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RESUME

En décembre 2019, un nouveau coronavirus fait son apparition dans la ville de Wuhan en Chine.
En raison de la mondialisation, le virus s’est rapidement répandu dans les deux hémispheéres, et
a ¢ét¢ a l’origine d’une pandémie. Méme si plus de cent molécules antivirales ont été
développées depuis le premier antiviral, I’idoxuridine en 1962, celles-ci ne ciblent que 9
especes virales différentes, et sont pour la grande majorité destinées a lutter contre le VIH et
les hépatites virales B et C. A ce jour, les molécules ciblant les virus a tropisme respiratoire
concernent uniquement la grippe et le VRS, et il n’existe pas de médicament approuvé contre
la famille des Coronaviridae, qui comportent des virus hautement pathogenes tel que le MERS-
CoV, le SARS-CoV et depuis peu le SARS-CoV-2.

L’unité des virus émergents dirigée par le Pr Xavier de Lamballerie posséde une expertise dans
le domaine de la recherche de molécules antivirales, aussi bien in vitro qu’in vivo, et a, entre
autres, travaillé sur ’évaluation d’un antiviral large spectre lors des épidémies de virus Ebola
entre 2013 et 2016. Cet antiviral, le Favipiravir, commercialisé au Japon pour la prise en charge
des infections par le virus de la grippe, a montré une activité in vitro sur le SARS-CoV-2.
L’UVE ayant les compétences nécessaires a son évaluation in vivo, mon master 2, sur lequel
j’ai basé mon travail de thése a été inclus dans un projet de recherche visant a étudier 1’activité
antivirale du Favipiravir in vivo, sur un modele de hamster. Mon travail s’est concentré sur les
effets du Favipiravir sur 1’évolution du génome viral, dans le but d’essayer de déterminer par

quels mécanismes le Favipiravir exerce son action antivirale in vivo sur le SARS-CoV-2.

Mots-clés : SARS-CoV-2 - Antiviraux - Favipiravir - Mutagénese - In vivo



I- GENERALITES SUR LE SARS-COV-2
A - Chronologie

Aux alentours du 20 décembre 2019, des analyses sont lancés sur 4 cas de pneumopathies
d’étiologie indéterminée recensés dans la ville de Wuhan, dans la province du Hubei en Chine.!
Dans les jours qui suivent, les hopitaux de la ville voient arriver plus d’une vingtaine de cas
similaires ayant un lien direct ou indirect avec le marché aux fruits de mer de Huanan.

Le 31 décembre 2020, les autorités sanitaires de Wuhan, Pékin et I’Organisation mondiale de
la sant¢ (OMS) révelent au grand public 1’existence d’une épidémie de pneumonie virale
d’origine inconnue. Elles évoquent 27 cas, dont 7 graves®. Le virus est isolé le 07 janvier 2020
et sa séquence génétique est rendue publique par la Chine le 12 janvier. Il s’agit d’un nouveau
coronavirus, d’abord appelé 2019-nCoV, puis rebaptisé par la suite SARS-CoV-23. Le premier
déces officiel a lieu le 9 janvier 2020 et dans les jours qui suivent, les premiers cas hors de
Chine sont détectés, en Thailande et au Japon respectivement le 13 et le 15 janvier, en Europe,
en Australie et aux Etats-Unis aux alentours du 20 janvier et enfin le premier cas africain est
détecté en Egypte le 14 février. La pandémie est déclarée par ’OMS le 11 mars.

A la suite de rassemblements massifs (rassemblement religieux a Mulhouse le 15 février et
match de football en Italie le 19 février) le virus se propage rapidement en Europe, qui devient
aprés la Chine le second épicentre de 1’épidémie, rapidement rattrapée par les Etats-Unis et
I’ Amérique latine. A ce jour (25/09/2021), I’infection a touché plus de 230 millions d’individus

et causé plus de 4,5 millions de décés*.(Fig.1)
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Figure I: Frise chronologiques des premiers mois de la pandémie.




B - Taxonomie

La famille des Coronaviridae, incluse dans 1’ordre des Nidovirales, compte actuellement 39
especes réparties en 27 sous-genres, 5 genres, 2 sous-familles. Cette famille regroupe 8 virus
pathogenes pour I’homme. D’une part, les responsables de
pathologies bénignes chez I’'immunocompétent : les coronavirus OC43, NL63, E229 et HKUI.
D’autre part les trois coronavirus qui ont été a I’origine de trois grandes épidémies au 216m°
siécle : Le SARS-CoV en 2003°, le MERS-CoV en 20126, et le dernier apparu fin 2019.

Le premier article concernant ce nouveau virus est publi¢ le 24 janvier et I’analyse de son
génome montre qu’il appartient au genre Betacoronavirus, au sous-genre des Sarbecovirus, et
a ’espece Severe acute respiratory syndrome related coronavirus (SARSr-CoV) qui comprend

également le SARS-CoV'. Au vu de la grande proximité génétique avec ce dernier, le 11 février

2020, ’ICTV annonce que ce virus est nommé SARS-CoV-27.(Fig.2)
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Figure 2 : Arbre de maximum de vraisemblance dv genre Betacoronavirus, d’aprés la réf. 12



C - Organisation génomique et protéique

Le SARS-CoV-2 est un virus enveloppé, mesurant de 60 a 140
nm' 4 capside hélicoidale®. Sa structure comprend 4 protéines
structurales majeures (Fig.3) : La protéine Spike ,

la glycoprotéine d’enveloppe (E), la glycoprotéine de la

membrane ', et la protéine de la nucléocapside

Figure 3: Présentation schématique
de la structure dv Virion, d'aprés la
Réf.14

Le SARS-CoV-2 posséde un génome a ARN simple brin de polarité positive de 29'903
nucléotides. Comme les autres membres de la famille des Coronaviridae, 1l fait partie des virus
a ARN infectant I’humain avec les génomes les plus longs. Son génome est organisé en 2
séquences non codantes en 5 et en 3’ (séquence Leader L et queue poly A) et une partie
codante. On dénombre 14 ORFs (Open Reading Frame : cadre de lecture ouvert) de taille tres
variable, en effet, les génes ORF1a et ORF1b occupent les deux tiers du génome, tandis que le
dernier tiers est occupé par les genes codant les protéines structurales S, E, M et N. Entre ces
genes s’intercalent également neuf ORFs putatifs pour les facteurs accessoires. Les ORFs sont
précédés de séquences régulatrices de la transcription’ (TRSs : transcriptional regulatory

sequences). (Fig.4)
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Figure 4 : Présentation schématique de I'organisation dv génome dv SRAS-CoV-2, des ARNm sous-génomiques
canoniques et de la structure dv virvs, d'aprés la Réf.9



i - Protéine Spike

La protéine Spike est une glycoprotéine présente a la surface du virus sous forme d’un
homo-trimere composé de deux sous-unités. La sous-unité S; contient deux domaines : un
domaine N terminal (NTD : N-Terminal Domain) et un domaine responsable de 1’attachement
du virus a son récepteur, le RBD (Receptor Biding Domain). La sous-unité S, est impliquée
dans la fusion avec la membrane cellulaire'® via le peptide de fusion FP et contient 4 autres
domaines, HR1 et HR2 (Heptad Repeat) et deux domaines impliqués dans 1’attachement a la
membrane lipidique : 1’ancre transmembranaire TA (Transmembrane Anchor) et la queue
intracellulaire IT ( Intracellular Tail)'! (Fig.5). Elle posséde au niveau de la jonction S1-S2 un

site polybasique de clivage (TNSPRRA) par la furine.
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Figure 5: Structure détaillée de la protéine spike
ii - Protéines E, M et N

La protéine E est également une protéine transmembranaire, appartenant a la famille des
viroporines, des protéines capables de se polymériser en canaux ioniques!?. Elle joue un role
dans I’assemblage, la maturation et la morphogénése virale!3.
La protéine M est présente a la surface du virus sous forme d’homo-dimeére. Elle a un réle dans
la forme et ’assemblage des virions en étant capable d’interagir avec les protéines E, S, N et
aussi d’autres protéines diméres M4,
La protéine N est la protéine structurale la plus abondante, elle est liée a I’ARN viral pour
former une ribonucléoprotéine. Elle participe a ’entrée de I’ARN viral dans la cellule hote et a

I’assemblage des virions.



i - Traduction des polyprotéines ppla et pplab

Les polyprotéines ppla et pplab sont issues de la traduction des ORFla et ORFlab'3 (Fig.6).
La traduction se fait dans la majorité des cas de la NSP1 a la NSP11 pour donner la ppl A. Dans
environ 10% des cas, la traduction peut se poursuivre et donner naissance a la pplab, grace a
un changement de cadre de lecture en amont du codon stop de la NSP11 au niveau d’une
séquence dite de « glissement » (« slippery » sequence) par un mécanisme appelé -1 PRF

(Programmed Ribosomal -1 Frameshift'®).

Protéines strucuturales et
Protéines non structurales (nsp) accessoires

5 ORF1a j

séquence de glissement

ORF1b

nsp

pprafif2] 3 [4[s[e]7][s[o]10]1] 5
]

hsp
pplab|1] 2] 3  |4]|5]6]|7[8[o]10] 12 | 13 [14]15] 16

Created in BioRender.com bix

Figure 6: Organisation génomigque dv Sars CoV-2 d'aprés la Réf. 15
La ppla et pplab contiennent respectivement 11 et 16 nsp (Fig.7). Ces polyprotéines sont par la

suite clivées en protéines individuelles par les deux protéases qu’elles contiennent, la

Papaine-like Protéase (PL-Pro) et la 3 Chymotrypsin-Like Protéase (3CL-Pro).
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il - Les protéines non structurales

La nspl est une protéine impliquée dans I’échappement immunitaire en bloquant la
traduction des ARN messagers cellulaires et la réponse antivirale dépendante de 1’interféron!’.
Le role de la nsp2 n’est pas encore élucidé.
La nsp3 (PL-Pro) est I’'une des deux protéases a 1’origine du clivage des polyprotéines. Elle
joue également un role dans la maturation des virions, en association avec les nsp4 et nsp6, ou
elles sont a l’origine de réarrangements membranaires, sur lesquels les complexes de
réplication-transcription s'assemblent dans les cellules infectées!®.
La nsp5 (3CL-pro) est la seconde protéase impliquée dans la libération des nsp a partir des
polyprotéines ppla et pplab.
Les nsp7, 8 et 9 sont des cofacteurs de I’ARN-polymérase-ARN dépendante (RdRp = nsp12)
du SARS-CoV-2. Elles améliorent la fixation a I’ARN et la processivité de la nsp12'°.
La nspl3 est une hélicase, son rdle est de rendre accessible I’ARN afin qu’il puisse servir de
matrice a la réplication quand il est sous forme d’ARN double brin?.
La nspl4 est une protéine avec une double fonction. Elle possede un domaine C-terminal a
activité guanosine-N7-méthyl transférase responsable de la mise en place de la coiffe en 3’ des
ARN messagers, celle-ci étant nécessaire pour éviter leur dégradation par des RNAse cellulaires
et permettre le recrutement des ribosomes. Son extrémité N-terminale contient un domaine a
activité 3’-5’ exonucléase capable de corriger les erreurs commises par la RdRp durant la
réplication du génome, mais aussi d’exciser les analogues nucléotidiques utilisés comme
antiviraux?!,
La nsp 15 est une endoribonucléase (NendoU : Nidoviral RNA uridylate-specific
endoribonuclease), elle joue un role dans I’échappement immunitaire en dégradant les ARN
viraux afin que ceux-ci ne puissent pas activer les mécanismes de défense antivirale aboutissant
a la production d’interferon®>23.
Enfin la nspl6, une 2’-0-méthylase, associée a la nsp10, forment un complexe protéique qui
catalyse la méthylation de I'avant-dernier nucléotide de la coiffe d'ARN viral a la position 2’ du
ribose. Un tel processus de méthylation convertirait la coiffe d'ARN du virus pour imiter les
ARN messagers (ARNm) cellulaires et ainsi empécher la reconnaissance des ARN viraux par

I'immunité innée de I'hote?*.



iii - Protéines accessoires

Au moins cinq ORF codant pour des génes accessoires ont été signalés pour le
SARS-CoV-2 : les ORF 3a, 6, 7a, 7b et 8 et potentiellement les ORF 3b et 9b. Cependant, tous
ces ORFs n'ont pas encore été vérifiés expérimentalement et le nombre exact de genes
accessoires du SARS-CoV-2 est toujours débattu>>2°, Les génes accessoires présentent une
variabilité élevée parmi les groupes de coronavirus et ne présentent généralement aucune
similitude de séquence avec d'autres protéines virales et cellulaires. Bien qu'ils ne soient pas
nécessaires pour la réplication du virus en culture cellulaire, ils sont, au moins en partie,
conservés au sein des espéces virales respectives et sont soupconnés de jouer un role important

dans I'hote naturel, notamment dans 1’échappement immunitaire.?’

D - Cycle réplicatif

Le processus d’entrée du SARS-CoV-2 dans la cellule débute par I’interaction entre le
domaine RBD de la protéine Spike et son récepteur : ACE2 (Enzyme de conversion de
I’angiotensine de type II). Cette protéine membranaire est fortement exprimée a la surface des
cellules des voies aériennes et digestives?® expliquant le tropisme du virus.

L’entrée du virus dans la cellule peut se faire de deux fagons différentes suivant qu’elle exprime
ou non une protéase appelée TMPRSS2 (TransMembrane PRoteaSe, Serine 2).

e Si elle est exprimée par la cellule hote, comme c’est le cas dans les cellules des
épithéliums des voies aériennes chez I’homme, il se déclenche alors une série de
clivages de la spike conduisant a la fusion des membranes. Le premier clivage, entre les
sous-unités S1 et S2 est réalisé par une protéase de type furine. Le deuxiéme clivage est
réalis¢ par la TMPRSS2, dans la sous-unité S2, permettant un réarrangement
conformationnel exposant le peptide de fusion qu’elle contient. Ceci est suivi par une
insertion du peptide de fusion dans la membrane de la cellule hote qui aboutira a la

fusion des membranes (Fig.8) et a la libération de la capside virale dans le cytoplasme.?’
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Figure 8 : Représentation de /'étape d'entrée dv SARS-CoV-2 en
présence de TMPRSS2 : entrée par fusion




e Sielle n’est pas exprimée, comme par exemple dans certaines cellules utilisées in vitro
(cellules Véro E6), la voie d’entrée sera une endocytose (Fig.9) dépendante de la clathrine,
suivie d’une maturation du virions sous 1’action d’enzymes endosomales comme les
cathepsines B et L, aboutissant a la fusion des membranes, virale et endosomale, qui

libére ainsi I’ ARN viral dans le cytoplasme®’.
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Figure 9 : Représentation de I'étape d'entrée dv SARS-CoV-2 en
présence de TMPRSS2 : entrée par endocytose

Une fois libéré dans le cytosol, ’ARN viral se désolidarise des nucléoprotéines N. Etant
donné sa polarité positive, il peut étre traduit directement par les ribosomes de la cellule hote
afin de synthétiser les polyprotéines ppla et pplab. La libération de 3CL-pro et PL-pro a partir
des ppla et pplab se fait par autoclivage au niveau des sites flanquant chaque protéase. Elles

clivent et libérent ensuite les 13 autres nsp. (Fig.10)
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Figure 10 : Représentation de la synthése et de la maturation des polyprotéines



Une fois le complexe de réplication-transcription (RTC) assemblé, débute la réplication de
I’ARN viral, qui passe par I’intermédiaire d’un brin a polarité négative complémentaire du
génome. Comme tous les membres de I’ordre des Nidovirales, les génes postérieurs aux ORFla
et ORFlab sont transcrits en 9 ARN subgénomiques de taille décroissante ayant tous en
commun la séquence leader en 5’ et une queue poly A en 3’ identique’®. Ces ARN
subgénomiques sont ensuite traduits par les ribosomes de la cellule hote pour donner les
protéines structurales : S, E, M et N. La nucléocapside est ensuite formée dans le cytosol par
assemblage de I’ARN génomique et de protéines N. S’en suit un bourgeonnement dans la
lumiére du compartiment intermédiaire du réticulum endoplasmique-Golgi (ERGIC), ou
viennent s’ajouter les autres protéines structurales puis le virion est libéré de la cellule par

exocytose.?!(Fig.11)
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Figure 11 : Cycle de réplication dv SARS-CoV-2



E - Aspects cliniques

La maladie liée a Dinfection par le SARS-CoV-2 a ét¢ nommée COVID-19
(COronaVlius Disease 2019) par ’OMS?2. La fagon dont se manifeste la COVID-19 est trés
hétérogeéne car une part non négligeable des personnes qui sont infectées ne développent pas de
symptomes. Néanmoins, malgré la difficulté d’évaluer cette proportion, la littérature
internationale suggere que les infections asymptomatiques représentent entre 10 et 60% des
infections®>. Chez les autres, la nature et la sévérité des symptomes sont variables. Les
manifestations les plus fréquemment citées par les patients, quel que soit leur age, sont les
signes classiques d’infection respiratoire : fiévre, toux et dyspnée. D’autres signes peuvent
accompagner ou remplacer ces symptomes, de fagcon moins systématique : myalgies, céphalées,
maux de gorge, congestion nasale, nausées, vomissements, diarrhées. La survenue brutale d’une
perte de goiit (agueusie) ou d’odorat (anosmie)** en I’absence de rhinite peut aussi étre un signe
de COVID-19%. Enfin, en particulier chez les personnes Agées, en raison de modifications
physiologiques liées a 1’age, certains symptomes peuvent étre moins marqués voire absents, et
lorsqu’aucune autre cause n’est identifiable, certains signes apparus brutalement peuvent étre
des signes atypiques de la maladie, comme des malaises, des chutes a répétition ou un état
confusionnel®®. La COVID-19 est aussi associée a un état d’hypercoagulabilité, avec une

¢élévation du risque d’événements thromboemboliques veineux?’.

Les gouttelettes de Fliigge et les contacts rapprochés sont la voie de transmission principale
du SARS-CoV-2, mais le virus a déja été détecté (par RT-PCR ou culture) dans des matieres
biologiques autre que la salive, comme les selles, I’urine et les larmes laissant supposer d’autres
modes de contamination®. La période d'incubation moyenne dure de 3 a 6 jours (allant de 1,3
a 11,3 jours)*, et dans 80% des cas environ, les symptomes restent légers ou modérés et

disparaissent aprés 5 a 14 jours. La Fig.12 résume les différentes phases de la maladie®.
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Figure 12 : L’évolution clinique de la COVID19 peut se décomposer en 3 Phases, d’aprés la Réf.40

Les formes graves caractérisées par l'apparition d’une pneumopathie hypoxémiante se
développent dans la deuxieme semaine suivant I’apparition des symptomes.

La durée entre 1'apparition des symptomes et la dyspnée est en moyenne de 5 a 6 jours pouvant
aboutir a une hospitalisation. Les patients peuvent sembler relativement stables au départ, mais
ils se détériorent souvent rapidement avec une hypoxie sévere. L’intervalle entre 'apparition
des symptomes et le développement d’un syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) est

d'environ 8 a 12 jours*' imposant ’admission en réanimation. Le ratio de 1étalité réel (IFR)

Nombre de déces liée a la maladie

défini par : IFR(%) = X 100 est assez compliqué a calculer en

Nombre de persone infectées
raison de la part importante de patients asymptomatiques et son obtention nécessite la
réalisation d’études séroépidémiologiques, mais une étude de novembre 2020 estime un IFR
variant de 0,001 %, entre 5 et 9 ans, a 8,29 chez les personnes agées de 80 ans et plus avec une
augmentation moyenne de I'IFR de 0,59 % par tranche supplémentaire de 5 ans a partir de 10
ans*?, avec de grandes disparités entre les différents pays.
De nombreux facteurs de risque de progression vers une forme sévere de COVID19 ont ¢été
identifiés. Ceux-ci comprennent®’ :

e Lavieillesse

e Le sexe masculin

e Les comorbidités sous-jacentes : hypertension, diabéte, obésité, maladies pulmonaires,

cardiaques, hépatiques et rénales chroniques, tumeurs, déficits immunitaires et

grossesse.



D’autres complications potentiellement graves peuvent apparaitre, comme une insuffisance
rénale, des troubles du rythme cardiaque, des événements thromboemboliques, des
surinfections bactériennes ou des septicémies. En comparaison, la plupart des enfants semblent

présenter une maladie bénigne.*

F - Evolution : apparition et diffusion des variants

1 - Généralité et définitions

Les virus se caractérisent par une évolution génétique constante plus ou moins rapide selon
leur famille. Grace a I’activité 3°-5° exonucléase de la nsp16, qui a la capacité de corriger les
erreurs commises par la RdRp lors de la réplication virale, les coronavirus ont un taux de
mutation spontanée inférieure a la plupart des virus a ARN. Néanmoins ce taux de mutation
n’est pas nul et les données de la littérature I’estiment entre 0,004 et 0,02 mutations par
nucléotide par an®. L’apparition de variants au cours de I’épidémie est donc un phénoméne
attendu. Des outils de bio-informatique ont été développés afin de pouvoir classer les séquences
en clades (Nextrain.org) ou en lignages (Pango), qui représentent des groupes d'infections avec
une ascendance partagée et mettent en évidence des événements épidémiologiques pertinents,
tels que l'apparition du virus dans un nouvel emplacement, une augmentation rapide des cas ou

l'apparition de virus avec de nouveaux phénotypes. (Fig.13)
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Figure 13 : Arbre phylogénétique des séquences circulantes dans le monde depuis décembre 2019, d’aprés
nexistrain.org (CC by 4.0)



Parmi ces variants, certains sont définis par ’OMS comme préoccupants (VOC : variants
of concern) s’ils sont associés a :

-une augmentation de la transmissibilité ou un changement préjudiciable dans 1I’épidémiologie.
-une augmentation de la virulence ou une modification de la présentation clinique de la maladie.
-une diminution de D’efficacité des mesures sociales et de santé publique, ou des moyens
diagnostics, vaccinaux ou thérapeutiques disponibles.

D’autres variants émergents insuffisamment caractérisées sont définis comme variants d’intérét
(VOI : variants of interest)

En raison de la définition de ces variants, la majorité d’entre eux arborent des mutations dans
le géne codant pour la protéine Spike en lien avec le role central de cette protéine dans le cycle
du virus. En effet, é¢tant responsable de 1’étape d’entrée du virus dans la cellule, des mutations
dans sa séquence peuvent étre a l’origine d’une augmentation de la transmissibilité
(par augmentation de 1’affinité entre le RBD et I’ACE2) et/ou d’un échappement immunitaire
(par perte d’affinité des anticorps neutralisants pour la protéine spike). Mais ils possédent
¢galement des mutations dans d’autres parties du génome. (Fig.14)
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Figure 14 : Mutations caractérisant les variants principavx dv SARS-CoV-2, d'aprés la Réf.45

En avril 2020, B.Korber et son équipe* ont mis en évidence qu’une mutation, responsable
du changement d’un acide aspartique par une glycine en position 614 dans la séquence de la
protéine spike, apparue en Europe en février 2021, était rapidement devenue majoritaire, et
qu’elle devenait rapidement majoritaire dans les zones géographiques ou elle s’implantait. Les
¢tudes montraient, in vitro, une augmentation des titres viraux en culture cellulaire et, in vivo,

une augmentation de la charge virale chez les patients porteurs, sans pour autant entrainer une

35



augmentation de la sévérité clinique. A ce jour, il ne reste quasiment plus de souche « sauvage »
et tous les autres variants ayant émergé par la suite ont conservé cette mutation qui donne un

avantage réplicatif. (Fig.15)
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Figure 15 : Evolution temporelle de la fréquence de la mutation D614G début 2020, d'aprés la Réf. 46

Le variant o (B1.1.7/201) présente dans la séquence de la protéine spike les mutations
N501Y, P681H dans le RBD, et les délétions 69-70 et 144 dans le NTD. La délétion 69-70 qui
a pour conséquence d’empécher I’amplification par qRT-PCR du géne de la spike dans 1’un des
kits commerciaux les plus utilisés, a ¢ét¢ 1’un des premiers signes permettant de classifier ce
variant comme VOC. Ce phénomene est appelé SGTF (S-gene Target Failure). Des le mois
d’avril 2021, soit 7 mois apres son apparition au Royaume Uni (Fig.16-A), il est devenu le variant
majoritaire en Europe. Des études épidémiologiques ont montré une transmissibilité accrue , en
lien avec des charges virales plus élevées dans les voies aériennes, mais également une mortalité

plus importante®+7.

Le variant B (B.1.351/20H) contient 3 mutations caractéristiques dans la séquence de la
protéine spike : K417N, E484K et N501Y dans le RBD, et 5 mutations dans le NTD dont une
délétion 242-244. 11 a été détecté initialement en Afrique du Sud en octobre 2020 en raison
d’une élévation trés importante du nombre de cas journaliers (Fig.16-B), passant de 2'000 & 20'000

par jour en quelques mois*.

Le variant y (P.1/20]) est relativement proche du variant B, car il partage avec lui les
mutations N501Y, et E484K dans le RBD, la mutation L18F dans le NTD. Il posséde en
revanche une mutation K417T en place de la K417N présente chez le variant B et ne possede
pas la délétion 242-244. Ce variant a été identifié car il a provoqué une explosion de cas dans
la région de Manaus au Brésil (Fig.16-€) ou le taux d’infection dans la population était ¢levé
laissant suspecter une capacité a infecter des personnes précédemment infectées par d'autres

variants®’.



6 -

Variants o et K

Les variants « (B.1.617.1/21B) et 8 (B.1.617.2/21A), qui partagent un ancétre commun, sont

apparus en Inde au début de I’année 2021 et ont rapidement représenté la majorité des cas

(Fig.16-D). Ces deux variants partagent les mutations L452R dans le RBD, la P681R a proximité

du site de clivage par la furine S1/S2, et plusieurs mutations dans les ORF3, ORF7 et la

nucléocapside. Le variant k arbore une E484Q tandis que le 6 porte une T478K. Par la suite le

variant 0 est devenu le variant majoritaire en Inde et s’est répandu dans le reste du monde. En

France, et plus généralement en Europe, il est devenu le variant majoritaire seulement 2 mois

apres son apparition au détriment du variant a.
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G - STRATEGIES THERAPEUTIQUES

La majorité¢ des personnes infectées par le SARS-CoV2 ne développe pas ou peu de
symptomes et ne nécessite donc pas de traitement particulier. En revanche pour les personnes
présentant des facteurs de risque de formes graves, la recherche de traitement aussi bien curatif
que préventif représente un véritable enjeu de santé publique.

Les différentes stratégies thérapeutiques envisageables découlent de I’histoire naturelle de
I’infection (Fig.17):

e La phase initiale, d’environ une semaine a dater de la contamination, au cours de
laquelle prédomine la réplication virale, est celle ou les thérapeutiques antivirales, aussi
bien directes, qu’indirectes ont le plus de chance d’avoir un impact sur 1’évolution de la
maladie.

e Laphase secondaire, a partir de la deuxiéme semaine, est dominée par des phénomenes
inflammatoires et la réplication virale y est faible voire nulle. Durant cette phase, les
thérapeutiques antivirales ont un intérét plus modestes et les stratégies

immunomodulatrices ont plus de chance d’étre efficaces™.
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Figure 17 : Place des différentes stratégies thérapeuvtiques durant
I'évolution de la maladie d’aprés la Ref.50

Diverses plateformes ont été développées pour aboutir & un vaccin contre la COVID-19. 11
s'agit notamment de technologies basées sur I'ARN messager, des plasmides ADN, des vecteurs
viraux non réplicatifs et des vaccins inactivés. Ces plateformes sont illustrées a la figure 18
(Fig.18). Bien que les vaccins a base d'ARN, d'ADN et de vecteur viral non réplicatif n'aient pas

¢été développés ni homologués pour une utilisation humaine dans le passé, ces trois plateformes



offrent un avantage dans une situation de pandémie. Elles peuvent étre fabriquées rapidement
en laboratoire et étant basées sur la séquence génétique du virus, elles permettent un processus
de développement accéléré en cas de pandémie et une possibilité rapide d’adaptation devant

I’apparition de mutants échappant aux vaccins initialement développés’!.
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Figure 18 : Représentation des différentes plateformes vaccinales existantes

i - Vaccins 2 ARN messager

Cette stratégie consiste a injecter un ARNm comprenant ’ORF de 1’antigene cible portant
une coiffe en 5’ et terminée en 3’ par une queue polyadénylée. La production de vaccins a base
d’acide nucléique est généralement plus rapide et moins chére que les vaccins a sous-unités
protéiques et, par conséquent, plusieurs candidats vaccins contre le SRAS-CoV-2 a base
d'ARNm ont été développés. Pour les deux vaccins disponibles en France, I’ARNm utilisé code

pour la protéine spike, verrouillée dans la conformation de préfusion, pour imiter plus



fidelement le virus intact avec lequel les anticorps neutralisants générés doivent interagir’2. Un
obstacle important au développement d'un vaccin 8 ARNm est la propension de I'ARNm a se
dégrader. Diverses stratégies ont été développées pour résoudre ces problémes, notamment
I'¢limination de I'ARN double brin et I'inclusion de ' ARNm dans des nanoparticules lipidiques.
Ces nanoparticules lipidiques ont I’avantage d’étre des adjuvants, augmentant les réponses
cellulaire B et T>. Les études de phases II/III conduites chez I’homme, portant sur
respectivement 43'448 et 30'420 participants, montrent une efficacité vaccinale de 94,8% a J;
aprés la seconde dose pour ’ARNm BNT162b2 (Cominraty,Pfizer/BioNtech)**, et de 94,1% a
Jis aprés la seconde dose pour ’ARNm 1273 (Spikevax, Moderna)> (Fig.19). Les effets
indésirables principaux associés a la vaccination étaient des douleurs 1égeéres a modérées au

point d’injection, céphalée, ficvre et frisson.

249 B Modified Intention-to-Treat Analysis

1 Vaccine Efficacy  Incidence Rate
044 (95% Cl) (95% C1) Placebo

201 - % per 1000 person-yr

Placebo 79.8 (70.5-89.9)
024 mRNA-1273  93.0 (88.9-95.6) 5.6 (3.4-8.3)

Cumulative Incidence (%)
Cumulative Event Rate (%)
S
T

mRNA-1273

- BNTIE22 R —
> e ’
- & Days since Randomization
A R S S S ) S A S " No. at Risk
° ? M 21 5B 335 a4 o 5% 6 0 77 M9 9% 105 12 19 Placebo 14598 14590 14567 14,515 13,806 12,352 12,694 11,450 9736 6729 4067 1200
* * Days after Dose 1 mMRNA-1273 14,550 14,543 14532 14504 13,825 13,398 12,791 11573 9911 6871 4179 1238

oo

Placebo mRNA-1273

iga Covid-19 Onset (N=14,598) (N=14,550)

Efficacy End-Point Subgroup  BNT162b2, 30 g (N
No. of particip Sun

percens Randomization to 14 days after dose 1 11
14 Days after dose 1 to dose 2 35
50 4015 21.314) 275 3982 (21258) 820 (75.6-369) Dose 2 to 14 days after dose 2 19
» 2 524 (29.5-68.4) i

o M 505 610009 Starting 14 days after dose 2 204 12
9 172 94.8 (89.8-97.6) Total (any time after randomization) 269 19

onw

Figure 19: Efficacité des vaccins Cominraty et Spikevax d'aprés les réf. 54-55

il - Vaccins a vecteur ADN

Les premieres études utilisant des vecteurs a ADN afin d’exprimer des protéines directement
in vivo datent des années 1990°. Les avantages des vaccins a ADN sont leur facilité de
fabrication, leur stockage et leur sécurité. La fabrication d'ADN plasmidique est rapide et pour
le stockage, I'ADN plasmidique, contrairement a ' ADN chromosomique, se renature facilement
et rapidement dans de nombreuses conditions sans perte d'activité biologique.
Grace a ces avantages, les vaccins a8 ADN peuvent étre développés et déployés rapidement.
Cependant, les vaccins a ADN présentent également des inconvénients potentiels : 1’activation
d’oncogénes en raison de l'incorporation de plasmides dans le génome de 1'hote’” et la formation
d’anticorps anti-ADN, risquant de déclencher des réponses auto-immunes. De plus, en raison

de la stabilité accrue des vecteur ADN, le vaccin stimule sur de longues périodes (jusqu’a deux



mois post-injection®) la réponse immunitaire humorale et une inflammation chronique ou une
tolérance immunologique a 'antigéne protéique produit peuvent survenir.
En réponse a la pandémie de COVID-19, différentes études ont été menées sur des vaccins a
ADN :

e FEtudes précliniques sur rongeurs :

1.58

o Smith ef al.>® ont montré la présence d’anticorps neutralisants dans les sérums

et les poumons a J7 de la vaccination par INO-4800 chez la souris et le cochon
d’Inde.
e FEtudes précliniques sur primate non humain :

o Deux études chez des macaques montrent qu’une vaccination par ADN
provoque I’apparition d’anticorps neutralisants, associée a une réponse
immunitaire cellulaire, et qu’une fois challengés par le virus, les animaux
vaccinés ont une charge virale au niveau pulmonaire fortement réduite par
rapport aux animaux témoins>%¢0,

o FEtudes de phase I chez I’homme.
o Une seule étude est a ce jour disponible®!. Elle a évalué I’efficacité et la tolérance
du vaccin INO-4800 chez 40 volontaires sains.
= A la semaine 6 post injection, 95% des sujets avaient séroconverti en
ELISA (Ac de liaison) et en séroneutralisation (Ac neutralisants).
= A la semaine 8, 86% des sujets présentaient une réponse immunitaire
cellulaire : production d’INFy en ELIspot et d’INFa et INFy par les
Lymphocytes Tcps' en cytométrie en flux.
Le candidat vaccin INO-4800 est en cours d’évaluation en phase II et III ainsi que d’autres
candidats, mais aucune de ces études n’est encore disponible a ce jour. Parmi les autres vaccins
en développement, utilisant une plateforme ADN, on peut é¢galement citer :
e BacTLRspike (symvio), un vaccin a ADN plasmidique codant pour la protéine spike du
SARS-CoV-2 véhiculé par Bifidobacterium /ongum administré par voie orale.
e (GLS-5310 (GeneOne Life Science, Inc. ) Vaccin a ADN plasmidique codant pour la
protéine Spike et un antigéne du SARS-CoV-2.
e (Covigenix VAX-001 (Entos Pharmaceuticals Inc.) : Vaccin a ADN plasmidique codant

pour la protéine de la nucléocapside.



iii -Vaccins a vecteur viral non réplicatif

Cette technologie est basée sur I’utilisation d’un virus vecteur génétiquement modifié
comme moyen de faire synthétiser par les cellules un antigene d’intérét. La modification du
virus vecteur a donc deux objectifs : d’une part insérer dans son génome la séquence génique
de la protéine d’intérét et d’autre part a supprimer certaines parties du génome viral afin de le
rendre incapable de se répliquer et de provoquer une infection.
Dans le cadre de la COVIDy9, les vecteurs viraux utilisés sont des adénovirus (AdV) car ils
présentent de nombreux avantages® :

e [Is peuvent infecter un large éventail de cellules en division actives ou quiescentes.

e ['expression transgénique avec des vecteurs AdV est généralement robuste et peut étre
encore améliorée en pilotant l'expression génique avec de puissants promoteurs
hétérologues.

e La synthése des vecteurs AdV est simple et ils peuvent étre facilement développés a
grande échelle en culture cellulaire.

o FEtant donné que les vecteurs AdV sont défectueux pour la réplication, il n'y a pas de
risque de transmission horizontale.

e Le génome du vecteur ne s'intégre pas dans le chromosome de I'hote et reste
majoritairement épichromosomique, rendant ainsi leur utilisation stire sans risque de
mutagenese insertionnelle.

e Les vecteurs AdV induisent une forte immunité lorsqu'ils sont administrés par voie
parentérale ou muqueuse en lien avec leur nature virale qui leurs donne une capacité
d’adjuvant.

L’un des plus gros inconvénients lors de l'utilisation d'un vaccin a vecteur adénovirus est que
la plupart des patients ont une immunité préexistante contre plusieurs souches d'adénovirus, qui
circulent en tant qu'agents d’infections ciblant majoritairement les voies respiratoires
supérieures, ou qu'ils développent une immunité peu de temps apres l'administration de la
premicre dose de vaccin. Pour pallier ce probléme, les adénovirus utilisés appartiennent a des
génotypes rares ou ne sont pas des adénovirus humains (adénovirus simiens). En France deux
vaccins ont atteint les études de phases II/III et ont obtenu une AMM :

e Le vaccin VAXZEVRIA (Astra Zeneca-University of Oxford) est basé¢ sur un
adénovirus de chimpanzé recombinant déficient en réplication (ChAdOx1) qui contient
la séquence de la protéine spike associée a la séquence leader de l'activateur tissulaire

du plasminogéne (tPA).



o L’efficacité vaccinale globale estimée a partir des essais de phase 111 a J14 aprés

la seconde dose de vaccin était de 70,4%.(Fig.20)

o Les ¢études cliniques ne rapportent que de tres rares effets indésirables séveres

associés a la vaccination, ainsi que des effets indésirables d’intensité faible a

modérée (asthénie, fiévre, céphalée, douleurs
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Figure 20 : Efficacité dv Vaccin Vaxzevria d'aprés le Ref.63

musculaires).

e Le vaccin Janssen COVID-19 (Janssen) est basé sur un adénovirus humain recombinant

déficient en réplication (HadV-26) qui code pour la protéine spike du SARS-CoV-2

o Lefficacité vaccinale estimée a partir des essais de phase I a Ji4 post-

injection est de 66,9% pour les infections modérées a sévere et de 85,5% sur les

infections séveres a critiques apres Jog. (Fig.21)
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Figure 21: Efficacité dv vaccin COVID-19 VACCINE JANSSEN d'aprés la Ref. 64



Parmi les vaccins a vecteur viral non réplicatif, on peut également citer :

e Le Vaccin GamCOVID-Vac/SPNUTIK V (Gamaleya Research Institute- Health
Ministry of the Russian Federation), développé en Russie, et autorisé dans plus d’une
cinquantaine de pays ne comprenant pas la France a ce jour.

o Il présente la particularité d’étre basé sur deux vecteurs adénoviraux de
génotypes différents, un HAdV-26 pour la premiere dose et un HAdV-5 pour la
deuxiéme, évitant ainsi que I’immunité anti-vecteur liée a la premiére injection
ne vienne amoindrir I’efficacité de la dose de rappel.

o L’efficacité globale estimée par 1’étude de phase III%° était de 91,6% et ne
montrait pas de probléme de tolérance. (Fig.22)

o Le vaccin est toujours en cours d’évaluation par ’EMA (European Medicines

Agency) pour une éventuelle autorisation au sein de I’Union Européenne.
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Figure 22 : Ffficacité dv vaccin Spoutnik V d'aprés la Réf.65

Bien que les essais cliniques de phase I1I n’aient pas mis en évidence d’effets indésirables
graves, lors de I’administration de ces vaccins en population générale, on reléve des
signalements de plusieurs cas d'événements thrombotiques atypiques associés a des
thrombocytopénies apres vaccination avec VAXZEVRIA, et quelques mois plus tard également
avec le vaccin Janssen®®. Le caractére trés atypique de ces thromboses et de ces troubles de la
coagulation, leur tableau clinique commun et le délai de survenue homogeéne ont conduit le
comité de suivi de la vaccination, pilot¢ par ’ANSM en collaboration avec les centres
régionaux de pharmacovigilance (CRPV) a confirmer la survenue, trés rare, de ce risque
thrombotique chez les personnes vaccinées par le vaccin Vaxzevria (AstraZeneca). L hypothése
la plus vraisemblable, retenue par le comité scientifique temporaire (CST) « Vaccins COVID-
19 et thromboses rares atypiques » est une réaction auto-immune liée a la présence d’anticorps
dirigés contre une protéine des plaquettes : le facteur plaquettaire 4 (FP4). Les experts du CST
considérent que la balance bénéfice/risque individuelle absolue des vaccins a plateforme
adénovirale reste positive en accord avec les conclusions européennes émises par I’Agence

Européenne des Médicaments (EMA).%7



iv - Vaccins a base d’antigénes
Cette plateforme, qui utilise des protéines synthétiques, est a I’interface entre les techniques
basées sur les acides nucléiques et les vaccins a virus entiers inactivés. Les peptides étant
instables in vivo et en général incapables a eux seuls d’induire une réponse immunitaire robuste,
ils sont généralement adsorbés sur des adjuvants spécifiques structurés pour augmenter leur
internalisation par les cellules présentatrices d'antigene de 1'hote. Dans le cadre de la COVIDyo,
les candidats vaccins contiennent la protéine spike recombinante obtenue en culture cellulaire.
e Le vaccin a base d’antigéne dont le développement est le plus avancé a ce jour est le

vaccin NVX-CoV2373 (Novavax) :

o Il est basé sur l’utilisation d’une protéine spike recombinante produite par
transfection de cellules de papillons (Cellules S19 de Podoptera frugiperda) par
un baculovirus contenant le géne de la spike. Une fois lysées, les cellules libérent
la protéine spike qui est ensuite purifiée, adsorbée sous forme de trimere a des
nanoparticules et additionnée d’un adjuvant MATRIX-MTM8,

o Les études précliniques sur macaques montrent une séroconversion apres
vaccination. Apreés challenge des animaux vaccinés, les quantités et la
persistance de ’ARN viral au niveau nasal et pulmonaire étaient fortement
diminuées par rapport au groupe controle ainsi que les 1ésions histologiques
pulmonaires®®

o Les études de phase I/II, ne montraient pas de probléme de tolérance a Jss, et le

vaccin a entrainé des réponses immunitaires supérieures a celles observées chez
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De nombreux autres vaccins sont en cours de développement parmi lesquels on peut citer :

e ZF2001 (Anhui Zhifei Longcom Biopharmaceutical) : Ce Vaccin formé de deux
sous-unités RBD de la protéine spike fusionnées et adjuvées par hydroxyde
d’aluminium est actuellement en phase III, aprés avoir montré une bonne sécurité et
I’induction d’une réponse immunitaire satisfaisante lors des études de phase I/117°.

e Vidprevtyn : C’est un vaccin développé par Sanofi en collaboration avec GSK, basé
sur le méme principe que Novavax mais avec un adjuvant mis au point par GSK. Les
résultats des études de phase I/Il communiqués par Sanofi’! montreraient que le vaccin
déclenche des réponses en anticorps neutralisants et une réponse immunitaire apres une
dose unique chez les patients précédemment infectés, mettant en évidence une possible

utilisation en tant que rappel vaccinal. Les essais de phase III ont débuté en mai 2021.



V - Vaccins a base de virus atténué ou inactivé.

L’utilisation d’agents pathogénes aprés atténuation ou inactivation est la stratégie vaccinale
la plus ancienne. Bien que ce type de vaccination représente la grande majorité des vaccins
historiquement efficaces, leur long temps de production les a désavantagés dans la pandémie
actuelle de COVID-19. La plupart des candidats vaccins de cette catégorie sont des vaccins a
base de virus inactivés. Il existe de nombreuses approches différentes pour fabriquer ces
vaccins : les radiations, la chaleur ou les produits chimiques qui inactivent l'agent pathogéne
d'intérét. Des produits chimiques comme le formaldéhyde ou la B-propiolactone sont largement
utilisés a cet effet. Ces agents détruisent la capacité du virus a se reproduire, mais maintiennent
la structure antigénique normale du virus, ce qui déclenche la réponse immunitaire’?. Les
vaccins inactivés stimulent les cellules T auxiliaires via la voie CMH-II (Complexe majeur
d’histocompatibilité), ce qui entraine l'activation des réponses immunitaires humorales. Mais
ces vaccins ne stimulent généralement pas de manicre significative les cellules T cytotoxiques
via la voie du CMH-I et manquent donc d’une réponse immunitaire cellulaire robuste’. Les
vaccins inactivés sont faciles a entretenir en culture et leur stockage ne nécessite généralement
pas de réfrigération, ce qui les rend plus adaptés pour les pays en développement.

e Le vaccin Coronavac (Sinovac Research and Development Co., Ltd) est un vaccin viral
entier, inactivé par B-propiolactone et adjuvé a I’hydroxyde d’aluminium.

o Les études de phases I/II"* montrent une bonne tolérance et la capacité du vaccin
a induire des anticorps neutralisants a J14 apres la seconde dose, méme chez des
patients agés de plus de 60 ans’

o Bien que déja autorisé dans 37 pays ( Asie, Amérique du sud, et quelques pays
d’Europe comme la Bosnie, I’Ukraine et la Turquie), aucune étude de phase III
n’a encore été¢ publiée mais les données rassemblées par I’OMS montrent une
efficacité vaccinale globale entre 50-84%, et une protection entre 85 et 100%
contre les hospitalisations’®, mais ces données devront étre confirmées lors de la
publication d’études revues par des pairs.

e D’autres vaccins inactivés sont en cours d’étude de phase II ou III parmi lesquels :

o BBVI152 (Bharat biotech) : un vaccin inactivé adjuvé par une
imidazoquinoléine agoniste des Toll Like Receptor 7 et 9 adsorbé sur
hydroxyde d’aluminium. Le BBV152 est conservé entre 2°C et 8°C ce qui
présente un avantage logistique majeur. Lors des essais cliniques, trois mois

apres la deuxieme dose, malgré une baisse attendue des titres d'anticorps



neutralisants, le vaccin BBV152 a montré qu'il pouvait conférer une immunité
humorale durable et une immunité a médiation cellulaire’’

o BBIBP-CorV ( Beijing Institute of Biological Products-Sinopharm-China
National Biotec Group Co) Lors des ¢tudes de phase I/I1, le vaccin s’est
montré sir et bien toléré a toutes les doses testées dans les deux groupes d'age.
Des réponses humorales ont été induites chez tous les receveurs du vaccin a

J4278,

Vi - Vaccins et émergence des variants

Les stratégies vaccinales étant basées pour la quasi-totalité¢ d’entre elles sur une immunisation
a I’encontre de la protéine spike, les variants ont, dés leur apparition, incité la communauté

scientifique a étudier 1’effet de ces mutations sur I’efficacité vaccinale.
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Figure 24 : Taux d'anticorps nevtralisants contre les variants dv SRAS-CoV-2 chez des personnes non infectées aprés
l'administration de différentes plateformes vaccinales, d’aprés la Réf. 79

La figure 24, issue de la méta-analyse de Xinhua Chen et al.” illustre les différences de taux
d’anticorps neutralisants issus de plasma de patients vaccinés a I’encontre des différents VOC
et VOI. On constate que le variant § (B.1.351) aboutit a des titres neutralisants plus faibles pour
I’ensemble des plateformes vaccinales, tandis que le variant a (B.1.1.7) a un impact plus
modéré. Il ressort également de cette étude que les vaccins a plateformes ARNm semblent
produire les taux d’anticorps neutralisants les plus importants et qu’ils semblent moins affectés
par les variants que les autres plateformes. Des études cliniques viennent conforter ces
données : le Tableau 1, issu de la review de Kaiming Tao ef al. présente I’efficacité vaccinale
dans la prévention des infections symptomatiques pour les principaux VOC. Les variants [ et

v sont ceux ayant I’impact le plus marqué sur I’efficacité vaccinale et les vaccins 8 ARNm



démontrent également une robustesse supérieure face aux variants mais leur efficacité est

néanmoins affectée®.

Variant Pfizer/BioNTech AstraZeneca Novavax NVX- Janssen Sinovac
BNT162b AZD1222° 2373 AD26.CoV2® CoronaVac®
Pre-variant 95% (trial)***° 70% (trial)*®?® 96% (trial)>***2 72% (trial)**?* 51% (trial)*°
Alpha 90% (TNCC)*** 70% (trial)**® 86% (trial)?*? - -
92% (TNCC)** 66% (TNCC)**
93% (TNCC)*? 81% (TNCC)**
97% (cohort)**°
Beta 75% (TNCC)#* 10% (trial)?** 51% (trial)**® 64% (trial)*> -
Gamma - - - - 42% (TNCC)*
Delta 83% (TNCC)*** 60% (TNCC)** - — —
88% (TNCC)*? 61% (TNCC)**

Tableav 1 : Efficacité vaccinale en prévention des infections symptomatiques pour les principavx VOC, d'aprés la Ref 45

Grace a la grande plasticité des nouvelles plateformes vaccinales, des vaccins de seconde
génération utilisant les protéines spike de ces VOC, sont a 1'étude pour contrer ces mutations et
les changements antigéniques qui en découlent. On peut citer ’ARNm 1273-351, développé
par le laboratoire Moderna (développeur de Spikevax® : ARNm-1273), basé sur la séquence du
variant B (B.1.351) ainsi qu’un mélange équimolaire d’ARNm 1273 et d’ARNm 1273-351
appelé ARNm 1273-211. Ces deux produits se sont montrés efficaces lors des essais

précliniques en modéle murin® et sont entrés en étude de phase I8!,

Dés le début de la pandémie, les premicres séries de cas rapportées dans la littérature ont
montré que I’infection a SARS-CoV-2 entrainait chez certain patients une inflammation
excessive et que certains marqueurs de 1I’inflammation, dont la CRP (protéine C-réactive) et
Iinterleukine 6 (IL¢), étaient des marqueurs prédictifs de décés®? suggérant que la mortalité
pourrait &tre due a une hyper-inflammation d'origine virale. C’est donc sur cette base que
I’utilisation de stratégies immunomodulatrices a été envisagée afin de diminuer la réponse

inflammatoire excessive.



1 - Corticostéroides

Les corticostéroides utilisés en thérapeutique sont des

analogues du cortisol caractérisés par une structure

androstane a 17 carbones qui provient du métabolisme du ®

cholestérol (Fig.25). Pour exercer un effet, la molécule de @

stéroide diffuse a travers les membranes cellulaires et se lie

aux récepteurs des glucocorticoides. Le complexe

Figure 25 : Squelette de base d'vn
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noyau cellulaire, ou il se dimérise et se lie aux éléments de réponse aux glucocorticoides. Cette
liaison aboutit a I’inhibition des facteurs de transcription qui contrélent la synthése des
médiateurs pro-inflammatoires, comme la phospholipase A2, la cyclooxygénase-2, la
NO-synthase inductible et des cytokines pro-inflammatoires®>. Les corticostéroides
représentent des thérapies importantes pour de nombreuses affections aigué€s et maladies
chroniques en raison de leurs larges effets anti-inflammatoires et immunosuppresseurs.

En date du 2 septembre 2020, ’OMS a publi¢ des recommandations concernant 1’usage des
corticoides suite a la réalisation d’une méta-analyse suggérant un bénéfice sur la mortalité. Il
recommande ’usage des corticoides par voie systémique (dexaméthasone, hydrocortisone)

pour le traitement des patients ayant une COVID-19 sévére et critique®*, devant une baisse de
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dans la prise en charge de la COVIDyj.



il - Autres stratégies immunomodulatrices

e L'interleukine-6 (ILs) est libérée en réponse a l'infection et stimule les voies
inflammatoires dans le cadre de la réponse de phase aigu€. Le tocilizumab et le
sarilumab sont des anticorps monoclonaux (AcM) qui inhibent a la fois les récepteurs
membranaires et solubles de I'IL¢. Le 6 juillet 2021, I’OMS a mis a jour ses lignes
directrices relatives au traitement des patients afin d’y inclure les antagonistes de I'TL¢"7,
aprés la parution d’une méta-analyse prospective et d’une méta-analyse en réseau
dynamique lancées par I’OMS tenant compte des données de plus de 10 000 patients
participant a 27 essais cliniques®®.Ces études montraient une réduction de mortalité de
13% et du risque de nécessiter une ventilation mécanique de 28% comparé aux soins
standard.

e L’interleukine 1 (IL;) est également une des cytokines principales de I’inflammation.
L’anakinra est un antagoniste du récepteur de type I a I’'IL; (ILiR:), qui neutralise
I’activité biologique de I'lL1a et ILip n’a pas réussi quant a lui a montrer une
efficacité®’.

e Les immunoglobulines polyvalentes sont largement utilisées dans les maladies auto-
immunes et inflammatoires pour leurs capacités a bloquer des récepteurs Fc (FcR), a
inhiber I'activation du complément, & moduler les réseaux cytokiniques, a apporter des
anticorps anti-idiotypiques et moduler 'activation et la différenciation des lymphocytes

T et B*. Elles sont en cours d’évaluation dans différents essais de phase II1°!.

i - Neutralisation

Cette stratégie consiste a interférer avec la premiére étape du cycle infectieux du virus en
bloquant I’interaction entre la protéine spike et son récepteur cellulaire, en apportant des
anticorps neutralisants exogeénes. Ces anticorps peuvent étre polyclonaux, issus du plasma de

convalescents, ou monoclonaux obtenus par génie génétique.

L’utilisation de plasma de patients convalescents (PC) est une thérapeutique ancienne en
médecine humaine. Le premier prix Nobel de médecine décerné en 1901 a Emil Adolf von
Behring pour son travail précurseur sur les sérums en particulier contre la diphtérie a posé les
bases de la sérothérapie. Depuis, la CPT (Convalescent Plasma Therapy) a été utilisée dans le

traitement de nombreuses maladies virales émergentes : grippe espagnole, West-Nile, MERS-



CoV, Ebola, Sars-CoV-1, car elle est en général la premicre thérapeutique disponible lors
d’épidémies ou de pandémies®?. L'utilisation de PC permet de disposer rapidement d'un
traitement le temps que des vaccins et des traitements spécifiques soient évalués. Les premieres
série de cas rapportées semblaient montrer une efficacité, mais ces essais étaient limités par
leurs effectifs restreints®?. Des études a plus large échelle ne montraient aucune différence
significative dans 1'état clinique ou la mortalité globale entre les patients traités par PC et ceux
ayant recgu le placebo’~%3. De part leur nature méme de produits biologiques, les PC sont
variables d’un lot a I’autre, notamment en terme de taux d’anticorps anti-SARS-CoV-2, une
é¢tude a d’ailleurs mis en évidence une association inverse entre la mortalité¢ et le taux
d’anticorps présents dans les PC injectés aux patients®®. Bien que la CPT soit bien tolérée par
les receveurs, les effets secondaires les plus fréquents sont des effets liés a la transfusion
(frissons, fievre, éruptions cutanées, réactions allergiques, surcharge circulatoire, hémolyse).
D'autres problémes inhérents a 1’utilisation de produits dérivés du sang incluent une pénurie de
donneurs de plasma, le risque de contamination croisée et les problémes d’hétérogénéité de titre

d'un lot a l'autre®’.

Les AcM sont des anticorps synthétisés par une méme lignée de lymphocytes B et

reconnaissant le méme épitope d’un antigene.

1. Isolement et production

Leur identification se fait en isolant, chez un patient guéri, les lymphocytes B mémoires. Ces
lymphocytes contiennent dans leur génome les geénes codant pour les domaines variables des
chaines lourdes (H pour Heavy) et 1égéres (L pour Light) : Vi et Vi. Ces domaines sont ceux
impliqués dans la spécificité de I’anticorps car ce sont eux qui interagissent avec les épitopes
de I’agent pathogene. Les cellules mononuclées du sang circulant sont triées par cytométrie en
flux et les lymphocytes B sont individualisés et soumis individuellement & une PCR visant a
amplifier les génes Vu et V. Une fois amplifiés, ces génes sont clonés dans des plasmides
contenant les autres génes nécessaires a la synthése d’un anticorps complet (domaines constants
des chaines L et H : Cr et Ch). Ces plasmides sont utilisés pour transformer des bactéries, dont
chaque colonie va produire des anticorps mono-spécifiques, qui seront ensuite criblés vis-a-vis

d’antigénes du SARS-CoV-2 afin d’identifier des anticorps a potentiel thérapeutique. (Fig.27)
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Figure 27 : Stratégie générale d'identification ef d'isolement d'anticorps monoclonauvx d potentiel thérapeutique.

Leur production se fait ensuite par la technique des hybridomes (Fig.28), c’est-a-dire en
fusionnant un lymphocyte B produisant un anticorps d’intérét avec une cellule de myélome
(cellule de cancer et donc immortelle) capable d’étre maintenu en culture indéfiniment. Apres
des étapes de sélection (élimination des cellules non fusionnées), on obtient une lignée

d’hybridomes immortelles produisant une immunoglobuline monoclonale en grande quantité.
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Figure 28 : Stratégie générale de production d'anticorps monoclonauvx par la technique des hybridomes.

2. Anticorps disponibles

Plus d’une dizaine d’AcM sont en cours d’évaluation. Le tableav 2 ci-dessous, issu d’une
revue de Tuccori et al. liste les principaux candidats en cours d’évaluation a la date du 10
novembre 2020%. Tous ces anticorps ont pour cible la protéine spike et plus précisément le
domaine RDB impliqué dans I’interaction entre la protéine spike et I’ACE2. Leur utilisation se
fait en général en bithérapie, avec deux anticorps n’entrant pas en compétition et ciblant
différentes parties du RBD, car il a ét¢ montré que les monothérapies, plus spécialement chez
des patients immunodéprimés, étaient a risque de faire émerger des variants d’échappement™.
La fenétre de temps ou ces anticorps peuvent €tre utilisés est déterminée par leur action au
niveau du cycle viral : comme ils inhibent la premicre étape du cycle viral, c¢’est a dire I’entrée
du virus dans la cellule hote, leur efficacit¢ maximale se situe dans la phase précoce de la
maladie, avant ou rapidement apres 1’apparition des symptomes, en priorité chez des patients

non immunisés ou immunodéprimeés.



Tableav 2 : Principaux anticorps monoclonaux en cours d'évalvation, d'aprés la Réf. 102

Table 2. mAb-based therapeutics for COVID-19 in clinical trials.

Estimated starting and
primary completion

Drug code Trial ID (Status) dates Sponsor Country
REGN-COV2 NCT04425629 (Phase 2/3) Jun 2020-Dec 2020 Regeneron/NIAID/University of Oxford USA/UK
(REGN10933 + REGN10987) NCT04426695 (Phase 2/3) Jun 2020-Jan 2021
NCT04452318 (Phase 3) Jul2020-Jun 2021
NCT04381936 (Phase 3)
LY3819253 (LY-CoV555) NCT04411628 (Phase 1) May 2020-Aug 2020 AbCellera/Eli Lilly/NIH Canada/USA
NCT04427501 (Phase 2) Jun 2020-Sep 2020
NCT04497987 (Phase 3) Aug 2020-Mar 2021
NCT04501978 (Phase 3) Aug 2020-Jul 2021
NCT04518410 (Phase 2/3) Aug 2020- Nov 2020
VIR-7831, VIR-7832 NCT04545060 (phase2/3) Aug 2020- Jan 2021 Vir biotechnology/GSK USA/UK
DXP-593 NCT04532294; (Phase 1) Aug 2020-Oct 2020 i i ics Bi i China
NCT04551898 (Phase 2 pending) Oct 2020-Feb 2021 Peking University etc
Js016 NCT04441918 (Phase 1) Jun 2020-Dec 2020 Junshi Biosciences/Institute of Microbiology, China/USA
Chinese Academy of Sciences/Eli Lilly
Y027 NCT04429529 (Phase 1) Jun 2020-Oct 2020 Tychan Singapore
CT-P59 NCT04525079 (Phase 1) Jul 2020-Nov 2020 Celltrion South Korea
NCT04593641 (Phase 1) Sep 2020-Dec 2020
NCT04602000 (Phase 2/3) Sep2020-Dec2020
BRII-196 NCT04479631 (Phase 1) Jul 2020-Mar 2021 Brii Bio/TSB Therapeutics/Tsinghua University China/USA
BRII-198 NCT04479644 (Phase 1) Jul 2020-Mar 2021 Brii Bio/TSB Therapeutics/Tsinghua University China/USA
SCTAO1 NCT04483375 (Phase 1) Jul 2020-Nov 2020 Sinocelltech Ltd/Chinese Academy of Sciences China
AZD7442 (AZD8895 + AZD1061) NCT04507256 (Phase 1) Jul 2020-Sep 2021 AstraZeneca/Vanderbilt University Medical Center/ UK/USA
(Phase 3 pending) DARPA/BARDA
Mw33 NCT04533048 (Phase 1) Jul2020-Dec 2020 Mabwell (Shanghai) Bioscience Co., Ltd. China
STI-1499/COVI-SHIELD NCT04454398 (Phase 1) Sep 2020-Feb 2021 Sorrento/Mount Sinai Health System USA
T1-2020 NCT04584697 (Phase 1/2 pending) Dec 2020-Apr 2021 Sorrento/Mount Sinai Health System USA
HLX70 NCT04561076 (Phase 1) Dec 2020-Sep 2021 Hengenix Biotech Inc USA
HFB30132A NCT04590430 (Phase 1) Oct 2020-Jul 2021 HiFiBiO Therapeutics/ABL bio USA
ADM03820 NCT04592549 (Phase 1 pending) Nov 2020-Aug 2021 Ology Bioservices/Enabling Biotechnologies USA

Last updated November 10, 2020

Parmi ces anticorps deux associations sont utilisables en France :
¢ Bamlanivimab (BAM) + Etesevimab (ETE), développée par Eli Lilly.

o Les résultats de 1’é¢tude de phase III BLAZE-1 montrent que cette association,
utilisée chez des patients ambulatoires a haut risque de formes graves, conduisait
a une incidence plus faible d'hospitalisations et de déces que le placebo et
accélérait la baisse de la charge virale du SRAS-CoV-21%°,

e Casirivimab (CAS) + Imdevimab (IMD), développée par Regeneron Pharmaceuticals
en partenariat avec le laboratoire Roche.

o Lesrésultats issus de I’essai britannique RECOVERY publié en pré-print en juin
2021 montraient une réduction de mortalit¢ de 20% chez les patients
séronégatifs au moment de I’inclusion!®!.

o Les résultats de 1’essai de phase III évaluant leur utilisation en prophylaxie ,
publiés par le laboratoire Roche en avril 2021, montraient une réduction du
risque d’infection symptomatique de 83%, et chez les patients ayant développé
une infection symptomatique, une réduction de la charge virale, de la durée des
symptomes et du risque d’évoluer vers une forme grave'?,

Les derni¢res recommandations francaises ( datant de février 2021) stipulent que 1’utilisation
de ces associations est possible en autorisation temporaire d’utilisation (ATU) chez les patients
a risque de formes graves ou en cours de grossesse, le plus précocement possible apres un test

positif et évaluation du rapport bénéfice/risque'®.



A noter que d’autres anticorps monoclonaux sont en développement, parmi ceux non encore

autorisés en France on peut notamment citer :

Sotrovimab (SOT, Vir-7801) : Dérivé d’un anticorps isolé d’un patient convalescent du
SARS-CoV en 2003, il se lie a un épitope hautement conservé de la protéine spike
partagé avec le SARS-CoV-2, ce qui serait en faveur d’une plus grande robustesse face
aux variants®®.

Tixagevimab (TIX, AZD8895) et Cilgavimab (CIL,AZD1061) : Dérivés d’anticorps
isolés de patients convalescents, ils ont ét¢ modifiés afin d’avoir une demi-vie prolongée
et se fixent tout deux au RBD de la spike de maniére non compétitive. Apres des essais
précliniques concluants (rongeur et primate non humain), ils sont désormais en étude de
phase 111, en traitement prophylactique et curatif contre la COVID;9!%,

Regdanvimab (REG,CT-P59) : Dérivé d’un anticorps isolé d’un patient convalescent
du SARS-CoV-2, il se lic au RBD de la protéine spike. L'orientation de la liaison entre
le REG et le RBD est différente de celle des autres AcM%.

3. Anticorps et variants

Comme pour les vaccins, I’émergence des variants a également soulevé de nombreuses

questions quant a ’efficacité des AcM vis de ces nouvelles souches. La communauté

scientifique a donc de la méme manicre étudié I’'impact des mutations de la protéine spike sur

la capacit¢ de neutralisation des AcM sur ces nouveaux lignages. La review de Kaiming

Tao et al. dont est issu le tableauv 3, montre clairement la capacité¢ d’échappement de certains

variants a différents AcM, notamment les variants 3 et v, qui ne sont pas neutralisés par 3 des

4 AcM disponibles en France. De plus, en utilisant des virus modifié€s, portant une mutation

unique, des études ont également permis d’identifier les mutations conférant isolément une

résistance, permettant de prédire, a partir de la s€quence d’un variant, son statut de résistance

vis-a-vis de différents AcM (L452R et BAM/ K417N et ETE). Toutes ces données sont

Variant

Alpha
(8.1.1.7)

Beta
(B.1.351)

Gamma
(P1)

Delta
(B.1.617.2)

Kappa
(B.1.617.1)

Epsilon
(B.1.427/9)

N501Y
E484K
K417N
L452R
T478K
N439K
Y453F
F490S
S494P

BAM ETE BAM+ETE CAS IMD CAS+IMD SOT REG TIX CIL
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il - Molécules antivirales

L’utilisation de molécules antivirales visant a bloquer ou a interférer avec un moment précis
du cycle cellulaire est une stratégie récente dans 1’histoire de la lutte contre les maladies virales.
Méme si plus d’une centaine de molécules antivirales ont été¢ développées depuis le premier
antiviral I’idoxuridine en 1962!%, celles-ci ne ciblent que 9 espéces virales différentes, et sont
pour la grande majorité destinées a lutter contre le VIH, les hépatites virales et les virus de la
famille des Herpesviridae. Certaines molécules en développement ou commercialisées dans le
traitement d’autres viroses ont néanmoins ¢té étudiées quant a leur capacité a inhiber la
réplication du SARS-CoV-2. Elles peuvent étre classées en 3 catégories : les inhibiteurs

d’entrée, les inhibiteurs de protéases et les inhibiteurs de la RdRp.

Ces molécules agissent au niveau de la premicre étape du cycle viral en bloquant I’entrée ou

la libération du virus (ou de son ARN) dans le cytoplasme.

1. Umifénovir
L’Umifénovir (Arbidol®) est la seule molécule de cette classe a avoir été étudiée. C’est un
antiviral large spectre utilis¢ comme inhibiteur de fusion dans le traitement de la grippe en
Chine et en Russie. Son action comme inhibiteur d’entrée a été démontrée in vitro'%°, mais

aucune étude publiée a ce jour ne supporte son utilisation en pratique clinique!?’.

Les protéases du SARS-CoV-2 (PL-pro ou 3CL-pro) jouent un role important dans le cycle
viral car elles sont & 1’origine du clivage des ppl A/ppl AB et de la libération des 16 nsp. En
raison de la conservation importante des sites de clivage et de la structure des protéases, elles
sont une cible intéressante dans la stratégie antivirale, d’autant plus qu’aucun analogue de ces
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protéines n’est connu chez ’Homme'"°, suggérant que des inhibiteurs sélectifs de ces protéines

ne devraient pas étre a I’origine d’effets pharmacodynamiques indésirables.

1. Association Lopinavir/Ritonavir
L’association Lopinavir/Ritonavir (Kaletra®), employée dans le traitement du VIH, a été
utilisée au début de I’épidémie en se basant sur son utilisation empirique lors des I’épidémie de
SARS et de MERS, en voulant mettre a profit leur activité inhibitrice de protéases malgré
I’absence d’analogie entre la protéase du VIH et celle des Coronaviridae. Méme si une certaine
activité a été retrouvée in vitro'%, les résultats de ’essai SOLIDARITY ne montraient aucun

effet de son usage chez les patients hospitalisés!!?.



2. Inhibiteurs sélectifs de 3CLpro

D’autres inhibiteurs (Fig.29) sont en cours d’évaluation sur des bases pharmacologiques plus

solides :

PF07304814 : Cet inhibiteur de la 3CLpro est une prodrogue d’une molécule
(PF-00834231) développée il y a plus de 15 ans contre le SARS-CoV-1. Ce dérivé
phosphaté a montré une activité inhibitrice in vifro ainsi qu’une activité in vivo lors d’essais
précliniques!!'!. Malgré une faible solubilité, et donc, ’obligation d’une administration
parentérale, le laboratoire Pfizer qui le développe a entrepris une étude de phase Ib/II,

terminée en juin 2021 dont les résultats ne sont pas encore disponibles!!?,
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Figure 29 : Structure des inhibiteurs de 3CL-PRO les plus avancés

PF-07321332 : Un autre inhibiteur de protéases également développé par Pfizer mais
administrable par voie orale, est lui aussi avancé dans son développement. Les résultats des
études in vitro, précliniques et de phase I (first in man) ont été¢ publiés (en préprint) le
31/07/2021 : ils montrent une activité in vitro a I’encontre du SARS-CoV-2 et une réduction
de la charge virale et des lésions histologiques in vivo dans un modéle murin''3. Cette
molécule est également entrée en essais de phase II, en association avec le Ritonavir, utilisé
pour son activité de booster pharmacologique''“.

GC376 : Cette molécule a été développée initialement comme médicament vétérinaire par
le laboratoire Anivive, pour le traitement du coronavirus félin (F-CoV, genre a-coronavirus)
a D’origine de la péritonite infectieuse féline (PIF). Elle posséde une activité, au moins
invitro, sur 3 familles de virus différents : les Coronaviridae (H-CoV, F-CoV) les
Picornaviridae (entérovirus, rhinovirus, virus de I’hépatite A) et les Caliciviridae
(norovirus) qui posseédent tous des protéases de type 3CLpro!">. Le GC376 a montré une

capacité a bloquer la réplication du SARS-CoV-2 in vitro''®, et également une efficacité

57



in vivo, dans un modeéle murin, montrant une amélioration de la survie dans ce modéle 1étal,

H7.118 T e laboratoire Anivive a

une diminution de la charge virale et des Iésions tissulaires
soumis le GC376 a la FDA (Food and Drug Administration) afin de pouvoir envisager des

essais chez ’homme.

Ces molécules ont la capacité d’interférer avec le cycle viral en inhibant la réplication de son
matériel génétique. Elles sont également issues du repositionnement de molécules développées
initialement pour lutter contre d’autres virus (Ebolavirus, SARS-CoV-1, MERS-CoV). Elles
sont pour la quasi-totalit¢ d’entre elles des analogues de nucléotides (Fig.30), et ont, par

conséquent, un large spectre d’action.
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1. Remdesivir

Le Remdesivir (GS-5734) est une molécule développée par le laboratoire Gilead science.
Les premiers travaux sur cette molécules datent de 2015, lorsqu’elle montre une activité sur le
virus Ebola, puis par la suite sur de nombreux autres virus 8 ARN ( VRS, virus Junin, virus de
Lassa, MERS-CoV)!'?.C’est une prodrogue du GS-443902 (forme active triphosphorylé) qui
est un analogue de 1’adénosine. A la suite de 1’apparition du SARS-CoV-2, des études ont
montré une efficacité du Remdesivir in vitro'?°, mais également in vivo, sur divers modéles de
rongeurs et de primates non humains'?!. Suite a une premiére étude trés préliminaire (pas de
groupe contrdle) rapportant des résultats encourageants'??, la FDA puis ’EMA ont délivré une
ATU au VEKLURY®. D’autres essais ayant des effectifs plus élevés ont été conduits, tel
qu’ACTT-1 qui montrait une réduction du temps de guérison chez les patients traités mais pas

d’incidence sur la mortalité!'?®, résultats confirmés par 1’essai SOLIDARITY'!°,



Dans les suites I’OMS s’est déclaré contre 1’'usage du Remdesivir dans le cadre de la
COVIDy9, I’essai DISCOVERY a annoncé¢ stopper le bras Remdesivir et finalement ’ANSM a
retiré I’ATU du Remdesivir en octobre 2020. Plusieurs dizaines d’études sont encore en cours

pour 1’évaluer, seul ou en association avec d’autres antiviraux.

2. AT-527
L’AT-527 est un inhibiteur de RdRp développé initialement dans le cadre du traitement de
I’hépatite C avec une activité¢ pangénotypique. Il présente I’avantage d’avoir déja été utilisé
chez I’homme avec un profil pharmacocinétique satisfaisant sans mise en évidence d’effets
indésirables particuliers'?*. L’AT-527 a montré une activité inhibitrice sur le SARS-CoV-2
in vitro, mais aussi ex vivo sur un modéle d’épithélium de voie aérienne humaine!? (HAE :
human airway epithelial cells). Il n’existe pas encore a ce jour d’études publiées évaluant
I’activité in vivo de I’AT-527, mais des études de phases II et III sont en cours pour évaluer son
126

efficacité dans le cadre du traitement de la COVIDy9, chez des patients ambulatoires'“® mais

aussi hospitalisés'?’.

3. B-D-N4-Hydroxycytidine et sa prodrogue le molnupiravir

La B-D-N*hydroxycytidine (EIDD-1931) a été découverte au début des années 1970 en
montrant une capacité a induire une mutagénése chez des bacteries'?8. Dans les années 2000,
des études mettent en évidence son activité antivirale, tout d’abord sur les Flaviviridae'?*

sur certains membres des Coronaviridae , (HCoV-NL633° SARS-CoV-1131) et sur de

, puis

33 Encéphalite Equine

nombreux autres virus & ARN (Grippe, VRS!*, Norovirus!
Vénézuélienne'**, Entérovirus'?, Chikungunya!3¢, Ebolavirus!37). Mais cette molécule, ayant
un profil pharmacocinétique défavorable notamment a cause d’une faible biodisponibilité par
voie orale, elle a par la suite ét¢ modifiée par ajout d’un groupement isopropyl donnant I’EIDD-
2801, ou molnupiravir'3®13°, L’EIDD-2801, et plus particuliérement sa forme active, I’EIDD-
1931, agit en introduisant des mutations lors de la réplication du virus, aboutissant a la
mutagénese 1étale (Cf. III-3). De plus son action n’est pas impactée par la présence d’une
activité 3°-5 exonucléase lors de I’utilisation sur les Coronaviridae'*°. Concernant le SARS-
CoV-2, en plus d’avoir montré une activité in vitro et ex-vivo, le molnupiravir a démontré une
activité antivirale dans un modeéle hamster d’infection par le SARS-COV-2'4! Les essais

cliniques de phases I'*? et IT'*? ont été terminés en février 2021, et les essais de phases III sont

toujours en cours.



Cette partie s’intéresse aux molécules repositionnées n’appartenant pas aux antiviraux et

exclut donc les molécules présentées précédemment.

Deés le début de 1’épidémie, devant I’absence d’antiviraux disponibles et I’urgence sanitaire,

la communauté scientifique s’est tournée vers le repositionnement de molécules déja

commercialisées afin de court-circuiter le long processus de développement des médicaments.

Les premiéres études de criblages sur des banques de molécules précédemment autorisées ont

rapidement permis de mettre en évidences des molécules ayant une activité in vitro sur le

SARS-CoV-244145 T es molécules suivantes ont toutes démontrées une activité in vitro sur le

SARS-CoV-2 :

4

Azithromycine'#* : antibiotique de la classe des macrolides.

Camostat®® : commercialisé au Japon pour le traitement des pancréatites chroniques

Chlorpromazine!#* : neuroleptique indiqué dans le traitement des états psychotiques

144 .

Hydroxychloroquine'** : immunomodulateur indiqué dans le traitement de plusieurs

maladies auto-immunes.
Imatinib'#® : inhibiteur de tyrosine-kinase indiqué dans le traitement d’hémopathies

malignes.

Ivermectine'#” : antiparasitaire indiqué dans le traitement des filarioses et de la gale.

Mirtazapine'#* :

antagoniste 02 présynaptique d'action centrale indiqué dans le
traitement des épisodes dépressifs majeurs.

Nitazoxanide'*® : disponible en ATU nominative en France pour le traitement de

diverses parasitoses

144 . inhibiteur de la pompe a protons indiqué dans le traitement et la

Oméprazole
prévention des ulceres gastroduodénaux.

Ondansétron'#* : antagoniste des récepteurs SHT3 indiqué dans la prévention et le
traitement des nausées et vomissements aigus induits par les chimiothérapies.

Teicoplanine!*’ : antibiotique de la classe des glycopeptides.



La figure ci-dessous (Fig.31), d’aprés Valle et al.'>° expose les principales molécules identifiées
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L’efficacité in vitro de ces molécules, démontrée en général sur une, voire deux lignées
cellulaires, est malheureusement rarement synonyme d’efficacité in vivo, et la plupart des
molécules identifiées par screening ont été décevantes lors d’investigation plus poussées. Cela
s’explique par le fait que les mécanismes d’actions supposés ou démontrés de ces molécules
sur le cycle viral, peuvent étre mis en défaut in vitro, par exemple sur d’autres lignées
cellulaires, ex vivo comme sur des épithéliums reconstitués ou in vivo, dans des modéles
animaux ou dans des essais de phases I par des différents facteurs :

e Existence de mécanismes moléculaires alternatifs
e Absence de la cible dans les cellules hotes.
e Impossibilité pharmacocinétique d’obtenir une concentration efficace au niveau du site
d’action (biodisponibilité, diffusion tissulaire, enzymes de dégradation)
Récemment, un travail d’une équipe américaine a mis en évidence que la plupart des molécules
ayant montré une activité in vitro, sont des molécules cationiques amphiphiles (chloroquine,
hydroxychloroquine, chlorpromazine...). Cette propriété leurs confére la capacité d’induire
dans les cellules un phénomene appelé phospholipidose, qui perturbe les membranes lipidiques
intracellulaires, troublant ainsi le cycle viral. La phospholipidose influe sur la réplication du
virus in vitro mais ce phénomene n’a pas été retrouvé in vivo aux doses utilisées, et les
molécules n’ont pas montré d’efficacité sur la réplication virale dans un modéle murin'>'. Ceci
montre I’importance de I’évaluation préclinique des molécules ayant précédemment montré une

activité antivirale in vitro. Ces découvertes mettent donc en avant I’importance d’une stratégie

robuste d’évaluation de I’efficacité des antiviraux, basée non seulement sur le screening in vitro,



mais raffinée par la suite en utilisant tous les moyens disponibles (lignées cellulaires
alternatives pertinentes, expérimentations ex-vivo sur €pithéliums reconstitués), et enfin
confortée par la réalisation d’expérimentations animales, avec des critéres de jugement objectifs
( réduction de la charge virale, réduction de I’infectivité, amélioration de 1’état clinique ) avant

d’engager la réalisation d’essais chez I’étre humain, coliteuse et longue.



II1 - GENERALITES SUR LE FAVIPIRAVIR

A- Introduction
Le Favipiravir (ou T-705) est un antiviral développé initialement pour son action contre le
virus de la grippe. Il est commercialisé au Japon sous le nom de marque Avigan® et a par la
suite montré une activité antivirale sur de nombreux autres virus 38 ARN'32 d’ou I’ intérét porté
a cette molécule dans la recherche de traitements ciblant les pathologies émergentes virales.

B- Structure
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Figure 32 : Structure dv favipiravir
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Figure 33 : Isomérie de rotation de la liaison carboxamide

C- Meétabolisme intracellulaire et mécanisme d’action

(Fig.33)
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Le mécanisme d’action a principalement été étudié sur le virus de la grippe, virus pour lequel
il a été développé a I’origine. Une fois sous forme active (F-RTP), le favipiravir agit comme un
analogue nucléosidique, plus précisément comme un analogue des bases puriques. Il est ensuite
incorporé¢ a I’ARN naissant, a la place d’une adénosine ou d’une guanosine. Une fois incorporé
a ’ARN il peut avoir deux actions sur la réplication virale.

e Une action terminateur de chaine: cette action ne semble pas étre le principal
mécanisme a 1’origine de son activité car elle est en réalité assez rare. Elle se produit
lors de deux incorporations successives de favipiravir dans I’ARN naissant!.

e Une action mutagene : a la suite de 1’incorporation d’une seule molécule de favipiravir
dans la séquence, la réplication peut continuer et se terminer sans action délétére. En
revanche, lorsque ce brin sera a son tour répliqué, le favipiravir pourra introduire dans
la séquence une erreur de type transition'’(G>A ;C>U ;U>C ;A->G)(Fig.35).

L’accumulation des mutations est a I’origine d’une mutagénése 1étale.
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Figure 35 : Représentation schématique des mutations indvites par le favipiravir lors de la synthése des brins positifs
et négatifs d’ARN, d'aprés la Réf. 156

Les virus a ARN se répliquent sous forme de distributions complexes de génomes variants non
identiques mais étroitement apparentés, appelés quasi-especes virales. Lorsque le taux d'erreur
au cours de la réplication du génome dépasse une valeur seuil, I'information génétique ne peut
pas étre conservée et le systéme entre en erreur catastrophe. Le dépassement de ce seuil d'erreur
entraine I'extinction du virus : ¢’est la mutagénése létale'>’, conduisant a une perte d’infectivité
du virus et in fine a une incapacité a se répliquer.

Il est a noter que le favipiravir n’exerce aucune activité sur les ADN polymérases humaines a,
B ety pour des concentrations jusqu’a 1000 uM, et une 1égere activité sur I’ARN polymérase 11
pour des concentrations supérieures 905 uM'8, limitant le risque d’apparition d’effets

pharmacologiques non souhaités et donc d’effets indésirables.



D- Spectre
Bien qu’il ait été développé et approuvé initialement pour le traitement de la grippe, des
études ont, par la suite, mis en évidence une activité sur un nombre important de virus 8 ARN,

révélant un large spectre d’action antivirale.

Le favipiravir possede une activité in vitro sur de nombreux virus 8 ARN. Dans une review
de 2017, Furuta et al.'>® ont répertorié une activité in vitro du favipiravir (Tableav 4) sur 10
familles de virus a ARN avec des ECso variant de 0.01 a 53 pg/mL :

e Virus a polarité positive :
o Orthmyxoviridae (virus de la grippe)
o Des familles comprenant des virus de fievres hémorragique virales
v Bunyaviridae (Rift valley fever, Crimean-Congo haemorrhagic fever)
v Arenaviridae (Lassa virus)
v’ Filoviridae (genre Ebolavirus)
o Rhabdoviridae : virus de la rage
o Paramyxoviridae : virus respiratoire syncytial et métapneumovirus
o Coronaviridae
e Virus polarité négative
o Des familles comprenant des arbovirus
v’ Flaviviridae (virus West-Nile, fiévre jaune, virus Zika)
v Togaviridae (Chikungunya, Mayarovirus)
o Picornaviridae (Genre Enterovirus : Entérovirus, polio)

o Caliciviridae (Norovirus)

De récentes études ont testé la capacité inhibitrice du favipiravir sur le SARS-CoV-2 et ont

montré une ECsp allant de 10 a 78pg/mL 148159,



Tableav 4 : Activité in vitro dv favipiravir, d'aprés la Réf. 158

Table 1. In vitro anti-viral activities of favipiravir
Group Family Virus ECso (pg/mL) Reference
Furuta, Y. et al. 2002%"
Influenza A (seasonal) 0.01-0.94 Sleeman, K. et al, 2010°)
Influenza A (H5N1) 0.2-1.9 tedtmell, FEW., &l 20(_),225)
Sleeman, K. et al. 2010%?
Orthomyxoviridae Influenza A (HIN1)pdm09 0.13-3.53 Sleeman, K. et al. 2010%?
Influenza A (H7N9) 14 Watanabe, T. et al. 2013%")
Furuta, Y. et al. 20022V
Influenza B 0.04-0.8 5
Sleeman, K. et al. 2010%?
Influenza C 0.03-0.06 Furuta, Y. et al. 2002%
La Crosse 5 Gowen, B.B. et al. 2007
Punta Toro 8.6-30 Gowen, B.B. et al. 2007, 2010**-%)
Rift Valley fever 4.2-5.0 Gowen, B.B. et al. 2007, 201023
Sandfly fever 4.7-18 Gowen, B.B. et al. 2007, 2010*%-%)
Bunyaviridae Dobrava 15 Buys, K.K. et al. 2011%%
Maporal 10 Buys, K.K. et al. 2011%)
RNA (-) Crimean-Congo hemorrhagic fever 1.1 Qestereich, L. et al. 2014%¢)
strand Prospect Hill 10 Buys, K.K. et al. 2011%%)
Severe fever thrombocytopenia syndrome 0.71-1.3 Tani, H. et al. 2016V
Junin 0.8-8.0 Gowen, B.B. et al. 2007, 2010**-%)
Mendenhall, M. et al. 2011%)
Pichinde 0.9-3.9 Gowen, B.B. et al. 2007, 20102934
. Tacaribe 0.9-4.1 Gowen, B.B. et al. 2007, 2010293
Arenaviridae
Guanarito 24 Mendenhall, M. et al. 2011%Y
Machupo 2.2 Mendenhall, M. et al. 2011*"
Lassa 17-11.1 (ECy) Safronetz, D. et al. 201532.’
Oestereich, L. et al. 2016%)
. Oestereich, L. et al. 2014%%)
Filoviridae Ebola 10.5 X .
Smither, S.J. et al. 2014>"
Rhabdoviridae Rabies 5.1-7.0 Yamada, K. et al. 2016%
Biamyeneiiidi Human metapneumovirus 1.3-6.3 (ECy) Jochmans, D. et al. 2016%)
Respiratory syncytial virus 41 Furuta, Y. et al. 20022")
West Nile 53 Morrey, J.D. et al. 2008
Flaviviridae Yellow fever 42 Julander, J.G. et al. 2009")
Zika virus 3.5-3.8 Zmurko J. et al. 2016%)
47)
Western equine encephalitis 1.2, 49 (ECy) _]D:::nnj;rl:,]e(t;aletzaojlioogwl
Venezuelan equine encephalitis 1.7 Delang, L. et al. 2014%7)
RNA (+) Togaviridae Eastern equine encephalitis 2.8 Delang, L. et al. 20147
Barmah forest 2.8 Delang, L. et al. 2014%7)
L Ross river 0.5 Delang, L. et al. 20147
Mayaro 2.5 Delang, L. et.al. 20147
Chikungunya 0.3-9.4 Delang, L. et al. 2014*7
Polio 4.8 Furuta, Y. et al. 2002%"
Picornaviridae Rhino 23 Furuta, Y. et al. 2002%"
Enterovirus 71 23 Wang, Y. et al. 2016°)
Caliciviridae Noro 19-39 Rocha-pereira, J. et al. 2012°")




Des études in vivo confirment 1’activité antivirale retrouvée in vitro sur 8 des 10 familles. Le
tableauv 5 reprend les différentes études publiées évaluant le favipiravir in vivo. Ces études
mettent en évidence une activité in vivo aussi bien sur des parameétres purement virologiques :
diminution/suppression de la charge virale, baisse de I’infectivité, que sur des parametres trés
concrets comme une diminution voire une disparition de la mortalité secondaire a 1’infection.
Elles portent pour la plupart sur des modeles de petits rongeurs (souris, hamsters, cochon d’Inde
et rats), mais également sur des modeles de primates non humains, pour des virus ayant un taux
de 1étalité élevé comme les Filoviridae'®® (EBOV, MARV), les Bunyaviridae'®' (CCHFV) ou
les Arenaviridae'® (LASV). Avant 2019, il n’existait pas d’études évaluant le favipiravir in
vivo sur les coronavirus, a ce jour (12/06/2020) il n’existe que deux articles publiés évaluant

activité du favipiravir dans un modéle animal!®3:164,



Tableav 5 : Activité in vivo dv favipiravir

Group Family Virus Animal Results Reference
-Increased time-to-death, reductions in viremia in EboV Bixler et al. 2017'
survival significantly improved for MARYV infected NHPs

. -Delays time to death in EBOV infected macaques and Espy et al. 2019'%°
Ebolavirus
Filoviridae X Macaques increases survivorship in MARV infected macaques
Marburg virus
T-705 reduces viremia in EBOV and MARYV infected
macaques
-T-705 treatment is associated with increased diversity in
EBOV viral populations due to the increase of minority variants
Ebola virus Mice -Full protection in mice Bixler et al. 2017'%¢
Punta Toro phlebovirus Mi -Complete protection against a highly lethal PTV challenge Gowen et al. 2007'7
ice
dose
Severe Fever with -Oral administration of T-705 completely protected mice from Tani et al. 2015'6%
Thrombocytopenia Syndrome Mice lethal infection reduced viral load in blood and tissues
Bunyaviridae Virus
Mi -Animals treated with T-705 survived, showed no signs of Oestereich et al.
ice
Crimean-Congo haemorrhagic disease, and had no virus in blood and organs 2014'%°
Fever -Suppressed viremia and viral shedding when treatment was Hawman et al.
Macaques . . .
initiated 24 h post-infection 2020'¢!
Rift valley fever Rats -92% survival with no significant weight loss or fever Caroline ef al. 2014'7
. . Syrian -Full protection of animals challenged with a lethal dose of Dawes et al. 20187
Nipah virus i
hamster Nipah virus
Paramyxoviridae . . - S
i Syrian -Decreased infectious virus titers in samples from treated Jochmans et al.
Human metapneumovirus
hamster animals 2016'7
-Completely prevented the death of mice Takahashi et al.
RNA (-) . . survival rates of mice were significantly higher when mice 20037
Influenza A virus Mice . L o i
Strand were treated with favipiravir than in mice treated with
oseltamivir
Influenza virus -Protected mice from lethal challenge Fang et al. 2020'7*
Orthomyxoviridae
B/Memphis/20/96 Mi significantly decreased viral loads in mice infected
ice
oseltamivir-resistant variant significantly reduced lung lesions in mice
B/Memphis/20/96(R152K) -The emergence of resistant mutants was not observed
. . -As a prophylaxis or as post-exposure therapy three days after Bricker ef al. 2019'7
Bourbon virus Mice . X . oo
infection prevented BRBV-STL-induced mortality in mice.
-78% survival Gowen et al. 20137
Argentinian mamarenavirus X X -Undetectable levels of serum and tissue viral titers and
. Guinea pig i . .
(Junin virus) prevented the prominent thrombocytopenia and leucopenia
observed in placebo-treated animals
-Highly effective, animals recovered fully from PICV induced Mendenhall et al.
Arenaviridae Lo i . X . . i
Pinchindé virus Guinea pig disease even when therapy was initiated one week after virus 2011'77
challenge when animals were already significantly ill.
-All favipiravir-treated animals survived LASV challenge Rosenke et al. 2018'62
Lassa mamarenavirus Macaques No infectious LASV isolated from blood or post-mortem tissue
samples from animals in the favipiravir group.
-T-705 treatment delayed the onset of clinical signs Banyard et al. 2017'%
reduced the number of mice that developed clinical signs
-Early treatment at 300mg/kg (1 h after inoculation): Yamada et al. 2019'7°
Rhabdoviridae Rabies Mice suppressed viral replication at the inoculation site and the
replication in the CNS.
Delay treatment (up to 2 days after inoculation) at higher doses
(600 or 900 mg/kg/day) suppress viral replication in the CNS
-Treatment of mice with favipiravir significantly Seguera Gurerrero et
Usutu virus Mice reduced viral load in blood and tissues and significantly al. 201880
Flaviviridae delayed virus-induced disease
. Syrian -Significant improvements in survival and disease parameters Julander et al. 2009'%!
) Yellow fever virus
hamster
Strand
-Increased mutation and reduced infectivity Arias et al. 20142
Caliciviridae Murine norovirus Mice -Lower or in some cases undetectable levels of infectious virus

in faeces and tissues.




E- Etudes cliniques

Il existe de nombreuses études cliniques portant sur le Favipiravir avec des posologies
variables pour le traitement des infections aigués et non compliquées par les virus grippaux car
c’est initialement dans cette indication qu’il a été développé. Des essais de phases II et II1 aux
USA ont montré une accélération de la clairance virale et de I’amélioration clinique chez les
patients traités par favipiravir comparées a ceux traité par placebo!®>34 1l a aussi été montré,
en étudiant la sensibilité¢ de souches cliniques au favipiravir, avant et apres traitement, que le

ce dernier ne provoquait pas I’émergence de souche résistante!®>.

Entre décembre 2013 et mars 2016, 28 616 cas confirmés, probables et suspects de maladie
a virus Ebola ont été notifiés en Guinée, au Libéria et en Sierra Leone, dont 11 310 déces'®.
Cette épidémie a donné lieu a plusieurs essais thérapeutiques impliquant le favipiravir
o Série de cas rétrospective de Bai ef al. : 39 patients traités Vs. 85 controles!®’
- Survie globale améliorée par rapport au groupe contrdle (56% vs 35%)
- Amélioration de la survie (47 jours Vs 29 jours)
- Diminution de la charge virale d’un facteur 100 chez 53% Vs. 16% des patients
o Essai JIKI de Sissoko ef al. sur 111 patients (un seul bras, non randomisé)'#3
- Bonne tolérance au favipiravir
- Réduction de la charge virale chez les survivants
- Réduction de la mortalité chez les patients avec une charge virale faible (<20Ct)
- Pas de signaux de toxicité
o Etude rétrospective de Kerber ef al. sur 163 patients's?
- Taux de [étalité plus bas chez les patients traités (43% Vs. 58%)
- Amélioration de la survie
Ces ¢tudes, bien que comportant des limites (petits effectifs, absence de groupe controle),
tendent a montrer que le favipiravir améliore la survie et diminue la charge virale chez les

patients.



F- Pharmacocinétique

Le favipiravir a ’intérét de pouvoir étre administré par voie orale avec une bonne
biodisponibilité (>95%). Sa pharmacocinétique est complexe et non linéaire, temps et dose
dépendante. Il est a la fois substrat et inhibiteur de I’aldéhyde oxydase (AO), ce qui nécessite
I’administration d’une dose de charge en début de traitement. Aprés une dose orale de
favipiravir, la concentration plasmatique atteint son maximum (Cmax) en 2 heures et décroit
rapidement avec une demi-vie de 2 a 5 heures'?’. La liaison aux protéines plasmatiques est de
54%!"91. Des études précliniques de distribution réalisées chez le singe montre une diffusion
tissulaire importante , avec notamment un ratio plasma/poumon (organe cible dans le traitement
des infections par des virus a tropisme pulmonaire) a 0,5 & T30minutes' 2. Il est métabolisé au
niveau hépatique, principalement par ’AO, et de mani¢re marginale par la xanthine oxydase
(XO), pour donner un métabolite hydroxylé inactif le T705-M, par la suite excrété¢ par voie

urinaire.

G- Tolérance et effets indésirables

A la posologie utilisée pour le traitement de la grippe (dose de charge de 1600mg/12h les
premiéres 24h, puis 600mg/12h les jours suivants), les principaux effets indésirables rapportés
sont des diarrhées légeres a modérées, une ¢lévation des taux d’acide urique et des
transaminases et une diminution du nombre de polynucléaires neutrophiles'®. Les études
précliniques ont également mis en évidence des propriétés tératogénes, contre-indiquant ainsi
son usage chez les femmes enceintes ou en age de procréer en absence de contraception
efficace!”?. En 2020, V. Pilkington et al. ont conduit une revue de la littérature concernant les
effets indésirables du favipiravir concluant a un profil de sécurité favorable, en insistant
néanmoins sur les risques d’hyperuricémie et d’allongement de I’intervalle QT'®3. Enfin, une
¢tude récente de R.J. Kaur ef al répertoriant les événements indésirables médicamenteux
signalés dans la base de données de pharmacovigilance de I'OMS lors de 1’utilisation du
favipiravir dans le cadre de la COVID19, ne montrait pas d’effets indésirables spécifiques a cette
indication, concordant avec ceux précédemment rapportés : élévation des enzymes hépatiques,
nausées et vomissements et tachycardie, incitant & monitorer ces parameétres chez les patients

traités par favipiravir'®4.



III - MATERIELS ET METHODES

A- Modéle animal et infection

Les expériences in vivo ont été approuvées par le comité d'éthique local (C2EA—I14) et le
Ministere de |’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de l'Innovation (APAFIS#23975) et
réalisées conformément aux directives nationales frangaises et la législation européenne
concernant l'utilisation d'animaux a des fins scientifiques. Toutes les expériences ont été
menées dans le laboratoire BSL 3.
Cette étape a été réalisée par [’équipe chargée de |’expérimentation animale de ['unité
Le hamster doré (Mesocricetus auratus) est un bon modele pour I’étude du SARS-CoV-2 in
vivo, en effet, méme si I’infection n’est pas 1étale, aprés une infection par voie intranasale, le
virus se réplique activement au niveau des voies respiratoires.
Pour cette étude, 3 groupes de 4 hamsters ont été utilisés. Le traitement a été initié le jour de
l'infection (thérapie antivirale préemptive) et s'est terminé a 2 jours post-infection (dpi). Tous
les animaux ont été infectés a Jo par voie intranasale avec une dose de 10° TCIDso de SARS-
CoV-2 et ont été traités par voie intrapéritonéale 3 fois par jour jusqu’a J»
e Soit avec une solution saline (NaCl 0,9%)
e Soit avec du favipiravir (25 ou 50 mg/mL)
o Pour des doses journalieres de 37,5 et 75mg/J.
A J3 post infection, les animaux ont été sacrifiés, pour chaque animal, un lobe pulmonaire a été
récupéré, broy¢ et centrifugé afin d’obtenir 12 homogénats de poumon clarifiés sur lesquels les

essais ont été conduits. (Fig.36)
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Figure 36 : Représentation de la chronologie de I'expérimentation



B- Charge virale et infectivité
Cette étape a été réalisée par I’équipe chargée de [’expérimentation animale de ['unité.
Pour déterminer I’effet du traitement par favipiravir sur la réplication, les homogénats de
poumon ont été analysés par deux techniques (Fig.37) :
e LaRT-qPCR qui mesure la quantité totale d’ARN viral dans 1’échantillon.

e La détermination de la TCIDso qui mesure la quantité de particules infectieuses.

Les échantillons, apres surcharge en bactériophage MS2, ont été extraits en automate
Qiacube (Qiagen). Les extraits ainsi obtenus ont par la suite été utilisés pour les réactions de
PCR:

-Une RT-PCR quantitative dirigée contre le gene de la RdRp du Sars-Cov-2 permettant
d’obtenir la quantité de copies de génome viral dans chaque échantillon.

-Une PCR quantitative dirigée contre le gene de la y-actine du hamster syrien, permettant
d’obtenir le nombre de copies de y-actine dans chaque échantillon, servant a normaliser les
autres parameétres entre les différents échantillons.

-Une RT-PCR dirigée contre le bactériophage MS2 permettant de garantir la validité de
I’extraction d’ARN!%3

Pour déterminer les titres infectieux, des plaques de culture 96 puits contenant des cellules
VeroE6 confluentes ont été inoculées avec 150 pL par puits de dilutions en série de chaque
échantillon (dilutions au quart). Les plaques ont été incubées en étuve. A 34, chaque plaque a été
analysée pour détecter I'absence ou la présence d'effets cytopathogéne (ECP) dans chaque puits.

Les titres infectieux ont été estimés a l'aide de la méthode décrite par Reed & Muench!®®,
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Figure 37 : Représentation dv Protocol expérimental pour la quantification virale (Charge virale et titre infectievx)
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Lorsque I'analyse de la réplication du virus dans les homogénats clarifiés pulmonaires était
basée sur les titres infectieux (mesurés en TCIDso), une relation inverse était observée entre les
titres infectieux et la dose de favipiravir. Les titres infectieux moyens pour les groupes
d'animaux traités avec 75 mg / jour TID étaient significativement inférieurs a ceux observés
avec les groupes non traités (p < 0,0001). Lorsque I'analyse de la réplication du virus dans les
homogénats clarifiés pulmonaires était basée sur la quantité d'ARN viral (mesurés par qRT-
PCR), des différences significatives avec le groupe d'animaux non traités ont été observées
uniquement avec la dose la plus élevée de Favipiravir (p=0,0036). L’étude de l'infectivité des
particules virales (c'est-a-dire le rapport du nombre de particules infectieuses sur la quantité
d'ARN viral) montrait une diminution de I’infectivit¢ dans tous les groupes traités (Fig.38). Ces

différences étaient toujours significatives avec la dose la plus élevée de favipiravir (p =0,0105).
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Figure 38 : Données relatives av titre infectievx, la quantité d"ARN et I'infectivité.

C- Mise au point d’une technique d’amplification du génome

Afin d’étudier I’effet du Favipiravir sur le génome du SARS-CoV-2, il était nécessaire de
pouvoir amplifier I’intégralité du génome avant I’adressage a la plateforme de NGS. En effet,
la quantité d’ARN disponible issue des préleévements sur les animaux est grandement inférieure
a celle que I’on peut obtenir a partir de surnageants de culture virale. Il aurait été envisageable
de cultiver le virus sur cellules afin d’obtenir un surnageant enrichi en ARN mais, cela aurait
eu trois inconvénients. D’une part, la mise en culture et les passages répétés sur cellules sont
accompagnés d’une évolution naturelle du génome viral, les mutations observées n’auraient pas
pu étre imputées a 1’action du Favipiravir. D’autre part la réduction de I’infectivité mise en
évidence par une diminution dose dépendante de la TCIDso, aurait pu poser des difficultés pour
la mise en culture des prélévements. Enfin, s’affranchir de I’étape de mise en culture permet
d’améliorer la rapidité de rendu de résultats. Une amplification en deux temps grace a une
transcription inverse suivie par une PCR (Two-step RT-PCR) et une RT-PCR en un temps

(One-step RT-PCR) ont donc été testées.



200 pL. d’homogénat clarifié de poumon ou de surnageant de culture cellulaire (stock de
virus) ont été inactivés avec un volume de 200puL de tampon de lyse VXL (Qiagen) et I'ARN
viral a été extrait a l'aide d'un robot EZ1 Advanced XL avec le kit EZ1 mini virus 2.0 (tous

deux de Qiagen). L’¢lution était réalisée dans 60uL. (Fig.39)
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Figure 39 : Protocol d'extraction de I'ARN viral

Nous avons congu des amorces chevauchantes d’environ 2500 paires de base (Fig.40) qui
permettaient une amplification du génome complet en effectuant 13 réactions de PCR. Les
températures de fusion (Tm) des amorces étant proches les unes des autres (Tableav 6), cela permet

de réaliser les 13 réactions avec le méme programme de PCR.
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Figure 40 : Répartition des amorces le long dv génome dv SARS-CoV-2

Tableau 6 : Amorces utilisées pour I'amplification dv génome dv SARS-CoV-2
'm | GC%

| Name ‘ Primer Sequence Isnn End | T
1Forward ACCAACCAACTTTCGATCTCTTGT 31 | 54 | 6069 | 41.67
1Reverse TTTCGAGCAACATAAGCCCGTT 2621 | 2642 | 61.13 | 45.45
2Forward AACAACCTACTAGTGAAGCTGTTGA | 2565 | 25989 | 60.16 | 40.00
2Reverse TTGACATGTCCACAACTTGCGT 5006 | 5027 | 61.26 | 45.45
3Forward | CTTCTTTCTTTGAGAGAAGTGAGGACT | 4940 | 4966 | 60.69 | 4074
3Reverse TGCCAAAAACCACTCTGCAACT 7234 | 7255 | 6147 | 4545
4Forward GTGGTTTAGATTCTTTAGACACCTATCCT | 7143 | 7171 | 60.59 | 37.93
4Reverse AGGTGTGAACATAACCATCCACTG | 9644 | 9667 | 60.81 | 45.83
SForward ACTCATTCTTACCTGGTGTTTATTCTGT | 9558 | 9585 | 60.69 | 35.71
SReverse CTGGACACATTGAGCCCACAAT 11923 | 11944 | 61.14 | 50.00
6Forward TGCACATCAGTAGTCTTACTCTCAGT | 11864 | 11889 | 61.25 | 42.31
6Reverse TGTGACTCTGCAGTTAAAGCCC 14186 | 14207 | 60.81 | 50.00
Forward AGACGGTGACATGGTACCACAT 13758 | 13779 | 61.41 | 50.00
7Reverse ACACGTTGTATGTTTGCGAGCA 15354 | 15375 | 61.63 | 45.45
8Forward TGATTGTTACGATGGTGGCTGT 14880 | 14901 | 60.29 | 45.45
8Reverse GTGCAGGTAATTGAGCAGGGTC 17437 | 17458 | 61.52 | 54.55
9Forward TGATTTGAGTGTTGTCAATGCCAG | 17382 | 17405 | 60.26 | 41.67
9Reverse ATTAGCAGCAATGTCCACACCC 19845 | 19886 | 61.21 | 50.00
10Forward | AATGTAGCATTTGAGCTTTGGGC | 19774 | 19796 | 60.37 | 43.48
10Reverse ACCAGCTGTCCAACCTGAAGAA 22324 | 22345 | 61.82 | 50.00
11Forward | ACATCACTAGGTTTCAAACTTTACTTGC | 22263 | 22290 | 60.68 | 35.71
11Reverse ATGAGGTGCTGACTGAGGGAAG | 24715 | 24736 | 61.74 | 54.55
12Forward | GTCAGAGTGTGTACTTGGACAATCA | 24649 | 24673 | 60.74 | 44.00
12Reverse ACTGCTACTGGAATGGTCTGTGT | 27142 | 27164 | 61.58 | 47.83
13Forward GGTGACTCAGGTTTTGCTGCAT 27087 | 27108 | 61.65 | 50.00
13Reverse CGTAAACGGAAAAGCGAAAACGT | 20571 | 59593 | 61.08 | 4348




Les premiers essais ont ét¢ réalisés en utilisant le kit de RT-PCR One-Step SuperScript™
IIT avec ADN polymérase Platinum™ Taq (ThermoFisher). L’amplification était réalisée dans
un volume final de 25uL, avec 12.5uL de mix du kit, 1.5uL d’amorces (10uM). L amplification
a ¢été réalisée dans les conditions suivantes : 30 min a 55 °C, puis 45 cycles de 15 s a 95 °C,
30 sec a 51°C et 3 min a 68 °C. La PCR permettait une amplification des 13 fragments sur des
échantillons jusqu’a 22-23Ct en RT-qPCR, au-dela, certains fragments n’étaient pas ou peu
amplifiés (Fig.41). Les échantillons obtenus in vivo pouvant contenir moins d’ARN, il fallait donc

un protocole permettant d’amplifier des prélevements plus tardifs en RT-qPCR.
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cycle sevil (Ct) de la qRT-PCR correspondante
s’échelonnant de 23-27 Ct)

De I’ADN complémentaire a été¢ généré dans un volume final de 40 pl en utilisant 14 pl
d'extrait d'acide nucléique, 2ul. d’amorces aléatoires (oligodésoxyribonucléotides courts de
séquence aléatoire [d(N)6] qui s’hybrident sur des sites complémentaires aléatoires I’ARN
cible, pour servir d’amorces a la synthése d’ADN) et du kit ProtoScript® II First Strand cDNA
Synthesis (New England Biolabs). L'ADN complémentaire ainsi obtenu était utilisé pour
générer les 13 amplicons grace a la polymérase haute-fidélité Q5 (New England Biolabs). Les
Mix pour PCR (volume final 25 pL) contenaient 2,5 pL d'ADNCc, 2 pL d’amorces (10 uM) et
12,5 pL de QS5 High-Fidelity 2X Master Mix. L'amplification a été réalisée dans les conditions
suivantes : 30 s a 98 © C, puis 45 cycles de 15 sa 98 °© C et 5 min a 65 ° C. Cette méthode

permettait d’amplifier des prélévements ayant des Ct plus tardifs.



Ces deux méthodes étaient complémentaires : une méthode rapide pour les prélevements a Ct
bas (SSII) et une méthode plus sensible (Q5) pour les Ct plus élevés, mais nécessitant des

étapes supplémentaires.

La taille de chaque produit de PCR a été vérifiée par €lectrophorése sur gel (Fig.42) et pour
chaque échantillon, un pool équimolaire de tous les amplicons a été préparé puis purifié a I'aide
du kit Monarch PCR & DNA Cleanup (New England Biolabs)

[]

1 2 3.4 . 56 7SOl il il

. e S e - — e B e e e

Figure 42 : Exemple d'électrophorése sur gel pour I'vn des homogénats pulmonaires

Cette étape a été réalisée par la plateforme NGS de [ 'unité

Apres la quantification de I'ADN en utilisant le kit Qubit dSDNA HS et le fluoromeétre Qubit
2.0 (ThermoFisher Scientific), les amplicons ont été fragmentés par sonication en fragments
d'environ 200 pb de long. Les bibliothéques ont été construites en ajoutant un code a barres,
pour l'identification des échantillons, et des amorces a l'aide du systéme AB Library Builder
(ThermoFisher Scientific). Pour regrouper équimolairement les échantillons a code-barres, une
¢tape de quantification par PCR en temps réel a 1'aide du kit de quantification Ion Library
TagMan (ThermoFisher Scientific) a été effectuée. Ensuite, la PCR en émulsion a partir des
pools et le chargement sur la puce 530 ont été réalisés en utilisant I'automate Ion Chef
(ThermoFisher Scientific). Le séquencage a été effectué en utilisant la technologie S5 Ion
torrent v5.12 (ThermoFisher Scientific). Une séquence consensus a ¢été obtenue apres
ajustement des reads (les reads avec un score de qualité <0,99 et une longueur <100pb ont été
supprimés et les 30 premiers et 30 derniers nucléotides ont été supprimés des reads). Le
mappage des reads sur une référence a été effectué¢ a l'aide du logiciel CLC genomics
workbench v.20 (Qiagen). Un contig de novo a également ¢ét¢ produit pour garantir que la

séquence consensus n'était pas affectée par la séquence de référence.



La recherche de sous populations virales, ainsi que le classement des mutations en synonyme
ou non synonyme ont été réalisés grace a une pipeline bio-informatique développée par le
laboratoire. La fréquence de mutation pour chaque position a été calculée comme le nombre de
lecture avec une mutation par rapport a la référence divisée par le nombre total de lectures sur
ce site. Seules les substitutions avec une fréquence d'au moins 1% ont été€ prises en compte pour
l'analyse. Les fréquences pour chaque parametre pour un échantillon ont été calculées comme
le rapport entre le nombre de ce type de mutation divisé par le nombre total de mutations

retrouvées dans 1’échantillon.

IV - Résultats et Discussion

A- Echantillons analysés

Les analyses ont été réalisées sur les homogénats clarifiés de poumon des 12 animaux issus
des trois groupes : non traité, traité¢ a 37,5 mg/J ou traité a 75 mg/J. Le surnageant de culture de
SARS-Cov-2 ayant été utilisé pour infecter les animaux a également ¢t¢ analysé de la méme

maniere afin de servir de séquence de référence aux séquences obtenues chez les animaux.

B- Séquences consensus

Les séquences consensus ont ét¢ obtenues pour les 13 échantillons, on ne notait pas de
mutations majoritaires par rapport a la séquence du stock de virus. L’amplification préalable au

séquencage a permis d’obtenir une profondeur moyenne de 25'426 + 7176. (Fig.43)
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Figure 43 : Profondeur moyenne dv
séquengage pour chaque échantillon.



C- Nombre total de mutations

Sur les 697 mutations retrouvées (Fig.44), 27 étaient déja présentes dans le stock de virus et
n’ont donc pas été prises en compte pour le reste des analyses. En effet, ces mutations étant
présentes avant le début de 1I’expérimentation, elles ne reflétaient ni I’action du Favipiravir, ni
I’adaptation du virus au modéle animal. La grande majorité des mutations retrouvées (97.3% ;

n= 652) avaient une fréquence inférieure a 10%.
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Figure 44 : Diversité génétique virale dans les homogénafts clarifiés pulmonaires.
Chaque triangle représente une mutation (seuvles les substitutions
avec vne fréquence = 1% ont é1é considérées)

En étudiant la répartition des mutations (Fig.45) sur I’ensemble du génome, il ne semblait pas y

avoir de localisation préférentielle, mais plutot une répartition aléatoire.
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Figure 45 : Modéle de distribution des mutations sur I'ensemble dv génome viral.
Les positions des mutations variables sonf représentées en utilisant
des fenétres glissantes de 300 nucléotides



Pour affiner cette analyse, en comparant la fréquence des mutations dans chaque ORF, et la part

du génome totale occupée par ces mémes ORF (Fig.46), on met en évidence une corrélation quasi

parfaite entre les deux (R>=0,99, p<0,0001), tendant & montrer que les mutations apparaissent

de maniere aléatoire sur I’ensemble du génome et que les ORF les plus longs sont ceux ou

s’accumule le plus de mutations.
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Figure 46 : Répartition des mutations dans les différents ORFs par rapport av pourcentage dv génome complef occupé

par ces ORFs.

L’analyse des données montrait une relation entre le nombre de mutations par échantillon (Fig.47)

et la dose journali¢re de Favipiravir. Le nombre de mutations chez les groupes traités par 37.5

et 75 mg/] était augmenté d’un facteur 2 et 4.7 respectivement. La différence n’était

significative qu’avec le groupe traité a 37.5mg/J (p=0.029).
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Figure 47 : Nombre moyen de mutation pour chagque groupe
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D- Caractéristiques des mutations

L’analyse des types de mutations mettait en évidence que I’augmentation du nombre de

mutations était liée & une augmentation du nombre de mutations G—A et C—U d’une manicre

qui semble dose dépendante. (Fig.48)
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Figure 48 : Répartition des mutations selon leur type

La conséquence de 1’augmentation de ce type de mutations dans les groupes traités est une

augmentation des mutations de types transition, en valeur absolue et en fréquence. En parall¢le

on observait une diminution de la fréquence des transversions. On notait également une

augmentation en fréquence et en valeur absolue des mutations non synonymes, significative en

valeur absolu pour le groupe 37.5mg/J et en fréquence pour le groupe 75mg/J (p=0.013 et 0.009

respectivement). L’¢lévation de la fréquence des mutations G—A était significative pour les

deux groupes traités (p=0.009 et 0.002 respectivement) (Fig.49)
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Pour chaque échantillon la fréquence a été calculé comme le nombre de ce type de mutation
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Figure 49 : Caractéristique des mutations.
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E- Lien entre mutation et infectivité

Nous avons étudié¢ si I’efficacité observée chez les animaux traités était liée aux
caractéristiques des mutations observées. L’analyse de ’association entre I’infectivité du virus,
(Fig.50) exprimée en Logio de 1a TCIDso par mL d’homogénat clarifié de poumon, et la fréquence

des mutations non synonymes, synonymes et des transitions G—A était significative (p<0.036).
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Figure 50 : Association entre la TCID50 et la fréquence de certains types de mutations

F- Evolution paralléle

Une analyse des mutations partagées a la recherche d’arguments en faveur d’une évolution
parallele a ensuite été conduite (Fig.51). 32 mutations étaient retrouvées chez au moins 2 animaux
différents. Elles se situaient en majorité dans la région de I’ORF1ab (n=26 ;81%). On retrouvait
1, 3 et 5 mutations partagées au sein des groupes différents groupes (non traités, traités avec
37.5 mg/J ou 75 mg/J de favipiravir respectivement). 11 (/+4) mutations étaient retrouvées a la
fois dans le groupe des hamsters non traités et dans 1’un des groupes de hamsters traités. Enfin

2 mutations étaient retrouvées au moins une fois dans chacun des groupes.

Groupe traité avec Groupe traité avec
75 mg/J de 37.5 mglJ de
Favipiravir Favipiravir

Groupe non traité

Figure 51 : Diagramme de Venn des mutations partagées entre les
différents groupes de hamsters



18 (5+10+3) mutations étaient retrouvées au sein des groupes traités, mais n’étaient pas
retrouvées dans le groupe des hamsters controle. 55% d’entre elles (n=10) étaient retrouvées au
moins une fois dans les deux groupes traités. Ces mutations €taient a 90% (n=9/10) localisées
dans ’ORF1ab (Tableau 7), et dans les régions codant pour les protéines non structurales nsp2
(n=1 ;10%), nsp3 (n=4 ;40%), nsp4 (n=1 ;10%), nsp5 (n=1 ;10%), nsp6 (n=2 ;20%), et nsp14
(n=2 ;20%).

Tableav 7 : Caractéristiques des mutations partagées entre les
différents groupes de hamsters
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G- Discussion

La méthode d’amplification mise au point présente 1’intérét de pouvoir amplifier le génome
complet du SARS-CoV-2, en s’affranchissant d’une étape d’enrichissement par culture
cellulaire. Elle permet d’obtenir une amplification du génome complet du virus a partir de
prélévements biologiques (prélévements de patients, d’animaux ou surnageants de cultures) sur
une gamme de matrice assez large (succes jusqu’a 30 Ct), pour un temps de réaction, aprés
extraction, allant de 3h20 (one-step RT-PCR) a 4h20 (two-step-RT-PCR). Les produits obtenus
une fois purifiés peuvent étre adressés directement a la plateforme de NGS pour séquencage
avec la garantie d’obtenir une profondeur de séquengage €levée et une couverture de 100%.
Des études antérieures portant sur le mécanisme d’induction de biais mutationnel par le
Favipiravir, montrent qu’il entraine, sur le virus de la grippe, une inhibition de 1’extension du
brin d’ARN et induit une accumulation importante de mutations dans le génome viral'®”-1%8,
Des travaux plus récents, montrent qu’in vitro, I’action du Favipiravir sur le SARS-CoV-2 est
similaire, via une action de terminateur de chaine, un ralentissement de la synthése d’ARN et
I’induction d’une mutagénése létale!*.

L’analyse génomique que nous avons réalisée confirme 1’effet mutagéne du Favipiravir in vivo,
montrant une augmentation du nombre de mutations dans les groupes traités, méme si cette
différence n’est significative que pour le groupe traité¢ a 37.5mg/J, en raison du petit effectif des
groupes (n=4) et de 1’écart-type important (explicable par la nature dynamique des sous-
populations virales). La répartition des mutations par rapport a la fraction représentée par les
différentes ORF (Fig.45) est ¢galement un argument en faveur d’'une mutagénese induite par le
Favipiravir étant donné le caractére aléatoire de la répartition des mutations.

L’apparition majoritaire de mutations de type G—A et C—U est également un témoignage de
I’action du Favipiravir in vivo, en effet sa capacité a se comporter comme un analogue de la
guanine et a engendrer ce type de transitions a déja ét¢ montrée in vitro et in vivo sur d’autres
virus & ARN (virus de la grippe!*®, West-Nile virus?®, Ebolavirus?’!), mais également in vitro
sur le SARS-CoV-21%.

Parallélement, nous avons mis en évidence une diminution de I’infectivité du virus, liée a une
diminution de viabilité¢ de I’ARN viral. Des effets similaires ont déja été retrouvés, in vitro et
in vivo, sur d’autres virus a ARN!'%7290-202_ Nous avons également observé une association
inverse entre l’infectivit¢ de 1’homogénat de poumon et le nombre de mutations non-
synonymes. Etant donné que des mutations non-synonymes aléatoires sont plus délétéres que
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des mutations synonymes~?-, cela suggere que les mutations se répartissaient aléatoirement sur



les trois positions d’un codon, et qu’aucun mécanisme compensatoire n’a été mis en place par
le virus pour éliminer ces mutations délétéres. Enfin, 1’association inverse entre le titre
infectieux de 1’homogénat de poumon et la fréquence des mutations G—A suggere que
I’augmentation de la fréquence de ces mutations au-dela d’un seuil critique provoque une
mutagénese [étale.

Notre étude mettait également en évidence des événements d’évolutions paralléles, notamment
au sein des groupes traités par Favipiravir. Parmi ces événements, deux mutations étaient
localisées dans la région codant pour la nspl4, une protéine non structurale impliquée dans
lactivité corrective de la RARp?%*. Cette mutation se situe au niveau du domaine N7 méthyl-
transférase, impliqué dans le capping de ’ARN viral, c’est-a-dire la formation de la coiffe en
5> de ’ARN (7-methyl-guanosine). Chez les Nidovirales, la coiffe a un réle dans I’initiation de
la traduction, dans la protection des ARN contre les dégradations par les ribonucléases
cellulaires et I’échappement a la réponse immunitaire innée de la cellule hote?®.

Cette mutation ne semble donc pas étre un phénoméne de sélection de résistance au Favipiravir
puisqu’elle n’implique pas des régions codant pour des protéines impliquées dans le mécanisme
d’action du Favipiravir, comme la nspl2 (RdRp), ou la région impliquée dans I’activité
exonucléasique de la nsp14. Une sélection en culture cellulaire en présence de Favipiravir serait
nécessaire pour mettre en évidence I’existence de mutations de résistance, comme cela a pu étre
déja réalisé sur le virus de la grippe??6-2%7,

Il est également a noter que les données issues de 1’article associé a ce travail montrent que des
signes de toxicité apparaissent dans ce modéle, en lien avec 1’utilisation de fortes doses et
I’accumulation de la molécule causée par sa capacité a auto-inhiber son métabolisme,
interrogeant sur sa potentielle utilisation chez ’homme a des doses efficaces. En revanche, étant
donné qu’il diminue I’infectivité du virus au niveau pulmonaire, cela rend son usage d’autant
plus intéressant dans le cadre du traitement ou de la prévention d’une maladie comme la
COVID9ou la contamination se fait principalement par voie aérienne?%s,

Des ¢études cliniques ont depuis lors évalué le favipiravir chez I’homme dans le cadre de la
COVID19, mais ces études sont encore peu nombreuses, réalisées sur des effectifs faibles et sur

des formes légeres a modérées, mais semble néanmoins montrer une tendance a la diminution
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de durée d’hospitalisation””, une diminution de la durée des symptomes-'" et du besoin de

ventilation mécanique ou de respiration extracorporelle®!!

. Une étude a également évalué le
favipiravir chez des patients de réanimation, elle montre que les concentrations plasmatiques
chez ces patients sont bien inférieures a celles habituellement observées chez les volontaires

sains en lien avec les modifications pharmacocinétiques décrites dans cette population
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particuliere (augmentation du volume de distribution, augmentation de la clairance, diminution
de l'absorption gastro-intestinale par les co-médications) incitant a optimiser les posologies
chez les patients de réanimation?®'?.

Enfin, une stratégie intéressante mais n’ayant pas encore été évaluée dans le cadre de la
COVIDy9 et du favipiravir est son usage en association a d’autres antiviraux, basée sur la
recherche d’une synergie permettant une diminution des doses administrées de chaque
composé, des effets secondaires tout en améliorant les effets thérapeutiques, réduisant ainsi la
probabilité de sélection de mutants résistants aux médicaments. La recherche de combinaisons
antivirales synergiques est particulierement importante pour les virus trés variables dont
l'adaptabilité est guidée par la dynamique des quasi-espéces comme cela a pu étre étudié en
associant le favipiravir a la ribavirine dans le cadre du VHC?!3 ou bien avec le baloxavir dans
le cadre du virus de la grippe®'*.

Pour conclure, cette étude permet de mettre en évidence une action du Favipiravir sur le SARS-
CoV-2 in vivo, montrant qu’il entraine une accumulation dose dépendante de mutations, dont
le mécanisme est lié a sa capacité a se comporter comme un analogue nucléosidique. Des études
restent encore a mener afin de déterminer les posologies optimales, ou bien des associations

synergiques afin d’obtenir des concentrations efficaces en absence de toxicité, associées a une

activité antivirale maximum.
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