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Résumé

A I’image d’autres virus & ARN, le cycle des Coronaviridae comporte la formation de
structures viro-induites, nécessaires a la réplication du génome viral, et dérivées des membranes
du réticulum endoplasmique (RE). Concernant cette famille virale, les mécanismes de sortie de
la cellule sont encore largement méconnus. Le premier objectif de nos travaux était de décrire
les caractéristiques ultrastructurales du réseau membranaire de réplication du SARS-CoV-2,
par une analyse cinétique en microscopie ¢électronique a transmission. Le second objectif était
de mieux comprendre les mécanismes de sortie de ce virus, en identifiant les structures
cellulaires impliquées lors de cette étape du cycle, par la réalisation de coupes sériées. Dés 6 h
p.i., les cellules infectées présentent des annulate lamellae, organite composé d’une
accumulation de pores nucléaires dans des citernes du RE. A 8 h p.i., un réseau de vésicules &
double membrane (DMVs) se met en place, associé¢ aux premieres images de bourgeonnement
de particules virales dans le ERGIC. A 24 h p.i., on observe I’accumulation de particules virales
dépourvues de spike au sein de grandes vacuoles intracellulaires. L analyse des coupes sériées
a 10 h p.i. a permis de mettre en évidence une sortie par exocytose de particules virales uniques,
au sein de petites vésicules de sécrétion. Ces observations apportent de nouveaux ¢léments de
compréhension du cycle du SARS-CoV-2, et des Coronaviridae en général, qui pourront étre

mis a profit pour la conception et 1’évaluation de molécules anti-virus a ARN a large spectre.



Abstract

Like other RNA viruses, Coronaviridae life cycle requires the formation of viral-
induced organelles derived from the endoplasmic reticulum (ER) membranes, which are
necessary for viral genome replication. Concerning this viral family, the mechanisms of cell
exit are still largely unclear. The first objective of our work was to describe the ultrastructural
characteristics of the membrane replication network of SARS-CoV-2, by a kinetic analysis in
transmission electron microscopy. The second objective was to better understand the exit
mechanisms of this virus, by identifying the cellular structures involved during this step of the
cycle, thanks to serial sections. As early as 6 h p.i., infected cells display annulate lamellae, an
organelle composed of an accumulation of nuclear pores in ER cisternae. At 8 h p.i., a network
composed of double membrane vesicles (DMVs) is established, associated with the first images
of viral particle budding in the ERGIC. At 24 h p.i., we observed an accumulation of spikeless
viral particles within large intracellular vacuoles. Serial sections analysis at 10 h p.i. revealed a
cellular egress by exocytosis of single viral particles, within small secretory vesicles. Our
observations provide new insights into the cycle of SARS-CoV-2, and Coronaviridae in
general. These data could be used for the design and evaluation of broad-spectrum anti-RNA

virus molecules.
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I. Introduction générale

A. Le SARS-CoV-2

1. Historique

Les Coronavirus (CoVs) forment une grande famille de virus &8 ARN simple
brin de polarité positive, infectant de nombreuses especes de mammiferes et d’oiseaux.
Le premier membre de cette famille, le virus de la bronchite infectieuse aviaire (IVB) a
été découvert en 1931 chez des poulets présentant une symptomatologie respiratoire

(Figure 1).

Discovery of Discovery of Emergence of
First HCoV-229E® HCoV-HKU1 (ref.!®) SARS-CoV-2 (refs'#191:19%)
coronavirus
discovered Discovery of Emergence of Discovery of Emergence of SARS-CoV-2
(IBV)’ HCoV-OC43 (ref.%) SARS-CoV*#3184 | | HCoV-NL63 (ref.'®) MERS-CoV'*® pandemic

l
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processing® recombination reverse genetic of double-membrane
1226 clone!®t182 vesicles'*
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sequenced (IBV)'7 Discontinuous | | Electron microscopy
transcription” | | of double-membrane
vesicles'?

Figure 1 : Chronologie du domaine de la recherche sur les coronavirus

(V’kovski et al., Nat Rev Microbiol 19, 155-170 (2021)

En 1966, Hamre et Procknow réussissent a isoler une nouvelle souche virale en culture
cellulaire, a partir des sécrétions respiratoires de patients présentant une rhinopharyngite.
L’agent infectieux responsable, nommé 229E, est le premier coronavirus impliqué en
pathologie humaine découvert (HCoV) (1). Cette découverte est rapidement suivie par
celle d’une autre souche, nommée OC43. Leurs observations en microscopie électronique
a transmission (MET) révelent des particules virales de taille intermédiaire (80-150 nm),
enveloppées, couvertes de spicules qui leur conférent un aspect en couronne (2). Ces
caractéristiques morphologiques sont partagées avec 1I’IBV, ainsi que d’autres virus
animaux, tels que le virus de I’hépatite murine (MHV) et le coronavirus de la gastro-
entérite transmissible porcine (TGEV). Ainsi, la famille des coronavirus (nommée
d’apres I’aspect en couronne en ME) est créée, et ces différents virus y sont regroupés
(3). En 1986, le génome de I’'IBV est intégralement séquencé (4), suivi par la découverte

en 1995 du mécanisme de transcription discontinue du génome viral (5). La premiére
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observation en MET du réseau de réplication composé de vésicules a double membrane
(DMVs) pour un membre de la famille des coronavirus, effectuée avec le modele du
MHYV, est réalisée en 2002 (6). Au cours de cette méme année, un nouveau coronavirus
d’origine zoonotique, le SARS-CoV, émerge en Chine dans la province du Guangdong
(7,8). 11 entraine chez certains patients la survenue d’une atteinte respiratoire sévere avec
un taux de mortalit¢ de 10 %, et sera a I’origine d’environ 8000 cas, avant que sa
transmission ne soit interrompue par des mesures d’isolement des patients atteints et de
limitation des déplacements. L’intérét porté aux coronavirus consécutif a cette épidémie
va permettre 1’identification de deux autres coronavirus humains : NL63 et HUK1 (9,10).
A T'image des HCoV-229E et HCoV-OC43, ces coronavirus sont responsables
d’épidémies saisonnicres, et a l’origine de formes respiratoires bénignes chez les
individus immunocompétents. En 2012, un autre coronavirus d’origine zoonotique, le
MERS-CoV est identifi¢ au Moyen-Orient (11). Ce second coronavirus hautement
pathogéne est parfois responsable d’une atteinte respiratoire sévere chez les patients
infectés, avec un taux de mortalité¢ de 36 %, et a entrainé la survenue de 2500 cas depuis
son émergence. En décembre 2019, la survenue de nouveaux cas de pneumopathies
atypiques a Wuhan, une ville de la province chinoise du Hubei, conduit a I’identification
par séquengage d’un coronavirus dont le génome présente une grande homologie avec le
SARS-CoV, nommé de ce fait SARS-CoV-2 (12-14). L’ensemble des symptomes et
atteintes d’organe, principalement respiratoires, sont regroupés sous le terme de maladie
a coronavirus 2019 (COVID-19). La principale différence qui caractérise le SARS-CoV-
2 par rapport a ses prédécesseurs, réside dans la période de contagiosité, qui précede
I’apparition des signes pour ce dernier. De fait, I’identification des patients infectés et la
mise en place de mesures sanitaires drastiques n’ont pas été suffisantes pour éviter sa
diffusion rapide au reste du monde, du fait de patients asymptomatiques contagieux

(Figure 2).
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8 December 2019
Onset of the first recorded case in
Wuhan

28 February 2020
WHO risk assessment increased to
very high on the global level

31 December 2019
First report of 27 cases of pneumonia
with unknown cause in Wuhan, China

11 February 2020
ICTV named virus SARS-CoV-2 and
WHO named disease COVID-19

2 October 2020
>34,000,000 cases and
>1,000,000 deaths
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\ 29 January 2020
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in Thailand confirmed locked down China PHEIC alert

Figure 2 : Chronologie des principaux événements aux premiers temps de la pandémie de COVID-19
(Hu, B et al., Nat Rev Microbiol 19, 141-154 (2021).)

Le 11 mars 2020, ’OMS déclare 1’état de pandémie mondiale, devant la flambée de cas

de COVID-19 dans I’ensemble des pays du globe. L’engorgement du systéme de santé

par un grand nombre de cas et la pénurie de dispositifs médicaux conduisent de nombreux

Etats a prendre des mesures de confinement des populations. La circulation du virus va

se poursuivre sous la forme de vagues successives de cas, plus importantes a

I’automne/hiver. La dynamique de ces vagues est freinée par la mise en place et le

maintien de mesures sanitaires, et le respect des gestes barri¢res a I’échelle individuelle.

La mise au point de vaccins 4 ARNm et a vecteurs adénoviraux, a permis |’immunisation
9

des populations a partir de la fin de I’année 2020, permettant de réduire en partie la

transmission et de maniére trés efficace la survenue de formes séveres du COVID-19. En

paralléle du déploiement de la vaccination, 1I’émergence de variants du SARS-CoV-2,

plus contagieux et moins sensibles aux anticorps générés par les vaccins, souligne

I’importance d’une réponse coordonnée a I’échelle mondiale. Cependant et depuis les

derniers mois de 2022, I’acquisition progressive d’une immunité collective liée a la

vaccination et a I’infection par le variant trés contagieux Omicron, semblent limiter

I’amplitude des vagues de contamination et d’hospitalisation.
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2. Phylogénie et origines zoonotiques

Au sein de 1’ordre des Nidovirales, la famille des Coronaviridae est elle-

méme divisée en deux sous-familles : les Letovirinae et les Orthocoronavirinae. La sous-
famille des Orthocoronavirinae est composée de quatre genres, dont les représentants

infectent un spectre étendu d’hotes animaux : les Alphacoronavirus, Betacoronavirus,

Gammacoronavirus et Deltacoronavirus (15) (Figure 3).
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Figure 3 : Arbre phylogénétique des Orthocoronavirinae

Les virus infectant I’Homme sont notés en rouge.
(Chan, J. F et al. (2015). Clinical microbiology reviews, 28(2), 465-522.)

Cette diversité et ce tropisme large s’explique par leur plasticité génomique, facilitée par
leur génome viral de grande taille (25 - 31 kb). Ils sont pourvus de mécanismes de
correction génétique (16,17), et leur taux de mutation est relativement faible,
comparativement aux autres virus 2 ARN simple brin (18). Ce taux de mutation est
cependant majoré par les niveaux de réplication élevés des virions dans la cellule hote.
De plus, les coronavirus effectuent durant leur réplication une étape de transcription
discontinue qui leur est propre, et qui implique un changement de matrice lors de la

synthése des ARN sous-génomiques. Ce changement est générateur d’événements de
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recombinaisons homologues entre coronavirus, ou hétérologues avec d’autres familles
virales (19,20), mais aussi de délétions, a 1’origine de I’émergence de nouvelles souches

et de franchissement de barriere d’espece (Figure 4).
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Figure 4 : Origines zoonotiques des Orthocoronavirinae
Les virus infectant I’Homme sont notés en rouge.

(Ghosh, S et al., Microorganisms 2020, 8, 1840.)

Les Alphacoronavirus et Betacoronavirus dérivent probablement d’un ancétre commun
présent chez la chauve-souris (21,22), ces deux genres infectant aujourd’hui les
mammiféres, dont 1’étre humain. A ’inverse, les Gammacoronavirus et Deltacoronavirus
sont probablement issus d’un ancétre commun présent chez 1’oiseau (23), ces deux genres
ayant actuellement un tropisme plus large comprenant de nombreuses especes aviaires et
certains mammiferes. Enfin, les rongeurs ont probablement joué un role de réservoir et
permis 1’émergence des membres du sous-genre Embecovirus. Sur le plan de
I’organisation génomique, les deux tiers du génome situés en 5°, qui codent la réplicase
(ORF 1la et 1b), sont fortement conservés chez tous les Orthocoronavirinae. Les
principaux éléments de divergence se situent dans le dernier tiers du génome, codant les
protéines structurales retrouvées au sein des particules virales. L’ordre des séquences

codant les 4 protéines structurales S, E, M, et N est cependant conservé (Figure 5).
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Figure 5 : Comparaison par alignement des génomes des Orthocoronavirinae

Les séquences présentant des variations entre les différents coronavirus sont représentées en vert, et concernent
des protéines accessoires ou la présence d’une hémagglutinine-estérase (HE) chez certains membres des
Betacoronavirus (MHV, BCoV...).

(Ghosh, S et al., Microorganisms 2020, 8, 1840.)

En revanche, les Betacoronavirus du sous-genre Embecovirus possedent une cinquiéme
protéine structurale : une hémagglutinine-estérase (HE) treés proche de celle retrouvée
chez les virus de la grippe de type C. Une autre différence entre les coronavirus concerne
la présence de protéines accessoires, variables en termes de nombre, de séquence, et de
position entre les séquences codant les protéines structurales. La fonction de ces protéines
est encore largement méconnue, et bien qu’elles ne soient pas indispensables au cycle de
réplication viral, elles semblent notamment jouer un role dans la virulence et les
interactions entre le virus et ’hote. Au-dela de leurs divergences sur le plan génomique,
il existe également de grandes disparités en termes de pathogénicité et d’organes cibles.
Le genre Gammacoronavirus (sous-genre Igacovirus) comprend
principalement des virus aviaires : virus de la bronchite infectieuse aviaire (IBV)

responsable d’une atteinte respiratoire et rénale chez le poulet, coronavirus de la dinde
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(TCoV) ou de la caille (QCoV) a I’origine d’une atteinte digestive. Le seul membre de ce
genre infectant un mammifére est le coronavirus du béluga (Whale-CoV) identifié chez
un seul individu présentant une atteinte respiratoire et hépatique. Le genre
Deltacoronavirus (sous-genre Buldecovirus) comprend le deltacoronavirus porcin
(PDCoV) responsable d’un tableau de gastro-entérite aigiie, et le coronavirus du moineau
(Sparrow-CoV).

Au sein des Alphacoronavirus, le sous-genre Tegacovirus comporte des
souches infectant majoritairement des mammiféres carnivores : les coronavirus canins
(CCoV-I, CCoV-II) a I'origine des formes digestives spontanément résolutives, et les
coronavirus félins (FCoV-I, FCoV-II) également responsables d’atteintes digestives,
parfois compliquées d’une péritonite. Enfin, le coronavirus de la gastro-entérite
transmissible porcine (TGEV) est un autre membre notable de ce sous-genre. On retrouve
deux Alphacoronavirus humains a 1’origine d’une symptomatologie respiratoire
bénigne. Le premier est le HCoV-229E (sous-genre Duvinacovirus) qui présente une
homologie de séquences avec un Alphacoronavirus de chauve-souris hipposideride (24).
Le HCoV-229E est plus proche encore d’un coronavirus retrouvé chez des alpagas
présentant des symptomes respiratoires (25), soulignant le role des camélidés comme
héte intermédiaire. Le second est le HCoV-NL63 (sous-genre Setracovirus), qui aurait
divergé il y a plusieurs si¢cles (500 a 800 ans) a partir d’un coronavirus de chauve-souris
et dont I’hdte intermédiaire reste inconnu (26).

Concernant les Betacoronavirus, le sous-genre Embecovirus comprend le
virus de I’hépatite murine (MHV), le coronavirus bovin (BCoV) a l’origine d’une
symptomatologie digestive et/ou respiratoire, et deux autres coronavirus humains
«bénins » : le HCoV-OC43 qui dériverait d’un coronavirus murin avec un hote
intermédiaire bovin (27), et le HCoV-HKUI1 dont le génome est également proche des
Betacoronavirus murins (10). Enfin, il existe a I’heure actuelle trois Betacoronavirus
humains responsables d’atteintes respiratoires séveres. Le MERS-CoV appartient au
sous-genre Merbecovirus, son histoire évolutive étant étroitement liée a celle d’un
coronavirus de chauve-souris passé chez le dromadaire avant d’infecter ’Homme (28,29).
Le SARS-CoV et le SARS-CoV-2 appartiennent tous deux au sous-genre Sarbecovirus.
La SARS-CoV est probablement issu d’événements successifs de recombinaisons ayant
eu lieu chez la chauve-souris, et dont I’hote intermédiaire probable est la civette masquée
(Paguma larvata), un mammifére présent en captivité sur certains marchés en Chine

(30,31). L’origine zoonotique du SARS-CoV-2 est encore discutée a ce jour. Les premiers
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¢léments a ce sujet ont mis en évidence un degré d’homologie de 96,2 % entre son génome
et celui du coronavirus de chauve-souris RaTG13, isolé chez une espéce de rhinolophe
(Rhinolopus affinis) (12). D’autre part, il existe une grande similarité (97 %) entre la
séquence « Region Binding Domain » (RBD) du SARS-CoV-2, et celle d’un coronavirus
retrouvé chez le pangolin javanais (Manis javanica), suggérant que cette espéce de
mammifeére ait fait office d’hote intermédiaire avant le passage a I’'Homme (32).
Cependant, une analyse ultérieure des séquences a remis en cause cette hypothese, les
similarités observées au niveau des RBD s’expliqueraient plutét par une évolution
convergente liée a la sélection naturelle (33). Une revue récente de la littérature soutient
cependant que ’origine zoonotique du SARS-CoV-2 reste I’hypothése la plus probable,
dans la mesure ou cette émergence présente de nombreux points communs avec celle
d’autre virus dont le caractére zoonotique a été attesté avec un haut degré de certitude
(notamment le SARS-CoV) (34). En outre, ’hypothése d’une sortie du virus d’un
laboratoire de recherche, bien que possible, n’est pour I’instant pas étayée par un nombre

suffisant d’éléments de preuve.

3. Génome et protéines virales
a. Organisation génomique

Le génome du SARS-CoV-2 présente une organisation similaire a celle des
coronavirus humains qui I’ont précédé (35), codé par un ARN simple brin de polarité
positive proche des 30 kb. Cet ARN présente une coiffe en 5’ (5’-cap) et une queue
poly(A) en 3, et peut ainsi faire office d’ARNm traduit d’emblée par la machinerie
cellulaire. Il comporte également des régions 5’ et 3’ non traduites (UTR) formant des
structures tiges-boucles, essentielles a la réplication et a la transcription de I’ARN viral.
Les deux premiers tiers du génome situés en 5’ codent les génes de la réplicase (ORF1a
et ORF1b) permettant la synthése de deux polyprotéines par décalage du cadre de
lecture ribosomique : ppla qui donnera par clivage les protéines non structurales NSP1
a NSP11, et pplab dont seront également issues les protéines non structurales NSP12 a
NSP16 (36) (Figure 6). Le dernier tiers du génome code les quatre protéines structurales
S, M, E et N, ainsi que neuf protéines accessoires (ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a,
ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF9c, ORF10).
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Les séquences du génome notées en rouge différent entre le SARS-CoV et le SARS-CoV-2.
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La papaine-like protéase (PLpro) est codée dans la séquence de la NSP3. La protéase 3C-like (3CL) est codée dans
la séquence de la NSP5. La RdRP est codée dans la séquence de la NSP12. L’hélicase (Hel) est codée dans la

séquence de la NSP13.

(https://viralzone.expasy.org/, SIB Swiss Institute of Bioinformatics)

b. Protéines non structurales et complexe de réplication-transcription

Les coronavirus sont de gros virus complexes, comparativement aux autres virus

a ARN, dont le génome de grande taille permet de coder de multiples protéines non
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structurales, au nombre de 16. Ces protéines non structurales ont pour role d’initier et de

favoriser la réplication et la transcription du génome viral par plusieurs mécanismes

(Tableau 1) (Figure 7) : par le clivage initial des polyprotéines (par NSP3, NSP5), par

la formation de structures cellulaires viro-induites (DMVs) fournissant un environnement

favorable a la réplication (grace a NSP3, NSP4, NSP6), en formant le complexe de

réplication-transcription (composé de NSP7, NSP8, NSP12, NSP13), en réalisant des

modifications post-transcriptionnelles des ARN viraux (par NSP10, NSP14, NSP16), et

en interagissant avec le fonctionnement cellulaire normal au profit de la réplication virale

(grace a NSP1, NSP2). Du fait d’une grande homologie de séquence avec le SARS-CoV,

une grande partie des roles de ces protéines ont déja été ¢lucidés avant I’émergence du

SARS-CoV-2 et lui sont donc transposables.

Name Protein (Full Name) Length (aa) Range Role
N-terminal product Leader protein which acts as host
NSP1 of the viral 180 1-180 translation inhibitor and also degrade
replicase host mRNAs
i Binds to prohibitin 1 and prohibitin 2
NSP2 N-terminal product 638 181-818 (PHB1 and PHB?)
Papain-like Responsible for release of NSP1, NSP2,
NSP3 e 1945 819-2763 and NSP3 from the N-terminal region of
proteinase
pplaand lab
Miﬁz;ﬁi‘:ﬁ{?ﬁng Viral replication-transcription complex
NSP4 P & 500 2764-3263 and it helps modify ER
transmembrane Motibiaties
domain 2 o :
Protei A s Cleaves at multiple distinct sites to yield
NSP5 B 306 3264-3569 mature and intermediate nonstructural
proteinase :
proteins
Putati Induces formation of ER-derived
atative tophagosomes
NSP6 transmembrane 290 3570-3859 dRtopliag )
d ; As well as induces double-membrane
omain ?
vesicles
Forms complex with NSP8 and NSP12
NSP7 KNA-deperident 83 3860-3942 to yield the RNA polymerase activity of
RNA polymerase
poy NSP8
NSP8 Multimeric RNA 198 3943-4140 Makes heterodimer with NSP8 and
polymerase; replicase 12
single-stranded
NSP9 RNA-binding viral 198 4141-4253 May bind to helicase
protein
Growth-factor-like
NSP10 EXCIEIpOssessiis 139 4254-4392 Yet to be deciphered
two zinc binding
motifs
Consists of 13 amino
acids (sadagsflngfav)
NSP11 andidentical to the 13 4393-4405 Unknown
first segment of
Nsp12
RNA-dependent N .
NSP12 RNA polymerase 932 4393-5324 Replication and methylation
RNA-dependent A helicase core domain that binds ATP.
NSP13 RNA polymerase 932 5325-5925 Zinc-binding domain is involved in
(Pol/RdRp) replication and transcription
3 ;
El rqureading Exoribonuclease activit;/ acting in a 3'-5'
NSP14 e 527 5926-6452 direction and N’-guanine
doidinl methyltransferase activit
(ExoN/nsp14) ylHansctas y
EndoRNAse; .
NSP15 nsp15-Al and 346 6453-6798 i o g i g o
nsp15B-NendoU SEivity
’ . Methyltransferase that mediates mRNA
2'-O-ribose . :
NSP16 298 6799-7096 cap 2/-O-ribose methylation to the
methyltransferase

5'-cap structure of viral mRNAs

Tableau 1 : Fonctions des 16 protéines non structurales (NSP) du SARS-CoV-2
(Yadav, R. et al., Cells 2021, 10, 821.)
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Figure 7 : Structures tertiaire et quaternaire du protéome du SARS-CoV-2

Les protéines non structurales sont colorées en bleu, les protéines structurales en rose, et les protéines accessoires
en vert. Les sites de clivage des polyprotéines sont indiqués par des triangles inversés pour la protéinase de type
papaine (PLPro, noir) et la protéase principale (NSPS5, bleu). Pour I’ARN double brin synthétisé par la RdRP, le
brin matrice est coloré en rouge et le brin produit en jaune.

(Lubin et al., Proteins. 2021; 1- 27.)

La protéine pléiotropique NSP3 est une volumineuse protéase de type papaine
comportant plusieurs domaines (37). Deux domaines protéases lui permettent de cliver
précocement les polyprotéines ppla et pplab, afin d’obtenir les différentes protéines non
structurales, un role partagé avec la protéine NSP5. La présence de deux domaines de
type ubiquitine indique des fonctions supplémentaires : le premier domaine de type
ubiquitine permettrait 1’interaction de NSP3 avec la protéine N et les ARN simple brin,
tandis que le second domaine jouerait un role dans la modulation de I’immunité innée.
D’autre part, cette protéine joue un rdle majeur dans le recrutement et I’assemblage du
complexe de réplication-transcription (RTC) au niveau des membranes des DM Vs. Enfin,
la NSP3 s’associe aux protéines transmembranaires NSP4 et NSP6 pour former un
complexe a I'origine de la modification des membranes du réticulum endoplasmique
(RE), qui par un mécanisme en cours d’¢lucidation, conduit a la formation de vésicules a
double membrane (cf. partie [.D.2.b.1) (38,39).

La prise en charge des génomes viraux est assurée par un complexe formé de
la protéine NSP12, associée a un hétérodimere NSP7-NSPS, a un second exemplaire de
la NSP8, et a deux exemplaires de la protéine NSP13 (Figure 8) (40,41). La protéine
NSP12 est une ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp), comportant un domaine
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polymérase en forme de « main droite incurvée » (cupped right hand) similaire a d’autres
polymérases, et divisé en trois sous-domaines (finger, palm, thumb). La matrice ARN est
prise en étau entre les « doigts » et le « pouce » de la polymérase, et entre en contact avec
le site actif situé dans la « paume ». Les protéines NSP7 et NSP§ jouent le role de
cofacteurs de I’activité de la RdRp, en assurant la synthése efficiente de I’ARN du brin
complémentaire (42). La protéine NSP13 est une hélicase qui catalyse 1’ouverture de la
double hélice d’ARN, cette activité nécessitant la présence d’un domaine liant le zinc

situé a ’extrémité N-terminal (43,44).
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Figure 8 : Structures primaire et quaternaire et composants du complexe de réplication-transcription du
SARS-CoV-2

(Yan, L et al., Nat Commun 11, 5874 (2020))

Une fois les ARN viraux synthétisés, les modifications post-
transcriptionnelles sont assurées par le complexe NSP10-NSP14-NSP16, lui-méme
couplé au complexe de réplication-transcription précédemment décrit. Ces modifications
sont essentielles, afin de prémunir les ARN viraux néosynthétisés de la reconnaissance
par les senseurs de I’'immunité cellulaire (cf. partie .D.3.) (45). La protéine NSP14
posséde une activité exonucléasique et méthyltransférase, lui permettant d’assurer d’une
part une activité correctrice (« proof-reading ») et d’autre part la premicre étape de
synthése de la coiffe protectrice de I’ARNm (« capping ») (46,47). La NSP16 posseéde

uniquement une activité méthyltransférase, et assure la seconde étape de la synthese de la
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coiffe (48,49). La NSP10 ne semble pas posséder d’activité enzymatique intrinséque,
mais jouerait le réle d’échafaudage permettant le recrutement de NSP14 et NPS16, et
permettrait de synchroniser les activités de correction et de synthése de la coiffe de ces
deux protéines (50).

Enfin, la protéine NSPI a la capacité de se coupler avec les sous-unités
ribosomiques de la cellule, et d’inhiber ainsi la traduction des ARNm cellulaires au profit
des ARNm viraux (51-53). Elle est également capable d’effectuer des coupures
endonucléolytiques en 5’ des ARNm cellulaires, favorisant leur dégradation (54). Bien
que les roles précis de la protéine NSP2 soient encore méconnus, il a ét¢ montré qu’elle
pouvait se lier aux protéines prohibitines (PHB1 et PHB2) (55). Ces protéines jouent un
role dans de nombreux processus cellulaires physiologiques, comme 1’apoptose, le
fonctionnement mitochondrial ou la régulation du cycle cellulaire. De fait, il est probable
qu’a ’image de NSP1, NSP2 puisse promouvoir la réplication virale, en interférant avec

des fonctions normales de la cellule hote.

c. Protéines structurales

La protéine S (Spike) (Figure 9) est une volumineuse glycoprotéine de fusion
de classe I impliquée dans I’entrée virale, par la reconnaissance du récepteur cellulaire
ACE2. A la surface du virion, cette protéine s’organise sous forme de trimére, chaque
monomere étant formé de deux sous-unités S1 et S2 séparés lors du clivage par la furine
(56). La région S1 est responsable de I’interaction avec les molécules présentes a la
surface de la cellule : le domaine N-terminal (NTD) interagit préférentiellement avec des
molécules glycosylées qui peuvent agir en tant que facteur d’adhérence ou co-récepteur,
tandis que le domaine C-terminal (CTD), qui se lie préférentiellement a des protéines,
interagit avec le récepteur d’entrée ACE2 via son « receptor-binding domain » (RBD).
Les résidus directement au contact du récepteur forment le « receptor-binding motif »
(RBM). Le RBD peut adopter deux configurations, un état « up » qui 1’expose a
I’extérieur de la Spike et facilite ’interaction avec I’ACE2, et un état « down » placé a
I’intérieur de la structure de la Spike et qui le rend moins accessible aux anticorps

neutralisants.
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Viral membrane

Figure 9 : Structures et domaines de la glycoprotéine d'enveloppe Spike du SARS-CoV-2

Structure primaire (en haut), et structure quaternaire (en bas) en vues latérale et supérieure de la forme pré-fusion
de la protéine S, avec un seul « RBD up ». Les deux autres protéines S avec un RBD « down » sont représentées
en gris. Les domaines de la protéine S en « RBD up » sont représentés en couleurs, correspondant a celles
utilisées pour la structure primaire de la protéine S.

SS : signal sequence; S2' : S2' protease cleavage site; FP : fusion peptide; HR1 : heptad repeat 1; CH : central
helix; CD : connector domain; HR2 : heptad repeat 2; TM : transmembrane domain; CT : cytoplasmic tail.

(Wrapp Daniel ef al., Science. 13 mars 2020;367(6483):1260-3.)

Sur les virions, plusieurs combinaisons de trimeéres co-existent : le plus souvent, ils
présentent leur trois RBD en position « down », quand d’autres exposent un RBD en
«up » et deux RBD en « down » (57). La région S2 est responsable de la fusion entre les
membranes cellulaires et virales. Elle comporte deux « heptad repeat domains » (HR1 et
HR2) qui subissent un changement conformationnel trés important pendant le processus
de fusion, permettant d’ancrer le peptide de fusion dans la membrane de cellule afin de la
déstabiliser. La protéine Spike est ancrée dans 1’enveloppe virale via un domaine
transmembranaire, et se termine a I’ intérieur de la particule virale par une courte extrémité
C-terminale palmitoylée. Enfin, cette protéine possede de nombreux motifs de N-
glycosylation, impliqués dans la modulation de la reconnaissance par le systéme
immunitaire (« shielding ») et les changements conformationnels liés au processus de

fusion.
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La protéine N (Nucléocapside) possede trois domaines distincts : un domaine
N-terminal (NTD) impliqué dans I’interaction avec I’ARN viral, un domaine de liaison
central non structuré, et un domaine C-terminal (CTD) impliqué dans la dimérisation des
protéines N (58). Lors de la morphogenése virale, les protéines vont s’assembler le long
du génome (conformation en « collier de perles ») et faciliter son empaquetage au sein de
la particule virale, tout en favorisant son bourgeonnement. La colocalisation de N avec le
complexe réplicase indique également un rdle plus précoce, promoteur de la transcription
des génomes viraux (59).

La protéine M (Membrane) posséde trois domaines transmembranaires, et
s’oligomérise au sein des membranes du compartiment intermédiaire RE-Golgi (ERGIC)
(60,61). Son rdle principal consiste a servir de plateforme d’assemblage des virions, en
recrutant les trois autres protéines structurales autour d’elle et en augmentant la courbure
des membranes lors du bourgeonnement (cf. partie L.E.1.) (62).

Enfin, la protéine E (Enveloppe) est une petite protéine transmembranaire
formant un canal ionique. Bien que facultative pour la réplication virale, la présence de la
protéine E semble améliorer le processus d’assemblage des particules virales, en
favorisant la courbure des membranes en synergie avec la protéine M (cf. partie LE.1.).
Elle agit aussi probablement comme une viroporine, en induisant une dépolarisation
membranaire favorable au processus de fission des membranes lors du bourgeonnement.
Elle joue aussi un rdle direct dans la pathogenése virale, notamment par I’activation de
I’inflammasome (63,64). Enfin, il a ét¢ montré pour le SARS-CoV et le SARS-CoV-2
que la protéine E pouvait former un complexe avec la protéine membranaire PALS1, qui
participe a la formation des jonctions cellulaires. Cela entraine la déstabilisation des
jonctions serrées, perturbant la polarité des épithélium infectés et contribuant ainsi a la

diffusion du virus a travers les barrieres de 1’organisme (65,66).

d. Protéines accessoires

Au-dela des protéines structurales, les ARN sous-génomiques synthétisés a
partir de ’extrémité 3’ du génome du SARS-CoV-2 codent 11 protéines accessoires.
Certaines de ces protéines posseédent leur propre cadre de lecture (ORF3a, ORF6, ORF7a,
ORF7b, ORF8, ORF10), d’autres ont émergé par chevauchement au sein d’une séquence
codante déja existante (« novel overlapping ») a I'image de ORF3b et ORF3d, ou par
décalage du cadre de lecture (« leaky scanning ») lors de la traduction (ORF9b dans la

séquence de la N). Ces protéines sont donc liées a I’histoire évolutive des Coronaviridae,
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la disparition ou I’émergence d’une nouvelle protéine accessoire caractérisant souvent
I’espéce virale émergente. Bien que majoritairement facultatives pour la réplication
virale, elles interférent avec de nombreux facteurs cellulaires et immunitaires, et jouent
ainsi un rdle de premier plan dans la virulence et la pathogenése du virus (67). En
particulier, plusieurs protéines accessoires du SARS-CoV-2 interfeérent avec la réponse
interféron de type I, comme cela est évoqué dans les revues de Sa Ribero ef al. (68) et
Jouvenet et al. (69). 1l est important de noter que de nombreuses inconnues persistent a
ce jour concernant la structure et/ou la fonction de certaines protéines accessoires.

ORF3a est une protéine transmembranaire structurée comme une viroporine,
et la plus volumineuse des protéines accessoires (275 aa). Elle détourne plusieurs
mécanismes cellulaires essentiels, avec la capacité d’induire ’apoptose via la voie
extrinséque, par D’activation de la caspase 8 (70). Elle perturbe également la voie
lysosomale, affaiblissant ainsi 1’activité d’autophagocytose de la cellule et en favorisant
I’évasion lysosomale des virions néoformés (71). Elle est également impliquée dans la
génération de 1’orage cytokinique observé dans les formes séveres de COVID-19, en
induisant notamment la sécrétion d’IL-18 et 1’activation de la voie NF- kB (72).

ORF3b est une trés petite protéine (22 aa), bien plus courte que son
homologue exprimée par le SARS-CoV (153 aa). Il a été montré que cette protéine est un
puissant antagoniste de la voie de I’interféron de type I, plus efficacement que lors d’une
infection au SARS-CoV (73). Sur le plan phylogénétique, cette délétion de la protéine
ORF3b est retrouvée chez des virus de chauve-souris et de pangolins apparentés au
SARS-CoV-2. ORF3d est une innovation récente présente chez le SARS-CoV-2, qui
semble interagir avec certaines protéines mitochondriales (74).

ORF6 et ORF7a sont également deux antagonistes de la voie de I’interféron de
type I, par des mécanismes différents. ORF6 a la capacité de bloquer I’import du facteur
de transcription STAT du cytoplasme vers le noyau, inhibant la transcription des geénes
liés a D’interféron (75). ORF7a utilise probablement I’ubiquitination pour augmenter sa
capacité a inhiber I’'TFN-I (76).

L’expression d’ORF8, une protéine sécrétée et structurée sous-forme de
domaines Ig-like, est une caractéristique unique du SARS-CoV-2 (77). A I'image de la
protéine N et de ORF3d, ORF8 génere une des plus puissantes réponses anticorps
spécifiques, parmi tous les antigénes du virus (78). La délétion de ’ORF8 chez certains
variants entraine une diminution de la sévérité clinique de 1’infection chez les patients,

avec une hypoxie moins importante et un relargage de cytokines inflammatoires moins
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¢leve (79). Elle semble étre un immunomodulateur tres efficace, en diminuant la réponse
IFN-I, et en interagissant avec la présentation du complexe majeur d'histocompatibilité
de classe I (80).

La protéine ORF9b a également la capacité d’inhiber la voie de synthese de
I’IFN de type I, en formant un complexe avec la protéine mitochondriale TOM70 (81).
Enfin, il a ét¢é montré que la protéine ORF10 inhibe la réponse immunitaire innée via

I’induction de la mitophagie, par la dégradation de la protéine MAVS (76).

4. Cycle de réplication

L’étape initiale du cycle du SARS-CoV-2 (Figure 10) est celle de la rencontre
entre la particule virale et les molécules glycosylées présentes a la surface d’une cellule
permissive pour ’infection, utilisées comme facteurs d’attachement (82,83). La liaison
s’effectue par le biais d’interactions ¢électrostatiques entre le glycane (ex : HSPG), chargé
négativement, et le RBD de la protéine Spike qui comporte un motif fortement
¢lectropositif. Ce motif d’interaction avec les molécules glycosylées est adjacent mais
distinct du RBM, impliqué dans I’interaction avec le récepteur primaire ACE2, les deux

liaisons n’étant donc pas mutuellement exclusives.
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Figure 10 : Cycle viral du SARS-CoV-2
Les interactions entre le virus et la cellule hote sont entourées en rouge.

(https://viralzone.expasy.org/, SIB Swiss Institute of Bioinformatics)
L’ACE2 a été récemment identifié comme récepteur primaire d’entrée du

SARS-CoV-2. Cette protéine transmembranaire s’organise sous forme de dimere a la

surface des cellules, sur lequel un exemplaire de protéine Spike (parmi les trois
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exemplaires de ’homotrimere) va reconnaitre le domaine peptidase situé¢ en N-terminal

de la protéine (Figure 11). Le processus de fusion nécessite une étape d’amorgage

(« priming protease »), par le clivage protéolytique de la protéine Spike (84,85).
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Figure 11 : Processus de fusion de la particule virale du SARS-CoV-2 et changement conformationnel de la

protéine Spike

(Sasisekharan R., N Engl J Med. 22 avr 2021;384(16):1568-71.)

44



SARS-CoV

.' o

—> of 3
@Virus St 4
binding K‘ o

eRss2 7

TMPRSS iy, Pea
SARS-CoV-2 ( VA @) Cathepsin- (3) Membrane
¥ Y o dependent fusion
— &
@Virus S

endocytosis catl

binding

—_—
@ Virus

binding ool CAECAMS

TMPRSS2 f‘f/f\‘ %\
— @ Membrane
&

HCoV-HKU1 % fusion

NeuSAc

S ——
@ Virus

g
binding

TMPRSS2 %\(‘g

'V > [ HS
FeaN | () Membrane fusion and
"\,' genome release

% @ Clathrin- ’
x mediated
) endocytosis % %
e

(@) Trafficking to low
pH endosome

HCoV-NL63

—
@ Virus

binding

TMPRSS2 ¢ P @ Membrane
HCoV-229E R\( e
i e (@) caveolin-
4 mediated
@ Virus . endocytosis
binding
® Trafficking to low
HCoV-0C43 pH endosome
14 Sl
a4 7
D:%‘m i D:% NeuSAc
dﬂ'i&‘% @ Virus d"g“‘z..-...
binding {
%) (2) Membrane

TMPRss2 7 D?f% fusion

Figure 12 : Mécanismes et voies d'entrée des coronavirus humains

HSPG : heparan sulfate proteoglycans; NeuS5SAc : N-acetyl-9-O-acetylneuraminic acid; CEACAMS
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 5; APN : aminopeptidase N; DPP4 : dipeptidyl
peptidase 4 ; NRP1 : neuropilin 1; KLK13 : kallikrein 13 ; cathepsin L : catL

(Synowiec A, Clin Microbiol Rev. 2021 Jan 13;34(2):e00133-20.)

Par rapport aux autres coronavirus humains, le SARS-CoV-2 se distingue par
un site de clivage par la furine S1/S2, clivage qui sera réalis¢ dans un premier temps et
en extracellulaire. L’exposition du peptide de fusion nécessite un deuxieéme clivage
(« activating protease ») au niveau du site S2°, I’enzyme compétente variant en fonction
de la voie d’entrée (Figure 12), comme cela a été montré pour le clivage par la furine de
la Spike du SARS-CoV, par Belouzard et al. (84). Il peut aussi étre effectué par la protéase
a sérine transmembranaire TMPRSS2, d’emblée a la surface de la cellule, médiant une
fusion directe a la membrane plasmique de la particule virale. En I’absence de clivage par

TMPRSS?2, la particule virale sera endocytée, et le clivage aura lieu secondairement dans
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I’endosome par une protéase intracellulaire (cathepsine B ou L), induisant la fusion de
I’enveloppe virale avec la membrane endosomale. Le clivage protéolytique de la protéine
Spike entraine un changement conformationnel majeur, conduisant a I’ancrage du peptide
de fusion dans la membrane plasmique ou endosomale, puis au rapprochement des
membranes cellulaires et virales initiant la formation du pore, précédant la fusion.

Finalement, pour les coronavirus, les voies d’entrée et les mécanismes mis en
jeu varient selon 1’espéce considérée : par fusion directe a la membrane plasmique, ou par
internalisation via I’endocytose (dépendante de la clathrine ou de la cavéoline) puis fusion
a la membrane de I’endosome (Figure 12). Ces deux voies ne sont pas mutuellement
exclusives chez une méme espece virale. Concernant le SARS-CoV-2, la souche sauvage
et le variant Delta rentrent dans la cellule préférentiellement par fusion directe, 1a ou le
variant Omicron rentre par endocytose. Ces différences pour ’étape d’entrée virale
peuvent en partie expliquer les différences de tropisme et de physiopathologie observées
entre ces variants.

La libération du génome viral dans le cytoplasme puis sa décapsidation, sont
suivies par la traduction de ’ORF1la et ORF1b, présentes sur I’ARN viral de polarité
positive, en polyprotéines (ppla et pplab) (86). Les deux polyprotéines sont ensuite
clivées par les protéases virales NSP3 et NSP5 en 16 protéines non structurales matures.
Une fois le clivage effectué, la protéine NSP1 va cibler la machinerie cellulaire dédiée a
la traduction, en se couplant aux sous-unités ribosomales pour favoriser la traduction des
ARN viraux au détriment des ARN cellulaires (53). En parall¢le, les protéines NSP3,
NSP4 et NSP6 s’inseérent dans les membranes du RE, et en modifient la courbure pour
générer des organites de réplication virale («viral replication organelles »),
principalement des DMVs, au sein d’un réseau de membranes convolutées (CMs) (cf.
partie L[.D.1.fi) (38,87). Les DMVs fournissent au virus un environnement
compartimenté favorable a la réplication et probablement protégé des senseurs de
I’immunité cellulaire innée présents dans le cytoplasme. Les protéines NSP7, NSPS,
NSP12 et NSP13 s’assemblent ensuite pour former le complexe de réplication-
transcription (RTC), en s’insérant dans les membranes des DM Vs (cf. partie 1.D.2.b.ii.)
(88,89). Les ARN viraux néosynthétisés sortent ensuite des DMVs par des pores
moléculaires viraux, constitués de protéines NSP3 (cf. partie I.D.2.b.iii.), pour rejoindre
le cytoplasme.

La réplication virale commence, a partir du génome viral de polarité positive,

par la synthése de ’ARN génomique de polarité négative, ce nouveau brin servant a son
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tour de matrice pour la génération de nouveaux génome viraux de polarité positive

(Figure 13).
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Figure 13 : Mécanismes de réplication et de transcription du SARS-CoV-2
gRNA: genomic RNA, sgRNA : subgenomic RNA, TRS : transcription regulatory sequence
(Malone B et al., Nat Rev Mol Cell Biol. janv 2022;23(1):21-39.)

Ces génomes seront ensuite empaquetés dans les virions en formation. En paralléle de la
réplication des génomes viraux, la syntheése des ARN sous-génomiques s’effectue par un
mécanisme original de transcription discontinue ou nichée (« nested / discontinuous
transcription) » (90). C’est d’aprés ce mécanisme original de transcription nichée que
I’ordre des Nidovirales a ét¢ nommé. Au sein des séquences codant les protéines
structurales, chaque ORF comporte en 5’ une séquence de régulation transcriptionnelle
(TRS), qui a pour fonction de rediriger la polymérase virale vers un autre site présent sur
I’ARN, et de servir d’amorce pour poursuivre I’¢longation du brin en cours de synthese.
Les TRS présents au sein des séquences codant les ARN sous-génomiques sont nommés
« TRS-Body » (TRS-B), tandis que le TRS présent en 5’ du génome viral est nommé
« TRS-Leader » (TRS-L) (Figure 13). Lors de la synthése du brin de polarité négative
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d’un ARN sous-génomique, la transcription est interrompue lorsque la polymérase
rencontre un TRS-B. La polymérase peut ensuite soit réinitier la transcription jusqu’au
TRS-B suivant, soit se détacher de I’ARN génomique. Aprés ce détachement, la
complémentarité en base des TRS-B et TRS-L permet ensuite au brin négatif en cours de
synthése de s’hybrider avec la polymérase sur le TRS-L (« template switching »), et finir
I’¢longation par la synthése de la courte séquence de téte (« leader sequence »). Enfin, les
ARN sous-génomiques de polarité positive sont synthétisés a partir des brins de polarité
négative, avant d’étre traduits en protéines structurales ou accessoires. Ainsi, tous les
ARN sous-génomiques, de longueurs variables, sont pourvus d’une séquence de téte
similaire en 5°, et d’'une queue poly-A en 3’.

Une fois traduites par la machinerie cellulaire, les protéines structurales S, M, E
et N s’ancrent dans les membranes du RE, puis transitent par le ERGIC au sein duquel
les protéines N interagissent avec les génomes viraux néosynthétisés (cf. partie L.E.1.)
(91). Les virions bourgeonnent ensuite dans la lumiére de vésicules apparentées au
ERGIC avant d'étre sécrétés, par un mécanisme encore mal compris, hors de la cellule

(cf. partie .LE.2.).

5. Dynamique évolutive et variants

Bien que son taux de mutation soit plus bas que ceux des autres virus a ARN,
le nombre trés important d’infections par le SARS-CoV-2 a I’échelle mondiale, a
rapidement conduit a une divergence des séquences des virus circulants a partir de la
souche initiale. Bien que ces mutations surviennent partout dans le génome, celles qui
concernent la séquence codant la protéine Spike peuvent avoir un effet majeur sur la
transmissibilité, notamment en modifiant les interactions avec le récepteur d’entrée virale.
La description de nouveaux variants est donc principalement basée sur la combinaison de
mutations situées dans cette séquence. Les variants préoccupants (VOC), désignés par
I’OMS par une lettre grecque, sont porteurs de mutations formellement identifiées comme
modifiant la transmissibilité, la sévérit¢ de l’infection, et/ou 1’efficacité des outils
prophylactiques et thérapeutiques (échappement aux vaccins et aux anticorps
monoclonaux). Le regroupement de variants issus d’un méme ancétre commun forme une
lignée, dont la nomenclature est régie par le systtme PANGOLIN (Phylogenetic
Assignment of Named Global Outbreak Lineages). Du fait de 1’augmentation de la

transmissibilité des variants, 1’histoire évolutive du SARS-CoV-2 s’explique par une
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compétition pour I’hote entre les différentes souches circulantes, avec des événements de

remplacement du variant majoritaire par un nouveau variant plus contagieux (Figure 14).

Clade A

[l 20H (Beta, v2) [] 228 (Omicron)
W 201 (Alpha, V1) ] 22¢ (Omicron)
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B 211 (Delta) B 22F (Omicron)
B 21 (Delta) [119A
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[ 21D (Eta) [1 208
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Figure 14 : Phylogénie et fréquences relatives des variants du SARS-CoV-2 parmi les souches circulantes
(Janvier 2020 - Janvier 2023)

La souche sauvage Wuhan est représentée en gris, et les sous-variants d’Omicron en vert/ jaune / orange / rouge.
Les autres variants sont représentés en violet / bleu.

(https://gisaid.org/phylodynamics/global/nextstrain/)

Si lors des premiers mois de la pandémie, I’histoire évolutive du virus
présentait une certaine stabilité, la fin de I’année 2020 a vu I’émergence de deux nouveaux
variants préoccupants a partir de zones géographiques distinctes. Le variant Alpha (lignée
B.1.1.7) a été identifié¢ au Royaume-Uni en décembre 2020 (92), porteur de 8 mutations
dans la Spike (Figure 15), dont la mutation N501Y située dans le RBD qui augmente
I’affinité pour le récepteur ACE2 et I’entrée dans les cellules (93,94).
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Figure 15 : Domaines de la protéine Spike et mutations caractérisant les variants préoccupants (VOC) du

SARS-CoV-2 (Janvier 2023)

Les fléches rouges en pointillés indiquent 1’apparition d’un sous-lignage.

(https://viralzone.expasy.org/, SIB Swiss Institute of Bioinformatics)

Ce variant a été estimé entre 43 % et 82 % plus transmissible que la souche sauvage, et

est devenu majoritaire dans le monde en mai 2021. Le variant Béta (lignée B.1.351) a été

pour la premiere fois identifi¢ en Afrique du Sud en octobre 2020 (95) et comportait 8
mutations dans la Spike, dont 3 situées dans le RBD (K417N, E484K, et N501Y),

¢galement identifiées comme augmentant son affinité¢ pour ACE2. En dehors d’une plus

grande transmissibilité de ce variant, il a aussi été mis en évidence une résistance accrue

aux anticorps neutralisants (96). Ces deux variants ont rapidement été supplantés par le

variant Delta (lignée B.1.617.2), identifié pour la premiére fois dés octobre 2020 en Inde

(97) et porteur de 10 mutations dans la Spike. Plus transmissible encore que les précédents

variants, et de nouveau a I’origine d’une diminution de I’efficacité vaccinale en particulier
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chez les patients n’ayant pas recu de dose de rappel, il va s’imposer pour devenir le variant
majoritaire dans le monde en septembre 2021. Les variants Alpha, Béta et Delta ont pour
point commun d’étre porteurs de la mutation D614G de la Spike, identifiée comme un
¢lément déterminant de I’augmentation de la transmissibilité de ces souches, en stabilisant
la structure de la Spike et en favorisant son interaction avec la protéase TMPRSS2
(98,99). Enfin, une étape majeure de 1’évolution du SARS-CoV-2 a été franchie avec
I’émergence du variant Omicron (lignée B.1.1.529) identifi¢ en Afrique du Sud en
novembre 2021. Son génome diverge clairement des variants qui ’ont précédé,
notamment du fait de nouvelles mutations situées dans les séquences codant les quatre
protéines structurales du virus, dont la protéine de nucléocapside, ainsi que de
nombreuses mutations des protéines non structurales (100). Des modélisations ont estimé
sa contagiosité comme 10 fois plus importante que la souche sauvage, et environ 2,8 fois
plus contagieux que le variant Delta (101), remplagant ce dernier a 1’échelle mondiale en
seulement deux mois. En outre, I'immunité conférée par les précédents variants semble
perdre en efficacité, augmentant considérablement le nombre de réinfections (102).
L’évolution rapide de ce nouveau variant a conduit a I’émergence de sous-lignées, la
sous-lignée BA.1 initiale étant remplacée par la BA.2, puis a 1’été 2022 par les sous-
lignées BA.4 et BA.5. Vis-a-vis de ces deux derniéres sous-lignées, les vaccins et les
anticorps monoclonaux utilisés jusque-la présentaient une efficacité fortement réduite
(103), ce qui a conduit a la mise au point de vaccins bivalents Wuhan et Omicron (cf.
partie [.B.6.). La sous-lignée BA.2 a évoluée en sous-variant BA.2.75, détecté en Inde en
mai 2022. Enfin, le sous-variant XBB.1.5 issu d’une recombinaison entre le BA.2.75 et
le BA.2.10.1, est de nouveau plus transmissible que ses prédécesseurs, et devenu

majoritaire aux USA en janvier 2023.

B. Maladie a coronavirus 2019 (COVID-19)
1. Epidémiologie

Le SARS-CoV-2 est un virus a transmission respiratoire interhumaine, par le
biais de gouttelettes ou d’aérosols (104). Il existe également des arguments en faveur
d’une transmission par le biais de fomites (105) ou par voie féco-orale (106). Concernant
les fomites, plusieurs études ont démontré la persistance du virus dans I’environnement
parfois plusieurs jours, sur des surfaces en plastique ou métalliques (105,107). La

diffusion rapide du virus a I’échelle mondiale avec la mise en défaut des premicres
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mesures barricres, s’explique probablement par une réplication intense et précoce dans le
nasopharynx des patients infectés, a I’origine d’une contagiosité survenant environ 2 jours
avant I’apparition des symptdmes. Ainsi, certains patients encore asymptomatiques mais
déja contagieux ont pu passer au travers des mesures d’isolement pourtant mises en place
précocement. A I’inverse, la diffusion limitée du SARS-CoV en 2002-2003 s’expliquait
probablement par une contagiosité survenant apres le début des symptomes, facilitant
I’isolement des patients contagieux car symptomatiques (Figure 20) (108). Depuis son
émergence en Chine fin 2019, le SARS-CoV-2 a diffusé a I’ensemble des pays du globe
en avril 2020 (Figure 16).

days since first case

1
1 21 42 62 83 103

Figure 16 : Chronologie de I'apparition des premiers cas de COVID-19 par pays, et de la diffusion du SARS-
CoV-2 aI’échelle mondiale

La couleur des pays correspond au nombre de jours depuis ’apparition du premier cas de COVID-19 en Chine.

Les pays colorés en rouge / orange ont été les premiers touchés, les pays en bleu les derniers touchés.

(Machado JAT, Lopes AM., Nonlinear Dyn. 1 mai 2020;100(3):2953-72.)
Depuis lors, dans son bulletin épidémiologique du 11 janvier 2023, ’OMS a estimé le
nombre de cas & 659 millions depuis le début de la pandémie, et le nombre de déces a
environ 6,6 millions. Les pays les plus touchés sont les Etats-Unis (1 127 000 décés), le
Brésil (695 000 déces) et I’Inde (530 000 déces) (Figure 17). La Chine fait probablement
aussi partie des pays les plus touchés, mais aucun chiffre officiel ne permet de s’en
assurer.

Concernant la survenue d’une forme séveére de COVID-19, il a été montré une

association claire avec les caractéristiques suivantes : obésité, pathologie cardiaque ou
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2020

respiratoire  préexistante, insuffisance rénale chronique, diabéte, cancer,

immunodépression, sexe masculin, age > 65 ans, grossesse (109,110).

Morts quotidiennes dues au Covid-19 par grands ensembles. Moyenne glissante sur
21jours.

Reste de I'Europe

Moyen-Orient

Afrique

2021 2022 2023

Figure 17 : Evolution du nombre de décés quotidiens liés au COVID-19 par zones géographiques (2020 -

2023)

(https://www.lemonde.fi/les-decodeurs/article/2022/06/29/covid-19-le-tableau-de-bord-de-1-epidemie)

2. Physiopathologie

L’entrée du SARS-CoV-2 dans une cellule hote s’effectue par le biais de
I’interaction de la protéine Spike et du récepteur primaire ACE2. Cette protéine cellulaire
transmembranaire est une enzyme jouant un role essentiel dans le systeme rénine -
angiotensine - aldostérone, une cascade endocrinienne de régulation de la pression
artérielle et de ’homéostasie hydrosodée. De fait, I’ ACE2 est exprimé dans de nombreux
organes et types cellulaires : cellules épithéliales du tractus respiratoire (cellules ciliées,
cellules a mucus, pneumocytes de types I et II), entérocytes du duodénum et de 1’iléon,
cellules ¢épithéliales du tube proximal du rein, cellules myocardiques, cellules

endothéliales capillaires et des gros vaisseaux (Figure 18) (111).
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Figure 18 : Niveau d'expression d’ACE2 dans I'organisme humain par organe

Médiane du niveau d’expression mesuré par séquencage de I’ARN, en pTPM (protein-transcripts per million).
(Ong, S.Y.Q., Exp Mol Med 53, 483-494 (2021).)

L’infection par le SARS-CoV-2 peut ainsi avoir des conséquences vasculaires en
entrainant des dommages sur les cellules endothéliales exprimant I’ACE2. Cette action
pro-inflammatoire et pro-thrombotique passe par la génération de thrombine, 1’inhibition
de la fibrinolyse et I’activation de la cascade du complément, menant a la formation de
microthrombi dans plusieurs organes (poumon, rein, foie, myocarde...) (112,113).
L’activation des polynucléaires neutrophiles entraine la formation de « neutrophil
extracellular traps » (NETs) qui majorent I’activation de la coagulation et les dommages
endothéliaux (114). Au cours d’un COVID-19 sévere, Iatteinte systémique et multi-
organe est ¢galement favorisée par une hyperactivation du systéme immunitaire avec le
recrutement de monocytes et de polynucléaires neutrophiles (115). Ces cellules
inflammatoires sécrétent massivement des cytokines (TNF o, GM-CSF, IL-1, IL-6, IFN-

y...) a l’origine d’un véritable « orage cytokinique » (Figure 19).
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Figure 19 : Physiopathologie du COVID-19
(Gupta, A., Nat Med 26, 1017-1032 (2020))

Ainsi, si les formes bénignes de COVID-19 se manifestent uniquement au
niveau respiratoire, les formes séveres doivent étre vues comme une véritable pathologie
systémique avec une atteinte multi-organe. L’expression d’ACE2 dans de nombreux
types cellulaires de I’organisme pose la question de la réplication virale potentielle dans
les organes touchés, se surajoutant a des mécanismes inflammatoires et de

microthromboses indirects avéreés.

3. Atteinte respiratoire et symptomatologie

Les premicres cellules ciblées par le SARS-CoV-2 lors d’une infection
naturelle semblent étre les cellules ciliées du nasopharynx ou de la trachée (116). Ainsi,
le site primaire d’infection est le plus souvent situé¢ au niveau de la sphere respiratoire
haute. Une premiére réponse immunitaire locale va se mettre en place : détection des
ARN viraux par les récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRRs,
notamment le MDAS) des cellules ciliées entrainant la sécrétion d’interférons (type I et
IIT) et de chimiokines (117,118). Cette réponse est amplifiée par les cellules épithéliales
voisines et les cellules immunitaires résidentes (neutrophiles, macrophages, cellules
dendritiques) activées de manicre paracrine, ou via les TLRs endosomaux des cellules
inflammatoires (119). Lors de cette phase initiale, les premiers symptomes surviennent
entre 4 et 5 jours apres I’infection (Figure 20), avec I’apparition d’une toux, d’une fi¢vre,

de céphalées et de myalgies.
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Figure 20 : Cinétique de ’infection par le SARS-CoV-2 et sévérité du COVID-19

https://viralzone.expasy.org/, SIB Swiss Institute of Bioinformatics

Chez les patients présentant une forme 1égére ou intermédiaire de COVID-19, I’infection
est spontanément résolutive avec une disparition compléte des symptomes dans les 15
jours suivant I’infection. En revanche chez les patients présentant une forme sévere de
COVID-19, I’absence de clairance de I’infection virale par la réponse immunitaire initiale
(réponse IFN-I/III trop faible et retardée) permet au virus de disséminer a 1’ensemble du
tractus respiratoire de maniére descendante, en infectant majoritairement les cellules
ciliées bronchiques. L’infection de ces cellules a probablement pour conséquence une
diminution de la clairance muco-ciliaire, avec une stase des sécrétions respiratoires
favorisant la diffusion du virus en distalité de I’arbre bronchique (120). Une fois 1’alvéole
atteinte, le virus infecte en priorité les pneumocytes de type I (121) dont la mort cellulaire
entraine une destruction de 1’épithélium alvéolaire. Ces dommages alvéolaires initient la
survenue d’un syndrome de détresse respiratoire aigiie (SDRA), cliniquement caractérisé
par une hypoxémie sévere, associée a des opacités pulmonaires bilatérales a I’imagerie
thoracique. Le SDRA survient généralement 10 jours apres le début des symptomes. Sur
le plan tissulaire, le SDRA est caractérisé par la survenue de dommages alvéolaires diffus
en suivant trois phases : exsudative, proliférative et fibrotique. La phase exsudative est

définie par la formation d’un cedéme interstitiel et intra-alvéolaire (Figure 21).
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Figure 21 : Mécanismes a l'origine du SDRA lié au COVID-19
AT?2 : alveolar type 2 epithelial cell
(Lamers, M.M., Nat Rev Microbiol 20, 270-284 (2022).)

Lors de cette phase, la destruction par le SARS-CoV-2 de I’épithélium alvéolaire et de
I’endothélium capillaire sous-jacent entraine 1’exposition du facteur tissulaire avec le
plasma, activant la cascade de la coagulation (122). Ce processus est a I’origine de la
formation de membranes hyalines, exsudats riches en fibrine qui vont limiter les échanges
gazeux au niveau de la barriére alvéolo-capillaire. L’activation de la coagulation géncre
¢galement des microthrombi dans les capillaires pulmonaires qui vont migrer dans la
circulation, responsables de complications thrombotiques extra-respiratoires.
L’interaction du virus avec le récepteur ACE2 entraine la diminution de son activité
enzymatique et ’activation de la voie kinine-kallicréine, augmentant la perméabilité
vasculaire (123,124). D’autre part, la libération de médiateurs de 1’inflammation et de
substances vasoactives par les cellules immunitaires entraine le relachement des jonctions
cellulaires inter-endothéliales. Ces deux mécanismes favorisent la fuite vasculaire
génératrice de I’cedéme alvéolaire. Enfin, la destruction des cellules épithéliales libere
des substances chimio-attractantes, entrainant le recrutement de monocytes/macrophages

et de polynucléaires neutrophiles dans ’alvéole. Les macrophages présentent un
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phénotype pro-inflammatoire et participent a 1’orage cytokinique par la sécrétion d’IL-
1B, IL-2, IL-8, IL-6, TNFa et GM-CSF (125). L’infection abortive de macrophages par
le SARS-CoV-2 est probablement a I’origine de 1’activation de la pyroptose et des acteurs
de I’'inflammasome (126). De plus, il a ét¢ montré un déficit de la réponse lymphocytaire
T dans le cadre de la survenue d’un SDRA (127). La phase proliférative du SDRA 1i¢ au
COVID-19 est caractérisée par une hyperplasie des pneumocytes de type II, associée a
une anomalie de différenciation de ces cellules en pneumocytes de type I (phénotype de
« damage associated transient progenitors ») (128,129). Cette prolifération est donc
inefficace pour réparer les dommages alvéolaires générés lors de la phase exsudative.
Enfin, la phase fibrotique du SDRA est caractérisée par une prolifération de fibroblastes,
majorée par la présence de macrophages de phénotypes pro-fibrotique, avec le
remplacement du parenchyme alvéolaire par de la matrice extracellulaire (130).
L’importance de la fibrose semble corrélée a la durée d’une forme sévere de COVID-19,

et mene chez ces patients a une insuffisance respiratoire chronique.

4. Atteinte extra-respiratoire
a. Rein

Le COVID-19 est associ¢ chez de nombreux patients a la survenue d’une
insuffisance rénale aigilie, qui est la manifestation extrapulmonaire la plus souvent
rencontrée (Figure 22) (131,132). Cette insuffisance rénale est probablement
multifactorielle. Le premier mécanisme serait li¢ a une endothélite lymphocytaire a
I’origine d’une dysfonction et de Iésions de la microcirculation rénale (112). Le second
mécanisme mettrait en jeu des 1ésions glomérulaires d’origine immunitaire liées a la
formation de complexes immuns viro-induits (133). La question d’une cytotoxicité
directe du virus infectant certains types cellulaires du rein se pose. En effet, plusieurs
types cellulaires expriment I’ACE2, notamment les podocytes, les cellules épithéliales
pariétales, et les cellules épithéliales tubulaires (134). Cette hypothése est supportée par
I’infection et la réplication du SARS-CoV-2 dans plusieurs lignées cellulaires d’origine
rénale (Vero, HEK-293T...) (135). En revanche, 1’observation de particules virales en
microscopie ¢électronique dans le tissu rénal post-mortem doit-étre prise avec précaution,
car certains ¢léments cellulaires peuvent-étre identifiés a tort comme des virions (ex :
vésicules recouvertes de clathrine, pores nucléaires...) (136,137). Enfin, d’autres facteurs

systémiques liés au caractere sévere du COVID-19 peuvent participer a 1’insuffisance
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rénale aiglie : hypovolémie, utilisation de drogues néphrotoxiques, ou la survenue d’une

rhabdomyolyse (138,139).
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Figure 22 : Complications du COVID-19 par organe
(Han, Y., Nat Methods 19, 418428 (2022).)

b. Cceur

La survenue d’une ischémie myocardique ou d’une myocardite sont deux
manifestations fréquemment associées a un COVID-19, en particulier chez les patients
présentant des facteurs de risque ou des antécédents cardio-vasculaires (140,141). A
I’image de D’atteinte rénale, ’atteinte cardiaque dans ce contexte est probablement
multifactorielle. Un effet direct du virus sur le tissu cardiaque est une hypothése
¢galement supportée par D’expression d’ACE2 par plusieurs types cellulaires
(cardiomyocytes, fibroblastes, péricytes, cellules endothéliales) (142,143). Il est probable
que cette atteinte se fasse par le biais de I’infection des cellules endothéliales des
vaisseaux cardiaques, avec une part inflammatoire liée a I’endothélite qui en résulte (112).
Cependant, et bien que la présence d’ARN viral ait été détectée dans le myocarde de
patients infectés (144), il n’existe pas de preuve suffisantes pour confirmer avec certitude

une réplication virale au niveau cardiaque. Le relargage de médiateurs de I’inflammation
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au cours du COVID-19, tels que I’IL-6, peut également contribuer a la survenue d’une
myocardite (145). De méme, 1’état d’hypercoagulabilité, la génération de microthrombi
et ’hypoxie, peuvent participer a la survenue d’une ischémie myocardique par atteinte de

la circulation coronaire.

c. Systéme digestif

A I’image d’autres coronavirus humains, I’infection par le SARS-CoV-2 peut
s’accompagner de  symptomes  digestifs non  spécifiques  (diarrhée,
nausées/vomissement...) (146). Plusieurs éléments plaident en faveur d’un mécanisme
direct d’infection virale dans les cellules digestives : le caractére permissif de cellules de
lignées digestives (Caco-2, T84...) (147), la mise en évidence de la protéine de
nucléocapside par immunofluorescence dans des biopsies digestives étagées (106), la
forte expression d’ACE2 dans les cellules digestives notamment glandulaires (148), et la
détection d’une excrétion virale parfois prolongée dans les selles des patients. A minima,
la mise en évidence d’un infiltrat lympho-plasmocytaire dans le chorion duodénal et rectal
de patients infectés est en faveur de 1’origine inflammatoire des symptomes digestifs

(106).

d. Systéme nerveux

Avant I’émergence du SARS-CoV-2, le caracteére neuro-invasif du SARS-
CoV et du MERS-CoV avait déja été démontré. D’autre part, les patients avec un COVID-
19 présentent plusieurs symptomes neurologiques non spécifiques (céphalées, vertiges,
anosmie, agueusie). D’autres manifestations sont rencontrées dans les formes séveres :
AVC, méningoencéphalite, polyneuropathie aiglie démyélinisante. La réplication du
SARS-CoV-2 dans une lignée de glioblastome (U251) est un argument en faveur de son
neurotropisme (135). L’expression d’ACE2 dans les cellules sustentaculaires de la
mugqueuse olfactive indique une possible porte d’entrée dans le systéme nerveux central,
suivi d’un transport axonal rétrograde dans les neurones. Il existe également des
arguments en faveur d’une perturbation de la barriére hémato-encéphalique (BHE) lors
d’une infection par le SARS-CoV-2, avec un possible passage transcellulaire du virus du
compartiment sanguin vers le systéme nerveux (149). Le passage au travers de la BHE
peut également s’effectuer par le biais de leucocytes infectés (150). Enfin, la génération
de microthrombi dans la circulation générale est probablement impliquée dans la

survenue d’ischémies vasculaires cérébrales.
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5. Diagnostic
a. M¢éthodes diagnostiques
Le diagnostic biologique standard d’une infection par le SARS-CoV-2 repose
sur la détection du génome viral par RT-qPCR sur prélévement respiratoire obtenu par
écouvillonnage nasopharyngé (151) (Figure 23) (Figure 24). Les régions amplifiées
varient en fonction du kit commercial utilis¢, et concernent dans la majorité des cas les
séquences codant pour la polymérase virale (RdRp), les protéines E, S, N, ou une partie

de PORF1ab (152).
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Figure 23 : Cinétique des marqueurs directs et indirects de l'infection par le SARS-CoV-2

(Mercer, T.R., Nat Rev Genet 22, 415-426 (2021))
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La recherche du génome viral peut également se faire sur prélévement salivaire, avec une
sensibilité moins bonne que sur prélévement nasopharyngé, quand celui-ci n’est pas
réalisable chez le patient (153). Elle peut également étre réalisée sur prélévements
respiratoires profonds (lavage broncho-alvéolaire) chez les patients hospitalisés en unités
de soins intensifs, en particulier a la phase tardive d’'un COVID-19 (154). La détection
du génome viral n’est cependant pas synonyme d’infection ou de contagiosité, elle peut
en effet persister plusieurs semaines apres la phase aigiie a I’état résiduel. En parall¢le, le
développement de tests de biologie moléculaire « point of care » permet de détecter le
génome viral dans un délai court (< 1h) afin de guider rapidement la prise en charge du
patient, en particulier dans les services d’urgence (155). Le diagnostic sérologique d’une
infection par le SARS-CoV-2 passe par la détection des anticorps spécifiques dirigés
contre les protéines virales, dans la quasi-totalit¢ des cas la Spike ou la protéine de
nucléocapside, par une technique immunoenzymatique (ELISA, CLIA...) (156,157). La
détection des anticorps permet de rechercher un contact avec le virus, ou une immunité
potentielle post-vaccinale ou liée a une infection, elle revét donc un caractere
épidémiologique. Enfin, la détection des antigénes viraux, la plupart du temps la protéine
de nucléocapside, sur prélevement respiratoire haut et par technique

immunochromatographique, permet 1’obtention d’un résultat dans les 15-30 min (155).
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IIs sont particulierement adaptés a une utilisation en ambulatoire a grande échelle, afin de

briser les chaines de transmission.

b. Formes cliniques

Le National Institutes of Health a établi une classification de la sévérité
d’un COVID-19 basée sur des critéres cliniques du patient adulte (158). Le COVID-19
asymptomatique est défini par I’absence de manifestation clinique associée a une
détection du SARS-CoV-2 en RT-PCR. Le COVID-19 léger est défini par la survenue de
symptdmes bénins non spécifiques (fievre, myalgies, toux, anosmie, dysgueusie...) sans
dyspnée et en 1’absence de signes d’imagerie. Le COVID-19 modéré est défini par la
présence de symptomes compatibles, associés a des signes radiologiques en faveur d’une
atteinte respiratoire basse, avec une SpO2 > 94 % en air ambiant. Le COVID-19 sévere
est défini par une SpO2 < 94% en air ambiant, un rapport entre la pression partielle de
l'oxygene artériel et la fraction d'oxygene inspirée (PaO2/Fi02) < 300 mmHg, une
tachypnée marquée avec une fréquence respiratoire > 30 respirations/min, ou la présence
d’infiltrats pulmonaires touchant > 50 % du parenchyme a I’imagerie. Enfin, le COVID-
19 critique est défini par la survenue d’une insuffisance respiratoire aigiie avec ou sans
SDRA, et/ou d’un choc septique, et/ou d’un syndrome de défaillance multiviscérale. Les
complications infectieuses liées a un COVID-19 sont catégorisées de la manicre
suivante : co-infection (virus grippal ou autre virus respiratoire), réactivation d’une
infection latente sous corticoides (herpes simplex, anguillulose en zone d’endémie),
infection nosocomiale (pneumopathie acquise sous ventilation mécanique), infection

fungique opportuniste (aspergillose, mucormycose).

6. Prophylaxie

La vaccination demeure le moyen de prévention de premiére intention dans
la population générale, en particulier pour les patients présentant des facteurs de risque
d’infection sévére. Les vaccins autorisés actuellement en France sont élaborés selon
différentes méthodologies. Les vaccins 8 ARNm autorisés en France sont les suivants :
Comirnaty Original monovalent ou Comirnaty Original/Omicron BA.4-5 bivalent
(BNT162b2, BioNTech-Pfizer), Spikevax monovalent ou Spikevax Original/Omicron
BA.4-5 bivalent (mnRNA-1273, Moderna) (Tableau 2).
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Je suis résident en EHPAD ou en USLD v v Dés iijr:cotlisoiporzsi:;:;g:lere
Je suis 12229 ans v Dés 3 mois aprés
immunodéprimé ma derniére injection
30 ans et plus v v o infection
Je suis arisque 12229 ans v . o
Dés 6 mois apres
de forme,grave ma derniére injection*
de Covid-19 30259 ans v v
) ) Moins de 30 ans v . ) .
Je suis enceinte Dés 6 mois aprés
(dés le 1*" trimestre de grossesse) ma derniére injection*
30 ans et plus J \/
Je suis en contact régulier 122329 ans v
avec des personnes Dés 6 mois apres
immunodéprimées ou ma derniére injection®
vulnérables 30 ans et plus v v
*En cas d'infection récente au Covid-19, la vaccination est recommandée dés 3 mois aprés l'infection, en respectant un délai minimal
de 6 mois apres |la derniére injection.
Si je débute la vaccination
@ Mon age @ Ma situation @ Pfizer-BioNTech G Moderna Q Novavax

5a1ans o
forme pedlatrlque
12229 ans v
30 ans et plus J \/

J'ai une contre-indication ou
18 ans et plus je souhaite une alternative v
aux vaccins 38 ARN-m

Tableau 2 : Recommandations vaccinales francaises en prévention de I’infection par le SARS-CoV-2 a
I'automne 2022

(https://www.mesvaccins.net/web/diseases/57-covid-19)

En cas de contre-indication a I’administration d’un vaccin 8 ARNm, il est possible d’avoir
recours a un vaccin a vecteur adénoviral Jcovden (Ad26.COV2.S, Johnson & Johnson),
ou a un vaccin sous-unitaire Nuvaxovid (NVX-CoV2373, Novavax). Les mécanismes
d’immunisation mis en jeu ne sont pas tout a fait identiques entre les vaccins 8 ARNm et
les vaccins dérivés de vecteurs adénoviraux, notamment concernant les senseurs de
I’immunité cellulaire qui détectent les ARN viraux exogenes, ainsi que le mode de

présentation des protéines Spike aux cellules immunitaires (Figure 25).
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( chemokines
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Figure 25 : Mécanismes d'immunisation contre le SARS-CoV-2 pour les vaccins 2 ARNm et les vaccins a
vecteur adénoviral

DC : dendritic cell; Tru: T follicular helper; MHC : major histocompatibility complex; TCR : T cell receptor, TLR

: Toll-like receptor
(Teijaro, J.R., Nat Rev Immunol 21, 195-197 (2021).)

Le Tixagevimab et le Cilgavimab sont deux anticorps monoclonaux neutralisants anti-
Spike se fixant sur le domaine RBD de cette protéine. La combinaison de ces deux
anticorps (Evusheld, AstraZeneca) a montré son efficacité au cours d’essais cliniques en
tant que prophylaxie pré-exposition chez des patients a haut risque de COVID-19 sévere,
avec une activité diminuée mais conservée sur les sous-variants d’Omicron (159). Cette
prophylaxie est recommandée dans les cas suivants : absence d’infection en cours par le
SARS-CoV-2 et risque de non-réponse vaccinale du fait d’'une immunodépression ou de
la prise d’immunosuppresseurs, ou contre-indication absolue a la vaccination du fait

d’effets indésirables séveéres dans les antériorités.
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7. Thérapeutique

Les molécules antivirales ayant démontré une efficacité clinique en diminuant
le risque d’hospitalisation ou de déces, appartiennent majoritairement a la classe des

inhibiteurs de la polymérase virale ou aux inhibiteurs des protéases virales (Figure 26).

A RdRp (polymerase) inhibition
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Delayed chain
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o 0, :
] v g

PF-00835231

polyprotein 1a/b / Mpro

Viral RNA | Ribo: @

3D structure of homodimeric Main protease (Mpro)
with H and C active site residues in red. The protease
inhibitor PF-00835231 is shown in red in both active sites

Figure 26 : Mécanismes d'action des antiviraux par voie orale dirigés contre le SARS-CoV-2
(Tao K, Clinical Microbiology Reviews. 28 juill 2021;34(4):¢00109-21.)
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L’association ritonavir / nirmatrelvir (Paxlovid) fonctionne comme un inhibiteur de la
protéase virale NSP5 (3CL-like protease) en interférant avec le mécanisme de clivage de
la polyprotéine virale (160). Il est recommandé en premiére intention par voie orale chez
les patients non hospitalisés, présentant un COVID-19 léger a modéré, dans les 5 jours

suivant le début des symptomes (Tableau 3) (158).

Recommendations for Antiviral or Inmunomodulator Therapy
Patient Disposition

Clinical Scenario Recommendation
Hospitalized for Reasons Other Than Patients with mild to moderate COVID-19 who are at high risk of See Therapeutic Management of Nonhospitalized Adults With COVID-19.
CovID-19 progressing to severe COVID-19%
i d t @ All patients The Panel recommends against the use of dexamethasone (Alla) or other

‘Oxygen Supplementation systemic corticosteroids (Alll) for the treatment of COVID-19.®

Patients who are at high risk of progressing to severe COVID-19? Remdesivir® (BIIl)
R TEPET PRGBS RN Patients who require minimal conventional oxygen Remdesivir® (Blla)

d

Gtyaet Most patients Use d h plus desivir® (Blla). If remdesivir cannot be obtained, use

Patients who are receiving dexamethasone and who have rapidly Add PO baricitinib' or IV tocilizumab' to 1 of the options above (Blla).
increasing oxygen needs and systemic inflammation

Hospitalized and Requires HFNC Most patients Promptly start 1of the following, if not already initiated:

Oxygenor NIV + Dexamethasone plus PO baricitinib' (Al)

« Dexamethasone plus IV tocilizumab' (Blla)

If baricitinib, tofacitinib, tocilizumab, or sarilumab cannot be obtained:

+ Dexamethasone” (Al)
Add remdesivir to 1 of the options above in certain patients (Clla).'

Hospitalized and Requires MV or ECMO IV S §ETL IS Promptly start 1 of the following, if not already initiated:

« Dexamethasone plus PO baricitinib' (Blla)

« Dexamethasone plus IV tocilizumab' (B)a)

If baricitinib, tofacitinib, tocilizumab, or sarilumab cannot be obtained:

« Dexamethasone" (Al)

Rating of Recommendations: A = Strong; B = Moderate; C = Weak

Tableau 3 : Recommandations pour la prise en charge thérapeutique des patients adultes hospitalisés pour
un COVID-19 a ’automne 2022

(National Institutes of Health's Coronavirus Disease (COVID-19) Treatment Guidelines.)

Le remdesivir est un analogue nucléosidique avec effet terminateur de chaine (161). Il est
recommandé en deuxi¢me intention chez les patients non hospitalisés présentant un
COVID-19 léger a modéré dans les 7 jours suivant le début des symptdmes, et administré
par voie orale. Le molnupiravir est un ribonucléoside générateur de mutations lors de la
synthése de ’ARN viral par la polymérase, et administré par voie orale (162). Le
bebtelovimab est un anticorps monoclonal neutralisant ciblant le domaine RBD de la
protéine Spike, avec une activité conservée contre les sous-variants d’omicron, a
administration intraveineuse (163). Le molnupiravir et le bebtelovimab sont
recommandés en alternative au paxlovid et au remdesivir, en cas de contre-indication ou

de non-disponibilité¢ de ces traitements, chez les patients présentant un COVID-19 léger
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a modéré. L’administration d’une corticothérapie (dexaméthasone) est recommandée en
complément du traitement antiviral, chez les patients présentant un COVID-19 modér¢,
sévere ou critique (164). Les deux traitements immunomodulateurs validés pour la prise
charge d’une COVID-19 sont le baricitinib (inhibiteur sélectif de JAK1 et JAK2,
administré par voie orale) (165) et le tocilizumab (anticorps monoclonal dirigé contre les

récepteurs de I’interleukine 6, administré par voie intraveineuse) (166) (Figure 27).
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Figure 27 : Cinétique d'administration des traitements immunomodulateurs et des anticorps monoclonaux
en fonction de I'évolution du COVID-19

DMARD:s : Disease-modifying antirheumatic drugs
(Nissen CB, The Lancet Rheumatology. 1 juin 2021;3(6):e447-59.)

Ils sont recommandés pour la prise en charge de COVID-19 séveres a critiques en
complément de la corticothérapie. Le dispositif d’oxygénothérapie est guidé¢ par la

sévérit¢ du COVID-19 et la profondeur de ’hypoxie (167-169), respectivement et de
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maniére croissante : administration conventionnelle par masque ou lunettes,
oxygénothérapie a haut débit, ventilation non invasive, ou intubation et ventilation
mécanique. L’administration d’une dose d’héparine prophylactique, en prévention des
thromboses liées au COVID-19, est recommandée chez tous les patients hospitalisés
(170). Enfin concernant les patients non hospitalisés ne nécessitant pas
d’oxygénothérapie et cependant a risque d’aggravation du COVID-19, il est recommandé
’utilisation d’une molécule antivirale : paxlovid (PO) ou remdesivir (PO) en premicre

intention, molnupiravir (PO) ou bebtelovimab (IV) en deuxiéme intention.

C. Modéles d’étude de ’infection par le SARS-CoV-2

1. Modeles cellulaires in vitro

L’utilisation de cellules immortalisées en culture 2D présente 1’avantage
d’étre peu coliteuse, simple dans sa mise en ceuvre, adaptée au criblage a haut débit de

molécules antivirales et permet d’obtenir des résultats reproductibles (Figure 28).
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Figure 28 : Modéles d'étude du SARS-CoV-2 classés par complexité croissante
(Rosa RB, Dantas WM, do Nascimento JCF, da Silva MV, de Oliveira RN, Pena LJ. In Vitro and In Vivo Models
for Studying SARS-CoV-2, the Etiological Agent Responsible for COVID-19 Pandemic. Viruses. 2021 Feb
27;13(3):379.)

Les cellules Vero ont été un des premiers modeles cellulaires disponibles : une lignée

cellulaire issue du tissu rénal de singe vert (Chlorocebus sabeus) déja utilisée pour 1’étude

d’autres virus (polyomavirus SV40, virus de la rougeole, virus de la rubéole ou
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adénovirus) (171,172). Cette lignée a pour particularit¢ d’étre dépourvue des genes
associés a la réponse interféron de type I, du fait d’une délétion sur le chromosome 12, ce
qui favorise une réplication virale élevée. D’autre part, elle exprime fortement le
récepteur ACE2 ce qui la rend permissive a ’infection par le SARS-CoV-2 (173). En
revanche, les faibles niveaux d’expression de la protéase TMPRSS2 ont conduit a la
génération de cellules Vero modifiées pour exprimer fortement ce co-récepteur afin de
favoriser I’entrée du virus (174). Il a également été montré que la sous-lignée E6 permet
d’obtenir des niveaux de propagation du SARS-CoV-2 plus ¢élevés que dans la lignée
Vero originelle (175). Ainsi, cette lignée cellulaire a déja été utilisée pour 1’étude du
SARS-CoV en 2003, et dés la survenue en 2019/2020 des premiers cas de pneumopathie
atypique, afin d’isoler et d’identifier le SARS-CoV-2. La mise en culture du liquide
broncho-alvéolaire de patients infectés, sur un tapis cellulaire de Vero, a permis
d’observer un effet cytopathogéne a 3 jours post-infection (p.i.), avec la visualisation de
particules virales intracellulaires de morphologie compatible en microscopie ¢lectronique
a transmission. La lignée Vero est également adaptée a la production de particules virales
utilisables pour I’infection in vitro d’autre modéles cellulaires ou tissulaires, et a
I’évaluation de candidats vaccins par des tests de neutralisation (176). Enfin, c’est & partir
de cette lignée qu’a été identifi¢ le role d’ACE2 en tant que récepteur primaire du SARS-
CoV (177).

La lignée Vero étant une lignée rénale de primate, d’autres modéles
cellulaires d’origine humaine ont été évalués pour leur caractére permissif a 1’infection
par le SARS-CoV-2, afin d’étre plus relevant vis-a-vis de son tropisme d’espece et de
tissu. La lignée Caco-2 (adénocarcinome colorectal) et Calu-3 (adénocarcinome
pulmonaire) ont montré les plus hauts niveaux de réplication virale (178). Les lignées
Huh7 (carcinome hépatocellulaire), HEK293T (lignée rénale embryonnaire), et A-549
(adénocarcinome pulmonaire) se sont également montrées permissives a I’infection avec
des niveaux de réplication plus faibles.

Bien qu’elle soit facile a mettre en ceuvre, la culture 2D de lignées
immortalisées présente de nombreuses limites. Une lignée immortalisée est une
population cellulaire homogéne et le plus souvent non polarisée, a I'inverse d’une
population cellulaire étudiée en modele tissulaire ou animal. Le phénotype cellulaire est
¢loigné de cellules cultivées en conditions 3D, analogues a celles rencontrées dans un
organe. La présence de mutations pro-oncogenes (p53, KRAS, EGFR...) et/ouun génome

non diploide, peuvent modifier les interactions virus-cellules et le cycle viral. De plus, les
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mécanismes immunitaires a I’ceuvre dans un tissu infecté, en particulier ceux relevant de
I’immunité adaptative, ne peuvent pas étre étudiés. Enfin, il n’est souvent pas possible
d’étudier une infection virale sur le long terme, les cellules infectées perdant rapidement

en viabilité.

2. Modgéles tissulaires in vitro et ex vivo
a. Cultures primaires polarisées

Concernant ’étude de pathogenes respiratoires dont les Coronaviridae,
I’utilisation de cellules primaires humaines respiratoires (HAE) permet de se rapprocher
des conditions rencontrées dans un €pithélium respiratoire (179,180). Ces cellules sont
isolées a partir de poumons issus de don d’organes ou de poumons explantés chez des
receveurs d’une transplantation pulmonaire. Elles peuvent ensuite étre cultivées en
systéme d’interface air-liquide (ALI), sur un support poreux ou les cellules ont leurs faces
apicales au contact de I’air et leurs faces basales en contact avec le milieu de culture. On
obtient ainsi un épithélium polarisé pseudostratifié et composé des différents types
cellulaires respiratoires (cellules ciliées, cellules a mucus, cellules basales...). Ce modele
permet de reconstituer in vitro les épithéliums des étages nasopharyngés, bronchiques et
alvéolaires. Il est adapté a I’é¢tude du tropisme viral, et a notamment permis de mettre en
évidence un tropisme préférentiel du SARS-CoV-2 pour les voies respiratoires hautes par
rapport aux voies respiratoires basses (181). Il est aussi largement utilisé pour 1’évaluation
et le criblage de molécules antivirales, ce qui a permis de valider le remdesivir comme un
inhibiteur puissant de la réplication virale (182). A Iinverse, Iefficacité de
I’hydroxychloroquine, qui semblait inhiber la réplication virale en cellule Vero, a été
invalidée en modele HAE-ALI (183).

L’utilisation de cultures primaires polarisées est limitée par la disponibilité
restreinte des prélévements issus de I’activité chirurgicale, et par la variabilité inhérente
a des populations cellulaires obtenues de donneurs différents. Ce modele est également
plus complexe et plus chronophage dans sa mise en ceuvre, par rapport a une lignée
immortalisée cultivée en 2D. Enfin, la viabilité cellulaire reste limitée dans le temps et

n’est donc pas adaptée a 1I’étude des conséquences tardives d’une infection virale.

b. Organoides
Un organoide est un modele tissulaire généré in vitro a partir de cellules

souches (embryonnaires ou extraites a partir de tissus d’individus adultes) ou de cellules
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souches pluripotentes induites (iPSCs). La mise en culture de ces cellules dans un support
3D (hydrogel de matrice extra-cellulaire), associée a 1’ajout de facteurs de croissances et
de différenciation, induit une auto-organisation reproduisant ’architecture et les types
cellulaires retrouvés dans un tissu in vivo. Il reflete parfaitement 1’hétérogénéité cellulaire
et les interactions cellule-cellule de ce tissu, et peut étre gardé en culture sur le long terme.
A T’heure actuelle, des modéles d’organoides ont été mis au point pour la quasi-totalité
des tissus de 1’organisme humain. Au début de la pandémie, les organoides respiratoires
alvéolaires n’étant pas suffisamment caractérisés, 1’infection par le SARS-CoV-2 a été
¢tudiée dans le cadre d’organoides intestinal (148) et rénal (184). Dans un second temps,
le développement d’organoides alvéolaires adaptés au SARS-CoV-2, a permis d’étudier
en temps réel sur cellules vivantes les phases précoces et la réponse immunitaire innée a
I’infection (185,186). Les organoides cérébraux ont permis de confirmer le neurotropisme
du SARS-CoV-2, et de mettre en évidence les mécanismes physiopathologiques associés
(redistribution et phosphorylation de la protéine Tau) (187). L’utilisation d’organoides de
I’ceil a également permis de documenter son tropisme pour les cellules cornéennes (188).

Bien que les organoides permettent de se rapprocher de la complexité d’un
organe, certains ¢léments en sont absents. Dans la majorité des cas, les organoides sont
dépourvus de cellules immunitaires, de vascularisation, et ne comportent pas d’interface
air-liquide (retrouvée dans les épithéliums polarisés). Ils sont également dénués
d’activités mécaniques, notamment de contractilité, d’échanges gazeux, de flux aérien ou
vasculaire. Enfin, la matrice extracellulaire est remplacée par un gel, dont la viscosité

peut diminuer la perméabilité et la pénétration de molécules antivirales.

c. Explants / Coupes micrométriques pulmonaires

La principale alternative a 1’élaboration de mode¢les tissulaires in vitro, a partir
de cellules isolées, réside dans 1’obtention d’explants a partir d’un organe, maintenus en
culture ex vivo. Ces prélévements peuvent étre effectués sur modéles animaux, ou par
I’utilisation d’exéreses chirurgicales chez I’Homme. Afin de limiter et de standardiser le
volume de tissu a infecter, il est possible de réaliser avec un vibratome des coupes
d’épaisseur micrométrique d’un explant pulmonaire (PCLS). Ce mode¢le est donc bien
plus simple dans sa réalisation, en comparaison d’épithéliums polarisés ou d’organoides,
qui nécessitent au préalable de longues étapes de différenciation et de prolifération. Dans
les PCLS, les différents types cellulaires sont maintenus dans une architecture tissulaire

entiérement conservée, avec la préservation des jonctions cellulaires et des interactions
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cellule-matrice sur le tissu conjonctif sous-jacent. Les cellules immunitaires résidentes
sont également présentes, tout en s’affranchissant de la migration de cellules
immunitaires d’origine systémique dans le poumon, possible lors d’une manipulation en
modele animal. La susceptibilité a I’infection par le SARS-CoV-2 a été évaluée et
confirmée en PLCS de hamster et de chat, et infirmée chez le cochon (189). Chez
I’Homme, I’infection de PCLS par le SARS-CoV-2 a permis de mettre en évidence un
tropisme pour les cellules immunitaires respiratoires myéloides (macrophages et
monocytes) (190).

Ce modgcle est cependant limité par une forte variabilité inter-individuelle. En
outre, 'utilisation d’exéréses issues de 1’activité chirurgicale implique de prendre en
compte les comorbidités et la pathologie du patient, dans 1’analyse des parametres

mesurés au cours d’une infection.

3. Modéles animaux in vivo
a. Souris

Le recours au modele murin (Mus musculus) pour 1’étude du SARS-CoV-2
est limité par sa non-susceptibilité a I’infection. En effet la protéine Spike du virus ne se
lie pas efficacement au récepteur ACE2 de la souris (191). L’identification d’ACE2
comme récepteur du SARS-CoV a motivé le développement deés 2007, de souris
transgéniques hACE2-HB-01 (192), KI18-hACE2 (193) et HFH4-hACE2 (194)
exprimant toutes I’ACE2 humain (hACE2) dans plusieurs organes dont les poumons, et
donc adaptées a ’infection par ce virus. Ces lignées murines different par la nature du
promoteur du géne codant I’ACE2 humain. Pour le SARS-CoV comme pour le SARS-
CoV-2, la sévérité de I’infection est variable selon la lignée murine et les conditions
d’inoculation (voie d’administration et dose infectieuse). Certaines lignées murines (ex :
hACE2-HB-01, HFH4-hACE2) sont limitées par 1’absence de symptomes ou de 1ésions
pulmonaires, et donc non adaptées a 1’étude des formes séveére de COVID-19. A I’inverse,
d’autre lignées (ex : K18-hACE2) présentent une inflammation pulmonaire, voire un
orage cytokinique, et sont donc adaptées a 1’étude des complications du COVID-19.
L’émergence du SARS-CoV-2 a conduit d’une part a la redécouverte de ces lignées
murines exprimant I’hACE2, d’autre part a la mise au point de nouvelles lignées par des
méthodes transgéniques « classiques » ou par des méthodes « innovantes » (utilisation de
vecteur adénoviral, knock-in par CRISPR-Cas9). Ces nouvelles méthodes permettent de

modifier des souris issues de lignées commerciales existantes et bien caractérisées (ex :
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BALB/c), sans génération de nouvelles souches qui auraient un génome largement
remani¢. Une autre limite des souris transgéniques est la survenue d’une encéphalite
1¢étale, liée a une dissémination cérébrale du virus, pour les lignées K18-hACE2 et HFH4-
hACE2. Le développement de la lignée AdV-hACE?2 par le biais d’un vecteur adénoviral
a permis I’obtention d’une lignée exempte d’atteinte cérébrale (195). L autre avantage de
cette méthodologie réside dans le caractére transitoire de la modification génétique, du
fait de I’absence d’intégration du transgéne et de la clairance immunitaire de 1’hote. En
revanche, la délivrance du géne codant I’hACE2 est non spécifique et aléatoire, ce qui
peut conduire a son expression dans des types cellulaires non relevants, avec une
variabilité interindividuelle. De plus, les souris AdV-hACE2 infectées par le SARS-CoV-
2 ne présentent pas de signes de sévérité et restent asymptomatiques, en dehors d’une
perte de poids. L’utilisation de la technologie CRISPR-Cas9 Knock-in permet a I’inverse
de cibler les types cellulaires modifiées, avec I’obtention d’un haut niveau d’expression
de I’hACE2 dans le tissu pulmonaire (196). Lors d’une infection par le SARS-CoV-2, ces
souris présentent des signes et des 1€sions similaires a celles rencontrées lors d’'un SDRA
(thrombi, membranes hyalines, hémorragies alvéolaires focales, infiltrat inflammatoire)
sans atteinte cérébrale associée, ce qui en fait un modele particuliérement pertinent.

La génération d’une infection réplicative par le SARS-CoV-2 chez la souris
peut également étre obtenue en adaptant le virus a son hote. La premiére méthode consiste
a modifier 'interface Spike-mACE2 par génétique inverse, afin d’augmenter la liaison et
I’affinité entre la protéine d’enveloppe virale et le récepteur murin, favorisant I’entrée du
virus dans la cellule cible. Cette approche a conduit au développement d’une souche
virale recombinante SARS-CoV-2-MA, capable de se répliquer dans les voies
respiratoires proximales et distales de la souris infectée (197). Les souris infectées par ce
recombinant présentaient des Iésions inflammatoires pulmonaires sans mortalité associée.
La deuxiéme méthode consiste & modifier progressivement le virus par des passages
successifs dans les poumons des souris BALB/c, conduisant a 1’obtention de la souche
SARS-CoV-2-MASCp6 (198). L’infection des souris par cette souche est génératrice
d’une pneumopathie interstitielle avec une forte réponse inflammatoire, sans mortalité
associée.

Quelle que soit la méthodologie, le modele murin reste incontournable pour
I’é¢tude d’un virus émergent comme le SARS-CoV-2, en raison du grand nombre de
lignées murines et de réactifs disponibles, notamment pour la mise au point et I’évaluation

de vaccins et de molécules antivirales. La pertinence du modele réside avant tout dans
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I’obtention d’une infection virale avec une forte réplication au niveau respiratoire et des
Iésions pulmonaires, afin de se rapprocher au plus pres de la physiopathologie et de la

symptomatologie de I’infection observée chez les patients.

b. Hamster

Le hamster doré syrien (Mesocricetus auratus) a pour particularité¢ de
présenter un récepteur ACE2 trés proche de I’ACE2 humain sur le plan de la séquence et
de la structure, avec seulement 4 acides aminés différents au sein du domaine de liaison
a la protéine Spike du SARS-CoV et du SARS-CoV-2 (199). Ainsi, il est naturellement
susceptible a I’infection par ces deux virus sans nécessiter de manipulations
supplémentaires, et a trés tot servi de modéle d’étude. Le hamster doré possede de
nombreux avantages pour l’analyse de l’infection par le SARS-CoV-2. Il présente
spontanément une réplication virale élevée dans tout I’arbre respiratoire, et développe des
signes et des lésions de pneumopathie presque identiques a ceux retrouvés lors d’un
COVID-19 (200). Le virus est transmis efficacement a partir d’un hamster infecté par le
biais d’aérosols et par le contact avec les fomites. Cela a notamment permis de démontrer
I’efficacité des masques chirurgicaux dans la diminution de la transmission virale entre
individus (201). Ce modé¢le a aussi permis de mettre en évidence la plus grande
transmissibilité du variant Alpha (lignée B.1.1.7), liée a une plus grande réplication dans
la cavité nasale par rapport a la souche sauvage Wuhan (202). Le hamster peut également
reproduire I’influence de caractéristiques épidémiologiques sur la sévérité de 1’infection,
comme I’age ou le sexe : les hamsters males agés développent une infection plus sévére
avec un infiltrat inflammatoire plus important, par rapport aux jeunes hamsters femelles
(203). De plus, les hamsters infectés développent des anticorps neutralisants qui les
protégent de la réinfection pour un méme variant (199).

Les principales limites de ce mod¢le sont liées au métabolisme tres rapide du
hamster en comparaison d’autres modéles mammiferes, ce qui le rend non adapté pour
des études pharmacologiques de molécules antivirales, ou pour I’étude de la
physiopathologie a long terme d’une infection. Enfin et contrairement au modéle murin,

la disponibilité de réactifs validés chez le hamster est fortement limitée.
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c. Furet

Le furet (Mustela putorius furo) a été largement utilisé pour 1’é¢tude des virus
respiratoires, en particulier le virus de la grippe A. En effet, il existe plusieurs points
communs entre ce modele animal et I’organisme humain. Sa morphologie, caractérisée
par un thorax long et fin, permet une compartimentalisation anatomique entre les voies
respiratoires hautes et basses, et une étude des conséquences d’une infection pour ces
deux étages (204). D’autre part, la glycosylation des protéines de surface des muqueuses
respiratoires du furet est similaire a celle du tractus respiratoire humain, en particulier la
présence d’acide sialique de type alpha-2,6, ce qui lui confére une susceptibilité accrue a
I’infection par le SARS-CoV-2 (205,206). Cette susceptibilit¢ élevée s’explique
¢galement par la présence de résidus critiques pour I’attachement a la protéine Spike, au
sein du RBD de ’ACE2 du furet (191). Les furets possédent le réflexe de toux et
d’éternuement, ce qui leur confére la capacité de transmettre le virus par voie aérienne a
d’autres individus de maniére analogue a la transmission interhumaine (207). Le systéme
immunitaire du furet réagit de maniere similaire a celui de patients présentant un COVID-
19, notamment concernant la sécrétion de chimiokines et la réponse IFN-y (208).

Cependant, la symptomatologie des furets infectés par le SARS-CoV-2 se
limite a une absence de symptomes ou a une forme légere, avec une réplication beaucoup
plus élevée au niveau du tractus respiratoire haut par rapport au poumon distal. De plus,
I’¢levage de furets reste plus cotliteux par rapport a la souris ou au hamster, notamment

du fait de leur longévité.

d. Primates non-humains

Les primates non-humains représentent le modele animal le plus proche
phylogénétiquement de ’Homme, et sont donc au premier plan des essais vaccinaux et
de molécules antivirales. Historiquement, ils ont joué un role majeur dans la
compréhension de la physiopathologie du SARS-CoV et du MERS-CoV (209).
Concernant le SARS-CoV-2, les deux especes susceptibles a I’infection et les plus
fréquemment utilisées sont le macaque rhésus (Macaca mulatta) et le singe vert
(Chlorocebus aethiops), qui présentent des différences notables en termes de sévérité. Les
macaques rhésus développent une atteinte respiratoire entre 8 et 16 jours post-infection,
avec des charges virales élevées dans les prélévements nasaux et pharyngés, associée a la
présence d’infiltrats pulmonaires a 1I’imagerie (210). IlIs ne présentent pas de signes de

sévérité, avec une infection limitée a une forme légere de la pathologie. Cependant, et a
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I’image du COVID-19 chez les patients, I’age apparait comme un facteur associé a une
plus grande sévérit¢ de I’infection, avec des macaques rhésus agés présentant une
pneumopathie avec atteinte interstitielle diffuse (211). L’infection de macaques rhésus,
avec un variant homologue a distance d’une premiére inoculation, a permis de mettre en
¢évidence 1’acquisition d’une immunité protectrice neutralisante contre la réinfection
(212). C’est dans ce modele que I’efficacité des vaccins ChAdOx1 nCoV-19
(AstraZeneca) et Ad26 (Johnson & Johnson) contre I’infection par le SARS-CoV-2, a été
démontrée (213,214). L’utilisation du remdesivir chez le macaque rhésus a permis
d’obtenir une réduction significative des infiltrats pulmonaires et des titres viraux dans
les lavages broncho-alvéolaires, ouvrant la voie a son utilisation chez le patient (215).
L’infection de singe vert par le SARS-CoV-2 entraine des manifestations cliniques plus
importantes par rapport au macaque rhésus, avec de hauts niveaux de réplication virale
dans tout I’arbre respiratoire, une pneumopathie sévere et une atteinte digestive (216).
Le recours au modele primate est limité par son colit important, la complexité
des manipulations et les considérations éthiques qui lui sont inhérentes. Ainsi, le faible
nombre d’individus par groupe lors d’un essai thérapeutique diminue la puissance

statistique des effets observés, qui doivent donc €tre interprétés avec prudence.

D. Organites de réplication virale, structures et fonctions

associées

La formation de DM Vs dans les cellules infectées par le SARS-CoV-2 montre
une capacité a déformer les membranes de la cellule a son profit, capacité partagée avec
plusieurs autres virus. En effet, au cours de leur cycle, de nombreux virus induisent la
formation de compartiments intracellulaires dédiés aux étapes de réplication de leur
génome et d’assemblage des néovirions. Ces organites de réplication virales (viral
replication organelles / ROs) également qualifiés « d’usines virales » (viral factories),
peuvent dériver d’une membrane et étre délimités par celle-ci (membrane-limited

organelles) (Figure 29).
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Figure 29 : Organites de réplication virale, membranaires vs dépourvus de membrane
MTOC : microtubule-organizing center
(Nevers Q, Biochim Biophys Acta Mol Cell Res. 2020 Dec;1867(12):118831.)

IIs peuvent également former des structures dépourvues de membranes (membrane-less
organelles) et sont alors uniquement constitués de composants viraux, on parle alors de
viroplasmes, qui peuvent étre visualisés en microscopie sous la forme d’inclusions virales
cytoplasmiques et/ou nucléaires (217). La formation de ces derniers dépend de la
concentration en composants viraux et de mécanisme physiques de séparation de phase
liquide-liquide (LLPS) entre ces composants et le cytosol (218), et se structurent a I’'image
des condensats biomoléculaires de la cellule. Quelle que soit leur structure, les ROs ont
pour fonctions communes : de concentrer localement les composants nécessaires a la
réplication, de fournir un support physique aux complexes de réplication virale, de
compartimentaliser le processus de réplication dans une localisation subcellulaire
spécifique, et de prévenir I’activation de I'immunité cellulaire innée par les motifs
moléculaires associés aux pathogénes (PAMPs) des intermédiaires de réplication. Les

ROs dépourvus de membrane (ROs « liquides ») sont formés par des virus 8 ARN simple
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brin de polarité négative (Paramyxoviridae, Filoviridae, Rhabdoviridae), a ARN double
brin (Reoviridae) ou a ADN (Poxviridae, Herpesviridae, Polyomaviridae). Les ROs
membranaires concernent en quasi-totalité des virus a ARN simple brin de polarité

positive ((+)ssRNA), a I’exception notable des Bunyaviridae (Figure 30).

Peroxysome Chloroplasm
= — Endosome
() ()
@) , (@)
Tombusvirus Togaviridae
Spherules e Spherules

Arteriviridae, coronaviridae,
Flaviviridae :
Nodavirus

Spherules |

Mitochondria

N - e —
= @@=\ =)
Picornaviridae “0 Golgi " Bunyaviridae

| Double membrane vesicles Tubes

Figure 30 : Organites de réplication virale dérivés des membranes cellulaires

(https://viralzone.expasy.org/, SIB Swiss Institute of Bioinformatics)

1. Organites membranaires de réplication des virus @ ARN simple brin de

polarité positive

Au sein du monde viral, les virus (+)ssRNA constituent la plus grande classe
de virus infectant les organismes eucaryotes, que ce soit parmi les unicellulaires, les
plantes ou les animaux (219). Les progrés dans le domaine de la métagénomique ont
redessiné la phylogénie virale, et affine la classification de Baltimore basée uniquement
sur la nature du génome viral et son mode de réplication. L’analyse de la séquence de
I’ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp), présente chez tous les virus a ARN

(Riboviria, Orthonavirae), a permis de mettre en évidence une relation évolutive a partir
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d’un ancétre commun théorique infectant les premiers organismes eucaryotes (220)

(Figure 31).
a
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Figure 31 : Comparaison et homologies des génomes des principales familles de virus 2 ARN simple brin de
polarité positive

Les domaines verts représentent les séquences codant les protéines du complexe de la réplicase, avec les domaines
enzymatiques suivants : jaune pour la polymérase/RdRp, orange pour la NTPase/hélicase, et magenta pour les
domaines de synthése de la coiffe en 5’ des ARN. Les triangles inversés indiquent les sites de clivage de la
polyprotéine virale par les protéases, colorés en fonction de la protéase impliquée : rouge ou lavande pour une
protéase virale, et blanc pour les protéases de 1’hote ou 1’autocatalyse. Les barres rouges représentent les séquences
codant des domaines de liaison a la membrane. Les barres violettes représentent les séquences codant des
viroporines. Les séquences blanches et grises codent les protéines accessoires et les protéines structurales
respectivement. Sur les ARN, les points noirs indiquent les structures de coiffe en 5°.

An : poly(A) sequences; gRNA : genomic RNA; NS : nonstructural; nsp/nsP : nonstructural protein; (+)RNA :
positive-strand RNA; RdRp : RNA-dependent RNA polymerase; sgRNA : subgenomic RNA.

(Masaki Nishikiori, Annual Review of Virology 2022 9:1, 193-212)

Ainsi, les virus (+)ssRNA sont regroupés au sein de deux phylums : les Pisuviricota
(Figure 32) et les Kitrinoviricota (Figure 33). Les Pisuviricota comprennent notamment
deux ordres de virus infectant les vertébrés : les Picornavirales auxquels appartiennent

les Picornaviridae et les Caliciviridae, et les Nidovirales au sein desquels on retrouve les

Coronaviridae et les Arteriviridae. Les Kitrinoviricota comprennent des familles virales
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infectant les vertébrés et les insectes (Togaviridae, Flaviviridae), uniquement les insectes
(Nodaviridae) et spécifiques des plantes (Bromoviridae, Closteroviridae,
Tymoviridae...). Toutes ces familles virales ont en commun de modifier les membranes
cellulaires afin de générer des organites de réplication. L’organite cellulaire le plus
fréquemment utilisé est le réticulum endoplasmique (221), en particulier par les virus
infectant les vertébrés. Les organites de la voie sécrétoire, tels que 1’appareil de Golgi, les
endosomes et les lysosomes, peuvent également étre utilisés comme source de membrane.
Les Nodaviridae, infectant les insectes, utilisent quant a eux la mitochondrie. Enfin, les
virus & ARN infectant les plantes exploitent les membranes des chloroplastes et des

peroxysomes.
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Les ROs sont composés d’une ou plusieurs structures membranaires différentes, en fonction de

I’espece virale considérée (Figure 34) (Tableau 4).

double membrane vesicle
(DMV)

single membrane vesicle
(SMV) or spherule

|nvag|nat|on

multi-membrane vesicle

(MMV) / \A—
vesicle packet

(VP)

convoluted membranes
(cv)

/

\
V4 ’ multi-vesicular bodies
(MVB)
tubule zippered ER

Figure 34 : Diversité des structures membranaires composant les organites de réplication virale

(Harak C, Virology. 1 mai 2015;479-480:418-33.)
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Name of

Virus Group and . . Membrane
Morphotype . Membrane Size/Diameter
Representative Member . Source
Alteration
Nodaviruses FHV ~50 nm Mitochondria
. Spherules ER (adjacent to
Bromoviruses BMV ~60 nm
the nucleus)
Cytoplasmic
RUBV 600-2000 nm
vacuoles (CPVs)
. CPVs:
Togaviruses . Lysosomes
. SEV CPVs with 6002000 nm
Single-membrane spherules Spherules:
vesicles
50 nm
DENV 80-120 nm
TBEV 60—100 nm
Flaviviruses MVEV, SLEV Invaginated vesicles ER
75-145 nm
and JEV
YFV unknown
Hepaciviruses HCV ~150 nm
SARS-CoV 200-300 nm
Double membrane
. MHV . 200-350 nm ER
Coronaviruses vesicles (DMVs)
MERS-CoV 150-320 nm
IBV ~200 nm
Double- .
Arteriviruses EAV ~95 nm
membrane —
) Poliovirus 100-300 nm )
vesicles Golgi
. . CV3B ~160 nm
Picomaviruses
unknown
FMDV ~100 nm
(probably ER)
Calicivirus MNV-1 ~200 nm ER/Golgi
Closterovirus BYV ~100 nm ER/Mitochondria

Abbreviations: FHV, Flock House Virus; BMV, Brome Mosaic Virus; RUBV, Rubella Virus; SFV, Semliki
Forest Virus; DENV, Dengue Virus; WNVgyn, West Nile Virus (Kunjin strain); TBEV, Tick Borne
Encephalitis Virus; MVEV, Murray Valley Encephalitis Virus; SLEV, St. Louis Encephalitis Virus; JEV,
Japanese Encephalitis Virus; YFV, Yellow Fever Virus; HCV, Hepatitis C Virus; SARS-CoV, Severe Acute
Respiratory Virus-Coronavirus; MHV, Mouse Hepatitis Virus; MERS-CoV (Middle East Respiratory Syndrome-
Coronavirus); IBV, Infectious Bronchitis Virus; EAV, Equine Arterivirus; CVB3, Coxsackie B3 Virus;
FMDV, Foot and Mouth Disease Virus; MNV-1, Murine Norovirus-1; BYV, Beet Yellows Virus.

Tableau 4 : Caractéristiques des organites membranaires de réplication par famille virale

(Romero-Brey I, Viruses. juill 2014;6(7):2826-57.)

Les deux structures les plus largement retrouvées sont les vésicules a simple membrane

(SMVs), aussi appelées sphérules et générées par invagination (incurvation négative) de

la membrane cellulaire, et les vésicules a double membrane (DMVs) générées par une
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incurvation positive de la membrane cellulaire (Figure 35). Le mécanisme de formation
des DMVs est plus complexe que celui des sphérules, et reste mal compris pour certains
virus. Les deux mécanismes proposés en premier, pour le virus de I’artérite virale équine
(EAV) sont : le double bourgeonnement d’une vésicule au sein du RE, ou la protrusion a

partir d’une citerne du RE (Figure 36).

Negative curvature Positive curvature

a
&
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ER‘}‘i

) ER
lumen %ytosol umel cytosl
Cytosol
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(
é ha-rb
N\~
25nm Enm

Figure 35 : Principe de formation et représentation schématique des vésicules a simple membrane et a
double membrane

(Adapté de : Romero-Brey I, Annual Review of Virology. 2022;9(1):193-212.)

a Protrusion detachment b Double budding

Figure 36 : Hypothéses concernant les mécanismes de formation des DMVs chez 'EAV

(Miller S, Nat Rev Microbiol. mai 2008;6(5):363-74.)
Plus récemment, un mécanisme similaire, ¢lucidé pour les picornavirus, met en jeu une

vésicule a simple membrane qui évolue ensuite vers une citerne, dont la membrane va

s’incurver sur elle-méme puis fusionner (222) (Figure 37).
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Figure 37 : Mécanismes et étapes de formation des DMVs chez les picornavirus et le MERS-CoV
(Wolff G, Trends in Microbiology. 1 déc 2020;28(12):1022-33.)

L’intérieur des sphérules est toujours connecté au cytoplasme par un pore. L’intérieur des
DMVs peut étre ouvert sur le cytoplasme, sur la lumicre de I’organite cellulaire dont il
dérive, ou étre complétement scellé. Le regroupement de plusieurs vésicules forme des
« paquets de vésicules » (vesicle packets, VPs). Les vésicules multi-membrane (multi-
membrane vesicle, MMV) sont des structures plurilamellaires de grande taille. Les
membranes convolutées (convoluted membranes, CMs) sont composées d’un réseau
complexe de citernes tubulaires replié sur lui-méme, souvent associ¢ au réticulum
endoplasmique. Les tubules sont des éléments cylindriques et allongés a simple
membrane. Enfin, le réticulum endoplasmique zippé / en fermeture éclair (zippered ER)
est formé par le rapprochement et 1’apposition des deux faces de la membrane d’une
citerne. Une particularité des virus (+)ssRNA réside dans la génération d’ARN double
brin (d&sSRNA) comme intermédiaire de réplication, qui constitue un puissant activateur de

la réponse cellulaire innée a I’infection virale.

a. Amarillovirales / Flaviviridae
1. Flavivirus
Les premicres publications décrivant les modifications des endomembranes
en cellules de mammifére par le virus de la dengue (DENV) datent des années 1970
(223,224). Le développement de la tomographie électronique sur échantillons inclus en
résine, a permis une analyse en 3D du réseau de réplication généré par ce virus en cellule

Huh7 (225) (Figure 38). Ce réseau est composé d’un enchevétrement complexe de
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membranes convolutées, associ¢ a des sphérules (SMVs) de 80 a 120 nm. Ces SMVs sont
retrouvées invaginées dans des tubules dérivés du RE ou libres dans le cytoplasme au sein
de VPs, et communiquent avec le cytosol via des pores d’environ 10 nm. Un
immunomarquage a permis de mettre en évidence la présence de dsRNA dans les
vésicules ou sur le versant cytosolique de ces vésicules, ainsi que celle de la protéine NS3
(protéase virale impliquée dans la maturation de la polyprotéine) au sein des CMs. De
plus, des images de bourgeonnement de virions sont observées a proximité des vésicules,
indiquant une probable coordination spatiale entre les sites de réplication et les sites
d’assemblage. Une analyse réalisée en cellule de moustique C6/36 infectées retrouve ces
différentes structures, a I’exception des CMs. De plus, une analyse aux temps tardifs de
I’infection a permis d’observer I’apparition de tubules au voisinage de VPs. Ces tubules
peuvent représenter un marqueur de cellules d’insecte chroniquement infectées, a I’image
d’observations réalisées dans des cellules de tiques infectées par le virus de I’encéphalite
a tique (TBEV) (226).

L’¢étude de I’infection par le virus du Nil occidental (West Nile virus), en
particulier son variant australien (WNV Kunjin virus), a été réalisée en cellules Vero. Son
réseau de réplication comporte trois structures : des CMs, des VPs contenant des SMVs
de 50-100 nm connectées au cytosol par un pore, et des zones de membranes
paracristallines (PCs) (227). La colocalisation de marqueurs du trans-Golgi (TGN) avec
le dsRNA des vésicules, suggere une contribution de cet organite dans leur biogenése
(228). Il est ¢galement noté une association étroite des membranes des vésicules avec le
réticulum endoplasmique rugueux (RER) (229).

De nombreux flavivirus sont a transmission vectorielle par des arthropodes
(arbovirus), et ont donc la capacité de se répliquer en cellules de mammifeére, et en cellules
d’insecte ou de tique. Le TBEV représente donc un modele permettant de comparer les
modifications cellulaires induites par le virus dans ces deux contextes. Il a été observé un
nombre de SMVs moindre en cellules de tique (ISE6) par rapport a la lignée Vero (226).
A Dinverse, les cellules ISE6 infectées présentent fréquemment des tubules, 1a ou ces
structures sont rarement rencontrées en cellules de mammifere, a ’image du DENV. Les
SMVs (60 - 100 nm) sont préférentiellement observées a proximité du RE et ouvertes via
des pores sur le cytoplasme, mais aussi connectées aux vésicules voisines par ces mémes
pores (Figure 39). Les tubules se présentent sous la forme de vésicules allongées
mesurant jusqu’a 800 nm de longueur, ont tendance a se regrouper en faisceaux, et sont

systématiquement scellés et dépourvus de pores. Le role des tubules et leur implication
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dans le cycle du TBEV est encore méconnu, et il n’est pas déterminé si ces structures

participent au processus de réplication ou si elles sont formées par un remaniement

défectueux des membranes cellulaires.
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Figure 38 : Schémas, micrographies en MET et reconstructions tomographiques des organites de réplication

du virus de la dengue (DENV)

Ve : single membrane vesicles

(Adapté de : Morita E, Viruses. 2021 Jun 3;13(6):1060 et Ci, Y., Cell. Mol. Life Sci. 78, 4939-4954 (2021).)
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Figure 39 : Micrographies en MET et reconstructions tomographiques des organites de réplication du virus
de I'encéphalite a tique (TBEYV)

(Bily, T., Sci Rep 5, 10745 (2015).)

Le dsRNA est détecté uniquement a I’intérieur des SMVs. Le role protecteur des vésicules
pour le dsRNA, vis-a-vis des senseurs de I’immunité innée cellulaire, a notamment été
démontré en cellules infectées par le TBEV. Ces cellules ont été traitées par du Triton,
qui perméabilise toutes les membranes cellulaires, ou de la streptolysine O qui

perméabilise uniquement la membrane plasmique (230). Les cellules infectées traitées
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par le Triton présentent une activation des genes stimulés par I’interféron, non observée
dans les cellules traitées par la streptolysine O ou les endomembranes restent intactes et
isolent le dsRNA des PRRs du cytosol. Le traitement de cellules infectées avec le
WNVkun ou le TBEV par la bréfeldine A (BFA), qui désorganise le réseau golgien,
n’entraine pas d’inhibition de la réplication virale (230,231). En revanche dans le cas du
WNVikun, il entraine une réponse antivirale par la protéine MxA induites par I’'IFN. Le
méme traitement sur des cellules infectées par le TBEV n’entraine pas de réponse
antivirale, indiquant que les compartiments induits par ce virus protégent toujours le
dsRNA et sont résistants a la BFA.

Le pourcentage de vésicules contenant un pore semble varier en fonction du
modele viral. Dans des cellules BHK-21 infectées avec la particule virale compléte du
TBEV, environ la moiti¢ des SMVs comporte un pore, contre 75 % dans des cellules
transfectées avec un réplicon du TBEV (232,233). De plus, la connexion des vésicules
entre elles par les pores est observée pour le WNVkun mais par pour le TBEV, pour lequel
les vésicules sont uniquement ouvertes sur le cytoplasme.

Plus globalement, I’ensemble des flavivirus utilise le réticulum
endoplasmique comme source de membranes lors de la formation de leur ROs, suivi d’un
assemblage des néovirions dans des saccules de RE a proximité des sites de réplication,

puis d’une maturation des virions dans le Golgi.

ii. Hepacivirus

Par contraste avec les autres membres des Flaviviridae, le virus de I’hépatite
C (HCV) génere un ROs original dans sa composition et son organisation, appelé
« membranous web » (MW) (234) (Figure 40). Ce terme désigne une accumulation de
vésicules au sein d’une matrice membranaire (membranes ondulantes et trés serrées),
générée dans les cellules exprimant la polyprotéine du HCV. L’amélioration des
techniques de ME et 1’observation de cellules Huh7.5 infectées a permis d’identifier les
DMVs comme étant 1’¢lément le plus représenté dans le MW (235,236). Ces DM Vs sont
connectées au RE par leur membrane externe, contiennent du dsRNA et comportent un
pore ouvert sur le cytosol dans environ 10 % des vésicules. Lors des phases tardives de
I’infection, des MMVs sont observées et proviennent vraisemblablement d’éveénements
de repliement secondaire de DM Vs. Une autre étude, basée sur I’infection de Huh7.5 avec
le clone JFH-1, a réalis¢ une description détaillée de I’organisation des populations

vésiculaires au sein du MW (237). Les vésicules en cluster (ViCs) sont de petites SMVs
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de tailles variables (100 - 200 nm) regroupées en amas dans des zones subcellulaires

localisées, la plupart comportant une invagination interne.

Figure 40 : Schéma, micrographies en MET et reconstruction tomographique des organites de réplication
du virus de I'hépatite C (HCV)

3D reconstruction color code :
Cell components : plasma membrane (/ight gray), nucleus (green), lipid droplets (yellow)
Viral replication organelles : ViCs (blue), CVs (purple), DMVs (red).

(Adapté de : Ferraris, P., Cell. Mol. Life Sci. 70, 1297-1306 (2013) et Romero-Brey I, Hepatitis C Virus 1. 2016
Apr 8:149-96.)
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Les vésicules contigués (CVs) sont également de petites SMVs avec une taille homogene
(= 100 nm), présentes en grand nombre et distribuées dans tout le cytoplasme. Les CVs
sont étroitement associées entre elles et ont tendance a s’organiser en collier autour des
gouttelettes lipidiques. Les DM Vs observées présentent une grande hétérogénéité de taille
(150 - 1000 nm). L’augmentation du nombre de CVs semble corrélée a une augmentation
de la réplication virale, ce qui est en faveur d’un rdle lors des phases précoces de la
réplication. Cette hypothése est confortée par la colocalisation de la protéine NS5A
(composant de la réplicase virale) dans les CVs en immunogold. La présence de protéine
Core dans les CVs, a I’image de ce qui est observé a la surface des gouttelettes lipidiques,
pose également la question de leur role comme plateforme d’assemblage viral. A I’inverse
des DMVs, les ViCs ne contiennent pas de dsSRNA ou d’autres composants viraux. Quoi
qu’il en soit, toutes les structures membranaires décrites précédemment sont toujours
fortement associées aux gouttelettes lipidiques, acteur cellulaire majeur de la

morphogenese du HCV.

b. Hepelivirales / Matonaviridae

Le virus de la rubéole (RUBV) est le seul membre du genre rubivirus,
longtemps classé dans la famille des Togaviridae. Bien qu’il appartienne toujours au
supergroupe des Alphavirus (4lsuviricetes), il est maintenant le seul représentant de la
famille des Matonaviridae. 1.’analyse de cellules BHK-21 infectées par ce virus a permis
de mettre en évidence la génération de vacuoles cytopathiques (CPVs) de grande taille
(600 - 2000 nm) dérivées des endosomes et des lysosomes (238,239) (Figure 41). Ces
CPVs présentent une structure trés hétérogene et complexe, composée d’empilement de
membranes, de petites vésicules et de grandes vacuoles (240). La formation de ces CPVs
dépend principalement de voies d’endocytose, comme le montre I’incorporation dans ces
structures de particules d’or couplées a la BSA et endocytées. Les CPVs sont étroitement
liées aux autres organites de la cellule infectée (RE, Golgi, mitochondries), qui sont
recrutés dans leur périphérie et dont I’ensemble forme les usines a virions du RUBV. Le
RER ¢établit des contacts avec les CPVs par le biais de ponts protéiques de 10 - 15 nm.
On trouve aussi des points de contact avec les vésicules golgiennes, en revanche aucun
contact physique n’a ¢té identifi¢ avec les mitochondries, pourtant recrutées a leur
voisinage. Les protéines de la réplicase virale et le dsSRNA ont été localisés dans les
vésicules des CPVs. Ces vésicules dans un premier temps de petite taille, évoluent

probablement secondairement en grandes vacuoles.
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Figure 41 : Schéma, micrographies en MET aprés cryofracture, et reconstructions tomographiques des
organites de réplication du virus de la rubéole (RUBV)

(Fontana J, Virology. 2010 Sep 30;405(2):579-91)
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c. Martellivirales / Togaviridae

La formation de CPVs dérivés des endosomes tardifs et des lysosomes est une
caractéristique du RUBYV partagée avec les Togaviridae du genre Alphavirus : virus de la
forét de Semliki (SFV), virus Chikungunya (CHIKYV), virus Sindbis (SINV), virus de
I’encéphalite équine de 1’Ouest (WEEV) (241,242). La surface interne des CPVs de ces
virus est couverte de sphérules a simple membrane de 50 nm, invaginées et dérivées de
la membrane plasmique (Figure 42). Ces sphérules apparaissent comme le site de la
réplication virale, et sont connectées au cytoplasme par des pores de 5 a 10 nm (243,244).
L’étude cinétique de la formation des CPVs des alphavirus en cellules BHK-21, a permis
de mettre en évidence un mécanisme de formation tout a fait original, qui met en jeu des
¢changes a grande échelle entre différents compartiments cellulaires. Les sphérules sont
initialement formées par exvagination de blebs a la surface de la membrane plasmique,
par I’action des protéines non structurales NSP1 et NSP4. Elles sont ensuite internalisées
par un processus d’endocytose dépendant du cortex d’actine-myosine (245). Une fois
endocytées, les sphérules fusionnent avec un endosome tardif transporté sur les
microtubules vers un site localisé en région péricentriolaire, ou elles s’accumulent dans

les CPVs.

- }— blebbistatin

_____ nocodazole

Figure 42 : Schéma et micrographies en MET de la biogenése des organites de réplication du virus de la
forét de Semliki (SFV)

wort. : wortmannin

(Spuul P, J Virol. 2010 Aug;84(15):7543-57.)
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d. Nodamuvirales / Nodaviridae

Les Nodaviridae infectent majoritairement les insectes, son représentant le
mieux caractéris¢ étant le virus Flock House (FHV). Le FHV a pour particularité de
générer, en cellules de drosophile S2, des invaginations de la membrane externe
mitochondriale formant des sphérules de 50 nm, connectées au cytoplasme par des pores
de 10 nm (246,247) (Figure 43). La localisation d’ARN viraux par immunogold, entre la
membrane interne et la membrane externe mitochondriale, valide le role de ces sphérules
dans la réplication du génome du FHV. L’utilisation de la mitochondrie dans la biogenése

de ROs est particulierement rare a 1’échelle du monde viral, bien qu’elle soit également

retrouvée chez certaines familles virales infectant les plantes.

Figure 43 : Schéma, micrographies en MET et reconstructions tomographiques des organites de réplication
du virus Flock House (FHV)

cyt : cytoplasm; IMS : intermembrane space
(Kopek BG, PLoS Biol. 2007 Sep;5(9):¢220.)

e. Picornavirales
1. Picornaviridae
Une des premiéres descriptions en microscopie €lectronique de modifications
de P’architecture cellulaire induites par un virus, concerne le virus de la poliomyélite et
date de 1958 (248). L’origine des ROs des poliovirus est toujours incomplétement
caractérisée a I’heure actuelle. En cellules HeLa, la présence de marqueurs du Golgi dans

les usines virales est retrouvée au stade précoce de I’infection (249), suivi de 1’ajout de
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marqueurs du RE et des lysosomes au stade tardif de I’infection (250). Au stade précoce
de I’infection, le réseau de réplication est majoritairement composé de regroupements de
petites SMVs rondes/ovales, qui évoluent ensuite vers des vésicules a simple membrane

de grande taille et de forme irréguliere (Figure 44).

Early Structures

3

‘.'{ .

Intermediate Structures

Figure 44 : Micrographies en MET et reconstructions tomographiques des organites de réplication du
poliovirus 3

(Belov GA, J Virol. 2012 Jan;86(1):302-12.)

Leur remplacement au profit de DMVs (100 - 300 nm) au stade tardif de 1’infection,
amene a considérer les SMVs comme un possible précurseur de leur formation, par un
mécanisme d’appariement des membranes et de courbure de la vésicule sur elle-méme
(Figure 37) (222,251). L’observation de corps en U (U-bodies) avec une forme de « fer
a cheval », est probablement un stade intermédiaire de cette biogenése, entre la SMV et
la DMV. Il est intéressant de noter que les SMV's contiennent des marqueurs du cis-Golgi
(GM130) mais pas de marqueurs du RE (calnexine). Cela n’exclue pas pour autant une
participation du RE dans la formation des SMVs, dans la mesure ou les protéines

résidentes de cet organite peuvent étre évacuées apres formation de la vésicule. La phase
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exponentielle de la synthése d’ARN viral coincide avec 1’apparition des SMVs et des
corps en U, ce qui les désigne comme principaux acteurs de la réplication virale.

Les mécanismes de formation des ROs ont aussi été étudiés en cellules Vero
avec le virus coxsackie B3 (CVB3), qui induit aussi des SMVs et des DMVs, dont la
proportion relative est directement liée au stade de la réplication virale (252) (Figure 45).
La disparition de I’appareil de Golgi plaide en faveur de réarrangements de cet organite

menant a la formation des SMVs.

/; single-membrane

tubules (SMTs)

ER Q O double-membrane
I vesicles (DMVs)
v

PA Y 4

multilamellar vesicles

(MVs) :

Collapsing
Golgi

<

Donor organelles Enterovirus ROs

Figure 45 : Schéma, micrographies en MET et reconstructions tomographiques des organites de réplication
du virus coxsackie B3 (CVB3)

(Li X, Frontiers in Microbiology. 2020)

L’augmentation du nombre de DMVs au cours du temps est également observée, a
I’image des cellules infectées par les poliovirus. Les SMVs prennent parfois la forme de
tubules de 600 a 700 nm, qui représentent la encore un potentiel intermédiaire de

formation des DM Vs, par un phénomene d’auto-enveloppement similaire a ceux observés
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lors de I’autophagie. Ces DMVs ne présentent pas de connexion physique avec les
organites voisins, a I’inverse de ce qui est observé pour les nidovirus. Une autre structure
est observée tardivement dans les cellules infectées par le CVB3: des corps
multilamellaires probablement dérivés des DMVs, dont ils contiennent chacun un
exemplaire entouré de plusieurs couches de membranes.

L’ensemble de ces observations a aussi été¢ confirmée en cellules BHK-38
infectées avec le virus pied-main-bouche (FMDYV), avec une apparition séquentielle et
consécutive de SMVs suivie de DMVs, concomitante a la progression du cycle viral au

cours du temps (253).

ii. Caliciviridae

Le genre Norovirus comprend des agents infectieux responsable chez
I’Homme d’épidémies saisonnicres de gastro-entérite virale. L’analyse ultrastructurale de
cellules dendritiques et de macrophages infectés avec le norovirus murin 1 (MNV-1) a
permis de mettre en évidence des particules virales au voisinage ou a I’intérieur de SMVs
et de DMVs (254) (Figure 46). A 24 h p.i., un grand nombre de vésicules et de particules
virales est généré et refoule le noyau par encombrement au sein du volume cellulaire.
Ces ROs semblent provenir de plusieurs compartiments d’apres les marqueurs détectés :
RE, trans-Golgi et endosomes (255). Ces observations n’ont pas pu étre menée avec le

norovirus humain, impossible a cultiver en lignée cellulaire a I’heure actuelle.
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Figure 46 : Micrographies en MET de la biogenése des organites de réplication du norovirus murin 1
(MNV1)
(Wobus CE, PLoS Biol. 2004 Dec;2(12):e432.)

f. Nidovirales
Au sein des Nidovirales, I’architecture et les composants des ROs varient
significativement entre les différentes familles virales (Figure 47). On retrouve des
DMVs chez les Alpha-, Betacoronavirus et les Arteriviridae, des membranes appariées
chez les Gammacoronavirus et les Arteriviridae, des CMs uniquement chez les Alpha- et

Betacoronavirus, et des sphérules issues de RE zippé chez les Gammacoronavirus.
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Figure 47 : Composants membranaires du réseau de réplication des Nidovirales

(Neuman BW, Trends in Microbiology. 1 nov 2014;22(11):642-7.)

1. Coronaviridae

Concernant les Betacoronavirus, 1’étude du SARS-CoV a été une opportunité
de documenter 1’ultrastructure de leur réseau de réplication. Pour ce virus, 1’analyse de
cellules Vero infectées a permis d’observer la formation d’un réseau réticulo-vésiculaire
(RVN) génér¢é a partir des membranes du RE, composé de CMs, de DMVs (200 - 300
nm), et de paquets de vésicules (VPs) (256) (Figure 48). En immunogold, les CMs
contiennent des composants de la réplicase virale (NSP), et les DMVs du dsRNA. Bien
que les DMVs présentent des connexions avec les DM Vs adjacents, les CMs et le RE via
leur membrane externe, il n’a initialement pas ét¢ identifié avec certitude de connexion

avec le cytoplasme via des pores chez le SARS-CoV.
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Figure 48 : Schéma des organites de réplication du SARS-CoV
(Knoops K, PLoS Biol. sept 2008;16;6(9):€226.)

Dans des cellules HeLa infectées avec le MHV, on observe 1’apparition
séquentielle dans cet ordre de différents ¢léments : des DMVs (200 - 350 nm), des CMs,
de grandes vacuoles contenant des virions (LVCV), des corps tubulaires (TB) et enfin des
structures membranaires cubiques (CMS) (257) (Figure 49). Les TB sont décrits comme
une accumulation de membranes en « pelote de laine », en continuité avec le RE. Les
CMS sont organisées sous la forme d’un maillage membranaire cubique et périodique
(paracristallin) de membranes du RE, probablement par accumulation et auto-assemblage
de protéines Spike en exceés dans le RE, avec un réle majeur du cholestérol dans ces
remaniements membranaires de forme géométrique. Le MERS-CoV induit la formation
de ROs en région périnucléaire, comportant des DMVs (150 - 320 nm) et des CMs (258).
Les CMs sont toujours entourées de DM Vs, qui précédent leur apparition au stade tardif

de ’infection.
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Figure 49 : Schéma et micrographies en MET de la biogenése des organites de réplication du virus de
I’hépatite murine (MHYV)

(Ulasli M, Cellular Microbiology. 2010;12(6):844-61.)

Dans le cas des Gammacoronavirus, I’'IBV cultivé en cellules de poulet CK
génere des remaniements membranaires de RE zippé, par un accolement étroit des deux
faces de la membrane de cet organite (259) (Figure 50). Le RE zippé est fréquemment
attaché a des sphérules de 60 a 80 nm, qui sont connectées au cytoplasme par le biais d’un
canal de 4,4 nm. Il est également observé des DM Vs de 200 nm environ, au voisinage de

ces structures.
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Figure 50 : Micrographies en MET et reconstructions tomographiques des organites de réplication du virus
de la bronchite infectieuse aviaire (IBV)

(Maier HJ, mBio. 22 oct 2013;4(5):e00801-13.)
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ii. Arteriviridae

Au sein des Nidovirales, la famille des Arteriviridae est proche des
Coronaviridae, son principal représentant étant I’arterivirus équin (EAV). On observe, en
cellules BHK-21 infectées avec ce virus, des DMV environ deux a trois fois plus petites
(95 nm) que celles générées par les coronavirus (260) (Figure 51). A I’image du SARS-
CoV, ces DM Vs apparaissent connectées entre elles et au RE par leur membrane externe,
formant de fait également un RVN. Comme pour le SARS-CoV, le dsRNA semble
compartimentalisé a I’intérieur des DM Vs qui ne comportent pas de pore les connectant
au cytoplasme. De maniere originale car cela n’est pas observé chez les coronavirus,
I’analyse en MET de cellules Vero a mis en évidence des tubules contenant des protéines
de nucléocapside, étroitement connectés au RVN (261). Ces observations sont en faveur
d’une coordination spatiale dans la cellule des étapes de réplication et d’assemblage pour

I’EAV.

Figure 51 : Micrographies en MET et reconstructions tomographiques des organites de réplication de
Parterivirus équin

(Knoops K, Journal of Virology. mars 2012;86(5):2474-87.)
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g. Virus de plantes

Les virus (+)ssRNA infectant les plantes géncrent également des usines
virales dans les cellules végétales infectées. Dans le supergroupe des Alphavirus (classe
des Alsuviricetes) et proche phylogénétiquement des Togaviridae, les Bromoviridae
comme le virus de la mosaique du brome (BMV) et les Virgaviridae comme le virus de
la mosaique du tabac (TMV) utilisent le RE comme source de membranes (262). Le BMV
induit la formation de sphérules trés similaires a celles des Nodaviridae comme le FHV,
non pas dans la mitochondrie mais dans le RE en région périnucléaire (263). Les
Closteroviridae comme le virus de la jaunisse de la betterave (BY V) forment des DM Vs
(100 nm) et des complexes multi-vésiculaires composés de SMVs entourées par une
méme membrane (264). Ces complexes multi-vésiculaires sont souvent retrouvés au
voisinage de particules filamenteuses virales alignées. Les membranes participant a leur
formation proviennent du RE ou de la mitochondrie. Les Tymoviridae comme le virus de
la mosaique jaune du navet (TYMV) ancrent leurs sites de réplication dans les
chloroplastes dont ils invaginent la membrane pour former des sphérules de 50 a 100 nm
(265). Dans la classe des Tolucaviricetes, les Tombusviridae comme le virus de la nécrose
du concombre (CNV) générent des sphérules a partir de la membrane des peroxysomes

(266).

2. Facteurs de la biogenese des organites membranaires de réplication

La biogenese des ROs implique d’une part de former ses composants en
modifiant les membranes de la cellule hote, d’autre part de stabiliser et de maintenir ces
structures dans le temps, au sein d’une cellule dont les compartiments sont en perpétuel
remaniement. L.’expansion massive des membranes des compartiments cellulaires passe
nécessairement par un détournement des mécanismes cellulaires physiologiques
(Tableau 5), les virus (+)ssRNA étant limités par la taille de leur génome pour coder des
protéines remplissant toutes ces fonctions. Le principal composant des structures
membranaires viro-induites étant les lipides, les virus utilisent a leur profit les acteurs du
métabolisme lipidique. Le recyclage réalisé par le biais de 1’autophagie constitue
probablement une source importante de membranes. Enfin, la morphogenése des SM Vs,
DMVs et des tubules s’effectue également par des mécanismes de courbure des
membranes, notamment ceux utilisés pour la formation de vésicules de transport dans la

cellule. L’étude des interactions virus-cellule pour la formation des ROs est
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particulierement documentée pour deux familles virales d’importance en pathologie

humaine : les Flaviviridae (en particulier HCV) et les Picornaviridae (en particulier les

poliovirus et les virus coxsackies). Pour la génération de leurs ROs, les Flaviviridae

utilisent principalement le RE, 1a ou les Picornaviridae utilisent principalement 1’appareil

de Golgi, expliquant pour partie 1’origine des facteurs d’hote utilisés. Dans une moindre

mesure, les Coronaviridae ont également été étudiés dans ce contexte.

Host factor Cellular function Virus Function for the virus
Lipids Sphingo-lipids Signal transmission, cell recognition HCV Stimulation of polymerase activity (Hirata et al., 2012)
(Brown and London, 2000)
P14P Golgi recruitment of adapter proteins, HCV Recruitment of OSBP (Wang et al., 2014) or FAPP2 (Khan et al., 2014)
membrane identity (Clayton et al., 2013)
Rhinoviruses  Recruitment of OSBP (Roulin et al., 2014)
Enteroviruses Recruitment of 3D polymerase (Hsu et al, 2010)
Cholesterol Lipid rafts, detergent-resistant membranes WNV Immune response perturbation (Mackenzie et al., 2007)
(Silvius, 2003)
Enteroviruses Impacts replication membrane architecture (linytska et al., 2013)
HCV Impacts replication membrane architecture (Paul et al., 2013; Wang et
al,, 2014)
Saturated fatty Membrane component RUBV Unknown, enriched in infected cells (Williams et al., 1994)
acids
Phospho-lipids Membrane component FHV Facilitates membrane association of polymerase (Castorena et al., 2010;
Stapleford et al., 2009)

Lipid PI4KIllo PI4P synthesis at the ER and plasma HCV Interacts with NS5A, impacts replication membrane architecture (Reiss
metabo- membrane (Clayton et al., 2013) et al., 2011, 2013), induces PI4P synthesis for recruitment of OSBP
lism and (Wang et al.,, 2014) or FAPP2 (Khan et al., 2014)
transport

PI4K11IB P14P synthesis at Golgi membranes Enteroviruses PI4P enrichment for recruitment of 3D polymerase (Hsu et al., 2010)
(Clayton et al., 2013)
HCV Unknown, possibly PI4P enrichment and connected with GBF1 & ARF1
functions (Zhang et al.,, 2012)
Rhinoviruses  PI4P/Cholesterol shuttling via OSBP (Roulin et al., 2014)
OSBP Sterol transport from ER to Golgi (Mesmin HCV Impacts replication membrane architecture (Wang et al., 2014)
etal, 2013)
FAS Synthesis of fatty acids at the ER (Smith ~ DENV Recruitment and stimulation by NS3 (Heaton et al., 2010)
et al., 2003)
WNV Unknown, required for replication (Martin-Acebes et al., 2011)
Sphingosin kinase 2 Lipid peroxidation (Maceyka et al., 2005) HCV Interferes with membrane rearrangements (Yamane et al., 2014)
FAPP2 Glycosphingolipid transport (D’Angelo HCV Sphingolipid transport to replication membranes (Khan et al.,, 2014)
et al.,, 2007)
Vesicle VAP-A Binding of SNARE proteins (Weir et al., HCV Interacts with a specific NS5A phosphoform (Evans et al., 2004)
transport 2001), ER/Golgi transport, OSBP binding
(Wyles et al., 2002)
VAP-B Similar to VAP-A, forms heterodimers with HCV Interacts with NS5A and NS5B (Hamamoto et al., 2005)
VAP-A (Hamamoto et al., 2005)
COPI (including Retrograde Golgi/ER transport, Enteroviruses Blocked by 3A interaction (Wessels et al., 2006)
ARF1, GBF1, phospholipase D activation (Mitchell et al.,
ARFGAP1, ACBD3)  2003)
Coronaviruses Interaction with NS4 (Oostra et al., 2007) and spike protein (McBride
et al,, 2007)
HCV Unknown, probably connected to PI4KIIIp functions (Zhang et al., 2012)
corIl Vesicular ER/Golgi transport (D’Arcangelo PV Recruitment on 2BC-induced vesicles (Rust et al., 2001), increased
et al.,, 2013) membrane recruitment of Sec16A (Trahey et al., 2012)
Cyclophilins CypA Peptidyl-prolyl cis/trans isomerase (Wang HCV Interacts with NS5A, impacts replication membrane architecture
and Heitman, 2005) (Madan et al., 2014)
Coronaviruses Involved in RNA synthesis (Carbajo-Lozoya et al., 2014), binds to
nucleocapsid (Luo et al., 2004)
Arteriviruses  Unknown, required for replication (de Wilde et al., 2013b)
Tombusviruses Interacts with p33 and viral RNA (Kovalev and Nagy, 2013)
FKBP Peptidyl-prolyl cis/trans isomerase (Wang Coronaviruses Unknown, required for replication (Carbajo-Lozoya et al., 2014)
and Heitman, 2005)

Membrane  PSTPIP2 Actin-associated in macrophages (Yeung  HCV Impacts replication membrane formation, probably by membrane
curvature et al., 1998) bending (Chao et al., 2012)

Amphi-physins Membrane bending via its BAR-domain HCV Impacts NS5A phosphorylation and replication membrane formation

(Arkhipov et al., 2009) (Masumi et al., 2005)

Alphaviruses  Recruitment by nsP3 (Neuvonen et al., 2011)

Reticulon proteins ER membrane shaping (Voeltz et al., 2006) BMV Impacts replication membrane formation (Diaz et al., 2010)
Picornaviruses Interacts with 2C (Tang et al., 2007)

Autophagy LC3, ATG4B, ATG5, Delivery of cytoplasmic components to the PV LC3 required for replication (Taylor and Kirkegaard, 2007)
ATG7, ATG12, lysosome (Mizushima, 2007)
Beclin-1

Coronaviruses
DENV

HCV

ATG5/12 required for replication (Prentice et al., 2004)

ATGS5 required for replication (Lee et al.,, 2008), manipulates lipid
metabolism (Heaton and Randall, 2010)

ATG4B/5/12, Beclin-1 required for translation and replication (Dreux
et al., 2009), autophagosome formation by inducing LC3 lipidation (Sir
et al, 2008), ATG7 involved in particle production (Tanida et al., 2009),
ATGS5 interacts with NS5B (Guevin et al., 2010), NS4B-induced
autophagy connected with Rab5 and Vps34 (Su et al,, 2011)

Tableau 5 : Facteurs d'héte impliqués dans la biogenése des ROs
(Harak C, Virology. 1 mai 2015;479-480:418-33.)
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a. Facteurs d’hote
1. Voie sécrétoire et coatomeres
Plusieurs membres des Picornaviridae utilisent des coatoméres de la voie
sécrétoire, antérograde ou rétrograde. Pour les poliovirus, le détournement de COPII peut
initier la formation des regroupements de SMVs a partir de la voie antérograde RE - Golgi
(267,268). L’interaction entre ARF1-GTPase (ADP-ribosylation factor 1), son effecteur
GBF1 (Golgi Brefeldin A Resistant Guanine Nucleotide Exchange Factor 1) et les
protéines non structurales 3A et 3CD des poliovirus, permet d’inhiber le recrutement de
COPI et donc la formation de vésicules rétrogrades Golgi - RE, stabilisant ainsi le ROs

dérivé du Golgi (Figure 52) (269).
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Figure 52 : Facteurs d’héte de la voie sécrétoire détournés pour la formation des ROs des virus a ARN
simple brin de polarité positive

(Belov GA, Curr Opin Virol. 1 déc 2012;2(6):740-7.)

L’utilisation de COPI semble variable chez les Picornaviridae, jouant un réle pour
I’entérovirus 71 (270), I’échovirus 11 et le parechovirus 1 (271), a ’inverse du virus de
I’encéphalomyocardite chez qui COPI n’est pas retrouvée dans les membranes des ROs.
La différence d’utilisation de COPI chez ces virus refléte la sensibilité a la BFA, une

molécule inhibitrice de la fusion des vésicules COPI. La réplication du HCV semble
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¢galement dépendante de ARF1 et GBF1, bien que le mécanisme exact ne soit pas connu
(272) Le SARS-CoV interagit également avec COPI (273), bien que I’intégrité des
mécanismes précoces de la voie sécrétoire ne semble pas essentiel au remodelage
membranaire du RE, en faveur d’un réle différent de COPI par rapport aux
Picornaviridae. Concernant HCV, il a ét¢ montré une interaction entre les protéines non
structurales NS5A et NS5B et la protéine multifonctionelle VAP (vesicle-associated-
membrane protein-associated protein) (274). Cette protéine est impliquée dans le
transport intracellulaire, notamment en régulant le trafic vésiculaire 1i¢ a COPI. VAP joue
un role majeur pour la formation du complexe de réplication du HCV et interagit avec
NIR2, une protéine impliquée dans la régulation du trafic membranaire et dans le
métabolisme des phospholipides. Une hypothése postule que VAP remodéle le RE en

interagissant avec NIR2, afin de promouvoir la formation du MW (275).

ii. Autophagie

L’autophagie joue un role dans le cycle de nombreux virus, notamment les
poliovirus, les coronavirus, le virus de la dengue, et le HCV (276). Pour HCV cependant,
il n’a pas été confirmé avec certitude si 1’ensemble du processus est impliqué, ou si
certains facteurs de I’autophagie suffisent individuellement a promouvoir la formation du
membranous web (236,277). La similarit¢ morphologique entre les DMVs et les
autophagosomes pose la question de leur relation, bien que les premiers soient
significativement plus petits que les structures autophagiques. De plus, la formation des
membranes des autophagosomes et celles des vésicules virales a partir du RE, est un autre
point qui plaide en faveur d’une origine commune. Ce lien potentiel a été évoqué des les
premiers travaux sur les poliovirus par George Palade et al. en 1965, en se basant sur la
ressemblance entre les U-bodies en « fer a cheval » et les autophagosomes au stade
d’omégasome (278). Plus récemment, il a ét¢ montré la présence de LC3 et de marqueurs
lysosomaux dans les vésicules en cluster des poliovirus, en faveur d’un possible role des
étapes tardives de 1’autophagie (279). A I’inverse I’inhibition par des siRNA des facteurs
de I’autophagie (comme Atgl2) et des composants du complexe Atg5, interrompt la
sécrétion des virions hors de la cellule sans impacter la réplication (280), en faveur d’une
implication des vésicules des poliovirus et de 1’autophagie dans I’étape de sortie virale.
Concernant les Coronaviridae, une étude a montré la localisation de LC3 dans les
vésicules induites par le MHV (281), mais pas dans celles induites par le SARS-CoV

(61). L’infection d’une lignée cellulaire murine Atg5-knockout par le MHV donne une

109



production virale fortement diminuée par rapport au controle, en faveur d’une implication

des étapes précoces de 1’autophagie (281).

iii. Transporteurs et enzymes du métabolisme lipidique

Le détournement de la voie sécrétoire pour la formation des ROs par les virus
passe également par I’utilisation d’enzymes de la classe des transférases, comme les
phosphoinositide kinases (Figure 52). Une caractéristique commune de la réplication des
Picornaviridae et du HCV réside notamment dans la dépendance aux
phosphatidylinositol 4-kinases de type III (PI4KIlls) et leur produit le PI4P
(phosphatidylinositol-4-phosphate). Les PI4KIIIs existent sous deux isoformes : alpha et
béta. La PI4KIIIa est localisée dans le RE, et joue un rdle dans la réplication du HCV
(282). La PI4KIIIP est retrouvée dans les membranes du Golgi, et joue un rdle dans la
réplication des Picornaviridae (249), mais également pour certains génotypes du HCV
(283).

L’infection in vitro de cellules par HCV entraine une augmentation de la
concentration en PI4P dans les endomembranes (284). De méme, les niveaux de PI4P
sont augmentés dans les biopsies hépatiques de patients infectés par HCV (283). Pour
HCV, la stimulation de la synthese de PI4P passe probablement par 1’interaction entre la
NS5A (via 7 acides aminés dans le domaine 1) et la PI4KIIla (285). L’accumulation de
PI4P est essentiel pour la formation du MW, comme le montre le knockdown de PI4KIIlo
qui entraine une désorganisation du réseau de réplication, avec I’accumulation de DM Vs
regroupés et de petite taille (285). En plus de I’augmentation globale de PI4P, son
accumulation locale semble aussi importante pour la biogenése du MW. En effet, il a été
montré que le PI4P contribue au recrutement d’OSBP (oxysterol-binding protein), une
protéine impliquée dans le transfert du cholestérol entre les membranes de la cellule. Le
knockdown d’OSBP entraine les mémes conséquences que celui de la PI4KIIla sur le
MW, en faveur d’un rdle du cholestérol dans la formation du réseau de réplication du
HCV (286). En outre, I’accumulation locale de PI4P semble agir par plusieurs
mécanismes : I’induction de la courbure membranaire (287), la génération d’un gradient
de concentration en lipides entre les membranes cellulaires et celles des ROs (288), et le
recrutement localis¢é des enzymes du métabolisme lipidique afin d’influer sur la
composition en lipides des membranes du réseau de réplication. D’autre PI4P-binding

protéines ont été¢ identifiées comme actrices du cycle du HCV : GOLPH3 (Golgi
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phosphoprotein 3) (289) et CERT (ceramide transport protein) (290) pour 1’assemblage
de particules virales, FAPP2 (human 4-phosphate-adaptor-protein-2) (291) pour la
réplication de I’ARN.

Concernant les Picornaviridae, I’inhibition de la PI4KIIIP bloque la synthése
de ’ARN du CVB3 et des poliovirus (292), en cohérence avec I’origine golgienne de
leurs réseaux de réplication. L’interaction de la protéine non structurale 3A avec GFBI,
entrainant 1’activation de ARF1, est probablement a 1’origine du recrutement de la
PI4KIIIPB dans les membranes des ROs (293). La protéine adaptatrice golgienne ACBD3
(acyl-coenzyme A binding domain containing 3) semble aussi jouer un role dans ce
recrutement et I’accumulation localisée de PI4P, de nouveau par une interaction avec la
protéine 3A (292). De plus, la PI4P fonctionne comme un adaptateur de la polymérase
entérovirale 3D, pour son association aux sites de réplication (249). Enfin, et a I’'image
du HCV, ’implication d’OSBP plaide en faveur d’un r6le majeur du cholestérol pour la

formation des compartiments de réplication (294).

iv. Lipides

Les lipides constituent le composant fondamental des membranes cellulaires
et a ce titre, I'infection d’une cellule par un virus générant des ROs entraine une
perturbation significative de ’homéostasie des lipides. Ainsi, les profils lipidomiques des
cellules infectées montrent souvent des niveaux anormaux en stérols, sphingolipides et
phospholipides (295). En particulier, pour les virus entrainant une infection chronique
(hépatite chronique liée a HCV, myocardite chronique liée au CVB3), les perturbations
des niveaux de lipides persistent pendant de nombreuses années dans les tissus (283). Les
lipides jouent de nombreux roles vis-a-vis des ROs : ils aident a I’accrochage et a la
concentration des protéines virales de réplication, ils catalysent certaines réactions
enzymatiques virales, et ils participent au mécanisme fondamental de la courbure
membranaire a I’origine des vésicules du réseau de réplication.

Les organites d’une cellule présentent physiologiquement une composition
différente en phospholipides. Lorsqu’un virus infecte une cellule et débute son cycle, les
mécanismes d’amplification de la synthése et du recrutement des lipides n’ont pas encore
¢été initiés. Ainsi, le virus va commencer par modifier et détourner les membranes des
organites qui contiennent préférentiellement les lipides impliqués dans son cycle viral
(Figure 53). Les virus infectant les plantes et ceux infectant les insectes ont une

réplication dépendante du phosphatidyléthanolamine (PE), qu’ils vont capter a partir de
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la membrane du peroxysome (Tombusviridae comme le CNV) ou de la membrane externe
de la mitochondrie (Nodaviridae comme le FHV) (296). Les virus infectant les animaux
vertébrés dont I’Homme dépendent eux du PI4P, qu’ils vont initialement capter a partir
des membranes du RE ou du Golgi. Que les virus utilisent le PE ou le PI4P, les stérols
jouent un rdéle majeur et complémentaire a celui des phospholipides.

Concernant le HCV, la perturbation de la lipogenése s’effectue via la protéine
Core et la NS4B, en induisant le clivage des facteurs de transcription SREBP (sterol
regulatory element binding protein), promoteurs de génes de la synthese des lipides
comme FAS (fatty acid synthetase) (297). FAS interagit en retour avec la polymérase
NS5B et stimule son activité (298). 1l a aussi été montré 1’implication de FAS dans la
réplication du DENV (299) et du WNV (300). La présence de sphingolipides explique la
résistance aux détergents des membranes des ROs du HCV. Le cholestérol est
systématiquement augmenté dans les sites de réplication du HCV, du WNV (301), et des
entérovirus. Chez les entérovirus, les bicouches lipidiques riches en cholestérol sont
recrutées vers les ROs, depuis la membrane plasmique, par I’intermédiaire de la voie de
I’endocytose dépendante de la clathrine (302). De maniere originale, le virus de rubéole

requiert une forte concentration d’acides gras saturés dans ses sites de réplication (303).
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Figure 53 : Nature et organites sources des phospholipides utilisés pour la réplication des virus a ARN
simple brin de polarité positive

(Altan-Bonnet N. Trends in Cell Biology. 1 mars 2017;27(3):201-13.)
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b. Protéines virales
i.  Modificateurs des membranes

La génération de ROs, en particulier des SMVs et DMVs, a partir des
membranes cellulaires nécessite plusieurs mécanismes complémentaires : le ciblage vers
la membrane de facteurs promoteurs, I’induction d’une courbure membranaire,
I’accolement de deux membranes, et la fusion des membranes. L’induction d’une
courbure membranaire peut elle-méme résulter de plusieurs mécanismes (Figure 54),
dont le point commun est d’entrainer une asymétrie entre les deux feuillets d’une
membrane : I’insertion transmembranaire d’une protéine virale conique, I’insertion d’une
protéine virale comportant une hélice a. amphipathique, 1’insertion de protéines virales
oligomérisées, 1’association de protéines périphériques/d’échafaudage, et ’augmentation
du caractére asymétrique de la concentration d’une espéce de phospholipide dans un

feuillet de la bicouche.

Membrane Amphipathic Membrane protein Scaffolding by Lipid composition
protein shape helix insertion oligomerization peripheral proteins

Figure 54 : Mécanismes de courbure membranaire

(Miller, S., Nat Rev Microbiol 6, 363—374 (2008).)

Pour la quasi-totalité¢ des virus (+)ssRNA, les protéines virales impliquées dans la
modification des membranes cellulaires sont des protéines non structurales (Tableau 6),
comportant la plupart du temps une hélice o amphipathique et/ou un domaine hydrophobe
transmembranaire, avec la propriété de s’oligomériser.

Concernant la formation de SM Vs, les flavivirus comme le DENV et le WNV
utilisent principalement la protéine non structurale NS4A (304,305). En revanche, le role
de cette protéine n’a pas été confirmé pour le TBEV. La NS4A contient un domaine
transmembranaire central qui lui permet de s’intercaler dans le feuillet luminal du RE. Sa
propriété d’oligomérisation participe probablement a la dilatation du feuillet luminal,
induisant une invagination de la membrane dans la lumiére du RE (306). Cependant,

I’expression de NS4A seule n’est pas suffisante pour induire la formation des ROs. Une
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NS4A dépourvue de son domaine C-terminal 2K, c’est-a-dire identique a une NS4A déja
clivée par la protéase virale, n’induit pas d’altérations membranaires (304). Cela souligne
I’importance de I’étape de clivage de la polyprotéine virale dans 1’induction des
remaniements membranaires. Chez les Picornavirales, pour le calicivirus félin (FCV)
I’expression isolée de la protéine non structurale p30 induit en cellules HEK293T une
réorganisation massive du RE sous la forme d’un réseau de membranes fenétrées (307).
De plus, la co-expression de la p39 et de la p32 induit également une réorganisation du

RE, en faveur d’une formation des ROs principalement a partir de cet organite.

Order _______[Family _________JType _____|Proteins

Nidovirales Arteriviridae DMV, PM nsp2, 3

Coronaviridae DMV, CM, nsp3, 4, 6
spherule, PM

Mesoniviridae PM, tubule nr®
Roniviridae Vesicle nr

Picornavirales Dicistroviridae nr nr
Iflaviridae Vesicle nr
Marnaviridae Vesicle nr
Picornaviridae DMV 2BC, 3A
Secoviridae Vesicle, CM nr

Tymovirales Alphaflexiviridae VP TGB1
Betaflexiviridae VP, DMV nr
Gammaflexiviridae VP nr
Tymoviridae DMV nr
Alphatetraviridae VP Rep
Alvernaviridae VP nr
Astroviridae DMV nsP1a
Barnaviridae nr nr
Bromoviridae Spherule Protein 1a
Caliciviridae Vesicle P30
Carmotetraviridae VP nr
Closteroviridae VP, DMV nr
Flaviviridae Spherule NS4A, 4B
Hepeviridae Vesicle, PM nr
Leviviridae
Luteoviridae SMV, tubule nr
Narnaviridae nr nr
Nodaviridae Spherule Protein A, viral RNA
Permutotetraviridae nr nr
Potyviridae Vesicle 6K, 6K2
Togaviridae Spherule P123
Tombusviridae Spherule nr
Virgaviridae Spherule nr

Tableau 6 : Protéines virales impliquées dans la biogenése des ROs

(Neuman BW, Trends in Microbiology. 1 nov 2014;22(11):642-7.)
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Dans la famille des Togaviridae, le SFV présente un mécanisme tout a fait original de
biogenese de son réseau de réplication composé de vacuoles, par bourgeonnement et
internalisation de vésicules a partir de la membrane plasmique, puis leur fusion avec les
endosomes. Ce mécanisme repose principalement sur la protéine non structurale NSP1,
qui présente une affinité pour les lipides, par le biais d’une hélice o amphipathique (242).
Cette affinité est plus particuliérement dirigée vers les phospholipides chargés
négativement, ce qui explique son interaction avec le feuillet interne de la membrane
plasmique, dans lequel on retrouve une forte concentration de ces lipides, notamment la
phosphatidylsérine (308). Cependant, NSP1 seule ne suffit pas a la formation compléte
des vacuoles de réplication. La protéine NSP3 joue un réle important dans cette
biogenese, en contribuant au transport de la polyprotéine réplicase depuis la membrane
plasmique vers la surface des endosomes (309). Un point intéressant concernant le SFV
réside dans le fait que la taille des sphérules semble dépendante de la longueur de I’ARN
génomique (310), contrairement au FHV pour lequel la taille des sphérules ne semble pas
corrélée a ce parametre (311). Cette observation indique un réle clé de I’ARN viral
génomique pour la formation des ROs du SFV, en plus du rdle de ses protéines non
structurales. Toujours concernant le FHV, nodavirus infectant les insectes, 1’expression
de la protéine non structurale A est nécessaire mais pas suffisante pour induire la
formation de sphérules. L’expression isolée de cette protéine induit cependant
I’apposition en « zippering » des membranes externes de mitochondries adjacentes. La
co-expression de la protéine A et de ’ARN viral génomique conduit cette fois a la
formation de sphérules mitochondriales (311). Enfin chez le BMV, virus infectant les
plantes et générant des sphérules, 1’expression isolée de la protéine NSla est suffisante

pour induire leur formation a partir du RE (312).
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Concernant les virus formant des DM Vs, le HCV utilise pour former le MW,
une combinaison de ses protéines non structurales composants de sa réplicase : NS3/4A,

NS4B, NS5A et NS5B (Figure 55).
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Figure 55 : Protéines structurales et non structurales du HCV, et roles dans la formation de vésicules et du
complexe de réplication

RC : replication complex

(Miller S, Nat Rev Microbiol. mai 2008;6(5):363-74.)

L’expression isolée de chacune de ces protéines est suffisante pour induire un
remaniement membranaire, bien que la NS5A ait la plus grande capacité a générer des
ROs, en particulier des DMVs complétement formés (236). La NS4B joue également un
role de premier plan, en favorisant la courbure des membranes cellulaires (234). Ces deux
protéines non structurales ont en commun de contenir une hélice oo amphipathique, et de
s’oligomériser entre elles. La mutation du domaine de dimérisation de la NS4B conduit a
la formation de DMVs de morphologie aberrante, soulignant I’importance de
I’oligomérisation pour la génération de vésicules de réplication (313,314). La formation
de complexes de protéines oligomérisées permet aussi probablement de maintenir et
stabiliser la courbure membranaire. Chez les Picornaviridae, les poliovirus et le CVB3
font appel aux protéines non structurales 2BC et 3A. Leur co-expression induit la
formation de vésicules dérivées du RE similaires a celles observées lors d’une infection
(279). De nouveau, les protéines 2B et 2C contiennent toutes deux un motif inducteur de
courbure membranaire, sous la forme d’une hélice o amphipathique (315,316). Le FMDV
adresse les protéines 2B et 2BC vers le RE, entrainant une dilatation des citernes du RE

(317). Dans I’ordre des Nidovirales, les protéines non structurales impliquées dans la
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formation des DM Vs sont relativement conservées entre ses différents membres, malgré
de grandes variations de la taille de leur génome (12,7 kb chez les arterivirus, jusqu’a
31,7 kb chez les coronavirus). En particulier les domaines transmembranaires des

protéines NSP3, NSP4, NSP5 et NSP6 sont retrouvés pour tous les virus de cet ordre

.
(Figure 56).
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Figure 56 : Conservation et homologies de séquence des protéines non structurales formant des DMVs chez
les Nidovirales

(Neuman BW, Trends in Microbiology. 1 nov 2014;22(11):642-7.)

Pour I’EAYV la co-expression de la NSP2 et de la NSP3 et leur interaction, sont suffisantes
pour induire des remaniements membranaires similaires a ceux observés lors d’une
infection (318). La mutation des domaines transmembranaires de la NSP3 altére ces
remaniements, soulignant leur importance pour leur biogenése (319). La protéine NSP5
joue aussi un role dans la génération de ces remaniements. Pour le SARS-CoV, les

protéines impliquées sont la NSP3, la NSP4 et la NSP6 (Figure 57).
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Figure 57 : Mécanismes théoriques de formation des ROs du SARS-CoV, protéines virales impliquées et
micrographies en MET

(Adapté de : Wolf YI, mBio. 27 nov 2018;9(6):€02329-18., Megan Mary Angelini, DNA and Cell Biology.Mar
2014.122-127., Neuman BW, Trends in Microbiology. 1 nov 2014;22(11):642-7.)

Apres traduction de la polyprotéine virale et clivage protéolytique, ces trois protéines
restent insérées dans la membrane du RE (320). D’une part, leur forme conique leur
permet d’incurver la bicouche lipidique. D’autre part, elles forment un échafaudage par
leurs co-interactions, dont I’encombrement stérique participe a I’induction et au maintien
de la déformation membranaire (321,322). Les interactions des trois protéines entre elles
ont été objectivées par spectrométrie de masse, des techniques du double hybride en
levure, et de co-immunoprécipitations (323). Une étude menée par Angelini et al. en 2013

(38), a analysé les modifications viro-induites en cellules HEK-293T, en transfectant
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isolément ou en combinaison des plasmides codant NSP3, NSP4 et NSP6. L’expression
isolée de nsp3 induit une prolifération membranaire sous la forme de corps
multilamellaires vésiculés, et d’accumulation de corps membranaires désordonnés.
L’expression isolée de NSP4 n’est pas suffisante pour induire des remaniements
membranaires, la ou la co-expression de NSP3 et NSP4 induit la formation de membranes
appariées avec une organisation géométrique réguliere (maze-like bodies, MLB).
L’expression isolée de NSP6 induit la formation de vésicules a simple membrane autour
du MTOC, formation inhibée par la co-expression de NSP4, qui recrute et relocalise
probablement NSP6 a distance du MTOC. Enfin, la co-expression NSP3-NSP4-NSP6
conduit a la formation de CMs et de DMVs de forme et de taille comparable a ceux
observés dans une cellule infectée par le SARS-CoV. Cela suggére que NSP6 modifie la
forme des membranes appariées en les incurvant, sans altérer I’appariement généré par

NSP3-NSP4.

ii.  Complexes de réplication

Les virus (+)ssRNA codent une (ou plusieurs) protéine(s) non structurale(s)
dont le role est d’ancrer le complexe de réplication dans les membranes cellulaires. On
peut par exemple citer NS4A et NS4B pour DENV et HCV, la protéine A du FHV, ou la
protéine 3A des poliovirus. De maniére similaire a I’association de protéines cellulaire
membranaires dans une bicouche lipidique, ces protéines virales peuvent s’intégrer dans
les membranes par une insertion co-traductionelle via des ribosomes liés au RE. La NS5B
est une exception, car elle est insérée dans la membrane en post-traductionnel via son
domaine hydrophobe C-terminal (324). La traduction d’une polyprotéine virale facilite
probablement I’ancrage et la co-localisation des différentes protéines non structurales
dans les membranes de la cellule. De méme, 1’étape de clivage protéolytique semble jouer
un role majeur dans leur association aux membranes, et pour leur propriété a induire des
remaniements membranaires. Cela explique la difficulté, chez les virus (+)ssRNA, a
trans-complémenter une protéine virale présente au sein du complexe de réplication
(325). L’ancrage dans la bicouche des composants de la réplicase virale s’effectue
souvent via une hélice o amphipathique, a I’'image de la NSP1 du SFV, ou de la NS4B et
NSS5A du HCV. Elle peut aussi s’effectuer par I’attachement covalent d’un lipide sur la
protéine virale, comme la palmitoylation de la NSP1 du SFV (326). Certaines protéines

virales non structurales dépourvues de domaines d’ancrage membranaires peuvent malgré
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tout s’associer a la bicouche membranaire de maniere périphérique, par une interaction
forte avec une autre protéine ancrée dans cette derniére.

La localisation du complexe de réplication par rapport a la structure des ROs est différente
selon la famille virale considérée, et dépend du caractére clos ou ouvert de la vésicule sur

le cytoplasme (Figure 58).
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Figure 58 : Orientation du complexe de réplication par rapport a la membrane des SMVs, tubules et DM Vs

(James H. Strauss, Ellen G. Strauss, Chapter 3 - Plus-Strand Rna Viruses, Viruses And Human Disease Second
Edition, Academic Press, 2008)

Une vésicule fermée implique nécessairement une orientation de la réplicase vers
I’extérieur de la vésicule, sur son versant cytoplasmique, comme cela a été montré pour
les entérovirus (327). Une vésicule ouverte permet la localisation de la réplicase a
I’intérieur de celle-ci, afin qu’elle puisse importer les métabolites nécessaires et exporter
les ARN viraux néosynthétisés. Concernant les sphérules, les flavivirus, le SFV, le
RUBYV, et le FHV, ont tous leur complexe de réplication localisé sur le versant interne
des sphérules. Concernant les DM Vs ouverts sur le cytosol, la réplicase peut étre localisée
dans la membrane externe et tournée vers ’extérieur, ou dans la membrane interne et
tournée vers ’intérieur. C’est notamment le cas du HCV (328) et des Nidovirales. Le
caractere ouvert ou fermé d’une vésicule dépend de la présence d’un canal en « forme de

col » (« necked channel »). Il a récemment été découvert, grace a I’apport de la cryo-ME,
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que ces points de passage peuvent étre ménagés par des pores viraux, a I’'image des pores
nucléaires de la cellule.
iii.  Pores moléculaires viraux

En 2017, une analyse en microscopie électronique a été effectuée sur des
cellules de drosophile S2 transfectées avec des plasmides codant le génome du FHV
(329). Cette analyse s’est focalisée sur le canal qui permet aux sphérules mitochondriales
du réseau de réplication d’étre ouvertes sur le cytoplasme. Une reconstruction
tomographique en cryo-ME a permis de mettre en évidence, au niveau de la face
cytosolique de ce canal, un complexe protéique en « couronne » présentant une symétrie

d’ordre 12 (Figure 59).

Figure 59 : Reconstructions tomographiques de pores moléculaires viraux par cryo-ME

a,d : Nodavirus, b,e : Alphavirus, ¢,f : Coronavirus
(Masaki Nishikiori, Annual Review of Virology 2022 9:1, 193-212)

Ce complexe, véritable pore viral de 50 a 80 nm, est compos¢ uniquement de protéine A
de réplication. Ses douze sous-unités interagissent toutes avec la membrane externe de la
mitochondrie a la base de la couronne, stabilisant ainsi la forte courbure membranaire du
col de la sphérule, en compensant les forces de répulsion électrostatique des copies de
dsRNA contenues dans la vésicule. En 2021, une étude ayant recours a la cryo-ME a
identifi¢ un pore viral chez le CHIKV, sous la forme d’un dodécamere (douze sous-
unités) en anneau, compos¢ de protéines NSP1 (330). Ce pore viral étroit (7 nm) participe

a la formation de sphérules, et régule I’entrée et la sortie des métabolites et des ARN. La
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taille réduite de ce pore permet malgré tout le passage des ARN viraux, d’une longueur
nanométrique. Treés récemment chez les coronavirus, une analyse de cellules infectées par
le MHV a permis d’identifier sur les DM Vs, grace a la cryo-ME, un pore viral cylindrique
composé de 6 copies de protéine NSP3 (89). L’observation de telles structures en ME
conventionnelle dans des cellules infectées par le SARS-CoV-2, laisse présager qu’un
pore viral également composé de NSP3 existe pour ce virus, et constitue probablement
une structure commune a tous les coronavirus. Pour les picornavirus, la protéine 2C
semble un candidat potentiel pour la formation de pores viraux, du fait de sa capacité a
interagir avec les membranes, induire la formation de DMVs et a s’organiser en
hexameres (331).

Les pores viraux présentent de nombreuses similitudes avec les pores nucléaires des
cellules eucaryotes : les deux ménagent un passage au travers des membranes, et régulent
I’import et I’export d’acides nucléiques et de métabolites (Figure 60). Cependant
contrairement au pore cellulaire, complexe massif composé de dizaine de protéines
différentes, les pores viraux ont évolué pour remplir plusieurs fonctions avec un minimum
de protéines. Pour les pores nucléaires, 1’évolution a favoris¢ la duplication et la
cyclisation des nucléoporines, afin de permettre la perméabilité, la sélectivité, et le
transport de macromolécules de taille et de forme tres différentes. Cela est probablement
vrai dans le cas des pores viraux, bien que la limite du nombre de protéines virales codées
par un génome de petite taille ait conduit a cumuler ces fonctions chez une ou deux
protéines non structurales. Il est intéressant de constater des similitudes entre les pores
viraux des virus (+)ssRNA, et les canaux protéiques situés sur les sommets des capsides
des virus @ ARN double brin (ex : capside du bacteriophage ¢6 qui comporte a chaque
sommet un hexamére de protéine structurale P4). Enfin, de nombreux herpesvirus et
bactériophages a ADN utilisent un complexe protéique de 12 sous-unités comme moteur

de relargage de leur génome dans la noyau, aprés ancrage sur le pore nucléaire.
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Figure 60 : Structure, localisation et association aux ROs des pores moléculaires viraux

(Kumar M, Mol Cell. 20 mai 2021;81(10):2061-3.)

iv.  Sites d’assemblage

Pour de nombreux virus (+)ssRNA, les réseaux de réplication sont associés
physiquement et sur le plan fonctionnel avec les sites d’assemblage des particules virales. Pour
les coronavirus, les sites d’assemblage et le bourgeonnement des virions sont juxtaposés avec
les DMVs et leurs réplicases. L’encapsidation des ARN viraux dans les particules virales est
notamment dirigée par une interaction entre la protéine NSP3, présente dans les pores viraux,
et la protéine de nucléocapside N (Figure 61) (37). Cette temporalité est validée par une étude
montrant que la protéine N du SARS-CoV-2 est exprimée plus précocement que les autres
protéines structurales, dés 5 h p.i., et s’associe aux membranes du RE puis aux DMVs (332).
Les Flaviviridae s’assemblent et bourgeonnent aussi a proximité de leurs ROs. Pour HCV, la
protéine NS2 est un acteur majeur qui coordonne et établit des contacts entre le recrutement de

protéines structurales, les gouttelettes lipidiques et les structures membranaires dérivées du RE
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(333). Chez les Nodaviridae, de grands amas de virions s’accumulent directement au voisinage
des mitochondries portant les sphérules (247). Le lien entre assemblage et réseau de réplication
est illustré par le fait que les ARN génomiques sont encapsidés par les protéines de capside
traduites a partir des ARN néosynthétisés par les réplicases des sphérules mitochondriales. De
plus, le domaine N-terminal de la protéine de capside permet son adressage vers les sites de

réplication mitochondriaux (334).
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Figure 61 : Modéle de transit du génome du MHV, des DM Vs vers les sites d'assemblage
RNP : ribonucleoprotein; RTC : replication-transcription complex
(Wolff G, Science. 11 sept 2020;369(6509):1395-8.)

3. Immunité innée dirigée contre les organites de réplication

Il a tres tot été proposé que les ROs des virus (+)ssRNA ont pour role de
protéger les ARN viraux (en particulier le dSRNA) des senseurs cellulaires de I’immunité innée.
Cette hypothese est notamment supportée par le fait que les ARN viraux, chez les flavivirus,
sont dégradés par un traitement a la nucléase, uniquement aprés rupture préalable des
membranes par un détergent tensioactif non ionique (335). De plus pour le DENV, une
corré¢lation positive a ¢été identifiée entre 1’exposition des ARN viraux dans cytosol et
I’induction de la voie de I’'IFN (336).

Une autre stratégie d’échappement au systéme immunitaire de ces virus
consiste & mimer les ARN messagers eucaryotes, par exemple en ajoutant une coiffe en 5’ de

leurs ARN viraux chez les flavivirus grace a une phosphatase virale (337). Chez les coronavirus,
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le MHV échappe également a la reconnaissance de ses dsSRNA par PKR et OAS, en utilisant

une endonucléase virale qui clive les ARN viraux libres dans le cytosol, pour prévenir

I’induction du signal antiviral (Figure 62) (338).
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N : nucleocapsid protein

(Minkoff, J.M., Nat Rev Microbiol (2023).)

L’¢tude de pathogenes intracellulaires bactériens (Chlamydia muridarum)
(339), parasitaires (Toxoplasma gondii) (340), ou fongiques, a montré que ces
microorganismes se trouvent a Dintérieur de membranes cellulaires remaniées
dénommées « pathogen-containing vacuoles » (PVs). Ces PVs les dissimulent des
senseurs cytosoliques de I’immunité innée, de maniére similaire au ROs viraux. Dans ces
modeles, des mécanismes de ciblage et de désorganisation des membranes aberrantes ou
du « non-soi » par la cellule, ont ét¢ identifiés. L’objectif est d’exposer les PAMPs du
pathogéne dans le cytosol. Les GTPases inductibles par ’interféron gamma sont des
acteurs majeurs de ces mécanismes, car elles ont la capacité de s’accumuler dans les
membranes des PVs. L hydrolyse du GTP en GDP par la GTPase induit la déstabilisation
de la membrane dans laquelle elle s’insere, étant donné son activité dynamine-like (341).
Afin de prévenir une rupture aspécifique des membranes cellulaires « normales » par ce
mécanisme, la cellule dispose d’une famille de protéines « gardiennes » inhibant I’activité

des GTPases (342). Bien que le mécanisme de ciblage des GTPases vers les membranes
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aberrantes ne soit pas connu avec précision, des études récentes ont montré que la cellule
marque les PVs de Toxoplasma gondii avec la microtubule-associated protein 1A/1B-
light chain 3 (LC3), marqueur de 1’autophagie, afin d’initier ce processus (343). Le
marquage des membranes des PVs par LC3 entraine le recrutement des GTPases, qui
déstabilisent la bicouche et exposent le parasite au senseurs immunitaires du cytosol. Ce
processus a ¢té nommeé « ciblage par les protéines de I’autophagie » (TAG). Les PVs sont
¢galement reconnus et marqués par la voie de I’ubiquitination induite par 1’interféron
gamma, qui conduit également au recrutement et a I’activation des GTPases inductibles
par D'interféron (344). Il est logique de penser que de tels mécanismes puissent étre mis a
profit par la cellule pour le ciblage et la désorganisation des ROs, afin d’exposer les
PAMPs viraux aux senseurs de I'immunité innée (Figure 63). Bien que les indices
manquent encore a 1’heure actuelle, la LC3 a été détectée dans les membranes des ROs
de cellules infectées par le MNV, ’EAV et le MHV. Cependant, et de manicre
paradoxale, il n’a pas été établi si la LC3 favorise la formation des ROs par le biais de
I’autophagie, ou s’il s’agit d’un ciblage de ces structures par la cellule. Chez les
Nidovirales, il a été montré que I’interféron [ influence négativement les ROs de ’EAV
en cellules Huh7 infectées (345). En effet, les cellules traitées avec I'IFN-f présentent
moins de DMVs, et des accumulations de feuillets a double membrane, indiquant une
possible perturbation de la biogenese des DM Vs, plutdt qu’une perturbation des structures

déja formées.
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Figure 63 : Mécanisme hypothétique de ciblage et de perturbation des ROs par les GTPases inductibles par
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(Scutigliani EM, Cytokine Growth Factor Rev. 1 oct 2017;37:17-27.)

Concernant les Flaviviridae, plusieurs mécanismes immunitaires liés a la famille des ISG
ont été identifiés, ciblant les ROs, les complexes de réplication, ou les ARN viraux
(Figure 64). 11 a ét¢ montré que les NS5A des réplicases du HCV sont ciblées et inhibées
par la vipérine, un ISG associé¢ au RE (346). La vipérine synthétise le ddCTP, qui agit
comme un terminateur de chaine pour la polymérase. La reconnaissance des dsRNA
viraux par I’OAS produit du 2',5'-oligoadénylate, qui induit 1’activation de la RNase L,
qui dégrade les ARN viraux détectés (347). IF16, un autre ISG associé¢ au RE, limite la
formation des ROs en inhibant I’invagination des membranes du RE, par I’intermédiaire
de BiP (348). Chez le TBEV, la réplication est inhibée par TRIM79a, qui semble
promouvoir la dégradation lysosomales de la protéine virale NS5 (349). Enfin, C190rf66
estun ISG identifié récemment, qui inhibe la réplication du DENV par deux mécanismes :
I’interruption de la traduction des protéines virales (350), et la dégradation des ARN

viraux néosynthétisés (351).
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Figure 64 : Facteurs inductibles par I'interféron (ISG) ciblant la réplication des flavivirus.

(Morita E, Viruses. 2021 Jun 3;13(6):1060.)
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4. Méthodes d’étude en microscopie €lectronique

La microscopie ¢lectronique (ME) et la recherche en virologie, fondamentale
ou clinique, sont deux domaines intimement liés, depuis la mise au point du premier
microscope électronique par le physicien Ernst Ruska en 1933. La ME permet
I’observation d’échantillons biologiques avec une résolution nanométrique, 1000 fois
supérieure a celle d’un microscope optique (MO). Elle révele ainsi 1’ultrastructure de la
cellule, en fournissant des informations morphologiques et fonctionnelles sur ses
organites, et sur les interactions virus-hote, dans une cellule infectée. Depuis la ME
conventionnelle initialement utilisée, plusieurs techniques innovantes ont ét¢ mises au
point, ajoutant deux aspects fondamentaux lors de I’acquisition d’une image : la structure
3D d’un élément, et ’¢largissement du spectre d’échelle observable du tissu a la
macromolécule. Ce large spectre d’échelle est notamment illustré par la complémentarité
entre la microscopie électronique a transmission (MET) adaptée a I’observation de la
structure interne d’échantillons ultrafins avec une résolution moléculaire, et la
microscopie électronique a balayage (MEB) adaptée a 1’observation de la surface
d’échantillons plus volumineux, avec une résolution plus faible. Une avancée majeure a
été¢ le développement de la cryomicroscopie électronique, qui permet 1’observation
d’échantillon biologique proche de 1’état natif en conservant I’environnement aqueux, par
la formation de glace amorphe au lieu d’une fixation et d’une résine chimiques. Ainsi, ce
perfectionnement des techniques de ME a ¢été déterminant pour la description et la
compréhension des ROs viraux.

La MET dite conventionnelle a permis les premicres observations de
membranes cellulaires modifiées lors d’une infection virale dés le début des années 1960,
bien que la fonction précise de ces structures demeurait mal comprise. Ces modifications
¢taient regroupées de maniere indistincte dans la catégorie des effets cytopathogenes, au
méme titre que ceux observés en MO. La MET conventionnelle nécessite de préparer
I’échantillon pour stabiliser I’ultrastructure, mais aussi pour le rendre observable sous-
vide et suffisamment fin pour étre traversé par un faisceau d’électrons (Figure 67).
L’échantillon est préalablement fixé par des aldéhydes, puis I’environnement aqueux est
progressivement déshydraté par des bains de concentration croissante en solvant
(éthanol). L ¢éthanol est ensuite remplacé par une résine chimique (epoxy ou acrylique)

qui va solidifier I’échantillon en polymérisant, permettant ensuite de réaliser des coupes
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ultrafines avec un ultramicrotome. Enfin, une étape de contraste avec des métaux lourds,
avec une affinité pour les lipides des membranes (osmiophilie) et les protéines de la
cellule, permet de densifier les atomes « légers » retrouvés dans les biomolécules. La
congélation haute pression (HPF), mise au point en 1968, se base sur une congélation tres
rapide de 1’échantillon et sous haute pression, afin d’inhiber la formation de cristaux de
glace qui altérerait 'ultrastructure cellulaire. La glace est ensuite progressivement
remplacée par un solvant organique avec une augmentation graduelle de la température,
un processus appelé cryo-substitution (FS). L’HPF-FS est considérée comme la technique
de référence pour I’observation en MET conventionnelle, car elle préserve bien mieux la
morphologie cellulaire par rapport aux méthodes chimiques de fixation, ce qui est
particulierement visible pour les structures membranaires.

L’inconvénient inhérent a la résolution ¢élevée de la ME par rapport a la MO,
réside dans D’analyse d’une zone trés limitée de 1’échantillon, du fait de 1’échelle
submicrométrique de 1’observation et de 1’épaisseur nanométrique de la section observée.
La MO a fluorescence, qui a bien plus de recul, est donc bien plus sensible pour la
recherche rapide d’un événement rare dans une cellule, qui est de surcroit possible sur
une cellule vivante non fixée (live-cell imaging). La microscopie corrélative optique et
¢lectronique (CLEM) cumule les avantages des deux approches, en retrouvant et en
imageant la méme zone de 1’échantillon, dans un premier temps en MO a fluorescence,
puis en MET. La MO permet d’abord la localisation d’un événement, qui peut étre
transitoire ou de taille limitée, dont I’ultrastructure est ensuite déterminée en MET.

Au-dela de la simple description morphologique d’une structure en MET,
I’identification des protéines (ou plus largement d’une biomolécule) présentes dans cette
structure est possible grace a I’'immunomarquage par microscopie ¢lectronique (IEM) en

immunogold (Figure 65).
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Figure 65 : Techniques de marquage en MET utilisables pour la détection d'ARN viraux dans les ROs
Ab : antibody
(Wolff, G, Viruses 2021, 13, 197.)

De maniére analogue a I’'immunofluorescence en microcopie optique, qui a recours a des
anticorps couplés a un fluorochrome, le marquage d’une protéine d’intérét s’effectue par
le biais d’anticorps secondaires couplés a une bille d’or colloidal, d’un diamétre précis
pour chaque protéine d’intérét (6, 10 ou 15 nm). La coupe ultrafine est incubée avec les
anticorps, qui sont observés une fois fixés sous la forme de sphéres denses aux électrons
dans la zone contenant la protéine. La préservation des épitopes de I’antigéne d’intérét
est un facteur de réussite de I’IEM, [’utilisation de résines chimiques et de métaux
contrastants pouvant les altérer significativement. Ainsi, la technique de Tokuyasu
préserve mieux les épitopes, en réalisant I'IEM sur coupes congelées. Une limite du
Tokuyasu réside dans le contraste tres faible des structures cellulaires, qui permet
cependant de mieux distinguer les billes d’or denses sur le fond de la coupe. L’IEM est
donc soumise a un compromis entre un marquage efficace et ’observation d’éléments
suffisamment contrastés pour étre observables. Une méthode alternative de détection des
ARN viraux a recours au radiomarquage avec un nucléotide radioactif, incorporé dans les

acides nucléiques lors de la réplication. Le radioélément génére ensuite des précipités
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denses aux ¢lectrons dans les ROs contenant les ARN néosynthétisés. L autoradiographie
en ME est complémentaire de 'lEM, avec une résolution spatiale plus faible que le
marquage par un anticorps couplé a une bille d’or (15 - 30 nm vs 100 - 300 nm). En effet,
la résolution de I’IEM dépend de la taille de I’anticorps (distance entre le paratope et la
bille d’or), alors que les précipités denses se forment de maniere aléatoire et dans un rayon
plus large, autour de I’ARN radiomarqué. L’interprétation de I’autoradiographie en ME
se base donc sur I’association de ces précipités avec une structure de morphologie
compatible, plutot que sur une localisation exacte de la source.

Initialement limitée a la morphologie en 2D d’une cellule, le développement
de l'informatique et des algorithmes d’analyse d’images a permis la tomographie
¢lectronique. Elle consiste a réaliser une reconstruction 3D d’un objet par 1’acquisition
successive d’images en 2D sur plusieurs sections de I’échantillon, une avancée majeure

pour I’observation des ROs (Figure 66).
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Figure 66 : Caractéristiques des méthodes de reconstruction 3D en microscopie électronique

(Wolff, G.; Viruses 2021, 13,197.)

La plus simple de ces techniques est la méthode des coupes sériées, qui consiste a
observer en MET des coupes ultrafines successives du bloc de résine d’une épaisseur
constante, déposées en ruban sur la grille. Cette approche permet ainsi d’obtenir une
approximation de la structure 3D d’un élément subcellulaire, en observant ses différents

¢tages.
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Récemment, deux nouvelles déclinaisons techniques de la MEB ont permis

la reconstruction 3D de grands volumes cellulaires. Elles se basent toutes deux sur

I’acquisition successive d’images « empilées », en progressant dans le bloc de résine

contenant 1’échantillon. On réalise pour cela des cycles répétés de balayage de la surface

par le faisceau d’¢lectron pour acquérir I’image, suivi de 1’ablation de cette surface pour

acquérir I’image de la surface sous-jacente. Cette ablation peut étre réalisée par la coupe

répétée d’un ultramicrotome (SBF-SEM), ou par un faisceau d’ion focalisé¢ hautement

énergétique (FIB-SEM) (Figure 67).
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Figure 67 : Etapes de préparation des échantillons et principe comparé du SBF-SEM et du FIB-SEM

Les étapes de préparation des échantillons, de la fixation a I’obtention d’un bloc de résine contenant 1’échantillon,
son identiques entre la ME conventionnelle et la SBF-SEM / FIB-SEM.
(Titze B, Biol Cell. 2016;108(11):307-23.)
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La résolution de la reconstruction 3D est moins bonne que celle de la MET,
principalement du fait de 1’épaisseur limite de la couche retirée a chaque cycle : 25 nm
pour la SBF-SEM, 5 nm pour la FIB-SEM. En contrepartie, ces techniques permettent
d’imager des volumes de plusieurs centaines de micrométres dans chaque dimension,
comprenant plusieurs cellules voire une large zone d’intérét dans un tissu. Un avantage
spécifique de la FIB-SEM est son application a des blocs congelés (cryo FIB-SEM) en
plus de blocs de résine chimique, avec une ultrastructure plus proche de 1’état natif.

La reconstruction 3D de trés petits éléments, dans une cellule ou en
suspension dans un liquide, repose sur ’utilisation de la cryomicroscopie électronique a
transmission (cryo-TEM). L’échantillon n’est alors jamais inclus en résine chimique, afin
de préserver I’environnement aqueux de la cellule ou de la protéine purifiée. Le plus
souvent, une glace amorphe dépourvue de cristaux est formée en plongeant rapidement
I’échantillon inclus dans un cryoprotecteur (sucrose), dans 1’azote liquide. Le bloc de
glace est ensuite coupé par un cryo-ultramicrotome qui maintient 1’échantillon a froid
grace a I’azote liquide. Les coupes ultrafines sont ensuite déposées sur des grilles, puis
observées au MET, toujours en maintenant les coupes en azote liquide dans le microscope
afin d’éviter la fonte de la glace. De cette facon, le volume cellulaire est préservé et plus
« dilaté » que celui d’une cellule incluse en résine, ce qui permet la révélation de petites
¢léments viraux mal visibles car comprimés dans une cellule « contractée » en technique
conventionnelle. Les coupes observées en cryo-TEM ont un contraste trés faible pour
deux raisons : I’absence d’étape de contraste par les métaux lourds, et I’observation avec
un faisceau d’¢électron trés peu énergétique du fait de la sensibilité de la glace aux fortes
radiations. La cryo-tomographie en MET peut-étre utilisée sur des complexes
macromoléculaires purifiés (comme une capside ou un pore viral) (Figure 68).
L’acquisition de milliers d’images de ce complexe puis leur sommation pour générer une
seule image avec un rapport signal / bruit augmenté, permet d’obtenir la reconstruction
3D de ces ¢léments de taille nanométrique a infra-nanométrique.

Finalement, le choix de la technique de préparation de I’échantillon est
déterminant pour la conservation de I’ultrastructure de I’élément d’intérét, en évitant au
maximum la formation d’artefacts liés a la technique (Figure 69). L’observation
d’images artéfactuelles en microscopie électronique peut en effet conduire a une

description et une interprétation erronée des ROs viraux et de leurs composants.
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Figure 68 : Etapes de préparation des échantillons et principe de la cryo-tomographie en MET appliquée a
I’étude des pores viraux

(Wolff, G.; Viruses 2021, 13, 197.)
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Figure 69 : Variabilité de 1'ultrastructure des DMVs en fonction de la technique de préparation des
échantillons pour la MET

(Wolff G, Trends Microbiol. 1 déc 2020;28(12):1022-33.)

E. Etapes tardives du cycle des coronavirus

Les virus enveloppés ont de longue date été utilisés comme modele d’étude
des processus de sécrétion cellulaire, de trafic membranaire, avec des considérations de
polarité lies au type cellulaire infecté. En effet, les virions néoformés suivent les mémes
voies de sécrétion que les protéines cellulaires, en détournant la machinerie de transport
intracellulaire et I’organisation des organites de la voie sécrétoire. La plupart du temps,
les virus enveloppés voient leurs protéines structurales adressées a la membrane

plasmique, a partir de laquelle ils vont bourgeonner et étre directement libérés dans le

134



milieu extracellulaire. Pour des raisons qui ne sont pas complétement élucidées, certains
virus enveloppés vont s’assembler et bourgeonner dans la lumiére d’organites, a partir
des endomembranes cellulaires. Cela nécessite forcément le passage par les voies de
sécrétion de la cellule pour étre libérés en extracellulaire par exocytose. Le principal
organite au centre des voies de sécrétion est ’appareil de Golgi, ce qui implique pour le
virus de traverser les différentes citernes d’un dictyosome, du cis-Golgi au trans-Golgi.
Cependant, plusieurs virus (+)ssRNA, dont certains enveloppés comme les coronavirus,
désorganisent a leur profit le Golgi dans les cellules qu’ils infectent. Chez les coronavirus,
les dictyosomes golgiens laissent place a des vacuoles a simple membrane contenant des
particules virales. Il est donc paradoxal que ces virus déstabilisent I’organisation d’un
organite dont ils dépendraient pour leur sécrétion hors de la cellule. Cela amene a
s’interroger sur des voies alternatives de sortie de ces virus hors de la cellule. De fait, les
mécanismes de sortie des coronavirus sont encore largement méconnus, bien que certains

indices aient été identifiés.

1. Assemblage et bourgeonnement

L’¢étude du cycle du MHV, un Betacoronavirus de mammifére logiquement
assez proche des Betacoronavirus humains, a permis des avancées significatives dans la
compréhension des étapes tardives du cycle des coronavirus. Les premieres études en
MET de cellules infectées par le MHV ont mis en évidence des particules virales au sein
de vacuoles a membranes « lisses» non caractérisées, et 1’absence d’image de
bourgeonnement a la membrane plasmique (352). L’observation en ME de fibroblastes
murins infectés a ensuite permis de localiser le bourgeonnement de ces particules dans
des structures tubulo-vésiculaires situées a I’interface entre le RE et le Golgi,
morphologiquement distinctes de ces deux compartiments (353). L’analyse de cellules
AtT20 (adénome hypophysaire murin) infectées, a permis de localiser des particules
virales précisément aux extrémités dilatées des citernes golgiennes (354). Le
compartiment ou ces virions bourgeonnent a ensuite ét¢ identifié comme le compartiment
ERGIC, une plateforme de régulation du trafic bidirectionnel entre les RE et le Golgi,
notamment caractéris¢ par la présence de la protéine récepteur de cargo p5S8/ERGIC-53

(Figure 70).
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Figure 70 : Structure et compartiments d'assemblage et de bourgeonnement des particules virales des
coronavirus

ERES : endoplasmic reticulum exit sites; IC : intermediate compartment; PM : plasma membrane

(Saraste J, Cells. mars 2021;10(3):503.)

Cette protéine est également retrouvée au niveau des compartiments de bourgeonnement
du MHV et du TGEV en IEM, ce qui plaide en faveur d’une origine ERGIC de ces
structures (355). La présence de la GTPase Rabl dans ces compartiments, un autre
marqueur spécifiquement impliqué dans le transport bidirectionnel RE-Golgi, est un
argument supplémentaire en faveur de leur origine liée au ERGIC (356). L utilisation du
ERGIC comme compartiment d’assemblage et de bourgeonnement semble partagée par
trois genres de coronavirus (o-, B-, y-CoVs) (355), au sein desquels le SARS-CoV et le
MERS-CoV apparus plus récemment (61). En revanche, aucun assemblage n’a été
observé au niveau de I’appareil de Golgi.

La formation d’une nouvelle particule de coronavirus est principalement
dépendante de la protéine de membrane M, qui s’homo-oligomérise et interagit avec les
protéines structurales S, N et E, ainsi que le génome viral (357). Bien qu’elle soit
abondamment exprimée dans les membranes cellulaires, on retrouve peu d’exemplaires
de la protéine d’enveloppe E dans la particule virale, malgré le fait qu’elle joue un role
central pour ’assemblage des virions. En interagissant avec la protéine M, la protéine E
peut induire une courbure membranaire pendant le bourgeonnement, et agir comme une
protéine de scission pour finaliser la libération du virion dans la lumiére du ERGIC (62).
De plus, la protéine E peut s’homo-oligomériser en pentamére pour former un canal

ionique qui va modifier les propriétés physico-chimique du ERGIC pour favoriser la
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production de particules virales. Chez I’IBV, il a ét¢ montré 1’existence de deux pools de
protéine E : un pool oligomérique qui participe a I’assemblage, et un pool monomérique
qui agit sur la modification des propriétés du ERGIC. Les protéines E du pool
monomeérique agissent donc comme des viroporines, qui neutralisent I’acidité luminale
des compartiments de la voie sécrétoire, favorisant notamment le désassemblage du
Golgi. Apres leur synthese dans le RE, les protéines virales structurales sont incorporées
dans des vésicules de transport au niveau des sites de sortie du RE (ERES), puis adressées
vers le ERGIC par un mécanisme encore mal compris. De méme, la localisation de
I’interaction de la protéine N avec I’ARN viral génomique néosynthétisé reste inconnue,
tout comme le mécanisme permettant I’adressage de I’ ARN vers les sites d’assemblages.
A T'image des bunyavirus, il est probable que le transport de la N vers les sites
d’assemblage soit dépendant de protéines motrices associées aux microtubules. Il est
important de noter que, a I’'inverse de la plupart des virus enveloppés, I’assemblage d’une
nucléocapside n’est pas nécessaire au bourgeonnement des coronavirus, la co-expression
de M et E étant suffisante pour la formation de VLPs (358). La relation entre le site
d’assemblage des coronavirus et les caractéristiques des protéines structurales a été mise
en évidence par la génération de mutants de la protéine M de I’ VB. Cette étude a permis
d’identifier des motifs situés dans la premiere portion transmembranaire de la protéine,
qui induisent sa rétention dans le ERGIC et le cis-Golgi (359). Le domaine C-terminal de
la protéine M de I'IBV semble également jouer ce role (360). Pour le MERS-CoV, la
protéine M localise dans le TGN, a la fois du fait d’un signal d’export du RE dans sa
séquence, mais aussi d’un motif de rétention dans le TGN situé¢ dans le domaine C-
terminal de la protéine (360). L’oligomérisation de la protéine M joue aussi probablement
un role dans sa rétention dans ces compartiments (361). La protéine S de I’'IBV contient
un motif di-lysine, de retour vers le RE, qui en interagissant avec la protéine COPI du
ERGIC et du cis-Golgi, conduit a sa concentration dans et autour des sites d’assemblage.
A I’image de la protéine S, la protéine E du MHV n’est pas spécifiquement adressée vers
le ERGIC, mais plutdt largement retrouvée dans tous les compartiments golgiens (362).
De nombreux indices laissent a penser que la rétention des protéines structurales ne suffit
pas a expliquer le site du bourgeonnement, mais que d’autres mécanismes sont a 1’ceuvre
. Bien que la glycosylation des protéines de I’enveloppe virale semble facultative pour
I’assemblage des coronavirus, d’autres modifications post-traductionnelles, comme la
palmitoylation de la protéine E, jouent probablement un réle complémentaire. Les

protéines non structurales et accessoires des coronavirus peuvent aussi contribuer a
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I’assemblage viral, en interagissant avec des facteurs de I’hdte (récepteur a cargo,
machinerie de transport, métabolisme lipidique...). La composition en lipides, spécifique
du ERGIC, participe aussi certainement a la détermination du site d’assemblage. Enfin,
I’interaction de la protéine M avec les filaments d’actine peut suggérer une action
mécanique du cytosquelette en participant au processus de bourgeonnement. Il est
intéressant de noter que la nature pléomorphique des virions d’un méme coronavirus,
avec une taille pouvant varier de 100 a 160 nm, laisse penser a une participation de

protéines cellulaires pour expliquer ces fluctuations.

2. Sécrétion et sortie

L’identification du ERGIC comme compartiment d’assemblage et de
bourgeonnement pose la question des domaines de cet organite impliqués dans la sortie
des virions néoformés de la cellule. Sur le plan ultrastructural, deux types d’éléments
composent le ERGIC : des clusters vésiculo-tubulaires (VTCs), et des saccules (363). Les
VTCs sont constitués d’un amas de petites vésicules et de tubules, des éléments plutot
statiques en termes de structure, qui présentent une mobilité dépendante des microtubules.
A Dinverse, les saccules sont de taille trés variable et ont la capacité de se dilater. En
considérant la taille conséquente des virions des coronavirus (par comparaison avec la
plupart des protéines sécrétées et solubles), les VTCs ont un espace luminal trop étroit
pour permettre le bourgeonnement et I’accumulation des virions, sans possibilité
d’agrandissement. Il est donc probable que la capacité de dilatation des saccules soit plus
adaptée a cette fin, fournissant suffisamment de volume pour la formation des particules
virales (364). Comme évoqué précédemment, la protéine E a la capacité d’augmenter le
pH luminal des compartiments sécrétoires, ce qui favorise la dilatation des saccules du
ERGIC. L’utilisation d’une Rabl fluorescente en live cell-imaging a permis de montrer
que ces saccules ont également la capacité de se déplacer dans la cellule vers le Golgi
aprés leur changement de forme (365), ce qui en fait de bons candidats pour le transport
des virions de grande taille des CoVs, de leurs sites de bourgeonnement vers le Golgi. 1l
est également possible que le transport antérograde des virions entre le ERGIC et le cis-
Golgi s’effectue par le biais de transporteurs spécialisés, différents des saccules du
compartiment intermédiaire.

Aprés leur bourgeonnement dans le ERGIC, une premicre hypothése

concernant la sortie des CoVs fait appel a la voie sécrétoire constitutive, de manicre
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« classique » en passant par le Golgi (366) (Figure 71). Dans cette hypothése, les saccules
du ERGIC s’¢loignent des ERES ou les protéines virales ont été synthétisées, en se
déplacant le long des microtubules, puis se dirigent vers le Golgi ou ils se transforment
en citernes du cis-Golgi (367). L’ observation de particules virales de CoVs aux extrémités
dilatées du Golgi, du fait de leur grande taille, incite a penser que leur passage au travers
du Golgi s’effectue par une maturation progressive et un mouvement des citernes du cis-
vers le trans-Golgi. Une alternative a ce modele propose un transport par les extrémités
des différentes citernes du Golgi, au sein de mégavésicules, qui restent en périphérie des
dictyosomes, ou elles fusionnent et bourgeonnent alternativement d’une citerne a 1’autre
(368). Ce mécanisme est supporté par une analogie avec le transport et la sécrétion de
volumineux agrégats protéiques de 400 nm, qui transitent par le Golgi dans des
mégavésicules périphériques (369). Ces deux hypothéses impliquent nécessairement que
I’appareil de Golgi soit fonctionnel et préservé a minima sur le plan de I'ultrastructure. A
titre d’exemple, le traitement des cellules a la monensine, une drogue inhibitrice du
transport golgien des protéines, bloque la sortie des virions du TGEV (370). Une fois
parvenus au TGN, les virions sont probablement pris en charge par des transporteurs
spécialisés qui vont permettre leur adressage puis leur relargage par exocytose a la

membrane plasmique (371).
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Figure 71 : Mécanismes hypothétiques de sortie des coronavirus par la voie sécrétoire constitutive

ER : endoplasmic reticulum; ERES : endoplasmic reticulum exit sites, IC : intermediate compartment, TGN :
trans-Golgi network; PM : plasma membrane

(Saraste J, Cells. mars 2021;10(3):503.)

En parall¢le d’une sortie par la voie sécrétoire constitutive, un certain nombre
d’arguments plaident en faveur d’un mécanisme de sortie indépendant de 1’appareil de
Golgi (372). Le premier argument se base sur la désorganisation viro-induite du Golgi
par les coronavirus dans les cellules infectées, n’empéchant pas la sortie de virions des
cellules. Le deuxiéme argument se base sur 1’utilisation de la BFA, une drogue qui
désorganise le Golgi, et son absence d’effet sur la production et la sortie de particules
virales des CoVs (373). Les connexions entre le RE et le ERGIC n’étant pas affectées par
cette drogue, elles servent probablement de base a une sortie de la cellule par une voie
non conventionnelle, qui court-circuiterait le ruban golgien. De plus, il a ét¢ montré que
le ERGIC, défini comme un compartiment positif pour la p5S8/ERGIC-53, n’est pas
seulement retrouvé entre le RE et le Golgi, mais également en zone péri-centriolaire (374)
et en périphérie de la cellule proche de la membrane plasmique. Le ERGIC présente
¢galement des connexions avec le compartiment des endosomes de recyclage (REnds)
positif a Rab11 (375), 1a encore non modifié par la BFA. Ces compartiments résistants a

la BFA sont probablement connectés a la zone centrale non compacte du ruban golgien,
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qui persisterait malgré cette drogue (376). Saraste et al. proposent plusieurs mécanismes
de sortie non conventionnelle des CoVs (377) (Figure 72). Le premier mécanisme décrit
un passage des virions du ERGIC au travers de la zone non compacte golgienne,
directement vers les endosomes de recyclage, sans emprunter la voie des citernes du
Golgi. Le transport des virions a la membrane plasmique serait donc ici assuré par le biais
d’une maturation des endosomes, et non par le TGN. Le second mécanisme implique un
transfert direct du ERGIC vers les endosomes de recyclage, puis vers la membrane
plasmique. Les auteurs évoquent enfin un réle hypothétique des endosomes de recyclage

péri-centrosomaux, du fait de leur proximité avec le ERGIC.
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Figure 72 : Mécanismes hypothétiques de sortie des coronavirus par une voie sécrétoire non conventionnelle

ER : endoplasmic reticulum; ERES : endoplasmic reticulum exit sites, IC : intermediate compartment, TGN :
trans-golgi network; PM : plasma membrane
(Saraste J, Cells. mars 2021;10(3):503.)
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Dans une revue de la littérature récente, Bracquemond et al. (378) font 1’état
des connaissances concernant 1’étape de sortie des coronavirus de la cellule. Ils présentent
les arguments en faveur d’une sortie par la voie sécrétoire, par la voie exosomale ou par
la voie endolysosomale. Ils citent notamment 1’article de Siu et al. (379), qui a recours a
I’analyse en microscopie confocale de cellules transfectées avec les composants du
SARS-CoV, dont une protéine de fusion N-GFP. Cela leur a permis de visualiser trois
types de vésicules : de grandes vésicules statiques prés du noyau correspondant
probablement aux sites d'assemblage, des vésicules plus petites trés dynamiques, enfin de
trés petites vésicules contenant probablement des particules virales uniques. Ces
¢léments, obtenus en microscopie optique a fluorescence, vont plutot dans le sens d’une
sortie par de petites vésicules de sécrétion, qui pourraient étre observées en MET. Une
vaste cartographie des interactions entre les protéines de 1’hote et les protéines virales du
SARS-CoV-2 (par spectrométrie de masse avec purification par affinité) a été effectuée
par Gordon et al. (380). Elle a montré une association entre le marqueur de compartiment
lysosomal Rab7 et la protéine NSP7, plutot en faveur d’un détournement de la voie
endolysosomale. En parall¢le, la NSP8 semble interagir avec plusieurs protéines du
complexe de I’exosome (EXOSC2, EXOSC3, EXOSCS5, EXOSCS), en cohérence avec
un détournement de la voie exosomale.

Plusieurs études vont également dans le sens d’une sortie du SARS-CoV-2
par le biais de lysosomes désacidifiés fusionnant & la membrane plasmique. Cette
hypothése est notamment soutenue par une étude montrant une colocalisation entre la
protéine Spike et le marqueur lysosomal LAMP1 au sein de structures compatibles avec
des vésicules de sécrétion (332). Une autre étude a mis en évidence 1’augmentation
significative de LAMP1 et LAMP2 a la membrane plasmique dans des cellules exprimant
la protéine virale ORF3a, en faveur d’un role de cette protéine pour la fusion des
lysosomes avec la membrane plasmique (381). De méme, I’expression d’ORF3a dans les
cellules induit I’activation du canal calcique TRPML3, responsable de I’activation de la
fusion lysosomale par un efflux du calcium du lysosome vers le cytosol. Enfin, ORF3a
semble cibler le complexe BORC-ARLS8b, ayant pour fonction de coupler les lysosomes
a la kinésine, entrainant leur déplacement antérograde vers la membrane plasmique.
L’ensemble de ces données est en faveur d’un réle clef d’ORF3a pour la fusion des
lysosomes a la membrane plasmique, qui pourrait étre mise en jeu dans le cadre d’une
sortie du virus par le lysosome désacidifié. Cette hypothese est confortée par d’étude de

patients infectés par des souches virales présentant une délétion d’ORF3a, associée a une
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diminution du titre viral et a un meilleur pronostic du COVID-19. Il est intéressant de
noter que la protéine ORF3a du SARS-CoV ne semble pas interagir avec le lysosome, un
¢lément supplémentaire qui permettrait d’expliquer les différences de pathogénicité
observée avec le SARS-CoV-2.

Enfin, Koci et al. ont constaté une augmentation significative de 1’expression des
genes liés a ’autophagie et supposent que I'autophagosome pourrait étre impliqué dans
la sortie du virus, mais n'ont pas véritablement observé d’images de fusion de structures
autophagiques avec la membrane plasmique en MET (382).

Bien que ces interactions soient le témoin d’un détournement de ces voies
cellulaires par le virus, elles ne sont actuellement pas suffisantes pour présager de

I’utilisation d’une voie particuliére pour 1’étape de sortie du SARS-CoV-2 de la cellule.
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II. Projet de theése
1. Objectifs

Les virus 2 ARN simple brin de polarité positive forment la classe de virus la
plus représentée chez les organismes eucaryotes, les animaux, et parmi la totalité des virus
impliqués en pathologie humaine. Ces virus ont pour point commun de modifier les
membranes de la cellule hote, afin de générer des organites dédiés a I’étape de réplication
virale (ROs). La description morphologique de ces organites nécessite d’utiliser la
microscopie électronique (ME), seule technique avec une résolution suffisante pour
visualiser I'ultrastructure de ces éléments subcellulaires. La premiére mention de ROs en
1958 grace a la ME, concerne des cellules infectées par le virus de la poliomyélite. De
fait, les Picornaviridae demeurent a ce jour une des familles virales les mieux
caractérisées concernant leurs organites de réplication, et ont tres tot servi de modeéle de
compréhension de leur morphogenése. L’étude de la réplication des Flaviviridae, en
particulier celle du virus de I’hépatite C (HCV), a également permis des avancées
majeures dans 1’¢lucidation de la structure et de la fonction des ROs. Ces dernicres
décennies, les techniques de ME se sont considérablement perfectionnées. La
tomographie en cryo-MET ou le FIB-SEM permettent d’obtenir la structure 3D

d’¢léments subcellulaires, et sont donc des outils de premier plan dans ce contexte.

Au sein des virus 2 ARN simple brin de polarité positive, les Coronaviridae
sont des virus fréquemment anthropozoonotiques, dont plusieurs membres ont franchi la
barriere d’espéce pour infecter I’Homme. Les coronavirus humains (HCoV), comme le
229E ou le OC43, sont probablement passés de mammiferes sauvages a 1’étre humain il
y a plusieurs centaines d’années. Leur adaptation progressive au systéme immunitaire de
I’hote explique en partie la symptomatologie respiratoire bénigne observée chez les
patients infectés. Plus récemment, deux Betacoronavirus émergents ont été a 1’origine
d’épidémies limitées, et responsables d’une symptomatologie respiratoire sévere chez les
patients. Le premier est le SARS-CoV, identifi¢ en Chine en 2002. Le second est le
MERS-CoV, identifi¢ au Moyen-Orient en 2012. L analyse en ME de cellules infectées
par ces virus a permis de décrire le réseau de réplication virale et ses composants. Ce
réseau réticulo-vésiculaire, développé aux dépens du RE, contient principalement des

vésicules a double membrane (DMVs). En 2020, la survenue de cas de pneumopathie
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atypique en Chine a conduit a I’identification du SARS-CoV-2, un nouveau coronavirus
émergent trés proche du SARS-CoV sur le plan génomique. Le SARS-CoV-2 s’est
rapidement diffusé a ’ensemble des pays du globe, menant & une pandémie mondiale, et
saturant les systémes de santé par la survenue de formes respiratoires séveres chez de
nombreux patients. Face a ce nouvel agent infectieux, le monde de la recherche
biomédicale s’est massivement mobilisé, afin de le caractériser finement en un minimum
de temps. Dans ce contexte, il nous a semblé essentiel de contribuer précocement a cette
caractérisation par ce travail de thése, en décrivant les modifications ultrastructurales
induites par le SARS-CoV-2 dans les cellules infectées, en MET. Nous nous sommes
basés sur les connaissances déja acquises pour des Coronaviridae infectant I’Homme,

mais aussi des Coronaviridae comme le MHV ou I’IBV, qui infectent d’autres animaux.

La premiere étude a donc été consacrée a I’analyse qualitative et
quantitative des modifications cellulaires induites par le SARS-CoV-2, lors de son
étape de réplication, et lors des étapes tardives d’assemblage et de sortie. Cette étude
est le fruit d’une collaboration avec 1’équipe « Virologie moléculaire et cellulaire » de
I’institut Pasteur de Lille du Pr Jean DUBUISSON. Elle a été réalisée au début de la
pandémie de COVID-19, a un moment ou la communauté scientifique disposait de peu
de modeles d’étude cellulaires ou animaux. Ainsi, nous avons privilégié 1’infection en
cellules Vero, un modele cellulaire déja disponible car validé pour I’étude du SARS-CoV.
L’acces a des prélévements respiratoires des premiers patients infectés par le SARS-CoV-
2, issus de I’activité hospitaliére, a permis d’avoir acces rapidement et de produire in vitro
la souche « sauvage » Wuhan. Les cellules infectées in vitro par les particules purifiées
ont ensuite été préparées en technique de ME « conventionnelle ». L’originalité de notre
approche réside dans I’analyse cinétique, a différents temps post-infection, de la

mise en place des organites de réplication et de la formation des virions.

La deuxieme étude s’inscrit dans le prolongement de la premicre, en se
focalisant sur I’étape de sortie du SARS-CoV-2 de la cellule. En effet, cette étape est
encore largement méconnue concernant les Coronaviridae. Les seuls éléments probants
sont en faveur d’un passage par la voie sécrétoire biosynthétique « classique » et d’une
sortie de la cellule par exocytose. L.’émergence du SARS-CoV-2 a été une opportunité de
documenter les mécanismes de sortie mis en jeu lors de son cycle. Une étude menée par

Ghosh et al. a mis en évidence une sortie potentielle par le biais de lysosomes désacidifiés
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(383). Dans leur étude, Mendonga et al. (384) suggerent la présence de tunnels, reliant
des compartiments intracellulaires chargés en particules virales au milieu extérieur, a
I’image d’observations réalisées sur des macrophages infectés par HIV. Afin d’étayer ou
non ces hypothéses, les Vero infectées par le SARS-CoV-2 utilisées pour notre
premiére étude, ont été observées en MET aprés réalisation de coupes sériées. Cette
technique permet d’estimer la structure 3D d’un élément cellulaire, sans avoir

recours a des techniques complexes de tomographie.

Lors de notre premicre étude, nous avons observé aux temps précoces de
I’infection, une plus forte proportion d’annulate lamellae dans les cellules infectées par
le SARS-CoV-2, par rapport aux cellules non infectées. Cet organite est composé d’une
accumulation de pores nucléaires au sein de membranes du RE. Bien que sa premicre
description date de 1955, ses fonctions sont encore mal comprises. Ainsi, nous avons
effectué un travail de synthése de ’ensemble des observations d’annulate lamellae,
et des hypothéses concernant leurs réle physiologique dans la cellule et leur
implication dans les interactions virus-cellule. Bien que ’observation d’annulate
lamellae lors d’une infection par le SARS-CoV-2 soit tout a fait originale, ils sont
¢galement retrouvés associés a d’autres agents infectieux. De nouveau, le HCV est un
modele d’étude transposable dans ce contexte, du fait du role identifi¢ des nucléoporines

(retrouvées pour partie dans les annulate lamellae) au cours de son cycle viral.

Enfin, nous nous sommes focalisés sur les DM Vs, élément principal du réseau
de réplication du SARS-CoV-2. Notre second travail de synthése a donc consisté a
décrire la structure, la morphogenése, et les fonctions putatives des DMVs, en
insistant tout particuliérement sur les similitudes entre les coronavirus et le HCV.
Cette synthese replace les DMVs dans le contexte cellulaire, en décrivant les liens
structuraux et fonctionnels entretenus avec les différents organites (RE, Golgi,

mitochondries...).
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Abstract

Many studies on SARS-CoV-2 have been performed over short-time scale, but few have focused on the ultrastructural char-
acteristics of infected cells. We used TEM to perform kinetic analysis of the ultrastructure of SARS-CoV-2-infected cells.
Early infection events were characterized by the presence of clusters of single-membrane vesicles and stacks of membrane
containing nuclear pores called annulate lamellae (AL). A large network of host cell-derived organelles transformed into
virus factories was subsequently observed in the cells. As previously described for other RNA viruses, these replication
factories consisted of double-membrane vesicles (DMVs) located close to the nucleus. Viruses released at the cell surface by
exocytosis harbored the typical crown of spike proteins, but viral particles without spikes were also observed in intracellular
compartments, possibly reflecting incorrect assembly or a cell degradation process.

Keywords Covid-19 - SARS-CoV-2 - Virus/cell interactions - Electron microscopy

Introduction

Coronaviruses are infectious agents that infect many species
of mammals and birds, and have high zoonotic potential.
Some, such as HKU1, OC43, 229E, and NL63, circulate
seasonally and cause benign respiratory illnesses in children
or adults [1-3]. However, others, such as the severe acute
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respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV) in 2003 [4]
and Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-
CoV) in 2012 [5] have emerged more recently, through
cross-species transmission between one or more mammals
and humans. These emerging viruses can cause severe res-
piratory disease in adults. At the end of 2019, the identi-
fication, in China, of SARS-CoV-2 as the causal agent of
atypical pneumopathies, provided the latest example of these
emerging coronaviruses [6, 7]. SARS-CoV-2 is less viru-
lent than SARS-CoV [8], and infected patients seem to be
contagious before the onset of symptoms and even asymp-
tomatic individuals appear to be able to transmit the disease
[9]. This renders the identification of infected patients and
chains of transmission much more complex and has resulted
in the massive spread of this new virus worldwide, and the
declaration of a pandemic by the WHO on March 11, 2020.
The associated disease was named COVID-19 (coronavirus
disease 2019). The pathophysiology of SARS-CoV-2 seems
to differ in several ways from those of SARS-CoV and the
benign human coronaviruses that generally circulate. How-
ever, it remains difficult to determine the exact contributions
of viral and host factors to these differences.
Coronaviruses, with a single-stranded positive RNA
genome of 26-32 kb, have the largest genomes of RNA
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viruses. The first two-thirds of the genome encodes two
polyproteins that are subsequently cleaved by proteases to
give rise to non-structural proteins involved in viral rep-
lication [10]. The last third of the genome encodes four
structural proteins: spike (S), envelope (E), membrane (M),
and nucleocapsid (N). Some coronavirus virions contain
an additional membrane protein, a hemagglutinin esterase
(HE). These proteins assemble to form enveloped virions of
about 120 nm in diameter. The first stages of the viral cycle
occur on virus-induced double-membrane structures derived
from the endoplasmic reticulum (ER), commonly referred to
as “double-membrane vesicles” (DMVs) [11]. These struc-
tures are mostly located in the perinuclear zone, and are
also generated by other RNA viruses, such as arteriviruses,
picornaviruses, and the flaviviruses of genus Hepacivirus
[12, 13]. In coronaviruses, the nsp3 and nsp4 proteins appear
to be sufficient to induce the formation of these structures.
The viral genome replication complexes are anchored in the
DMV membranes, and their fibrous content consists mostly
of de novo synthesized double-stranded viral RNA. In
SARS-CoV, these DM Vs are not isolated, but integrated into
an interconnected reticulovesicular network derived from
the ER [14]. Later in the viral life cycle, DMVs fuse into
larger cytoplasmic vacuoles containing numerous assembled
virions that have budded, this budding probably occurring
in the ERGIC (ER-Golgi intermediate compartment) [15].

There are many examples of the usefulness of electron
microscopy for improving our understanding of the infec-
tious cycle of viruses [16]. The Vero cell line has been
shown to be a relevant model for studies of SARS-CoV-2/
cell interactions [17]. We therefore used these cells for a
kinetic study of virus-induced DMVs, viral morphogenesis
and release for this new pathogen, based on immunofluo-
rescence on confocal microscopy and transmission electron
microscopy.

Materials and methods
Viral strain and cells

The SARS-CoV-2 strain used in this study was isolated
with a nasal swab sample collected from one of the first
COVID-19 cases confirmed in France—a 47 y-o female
patient hospitalized in January 2020 in the Department of
Infectious and Tropical Diseases, Bichat Claude Bernard
Hospital, Paris [18]. This sample was collected according to
the declaration of Helsinki and received approval from local
ethics commission. The complete viral genome sequence
obtained using Illumina MiSeq sequencing technology was
then deposited after assembly on the GISAID EpiCoV plat-
form (Accession ID EPI_ISL_411218) under the name Beta-
CoV/France/IDF0571/2020. Vero-81 cells (ATCC, CCL-81)
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were maintained in DMEM supplemented with 10% FBS at
37 °C, under an atmosphere containing 5% CO,. To gener-
ate virus stocks, we facilitated SARS-CoV-2 infection by
transducing these cells with a lentiviral vector expressing
transmembrane protease serine 2 (TMPRSS2). TMPRSS2
was inserted into a pTRIP vector, and lentiviral vectors
were produced by the transfection of HEK293T cells with
pTRIP-TMPRSS2, phCMV-VSVG and HIV gag—pol in the
presence of Turbofect (Life Technologies) according to the
manufacturer’s instruction. Supernatants containing lenti-
viral vectors were used to transduce cells twice, 48 h apart.
SARS-CoV-2 was then propagated in these Vero-81 cells
expressing TMPRSS2. The kinetic study following infec-
tion with this strain was performed on regular Vero-81 cells.

Kinetics of SARS-CoV-2 infection

Cells were plated in 24 wells plates (with or without glass
coverslips) and infected the next day at a MOI of 0.25 for
1 h. Then the cells were rinsed twice with PBS and incu-
bated at 37 °C. At various time point, post-infection cell
supernatants were collected to quantify the secretion of virus
and the cells were processed for different analyses (immu-
nostaining, immunoblot, and qRT-PCR).

Immunofluorescence

Infected cells were fixed by incubation in 3% paraformalde-
hyde for 20 min, and stored in PBS at 4 °C until required for
immunolabeling. Cells were permeabilized by incubation
with 0.1% Triton X-100 for 5 min, and were then blocked
by incubation for 30 min with 5% goat serum (GS) in PBS.
Infected cells were labeled with a mixture of the mouse
J2 monoclonal antibody against dsRNA (Scicons, diluted
1:1000) and a human monoclonal antibody directed against
the spike protein (Sanyoubio #AHAO003, diluted 1:250). The
cells were incubated with primary antibodies in PBS sup-
plemented with 5% GS for 30 min. They were washed three
times with PBS and then incubated for 30 min with Alexa-
488-conjugated goat anti-human IgG and cyanin-3-conju-
gated goat anti-mouse IgG secondary antibodies (Jackson
Immunoresearch) in 5% goat serum in PS supplemented with
1 pg/ml DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole). Coverslips
were then rinsed four times with PBS, once in water and
mounted on microscope slides in Mowiol 4-88-containing
medium. Images were acquired on an Evos M5000 imaging
system (Thermo Fisher Scientific) equipped with light cubes
for DAPIL, GFP, and RFP, and a 10X objective. For each cov-
erslip, six 8-bit images of each channel were acquired. The
total number of cells was determined by counting the nuclei.
Infected cells, defined as positive for dsSRNA and S immu-
nolabeling, were counted, and the percentage of infected
cells was calculated. The experiment was performed three
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times in duplicates. About 7,000-11,000 cells were counted
per time point in each experiment using a homemade macro
running in ImageJ.

Immunoblot

Infected cells were lysed in non-reducing Laemmli loading
buffer. Lysates were incubated at 95 °C for 25 min before
exit of the BSL3 facility. Then the samples were reduced by
addition of 40 mM dithiothreitol and incubated for 10 min at
70 °C before separation of the proteins on a 10% SDS—poly-
acrylamide gel electrophoresis. Proteins were transferred on
a nitrocellulose membrane (Amersham). Membrane-bound
N and S proteins were detected using a rabbit polyclonal
antibodiy to SARS nucleocapsid (Novus) and a mouse
polyclonal antibody to SARS-CoV-2 S protein produced by
Biotem, as primary antibodies, and horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibody (Jackson Immunoresearch).
Detection was carried out by chemoluminescence (Super-
Signal™ West Pico PLUS, Thermo Scientific). The signals
were recorded using a LAS 3000 apparatus (Fujifilm).

Genome quantification

Total RNA of infected cells was extracted using the Nucle-
ospin RNA kit (Macherey-Nagel) as recommended by the
manufacturer. Reverse transcription was performed using
the high-capacity cDNA reverse transcription kit (Life
Technologies) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Then RNA were subjected to qRT-PCR using the
SYBR green PCR master mix (Life Technologies) with
primers (GTGARATGGTCATGTGTGGCGG and CAR
ATGTTAAASACACTATTAGCATA) for RdRp fragment
amplification. qRT-PCR was performed with a Quantstu-
dio 3 (Life Technologie). A standard curve was generated
with in vitro transcribed RNA corresponding to the RdRp
fragment.

Viral secretion

The quantity of virus secreted in cell supernatant was
assessed by the TCID50 method.

Transmission electron microscopy

Cells were infected at a MOI of 0.25 for 1 h. Infected
and mock-infected cells were then fixed at various time
points post-infection, by incubating for 24 h in 1% gluta-
raldehyde, 4% paraformaldehyde, (Sigma, St-Louis, MO)
in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2). Samples were then
washed in phosphate-buffered saline (PBS) and post-fixed
by incubation for 1 h with 2% osmium tetroxide (Agar
Scientific, Stansted, UK). Cells were then fully dehydrated

in a graded series of ethanol solutions and propylene
oxide. They were impregnated with a mixture of (1:1)
propylene oxide/Epon resin (Sigma) and left overnight in
pure resin. Samples were then embedded in Epon resin
(Sigma), which was allowed to polymerize for 48 h at
60 °C. Ultra-thin sections (90 nm) of these blocks were
obtained with a Leica EM UC7 ultramicrotome (Wetzlar,
Germany). Sections were stained with 2% uranyl acetate
(Agar Scientific), 5% lead citrate (Sigma), and observa-
tions were made with a transmission electron microscope
(JEOL 1011, Tokyo, Japan). Infected cells were observed
4,6, 8, 10, 12, and 24 h post-infection, and compared to
mock-infected cells. For quantitative analysis, ultrastruc-
tural features were monitored in 100 cells (100 consecutive
sections on the EM grid, except those with no nucleus
section), for each cell pellet.

Results
Kinetics of SARS-CoV-2 infection in Vero cells

We analyzed the kinetics of SARS-CoV-2 infection. First, we
quantified the number of infected cells based on the expres-
sion of the spike protein S and the presence of dsRNA, a rep-
lication complex marker, by evaluating immunofluorescence
over time in infected Vero cells (Fig. 1a). At 4 h post-infec-
tion (hpi), a few cells displayed a weak dsRNA signal but
no S staining. The first clear sign of infection was observed
at 6 hpi, and a gradual increase in the number of infected
cells and in the intensity of labeling was observed up to
8-10 hpi. At 12 hpi, the number of infected cells increased
again, and groups of cells corresponding to infection foci
appeared. These foci contained dsSRNA-positive S-negative
cells as observed in newly infected cells at 6 hpi, indicat-
ing that a new round of infection had occurred. We counted
the number of dsRNA-positive cells and of S-positive cells,
to measure the progression of the infection (Fig. 1b). Our
results suggest that the replication cycle of SARS-CoV-2
has a periodicity of about 8 h in Vero cells. To further
confirm this result, we measured the secretion of virus at
each time point (Fig. 1c). Viral secretion was detectable at
8 h post-infection and increased over time. In parallel, we
monitored viral replication by quantifying intracellular viral
RNA (Fig. 1d). Viral replication was detected at 4hpi and
increases until 10hpi to reach a plateau at 10-12 hpi. From
12 to 24 hpi, a 0.7 Log moderate increase of the quantity of
viral RNA was observed. Finally, the gradual increase of
N and S viral proteins in infected cells was confirmed by
immunoblot (Fig. le).

@ Springer

152



S. Eymieux et al.

overlay

Fig. 1 Kinetics of infection analyzed by different methods. (a) Vero
cells grown on glass coverslips were infected, fixed at the indicated
time points and processed for immunofluorescence labeling of S
(green) and dsRNA (red). Nuclei were stained with DAPI (blue).
(b) Cells positive for S and dsRNA were counted and the percentage

Ultrastructural features of SARS-CoV-2 infected cells

At 4 hpi, we observed no perceptible difference between
infected and mock-infected cells (Fig. 2a). The first virus-
induced modifications were observed at 6 hpi, when discrete
clusters of single-membrane vesicles formed in the cyto-
plasm (Fig. 2b,c). Another change detectable as early as
6 hpi was the frequent presence of annulate lamellae (AL) in
the cell sections (Fig. 2d,e). AL are a particular type of intra-
cellular membrane, consisting of stacks of highly ordered
ER-derived membranes, arranged in parallel, and containing
nuclear pore complexes (NPCs) [19]. In these SARS-CoV-
2-infected Vero cells, they appeared in continuity with the
nuclear envelope (Fig. 2d) or within the cytoplasm (Fig. 2e).

At 8 hpi, massive changes were observed, with the pres-
ence of numerous DMVs forming a replication network,
frequently surrounded by mitochondria (Fig. 3a,b). At this
time point, the first virus particles assembled within the cells
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were detected in intracellular vesicles probably related to
the Golgi apparatus or ERGIC (Fig. 4a). In some sections,
the budding of viruses toward the lumen of the ERGIC/
Golgi vesicles could be seen (Fig. 4b—d). These budding
viral particles or those fully assembled in the vesicle lumen
(Fig. 4e) had prominent surface projections, or spikes. These
intracellular spiky viruses were detected in small vesicles,
each containing only a few particles, at 8 hpi. At 10 and
12 hpi, numerous extracellular particles could be seen at
the cell surface (Fig. 5a). Images of virus-carrying vesicles
that were presumably moving toward the plasma membrane
(Fig. 5a), or merging with the plasma membrane (Fig. Sb—e),
suggested that the virions were released by exocytosis mech-
anisms. The fact that these vesicles often contained several
viral particles suggested that they represent viral exit rather
than cellular entry.

At 24 hpi, viruses were still detectable at the cell surfaces
and were present in high amount. Although these viruses
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Fig.2 Early ultrastructural changes encountered in Vero cells at
6 h post-infection with SARS-CoV-2. (a) At 4 hpi, no ultrastruc-
tural modifications relative to mock-infected cells, shown here, were
visible. (b,c) At 6 hpi, the first discrete virus-induced structures
appeared, consisting of clusters (delimited by the white arrows) of
several single-membrane vesicles. These clusters contained 5-10 sin-
gle-membrane vesicles per cell section, and were frequently observed
in the perinuclear area (n, nucleus). (d,e) At 6 hpi, annulate lamellae

(AL) were frequently observed in infected cells, either as nuclear (n)
expansions (d, white arrows) or isolated in the cytoplasm (e, white
arrows), suggesting that the formation of these structures may have
been promoted by virus infection. AL consist of stacks of highly
ordered endoplasmic reticulum-derived membranes, arranged in par-
allel and containing nuclear pore complexes, that can be visualized in
tangential (e) or cross (d) sections

Fig.3 Replication network established in Vero cells at 8 h post-
infection with the SARS-CoV-2. (a,b) A massive replication network
consisting of large clusters of numerous double-membrane vesicles

(DMVs, presented at high magnification in the insets) was observed.
These clusters of DMVs were frequently surrounded by mitochondria

(m)
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Fig.4 Morphogenesis of intracellular SARS-CoV-2 virions in Vero
cells at 8 h post-infection. (a) Virus particles (white arrows) were
observed in intracellular vesicles related to the Golgi apparatus or the
endoplasmic reticulum/Golgi intermediate compartment (ERGIC).
No virus was released at the plasma membrane (pm) at this time
point. (b—d) The budding of the viruses (white arrows) toward the

lumen of the ERGIC/Golgi vesicles was visualized in some cell sec-
tions. (e) At this time point, the intracellular viruses were detected in
small vesicles, each containing only a few viral particles. These viral
particles displayed prominent spikes, clearly visible at the surface
(black arrowhead)

Fig.5 Release of the SARS-CoV-2 virions by exocytosis from the
Vero cells at 10 h post-infection. (a) Virions (thin black arrows) were
frequently observed at the plasma membrane (pm). Numerous virus-
carrying vesicles (white arrows) presumably in transit to the plasma

@ Springer

membrane were also visualized. (b—e) These virus-carrying vesicles
fused with the plasma membrane to release their contents into the
extracellular space by exocytosis. Similar ultrastructural events were
observed at 12 hpi
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could represent virions released by the imaged cells, we
could not exclude that some of them originate from adja-
cent cells before to be trapped at the plasma membrane
of these cells. Also, large numbers of viral particles were
found to have accumulated in very large intracellular vacu-
oles (Fig. 6a,b). Surprisingly, the viral particles present in
these large intracellular compartments had a smooth surface
and bore no spikes (Fig. 7a,b). Their appearance was clearly
different from that of viruses released at the cell surface,
which carried many spikes (Fig. 8a,b). At these later stages
of the infection, most of the Vero cells infected with SARS-
CoV-2 contained an abundant reticulovesicular network of
DMVs, occupying an entire pole of the cytoplasm, in which
viral replication and the assembly of new virions occurred
simultaneously (Fig. 9a). DM Vs were still the main compo-
nent of this network, sometimes associated with other virus-
induced structures, such as myelin-like membrane whorls
or autophagic-like packaged membranes (Fig. 9b). These
membrane whorls were sometimes also associated with the
spike-less viral particles in the large intracellular vacuoles
(Figs. 6b, 7a).

The quantification of these ultrastructural features in
100 consecutive cell sections showed that AL were present
in only 1% of mock-infected cells, but increased up to 7%
at 6 hpi, before to slowly decrease until 10 hpi and finally
stabilize around 3% at 12 hpi (Fig. 10). Clusters of single-
membrane vesicles that appeared between 6 and 8 hpi were
observed in 40% of the cells at 8 hpi, before reaching 60%
at 12 hpi and then dropping to <20% at 24 hpi. DMVs were

Fig.7 The SARS-CoV-2 particles accumulating in large intracellular
vacuoles in Vero cells at 24 hpi have no spikes. (a) The numerous
viral particles accumulating in these large intracellular compartments
were often electron-dense and presented a smooth surface. Membrane
whorls (white asterisks) were sometimes also associated with the
viral particles within these large intracellular vacuoles. (b) At high
magnification, the viral particles present in these large intracellular
vacuoles were clearly observed to have no spikes (bar=50 nm)

observed in a constantly increasing number of cells between
4 and 24 hpi, reaching 80% of the cells at 24 hpi (Fig. 10).
Membrane whotls and autophagic-like structures, observed
in 7% of mock-infected cells, increased slowly during the

Fig. 6 Intracellular accumulation of SARS-CoV-2 particles in large
vacuoles within Vero cells at 24 hpi. (a,b) Viruses were still detected
at the cell surface (thin black arrows), but large numbers of viral par-
ticles were observed accumulated in very large intracellular vacuoles
(white arrows) of various sizes, predominantly located in the perinu-

clear region. At this time point, an accumulation of myelin-like mem-
brane whorls or autophagic-like packaged membranes (white asterisk
in b) was also observed in the cells, separated from or associated with
the viral particles
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Fig.8 The SARS-CoV-2 particles released from the Vero cells at
24 hpi carry spikes. (a) All the viral particles released at the cell
surface (thin black arrows) were surrounded by characteristic, “club-
shaped”, spikes. (b) This was confirmed by an analysis of these viral
particles at high magnification, revealing their distinctive crown-like
appearance (bar=50 nm)

first 10 hpi and then more rapidly to reach almost 60% of
the cells at 24 hpi. Concerning the viral particles, spiky viri-
ons found in golgian/ERGIC vesicles were first observed
at 8 hpi, and the number of cells with this feature regularly
increased to reach 48% at 24 hpi. Large vacuoles contain-
ing spike-less virions started to accumulate in cells from

10 hpi, and their number increased to also reach a maximum
at 24 hpi, being present in about 60% of the cells. Finally,
the number of cells surrounded by extracellular spiky virions
increases exponentially from 10 hpi, to reach 80% of the
cells at 24 hpi (Fig. 10).

Discussion

As previously reported for coronaviruses and, more recently,
for SARS-CoV-2 [20-23], our findings confirm that the
SARS-CoV-2 viral cycle is supported by a reticulovesicular
network derived from endoplasmic reticulum (ER) mem-
branes and consisting mostly of double-membrane vesicles
(DMVs). After the budding of the virions, presumably in
the Golgi apparatus stacks or the ER-Golgi intermediate
compartment (ERGIC), the virus is released by exocytosis
at the plasma membrane. The kinetics of appearance of the
DMVs and virions inside and on the surface of the cells
are globally similar to those observed in a recent study per-
formed with human pulmonary epithelial Calu-3-infected
cells [21]. Thus, our findings confirm previous results, but
they also shed new light on early and late stages of the viral
infectious cycle.

We show that, at early stages of infection, the cells
contained only discrete single-membrane vesicle clusters
(Fig. 2b,c), potentially acting as the precursors of DMVs,
as previously suggested for other viral models. This hypoth-
esis is consistent with our quantitative analysis (Fig. 10),

Fig.9 Invasive replication network in Vero cells at 24 h post-infec-
tion with SARS-CoV-2. (a,b) At this time point, SARS-CoV-2-in-
fected cells displayed an intense reticulovesicular network consisting
mostly of large numbers of DMVs, which occupied almost all the
cytoplasm and seemed to push against the nuclear compartment (n),

@ Springer

with many mitochondria (m) recruited at the edge of this network.
Virion assembly continued next to this network (white arrows in a),
leading to release at the plasma membrane (thin black arrows in a).
DMVs were often associated with myelin-like membrane whorls or
autophagic-like packaged membranes (white asterisk in b)
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showing that the number of positive cells for these single-
membrane vesicle clusters was decreasing in the late phase
of the infection while the number of DM Vs positive cells
increased (Fig. 10). In hepatitis C virus (HCV), for example,
it has been suggested that single-membrane vesicle clusters
act as the precursors of the DM Vs characterizing the mem-
branous web induced by this virus [24, 25]. A similar pro-
cess has also been described for poliovirus, for which early
viral organelles are gradually transformed into double-mem-
brane structures by the extension of membranous walls and/
or the collapse of the luminal cavity of the single-membrane
structure [26]. Recent investigations by high-resolution elec-
tron tomography analysis of SARS-CoV-2-infected Calu-3
cells have confirmed that DM Vs are closely associated to
the ER, being linked by smooth ER connectors or sometimes
embedded into the rough ER such as the DMV outer mem-
brane was contiguous to the ER membrane [21]. However,
the mechanism underlying DMV biogenesis is still poorly
understood and the potential role of these single-membrane
vesicle clusters in their formation will certainly need further
investigation.

We also report the presence of annulate lamellae (AL)
in Vero cells infected with SARS-CoV-2 (Fig. 2d,e). These
structures are not specific of the viral infection as they were
observed in mock-infected cells in few cells (around 1%),
but their presence increased following infection (peak at
7% 6 hpi) (Fig. 10). Similar observations were reported by
another group, but little comment was made on their pos-
sible meaning [27]. AL have no obvious function, other than
as a reservoir of nuclear envelope components. AL were
initially thought to be an ultrastructural feature characteris-
tic of rapidly growing germ and tumor cells, but they have
since been characterized as a marker of infection for various
viruses, including hepatitis A virus [28], Japanese encephali-
tis virus [29], and human herpes virus 6 [30]. However, their
role in the infection process is unknown. Interestingly, in the
HCYV model, infected cells display an increase in the amount
of cytoplasmic nuclear pore complex proteins (Nups), which
accumulate in or close to cytoplasmic membranes enriched
in HCV proteins [31]. It has, therefore, been suggested that
cytoplasmic nuclear pore complexes (NPCs), or potentially
derivatives of these structures, such as AL, may facilitate
establishment of the HCV-induced membranous web [31,
32]. It will be interesting to investigate, whether such a
mechanism is also involved in the biogenesis of the SARS-
CoV-2 replication network.

As for AL, membrane whorls and autophagic-like struc-
tures were not specific of the viral infection as they were
observed in mock-infected cells. However, if they were
detected in 7% of uninfected cells, the number of cells con-
taining these structures is slowly increased during the first
10 hpi, and then more rapidly to reach almost 60% of the
cells at 24 hpi (Fig. 10). Once again, these data are in favor

of virus-induced mechanisms stimulating the formation of
these host cell membrane-derived structures.

At later stages of infection, we observed large intracel-
lular vacuoles containing viral particles that appeared to
be completely devoid of spikes. Such images have been
reported by other groups, for SARS-CoV-2 propagated in
cell culture [22, 23, 27, 33] or detected in the lung tissue of
infected patients [34]. Similar findings were also reported in
the very first electron microscopy investigations of SARS-
CoV in cultured Vero cells [35, 36]. In the present study,
a comparative analysis, at high EM magnifications, of the
viral particles present on the cell surface and those present
in these large intracellular vacuoles at these time points
late in infection clearly showed differences in terms of the
presence or absence of spikes (Figs. 7, 8). The reason for
the absence of spikes on these intracellular viral particles
is currently unknown. This does not seem to be related to
a technical problem leading to a loss of the spikes of the
intracellular viruses since spikes can be well visualized on
the viruses present in the smaller vesicles of ERGIC or Golgi
origin (Fig. 4). These large vacuoles containing spike-less
viral particles may be intracellular compartments in which
degradation through an autophagolysosomal process occurs.
This hypothesis is supported by the presence of myelin-like
membrane whorls in these compartments (Fig. 7a), as also
previously reported for SARS-CoV [36]. However, these
spike-less virions did not appear to be degraded in these
compartments, although they were sometimes somewhat dis-
torted (Fig. 7b), presenting a “doughnut shape” and a more
pronounced electron-dense edge, as previously discussed
by another group [27]. Alternatively, these spike-less viral
particles may be formed by a defective virion assembly path-
way, leading to immature and, thus, non-infectious particles.
This would be consistent with previous findings showing
that S protein is dispensable for the budding and assembly of
coronaviruses [37, 38], whereas N protein seems to be essen-
tial for these mechanisms and to drive them [39]. Further
investigations will be required to determine the potential role
of these spike-free viral particles in the pathophysiology of
SARS-CoV-2 infection, particularly given the huge numbers
of such particles in infected cells.

A recent study by Ogando et al., in which Vero cells
were also used to propagate SARS-CoV-2, suggested that
this virus may carry fewer spikes than SARS-CoV [20]. We
did not directly compare the two viruses in our study, but
our EM images show that SARS-CoV-2 has many “club-
shaped” projections at its surface (Fig. 8), as also previ-
ously reported for SARS-CoV. The underlying reasons for
this remain unclear, but may reflect the ultimate release of
spike-less viral particles from the intracellular vacuoles at
very late stages of the infectious cycle in the study con-
ducted by Ogando et al. [20], possibly due to cell lysis.
This may explain why SARS-CoV-2 was found to be less
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«Fig. 10 Quantitative analysis of the ultrastructural features in infected
Vero cells, compared to mock-infected cells. For each point of the
kinetics, 100 cell sections have been analyzed. Identification of at
least one element in a cell section counted as one in the total account.
For the annulate lamellae graph, due to the rarity of these structures
and therefore the low associated cell percentage, Y axis displays only
a 10% value. * At 4 hpi, 170 cell sections have been analyzed to find
one cell containing annulate lamellae, leading to a <1% result

infectious than SARS-CoV in this study, despite generating
larger amounts of intracellular viral RNA.

It will certainly be important to continue this type of
investigation with other relevant cellular models. Recent
studies have shown the possibility of propagating the virus
in polarized organoids of human airway epithelial [40]. Here
also, although this has not been particularly commented by
the authors, it seems that spike-free virus particles may
accumulate intracellularly. In any case, our ultrastructural
study provides new insight into the early and late steps of
the SARS-CoV-2 infectious cycle, which merit further inves-
tigation in future studies of this important new pathogen.
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Abstract: The mechanisms of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) egress,
similar to those of other coronaviruses, remain poorly understood. The virus buds in intracellu-
lar compartments and is therefore thought to be released by the biosynthetic secretory pathway.
However, several studies have recently challenged this hypothesis. It has been suggested that
coronaviruses, including SARS-CoV-2, use lysosomes for egress. In addition, a focused ion-beam
scanning electron microscope (FIB/SEM) study suggested the existence of exit tunnels linking cellular
compartments rich in viral particles to the extracellular space resembling those observed for the
human immunodeficiency (HIV) in macrophages. Here, we analysed serial sections of Vero cells
infected with SARS-CoV-2 by transmission electron microscopy (TEM). We found that SARS-CoV-2
was more likely to exit the cell in small secretory vesicles. Virus trafficking within the cells involves
small vesicles, with each generally containing a single virus particle. These vesicles then fuse with
the plasma membrane to release the virus into the extracellular space. This work sheds new light on
the late stages of the SARS-CoV-2 infectious cycle of potential value for guiding the development of
new antiviral strategies.

Keywords: SARS-CoV-2; coronavirus; COVID-19; virus egress; virus release; transmission electron
microscopy; serial sections

1. Introduction

The world is currently in the grip of a pandemic of coronavirus disease 19 (COVID-
19), a new transmissible infectious disease caused by severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2). An analysis of the genome of this virus showed it to be
phylogenetically close to SARS-CoV-1, which emerged in 2003, and suggested that it
probably originated from a bat coronavirus transmitted to humans [1]. The role of an
intermediate animal species in this transmission is suspected, but the species concerned
has not been clearly identified, and the conditions in which this interspecies transmission
occurred are unknown. Nonetheless, the very rapid spread of this new infectious agent
in the world population demonstrates its highly infectious properties. This virus has
already infected more than 160 million people worldwide and caused more than 3.3 million
deaths [2].

SARS-CoV-2 enters cells by fusing directly with the plasma membrane or by exploiting
endocytosis mechanisms and then fusing with an endosomal membrane [3]. After fusion,
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the viral genome is released into the cytosol for translation and replication. Similar to other
single-stranded positive-sense RNA viruses [4], coronaviruses modify host cell membranes
to induce the formation of double-membrane vesicles (DMVs), in which intense viral RNA
replication occurs [5]. The translation of the positive-sense sub-genomic viral RNA results
in the synthesis of all viral proteins, including those necessary for the morphogenesis
of progeny virions. These viral particles, similar to those of other coronaviruses, are
predominantly spherical or ellipsoidal, with a mean diameter between 90 and 100 nm [6,7].
The main constituents of the viral particle are glycoprotein S, the transmembrane proteins M
and E, and nucleoprotein N, which forms a viral ribonucleoprotein (VRNP) by complexing
with the genomic viral RNA [8,9]. Viral assembly takes place on the cytoplasmic side of
the intermediate compartment, between the endoplasmic reticulum (ER) and the Golgi
apparatus (ERGIC), or in the Golgi apparatus [10].

As with other coronaviruses, the mechanism of viral egress is one of the least under-
stood steps in the SARS-CoV-2 infectious cycle. Most enveloped RNA viruses are released
by budding at the plasma membrane or by budding in internal host cell compartments; they
then exit into the extracellular space via the biosynthetic secretory pathway. The budding of
SARS-CoV-2 in the ERGIC compartment, or in the Golgi apparatus, suggests that this virus
also exits the host cell via the secretory pathway. However, one recent study proposed a
model in which coronaviruses, including SARS-CoV-2, use lysosomes for egress rather than
the biosynthetic secretory pathway [11]. This study showed that brefeldin A (BFA), a fungal
compound that disassembles the Golgi apparatus stacks, did not affect virions release.
This unconventional release mechanism would require lysosome deacidification and the
inactivation of lysosomal degradation enzymes to prevent the degradation of viral particles
in this compartment [11]. Coronaviruses have previously been observed in lysosomal
compartments on transmission electron microscopy (TEM), but the significance of these
observations remained unexplored at the time [12]. However, it is unknown whether these
intracellular compartments containing viral particles can fuse with the plasma membrane
for virion release. A recent cryoFIB/SEM study (cryotechniques with a focused ion-beam
scanning electron microscope) of SARS-CoV-2-infected cells suggested the presence of
“exit tunnels”, linking virion-rich intracellular vacuoles to the extracellular space [13]. The
authors suggested that SARS-CoV-2 could egress through these tunnels by a mechanism of
exocytosis from these large intracellular cisterns.

Using conventional TEM, we recently described the ultrastructural characteristics of
the complete infectious cycle of SARS-CoV-2 within the host cell [14]. In this new study,
we added to these observations by analysing serial TEM sections of infected cells, focusing
specifically on egress events. We show that SARS-CoV-2 viral particles seem to be released
into the extracellular space principally via trafficking in small secretory vesicles, most
of which contain a single viral particle. We did not observe any opening of intracellular
virus-rich cisterns to the extracellular space. We conclude from these TEM observations
that SARS-CoV-2 is probably released from its host cell in small secretory vesicles.

2. Materials and Methods
2.1. Cells and Virus

To generate virus stock, Vero-81 cells (kidney epithelial cells established from an
African green monkey) were infected with the SARS-CoV-2 (strain BetaCoV /France/
IDF0571/2020) as previously described [14]. Briefly, these cells (ATCC, CCL-81) were
maintained in Dulbecco’s modified Eagles medium (DMEM) supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS) at 37 °C under an atmosphere containing 5% CO2. SARS-CoV-2
infection was facilitated by transducing these cells with a lentiviral vector expressing
transmembrane protease serine 2 (TMPRSS2). SARS-CoV-2 was then propagated in these
Vero-81 cells expressing TMPRSS2. Ultrastructural analysis was then performed following
infection with the produced viral particles on regular Vero-81 cells. Cells were infected at a
multiplicity of infection (MOI) of 0.25 for 1 h and were fixed at various time points post-
infection. Our previous kinetic study of these infected cells showed that the first massive
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viral exit events occurred at 10 h post-infection [14]. We therefore focused specifically
on this time point in these investigations in order to avoid interference from possible
concomitant viral re-entry and/or cell death events occurring at later points.

2.2. Electron Microscopy

Cells were fixed by incubation for 24 h in 4% paraformaldehyde and 1% glutaralde-
hyde (Sigma, St-Louis, MO, USA) in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2). They were then
washed in phosphate-buffered saline (PBS) and post-fixed by incubation for 1 h with 2%
osmium tetroxide (Agar Scientific, Stansted, UK) in 0.15 M phosphate buffer. They were
dehydrated in a graded series of ethanol solutions and propylene oxide, impregnated
with a mixture of (1:1) propylene oxide/Epon resin (Sigma), and then embedded in pure
Epon resin, which was allowed to polymerise for 48 h at 60 °C. The Epon blocks were
precisely resized for the cutting of a ribbon of serial ultrathin sections (80 nm thick) of
individual cells with a Leica Ultracut UCT ultramicrotome (Leica Microsysteme GmbH,
Wien, Austria). These serial sections were then placed on TEM nickel one-slot grids (Agar
Scientific, Ltd., Stansted, UK) coated with Formvar film. The resulting TEM grids were
stained for 20 min with 2% uranyl acetate (Merck, Darmstadt, Germany) and 5% Reynolds
lead citrate for observation with a Jeol 1011 (Jeol Ltd., Tokyo, Japan) electron microscope.
Electron micrographs of the sections were recorded with a digital camera driven by Digital
Micrograph software (GMS 3, Gatan, Pleasanton, CA, USA) for the same region of cells in
each of the series of sections.

3. Results

We investigated eight cells in which numerous viral particles were observed intracel-
lularly and at the surface by serial section imaging. For five cells, we investigated two or
three different areas, resulting in total section imaging for 16 different subcellular domains.
For clarity, Table 1 below lists the serial sections corresponding to the cell regions shown in
the manuscript figures and those shown in the Supplementary Materials.

Table 1. List of the different cells, cell regions, and corresponding serial sections analysed in
this study.

Supplementary Materials

Cell Region Figure (High Resolution)
Whole cell Figure 1
Cell A Part 1 Figure 2 (sections 1 to 9) Sections 1 to 11
€ Part 2 Figure 3 (sections 1 to 6) Sections 1to 7
Part 3 Figure 4 (sections 1 to 6) Sections 1 to 6
Cell B Whole cell Figure 5
€ Part 1 Figure 6 (sections 1 to 15) Sections 7 to 16

Figure 1 shows a typical cell and the three types of cellular organisations frequently
encountered in the areas of virus release into the extracellular space: (i) areas in which the
viral particles exit via a cavity formed by a large cytoplasm invagination and numerous
microvilli of the plasma membrane (part 1); (ii) areas in which the viral particles exit
at a portion of the plasma membrane without any particular protrusion (part 2); (iii)
intermediate situations, in which the viral particles exit in areas displaying microvilli
at the plasma membrane (part 3). For this cell (cell A on Figure 1), we examined each
of these areas carefully through an analysis of serial sections: Figure 2 for part 1 (nine
serial sections), Figure 3 for part 2 (six serial sections), and Figure 4 for part 3, (six serial
sections). In Figures 2—4, large intracellular vesicles rich in viral particles (thin black
arrows) and small vesicles each containing only one viral particle (large white arrows)
were recorded. Comparisons of these observations of individual sections with observations
of the preceding or following serial sections did not demonstrate the presence of tunnels
connecting the plasma membrane to intracellular vesicles containing numerous viral
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particles in any of the three virus release situations shown in Figure 1. Particular attention
was paid to the situation shown in part 1 of cell A (Figure 2), as the long microvilli of the
plasma membrane, often surrounded by viral particles, might potentially resemble “exit
tunnels”. However, a meticulous analysis of the serial sections showed that these structures
were simple microvilli of the plasma membrane and not tunnels.

Figure 1. Vero cell at 10 h post-infection with SARS-CoV-2. This cell (cell A) is representative and shows the various virus
release situations observed. The three areas delimited by white squares designate the regions of the cell analysed by the
examination of serial sections in subsequent Figures 2—4: a region characterised by a large cytoplasm invagination rich in
plasma membrane microvilli (part 1); a region in which the virus is released and the plasma membrane does not exhibit
particular protrusion (part 2); and a region in which the situation is intermediate, with small plasma membrane microvilli at
the cell surface (part 3). The cellular area between the cytoplasm invagination and the nucleus (n) contains a large number
of viral particles. This area is flanked on both sides by numerous double-membrane vesicles (DMVs) and mitochondria (m).
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Figure 2. Serial TEM sections of cell A part 1, a region characterised by a large cytoplasm invagination rich in plasma
membrane microvilli. Large intracellular vesicles rich in viral particles (thin black arrows) and small vesicles each con-
taining a single viral particle (large white arrows) are shown on each serial section. These electron micrographs of a series of
9 TEM sections (1-9) are part of a larger series (11 sections) provided at high resolution in the Supplementary Materials. The
numbers on the panels indicate the successive serial TEM sections.
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Figure 3. Serial TEM sections of cell A part 2, a region in which the virus is released at the plasma membrane without
any particular protrusion. Large intracellular vesicles rich in viral particles (thin black arrows) and small vesicles each
con-taining a single viral particle (large white arrows) are shown on each serial section. These electron micrographs of
a series of 6 TEM sections (1-6) are part of a larger series (7 sections) provided at high resolution in the Supplementary
Materials. The numbers on the panels indicate the successive serial TEM sections.
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Figure 4. Serial TEM sections of cell A part 3, a region in which the situation is intermediate to those observed on part 1 and
2, with small plasma membrane microvilli at the cell surface. Large intracellular vesicles rich in viral particles (thin black
arrows) and small vesicles each containing a single viral particle (large white arrows) are shown on each serial section. The
high-resolution electron micrographs for this series can be consulted in the Supplementary Materials. The numbers on the
panels (1-6) indicate the successive serial TEM sections.
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The absence of tunnel was confirmed by examining several other cells presenting the
same feature. Similar observations were made for cell B, presented in Figures 5 and 6.
Figure 5 shows cell B at low magnification, and the area of this cell further studied by serial
sections in Figure 6. This particular area presents a characteristic situation, with a cavity
formed by a large cytoplasmic invagination accompanied by numerous microvilli of the
plasma membrane and the active release of viral particles. Figure 6 shows an analysis of
12 serial sections in this particular region. A complete series of 24 consecutive electron
micrographs of this region can be consulted in the Supplementary Materials. As for the
previous figures, large intracellular vesicles rich in viral particles (thin black arrows) and
small vesicles each containing only one viral particle (large white arrows) were recorded
(Figure 6). Again, comparisons of an individual section with the preceding and following
serial sections suggested that the virions were trafficked towards the plasma membrane in
small vesicles. The structure identified in brackets from sections 4 to 12, which is suggestive
of a tunnel, was found to be a simple invagination of the plasma membrane not connected
to an intracellular compartment. Interestingly, our observations suggest that virions were
released into the thin extracellular space formed by this invagination via small secretory
vesicles, each containing a single virus particle (thin white boxes on sections 10 and 11, also
shown in the inset on these sections). On section 10, another similar virus release event can
be observed (thin white arrow in the upper part of the image, also shown in the inset).

Figure 5. Vero cell at 10 h post-infection with SARS-CoV-2. This cell (cell B) is representative of a
frequently observed viral release situation characterised by a large cytoplasm invagination rich in
plasma membrane microvilli (area designated by the white square, analysed by the examination of
serial TEM sections in Figure 6). The cellular area between the cytoplasm invagination and the nucleus
(n) contains a large number of viral particles. This area is close to numerous double-membrane
vesicles (DMVs) and mitochondria (m).
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Figure 6. Cont.
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Figure 6. Serial TEM sections of the previous area of cell B, characterised by a large cytoplasm invagination rich in plasma
membrane microvilli. Large intracellular vesicles rich in viral particles (thin black arrows) and small vesicles each con-
taining a single viral particle (large white arrows) are shown on each serial section. The structure identified in white brackets
from sections 4 to 12 appears to be an invagination of the plasma membrane, forming a very thin extracellular space between
two cellular microvilli. These electron micrographs of a series of 12 TEM sections are part of a larger series (24 sections)
provided at high resolution in the Supplementary Materials. Viral particles are released into the thin extra-cellular space
between two cellular microvilli through small secretory vesicles each containing a single virus particle (thin white boxes
in sections 10 and 11, also shown in insets). On section 10, another viral release event involving a small se-cretory vesicle
containing a single viral particle can be visualised (thin white box in the upper part of the image, also shown in the inset).
The numbers on the panels (1-15) indicate the successive serial TEM sections.

4. Discussion

Viral particle egress is one of the least well understood steps in the infectious cycle
of SARS-CoV-2 in its host cell. To date, few data have been published on this topic
for this and other coronaviruses. Viral morphogenesis is known to involve budding in
intracellular compartments, so viral particles are generally thought to be released via the
biosynthetic secretory pathway. However, one recent study suggested that coronaviruses,
including, potentially, SARS-CoV-2, make use of lysosomal trafficking for egress rather
than the common secretory pathway [11]. It has also recently been shown that flaviviruses
(dengue and Zika viruses) use autophagosome-derived organelles for egress [15]. However,
it is unknown whether these intracellular compartments containing coronaviruses or
flaviviruses can fuse with the plasma membrane to release the large numbers of viral
particles present in these compartments.

A recent cryoFIB/SEM imaging study of Vero cells infected with SARS-CoV-2 has
suggested the presence of “exit tunnels” connecting large intracellular virus-containing
vesicles to the plasma membrane [13]. The authors suggested that these tunnels resulted
from the fusion of these large virus-containing vesicles with the cell membrane, allowing
the release of numerous SARS-CoV-2 viral particles through an exocytosis-like mechanism.
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Such a mechanism is conceivable, as a similar mechanism has previously been described
for human immunodeficiency virus (HIV) in macrophages, in which HIV buds in dilated
intracellular compartments [16,17]. Many of these intracellular compartments have been
shown to be connected to the plasma membrane and have thus been named intracellular
plasma membrane-connected compartments (IPMCs) [18]. Three-dimensional electron
microscopy analyses have suggested that IPMCs represent portals through which HIV may
be released into the extracellular space [17]. However, in the case of macrophages, similar
compartments were previously found to exist in uninfected cells [17].

Our analysis of SARS-CoV-2-infected Vero cells based on serial TEM sections provided
no evidence for the presence of such exit tunnels, as shown in the serial sections of the 4 cell
subdomains presented in our figures but also in the 12 other cell subdomains analysed
in 3D from 6 other different cells. On the contrary, our analysis suggested that the viral
particles were individually trafficked in small secretory vesicles. Some of these secretion
vesicles were presumably opened to the extracellular space, leading to a possible release
of the virus (Figure 6, insets in sections 10 and 11). Viral particles were often released in
areas of cytoplasmic invagination containing many microvilli of the plasma membrane.
Similar observations have been reported in other recent studies of Vero cells infected with
SARS-CoV-2 that were examined by scanning electron microscopy (SEM) [19] or coupled
SEM and TEM [19,20]. The arrangement of parallel microvilli may resemble tunnels, but
our observations show that they are never connected to virus-rich intracellular vesicles.
Moreover, the virions can be released into very thin extracellular spaces between these
microvilli. Further studies will be required to determine whether this situation enables the
virus to hide from the immune system.

Further investigations, including functional studies, will also be necessary to deter-
mine the origin of these small secretory vesicles transporting the virions and the pathway
used for their progression towards the plasma membrane. Early coronavirus studies per-
formed with the mouse hepatitis virus model suggested that after budding into the ERGIC,
the virus follows the classical secretory route to the cell surface [21,22]. However, as the
coronaviruses egress has been recently shown to be BFA resistant [11], these vesicles may
not belong to the classical secretion pathway and rather use an unconventional secretory
pathway. The vesicles observed fusing with the cell surface to release the virus in the
extracellular space may have different origins and use different pathways that by-passes
the Golgi stacks, as recently suggested [23]. They could follow a pathway through the
Golgi apparatus deviating to the lysosomes and/or a pathway from the non-compact zones
of the Golgi ribbon constituted by the ERGIC and recycling endosomes [23].

The cryoFIB/SEM study cited above also reported the occurrence of plasma membrane
discontinuities next to virus particles outside the cell, suggesting possible viral release
through membrane lesions [13]. We observed no such discontinuities, with our electron
micrographs instead suggesting viral release without plasma membrane rupture via the
possible exocytosis of small vesicles, most of which contained a single viral particle. The
reasons for these differences between these two studies are unknown but may be related
to the timing of the analysis (10 h post-infection in our serial section study versus 24 h
post-infection in the cryoFIB/SEM study). It is possible that cell lysis contributes to virion
release into the extracellular space at 24 h but not 10 h post-infection. Further studies at
different times post-infection will probably provide clearer insight into the various possible
mechanisms of viral exit.

Nevertheless, our study suggests that small secretory vesicles carrying a single viral
particle represent the main means of egress for SARS-CoV-2, at least at the early stage of
infection. We cannot rule out the possibility that egress events involving large vesicles
have been missed due to the limited number of cells analysed. However, these cells were
fully analysed in 3D using this serial section approach, and none of them showed an
egress event involving an opening of large intracellular vesicles to the outside, directly
or via an exit channel. It will be certainly important to continue this type of investigation
with other, more relevant, cellular models, such as human primary airway epithelial cells,
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although these cells will most certainly be more difficult to handle for a serial TEM sections
approach. This work sheds new light on late stages in the SARS-CoV-2 infectious cycle,
which could be useful for the development of new antiviral strategies in a context in which
few therapeutic approaches are currently available.

Supplementary Materials: Electron micrographs of the serial sections presented in this manuscript,
and additional serial sections in the continuity of these series, are provided in the Supplementary
Materials at https:/ /www.mdpi.com/article/10.3390/ cells10082047/s1.
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Abstract

Annulate lamellae (AL) have been observed many times over the years on electron
micrographs of rapidly dividing cells, but little is known about these unusual organ-
elles consisting of stacked sheets of endoplasmic reticulum-derived membranes with
nuclear pore complexes (NPCs). Evidence is growing for a role of AL in viral infection.
AL have been observed early in the life cycles of the hepatitis C virus (HCV) and,
more recently, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2),
suggesting a specific induction of mechanisms potentially useful to these pathogens.
Like other positive-strand RNA viruses, these viruses induce host cells membranes
rearrangements. The NPCs of AL could potentially mediate exchanges between these
partially sealed compartments and the cytoplasm. AL may also be involved in regulat-
ing Ca®* homeostasis or cell cycle control. They were recently observed in cells
infected with Theileria annulata, an intracellular protozoan parasite inducing cell pro-
liferation. Further studies are required to clarify their role in intracellular pathogen/

host-cell interactions.

KEYWORDS

1 | INTRODUCTION

Annulate lamellae (AL) are stacks of flat cisternae continuous with the
endoplasmic reticulum (ER) membranes, thought to act as storage
compartments for the components of the nuclear pore complexes
(NPCs) (Cordes, Reidenbach, & Franke, 1995; Daigle et al., 2001;
Kessel, 1983; Spindler & Hemleben, 1982). Like the nuclear envelope,
AL constitute a sub-domain of the ER. The nuclear envelope consists
of two concentric membranes—the inner and the outer nuclear
membranes—that are joined at NPCs (Figure 1a). These NPCs, which
allow the regulated exchange of molecules between the nucleus and
the cytoplasm, consist of about 500 individual proteins collectively
known as nucleoporins (Nups). Nups are composed of a limited num-
ber (about 30) of different subunits. They are present in multiple cop-
ies in the assembled NPC, arranged in octagonal rotational symmetry
around the central transport channel. Unlike the NPCs of the nuclear
envelope, those of the AL face the cytoplasm on both sides. AL do

not contain the nuclear envelope inner membrane proteins known to

annulate lamellae, electron microscopy, intracellular parasite, membranous web, virus

interact specifically with the nuclear lamina, a fibrous meshwork pro-
viding the nuclear compartment with structural support (Chen &
Merisko, 1998) (Figure 1a).

2 | DISCOVERY, ROLE AND BIOGENESIS
OF ANNULATE LAMELLAE

Electron microscopy played a major role in the discovery of AL and
continues to be an important technique for the study of these organ-
elles, providing unequivocal evidence of their presence. AL were first
observed in rat spermatids (Palade, 1955), sea urchin eggs, clam ova-
ries and salamander larvae (Swift, 1956). These early studies
suggested that AL might be present principally in germ cells and
embryos. They were sporadically observed in tumour cells
(Binggeli, 1959), but seemed to be absent from most somatic cells. It
has since become clear that AL are present in many cell types, in both

animals and plants (Kessel, 1992), but that they are most abundant in

Cellular Microbiology. 2021;23:13328.
https://doi.org/10.1111/cmi.13328

wileyonlinelibrary.com/journal/cmi

© 2021 John Wiley & Sons Ltd. | 1of 6

177

o[umMod 8 * 10T ‘TT8STIVI

B
s
F
H
3
=z
g
=
g
g
=
g
s
2
=}
%
IS
2
z

10D put s 1, o1 298 “[2207/21/90] U0 ATIqrT auIuQ K91 *SINOL 2] NS

o Ko

7

12 VO 195N Jo so[n1 10§ ATe1qrT Ui A9iA U0 (

=
2
g
g
g
g
=
g
E
2
s
z
o
g
&
o
15
E
E
g
Z
£
&
g
z
Z



296 | WILEY

EYMIEUX €T AL.

(a)

Annulate lamellae

Endoplasmic reticulum

Nuclear lamina

Nuclear envelope

Nuclear pore complex

FIGURE 1  Schematic representation of annulate lamellae (a, adapted from the review by De Magistris & Antonin, 2018) and their
observation by electron microscopy (arrows) in SARS-CoV-2-infected Vero cells, in the early phases of viral infection (b). m, mitochondria; Id, lipid

droplet

rapidly dividing cells, such as germ cells, embryonic cells and cancer
cells, suggesting a possible role for AL in the dynamics of nuclear dis-
assembly and reassembly (Cordes, Reidenbach, & Franke, 1996;
Daigle et al., 2001; Kessel, 1992). When a cell enters mitosis, the
nuclear envelope detaches from the ER and is fragmented into vesi-
cles, while the NPCs disassemble into soluble Nups (Guttinger,
Laurell, & Kutay, 2009; Schooley, Vollmer, & Antonin, 2012). At the
end of mitosis, these vesicles reassemble around the separated
genetic material to form the two daughter cells (Schooley et al., 2012).
During these mechanisms, the nuclear envelope must increase in vol-
ume and the number of NPCs must also increase to allow expansion
of the nucleus (Good, 2015). This led to suggestions that the NPCs of

the AL act as a form of Nup storage that can be disassembled to pro-
vide Nups for use in the assembly of new NPCs in the nuclear enve-
lope of mitotic cells (Lénart & Ellenberg, 2003; Spindler &
Hemleben, 1982; Stafstrom & Staehelin, 1984), or during the biogene-
sis of new nuclei in early development (Cordes et al., 1995). However,
recent progress in live-cell imaging led to observations of the entire
AL integrating directly into the nuclear envelope in the Drosophila syn-
cytial blastoderm embryo model (Hampoelz et al., 2016). In this pro-
cess, after retraction of the nuclear envelope, the AL double
membrane is aligned with and connected to the nuclear envelope, and
inserted en bloc into the nuclear envelope (reviewed by De Magistris &
Antonin, 2018). This mechanism, which increases the number of NPCs
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as the area of the nuclear envelope increases, occurs rapidly (within
1-2 min), due to the insertion of large portions of AL membranes
rather than individual nuclear pores (De Magistris & Antonin, 2018;
Hampoelz et al, 2016). This mechanism has also recently been
observed in other cell types, suggesting that it may be common to all
proliferating eukaryotic cells (Ren et al., 2019).

The mechanisms leading to AL biogenesis remain very poorly
documented. In the Drosophila embryo model, it has been shown that
precursor elements are constituted by condensation of Nups in cyto-
plasmic granules (Hampoelz et al., 2019). Nup358 (also known as Ran
BP2) has been shown to play a key role in this mechanism, condensing
the various Nups into these NPC assembly platforms while its mRNA
localises to their surface of the platform in a translation-dependent
manner. These Nups are then structured into NPCs, which are inte-
grated into ER lamellae to form the future AL.

3 | PRESENCE OF ANNULATE LAMELLAE
IN INFECTED CELLS

AL has been detected by electron microscopy in cells infected with
various viruses, including mammalian cells infected with rubella virus
(Kim & Boatman, 1967; Patrizi & Middelkamp, 1970), hepatitis A virus
(Klinger, Kdmmerer, Hornei, & Gauss-Mdller, 2001; Marshall, Borg,
Coulepis, & Anderson, 1996), human herpes virus 6 (Ahlqvist
et al., 2006; Cardinali et al., 1998; Torrisi et al, 1999), Japanese
encephalitis virus (Wang et al., 1997), Zika virus (Caldas, Azevedo, da
Silva, & de Souza, 2020) and, more recently, severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2 (Eymieux et al., 2021).
(Figure 1b). AL have also been observed in virus-infected plant cells
(Steinkamp & Hoefert, 1977), and in cells infected with Theileria
annulata, a tickborne intracellular protozoan parasite of wild and
domestic Bovidae (Huber et al., 2020).

The number of AL may increase following cellular injury due to
treatment with anti-tubulin drugs, a decrease in temperature, irradia-
tion or starvation, for example (Kessel, 1992), and it is possible that
their presence in infected cells simply reflects the occurrence of a cel-
lular stress reaction following viral or parasitic infection. However,
several lines of evidence are in favour of specific induction, potentially
useful to the pathogen. In the case of SARS-CoV-2, AL are present in
tiny amounts in uninfected cells, but their numbers increase signifi-
cantly in very early phases of the infectious cycle, and the timing of
this increase is incompatible with the development of virus-induced
cellular stress (Eymieux et al., 2021). The role of this early induction of
AL production remains unexplained, but it is thought that it might be
a key viral mechanism by which the virus initiates its life cycle. For
human herpes virus 6 (HHV$), it has been shown that the viral glyco-
proteins accumulate in the AL membranes and that virus envelopment
can occur in this compartment, suggesting that AL provide a
favourable environment for viral morphogenesis (Torrisi et al., 1999).
In the case of Theileria annulata, AL are absent from uninfected cells,
but surround the parasite and closely associated with its surface in
infected cells (Huber et al., 2020).

4 | THE HEPATITIS C VIRUS MODEL

The hepatitis C virus (HCV)/host cell interaction is the model that has
provided the most information about the potential role of AL during
viral infection. In Huh7.5 cells, the virus induces the rearrangement of
host cell membranes into a “membranous web” consisting essentially
of ER-derived double-membrane vesicles (DMVs) (Ferraris,
Blanchard, & Roingeard, 2010; Romero-Brey et al., 2012). It has been
suggested that this membranous web is responsible for anchoring viral
replication complexes, while concealing viral RNA from innate immu-
nity sensors (Blanchard & Roingeard, 2015). In the Huh7.5 hepatoma
cell line, HCV has been shown to induce a massive increase in the
levels of cytoplasmic Nups, which accumulate in subcellular domains
rich in viral proteins, a characteristic of the membranous web
(Neufeldt et al., 2013). These Nups interact specifically with viral pro-
teins, and their experimentally induced depletion inhibits the infec-
tious cycle of the virus. Moreover, proteins normally targeted to the
nucleus may be found in the membranous web, indicating that these
Nups are functional and probably structured into NPCs, facilitating
the targeting of cellular and viral proteins essential for viral replication
to the membranous web (Neufeldt et al., 2013). Electron microscopy
was not used in this work, so the authors' hypotheses concerning the
structure of these cytoplasmic Nups into AL were not formally dem-
onstrated. However, in the meantime, our group investigated the
kinetics of membranous web formation in HCV-infected Huh7.5 cells
by electron microscopy (Ferraris et al., 2013). We did not mention it in
the manuscript, because the significance of the observation was
unclear at the time, but we were able to document, by electron
microscopy, the presence of AL in Huh7.5 cells infected with HCV
(unpublished data). In these cells, AL were present at early stages of
infection, frequently in close proximity to clusters of single-membrane
vesicles acting as precursors of DMVs (Figure 2). As subsequently
reported for SARS-CoV-2 (Eymieux et al., 2021), the induction of AL
by HCV at early stages of infection may precede the establishment of
virus-induced membrane rearrangements and be essential to the for-
mation of the so-called “membranous web,” contributing to the com-
partmentalization of viral replication (Neufeldt et al., 2013).

5 | POTENTIAL ROLE OF ANNULATE
LAMELLAE IN INFECTED CELLS

AL induction may, therefore, be a feature common to positive-strand
RNA viruses, including HCV, hepatitis A virus, Japanese encephalitis
virus, Zika virus, rubella virus and SARS-CoV-2, for which AL have
been identified in infected cells. All of these viruses induce
rearrangements of host cell membranes for the anchoring of their rep-
lication complexes (Romero-Brey & Bartenschlager, 2014). The mem-
brane rearrangements induced by these viruses are of different
natures, consisting of membrane invaginations towards the ER lumen
or, conversely, the extrusion of ER membranes to form DMVs,
depending on the viral model. However, they reflect a common viral

strategy organising RNA genome replication in specialised
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FIGURE 2 Three examples of electron microscopy observations
showing annulate lamellae (white arrows) in close proximity to
clusters of HCV-specific single-membrane vesicles (black arrows),
which have been shown to precede the formation of the membranous
web in HCV-infected cells

compartments (Romero-Brey & Bartenschlager, 2014). The role of the
AL in these membrane rearrangements may be the provision of NPCs,
to mediate exchanges between these partially sealed compartments,
thereby protecting the viral RNA from innate immunity sensors, while
allowing the transport of elements essential for viral replication. How-
ever, they are unlikely to play such a role in HHVé infections, in which
they have also been observed, as this DNA virus does not induce
membrane rearrangements, with the AL instead appearing to be
involved in the envelopment of the virus with its envelope glycopro-
teins. However, AL are probably not strictly necessary for this virus,
as it also seems to be enveloped at Golgi membranes (Torrisi
et al., 1999). Similarly, the role proposed for AL induced by RNA
viruses may not account for the induction of AL by the intracellular
parasite Theileria annulata, which does not induce similar important
host cell membrane remodelling, instead surrounding itself with AL.

Nevertheless, AL may have functions extending beyond the
simple provision of NPCs, including regulatory functions. For
example, AL have been shown to be involved in Ca?* signalling to
support Xenopus oocyte fertilisation (Boulware & Marchant, 2005;
Boulware & Marchant, 2008). In this mechanism, AL may regulate
Ca?* signalling by re-organising the subcellular distribution of the
IP3 receptor. Interestingly, HCV and SARS-Cov-2 are both known
to modify calcium fluxes at the ER level. The deregulation of Ca2?*
flux between the ER and mitochondria at specialised contact sites,
leading to a mitochondrial Ca?* overload associated with mito-
chondrial dysfunction, seems to be a major event in cells infected
with these viruses (Bojkova et al, 2020; Davies, Almasy,
McDonald, & Plate, 2020; Kuchay et al., 2018; Scrima, Piccoli,
Moradpour, & Capitanio, 2018). Mitochondria are often associated
with the membranous web in cells infected with HCV or SARS-
CoV-2 (Eymieux et al., 2021; Romero-Brey et al., 2012). A role for
AL or the resulting Nup-enriched membranes in these mechanisms
therefore appears possible.

It is also possible that AL help to regulate the action of Nups by
controlling their sequestration or release, as shown for Nup96, which
controls the length of the cell cycle (Wozniak & Goldfarb, 2008).
When Nup96 levels are high, the transition from G1 to S phase is del-
ayed (Chakraborty et al., 2008). This may be of importance in host/
pathogens interactions, as many pathogens have been shown to use
diverse strategies to control the cell cycle of their host cell. This is the
case, in particular, for Theileria annulata, for which the induction of
proliferation in infected cells is a key aspect of pathogenesis (Tretina,
Gotia, Mann, & Silva, 2015). Huber et al recently showed that the
presence of AL in cells infected with Theileria annulata is very specific
to infection with this intracellular pathogen, as bovine tumour cells of
the same genetic background were found to contain few, if any, AL in
the absence of parasite infection. Indeed, the authors of this study
considered the possibility that the interactions occurring at the tight
interface between Theileria annulata and AL might play a role in the
induction of cell proliferation by this parasite (Huber et al., 2020).

6 | CONCLUSION AND FUTURE
DIRECTIONS

Important data have recently been obtained concerning the dynamics
and functions of AL in embryonic or proliferating cells. Moreover, the
involvement of these structures in the infectious cycles of several
intracellular pathogens is becoming increasingly evident, as their
induction and/or accumulation is frequently detected in infected cells.
However, their role, which remains largely elusive, may be of a differ-
ent nature in different infections, depending on the type of pathogen.
Their involvement in the host-cell membrane rearrangements induced
by many viruses and in cell cycle manipulation by certain pathogens
requires confirmation and further investigation. Given their potential
role in some of the regulatory mechanisms in cells, they may also be
involved in other types of host/pathogen interactions, which require
further study with molecular and cell imaging approaches. In these
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future studies, it will be important to use electron microscopy, the
gold standard method for visualising AL in infected cells.
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Abstract

Positive single-strand RNA (+RNA) viruses can remodel host cell membranes to induce a replication organelle (RO) iso-
lating the replication of their genome from innate immunity mechanisms. Some of these viruses, including severe acute
respiratory syndrome coronavirus type 2 (SARS-CoV-2), induce double-membrane vesicles (DMVs) for this purpose. Viral
non-structural proteins are essential for DMV biogenesis, but they cannot form without an original membrane from a host
cell organelle and a significant supply of lipids. The endoplasmic reticulum (ER) and the initial mechanisms of autophagic
processes have been shown to be essential for the biogenesis of SARS-CoV-2 DMVs. However, by analogy with other
DM V-inducing viruses, it seems likely that the Golgi apparatus, mitochondria and lipid droplets are also involved. As for
hepatitis C virus (HCV), pores crossing both membranes of SARS-CoV-2-induced DM Vs have been identified. These pores
presumably allow the supply of metabolites essential for viral replication within the DMV, together with the export of the
newly synthesized viral RNA to form the genome of future virions. It remains unknown whether, as for HCV, DMVs with
open pores can coexist with the fully sealed DM Vs required for the storage of large amounts of viral RNA. Interestingly,
recent studies have revealed many similarities in the mechanisms of DMV biogenesis and morphology between these two
phylogenetically distant viruses. An understanding of the mechanisms of DMV formation and their role in the infectious
cycle of SARS-CoV-2 may be essential for the development of new antiviral approaches against this pathogen or other
coronaviruses that may emerge in the future.

Keywords COVID-19 - SARS-CoV-2 - Positive-sense single-stranded RNA virus - Virus/cell interactions - Double-
membrane vesicle - Replication organelle

Introduction

Positive single-strand RNA (+ RNA) viruses use their
genomes directly as messenger RNA, producing a polypro-
tein from which the various viral proteins required for repli-
cation are derived. One of these proteins is the RNA-depend-
ent RNA polymerase, which copies the + RNA genome to
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form a double-stranded (dsRNA) replicative template that
is used to generate more +RNA for the translation of viral
proteins and to constitute the genome of newly synthesized
virions. The replication of + RNA viruses takes place in the
cytoplasm, potentially exposing the viral RNA, and the repli-
cation intermediate constituted by a dsRNA in particular, to
mechanisms of innate immunity engaged by the host cell [1,
2]. However, + RNA viruses have developed clever strategies
for protecting themselves from such host cell defense mecha-
nisms. The assembly of viral replication complexes involves
associations with the cytoplasmic membranes of the host
cell, with the virus manipulating host cell factors to induce
the extensive remodeling of these membranes, thereby iso-
lating viral replication from cell sensors. Virus-induced
cellular organelles called replication organelles (ROs) are
produced to concentrate the viral proteins and certain host
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cell factors essential for viral replication together in the same
specific compartment, while isolating them from the rest of
the cytoplasm. Some + RNA viruses, such as coronaviruses
[3, 4], picornaviruses, including poliovirus, which is the
most studied member of this family [5, 6], arteriviruses [7,
8], and noroviruses [9], induce a typical organelle called a
double-membrane vesicle (DMV). This is also the case for
the hepatitis C virus (HCV), which is, curiously, the only
member of the Flaviviridae family known to induce DM Vs,
all other members of this family instead inducing single-
membrane spherules generated by membrane invagination
[10, 11]. Severe acute respiratory syndrome coronavirus
type 2 (SARS-CoV-2), the causal agent responsible for the

COVID-19 pandemic, was recently shown to induce such
DMVs, like other members of the coronavirus family [12,
13]. DM Vs are vesicles delimited by two closely associated
concentric membranes. They are easily identifiable by elec-
tron microscopy (EM) in SARS-CoV-2-infected cells and
are frequently observed in very large numbers, occupying a
large portion of the cytoplasm (Fig. 1).

Morphogenesis and spatial organization of DMVs
All the DMVs induced by these different viruses are rela-

tively similar in size (100-300 nm in diameter), but they
display significant variations of spatial organization with

Fig. 1 Morphology of the DMVs induced by SARS-CoV-2 (Wuhan
strain) in Vero E6 cells (a) and cultured primary respiratory epi-
thelium (b). The areas outlined by the white squares in a and b are
shown at higher magnification in the lower panels. In both cases, the
double membrane delineating the interior of the vesicle is visible.
However, these two concentric membranes are separated by a wider
space in Vero cells than in primary cultures of respiratory epithelium.
The wider spacing of the two membranes in Vero cells makes it pos-
sible to identify the points of contact between the two membranes
(large arrows on the high magnification images shown in the lower
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panels of a), probably corresponding to pores crossing the two mem-
branes and allowing exchanges with the cytoplasm. These ultrastruc-
tural differences cannot be attributed to technical artifacts, as these
two cell preparations were fixed and prepared for EM with the same
protocol (described in detail in [13]). The small white arrows in a
and b indicate the presence of virus particles, formed in the ERGIC
compartment (intermediate between the ER and the Golgi appara-
tus). Some viruses secreted at the apical pole of the primary respira-
tory epithelium cells are also identified by small black arrows in b. m
mitochondria; er endoplasmic reticulum; n nucleus
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the cytoplasm. The DM Vs induced by arteriviruses appear
to be closed compartments with outer membranes that are
frequently connected to other virus-induced membrane
structures or to the endoplasmic reticulum (ER), leading
to the establishment of large reticulovesicular membrane
networks [7, 8]. By contrast, picornavirus-induced DMV
are disconnected structures often observed in an open vase-
like configuration [5, 6]. The DMVs induced by HCV [11]
and noroviruses [9] seem to be organized in an intermedi-
ate manner. Furthermore, these viruses often induce other
membrane structures that may appear at different stages of
infection and probably correspond to precursor forms of
DMVs. Thus, the morphology of picornavirus membrane
rearrangements gradually changes during the course of viral
infection, suggesting that this morphology is dynamic and
undergoes a form of maturation. For poliovirus and cox-
sackie virus, another member of the picornavirus family,
membrane remodeling begins with the formation of single-
membrane structures, which are progressively transformed
into DMVs [5, 6]. It has been suggested that these single-
membrane structures initially form flattened cisternae that
then curve to form DMVs. The presence of single-membrane
vesicle clusters early in infection has also been observed for
HCYV, suggesting the possibility of a similar mechanism for
the morphogenesis of the DM Vs induced by this virus [14].
It is difficult to determine in which of these elements viral
RNA replication actually occurs. The subcellular distribu-
tion of major viral components does not always provide a
clear answer to this question, as only a small fraction of
the structures in place may be engaged in active replication
at a given time. Thus, experiments involving the metabolic
labeling of newly synthesized viral RNA have shown that
DMVs are, indeed, active sites of viral RNA synthesis for
HCV [15], but there are probably differences between DM V-
inducing viruses. For picornaviruses, the single-membrane
structures seem to constitute the site of active replication, as
these structures predominate at the peak of viral replication
[6, 16, 17].

For SARS-CoV-2, discreet single-membrane vesicle clus-
ters present at the very start of infection may serve as the
precursors of DM Vs [13]. However, for both coronaviruses
and HCV, DM Vs are clearly the site of active viral RNA syn-
thesis, as suggested by experiments based on the metabolic
labeling of newly synthesized viral RNA within the DMVs
[12], and the correlation between the number of intracellular
DMVs and viral replication rates [13]. Nevertheless, these
experiments involving metabolic labelling have not demon-
strated unequivocally whether replication takes place inside
the DMVs, as newly synthesized RNA was observed both
inside and outside the DMVs. The first DM Vs are formed
within 4 h of infection in SARS-CoV-2-infected cells [13,
18]. DM Vs then rapidly become observable over large areas
of the cytoplasm and are sometimes connected to the ER

membrane, suggesting that the ER is probably the main
source of membranes for DM Vs, at least at the beginning of
the infection [13, 18]. The primary targets of SARS-CoV-2
infection are nasal and respiratory epithelial cells, which
form polarized monolayers with distinct apical and basolat-
eral domains. Cultured primary respiratory epithelial cells
are the closest model to the target tissues of SARS-CoV-2,
but the Vero cell line, a monkey kidney epithelial cell line
that is very easy to grow in the laboratory, has proved
extremely valuable for improving our understanding of the
cell biology of coronaviruses [3, 4, 12, 13]. The influence
of cell type on the biogenesis of membrane rearrangements
has not been studied, but minor morphological differences
have been observed between these rearrangements in the two
cell types (Fig. 1).

Role of viral proteins in DMV formation

The molecular composition of SARS-CoV-2 DMVs has yet
to be determined, but studies on other coronaviruses, such
as SARS-CoV and the Middle East Respiratory Syndrome
(MERS) coronavirus, have shown that viral non-structural
proteins play a key role in DMV formation. Coronaviruses
have one of the largest known genomes among RNA viruses,
ranging from 27 to 32 kb in length, and encode for 22-29
proteins, including at least 16 non-structural proteins (nsp).
For the SARS-CoV, two of these nsp (nsp3 and nsp4) are
particularly involved in DMV formation, as the interac-
tion between the luminal loops of nsp3 and nsp4 has been
shown to be important for initiating host cell membrane
rearrangements [19]. Moreover, the expression of nsp3
and nsp4 is sufficient to induce DMV formation [20, 21].
Nsp3 is a multidomain protein with a papain-like activity
and nsp4 is thought to anchor into a host-cell membrane
the viral replication complex (or replisome) made of at
least 9 other non-structural proteins [22]. Similarly, their
functional equivalents in arteriviruses, the non-structural
proteins nsp2 and nsp3, have also been shown to be neces-
sary and sufficient for DMV formation [23]. This is also
the case for two non-structural proteins of the poliovirus,
2BC and 3A [24]. For some viruses, the expression of a
single non-structural protein seems to be sufficient for
DMV formation. For HCV, whose genome encodes for a
more limited number of non-structural proteins, the HCV
RNA-dependent RNA polymerase (NS5A) is the sole viral
protein required for this phenomenon [11]. Nevertheless, the
DMVs observed following the expression of the minimal set
of proteins required for vesicle formation are not entirely the
same as those observed during a viral infection, indicating
that additional factors may have a strong influence on DMV
biogenesis. For example, other non-structural proteins, such
as NS4B [25] and NS5B [11], participate in the formation
of HCV-induced DMVs. This is also the case for the nsp6
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protein of SARS-CoV [20], the NS1-2 and NS3 proteins of
noroviruses [9] and the nsp5 protein of arteriviruses [26].
Moreover, other models of + RNA viruses have shown that
replicating viral RNA is also a major player in the biogenesis
of virus-induced membrane rearrangements [27].

Origin of the host cell membranes used for DMV
formation

Studies on SARS-CoV-infected Vero cells have revealed that
the DMVs are sometimes seen to be continuous with the
ER, suggesting that DM Vs are derived from the host ER
membrane [14], as reported for HCV [11] and norovirus
[9]. Recent studies with various cell types, including Vero
cells and lung epithelial cells, have reported similar obser-
vations for SARS-CoV-2 [18]. However, markers of other
organelles, including the Golgi apparatus, have also been
identified in poliovirus DMVs [28]. Cocksackie viruses,
which, like poliovirus, are picornaviruses, induce a remod-
eling of both ER and Golgi apparatus membranes [29]. Inter-
estingly, one study based on computational analysis sug-
gested that SARS-CoV-2 viral RNA may also localize to
mitochondria [30], raising the possibility that SARS-CoV-2
may also remodel mitochondrial membranes to generate
mitochondrion-derived DMVs. This possibility was further
analyzed in a functional analysis of host cell proteins binding
to SARS-CoV-2 RNA, which confirmed a physical and func-
tional connection between SARS-CoV-2 and mitochondria
[31]. EM images, such as that shown in Fig. 1a, in which
large numbers of mitochondria are observed in close prox-
imity to DM Vs, support this hypothesis, which nevertheless
remains to be confirmed, as a potential role for mitochondria
in DMV biogenesis is to date based on indirect experiments.

Like mitochondria, autophagosomes are surrounded by a
double membrane and a role for these organelles in the bio-
genesis of coronavirus membrane remodeling has been sug-
gested [32]. Autophagy is part of the endogenous cell sub-
strates recycling machinery and innate immunity strategies
by targeting intracellular pathogens to lysosomes for degra-
dation. Although many viruses have developed strategies to
counteract the antiviral functions of the autophagy pathway,
some of them on the contrary have acquired mechanisms to
exploit specific functions of the host cell factors involved
in this process, to promote viral replication [33]. Thus, the
biogenesis of virus-induced DMVs is probably dependent
on cellular factors essential for autophagosome formation. In
the murine hepatitis virus (MHV), another coronavirus, and
SARS-CoV-infected Vero cells, the viral replicase protein,
nsp8, colocalizes with the autophagosome marker LC3 [34,
35]. LC3 also colocalizes with the viral replicases of many
other DM V-inducing viruses, including arteriviruses [36]
and HCV [37]. The isolation of HCV DMVs by cell frac-
tionation and biochemical analysis showed that LC3 was
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present in the membranes of these vesicles [10]. In MHV-
infected cells, two viral proteins that localize to the replica-
tion complex (p22 and N) were also found to be colocalized
with LC3, and with ATG12, which, together with ATGS,
promotes LC3 lipidation, an important step in autophago-
some formation. However, while this study on MHV showed
that LC3 was essential for viral replication, it also demon-
strated that LC3 lipidation was not strictly necessary [35].
This finding suggests that DMV biogenesis is facilitated by
the mechanisms underlying autophagosome formation, but
not to the extent of lysosomal targeting and fusion. A recent
study confirmed that an incomplete autophagy response is
a feature of SARS-CoV-2 infection [38]. The expression of
SARS-CoV-2 ORF3a was sufficient to trigger incomplete
autophagy, in which autophagosome formation was induced
but autophagosome maturation was impaired. It has also
been shown that the lipid phosphatidic acid (PA) produced
by acylglycerol phosphate acyltransferase (AGPAT) 1 and 2
activity in the ER is essential not only for autophagic vesicle
formation, but also for the biogenesis of HCV- and SARS-
CoV-2-induced DM Vs [39]. Both these viruses also exploit
other common factors involved in autophagosome formation,
including class III phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), but
without activating conventional autophagy pathways [40].
All these results suggest that SARS-CoV-2 and HCV can
exploit autophagosome formation mechanisms to support
DMYV biogenesis, while blocking lysosome fusion to escape
complete autophagy-mediated degradation. These observa-
tions reinforce the link between autophagy and DMV forma-
tion, revealing unexpected similarities in the mode of opera-
tion of two phylogenetically very different viruses [39, 40].

Lipid synthesis and redistribution for DMV
biogenesis

The induction of host lipid synthesis by DMV-inducing
viruses is required to provide the lipids necessary for these
major membrane rearrangements [41]. Sharp differences
in lipid composition have been found between the mem-
branes of DMV and the ER membrane from which they are
derived. For example, HCV-induced DMVs contain nine
times more cholesterol than host cell ER membranes [15],
and they are also enriched in phosphatidylinositol-4-phos-
phate, PI4P [42]. An enrichment in phosphatidyl-choline
[43] and sphingomyelin [44] has also been observed in the
membranes of HCV-induced DMVs. A lipidomic study on
cells infected with a benign human coronavirus, coronavirus
229E, revealed global alterations to total intracellular lipid
composition, with an increase in the levels of fatty acids
and glycerophospholipid [45]. A recent functional analysis
of a SARS-CoV-2/host protein interactome demonstrated
a dependence of SARS-CoV-2 on host factors involved in
cholesterol biosynthesis [46].
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In addition to regulating lipogenesis, viral infection can
also redistribute host cell lipids from other organelles. Con-
nections between DMVs and host organelles have been
observed at membrane contact sites (MCSs) [41]. MCSs
are formed when the membranes of different organelles
are in close proximity, but not close enough to achieve
membrane fusion. Specific protein complexes act on these
closely apposed membranes to regulate these MCSs. These
complexes include lipid transport proteins (LTPs), which
facilitate non-vesicular lipid transport between the two
membranes [41]. For example, the Golgi-localized oxys-
terol-binding protein (OSBP) transports newly synthesized
cholesterol from the ER to the Golgi apparatus at MCSs in
a counter-exchange mechanism in which the phospholipid
PI4P is transferred from the Golgi apparatus to the ER. This
PI4P-cholesterol counterflow mechanism can be hijacked for
the benefit of viral replication. Poliovirus [47] and HCV
[48] hijack OSBP by recruiting PI4-kinase (PI4K) within
their DMVs. The viral recruitment of PI4K thus leads to
an enrichment of DMVs in PI4P, increasing OSBP recruit-
ment, with PI4P-cholesterol counterexchange at ER contacts
then providing cholesterol for the new membranes. There
are four PI4K isoforms in human cells. Picornaviruses,
such as coxsackieviruses, recruit PI4KIIIf [49] to gener-
ate PI4P for the recruitment of OSBP. This exploitation
of the MCS machinery to provide OSBP/PI4P-dependent
cholesterol transport from the ER to DM Vs is essential for
viral replication [50]. Other picornaviruses and HCV recruit
OSBP via PI4KIIla [51]. The HCV NS5A protein binds to
and activates PI4KIIla, increasing PI4P levels on DMVs
[42]. The structure of HCV DMVs is strongly altered by
OSBP/PI4K depletion, suggesting that the action of OSBP
is important for the structural characteristics of DMVs. The
SARS-CoV-2 protein nsp4 was recently shown to interact
with OSBP and PI4KIII [52], suggesting that SARS-CoV-2
may also use OSBP-mediated lipid exchange to enrich its
DMVs in cholesterol.

The exploitation of cellular lipid stores is another strat-
egy of viruses that hijack host lipid transport mechanisms.
Cholesterol is esterified in the ER transport to lipid drop-
lets (LDs), dynamic organelles in which neutral lipids are
stored, synthesized and mobilized according to cellular
needs. Picornaviruses inhibit cholesterol esterification, pre-
venting its transport to LDs, thereby increasing the availabil-
ity of cellular cholesterol for use in DMVs [53]. They also
induce the formation of MCSs between DM Vs and existing
LDs, providing platforms for fatty acid transport to DMVs.
EM studies have shown that poliovirus and coxsackievirus
DMVs form MCSs with LDs [29]. The inhibition of LD
lipolysis disrupts both DMV formation and picornavirus rep-
lication, suggesting an important role for LDs in providing
essential lipids for DMV biogenesis [54, 55]. HCV infection
causes a subcellular redistribution of LDs [54], and DM Vs

are frequently observed in close proximity to LDs [56, 57].
However, for HCV, LDs have a role beyond contributing
to lipid flow for DMV formation, as they also constitute
an assembly platform for virus particle morphogenesis [58,
59]. Recent studies have suggested a possible role for LDs
in the infectious cycle of SARS-CoV-2, as the viral capsid
protein drives diacylglycerol acyltransferase (DGAT) gene
expression to facilitate LD formation and associates with the
adipocyte differentiation-related protein (ADRP) on the LD
surface [60]. Another study has suggested that, like HCV,
SARS-CoV-2 may also use LDs as assembly platforms [61].
However, our EM observations, and those of other groups,
did not confirm a preferential juxtaposition of DMVs with
LDs or the presence of SARS-CoV-2 virus particles close
to LDs (Fig. 1). Further studies will be required to clarify
the role of LDs in the various steps of the SARS-CoV-2
infectious cycle.

DMV functions

DMVs have a protective function, by concealing viral rep-
lication intermediates from cellular sensors. This was dem-
onstrated with the HCV model, in which immune sensors
for dsRNA, such as RIG-I (retinoic acid-inducible gene I)
and MDAS (melanoma differentiation-associated protein 5),
were found to have a limited effect when dsRNA was pre-
sent in DM Vs [62]. In the poliovirus model, virus-induced
membrane rearrangements have also been shown to have a
vital function in protecting viral RNA from immune sen-
sors [63]. However, it is unclear whether the presence of a
double membrane is truly necessary for this protection, as
several + RNA viruses induce membrane remodeling to gen-
erate single-membrane spherules through invagination, with
similar effects [64]. DM Vs also have large outer membrane
surfaces to which replication complexes could potentially be
anchored, but it seems more likely that replication occurs in
association with the inner membrane facing the cytosolic
interior of the DMV. This would clearly provide an isolated
environment, which would be ideal for viral replication. A
recent 3D tomographic cryo-EM study of SARS-CoV-2
infected cells showed that the interior of DM Vs contained
branched filamentous structures resembling dsSRNAs [65].
However, such a compartment would need to remain capa-
ble of exchanging material with the cytosol, for the import
of metabolites and the export of viral RNA for translation
and encapsidation into newly synthesized virions. Closed
DMVs with no apparent opening to the surrounding cytosol
have regularly been observed in infected cells. In the case of
picornaviruses, completely sealed DM Vs coexist with open
DMVs, which are probably their precursors. Completely
sealed DM Vs may represent the final stage, with which large
amounts of viral RNA isolated in these structures to prevent
contact with cellular sensors.
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Fig.2 Model for SARS-CoV-2 DMV biogenesis and role of this
virus-induced organelle in the viral life cycle. AL annulate lamella;
ER endoplasmic reticulum; ERGIC ER-Golgi intermediate compart-

In the HCV model, in which only DM Vs are encountered
at peak viral replication, sealed DM Vs seem to coexist with
pore-containing DMVs (about 10% of the total) capable of
exchanges with the cytoplasm [11]. It is, therefore, con-
ceivable that productive viral RNA synthesis occurs within
DMVs containing pores that eventually become sealed to
isolate and store the excess viral RNA accumulated during
infection. Cryo-EM experiments have recently shown that
MHV- and SARS-CoV-2-induced DM Vs, like those of HCV,
have pores that span the double membrane, allowing the
transport of newly synthesized viral RNA out of the DMV
for translation and packaging into viral particles [66]. The
nsp3 protein has been shown to be a major constituent of
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these pores, but the possibility of host cell factors also con-
tributing to the formation of these pores cannot be excluded
[66]. Despite having a lower resolution than cryo-EM, con-
ventional EM studies have suggested that pores are present
in SARS-CoV-2-induced DM Vs (lower panels of Fig. 1a).
Interestingly, components of the host cell nuclear trans-
port machinery associated with DM Vs have been shown
to play a key role in protecting HCV-infected cells from
innate immune sensors [62]. No such mechanism has yet
been demonstrated for SARS-CoV-2, but the presence of
annulate lamellae—storage forms of nuclear pore complexes
(NPC) anchored in host cell membranes—has been shown to
be an ultrastructural feature of infected cells for both these
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viruses [13, 67, 68]. This finding suggests a potential role
for annulate lamellae, via the NPC components they con-
tain, in the biogenesis of HCV- and SARS-CoV-2-induced
DMVs or in the establishment of the pores crossing the
DMV membranes. Interestingly, the potential involvement
of NPC components in the DMV pores could suggest that
these pores may also have a dynamic opening and closing
function, as for NPCs.

Conclusion

SARS-CoV-2, like other + RNA viruses, hijacks the
organization and biogenesis of host cell membranes
to form DMVs, in which its replication complexes are
anchored. Figure 2 summarizes the mechanisms dem-
onstrated or suspected to contribute to the biogenesis
of SARS-CoV-2 DMVs and their potential role. Despite
SARS-CoV-2 and HCV are phylogenetically unrelated,
the DMVs of these two viruses are very similar. It will
be interesting to determine in future studies whether the
original observations made with the HCV model, such as
the co-existence of pore-containing and sealed DMVs or
the role of host cell NPC components in the biogenesis
and/or function of DMVs, also apply to SARS-CoV-2.
The anchoring of viral replication complexes to the inner
membrane of DM Vs and their direction toward the lumen
of these DM Vs are strongly suspected but have never been
strictly demonstrated. Further studies of these aspects are
therefore required. It will also be important to study the
initial formation of these DMVs, at the beginning of the
infection, and the transport of the newly synthesized viral
RNA through the pores of the DMVs for constitution of
the genome of future viral particles. These investigations
could help to drive the design of new antiviral strategies
against SARS-CoV-2 and other coronaviruses that might
emerge in the future based on the inhibition of this repli-
cation organelle. In addition, molecular dynamics simula-
tions by computational approaches that have been recently
used to model the formation of a double membrane [69]
could also help to reach this objective.
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2. Discussion générale et perspectives

a. Introduction

En 2020, I’identification du SARS-CoV-2 a ét¢ un événement majeur dans le
domaine de la recherche biomédicale, en particulier pour les unités de recherche en
virologie. Pour la premiére fois dans I’Histoire, I’humanité était confrontée a un agent
infectieux émergent a I’origine d’une pandémie mondiale, mais avec cette fois a sa
disposition un vaste panel de techniques pour le caractériser sous tous ses aspects, en un
minimum de temps. La mise au point de vaccins efficaces pour prévenir I’infection par le
SARS-CoV-2, seulement un an apres le début de la pandémie, illustre bien les prouesses
qui ont été permises grace aux progres de la recherche scientifique. De fait, un grand
nombre d’études sur la virulence, la contagiosité, le tropisme et le cycle viral du SARS-
CoV-2, ont été publi¢es depuis 2020. Bien que les thématiques historiques de notre unité
de recherche INSERM U1259 MAVIVH soient 1’étude du VIH et des virus des hépatites,
certains flavivirus émergents ou endémiques comme le virus de la dengue ou le virus Zika
ont déja fait I’objet de projets de recherche. 11 était donc tout naturel pour notre laboratoire
de travailler sur un virus émergent comme le SARS-CoV-2, dés les prémices de la
pandémie, d’autant plus que notre unité posseéde un laboratoire P3. Une autre force de
notre unité vient de son interconnexion avec la plateforme de microscopie, située dans les
locaux du CHU de Tours. L’acces aux microscopes ¢lectroniques a transmission permet
d’analyser I'ultrastructure de cellules infectées, et de décrire la morphologie des organites
et des virions. De plus, plusieurs membres de notre équipe de recherche travaillent au
laboratoire de virologie hospitaliére du CHU, ce qui a permis d’obtenir des prélévements
respiratoires de patients infectés pour I’isolement et ’amplification du virus et de ses
variants. Nous disposions donc des locaux et des outils nécessaires a 1’exploration du
cycle viral du SARS-CoV-2. Nous avons initi€ une collaboration avec I’équipe
« Virologie moléculaire et cellulaire des coronavirus » (Dr Sandrine BELOUZARD) du
Centre d'infection et d'immunité de 1’Institut Pasteur de Lille, qui posséde une grande
expérience concernant les coronavirus émergents. La propagation de la souche sauvage
du virus dans leur laboratoire, isolée tres tot par le groupe du Dr Manuel Rosa-Calatrava
(CIRI, Lyon) a partir du prélevement d’un des premiers patients frangais infectés, nous a
permis de commencer nos travaux le plus rapidement possible. Il est également important

de mentionner que notre équipe travaille de longue date sur la morphogenése du virus de
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I’hépatite C, et notamment la description ultrastructurale de ses organites de réplication
virale. La formation de DMVs, tout a fait originale pour HCV par rapport aux autres
Flaviviridae, est une caractéristique partagée avec les Coronaviridae. Nous avons ainsi
pu nous appuyer sur cette expérience pour analyser le cycle du SARS-CoV-2. En tant
qu’enseignants en biologie cellulaire, il est fondamental pour nous d’explorer la
morphogenése virale par le biais des interactions entre le virus et la cellule hote, sur le
plan fonctionnel mais également sur le plan structural, en décrivant les modifications des
compartiments cellulaire induites par le virus. C’est dans ce contexte et par cet abord que
j’al pu initier mes travaux de thése, dans un premier temps par une analyse globale du

cycle du SARS-CoV-2, puis en se focalisant sur I’étape de sortie de la cellule hote.

b. Cinétique de la réplication virale

Concernant notre premiere étude, les éléments ultrastructuraux identifiés en
cellules infectées par le SARS-CoV-2 sont conformes et cohérents avec ceux décrits
antérieurement pour le SARS-CoV et le MERS-CoV. Pour ces deux agents infectieux,
les organites de réplication sont également structurés sous la forme d’un réseau réticulo-
vésiculaire mélant des DM Vs et des CMs, et dérivés du RE. En revanche, la cinétique
d’apparition des éléments du RVN semble différente entre le SARS-CoV-2 et le SARS-
CoV. Dans notre étude portant sur le SARS-CoV-2, les premieres DMVs isolées sont
observables a partir de 6 h p.i., bien que de grands clusters de SMVs soient déja visualisés.
Dans 1’étude de Knoops et al. de 2008 (256) sur le SARS-CoV, et bien que le modele
cellulaire soit également des Vero, les premiéres DM Vs sont observables dés 2 h p.i, avec
plusieurs centaines de DM Vs des 7 h p.i. . Cette différence de cinétique, bien que minime,
est peut-&tre le témoin de disparités dans les interactions virus-cellule hote entre ces deux
Sarbecovirus, pourtant trés proches phylogénétiquement. Cela est cohérent avec
I’existence d’autres dissemblances concernant leurs contagiosités, leurs virulences ou la
cinétique d’apparition des symptdmes. Pour le MERS-CoV, I’¢tude de De Wilde ef al. de
2013 (258) observe les Vero infectées a 8 h p.i. uniquement, temps pour lequel il est
observé de petits clusters de DMVs, ce qui ne permet pas de conclure mais serait plus
conforme avec la cinétique du SARS-CoV-2. Plus globalement et pour d’autres infections
virales, il serait intéressant de comparer la vitesse de formation des ROs viraux dans les
cellules, et le caractere aigu ou chronique de I’infection chez les patients. Pour le TBEV,

c’est aussi la composition du réseau de réplication qui évolue, avec I’apparition de tubules
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dans les cellules « chroniquement » infectées depuis 90 jours, absents des cellules

infectées depuis seulement 24 h (226).

c.  Réseau de réplication et mitochondries

Une fois le RVN du SARS-CoV-2 bien développé, nous avons
systématiquement observé une association et un enchevétrement avec le réseau
mitochondrial des cellules infectées. Cette association a également été observée par
Cortese et al. (385) grace a des reconstructions tomographiques du réseau de réplication.
En microscopie confocale, les mitochondries sont retrouvées accumulées en périphérie
de régions riches en dsRNA. Leur ultrastructure semble altérée, avec un amincissement
global, associé a un élargissement et une densification de la matrice mitochondriale. Si
plusieurs études ont objectivé les relations existantes entre le SARS-CoV-2 et la
mitochondrie, notamment par le biais de I’interaction de la protéine ORF9b avec TOM70
(386), celles-ci relévent plus de mécanismes de suppression de la réponse immunitaire ou
de déclenchement de 1’apoptose. En revanche, il existe peu de données sur le
détournement de la machinerie métabolique mitochondriale, qui pourrait étre mis a profit
par le virus pour favoriser sa réplication. Cette association entre réseau de réplication viral
et mitochondrie est également retrouvée pour le virus de la rubéole, comme composant
associ¢ aux CPVs (240), bien qu’a la différence du RER, aucun contact physique entre

les ROs et les mitochondries n’ait été visualisé.

d. Autophagie et cycle viral

A T’heure actuelle, beaucoup d’études ont montré I’importance du processus
d’autophagie pour le cycle des Coronaviridae, et en particulier le SARS-CoV-2 (387).
Comme pour d’autres modeles viraux, cette relation entre autophagie et cycle viral est
ambivalente, soit comme un mécanisme de défense de la cellule pour dégrader les
composants viraux, soit comme un facteur promoteur de la réplication qui va notamment
permettre au virus de capter des membranes et des métabolites. Dans notre étude, nous
avons mis en évidence I’accumulation progressive de structures de morphologie
compatible avec de ’autophagie, sous la forme de corps multilamellaires convolutés
(membrane whorls), présents en grand nombre dans pres de 60 % des sections cellulaires

observées a 24 h p.i. . Aux temps tardifs, ces structures membranaires évocatrices
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d’autophagie sont souvent retrouvées au sein de grandes vacuoles, associées aux dizaines
de particules qui sont contenues a lintérieur (LVCV). Cette localisation plaide
probablement en faveur d’un mécanisme de dégradation par 1’autophagie des virions
accumulés dans le cytoplasme par la cellule. L’augmentation du nombre des structures
autophagiques aux temps précoces s’expliquerait potentiellement par une activation viro-
induite, afin de favoriser la formation des ROs. Bien que les similarités morphologiques
entre les omégasomes et les DMVs ne soient pas suffisantes pour les considérer comme
précurseurs de ces dernieres, des marqueurs de 1’autophagie comme LC3 sont retrouvés
dans les DMVs du MHV (388), indiquant a minima des mécanismes communs de
morphogenése et/ou 'utilisation de composants des autophagosomes pour la formation
des DMVs. Dans cette optique, la stimulation de 1’autophagie pourrait permettre
d’amplifier la quantit¢ de membranes dans la cellule, afin de constituer un « stock »
mobilisable par le virus pour former ses ROs. Pour le SARS-CoV-2, il a récemment été
montré que la protéine ORF3a bloque la fusion entre les autophagosomes et les
lysosomes, entrainant I’accumulation d’amphisomes, forme intermédiaire entre ces deux

organites (389).

e.  Virions non spiculés

Dans notre étude, il était aisé aux temps tardifs de I’infection de constater une
différence morphologique entre les particules du SARS-CoV-2 libérées a la membrane
plasmique et celles accumulées dans les LVCV. La ou les premiéres apparaissent bien
spiculées, les secondes sont clairement dépourvues de Spike a leur surface. En revanche,
dans les cellules que nous avons observé, les particules non spiculées ont une densité
¢lectronique compatible avec la présence de la ribonucléoprotéine a 1’intérieur (aspect
granuleux et sombre). Par rapport aux virions spiculés, les virions non spiculés dans les
vacuoles présentent une certaine hétérogénéité de forme, avec des particules virales
aplaties en « forme de donut ». Ces virions non spiculés avaient déja été observés dans
les premiers articles d’analyse du cycle du SARS-CoV en microscopie électronique, dés
2003 (390). Les deux hypothéses permettant d’expliquer ces virions sont : soit une voie
d’assemblage défective du fait du caractére facultatif de la protéine Spike pour
I’assemblage et le bourgeonnement, soit un mécanisme de dégradation protéolytique qui
décaperait les spicules. Une étude trés récente de Bergner er al. (391) a réalisé

I’observation de cellules Vero infectées par le SARS-CoV-2, grace a la technique de la
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substitution a froid avec HPF (HPF-FS), qui permet d’observer des échantillons
biologiques proches de I’état natif sans les inconvénients de la cryomicroscopie. Des
virions non spiculés accumulés dans des LVCV ont également été observés dans cette
¢tude. Les auteurs se prononcent en faveur d’'un mécanisme de dégradation partielle des
particules virales en avangant plusieurs arguments: [’aspect moins dense de la
ribonucléoprotéine des virions des LVCV par rapport aux virions extracellulaires, la
densité électronique « grise » de la lumiére des vacuoles se rapprochant plus de celle de
lysosomes que de la Ilumiére «blanche» des compartiments d’assemblage,
I’hétérogénéité¢ de forme des virions, 1’absence d’image de bourgeonnement a la
membrane des vacuoles, et I’association avec des structures membranaires dégradées.
L’excellente conservation de 1’ultrastructure par HPF-FS renforce sans nul doute la
validit¢ de ces observations. Nous disposons également sur notre plateforme de
microscopie du matériel nécessaire pour réaliser cette technique, qui pourrait donc étre

utilisée pour de futures observations, afin de se rapprocher de I’état natif.

f.  Annulate lamellae

La présence d’annulate lamellae aux temps précoces de I’infection, en
quantités plus importantes dans les cellules infectées par le SARS-CoV-2 en comparaison
des cellules non infectées, est un ¢lément déja décrit pour d’autres agents infectieux,
comme nous avons pu le discuter dans notre premier travail de synthése. Bien que cela
soit possiblement en faveur d’un réle promoteur précoce des annulate lamellae pour la
formation du réseau viral de réplication, il n’existe pas encore d’¢léments permettant d’en
comprendre les mécanismes. Le HCV est le seul modéle viral pour lequel une relation
directe entre son cycle et les composants physiologiques du pore nucléaire a été mise en
¢vidence (392). Les trois nucléoporines identifiées dans ce contexte sont: la Nup98
présente dans la partie centrale du pore, la Nup153 présente dans le panier nucléaire, et
le Nup155 présente dans I’anneau interne du pore (au contact avec I’enveloppe nucléaire).
La déplétion en Nup98 et Nup153 conduit a une diminution des niveaux d’ARN viraux
intracellulaires et au nombre de virus sécrétés, 1a ou la déplétion en Nupl55 influe
uniquement en diminuant le nombre de virus sécrétés sans modification de la production
d’ARN viraux. Cela indique un role précoce de Nup98 et Nup153 concomitamment avec
la réplication virale, et un role plus tardif de Nup155 au moment de 1’étape d’assemblage

et/ou de bourgeonnement des virions. Cela est cohérent avec les fonctions de Nup98 et
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Nup153, associées a la maintenance de la chromatine et de régulation du transport de
ARNmMm au travers du pore, et avec la capacité a déformer les membranes de la Nup155.
Concernant les annulate lamellae et leurs pores, il est important de mentionner que
certaines nucléoporines retrouvées dans le pore nucléaire sont absentes des annulate
lamellae : les composants du panier nucléaire (Nup50, Nupl53 et TPR) et les
nucléoporines phénylalanine-glycine du centre du pore (Nup54, Nup58, Nup62) (393). A
I’image du HCV, il est possible que le SARS-CoV-2 mobilise des nucléoporines des
annulate lamellae impliquées dans le transport nucléo-cytoplasmique des ARN et des
métabolites, pour réguler les échanges entre 1’intérieur des DM Vs et le cytoplasme. Dans
ce contexte, ces nucléoporines seraient peut-étre associées aux pores moléculaires viraux
composés de NSP3, pour servir par exemple de régulateur du transit des ARN via le pore
viral. Le SARS-CoV-2 pourrait aussi détourner une nucléoporine déformant les
membranes (comme la Nupl55), pour faciliter la biogenese des vésicules de réplication
et/ou le bourgeonnement des virions néoformés. Au-dela des annulate lamellae, plusieurs
interactions entre les Sarbecovirus et certaines nucléoporines ont été identifiées.
Concernant le SARS-CoV, il a été montré que NSP1 modifie la localisation subcellulaire
de Nup93, présente dans I’anneau interne et associée a la maintenance de la chromatine
et la régulation du transport de ARNm (394). Concernant le SARS-CoV et le SARS-CoV-
2, la protéine ORF6 bloque I'import nucléaire de facteurs de I’hote comme STAT
(associés a la réponse interféron) en interagissant avec la Nup98 (395). De la méme
manicre, NSP9 interagit avec la Nup62, présente au centre des pores nucléaires mais
absente des annulate lamellae, pour modifier les transports nucléo-cytoplasmiques (396).
Enfin, il a été montré que les annulate lamellae constituent un pool de pores et de
membranes du RE, mobilisable lors de la mitose pour expandre 1’enveloppe nucléaire
quand elle se reforme. Les coronavirus ayant la capacité d’arréter le cycle cellulaire en
interagissant avec la p53 et les cyclines (397), il est possible que ces accumulations
d’annulate lamellae soient une conséquence indirecte du déréglement du cycle cellulaire
par le SARS-CoV-2, a fortiori dans une lignée transformée a prolifération rapide comme

les Vero.

g. Polarisation du réseau de réplication

Lors de nos observations et aux temps tardifs, nous avons fréquemment

constaté que les DM Vs des réseaux de réplication viraux occupent préférentiellement un
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pole de la cellule, tout en repoussant le noyau vers un autre pole. De méme, 1’assemblage
des virions dans le ERGIC et la sortie par exocytose semblaient s’effectuer vers le pole
de la cellule occupé par les DMVs, entre le réseau de réplication et la membrane
plasmique. Dans notre deuxiéme étude focalisée sur la sortie des virus, nous avons montré
que celle-ci se situait dans une région bien localisée de la membrane plasmique, souvent
invaginée et riche en microvillosités. Il serait intéressant d’étudier la mise en place de
cette polarisation, qui a lieu ici dans des cellules Vero cultivées en 2D pas (ou peu)
polarisées. Dans 1’organisme, le SARS-CoV-2 infecte quasi exclusivement des cellules
épithéliales polarisées, dans lesquelles la sortie des virions s’effectue au pdle apical, vers
la lumiére de I'organe. Cela a notamment été montré par I’observation d’épithélium
respiratoire polarisé en ME, avec des DMVs au contact du noyau au pole basal, et une
sortie des virions au pdle apical cilié¢ des cellules (181). Ainsi, il est possible que les
interactions entre le virus, et une cellule hote non polarisée initialement, conduisent a la
formation d’une réplication virale polarisée, sans que cela présente un avantage pour le
virus. Cependant, il est également possible que I’invagination et les microvillosités
forment une protection des virions en cours de sortie vis-a-vis du systéme immunitaire. 11
est également intéressant de noter que dans ces régions riches en microvillosités, il n’a
pas été vu d’autres structures membranaires, par exemple des filopodes ou des blebs. Quoi
qu’il en soit, il est presque certain que le cytosquelette d’actine joue un rdle pour la
formation des microvillosités associées aux régions de sortie du virus de la cellule. Il reste
aussi a déterminer si la formation de microvillosité est stimulée dans les cellules infectées,
ou si les microvillosités déja présentes dans la cellule sont simplement redistribuées a un

pole cellulaire.

h. Meécanismes et voies de sorties

Dans notre deuxiéme étude, nous avons montré que la sortie des particules
virales du SARS-CoV-2 s’effectue par le biais de petites vésicules de sécrétion contenant
généralement un seul virion. Nos observations ne sont donc pas en accord avec la
description faite dans 1’étude de Mendonga et al. (384) de tunnels permettant la sortie du
virus, en connectant de grands compartiments intracellulaires a la membrane plasmique.
Ces "tunnels" correspondent d'ailleurs possiblement aux espaces extracellulaires fins
situés entre les microvillosités. L’autre étude réalisée par Ghosh et al. présente des

arguments en faveur d’une sortie des Betacoronavirus, dont le SARS-CoV-2, par
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I’exocytose du contenu de lysosomes désacidifiés. Cela est cohérent avec la résistance a
la BFA de la sortie des virions de cette famille virale. Dans cet article, les clichés de MET
montrent des particules virales au sein de compartiments denses aux électrons, présentant
en immunomarquage des protéines lysosomales dont LAMPI1. Sur le plan de
’ultrastructure, ces compartiments sont tout a fait compatibles avec des lysosomes. En
outre, ils contiennent des ¢éléments membranaires convolutés caractéristiques de
compartiments de dégradation, et des particules virales de forme trés hétérogene, 1a
encore compatibles avec un mécanisme de dégradation a ’image de ce qui est observé
dans les LVCV. Si cela est effectivement le cas, cette dégradation serait en revanche peu
compatible avec la libération de virions infectieux dans le milieu extérieur. De plus, bien
qu’il soit présent¢ une image d’un lysosome contenant des virions proches de la
membrane plasmique, il n’est pas montré de réelle image d’exocytose des lysosomes dans
le milieu extérieur. Dans la limite des cellules observées lors de notre étude, il n’a pas été
vu de structures ou d’images compatibles avec la sortie de particules virales par
I’exocytose de lysosomes. Il est cependant important de mentionner que les observations
de Ghosh et al. ont été réalisées en cellules HeLa et non en cellules Vero.

La sortie de particules virales au sein de petites vésicules d’exocytose que
nous avons observeé, est compatible avec un passage par les endosomes de recyclage,
comme cela a été suggéré par Saraste ef al. (377). En effet, ce compartiment forme des
tubules s’individualisant en petites vésicules qui fusionnent ensuite a la membrane
plasmique (398). Il a ét¢ montré que I’inhibition de I’expression des deux isoformes de
Rabl11 (par knockdown ou siRNA) entraine 1’accumulation périphérique de vésicules, et
stabilise les structures tubulaires au niveau du RE qui ne se fragmentent plus en vésicules
(399). 1I serait intéressant d’observer des cellules infectées aprés traitement avec un
siRNA dirigé contre Rabll, afin d’étudier Dl’effet de cette déstructuration du
compartiment des endosomes de recyclage sur la sortie du SARS-CoV-2. Le passage
¢ventuel par la voie des endosomes de recyclage reste cohérent avec I’absence d’effet de
la BFA sur la libération du virus, dans la mesure ou ce compartiment n’est pas altéré par
cette drogue, a I’inverse du Golgi. Il serait intéressant de répéter 1’observation en coupes
sériées de cellule Vero infectées par le SARS-CoV-2, apres traitement de nos cellules a
la BFA, pour s’assurer que le mode de sortie du virus par ces vésicules ne soit pas modifié.

Finalement, il reste difficile a I’heure actuelle de déterminer avec certitude le
mécanisme de sortie du SARS-CoV-2 de la cellule, les deux principales hypotheses étant :

une sortie par la voie sécrétoire constitutive en empruntant I’appareil de Golgi, ou une
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sortie par une voie sécrétoire « non conventionnelle » par le biais de lysosomes
désacidifiés / d’autophagosomes. Ces hypotheses, ainsi que le passage par la voie des

endosomes de recyclage, sont résumées dans la figure suivante :
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Figure 73 : Schéma de synthése des mécanismes potentiels de sortie du SARS-CoV-2 de la cellule
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1. Limites de ’étude

Nos deux études présentent un abord essentiellement morphologique du cycle
viral, avec des hypothéses sur les aspects fonctionnels. C’est finalement le cas de bon
nombre d’études portant sur les organites de réplication virale, qui se basent toujours sur
une description ultrastructurale des modifications cellulaires induites par le virus, avec
initialement peu d’éléments de compréhension de leur biogenese, avant d’explorer les

mécanismes en jeu. Une des forces de notre premiere étude est d’avoir réalisé¢ une
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description détaillée de la mise en place des ROs du SARS-CoV-2, en prenant en compte
la dimension temporelle de leur développement. Méme si une analyse cinétique permet
d’avoir une idée de 1’apparition séquentielle des éléments du réseau de réplication, elle
ne permet cependant pas toujours de confirmer si un élément est précurseur d’un autre
¢lément, comme c’est le cas concernant les SMVs observés aux temps précoces et les
DMVs apparaissant ultérieurement. La ou certains articles comportent des clichés de ME
a fort grossissement de certaines régions cellulaires, nous nous sommes attachés a réaliser
des clichés a faible grossissement de I’ensemble d’une section cellulaire permettant une
vue d’ensemble, avec les détails a fort grossissement fournis en parallele. Plusieurs études
analysant le cycle du SARS-CoV-2 en ME ont eu recours a des techniques
tomographiques de pointe, comme la cryo FIB-SEM. Bien que ces techniques permettent
des reconstructions 3D de haute résolution, elles demeurent trés cotliteuses, chronophages,
et nécessite une grande expertise, les rendant difficilement accessibles pour les
plateformes de ME plus « modestes ». De fait, les clichés que nous avons obtenus en ME
conventionnelle pourront étre utilisés dans le cadre de travaux d’autres équipes de
recherche qui ont recours aux techniques « classiques » de MET, probablement plus
fréquemment utilisées que les techniques de ME de pointe. En tenant compte de nos
compétences, une reconstruction tomographique en MET, par acquisition successive
d’images en changeant I’axe d’inclinaison de 1’échantillon (méthode du « tilt »), que nous
maitrisons sur notre plateforme, pourrait permettre de déterminer avec plus de précision
les compartiments d’origine des petites vésicules de sécrétion que nous avons observées.
L’utilisation du MEB pourrait aussi permettre d’étudier plus finement les structures
membranaires associées au pdle de sortie des virions des cellules Vero infectées.

Le choix du mod¢le d’étude, cellulaire voire tissulaire, est un facteur
d’importance a prendre en compte lors de 1’analyse de critéres ultrastructuraux. Le choix
de la lignée Vero pour notre étude se justifie par une volonté de travailler au plus vite sur
ce nouveau virus, avec une lignée déja validée pour les autres Betacoronavirus. De plus
et d’apres la littérature, la formation de DM Vs ou I’assemblage dans le ERGIC sont des
¢léments constitutifs du cycle de cette famille virale, retrouvés de maniere similaire quel
que soit le type cellulaire. En revanche, il est probable que la lignée de la cellule hote et
sa différenciation influe sur la répartition subcellulaire, la morphologie ou la quantité de
DMVs, mais également sur la production virale. Il serait intéressant d’étudier les
mécanismes de sortie dans un mod¢le plus relevant. Dans cette optique et dans le cadre

d’un projet de recherche portant sur I’influence des PI4KIIIs sur le cycle viral, nous avons

203



récemment mené une analyse en MET de cellules A549 (adénocarcinome bronchique)
infectées par la souche Delta du SARS-CoV-2, dans lesquelles nous avons observé de
légeres différences avec le modéle Vero. Dans le cadre d’un autre projet de recherche,
nous mettons actuellement au point un mode¢le tissulaire d’infection par le SARS-CoV-2,
par la réalisation de coupes micrométriques pulmonaires humaines (PCLS) cultivées ex
vivo, a partir de fragments d’exérese carcinologique d’adénocarcinome bronchique de
patients. Ce mode¢le est aussi transposable a d’autres agents infectieux respiratoires,
comme les mycobactéries anthropozoonotiques du complexe de la tuberculose,
permettant par exemple de comparer leurs interactions avec les macrophages alvéolaires,
entre le modéle bovin et humain. Concernant le SARS-CoV-2, il semble que ce modele
soit difficile a infecter et non adapté a une forte réplication virale, probablement car le
site primaire de I’infection est le nasopharynx, avant sa diffusion a ’ensemble de I’arbre
bronchique, en terminant par 1’alvéole. Par comparaison, I’infection d’épithéliums
polarisés composés de cellules proximales généere une réplication bien plus efficiente, ce
qui facilite I’observation du virus en MET. Les PCLS ont cependant 1’avantage de
conserver l’architecture alvéolaire (tissu conjonctif, barriere alvéolo-capillaire) et
I’ensemble des types cellulaires du poumon distal. Les cellules inflammatoires résidentes,
dont les macrophages alvéolaires, sont également conservées, ce qui en fait un modele
d’étude pertinent pour I’analyse de la réponse immunitaire locale dirigée contre le SARS-
CoV-2. Une fois I’infection optimisée, nous avons aussi pour objectif d’observer et de
décrire les ROs induites par le virus dans ce modele reproduisant des conditions trés
proches de celles rencontrées in vivo. Il serait intéressant de visualiser dans quels types
cellulaires le réseau de réplication s’est développé, et quelles sont les différences
qualitatives et quantitatives de ce réseau par rapport aux cellules Vero.

Un autre ¢élément a prendre en compte, absent lors de I’initiation de notre
¢étude, est la diversification génomique du SARS-CoV-2 avec I’apparition de nombreux
variants. S’il semble qu’il n’y ait pas de différences significatives des modifications viro-
induites entre la souche sauvage Wuhan et le variant Delta, nous n’avons pas évalué le
variant Omicron sur ce critére. Or, il est plus éloigné phylogénétiquement de la souche
Wuhan que les précédents variants, et présente un tropisme cellulaire modifié, majoré
pour les voies respiratoires hautes et diminué pour le poumon distal (400). Il existe a
I’heure actuelle trés peu de données détaillées concernant I’analyse en ME de cellules
infectées par le variant Omicron. A noter malgré tout 1’étude de Hui et al. (401) réalisée

sur fragments de poumons humains cultivés ex vivo, qui présente un seul clich¢ de ME a
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fort grossissement d’une cellule ciliée infectée. Ainsi, il serait intéressant d’effectuer une
analyse quantitative et qualitative sur plusieurs sections cellulaires, de la réplication virale
pour ce variant. Nous pouvons nous procurer le variant Omicron aupres du laboratoire de
virologie hospitali¢re de notre CHU, qui I’a isolé et amplifié a partir de prélevements
respiratoires de patients infectés. En allant plus loin, I’étude de cellules infectées en MET
avec notre approche mais par un autre modele viral, comme le MHV ou un HCoV,

pourrait étre riche d’enseignements.

j- Conclusion

Les progreés majeurs de la ME ces vingt dernieres années, avec I’amélioration
des techniques de reconstructions tomographiques, ont permis une meilleure
compréhension de la biogenese et de la structure des organites de réplication virale. Ces
progrés ont notamment permis de découvrir la présence, et d’¢lucider la structure de
véritables pores viraux associés aux ROs des virus (+)ssRNA, et composés de protéines
non structurales. En parall¢le, les progres de la lipidomique ont apporté des informations
biochimiques et fonctionnelles sur les ROs, complémentaires de [’approche
morphologique, bien que de telles études soit encore peu nombreuses. Des études tres
récentes mettent également a profit les progres de la bio-informatique pour modéliser in
silico et de maniére dynamique les étapes de courbure membranaire en fonction
notamment de leur composition en lipides (402). Malgré tous ces progres, il reste essentiel
pour les observateurs utilisant la ME de bien connaitre 1’ultrastructure « normale » de la
cellule et de ses organites, dans différents types cellulaires, ceci afin de ne pas identifier
a tort des éléments cellulaires (ex : MVB, pores nucléaires, vésicules a clathrine) comme
des éléments viraux ou viro-induits. Ainsi, les revues de Bullock / Goldsmith et al. (137)
et de Hopfer et al. (403), ont rapporté¢ que de nombreuses études en ME portant sur le
SARS-CoV-2 comportent des identifications erronées, principalement dans des tissus
extra-pulmonaires prélevés par biopsie chez des patient présentant un COVID-19 (cf.
partie [.B.4.).

Finalement, et au regard d’études récentes basées sur les homologies de
séquence de la polymérase virale, les virus a ARN simple brin de polarité positive
semblent tous liés phylogénétiquement, au sein du régne des Orthonavirae (cf. partie
I.D.1.), et auraient divergés sur plusieurs millions d’années en co-évoluant avec le vivant

(219,220,404,405). Bien que li¢s phylogénétiquement, ces virus infectent un large spectre
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d’espéces eucaryotes : plantes, arthropodes ou mammiferes. Ces virus, dont le SARS-
CoV-2, ont tous pour point commun de générer des organites membranaires de réplication
virale, en remaniant les membranes de la cellule hote. D’un point de vue évolutif, cela
pose la question de savoir si cette similarité est liée a une origine commune, et serait dans
ce cas déja présente chez un ancétre commun viral théorique. Alternativement, elle
pourrait relever d’une évolution convergente, les virus ayant finalement des possibilités
limitées pour générer une réplication virale efficace a partir des composants cellulaires,
sous la pression du systéme immunitaire inné. Quoi qu’il en soit, I’émergence du SARS-
CoV-2 a constitué¢ une véritable opportunité de mieux comprendre les interactions entre
le virus et la cellule, qui permettent la mise en place d’une réplication virale. La mise au
point de molécules antivirales a large spectre, ciblant tous les virus 8 ARN simple brin de
polarité positive, pourrait s’appuyer sur un mécanisme ciblant spécifiquement les
organites de réplication virale, en épargnant les organites cellulaires. Ces outils
thérapeutiques seraient particulierement pertinents pour anticiper 1’apparition de futurs
virus anthropozoonotiques, les virus @8 ARN étant la classe virale comportant le plus de
virus émergents. Dans ce contexte, le développement de ces molécules passera
nécessairement par une meilleure compréhension de la morphogenese des ROs viraux,

notamment grace a la microscopie électronique.
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IV. Annexes

Productions scientifiques

Au cours de ma thése portant sur un sujet de recherche fondamentale, j’ai eu
I’opportunité de participer a plusieurs projets de recherche translationnelle en rapport
avec le SARS-CoV-2, a 'interface entre le laboratoire et les patients hospitalisés au CHU
de Tours ou au CHU d'Amiens, dans le cadre de collaborations scientifiques. L'expertise
acquise dans notre étude par microscopie électronique de cellules infectées in vitro par le
SARS-CoV-2, a été notamment mise a profit pour rechercher la présence de particules
virales dans divers tissus de patients infectés, avec un COVID-19 sévére ou critique. Lors
de cette étude, des virions mais aussi des DM Vs ont pu étre observés dans certains tissus.
Une ¢étude menée pendant le confinement, a une période ou la communauté hospitaliere
manquait de masques, a aussi porté sur la possibilité de recycler des masques chirurgicaux
apres lavage et séchage. Dans cette étude, la microscopie €lectronique a balayage (MEB)
a été utilisée pour vérifier l'intégrité des fibres de polypropyléne des masques, apres ces

protocoles de lavage et séchage.

Tous ces travaux ont été valorisés par des publications dans des revues a comité de

lecture.

Zerbib, Y ; Guilain, N ; Eymieux, S ; Uzbekov, R ; Castelain, S ; Blanchard, E ; Frangois,
C ; Chatelain, D ; Brault, C ; Maizel, J ; Roingeard, P ; Slama, M. Pathology Assessments
of Multiple Organs in Fatal COVID-19 in Intensive Care Unit vs. Non-intensive Care
Unit Patients., Front Med (Lausanne), 2022, 9, 837258

Herrscher, C, Eymieux, S, Gaborit, C, Blasco, H, Marlet, J, Stefic, K, Roingeard, P,
Grammatico-Guillon, L, Hourioux, C. ELISA-Based Analysis Reveals an Anti-SARS-
CoV-2 Protein Immune Response Profile Associated with Disease Severity. J. Clin.

Med. 2022 Jan, 11, 405.
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Marlet J, Gatault P, Maakaroun Z, Longuet H, Stefic K, Handala L, Eymieux S, Gyan E,
Dartigeas C, Gaudy-Graffin C. Antibody Responses after a Third Dose of COVID-19
Vaccine in Kidney Transplant Recipients and Patients Treated for Chronic Lymphocytic

Leukemia. Vaccines 2021 Sept, 9, 1055.

Bal A, Destras G, Gaymard A, Stefic K, Marlet J, Eymieux S, Regue H, Semanas Q,
D’aubarede C, Billaud G, Laurent F, Gonzalez C, Mekki Y, Valette M, Bouscambert M,
Gaudy-Graffin C, Lina B, Morfin F, Josset L, The Covid-Diagnosis Hcl Study Group.
Two-step strategy for the identification of SARS-CoV-2 variant of concern 202012/01
and other variants with spike deletion H69—V70, France, August to December 2020.
Eurosurveillance. 2021;26(3):pii=2100008

Bernard L, Desoubeaux G, Bodier-Montagutelli E, Pardessus J, Brea D, Allimonnier L,
Eymieux S, Raynal Pi, Vasseur V, Vecellio L, Mathé L, Guillon A, Lanotte P, Pourchez
J, Verhoeven Po, Esnouf S, Ferry M, Eterradossi N, Blanchard Y, Brown P, Roingeard
P, Alcaraz Jp, Cinquin P, Si-Tahar M, Heuzé-Vourc'h N. Controlled Heat and Humidity-
Based Treatment for the Reuse of Personal Protective Equipment: A Pragmatic Proof-of-
Concept to Address the Mass Shortage of Surgical Masks and N95/FFP2 Respirators and
to Prevent the SARS-CoV2 Transmission. Front Med (Lausanne). 2020 Oct 20;7:584036.

Présentation des travaux lors de congres

Communication affichée

10 Décembre 2021 Journée de recherche Tours - Angers, « Ultrastructural modifications
induced by SARS-CoV-2 in Vero cells : a kinetic analysis of viral morphogenesis and

virion release mechanisms in TEM », Angers, France

Communication orale
20 octobre 2022 34éme Colloque de Biotechnocentre « Analyse en MET des
modifications ultrastructurales viro-induites, et des mécanismes de sortie du SARS-CoV-

2 en cellules Vero » Nouan-le-Fuzelier, France
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Pathology Assessments of Multiple
Organs in Fatal COVID-19 in
Intensive Care Unit vs. Non-intensive
Care Unit Patients

Yoann Zerbib*, Nelly Guilain?, Sébastien Eymieux34, Rustem Uzbekov+3,
Sandrine Castelain®’, Emmanuelle Blanchard?®¢, Catherine Francois®’, Denis Chatelain?,
Clément Brault’, Julien Maizel', Philippe Roingeard®* and Michel Slama’

" Intensive Care Unit, Amiens Picardie University Hospital, Amiens, France, ? Department of Pathology, Amiens Picardie
University Hospital, Amiens, France, ° INSERM U1259 MAVIVH, Université de Tours and CHRU de Tours, Tours, France,

“ Plate-Forme IBISA de Microscopie Electronique, Université de Tours and CHRU de Tours, Tours, France, ° Faculty

of Bioengineering and Bioinformatics, Moscow State University, Moscow, Russia, ® Department of Virology, Amiens Picardie
University Hospital, Amiens, France, ” Agents Infectieux, Résistance et Chimiothérapie, Research Unit, AGIR UR4294,
University of Picardie Jules Verne, Amiens, France

Purpose: The objective of the present study was to provide a detailed histopathological
description of fatal coronavirus disease 2019 (COVID 19), and compare the lesions in
Intensive Care Unit (ICU) and non-ICU patients.

Methods: In this prospective study we included adult patients who died in hospital
after presenting with confirmed COVID-19. Multiorgan biopsies were performed. Data
generated with light microscopy, transmission electron microscopy (TEM) and RT-PCR
assays were reviewed.

Results: 20 patients were enrolled in the study and the main pulmonary finding was
alveolar damage, which was focal in 11 patients and diffuse in 8 patients. Chronic
fibrotic and inflammatory lesions were observed in 18 cases, with acute inflammatory
lesions in 12 cases. Diffuse lesions, collapsed alveoli and dystrophic pneumocytes were
more frequent in the ICU group (62.5%, vs. 25%; 63%, vs. 55%; 87.5%, vs. 54%).
Acute lesions (82%, vs. 37.5%; p = 0.07) with neutrophilic alveolitis (63.6% vs. 0%,
respectively; p = 0.01) were observed more frequently in the non-ICU group. Viral RNA
was detected in 12 lung biopsies (60%) up to 56 days after disease upset. TEM detected
viral particles in the lung and kidney biopsy samples up to 27 days after disease upset.
Furthermore, abundant networks of double-membrane vesicles (DMVs, a hallmark of
viral replication) were observed in proximal tubular epithelial cells.

Conclusion: Lung injury was different in ICU and non-ICU patients. Extrapulmonary
damage consisting in kidney and myocardial injury were more frequent in ICU patients.
Our TEM experiments provided the first description of SARS-CoV-2-induced DMVs in
kidney biopsy samples—a sign of intense viral replication in this organ.

Keywords: lung pathology, ARDS, ICU, SARS-CoV-2, COVID-19
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INTRODUCTION

In December 2019, severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) emerged in Wuhan, China. It
is now responsible for an ongoing pandemic of coronavirus
disease 2019 (COVID-19) (1, 2). The scientific community
responded rapidly by determining the virus’s characteristics,
understanding its mode of transmission, identifying clinical
presentations, and testing possible treatments. The literature
data now provide a precise overview of the SARS-CoV-2 infection
and its clinical consequences (3). The main clinical manifestation
of symptomatic and severe form is acute respiratory failure,
which can require admission to an intensive care unit (ICU)
and then mechanical ventilation (4-6). Computed tomographic
imaging typically shows a “ground glass” pattern in the
peripheral areas of the lung. The overall clinical and radiographic
presentation meets the Berlin criteria for acute respiratory
distress syndrome (ARDS), of which diffuse alveolar damage
(DAD) is a classical but non-specific sign (7-9). Large vessel
thrombosis and vascular changes are also important features
of COVID-19 (8, 10). A growing body of evidence indicates
that SARS-CoV-2 can affect organs other than the lungs—
leading to multiple organ failure and death (11). However,
histological data and autopsy findings on this topic are scarce.
Although several histological studies of COVID-19 have been
published, few of these looked at biopsies from a large number
of organs and sought to detect SARS-CoV-2 virions in the tissues
(11, 12).

Hence, the objective of the present study was to provide
a detailed histological description of fatal COVID 19 and
compare the lesions in patients admitted to ICU with those not
admitted to ICU.

MATERIALS AND METHODS
Study Design and Population

We performed a prospective, single-center study in a teaching
hospital (Amiens Picardie University Hospital, Amiens, France).
From March to May 2020, adult patients who died in hospital
after presenting with confirmed COVID-19 were screened for
inclusion in the study. Cases of COVID-19 were defined
according to the World Health Organization classification.
After having received verbal consent from family members and
checked the French national register of organ donation refusals,
we performed surgical biopsies of the lungs, heart, and muscle
tissue and needle biopsies of the kidneys and liver. The study
was approved by the French Ministry of Health (reference
number: PFS 20-010).

Data Collection

We collected data on demographics (including age and gender),
the main comorbidities, the initial clinical presentation, the
date of symptom onset, and standard laboratory test results on
admission. The timeline of organ failure was determined from the
clinical signs and biomarker assay results.

Procedure for Surgical and Needle
Biopsies

A two-centimeter incision was made in the fourth intercostal
space on the midaxillary line. After removal of the pectoral
muscle, we incised the pleura and the pericardium and took
surgical biopsies of the lungs and the myocardium. If the
lungs were not homogeneously affected, we sampled the most
obviously diseased area. We then used a 14-gauge biopsy needle
to perform ultrasound-guided percutaneous liver and kidney
biopsies. All samples were prepared for pathological assessment
and a RT-PCR assay for SARS-CoV-2. For some samples, the
tissue ultrastructure was analyzed using transmission electron
microscopy (TEM).

Pathology Assessments

The post-mortem biopsy samples were fixed in buffered 4%
formaldehyde for 24-48 h and embedded in paraffin. Sections
(thickness: 3 pwm) were prepared with a microtome and then
stained with hematoxylin-eosin-saffron reagent. Furthermore,
liver sections were stained with Masson’s trichrome and Perls
Prussian Blue, kidney sections were stained with Masson’s
trichrome, periodic acid Schiff (PAS), Gomori and Congo
Red, and lung sections were stained with PAS, Grocott silver
stain, and Gram stain.

All lung biopsies were immunohistochemically stained with
antibodies against CD3 (Dako, Glostrup, Denmark 1/50),
CD4 (Ventana, Tucson Arizona United States, prediluted),
CD8 (Novocastra, Newcastle, United Kingdom, 1/20), CD163
(Ventana, Tucson Arizona United States, prediluted), and factor
VIII (Dako, Glostrup, Denmark 1/100) and cytomegalovirus
(Dako, Glostrup, Denmark, prediluted). The slides were reviewed
by two pathologists, both of whom were unaware of the patients’
clinical status. On the basis of these findings, the pathologists
suggested the most likely cause of death. The suggested cause was
then compared with the clinical data.

Molecular Detection of SARS-CoV-2 RNA

RNA was extracted from nasopharyngeal swabs and post-
mortem biopsies, using the NucliSENS® easyMAG® technique
(bioMérieux, Craponne, France) (13). Prior to extraction, 10 mg
of biopsy tissue were lysed in 200 pl of lysis buffer and incubated
for 30 min at 56°C. As described previously, the 25 ] reaction
volume comprised 5 pul of RNA, 12.5 pl of the 2x reaction
buffer provided with the Superscript IIT one-step RT-PCR system
with Platinum Taq polymerase (Invitrogen), 1 pl of reverse
transcriptase/Taq mixture from the kit, 0.4 pl of a 50 mM
magnesium sulfate solution, the pair of primers and the probe
for the IP2 and IP4 regions of the RdRp gene (14). Incubation
at 55°C for 20 min (for reverse transcription) and then at 95°C
for 3 min was followed by 50 thermal cycles of 95°C for 15 s and
58°C for 30 s.

Ultrastructural Analysis, Using

Transmission Electron Microscopy
When both lung and kidney biopsies were available for a
given patient, we performed an ultrastructure analysis of each
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organ with TEM. The post-mortem lung and kidney biopsies
were fixed by incubation for 24 h in 1% glutaraldehyde/4%
paraformaldehyde (Sigma, St Louis, MO, United States) in
0.1 M phosphate buffer (pH 7.2). The samples were washed in
phosphate-buffered saline, post-fixed by incubation with 2%
osmium tetroxide (Agar Scientific, Stansted, United Kingdom)
for 1 h, fully dehydrated (using a graded series of ethanol
solutions and propylene oxide), impregnated with a 1:1
mixture of propylene oxide/Epon resin (Sigma) and left
overnight in pure resin. The samples were then embedded
in Epon resin, which was allowed to polymerize for 48 h
at 60°C. Ultrathin (90 nm) sections were prepared with
a Leica EM UC7 ultramicrotome (Wetzlar, Germany),
stained with 2% uranyl acetate (Agar Scientific) and 5%
lead citrate (Sigma), and observed with TEM (JEOL 1400, JEOL
Ltd., Tokyo, Japan).

Statistical Analysis

Continuous variables were expressed as median and interquartile
range (25th and 75th percentiles) and were compared by using
the Mann-Whitney U test. Categorical variables were expressed
as numbers and percentages and were compared by the chi-
square test or the Fisher exact test as appropriate. In order
to analyze differences in pathology as a function of disease
duration, we divided the cohort into 2 subgroups based on
median disease duration.

RESULTS

Clinical Data

During the 3-month study period, post-mortem biopsies of
at least two organs were obtained from 20 non-consecutive
patients {median age [interquartile range (IQR)] age: 75.5
(66.8-84.3)}. Given the patients’ age, major comorbidities (and
especially cardiovascular comorbidities) were highly prevalent
(Table 1). The signs and symptoms most frequently encountered
at admission were dyspnea, cough and fever. Neurological
symptoms (confusion and anosmia) and gastrointestinal signs
and symptoms (nausea, vomiting, and diarrhea) were less
frequent. Laboratory tests revealed profound lymphopenia in
7 patients (35%). Patients had high serum levels of the
inflammatory marker C-reactive protein [mean (IQR): 150
(65.5-214.5) mg/l]. Ten patients (50%) developed acute kidney
failure, as evidenced by an elevated blood creatinine level.
Seven patients (35%) had elevated troponins. Bacterial co-
infection was suspected in 10 patients (50%). Eight patients (40%)
were admitted to the ICU and required mechanical ventilation
(Tables 1, 2).

Pathology Assessments

Post-mortem biopsies were taken from the following organs: the
heart (n = 20 patients), lungs (n = 20), liver (n = 20), kidneys
(n = 17), striated muscle (n = 16), thyroid (n = 8), and adipose
tissue (n = 4).

TABLE 1 | Patient characteristics, comorbidities, and outcomes.

Variable Value
Sex: male/female ratio 14/6
Age, years [median (IQR)] 75.5 [66.8-84.3]
Comorbidities, n (%):

Active smoking 5 (25%)
Chronic obstructive pulmonary disease 4 (20%)
Hypertension 14 (70%)
Cardiovascular disease 8 (40%)
diabetes 8 (40%)
Chronic kidney disease 7 (35%)
Chronic liver disease 1(5%)
Cancer 5

Body mass index (kg/m?) 26.4 [24.5-29.4]
Time between disease onset and hospital admission (d) 3[0.75-10.25]
Disease duration (time between disease onset and death) (d) 18 [10-32]
Specific treatments received:

Lopinavir 2 (10%)
Steroids 5 (25%)
Hydroxychlorogquine 3(15%)
Azithromycin 9 (45%)
Outcomes:

Length of hospital stay 13.5 [6-24]
Admission to the ICU 8 (40%)
Respiratory support 8 (40%)

Lung Biopsies

Nineteen of the 20 lung biopsies (95%) were informative.
The lung damage was focal in 11 cases and diffuse in 8
cases. Chronic fibro-inflammatory lesions were present in
18 cases, with acute inflammatory lesions seen in 12 cases
(Figures 1A,B). Aspiration pneumonitis was seen in 2 cases,
with fibrin, neutrophils and macrophages in numerous alveoli
and with foreign bodies in some bronchioles and alveoli
(Figure 1C). Interstitial organized pneumopathy was seen in
18 cases, with enlarged septa containing a few mononuclear
cells and muscle bundles. Intra-alveolar buds of granulation
tissue (consisting of fibroblasts, myofibroblasts and fibrous or
loose connective tissue) were observed in 12 cases (Figure 1D).
A few fibrin deposits in some alveoli were seen in 5 cases.
Foci of CD3-, CD8- and CD4-positive T lymphocytes and foci
of CD163-positive macrophages were seen in enlarged intra-
alveolar septa in 18 cases. In 2 cases, we observed bronchiolitis
with a dense inflammatory infiltrate (small T lymphocytes
and macrophages) around the bronchioles (Figure 1E). The
epithelial cells lining the bronchioles were normal. Foci of
CD163-positive macrophages in some alveoli were found in
all 19 cases. There were a few multinuclear macrophages in 5
cases. No factor-VIII-positive megakaryocytes were observed.
Dystrophic pneumocytes with enlarged nuclei were seen in
16 cases. Nuclear eosinophilic inclusions in the pneumocytes
were found in only one case and were negative when stained
for cytomegalovirus. Fibrinous thrombi in small vessels were
seen in 12 cases (Figures 1E,G). Lymphocytic infiltrates around
vessels were seen in 8 cases (Figure 1H). Endothelial cell
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TABLE 2 | Patient characteristics, symptoms, organ failure and outcomes.

Age Sex Comorbidities Presenting Time between Disease Kidney = Myocardial Admission Post-mortem
Years symptoms symptom onset  duration damage damage tothe ICU SARS-CoV-2 RNA
and hospital detection
admission (PCR)
1 66 Female Smoker, COPD, lung Fever, dyspnea, 1 10 No No No Lung
cancer cough, chest pain,
fatigue
2 73 Male None Fever, dyspnea, 24 36 Yes No No Unknown
confusion
3 83 Male CORPD, diffuse interstitial Nausea and 0 15 No Yes No Lung
lung disease, hypertension, vomiting,
atrial fibrillation, ischemic
cardiomyopathy
4 93 Male Hypertension, chronic Fever, dyspnea, 14 18 Yes No No Lung
kidney disease diarrhea
5 78 Female Hypertension, ischemic ~ Dyspnea, cough 11 25 No No No No
cardiomyopathy, cancer
6 87 Female Pulmonary embolism, Dyspnea, cough, 3 9 No Yes No No
restrictive lung disease, diarrhea,
hypertension, ischemic confusion,
cardiomyopathy, anosmia,
diabetes, cancer dysgeusia
7 90 Female Hypertension, chronic Dyspnea 3 9 Yes No No No
kidney disease, diabetes
8 62 Male Hypertension, chronic Fever, dyspnea 12 39 Yes Yes Yes Lung
kidney disease,
9 71 Male Smoker, hypertension, Dyspnea, cough, 3 8 Yes Yes No Lung
ischemic cardiomyopathy, confusion,
chronic kidney disease,
diabetes
10 59 Male Diabetes, chronic liver Fever, dyspnea 0 17 No No Yes Lung
disease
172 Male Cardiovascular disease, Fever, 1 2 - - No Lung
12 67 Male Hypertension, chronic Dyspnea 0 27 Yes No Yes Lung
kidney disease, diabetes
13 82 Male Smoker, hypertension, Dyspnea 14 30 Yes No Yes Lung
ischemic cardiomyopathy,
chronic kidney disease,
14 84 Male Hypertension, ischemic Dyspnea 4 10 Yes Yes Yes Lung
cardiomyopathy, restrictive
lung disease, diabetes
15 85 Male Ischemic cardiomyopathy, Dyspnea, cough, 0 23 Yes No No Lung, Kidney
chronic kidney disease, chest pain
16 64 Male Cancer, Fever, cough, 10 52 Yes Yes Yes Lung, Heart
17 93 Male Hypertension, diabetes 1 1 No No No No
18 61 Male Hypertension, diabetes  Dyspnea, nausea 4 56 Yes Yes Yes Unknown
and vomiting,
19 80 Female Hypertension, Fever 7 55 No No No Lung
20 73 Female Hypertension, ischemic and  Fever, dyspnea 3 16 No Yes Yes No
rhythmic cardiomyopathy,

pulmonary embolism

desquamation was seen in one case, although the tissue had
been somewhat altered by post-mortem autolysis. Dystrophic
vessels with enlarged fibrous intima and media were observed
in 12 cases. Amyloid deposits were present in the small lung
vessel walls in 2 cases and bone marrow embolism was present
in 2 cases. Viral RNA was detected in 12 lung biopsies (60%).
No fungi or bacteria were detected (using special stains) in
any of the cases.

Transmission electron microscopy ultrastructure analysis was
performed on samples from 6 patients (patients 3, 5, 10, 12
and 14). In all cases, the lung parenchyma showed alveolar
damage, with detached and lytic pneumocytes in the lumen.
Enveloped particles harboring spike projections (similar to those
observed in cells cultured in vitro with SARS-CoV-2) were
observed in 3 biopsies (patients 10, 11 and 12) where disease
duration were 17, 2 and 27 days respectively (Figures 2A,B)
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FIGURE 1 | Pathology findings for the lungs in deceased patients with COVID-19. (A) Fibrinous alveolitis; hematoxylin-eosin-saffron x 100. (B) Suppurative alveolitis
with alveoli full of neutrophils and fibrin; hematoxylin-eosin-saffron, x 400. (C) Collapsed alveoli with thickened fibrous septa and an inflammatory infiltrate
(lymphocytes and macrophages); hematoxylin-eosin-saffron, x 100. (D) Aspiration pneumonia with a foreign body and neutrophils in the lumen of a bronchiole;
hematoxylin-eosin-saffron, x 400. (E) Bronchiolitis, lymphocytic infiltrate surrounding a bronchiole; hematoxylin-eosin-saffron, x 100. (F) Microthrombi in lung
capillaries; hematoxylin-eosin-saffron, x 400. (G) Pulmonary embolism with a fibrinous thrombi in the lumen of a pulmonary artery; hematoxylin-eosin-saffron, x 100.
(H) Lymphocytic vasculitis, with lymphocytic infiltrate surrounding a small pulmonary vessel; hematoxylin-eosin-saffron, x100.

(15). These viral particles were quite homogeneous in size and  sufficiently preserved, they harbored five to ten spikes visible
shape. They measured 80-90 nm without their spikes (110~ on the outside on one section. Viral particles were detected
120 nm with spikes) and presented round to oval shapes. Cross- mostly in type I pneumocytes (Figure 2C) and very rarely in
section through their nucleocapsid showed an electron dense type II pneumocytes. The particles formed small aggregates in
black dot inside the particle. When particle morphology was the cytosol and (although less frequently) in large intracellular

Frontiers in Medicine | www.frontiersin.org 5 April 2022 | Volume 9 | Article 837258

251



Zerbib et al.

COVID-19: Causes of ICU and Non-ICU Death

FIGURE 2 | Ultrastructural findings in the lungs. (A,B) Viral particles harboring the typical crown of spikes projection (white arrowheads) were present in the cytosol
of Iytic type | pneumocytes (PN I) in patients 11 and 12. (C) In the pneumocytes from patient 12, viral particles also accumulated in large vacuoles (the white arrow;
see the inset for a higher magnification image). AL, alveolar lumen; ICT, interstitial connective tissue. (D) Lung capillaries were often obstructed with red blood cells
(RBCs). In patient 10, capillary endothelial cells (CECs) occasionally contained a few isolated viral particles in small vesicles (the white arrowhead in the inset).

vacuoles. Some of these large vacuoles included a very large
number of viral particles. The lung capillary lumens were
obstructed with erythrocytes; this was consistent with the blood
stasis lesions observed in COVID-19. For one patient, a small
number of viral particles were observed in the cytoplasm of
capillary endothelial cells (Figure 2D). No viral particles were
found in samples from the remaining 3 patients.

Kidney Biopsies

Only 12 kidney biopsies (70%) were informative. The renal tissue
was normal in 4 cases; post-mortem necrosis of the epithelial cells
lining the proximal and distal tubes was considered to be normal.
In 5 cases, the small renal arteries showed severe arteriosclerotic
lesions, with thickened, fibrosed intima and media. In 6 cases,
we observed small foci of lymphocytes in the interstitium but

considered these to be non-specific signs of interstitial nephritis.
In 3 cases, collagen deposits in a few glomeruli (consistent
with a diagnosis of focal and segmental hyalinosis) were seen.
In one case, we found a large number of neutrophilic micro-
abscesses in the interstitium around the tubules and glomeruli;
this was consistent with a diagnosis of acute pyelonephritis.
Neither amyloid deposits nor crescentic glomerulopathies were
seen in any of the cases.

Viral particles were revealed by TEM in 2 patients. In the
glomeruli, the particles were present mainly in the podocytes
(Figure 3A) and more rarely in capillary endothelial cells
(Figure 3B). Viral particles were also found in proximal tubular
epithelial cells. These particles shared the same characteristics
with those previously described in the lung biopsies (16). As seen
in the lung capillaries, signs of blood stasis were also present in
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membrane [white arrowheads in the insets in panels (C,D)].

FIGURE 3 | Ultrastructural findings in the kidneys. (A) In glomeruli of patient 5, large numbers of viral particles in intracellular vacuoles (white arrows; see the inset for
a higher magnification image) were found in podocytes (PO). GBM, glomerular basement membrane; fp, foot process. (B) In patient 10, glomerular capillaries
showed signs of blood stasis. We also noticed vacuoles filled with smooth viral particles (white arrow) in the cytoplasm of glomerular endothelial cells (GECs). (C,D)
In the tubules of patient 10 and 11, proximal tubular epithelial cells (PTECs) contained an abundant network of double-membrane vesicles (DMVs; black
arrowheads), a marker of SARS-CoV-2 replication. TBM, tubular basement membrane. The DMVs are easily recognizable, with an inner membrane and an outer

the glomerular capillaries. In one case in which viral particles
were not found, some proximal tubular epithelial cells contained
an abundant network of double-membrane vesicles (DMVs, an
ultrastructural characteristic of SARS-CoV-2 infected cells) (15)
(Figure 3C). These double-membrane organelles are compatible
in size (200-300 nm) and structures with those observed in
SARS-CoV-2 infected cell lines (15, 17). Contrary to cellular
autophagosomes, which are often very heterogeneous in size
and contain cellular structures such as membrane whorls, these
elements were quite homogenous in size and morphology. It
has been suggested that in poliovirus and hepatitis C virus,
these DMVs anchor the viral replication complexes and thus

conceal viral RNA from innate immune sensors (18). Although
cytoplasmic structures can sometimes be misinterpreted as viral
particles, the presence of large numbers of these distinctive
DMV suggested strongly that SARS-CoV-2 had replicated in
the patients’ proximal tubular epithelial cells in vivo (19-21).
Smaller number of DMVs were also observed in tubular cells
from one patient in whom viral particles had also been found
(Figure 3D) even after a prolonged disease duration (17 days).
No viral particles or DMV's were detected in the kidney biopsies
from the other 3 patients. Two of the three patients with viral
particles and/or DMVs in the kidney also had viral particles in
the lung biopsies.
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Myocardial Biopsies

All the myocardial biopsies (100%) were informative. The
myocardial tissue was normal in 9 cases (45%); interstitial edema
and post-mortem dystrophic cytoplasmic or nuclear alterations
of the myocytes were considered to be normal. In 9 cases
(45%), fibrotic deposits of varying abundance were observed
in the interstitial tissue. The deposits included macrophages
in one case (consistent with a diagnosis of chronic ischemic
cardiopathy) and a few neutrophils in another case (consistent
with a diagnosis of acute ischemic cardiopathy) (Figure 4A).
In one case (5%), abundant eosinophilic amyloid deposits were
found in the interstitial tissue; positivity for Congo Red stain and
an anti-transthyretin antibody (1/50, Quartett, Germany) was
consistent with a diagnosis of senile amyloidosis (Figure 4B).
In one case (5%), small foci of lymphocytes and macrophages
were located close to myocardial fibers; this was consistent with a
diagnosis of myocarditis (Figure 4C). Lastly, SARS-CoV-2 RNA
was detected in 1 of the 6 patients tested; the patient’s myocardial
tissue was normal, with no signs of myocarditis.

Liver Biopsies

All the liver biopsies (100%) were informative. Micronodular
cirrhosis was diagnosed in 4 cases (20%) (Figure 4D). Hepatic
blood vessel lesions were noted in 13 cases, with dilated

centrilobular veins (13 cases), dilated sinusoids (13 cases),
and fibrosis of perisinusoidal spaces (4 cases). Necrosis in the
pericentrilobular spaces was seen in 2 cases. Mild steatosis
(< 30%) was observed in 2 cases. Portal inflammation (with
the presence of lymphocytes and macrophages) was seen in 6
cases. Lobular inflammation was seen in one case; it featured
small granulomas comprising macrophages, lymphocytes, and
a few eosinophils. A polymorphic inflammatory infiltrate was
seen in the sinusoids in a few cases, and a large number of
small lymphocytes were seen in one case. Vessel wall amyloid
deposits were present in one case. Viral RNA was not detected
in liver biopsies.

Muscle Biopsies

All the muscle biopsies (100%) were informative. The muscle
tissue was normal, except for a few atrophic muscle fibers in some
cases. No myositis was observed.

Admission to the Intensive Care Unit

Compared with patients not admitted to the ICU, patients
admitted to the ICU were younger (81.5 vs. 65.5 years of age,
respectively; p = 0.01) and (because of life support provision)
had a longer disease duration (16.5 vs. 33 days, respectively;
p =0.09) (Table 3). The time interval between disease onset and

FIGURE 4 | Pathology findings for other organs in deceased patients with COVID-19. (A) Ischemic cardiomyopathy, with a fibrous scar in the myocardium;
hematoxylin-eosin-saffron, x100. (B) Cardiac amyloidosis, with eosinophilic deposits of amyloidosis around the myocytes; hematoxylin-eosin-saffron, x400. (C) A
myocardial biopsy showing a mild inflammatory infiltrate around the myocytes. (D) Liver cirrhosis: extensive fibrosis surrounding micronodules composed of small
hepatocytes. Numerous cholangioles and mononuclear inflammatory infiltrates in the fibrous bands; hematoxylin-eosin-saffron, x100.
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TABLE 3 | Patient characteristics as a function of ICU admission.

Admitted to the ICU (n = 8) Not admitted to the ICU (n = 12) p value
Age 65.5 [61.8-75.3] 81.5[72.8-87.8] 0.01
Sex: male/female ratio al 7/5 0.32
Number of comorbidities, n 2 [1-2.25] 3[2-4.5]
Body mass index (kg/m?) 27.6 [25.8-29.9] 26.4 [23.2-29.1] 0.26
Time between disease onset and hospital admission (d) 3.5[0.75-8.5] 3[1.5-10] 0.82
Disease duration (time between disease onset and death) (d) 33[19.5-48.8] 16.5[9.3-24.5] 0.09
Time between death and biopsies (h) 20 [15-36] 20 [15.5-33.5] 0.89
Organ dysfunction
Kidney damage 6 (75%) 5 (41%) 0.19
Myocardial damage 5 (62.5%) 3 (25%) 0.16
SARS-CoV-2 detected in the lung biopsy 4(57.1%) 8 (72.7%) 0.62
Lung histopathological examination
Diffuse/focal inflammatory lesions 5/3 3/8 0.18
Acute lesions 3 (37.5%) 9 (82%) 0.07
Sub-acute lesions 8 (100%) 10 (91%) 1
Fibrinous alveolitis 3(37.5%) 2 (18.2%) 0.6
Macrophagic alveolitis 8 (100%) 11 (100%) 1
Neutrophilic alveolitis 0 7 (63.6%) 0.01
Organizing pneumonia with fibrous buds in the alveoli 6 (75%) 6 (54%) 0.69
Collapsed alveoli 6 (75%) 7 (63%) 0.35
Thrombosis 4 (50%) 6 (54%) 1
Dystrophic pneumocytes 7 (87.5%) 6 (54%) 0.17
Macrophages in the interalveolar septa 8 (100%) 9 (82%) 0.48
Lymphocytes in the interalveolar septa 5 (62.5%) 9 (82%) 0.60
Lymphocytic vasculitis 2 (25%) 6 (54%) 0.35

hospital admission was similar in the ICU and non-ICU groups
(3.5 vs. 3 days, respectively; p = 0.82), as was the time interval
between death and biopsy (20 h in both groups; p = 0.89). Patients
admitted to the ICU had a greater prevalence of acute kidney
damage [6 (75%), vs. 5 (41%) in the non-ICU group; p = 0.19] and
myocardial damage; [5 (62.5%) vs. 3 (25%), respectively; p = 0.16].

A pathology assessment of the lungs revealed greater
prevalence of diffuse lesions, collapsed alveoli and dystrophic
pneumocytes in the ICU group. Interestingly, acute lesions with
neutrophilic alveolitis were observed more frequently in the non-
ICU group (82%, vs. 37.5% in the ICU group for acute lesions;
p = 0.07; 63.6% vs. 0%, respectively; p = 0.01, for neutrophilic
alveolitis). In contrast, the ICU and non-ICU groups did not
differ significantly with regard to the prevalence of sub-acute
lesions (100% vs. 91%, respectively; p = 1), fibrinous alveolitis
(37.5% vs. 18.5%, respectively; p = 0.6) and microvascular
thrombosis. Lymphocytic infiltration and lymphocytic vasculitis
were more prevalent in the non-ICU group, but the differences
were not statistically significant.

Differences in Pathology as a Function of

the Disease Duration

We divided the cohort into 2 subgroups as a function of the
median disease duration (Table 4). There were no intergroup
differences in the proportion of patients admitted to the ICU
(30% vs. 50% in the “early death” and “late death” groups,
respectively; p = 0.65) or the proportion with viral RNA. The

patients in the “early death” group had shorter disease duration
and more focal inflammatory lesions in lungs. Conversely,
patients in the “late death” group had a disease duration and a

TABLE 4 | Pathology findings in the lung, by disease duration (early vs. late death).

Early death Late death p value
(n=10) (n=10)

Admission to the ICU 3 (30%) 5 (50%) 0.65
SARS-CoV-2 detected in the lung 6 (60%) 7 (70%) 1
biopsy
Histopathological assessment of the n=10 n=9
lungs:
Diffuse/focal inflammatory lesions 1/9 7/2 0.01
Acute lesions 6 (60%) 6 (66.7%) 1
Subacute lesions 10 (100%) 8 (88.9%) 0.47
Fibrinous alveolitis 2 (20%) 3(33.4%) 0.63
Macrophagic alveolitis 10 (100%) 9 (100%) 1
Neutrophilic alveolitis 4 (40%) 3(33.4%) 1
Organizing pneumonia with fibrous 5 (60%) 7(77.8%) 0.35
buds in the alveoli
Collapsed alveoli 7 (70%) 6 (66.7%) 1
Dystrophic pneumocytes 6 (60%) 7(77.8%) 0.63
Macrophages in interalveolar septa 7 (70%) 5 (55.6%) 0.65
Lymphocytes in interalveolar septa 10 (100%) 8(88.9%) 0.47
Lymphocytic vasculitis 6 (60%) 2 (22.3%) 0.17
Thrombosis 5 (50%) 7 (77.8%) 0.35
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greater proportion of diffuse lesions (diffuse:focal ratio = 7:2, v.
1:9 in the “early death” group; p = 0.01). However, the groups
did not differ with regard to the type of lesion (acute vs. sub-
acute), the prevalence of neutrophilic, macrophagic and fibrinous
alveolitis associated with collapsed alveoli, or the prevalence of
macrophagic and lymphocytic infiltration in the interalveolar
septa. Lymphocytic vasculitis was more prevalent in the “early
death” group (60%, vs. 22.3% in the “late death” group but this
difference was not statistically significant (p = 0.17).

Causes of Death, Based on the

Pathology Findings

Based on the pathology findings, a cause of death was determined
in 19 cases (95%). Pneumonitis was found in all 19 patients
(100%), with aspiration pneumonitis in 2 patients (10.5%)
and acute bronchopneumonia (due to a clinically suspected
bacterial infection) in one (5.2%). Cardiac decompensation was
diagnosed in 11 cases (58%) and was variously related to ischemic
cardiomyopathy (n = 9; 47%), cardiac amyloidosis (n = 1; 5.2%),
and myocarditis (n = 1; 5.2%). Pulmonary embolism was the
suspected cause of death in 1 patient (5.2%). Acute pyelonephritis
(due to a suspected bacterial infection but in the absence of
microbiological test data) was found in 1 patient (5.2%).

Acute decompensation of chronic disease was diagnosed for
14 patients (73.7%), with cardiac decompensation in 10 (52.6%)
and acute on Chronic Liver Failure in 4 (21%).

Correlation between clinical data with organ failure and
pathological findings are resumed in the Supplementary Table.

DISCUSSION

We described post-mortem multi-organ biopsies in fatal cases of
COVID-19. Our results not only confirmed the major role of lung
damage but also highlighted the potential involvement of extra
pulmonary disease.

The main histological findings in lung biopsies from patients
who died after a confirmed SARS-CoV-2 infection were focal,
patchy, organizing pneumonia with collapsed alveoli, thickened
alveolar walls (containing lymphocytic infiltrates and a few
macrophages), and fibrous buds in the bronchiolar and alveolar
spaces. These observations were in line with the literature data.
Macrophage and multinuclear cell infiltration in alveolar spaces
and desquamated hyperplastic pneumocytes with enlarged nuclei
have also been described previously.

Conversely, (i) diffuse alveolar damage with hyaline
membranes in all the alveoli and (ii) fibrin balls (as seen in
acute fibrinous organizing pneumonia) were rarely observed; this
contrasts with the literature data (22-25). Although endothelial
injury with cytoplasmic vacuolization and cell detachment in
pulmonary arteries or megakaryocytes in alveolar capillaries has
been described previously, we did not observe any such patterns
in the present study (23, 25). It is important to notice that
viral RNA was detected in ICU patients even after long disease
duration. The TEM ultrastructure analysis showed viral particles
after 17 and 27 days of illness. This illustrates a prolonged
active viral replication in lungs. Interestingly, the prolonged

viral shedding was not associated with prior immunodeficiency
or immunosuppressive treatment in our cohort. It has been
shown that patients with severe COVID-19 impaired the ability
to contain viral replication by an insufficient humoral anti
SARS-CoV-2 response and/or insufficient type 1 interferon
amplification (26, 27).

Interestingly, these COVID-19-associated histopathological
profiles are not specific and are seen in the ARDS induced by
HIN1 influenza and other viruses. However, the proportion of
our cases with DAD was lower than in other histopathological
studies of COVID-19 and the same as in a large study of cases of
ARDS (28). Diffuse alveolar damage was more prevalent in our
ICU group than in our non-ICU group.

There are several possible explanations for these differences.
Firstly, life support in the ICU was associated with longer disease
duration; this may have given more time for lesions to spread.
Indeed, we often observe in the most severe cases, an extension
of the lesions on computed tomographic imaging reassessment.
Secondly, all the patients in the ICU group received mechanical
ventilation while non-ICU patients only received standard
oxygen therapy. Therefore, ICU patients might have developed
ventilator-induced lung injuries (VILI). VILI is ascribed to
volutrauma, barotrauma and atelectrauma and contribute to
mortality in patients with ARDS. These phenomenon can be
associated with self-inflicted lung injury in ventilated patients
(29). In addition, ventilator-associated pneumonia can occur
in these patients and contribute to lung inflammation. These
mechanisms are likely to aggravate lung damage in COVID-
19 and might explain the differences observed in our study.
The observed differences were unlikely to be related to the time
interval between death and biopsy, which was similar in the ICU
and non-ICU groups.

The biopsies of organs other than the lungs were also
informative. Myocardial damage is reportedly common in
COVID-19, but we did not find specific evidence of this in
our cohort. Most patients displayed cardiac decompensation
associated with chronic ischemic cardiomyopathy or cardiac
amyloidosis. Myocarditis was found in one patient only, and
SARS-CoV-2 RNA was detected in another patient. These
findings suggest that comorbidities have an important influence
on the clinical outcome in patients with an acute SARS-CoV-
2 infection. Interestingly, hepatic blood vessel lesions were
prevalent among our cases, with dilatation of centrilobular veins,
dilatation of sinusoids, and fibrosis of perisinusoidal spaces. The
liver damage might therefore have been related to decompensated
heart failure, rather than COVID-19 per se.

In our TEM ultrastructural analysis of lung biopsies, viral
particles were observed in only 3 of the 6 patients—despite
our careful examination of lung cells and the presence of the
viral genome in an RT-PCR assay. This finding emphasized the
low sensitivity of TEM-based SARS-CoV-2 particle detection
for post-mortem diagnosis. Ultrathin (100 nm) sections do not
give an overview of the cellular and tissue volumes. Delayed
post-mortem fixation might also change the enveloped particles’
structure and thus make them hard to identify. The levels of
viral particle replication and assembly change over the course
of COVID-19 and (in late-stage infections) depend on the
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host response. Furthermore, the recently described potential
for misidentifying clathrin-coated vesicles or nuclear pores
as viral particles means that the TEM-based identification of
coronaviruses should be considered with caution (19-21).

However, one of our study’s major findings was the TEM-
based identification of host-cell membrane rearrangements
(DMVs) characteristic of SARS-CoV-2 infection in kidney tissues
in two patients. Furthermore, the presence of DMVs in tubular
epithelial cells evidenced intense viral replication in the kidney.
To the best of our knowledge, our study has provided the
first description of DMV in a biopsy from a patient infected
by SARS-CoV-2; previously, these structures have only been
observed for infected cells cultured in vitro. In the absence of viral
particles in the cytoplasm, this specific marker of viral replication
might be very useful for identifying SARS-CoV-2-infected cells in
a tissue sample.

Surprisingly, DMVs were observed in the kidneys but not
in the lungs. Furthermore, viral particles were observed not
only in renal endothelial cells but also in podocytes and tubular
epithelial cells; this observation is consistent with previous
histopathological findings (30, 31). These features highlighted
the multiorgan tropism of SARS-CoV-2, which can infect and
replicate in various cell types outside the respiratory tract.

The present study had a number of limitations. Firstly, we
performed post-mortem needle and surgical biopsies rather than
a full, conventional autopsy. No accidental viral contaminations
were observed during the study period (data not shown).
We conclude that post-mortem needle and surgical biopsies
constitute a safe procedure that enables clinical correlations and
assessment of the cause of death in most cases. Secondly, we
performed TEM on biopsies from a small number of patients and
organs. Even though our findings were in line with the literature
data, the small number of samples prevented us from drawing any
definitive conclusions with regard to the tissue ultrastructure.

CONCLUSION

Several differences were observed between ICU and non-
ICU patients regarding lung damage. Our present results also
highlighted the involvement of damage outside the lung in the
fatal progression of COVID-19. Cardiac and hepatic damage
was probably related to chronic disease decompensation, whereas
kidney injury was more likely to be related to viral dissemination.
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Abstract: Since the start of the COVID-19 pandemic, many studies have investigated the humoral
response to SARS-CoV-2 during infection. Studies with native viral proteins constitute a first-line
approach to assessing the overall immune response, but small peptides are an accurate and valuable
tool for the fine characterization of B-cell epitopes, despite the restriction of this approach to the
determination of linear epitopes. In this study, we used ELISA and peptides covering a selection of
structural and non-structural SARS-CoV-2 proteins to identify key epitopes eliciting a strong immune
response that could serve as a biological signature of disease characteristics, such as severity, in
particular. We used 213 plasma samples from a cohort of patients well-characterized clinically and
biologically and followed for COVID-19 infection. We found that patients developing severe disease
had higher titers of antibodies mapping to multiple specific epitopes than patients with mild to
moderate disease. These data are potentially important as they could be used for immunological
profiling to improve our knowledge of the quantitative and qualitative characteristics of the humoral
response in relation to patient outcome.

Keywords: SARS-CoV-2 antibodies; SARS-CoV-2 linear epitopes; COVID-19; disease severity

1. Introduction

In December 2019, cases of atypical pneumonia were reported in Wuhan, China. The
unknown etiologic agent was later identified as a new coronavirus displaying 79.6% of
genomic sequence identity to the severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-
CoV) [1]. In March 2020, the World Health Organization (WHO) declared that coronavirus
induced disease 2019 (COVID-19) was a global pandemic. During the first 24 months of the
pandemic, there have been more than 280 million laboratory-confirmed cases of COVID-19
with over five million deaths.

Severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2) is an enveloped,
single-stranded positive sense RNA virus from the genus Betacoronavirus [2]. The main
manifestations of SARS-CoV-2 infection include respiratory symptoms, systemic inflam-
mation leading to multi-organ dysfunction, such as acute respiratory distress syndrome,
cardiovascular disorders and neurological symptoms [3-6]. SARS-CoV-2 is more conta-
gious than SARS-CoV, its greater transmissibility possibly being due to the larger number of
asymptomatic patients with a high viral load [7]. The viral genome encodes four main struc-
tural proteins—spike (S), envelope (E), membrane (M) and nucleocapsid (N)—essential
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for virion assembly and infection. Spike is the outermost protein on the surface of the
virus. It contains a receptor-binding domain (RBD) that interacts with the host receptor,
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2), to mediate viral entry into cells [8]. The M
protein is the most abundant structural protein of SARS-CoV-2 and is able to bind all the
other structural proteins. Its function remains incompletely understood, but the binding
of M protein has been shown to stabilize the N protein and to foster viral assembly by
stabilizing the N protein-RNA complex [9]. The E protein is the smallest of the structural
proteins playing an important role in virus assembly, release and virulence [10]. The N
protein is highly conserved, with an amino-acid sequence 90% identical to that of the
SARS-CoV nucleocapsid [11]. The N protein packages the RNA of the viral genome and
participates in virion assembly through its interaction with the M protein [12]. The N
proteins of many coronaviruses are highly immunogenic and produced in abundance in
virus-infected cells [13].

Much attention has been devoted to identifying the immunodominant linear epitopes
on SARS-CoV-2 proteins since the start of the outbreak. These epitopes are important for
diagnosis, for the development of monoclonal antibodies for prevention and treatment,
and for the design of peptide-based vaccines [14-16]. Several immunodominant linear
epitopes have been identified on the S, M, E, N (for review [17]) and ORFS8 [18] proteins.
However, only a few studies have investigated the possible correlation between specific
reactivity to particular linear epitopes and disease severity [19-21]. Such correlations may
provide important information about the pathogenesis of SARS-CoV-2 infection and are of
potential utility for patient stratification in medical practice. In this study, we performed
bioinformatics analysis to predict antigenic linear epitopes in the S, M, N and ORF8 proteins,
which we then used to establish peptide-based ELISAs for use on plasma samples from
COVID-19 patients and controls. We then investigated the correlations between severity
and reactivity to several of the epitopes identified.

2. Materials and Methods
2.1. Design and Participants

We performed a cross-sectional study of patients testing positive for SARS-CoV-2 by
RT-PCR during their hospitalization at Tours Regional University Hospital (Loire Valley,
France) between 1 April 2020 and 1 July 2021. We analyzed plasma samples collected from
these patients 25-35 days after symptom onset. We excluded: (i) patients who refused to
participate (ii) patients for whom no clinical data were available and (iii) patients with
incomplete biological data.

2.2. Clinical Variables of Interest

The outcomes for the study population were analyzed according to patient characteris-
tics, including sociodemographic factors (age, sex) and comorbid conditions (cardiovascular
disease, hypertension, diabetes mellitus, lung disease, renal insufficiency, dialysis, kidney
transplantation, liver failure and obesity). Participants were classified into three groups
(mild, moderate and severe) according to the WHO COVID-19 classification of cases [22].

2.3. Linear B-Cell Epitope Prediction

We used the primary sequences of the S, N, M and ORFS8 proteins from the original
(Wuhan) SARS-CoV-2 strain and the Bepipred-2.0 prediction module (https://services.
healthtech.dtu.dk/service.php?BepiPred-2.0, accessed on 13 December 2021) to identify
likely B-cell linear epitopes in these proteins [23]. The epitope threshold value was set at
0.55. We also used the Ellipro Antibody epitope prediction tool (http://tools.iedb.org/
ellipro/, accessed on 13 December 2021) [24] with the 3D structure prediction files for the
S protein (PDB ID: 6VXX and 6VSB), the N-terminal domain of the N protein (PDB ID:
7CDZ) and the ORF 8 protein (PDB ID: 7]X6) to identify complementary B-linear epitopes,
and for the formal exclusion of conformational epitopes from our peptide set. We also
excluded predicted sequences covering a predicted N-glycosylation site in the S protein,
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because chemical synthesis does not allow the addition of these glycosylated motifs to the
peptide sequence. Long sequences predicted to be linear epitopes were split into peptides
overlapping by five amino acids. Finally, based on the high degree of sequence identity
between the SARS-CoV and SARS-CoV-2 N proteins, we were able to confirm our N peptide
set on the basis of experimental determination of peptide reactivity in a SARS-CoV peptide-
based ELISA described in a previous study [25]. N proteins display significant conservation
among human coronaviruses. We therefore limited cross-reactivity with antibodies against
commonly circulating human coronaviruses by aligning the sequences of the SARS-CoV-2
nucleocapsid and its homologs in HCoV-HUK1, HCoV-OC43, HCoV-NL63 and HCoV-229E,
to identify immunogenic peptides with the lowest degree of similarity.

2.4. Linear Peptide Library

Based on Bepipred predictions, we had 60 linear peptides (19-38 residues) synthesized
(Proteogenix, Schiltigheim, France) (Table S1). Forty-six peptides (SK1 to SK39) based on the
primary sequence of the S protein were synthesized. Ten linear peptides (NC1 to NC8) were
synthesized for the N protein, and one peptide was synthesized for the M protein. Three
peptides (NS1 to NS3) were synthesized based on the sequence of the ORFS8 protein. This
set of peptides included some peptides covering two versions of the same region. Peptide
names ending in an apostrophe correspond to an extended version of the peptide to which
10 additional amino acids were added relative to the native peptide, equally distributed
between the N-terminal and C-terminal parts of the molecule. A scrambled peptide (SK36)
was used as the blank. The synthetic peptides were then purified by reverse-phase HPLC
(>80% purity), with verification of their molecular weight by mass spectrometry. The
purified peptides were then dissolved to generate a 1 mg/mL solution, in accordance with
the manufacturer’s instructions, for storage at temperature below —20 °C.

2.5. Peptide-Base ELISA

Synthesized peptides were prepared in sterile phosphate-buffered saline (PBS, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) at a final concentration of 3000 ng/mL. Nunc Max-
isorp 96-well immunoassay plates (Thermo Fisher Scientific) were coated by overnight
incubation at 4 °C with 100 puL of prepared peptides per well. The plates were washed three
times with a plate washer. The washing solution (PBST) used for all washes was composed
PBS supplemented with 0.1% Tween-20 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). The plates
were then blocked by incubation with 3% non-fat dry milk (NFDM) prepared in PBS at
room temperature for 1 h. The plates were washed once and 100 uL of diluted (1:50 in 1%
NFDM prepared in PBST) human plasma were added per well. Then plates were incubated
at room temperature for 30 min, washed six times with washing solution and incubated at
room temperature for 30 min with 100 puL horseradish peroxidase (HRP)-labeled mouse
anti-human IgG Fcy-specific antibody (Southern Biotech, Birmingham, AL, USA) diluted
1:10,000 in 1% NFDM prepared in PBST. The plates were washed six times and incubated
with 100 uL developing solution per well (Sigma Fast OPD, Sigma Aldrich) for 10 min in
the dark at room temperature. The reaction was stopped by adding 100 uL 2 N H,SO4 per
well and absorbance was measured on a microplate reader at 490 nm, with 630 nm as the
reference wavelength.

2.6. Peptides of Interest

We pooled 50 different pre-pandemic plasma samples collected before January 2018,
to constitute a pooled negative control (unrelated to the COVID-19 patients further in-
vestigated in our study). We first used 50 plasma samples randomly selected from the
COVID-19 patients described above for the selection of peptides of interest. Briefly, all
plasma samples (negative controls and samples from COVID-19 patients) were tested in
duplicate against the whole set of synthesized peptides using ELISA assay.
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2.7. Statistical Analysis

The continuous variables are expressed as the mean + standard deviation (SD),
whereas the qualitative variables are expressed as absolute numbers and percentages.
Peptide OD values were initially studied as continuous variables, but sensitivity analyses
were performed to assess the value of treating peptide OD as a qualitative variable with a
relevant threshold identified from ROC curves and graphical presentations. An optimal
cut-off value was identified for each peptide. Each cut-off has been chosen accordingly to
the best balance between odds ratio of severity and its p-value. We proposed a graphical
plot that illustrates the OD ability to classify the COVID-19 disease as severe according to
the variations in the OD value distribution, giving a discrimination threshold = cut-off (on
the same basis as ROC curves) (Supplementary Data Figure S1). For the identification of
factors associated with severity, we first performed bivariate analyses with the variables
of interest, including the OD for each peptide, clinical and sociodemographic variables,
in univariate logistic regression models. We then performed multiple logistic regression,
including variables for which p < 0.2 in the model, together with variables considered
clinically relevant. A descending stepwise process was used to select the final linear regres-
sion model. The odd ratios (ORs) and 95% ClIs were estimated for an association between
COVID-19 severity and biological outcomes, including the OD of each peptide as a binary
variable with a threshold/cut-off chosen on the basis of OD distribution and OR.

All tests were two-tailed, and p values below 0.05 were considered statistically signifi-
cant. We included all participants for whom the variables of interest were available in the
final analysis, without imputing missing data. All statistical analysis were performed with
SAS, version 9.4, with SAS Enterprise Guide 71 64-bit (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

2.8. Ethics Approval

This study involved the reuse of data that had already been recorded. It falls within the
scope of the French Research Commission according to the 2016—41 law of 26 January 2016
on the modernization of the French health system (DC 2020_097), according to which
written informed consent is required from all individuals included in biomedical studies.
Samples were obtained from the registered biological collection DC-2020-3961.

3. Results
3.1. Characteristics of Participants

During the study period, we obtained 213 plasma samples from SARS-CoV-2 positive
patients for whom complete clinical and biological data were available, and who had
given consent for participation. The sociodemographic and clinical characteristics of the
participants are shown in Table 1.

The median age of the participants was 69 (55-84) years, with a sex ratio of 0.85
(99 (46%) men and 114 (54%) women). The most common comorbid condition was hyper-
tension (109 patients, 51%), followed by cardiovascular diseases (76 patients, 35%), obesity
(52 patients, 24%) and diabetes mellitus (44 patients, 21%). Eighty-four patients (39%)
had mild infections, 42 patients (20%) developed moderate infections and 87 participants
(41%) were admitted to the intensive care unit (ICU) due to severe infection. Among
patients developing mild infections, the main comorbid condition was hypertension (34%),
followed by cardiovascular diseases (25%) and diabetes mellitus (20%). The proportion of
women was higher than the proportion of men in the group of patients with mild infection
(68% versus 32% in men). The most frequent comorbid factors in patients with moder-
ate infection were hypertension (60%), cardiovascular diseases (43%) and obesity (24%).
The other comorbid conditions were evenly distributed between disease severity groups
(around 20% in each group). The proportion of women was higher than the proportion of
men in the group of patients with moderate infections (64% versus 36% in men). Among
patients admitted to the ICU, the percentage of patients with comorbidity factors was high,
whatever the comorbid conditions considered. Hypertension (63%), cardiovascular disease
(42%) and obesity were the most common comorbid conditions. The proportion of men
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was higher than the proportion of women in the severe infection group (66% versus 34% in
women).

Table 1. Characteristics of the patients included.

Clinical Data Disease Severity
Mild Moderate Severe Total
N (%) N (%) N (%) N (%)
84 (39) 42 (20) 87 (41) 213 (100)
Median age (interquartile range) 65 83.5 69 69.0
(years) (45.7-87.0)  (58.5-89.5)  (61.0-75.0)  (55.0-84.0)
Male 27 (32) 15 (36) 57 (66) 99 (46)
Female 57 (68) 27 (64) 30 (34) 114 (54)
Cardiovascular disease 21 (25) 18 (43) 37 (42) 76 (35)
Hypertension 29 (34) 25 (60) 55 (63) 109 (51)
Diabetes mellitus 17 (20) 9(21) 18 (21) 44 (21)
Lung disease 10 (12) 6 (14) 17 (19) 33 (16)
Renal insufficiency 5 (6) 7 (17) 9 (10) 21 (10)
Dialysis 0(0.0) 0(0) 1(1) 1(0.5)
Kidney transplantation 0(0.0) 1(2) 4 (5) 5(2)
Liver failure 4 (5) 0 (0) 1(1) 5(2)
Obesity 12 (14) 10 (24) 30 (34) 52 (24)

Data are absolute numbers (%) or medians (interquartile range).

3.2. Selecting the Peptides of Interest

Our peptide mapping identified several hotspots in the SARS-CoV-2 proteins covered
(Figure 1). In this first set of ELISAs, peptides giving a mean optical density (OD) greater
than 0.3 and at least five times higher than the OD obtained with the negative control were
selected for further analysis (Table S2).

COVID+ — Mean Pool COVID - — Mean COVID +

OD 490 nm

N VD> (20 A (2D (D8O N W 12,5 w10 10,8 XA a1 KD A AL DD A (DD (O A\ (DD oD oD o a6 o, K 500 A 6D N, D% D3 0PN NV D

R ‘Z\L\@‘L\e@e\%@&ﬁﬁ@e@e@eﬁ%’e%%\%@e%%\%%%%@ SRR IBBARIICRIGESS TEEE

| ) x % R N * RN
Spike protein ORF8 protein

Membrane protein

Figure 1. Identification of IgG-specific B-cell epitopes on the spike (S), nucleocapsid (N), membrane
(M) and ORF8 proteins. We pooled 50 pre-pandemic plasma samples collected before January 2018 to
constitute a COVID-19 negative control (Pool COVID—). We used 50 plasma samples from patients
tested positive for SARS-CoV-2 by RT-PCR, collected between 25 and 35 days after the onset of
symptom, to evaluate IgG reactivity to 60 peptides. OD results are represented for each sample as
a pink point for COVID+ samples. The red line represents the mean OD for COVID+ patients and
the blue line represents the mean OD of 50 repeated measures for the COVID— pool. * indicates the
peptides selected for further analysis.

For the S protein, at least one region was found to constitute a B-cell epitope. This
region was covered by peptides SK27 and SK28. The mean OD obtained with SK27 was
0.335 for COVID+ versus 0.024 for the COVID— pool. For SK28, the mean OD for COVID+
samples was 0.748 and that for the COVID— pool was 0.175. Peptide reactivity was greater
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for the N protein than for the S protein. Three peptides reacted strongly with COVID+
samples: NC2, NC3’ and NC5'. Mean OD was 0.605 for NC2 vs. 0.101 for the COVID— pool,
1.063 for NC3' vs. 0.017 for the COVID— pool and 1.103 for NC5' vs. 0.082 for the COVID—
pool. The single peptide obtained from the M protein showed also displayed a large
difference in reactivity between the COVID+ and COVID— pool samples (0.489 vs. 0.032,
respectively). For ORFS8, only one peptide was highly reactive with COVID+ samples:
NS2, with a mean OD of 1.275, versus 0.176 for the COVID— pool. We therefore selected
the following peptides (SK27, SK28, NC2, NC3/, NC5, M1 and NS2) for the next step of
the study.

3.3. Analysis of the Selected Peptides

We analyzed antibody responses to selected peptides according to disease severity.
The median OD and interquartile range for each peptide are shown in Table 2, and a boxplot
for each peptide against disease severity is shown in Figure 2.

Table 2. IgG response to selected peptides.

Peptides of Interest

Disease Severity

Mild Moderate Severe

SK27 0.015 (0.000-0.065) 0.001 (0.000-0.1375) 0.342 (0.073-0.851)
SK28 0.138 (0.043-0.293) 0.124 (0.023-0.716) 0.591 (0.161-1.48)
NC2 0.237 (0.065-0.458) 0.273 (0.123-0.513) 0.432 (0.235-0.865)
NC3' 0.068 (0.005-0.649) 0.236 (0.037-2.101) 0.749 (0.221-2.522)
NC5' 0.532 (0.169-1.097) 0.662 (0.332-1.440) 1.052 (0.502-2.298)
M1 0.000 (0.000-0.235) 0.000 (0.000-0.085) 0.130 (0.000-1.012)
NS2 0.512 (0.072-1.216) 0.801 (0.476-1.319) 0.811 (0.467-1.138)

Data are expressed as the median (interquartile range).

These results suggest that the IgG response to selected epitopes, other than NS2, was
stronger in patients with severe COVID-19 than in those with mild or moderate disease.
Indeed, for every peptide other than NS2, the median value increased with disease severity.
Large differences between groups were observed for some epitopes. Reactivity to the M1
peptide differed considerably between the mild, moderate and severe COVID-19 groups
(Figure 2). By contrast, there was little difference between the groups in terms of reactivity
to the NC2' peptide. For confirmation of these observations, we used logistic modeling to
analyze the data, to identify clinical variables and peptides associated with disease severity.

3.4. Analysis of Variables and Peptides Associated with Disease Severity

We used ROC curves and graphical presentations to determine the optimal cut-off
value for each peptide (Figure S1). We then analyzed the factors associated with the severity
of SARS-CoV-2 infection. The results of this analysis are summarized in Table 3.

After adjustment, the analysis showed that a severe clinical presentation was more
than three times more likely in patients over the age of 50 years (OR 3.5, 95% CI 1.05-13.36);
2.7 times more likely in male patients (OR 2.7, 95% CI 1.21-6.08) and 2.5 times more likely
in patients with hypertension (OR 2.5, 95% CI 1.03-6.15). The severe clinical presentation
was significantly associated with high levels of IgG reactivity to the SK27, NC3’ and M1
epitopes. Indeed, for OD values greater than 0.05 for SK27, the probability of having severe
COVID-19 disease increased by 410%; the risk of severe infection was, thus, more than four
times higher (OR 4.1, 95% CI 1.80-8.83). OD greater than 0.17 for NC3' was associated with
an almost four times higher risk of patients presenting severe clinical outcomes. Similarly,
an OD greater than 0.9 for the M1 epitope was associated with higher severity, with a risk
of developing the severe form almost seven times higher than that for an OD value below
this threshold (OR 6.9, 95% CI 1.94-28.37). The probability of a severe COVID-19 outcome
was four to seven times higher for values above the OD thresholds for SK27, NC3’ and M1
peptides than for OD values below these thresholds. However, for NS2, an OD > 2 was
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associated with a 90% lower risk of the severe clinical presentation than OD values below
this threshold.

Peptide SK27 Peptide SK28’ Peptide NC2
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Mildfﬂ}—{ Mild+ I
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Figure 2. Association of epitope-specific IgG levels with disease severity. COVID-19 patients were
classified on the basis of the clinical severity of disease (mild: # = 84; moderate: n = 42 and severe/ICU:
n =87).

Table 3. Clinical factors and B-cell epitopes associated with a severe clinical presentation, in multi-
variate logistic regressions analysis.

Variables of Interest Univariate Analysis Multivariate Analysis
Crude OR  p-Value OR 95%CI p-Value
Clinical features
Age > 50 years 6.1 <1073 35 1.05-13.36 0.049
Male 3.8 <103 2.7 1.21-6.08 0.02
Cardiovascular diseases 1.6 0.09 - - -
Hypertension 2.3 0.003 2.5 1.03-6.15 0.04
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Table 3. Cont.

Variables of Interest Univariate Analysis Multivariate Analysis
Chronic lung diseases 1.6 0.18 - - -
Diabetes mellitus 1.0 0.98 - - -
Obesity 2.6 0.01 - - -
Kidney chronic diseases 1.1 0.85 - - -
Liver failure 0.4 0.35 - - -
Peptides
SK27 > 0.05 74 <1073 4.1 1.80-9.83 <1073
SK28 > 0.3 2.6 <1073 - - -
NC2>0.1 42 0.001 - - -
NC3' > 0.17 4.9 <1073 3.9 1.70-9.22 0.002
NC5 >0.35 34 0.001 - - -
M1 > 0.9 9.1 <1073 6.9 1.94-28.37 <1073
NS2>2 0.1 0.06 0.1 0.002-0.63 0.03

4. Discussion

Many studies have been performed to identify B-cell linear epitopes in the SARS-
CoV-2 proteins [18,19,26-37]. Our study confirms previous findings, identifying the same
overall regions. Surprisingly, only two epitopes were found on the S protein, located within
the 51/52 subdomain. No IgG response to peptide covering the receptor binding domain
(RBD) was detected, despite this region being known to be highly immunogenic [38].
However, previous studies have reported similar results, suggesting that the RBD is rich
in conformational epitopes but lacks linear epitopes [20]. In addition, we cannot exclude
non-detection of peptide reactivity in our ELISA approaches, due to the short length of the
peptides or their low efficiency to be adsorbed on the plates.

This study focused particularly on the possible association between disease severity
and IgG response to these linear epitopes that could be analyzed by ELISA. The clinical
factors associated with disease severity and mortality in COVID-19 patients have been
studied in detail since the start of the pandemic. The clinical data for our patients are con-
sistent with those reported in other studies, demonstrating that increasing age, being male,
dyspnea, diabetes, hypertension, and obesity are associated with disease severity [39-41].
The magnitude of the humoral response is highly variable and has been shown to be posi-
tively correlated with disease severity [42]. Only two studies have described the epitopes
eliciting this strong IgG response linked to severe clinical outcomes [19,28]. Both these
studies identified immunodominant epitopes within the S and N proteins. We identified
the same epitopes in our analysis, together with an additional epitope on the M protein, for
which a strong humoral response was strongly correlated with disease severity. Indeed,
we found that the IgG response elicited by the M1 epitope was responsible for the largest
difference between disease severity groups. Patients with mild-to-moderate COVID-19
had weak antibody responses to M1, whereas patients with severe clinical presentations
had very strong IgG responses to M1 (OR 6.9, 95% CI 1.94-28.37). Finally, we also ana-
lyzed the predicted B-cell linear epitopes of ORF8. We identified one epitope that elicited
a strong humoral response in patients infected with SARS-CoV-2. ORF8 was recently
identified as a novel secreted protein absent from all human pathogenic coronaviruses
except SARS-CoV-2 [43]. It has been suggested that ORFS8 plays a biological role in the
pathogenesis of SARS-CoV-2, by mediating immune evasion via the downregulation of
MHC-I molecules [44]. We therefore investigated whether patients with different severities
of COVID-19 had different IgG responses to an epitope (NS2) identified in ORF8. We found
large differences in reactivity between groups for this particular epitope. Logistic modeling
revealed that the risk of developing severe COVID-19 decreased by 90% above the NS2
cut-off. However, the established cut-off is very high (OD > 2), suggesting that the IgG
response was strong regardless of clinical presentation. This observation confirms that
OREFS is a unique and specific protein secreted by SARS-CoV-2. Our results suggest that
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patients with severe clinical outcomes have a weaker IgG response to ORFS8 than patients
with mild-to-moderate COVID-19 disease. We therefore provide new data for the NS2
epitope of the ORF8 protein, and describe a new epitope, M1, linked to COVID-19 severity.
One limitation of this study is that we considered only short peptides. Longer peptides,
which may retain some conformational information, may be more informative. However,
the use of longer peptides would decrease the precision of identification for the epitopes
involved. Another limitation of this study is that we could not have repetitions for all
patients because of the restricted amount of plasma. However, when possible, plasma were
tested in duplicate and OD obtained were very similar. In addition, a much larger cohort of
COVID-19 patients with mild, moderate and severe disease will be required to strengthen
these data.

The identification of serological markers of COVID-19 severity is an important goal,
as it would facilitate profiling, making it possible to determine how viral responses differ
between patients with different outcomes. The IgG response has been shown to be corre-
lated with severity. This positive correlation raised the possibility that antibody-dependent
enhancement (ADE) could, in some instances, contribute to the excessive immune response
that exacerbates SARS-CoV-2 pathogenesis [45,46]. In this context, further studies on the
immune response to the M1 and NS2 epitopes identified here will be useful, to determine
the potential role of these epitopes in the immunopathogenicity of SARS-CoV-2 infection.
Should these epitopes prove useful as clinical biomarkers of disease severity, ELISA-based
assays would clearly be a valuable tool for monitoring them.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/jcm11020405/s1, Figure S1: Graphic determination of optimal
OD cut-off for each peptide, Table S1: Peptide sequences of putative immunodominant SARS-CoV-2
IgG linear B-cell epitopes, Table S2: Peptides of interest: selection.
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Abstract: The impact of a third dose of COVID-19 vaccine on antibody responses is unclear in
immunocompromised patients. The objective of this retrospective study was to characterize antibody
responses induced by a third dose of mRNA COVID-19 vaccine in 160 kidney transplant recipients
and 20 patients treated for chronic lymphocytic leukemia (CLL). Prevalence of anti-spike IgG > 7.1
and > 30 BAU/mL after the third dose were 47% (75/160) and 39% (63/160) in kidney transplant
recipients, and 57% (29/51) and 50% (10/20) in patients treated for CLL. Longitudinal follow-up
identified a moderate increase in SARS-CoV-2 anti-spike IgG levels after a third dose of vaccine
in kidney transplant recipients (0.19 vs. 5.28 BAU/mL, p = 0.03) and in patients treated for CLL
(0.63 vs. 10.7 BAU/mL, p = 0.0002). This increase in IgG levels had a limited impact on prevalence of
anti-spike IgG > 30 BAU/mL in kidney transplant recipients (17%, 2/12 vs. 33%, 4/12, p = 0.64) and
in patients treated for CLL (5%, 1/20 vs. 45%, 9/20, p = 0.008). These results highlight the need for
vaccination of the general population and the importance of non-medical preventive measures to
protect immunocompromised patients.

Keywords: COVID-19; vaccine; kidney transplant; chronic lymphocytic leukemia; antibody

1. Introduction

Vaccine effectiveness against symptomatic COVID-19 was estimated at between 70 and
97% after two doses of COVID-19 vaccine in immunocompetent patients [1-3]. In contrast,
few immunocompromised patients have been enrolled in COVID-19 phase 3 clinical trials
and vaccine effectiveness in this population remains unclear. In a recent observational
study, solid organ transplant recipients had an 82-fold higher risk of breakthrough infection
and a 485-fold higher risk of breakthrough infection with associated hospitalization and
death [4]. Antibody responses after two doses of COVID-19 vaccine, defined as anti-spike
IgG seroconversion, are impaired in these patients [5]. They were estimated between
38 to 42% for kidney transplant patients [5,6] and between 23 to 52% for patients with
chronic lymphocytic leukemia, despite the fact that most of these CLL patients were not
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undergoing cancer therapy [7-9]. The impact of a third dose of COVID-19 vaccine on
antibody responses is unclear in these patients. Response rates to a third dose ranged
between 47 and 68% in kidney transplant recipients [10-12] and limited data are available in
patients treated for chronic lymphocytic leukemia (CLL). The objective of this retrospective
study was to characterize antibody responses induced by a third dose of mRNA COVID-19
vaccine in 160 kidney transplant recipients and 20 patients treated for CLL.

2. Materials and Methods

SARS-CoV-2 anti-spike IgG was tested for all patients at least 21 days after the second
and/or third dose of mRNA COVID-19 vaccine, using a SARS-CoV-2 IgG II Quant assay
on an Alinity i system (Abbott). Assay results in AU/mL were converted into BAU/mL
(international standard units [13]) using a conversion factor of 0.142, according to the manu-
facturer’s recommendations. We defined responders as patients with positive SARS-CoV-2
IgG, corresponding to levels > 7.1 binding antibody units (BAU)/mL, according to the
manufacturer’s recommendations and previous studies [14-18]. This interpretation is lim-
ited by its lack of association with vaccine effectiveness and its lack of comparability with
other assays, using different cut-offs. As such, results were also compared with a cut-off
of 30 BAU/mL, recently associated with 50% vaccine effectiveness against symptomatic
COVID-19 in immunocompetent patients [19]. All calculations were performed with Graph-
Pad Prism 9.0 using Wilcoxon test (paired values), Mann-Whitney (unpaired values) and
Fisher’s exact test (binomial variables). p-values < 0.05 (2-sided) were considered significant.

3. Results
3.1. Kidney Transplant Recipients

Prevalence of positive SARS-CoV-2 anti-spike IgG (>7.1 BAU/mL) in kidney trans-
plant recipients tested either after the second (n = 97) or third dose (n = 160) of COVID-19
vaccine was not significantly different (43%, 42/97 vs. 47%, 75/160, p = 0.61, Table 1).
Prevalence of SARS-CoV-2 anti-spike IgG > 30 BAU/mL was also not significantly dif-
ferent between these two groups (30%, 29/97 vs. 39%, 63/160, p = 0.14). SARS-CoV-2
anti-spike median IgG levels were not significantly different between these two groups
(2.7 vs. 5.5 BAU/mL, p = 0.42, Figure 1).

In contrast, when considering only the 12 patients with longitudinal follow-up after
both the second and third dose, an increase in anti-spike IgG levels was observed (0.19 vs.
528 BAU/mL, p = 0.03, Figure 1). In this subgroup, prevalence of positive SARS-CoV-2
anti-spike IgG and anti-spike IgG > 30 BAU/mL did not increase after the third dose (17%,
2/12vs. 42%,5/12, p = 0.37 and 17%, 2/12 vs. 33%, 4/12, p = 0.64).

Age was associated with poor response to COVID-19 vaccines (>65 year, p = 0.02) but a
history of COVID-19 RT-PCR was associated with better responses (p = 0.04, Table 1). Nine
patients had a history of COVID-19, which occurred at a median of 206 days (IQR: 168-248)
before the measurement of SARS-CoV-2 anti-spike IgG.

The third dose of vaccine was injected at a median of 43 days (IQR: 33-63) after the second
dose. SARS-CoV-2 anti-spike IgG was measured at a median of 95 days (IQR: 48-124) and
52 days (IQR: 34-76) after the second and third dose of vaccine, respectively.
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Table 1. Factors associated with response to COVID-19 vaccines in 245 kidney transplant recipients and 51 patients treated for chronic lymphocytic leukemia.
Kidney Transplant Chronic Lymphocytic Leukemia
After 2nd Dose (n = 97) After 3rd Dose (n = 160) After 2nd Dose (n = 51) After 3rd Dose (n = 20)
. No Yes No Yes No Yes No Yes
Response to COVID vaccine (n=55) (n=42) 14 (n=85) (n=75) 4 (n=22) (n=29) 4 (n=10) (n=10) 4
Age > 65 year 31 (56) 13 (31) 0.02 41 (48) 26 (35) 0.08 17 (77) 20 (69) 0.55 8 (80) 6 (60) 0.63
Age < 50 year 5(9) 8(19) 0.23 15 (18) 24 (32) 0.06 0 14 1.0 0 0 -
Sex (female) 18 (33) 21 (5) 0.10 36 (42) 21 (28) 0.07 7 (32) 11 (38) 0.77 2(20) 4 (40) 0.64
History of positive SARS-CoV-2
REPCR 1(1.8) 6(14) 0.04 0 2(27) 022 - - - - - -
COVID-19 vaccine
Pfizer (BNT162b2) 43 (78) 32 (76) 0.81 53 (62) 45 (60) 0.88 - - - - - -
Moderna (mRNA-1273) 3(5.5) 4(95) 0.46 11 (13) 16 (21) 0.20 - - - - - -
Tyrosine kinase inhibitors ~ ~ ~ ~ ~ ~ 19 (86) 14 (48) 0.007 9 (90) 9.(90) 10
or venetoclax
Prior-CLL directed therapy - - - - - - 15 (68) 12 (41) 054 9(90) 7(70) 058
Anti-CD20 monoclonal B B B R B B 209 0 018 1(10) 0 10

antibody within 2 years

Results are represented as median (range) or absolute values (percentages); p < 0.05 are in bold.
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Figure 1. (a) SARS-CoV-2 anti-spike IgG levels measured in 245 kidney transplant (KT) recipients after the second (KT-2,
n = 97) and third dose of COVID-19 vaccine (KT-3, n = 160). (b) SARS-CoV-2 anti-spike IgG levels measured in patients
treated for chronic lymphocytic leukemia (CLL) after the second (CLL-2, n = 51) and the third dose of vaccine (CLL-3,
n = 20). Longitudinal follow-up was performed for 12 KT patients and 20 CLL patients (responders and non-responders
to the 3rd dose of vaccine in plain and empty blue dots, respectively). Light grey dots, patients without longitudinal
follow-up; plain red bar, SARS-CoV-2 IgG II Quant assay cut-off (>7.1 BAU/mL); dashed red bar, anti-spike IgG levels
previously associated with 50 % vaccine effectiveness against symptomatic COVID-19 (>30 BAU/mL) [19]; black bars,
medians. * p < 0.05; ** p < 0.001.

3.2. Patients Treated for Chronic Lymphocytic Leukemia

Prevalence of positive SARS-CoV-2 anti-spike IgG and prevalence of SARS-CoV-2
anti-spike IgG > 30 BAU/mL in 51 patients treated for CLL did not increase between the
second and third dose of vaccine (57%, 29/51 vs. 50%, 10/20, p = 0.61 and 45%, 23/51 vs.
45%, 9/20, p = 1.0, Table 1). SARS-CoV-2 anti-spike median IgG levels were comparable
between these two groups (12.9 vs. 10.7 BAU/mL, p = 0.32, Figure 1).

In contrast, when considering only the 20 patients with longitudinal follow-up after
both the second and third dose, we observed an increase in anti-spike IgG levels (0.63 vs.
10.7 BAU/mL, p = 0.0002, Figure 1) and an increase in the prevalence of anti-spike IgG > 30
BAU/mL (5%, 1/20 vs. 45%, 9/20, p = 0.008). In this subgroup, prevalence of positive
SARS-CoV-2 anti-spike IgG did not increase after the third dose (20%, 4/20 vs. 50%, 10/20,
p =0.10).

Treatment with tyrosine kinase inhibitors or venetoclax was associated with poor
response to the second dose of COVID-19 vaccine (p = 0.007, Table 1). The third dose of
vaccine was injected at a median of 63 days (IQR: 48-81) after the second dose. SARS-CoV-2
anti-spike IgG was measured at a median of 43 days (IQR: 36-57) and 42 days (IQR: 31-45)
after the second and third dose of vaccine, respectively.

4, Discussion

In 12 kidney transplant recipients with longitudinal follow-up, a moderate increase in
SARS-CoV-2 anti-spike IgG levels was observed after the third dose of COVID-19 vaccine
(0.19 vs. 5.28 BAU/mL, p = 0.03). This increase in IgG levels had no significant impact
on the prevalence of anti-spike IgG > 30 BAU/mL (17%, 2/12 vs. 33%, 4/12, p = 0.64).
In 20 patients treated for CLL with longitudinal follow-up, a moderate increase in SARS-
CoV-2 anti-spike IgG levels was observed after the third dose of COVID-19 vaccine (0.63
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vs. 10.7 BAU/mL, p = 0.0002). This resulted in an increase in the prevalence of anti-spike
IgG > 30 BAU/mL (5%, 1/20 vs. 45%, 9/20, p = 0.008). When considering all patients, with or
without longitudinal follow-up, prevalence of anti-spike IgG > 30 BAU/mL after the third dose
was 39% (63/160) in kidney transplant recipients and 50% (10/20) in patients treated for
CLL. Overall, this suggests that a third dose of COVID-19 vaccine in immunocompromised
patients can increase antibody levels. Still, this increase might not be clinically relevant
because few patients reached anti-spike IgG levels > 30 BAU/mL, previously associated
with 50% vaccine effectiveness [19]. These results are in line with other studies in kidney
transplant recipients [10-12] and provide new data regarding patients with CLL.

In kidney transplant recipients, our results confirm the association between young
age (<65 years) and response to COVID-19 vaccines (p = 0.02) [6,20] and suggest a better
response in patients with a history of COVID-19 (p = 0.04). In patients treated for CLL,
our results confirm the association between treatment with tyrosine kinase inhibitors or
venetoclax and non-response to COVID-19 vaccines (p = 0.007) [8].

One limitation of our study is the small number of patients with longitudinal follow-
up. Indeed, antibody responses in immunocompromised patients are probably too hetero-
geneous to compare groups of unpaired patients. Other limitations of our study are the
lack of antibody measurements prior to vaccination, the lack of in vitro investigation of
neutralizing Ab titers, especially against circulating variants, and cellular responses. Other
parameters such as disease stage and other treatments, not included in this study, could
also have an impact on response to COVID-19 vaccines.

Overall, we believe these results highlight the need for vaccination of the general
population and the importance of upholding non-medical preventive measures to protect
immunocompromised patients, especially those at higher risk of non-response to COVID-
19 vaccines.
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We report the strategy leading to the first detection
of variant of concern 202012/01 (VOC) in France (21
December 2020). First, the spike (S) deletion H69-V70
(AH69/AV70), identified in certain SARS-CoV-2 variants
including VOC, is screened for. This deletion is associ-
ated with a S-gene target failure (SGTF) in the three-
target RT-PCR assay (TagPath kit). Subsequently, SGTF
samples are whole genome sequenced. This approach
revealed mutations co-occurring with AH69/AV70
including S:N501Y in the VOC.

Since September 2020 a severe acute respiratory syn-
drome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) deletion H69-V70
(AH69/AV70) in the spike (S) protein has attracted
increasing attention. This deletion was detected in the
cluster-5 variant, identified both in minks and humans
in Denmark. This cluster-5 variant carries a receptor
binding domain (RBD) mutation Y453F and was asso-
ciated with reduced susceptibility to neutralising anti-
bodies of sera from recovered coronavirus disease
(COVID-19) patients [1-3]. The AH69/AV70 has also
co-occurred with either one of two other noteworthy
RBD mutations [4]: N439K that is currently spreading in
Europe and might also be related to reduced suscepti-
bility to SARS-CoV-2 antibodies [5] and N5o1Y that was
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identified for example in the SARS-CoV-2 variant of
concern (VOC) 202012/01 recently detected in England
[6]. Although the impact of AH69/AV70 on SARS-CoV-2
pathogenesis is not clear, enhanced surveillance is
urgently needed.

Herein we report the two-step strategy that enabled
the timely detection of VOC 202012/01 in France, as
well as other variants carrying AH69/AV70.

AH69/AV70 associated with S-gene target
failure of a three-target RT-PCR assay

As part of routine SARS-CoV-2 genomic surveillance
performed at the national reference centre (NRC) for
respiratory viruses (Lyon, France) [7], a 6-nt deletion
(21765—-21770) within the S gene was identified in two
nasopharyngeal samples collected in Lyon, France
on 1 and 7 September 2020, respectively. The SARS-
CoV-2 infection diagnosis had been performed on 2
and 8 September 2020, respectively with the Applied
Biosystems TagPath RT-PCR COVID-19 kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, United States (US)) that
includes the open reading frame (ORF) 1ab, S, and
nucleocapsid (N) gene targets. For these two samples,
a S-gene target failure (SGTF) was observed while
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FIGURE 1

(A) Amplification curves® obtained with TagPath COVID-19 RT-PCR kit for samples harbouring SARS-CoV-2 with nt
deletion 21765-21770 in the spike gene and (B) pairwise sequence alignment from nt position 21758 to 21775 of a reference

spike gene and a spike gene with the 21765-21770 deletion
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Cq: cycle quantification cycle; MS2: MS2 bacteriophage internal positive control; N: nucleocapsid gene target; ORFiab: open reading frame
1ab gene target; S: spike gene (S gene) target; SARS-CoV-2: severe acute respiratory syndrome coronavirus 2.

2 The amplification profiles for the three targets (ORF1ab, N, S panels) included in the RT-PCR kit are shown for a SARS-CoV-2 positive sample
harbouring the S-gene deletion 21765-21770. The amplification curve of the internal control is also represented (MS2 panel). For each plot,
the vertical straight orange line indicates the determination of the Cq, whose value is indicated by a number next to the line.

b Alignment using CoV-GLUE resource [8]. The sequence within the S gene, which lacks nts (i.e. 21765-21770 deletion) is in the lower part of

the alignment and the reference sequence (Wuhan-Hu-1) is in the upper part. nt positions in each sequence are indicated by the vertical
numbers. Amino acids encoded by the nt sequence containing the deletion are in green boxes, while those encoded by the nt reference
sequence are in blue boxes. Amino acid numbering is above the blue boxes. The 21765-21770 deletion in the S gene results in deletion of
amino-acid residues 69 and 70 in the S protein; on each side of the 21765-21770 deletion in the nt sequence, the remaining ATC (21764—

21771-21772) encodes an isoleucine amino acid (I).

ORF1ab and N targets was correctly amplified with
quantification cycle (Cq) values<2s (Figure 1A).

The two samples were subjected to whole genome
sequencing (WGS) and the sequences were depos-
ited in the GISAID Initiative’s EpiCOV database on
15 October 2020 (GISAID accession numbers: EPI_
ISL_582112, EPI_ISL_582120). The mean coverage
was 6903x and 6898x, respectively and the S dele-
tion 21765-21770 was present in 100% of the reads.
Using CoV-GLUE online resource [8], we found that
the S deletion 21765-21770 led to the removal of two
amino acids (AH69/AV70) in the N-terminal domain of
the S1 subunit of the S protein (Figure 1B). The WGS
method used was the amplicon-based ARTIC v3 proto-
col (https://artic.network/ncov-2019) combined with
Nextera DNA Flex library and sequencing on NextSeq
500 platform (Illumina, San Diego, US). To confirm
the deletion, one sample was also sequenced with
an untargeted metagenomic protocol that yielded the
same sequence. Of note, this metagenomic approach
could not be applied for the second sample due to low
viral load [9].

Although the coordinates of the primer/probe binding
regions were not available for the TagPath kit, the man-
ufacturer confirmed that the S deletion H69-V70 was
in the area targeted by the test.

AH69/AV70 screening with RT-PCR
followed by whole genome sequencing

We then performed a retrospective analysis of the
TagPath kit results obtained at a community-based
testing platform hosted by the virology laboratory of
Lyon university hospital, from 3 August to 20 December
2020. We selected only the samples with a Cq value<2sg
for the N target, the most sensitive target of the test. Of
note, a Cq value of 25 with the TagPath kit corresponds
to a cycle threshold (Ct) value of 30 with the real time
RT-PCR IP4 (Institut Pasteur assay, Paris, France) [10].
By doing so, we found that 59 of 9,266 (0.6%) positive
tests had no amplification of the S gene. No significant
increase of the SGTF was noticed over time; the propor-
tion ranging from 0% (week numbers 32, 33, 34, 42,
48-51) t0 2.84% (week number 37; Figure 2).
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FIGURE 2

Prevalence of the S negative profile (negative for S target and positive for N and ORFlab targets) with TagPath COVID-19
RT-PCR kit, Lyon, France, 3 August (week 32)-20 December (week 51) 2020 (n=9,266 samples tested)
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N: nucleocapsid; ORF: open reading frame; S: spike.

Among the 59 samples with SGTF, 36 were available for
WGS. These 36 samples were collected from 5 August
to 11 November (18/36 were collected after 9 October).
A total of 11 samples that presented an amplification
of the S target were also sequenced. The sequencing
results were fully concordant with the RT-PCR profiles
(all of the samples with SGTF had the S deletion AH69/
AV7o0, while all of the S-gene positive samples did not
contain AH69/AV70). For samples with SGTF, other
S mutations were detected and are summarised in
the Table. For 21 of the 36 samples, the S mutations co-
occurring with AH69/AV70 were S477N and D614G; 10
of the 36 samples presented N439K and D614G muta-
tions in addition to AH69/AV70. Of note, the complete
combination of S mutations in cluster-5 variant or in
VOC 202012/01 was not found in any of the 36 samples.

The two-step strategy (i.e. screening with the TagPath
COVID-19 RT-PCR kit followed by WGS for SGTF sam-
ples) presented herein has been implemented in France
since 20 December 2020. On 21 December, the virology

www.eurosurveillance.org

Week

laboratory of university hospital of Tours reported a
SGTF on a nasopharyngeal sample from a patient with
a recent travel history from England (London). The
sample was sent to the NRC for WGS and the detec-
tion of VOC 202012/01 (lineage B.1.1.7) was confirmed
on 25 December, corresponding to the first detection
of this variant in France (GISAID accession number:
EPI_ISL_735391).

Ethical statement

Samples used in this study were collected as part of
an approved ongoing surveillance conducted by the
NRC for respiratory viruses in Lyon, France (World
Health Organization reference laboratory providing
confirmatory testing for COVID-19). The investigations
were carried out in accordance with the General Data
Protection Regulation (Regulation (EU) 2016/679 and
Directive 95/46/EC) and the French data protection
law (Law 78-17 on 06/01/1978 and Décret 2019-536
on 29/05/2019. No additional samples for the purpose
of this study were collected. Patients were informed of
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TABLE

Spike mutations co-occurring with AH69/AV70 in samples
with S negative profiles (negative for S target and positive
for N and ORFlab targets) obtained with the RT-PCR
TaqPath kit, Lyon, France, 5 August-11 November 2020
(n=36 samples)

Spike mutation co-occurring with AH69/ Number of
AV7o spike deletion sequences
S477N+D614G 21
N439K+D614G 10
H146Y+D614G 1
D80oY +N439K+D614G 1
AI679/A671/A672/A673 X
deletion+S477N+D614G

D614G 1
V401L+S477N+D614G 1

N: nucleocapsid; ORF: open reading frame; S: spike.

the research and their non-objection approval was con-
firmed. This study was presented by the ethics commit-
tee of the Hospices Civils de Lyon (HCL), Lyon, France
and registered on the HCL database of RIPHN studies
(AGORA N°41).

Discussion and conclusion

According to CoV-GLUE resource [8] (update from
GISAID: 14 December2020), the S deletion 21765-21770
has been identified in 4,632 sequences worldwide
(>99% in Europe). Interestingly, only 16 sequences con-
taining this deletion were sampled between 15 March
and 23 July corresponding to the first wave of COVID-19
pandemic in Europe. Herein, using data obtained with
TagPath RT-PCR kit, we found an overall prevalence
of 0.6%, suggesting a limited circulation of variants
presenting AH69/AV70o during the second wave of the
pandemic in Lyon, France. Of note, at the time of the
study no travel restriction measures were implemented
in France. The two-step strategy presented herein ena-
bled to identify SARS-CoV-2 variants carrying AH69/
AV70 and RBD mutations. More importantly, this strat-
egy allowed the first detection of the VOC 202012/01
in France.

It should be underlined that N439K, Y453F or N5o1Y RBD
mutations that can co-occur with AH69/AV70 might be
associated with an increased affinity to angiotensin-
converting enzyme 2 (ACE2) or reduced sensitivity to
SARS-CoV-2 antibodies [3,5,11-13]. The N5o1Y muta-
tion of the VOC 202012/01, in particular, might be also
responsible of the higher transmissibility reported for
this lineage [14].

It has been hypothesised that AH69/AV70 might com-
pensate some RBD mutations and might be involved
in the transmissibility of the variants containing these
mutations [4,6]. In addition, it has been recently shown
that the combined AH69/V70 and D796H mutant was
less sensitive to neutralising antibodies [15]. As the
N-terminal domain of the S1 subunit of the S protein
may interact with lung receptors [16] and might be a

target of neutralising antibodies [17,18], further studies
are needed to understand the consequences of AH69/
AV70 on SARS-CoV-2 transmissibility and host-immune
response.

The present study has several limitations. First we
selected only samples with a Cq value <25 for the N
gene that corresponds to the limit of sensitivity of the
WGS method used. The detection of VOC 202012/01
could therefore be underestimated, but not the preva-
lence. In addition, this strategy cannot identify other
variants of concern that do not carry AH69/AV70 as
the variant 501Y.V2 first detected in South Africa [19].
However, it allows rapid retrospective and prospective
evaluation of the prevalence of VOC 202012/01, includ-
ing in countries with limited sequencing capacity.

Importantly, the TagPath kit did not lead to false nega-
tive conclusions regarding the SARS-CoV-2 diagnosis
as the two other targets remained positive. The data
presented herein emphasise that the TagPath RT-PCR
assay is a useful and cost-effective tool enabling a
rapid, large-scale screening of SARS-CoV-2 variants
with AH69/AV70. In the meantime, a similar approach
has been adopted in the United Kingdom where the fre-
quency of SGTF is used as a proxy for estimating and
monitoring the spread of the VOC 202012/01 [14,20].
Samples with SGTF should be further addressed to
national referral laboratories for SARS-CoV-2 WGS in
order to confirm the presence of VOC 202012/01. This
two-step strategy can contribute to the timely detec-
tion and isolation of VOC 202012/01 cases and has
been reinforced in France as national diagnostic plat-
forms have mainly implemented the TagPath RT-PCR
kit.
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Background: The coronavirus infectious disease-2019 (COVID-19) pandemic has led
to an unprecedented shortage of healthcare resources, primarily personal protective
equipment like surgical masks, and N95/filtering face piece type 2 (FFP2) respirators.

Objective: Reuse of surgical masks and N95/FFP2 respirators may circumvent the
supply chain constraints and thus overcome mass shortage. Methods, design, setting,
and measurement: Herein, we tested the effects of dry- and moist-air controlled heating
treatment on structure and chemical integrity, decontamination yield, and filtration
performance of surgical masks and FFP2 respirators.

Results: We found that treatment in a climate chamber at 70°C during 1 h with 75%
humidity rate was adequate for enabling substantial decontamination of both respiratory
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viruses, oropharyngeal bacteria, and model animal coronaviuses, while maintaining a

satisfying filtering capacity.

Limitations: Further studies are now required to confirm the feasibility of the whole
process during routine practice.

Conclusion: Our findings provide compelling evidence for the recycling of pre-used
surgical masks and N95/FFP2 respirators in case of imminent mass shortfall.

Keywords: SARS-CoV-2, facemask, recyclibility, surgical face masks, COVID-19, heating, FFP2/N95, coronavirus

HIGHLIGHTS

- A worldwide mass shortage of surgical masks and N95/FFP2
respirators has been observed during the coronavirus
infectious disease-2019 (COVID-19) pandemic;

- Alternative means for recycling pre-used face masks are
warranted in such a context of sanitary crisis;

- A moist heating treatment results in a satisfactory
decontamination of critical respiratory pathogens while
preserving the structural integrity and filtration efficiency of
protective masks.

INTRODUCTION

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (also referred
to as SARS-CoV-2) is responsible for the coronavirus infectious
disease-2019 (COVID-19) pandemic. SARS-CoV-2 remains
viable over several hours on different inert surfaces and up to
3h in the air (1). During previous other epidemics, the airborne
route of transmission was already associated with nosocomial
super-spreading events (2). Although not fully elucidated so
far, transmission of SARS-CoV-2 may occur partly by aerosol
droplets and contaminated postilions of aerodynamic diameter
ranging from 0.25 to 3.0 um (3). Accordingly, any face-to-face
contact closer than <6 feet to a symptomatic patient should be
considered significant exposure, if sustained for at least a few
minutes (4).

In order to reduce the risk of interindividual contamination
(5), most governments, medical societies, and health associations
agreed to recommend to healthcare workers and caregivers
systematic wearing of protective face masks, like surgical
masks and N95/filtering face piece (FFP) respirators to cover
the mouth and nose during the COVID-19 pandemic (to be
complemented by meticulous hand hygiene, eye protection,
gloves, and gown wearing). Approved protective masks
are composed of several layers of nanofibers made with
polypropylene (6). Surgical masks are primarily designed to
prevent transmission of pathogens from infected patients
wearing them to others and from contaminating their
surroundings and direct environment (5). Additionally, FFP
respirators protect noninfected healthy people wearing them
from inhalation of aerosol particles. According to European
standards, FFPs are sorted in three distinct subclasses depending
on their aerosol filtration efficiency and leakage percentages.
During the COVID-19 pandemic, caregivers are encouraged

to wear at least FFP2-grade respirators (specifications close
to N95 respirators in the USA), coming in contact with
patients infected with SARS-CoV-2 or suspected of being so.
Both surgical masks and N95/FFP2 respirators are single-
use disposable devices, and most industrial manufacturers
are currently overwhelmed by massive orders. Thus, several
countries and health facilities are now suffering from in- and
out-hospital mass shortage of protective surgical masks and
NO95/FFP2 respirators.

Therefore, in the present context of world sanitary emergency,
alternative processes allowing to extend the existing on-hand
supplies are critically required to offer satisfying respiratory
protective means for all healthcare workers (7). Production
of fabric masks (e.g., with non-cellulose synthetic fibers based
on nonwoven polypropylene [Spunbond, Meltblown, Spunbond
(SMS)]) (5) or application of different decontamination means
to pre-used protective masks has been urgently assessed. Many
strategies are unsatisfactory (8, 9), insufficiently documented,
or leading to poor decontamination yields and loss of filtration
performances. Moreover, both the practical transposition of all
these treatment procedures to each hospital service, attendant
care, and nursing department and the wearers’ comfort have
often been neglected. Thanks to an incredible international
multidisciplinary effort, promising disinfecting processes are
emerging and some are already in application in “real-
life conditions.”

Herein, we demonstrate the benefits of an easy-to-use
recycling solution that will reduce the overall burden on mass
shortage in healthcare facilities using a heating stage at 70°C, a
temperature known to inactivate the SARS-CoV-2 (10). Hence,
we provide a simple procedure that efficiently decontaminates
surgical masks and FFP2 respirators from respiratory pathogens
while preserving filtration performances.

MATERIALS AND METHODS

Protective Masks

All assays on oropharyngeal bacteria, influenza virus, and
filtration performances were carried out using conventional
elastic surgical masks (different brands including THF type II R
3 Plis®, CA Diffusion, Halluin, France) and FFP type 2 (FFP2)
respirators (RP2_M®, CA Diffusion). Inactivation assays on
surrogate animal coronaviruses were performed using surgical
(THF type IIR CA1960®, CA Diffusion) and FFP2 (FFP2 NRD
type TIR 2192S-WH®, Medicom, Saint Barthélémy d’Anjou,

Frontiers in Medicine | www.frontiersin.org

October 2020 | Volume 7 | Article 584036

282



Bernard et al.

Recycling Masks for Fighting Against SARS-CoV-2 Transmission

France). All were certified by EN 149:20014+-A1:2009 NF or EN
14683+AC standards.

Model Strains of Oropharyngeal Bacteria
Streptococcus pyogenes (isolate 19-103100), Staphylococcus aureus
(strains ATCC 29213 and ATCC 6538), and Haemophilus
influenzae strains (isolate CIP776) were grown in heart-
brain liquid medium (BD Brain Heart infusion broth®,
Beckton Dickinson, Rungis, France) or in Muller-Hinton® agar
(bioMérieux, Craponne, France).

For titration, bacteria were diluted 10-fold up to 1:10,000,
and 50 pl of each dilution were then deposited onto agar plates,
trypticase soy agar TSH® (bioMérieux) for S. aureus and S.
pyogenes or onto Chocolate agar PolyViteX® agar (bioMérieux)
for H. influenzae, before incubation at 37°C and subsequent
counting of the number of colony-forming units (CFU/ml).

Model Strains of Respiratory Viruses

The influenza A H3N2/Scotland/20/74 strain was prepared
as previously described (11) and cultured onto canine kidney
epithelial mycoplasma-free Madin-Darby canine kidney
(MDCK) cells (ATCC CCL-34) with minimum essential
medium-Eagle (MEM) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS) and 1% penicillin/streptomycin.

Two animal coronaviruses were used as surrogates for SARS-
CoV-2. Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) strain CV777
(12) was grown on Vero cells (ATCC® CCL-81) in MEM
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) supplemented
with 0.3% tryptone phosphate broth, 0.02% yeast extract (12)
(adjuvants to culture media cells), 1% penicillin/streptomycin,
and 10 pg/ml trypsin (13). Infectious bronchitis virus of chicken
(IBV) strain Mass 41 (14) was propagated on primary cultures
of kidney cells prepared from specific pathogen-free chicken
embryos of 19 days of age (14), maintained in BHK-21 medium
(Gibco, Cergy-Pontoise, France), supplemented with 0.15%
tryptone phosphate broth, 1% penicillin/streptomycin, 1.5% of
FBS, and the pH was adjusted to 7.2 with NaHCOj; (15).
Suspensions of IBV and PEDV were prepared in culture medium
containing 20% FBS before inoculation onto masks.

Influenza virus titration was performed using the plaque-
forming unit (PFU) method adapted from Matrosovich et al.
(16). Briefly, six-well cell culture plates were seeded at 1.0 x
10° MDCK cells/well. One day later, cells were washed with
MEM buffer and infected at 37°C with 400 .l of serial dilutions
of the sample. Plates were gently shaken every 10min for
1h. Then, each well was covered with 3ml of a mixture of
MEM buffer, 1.2% Avicel® (Dupont, Copenhagen, Denmark),
1% penicillin/streptomycin, and 1pg/ml of TPCK-Trypsin®
(Thermo Fisher Scientific). Plates were further incubated at 37°C
for 72h. After two washings in PBS buffer, cell layers were
stained with a solution containing 10% crystal violet oxalate,
10% formaldehyde, and 20% ethanol, and plaques were counted.
Viral titers were finally expressed as PFU/ml. Animal PEDV
and IBV coronaviruses were titrated according to Reed and
Muench (17), and virus titers were expressed as TCIDso/ml (50%
tissue culture infective dose per milliliter), as calculated based
on immunoperoxidase monolayer assay on Vero cells (PEDV) or

immunofluorescent assay on primary chicken kidney cells (IBV)
(18), using pathogen-specific pig and chicken anti-sera.

Dry- and Moist-Air Heating Treatment

Procedures

The surgical masks and FFP2 respirators were inserted into
ISO11607-certified sterilization bags (NF EN 868-5, Amcor,
Ziirich, Switzerland) and submitted to different heat treatments
based on either single usual runs (70°C—15min, 70°C—60 min,
90°C—3h, 100°C for 60min, or 120°C—10min) in the
tumble-drying machine (Kannegiesser®, Nanterre, France) with
rotation but without detergent or single transit [70°C—1h
no humidity or 70°C—1h with 75% humidity rate (HR)] in
an HPP260® constant climate chamber (Memmert GmbH,
Schwabach, Germany). For the coronavirus experiments, the
experimentally contaminated protective masks were inserted into
a Binder KBF115® climate chamber (Binder GmbH, Tuttlingen,
Germany) and submitted to a single heat treatment of 70°C—1
h-with 75% HR.

Assessment of the Structural and
Chemical Integrity

After the heating treatment, surgical masks and FFP2 respirators
underwent successive evaluations that were carried out as
GO/NO GO steps in order to ensure the preservation of
their integrity and their function (Supplementary Figure 1). For
GO/NO GO Step 1, unused surgical masks, and FFP2 respirators
were thoroughly observed for obvious changes in physical
appearance (color, shape, and size), and their ultrastructure
was compared to untreated masks using scanning electron
microscopy [(SEM) Ultra Plus® FEG, Zeiss, Oberkochen,
Germany]. For such a purpose, mask layers were first coated with
40-A platinum using a PECS 682® apparatus (Gatan, Pleasanton,
CA, USA).

At the molecular level, modifications of the treated (unused)
surgical masks and FFP2 respirators were evaluated by Fourier-
transform infrared spectroscopy equipped with single-reflection
diamond attenuated total reflectance (ATR) accessory (i.e.,
Vertex 70v FT-IR® spectrometer, Bruker, Billerica, MA, USA)
with a Golden Gate® (Specac, Orpington, United Kingdom):
acquisition was recorded between 4,000 and 600 cm™!,
with a resolution of 4 cm™! and 64 scan repetitions.
Volatile molecules trapped in the film were identified by
thermal desorption (TD) through a TD 350® thermo-desorber
(PerkinElmer, Courtaboeuf, France) coupled to a GC-6890®
gas chromatography (GC) associated with a MS5973N® mass
spectrometer [(MS) Agilent, Les Ulis, France] under TD
conditions at 140°C and under helium for 10 min (19). Only
the treatment conditions that allowed correct preservation
of the masks integrity were kept for further assessments
described below.

Assessment of the Decontamination Yield

For GO/NO GO Step 2 (Supplementary Figure 1), 50 ! of each
pathogen suspension were deposited onto a delimited area of
protective surgical masks and FFP2 respirators on either the
inner or the outer lining. Then, the masks were incubated at 37°C
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for 1h to dry the pathogen suspension and further submitted
to dry-air or moist-air heating treatments, as described above.
Control masks (with deposition of bacteria or virus suspension,
but no heating treatment) were stored at 4-6°C for the same
duration. Thereafter, all the afore-delimited areas were cut out,
placed into 2-ml sterile water or culture medium (when loaded
with either bacteria or viruses, respectively, in order to resuspend
the residual pathogens), and then mixed. Next, the suspensions
were diluted and analyzed as described above for titration. Since
the relative extraction rates from the FFP2 respirator fibers were
estimated at 22 and 15% for bacteria (S. aureus) and virus
(influenza A H3N2/Scotland/20/74), respectively, the lower limit
of detection (LLOD) was thus established at <100 CFU/ml for
bacteria and <17 PFU/ml for influenza virus. The extraction rate
was 0.06 and 10% for the IBV and PEDV (a 10-fold dilution
was necessary to dilute the residual FBS, which interfered with
viral isolation). The extraction rates (ratio between infectious
titers of initial viral inoculum and virus eluted from masks) were
16.6 and 3% for the PEDV and IBV, respectively. The LLOD
for the PEDV and IBV re-isolation procedures was determined
by 10-fold serial dilutions and was 10> TCIDsq/ml for both
viruses. The TCIDs( reduction after moist-air heating treatment
was calculated to be at least the difference between the infectious
titer of eluted virus and the LLOD. Only the treatment condition
that allowed correct achievement of decontamination yield were
kept for further assessments described below.

Assessment of the Bacterial Filtration

For GO/NO GO Step 3, the evaluation of the filtration
efficacy of the surgical masks was performed following the EN
14683:2019 standard (20) (Supplementary Figure 1). Briefly, a
specimen of the inside surgical mask material was clamped
between a six-stage viable Andersen cascade impactor and an
aerosol chamber (glass, 445mm long and 60mm in external
diameter; Supplementary Figure 2, left panel). Aerosolization of
3.0 & 0.3 wm droplets from a 3-ml suspension of S. aureus (ATCC
6538) was achieved by the E-Flow® mesh nebulizer (Pari GmbH,
Starnberg, Germany) to maintain a bacterial challenge (2,200
+ 500 CFU per test) during a 1-min nebulization. Each test
specimen was conditioned at 21 & 5°C and 85 % 5% HR for the
time required to bring them into equilibrium with atmosphere
prior to testing. Finally, the filtration efficiency of the masks was
expressed as a percentage of the CFU initially present in the
challenge aerosol that passed through the material.

Assessment of the Viral Filtration

For the rest of GO/NO GO Step 3 (Supplementary Figure 1),
aerosolization of a suspension at 3.5 x 107 PFU/ml influenza A
H3N2/Scotland/20/74 virus strain was achieved by the Aerogen
Solo® mesh nebulizer (Aerogen, Galway, Ireland) (21) and using
the experimental setup described in Supplementary Figure 2
(right panel). The size of the droplets (3.6 & 0.1 um) was similar
to the EN 14683:2019 standard that is dedicated to the assessment
of medical devices for usage against respiratory pathogens. After
nebulization, the virus was collected in a BioSampler® device
(SKC, Eighty Four, PA, USA) filled with 5 ml of MEM buffer, and
the percentage of viral particles passing through the masks was

determined by virus titration as aforementioned. Considering the
experimental setting, the LLOD for filtration was estimated at
2.5 PFU/ml

Measurement of the Inspiratory Resistance
For GO/NO GO Step 3 bis., an original mounting using
a 4000 series® digital flow meter (TSI, Marseille, France)
was exploited for measuring the inspiratory resistance of the
surgical masks and FFP2 respirators before and after treatments
(Supplementary Figure 3). Two pressure gauges (Magnehelic
2000-0®, Dwyer Instruments, Suresnes, France) continuously
controlled the pressure differential between the flow meter and
the pump. Different inspiratory flow rates were tested from 15 to
60 L/min. The difference in inspiratory resistance of heat-treated
masks compared to control masks was expressed in Pascal (Pa)
per square centimeter.

RESULTS

The global design of the study is
Supplementary Figure 1. Following the runs in the tumble-
drying machine, only the treatment condition at 70°C during
15 or 60min allowed complete preservation of the global
structure and the integrity of the surgical masks and FFP2
respirator nanofibers. In contrast, longer or hotter processes
were deleterious for the quality, with slight or rough obvious
destruction. After one 60-min cycle in the climate chamber
at 70°C and 75% HR, no macro- or micro-alterations were
observed (Figure 1A). Contrary to the autoclaving process, the
surgical masks and FFP2 respirators were not wet in such a
condition (GO/NO GO Step 1, positively checked). The same
finding was observed after 3-5 iterative cycles of moist heating
(data not shown). After moist-air heating treatment, there
was no proof of (oxidization-based or chemical) alteration at
the molecular level (Figure 1B) of any layer of the surgical
masks and FFP2 respirators. This was also the case for the
elastic rubber band (not shown). Besides, the mask layers were
confirmed as composed of polypropylene only, except for
the mid-layer of treated/untreated surgical masks and FFP2
respirators that also presented four additional bands centered
at 3,300, 1,642, 1,564, and 723 cm™! and 3,295, 1,640, 1,565,
and 1,530 cm™!, respectively, which probably correspond to
a molecule of the amide family. TD-GC-MS chromatogram
indicated that two new molecules were trapped in the treated
FFP2 respirators (in comparison with untreated respirators):
they actually corresponded to benzoic acid and an unidentified
compound (Figure 1B). Nevertheless, their respective signal
intensities were so weak that no one could conclude to
significant modification of any of the four layers of the FFP2
respirators. The same comment applied to the elastic rubber
bands (not shown). Altogether, only the treatment conditions
with dry-air heating at 70°C for 15-60 min and moist-air
heating at 70°C for 1h were thus kept for further investigations
(Supplementary Figure 1).

Decontamination assay showed the inability of dry-air heating
(70°C, 15 or 60 min) to drastically reduce the number of bacteria
and the virus titers (by 0 to —1.0 log;o only; data not shown). In

summarized in
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FIGURE 1 | (A) Observation through scanning electron microscopy of the middle layer of surgical masks and filtering face piece type 2 (FFP2) respirators whether
untreated or treated by moist-air heating at 70°C (75% humidity rate (HR) during 1 h) in the climate chamber. The inner panels show the correct structural integrity of
polypropylene nanofibers at higher magnification. (B) Assessment of the molecular modifications of FFP2 respirators treated by moist-air heating at 70°C (75% HR
during 1 h) in the climate chamber compared to untreated FFP2, as observed through Fourier-transform infrared attenduated total reflection (FTIR-ATR) (left panel) and
thermal desorption—-gas chromatography-mass spectrometry (TD-GC-MS) (right panel). The FFP2 respirator layers were confirmed as composed of polypropylene
only, except for the mid-layer of treated/untreated FFP2 respirators that also presented four additional bands centered at 3,295, 1,640, 1,565, and 1,530 cm~", which
probably correspond to a molecule of the amide family; this hypothesis is supported by the fact that this kind of molecule is known to be an effective process agent
during the melt-blown process of the polypropylene fibers (22). The left panel shows only the internal and mid-layer as examples. The chromatogram displayed in the
upper right panel showed the four layers of the untreated FFP2 respirators altogether. It indicated a low quantity of molecules: most of them were linear and branched
alkanes. The two main peaks at 14 min represented butylated hydroxytoluene (BHT), i.e., a very well-known antioxidant, and 2-ethylhexanoic acid. In the lower right
panel is superimposed the chromatogram of the treated FFP2 respirators to the untreated ones. Only two very weak new peaks were observed: the first one
corresponds to benzoic acid, the second one being unidentified. a.u., arbitrary units; cm~", per centimeter; min, minute.

only the moist-air treatment condition (70°C for 60 min with
75% HR) was kept for further analyses.

After treatment in the climate chamber at 70°C during 60 min
with 75% HR, the bacterial filtration efficiency of surgical masks
for S. aureus was assessed at 100.0 & 0.0% for the moist-heated
treatment (vs. 99.9 & 0.0% for untreated masks; right panel of
Figure 2C, GO/NO GO Step 3, positively checked), following

contrast, moist-air heating in climate chamber (70°C, 75% HR
for 60 min) resulted in a remarkable decrease of oropharyngeal
pathogens and influenza virus (GO/NO GO Step 2, positively
checked): —6.0 logjo for S. aureus, —5.0 logyo for S. pyogenes,
—3.0 logyo for H. influenza, and —5.5 logy for the influenza A
H3N2/Scotland/20/74 virus strain (P < 0.05) (Figure 2A), which
corresponds to the maximum based on the limit of detection of

each assay. The moist heating treatment also allowed inactivation
of the two surrogate animal coronaviruses, as evidenced by
TCIDs reductions of at least —5 logo and —2 logo for PEDV or
IBV, respectively, irrespective of the kind of protective masks and
mask side (inside/outside linings) tested (Figure 2B). Therefore,

the EN 14683 standard. The viral filtration performances for
the influenza virus were 96.2 £ 6.9% with the surgical masks
and >99.9% with the FFP2 respirators (left panel of Figure 2C,
GO/NO GO Step 3, positively checked). Noteworthy, filtration
of fluorescein, using the same experimental setup, resulted
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FIGURE 2 | (A) Decontamination yields obtained after dry- or moist-air heating treatment for influenza A H3N2/Scotland/20/74 virus and oropharyngeal bacteria.

(B) Decontamination yields obtained after moist-air heating treatment for swine porcine epidemic diarrhea virus [(PEDV) left panel] and avian infectious bronchitis virus
of chicken [(IBV) right panel] coronaviruses. Lack of virus re-isolation was arbitrarily indicated in the figure as a titer equal to the lower limit of detection (LLOD) of the
re-isolation process. (C) Filtration properties of surgical masks (upper panel) and filtering face piece type 2 (FFP2) respirators (lower panel) for the influenza A
H3N2/Scotland/20/74 virus strain and for Staphylococcus aureus ATCC 6538 (on surgical masks only for the latter as specified by EN 14683 guidelines).

(D) Measurement of inspiratory resistance for surgical masks (left panel) and FFP2 respirators (right panel). All results are expressed as mean + SEM. CFU,
colony-forming unit; AP, differential of pressure; L/min, liter per minute; ND, not determined; Pa/cm?, Pascal per square centimeter; PFU, particle-forming unit; SEM,

Inspiratory flow rate

Inspiratory flow rate

in 98.9 and 99.9% filtration for surgical masks (n 2) and
FFP2 respirators (n = 2), respectively (data not shown). The
discrepancy between the virus and fluorescein filtration rate
for surgical masks was due to the heterogeneous and low
viability of the influenza A H3N2/Scotland/20/74 virus during
nebulization/collection (data not shown).

Whatever the inspiratory flow, no difference were observed
regarding the resistance parameters of control masks and treated
ones for both surgical masks and FFP2 respirators (Figure 2D,
GO/NO GO Step 3 bis., positively checked).

DISCUSSION

SARS-CoV-2 is a virus with an outer envelope, which means that
it is theoretically very sensitive to conventional decontamination
methods. Few years ago during the HIN1 influenza pandemic,
the National Academy of Medicine (formerly known as
Institute of Medicine, USA) already suggested that simple
decontamination techniques [e.g., bleach, ethylene oxide,
ultraviolet (UV) germicidal irradiation, hydrogen peroxide
gas, microwave oven irradiation, etc. (8, 23)] should be deeply
investigated in an effort to extend the service life of protective
masks (24). Unfortunately, many processes showed that either
the structural integrity or the filtration performance of such
treated mask could be drastically altered following multiple
exposure to aerosols, chemicals, and extreme temperature
(25). Furthermore, inappropriate decontamination may be a

potential risk of infection since recycled surgical masks and
NO95/FFP2 respirators may become a reservoir for pathogens
(26). For instance, UV treatment was found to destroy
the outer polypropylene nanofibers. Likewise, dry heating
>160°C, as well as 70% isopropyl alcohol spraying, caused
significant filter degradation (8). Gamma irradiation with 20
kGy (2 MRad) was demonstrated as sufficient for inactivating the
viruses, but studies showed possible deformation of the masks,
compromising the inner filtering layer of N95/FFP2 respirators
and also the correct mask fitting on the face (9). However, in
light of the current sanitary emergency, the Atlanta Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) recently provided
guidelines for “crisis alternate strategies,” including the use of
improvised homemade or treated masks (27). Thanks to several
national task forces, comprising both academic laboratories and
private companies, evaluating the reuse of surgical masks and
N95/FFP2 respirators, promising decontamination processes
have emerged during the COVID-19 sanitary crisis. One of the
most advanced is hydrogen peroxide vapor, already applied in
a clinical setting in the USA, and showing decontamination
and maintenance of post-decontamination performances
on N95 respirators (28). Hopefully, wearers will not suffer
discomfort due to residual hydrogen peroxide odor, as previously
described (29).

Tumble-drying machines are cosmopolitan equipment, which
is commonly used at home or in the hospital for laundry.
They offer the possibility to heat at 70°C—a temperature
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reported to in vitro inactivate the SARS-CoV-2 by decreasing
its TCID5 titer in Vero-E6 cells from 6.8 log;o to undetectable
level after 5min of exposure—or higher temperatures (10). In
the past, such hot-air drying processes already showed good
decontamination performance for reducing the bacteria and
virus burden (30, 31), but only at >92°C (32). Unfortunately,
in the present study, we evidenced that dry-air heating in
the tumble machine failed to reach satisfying decontamination
yields and even generated sometimes degradation of the material
with exposure to moderate to extreme hot temperatures >70°C
and/or the mechanical frictions inside the machine. In contrast,
and as suggested by preliminary studies (33, 34), we showed
herein that a unique step of moist-air heating at 70°C during
1h in climate chamber, with 75% HR, was efficient on
relevant surrogate viruses of SARS-CoV-2. Overall, our findings
showed that this treatment did not generate an alteration
of the surgical masks and FFP2 respirators at the structural
and molecular levels, while it ensured effective bacterial/viral
decontamination and allowed conservation of their filtration
efficiency and resistance performances. Interestingly, the masks
were not wet after climate chamber decontamination (contrary
to autoclaving), avoiding an additional drying step that may
be deleterious.

To date, climate chambers are mostly reserved to hospital
pharmacies or pharmaceutical companies. They enable traceable
control of the temperatures, and they can provide 3-80% HR
inside. One could easily imagine the feasibility of implementing
and defining a logical circuit for recycling the protective surgical
masks and N95/FFP2 respirators and then ensuring their return
to their first user—a critical item to be considered to ensure
acceptability of reuse.

Through the aforementioned method, one can say that
we have totally fulfilled the conditions recommended by The
Center for Infectious Disease Research and Policy of Minnesota
University, which states that, in the case of a pandemic, an
acceptable decontamination method must render the organism
(or a closely related surrogate) nonviable and not diminish
filter and fit performance, respirator integrity and structure, or
comfort, odor, and wears. Moreover, the moist heating treatment
has also been recently included in pandemic crisis standards of
care decontamination recommendations by the Atlanta CDC
based on previous studies showing efficient decontamination
of closely related virus surrogates (HIN1 virus) (33). One
limitation of our study lies in the fact that only one brand
of FFP2 respirators has been tested for the preservation of its
filtration properties through recycling treatment. Moreover, our
experimental procedures deviated slightly from the standards NF
EN 149+A1 (FFP2)/NF EN 14683+AC recommendations for
assessing the filtrating performance and the inspiratory resistance
of untreated and treated protective masks (35). Therefore, further
investigations in line with the standard guidelines are required, in
addition to ones using the actual SARS-CoV-2 instead of animal
surrogate viruses. Another limitation lies in the approach of our
demonstration that was carried out on the bench only: most
surgical masks and FFP2 respirators tested herein had never been
worn by nursing staff [noteworthy, a few pre-used masks were
nonetheless moist heating treated and then tested; they exhibited

neither difference in the SEM morphology nor in resistance
at inspiratory flow (data not shown)]. In practice, further
assessment in real life seems necessary to specifically address
the saturation of filters with saliva/expectoration. Moreover, an
evaluation of the impact of multiple treatment cycles seems
required. However, other previous assays showed sustainment
of all the face mask properties at the sealing surface up to 10
iterative treatment cycles based on moist-air heating (36), and
our preliminary data herein did not show any negative impact for
three to five cycles on structural integrity, altogether supporting
the rationale for our approach.

CONCLUSIONS
Major Finding

Overall, our findings may pave the way in healthcare facilities
for the reutilization of decontaminated, intact protective masks.
Our study supports this straightforward strategy to circumvent
surgical masks and N95/FFP2 respirators mass shortage,
especially during the current COVID-19 pandemic.

Perspectives

Should our recycling process be extended to other brands
of surgical masks and N95/FFP2 respirators and thus
be validated in the future by (inter-)national and sanitary
authorities, mask decontamination could be recommended in
hospital laundries and laboratories equipped with the adequate
heat equipment.
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Analyse du cycle du SARS-CoV-2 en modéle cellulaire
par microscopie électronique a transmission

Résumé

A I’image d’autres virus & ARN, le cycle des Coronaviridae comporte la formation de
structures viro-induites, nécessaires a la réplication du génome viral, et dérivées des membranes
du réticulum endoplasmique (RE). Concernant cette famille virale, les mécanismes de sortie de
la cellule sont encore largement méconnus. Le premier objectif de nos travaux était de décrire
les caractéristiques ultrastructurales du réseau membranaire de réplication du SARS-CoV-2,
par une analyse cinétique en microscopie ¢lectronique a transmission. Le second objectif était
de mieux comprendre les mécanismes de sortie de ce virus, en identifiant les structures
cellulaires impliquées lors de cette étape du cycle, par la réalisation de coupes sériées. Dés 6 h
p.i., les cellules infectées présentent des annulate lamellae, organite composé d’une
accumulation de pores nucléaires dans des citernes du RE. A 8 h p.i., un réseau de vésicules &
double membrane (DMVs) se met en place, associé aux premicres images de bourgeonnement
de particules virales dans le ERGIC. A 24 h p.i., on observe I’accumulation de particules virales
dépourvues de Spike au sein de grandes vacuoles intracellulaires. L’analyse des coupes sériées
a 10 h p.i. a permis de mettre en évidence une sortie par exocytose de particules virales uniques,
au sein de petites vésicules de sécrétion. Ces observations apportent de nouveaux ¢léments de
compréhension du cycle du SARS-CoV-2, et des Coronaviridae en général, qui pourront étre
mis a profit pour la conception et 1’évaluation de molécules anti-virus a ARN a large spectre.
Mots clés : SARS-CoV-2, microscopie €lectronique, interactions virus-cellule, morphogenése,
vésicules a double membrane, annulate lamellae

Abstract

Like other RNA viruses, Coronaviridae life cycle requires the formation of viral-
induced organelles, which are necessary for viral genome replication, and derived from the
endoplasmic reticulum (ER) membranes. Concerning this viral family, the mechanisms of cell
exit are still largely unclear. The first objective of our work was to describe the ultrastructural
characteristics of the membrane replication network of SARS-CoV-2, by a kinetic analysis in
transmission electron microscopy. The second objective was to better understand the exit
mechanisms of this virus, by identifying the cellular structures involved during this step of the
cycle, thanks to serial sections. As early as 6 h p.i., infected cells display annulate lamellae, an
organelle composed of an accumulation of nuclear pores in ER cisternae. At 8 h p.i., a network
composed of double membrane vesicles (DMVs) is established, associated with the first images
of viral particle budding in the ERGIC. At 24 h p.i., we observed an accumulation of spikeless
viral particles within large intracellular vacuoles. Serial sections analysis at 10 h p.i. revealed a
cellular egress by exocytosis of single viral particles, within small secretory vesicles. Our
observations provide new insights into the cycle of SARS-CoV-2, and Coronaviridae in
general. These data could be used for the design and evaluation of broad-spectrum anti-RNA
virus molecules.

Keywords: SARS-CoV-2, electron microscopy, virus-cell interactions, morphogenesis, double
membrane vesicles, annulate lamellae




