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Résumé en français 

 

Le SARS-CoV-2 ("Severe Acute Respirarory Syndrome Coronavirus-2"), nouveau membre de la sous 

famille des Orthocoronavirinae responsable de la maladie COVID-19, a émergé en décembre 2019 

en Chine et s'est rapidement propagé dans le monde, causant une pandémie. Des efforts 

considérables ont été déployés, notamment pour développer en un temps record des vaccins 

efficaces contre le SARS-CoV-2, mais aussi pour comprendre les mécanismes sous-jacents à 

l'infection. Cependant, l'émergence de nouveaux variants montre la fragilité d'un système 

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

 

Dans une première partie de la thèse, nous avons analysé le rôle des petites vésicules 

extracellulaires (sEVs, "small extracellular vesicles") produites au niveau de l’épithélium 

respiratoire nasal dans l'infection par le SARS-CoV-2. Les sEVs sont sécrétées dans de nombreux 

fluides biologiques incluant le mucus de l’épithélium respiratoire. Nous avons caractérisé les sEVs 

produites dans le mucus par des CENH (Cellules Epithéliales Nasales Humaines) (mu-sEVs) 

produisant du mucus contenant ces vésicules (mu-sEVs) et montré que ces dernières contenaient 

ACE2 et TMPRSS2, respectivement le récepteur et la protéase essentiels pour l'entrée virale. Les 

mu-sEVs sont capables de cliver la protéine virale Spike au site S1/S2 et, ainsi, de faciliter l'exposition 

des RBD ("Receptor Binding Domain"), favorisant l'attachement du virus au récepteur cellulaire. 

Ainsi, les mu-sEVs sont capables de compléter le « priming » de Spike effectué par la furine 

intracellulaire. Ce « priming » extracellulaire est dépendant de l’activité du TMPRSS2 à la surface 

des mu-sEVs, génère des virions pré-activés capables de pénétrer plus rapidement dans les cellules 

cibles par fusion membranaire, et suggère un rôle facilitateur du mucus dans l’infection.  

 

Dans une seconde partie de la thèse, nous avons évalué l'activité antivirale des agents cationiques 

amphiphiles (CAD, "Cationic Amphiphilic Drugs"). Parmi 8 CADs testés, 5 possèdent une activité 

antivirale contre le SARS-CoV-2. La desloratadine (DSD), un CAD antihistaminique, entraine une 

diminution de la production d'ARN viral dès 2H post-infection, suggérant l’inhibition d’une étape 

précoce du cycle viral de SARS-CoV-2, probablement l'entrée. De plus, la DSD est active sur d'autres 

coronavirus (HCoV-229E et HCoV-OC43), suggérant une activité antivirale pan-coronavirus. Enfin, 

nous avons évalué l’effet antiviral de la DSD, ex vivo, sur des cultures de CENHs et avons démontré 

une diminution de la production d’ARN viral du SARS-CoV-2. La desloratadine, molécule très bien 

tolérée au sein de la population, pourrait donc être une alternative thérapeutique intéressante 

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

 

The Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2, "Severe Acute Respirarory 

Syndrome Coronavirus-2"), a new member of the Orthocoronavirinae subfamily, emerged in 

December 2019 in China and rapidly spread around the world, causing a global pandemia. 

Considerable efforts have been made to rapidly develop effective vaccines against SARS-CoV-2, but 

also to understand the mechanisms underlying the infection. However, the emergence of new 

SARS-CoV-2 variants emphasizes the fragility of a system based on vaccines and highlights the need 

for preventive and curative treatments.  

 

In the first part of this thesis, we analyzed the role of small extracellular vesicles (sEVs) secreted in 

the mucus of the respiratory nasal epithelium during SARS-CoV-2 infection. The sEVs are secreted 

in many biological fluids, including mucus of respiratory epithelium. We characterized the sEVs 

produced in the mucus by HENCs (Human Nasal Epithelial Cells) (mu-sEVs), and showed that they 

contain ACE2 and TMPRSS2, the receptor and protease critical for virus entry, respectively. The mu-

sEVs can cleave the Spike viral protein at the S1/S2 site and thus facilitate the open conformation 

of the Receptor Binding Domain (RBD), favoring the attachment of the virus to the cellular 

receptor. Hence, we showed that mu-sEVs are able to complete Spike priming performed by the 

intracellular furin. This effect is mediated by vesicular TMPRSS2 activity, generates pre-activated 

virions prone to enter rapidly target cell using the fusion membrane pathway, and suggests a 

facilitating role of mucus during infection. 

 

In the second part of this thesis, we evaluated the antiviral activity of cationic amphiphilic drugs 

(CADs). Among 8 CADs tested, 5 presented an antiviral activity against SARS-CoV-2. In particular, 

Desloratadine (DSD) induces a decrease in viral RNA production as early as 2 hours post-infection, 

suggesting that it targets an early stage of the viral cycle, probably viral entry. Moreover, DSD is 

effective on other coronaviruses (HCoV-229E and HCoV-OC43), suggesting a broad-spectrum anti-

coronavirus activity. Finally, we evaluated the antiviral effect of DSD, ex vivo, on HNECs cultures 

and demonstrated a decrease of SARS-CoV-2 RNA production. Desloratadine, a well-tolerated 

approved drug, could therefore represent an interesting alternative antiviral therapy in the context 

of the SARS-CoV-2 pandemic. 
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Introduction  

I) Généralités  

 

Depuis la révolution néolithique, il y a 12 000 ans, les humains ont abandonné leur mode de vie 

nomade pour la sédentarisation et la pratique de l’agriculture. Les tribus de chasseurs-cueilleurs se 

sont déplacées pour vivre dans différents villages et pâturages (Dobson and Carper, 1996). Ces 

conditions de vie ont favorisé la proximité entre les humains et les animaux, altéré l’environnement 

et entrainé l’apparition de nombreuses maladies infectieuses. A partir du XIXème siècle, des vagues 

de contamination intenses sont répertoriées en raison de : l’intensification de l’élevage en zone 

périurbaine et l’augmentation de la population, favorisant notamment la dissémination importante 

d’agents pathogènes. En effet, c’est au XIXe siècle que le terme de maladie zoonotique apparait. Il 

regroupera les maladies infectieuses transmises de l’Homme à l’animal (zooanthroponose) et des 

animaux à l’Homme (anthropozoonose) telles que la rage, la peste ou la salmonellose (Morens and 

Fauci, 2020). 

 

A) Historique des maladies infectieuses 

 

Ainsi, l’Homme a été confronté à des maladies dues à des microorganismes causant de nombreuses 

épidémies/pandémies mortelles (Figure 1) (Morens et al., 2020). Le terme pandémie a été défini en 

1666 par le médecin Gideon Harvey (1636/7-1702), un an après l’apparition de la peste, décrivant 

une épidémie sur une vaste zone géographique affectant une grande partie de la population et 

pouvant s’étendre à l’échelle mondiale.  
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On peut ainsi noter la pandémie de peste noire (peste bubonique), causée par la bactérie 

Yersinia Pestis de 1347 à 1351, tuant plus de 50 millions de personnes, en Europe, Asie et au Moyen-

Orient (Pollitzer and Organization, 1954)  

Le siècle suivant, en 1494, une pandémie de Syphilis, une infection transmise sexuellement 

par la bactérie Treponema Pallidum, a frappé l’Europe, causant le décès de plus de 50 000 

personnes (Morens et al., 2020).  

Au XVIème siècle, une pandémie de tuberculose (TB) toucha le monde, causant plusieurs 

millions de décès. C’est seulement en 1882 que le scientifique Robert Koch découvrira l’agent 

étiologique de la TB, la bactérie Mycobacterium tuberculosis (MT) (Barberis et al., 2017).  

En 1520, après la conquête du Nouveau-monde par les Européens, la maladie de la variole, 

dont la souche étiologique est le virus à ADN « Smallpox », a décimé plus de 4 millions 

d’Amérindiens (RILEY, 2010). En 1796, Edward Jenner, un médecin anglais, constate qu’une maladie 

bénigne des vaches, la vaccine, présentait des symptômes semblables à la variole touchant la 

population humaine. Les animaux guéris de la vaccine ne contractant pas la variole, il transmit donc 

la vaccine à un enfant (James Phipps) puis lui inocula la variole. L’enfant ne développa pas la 

maladie, et le principe de la vaccination était né. Le perfectionnement et la généralisation du vaccin 

antivariolique permettront l’éradication de la variole en 1977 (Thèves et al., 2016).  

En 1720, une résurgence de la pandémie de peste du XIVe siècle se produit en France. 

Environ 50% de la population de la ville de Marseille décéda en quelques mois (Raoult, 2016).  

En 1817, la pandémie de Choléra, dont l’agent étiologique est le bacille Vibrio Cholerae, 

marque le début d’une nouvelle ère. A partir de l’Inde, foyer infectieux du pathogène, la maladie 

suit les voies du commerce pour s’étendre aux quatre coins du monde soulignant la propagation 

d’infections jusqu’à devenir des pandémies mondiales (Piret and Boivin, 2020). 

 La plus grande pandémie du XXème siècle est apparue en 1918 avec la grippe espagnole, 

dont l’agent étiologique est la souche H1N1 du virus influenza A. Cette pandémie entrainera le 

décès de 20 à 50 millions de personnes, soit 2 à 5 fois plus que la première guerre mondiale (Morens 

et al., 2021).  

Le virus Ebola (de la famille des Filoviridae), responsable de la fièvre hémorragique 

Africaine, a été identifié pour la première fois en 1976 au Soudan et en République démocratique 

du Congo et a entrainé le décès de respectivement 151 et 280 personnes. A ce jour, ce virus est 

toujours endémique dans certaines régions du monde, et a ré-émergé en décembre 2013 en 

Guinée, emportant la vie de 11 000 personnes (Fenollar and Mediannikov, 2018). 

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

humaine (VIH), alors inconnu, sont observés à Kinshasa, au Congo belge (Zhu et al., 1998). A la fin 
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des années 1970, le SIDA (syndrome de l’immunodéficience acquise) causera de nombreux décès 

aux Etats-Unis au sein de la population homosexuelle. Ce n’est qu’en 1983 que Françoise Barré-

Sinoussi, Jean-Claude Chermann et Luc Montagnier de l’Institut Pasteur découvrent le virus VIH 

responsable du SIDA. La période comprenant le début des années 80 à aujourd’hui est toujours 

marquée par cette pandémie touchant les 5 continents (Greene, 2007). On dénombre en effet plus 

de 40,1 millions de décès dans le monde sur cette période. Aujourd’hui, le SIDA est devenu une 

maladie chronique que l’on soigne avec un arsenal d’antirétroviraux. La trithérapie d’antiviraux, se 

composant généralement de deux inhibiteurs nucléosidiques/nucléotidiques de la transcriptase 

inverse (INTI) et d’un inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse (INNTI), permet 

aujourd’hui la survie de 8 patients infectés sur 10 (Chelli et al., 2016). Cependant, le SIDA reste 

toujours à l’heure actuelle un problème majeur de santé publique de portée mondiale.  

Parmi les virus responsables de maladies chroniques, on retrouve les virus des hépatites B 

et C (VHB/VHC) responsables d’inflammation du foie. L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) 

estime que 58 millions de personnes sont porteuses du virus de l’hépatite C et 296 millions 

d’individus vivent avec l’hépatite B de façon chronique. Les manifestations cliniques peuvent aussi 

bien être aiguës que chroniques et évoluer vers la cirrhose ou le cancer primitif du foie (carcinome 

hépatocellulaire). Un vaccin sûr et efficace est disponible pour lutter contre les infections par le 

VHB, tandis que seuls des traitements antiviraux existent contre le VHC et l’accès au diagnostic et 

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

 

Enfin, il existe de nombreux cas d’émergences virales avec des arbovirus (« Arthropode-

borne Virus »), dont la transmission se fait par un arthropode hématophage tel que les moustiques 

Aedes aegypti et Aedes albopictus. Les arboviroses se caractérisent par des symptômes grippaux 

avec l’apparition de fortes fièvres et de céphalées, sans manifestations respiratoires. On peut citer 

comme exemples :, le virus du Nil Occidental (« West Nile Virus », WNV), le virus Chikungunya 

(« Chikungunya Virus », CHIKV) identifié pour la première fois en Tanzanie en 1952 et qui touche 

près de 1500 personnes, le virus de la fièvre jaune (« Yellow Fever », YFV), le virus de la Dengue 

(« Dengue Virus », DENV) ou encore le virus Zika (« Zika Virus », ZiKV) qui est responsable de 

plusieurs milliers de cas d’infections par an chez les nouveau-nés dans le Pacifique et en Amérique 

du Sud (Plourde, A., et al).   
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B) Principaux virus responsables d’infections respiratoires aiguës chez l’homme 

 

Les infections respiratoires aiguës (IRAs) sont des pathologies touchant les adultes, les enfants 

et les personnes âgées. Ces infections peuvent provoquer de simples rhumes mais, dans certains 

cas, leur survenue sur un terrain fragilisé ou chez des personnes ayant des comorbidités peut 

provoquer des pneumonies mortelles et donc nécessiter une hospitalisation (Mathers et al., 2006). 

Dans le monde, les IRAs sont responsables d’environ 4 millions de décès par an et 98% d’entre elles 

touchent l’arbre respiratoire inférieur (Jain et al., 2015; McIntosh, 2002). Selon les statistiques 

publiées par l’OMS entre 2000 et 2013, les IRAs constituent la deuxième cause de mortalité chez 

les enfants de moins de 5 ans (Giersing et al., 2019). Les IRAs ont donc un impact socio-économique 

important, notamment en ce qui concerne le nombre et la durée des hospitalisations (Fendrick et 

al., 2003).  

On notera que 80 à 90% des étiologies des IRAs sont d’origine virale (Bobossi Serengbe et al., 

2015). Parmi les virus responsables de ces infections, on retrouve : (i) les paramyxoviridae avec le 

virus respiratoire syncytial humain (hVRS), le métapneumovirus (hMPV) et les virus parainfluenza 

(hPIV) ; (ii) les picornaviridae avec les rhinovirus (RV) et les entérovirus (EV) ; (iii) les coronaviridae 

avec les coronavirus (CoV) ; (iv) les orthomyxoviridae avec les virus influenza (IV) ; (v) les 

adénoviridae comprenant les adénovirus (AdV) ; et enfin (vi) les parvoviridae avec le bocavirus 

(BoV) (Tableau 1).  
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Tableau 1 : Principaux virus responsables d’infections respiratoires aiguës (IRAs) 
1 étude réalisée au CHU de Caen entre 2000 et 2006 chez des enfants de moins de 5 ans hospitalisés pour IRA (Freymuth 

et al., 2010) 
2 étude menée aux Etats-Unis dans les services pédiatriques entre 1980-1996 (Shay et al., 1999) 
3 étude systématique et de modélisation à partir de données publiées entre le 1er janvier 1995 et le 31 décembre 2016 sur 

des enfants hospitalisés pour des IRAs associées au RSV dont l’âge est inférieur à 5 ans (Shi et al., 2017) 
4 étude systématique et de méta-analyse menées à partir de données publiées entre le 1er janvier 1995 et le 31 octobre 

2010 sur des enfants de moins de 5 ans hospitalisés pour des infections respiratoires aiguës basses (IRABs) (Nair et al., 

2011) 
5 étude menée en France au CHU de Reims sur la prévalence d’Entérovirus (EV) associée à une bronchiolite ou une 

exacerbation d’asthme entre 1995 et 2009, données de la littérature (Andréoletti et al., 2009) 
6 études diagnostics en laboratoire chez des enfants de moins de 2 ans testés négatifs pour le VRS, PIV (1-3), IV A et B et 

AdV. Les écouvillons obtenus entre le 1er janvier et le 31 décembre 2004 ont été testé par PCR pour les BoV (Kesebir et 

al., 2006) 

(Abedi et al., 2016; Andréoletti et al., 2009; Domachowske et al., 2021; Edwards et al., 2013; Foulongne and Segondy, 2009; Freymuth et 

al., 2009; Gaunt et al., 2010; Gray et al., 2000; Hayden, 2004; Henrickson, 2003; Jacobs et al., 2013; Kesebir et al., 2006; Khetsuriani et al., 

2006, 2006; Killerby et al., 2018; Lee et al., 2005; Lion, 2014; Manning et al., 2006; Nair et al., 2011; Shay et al., 1999; Shi et al., 2017; Shieh, 

2022; Thompson et al., 2009; Vabret et al., 2009; Vandini et al., 2019; Wat, 2004) 
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De manière importante, il faut noter que les infections respiratoires aiguës sont de plus en 

plus présentes dans la population humaine. Les années 2000 ont été marquées par l’émergence 

de coronavirus provoquant des pathologies graves, dont le syndrome respiratoire aigu sévère 

(SARS-CoV-1) en 2002, puis 10 ans plus tard l’émergence du syndrome respiratoire du Moyen-Orient 

(MERS-CoV). Aujourd’hui, le monde connait une pandémie globale avec l’émergence du SARS-CoV-

2 en décembre 2019 en Chine. Les résultats de ce manuscrit se concentrent essentiellement sur ce 

nouveau coronavirus. Face à l’urgence sanitaire, notre laboratoire a focalisé sa thématique de 

recherche sur la relation hôte-coronavirus et le repositionnement thérapeutique pour lutter contre 

cette pandémie.  

 

II) Physiopathologie de l’infection par le SARS-CoV-2 

A) Epidémiologie des coronavirus et du SARS-CoV-2 

 

Sept coronavirus décrits à ce jour peuvent infecter la population humaine, en causant des 

manifestations cliniques allant du rhume commun à des infections respiratoires mortelles.  

Trois bétacoronavirus hautement pathogènes ont causé des infections respiratoires sévères. 

Le SARS-CoV-1 apparu en Chine en 2002 ayant contaminé plus de 8000 personnes entre novembre 

2002 et juillet 2003 et causé la mort de 774 d’entre elles. Le MERS-CoV qui a émergé en 2012 en 

Arabie Saoudite et a contaminé 2494 personnes, dont 858 n’ont pas survécu à l’infection. Pour finir 

le SARS-CoV-2 en 2019, dans la province de Hubei en Chine. Ce dernier engendre une pandémie 

mondiale dont les évènements chronologiques sont décrits en figure 2. 

 

 

 
Figure 2 : Frise temporelle indiquant les évènements marquant au cours de la pandémie de SARS-CoV-2 (BioRender) 
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Le 12 décembre 2019, une épidémie se déclare à Wuhan, en Chine. Les symptômes cliniques 

vont de simples fièvres accompagnées de toux à des pneumonies atypiques (N. Zhu et al., 2020). 

Le 30 décembre, 4 cas de pneumonies d’origine inconnue sont rapportés et transmis aux hôpitaux 

locaux pour identification de l’agent pathogène responsable. L’analyse par séquençage haut débit 

(« Next-Generation Sequencing », NGS) des ARN isolés de ces 4 échantillons indique 79,6% 

d’identité de séquence avec le SARS-CoV-1 et surtout 96% avec un coronavirus de chauve-souris, la 

souche Bat CoV RaTG13 (Zhou, P., et al, 2020). 

Ainsi, l’agent pathogène responsable de ces cas de pneumonies sévères correspond à un 

nouveau bétacoronavirus, d’abord appelé 2019-nCoV (Zhou, P., et al, 2020 ; Lu, R., et al, 2020). Ce 

dernier sera renommé SARS-CoV-2 pour sa grande homologie de séquence avec le génome du 

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

 

Le 13 janvier 2020, un premier cas de COVID-19 (« coronavirus disease 2019 ») est détecté 

en Thaïlande. L'inquiétude grimpe dans le monde lorsque des premiers cas apparaissent aux Etats-

Unis le 20 janvier. La Chine décide alors de confiner la ville de Wuhan pour une durée indéterminée 

le 23 janvier 2020. Malgré la prise en charge rapide des patients dans le monde, l’épidémie s’est 

propagée à très grande vitesse, se transformant ainsi en pandémie mondiale. Le 11 mars 2020, 

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

 

B) Classification  

 

Les coronavirus font partie de l’ordre des Nidovirales (International Committee on Taxonomy 

of Viruses), de la famille des Coronaviridae et de la sous-famille des Orthocoronavirinae. Il existe 4 

genres : Alpha-coronavirus, Béta-coronavirus, Gamma-coronavirus et Delta-coronavirus (Figure 3).  
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Figure 3 : Classification et taxonomie de la famille des Coronaviridae. La sous-famille des orthocoronavirinae est divisée 

en 4 genres : alpha-, bêta-, gamma- et delta-coronavirus. On retrouve deux coronavirus capables d’infecter l’homme 

appartenant au genre alpha-coronavirus avec le HCoV-229E et –NL63. Le genre bêta-coronavirus comporte : le HCoV-

OC43, -HKU1, le SARS-CoV et le MERS-CoV. Le SARS-CoV-2 appartenant au genre des bêta-coronavirus et au sous genre 

sarbecovirus.  

 

Sept coronavirus décrits à ce jour peuvent infecter les humains, causant des manifestations 

cliniques allant du rhume commun à des infections respiratoires mortelles. Quatre coronavirus 

humains sont endémiques : HCoV-229E et HCoV-NL63 appartenant au genre alpha-coronavirus et 

HCoV-OC43 et HCoV-HKU1 au genre bêta-coronavirus. Ils sont capables d’infecter une grande 

diversité d’hôtes et peuvent causer des infections des tractus respiratoires haut et bas (Vabret et 

al., 2009). Trois bêta-coronavirus hautement pathogènes ont causé des infections respiratoires 

sévères, le SARS-CoV, le MERS-CoV, avec des taux de mortalité respectifs de 10% et 30% et 

récemment le SARS-CoV-2 qui appartient au sous-genre sarbecovirus.  

Les coronavirus constituent un sujet de recherche majeur étant donné la mortalité viro-induite 

associée à une grande capacité de causer des épidémies au sein de la population humaine (Chan et 

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

 

C) Transmission des coronavirus chez l’Homme  

 

Les coronavirus ont une grande aptitude à franchir la barrière d’espèce. Les souches SARS-CoV 

et MERS-CoV proviendraient de l’évolution de souches respectivement présentes chez la civette 

palmée et le dromadaire (Cui et al., 2019). Bien que la polymérase virale possède une activité de 

relecture car la NSP14 possède une exonucléase qui corrige les erreurs d’incorporation, des 
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mutations ponctuelles peuvent avoir lieu (environ 106 par nucléotide et par cycle de réplication), 

conférant à leur génome une certaine plasticité et un potentiel évolutif significatif. Pour exemple, 

Guan et al en 2003 ont montré que le génome du virus HcoV-OC43 était phylogénétiquement 

proche (à 90%) du génome du coronavirus bovin. Cette transmission inter-espèces serait due à des 

recombinaisons homologues. De plus, la proximité entre l’Homme et l’animal augmenterait la 

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

 

Considéré comme une zoonose, l’origine du SARS-CoV-2 a été récemment proposée. Une 

étude française a montré que le virus était très proche phylogénétiquement du virus de chauve-

souris (RaTG13) et également d’un coronavirus retrouvé chez le pangolin. La théorie, similaire à 

celles établies pour le SARS-CoV et le MERS-CoV, est que le SARS-CoV-2 proviendrait originellement 

de la chauve-souris, considéré comme le réservoir naturel, en passant par un hôte intermédiaire : 

le pangolin (Temmam et al., 2022).  

 

Le SARS-CoV-2 peut infecter des personnes de tous âges et genres. La transmission de ce virus 

peut s’effectuer de plusieurs manières ; (1) directe, par transmission de gouttelettes respiratoires, 

d’un individu infecté à un individu sain (les individus infectés pouvant être symptomatiques ou 

asymptomatiques) ; (2) indirecte, par contact avec une surface infectée (fomites) ; (3) par 

transmission verticale, de la mère à l’enfant (Kumar et al., 2021; Musa et al., 2021; Raschetti et al., 

2020). Toutefois, les voies de transmissions incluant le lait maternel, la voie sexuelle et la 

transmission via les larmes et sécrétions conjonctivales, considérées comme un potentiel risque 

d’infection, n’ont pas été démontrées (Q. Hu et al., 2021; Meyerowitz et al., 2021). Les principales 

transmissions directes ou indirectes entre individus, par voie aérienne, sont représentées sur la 

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

 

Un individu malade peut produire des gouttelettes respiratoires de tailles différentes : les 

particules de diamètre >5 µm se retrouvent sur les surfaces et peuvent infecter des individus sains 

à proximité. Les particules de taille <5 µm (aérosols) se retrouvent dans l’air ambiant pour une 

durée plus longue. Avec la ventilation, ces particules vont se propager et se mêler à l’air ambiant 

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

 

D) Aspect systémique de la COVID-19 

 

La COVID-19 est une pathologie caractérisée initialement en tant que maladie respiratoire. Bien 

que les symptômes prédominants soient liés à une infection de l’épithélium nasal du tractus 

respiratoire haut pour migrer vers les poumons et le tractus respiratoire bas, les composants viraux 

(ARN et protéines virales) ont également été détectés dans d’autres organes et fluides 

biologiques, suggérant ainsi un caractère systémique de l’infection (Trypsteen et al., 2020).  

L’appareil respiratoire est le premier site d’infection du SARS-CoV-2. De fait, le virus a été 

détecté dans des lavages broncho-alvéolaires chez les premiers patients identifiés le 24 janvier 

2020. La présence de particules virales a été rapidement montrée au sein des différentes parties 

de l’arbre respiratoire : le nez, le pharynx, la trachée et les poumons. Les premières analyses 

d’écouvillons nasopharyngés ont démontré la présence d’une plus grande concentration de virus 

en comparaison avec les écouvillons oraux pharyngés. Ceci suggère une entrée du virus initiale au 

niveau de la cavité nasale (Gupta et al., 2020; Synowiec et al., 2021). Par la suite, l’apparition de 
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symptômes cliniques extra-pulmonaires chez les patients infectés par le SARS-CoV-2 a  suggéré la 

présence du virus dans de nombreux organes : les poumons (tractus respiratoire bas), la trachée, 

les intestins, la peau, les reins, le pancréas, le cerveau et enfin le cœur (Liu et al., 2021; Shen et al., 

2022). 

 

 
Figure 5 : Détection du SARS-CoV-2 dans les différents organes et fluides biologiques du corps humain. Détection de 

l’ARN viral par RT-qPCR, de l’ARN ou des protéines virales par immunofluorescence, microscopie électronique, 

immunohistochimie. Figure adaptée de (Trypsteen et al., 2020). 

E) Aspects virologiques  

a) Structure de la particule virale 

 

Les particules virales de SARS-CoV-2 ont une taille d’environ 100 nm de diamètre. Leur 

aspect en couronne, visible au microscope électronique, est à l’origine de leur appellation 

« coronavirus » et est dû aux projections de protéines Spike (S) (Neuman et al., 2006). 

Structuralement, la particule virale possède une bicouche lipidique dans laquelle sont ancrées 3 

protéines : la glycoprotéine de surface spike (S), la protéine de membrane (M) et la protéine 

d’enveloppe (E). A l’intérieur de la particule virale, la nucléoprotéine (N), constitue la quatrième 

protéine structurale du virion (Pizzato et al., 2022).  
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Figure 6 : Structure de la particule virale du coronavirus (SARS-CoV-2). La particule virale est constituée d’une bicouche 

lipidique dans laquelle sont ancrées spike (S), la protéine de membrane (M) et la protéine d’enveloppe E. A l’intérieur de 

la particule virale, on retrouve l’ARN viral entouré par la nucléoprotéine (N), cet ensemble forme la nucléocapside 

(BioRender).  

 

b) Génome du SARS-CoV-2 

 

Le SARS-CoV-2 est un virus à ARN simple brin de polarité positive, non segmenté et 

enveloppé, d’environ 29 800 nucléotides, ce qui le classe parmi les plus grands virus à ARN connus 

à ce jour. L’ARN viral est protégé par la nucléoprotéine (N) formant une nucléocapside de forme 

hélicoïdale (de Haan et al., 2002). Les extrémités 5’ et 3’ de l’ARN viral constituent des régions non-

traduites, (NT, « Untranslated region, UTR »), formant des structures secondaires essentielles pour 

la réplication et la transcription (Yang and Leibowitz, 2015). La région 5’-NT contient cinq structures 

en tige-boucles (SL1-SL5 ; « stem-loop »), dont SL3 abritant la séquence de régulation 

transcriptionnelle (TRS-L), essentielle pour la génération des ARNm sous-génomiques (Miao et al., 

2021). L’ARN viral possède une coiffe m7Guanosine à son extrémité 5’ non-traduite (NT) et une 

queue polyadénylée (polyA) en 3’-NT.  

Le génome est organisé en 14 cadres ouverts de lecture (« Open Reading Frame, ORF ») 

codants 27 protéines structurales et non-structurales (Wu et al., 2020). Des séquences TRS uniques 

(« body-TRS ») se situent en amont de chaque gène structural (Kim et al., 2020). (Figure 7).  
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Figure 7 : Organisation du génome viral du SARS-CoV-2. Le génome comprend une région 5’ Leader non traduite (NT). 

Les deux premiers tiers du génome correspondent aux ORF1a et ORF1b (rouge et bleu). Ainsi, la région de 233 à 13 ,346 

nucléotides code les protéines non structurales NSP1 à NSP16. Le dernier tiers correspond aux gènes codant les protéines 

structurales, S, E, M et N et les protéines accessoires. Les fonctions principales des protéines non structurales sont 

indiquées sur le schéma. TRS-L : séquence régulatrice de transcription « leader », PLPRO : « papain-like proteinase » ; 

3CLPRO : « 3C-like proteinase » ; RdRp : ARN polymérase ARN dépendante ; ZBD : « zinc-binding domain » ; HEL1 : 

« superfamily 1 helicase » ; ExoN : exoribonucléase ; N7-MT : « M7-methyl transferase » ; endoU : « uridylate-specific 

endoribonuclease » ; 2’-O-MT : 2’O-méthyl transférase. Figure réalisée par BioRender. 

 

Deux cadres ouverts de lecture ORF1a et ORF1b couvrent approximativement 67% du 

génome complet. Ces ORF sont chevauchants, et codent 16 protéines non structurales (NSP 1-

NSP16). Le tiers restant du génome viral code les protéines structurales S, E, M et N et 10 protéines 

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

 

c) Protéines virales 

i. Les protéines non structurales des coronavirus (NSP) 

 La traduction des ORF1a et ORF1b à partir du génome viral peut donner les deux 

polyprotéines virales pp1a (NSP1-11) et pp1ab (NSP1-16). La description de ce mécanisme est 

indiquée dans le chapitre traitant de la traduction (page 34). Dans le cas du SARS-CoV-2, on 

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

 

NSP1 

 

NSP1 joue un rôle important au cours du cycle de vie du SARS-CoV-2. Cette protéine, de 19,8 

kDa perturbe fortement les fonctions biologiques de la cellule-cible en réprimant l’expression de 

gènes cellulaires. Dans le cas du SARS-CoV-1, NSP1, qui présente une homologie de séquence de 

84% avec NSP1 de SARS-CoV-2, est un facteur de virulence majeur qui interagit avec la petite sous-
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unité 40S du ribosome, entrainant l’arrêt de la traduction d’ARNm cellulaires, à la fois in vitro et in 

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

 

NSP2 

 

Dans le cas du SARS-CoV-1, il a été montré que NSP2 (70,5 kDa) interagissait avec les 

prohibitines 1 et 2 (PHB1 et PHB2) qui sont impliquées dans la progression du cycle cellulaire, la 

migration et la différenciation cellulaire. L’interaction de NSP2 avec PHB1 et PHB2 pourrait jouer un 

rôle dans la réplication virale en modifiant l’environnement de la cellule hôte (Cornillez-Ty et al., 

2009). Une étude structurale récente a montré que la région N-terminale de NSP2 contenait 3 

structures en doigts de zinc (Ma et al., 2021), qui permettraient à la protéine d’interagir avec des 

ARNs. Ceci renforce l’hypothèse d’une autre fonction de NSP2 dans l’initiation de la traduction des 

ARN messagers viraux par interaction avec le complexe de réplication/transcription (« replication 

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

 

NSP3 

 

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

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

- Un macro-domaine dans la région 3 de la protéine, qui serait capable d’inhiber l’immunité 

innée via l’inversion de la protéine ADP ribose (Russo et al., 2021) 

- un domaine protéase de type papaïne dans la région 8 de NSP3 (« papain-like protease » 

(PLpro)) (Gao et al., 2021), qui clive NSP1, NSP2 et NSP3 elle-même, maturant ainsi la 

polyprotéine virale. NSP3 clive également des protéines de l’hôte telles que l’ISG15 au 

niveau de résidus ubiquitinylés (lysine en position 48), affaiblissant ainsi l’activité antivirale 

induite par l’interféron (Klemm et al., 2020; Lei et al., 2018).  

- Enfin, la région 11 permettrait l’ancrage du complexe de réplication viral aux vésicules 

doubles-membranes dérivées du réticulum endoplasmique (DMVs « double-membrane 

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

 

NSP4  

 

De nombreuses études sur les virus ARN ont montré un rôle important des domaines 

transmembranaires des protéines non structurales dans la réplication virale. Dans le cas du SARS-

CoV-1, il a été montré que l’interaction entre NSP3 et NSP4 via leur domaines transmembranaires 

était cruciale pour la réplication au sein des DMVs (Sakai et al., 2017). De plus, Xu et al. (2009) ont 

montré la localisation de NSP4 à la membrane du réticulum endoplasmique, puis son recrutement 
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au sein du complexe de réplication dans les cellules infectées par le SARS-CoV-1. L’ensemble de ces 

données suggère que NSP4 jouerait un rôle dans l’assemblage du complexe de réplication (RTC) 

des coronavirus.  

 

NSP5  

 

NSP5 possède un domaine « 3-Chymotrypsin-Like protease » (3CLpro) participant au 

clivage des polyprotéines virales afin de donner des protéines fonctionnelles individualisées NSP4 

à NSP16, indispensables au cycle de vie du virus (Law et al., 2007). En outre, dans le cas de SARS-

CoV-1, NSP5 induit la production de cytokines et de chemokines dans les cellules humaines de 

poumons. Un rôle similaire a été montré pour SARS-CoV-2 avec l’activation par NSP5 de la 

SUMOylation de la protéine MAVS (« Mitochondrial Antiviral-Signaling Protein »), entrainant une 

augmentation de l’expression de cette dernière et induisant la voie NFKB (W. Li et al., 2021). Cette 

étude a permis l’identification du rôle crucial de NSP5 dans la régulation de la réponse immunitaire 

innée, en induisant la synthèse de cytokine via l’activation de la voie NFKB. 

 

NSP6 

 

Localisée au niveau du réticulum endoplasmique, NSP6 participe à la formation du 

complexe de réplication/transcription (RTC) avec NSP3 et NSP4. De plus, Benvenuto et al. (2020) 

ont montré que des mutations présentes dans NSP6 pourraient affecter la structure et la stabilité 

de cette protéine et ainsi modifier la pathogénicité du SARS-CoV-2. Cependant, la fonction exacte 

de ces mutations reste encore à élucider.  

 

NSP7/NSP8 

 

Ces deux protéines non structurales sont les co-facteurs de l’ARN polymérase ARN 

dépendante NSP12 du virus SARS-CoV-2. Le complexe « core » de la sous unité catalytique de NSP12 

se lie à l’hétérodimère NSP7-8 et à une sous unité additionnelle de NSP8 au niveau d’un autre site 

de liaison (Peng et al., 2020). Cette interaction jouerait un rôle dans la thermostabilité de la 

polymérase.  

 

NSP9  

 

D’une longueur de 110 acides aminés, la protéine virale NSP9 a été beaucoup étudiée dans 

les années 2000. Dans le cas de l’infection par le HCoV-229E et le SARS-CoV-1, NSP9 est active sous 

forme homodimérique et est capable de se lier à des acides nucléiques de manière non spécifique, 
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avec une plus grande affinité pour les ARN simples brins (Ponnusamy et al., 2008; Sutton et al., 

2004). Cependant, sa fonction n’est pas encore bien décrite, bien que sa structure ait été publiée 

(Miknis et al., 2009).  

 

NSP10 

 

La structure cristallographique de NSP10 a été montrée dans le cadre de l’infection par le 

SARS-CoV-1. Cette protéine non structurale possède une forte affinité pour les ARN, via ses motifs 

en doigts de zinc (Joseph et al., 2007). Plus récemment, il a été mis en évidence l’interaction de 

NSP10 avec les protéines NSP14 et NSP16, régulant ainsi leur fonction (détaillé ci-après) (Bouvet et 

al., 2012, 2010).  

 

NPS12 

 

La protéine virale non structurale NSP12 constitue l’ARN polymérase ARN-dépendante 

(RdRp) virale, associée à ses deux co-facteurs NSP7 et NSP8. Elle est essentielle pour la synthèse 

d’ARNs viraux (Subissi et al., 2014). NSP12 contient également un domaine Nidovirus RdRp 

Associated Nucleotidyltransferase (NiRAN) séparé de la RdRp par un domaine d’interface (Hillen et 

al., 2020). Ce domaine possède une activité de liaison aux nucléosides triphosphates (Dwivedy et 

al., 2021). Dans le cas de l’infection par le SARS-CoV-2, NSP12 atténue la réponse interféron de type 

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

 

NPS13  

 

NSP13 contient deux domaines importants : un domaine hélicase et un domaine RNA 5’ 

triphosphatase. Le complexe NSP10-13-14-16 participerait à la formation de la coiffe au niveau de 

l’extrémité 5-NT du génome viral. De plus, NSP13 jouerait un rôle dans l’évasion à la réponse 

immunitaire en antagonisant la signalisation de l’interféron (IFN), plus particulièrement en 

empêchant la phosphorylation de STAT1 et de STAT2 induite par l’INFB (Fung et al., 2022; Xia et al., 

2020; Yuen et al., 2020).  

 

NSP14  

 

NSP14 joue un rôle crucial dans la synthèse de l’ARN viral. Son activité 3’-5’ exonucléase 

permet la correction des ARN synthétisés (Gribble et al., 2021). Grâce à son domaine guanine-N7-

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

2003). 

 

NSP15  

 

NSP15 contient un domaine endoribonuclease (endoU), très conservé chez les coronavirus, 

permettant le clivage des ARN au niveau des bases uridines. Cette fonction fait de NSP15 une 

protéine non structurale importante dans la pathogenèse des coronavirus (Saramago et al., 2022). 

En effet, cette RNase est responsable de la dégradation des ARN double brin, empêchant leur 

reconnaissance par le système immunitaire de l’hôte (Deng et al., 2017; Kindler et al., 2017).  

 

NSP16 

 

L’activité 2’-O-méthyl transférase (2’-O-MTAse) de NSP16 permet la formation de la coiffe 

et, dans le cas de l’infection par le SARS-CoV-1, le complexe NSP10-16 pourrait participer à la 

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

 

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

coronavirus est résumé dans le tableau 2 ci-dessous : 
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Tableau 2 : Tableau récapitulatif des fonctions des différentes protéines non structurales du SARS-CoV-2 
(Benvenuto et al., 2020; Bouvet et al., 2012, 2010; Cornillez-Ty et al., 2009; Decroly et al., 2011; Gao et al., 2021; Gupta et al., 2021; Hillen et al., 2020; Joseph et al., 2007; Klemm et al., 

2020; Law et al., 2007; Lei et al., 2018, 2020b; W. Li et al., 2021; Ma et al., 2021, p. 2; Miknis et al., 2009; Minskaia et al., 2006; Peng et al., 2020; Ponnusamy et al., 2008; Sakai et al., 

2017; Schubert et al., 2020; Snijder et al., 2003; Subissi et al., 2014; Sutton et al., 2004; Thoms et al., 2020; W. Wang et al., 2021; Xu et al., 2009; Yuen et al., 2020) 
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ii. Les protéines structurales des coronavirus 

 

Spike (S) 

 

L’entrée du SARS-CoV-2 est dépendante de la protéine structurale Spike (S) qui donne sa 

forme en couronne à la particule virale. Spike est organisée en trimère et est considérée comme 

une protéine de fusion de classe I, car elle participe à la fois à la reconnaissance du récepteur de la 

cellule hôte, mais aussi à la fusion des membranes cellulaires et virales. Cette protéine est 

composée d’environ 1300 acides aminés, et est subdivisée en deux sous unités contenant des 

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

 

 

Figure 8 : Représentation schématique de la structure primaire de la protéine Spike du SARS-CoV-2. La protéine Spike est 

composée de deux sous-unités : S1 et S2, qui comportent les composants fonctionnels majeurs pour l’entrée virale : NTD 

(vert clair) ; RBM (« Receptor Binding Motif », rose) ; CTD1 et CTD2 (« Carboxy-terminal domain » 1 et 2, en violet) ; FP 

(« Fusion Peptide », orange) ; HR1, HR2 (« Heptad Repeat » 1 et 2, bleu) ; CH (« Central Helix », vert foncé) ; TM 

(« Transmembrane  domain », rouge) ; CT (« cytoplasmic tail », gris). Les traits rouges correspondent aux deux sites de 

clivages de spike en position 686 et 816 (S1/S2 et S2’ respectivement). Le domaine RBD (« Receptor Binding Domain ») 

contient la région RBM.  

La sous unité S1 de S du SARS-CoV-2 (pos.1 – 686 acide aminés) est subdivisée en deux sous-

domaines, le NTD (« N-terminal domain ») et le CTD (« C-terminal domain ») qui comporte le 

domaine de liaison au récepteur ACE-2 (« receptor-binding domain », RBD) via la région RBM 

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

La sous-unité S2 contient le peptide hydrophobe de fusion (« fusion peptide », FP), deux 

domaines de répétition « heptad repeat » (HR1 et HR2), un domaine transmembranaire 

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

Le mécanisme de fusion est initié par l’interaction des RBDs de Spike avec le récepteur 

cellulaire ACE2. Des clivages protéolytiques de spike -décrits plus loin dans le manuscrit (page 40)- 

sont essentiels pour permettre la libération du domaine S1 (Figure 9 – étape 1), l’extension de HR1 

et l’ancrage du peptide de fusion dans la membrane plasmique de la cellule hôte (figure 9 – étape 

2). L’interaction entre HR1 et HR2 entraine la formation d’une structure en épingle à cheveux 
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rapprochant les membranes virales et cellulaires (figure 9 – étape 3). L’association de HR1 et HR2 

permet la formation d’un pore qui va progressivement s’élargir. L’ensemble de ce phénomène 

permet la libération du génome viral dans le cytoplasme de la cellule (figure 9 – étape 4) (Jackson 

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

 

Figure 9 : Mécanisme moléculaire de la fusion des membranes virales et cellulaires. (1) La protéine Spike s’associe avec 

ACE-2 via ses RBDs. (2) Le domaine S1 se dissocie de spike, conduisant à l’extension du domaine HR1 permettant au 

peptide de fusion (FP) de s’enfoncer dans la membrane plasmique de la cellule cible. (3) Les domaines HR1 et HR2 se 

rejoignent en formant une structure en épingle à cheveux rapprochant les membranes cellulaires et virales. (4) 

L’association de HR1 et HR2 permet la formation d’un pore membranaire permettant au génome viral d’être libéré dans 

le cytoplasme de la cellule hôte.  

 

Protéine d’enveloppe (E) 

La protéine d’enveloppe est la plus petite des protéines structurales, mais aussi la moins 

étudiée. Elle est très conservée dans les différents sous-types viraux. D’environ 100 acides aminés, 

elle possède un domaine hydrophobe et interagit avec M afin d’assurer le maintien de la structure 

de la particule virale du SARS-CoV-2 (Alsaadi et al., 2020; El Omari et al., 2019). Comme dans le cas 

du SARS-CoV-1, la protéine E du SARS-CoV-2 pourrait être impliquée dans de nombreux mécanismes 

importants pour la pathogenèse virale, tels que l’assemblage et la courbure de la membrane pour 

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

La protéine M des coronavirus est la protéine structurale la plus abondante. Elle est 

constituée d’un ectodomaine N-terminal glycosylé, de trois domaines transmembranaires et d’un 

endodomaine C-terminal. L’interaction entre M et les autres protéines structurales est essentielle 

pour l’assemblage et le relargage des particules virales en dehors de la cellule hôte (Tseng et al., 

2010)). Enfin, les protéine M et E interagissent via leurs domaines C-terminaux et cette interaction 

est suffisante pour la formation des VLP (« Virus-Like Particle ») (Lu et al., 2007; Mortola and Roy, 

2004; Sullivan et al., 2022).  

 

Nucléoprotéine (N) 

La nucléoprotéine est une phosphoprotéine de 422 acides aminés (46 kDa) composée 

d’une région N-terminale (NTD) et d’une région C-terminale (CTD). Ces régions sont séparées par 

des régions intrinsèquement désordonnées (« Intrinsically Disordered Regions », IRD) modulant 

l’interaction avec des ARNs (Chang et al., 2014, 2006). N possède deux fonctions principales : (i) 

elle interagit avec l’ARN viral pour former une nucléocapside compacte de forme hélicoïdale ; (ii) 

elle régule la transcription d’ARN viraux (Carlson et al., 2020). La nucléoprotéine peut être amenée 

à interagir avec les protéines structurales au cours de l’assemblage et du relargage des virions en 

dehors de la cellule hôte.  

d) Cycle de vie des coronavirus 

 

Entrée virale 

 

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

tropisme du virus.  

La première étape du cycle est l’attachement de la protéine S d’un coronavirus via son RBD 

avec le récepteur cellulaire. Le HcoV-229E utilise comme récepteur l’aminopeptidase N (APN), 

HcoV-OC43 l’acide N-acétylneuraminique (« N-acetyl-9-O-acetylneuraminic acid ») et le MERS-CoV 

la Dipeptidyl peptidase 4 (DDP4). Enfin, le HcoV-NL63, SARS-CoV-1 et SARS-CoV-2 utilisent l’enzyme 

de conversion de l’angiotensine 2 (ACE-2) dont les caractéristiques seront détaillées dans la suite 

de ce manuscrit (Belouzard et al., 2012; Fehr and Perlman, 2015; Hoffmann et al., 2020). Le cycle 

viral du SARS-CoV-2 débute par l’attachement du virus à son récepteur cellulaire (Figure 11 - étape 

1). On notera, que la neuropiline-1 (NRP1) a récemment été proposée comme un co-récepteur de 

SARS-CoV-2 (Cantuti-Castelvetri et al., 2020).  



37 
 

 Comme dans le cas du SARS-CoV-1, le SARS-CoV-2 peut entrer dans la cellule de deux 

manières : (i) par fusion TMPRSS2-dépendante avec la membrane plasmique de la cellule-cible, ou 

(ii) par la voie endosomale. L’acidification du pH au sein de l’endosome entraine l’activation des 

cathépsines B ou L qui permettront finalement la fusion de la membrane virale avec la membrane 

endosomale et la libération du génome viral dans le cytoplasme. Ces mécanismes d’entrée 

dépendent de la disponibilité de protéases cellulaires et seront approfondis plus loin dans le 

manuscrit (page 40). L’ARN viral du SARS-CoV-2 est coiffé et polyadénylé, il peut donc être 

directement pris en charge par la machinerie cellulaire de traduction (Jackson et al., 2022; Shang 

et al., 2020). 

 

Traduction  

 

Une fois l’ARN viral libéré dans le cytoplasme (figure 11 – étape 2), il sera traduit par les 

ribosomes cellulaires pour donner deux polyprotéines : pp1a et pp1ab (figure 11 - étape 3). La 

séquence correspondant à ORF1A se termine par un codon stop, et par conséquent la polyprotéine 

de type pp1a est majoritairement synthétisée. Pp1a sera maturée par action de protéases virales 

en protéines non-structurales NSP1-11. Un glissement du ribosome au niveau de la séquence 

charnière entre ORF1A et ORF1B entraine un décalage du cadre ouvert de lecture et permet au 

ribosome de poursuivre la traduction de ORF1B pour former la polyprotéine de type pp1ab qui 

donnera l’ensemble des 16 protéines non structurales (NSP1-16). Le clivage des polyprotéines est 

assuré par les protéases virales nsp3 (Mpro) et nsp5 (CLpro). Les 16 protéines non structurales sont 

notamment nécessaires pour former : (i) le complexe de réplication/transcription 

(« replication/transcription complex », RTC), (ii) les vésicules doubles-membranes (« double-

membrane vesicles », DMV), qui sont des altérations de la composition du réticulum 

endoplasmique (RE) où a lieu la réplication virale (Ben Hu et al., 2021; Malone et al., 2022; V’kovski 

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

 

Réplication/transcription  

 

Le génome viral ARN positif pleine longueur va servir de matrice pour la synthèse d’un brin 

d’ARN négatif (antigénome). Ce dernier va à son tour servir de matrice pour la synthèse de 

nouveaux brins d’ARN viraux de polarité positive pleine longueur qui peuvent être encapsidés dans 

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

 

En parallèle, à partir du génome viral ARN positif pleine longueur, une transcription 

discontinue peut se mettre en place selon le modèle de Sawicki et Sawicki (Sawicki and Sawicki, 
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1995) (figure 10). Au cours de la synthèse du brin négatif, la polymérase virale nsp12 rencontre des 

séquences TRS (« Transcription Regulatory Sequences ») situées en amont des ORFs codant les 

protéines virales structurales dans le dernier tiers du génome, du côté de l’extrémité 3’-NT. La 

polymérase virale peut alors arrêter la synthèse de brins négatifs puis la reprendre à une TRS 

localisée au niveau de la séquence « leader » à l’extrémité 5’-NT du génome (figure 10). Ce 

mécanisme permet la formation d’ARN sous génomiques (ARNsg (-)) de polarité négative (3’-5’) 

(figure 11 - étape 4b) qui vont servir de matrice pour la formation d’ARN messagers viraux sous-

génomiques, de polarité positive, qui seront finalement traduits pour donner les protéines virales 

structurales, S, E, M et N, nécessaires à la formation des nouveaux virions (Sola et al., 2015)(figure 

11 - étape 5).  

 

 
Figure 10 : Représentation des étapes de réplication et de transcription des coronavirus. A partir du génome (+), la RdRp 

synthétise un antigénome (-) qui va servir de matrice pour la synthèse de nouveaux génomes. Au cours de la synthèse 

de cet ARN (-), la RdRp peut s’arrêter au niveau d’une TRS pour la reprendre à une TRS localisé au niveau de la séquence 

« leader ». Ce mécanisme donne naissance à des ARN sous génomiques de polarité négative (ARNsg (-)) qui vont pouvoir 

être pris en charge par la machinerie cellulaire pour synthétiser des protéines structurales et accessoires nécessaires à la 

formation des nouveaux virions. L’ARN (+) est synthétisé à partir du brin d’ARN (-) et va pouvoir être directement 

encapsidé dans les nouvelles particules virales. 
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Assemblage 

 

 Une fois traduites, les protéines structurales S, E et M vont transiter par la membrane du 

réticulum endoplasmique et migrer jusqu’au compartiment intermédiaire entre le RE et le Golgi. A 

la lumière de l’ERGIC (« Endoplasmic Reticulum Golgi Intermediate Compartment »), la protéine N 

va interagir avec les brins d’ARN nouvellement synthétisés pour former la nucléocapside (figure 11 

- étape 6) et avec les protéines structurales (figure 11 - étape 7). Les virions néoformés vont alors 

être libérés par un processus d’exocytose (figure 11 - étape 8).  

 

 
Figure 11 : Cycle de vie du SARS-CoV-2. (1) L’entrée virale débute par l’attachement du virus au récepteur ACE-2. Le virus 

rentre (i) soit par fusion à la membrane plasmique, (ii) soit par la voie endosomale, en fonction des protéases cellulaires 

disponibles. Le génome viral est libéré dans le cytoplasme ; (2) décapsidation, séparation de l’ARN viral et de la protéine 

N ; (3) le génome viral (coiffé et polyadénylé) est pris en charge par les ribosomes cellulaires et la traduction des 

polyprotéines ORF1a et ORF1b est réalisée. Les protéines non structurales nouvellement synthétisées forment les usines 

de réplication, après clivages par les protéases virales NSP3 et NSP5 ; (4a) le génome viral pleine longueur de polarité (+) 

est répliqué (-) pour former de nouveaux génomes ARN pleine longueur de polarité (+) qui pourront être encapsidés ; 

(4b) la transcription discontinue permet la synthèse d’ARN sous génomiques (-) et des ARN messagers viraux (+) de 

différentes longueurs, qui seront traduits (5) en protéines structurales ; (6) l’assemblage des protéines S, E, M et N se 

fait au niveau de l’ERGIC et le nouveau virion est assemblé (7) ; (8) les nouveaux virions se retrouvent dans le milieu 

extracellulaire par un mécanisme d’exocytose. 

 



40 
 

F) Rôle des facteurs cellulaires au site d’infection par le SARS-CoV-2 

a) Le récepteur cellulaire ACE-2 

 

Le SARS-CoV-2 infecte initialement le tractus respiratoire supérieur. L’analyse d’une 

cohorte de patients atteints de la COVID-19 a montré une expression élevée du récepteur ACE-2 

dans les cellules de l’épithélium respiratoire supérieur (Chua et al., 2020). Ces données sont 

corrélées par une analyze via « single-cell RNA-sequencing », indiquant une forte expression d’ACE-

2 dans les cellules en gobelet et ciliées de l’épithélium nasal (Sungnak et al., 2020b). Ces cellules de 

l’épithélium nasal constituent probablement le site initial d’infection par SARS-CoV-2 (Ravindra et 

al., 2020).  

De plus, les cellules alvéolaires épithéliales de type II (pneumocytes de type II, AT2), 

impliquées dans la sécrétion du surfactant des alvéoles pulmonaires, expriment significativement 

ACE-2 (Zhao et al., 2020). Ceci indique que ces cellules de l’épithélium alvéolaires pourraient 

constituer un second site d’infection.   

La protéine ACE-2 a également été détectée dans différentes régions extra-pulmonaires 

telles que le cœur, les reins, l’endothélium des vaisseaux sanguins et les intestins (Trypsteen et al., 

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

al., 2020).  

 

 En 2005, des chercheurs se sont intéressés au rôle du récepteur ACE-2 dans l’infection par 

le SARS-CoV-1. Dans un modèle murin, Yang et al ont montré que la surexpression d’ACE-2 aggravait 

la maladie associée à l’infection par ce coronavirus, démontrant que l’entrée virale était une étape 

cruciale dans la pathogénicité (Yang et al., 2007). Cependant, ces lésions étaient atténuées dans le 

cas de l’utilisation d’inhibiteurs de la voie de signalisation rénine-angiotensine (Imai et al., 2005). 

Par la suite, l’implication du système rénine-angiotensine-aldostérone (RAAS, « Renin-Angiotensin-

Aldosterone System »), dans l’apparition de lésions sévères au niveau des poumons à la suite de 

l’infection par SARS-CoV-1 a été largement étudiée. Il a été montré que la diminution de la 

biodisponibilité de ACE-2, suite à son interaction avec la protéine virale Spike du SARS-CoV-1, 

contribuait à l’apparition de lésions sévères dans les poumons (Kuba et al., 2005).  

En effet, dans un contexte physiologique, le RAAS est un système hormonal régulant la 

pression artérielle, l’équilibre hydrique et électrolytique, ainsi que la résistance vasculaire 

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

Tipnis et al., 2000).  

L’Ang II est formé par action de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE) sur l’Ang I 

et peut (i) se lier aux récepteurs AT1R et AT2R ou (ii) être clivée -principalement- par ACE-2 en 

peptides plus petits Ang 1-7 agissant directement sur un autre récepteur : MasR (« Mitochondrial 

Assembly Receptor »), générant une vasodilatation qui entraîne une diminution globale de 

l’inflammation, du stress oxydatif et des lésions des poumons, ainsi que dans les autres organes 

(figure 13A). En outre, les deux voies connues de RAAS possèdent des actions opposées : (i) la voie 

AngII - AT1R - AT2R est une voie pro-inflammatoire ; (ii) la voie Ang II - Ang (1-7) - MasR inhibe les 

actions de la voie Ang II - AT1R - AT2R et est anti-inflammatoire (Lubel and Garg, 2020; Zambelli et 

al., 2015).  

Au cours de l’infection, la protéine Spike se lie au récepteur ACE-2 qui ne peut plus jouer 

son rôle dans le la métabolisation de l’AngII en Ang 1-7 Ainsi, la voie AngII – AT1R – AT2R n’est plus 

bloquée par la voie ACE2-Ang – 1-7 – MASR et ce déséquilibre provoque des lésions pulmonaires 

(Figure 13B) (Caputo et al., 2022; Chen et al., 2022; Matsuzawa et al., 2022) 

 

Figure 13 : Système rénine angiotensine aldostérone (RAAS). (A) Dans des conditions physiologiques, l’angiotensine II 

(AngII) est formée par l’action de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE) sur l’angiotensine I (AngI). L’AngII peut 

se fixer sur le récepteur AT1R ou bien être métabolisé par ACE2 en Ang 1-7 qui se fixe alors sur le récepteur MasR. Ces 

deux voies forment un équilibre entre la vasoconstriction et la vasodilatation. (B) Dans les conditions d’infection, le SARS-

CoV-2 se fixe sur ACE2, empêchant ainsi son rôle dans le métabolisme de l’AngII. Ce phénomène favorise la voie de 

vasoconstriction et augmente l’inflammation et les lésions tissulaires (Matsuzawa et al., 2022). 
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b) Protéases cellulaires et protéine virale Spike 

 

L’entrée du SARS-CoV dans la cellule-cible peut se faire selon deux mécanismes d’entrée : 

(i) la fusion à la membrane plasmique (« early pathway ») et/ou (ii) la voie endosomale (« late 

pathway »). Ces deux mécanismes impliquent un changement de conformation de la protéine 

Spike (pré-fusion à post-fusion) qui est induit par des clivages protéolytiques séquentiels au niveau 

de deux sites spécifiques.  

 

Spike de SARS-CoV-1 

Le premier clivage permet le « priming » (activation) de Spike et a lieu au site charnière 

S1/S2 par action de la protéase cellulaire TMPRSS2 (pos. 667) (Belouzard et al., 2009). D’autres 

protéases pourraient jouer un rôle dans le « priming », dont la protéase HAT (Human Airway 

Trypsin-like protease) (pos. 667) et la cathépsine L (pos. 678), protéase endosomale dont le 

fonctionnement nécessite un pH acide. Dans ce dernier cas, ceci suggère un « priming » de Spike 

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

Le second clivage constitue le « triggering », qui correspond au déclenchement de la fusion 

des membranes cellulaires et virales. Le clivage TMPRSS2-dépendant au niveau du site S2’ de Spike 

(à l’intérieur de la sous-unité S2, pos. 797) est essentiel (Belouzard et al., 2012; Walls et al., 2016, 

2017).  

Spike de SARS-CoV-2 

Alors que de nombreuses études ont montré que l’affinité de la protéine SpikeSARS-CoV-2 pour 

ACE-2 était comparable, voire inférieure à celle de SpikeSARS-CoV-1 (Ou et al., 2020; Shang et al., 2020; 

Walls et al., 2020), il a aussi été déterminé que le RBDSARS-CoV-2 présentait une plus grande affinité 

pour ACE-2 que le RBDSARS-CoV-1 (Yan et al., 2020). Ces résultats contradictoires peuvent être 

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

En effet, des études de microscopie cryo-électronique ont révélé l’existence de plusieurs 

conformations possibles au sein de la structure du trimère de Spike de SARS-CoV-2 en état de pré-

fusion (figure 14). En conformation « fermée » de Spike, le RBD est inaccessible pour ACE2 (Benton 

et al., 2020). Afin d’interagir avec ACE2, Spike doit d’être dans une conformation « ouverte », avec 

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

Le passage de la conformation « fermée » à « ouverte » de la protéine trimérique spike 

nécessite des clivages par les protéases de l’hôte, dont l’expression/disponibilité influence le 

tropisme du virus (Cai et al., 2020; Millet and Whittaker, 2015). Comme pour le SARS-CoV, la 

protéine Spike de SARS-CoV-2 subit deux clivages protéolytiques : le « priming » au niveau du site 

S1/S2 afin d’activer la protéine spike et de permettre une conformation « ouverte » exposant le 

RBD. Le « triggering » au site S2’ localisé du domaine S2 qui va exposer le peptide de fusion et 

permettre la fusion des membranes virales et cellulaires (Tortorici and Veesler, 2019; Whittaker et 

al., 2021) (figure 14). 

Très rapidement après l’émergence du SARS-CoV-2, l’utilisation de lignées cellulaires 

exprimant TMPRSS2 (Matsuyama et al., 2020) ou de camostat mésylate, un inhibiteur de sérine 

protéases, a montré un rôle essentiel de TMPRSS2 dans l’entrée du virus (Hoffmann et al., 2020). 

De manière intéressante, d’autres protéases comme TMPRSS11D/13 seraient impliquées dans le 

clivage de spike nécessaire pour l’entrée du SARS-CoV-2 (Kishimoto et al., 2021). TMPRSS2 cliverait 

la protéine Spike du SARS-CoV-2 au site S2’ en position 815 (Bestle et al., 2020). Le rôle de la 

cathepsine L dans l’entrée de SARS-CoV-2 a également été montré par l’utilisation de modèles 

cellulaires dépourvus de TMPRSS2 (VERO-E6) et des inhibiteurs spécifiques de cathepsines (dont 

le E64d) (Bestle et al., 2020; Hoffmann et al., 2020; Ou et al., 2020; W. Wang et al., 2021). Ainsi SARS-

CoV-2 utilise la voie d’entrée endosomale. 
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Enfin, l’analyse des séquences de la protéine S du SARS-CoV-2, en comparaison avec le 

SARS-CoV-1, a montré la présence d’un motif polybasique de 12 nucléotides situé au niveau du site 

S1/S2 (PRRAR). Les recherches de Bestle et al. ont démontré que ce site était sensible aux clivages 

par la furine, une proprotéine convertase (PC) intracellulaire, présente dans le trans-golgi, capable 

de cliver au niveau de résidus basiques (Seidah et al., 2012). Ceci avait déjà été montré chez MERS-

CoV (bêta-coronavirus), qui subit des clivages protéolytiques par la furine aux sites S1/S2 et S2’ et 

le virus de la bronchite infectieuse (IBV, « Infectious Bronchitis Virus », gamma-coronavirus) (Millet 

and Whittaker, 2015).  

Le clivage par la furine au site S1/S2 pourrait servir pour pré-activer les virions SARS-CoV-2 

nouvellement synthétisés. Ce mécanisme faciliterait l’entrée du virus dans d’autres types 

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

Les structures de pré-fusion des trimères de S du SARS-CoV-2 ont été caractérisées : (i) soit 

après expression ectopique et purification des formes solubles de S, (ii) soit sur des virions intacts 

produits après infection de cellules VERO-E6 ou Calu-3 (Ke et al., 2020; Walls et al., 2020; Wrapp et 

al., 2020). Dans ce dernier cas, il a été montré que 45-55% des virus sécrétés se retrouvaient avec 

un seul RBD exposé et deux RBDs enfouis, et dans 30/40% des cas avec trois RBD en position 

enfouie (Ke et al., 2020) (figure 14). Ce phénomène permettrait au virus d’échapper à la réponse 

immunitaire de l’hôte (Ke et al., 2020; Xu et al., 2021).   

 

c) Rôle de l’environnement cellulaire de la cavité nasale lors de l’infection par 

SARS-CoV-2 

 

Le SARS-CoV-2 peut utiliser deux voies d’entrée pour infecter une cellule-cible : (i) la voie 

de fusion à la membrane plasmique (« early pathway ») qui est dépendante de TMPRSS2, et (ii) la 

voie endosomale (« late pathway »), dépendante des cathepsines. Il est considéré que la cavité 

nasale est le site initial de l’infection par SARS-CoV-2 car les prélèvements naso-pharyngés de 

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

Le tractus respiratoire est subdivisé en deux parties : (i) le tractus respiratoire haut 

contenant la cavité nasale, le larynx et le pharynx ; (ii) le tractus respiratoire bas contenant la 

trachée, les bronches et les poumons (Figure 15a) (Cone, 2009).  
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Figure 15 : Schéma du tractus respiratoire et de l’épithélium nasal humain. (A) Le tractus respiratoire haut contient la 

cavité nasale, le pharynx et le larynx tandis que le tractus respiratoire bas contient la trachée, les bronches et les 

poumons. (B) L’épithélium nasal est composé de glandes sous-muqueuses, de cellules en gobelet, basales, ciliées et 

d’une couche de mucus. 

 

L’épithélium nasal est composé de plusieurs types cellulaires, dont les glandes sous-

muqueuses, les cellules en gobelet (participant à la sécrétion de mucus), basales et ciliées, ainsi 

qu’une couche de mucus protectrice (Figure 15b). En 2020, l’analyse de l’expression génique à 

partir de biopsies et brossages nasaux de donneurs sains a été effectuée afin de déterminer la 

présence du récepteur ACE-2 et des protéases cellulaires au niveau de l’épithélium respiratoire. 

Sans surprise, l’ARNm d’ACE-2 et de TMPRSS2 sont retrouvés dans l’épithélium nasal, et plus 

particulièrement au niveau des cellules en gobelet et ciliées (Manna et al., 2022; Sungnak et al., 

2020b; Ziegler et al., 2020). Ces données renforcent la pertinence de l’utilisation d’un modèle ex 

vivo de cellules épithéliales nasales humaines (CENHs) à l’ interface air-liquide (ALI « Air-liquid 

interface ») (Sungnak et al., 2020a), capable de reproduire la physiologie de l’épithélium 

respiratoire nasal.   

Le mucus sécrété par les cellules en gobelet représente la première barrière de défense du 

corps humain. Son principal rôle est l’élimination des pathogènes via la clairance mucociliaire (MCC 

« Mucociliary Clearance »), qui résulte d’une étroite collaboration entre les cellules sécrétrices de 

mucus et la motilité des cils des cellules ciliées. La MCC permet le transport et le renouvellement 

du mucus hors de la surface de l’épithélium nasal (Cone, 2009; Fernández-Blanco et al., 2018; 

Janssen et al., 2016). Le principal composant du mucus est la mucine, codée par plus de 22 gènes 
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identifiés chez l’Homme. Au niveau de l’épithélium nasal, MUC5AC et MUC5B constituent les 

mucines solubles sécrétées par les cellules en gobelet, et MUC1, MUC4 et MUC16 sont les mucines 

transmembranaires exprimées au niveau apical de toutes les cellules de l’épithélium (Lillehoj et al., 

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

Au cours de l’infection par le SARS-CoV-2, la première barrière biologique que ce virus va 

rencontrer est le mucus. Les cellules en gobelet et ciliées représentent le site de primo- infection 

du virus et la clé pour la compréhension de la transmission. Cependant, cette barrière n’est pas 

imperméable puisque le gel de mucine, composé de pores d’environ 500 nm, est suffisamment 

large pour laisser pénétrer des particules virales dont la taille est comprise entre 30 et 200 nm de 

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

 

G) Les vésicules extracellulaires 

a) Les petites vésicules extracellulaires 

 

Les petites vésicules extracellulaires (« small extracellular vesicles », sEVs) sont présentes 

dans de nombreux fluides biologiques (Ibrahim and Marbán, 2016), notamment : le sang (Chen et 

al., 2010), les lavages broncho alvéolaires (Kesimer et al., 2009; Levänen et al., 2013), le fluide 

cérébro-spinal (Street et al., 2012), les ascites (Runz et al., 2007), la salive, la sueur, le sperme, les 

urines (Fernández-Llama et al., 2010), les larmes, le lait maternel (Admyre et al., 2007) ou encore le 

mucus nasal (Lässer et al., 2016, 2011b, 2011a; Wu et al., 2015) (Figure 16).  
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Figure 16 : Sécrétion des petites vésicules extracellulaires par différents organes et dans différents fluides biologiques. 

Les sEVs sont retrouvées dans la lymphe, le sang, les lavages broncho alvéolaires, le fluide cérébro-spinal, l’ascite, la 

salive, la sueur, le sperme, les urines, les larmes, le mucus et le lait maternel (Adapté de (Ibrahim and Marbán, 2016)) 

 

i. Caractéristiques et composition 

 

Considérées comme les “poubelles de la cellule” (Pan et al., 1985), les vésicules 

extracellulaires, nom attribué en 1987 par Johnstone (Johnstone et al., 1987), jouent un rôle 

essentiel dans la communication intercellulaire courte et longue distance dans le corps humain 

(Akers et al., 2013). Les vésicules extracellulaires (« extracellular vesicles », EVs) sont divisées en 3 

sous-groupes selon leur critère de taille et de biogenèse (Pegtel et al., 2014) : les sEVs (« small 

extracellular vesicles », exosomes), les lEVs (« large extracellular vesicles », microvésicules) et les 

corps apoptotiques. Le terme lEVs (microvésicules de taille comprise entre 100 nm et 1 µm) réfère 

généralement aux vésicules qui bourgeonnent directement de la membrane plasmique. Enfin le 

terme corps apoptotiques (50nm à 5µm) correspond aux vésicules provenant directement d’une 

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

D’une taille inférieure à 200 nm de diamètre, les sEVs présentent des cargos diversifiés, 

entourés d’une bicouche lipidique, comprenant majoritairement des protéines, des ARNs codants 

et non-codants tels que des microARNs (Zomer et al., 2010) qui leur permettent de moduler 

l’expression de gènes dans des cellules réceptrices (Thakur et al., 2014; Théry et al., 2018; van Niel 

et al., 2022) et de nombreux lipides tels que le cholestérol, la céramide ou encore des 

phosphatidylsérines (Subra et al., 2010). Les protéines les plus courantes retrouvées dans la 
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membrane vésiculaire appartiennent à la classe des transporteurs membranaires ou des protéines 

de fusion telles que les tétraspanines (CD63, CD9, CD81), des protéines chaperonnes (HSP) et des 

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

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

piste thérapeutique majeure. On peut citer 3 axes principaux :  

- Il a été montré que les sEVs sécrétées à partir de cellules cancéreuses transféraient un 

contenu altéré dans des cellules réceptrices saines, et jouaient un rôle dans la progression 

tumorale (Thakur et al., 2014; van Niel et al., 2022; Zhang and Yu, 2019). 

- Le contenu des vésicules circulant dans le sang pourrait représenter un marqueur 

important dans le diagnostic de nombreuses maladies (Doyle and Wang, 2019; Kalluri and 

LeBleu, 2020). 

- Enfin, de nombreux travaux tendent à utiliser les exosomes comme outil thérapeutique en 

utilisant : (i) leur capacité de ciblage de cellules spécifiques, (ii) leur capacité de délivrance 

dans le cytoplasme et,  (iii) dans le cas des affections du système nerveux central, leur 

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

ii. Biogenèse et fonctions 

 

Les sEVs constituent l’une des classes les plus étudiées de vésicules extracellulaires 

("extracellular vesicles », EVs). Ils trouvent leur origine dans le réseau de la voie endosomale qui 

commence avec (i) la déformation de la membrane plasmique qui forme des endosomes précoces 

(« early endosomes »), puis (ii) leur maturation en endosomes tardifs (« late endosomes ») par 

bourgeonnement vers l’intérieur de vésicules intraluminales (ILV « intraluminal vesicles ») (figure 

17). Les corps multi-vésiculaires ainsi formés peuvent avoir deux destins différents : ils sont soit 

dégradés par fusion avec un lysosome, soit relargués dans le milieu extracellulaire après fusion 

avec la membrane plasmique. Ce sont ces ILV qui seront nommées exosomes ou sEVs une fois 

sécrétées (figure 17). Les microvésicules d’une taille supérieure à 200 nm sont des vésicules 

formées par un processus de bourgeonnement de la membrane plasmique. Enfin, les corps 

apoptotiques sont beaucoup plus grands, de 1 à 5 µm et sont générés à partir d’une cellule en cours 

d’apoptose (figure 17).  
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Figure 17 : Biogenèse des petites vésicules extracellulaires. Les exosomes (petites vésicules extracellulaires) sont 

d’origine endosomale et sont caractérisés par un diamètre de 50-150 nm. Les microvésicules, de 100 à 500 nm de diamètre 

sont générées par bourgeonnement ou exocytose de la membrane plasmique. Les corps apoptotiques d’une taille 

comprise entre 1 et 5 µm sont générés par le décollement de la membrane plasmique des cellules en cours d’apoptose. 

Figure adaptée sur Biorender.   

 

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

(i) la voie classique, celle de l’ESCRT (« Endosomal Sorting Complex Required for 

Transport ») qui désigne une machinerie d’environ 30 protéines divisées en 4 complexes. 

L’ESCRT-0 reconnait et séquestre les protéines transmembranaires ubiquitinées à la 

membrane endosomale, puis les répartit en microdomaines (Hanson and Cashikar, 2012). Il 

se lie ensuite au complexe ESCRT-I, qui à son tour recrute ESCRT-II. Les deux complexes 

entament alors la déformation de la membrane en bourgeons. Ce mécanisme permet aux 

protéines cytosoliques et aux ARN d’entrer dans les vésicules en formation. Le complexe 

ESCRT-II recrute ensuite ESCRT-III au sein des vésicules en formation et provoque un 

clivage de la membrane plasmique nécessaire pour libérer les vésicules intraluminales, 

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

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

(ii) la voie ESCRT-indépendante ou alternative, telles que les voies « synthetin-Alix » 

(Baietti et al., 2012), ainsi que des machineries tétraspanines (van Niel et al., 2011) qui 

appartiennent à une superfamille caractérisée par 4 domaines transmembranaires et des 

molécules lipidiques comme les céramides, favorisant l’invagination de la membrane 

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

 

Figure 18 : Mécanismes de sécrétion des exosomes. A partir de l’invagination de la membrane plasmique, il y a la 

formation d’un endosome précoce qui se transforme en endosome tardif (MVB) avec des vésicules intraluminales (ILVs) 

par deux mécanismes : la voie ESCRT dépendante ou la voie ESCRT indépendante. Figure adaptée de (Y. Zhao et al., 2021). 

Les mécanismes de sécrétion des sEVs ne sont pas totalement élucidés. Cependant, Shurer 

et ses collègues ont émis l’hypothèse d’un rôle du glycocalyx dont les composants pourraient 

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

 En conclusion, dans des conditions physiologiques, les petites vésicules extracellulaires 

(sEVs) sont impliquées dans divers processus biologiques, dont : la présentation antigénique 

(Raposo et al., 1996), la communication et la protection neuronale (Fauré et al., 2006), la 

coagulation (Berckmans et al., 2011), la cicatrisation (Biró et al., 2003), la maturation du sperme 

(Sullivan et al., 2005) et la régulation des réponses immunitaires contre le fœtus au cours de la 

grossesse (Stefanski et al., 2019).  
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D’autre part, les vésicules extracellulaires jouent un rôle clé dans les processus de 

pathogenèse incluant les cancers, les maladies auto-immunes, l’inflammation (Silverman and 

Reiner, 2011) et les infections virales (Schwab et al., 2015). Les agents pathogènes comme les virus 

semblent profiter de la tendance naturelle des cellules hôtes à libérer des vésicules extracellulaires 

pour transporter leur propre matériel génétique ou protéines, évitant ainsi leur reconnaissance en 

tant que molécules du non-soi par le système immunitaire. Elles peuvent ainsi promouvoir 

l’infection à l’intérieur de l’hôte.  

 

iii. Relation des EVs avec les virus 

 

Les EVs et les virus ont plusieurs points communs qui peuvent expliquer un intérêt de la part de la 

communauté scientifique : leur taille (30nm - 1000nm), leur composition structurale et biochimique 

(Schorey et al., 2015; Valadi et al., 2007). Les EVs et les virus partagent également des processus 

biologiques similaires :  

 

- Bourgeonnement et relargage : à titre d’exemple la machinerie ESCRT est impliquée dans 

le bourgeonnement et le relargage des particules du VIH (Bieniasz, 2006; Morita and 

Sundquist, 2004). Un grand nombre de virus à ARN enveloppé, tels que les Arénavirus, les 

Rhabdovirus, les Filovirus, les Réovirus et les Paramyxovirus, utilisent la voie ESCRT-

indépendante, en bourgeonnant directement via des domaines spécifiques de la 

membrane plasmique : les radeaux lipidiques enrichis en glycosphingolipides, cholestérol 

et céramide (Ju et al., 2021; Meng and Lever, 2021; Nguyen and Hildreth, 2000; Urata and 

Yasuda, 2012). Les protéines comme les tétraspanines forment un cluster avec les autres 

protéines transmembranaires et cytosoliques, induisant ainsi le bourgeonnement de 

microdomaines (Trajkovic et al., 2008). Comme le glycocalyx peut jouer un rôle dans le 

relargage des vésicules, il se peut aussi qu’il joue un rôle dans l’absorption de certains virus 

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

 

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

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

le cytosol, influençant ainsi l’activité cellulaire (Colombo et al., 2014). 

  

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

engendré des conjectures quant à leur origine. Deux théories alternatives ont été proposées :  
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(i) l’hypothèse du cheval de Troie, suggérant que les rétrovirus sont des vésicules qui ont 

évolué à la suite d’une mutation du gène « gag », qui était à l’origine codé par un rétro transposon 

intégré. Dans cette perspective, les caractéristiques typiques des rétrovirus auraient été acquises 

par divergence évolutive ; le mécanisme de biogenèse de la production des vésicules aurait été 

utilisé pour former les particules virales (Gould et al., 2003).  

(ii) La seconde théorie n’associe pas les virus et les exosomes. Elle permet de justifier les 

similarités en donnant plus d’importance au phénomène de convergence évolutive qui aurait 

entrainé le partage des mêmes voies de biogenèse pour les vésicules et les virus (Pelchen-

Matthews et al., 2004).  

 

 La ressemblance remarquable entre les EVs et les virus entraine aussi des problèmes 

d’étude de modèles. Les virus et les vésicules font la même taille, il est donc difficile de les séparer 

par ultracentrifugation différentielle. Certains chercheurs ont donc proposé de séparer les EVs des 

particules virales en exploitant leur capacité de migration dans un gradient de densité ou encore 

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

 

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

 

Les EVs sont capables de transférer différentes biomolécules dans les cellules réceptrices. 

Pour exemple, on peut citer des protéines, à la fois transmembranaires et solubles, des lipides tels 

que la prostaglandine et la phosphatidylcholine, des acides nucléiques, notamment des microARNs 

et des métabolites. Tous ces composants peuvent avoir un impact à la fois sur les cellules 

réceptrices et à plus grande échelle sur le système immunitaire de l’hôte. 

  

 Les EVs peuvent délivrer des protéines qui rendent la cellule plus sensible à l’infection.  

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

cellulaires, optimise la réplication virale et limite les mécanismes de défense de l’hôte. Elle 

joue un rôle dans l’immunodéficience associée au SIDA. Nef est relarguée et véhiculée (Ali 

et al., 2010) par les sEVs, rendant les cellules cibles plus susceptibles à l’infection par le VIH 

(Arenaccio et al., 2015; Lenassi et al., 2010; Schaefer et al., 2008).  

- EBV (« Epstein-Barr virus") et l’oncoprotéine LMP1 (« Latent Membrane Protein 1 ») : cette 

protéine capable d’inhiber les cellules NK (« Natural Killer »), a été détectée dans les sEVs 

relarguées des cellules tumorales, supportant l’hypothèse du rôle des EVs dans la 
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propagation de l’infection et l’évasion de la réponse immunitaire (Flanagan et al., 2003; 

Meckes et al., 2010).  

- HSV-1 (Herpes Simplex Virus 1) et microARNs : les sEVs libérées par des cellules infectées 

par HSV-1 peuvent contenir des microARNs viraux (miR-H28 et miR-H29) produits 

tardivement durant l’infection. Lorsque ces microARN sont exprimés de manière 

ectopique dans les cellules humaines avant infection, ils réduisent la production des ARNm 

et des protéines virales. En outre, ils sont plus abondants dans les cellules latentes de 

réactivation. L’ensemble de ces données indique que le HSV-1 utilise des stratégies de 

régulation de sa propre expression pour maximiser sa propagation (Han et al., 2016).  

- VHC (virus de l’Hépatite C) : les protéines virales structurales d’enveloppe E1 et E2 et l’ARN 

du VHC ont été retrouvées au sein des sEVs qui sont ainsi capables de transmettre 

l’infection aux cellules réceptrices de manière similaire aux particules virales libres 

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

 

v. Rôle des vésicules dans l’inhibition d’infections virales (tableau 3) 

 

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

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

Théry et al., 2009).  

 

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

capables de stimuler le développement des cellules B chez des porteurs sains, entrainant 

le développement d’allergies ou de maladies auto-immunes(Gutzeit et al., 2014).  

- EBV et dUTPase : le groupe d’Ariza a montré que les sEVs issues de cellules de Raji infectées 

par l’EBV contenaient des quantités importantes de déoxyuridine triphosphatase 

(dUTPase) activant la voie NFkB et la sécrétion de cytokines des cellules dendritiques 

(« Dendritic cells », DCs) et des cellules mononucléaires périphériques du sang (« Peripheral 

Mononuclear Blood Cells », PBMC) (Ariza et al., 2013).  

- VIH et protéines antivirales de l’hôte : dans le cas du VIH, les sEVs libérées par les cellules 

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

virus. (Khatua et al., 2009).  
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vi. Rôle des vésicules dans l’infection par le SARS-CoV-2 

 

Il existe peu de résultats faisant part d’un rôle des EVs lors d’infection par des virus 

respiratoires. Le récepteur cellulaire APN du HcoV-229E a été détecté dans les sEVs sécrétées par 

des mastocytes et des cellules gliales (Skokos et al., 2001) (Potolicchio et al., 2005). En outre. 

Earnest et al ont montré que la tétraspanine CD9 de la membrane cellulaire, également présente à 

la membrane des sEVs, facilitait l’entrée du MERS-CoV et induisait une infection robuste dans les 

poumons de souris in vivo. Ceci suggère que les sEVs pourraient faciliter l’infection en transférant 

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

 

En revanche, depuis l’apparition du SARS-CoV-2, les hypothèses se bousculent quant au 

rôle des vésicules dans l’infection. 

A partir de sérums de patients convalescents, des chercheurs de l’Ohio ont purifié des 

vésicules et ont montré la présence de la protéine Spike du SARS-CoV-2 dans les vésicules 

extracellulaires. Leurs résultats suggèrent que les vésicules, provenant de cellules surexprimant 

spike, pourraient servir de leurre et empêcher la neutralisation du virus par des anticorps 

monoclonaux qui ciblaient spike en promouvant ainsi l’infection (Troyer et al., 2021). Dans cette 

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

Une autre étude américaine a évalué la composition du plasma de patients positifs au 

SARS-CoV-2 en comparaison à des patients sains. Leur étude montre que les exosomes (sEVs), 

provenant de plasmas de patients atteints par le COVID-19, expriment plus d’ACE-2 par rapport aux 

patients sains. Les chercheurs ont donc corrélé ces résultats avec la sévérité de la maladie, en 

estimant que plus le patient était malade, plus il produisait de vésicules extracellulaires contenant 

ACE-2 (El-Shennawy et al., 2022). De la même manière, les résultats de l’étude de Krishnamachary 

et al., évaluant la présence de petites et larges vésicules extracellulaires circulantes de patients 

COVID-19, a révélé un enrichissement de protéines signatures pro-inflammatoires, pro-coagulation 

et immunomodulatrices de la pathogenèse de la maladie. Ces données laissent à penser que les 

EVs issus de patients atteints de SARS-CoV-2 pourraient servir de modèle prédictif de la sévérité de 

la maladie (Krishnamachary et al., 2021). 

 Enfin, de nombreuses études ont utilisé les EVs pour la délivrance de leur cargo, tel que des 

protéines, de l’ADN, de l’ARNm, des ARN non codants, ainsi que des lipides à des organes cibles 

(Liang, 2021). On peut notamment noter que les EVs possédant ACE2 et TMPRSS2, purifiées 

initialement de cellules HEK293-T ou -FT, réduisent l’infection par le SARS-CoV-2 (Cocozza, 2022 ; 

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

SARS-CoV-2 afin de réduire la charge virale et la gravité de la maladie.  
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Tableau 3 : Liste non exhaustive du rôle des vésicules dans les infections virales. 
(Arenaccio et al., 2015; Ariza et al., 2013; Bayer et al., 2018; Bruce et al., 2010; Bukong et al., 2014; Caruso and Poon, 2018; Chahar et al., 2018; Corsello et al., 2022; Cosset and Dreux, 2014; Delorme-Axford et al., 2013; 

Dukers et al., 2000; Feng et al., 2013, 2013; Flanagan et al., 2003; Han et al., 2016; Kalamvoki et al., 2014; Kang, 2020; Kapoor et al., 2017; Keryer-Bibens et al., 2006; Khatua et al., 2009; Kouwaki et al., 2016; Kuate et al., 

2007; Kwon et al., 2020; Lenassi et al., 2010; Liu et al., 2019; Longatti, 2015; Mao et al., 2016; Meckes et al., 2010; Pleet et al., 2018, 2016; Schaefer et al., 2008; Sin et al., 2017; Zhou et al., 2019) 

  



58 
 

III) Repositionnement thérapeutique pour lutter contre l’infection par le 

SARS-coV-2 

 

Depuis les années 1960, la recherche de traitements antiviraux s’est accélérée. Un nombre 

très important de molécules antivirales a été décrit dans la littérature, mais seulement 90 d’entre 

elles ont reçu une AMM (Autorisation de Mise sur le Marché) contre un nombre limité de virus : 

HIV (« Human Immunodeficiency Virus »), HCV (« Hepatitis C Virus »), HSV (« Herpes Simplex 

Virus »), Influenza Virus (IV), VZV (« Varicella-Zooster Virus »), HBV (« Hepatitis B Virus »), CMV 

(« Human Cytomegalovirus »), RSV (« Respiratory Syncytial Virus ») et HPV (« Human 

Papillomavirus ») (De Clercq and Li, 2016) (figure 19).  

 

 
Figure 19 : Molécules antivirales approuvées entre janvier 1959 et avril 2016 (HIV, HCV, HSV, influenza, Chickenpox, HBV, 

Human cytomegalovirus, RSV et HPV) (De Clercq and Li, 2016). 

 

De fait, pour les virus hautement pathogènes tels que Ebola ou encore MERS-CoV, aucune 

molécule antivirale ou stratégie vaccinale n’est disponible, définissant des infections virales 

orphelines de traitements (De Clercq and Li, 2016). De plus, bien que les traitements antiviraux pour 

lutter contre les infections à HIV et HCV soient des succès thérapeutiques, ils n’en demeurent pas 

moins coûteux et longs à développer.  

Le repositionnement de médicaments déjà approuvés est donc une stratégie 

thérapeutique intéressante. De plus, le fait de s’appuyer sur des connaissances préexistantes 

réduit considérablement les coûts et le temps de développement : (i) modèle d’action d’antiviral 

contre une pathologie, (ii) pharmacologie et (iii) toxicité d’une molécule antivirale chez l’homme. 

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

virus.  

 

Depuis décembre 2019, les recherches sur le nouveau coronavirus SARS-CoV-2 ont pris une 

grande ampleur afin de lutter contre cette infection. Plusieurs approches thérapeutiques ont été 

utilisées :  

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

nucléiques,  

2) Le repositionnement des antiviraux à action directe ou DAA (« Direct-Acting Antivirals »),  

3) Le repositionnement des antiviraux ciblant l’hôte ou HTA (« host-targeting antivirals »), 

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

l’infection. 

A) Les vaccins 

L’approche vaccinale permet de générer une immunité collective dans la population 

générale. Un an et demi après l’apparition du COVID-19, plus de 184 candidats vaccins étaient 

en développement, dont 105 en essais cliniques (Flanagan et al., 2021). Le développement de 

ces candidats vaccins a non seulement fait appel à des technologies traditionnelles (vaccins 

utilisant des virus entiers vivants atténués ou inactivés, vaccins à sous-unités protéiques et 

particules pseudo-virales (VLP)), mais aussi à de nouvelles technologies jamais utilisées 

auparavant pour les vaccins humains, dont les vaccins à acides nucléiques (ARNm et ADN) 

réplicatifs et non réplicatifs (figure 20).  
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Figure 20 : Illustration des différentes technologies utilisées pour synthétiser un vaccin contre le COVID-19 (Flanagan et 

al., 2021). 

Dans le cas des vaccins dits vivants atténués, le virus entier a été modifié et provoque une 

forme atténuée de la maladie (vaccin contre l’hépatite A, la varicelle). Très immunogènes, il faut 

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

En comparaison aux vaccins atténués, les vaccins inactivés (ex : vaccin contre la 

poliomyélite) sont moins immunogènes et leur administration nécessite plus d’une dose pour 

obtenir une immunité adéquate.  

Les vaccins contenant des protéines ou sous-unités peptidiques (vaccin saisonnier contre 

le virus de la grippe) ciblent des épitopes clés, sont combinés à des adjuvants, et seront reconnus 

par une cellule présentatrice d’antigène.  

Quant aux vaccins à particules virales (VLP) comme le vaccin contre le papillomavirus, un 

système d’expression permet de produire des protéines qui s’auto-assemblent en particules virales 

injectées, puis présentées par les cellules présentatrices d’antigènes aux cellules B et T pour 

susciter une réponse immunitaire.  

En ce qui concerne les nouvelles technologies utilisées pour la création de vaccins, les 

plateformes utilisent des vecteurs viraux ou directement des acides nucléiques. Leur 

fonctionnement est fondé sur l’utilisation d’un véhicule qui délivre un gène/ARN d’intérêt dans des 

cellules. La prise en charge de ces molécules par la machinerie cellulaire permettra leur traduction 

et la stimulation d’une réponse immunitaire. Le matériel génétique incorporé dans le véhicule n’est 

pas intégré à l’ADN de l’hôte.  

Deux types de vecteurs viraux peuvent être synthétisés : les réplicatifs et les non réplicatifs. 

Le vaccin le plus connu contre le SARS-CoV-2 utilise un vecteur viral non réplicatif, un adénovirus 

de chimpanzé (AstraZeneca, tableau 4). Les vaccins à ARN messagers, en développement depuis 

une dizaine d’années, sont fondés sur la capacité de transporter des ARNs dans des nanoparticules, 

à l’intérieur des cellules où ils peuvent être pris en charge par la machinerie de traduction cellulaire.  

Aujourd’hui, la plupart des vaccins contre le SARS-CoV-2 sont capables de provoquer une 

réponse immunitaire contre la protéine virale Spike, responsable de l’attachement du virus au 

récepteur cellulaire ACE-2. Cependant, tous les candidats vaccins ne ciblaient pas la protéine 

d’attachement, mais aussi la nucléoprotéine ou encore les protéines de membrane M (Flanagan et 

al., 2020).  
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Tableau 4 : Récapitulatif des principaux vaccins utilisés contre le SARS-CoV-2.(Baden et al., 2021; Barrett et al., 2021; Ella 

et al., 2021; Keech et al., 2020; Logunov et al., 2021; Mercado et al., 2020; Palacios et al., 2020; Polack et al., 2020) 

B) Apparition des variants de SARS-CoV-2 

 

Après la première année de l’apparition du SARS-CoV-2 au sein de la population, la capacité 

évolutive constante de ce coronavirus a été mise en évidence avec l’apparition de variants. Ceci a 

été observé grâce à l’analyse par séquençage haut débit d’échantillons de patients collectés dans 

le monde. Malgré le faible taux de mutation des coronavirus dû à l’activité exonucléase de NSP14, 

le SARS-CoV-2 bénéficie d’un taux de réplication élevé et est capable de réarranger son génome au 

cours de la réplication, favorisant ainsi l’apparition de nouveaux variants. De fait, son taux de 

mutation est comparable aux autres virus à ARN (104 mutations par nucléotide). Plusieurs variants 

ont aujourd’hui un impact important sur la santé publique car ils possèdent une capacité de 

transmission plus importante, induisent une pathogénicité plus sévère ou encore sont capables 

d’échapper à la réponse immunitaire et vaccinale. 

  

Les différents variants ont été classés selon leur « dangerosité » pour la santé humaine. Les 

variants dits préoccupants ou VOCs (« Variants of Concern ») ou les variants à suivre VOIs 

(« Variants of Interest ») ont ainsi été définis (tableau 5). Selon l’OMS, les VOCs ont émergé de la 
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souche ancestrale isolée à Wuhan et possèdent une meilleure transmissibilité, une virulence plus 

importante et une résistance aux vaccins ou à l’immunité acquise (Atlanta GUSDoHaHS. Centers 

for Disease Control and Prevention. SARS-CoV-2 Variant Classifications and Definitions Centers for 

Disease Control and Prevention. Atlanta, Georgia, United States of America: Centers for Disease 

Control and Prevention (2021)). 

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

 

La substitution D614G a été la première identifiée et correspond à une mutation dans la 

séquence de la protéine Spike du virus (Korber et al., 2020). Elle confère un avantage en terme de 

capacité réplicative et une infectivité accrue par rapport à la souche originale de Wuhan (Plante et 

al., 2021; B. Zhou et al., 2021). Cependant, la neutralisation par les sérums de patients convalescents 

restait très efficace (Garcia-Beltran et al., 2021; Legros et al., 2021).  

 

Les premiers variants préoccupants (VOCs) sont apparus fin 2020 et ont eu un grand impact 

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

l’évolution du virus au niveau mondial (“Nextstrain,” 2022; Rambaut et al., 2020).  
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Le variant alpha (B.1.1.7) a été détecté pour la première fois fin septembre 2020 et est 

rapidement devenu la souche dominante au Royaume-Uni (“ECDC,” 2022; Tang et al., 2021; Volz et 

al., 2021).  

Le variant bêta (B.1.351), identifié pour la première fois en octobre 2020, est ensuite devenu 

la souche dominante à l’origine de la seconde vague en Afrique du Sud (Tegally et al., 2021). De la 

même manière, ce n’est que quelques mois plus tard que le variant Gamma (P.1) a été détecté chez 

quatre Brésiliens se rendant au Japon (Fujino et al., 2021) et a été responsable de la résurgence des 

infections à Manaus (Faria et al., 2021; Sabino et al., 2021).  

Le variant Delta (B.1.617.2) a été détecté pour la première fois en décembre 2020. Il est à 

l’origine de l’augmentation massive du nombre de cas en raison de sa contagiosité accrue et a 

provoqué une seconde vague d’infection en Inde (Brown et al., 2021; Cherian et al., 2021; 

Mlcochova et al., 2021).  

Enfin, le variant Omicron (B.1.1.529), identifié en novembre 2021 et classé VOC par l’OMS, a 

remplacé le Delta dans le monde entier (“NICD.ac,” 2021; “Classification of Omicron (B.1.1.529),” 

2022).  

L’émergence des variants est donc préoccupante car elle peut affecter la transmissibilité 

du virus, la virulence et le taux de réinfection en échappant à la réponse immunitaire naturelle ou 

induite par la vaccination (Burki, 2021). 

 

C) Efficacité de la vaccination sur les variants 

 

L’apparition des VOCs et des VOIs a remis en question l’efficacité des vaccins. En quelques 

mois, de nombreuses études scientifiques ont évalué l’efficacité vaccinale sur les variants, et les 

données obtenues montraient d’abord des résultats encourageants. L’ensemble des différentes 

mutations apparues dans la protéine spike des différents variants (VOCs et VOIs) du SARS-CoV-2 

est illustré en figure 21.  

Les premiers rapports indiquaient que la substitution principale du variant alpha (N501Y), 

présente dans la région RBD de la protéine spike, n’empêchait pas la neutralisation du virus par les 

anticorps après vaccination (Rees-Spear et al., 2021; Xie et al., 2021). Notamment, Miuk et al., ont 

utilisé des sérums de patients ayant reçu le vaccin Pfizer-BioNTech (BNT162b2) et ont montré une 

neutralisation similaire par les anticorps dans le cas d’une infection par le variant alpha ou le virus 

sauvage (Muik et al., 2022). Une autre étude avec le vaccin Novavax (NVX-CoV2373) a indiqué que 

celui-ci était encore très efficace pour neutraliser le variant alpha (Heath et al., 2021). 
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Cependant, la substitution E484K, retrouvée dans les variants béta et gamma, a été 

identifiée dans de nombreuses études comme permettant d’échapper à la neutralisation par des 

sérums convalescents et des anticorps monoclonaux (Greaney et al., 2021; Weisblum et al., 2020). 

Il s’avère donc que tous les vaccins ne protègent pas contre tous les variants. En effet, le 

vaccin AZD1222/ChAdOx1 de la société AstraZeneca présente une diminution de 86% de la 

neutralisation contre le variant beta (Madhi et al., 2021). En revanche, les vaccins ARNm-1273 

(Moderna), BNT162b2 (Pfizer) et BBV152 (Covaxin) affichent une réduction d’environ 6-9% de la 

neutralisation contre le variant beta par rapport à la souche D614G (Abdool Karim and de Oliveira, 

2021; Yadav et al., 2021).  

 

Certaines mutations ont été identifiées comme étant cruciales dans l’échappement à la 

réponse immunitaire. Notamment la mutation K417N qui réduit la neutralisation des variants 

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

 

Ainsi, si les vaccins ont largement contribué à diminuer la propagation du virus (Harris et 

al., 2021; Levine-Tiefenbrun et al., 2021), l’apparition des variants a remis en doute cette protection. 

Ce fut le cas avec le variant Delta pour lequel les vaccins BNT161b2, mRNA-1273 et AZD1222 étaient 

moins efficaces. Une diminution de la neutralisation par les anticorps, en particulier chez les 

personnes âgées, a été observée (Lopez Bernal et al., 2021; Nanduri et al., 2021). 

En décembre 2021, l’analyse de la séquence du variant Omicron a montré la présence de 

plusieurs mutations déjà apparues chez les autres variants (figure 21). Ceci semble expliquer 

l’augmentation de l‘affinité de Spike au récepteur ACE-2, permettant au virus d’infecter des cellules 

cibles plus rapidement (Kumar et al., 2022; Shin et al., 2022). De manière intéressante, l’équipe de 

Hui et al. a montré que le variant Omicron se répliquait plus vite dans les bronches humaines que 

la souche originale ou le variant Delta (Hui et al., 2022). En outre, le variant Omicron semble avoir 

une capacité à échapper à la réponse vaccinale plus développée que les précédents VOCs, 

notamment par le nombre important de mutations au sein de la protéine Spike. Il semblerait que 

seulement 20 à 24% des personnes vaccinées par BNT162b2 présenteraient des anticorps 

neutralisants détectables contre ce variant et les titres d’anticorps neutralisants trouvés étaient de 

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

 

Finalement, le pourcentage de la population mondiale non vaccinée, notamment du fait de 

maladies chroniques, allergies, cancers, statut immunodéprimés, etc, reste encore trop élevé. De 

plus, les craintes de la population à l’égard de la vaccination sont toujours présentes. Le seuil 

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

les catégories de la population mondiale.  
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Figure 21 : Localisation des mutations de la protéine Spike dans le cas des différents variants VOCs (Alpha, Beta, 

Delta, Gamme et Omicron) de SARS-CoV-2. Les lignes rouges indiquent la localisation à une position spécifique d’une 

mutation. En rose, les domaines « heptapeptide repeat » ; TM : domaine transmembranaire ; NTD en jaune : domaine 

N-terminal et en vert le domaine RBD, domaine de liaison au récepteur (Araf, Y., et al, 2022). 

 

D) Repositionnement d’antiviraux à action directe ou DAA (« direct -acting 

antivirals ») 

 

Les antiviraux à action direct ou DAA sont développés pour ne cibler qu’une étape spécifique 

du cycle de vie d’un virus, en inhibant l’activité de la/des protéine(s) virale(s) impliquée(s). Le cycle 

du SARS-CoV-2 contient des étapes clés connues, notamment l’étape d’entrée (traitée dans la 

partie « HTA), la maturation des polyprotéines virales pp1a et pp1ab par les protéases virales, mais 

aussi l’étape de réplication avec la polymérase virale. Ces étapes sont répertoriées sur la figure 22 

et discutées ci-dessous.  

- Inhibiteurs de protéases virales : Une approche antivirale attractive consiste en l’inhibition 

de l’activité des protéases virales responsables des clivages des polyprotéines virales. L’un 

des exemples que l’on peut citer est la combinaison lopinavir/ritonavir (LPV/RTV) utilisée 

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

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

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

succombaient pas et présentaient des symptômes moins graves grâce au traitement (Cao 

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

 

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

chimiques qui inhibent la polymérase de plusieurs virus à ARN.  

 

o L’exemple le plus marquant est le Remdesivir (RDV), développé initialement contre 

le virus Ebola (EBOV) (Elfiky, 2020). Le RDV a montré une activité antivirale in vitro 

contre le SARS-CoV-1 et le MERS-CoV (de Wit et al., 2020) et in vivo en réduisant la 

gravité de la maladie, la réplication virale et les lésions pulmonaires chez les souris 

(SARS-CoV-1) (Sheahan et al., 2017; Warren et al., 2016). Plus récemment, le RDV a 

démontré une inhibition puissante de la réplication du SARS-CoV-2 dans les cellules 

pulmonaires humaines et dans des cultures de cellules épithéliales primaires des 

voies respiratoires (Gordon et al., 2020; Sheahan et al., 2020; M. Wang et al., 2020). 

En outre, bien que des effets in vivo chez les primates non humains aient été 

démontrés, un essai clinique (NCT03719586) a révélé une mortalité plus élevée 

chez les patients traités par le RDV en comparaison à ceux traités par des anticorps 

monoclonaux. De plus, le RDV a présenté des effets modérés et peu concluants sur 

les patients atteints de cas sévères de COVID-19 (Beigel et al., 2020; Grein et al., 

2020; Wang et al., 2020).  

o Le favipiravir, un analogue de guanine inhibant l’activité de la RNA polymérase 

virale, approuvé au Japon pour le traitement des infections par le virus influenza A, 

est également actif sur de nombreux virus à ARN de polarités positives et négatives 

(Flavivirus, Enterovirus, Alphavirus, Hantavirus) (Furuta et al., 2009; Sissoko et al., 

2016). Au-delà des effets antiviraux démontrés in vitro (Tulbah and Lee, 2021), le 

favipiravir a récemment montré un effet in vivo sur la durée des hospitalisations en 

soins intensifs des patients COVID-19 (Abdulrahman et al., 2022; McMahon et al., 

2022). 

o La ribavirine, un analogue nucléosidique initialement utilisée pour le traitement du 

VRS et dans le traitement contre le VHC (De Clercq and Li, 2016; Feld et al., 2017) est 

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

2020). 

 

Figure 22 : Stratégies thérapeutiques ciblant le virus pour contrer l’infection par le SARS-CoV-2. Figure réalisée avec 

BioRender.  

 

E) Repositionnement d’antiviraux ciblant l’hôte ou HTA (« host-targeting antivirals ») 

 

Les antiviraux ciblant l’hôte, ou HTA (« Host-Targeting Antivirals »), sont des composés visant 

à inhiber les facteurs cellulaires nécessaires à l’infection (figure 23). Les cibles principales dans le 

cadre de cette stratégie sont les facteurs de l’hôte impliqués dans l’infectivité et/ou la pathogenèse 

associée (Kash, 2009). Cette stratégie a déjà été utilisée avec succès, notamment dans le 

développement d’antagonistes de CCR5, le corécepteur du VIH dans les thérapies antirétrovirales 

(Reeves and Piefer, 2005). On peut citer l’étude de Cameron, et al. sur le traitement par un 

antagoniste de la voie CXCL10 ayant permis une réduction de la mortalité et de la sévérité des 

symptômes dans un modèle animal infecté par le virus Influenza H5N1 (Cameron et al., 2008; Kash 

et al., 2004).  

Dans le cas de SARS-CoV-1, cette stratégie thérapeutique a montré des résultats in vitro sur des 

cellules épithéliales bronchiques humaines, avec un inhibiteur connu de sérine protéase 

(TMPRSS2) le camostat mésylate (Kawase et al., 2012). Il était donc intéressant de tester cette 
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stratégie pour contrer l’infection par le SARS-CoV-2. Bien que les résultats in vitro soient 

prometteurs (Saul and Einav, 2020; Uno, 2020), peu d’essais cliniques ont montré des résultats 

significatifs (NCT04353284 ; NCT04583592).  

Pour finir, l’utilisation du plasma de patients convalescents (PC) s’est révélée prometteuse et 

a été approuvée par la « FDA » dans le traitement de la COVID-19 (Tanne, 2020; Y. Wang et al., 2021). 

En effet, le PC de patients guéris récemment du SARS-CoV-2 contient de nombreux anticorps 

neutralisants ayant un potentiel pour bloquer l’infection chez un nouvel hôte et surtout faciliter la 

clairance virale. Cependant, les effets bénéfiques de ce traitement sont fondés sur la nature du 

plasma prélevé et la standardisation des protocoles de prélèvements et/ou de titration des 

anticorps sont encore très hétérogènes (Izda et al., 2021; Martinez, 2020; Peng et al., 2021). En 

contrepartie, l’utilisation d’anticorps synthétiques, incluant les anticorps monoclonaux (« Mab, 

monoclonal antibody ») pourrait être une solution adéquate : ils sont plus spécifiques, homogènes 

et peuvent être produits en grande quantité. Ils peuvent être obtenus de plusieurs manières, à 

partir de PC, de souris transgéniques et de clones de cellules B (Jiang et al., 2020). Aujourd’hui, le 

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

de nombreux essais cliniques. 

 

 

Figure 23 : Stratégies thérapeutiques ciblant l’hôte pour contrer l’infection par le SARS-CoV-2. Figure réalisée via 

BioRender.  

L’ensemble des molécules à potentiel thérapeutique pour lutter contre l’infection par le 

SARS-CoV-2 est résumé dans le tableau 6. 
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Tableau 6 : Repositionnement de molécules pour lutter contre la pandémie de COVID-19. 
(Cao et al., 2020; Chan et al., 2021; Chen et al., 2020; DeJong et al., 2021; Deng et al., 2020; Elfiky, 2020; Elmekaty et al., 2022; Farne et al., 2020; Jayk Bernal et al., 2022; Jean et al., 2020; Lian et al., 2020; 

Mahase, 2021; Najjar-Debbiny et al., 2022; Nourian and Khalili, 2020; Pandey et al., 2020; Pourkarim et al., 2022; Roozbeh et al., 2021; Saul and Einav, 2020; Shrimp et al., 2020; Taylor et al., 2021; Uno, 2020; 

Wang et al., 2020; Xi Wang et al., 2020; Weglarz-Tomczak et al., 2021; Wen et al., 2022; Xia et al., 2021; Z. Zhu et al., 2020) 

IV) Repositionnement thérapeutique de la desloratadine dans le cadre de la 

pandémie SARS-CoV-2 

 

Le développement de nouvelles molécules pour limiter l’infection par le SARS-CoV-2 reste 

une option, car cette stratégie n’est pas assez rapide dans le cadre d’une telle émergence virale 

globale. Le repositionnement de molécules déjà approuvées et mises sur le marché dans le cadre 

du traitement de diverses autres infections semble donc être la meilleure option thérapeutique 

dans la lutte contre le SARS-CoV-2.  

Au CHU de Psychiatrie et Neuroscience de l’hôpital Saint-Anne à Paris, il a été observé une 

incidence moins élevée de patients symptomatiques au COVID-19 (4%) en comparaison avec le 
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personnel de l’hôpital (14% chez les médecins et les infirmières) (Plaze et al., 2020; Salje et al., 2020). 

Cette observation a été le point de départ de nombreuses hypothèses concernant une action 

prophylactique des traitements prescrits en hôpital psychiatrique contre le SARS-CoV-2 (Javelot et 

al., 2020; Villoutreix et al., 2020). 

Cette hypothèse coïncidait avec les effets antiviraux d’une classe de composés 

aromatiques dérivés de la phénothiazine : la chlorpromazine (CPZ). Depuis 1952, cette molécule est 

utilisée pour le traitement des troubles psychiatriques, notamment pour des patients 

schizophrènes (Bower, 1954; Hollister et al., 1955). Par la suite, les propriétés antivirales in vitro de 

cette molécule ont largement été démontrées pour une grande diversité de virus à ARN ou ADN : 

le virus influenza (Krizanová et al., 1982), le VIH (Hewlett et al., 1997), le virus JC (« John 

Cunningham Virus »), appartenant à la famille des Polyomaviridae (Pho et al., 2000), le virus de 

l’encéphalite japonaise, appartenant à la famille des Flaviviridae (Nawa et al., 2003), le VHC 

(Blanchard et al., 2006) et les alphavirus (Pohjala et al., 2011).  

De plus, l’activité anti-coronavirus (SARS-CoV et MERS-CoV) in vitro de la CPZ a été 

démontrée dans plusieurs études (Cong et al., 2018; de Wilde et al., 2014; Dyall et al., 2014). 

Finalement, il a été montré que la CPZ affectait la voie d’endocytose clathrine-dépendante via son 

interaction avec les dynamines (Daniel et al., 2015; Wang et al., 1993). De manière intéressante, le 

mécanisme d’endocytose clathrine-dépendant est essentiel dans la voie d’entrée (« late 

pathway ») des coronavirus (Burkard et al., 2014), renforçant l’intérêt thérapeutique de ce type de 

molécules.  

 

La CPZ est une drogue cationique amphiphile (CAD « Cationic Amphiphilic Drug »), grande 

famille de molécules incluant des antipsychotiques, des antidépresseurs, des antiarythmiques. On 

notera que l’hydroxychloroquine est un CAD. Cette molécule a démontré une activité anti-

coronavirus in vitro (Gao et al., 2020; Liu et al., 2020; M. Wang et al., 2020). Bien que le mécanisme 

exact d’action de la chloroquine ne soit pas connu, l’élévation du pH lysosomal semble jouer un 

rôle clé (Liu et al., 2020).  

 

L’ensemble de ces données suggère que des agents cationiques amphiphiles pourraient jouer 

un rôle antiviral dans les infections virales par leur capacité à s’accumuler dans les lysosomes et à 

perturber la voie d’endocytose clathrine-dépendante (Blaess et al., 2020; Plaze et al., 2020).  
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A) Les agents lysosomotropiques 

 

Le concept de lysosomotropisme a été introduit pour la première fois par De Duve en 1974 et 

définit les composés capables de s’accumuler dans les lysosomes (de Duve et al., 1974). Au niveau 

chimique, la plupart des médicaments qui présentent des propriétés lysosomotropes contiennent 

des éléments cationiques appartenant à des groupes amines primaires, secondaires ou tertiaires 

(Marceau et al., 2012).  

Les agents lysosomotropiques inhibent la maturation endosomale, perturbent le trafic endo-

lysosomal et leurs effets présentent un intérêt particulier dans le contexte d’infections virales 

(Blaess et al., 2020; Norinder and Munic Kos, 2019). Ils possèdent tous des caractéristiques physico-

chimiques similaires, à savoir une structure composée d’un cycle aromatique hydrophobe suivi 

d’une chaîne latérale hydrophile conférant le caractère ionisable à la molécule. L’accumulation de 

ces composés à l’intérieur des endosomes (Figure 24) engendre une altération réversible des 

compartiments cellulaires, à savoir l’augmentation du volume des organelles, l’accumulation de 

diverses espèces lipidiques telles que le cholestérol, la sphingomyéline, la phosphatidylsérine ou 

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

 
Figure 24 : Accumulation de molécules cationiques amphiphiles dans les endosomes/lysosomes. Les CADs sont des bases 

faibles (B) et peuvent s’accumuler dans les compartiments intracellulaires acides, les membranes lysosomales sont moins 

perméables aux bases protonées chargées (BH+) par rapport à la forme non chargée neutre. Cette accumulation des 
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CADs dans les endosomes tardifs / lysosomes (LE/Lys) induit la création de larges vacuoles. Figure tirée de l’article (Salata 

et al., 2017).  

B) Fonctionnement des CADs 

 

Plus de 50 CADs ont été identifiés pour induire la phospholipidose, c’est-à-dire l’accumulation 

excessive de phospholipides dans les tissus (Tummino et al., 2021). Ce phénomène résulterait de 

l’interaction directe des CADs avec les phospholipides membranaires, entrainant une différence de 

pH et affectant la perméabilité membranaire au niveau des endosomes, ainsi que certaines 

activités enzymatiques (Baritussio et al., 2001; Chatelain et al., 1985; Mitterreiter et al., 2010).  

L’une des cibles principales des CADs est la sphingomyélinase acide (ASM), enzyme lysosomale 

qui en réponse à certains stimuli est transloquée à la membrane cellulaire où elle catalyse 

l’hydrolyse de la sphingomyéline en céramide et phosphorylcholine. Ces dernières participent dans 

la formation de plateformes lipidiques (« lipid rafts ») utilisées lors des mécanismes d’entrée virale. 

Dans des conditions physiologiques, l’ASM est ancrée à la membrane interne du lysosome, ce qui 

empêche sa dégradation par des protéases. Les FIASMAs (« Functional Inhibitor of Acid 

Sphingomyelinase »), qui sont des CADs, ont des propriétés lipophiles et sont capables de diffuser 

de manière passive, ou via un transporteur ABCB1 localisé à la membrane du lysosome (Figure 25). 

Cependant, tous les CADs n’interagissent pas avec l’ASM. L’exemple le plus concret étant la 

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

 

 
Figure 25 : Mécanisme d’action des inhibiteurs fonctionnels de la sphingomyelinase acide (FIASMA). A gauche du 

schéma : en condition physiologique, l’ASM est ancrée à la membrane interne du lysosome par des forces 

électrostatiques, protégeant l’ASM de la dégradation protéolytique. A droite du schéma : les FIASMAs, qui sont des 

médicaments cationiques amphiphiles, diffusent dans le lysosome en utilisant le transporteur ABCB1 situé à la membrane 

lysosomale. Dans l’environnement intra-lysosomal, les médicaments deviennent protonés et augmentent le pH. Ce 

phénomène entraine le détachement de l’ASM de la membrane interne du lysosome et sa dégradation par protéolyse. 

Schéma tiré de l’article (Le Corre and Loas, 2021).  



74 
 

C) Rôle des CADs dans les infections virales 

 

Les programmes récents de repositionnement thérapeutique dans le cas 

d’épidémies/pandémies ou de caractérisation d’infections virales ont montré que plusieurs CADs 

présentaient des propriétés antivirales. Les principaux CADs approuvés par la FDA avec une activité 

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

 

L’ensemble des données de la littérature a montré que la dérégulation de la voie endosomale 

et de l’homéostasie des lipides médiée par l’accumulation des CADs dans les lysosomes et les 

endosomes affectent plusieurs activités cellulaires, telles que la macro et/ou micropinocytose, 

l’organisation des systèmes d’invagination de la membrane et le transport vésiculaire de matériel 

(Chapuy-Regaud et al., 2013; Osman et al., 2016; Pakkanen et al., 2009; Piccoli et al., 2011; Wang et 

al., 1993). Ainsi, les CADs présentent des effets pléiotropes dans les cellules en ciblant plusieurs 

voies cellulaires dont certaines sont importantes pour la réplication virale (Mercer and Helenius, 

2012).  

Afin de pénétrer dans les cellules, de nombreux virus nécessitent les fonctionnalités d’enzymes 

telles que l’ASM et les cathepsines. L’ASM est notamment essentielle pour l’entrée du virus Ebola 

et le virus de la rougeole (MV « Measles Virus ») dans la cellule cible (Avota et al., 2011; Miller et al., 

2012). De plus, il a déjà été montré que des lipides tels que le cholestérol pouvaient jouer un rôle 

dans l’entrée virale, la réplication et le bourgeonnement/la sécrétion de nouvelles particules virales 

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

 

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

dans un large éventail de maladies humaines.  

 

- Les antiarythmiques tels que l’amiodarone, le vérapamil ou encore le bepridil, des 

inhibiteurs de canaux ioniques, ont démontré un effet antiviral sur l’entrée des Filovirus 

(Ebola) (Gehring et al., 2014; Johansen et al., 2015; Salata et al., 2015), mais aussi sur le SARS-

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

 

- Dès le début de la pandémie de SARS-CoV-2, la chloroquine, antipaludique utilisé contre le 

parasite Plasmodium, a été mise en avant pour son potentiel antiviral. Des études 

précédentes ont montré une inhibition de plusieurs virus in vitro : le VIH, le SARS-CoV, le 

MERS-CoV, HCoV-OC43, les alphavirus, Ebola, le virus de la Dengue, les virus grippaux… 
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(Brouwers et al., 2008; de Wilde et al., 2014; Dyall et al., 2014; Ferraris et al., 2015; Kaptein 

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

 

- La chlorpromazine (CPZ), un des premiers médicaments psychotropes qui s’est révélé 

efficace contre la schizophrénie, a démontré son effet antiviral contre les virus Ebola, le 

MERS-CoV et les adénovirus (Bhattacharyya et al., 2010; de Wilde et al., 2014; Diaconu et 

al., 2010; Dyall et al., 2014). Enfin, l’observation de l’incidence plus faible des patients en 

service psychiatrique suggère que la CPZ pourrait avoir un effet antiviral contre le SARS-

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

 

En conclusion, l’évaluation du repositionnement thérapeutique des CADs en culture cellulaire 

puis dans un modèle animal semble nécessaire avant de proposer un essai clinique chez les patients 

humains infectés par le SARS-CoV-2. L’avantage non négligeable de l’étude de ces molécules 

provient de leur utilisation à long terme sur un nombre important de patients : leur profil 

pharmacologique et de toxicité est donc bien connu. Le repositionnement de ces drogues, surtout 

dans le cas d’émergence ou réémergence virale, constitue une approche thérapeutique 

intéressante. Cette méthode a déjà été utilisée dans le cas de l’épidémie d’Ebola en 2013, menant 

à la mise en place d’un essai clinique en quelques mois (NCT02307591) (Dyall et al., 2014; Salata et 

al., 2017, 2015).  
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Tableau 7 : Liste des principaux « CADs » ayant une activité antivirale connue sur plusieurs virus de familles 

différentes.  

(Akpovwa, 2016; Askarian et al., 2022; Balasubramanian et al., 2017; Carette et al., 2011; Cheng et al., 2013; Daniel et al., 2015; 

de Wilde et al., 2014; Dyall et al., 2014; Ferraris et al., 2015; Gehring et al., 2014; Grassmé et al., 2005; Hoertel et al., 2021; 

Johansen et al., 2015; Liu et al., 2020; Plaze et al., 2021, 2020; Salata et al., 2015; Savarino et al., 2003; Stadler et al., 2008) 
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Objectifs & problématiques 

 

Au cours de cette thèse, nous avons étudié l’interaction hôte-virus entre le SARS-CoV-2 et 

les cellules épithéliales nasales des voies respiratoires humaines, qui constituent le site de primo-

infection chez un nouvel hôte (Zhou et al., 2020; N. Zhu et al., 2020). En collaboration avec l’équipe 

du Pr. Bruno Louis (Eq. 13, IMRB), des cellules épithéliales nasales humaines (CENHs) ont été 

différenciées à partir de polypectomies (Coste et al., 2000), c’est-à-dire après chirurgie endo-

nasale, chez des patients atteints de polypose. Les CENHs cultivées à l’interface air-liquide 

produisent du mucus au pôle apical, qui contient des quantités élevées de petites vésicules 

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

 

Dans le contexte de la pandémie de SARS-CoV-2, les objectifs de la première partie de la Thèse ont 

été de :  

 

- Caractériser les sEVs et lEVs produites dans le mucus par des CENHs de plusieurs patients, 

- Évaluer l’effet des mu-sEVs sur l’infection par le SARS-CoV-2, 

- Étudier les mécanismes moléculaires sous-jacents impliqués.  

 

La seconde partie de la Thèse s’est focalisée sur le repositionnement thérapeutique de 

molécules CADs, « FDA-approved », pour répondre à la pandémie de SARS-CoV-2. En collaboration 

avec le Pr. Jamain et le Pr. Vaugeois. Nos objectifs étaient de :  

1) Évaluer l’effet antiviral des composés CADs, 

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

3) Caractériser la relation structure/activité, 

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

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

I) Culture cellulaire 

a) Lignées cellulaires 

 

Les cellules VERO-E6 (ATCC, CRL-1586), lignée cellulaire de rein de singe vert Africain, ainsi 

que des fibroblastes issus de poumon de foetus humain MRC-5 (ATCC, CCL-171) ont été maintenues 

dans du milieu de culture Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM ; ThermoFischer Scientific, 

Waltham, MA, USA) supplémenté avec 50 UI/mL de pénicilline, 100 µg/mL de streptomycine, 10% 

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

 

Les cellules Calu-3 isolées de cancer de poumon humain (ATCC, HTB-55), les cellules HRT-18 

(ATCC-CCL-244) isolées du gros intestin d’un patient atteint d’adénocarcinome et les cellules VCaP 

(« vertebral-cancer of the prostate cells », ATCC Manassasn Virginia, USA) ont été maintenues dans 

le même milieu DMEM supplémenté respectivement en acides aminés non essentiels (NEAA, 

ThermoFischer Scientific) ou 10% de bicarbonate de sodium (Gibco™) ou 2 nM de DHT (R&D 

Systems, Minneapolis, Minnesota, USA).  

 

b) Cultures primaires - Cellules épithéliales nasales humaines (CENH) 

 

Les cellules primaires épithéliales nasales humaines (CENHs) ont été obtenues à partir de 

déchets chirurgicaux provenant de polypectomies nasales ou éthmoïdectomies de patients 

atteints de rhino-sinusite chronique.  

 Les patients ont été inclus de manière prospective, en accord avec le Comité de Protection 

des Personnes (IDF X 2016-01-01) et après accord de participation. La technique de mise en culture 

primaire des CENHs a été mise en place par l’équipe 13 de l’IMRB (Pr. B. Louis). Cette méthode 

permet d’obtenir un épithélium pluristratifié, cilié et sécrétoire dont les caractéristiques 

morphologiques et fonctionnelles sont proches de celles observées in vivo.  

 Le protocole de culture des CENHs comprend 5 étapes clés :  

1) Transport du bloc jusqu’au laboratoire : après résection chirurgicale, les polypes sont 

placés dans un milieu de transport (milieu de base avec double dose d’antibiotiques) et 

conservés à 4°C pour éviter toute détérioration du tissu.  
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2) Dissociation cellulaire : les polypes sont ensuite isolés par aspiration de leur milieu de 

transport et rincés dans un milieu tampon PBS (Phosphate Buffered Saline, Life 

Technologies) contenant du DTT (5 nM; dithiothéitol, Sigma) permettant l’élimination du 

mucus et des caillots de sang. S’ensuit une digestion enzymatique de 18H à 4°C dans du 

milieu de base contenant une protéase (Pronase 0,1% ; Sigma).  

3) Mise en culture : après digestion enzymatique, le milieu d’ensemencement (milieu de base 

supplémenté de 5% de SVF et de 1% d’acides aminés non essentiels) est ajouté, volume à 

volume, afin d’inhiber les effets de la pronase. Les cellules dissociées sont récupérées par 

filtration et centrifugation à 1500 tr/min pendant 7 minutes. Le surnageant n’est pas 

conservé, seul le culot cellulaire contient les cellules qui vont être dissociées par l’action de 

Trypsine-EDTA Solution 10X (Life Technologies). L’inactivation de la trypsine se fait par 

l’ajout du même volume de milieu d’ensemencement. Les cellules sont centrifugées puis 

comptées sur cellule de Malassez pour être ensemencées sur des filtres de 1 cm² (pores de 

0,4 µm) montés dans des inserts Transwell (Costar) en plaques 12 puits. Avant tout 

ensemencement, chaque Transwell a été recouvert d’une couche de collagène IV déposée 

par sédimentation (10 à 20 µg par cm²). Après comptage, 1 million de cellules sont 

ensemencées à la surface apicale du filtre. Ces cellules sont maintenues dans un milieu de 

nutrition de base additionné d’Ultroser-G (Pall France) à 2%, un substitut de SVF. Au pôle 

basal, 1 mL de milieu de nutrition est ajouté.  

4) Mise en interface : après 24H de culture en immersion, le milieu de culture est aspiré, 

éliminant ainsi les cellules non adhérentes à l’insert, et les cellules adhérentes sont lavées 

avec du PBS.  

5) Entretien : le milieu de nutrition de base est remplacé par du milieu de nutrition 

PneumaCultTM-ALI (StemCell Technologies, Canada) et les cellules sont maintenues en 

culture à 37°C dans un incubateur avec 5% de CO2. Quotidiennement, les cellules sont 

observées au microscope pour suivre la formation de l’épithélium nasal. Toutes les 48H, le 

milieu de nutrition est changé du côté basal. La différenciation en épithélium cilié et 

sécrétoire s’effectue en 21 jours et cet épithélium peut être cultivé jusqu’à 3 mois. Afin de 

suivre la confluence et la perméabilité de l’épithélium, l’utilisation de l’EVOM (« Epithelial 

Volt/Ohm Meter »), permettant le calcul de la résistance trans-épithéliale en Ohms, est 

nécessaire.  
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c) Modèles d’infection  

 

SARS-CoV-2 (souche Wuhan - M80) 

 

Un échantillon de virus obtenu à partir d’un écouvillon nasopharyngé de patient prélevé à 

l’hôpital Henri Mondor en mars 2020, a été utilisé pour infecter des cellules VERO-E6 dans du milieu 

DMEM supplémenté (2% de SVF, 100 µg/mL streptomycine, 50 UI/mL pénicilline et 0,1 µg/mL 

fungizone) pendant 4H, sous agitation à 37°C, en laboratoire de confinement L3. Les cellules ont 

ensuite été rincées au PBS, puis du milieu de culture a été ajouté. Trois jours plus tard, le surnageant 

contenant le virus SARS-CoV-2 a servi pour réinfecter de nouvelles cellules jusqu’à l’obtention d’un 

stock final de 250 mL de virus ( ̴ 2,04x104 TCID50/mL).  

 

SARS-CoV-2 (variant Alpha) 

 

Le même protocole a été utilisé pour amplifier le variant Alpha du virus SARS-CoV-2, à partir 

d’un échantillon de patient de l’Hôpital Henri Mondor, en utilisant des cellules Calu-3 pour la 

constitution d’un stock de virus ( ̴  1x104 TCID50/mL).   

 

Amplification des souches HCoV-229E et HCoV-OC43 

 

La souche HCoV-229E a été fournie par le Pr. Astrid Vabret (CHU Caen, France), la souche 

HCoV-OC43 a été fournie par l’ATCC (VR-1558). La souche HCoV-229E a été amplifiée en cellules 

MRC5 (RD-Biotech, Besançon, France) à 36 doublements et la souche HCoV-OC43 en cellules HRT-

18 (ATCC, CCL-244). Le même protocole a été utilisé pour les deux souches. Les cellules 

correspondantes ont été ensemencées dans des flasques T75 (75 cm3). Lorsque la culture a atteint 

90% de confluence, les cellules ont été infectées avec 5 mL de virus (stock antérieur du laboratoire) 

dilués au ½ dans du DMEM supplémenté avec 2% de SVF, 100 µg/mL de streptomycine, 50 UI/mL de 

pénicilline et 0,1µg/mL de fungizone, pendant 4H à 35°C, 5% de CO2, sous agitation. Après 4H, le 

même volume d’infection a été ajouté au milieu. Au bout de 72H, 90% des cellules avaient été lysées 

et le surnageant contenant le virus a été récupéré, centrifugé 5 min à 300g pour éliminer les débris 

cellulaires. Les 10 mL finaux récupérés ont ensuite été utilisés pour réinfecter de nouvelles cellules 

jusqu’à atteindre un stock de 250 mL de virus ( ̴ 2,0x105 TCID50/mL pour le HCoV-229E ;  ̴ 1,0x106 

TCID50/mL pour le HcoV-OC43). 
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Les stocks viraux ont tous été aliquotés et placés dans des congélateurs à -80°C pour conservation 

à long terme.  

II) Biologie moléculaire  

a) Extraction d’ARN 

 

Extraction d’ARN à partir de surnageants de culture 

 

Les surnageants de culture ont été récupérés et lysés dans 560 µL de tampon AVL. Pour 

purifier l’ARN viral sécrété au cours des différentes infections, nous avons utilisé le kit QIAmp Viral 

RNA Mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany) selon les recommandations du fournisseur.  

 

Extraction d’ARN intracellulaire 

 

Afin de purifier l’ARN viral produit dans les cellules infectées, le kit RNeasy Mini kit 

(QIAGEN, Hilden, Germany) a été utilisé après une lyse préalable des cellules dans 350 µL de 

tampon RLT. Pour les études concernant le repositionnement thérapeutique des CADs, le kit “SV96 

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

 

b) RT-qPCR 

 

L’étape de transcription inverse des ARN viraux et cellulaires a été réalisée avec le kit “High 

Capacity cDNA Reverse Transcription kit” (ThermoFischer Scientific). Les ADN complémentaires 

(ADNc) ainsi obtenus ont été analysés par PCR quantitative en temps réel avec des amorces 

spécifiques de chaque virus étudié (tableau 8) avec le kit TaqMan Gene Expression Master Mix 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), selon les recommandations du fournisseur.  

Le kit Promega (GoTaqR Probe 1-Step RT-qPCR, A6121, Promega) a également été utilisé. Les RT-

qPCR ont été effectués avec l’appareil QuantStudio 5 Real-Time PCR system (ThermoFischer 

Scientific). La réplication virale du SARS-CoV-2 a été quantifiée par la méthode des DDCt. Tous les 

échantillons d’ARN intracellulaires ont été normalisés avec les endogènes GAPDH ou 18S.  
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Tableau 8 : Amorces et sondes utilisées pour la RT-qPCR 

III) Biochimie 

a) Western-blot 

 

Les échantillons cellulaires sont lysés dans un tampon EZ Buffer contenant 20 mM de Tris-

HCL, 100 mM de NaCl, 1 mM d’EDTA, 0,5% de NP40 et 10% de glycérol. Les lysats protéiques ainsi 

obtenus sont mélangés avec du tampon de charge (4X Applied Biosystem), avec ou sans agents 

réducteurs en fonction des anticorps utilisés (Tableau 2). Avant dépôt des échantillons sur des gels 

NuPage 4-12% Bis-Tris gel (ThermoFischer Scientific), les échantillons sont dénaturés à 95°C pendant 

10 minutes. Une migration de 1H30 à 130V, dans du tampon SDS MES Running Buffer (ThermoFischer 

Scientific) est alors réalisée, puis les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose 

de 0,45 µm (ThermoFischer Scientific) pendant 1H en milieu liquide dans du tampon de transfert 

(25 mM Tris Base, 192 mM Glycine, 20% éthanol pur RPE) 1X à 4°C à 0,3 A. Par la suite, la membrane 

est saturée avec une solution de 5% de sérumalbumine bovine (BSA, Euromedex, France). Enfin, la 

membrane est incubée la nuit à 4°C, sous agitation, en présence d’un anticorps primaire (tableau 

9), puis rincée avec du TBS 1X (Tris Buffered Saline) supplémenté de 0,1% de Tween. La membrane 

est ensuite incubée avec les anticorps secondaires pendant 1H à température ambiante (tableau 

10), puis lavée 3 fois au TBS 1X 0,1% Tween avant d’être incubée avec le « ECL Select Western 

Blotting Detection Reagent, Amersham” (GE Healthcare). La membrane est enfin révélée avec une 

caméra ImageQuant Las4000 (GE Healthcare).  

 

b) Immunofluorescence 

 

Les cellules sont ensemencées dans des « Labtek Permanox » de 8 puits (Sigma-Aldrich, 

Saint-Louis, Etats-Unis). Chaque puits est ensemencé avec 30 000 cellules VERO-E6 puis infecté à 

M.O.I (Multiplicity Of Infection - Multiplicité d’infection) de 1 pendant 24H. Les cellules sont ensuite 

lavées avec du PBS +/+ (avec Ca2+ et Mg2+) et fixées au Paraformaldéhyde 4% (PFA, ThermoFischer 

Scientific) pendant 10 minutes à l’abri de la lumière à température ambiante. Après trois lavages 

au PBS +/+, les « labtek » sont perméabilisées et saturées avec une solution 5% de BSA Fraction V, 
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10 mg/mL, Triton X-114 0,3%, dans du PBS +/+, à 37°C en chambre humide pendant 1H. Après 3 lavages 

au PBS +/+, les cellules sont incubées avec l’anticorps primaire d’intérêt à 4°C pendant la nuit. Le 

lendemain, après 5 lavages au PBS +/+, l’anticorps secondaire est mis au contact des cellules 

pendant 1H, en chambre humide à 37°C. Enfin, après lavages au PBS +/+, les cellules sont incubées 

avec du DAPI puis rincées et enfin montées entre lames et lamelles avec du Fluoromount-G 

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

(Zeiss, Oberkochen, Allemagne).  

 

 
Tableau 9 : Liste des anticorps primaires utilisés en Western-Blot et en Immunofluorescence 

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

 

 

c) Immunohistochimie sur CENH 

 

Après infection des CENHs, les puits contenant l’épithélium nasal sont lavés au PBS +/+ et 

fixés avec du paraformaldéhyde 10% pendant 12 heures. Chaque membrane est ensuite découpée 

afin de dégager l’épithélium de son support, puis plongée dans du Formol dans une cassette. Les 
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épithéliums sont envoyés au service d’anatomopathologie de l’Hôpital Henri Mondor où ils sont 

inclus en paraffine puis découpés en portions de 4 µm d’épaisseur.  

 Chaque lame obtenue peut servir pour effectuer une immunohistochimie. Les échantillons 

sont déparaffinés dans des bains successifs de xylène puis d’éthanol, réhydratés dans de l’eau, et 

traités avec une solution « Antigen Retrieval » (« citrate buffer (Vektor) »). Enfin, les épithéliums 

peuvent être saturés à l’aide d’une solution de BSA à 5%, et le même protocole que pour 

l’immunofluorescence est suivi.  

 

d) Test de cytotoxicité 

 

Afin d’évaluer la toxicité des composés utilisés, des cellules VERO-E6 ont été ensemencées 

en plaques 96 puits à hauteur de 5000 cellules par puits et mises en culture pendant 24H. Les 

molécules d’intérêt sont ensuite mises au contact des cellules, en gamme de concentrations, 

pendant 48H, afin de mimer la durée des traitements sans infection. La viabilité cellulaire a été 

déterminée en utilisant un test MTS (« [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-

(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt; MTS] »). Cette méthode colorimétrique réunit deux 

composés, le tétrazolium et le méthosulfate de phénazine (« PMS, phenazine methosulfate »), qui 

ensemble produisent le Formazan. Après lecture de l’absorbance à 490 nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre, la quantité de formazan est proportionnelle au nombre de cellules vivantes 

en culture.  

 

IV) Caractérisation de l’activité antivirale de molécules CADs « FDA-

approved » 

 

a) Screening des « CADs » 

 

Des cellules VERO-E6 ont été ensemencées dans des plaques 48 puits à raison de 30 000 

cellules par puits pendant 24H. Lorsque les cellules atteignent 80% de confluence, elles sont 

infectées par le virus M80 - SARS-CoV-2 à une M.O.I de 0,2, pendant 2H en présence de 10µM de 

composés. Après 48H d’infection, l’ARN du SARS-CoV-2 est extrait des cellules et du surnageant et 

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

grâce au logiciel SigmaPlot v11 software.  

 

 Le même protocole a été utilisé en ce qui concerne les infections par les virus HCoV-229E 

(MOI de 0,5) en cellules MRC5 et le virus HCoV-OC43 (MOI de 0,5) en cellules HRT-18. L’ARN viral a 

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

b) Gamme de concentrations de « CADs » 

 

RT-qPCR 

 

Des cellules VERO-E6 ont été ensemencées à hauteur de 30 000 cellules par puits dans des 

plaques de 48 puits pendant 24H. Puis, les cellules ont été infectées à une MOI de 0,2 pendant 2H 

en présence de concentrations croissantes de composés. Les ARN ont été extraits du surnageant 

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

 

Immunofluorescence 

 

En suivant le protocole d’immunofluorescence détaillé ci-dessus, des cellules VERO-E6 ont 

été infectées par la souche M80 du SARS-CoV-2 à une MOI de 1 pendant 24H en présence de 

concentrations croissantes de composés CADs.  

c) Expérience de temps d’ajout (« time-of-addition asssay ») 

 

Des cellules VERO-E6 ont été ensemencées 24H avant infection à raison de 30 000 cellules 

par puits dans une plaque de 48 puits. Les composés d’intérêt ont été ajoutés à des concentrations 

de 5 ou 10 µM, 3H avant, pendant l’infection, ou 3H, 6H ou 9 H post-infection. L’effet antiviral a été 

mesuré 48H post-infection par RT-qPCR.  

 

d) Test d’entrée (« entry assay ») 

 

Des cellules VERO-E6 ont été ensemencées à hauteur de 30 000 cellules par puits dans des 

« Labtek Permanox » 24H avant infection. Le composé a été ajouté au moment de l’infection et 

laissé pendant 2H ou durant la totalité de l’expérience (9H). L’effet antiviral a été mesuré par 

immunofluorescence à l’aide d’un anticorps dirigé contre l’ARN double-brin du virus. La 
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quantification du nombre de cellules infectées par rapport au nombre total de cellules a été 

calculée à partir de photos prises au microscope électronique Zeiss, sur 5 champs différents 

contenant approximativement le même nombre de cellules par puits.  

 

e) Infection de CENHs par le SARS-CoV-2 

 

Après 4 semaines de culture, les cellules épithéliales nasales primaires peuvent être 

infectées. Pour cela, la souche M80 du SARS-CoV-2 a été diluée au 1/10e et 20 µL de virus a été 

ajouté sur le pôle apical de l’épithélium goutte à goutte. L’épithélium a été infecté pendant 4H, en 

l’absence ou en présence de composés déposés aux pôles apical et basal, puis lavé avec du PBS -/-

. Afin d’évaluer la cinétique d’infection de cet épithélium, le pôle apical a été lavé toutes les 24H 

avec 200µL de PBS -/- pour récupérer la production virale. Ces surnageants sont ensuite lysés, les 

ARN extraits et l’ARN viral spécifiquement quantifié par RT-qPCR à différents points de cette 

cinétique.  

 

V) Rôle proviral des petites vésicules extracellulaires de CENHs dans 

l’infection à SARS-CoV-2 

a) Préparation des petites vésicules extracellulaires dérivées de CENHs 

 

La préparation des vésicules a été réalisée en collaboration avec l’équipe 13 (TrepCa), 

adaptée d’une étude précédente (Ludwig et al., 2018). Dans notre étude, la purification des petites 

vésicules extracellulaires de VCaP a été effectuée par centrifugation différentielle du milieu de 

culture et utilisation de PEG (Polyéthylène Glycol), et par centrifugation différentielle pour les sEVs 

issues du mucus des CENHs. 

 

Pour les vésicules issues des cellules de cancer de la prostate (VCaP), environ 1,5 L de milieu 

a été collecté et centrifugé deux fois à 2000 x g pendant 20 minutes. Après centrifugation, 10% de 

PEG 6000 et 75 nM de NaCl sont ajoutés aux surnageants. Après incubation à 4°C toute la nuit, les 

échantillons sont centrifugés de nouveau à 2000 x g pendant 20 minutes à 4°C. Les culots, 

contenant les vésicules, sont récupérés et dissous dans 0,9% de NaCl toute la nuit, puis centrifugés 

à 16,500 g pendant 20 minutes à 4°C. Par la suite, les surnageants sont collectés et centrifugés à 

100 000 x g pendant 90 minutes à 4°C. Afin d’éliminer les résidus de PEG, les sEVs sont rincées une 
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fois avec 0,9% de NaCl et centrifugées de nouveau à 100 000 x g pendant 90 minutes à 4°C pour 

être finalement resuspendues dans 0,9% de NaCl.  

La préparation des sEVs produites dans le mucus de cellules épithéliales nasales humaines 

a été réalisée à partir d’environ 5 mL d’échantillon provenant de patients distincts. Les échantillons 

biologiques ont été centrifugés à 2000 x g pendant 20 minutes à 4°C, puis les surnageants obtenus 

ont été de nouveau centrifugés à 16 500 x g pendant 20 minutes à 4°C. Après élimination du culot, 

les surnageants sont ultracentrifugés à 100 000 x g pendant 90 minutes à 4°C. Les culots contenant 

les vésicules sont rincés avec du NaCl 0,9% et centrifugés à 100 000 x g pendant 90 minutes à 4°C.  

Tous les échantillons de vésicules sont ensuite conservés à -20°C à court terme ou -80°C pour le 

long terme.  

 

b) Microscopie électronique à transmission : caractérisation morphologique des mu-

sEVs 

 

Afin d’observer la morphologie des sEVs sécrétées dans le mucus par des CENHs, un 

échantillon dilué au 1/50 dans du PBS a été analysé par microscopie électronique à transmission, en 

collaboration avec l’Institut de Chimie et des Matériaux Paris-Est (ICMPE), CNRS UMR7182. Les 

échantillons (3 µL) sont préparés et déposés sur des grilles en cuivre, séchés à température 

ambiante puis colorés avec 1% d’acétate d’uranyle. La morphologie des vésicules a été étudiée par 

microscopie électronique à transmission (Tecnai F20 Microscope, FEI Company, Hillsboro, Oregon, 

USA).  

 

c) Mesure de la taille et de la concentration des vésicules extracellulaires 

 

La concentration et la taille des vésicules a été mesurée grâce à la technologie TRPS 

(« Tunable Resistive Pulse Sensing ») en collaboration avec l’équipe TrePCa, en utilisant 

l’instrument Gold qNano (Izon Science, Medford, Massachusetts) permettant de mesurer les 

propriétés de nanoparticules suspendues dans des électrolytes, à l’aide du logiciel « Izon Control 

Suite » (software version V3.4.2.44).  

 Les vésicules provenant des VCaP ont été analysées en utilisant des nanopores NP150, 

étirés 47,5 mm sous un voltage de 0,7 mV à une pression de 7-10 mbar, quant aux vésicules 

provenant du mucus de CENH, les nanopores NP150 sont étirés sur 51 mm sous un voltage de 0,48 

mV et une pression de 5 mbar. La calibration a été effectuée en utilisant des billes de polystyrène 

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

fabricant.  

 

Résultats 

A) Rôle proviral des petites vésicules extracellulaires dérivées de cellules 

épithéliales humaines respiratoires dans l’infection par le SARS-CoV-2 

 

En collaboration avec l’équipe du Pr Vacherot, nous avons émis l’hypothèse de la présence 

de vésicules extracellulaires au niveau du site de primo-infection du SARS-CoV-2 qui pourraient 

jouer un rôle dans le cycle de vie de ce virus. Le but principal de ce travail a donc été de caractériser 

la composition des sEVs produites au pôle apical de l’épithélium nasal humain et d’évaluer leur(s) 

rôle(s) potentiel(s) dans l’infection par le SARS-CoV-2.  

 En collaboration avec l’équipe du Pr. B. Louis (équipe 13, IMRB) composée de chirurgiens 

ORL, nous avons obtenu des cellules épithéliales nasales primaires humaines (CENHs) provenant 

de polypectomies issues de chirurgie endo-nasale de plusieurs patients (Bequignon et al., 2019; 

Coste et al., 2000).  

 

Le mucus produit au niveau de l’épithélium nasal humain constitue la première barrière de 

défense de l’organisme contre le SARS-CoV-2. Afin d’évaluer le rôle du mucus dans l’infection par 

le SARS-CoV-2, nous avons infecté les CENHs (avec ou sans mucus) avec 20 µL d’inoculum de SARS-

CoV-2 ( ̴ 2,04 x 104 TCID50/mL). Nous avons observé une diminution de la réplication virale 72H après 

infection (figure 1A). Ces résultats suggèrent que le mucus contient des éléments favorisant 

l’infection de CENHs par SARS-CoV-2.  

 

Afin de démontrer la présence des EVs dans le mucus, nous avons effectué une purification 

par ultracentrifugation différentielle. En moyenne, des particules d’un diamètre de 150 nm 

correspondant à la taille des petites VEs (mu-sEVs) et de forme discoïde ont été trouvées. La 

caractérisation de ces vésicules par Western-Blot a montré la présence de plusieurs marqueurs 

vésiculaires : CD9 à la surface membranaire des vésicules, TSG101 (« Tumor Susceptibility Gene 101 

protein ») et Alix (« ALG-2-interacting protein X »), ainsi que des facteurs d’entrée du SARS-CoV-2 : 

ACE2 et TMPRSS2. Ces facteurs indiquent que les CENH produisent du mucus contenant des 

vésicules extracellulaires portant ACE2 et TMPRSS2.  
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L’évaluation de l’effet des EVs sur l’infection a montré un rôle proviral important des mu-

sEVs à des concentrations physiologiques. Les résultats ont montré que le niveau de production 

d’ARN du SARS-CoV-2 le plus élevé est observé lorsque les CENHs ont été infectées par des 

particules virales pré incubées avec des mu-sEVs, en présence du mucus de la cellule réceptrice 

(Figure 2B).  

 

En raison des quantités limitées de mu-sEVs produites par les CENHs, une lignée cellulaire 

VCaP, exprimant des niveaux élevés de TMPRSS2, tant au niveau ARNm que protéines (F. Li et al., 

2021), a été utilisée. La caractérisation complète de ces vésicules a été effectué par Western-Blot 

et a montré la présence des marqueurs vésiculaires sur les VCaP-sEVs : CD9, CD81, CD63, TSG101, 

Alix et des facteurs d’entrée du SARS-CoV-2 (ACE2 et TMPRSS2 forme entière et forme clivée 

active) (figure S4B). De la même manière que les mu-sEVs, la production d’ARN du SARS-CoV-2 au 

pôle apical des CENHs est améliorée lorsque les particules virales sont pré-incubées avec les VCaP-

sEVs. Afin d’élucider les mécanismes par lesquels les mu-sEVs facilitent l’infection par le SARS-CoV-

2, nous avons donc choisi d’utiliser les VCaP-sEVs.  

Nous avons testé in vitro différents modèles de lignées cellulaires pour leur infection par 

SARS-CoV-2, notamment les cellules Calu-3 (dans lequel le virus rentre préférentiellement par la 

fusion membranaire), les cellules VERO-E6 et A549 (dans lesquelles le virus rentre 

préférentiellement par la voie endosomale). Les résultats obtenus montrent que la pré-incubation 

de particules virales et de VcaP-sEVs favorise l’infection de cellule Calu-3 uniquement (figure 3A).  

Afin d’évaluer si les VCaP-sEVs favorisent l’étape d’entrée du SARS-CoV-2, nous avons 

effectué une expérience de temps d’ajout (figure S5). Les résultats ont montré une amélioration 

de l’infection lorsque les VcaP-sEVs sont pré-incubées avec le virus ou sont ajoutées au moment de 

l’infection, mais pas lorsqu’elles ont été ajoutées 2H après infection. Ces résultats indiquent que 

les VCaP-sEVs facilitent une étape précoce du cycle viral, probablement l’entrée.  

 Afin de déterminer si l’intégrité des protéines de surface est nécessaire pour que les VCaP-

sEVs exercent leur fonction provirale, des particules de SARS-CoV-2 ont été incubées avec des 

VCaP-sEVs intactes ou préalablement traitées à la protéinase K (PK). Ce traitement a montré que 

l’intégrité des protéines des sEVs accessibles en surface, y compris ACE2, est obligatoire pour que 

les vésicules exercent leur effet proviral dans les cellules permissives.  

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

(10 µM) réduisait l’infection par SARS-CoV-2 indépendamment de la pré incubation du virus avec 
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les VCaP-sEVs. Ceci suggère donc un rôle essentiel de TMPRSS2 cellulaire pour l’entrée virale dans 

nos conditions expérimentales. 

Pour mieux comprendre le rôle de l’activité vésiculaire de TMPRSS2 pendant l’infection par 

le SARS-CoV-2, une analyse par western-blot de la dynamique des clivages de la protéine spike à 

différents temps après incubation avec les VCaP-sEVs en l’absence ou en présence de camostat 

mésylate (100 µM), a été réalisée (figure 5B). La pré-incubation des VCaP-sEVs avec le virus 

engendre un clivage de spike au niveau du site S1/S2 qui est inhibé par le camostat mésylate. De la 

même manière, cette expérience a été réalisée avec les mu-sEVs incubées avec la souche 

ancestrale (Wuhan) et la souche alpha du SARS-CoV-2 et a révélé un clivage efficace de Spike en 

S1/S2, démontrant le rôle de TMPRSS2 vésiculaire dans l’activation du virus.  

L’ensemble de ce travail a permis la publication d’un article dans « Journal of Extracellular 

Vesicles ».  
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B) La desloratadine, composé cationique amphiphile approuvé par la 

« FDA », inhibe l’entrée du SARS-CoV-2 dans des cultures cellulaires et 

dans des cellules épithéliales nasales primaires humaines (CENHs) 

 

Dans la littérature, plusieurs observations ont rapporté une incidence plus faible 

d’infections par le SARS-CoV-2 chez des patients suivis en psychiatrie. Le Pr. Jean-Marie Vaugeois, 

professeur de pharmacologie à l’université de Rouen, a émis l’hypothèse que les traitements 

utilisés en service psychiatrique pourraient protéger de l’infection par le SARS-CoV-2. Les molécules 

impliquées portent un groupement cationique amphiphile (« CADs, Cationic Amphiphilic Drugs ») 

qui serait responsable de cet effet antiviral, du fait de la capacité des CADs à s’accumuler dans les 

compartiments acides tels que les endosomes/lysosomes.  

Les molécules testées ont été fournies par le Dr. Stéphane Jamain, psychiatre au CHU Henri 

Mondor à Créteil. Un criblage de 9 molécules approuvées par la FDA a été effectué en cellules 

VERO-E6 à 10 µM. Parmi ces molécules, on retrouve trois antipsychotiques (chlorpromazine, 

aripiprazole et haloperidol), quatre antiallergiques (loratadine, desloratadine, terfenadine et 

clemastine), ainsi que deux antidépresseurs (imipramine et amitriptyline). Nous avons utilisé la 

carbamazépine, qui ne contient pas de groupement CAD, en contrôle négatif. Six composés sur 

neuf réduisent de plus de 100 fois l’ARN viral du SARS-CoV-2 (loratadine, desloratadine, 

chlorpromazine, arapiprazole, imipramine et amitriptyline). Une relation structure/activité a 

montré que ces composés possèdent tous un tricycle au niveau de leur structure moléculaire, qui 

porterait l’activité antivirale. En effet, un test d’inhibition avec la chlorpromazine sulfoxide, un 

composé ne dérivant que par l’ajout d’un groupement sulfoxide au niveau du tricycle, ne possède 

aucun effet antiviral.  

Une gamme de concentrations ainsi qu’un test de toxicité sur les 6 CADs sélectionnés ont 

été réalisés. Les deux antidépresseurs possèdent une forte activité antivirale contre le virus, mais 

sont très toxiques à partir de 5 µM, quant aux deux antipsychotiques, leurs activités antivirales 

restent modérées. L’utilisation des deux antihistaminiques a démontré une forte inhibition de 

l’ARN viral du SARS-CoV-2 à partir de 5 µM avec peu de toxicité. Nous avons calculé les EC50, c’est-

à-dire la concentration à laquelle nous obtenons 50% d’inhibition et calculé les index 

thérapeutiques de la loratadine et desloratadine (22,5 et 23,5 respectivement).  

Afin de déterminer l’étape du cycle viral ciblée par la desloratadine, un test de temps 

d’ajout a été réalisé en cellules VERO-E6. Nous avons observé une diminution de l’ARN viral lorsque 

le CAD est ajouté 3H après l’infection par le SARS-CoV-2, suggérant que la desloratadine cible une 

étape précoce du cycle viral. Afin de vérifier la voie d’entrée ciblée par la desloratadine, nous avons 
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infecté des cellules VERO-E6 dépourvues de la protéase cellulaire TMPRSS2 et des cellules Calu-3, 

TMPRSS2 (+), en présence d’inhibiteur spécifique de la voie de fusion à la membrane (camostat 

mésylate) ou de la voie endosomale (E64D ou aloxistatin). Dans les cellules VERO-E6, l’E64D 

comme la desloratadine sont capables d’inhiber l’ARN viral de plus de 100 fois, tandis que le 

camostat mésylate n’a aucun effet. En cellules Calu-3, seul le camostat mésylate a un effet antiviral 

contre le SARS-CoV-2, indiquant bien que la desloratadine cible plutôt la voie endosomale comme 

l’E64D. En outre, en utilisant des cellules MRC5 et HRT-18, respectivement permissives à l’infection 

par le HcoV-229E et le HCoV-OC43, la DSD a montré un effet antiviral dès 5 µM suggérant un effet 

pan-coronavirus de la molécule. 

Enfin, un modèle de cellules épithéliales nasales humaines (CENH) mis en place par l’équipe 

du Pr. B. Louis à partir de polyposes nasales récupérées chirurgicalement a été utilisé pour 

l’infection par le SARS-CoV-2 en présence de desloratadine ou de camostat mésylate 

(respectivement 5 µM et 10 µM). Un effet modeste de la desloratadine est observé avec une 

réduction de 5 à 10 fois de l’ARN viral en comparaison au camostat mésylate. Ces résultats 

suggèrent la présence des deux voies d’entrée du SARS-CoV-2 au sein de l’épithélium nasal, avec 

une entrée préférentiellement par la voie de fusion à la membrane, TMPRSS2-dépendante.  

L’ensemble de ce travail a permis la publication d’un article dans Scientific Reports intitulé 

« Desloratadine, an FDA-approved cationic amphiphilic drug, inhibits SARS-CoV-2 infection in cell 

culture and primary human nasal epithelial cells by blocking viral entry ».  
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Discussion  

 

A l’heure actuelle, le monde connait de nombreuses crises sanitaires dues à l’émergence 

ou la réémergence de virus pathogènes. La recherche d’antiviraux et de vaccins pour limiter les 

infections et l’apparition de nouvelles pathologies a considérablement amélioré l’espérance et la 

qualité de vie des patients. On peut prendre l’exemple de la maladie du SIDA causée par le VIH qui 

est aujourd’hui contrôlée ou encore le succès thérapeutique obtenu dans la lutte contre l’infection 

par le VHC. L’émergence des coronavirus à risque pandémique a permis le développement de 

nouvelles stratégies thérapeutiques et a stimulé la recherche d’antiviraux à large spectre, capables 

d’inhiber plusieurs virus de la même famille, voire plusieurs familles virales. Dans ce contexte, le 

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques et la compréhension des mécanismes 

sous-jacents à l’infection par les coronavirus sont devenus une priorité absolue.  

 

Le SARS-CoV-2 est un virus respiratoire transmis par voie aérienne, principalement par les 

gouttelettes respiratoires (Gupta et al., 2020; Trypsteen et al., 2020). Capable d’infecter les voies 

respiratoires hautes et basses, la première barrière que ce virus rencontre dans la cavité nasale est 

le mucus (Cone, 2009; Fahy and Dickey, 2010). Bien que ce dernier participe à l’élimination des 

pathogènes via la clairance mucociliaire et les mucines, il n’en reste pas moins perméable à l’entrée 

du SARS-CoV-2. L’épithélium nasal est composé de trois types cellulaires : les cellules basales, les 

cellules en gobelet et les cellules ciliées (Cone, 2009; Manna et al., 2022; Sungnak et al., 2020a; 

Ziegler et al., 2020). Ces deux dernières expriment ACE2 et TMPRSS2 et correspondent 

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

  

Au sein du laboratoire, notre travail a consisté en l’étude de l’environnement de la cavité 

nasale, et plus précisément du mucus qui constitue la première barrière rencontrée par le SARS-

CoV-2. Pour cela, en collaboration avec l’équipe du Pr. B. Louis, nous avons utilisé des cellules 

épithéliales nasales humaines (CENHs) provenant de patients atteints de polyposes et opérés au 

Centre Hospitalier Intercommunal de Créteil dans le service du Pr Coste. Au bout de 28 jours de 

culture, les cellules, en interface air-liquide, forment un épithélium pluristratifié répondant aux 

caractéristiques morphologiques et fonctionnelles de l’épithélium nasal humain, ce qui en fait un 

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

 

Comme dans le cas du SARS-CoV-1, le SARS-CoV-2 peut rentrer de deux manières dans la 

cellule cible : (i) par la voie de fusion à la membrane plasmique, dite « early », nécessitant des 

clivages de Spike par TMPRSS2 ; et (ii) par la voie endosomale, dite « late », nécessitant des clivages 

de Spike par les cathépsines B/L. Ces deux voies d’entrée dépendent de la disponibilité des 

protéases cellulaires à la surface des cellules cibles et déterminent le tropisme du virus (Hoffmann 

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

 

L’existence d’un motif minimal de clivage (R-R-A-R685) par la furine, à la charnière entre les 

sous-unités S1/S2 de la protéine spike (Coutard et al., 2020), a constitué une découverte majeure 

dans la compréhension des mécanismes d’entrée de SARS-CoV-2. La présence de ce site furine 

pourrait expliquer le tropisme accru et la transmission plus élevée du SARS-CoV-2 par rapport au 

SARS-CoV-1 (Coutard et al., 2020; Walls et al., 2020). En effet, l’expression de la furine au niveau du 

trans-Golgi pourrait permettre un clivage intracellulaire de Spike au site S1/S2 et la pré-activation 

de la protéine S (conformation RBD ouverte) au niveau des virions libérés (Shang et al., 2020; 

Wrobel et al., 2020). Cette première étape de clivage dans la région charnière S1/S2 est suivie d’un 

second clivage protéolytique, effectué cette fois par la protéase cellulaire TMPRSS2 au niveau du 

site S2’ (K815), retrouvé dans le SARS-CoV-2 et le SARS-CoV-1 (Bestle et al., 2020; Coutard et al., 

2020). Toutefois, il n’existe pas à l’heure actuelle de consensus général concernant l’importance 

du clivage par la furine dans l’entrée virale et dans la propagation du SARS-CoV-2. En effet, des 

expériences in vitro ont démontré que les mutants SARS-CoV-2 qui ne possèdent pas le site de 

clivage à la furine peuvent pénétrer des lignées cellulaires humaines, de singes ou encore de 

hamsters (Walls et al., 2020), suggérant un rôle non-essentiel dans l’entrée virale in vivo. 

Cependant, la perte de ce site de clivage se caractérise également par une diminution de la 

formation de syncytia. Le clivage en S1/S2 furine-dépendant pourrait ainsi jouer un rôle, non 

essentiel, d’accélérateur de l’infection et favoriser la propagation du virus via la fusion cellule-

cellule (Xing et al., 2020). 

 

L’entrée du SARS-CoV-2 est donc dépendante de l’activité de différentes protéases 

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

les facteurs cellulaires impliqués ne sont probablement pas encore identifiés.  
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Récemment, Sanda et al. ont détecté, par spectrométrie de masse, la présence de O-

glycanes à proximité du site de clivage à la furine et leur rôle potentiel dans ce clivage fait 

actuellement débat (Sanda et al., 2021; Thaingtamtanha and Baeurle, 2022).  

De nouveaux résultats récents suggèrent l’existence d’une autre voie d’entrée du SARS-

CoV-2 dans les cellules humaines impliquant l’interaction de la protéine Spike avec l’intégrine α5β1 

activée, avec une affinité comparable à celle retrouvée pour ACE2 (Liu et al., 2022). Ceci pourrait 

expliquer l’infection par SARS-CoV-2 de différents organes, notamment dans les cellules ne 

possédant pas ACE-2 dans un modèle de souris (Sun et al., 2020), de poumons humains (Puray-

Chavez et al., 2021), de cerveau humain (Andrews et al., 2022) et de tissus de patients COVID-19 

(Caccuri et al., 2021). L’hypothèse fournie par les auteurs est que l’infection par le SARS-CoV-2, 

dépendante de ACE2, induirait dans un second temps une réaction inflammatoire et la libération 

de cytokines dans le système respiratoire. À leur tour, des signaux cellulaires sont déclenchés par 

ces cytokines, activant les intégrines sur de nombreuses cellules, en particulier celles qui ne 

possèdent pas ACE2, permettant ainsi l’entrée et la réplication du SARS-CoV-2.  

De manière intéressante, d’autres protéases facilitant l’entrée virale ont été mises en 

évidence récemment. Les métalloprotéases ADAM10 et ADAM17 facilitent cette étape (Jocher et 

al., 2022). Dans les cellules pulmonaires, ADAM17 potentialise l’infection du virus et ADAM10 est 

nécessaire à la formation de syncytia, comme observé dans les cellules pulmonaires de patients 

atteints de COVID19 (Jocher et al., 2022). De plus, ces deux métalloprotéases sont capables de 

cliver Spike au site S2’.  

Enfin, des facteurs de coagulations tels que Xa et la thrombine peuvent aussi favoriser le 

clivage de spike pour permettre l’entrée du SARS-CoV-2 dans des organoïdes pulmonaires humains 

(Kastenhuber et al., 2022). 

 

L’ensemble de ces données suggère que d’autres protéases, non identifiées à ce jour, 

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

 

La première partie de cette thèse a consisté en l’étude du rôle de l’épithélium respiratoire 

nasal, et plus particulièrement du mucus sécrété par les CENHs, qui contient des vésicules 

extracellulaires, dans l’infection par SARS-CoV-2.  

 

Nous avons montré que les exosomes/petites vésicules extracellulaires (sEVs) dans le 

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

participaient au « priming » de la protéine Spike possédant -ou non- le site de clivage à la furine, et 



134 
 

favorisaient l’infection des cellules épithéliales nasales par le SARS-Cov-2. Ces résultats suggèrent 

un rôle proviral des mu-sEVs. Plusieurs hypothèses se dégagent de ces résultats. D’une part, les 

mu-sEVs pourraient interagir de manière directe avec les particules virales de SARS-CoV-2, d’autres 

coronavirus voire d’autres virus respiratoires dont le site de primo-infection est l’épithélium 

respiratoire nasal, et pourraient améliorer la capacité infectieuse de ces derniers : c’est l’hypothèse 

de la pré-activation ("priming") extracellulaire. D’autre part, un rôle encore inexploré des sEVs 

pourrait provenir de leur action sur divers types cellulaires. En effet, en transférant leur contenu 

dans des cellules réceptrices, ces vésicules pourraient moduler la permissivité à l’infection ou jouer 

un rôle sur la pathogénicité viro-induite.  

 

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

 

L’utilisation d’un modèle d’infection in vitro (VERO-E6, A549 et Calu-3) et de sEVs isolées 

de VCaP (VCaP-sEVs) contenant ACE2 et TMPRSS2 sous sa forme active nous a permis de mettre en 

évidence les mécanismes qui sous-tendent les effets des mu-sEVs sur l’infection par le SARS-CoV-2.  

En premier lieu, l’intégrité des protéines ACE2 et TMPRSS2 -activées- à la membrane des 

mu-sEVs est essentielle pour observer un effet proviral. Deuxièmement, l’activité de TMPRSS2 

cellulaire reste nécessaire pour observer l’infection, indépendamment de la pré-incubation avec les 

VCaP-sEVs. Dans un modèle d’infection in vitro, l’effet proviral médié par la pré-incubation des 

VcaP-sEVs et des particules virales est observé dans des cellules Calu-3, exprimant TMPRSS2 et non 

dans des cellules VERO-E6 ou A549 (TMPRSS2-) dans lesquelles le virus utilise principalement la 

voie d’entrée endosomale. Enfin, dans un modèle d’infection ex vivo (CENHs), l’incubation des 

VCaP-sEVs ou des mu-sEVs avec le virus induit le clivage de Spike au site S1/S2 (« priming ») et 

favorise l’infection. Ces résultats démontrent que ACE2 et TMPRSS2 vésiculaires participent 

significativement à un « priming » extracellulaire de la protéine Spike du SARS-CoV-2, au niveau de 

l’épithélium respiratoire nasal. A ce titre, il est donc possible d’imaginer que les mu-sEVs favorisent 

l’infection de cellules adjacentes ou plus éloignées, exprimant ACE2 et TMPRSS2 (figure 26).  
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Figure 26 : Mécanisme de pré-activation du virus par les sEVs produites dans le mucus de l’environnement nasal. (A) Dans 

des conditions sans vésicules, Spike est clivé par TMPRSS2 au site S2’, entrainant l’entrée du SARS-CoV-2 dans les cellules 

épithéliales nasales humaines. (B) En présence de sEVs, le TMPRSS2 vésiculaire est capable d’induire le clivage de spike 

au site S1/S2 permettant un changement de conformation de la protéine S suivi d’une entrée du virus dans les cellules 

cibles. (C) Le virus pré-activé par la protéase TMPRSS2 cellulaire (A) ou par TMPRSS2 vésiculaire (B), permet une 

augmentation de l’infectivité du virus.  

 

Ces résultats contrastent avec l’étude récente de Kim et collaborateurs, qui ont suggéré 

un effet antiviral des sEVs sécrétées par des cellules HEK-293T, transfectées pour exprimer ACE2 

(Kim et al., 2022). De manière similaire, l’étude de Cocozza et collaborateurs utilisant un modèle de 

cellules HEK-293FT transfectées pour exprimer ACE2 et TMPRSS2, montre un effet antiviral des 

sEVs produites (Cocozza et al., 2020). De manière intéressante, l’étude de Tey et collaborateurs a 

montré que les sEVs enrichies en ACE2 pourraient accroître l’infectivité du SARS-CoV-2 de manière 

beaucoup plus efficace que les virus seuls. Ces données concordent avec l’hypothèse du 

mécanisme de la modulation de la permissivité cellulaire. Les sEVs comprenant ACE2 

représenteraient un « cheval de Troie » permettant au virus de pénétrer dans les cellules hôtes (Tey 

et al., 2022). 

Ainsi nos résultats démontrent les limites d’utilisation de lignées cellulaires productrices de 

sEVs, immortalisées et transfectées pour exprimer des facteurs de l’hôte.  

En effet, les sEVs sécrétées par un type cellulaire/tissulaire particulier peuvent présenter 

un tropisme spécifique. Par exemple, les sEVs issues d’oligodendrocytes précurseurs et matures 
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sont internalisées par la microglie, mais pas par les neurones, ni les astrocytes ou les autres 

oligodendrocytes (Fitzner et al., 2011). De plus, l’adressage des sEVs peut être dépendant de la 

présence de protéines de la matrice extracellulaire enveloppant les sEVs lors de leur sécrétion (van 

Niel et al., 2022). 

L’existence d’une affinité spécifique entre sEVs et types cellulaires souligne la nécessité 

d’utiliser des modèles pertinents dans l’étude du rôle de sEVs lors d’infections virales. En 

particulier, l’utilisation de sEVs produites par des lignées immortalisées transfectées ne permet pas 

d’adresser les propriétés spécifiques des sEVs présentes dans les voies respiratoires supérieures, 

et pourrait conduire à l’observation d’effets ne correspondant pas à des mécanismes 

physiologiques. Ces modèles (HEK-293T et HEK-293FT) semblent donc peu relevants, tant au 

niveau du type cellulaire ne reflétant pas le site de primo-infection du SARS-CoV-2 qu’à celui de la 

nature des sEVs produites qui pourraient présenter une affinité altérée selon les types cellulaires 

ciblés.   

 

Dans ce contexte, l’utilisation par notre laboratoire d’un modèle de CENHs de patients 

humains apparaît plus pertinente. En effet, les mu-sEVs issues de ce modèle proviennent de types 

cellulaires qui sont les premiers en contact avec le SARS-CoV-2 dans les évènements d’infection, et 

partagent une même composition membranaire (protéique et lipidique) que les cellules 

constituant ce site de primo-infection.  

 La capacité des sEVs issues de CENHs à être internalisées par différents types cellulaires de 

l’organisme sera néanmoins cruciale dans la détermination de leur rôle sur (i) les mécanismes 

d’infection à distance, (ii) voire sur la pathologie associée à l’infection. 

 

Nos résultats constituent donc la preuve de concept que les sEVs naturellement produites 

par des cellules épithéliales nasales humaines non-infectées pourraient jouer un rôle important 

dans le cycle de vie du SARS-CoV-2 et potentiellement pour d’autres coronavirus ou d’autres virus 

respiratoires.  

En effet, au regard de l’ensemble de ces résultats, la question s’est posée quant au rôle des 

sEVs issues de CENHs pour d’autres coronavirus. Des études préliminaires ont montré que les mu-

sEVs seraient capables de cliver la protéine Spike du HCoV-OC43 au niveau de la région charnière 

S1/S2, participant potentiellement au « priming » extracellulaire de cette protéine. Le rôle des mu-

sEVs dans l’infection par d’autres coronavirus / virus respiratoires est en développement au 

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

pathogénicité viro-induite  

 

Les sEVs produites par des cellules épithéliales nasales humaines non-infectées ou au cours 

de l’infection pourraient rejoindre des tissus éloignés via le sang, la lymphe ou le système nerveux. 

En effet, les sEVs, actrices essentielles de la communication intercellulaires, sont présentes dans 

de nombreux fluides et liquides biologiques (Ibrahim and Marbán, 2016) et sont capables d’être 

internalisées au niveau de cellules avoisinantes ou à distance (Thakur et al., 2014; van Niel et al., 

2022; Zhang and Yu, 2019). Ainsi, les sEVs sécrétées par l’épithélium respiratoire nasal au pôle apical 

et/ou basolatéral, pourraient libérer leur contenu, dont ACE2 et TMPRSS2, dans des types 

cellulaires particuliers de l’épithélium respiratoire ou d’autres organes, rendant ces cellules 

permissives à l’infection par le SARS-CoV-2. Cette hypothèse pourrait expliquer le caractère 

systémique de l’infection par SARS-CoV-2, et notamment l’infection de types cellulaires 

n’exprimant pas ACE2 et/ou TMPRSS2 (figure 27). 

 

 

 

Figure 26 : Mécanisme schématique de la modulation de la permissivité cellulaire par les sEVs portant ACE2 et TMPRSS2. 

(A) Les sEVs portant ACE2 et TMPRSS2 peuvent être transportées via différents fluides biologiques, notamment le sang 

et la lymphe. (B) les sEVs peuvent ainsi délivrer leur matériel dans les cellules de différents organes les rendant 

permissives à l’infection par le SARS-CoV-2. 
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Il est également important de considérer l’hypothèse selon laquelle la composition en 

facteurs cellulaires et/ou viraux des sEVs pourrait être modifiée au cours d’infections virales. Les 

conséquences peuvent être de moduler : (i) la susceptibilité de cellules réceptrices pour l’infection 

(Mack et al., 2000, Rozmyslowicz et al., 2003) ou (ii) la réponse immunitaire en faveur du 

pathogène ou de l’hôte (Li et al., 2013, Schorey et al., 2015). 

Ainsi, l’utilisation du modèle CENHs en interface air-liquide pourrait permettre la 

purification de mu-sEVs produites au cours de l’infection, au pôle apical et basolatéral, leur 

caractérisation en terme de composition (« NGS », spectrométrie de masse), de concentration, de 

diamètre, de morphologie et leur potentiel rôle au niveau de l’infection virale ou de la dérégulation 

de la réponse immunitaire (production accrue de cytokines pro-inflammatoires (orage cytokinique) 

(Biying Hu et al., 2021)). Dans ce contexte, l’exploration de la composition et du rôle de sEVs 

produites par l’épithélium respiratoire alvéolaire (pulmonaire) est également en cours au 

laboratoire. 

 

Dans une seconde partie de ma thèse, le repositionnement thérapeutique de molécules 

« FDA-approved » dans le cadre de la lutte contre la pandémie de SARS-CoV-2 a été évalué. Les 

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

 

Modèles cellulaires 

Le choix de la lignée cellulaire utilisée dans le cadre de criblages d’antiviraux, mais aussi 

pour la production de stock de virus entier, est de première importance. En effet, pour le criblage 

des molécules anti-SARS-CoV-2 « FDA-approved », nous avons d’abord utilisé la lignée cellulaire 

VERO-E6, n’exprimant pas la protéase cellulaire TMPRSS2. De plus, le virus utilisé pour notre étude 

a lui aussi été d’abord produit en VERO-E6 (virus M80) et a donc perdu le site de clivage à la furine.  

Ainsi, les criblages que nous avons réalisés ont permis d’identifier des antiviraux affectant 

particulièrement l’étape d’entrée du SARS-CoV-2 par la voie endosomale.  

Par la suite, les cellules Calu-3 –décrites comme un bon modèle d’étude et d’amplification 

de virus SARS-CoV-2 entier (Chu et al., 2020)- et les modèles de culture en interface air-liquide 

(CENHs) ou d’organoïdes ont été implémentés au laboratoire. Ces systèmes sont prometteurs 

pour l’évaluation d’antiviraux mais présentent des limites, dont la durée de différenciation, un 

risque supérieur de contaminations, une quantité variable de matériel et enfin une certaine 

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

a été utilisé dans l’article publié et les résultats ont été très concluants. 

 

Inhibition de l’entrée du virus par la DSD 

 

Il a été montré que le SARS-CoV-2 pouvait rentrer par deux voies différentes dans les 

cellules : la voie de fusion à la membrane dite « early pathway » et la voie endosomale dite « late 

pathway ». Les clivages protéolytiques de Spike sont essentiels pour l’entrée virale et sont réalisés 

par différentes protéases cellulaires (Hoffmann et al., 2020; Ou et al., 2020; Shang et al., 2020). 

Pour la voie de fusion à la membrane plasmique, il a été montré que TMPRSS2, une sérine protéase, 

était essentielle, alors que pour la voie endosomale, les protéases à cystéines (cathepsine 

endosomale L) sont impliquées (M.-M. Zhao et al., 2021).  

 Des molécules bloquant spécifiquement ces voies d’entrée sont connues dans la 

littérature. En premier lieu, on trouve le camostat mésylate (utilisé comme contrôle dans nos 

expériences), inhibiteur puissant des sérines protéases, donc de la voie de fusion à la membrane 

plasmique (Breining et al., 2021). Cette molécule est utilisée dans le traitement de certains cancers 

et infections virales au Japon et en Corée du Sud.  

Ensuite, l’E64D (aloxistatine), inhibiteur des cystéines protéases, qui inhibe la voie 

endosomale et possède une activité anti-SARS-CoV-2 (Yousefi et al., 2021). En outre, on peut noter 

qu’un effet synergique de l’association de ces deux molécules (camostat et E64D), entraîne un 

blocage complet de l’infection (Padmanabhan et al., 2020; Wang et al., 2020).  

Nos résultats suggèrent que la desloratadine (DSD) bloquerait la voie endosomale, puisque 

celle-ci n’a pas d’effet dans les cellules Calu-3 qui sont TMPRSS2 (+). Dans le modèle CENHs, la DSD 

présente un effet modeste contre le SARS-CoV-2 en comparaison au camostat mésylate (5-10 fois 

d’inhibition avec la DSD à 5 µM et plus de 100 fois avec le camostat mésylate à 10 µM). Ces résultats 

suggèrent la présence des deux voies d’entrée du virus au sein de l’épithélium nasal, avec une 

préférence pour la voie de fusion à la membrane (TMPRSS2 dépendante). En conclusion, le SARS-

CoV-2 (variant ancestral) utilise préférentiellement la voie d’entrée par fusion à la membrane 

plasmique, ce qui expliquerait l’effet modeste de la desloratadine dans ce type cellulaire. Il serait 

donc intéressant de combiner la DSD, inhibitrice de la voie endosomale, avec le camostat mésylate 

dans les CENHs. Cette association pourrait induire un effet synergique et semble pertinente pour 

bloquer complètement l’entrée du SARS-CoV-2 au site de primo-infection.  

De manière intéressante, l’apparition du variant Omicron a suggéré de nombreuses 

hypothèses quant à son infectivité. Aujourd’hui encore, il n’existe pas de données concrètes à ce 

sujet. Cependant, trois articles actuellement sur Biorxiv et en révision ont montré des résultats 
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cohérents. Les principales conclusions de Meng et collaborateurs (utilisant des pseudovirus) sont 

que le variant Omicron se réplique de manière moins efficaces dans les organoïdes pulmonaires et 

les cellules épithéliales pulmonaires par rapport au variant Delta ou à la souche ancestrale (Meng 

et al., 2022). En outre, deux autres équipes ont montré un nombre de copies virales 

significativement plus faible après une infection par Omicron dans les cellules pulmonaires par 

rapport aux variants Delta et Wuhan (Peacock et al., 2022; Willett et al., 2022). Enfin, les trois études 

suggèrent qu’Omicron possède une capacité réduite à former des syncytia, résultant d’une 

diminution de l’entrée du variant par la voie de fusion à la membrane en favorisant l’entrée 

endosomale. Au vu de nos résultats sur la voie d’entrée ciblée par la DSD, il serait intéressant de 

tester cet antihistaminique sur le variant Omicron. 

 

Repositionnement des CADs 

 

Les virus, comme les parasites intracellulaires, exploitent les composants cellulaires pour 

permettre l’entrée virale, la réplication du génome et l’assemblage/relargage des particules virales 

hors de la cellule. Ainsi, des molécules antivirales ciblant les fonctions de l’hôte essentielles pour 

l’infection par de multiples virus en l’absence de toxicité sont des candidats intéressants pour le 

développement de stratégies thérapeutiques antivirales à large spectre. En particulier, 

l’identification de molécules déjà commercialisées, approuvées pour leur utilisation chez l’humain 

et actives contre plusieurs virus, pourrait accélérer la mise en place d’essais cliniques dans le cas 

d’émergences virales dues à des virus hautement pathogènes (Bekerman and Einav, 2015). 

L’hypothèse de départ selon laquelle les traitements donnés aux patients en service 

psychiatrique pourraient protéger de l’infection par le SARS-CoV-2 nous a poussé à évaluer l’effet 

de molécules « FDA-approved », comprenant un groupement cationique amphiphile responsable 

de la perturbation de la voie endosomale. Ces CADs s’accumulent dans les endosomes/lysosomes 

et se retrouvent piégés à l’intérieur (de Duve et al., 1974; Marceau et al., 2012; Tummino et al., 2021), 

ce qui entraine une augmentation du volume lysosomal et une altération de diverses voies 

biologiques (Salata et al., 2017). Dans la littérature et en médecine, de nombreux CADs sont utilisés 

pour traiter une grande variété de maladies humaines, et leur repositionnement thérapeutique 

dans le cadre de l’émergence du SARS-CoV-2 peut être très rapide (Blaess et al., 2021; Norinder and 

Munic Kos, 2019). 

 

Le repositionnement de la desloratadine dans le cas de l’infection par SARS-CoV-2 est 

prometteur in vitro. De plus, cet antihistaminique présente plusieurs avantages : être très bien 

toléré dans la population avec de légers effets secondaires en fonction des personnes traitées et 
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une faible toxicité cellulaire (Devillier et al., 2008; Nakamura et al., 2019). Récemment, un autre 

antihistaminique a aussi montré des effets anti-SARS-CoV-2 robustes in vitro : l’Azélastine qui 

présente une forte affinité pour le récepteur ACE-2 et empêche le SARS-CoV-2 de pénétrer dans 

des cellules HEK-293T-ACE2 (Ge et al., 2021a). Bien que l’Azélastine ne soit pas définie comme telle, 

Villoutreix et al. ont montré que cet antihistaminique appartient à la famille des CADs (Villoutreix 

et al., 2021). Cependant, son mécanisme d’action n’est pas de perturber la voie endosomale comme 

il est montré pour la desloratadine dans notre étude. En outre, d’autres études ont révélé que la 

doxépine et la desloratadine inhibent l’entrée de SARS-CoV-2 en se liant à ACE2 (Ge et al., 2021b; 

Hou et al., 2021). Bien que ces résultats soient prometteurs, nos résultats diffèrent du fait de 

l’approche de criblage utilisé.  

 

La desloratadine, modulatrice de l’inflammation dans les CENH ?  

 

En tant qu’antihistaminique, la DSD possède de nombreuses propriétés anti-

inflammatoires (Agrawal, 2004). Comme dit précédemment, l’infection par le SARS-CoV-2 peut 

devenir extrêmement dangereuse, notamment pour les personnes immunodéprimées et âgées, et 

peut engendrer un orage cytokinique pouvant amener le patient en soins intensifs. Il serait donc 

intéressant de voir si la DSD est capable de bloquer la production de cytokines pro-inflammatoires 

en analysant le milieu basal produit par des CENHs au cours de l’infection, et traitées ou non-

traitées avec la DSD. L’ensemble de ces données fait de la DSD un composé attractif pour le 

repositionnement de médicament dans le cadre de cette pandémie.  

 

La desloratadine en spray nasal ?  

 

La DSD est un antihistaminique de seconde génération utilisé sous la forme de comprimés. 

L’Azélastine, quant à elle, existe sous forme de spray nasal (Ge et al., 2021a). Au regard des données 

actuelles sur le site initial de l’infection par le SARS-CoV-2, à savoir, la cavité nasale, il serait 

intéressant de tester un spray nasal de DSD in vivo sur des souris. L’aspect localisé du médicament 

pourrait être un point positif pour les patients ne souffrant pas d’allergies spécifiques et qui n’ont 

pas besoin d’anti histaminique de façon quotidienne.  
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Annexes 

A) Repositionnement de l’Alisporivir dans le cadre de la pandémie de 

SARS-CoV-2 

 

 Au début de la pandémie de SARS-CoV-2, le laboratoire a mobilisé ses efforts sur le 

repositionnement thérapeutique de l’Alisporivir (ALV).  

 Initialement, l’ALV est un médicament utilisé dans le traitement des hépatites C. Connu 

aussi en tant qu’inhibiteur des cyclophilines, cette molécule a montré un effet antiviral in vitro 

contre différents coronavirus : le SARS-CoV, le MERS-CoV et le HcoV-229E. L’ALV est arrivé en phase 

III d’essai clinique mais a été stoppé en raison de 5 cas de pancréatites dont une mortelle, 

survenues au cours de son association à l’interféron et la ribavirine.  

 

 L’étude de repositionnement de cette molécule a débuté par un criblage en concentrations 

croissantes d’ALV en cellules VERO-E6 infectées par la souche ancestrale du SARS-CoV-2, isolée 

d’un patient à l’hôpital Henri Mondor à Créteil. La chloroquine (CQ) a été utilisée en contrôle positif 

et la production d’ARN viral déterminée par RT-qPCR. Les résultats ont permis de mettre en 

évidence une activité antivirale dose-dépendante in vitro et de calculer des EC50, correspondant à 

la concentration à partir de laquelle nous obtenons 50% d’inhibition de l’infection. De plus, nous 

avons montré que l’ALV n’est pas toxique à des concentrations inférieures à 20 µM, au même titre 

que la chloroquine. Ces données nous ont permis de calculer un index thérapeutique >43 pour l’ALV 

et >57 pour la CQ.  

 Afin de valider ces observations, des expériences d’immunofluorescence en présence de 

concentrations croissantes d’ALV ont été réalisées. L’ARN viral a été marqué à l’aide d’un anticorps 

anti double-brin. Les données obtenues ont permis de mettre en évidence un effet antiviral 

significatif avec une inhibition de 50% de la production d’ARN à 1 µM et de 100% à 10 µM d’ALV.  

 Enfin, pour déterminer l’étape du cycle viral ciblé par l’ALV, une expérience de temps 

d’ajout a été réalisée avec la chloroquine comme contrôle de l’inhibition de la voie endosomale. 

Alors que la chloroquine perd son activité antivirale après 3H post-infection, l’ALV conserve son 

activité jusqu’à 6H post-infection. Nous en avons conclu que l’ALV cible une étape post-entrée du 

cycle de vie de SARS-CoV-2. Ces données ont été confirmées par un test d’entrée. 

Ll’ensemble de ces résultats a permis d’initier un essai clinique de Phase II à l’hôpital Henri 

Mondor.  
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Résumé en français 

 

Le SARS-CoV-2 ("Severe Acute Respirarory Syndrome Coronavirus-2"), nouveau membre de la sous 

famille des Orthocoronavirinae responsable de la maladie COVID-19, a émergé en décembre 2019 

en Chine et s'est rapidement propagé dans le monde, causant une pandémie. Des efforts 

considérables ont été déployés, notamment pour développer en un temps record des vaccins 

efficaces contre le SARS-CoV-2, mais aussi pour comprendre les mécanismes sous-jacents à 

l'infection. Cependant, l'émergence de nouveaux variants montre la fragilité d'un système 

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

 

Dans une première partie de la thèse, nous avons analysé le rôle des petites vésicules 

extracellulaires (sEVs, "small extracellular vesicles") produites au niveau de l’épithélium 

respiratoire nasal dans l'infection par le SARS-CoV-2. Les sEVs sont sécrétées dans de nombreux 

fluides biologiques incluant le mucus de l’épithélium respiratoire. Nous avons caractérisé les sEVs 

produites dans le mucus par des CENH (Cellules Epithéliales Nasales Humaines) (mu-sEVs) 

produisant du mucus contenant ces vésicules (mu-sEVs) et montré que ces dernières contenaient 

ACE2 et TMPRSS2, respectivement le récepteur et la protéase essentiels pour l'entrée virale. Les 

mu-sEVs sont capables de cliver la protéine virale Spike au site S1/S2 et, ainsi, de faciliter l'exposition 

des RBD ("Receptor Binding Domain"), favorisant l'attachement du virus au récepteur cellulaire. 

Ainsi, les mu-sEVs sont capables de compléter le « priming » de Spike effectué par la furine 

intracellulaire. Ce « priming » extracellulaire est dépendant de l’activité du TMPRSS2 à la surface 

des mu-sEVs, génère des virions pré-activés capables de pénétrer plus rapidement dans les cellules 

cibles par fusion membranaire, et suggère un rôle facilitateur du mucus dans l’infection.  

 

Dans une seconde partie de la thèse, nous avons évalué l'activité antivirale des agents cationiques 

amphiphiles (CAD, "Cationic Amphiphilic Drugs"). Parmi 8 CADs testés, 5 possèdent une activité 

antivirale contre le SARS-CoV-2. La desloratadine (DSD), un CAD antihistaminique, entraine une 

diminution de la production d'ARN viral dès 2H post-infection, suggérant l’inhibition d’une étape 

précoce du cycle viral de SARS-CoV-2, probablement l'entrée. De plus, la DSD est active sur d'autres 

coronavirus (HCoV-229E et HCoV-OC43), suggérant une activité antivirale pan-coronavirus. Enfin, 

nous avons évalué l’effet antiviral de la DSD, ex vivo, sur des cultures de CENHs et avons démontré 

une diminution de la production d’ARN viral du SARS-CoV-2. La desloratadine, molécule très bien 

tolérée au sein de la population, pourrait donc être une alternative thérapeutique intéressante 

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

 


