont infectants pour ’homme (SARS-CoV-
1, MERS-CoV, HKU1, OC43, NL63 et 229E). Phylogénétiquement, celui-ci est
proche des SARS-CoV-1 et MERS-CoV. Comme eux, il colonise le parenchyme

pulmonaire et cause une pathologie pulmonaire pouvant étre létale (5).

Il est composé d’une enveloppe lipidique dans laquelle on retrouve enchevétrées la
glycoprotéine S (spike), la protéine d’enveloppe (E) et 'hémagglutinine-estérase
(HE). A l'intérieur de celle-ci, il existe une matrice formée de la protéine M et d’'une
capside hélicoidale formée de protéine N. L’intérieur de la capside renferme un ARN

simple brin & polarité positive (Figure 1) (5).

\ 77
Z . Glycoprotéine de surface
2 B (S, spike)

Q\ Hémagglutinine estérase (HE)

L Y Protéine de membrane (M)
Protéine d’enveloppe (E)

*~, Phospholipides

Protéine de nucléocapside (N)

W ARN génomique (monocaténaire

(A. Gautheret-Dejean 2020) de polarité positive)

Figure 1 : Structure schématisée du SARS-CoV-2 (5)
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Le génome possede 10 cadres de lecture ouverts (ORF) et code environ 30
protéines. Dans sa partie 5, on retrouve une séquence non codante puis les
premiers ORF (ORFla/b) qui codent une polyprotéine non structurale. L'ORF1 est
composée de 16 protéines non structurales dont 'ARN polymérase ARN dépendant,
les génes codant les protéines de structure S (sous-unité S1 et S2), E, M puis N.
L’ORF1a code les protéines de 1 a 11 et TORF1b celles de 12 a 16 (Figure 2). Six
géenes codant des protéines accessoires sont présents entre les genes des protéines
de structure. Pour des raisons de facilité, le génome est en général représenté sous

la forme de son équivalent ADN (5).

ORF6 ORF8
ORF3a | ORF7a / ORF10

o |
S
.

bemb V[ n lyum
= 2 \
- |Sous-unité

N

5’ UTR ORFla:ns1-11 ORF1b : ns 12-16

|\ |

o Sous-unitéS1

|
UTR : untranslated region, région non traduite |

ORF : open reading frame, cadre de lecture ouvert ‘

ns ; non structural

S : glycoprotéine d'enveloppe S, spike RBM

E : protéine d'enveloppe < RBD >

M : protéine de membrane

N : protéine de nucléocapside

RBD: receptor binding domain, domaine de liaison au récepteur

RBM : receptor binding motif, motif de liaison au récepteur A. Gautheret-Dejean 2020

Figure 2 : Structure schématisée de ’ARN génomique du SARS-CoV-2 (5)
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a) Protéine S

La protéine S de surface comporte deux sous-unités (S1 et S2). La sous-unité S1
contient le domaine de liaison au récepteur (RBD) dans lequel on retrouve le motif de
liaison au récepteur (RBM). La sous-unité S2 contient le peptide de fusion. La partie
S1 permet ainsi I'attachement a la cible tandis que la partie S2 participe a la fusion
des membranes virale et cellulaire humaine. Elle s’attache au domaine peptidase du
récepteur cellulaire humain, angiotensin-converting enzyme 2 (ACE-2), par
l'intermédiaire du RBD dont la surface est légérement concave et permet d’accueillir

la portion N-terminal de la peptidase (4).

b) Geénes N et E2

Le dernier tiers distal du génome, proche du 3’-terminal, encode quatre protéines
structurales importantes : la nucléocapside (N), la surface (S), I'enveloppe (E) et la
membrane (M). La protéine de nucléocapside maintient le génome dans le virus et

les trois autres créent I'enveloppe virale (4).

c) ARN génomique

De tous les virus a ARN, les coronavirus ont les plus grands génomes (29.9 kb) avec
au moins 6 extra cadres de lecture ouverts. Le premier d’entre eux, ORF1a/b compte
pour les deux tiers de 'ensemble du génome (4). Il constitue d’ailleurs une des cibles

utilisées dans la recherche de SARS-CoV-2 par RT-PCR.
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4. Modele animal

Aprés avoir été incriminé un temps, différentes études ont démontré que la similarité
des séquences nucléotidiques entre les coronavirus de pangolin et le SARS-CoV-2
est moindre que celle entre le SARS-CoV-2 et le BatCoV RaGT13, coronavirus de la
chauve-souris, avec plus de 96% d’homologie. Selon les publications de Rabi et al.
(6) et Andersen et al. (7), les mutations du RBD du SARS-CoV-2 relevées par
comparaison avec le virus dont il est le plus semblable (RaTG13) auraient eu pour
effet de renforcer I'affinit¢ du RBD pour ACE-2, particulierement au niveau des

cellules pulmonaires humaines (4).

Cela indiquerait que l'origine du SARS-CoV-2 est probablement retrouvée chez la
chauve-souris rendant I'implication du pangolin dans la pandémie douteuse. De plus,
'étude de Chaw et al. a souligné I'existence d’'un transfert de génes du RBD datant
d’au moins 40 ans entre les coronavirus de pangolin et humain. L’existence d’un héte
intermédiaire reste hypothétique. Le scénario proposé par Patifio-Galindo et al.
suppose l'incorporation du SARS-like RBD (commun avec le SARS-CoV-1) a la
souche ancestrale par recombinaison chez la chauve-souris, associée a de multiples
mutations spécifiques au niveau du RBD qui se sont faites au cours de I'évolution.
Ceci impliguerait que le SARS-CoV-2 soit davantage proche du SARS-CoV-1 humain

du point de vue de I'organisation génomique (8,9).

Par ailleurs, une analyse phylogénétique standard et une nouvelle méthode de
visualisation des distances génomiques basées sur l'analyse CATPCA ont été
exécutées sur le séquencage des premiers génomes de SARS-CoV-2. L’analyse en

composantes principales catégorielles (CATPCA) permet la représentation d’un
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groupe original de variables en un groupe plus petit par la réduction de la

dimensionnalité des données (10).

Le résultat obtenu en date du 2 février 2020 confirme la similarité des SARS-CoV-2
entre eux et la proximité avec un virus de chauve-souris (MG772934.1) avec 91.1%
de séquences protéiques en commun par analyse d’especes croisées (Cross-
species) et 96.2% de partage de séquence avec le SARS-CoV-2 séquence
NC_045512.2 pour le génome de coronavirus de chauve-souris de la base de

données Gisaid, EPI_ISIL_402131 (11).

5. Cible chez 'homme

Les récepteurs ACE2 sont les principales cibles du SARS-CoV-2. lls sont présents a
la surface de diverses cellules notamment au niveau du parenchyme pulmonaire ou
le virus cause les formes les plus graves. On les retrouve également a la surface des
cellules de I'épithélium du nez, de la trachée, des bronches, des glandes séreuses
bronchiques, des alvéoles pulmonaires, mais aussi, des monocytes et macrophages
alvéolaires, des cellules endothéliales et des myocytes des vaisseaux sanguins, des
entérocytes de lintestin gréle, des cellules épithéliales des tubules rénaux et des

neurones (5).
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B. Clinique

1. Evolution dans la population générale

En cette période de pandémie, tout patient est suspect d’infection a SARS-CoV-2 s’il
présente une pneumopathie d’origine infectieuse dont I'agent pathogéne est inconnu.
Les patients manifestent des signes généraux tels que de la fievre, une toux et une
fatigue ainsi que des signes de détresse respiratoire, et une lymphopénie (12-14).
Lors des deux premiers jours de l'infection, les patients sont asymptomatiques mais
néanmoins contagieux. Aprés étre rentré en contact avec les cellules épithéliales de
la cavité nasale, le virus s’y réplique. Malgré la charge virale faible, le SARS-CoV-2
est déja détectable par détection de I'’ARN viral sur un prélévement nasopharyngé

(12-14).

Le virus migre alors vers les voies aériennes inférieures a l'origine d’'une réponse
innée plus intense au niveau des voies aériennes supérieures. Les manifestations
cliniques se font plus présentes. Des marqueurs de 'immunité innée sont alors utiles
pour le pronostic infectieux et aident le clinicien @ moduler la prise en charge du
patient. Selon Mason et al. (12) et Wu et McGoogan (15), plus de 80% des patients
ont des symptdmes modérés et peuvent rentrer a domicile. Cependant, pres de 20%
d’entre eux évoluent défavorablement vers une pneumonie aigue. Selon des
estimations a la fin du 1*" semestre 2020, la mortalité dans la population générale est
de 2% avec de fortes disparités lorsque I'on sélectionne les patients agés et ceux
avec des comorbidités. Enfin, il faut garder a [l'esprit que certains patients
asymptomatiques sont absents des données de santé publique car ceux-ci ne

consultent pas de médecins et ne se font pas tester.
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L’étape finale dans la progression du virus correspond a une réponse
sévere caractérisée par une hypoxie progressant vers la pneumonie aigue. Le virus a
atteint les alvéoles et interfere avec les échanges vasculaires et gazeux en infectant
préférentiellement les cellules alvéolaires de type 2. La propagation et la
multiplication du virus dans ces cellules, ainsi que la décharge de particules virales

amenent les cellules alvéolaires de type 2 a I'apoptose et la mort (12-14).

2. Tableau global

Les symptdmes respiratoires sont communs a la plupart des virus respiratoires dont
les coronavirus. On retrouve souvent une toux, une dyspnée, une rhinorrhée et la
gorge irritée. Les signes gastro-intestinaux sont moins communs, avec des nausées,
vomissements, diarrhées, hypogeusie et hyposmie. L’agueusie et 'anosmie sont
néanmoins des caractéristiques souvent retrouvées chez les patients présentant la
COVID-19. Les autres symptdomes généraux et/ou moins fréquents sont la fiévre, la
congestion nasale, les myalgies, la fatigue, les maux de téte, la confusion et les
frissons. De plus, les images de scanner thoracique ont montré, chez les patients
symptomatiques et asymptomatiques, un aspect anormal avec des opacités en verre

dépoli, infiltration et épaississement du parenchyme pulmonaire était présent (16,17).
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C. Diagnostic

Before symptom onset After symptom onset

|
( Detection unlikely? ) |( PCR - Likely positive )( PCR - Likely negative® )
|

( Antibody detection )

SARS-CoV-2

exposure

Increasing probability of detection —}b

T T T T T T T T
Week -2 Week -1 Week 1 Week 2 Week 3 Week 4 Week 5 Week 6

Symptom onset
Nasopharyngeal swab PCR . Bronchoalveolar lavage/sputum PCR =~ ======. IgM antibody
Virus isolation from respiratory tract StoolPC(R  emee=e- 1gG antibody

Figure 3: Cinétique des différents analytes spécifiques a la COVID-19 rapportée a I’évolution
de la maladie depuis I’exposition au virus jusqu’a I’apparition des symptomes (18)

1. Biologie

e Standard : On observe généralement une leucopénie, une lymphopénie, une
thrombopénie et une augmentation de la CRP (16). La neutrophilie est
fréquente chez les patients en soins intensifs (19).

e PCR simple : Comme illustré dans la Figure 3, le gold standard repose sur la
réalisation d’'une amplification de 'ARN génomique viral par PCR sur un
écouvillon nasopharyngé. Cette méthode consiste a amplifier une quantité de

matériel génétique jusqu’a ce que le niveau en soit détectable (single-based
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resolution levels), ainsi elle permet une détection précoce de linfection. Le
résultat se présente sous la forme d’'une courbe d’amplification dont le nombre
de cycles et I'allure doivent répondre a des critéres définis par le laboratoire et
I'état des sciences actuel pour étre considéré comme positif. Cet examen peut
se reéaliser avec divers échantillons biologiques. Le plus utilisé reste le
prélevement nasopharyngé, mais le LBA, les prélevements trachéaux et les
selles peuvent aussi étre utilisés.

PCR multiplex (Filmarray®/ Qiastat®): Il s’agit du méme principe de
détection que la PCR simple. La différence réside dans les cibles recherchées
qui sont multiples et sont vendues par les fabricants en panel réunissant des
virus et des bactéries responsables d’infections respiratoires. La détection
de/des agents pathogenes est représentée par des courbes de fusion.

Test immunochromatographique : Une autre approche consiste a retrouver
les anticorps produits par le systeme immunitaire du patient contre la maladie.
Bien que la technique soit plus rapide a réaliser, elle s’oppose a un obstacle
majeur qui est la vitesse de production des anticorps aprés le début de
linfection. En effet, un délai de 7 a 10 jours est nécessaire. Le test
immunochromatographique de détection sérologique qualitatif de la réponse
immunitaire du patient et non un test de diagnostic précoce de l'infection (20).
En effet, dans la Figure 3 (18), on peut voir qu'un test trop précoce ne
permettra pas la détection des immunoglobulines (Ig) puisque celles-ci
n’apparaissent qu’au début de deuxieme semaine. Il est capable de détecter
des IgM et IgG anti-SARS-CoV-2, témoins d’une infection récente ou plus
ancienne, respectivement (Figure 4) (20). D’autres tests disponibles sur le

marché détectent les IgA présentes dans les cavités nasales du patient
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(Figure 5) (21) ou des Ig totales, bien souvent IgG et IgM, ce qui marque un

contact post-infectieux sans informer sur la « date » de I'infection puisque les

deux immunoglobulines sont détectées sans distinction (20).

MUne OUre Clcomrol)iine

I e iR
Y CovD-19 @M
Y ) o ) ,’“\
CovD-19 G ! C
!
‘ Gokd CoviD- 19 Astigen Conjugate G
z Goid Rabbit igG Conjugate
—_— e M
Ant-Human igM Antibody |
- \_/ -/ ./ L J
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Figure 4: lllustration représentant un test immunochromatographique (dépistage rapide),

exemple d’un test détectant les IgG et IgM (17)

Oral cavity and
salivary glands

Nasal passage

Figure 5: lllustration des composants de I'immunité locale dans la cavité nasale, la cavité

buccale et les glandes salivaires (21)
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Sérologie : La sérologie quantitative garde tout son intérét dans le contréle de
limmunité des populations (mesures de santé publique et autres protocoles
sanitaires). Il existe différents « kits » sur le marché et nous n’en ferons pas
une liste exhaustive. Par exemple, le Centre Hospitalier de Valenciennes rend
un résultat d’'lg totales avec une technique visant les anticorps anti-protéine S.
L’avantage est que cette protéine est abondante et facile d’accés donc facile a
détecter. L’'inconvénient réside dans son incapacité a différencier les anticorps
post-infection des anticorps post-vaccinaux car les vaccins disponibles en
Europe a ce jour nous permettent de développer des anticorps anti-S. Au
Centre Hospitalier Universitaire de Lille, il est possible de détecter deux types
d’anticorps. D’une part, les IgG anti-S (domaine S1) qui sont des anticorps
protecteurs post-vaccinaux contre le SARS-CoV-2, d’autre part, les IgM qui
détectent les anticorps marqueurs d’une infection aigue au SARS-CoV-2 mais
aussi les Ig totales (IgG et IgM) anti-S (domaine RBD) qui rapportent d’'un
contact avec le SARS-CoV-2 qu’il soit a travers une infection ou une
vaccination.

ELISpot COVID: En parallele de la recherche sérologique, la mémoire
immunitaire spécifique T a pu montrer son intérét lors de I'épidémie SARS-
CoV-1 (22). Forte de son expertise dans les tests ELISpot grace a la mise en
place d’'une plateforme automatisée pour les tests IGRAs (interferon gamma
release assays) dans le cadre du dépistage de la tuberculose latente, I'Institut
d’Immunologie du CHU de Lille a mis au point un test spécifique anti-SARS-
CoV-2. En stimulant les cellules mononucléées isolées a partir des patients
SARS-CoV-2 positifs avec des pools de peptides chevauchants spécifiques

des protéines N, M et S du virus, le but était de quantifier la réponse
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lymphocytaire T spécifique par un test ELISpot. Une réponse plus importante
a d’ailleurs été corrélée avec la sévérité clinique ainsi qu’avec les tests
sérologiques (23). Le suivi de 'immunité spécifique anti SARS-CoV-2 aprés
une infection naturelle est aujourd’hui en cours pour évaluer la durabilité de la
réponse. De plus, l'intérét de ce test est mis a profit dans le cadre du suivi
vaccinal et notamment chez les patients agés au sein de ['étude

MONITOCOV-Aging (NCT04760704).

2. Imagerie

La radiographie a montré des les premiers mois de la pandémie son utilité dans le
diagnostic des patients avec une forme débutante. Dans les études cliniques
menées par Duan et al. (24) et Tu, et al. (16) , les patients se présentent
principalement avec une pneumonie bilatérale d’aspect proche de celle engendrée
par Influenza, SARS-CoV-1 et MERS-CoV méme si un quart des patients présente
une pneumonie unilatérale. Etonnamment, des patients asymptomatiques avaient
pour certains des images évocatrices au tomodensitometre (TDM) thoracique. Pour
ceux qui sont symptomatiques, il est observé une opacité en verre dépoli et une
infiltration bilatérale du parenchyme pulmonaire sur TDM thoracique (24). On
retrouve également, en plus des multiples opacités en verre dépoli, des ombres
diffuses, des infiltrations du parenchyme pulmonaire ainsi que des épaississements
septaux et un motif de pavage chez tous les patients (asymptomatiques et

symptomatique) selon plusieurs groupes de recherche (Figure 6) (16,17).
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Figure 6 : Image de TDM thoracique d’un patient atteint par la COVID-19 i) opacité en verre
dépoli ii) motif de pavage iii) épaississements des septa du parenchyme pulmonaire (17)

D. Prise en charge

La prise en charge des patients COVID-19 est encore une source de débat dans la
communauté médicale mais des consensus émergent. Par exemple, les thérapies
immunomodulatrices sont utilisées tant sur le versant anti-inflammatoire (corticoides)
que cellulaire (interféron de type 1) (5). Certaines thérapies sont utilisées a I'échelle
mondiale selon des schémas similaires. Nous ne discuterons pas de ces schémas
mais les différentes thérapies seront brievement présentées. Par ailleurs, des

innovations sont possibles dans les mois ou les années a venir.

1. Médication

by

e Immunothérapies & base de plasma de patients convalescents (CP):

Thérapie largement connue et utilisée, elle a montré son efficacité contre le
SARS-CoV-1, MERS-CoV et HIN1 (25-27). Le principe repose sur I'extraction

du plasma (avec anticorps neutralisants) d’'un patient guéri de I'infection pour
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'administrer ensuite a des patients infectés par le méme agent pathogéne.
Les premiers essais sur 'administration de CP a des patients atteints de forme
séveére du COVID-19 ont montré des résultats encourageants et des essais
cliniqgues a grande échelle sont en cours (24,28).

Thérapie a base d’immunoglobulines humaines : des compagnies essaient de

trier les anticorps spécifiques produits par les patients en cours de guérison,
pour développer des anticorps fonctionnels a administrer comme traitement du
COVID-19 (16). Suivant cette stratégie, I'entreprise de biotechnologie
canadienne AbCellera (Vancouver, BC, Canada), en coopération avec Eli Lilly,
développe des IgGl purement humaines basées sur des anticorps
monoclonaux comme traitement des infections a coronavirus a partir de plus
de 500 anticorps uniques retrouvés dans les sérums de patients COVID-19
convalescents. Dans cette optique, InflaRx (Jena, Allemagne) et Beijing
Defrengrei Biotechnology (Beijing, Chine) travaillent sur le méme type d’lgG1
humaines en les dirigeant contre la fraction C5a du complément comme
thérapie, car des études montrent l'implication majeure de la fraction C5 dans
les dommages tissulaires observés chez les patients. Cette thérapie est
d’ores-et-déja en phase d’essai clinique en Chine. Dans un autre registre,
Alnylam Pharmaceuticals (Cambridge, MA, USA) développe un petit ARN
interférent contre le SARS-CoV-2 administré directement dans les poumons
par aérosol. Il est en phase de test in vitro et in vivo. Une autre approche
consiste en la création de nano virucides dont le mécanisme repose sur la
fixation chimique de « nanomicelles virucides » (développés pour se fixer

chimiquement) a la protéine S du virus (29).
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ACE-2 humain soluble : ACE-2 est le récepteur des cellules humaines qui

permet I'entrée du SARS-CoV-2 par interaction avec sa protéine virale S.
C’est pourquoi, il a été suggéré d’entraver cette interaction et de créer une
thérapie sur ce modele (30). Pour étayer cette hypothése, une étude in vitro
récente montre que I'emploi des ACE-2 humains solubles recombinants dans
la pratique clinique (hrsACEZ2), mais pas des ACE-2 murins solubles, permet
d’écourter la réplication du SARS-CoV-2 et entraine une réduction drastique
de la charge virale en cellules Vero de maniére dose dépendante (31). Par
ailleurs, il a été démontré que les hrsACE2 peuvent inhiber le virus dans les
vaisseaux sanguins et les reins artificiels. Cette avancée est prometteuse car
les hrsACE2 permettraient d’éviter I'entrée du SARS-CoV-2 dans les cellules
cibles et, potentiellement, protéger les patients de maniere tres précoce de
toute atteinte pulmonaire (29).

Lopinavir (LPV)- Ritonavir (RTV) = Kaletra : traitement approuvé contre le

VIH-1 (32)

Favipiravir (Favilavir ou Avigan) : inhibiteur de I'ARN-polymérase ARN-

dépendant, connu pour son efficacité dans les infections virales a Influenza, il
a montré son utilité dans des essais cliniques initiaux menés a Wuhan et
Shenzhen (33,34).

Chloroquine/Hydroxychloroquine : traitement de la malaria (OMS), utilisé

comme anti-inflammatoire dans le traitement des maladies auto-immunes

(35). Son utilisation est contestée aprés avoir été une lueur d’espoir.
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Remdesivir (GS-5734) : pro-drogue analogue de nucléotide a spectre antiviral

large sur de nombreux virus a ARN (36). Il a montré son efficacité dans le
traitement de la COVID-19 avec une amélioration clinique observée chez 68%
des patients hospitalisés. Ces données positives ont amené I'agence fédérale
ameéricaine du médicament (FDA) a délivrer une autorisation d’utilisation en
urgence pour ce médicament chez les patients COVID-19 effective a compter
de mai 2020 (17).

SNGO001 : médicament expérimental a base d’interféron béta développé par
Synairgen (entreprise de biotechnologie britannique). La voie d’administration
intranasale par nébuliseur permettrait une auto-administration par le patient. Il
a été développé pour la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO),
mais face a la pandémie, il a été utilisé en fast-tracked dans un essai clinique
de phase Il sur 100 patients au Royaume-Uni. Les résultats sont attendus
pour fin 2021 (29).

Tocilizumab : anticorps monoclonal humain dirigé contre les récepteurs de I'IL-
6 approuvé par la FDA pour larthrite rhumatismale, arthrite juvénile
systémique idiopathique et I'artérite a cellules géantes (37).

Sarilumab : (KEVZARA) traitement de seconde ligne contre la polyarthrite
rhumatoide, c’est un anticorps monoclonal inhibiteur dirigé contre les
récepteurs de I'IL-6, utilisé en association avec le méthotrexate (MTX) chez
des patients ayant eu une réponse inadéquate ou intolérante a un ou
plusieurs traitements de fond. KEVZARA a également regu ’AMM européenne
pour une utilisation en monothérapie en cas d’intolérance au MTX ou lorsque

le traitement avec MTX est inadapté (38).
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Kinases : Des pistes sont explorées pour évaluer la capacité des inhibiteurs
de PAK (p21-activated protein kinase) a bloquer I'évolution des infections a
Coronavirus. D’ores et déja, il a été démontré que dans les infections virales la
kinase PAK1 joue un role prépondérant dans la réplication virale, de I'entrée
du virus (chez les adénovirus, poxvirus, rétrovirus, picornavirus), a la
dissémination virale (herpéesvirus et rétrovirus), en passant par la
tumorogenése (herpésvirus et hepadnavirus) et le complexe virus/cellules
immunes (rétrovirus). Des travaux de recherche supplémentaires sont
néanmoins nécessaires pour apprivoiser totalement le réle des PAKs dans le
signal antiviral et la réponse immunitaire innée (39,40).

Dexameéthasone : corticoide synthétique, trés largement utilisé pour ses effets

anti-inflammatoires (41).

lvermectine: antiparasitaire antihelminthique, il est utilisé lors de la prise en
charge des anguilluloses gastro-intestinales, de la gale et des microfilarémies
a Wuchereria bancrofti._En dermatologie, c’est son action anti-inflammatoire

qui est appréciée dans l'inflammation de la peau au cours de la rosacée (42).

2. Vaccination

Les vaccins développés se basent sur 7 a 8 technologies différentes (ARN et ADN,

vivant atténué et inactivé, protéique et virus like particle (VLP), vecteur viral) (29).

Les tests actuels s’intéressent particulierement a la protéine S car celle-ci est
commune a plusieurs coronavirus humains et elle est facile d’accés pour le systéme
immunitaire de l'individu permettant a celui-ci d’engendrer une réponse immunitaire

et une mémoire opérationnelle pour une protection future. De plus, cela inhiberait
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I'entrée du virus dans les cellules cibles du virus. Cette technologie a été initiée lors
de la recherche d’'un vaccin dans I'épidémie de SRAS causée par le SARS-CoV-1

survenue en 2003 (29).

De nombreux vaccins sont en cours de développement (phase Il ou lll) et certains
ont commencé a étre administrés a la population sans attendre I'aval de 'OMS. C’est
le cas des deux vaccins cubains SOBERANA 02® et Abdala® qui, a cause de
problémes géopolitiques, ont été la meilleure solution apportée a la population. Les
entreprises gouvernementales ou alliées au gouvernement ont développé ces deux
vaccins protéiques et aujourd’hui la vaccination des enfants a partir de 2 ans est
envisagee (43,44). L’évolution de la protection vaccinale des populations selon les
technologies administrées pourra faire I'objet de conclusions qui serviront pour le

futur.

Le Tableau 1 ci-dessous reprend les principaux vaccins disponibles en France et

utilisés dans les schémas vaccinaux depuis janvier 2021.

Vaccin COMIRNATY SPIKEVAX VAXZEVRIA Janssen Covid-19
BNT162 mRNA (MRNA-1273) [AZzD1222 Vaccine
(RBD seul) (ChadOx1)] (Ad26COV2.S)
Technologie ARNmM ARNmM vecteur viral Vecteur viral vivant
recombinant non réplicatif de
l'adénovirus 26 +
formule recombinante
Firme(s) Pfizer (New- Moderna Oxford Janssen (filiale de
York, NY, USA) Therapeutics University/Astra- Johnson & Johnson,
et BioNTech (Cambridge, Zeneca USA)
(Mainz, MA, USA)
Allemagne)
Test clinique 12-17 ans, 18- 12-17 ans, 18- >18 ans >18 ans
64 ans et 65 ans 64 ans et 65
et plus ans et plus
Voie IM IM IM IM
d’administration

30




Schéma vaccinal | 2 doses dans un 2 doses dans 2 doses dans un 1 injection
intervalle de 3 un intervalle de | intervalle de 4-12
semaines 4 semaines semaines
Stabilité -90 &4 -60 pdt 6 7 mois &-25- | 2-8°C pdt 6 mois, -25°C a -15°C pdt 2
mois, 5j a 2-8°c, | 15, 30j a 2-8°C, | apres ouverture ans max, 2 a 8°C pdt
2hatC 12h a 8-25°C, <6h a <30°C ou 3 mois, aprés
ambiante, aprés | aprés ouverture 48h & 2-8°C ouverture 6h au
reconstitution 6h | 6h entre 2-25°C réfrigérateur et 3h a
entre 2-30°C t°C ambiante
Recommandations HAS*/EMA* : HAS*/EMA* : HAS*: >55 ans, HAS*: >55 ans
2 doses a 12
>12 ans, >12 ans, semaines
2 doses a 6 2 doses a 6 d'intervalle
semaines semaines
d'intervalle d'intervalle
Date d’autorisation 21/12/2020 06/01/2021 29/01/2021 11/03/2021
de mise sur le
marché (AMM)
Tolérance Bonne Bonne Effets Par rapport au groupe
tolérance, effets | tolérance, effets indésirables placebo, augmentation
indésirables indésirables d’intensité faible des réactions
d’intensité faible | d’intensité faible | a modérée mais d'hypersensibilité, du
ou modérée ou modérée plus fréquent. risque
Trés rare thrombotique/thrombo-
syndrome de embolique
Guillain-Barré**,
Efficacité 95% efficacité | 95% efficacité | 62-80% lors des 93% lors des essais
globale globale essais cliniques cliniques
94% (données de
la vie réelle)
Sources (29,45) (29,45) (45) (29,45)

Tableau 1: Synthese des vaccins disponibles en France et en Europe aprés obtention de

I’autorisation de mise sur le marché

*(HAS : Haute Autorité de Santé, EMA : agence européenne du médicament)

*Communiqué AstraZeneca
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Conclusion

A ce jour, les campagnes vaccinales ont débuté dans les différents pays du monde
et chacun a choisi sa stratégie. La progression de la vaccination nous montre les

difficultés inhérentes a la production et a la politique selon le pays ou I'on se trouve.

Au regard de la situation au 05/09/2021, la France compte 77,8% de sa population
en age de se vacciner avec un schéma vaccinal complet soit pres de 48 millions de
personnes. La tension en réanimation est évaluée a 44% d’occupation des lits.
On observe que 8 personnes sur 10 admises en réanimation n’avaient recu aucune
dose de vaccin. La campagne de vaccination met aujourd’hui I'accent sur les 12-18
ans, derniére tranche de la population a avoir eu accés aux vaccins, par le

lancement de la vaccination a I'école pour étre plus proche du public visé (46).

Dans le monde, le débat sur 'administration d’une 3°™® dose a été lancé alors qu’en
Afrique l'objectif de 10% de la population vulnérable vaccinée est loin d’étre atteint
avec des disparités flagrantes entre les Etats. En Israél, pays qui a débuté la
vaccination parmi les premiers, les plus de 65 ans ont déja commencé a recevoir leur
3®*™ dose. En France, pour l'instant, seuls les patients immunodéprimés sont invités

a revenir se faire vacciner.

Malheureusement, il est impossible de conclure cette partie sur la COVID-19 et le
SARS-CoV-2 au vu de la situation instable de la pandémie (47), avec les contraintes
sanitaires auxquelles nous sommes sujets, la situation sanitaire déplorable a laquelle
nous assistons en Outre-Mer et la reprise de I'année scolaire avec un variant &
(delta) majoritaire mais également un nouveau variant © (mu) qui inquiete la

communauté scientifique.
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lI. Les autres coronavirus hautement
pathogenes (SARS-CoV-1 et MERS-
CoV)

A. Physiopathologie

1. Taxonomie

Le SARS-CoV-1, responsable du syndrome respiratoire aigu sévere, a la méme
classification que le SARS-CoV-2 (2). Cependant, le séquencage génomique
différencie ces deux virus pour rapprocher ce dernier des coronavirus des chauves-

souris.

Le MERS-CoV est un virus a ARN de la famille des Coronaviridae, sous-type
Orthocoronavirinae, genre Betacoronavirus, sous-genre Merbecovirus (2) dont la

chauve-souris est le réservoir animal et le dromadaire est ’'hote intermédiaire.
2.  Epidémiologie

Le SARS-CoV-1 a été identifié pour la premiere fois a Foshan (Chine) en novembre
2002 et I'épidémie s’est répandue dans toute la Chine durant le 1°" trimestre 2003.
Des cas ont été répertoriés dans 29 pays, notamment en Amérique du Nord et en
Europe ou le virus a été importé rapidement a cause du transport aérien de
passagers (17). Selon 'OMS, on dénombre dans la période ou I'épidémie a sévi
(novembre 2002 a juillet 2003) 8 096 cas probables signalés, dont 774 déces, soit un

taux de létalité de 9,6% (1). En France, sur la période de mars 2003 a juillet 2003, il
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a été rapporté 437 cas possibles, 7 cas probables ont été retenus, dont un déces, et
77 cas contacts. Aucune transmission secondaire n'a été observée sur le territoire
francais (1). A la suite de I'épidémie, des cas probables ont été rapporté a Singapour,
Taiwan et en Chine entre septembre 2003 et mai 2004. Cependant, aucun nouveau

cas n’a été suspecté depuis mai 2004 (17).

Le premier cas de MERS-CoV a été rapporté en Arabie Saoudite en 2012 chez un
patient décédé des suites d’'une pneumonie aigue accompagnée d’'une défaillance
rénale. Ce virus s’est diffusé dans toute la péninsule arabique avant d’atteindre
d’autres pays comme la Corée du Sud et la France par l'intermédiaire de voyageurs
de retour de cette zone (17,48). En janvier 2020, TOMS comptabilisait 2 519 cas
confirmés et 866 déces survenus dans 27 pays avec environ 80% des cas signalés
uniquement en Arabie Saoudite (48,49). L’éventail de la mortalité va de 7% chez les
sujets jeunes a 40% chez les 60 ans et plus et une moyenne de 35% environ de

mortalité générale (48,49).

3. Structure du SARS-CoV-1

Le SRAS (syndrome respiratoire aigu sévere) est la premiere maladie infectieuse

émergeante du 21°™ siécle, I'épidémie causée par le virus que l'on appelle
aujourd’hui SARS-CoV-1 (50). Le virus présente une structure générale semblable a

celle du SARS-CoV-2 (Figure 1) et leurs différences seront abordées par la suite.
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a) Protéine S

La protéine spike (S) est une glycoprotéine de I'enveloppe du virus. Elle présente
une forme typique en pétale a la surface du virion et se compose de trois domaines.
Le domaine N-terminal, qui est externe, comporte les sous-domaines S1 et S2, suivi
d’'un domaine transmembranaire et enfin s’achéve par un court domaine
cytoplasmique a l'extrémité C-terminal. Comme pour tous les coronavirus, elle
remplit le role de protéine d’attache a la cellule cible. La seule différence dans sa
fonction réside dans la conformation de son sous-domaine S1 qui implique un

changement de récepteur pour I'entrée dans la cellule cible chez I'héte (51).

b) Protéine N

La protéine de la nucléocapside est une phosphoprotéine similaire a celle des autres
coronavirus. Durant l'infection, elle est davantage exprimée et des anticorps anti-N
ont été détectés chez des patients SRAS positif. Par ailleurs, elle est utile dans le
diagnostic de l'infection, lors des examens par PCR, grace a I'expression de son site

le plus antigénique entre les codons 371 et 407 (52-56).

c) Protéine M

La protéine matrix (M) est la protéine structurale la plus abondante a la surface des
particules virales. Elle contient trois domaines transmembranaires, une extrémité N-

terminal ectodomaine courte et une extrémité C-terminal endodomaine longue (57).

35



d) Protéine E

La protéine d’enveloppe (E) est le composant le plus important de I'enveloppe virale,
c’est une protéine membranaire intégrale composée de 76 acides aminés et
hautement hydrophobe dans la nature. Dans les cellules de mammiféres, elle est
localisée dans le reticulum endoplasmique, I'appareil de Golgi et les sillons lipidiques
des membranes cellulaires. Son domaine transmembranaire altere la perméabilité de

la membrane (58).

e) ORF 3a

La protéine 3a encode un cadre de lecture ouvert dont la fonction n’est pas connue
et il ne montre aucune homologie avec une quelconque protéine. Elle a été détectée
a la fois dans le parenchyme pulmonaire d’'un patient SRAS positif et dans les
cellules Vero E6 (lignée cellulaire d’épithélium de rein de singe vert africain,
Chlorocebus sabaeus) infectée par le SARS-CoV-1. Dans ces derniéres, de TARNm
de la protéine 3a a aussi été détecté. Il est suggéré qu’elle joue un rble dans
'assemblage du virus et/ou son relargage depuis une cellule infectée de par son
interaction avec les protéines M, E et S (59). De plus, 'ORF 3a pourrait avoir un réle
important dans la modulation de I'excrétion du virus, comme cela est montré par Lu
et al. (60), par une corrélation entre la diminution de I'expression de la protéine 3a et
la baisse de I'excrétion virale dans les cellules FRhK-4 (cellules épithéliales de rein
de macaque rhésus, Macaca mulatta) infectées par le SARS-CoV-1. Il a été

démontré un accroissement du fibrinogéne dans les cellules épithéliales du poumon
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dd a I'ORF 3a, ce qui a également entrainé l'augmentation du fibrinogéne

extracellulaire (61).

fy ORF7a

L’ORF 7a présente un profil similaire a 'ORF 3a. La surexpression de la protéine 7a
semble induire I'apoptose via un mécanisme caspase-dépendant dans diverses

lignées cellulaires dérivées des poumons, des reins et du foie (62).

4. Structure du MERS-CoV

Lipid Bilayer

Spike Glycoprotein (S)

Envelope Small
Membrane Protein (E)

Nucleoprotein (N)
encapsulating
Viral RNA

Hemagglutinin-
esterase (HE)

Figure 7: Structure schématisée du MERS-CoV (63)
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Le MERS-CoV, représenté dans la Figure 7, est un Betacoronavirus membre de la

lignée B dont le génome est a ARN simple brin enveloppé et encodant 10 protéines :

- 2 polyprotéines de réplicase ORF la et 1b

- 4 protéines structurelles : une protéine d’enveloppe de la petite membrane (E),
une nucléoprotéine qui encapsule 'ARN viral (N), une protéine de membrane
(M) et une glycoprotéine crampon de surface (S)

- 5 protéines non structurales (ORF 3, 4a, 4b, 5 and 8b) (64,65)

C’est le dipeptidyl peptidase 4 (DPP4 ou CD26) présent a la surface des cellules
épithéliales bronchiques non ciliées qui servirait de récepteur fonctionnel qui
enclenche linvasion. Le MERS-CoV se lie au DPP4 de la cellule héte grace a la
protéine spike (S) ce qui entraine la fusion du virus avec la membrane cellulaire, puis
'entrée de 'ARN viral dans le cytoplasme de la cellule héte. ORFla et ORF1b sont
traduites en polyprotéines et clivées par les protéases virales encodées en protéines
matures non structurales. L’ARN subgénomique et génomique est répliqué et
encapsulé dans des nucléoprotéines dans le cytoplasme puis transporté vers le
compartiment intermédiaire endoplasmique du reticulum de Golgi (ERGIC) pour un
assemblage futur. Les protéines crampon, de membrane et d’enveloppe sont aussi
insérées dans le ERGIC pour rejoindre 'ARN encapsulé nucléoprotéique et former
des particules virales. Les vésicules bourgeonnées contenant les particules virales
matures sont ensuite transportées vers la surface de la cellule pour relargage apres
maturation dans le corps de Golgi. Une fraction de 'ARN générée via la réplication
virale est un ARN double brin et peut, a ce moment, étre détecté par I'héte, ce qui

amene a une réponse immunitaire (63).
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5. Modele animal

Le SARS-CoV-1 tient pour héte intermédiaire la civette de palmier (Paguma larvata)
mais c’est encore la chauve-souris qui tient le réle d’héte primaire. Le virus a pu se
transmettre de la civette a 'homme car cet animal est vendu dans des marchés
d’animaux exotiques vivants (17). Des analyses génétiques ont pu mettre en
évidence des similitudes entre un virus découvert en Chine, peu de temps avant
I'épidémie, dans une colonie de petit Rhinolophe (chauve-souris de la famille des

rhinolophidés), le virus découvert chez la civette et le SARS-CoV-1 (66).

Le MERS coronavirus se développe chez le chameau et le dromadaire malades
(hétes intermédiaires) a partir d'une souche de virus de chauve-souris commune
(héte primaire) comme le montre I'article de Ramshaw et al. (67). La présence de cas
chez ces animaux a été reportée dans la péninsule arabique, la Jordanie, I'lraq,
Israél, le Pakistan, le Bangladesh, 'Egypte, le Soudan, I'Ethiopie, le Kenya, le
Nigeria, la Tunisie, le Maroc, les Canaries, le Burkina Faso et le Mali. Tous ces pays
correspondent a des zones d’élevage et donc de contact entre 'homme et I'animal.
C’est un virus enzootique infectant le tractus respiratoire supérieur du dromadaire

(67).

L’explication de linterconnexion entre le dromadaire, 'environnement et 'homme
dans linfection a MERS-CoV reste a approfondir (67). Par contact direct avec le
dromadaire, 'homme va s’infecter (Figures 8 et 9). La transmission interhumaine se
fait par contact direct, gouttelettes respiratoires (>5um) ou par aérosols pour le

SARS-CoV-1 (68) et le MERS-CoV (48).
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MERS-COV

Middle East Respiratory Syndrome

Figure 8: Transmission inter-espéce et interhumaine du MERS-CoV (69)
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6. Cible chez 'homme

La cible du SARS-CoV-1 est le récepteur ACE-2 comme pour le SARS-CoV-2. Il a
été montré que dans une culture cellulaire comprenant des syncytia exprimant ACE-
2 et le domaine S1 du SARS-CoV-1, I'ajout d’anticorps anti-ACE-2 inhibait ce dernier.
Ainsi, des anticorps spécifiques dirigés contre la sous-unité S1 du SARS-CoV-1 sont

capables de neutraliser l'infection (50).

C’est le dipeptidyl peptidase 4 (DPP4 ou CD26) présent a la surface des cellules
épithéliales bronchiques non ciliées qui servirait de récepteur fonctionnel et initierait

l'invasion cellulaire dans le cas du MERS-CoV (67).

B. Clinique

1. Evolution dans la population générale

La période d’incubation est d’environ 5 jours pour le MERS-CoV et elle est similaire

pour le SARS-CoV-1 avec 2 a 7 jours voire 10 jours d’incubation (68).

La majorité des patients avec SARS-CoV-1 était des adultes en bonne santé de 25 a
70 ans et peu d’entre eux, des enfants de moins de 15 ans (68). Par analyse
phylogénétique, le SARS-CoV-1 est modérément lié a 2 autres coronavirus OC43 et
229E connus pour donner des rhumes. Il se manifeste par de la fievre (>38°C), des
myalgies, des frissons, une toux séche pouvant évoluer vers une hypoxie, des
diarrhées (10-20% des patients), des difficultés respiratoires évoluant en pneumonie

fréiguemment mais pas systématiquement ainsi que des maux de téte (17,50,68).
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Ces symptdmes sont proches de ceux de la grippe et des infections a influenza. Les
patients agés et les patients immunodéprimés sont plus vulnérables au virus et ils
sont surreprésentés dans les décés causés par le virus (71,72). Bien que décrite
comme une maladie systématique, le SARS-CoV-1 affecte principalement les

poumons avec des symptébmes semblables a une pneumonie (50).

Un MERS doit étre suspecté chez tout patient présentant une infection fébrile aigte
inexpliquée des voies respiratoires inférieures et répondant a l'une de ces

caractéristiques dans les 14 jours suivant I'apparition des symptémes (73):

-séjour dans une région endémique

-présence dans un établissement de santé ou le MERS a été transmis

-contact étroit avec un patient chez qui on suspectait un MERS

Le MERS touche principalement les hommes agés avec des comorbidités telles que
le diabete mellitus, la cirrhose et les insuffisances respiratoire, rénale et cardiaque.
Ceux-ci évoluent vers un tableau sévere avec toux, fievre et une symptomatologie du
tractus respiratoire supérieur évoluant vers une détresse du tractus respiratoire
inférieur (49). Les patients hospitalisés avec une pneumonie évoluent
progressivement vers un syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA) et une
défaillance multi-viscérale (49). Les rares cas pédiatriques sont a prédominance
asymptomatiques méme si un cas mortel a été reporté en Arabie Saoudite (49).
Cependant, 21% des patients ont été asymptomatiques ou peu symptomatiques. La

symptomatologie gastro-intestinale est retrouvée chez environ 1/3 des patients (73).
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2.  Suivi a 1 an de patients MERS en Corée du Sud

Dans une étude menée en Corée du Sud, 11 patients ont été suivis pour observer
leur titre d’anticorps en réponse a une infection au MERS-CoV. La conclusion
apportée a cette étude est que les patients ayant eu une infection sévere oxygéno-
requérante produisent une réponse immunitaire robuste et voient leur titre d’anticorps
diminuer par la suite tout en restant significatif et stable & un an. Au contraire, les
patients avec infection modérée ou asymptomatique ont tendance dans la majorité
des cas a ne pas produire d’anticorps de maniere significative ni au pic de l'infection,
ni aprés un an de suivi (74). De plus, il est montré que la thérapie par plasma de
patients en phase de convalescence était risquée car nécessite le prélevement de
plasma chez un patient en début de convalescence avec un titre élevé d’anticorps

donc plus susceptible d’étre fragilisé (74).

3. Comparaison entre SARS-CoV-1 et MERS-CoV

MERS et SARS-CoV-1 se différencient malgré des similitudes notables. En effet, la
proportion de cas mortels est beaucoup plus élevée dans les cas de MERS (50% en
2013 et 30-40% en 2019) que pour le SARS-CoV-1 (9%) et un taux de mortalité
largement supérieur est associé au sexe masculin, 'age avancé et les comorbidités.
En termes de physiopathologie, on retrouve chez le MERS-CoV, un tropisme plus
grand, une meilleure croissance in vitro, une induction des modifications
cytogénétiques plus rapide, un ciblage de la réponse transcriptionnelle et un
récepteur différent, la création d'un état pro-inflammatoire plus important et
'enclenchement tardif de la réponse antivirale innée par rapport au SARS-CoV-1

(48,74).
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4.  Structure génomique des coronavirus hautement
pathogenes

On représente le génome des coronavirus en respectant le sens suivant : 5’-ORF1la-
ORF1b-S-E-M-N-3’. ORFla et ORF1b encodent pour des genes accessoires des
protéines non structurelles (nsp) qui sont au nombre de 16 (nspl — nspl6). Quatre
genes structuraux encodent pour 4 protéines structurelles, les protéines de surface
(S), membranaire (M), d’enveloppe (E) et de nucléocapside (N). Avec ces protéines
structurelles, I'extrémité 3’ des SARS-CoV-2 et 1 contient 8 protéines accessoires
(respectivement 3a, 3b, p6, 7a, 7b, 8b, 9b et orfl4 ainsi que 3a, 3b, p6, 7a, 7b, 8a,
8b et 9b) alors que MERS-CoV n’en contient que 5 (3, 4a, 4b, 5 et 8b). Ainsi, les
géenes encodant les protéines accessoires sont spécifiques a chaque coronavirus en

nombre, en organisation, en séquence et en fonctions (Figure 10) (75).
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Figure 10: Graphique représentant les structures génomiques des SARS-CoV-2, SARS-CoV-1
et MERS-CoV (75)
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C. Diagnostic

1. Biologie

Chez les patients atteints par le SARS-CoV-1, on note une lymphopénie, une
thrombopénie et une augmentation de la lactate déshydrogénase (LDH) et de la

protéine C-réactive (CRP) (71).

Chez les patients atteints par le MERS-CoV, on releve une thrombopénie et une
lymphopénie, des signes de lésions rénales aigués, LDH et ASAT augmentés, une
coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) et une hémolyse chez certains
patients (73). L'examen de confirmation est la RT-rtPCR (reverse transcriptase real
time polymerase chain reaction), examen de biologie moléculaire sur un prélévement
du tractus respiratoire inférieur (76). Les cibles de la technique sont les ORF 1a et 1b

(49).

Des tests de détection antigéniqgue ont été mis au point par technique
immunochromatographique détectant la protéine recombinante de la nucléocapside
du MERS-CoV (protéine N) depuis un préléevement nasal de dromadaire offrait une
sensibilité de 94% et une spécificité de 100% en comparaison avec la RT-rtPCR

(77).

La culture virale est réalisée dans des cellules Vero et LLC-MK2, une lignée cellulaire
épithéliale d’adénocarcinome colorectal (Caco-2) pour isolation des infections MERS-
CoV. C’est une méthode lente, spécialisée et peu sensible contrairement aux

techniques basées sur la PCR qui lui seront préférées (49).
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En sérologie, les anticorps dirigés contre le MERS-CoV sont détectés, signe d’'une
infection antérieure. Par la technique ELISA, on détecte les anticorps spécifiques
dirigés contre les protéines N et S du MERS-CoV. Un échantillon positif en ELISA est
analysé par un test de micro neutralisation pour confirmation. Les tests sérologiques
sont valables pour la surveillance de I'immunité du patient ou a des fins de recherche
mais surtout pas pour le diagnostic (76). Certains tests ELISA détectent les IgG

humaines anti-protéine S du MERS-CoV (74).

2. Imagerie

Les examens radiologiques des patients diagnostiqués positif au MERS-CoV ont
révélé des atteintes multilobulaires, des opacités en verre dépoli, des infiltrations du
parenchyme pulmonaire et, parfois, des épanchements pleuraux (17,74). On peut
remarquer que ces anomalies radiologiques sont semblables a celles observées

chez les patients atteints par SARS-CoV-2. Il en est de méme pour SARS-CoV-1.

D. Prise en charge

1. Prise en charge actuelle

Chez les patients asymptomatiques et pauci symptomatiques, le traitement se limite
a des soins de support. Pour les cas graves, une hospitalisation voire un transfert en
soins intensifs est nécessaire pour maintenir les fonctions vitales des organes pour

les deux pathologies.
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Des précautions habituelles contre la transmission par le contact et par l'air sont a

utiliser par les soignants pour s’occuper de ces patients.
Il N’y a pas de vaccin, ni de traitement antiviral spécifique (48,73).

Difféerentes mesures de précautions peuvent étre prises, pour toute personne en
contact avec les dromadaires dans des fermes, des marchés ou des étables ou pour
des consommateurs de produits d’origine animale, en appliquant un lavage régulier
des mains avant et aprés avoir touché un animal, éviter tout contact avec les
animaux malades, consommer des produits cuits ou pasteurisés correctement. En
effet, les produits d’origine animale sont habituellement consommés dans les zones

d’élevage car ils ont une grande valeur nutritive (48).

2. Recherche, thérapies innovantes, vaccin

A I'heure actuelle, il n'y a pas de vaccin ou traitement. Le besoin de développer de
nouvelles thérapies est donc urgent. L’acide mycophénolique semble donner de
bons résultats par comparaison avec la ribavirine dans le traitement du MERS-

CoV selon I'étude menée par Hart et al. (78).

En termes de vaccination, il n’y a pas encore de vaccin commercialisé mais deux
technologies sont en phase de tests sur la souris, un vaccin avec vecteur viral et un

vaccin basé sur le domaine RBD du virus.

-  MERS-CoV Viral Vector-Based Vaccine : vaccin du virus Ankara recombinant
modifié, offre un bon niveau de protection contre le MERS et le SARS-CoV

dans le modéle murin.
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- MERS-CoV-RBD-Based Vaccine : tres efficace et plus sdr que les candidats
avec vecteur viral. L'immunisation des souris montre une protection sur le long
terme. L'une des stratégies de développement choisie est le ciblage du

domaine RBD du MERS-CoV(79).

Conclusion

Avec l'apparition du SARS-CoV en 2002, puis du MERS-CoV en 2012 et maintenant
du SARS-CoV-2 en 2019, nous observons que ces dernieres années les coronavirus
sont apparus comme de variables menaces pour la santé publique au niveau
mondial a cause de l'absence de vaccins et de traitements antiviraux. Leur
émergence a cependant permis la multiplication des études sur les réponses
immunitaires innée et adaptative, dans l'induction de la clairance du virus, I'inhibition
de la réplication virale et la réalisation de la réparation tissulaire. Par ailleurs, les
réponses immunitaires jouent un réle important dans la pathogénicité SARS. Ainsi, le
SARS-CoV-2 a été décrit comme une maladie a cytokines médiées d’ou l'importance
de contréler les réponses immune et inflammatoire. Les stratégies thérapeutiques
vont continuer a étre discutées jusqu’a une compréhension parfaite du réle des

cellules immunitaires (4).

Dans ce domaine, les progrés effectués pendant la crise ont par exemple amené a
I'utilisation de molécules inductrices d’interféron pour réguler la réponse de I'hote et
réduire la mortalité due au SARS-CoV-2, expliquant I'association faite entre IFN-y et

IFN de type 1 pour maximiser les effets (21).
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lll. Réponse immunitaire antivirale

Introduction

Le systéme immunitaire inné est capable d'attaquer n'importe quel micro-organisme,
méme si celui-ci mute, car il n'y a pas besoin de récepteurs spécifiques: il ne faut pas
oublier que les micro-organismes qui n'expriment plus de formes fonctionnelles de
leurs récepteurs spécifiques sont de facto inopérants (pas d'infection, ni de
colonisation de I'néte). La réponse du systéme immunitaire inné est toujours la méme
a chaque rencontre avec un agent pathogene. A contrario, le systeme adaptatif se
souvient de chaque rencontre avec un micro-organisme, ce qui lui permet de
s'adapter lors d'une nouvelle rencontre. On appelle ce phénomene la mémoire
immunologique. Il faut noter que lI'immunité adaptative est rendue inefficace dés lors
gue des mutations des antigenes portés par les pathogenes apparaissent. Ces

mutations doivent permettre a ceux-ci de rester viable.

A. Immunité innée

Introduction

La réponse immunitaire innée est la premiére ligne de défense contre les infections.
Elle comprend plusieurs barrieres, a commencer par les barrieres externes (peau,

mugueuses, cils, sécrétions et fluides tissulaires).
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Comme dit précédemment, le SARS-CoV-2 fait son entrée dans les cellules par
intermédiaire du récepteur ACE-2 qui est présent a la surface des cellules du
poumon et du tractus gastro-intestinal. Les lésions pulmonaires observées semblent
causées par la destruction virale des macrophages et des cellules épithéliales
bronchiques et alvéolaires. Les cellules du systeme immunitaire inné expriment des
récepteurs reconnaissant le pathogéne (PRRs) pour repérer les motifs moléculaires
associés aux pathogenes (PAMP) dont les récepteurs de lectines de type C, les
récepteurs NOD-like (NLRSs), les récepteurs RIG-1-like (RLRS) et les récepteurs Toll-
like (TLRs). Les virus a ARN tels que les coronavirus sont reconnus par des
détecteurs a ARN cytosolique et endosomique dont RIG-1 et les TLRs (TLR2, TLR3
et TLR7). Dans I'étude (80), il a ét¢ montré que l'activation de TLR3 avec I'acide
polyinosinique-polycytidylique (poly 1:C) peut inhiber l'infection a coronavirus. La
reconnaissance du virus a ARN active le facteur nucléaire kappa B (NF-kB) et IRF3,
enclenche la translocation dans le noyau et induit la production des cytokines pro-
inflammatoires, chimiokines et IFN de type 1 par les monocytes/macrophages et les

cellules dendritiques (4).

1. Les interférons

Les interférons sont des cytokines produites dans les réponses antimicrobienne et
antivirale dont 'une des grandes caractéristiques est I'inhibition non spécifique de la
croissance virale par l'induction d’'un « état antiviral » dans les cellules. Il existe
différents types d’interférons. Le type | regroupe principalement les IFN-a et IFN-[3, le
type Il comporte uniquement I'lFN-y et, enfin, le type Il comprend les IFN-A1, A2 et

A3 connus sous les noms respectifs d’interleukine-29, 28A et 28B (81).
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Lors de la réponse antivirale, les interférons de type | et Ill sont sécrétés par les
cellules infectées ou les cellules dendritiques plasmocytaires (pDCs) aprés
stimulation par linfection ou d’autres stimuli. On observe que méme si le
cheminement vers les récepteurs de type | et lll est semblable, la conformation des

récepteurs reste différente (82).

Dans une étude regroupant 50 patients COVID-19 positifs & des degrés divers de
sévérité, les patients séveres et critiques présentaient une réponse interférons de
type | fortement dégradée. Une production et une activité faible de I'lFN-a, ainsi
qu’une absence d’IFN-f étaient associées avec une charge virale persistante et une
réponse inflammatoire accrue. L'inflammation était conduite en partie par le NF-xkB
lié a une augmentation de la production et de la détection de TNF-alpha et IL-6.
Cette étude suggére ainsi que le déficit en interférons de type | pourrait étre
considérée comme une caractéristique de la gravité d’'une infection a COVID-19, ce

qui justifierait les tentatives de thérapies ciblées (83).

2. Leslymphocytes NK

Les lymphocytes NK (natural killer ou cellules tueuses naturelles) sont de grands
lymphocytes a grains avec une activité cytotoxique. lls sont détectables environ 2
jours aprés le début d’une infection virale suite a leur prolifération non spécifique
induite par les interférons de type | et linterleukine-15 (IL-15). lls sont capables
d’identifier des cellules altérées soit par une tumeur soit par une infection virale et de
lyser directement les cellules infectées par le mécanisme perforine-granzyme et par
la production d’IFN-y, qui active les mécanismes antiviraux des macrophages. Les

lymphocytes NK sont également considérés comme des effecteurs de la cytotoxicité
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cellulaire dépendant des anticorps (ADCC, antibody-dependent cellular cytotoxicity)

(84).

3. Laphagocytose

La phagocytose est réalisée par les neutrophiles, les monocytes et les macrophages,
qui sont appelés phagocytes car ils réalisent ce processus d’ingestion par
endocytose. Leur role est trés important dans le systéme immunitaire inné car ils se
lient aux micro-organismes en reconnaissant leurs PAMP, les internalisent et les
tuent. Cette réponse certes primitive est efficace et cela explique que des personnes
présentant un déficit immunitaire concernant certaines cellules phagocytaires ne

réussissent pas a survivre a une infection en bas age (84).

Les phagocytes peuvent réaliser leur mission seuls mais ils sont souvent aidés par
des molécules qui font le lien entre eux et les micro-organismes a phagocyter, on les

appelle les opsonines (84).

Les micro-organismes opsonisés sont ingérés par les phagocytes qui les entourent a
'aide de pseudopodes qui fusionnent pour internaliser le micro-organisme dans un
phagosome. Celui-ci fusionne avec des granules et des lysosomes pour former un
phagolysosome qui digére lagent pathogéne grace a des enzymes. Les
macrophages forment des dérivés microbicides de I'oxygene (ROI, reactive oxygen
intermediates) en diminuant 'oxygene moléculaire et les libérent dans le phagosome.
Lors d’'une lésion tissulaire, les mécanismes de l'inflammation se mettent en route.
On constate une augmentation de I'apport sanguin dans la zone infectée, une
rétraction des cellules endothéliales ce qui augmente la perméabilité capillaire et

permet aux macromolécules de diffuser hors des capillaires et, enfin, la migration des
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neutrophiles des veinules vers les tissus voisins, au début de la réaction, suivi par les

monocytes et les lymphocytes (84).

Le chimiotactisme décrit le cheminement des phagocytes depuis les veinules vers le
foyer inflammatoire. Il commence par la migration des chimiokines qui activent les
leucocytes circulants et favorisent leur adhérence a I'endothélium. Ensuite, la fraction
C5 du complément est clivée et donne le C5a, un peptide qui attire les phagocytes
circulants. Ceux-ci passent entre les cellules endothéliales des veinules, traversent la
membrane basale pour arriver dans les tissus et sont attirés vers le foyer infectieux

en luttant contre un gradient de molécules chimiotactiques (84).

B. Immunité adaptative

Introduction

Les enjeux auxquels répond le systéme immunitaire inné sont la détection de
constituants microbiens (paroi bactérienne) et 'augmentation de I'expression des
molécules co-stimulatrices a la surface des CPA, ce qui leur permet d'initier
efficacement la réponse cellulaire T et indirectement B. Les cellules T activées vont
libérer des cytokines qui agissent comme un signal pour les phagocytes qui leur
ordonne de détruire les pathogénes internalisés. Les échanges entre les cellules T et

les CPA sont donc bidirectionnels.
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1. Les anticorps antiviraux

Une grande partie des patients infectées avec le SARS-CoV-2 opére leur
séroconversion 5 a 15 jours apres le début des symptémes, dont environ 90% de
séroconversion a J10 (85-89). Les premiers antigenes étudiés dans la
séroconversion sont dirigés contre la protéine de surface (Spike ou S) et la protéine
de la nucléocapside (N). Les titres d’'immunoglobulines G (IgG) anti-N et anti-S sont
fortement corrélés (90). Chez les individus infectés, les IgG, IgA et IgM anti-S se

développent spontanément (87,89,91).

Plusieurs mécanismes de destruction des pathogénes existent et parmi ceux-ci la
neutralisation grace a la fixation d’'un anticorps. Si I'anticorps est dirigé contre une
protéine d’enveloppe comme chez certains rhinovirus, il pourra neutraliser le
pathogene par simple fixation, empéchant par la méme occasion la pénétration du

virus dans la cellule de I'héte (84).

Les anticorps (Ac) neutralisants sont produits rapidement dans la plupart des cas de
patients infectés, dans le méme lapse de temps que la séroconversion (21). La
présence d’Ac neutralisants est un facteur important dans la prévention des
réinfections. La protéine S est la cible des anticorps neutralisants du SARS-CoV-2
avec dans plus de 90% des cas, le domaine de liaison du récepteur (RBD) de la
protéine S qui est concerné (89,90,92-94). Cependant, quelques anticorps
neutralisants vont cibler le domaine N-terminal (NTD) (95). Les estimations de
séroconversion contre la protéine S du virus sont de l'ordre de 91-99% dans un
nombre non négligeable d’études (96,97). Les Ac neutralisants sont produits par les
lymphocytes B et ils sont peu exposés aux hypermutations non somatiques

(93,94,98). L’ensemble de ces données montre que leur développement est
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relativement aisé puisqu’il peut étre réalisé par les lymphocytes B avec peu ou pas
d’affinité de maturation. De plus, il apparait que cette réponse apportée par les Ac
neutralisants viendrait généralement des cellules B naives et non des B mémoires
préexistantes issues de réactions croisées (99-103). Par ailleurs, les épitopes du
domaine RBD du SARS-CoV-2, notamment ceux correspondants au site de liaison
avec le récepteur ACE-2, semble dévoiler une haute immunogénicité et une
reconnaissance facile des anticorps. Cependant, il est important de relever que le
titre d’Ac neutralisants contre le SARS-CoV-2 est relativement bas chez un nombre
non négligeable de patients convalescents a la COVID-19 (93,97,104). On peut en
déduire que cela vient soit de la puissance des Ac neutralisants, soit de la
concentration du sérum qui est sous-optimale dans les cohortes de patients étudiées

(21).

Si les anticorps peuvent empécher l'invasion cellulaire par le virus, ils sont également
capables de tuer les cellules infectées par ce dernier (105), ce qui est important dans
le mécanisme d’action des anticorps in vivo (105,106). Pour le moment, il n’est pas

possible de I'affirmer dans l'infection & SARS-CoV-2 chez ’homme (107).

Selon I'état de la science, les différents modéles animaux concluent a ce que, plus la
charge en antigene, donc la sévérité de la maladie, est forte plus le titre d’anticorps
est élevé. Le SARS-CoV-2 répond a la méme logique quand on observe que le titre
des anticorps neutralisants chez les patients est corrélé avec la gravité de la COVID-
19 dans différentes cohortes de patients (90,93). Les mémes conclusions ont émergé

pour le SARS-CoV-1 et le MERS-CoV (108).
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Enfin, les anticorps peuvent activer le complément, déclenchant la cascade compléte
jusque l'assemblage du complexe d’attaque membranaire ou l'opsonisation du

pathogene par la fraction C3b du complément (84).

2. Le complément

Le systeme du complément compte environ 20 protéines sériques dont la fonction
est le contréle de linflammation. Grace a l'activation de la « voie alterne » du
complément, un certain nombre de micro-organismes subit une opsonisation. Le nom
opsonisation vient du latin opsono qui signifie « préparer des victuailles », les
opsonines servent donc a améliorer la reconnaissance, la liaison et l'internalisation
des micro-organismes. En pratique, les agents pathogénes sont recouverts par des
molécules du complément ce qui favorise leur capture par des phagocytes. C’est un

mécanisme immunitaire inné. Ce réle est occupé par la fraction C3b du complément.

Par ailleurs, le phagocyte présente un récepteur Fc a sa surface auquel se lie un
anticorps dont la liaison avec I'antigéne correspondant du pathogéne par son épitope

créera une liaison forte et facilitera la phagocytose.

La « voie classique » du complément est activée par les anticorps ou la lectine liant
le mannose que l'on trouve a la surface des agents pathogénes. L’activation du
complément est une réaction en cascade. Cette activation engendre des molécules
protéiques ou des fragments peptidiques qui déclenchent I'opsonisation des micro-
organismes, lattraction des phagocytes dans le foyer infectieux (chimiotaxie),
laugmentation du flux sanguin dans le site d’activation et 'augmentation de la
perméabilité des capillaires, l'altération de la membrane plasmique des cellules, virus
enveloppés, entrainant la lyse de la cellule infectée ou du virus et donc une
diminution de linfection (84).

56



3. Laréponse T spécifique
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Figure 11 : Représentation de la réponse immunitaire aux coronavirus sur le modéle du MERS-
CoV : invasion et lutte antivirale (79).

57



Dans la circulation sanguine, le coronavirus infecte les macrophages en se liant aux
récepteurs spécifiques au virus concerné, ce qui leur permet de présenter les
antigenes du coronavirus aux cellules ThO. Cela entraine [l'activation et la
différenciation des cellules T, la production des cytokines associées aux cellules Th1l,
Th2 et Thl7, pour se terminer par le relargage massif des cytokines lors de
'amplification de la réponse immunitaire (Figure 11). La persistance du virus chez
’lhomme maintient la production des éléments suscités, ce qui a pour effet d’'inhiber
la production d’interleukine 12 (IL-12) et dinterféron gamma (IFN-y) par les
lymphocytes ThO, NK et T CD8+. Toutefois, les lymphocytes T CD8+ produisent
suffisamment d’'IFN-y et de granzymes pour éliminer le coronavirus. Pendant cette
période des anticorps neutralisants sont produits pour lutter contre ce virus mais il
n’est pas encore possible de savoir si leur action protectrice s’inscrit a court ou a long

terme (Figure 11).

Les récepteurs spécifiques aux coronavirus situés a la surface des cellules hotes
vont eux aussi se lier au virus par le biais de sa protéine S. Ainsi, le coronavirus va
étre internalisé par endocytose dans le cytoplasme cellulaire et libérer son ARN viral
dans I'endosome. Durant sa phase de réplication, TARN simple brin (ARNsb) qui
devient ARN double brin (ARNdb) peut initier une réponse immunitaire partielle. Le
TLR3 (Toll-like receptor 3) est activé par TARNdb et de multiples signaux comme les
IRFs par lintermédiaire du TRAF3 et le NF-kxB via le TRAF6 pour produire les
cytokines pro-inflammatoires et les interférons de type |. La production des
interférons de type | est cruciale pour débuter la libération de protéines antivirales,
protectrices pour les cellules non infectées contre le coronavirus. Cependant, il arrive
que le virus échappe a la réponse immunitaire en empéchant I'activation du TLR3

grace a l'action des protéines accessoires du coronavirus qui lient TARNdb viral au

58



moment de la réplication et interferent, par cette action, avec le signal du TLR3
(Figure 11) (79).

Toujours a la surface cellulaire, le TLR4 est également capable de reconnaitre la
protéine S et initier la production de cytokines pro-inflammatoires via le signal
dépendant du MyD88. Les médiateurs immunitaires sont produits en nombre du fait
de l'interaction entre le virus et la cellule. Pour répondre a la menace du coronavirus,
une grande quantité de chimiokines et de cytokines (MCP-1, IL-10, CXCL10) est
sécrétée par les cellules infectées. Les chimiokines et les cytokines recrutent a leur
tour les leucocytes et les lymphocytes au site de l'infection pour éliminer le virus de la

circulation (Figure 11) (79).

C. Les polynucléaires neutrophiles

1. Généralités

Les polynucléaires neutrophiles (neutrophiles ou PNN) sont les premiéres cellules de
limmunité a atteindre le foyer de linfection virale. Cependant, des travaux de
recherche supplémentaires sont nécessaires afin d’explorer leur réle dans la réponse
antivirale (109). Les PNN sont des cellules de forme ronde dont la taille varie de 10 a
15 um et qui possédent un noyau polylobé (2 a 5 lobes). lls représentent, a I'état
physiologique chez l'adulte, 60 a 75% des leucocytes (1,8 a 6,9 G/L) (110). lls
constituent ainsi le plus grand contingent parmi les leucocytes sanguins. En dessous
de 1700 neutrophiles/mm3, le patient est en neutropénie. Elle peut étre d’origine

infectieuse (souvent virale), médicamenteuse, toxique, post-chimiothérapie,
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congénitale ou immunitaire. Dans le cas inverse, une valeur anormalement élevée

est appelée neutrophilie.

Elle est observée le plus souvent dans un contexte infectieux (le plus souvent
bactérien), iatrogene (corticoides), dans les maladies inflammatoires dont les
maladies auto-immunes (polyarthrite rhumatoide) et certaines pathologies

hématologiques (leucémies myéloides).

Lors de I'hématopoiése, les PNN se différencient a partir du méme précurseur
précoce que les monocytes et les macrophages, les CFU-GEMM (lignée granuleuse
érythrocytaire macrophage mégacaryocytaire), dans la moelle. lls se différencient en
CFU-GM avant de se différencier soit en monocytes-macrophages, soit en PNN.
Tous migrent dans les tissus pour rejoindre les foyers inflammatoires. Cependant, le
cycle de vie des PNN est plus court et ceux-ci meurent aprés avoir accompli la

phagocytose et la lyse de leur cible (19).

2. Recrutement et fonctions

a Capture b ‘Reulsicent € Adhésion Ferme Figure 1: Résumé du recrutement

)
-/
r CET S sont capturés a la surface

classique et des fonctions des PNN au
sein d'un tissu inflammé/lésé. (a) les PNN

~ ) iy eiy <)l <1 <. rendothélium suite a I'adhérence
ot dépendante des sélectines ; (b) ils roulent
o tout en initiant (c) I'adhésion ferme

Cellule endothéliale (CE) dépendante des intégrines et passent a

Dégranulation Th
oS3 sécrétion de cytokine

travers la monocouche endothéliale pour

o s e — acceder au tissu afin de mettre en place

leurs fonctions Amulic et al.2.

Comme la figure 12 le montre (111), le recrutement des PNN débute par I'adhésion

faible dépendante des sélectines puis 'amorcage des PNN circulants des que les
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cellules endothéliales stimulées exposent a leur surface les sélectines E et P. Pour
cela, un contact avec les ligands réceptifs constitutivement exprimés par les PNN,
PSGL-1 (P-sélectine glycoprotéine ligand-1) et L-sélectine (CD62L) est établi. Il
permet l'attache, la capture et le roulement des PNN a la surface de I'endothélium
tout en induisant des cascades de signalisation. Ceci entraine le regroupement, le
changement de conformation et 'augmentation de I'expression de la sous-famille
beta2 des intégrines (LFA1 (CD11a/CD18), Macl (CD11b/CD18) et CD11c/CD18) a
la surface des PNN qui se lient aux ligands VCAM-1 ou ICAM-1 sur les cellules
endothéliales pour I'arrét ferme et le rampement des PNN. Ce processus est connu
sous le nom d’adhérence dépendante des intégrines. Puis les PNN migrent a travers
la monocouche endothéliale ou on observe des discontinuités entre les protéines de
jonctions cellulaires (VE-cadhérine et PECAM-1). Enfin, par chimiotactisme, ils sont
dirigés vers le site inflammatoire en suivant le gradient de chimioattractants (C3b,
Cba, IL-8, FMLP, LPS, leucotriene B4) qui interagissent avec les récepteurs a leur
surface (CXCR1, CXCR2, Macl, RfMLP) pour augmenter leur adhésion a
'endothélium, induire la synthése des protéines nécessaires a I'activation de leurs

fonctions et leur cytosquelette (112).

Les PNN remplissent le r6le de phagocytose quand, sur le lieu de I'inflammation, ils
adherent directement par leurs récepteurs et indirectement par les opsonines au
pathogene qui est endocyté et internalisé dans les PNN au sein du phagosome pour
étre éliminé. On distingue d’'une part la phagocytose indépendante de I'oxygéne qui
est initiée lorsque le phagosome fusionne avec le lysosome formant Ile
phagolysosome et/ou par le déversement dans le phagosome du contenu des
granules primaires (élastase, lysozyme, défensines, myélopéroxydase (MPO), etc...),

des granules secondaires (lactoferrine, collagénase...), des granules de type
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gélatinase (gélatinases, beta2-microglobuline) et des vésicules sécrétoires

(tétranectines).

D’autre part, la phagocytose en présence d’oxygéne qui déclenche une explosion
oxydative « burst » participant a la production des ROS (reactive oxygen species).
Lors de la phagocytose, le systeme enzymatique NADPH oxydase, présent a la
surface de la membrane plasmatique de la cellule et du phagosome réduit le
dioxygene (O2) en anion sueroxyde (O,.). Ensuite, I'O,. est transformé spontanément
ou par la superoxyde dismutase en peroxyde d’hydrogéne (H.O,). En présence
d’ions métalliques (Fe**, Cu?"), I'O.. et le H,O, peuvent également donner le radical
hydroxyle (HO"). L’O2., le H,O, et le HO™ sont trés réactifs et capables d’oxyder les
protéines, nucléotides et lipides pouvant déstabiliser I'intégrité de la cellule. Aussi, la
MPO granulaire amplifie I'action antimicrobienne des PNN en convertissant I'H,O, en
hypochlorite (ClO"), en chloramine (R-NHCL), et hypbromite (BRO"). Néanmoins, si le
systeme de détoxification de I'hnéte est saturé (superoxyde dismutase, catalase,
glutathion etc...), ce stress oxydatif peut endommager les tissus environnants et
conduire a la mort du PNN (113). La dégranulation du contenu des différents
granules dans le microenvironnement par les PNN permet aussi dinduire la

production de ROS comme décrite ci-dessus.

En outre, par la nétose, les PNN forment des NETs (neutrophils extracellular traps)
gui consistent au relargage des filaments de chromatine décondensés associés aux
protéines granulaires (lysozyme, défensine, élastase etc) pouvant conduire a leur
mort. En plus de ces fonctions, les PNN sont des sources de cytokines (MIP-1alpha,
beta, IL-8, IL-12, TNFalpha). Grace aux protéines granulaires (défensine et

cathelicidine hCAP-18), ils peuvent aussi recruter d’autres cellules de I'immunité

62



(monocytes, PNN, CD, LT) (111) et favoriser la cicatrisation du tissu par la sécrétion

de facteurs de croissance (114).

Les neutrophiles sont capables de suspendre l'activation des macrophages et les
réponses réparatrices induites par les macrophages. Cette action est attribuée a
l'inhibition du NF-kB chez les macrophages et la suspension de la production de

cytokines (115).

Enfin, les neutrophiles ont la capacité d’activer le recrutement des cellules
dendritiques, de potentialiser leurs fonctions pour la présentation des antigenes et de

favoriser I'induction de la réponse T spécifique (116).
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I\VV. Elargissement au travail de
meéemoire : les PNN dans |la COVID-19

Le travail de mémoire de DES qui est en cours porte sur I'analyse des polynucléaires
neutrophiles a partir d’échantillons sanguins de patients COVID-19 confirmée par
PCR, dans un état sévére. Cette analyse a pu étre réalisée grace a un cytometre en

flux.

Les divers travaux menés a ce jour ont mis en évidence une dérégulation du systéme
immunitaire causant une hyper inflammation virale. Celle-ci a été étudiée chez 452
patients confirmés COVID-19 de Wuhan. Les résultats obtenus montrent une
neutrophilie avec augmentation du ratio neutrophiles-lymphocytes (NLR), une
augmentation des cytokines inflammatoires (IL-6 et TNF-alpha) ainsi qu’une
diminution des monocytes, éosinophiles et basophiles (117,118). Une augmentation
du NLR est prédictive d’'un développement sévére de l'infection a SARS-CoV-2 a un
stade précoce (19). Dans une autre étude concernant 41 patients COVID-19 positifs
venant de Wuhan, il a été observé une neutrophilie chez les patients en soins
intensifs plus fréquente que chez les patients qui ne sont pas en soins intensifs, ce
qui pourrait étre associé a la sévérité et la mortalité de la maladie (119). Par ailleurs,
il a été démontré dans des cas de pneumonie a influenza compliguée par une

infection bactérienne ou fongique, le nombre de PNN dans le tractus respiratoire

inférieur était corrélé avec la sévérité clinique du patient (84).

La gravité de I'état de ces patients s’explique par la spirale d’inflammation nécrotique

qui apparait. Le virus se lie aux récepteurs ACE-2 rentre dans les cellules
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endothéliales et provoque la baisse d’expression d’ACE2, ce qui stimule le

recrutement des neutrophiles. Les neutrophiles vont dégranuler et relarguer des

fiores d’ADN extracellulaires constituées d’histones et de nucléoprotéines

cytoplasmiques et des motifs moléculaires associés au danger (DAMP) qui activent

les PRR situés sur les cellules immunes et non immunes productrices de cytokines.

C’est l'infiltration continue de neutrophiles au site de l'infection qui va créer une

production exagérée de cytokines et chimiokines conduisant possiblement a

I « orage cytokinique » et contribuant au syndrome de détresse respiratoire aigle,

au réponse inflammatoire sévére et au développement d’un sepsis durant la COVID-

19 (19,120).
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Figure 13 : les neutrophiles et la nétose conduisant a I'inflammation nécrotique dans la COVID-

19 (19)
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Les neutrophiles qui ont subi la nétose ont tendance a s’agréger pour former des
thrombi dans les vaisseaux sanguins. L’ADN extracellulaire libéré par la nétose
active les plaquettes qui, rejointent par les globules rouges, vont se servir de
l'agrégat de PNN activés pour renforcer le thrombus et enclencher un cycle de
formation et de propagation de thrombi. Les neutrophiles activés expriment aussi la
properdine, le facteur B et la fraction C3 du complément ce qui suggere que les PNN

jouent un réle important dans I'activation du complément (19).

Ainsi, au-dela de la nétose, l'objectif de ce travail de DES est d’étudier différents
parametres importants dans le phénotype et la fonction des neutrophiles grace a la
cytométrie en flux. D’une part, des marqueurs de maturité (CD10, CD177), mais
aussi des marqueurs fonctionnels comme les sélectines (CD62L), les intégrines
(CD11b) et les récepteurs aux chimiokines (CXCR1 et CXCR2) qui jouent un rble
dans le recrutement des PNN. L’expression du CD16 et du CD32, des récepteurs
aux opsonines, sera également étudiée. En parallele, le dosage de chimiokines (IL-8,
CXCL2), du contenu des granules (lactoferrine, myéloperoxydase, protéinase 3) et
du GM-CSF sera effectué par technigue Luminex. L’étude de la cinétique
d’expression de ces parameétres dans les premiers jours de l'infection sera corrélée a

la sévérité des symptbmes et comparée a des volontaires sains.

Le tableau 2 ci-dessous nous permet de conclure que l'infiltration des PNN et la
nétose conduisent ensemble a linflammation nécrotique durant les infections a

coronavirus.
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Conclusion

La pathologie de la COVID-19 liée a 'émergence du SARS-CoV-2 est un défi pour
les systemes de santé publique de tous les pays. Au moment de la rédaction de cette

theése, la pandémie est toujours en cours.

Pour mieux comprendre ce nouveau coronavirus, il est intéressant d’observer les
similitudes avec le SARS-CoV-1 ou le MERS-CoV. D’un point de vue clinique, les
trois virus adoptent le méme comportement, ils déclenchent chez les patients une
palette de symptdmes allant de I'absence totale (asymptomatique) a une pneumonie
sévere oxygéno-requérante en passant par un banal rhume. Les bilans biologiques
et radiologiques renvoient des données similaires a une pneumonie infectieuse

accompagnée de défaillances d’organes.

Cependant, nous avons exposé le réle fondamental de la réponse immunitaire sur
'évolution de la maladie. Une surproduction de cytokines, de chimiokines et
d’interférons aménent a une situation physiologique insupportable d'ou une
dégradation de I'état clinique des patients. D’autre part, I'activation des neutrophiles
et la libération des produits qui en découle font de la nétose un parametre
défavorable sur le plan immunitaire et hémostatique avec la formation de thrombus

d’ou l'inflammation nécrotique qui en résulte.

Enfin, le développement de vaccins et de thérapies innovantes telles que les
anticorps monoclonaux constituent un espoir pour la population mondiale, sur le plan

de la prévention et de la prise en charge des patients graves.
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Résume :

Introduction : Le virus du SARS-CoV-2 est responsable de la pandémie de la COVID-19 qui
se poursuit a ce jour.

La pathologie COVID-19 : Au regard de la situation au 05/09/2021, la France compte 77,8%
de sa population en age de se vacciner avec un schéma vaccinal complet soit prés de 48
millions de personnes. On observe que 8 personnes sur 10 admises en réanimation n’avaient
recu aucune dose de vaccin et la France fait partie des pays les plus endeuillés.

Les autres coronavirus hautement pathogénes (SARS-CoV-1 et MERS-CoV) : L’ensemble
des travaux de recherche a permis tres rapidement d’identifier et de classer ce nouveau virus
parmi les coronavirus hautement pathogenes, aux cbétés du SARS-CoV-1 et du MERS-CoV,
tous les deux responsables d’épidémies en 2002 et 2012, respectivement. Si d’'un point de vue
clinique et radiologique, les trois virus orientent le clinicien vers une pneumonie a coronavirus,
c’est bien la biologie qui permet un diagnostic de certitude grace a I'apport de la biologie
moléculaire (RT-PCR).

La réponse antivirale : La COVID-19 est une maladie qui, au-dela de I'aspect infectieux, est
capable de produire une réaction immunitaire démesurée. En effet, la surproduction de
cytokines, chimiokines et interférons aménent a une situation physiologique insupportable
pour le patient d’'ou une dégradation de son état clinique.

L’implication des polynucléaires neutrophiles et objectif du mémoire : Les défaillances
d’'organes chez les patients en stade critique peuvent étre expliquées par les polynucléaires
neutrophiles qui vont créer un phénomene de nétose également responsable de la formation
de thrombi et conduisant a des problémes d’hémostase. Le travail qui va suivre s’intéresse a
I'activation des neutrophiles dans cette réponse inflammatoire au SARS-CoV-2. Il sera
I'occasion de conclure ce propos.
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