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RESUME 

 

 Les coronavirus humains (HCoV) sont des virus respiratoires opportunistes infectant 
les voies respiratoires supérieures pour y provoquer le rhume. Ces virus peuvent également 
envahir le système nerveux central (SNC) et y infecter les cellules résidentes, étant ainsi  
potentiellement associés au développement de maladies neurologiques. Les travaux de 
recherche du laboratoire ont montré que la souche HCoV-OC43 est neuroinvasive et 
neurotrope chez l'humain et chez la souris. La glycoprotéine virale S est un des facteurs de 
virulence majeurs pour plusieurs coronavirus, incluant le HCoV-OC43. Afin d’étudier le rôle 
de cette protéine dans la neuroinvasion et dans la propagation virale au SNC et d’identifier 
les acides aminés associés à cette fonction, nous avons comparé la séquence du gène S de 
la souche de référence du laboratoire à celles de virus détectés à partir d’isolats cliniques 
des voies respiratoires humaines. Bien que la séquence du site de clivage potentiel S2' situé 
en amont du peptide de fusion reste inchangée, nous avons pu mettre en évidence que 
l’ensemble des virus provenant des isolats cliniques possédait (parmi 7 mutations 
prépondérantes), une mutation dans le gène S favorisant la création d’un site de clivage pour 
la furine nommée S1/S2. Ainsi, nous avons, à l'aide de clones infectieux, obtenus des virus 
mutants au niveau des sites S1/S2 (G758R) et à S2' (R903A). Nous avons pu mettre en 
évidence que les propriétés neuroinvasives de ces variants sont altérées. De plus, nous 
avons observé une diminution de la propagation des variants G758R et R903A dans des 
lignées de cellules neurales, ainsi qu'à l’intérieur du SNC associée à une neurovirulence 
atténuée, voire inexistante chez la souris. Nous avons pu démontrer que le HCoV-OC43 
envahit le SNC principalement par le nerf olfactif et l’ensemble de nos résultats suggère un 
rôle important des différents clivages (S1/S2 et S2') de la glycoprotéine S dans une 
interaction hôte-pathogène. 
 Cette étude nous a permis de mieux caractériser le rôle des clivages de la 
glycoprotéine S dans la neuroinvasion, le neurotropisme et la neurovirulence. Nous pouvons 
maintenant spéculer quant à de possibles cibles thérapeutiques. En permettant un clivage au 
niveau de S1/S2 par des protéases de l'hôte, et en inactivant celui à S2', nous pourrions 
affecter la neuroinvasion et la neuropropagation, ainsi que la neurovirulence potentielle 
associée à une infection par le HCoV-OC43 chez l'humain.  
 
 
 
 
 
Keywords : HCoV-OC43, Coronavirus, Glycoprotéine de surface, Clivage protéolytique, 
Protéases, Neuroinvasion, Neuropropagation, Neurotropisme,Production virale, 
Pathogénèse 
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rOC/ATCC or rOC/SG758R at MOI 0.1. Proteins in association with cell or in supernatant were 

extracted at 24 and 48 hpi, and kinetics of viral replication was evaluated over a period of 48 

hpi for (A) cell-associated virus or (B) free virus (supernatant).  Titers of cell-associated and 

free virus were significantly higher for rOC/SG758R compared to rOC/ATCC (* P≤0.05 and  ** 

P≤0.01). Western blot analysis of whole cell lysates (C) or cell culture supernatant (D) (10 µg 

of proteins) revealed the presence of the uncleaved form of the S glycoprotein (180 kDa), 

and of a cleaved form at around 100 kDa (S1/S2). Results shown are the mean values (with 

standard deviations) of three independent experiments.Figure 19: Cleavage of S glycoprotein 

is also observed in human LA-N-5 cells for mutant virus. The differentiated human 

neuroblastoma cell line (LA-N-5) was infected with rOC/ATCC or rOC/SG758R at MOI 0.1. 

Proteins in association with cell or in supernatant were extracted at 24 and 48 hpi, and 

kinetics of viral replication was evaluated over a period of 48 hpi for (A) cell-associated virus 

or (B) free virus (supernatant).  Titers of cell-associated and free virus were significantly 

higher for rOC/SG758R compared to rOC/ATCC (* P≤0.05 and  ** P≤0.01). Western blot 

analysis of whole cell lysates (C) or cell culture supernatant (D) (10 µg of proteins) revealed 

the presence of the uncleaved form of the S glycoprotein (180 kDa), and of a cleaved form at 

around 100 kDa (S1/S2). Results shown are the mean values (with standard deviations) of 
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1. LE SYSTÈME NERVEUX CENTRAL (SNC) 

1.1- Structure, organisation et protection du SNC 

 1.1.1- Structure et organisation et fonction du SNC   

Le système nerveux (SN) est spécialisé dans la conduction, la transmission et le 

traitement des informations. Présent dans toutes les régions du corps humain, il représente le 

plus important moyen de communication de l'organisme. L’encéphale, partie du SN située dans 

la boite crânienne, ne pèse que 2% du poids total d’un adulte  mais son importance est mise en 

avant quand on sait qu’il utilise plus de 20 % de l’oxygène et du glucose consommés par le 

corps (Mink et al., 1981)  

D'un point de vue fonctionnel, le SN possède trois fonctions essentielles: une fonction 

sensorielle, qui grâce à des récepteurs, détectent toutes les informations de l'environnement 

(ex: le toucher, la vue). Une fonction d'intégration et d'analyse des informations qu'il reçoit des 

récepteurs. Et une fonction motrice qui véhicule l'information motrice de l'encéphale ou de la 

moelle épinière vers les différents effecteurs (Figure 1) (Mader, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Schéma représentant les fonctions essentielles du système nerveux. 
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D’un point de vue anatomique, on distingue le SNC du système nerveux périphérique 

(SNP). Placé à l’intérieur de la boîte crânienne et de la colonne vertébrale, le SNC se divise en 

deux parties : l’encéphale et la moelle épinière. L’encéphale lui-même est composé de quatre 

parties qui sont le cerveau, le cervelet, le diencéphale et le tronc cérébral, lequel fait le lien avec 

la moelle épinière (figure 2). Le cerveau, siège de l’intelligence, représente la plus grosse partie 

de l’encéphale et est impliqué dans le traitement des informations sensorielles et motrices 

(Kandel et al., 2000). Il est  constitué par  deux hémisphères cérébraux qui sont séparés en 

hémisphères droit et gauche par un sillon profond appelé fissure longitudinale et reliés entre eux 

par le corps calleux. Ces hémisphères, représentant la partie la plus volumineuse du cerveau, 

sont formés de substance blanche, principalement composée d'axones associés à des gaines 

de myéline et de substance grise, composée surtout de corps cellulaires. La substance blanche 

constitue la partie interne du cerveau et la partie externe de la moelle épinière. Cette matière 

blanche relie différentes aires de la substance grise (partie des tissus du SNC composée 

essentiellement des corps cellulaires des neurones), qui est située en périphérie de l'encéphale 

et au centre de la moelle épinière (Guyton, 1989) (figure 3). Le cerveau est le site de la pensée, 

de la mémoire et des fonctions mentales.  

Le diencéphale, quant à lui, se situe entre les hémisphères cérébraux et le tronc 

cérébral. Il est constitué de l’hypothalamus qui contrôle le système nerveux autonome, du 

thalamus qui va trier et rediriger les influx sensitifs et de l’hypophyse (Kandel et al., 2000).  

Le cervelet est localisé immédiatement après les hémisphères cérébraux et il se 

connecte avec ces derniers, le tronc cérébral et la moelle épinière via le pont. Il ne représente 

que 10% du volume total du cerveau, mais contient plus de la moitié de ces neurones. Le 

cervelet reçoit des informations sur la sensation somatique de la moelle épinière, des 

informations sur l'équilibre entre le système vestibulaire de l'oreille interne et les informations 

motrices et sensorielles provenant de diverses régions du cortex cérébral via les noyaux pontins 

(Kandel et al., 2000). 

Le tronc cérébral se subdivise en trois régions : le mésencéphale, le pont et le bulbe 

rachidien (figure 2). Le mésencéphale est le centre des réflexes oculaires et auditifs. Il permet le 

conduit des influx nerveux entre les parties supérieures et inférieures de l’encéphale. Le pont se 

situe après le mésencéphale et est constitué de fibres nerveuses myélinisées ainsi que 

différents noyaux important. Il permet la connexion entre le cervelet et le reste du SNC. Tout 

comme le pont, le bulbe rachidien est constitué de fibres nerveuses richement myélinisées. Il 

possède des noyaux gérant les centres respiratoire, cardiaque et vasomoteur, et est un centre 

de réflexe important (Kandel et al., 2000). 
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Le SNC représente donc la fonction d'intégration du SN en ce qu’il traite l'information, la 

conserve (mémorisation) et détermine les réactions en réponse à certaines situations. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Schéma d’une coupe longitudinale d’un cerveau humain. L’encéphale est composé du 
cerveau, du diencéphale, du tronc cérébral et du cervelet. La moelle épinière est connectée à 
l’encéphale par le tronc cérébral. Tiré de http://www.remede.org/librairie-me-
dicale/pdf/e9782224029944.pdf. 
 

Figure 3. Schéma d’une coupe transversale d’un cerveau humain. La matière blanche est 
constituée des axones des neurones et est située à l’intérieur du cerveau, tandis que la matière 
grise est constituée des corps cellulaires des neurones et est située à la périphérie du cerveau. 
Tiré de http://www.cours pharmacie.com/physiologie/systeme-nerveux.html 
 

http://www.cours/
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1.1.2- Protection et maintien du SNC 

Système primordial et fragile, le SNC bénéficie d’une protection structurelle et 

fonctionnelle. Il est ainsi préservé de l’environnement extérieur par la boîte crânienne et les 

vertèbres. Il bénéficie également de protections internes dont les méninges, le liquide céphalo-

rachidien (LCR) et la barrière hémato-encéphalique. 

 1.1.2.1- Les méninges 

Les méninges sont une des structures qui permet la protection du SNC. Ces dernières 

sont constituées de trois couches de tissus conjonctifs qui entourent le cerveau et la moelle 

épinière pour former une enveloppe (figure 4). La première couche (la plus externe) correspond 

à la dure-mère. C’est une couche épaisse et résistante qui se divise en deux feuillets, dont la 
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plus externe fusionne avec la paroi de l’os crânien. La seconde couche, dite arachnoïde, est la 

couche intermédiaire. Elle est composée de fibres élastiques, et, contrairement à la dure-mère, 

a une consistance plus molle. L’arachnoïde forme des villosités qui permettent au liquide 

céphalo-rachidien (LCR) usagé de retourner dans la circulation sanguine pour y être drainé. Ces 

villosités servent de valves à sens unique, permettant au LCR de sortir des méninges, mais pas 

d'y rentrer. Cela permet de réguler la pression du LCR en augmentant ou diminuant son 

drainage et, sauf lors de certaines pathologies, la pression du LCR est supérieure à la pression 

sanguine. Enfin, la troisième couche, la plus interne, est la pie-mère. Elle entoure directement le 

cerveau et la moelle épinière et est formée de tissu  conjonctif et contient des vaisseaux 

sanguins comme la dure-mère (à l’inverse de l’arachnoïde) qui apportent les nutriments et 

l’oxygène au SNC (Kandel et al., 2000). 

 1.1.2.2- Le liquide céphalo-rachidien  

Le LCR est un liquide translucide sécrété en grande majorité par les épendymocytes au 

niveau des plexus choroïdes au niveau des quatre ventricules, mais aussi au niveau des 

capillaires de l’espace sous-arachnoïdien (Guyton, 1989). Il circule autour et dans le SNC par 

les espaces sous-arachnoïdiens, mais aussi par quatre ventricules présents dans l’encéphale 

(figure 5). Avec un volume total de 150mL, le LCR est renouvelé trois fois par jour. Il constitue 

Figure 4. Schéma des différentes couches constituants les méninges, lesquelles sont les 
membranes  enveloppant le SNC. La couche la plus externe est la dure-mère, l’intermédiaire est 
l’arachnoïde et la plus interne est la pie-mère. Tiré de http://www.mabiologie.com/20-
15/11/SNC.html 
 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Membrane_(physique)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Syst%C3%A8me_nerveux_central
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un milieu permettant l’apport des nutriments, ainsi que l’évacuation des déchets (Liddelow, 

2011). Trois fonctions lui sont associées. D’abord une fonction mécanique : il soutient le tissu 

nerveux et fait office de coussin contre les chocs venant de l’extérieur (Guyton, 1989). Ensuite, 

une fonction biologique : il permet le transport d’hormones, nutriments, neurotransmetteurs, 

anticorps et lymphocytes. Cela se fait principalement grâce aux échanges effectués avec le 

sang au niveau de la barrière hémato-encéphalique (BHE). Enfin, une fonction d’élimination 

des déchets. Il s’agit d’un système appelé le système glymphatique qui contribue à la 

circulation du LCR dans le parenchyme cérébral, permettant ainsi d’en drainer les déchets. Le 

LCR va pénétrer dans le parenchyme cérébral pour capter les déchets présents dans le 

cerveau. Par la suite, il sera éliminé via les espaces péri-vasculaires de Virchow-Robin le long 

des veines (Jessen et al., 2015). Par conséquent, la composition du LCR reflète le plus souvent 

l’état physiopathologique du SNC (inflammation, infection…) (Sakka et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Schéma de la circulation du LCR dans le SNC. Les flèches noires indiquent le sens du 
flux du LCR provenant des plexus choroïdes, puis regagnant le sang dans les sinus duraux; les 
flèches blanches indiquent le flux de sang.  Tiré de http://www.remede.org/librairiemedicale/pdf/e-
9782224029944.pdf 
 

http://www.remede.org/librairie
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 1.1.2.3- La barrière hémato-encéphalique 

En 1885, le biologiste allemand Paul Ehrlich fut le premier à découvrir la présence d'une 

barrière entre le sang et le cerveau (Hawkins et al., 2005). En effet, après avoir injecté un 

colorant par voie systémique à des animaux, il constata que tous les organes étaient colorés à 

l’exception du cerveau. Cette barrière se nomme la barrière hémato-encéphalique (BHE) et se 

situe au niveau des capillaires cérébraux. C’est une structure multicellulaire qui protège le SNC 

de l’entrée de composés toxiques ou de pathogènes présents dans la circulation sanguine et qui 

restreint le passage de leucocytes ou de grosses molécules comme les cytokines ou les 

immunoglobulines vers le SNC. La BHE se compose de cellules endothéliales, d’une membrane 

basale, de péricytes et d’astrocytes (figure 6) (Ballabh et al., 2004). L'effet barrière est dû à la 

présence de jonctions serrées existantes entre les cellules endothéliales, qui limitent le passage 

de molécules. Ces jonctions sont constituées de plusieurs protéines : la claudine, l’occludine et 

la molécule jonctionnelle d’adhésion (JAM) (Huber et al., 2001). On distingue en deux 

membranes basales: endothéliale et parenchymale, cette dernière formant avec les pieds 

astrocytaires la glia limitans. Un espace périvasculaire virtuel se situe entre les deux. Ces 

membranes sont constituées de collagène de type IV et de laminine (Copin et al., 2003, 

Scherrmann, 2002) et servent de support physique pour les cellules endothéliales. Les péricytes 

sont ancrés dans la membrane basale. Ils ont un rôle dans la vascularisation cérébrale et 

régulent la perméabilisation de la BHE en laissant passer des molécules de différentes tailles 

n'affectant pas le cerveau, et  en empêchant le passage des molécules pouvant induire des 

lésions au cerveau (Ballabh et al., 2004, Hawkins et al., 2005). Ils servent également de 

première ligne de défense en cas de rupture de la BHE grâce à leurs facultés de phagocytose 

(Copin et al., 2003). Enfin les astrocytes, grâce aux pieds astrocytaires en contact avec la 

membrane basale des vaisseaux sanguins, régulent le flux sanguin ainsi que l’intégrité de la 

BHE (Quaegebeur et al., 2011, Sofroniew et al., 2010). 

 Bien qu’elle forme une barrière très étanche, la BHE peut être altérée lorsque l’intégrité 

des jonctions serrées entre les cellules est affectée, notamment par la présence des cytokines 

IL-1β, IL- 6 et TNFα ou de MMPs, favorisant du même coup l’entrée de leucocytes (Mink et al., 

1981, Nair et al., 2015). De nombreux pathogènes peuvent donc briser la perméabilité de la 

BHE afin d’atteindre le SNC (Alvarez et al., 2011, Bataveljic et al., 2014, Deane et al., 2007). 
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Figure 6. Schéma la BHE qui  est formée par les cellules endothéliales des capillaires sanguins et 
est caractérisée par l'existence de jonction serrées. Les pieds astrocytaires associés aux cellules 
endothéliales participent à la formation de la barrière hémato-encéphalique.  Tiré de http://viro-
logie.free.fr/documents/virologie/09Pathogenese_infections_vir_neuro/Pathogenese_infections_vi
r_neuro.htm. 
 

http://virologie.free.fr/documents/virologie/09Pathogenese_infections_vir_neuro/Pathogenese_infections_vir_neuro.htm
http://virologie.free.fr/documents/virologie/09Pathogenese_infections_vir_neuro/Pathogenese_infections_vir_neuro.htm
http://virologie.free.fr/documents/virologie/09Pathogenese_infections_vir_neuro/Pathogenese_infections_vir_neuro.htm
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1.2- Les cellules du SNC 

 1.2.1- Les neurones 

 La cellule nerveuse s'appelle le neurone et dérive d'une cellule souche embryonnaire 

appelée neuroblaste. L’encéphale humain contient environ 1013 neurones, formant l’unité 

fonctionnelle de base du SN en constituant des réseaux permettant la dissémination d’influx 

nerveux et donc, la transmission d’informations (Pelvig et al., 2008). Bien qu’elles ne soient pas 

les cellules les plus nombreuses dans le SN, ce sont les plus importantes. En effet, les neurones 

sont des cellules spécialisées d’une grande variété fonctionnelle, hautement différenciées, 

capables de répondre à des stimuli. Elles communiquent les unes avec les autres et avec les 

cellules effectrices (cellules musculaires ou glandulaires par exemple) par l'intermédiaire de 

contacts spécialisés appelés synapses (Kandel et al., 2000). Les réseaux neuronaux 

comportent des neurones afférents (qui transportent l'information de la périphérie vers le SNC), 

et des neurones efférents (qui véhiculent le signal en dehors, du SNC vers le SNP).   

 Il existe plusieurs types neuronaux différents. Tout d’abord, les neurones multipolaires 

(en forme d’étoile), sont situés dans l’ensemble du SNC et sont les plus nombreux. Ils ont un 

seul axone mais plusieurs dendrites. Ensuite, les neurones bipolaires, qui possèdent une seule 

dendrite et un seul axone. Le sens de la propagation de l'influx nerveux se fait toujours de la 

dendrite vers l'axone, en passant par le corps cellulaire (ou soma). Ces neurones sont 

principalement situés dans la rétine et dans l’épithélium olfactif. Enfin, les neurones en T qui 

semblent être unipolaires. Leur forme spéciale résulte d'un accolement partiel entre la dendrite 

et l'axone. Ces cellules en T existent dans les ganglions spinaux (figure 7A) et sont en général 

désignés sous le terme de pseudo-unipolaire (Kandel et al., 2000). 

Le neurone comprend trois parties principales: le soma, les dendrites et l'axone qui 

possèdent une membrane neuronale (plasmique) ainsi qu’un cytosquelette (figure 7B). La 

membrane neuronale délimite le pourtour cellulaire et permet aux neurones de véhiculer et de 

transmettre les messages nerveux. Le cytosquelette est constitué de microtubules, de 

microfilaments et de neurofilaments. Les microtubules possèdent un diamètre de 20nm et sont 

localisés principalement le long des neurites qui sont les prolongements du corps cellulaire 

(dendrites et axones) du neurone. Ils sont formés par un groupe de protéines qui participe à la 

régulation de l'assemblage et de la fonction des microtubules: les protéines associées aux 

microtubules ou MAPs (microtubule-associated proteins). Les microfilaments, d'un diamètre de 

5 nm, sont présents dans tout le neurone, mais sont particulièrement nombreux dans les 

neurites. Ils sont constitués d’assemblages de petits filaments formés par des polymères 
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d’actine, jouant un rôle dans la forme de la cellule. Les neurofilaments, d'un diamètre de 10 nm, 

constituent l’ossature du cytosquelette neuronal (Jean-Francois Camps et al., 2013). Le corps 

cellulaire ou soma a une forme variable. Il contient un noyau, le cytoplasme, un réticulum 

endoplasmique, des ribosomes, un appareil de Golgi, une forte proportion des mitochondries 

(permettant la production d'énergie de la cellule) et les autres organites nécessaires au 

fonctionnement de toute cellule. Par conséquent, un des rôles du soma est d’assurer la 

synthèse d’une très grande partie des constituants nécessaires à la structure et aux fonctions du 

neurone (Takano et al., 2015) . Les dendrites sont de fines ramifications multiples et courtes, 

qui naissent du corps cellulaire et forment l'arborisation dendritique de taille et forme très variées 

(Takano et al., 2015). Elles se terminent généralement en pointe effilée et ont rarement plus de 

2 mm de longueur. Les dendrites sont considérées comme des structures spécialisées dans la 

réception de l'information. En effet, elles sont couvertes de centaines de synapses et possèdent 

de très nombreux récepteurs des neurotransmetteurs. L'axone se différencie du soma par une 

composition protéique membranaire différente, par l'absence de réticulum rugueux et la très 

faible quantité de ribosomes. Par conséquent, la très grande majorité de la synthèse protéique 

se fera dans le corps cellulaire, même si il peut y en avoir dans l’axone. La majorité des 

protéines formées dans le soma seront transportées jusqu'à l'extrémité de l'axone. Les 

molécules transportées du soma vers les axones sont contenues dans des vésicules qui 

"descendent" le long des microtubules de l'axone. Ce transport est réalisé par une protéine : la 

kinésine, et est qualifié d’antérograde. A l’inverse, le transport rétrograde (de l'axone vers le 

soma) se fait par l’intermédiaire de la dynéine (Jean-Francois Camps et al., 2013). 

Le bouton terminal de l'axone est le site qui entre en contact avec d'autres neurones ou 

d'autres cellules non neuronales effectrices et qui leur transmet l'information. Ce point de 

contact s'appelle la synapse et est à l'origine de la transmission synaptique. Les prolongements 

axonaux permettent la conduction des potentiels d’action qui déclenche la libération de 

neurotransmetteurs aux extrémités axonales ramifiées, ce qui transfère l’influx nerveux à travers 

le bouton synaptique et la propagation de l’information d’un neurone à un autre (Jan et al., 2010, 

Koch et al., 1993). L’axone est parcouru de transporteurs membranaires qui laissent passer des 

ions, notamment le potassium, le sodium, le calcium et le chlore. La différence de concentration 

en ions de part et d’autre de la membrane plasmique détermine le potentiel transmembranaire 

qui se déplacera le long de l’axone. La transmission de l’influx nerveux d’un neurone à un autre 

s’effectue à travers la synapse. Les synapses comportent deux éléments distincts, l'élément pré-

synaptique et l'élément post-synaptique. L'élément pré-synaptique est généralement composé 

d'un bouton terminal, alors que l'élément post-synaptique peut être une dendrite, le soma d'un 
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autre neurone ou une cellule non neuronale comme une cellule épithéliale glandulaire ou une 

cellule musculaire par exemple. L'espace entre la membrane pré-synaptique et la membrane 

post-synaptique représente la fente synaptique. Il existe deux types de synapses : les synapses 

de type chimique ou de type électrique (Kandel et al., 2000). Les synapses électriques sont 

minoritaires, mais présentes dans tout le SN. Elles sont constituées de neurones extrêmement 

proches les uns des autres qui sont reliés entre eux par des jonctions communicantes. Cette 

proximité est nécessaire puisque la transmission de l’influx nerveux n’utilise pas de 

neurotransmetteurs mais se propage directement d’un neurone à un autre (O'Brien, 2014, 

Pereda, 2014). Ces jonctions directes permettent une très haute vitesse de transmission d'un 

neurone à l'autre (le délai synaptique est de l'ordre du 10e de ms). Dans la majorité des cas, la 

communication est bidirectionnelle. Les synapses chimiques utilisent des neurotransmetteurs, 

substances chimiques libérées par les neurones présynaptiques, comme support de la 

communication. Elles sont nettement plus nombreuses que les synapses électriques. Dans le 

cas d’une synapse chimique, l’influx nerveux au niveau de l’axone déclenche la fusion d’une 

vésicule synaptique transportant un neurotransmetteur avec la membrane externe de l’axone 

terminal. La libération du neurotransmetteur dans la fente synaptique lui permet d’atteindre le 

récepteur (ionotrope ou métabotrope) situé au niveau des dendrites et de poursuivre le passage 

de l’influx nerveux. Les neurotransmetteurs sont des molécules libérées dans la fente 

synaptique par les terminaisons pré-synaptiques et utilisées comme support de la 

communication neuronale. Leur nombre dépasse la centaine, et ils ont des fonctions variées 

(tableau I) (Rangel-Gomez et al., 2016). Ces substances se lient à des récepteurs spécifiques 

post-synaptiques et provoquent une brève modification du potentiel de membrane de la cellule 

cible. Un même neurotransmetteur peut avoir des effets synaptiques divers (activateur ou 

inhibiteur) selon les récepteurs auxquels il est associé. 
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Tableau I: Exemples de neurotransmetteurs (NT) et leurs fonctions au sein du SNC.  
 

Neurotransmetteurs Fonctions au SNC Activateur/inhibiteur 

Glutamate Mémoire / Mouvements Principal excitateur 

GABA Mouvements / Sommeil Principal  inhibiteur 

Dopamine Émotions / Apprentissage/ 

Éveil / Mouvements 

excitateur ou inhibiteur 

acétylcholine Mouvements / Mémoire 

Éveil / Apprentissage 

principalement excitateur 

Sérotonine Sommeil / Appétit / humeur principalement inhibiteur 

Norépinephrine Émotions / Apprentissage/ 

Appétit / Éveil 

excitateur ou inhibiteur 

Endorphines Réduction douleur et stress principalement inhibiteur 

  

 1.2.2- Les astrocytes 

 Les astrocytes sont les cellules gliales les plus nombreuses qu’on ne trouve que dans le 

SNC. Ce sont des cellules de petite taille (de 6 à 11 µm de diamètre) munies de nombreux 

prolongements ramifiés et terminés par une partie élargie : le pied astrocytaire. Ces cellules se 

caractérisent par la présence d’une protéine spécifique : la GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein). 

Figure 7. A-Schéma représentant les différents types neuronaux : multipolaires, bipolaire et 
unipolaire. Tiré de https://de.123rf.com/photo_54018259_neuron-typen-nervenzellen-die-denhauptteil-
des nervensystems-ist.html. B- Schéma représentant les différentes parties d’un neurone. Tiré de 
http://www.cours-pharmacie.com/physiologie/systeme-nerveux.html 
 

 

Figure 8. Schéma de la 

muqueuse et du bulbe 

olfactif. La muqueuse 

olfactive est composée de 

l'épithélium olfactif (OE) 

et de la lamina propria. 

Trois types de cellules se 

trouvent dans l'OE, les 

neurones sensoriels 

olfactifs (OSN), les 

cellules sustentaculaires 

et les cellules basales. Les 

dendrites des OSN se 

projettent vers la couche 

de mucus où les cils 

exprimant les récepteurs 

odorants dépassent. La 

lamina propria est une 

couche de tissu 

conjonctif, qui se trouve 

sous l'OE, et contient des 

fibroblastes, des 

vaisseaux sanguins et des 

glandes de Bowman. Le 

bulbe olfactif (BO) est 

divisé en plusieurs 

couches. Chaque axone 

des OSN tapissent la 

surface du BO, la couche 

de nerf olfactif (ONL), et 

se projette dans un 

Fonctions au SNC Activateur/inhibiteur 

https://de.123rf.com/photo_54018259_neuron-typen-nervenzellen-die-den-hauptteil-des%20nervensystems-ist.html
https://de.123rf.com/photo_54018259_neuron-typen-nervenzellen-die-den-hauptteil-des%20nervensystems-ist.html
http://www.cours-pharmacie.com/physiologie/systeme-nerveux.html
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Leurs phénotypes sont très variés et ils constituent un lien très important entre les différents 

types cellulaires du SNC (Hu et al., 2016). On peut les classer en fonction de leurs morphologies 

ou de leurs fonctions. Au niveau morphologique, on en distingue deux types différents : soit 

fibrillaires, qui présentent de longs prolongements et qui sont localisés au niveau de la 

substance blanche, soit protoplasmiques, présentant des prolongements plus courts et étant 

plutôt localisés dans la substance grise. Au niveau fonctionnel, deux types d’astrocytes 

existent. Les astrocytes de type I qui participent à la formation et au maintien de la BHE, et les 

astrocytes de type II qui jouent un rôle de soutien métabolique et de nutrition vis-à-vis des 

neurones et des oligodendrocytes (Nag, 2011).  

 Plusieurs fonctions sont associées à ce type cellulaire. En effet, ils maintiennent un 

environnement chimique extracellulaire adéquat pour la production des signaux nerveux. Pour 

ce faire, ils forment une sorte d'enveloppe autour des jonctions synaptiques, contribuant à 

réduire la diffusion des neurotransmetteurs qui ont été libérés. Ils captent également de 

nombreux neurotransmetteurs et autres molécules agissant dans l'espace synaptique. En effet, 

au niveau de la synapse, les astrocytes interviennent dans le recyclage des neurotransmetteurs 

(GABA et le glutamate entre autres) et sont capables de produire des co-agonistes comme la D-

sérine et la glycine permettant l'activation du récepteur NMDA avec le glutamate, modulant 

l’efficacité de la synapse (Danbolt, 2001, Nag, 2011, Simard et al., 2004). Ils renferment 

également un stock de sucre, sous la forme de glycogène, qui constitue la principale réserve 

énergétique du cerveau (Belanger et al., 2011, Freeman, 2010). Ils participent également au 

maintien de la BHE. En effet, grâce aux pieds astrocytaires en contact avec la membrane basale 

des vaisseaux sanguins, ils régulent le flux sanguin ainsi que l’intégrité de la BHE (Quaegebeur 

et al., 2011, Sofroniew et al., 2010). Les astrocytes contribuent également à la réponse 

immunitaire en sécrétant des molécules inflammatoires comme les cytokines (IL-1, IL-3, IL-6, IL-

15), les chimiokines (MCP-1/CCL2, IP-10/CXCL10), des facteurs de croissance (TGF- β), de 

l'interféron-γ (IFN-γ), le facteur nécrosant des tumeurs (TNF-α) et des ROS (Reactive Oxygen 

Species) (Farina et al., 2007, Nag, 2011). Il a également été démontré la présence de 

récepteurs aux signaux de dangers (récepteurs aux Damage-Associated Molecular Patterns, 

DAMPs) et récepteurs de type Toll 2, 3 et 4 (Toll-like receptor,TLRs) à la surface des astrocytes 

(Rossi, 2015). Enfin, les astrocytes sont également impliqués dans le processus de réparation et 

cicatrisation après une lésion de par leur capacité à proliférer et ainsi, à remplir les espaces 

laissés par la destruction de cellules neurales, formant une cicatrice gliale (Nag, 2011).  
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 1.2.3- Les oligodendrocytes 

 Les oligodendrocytes sont des cellules exclusives au SNC que l’on retrouve aussi bien 

dans la substance grise que dans la substance blanche. Dans la substance grise, les 

oligodendrocytes ont une position proche des corps cellulaires des neurones et ont un rôle 

métabolique (Mekhail et al., 2012, Wilkins et al., 2003). Dans la substance blanche, ils ont le rôle 

de myélinisation axonale qui promeut la survie et le développement neuronal ainsi que la vitesse 

de propagation des influx nerveux (Mekhail et al., 2012). La myélinisation des neurones consiste 

en un enroulement progressif de leurs prolongements autour de l'axone, puis un accolement des 

membranes et une fusion formant ainsi la gaine de myéline, avec certains endroits laissés sans 

myéline appelés nœud de Ranvier, au niveau desquels l’axone est entouré par des 

prolongements astrocytaires (Chong et al., 2012, Nave, 2010). Un seul oligodendrocyte est 

capable de myéliniser jusqu'à 50 axones.  

 La gaine de myéline est composée de 80% de lipides (choléstérol, phospholipides et 

glycolipides) et 20% de protéines. Cette richesse en lipides exclut l’eau et les ions qui y sont 

dissouts, et fait de la myéline un bon isolant électrique. Les principales protéines spécifiques de 

la myéline du SNC sont la protéine protéolipidique (PLP), la protéine basique de la myéline 

(MBP), la protéine basique de la myéline associée aux oligodendrocytes (MOBP) et la 

glycoprotéine myéline-oligodendrocyte (MOG) (de Monasterio-Schrader et al., 2012). Les 

oligodendrocytes sont des cellules essentielles au fonctionnement et à la survie des neurones. 

Dans le système nerveux périphérique (SNP) ce sont les cellules de Schwann qui assurent la 

myélinisation. 

 1.2.4- Les microglies 

Les microglies (ou microgliocytes) sont des cellules gliales représentant les  

macrophages résidents du cerveau et de la moelle épinière, formant ainsi la principale défense 

immunitaire active du SNC. Ces petites cellules, généralement de forme étoilée, sont mobiles et 

constituent environ 20% de toutes les cellules gliales en condition physiologique (Frost et al., 

2016). Puisqu’elles appartiennent au groupe des macrophages, elles sont capables de 

phagocytose. Dû au fait de l’absence de marqueurs permettant de les identifier sans ambiguïté, 

l’origine des cellules microgliales a longtemps été sujette à controverses et n’est toujours pas 

clairement établie à l’heure actuelle. Ainsi, plusieurs hypothèses majeures ont été émises : 

origine mésodermale; origine neuroectodermale et origine hématopoïétique (Kaur et al., 2001). 

Très récemment, des études sur l'origine microgliale indiquent que ces cellules pourraient se 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Substance_grise
https://fr.wikipedia.org/wiki/Substance_blanche
https://fr.wikipedia.org/wiki/My%C3%A9linisation
https://fr.wikipedia.org/wiki/Axone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Neurolemme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Glie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Macrophage
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cerveau
https://fr.wikipedia.org/wiki/Moelle_%C3%A9pini%C3%A8re
https://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9fense_immunitaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9fense_immunitaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Macrophage
https://fr.wikipedia.org/wiki/Phagocytose
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developper tôt au cours du développement à partir de progéniteur dans le sac vitellin 

embryonnaire (Ginhoux et al., 2013). 

  L’une des caractéristiques des microglies est la réponse rapide de ces cellules en cas 

d’infection par des pathogènes (Rock et al., 2004), lors d’ischémie cérébrale (Stoll et al., 1998), 

lors de dégénérescence axonale par coupure de nerf, de lésions excitotoxiques, ou lors de 

maladies neurodégénératives (Giulian, 1999, Heppner et al., 2005, Ponomarev et al., 2005). 

Dans le SNC au repos et en condition physiologique, les microglies présentent un petit soma et 

de nombreux prolongements fins et très ramifiés partant dans toutes les directions permettant 

d’analyser en permanence leur microenvironnement (Kettenmann et al., 2011, Vilhardt, 2005). 

Suite à une activation, elles prolifèrent et deviennent alors mobiles par des déplacements de 

type amiboïde pour rejoindre le site de lésion (Ladeby et al., 2005). Ces cellules expriment les 

complexes majeurs d’histocompatibilité (CMH) de type I et II pour devenir des cellules 

présentatrices d’antigènes (CPA) et sécréter une panoplie de facteurs impliqués dans la 

réponse immunitaire, dont des cytokines (TNF-α, IL-1, IL-6, TGF-β, IL-10), des facteurs 

neurotropes (NGF, BDNF, GDNF) ou des composés potentiellement cytotoxiques (NO, 

glutamate) (Wake et al., 2011). 

Les microglies participent aussi à la régulation du fonctionnement synaptique. En effet, 

en absence de pathogènes, elles établissent des contacts avec les éléments pré- et post-

synaptiques. Elles régulent le niveau basal de glutamate relâché par les astrocytes (Parkhurst et 

al., 2013, Pascual et al., 2012). Enfin, ces cellules sont impliquées dans la différenciation des 

cellules souches neurales en astrocytes par la sécrétion de d’IL-6 et dans la différenciation des 

cellules précurseurs d’oligodendrocytes (OPC) en oligodendrocytes matures en produisant du 

NF-κB, IL-6, IL- 1β et de l’Insuline-like growth factor (IGF-1) (Lu et al., 2013, Nakanishi et al., 

2007, Nicholas et al., 2001, O'Kusky et al., 2012, Shigemoto-Mogami et al., 2014).  

 1.2.5- Les cellules épendymaires 

Les cellules épendymaires ou épendymocytes sont un des quatre types de cellules 

gliales du SNC. Chez les mammifères adultes, les épendymocytes apparaissent comme des 

cellules ciliées qui forment une couche continue tout au long de la paroi des cavités du système 

ventriculaire cérébral et spinal (Bruni et al., 1985).  Elles permettent, entre autres, la circulation 

du LCR de par leurs cils mobiles qui battent à environ 200 fois par minute. Ce sont des cellules 

cuboïdes avec une partie basale et une partie apicale. Les cellules épendymaires sont unies 

entre elles par des jonctions latérales (zonulae adherens) qui sont communicantes, ce qui laisse 

la place à des échanges importants entre les cavités ventriculaires, dans lesquelles circule le 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_gliale
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_gliale
https://fr.wikipedia.org/wiki/Syst%C3%A8me_nerveux_central
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LCR, et le parenchyme cérébral. Une simple lame basale sépare cette couche épendymocytaire 

qui ne forme donc pas une barrière imperméable (pas de zonula occludens, excepté au niveau 

des plexus choroïdes). Les cellules épendymaires spécialisées qui fabriquent le LCR forment 

des structures anatomiques appelées: plexus choroïdes. On retrouve aussi ces cellules dans le 

canal de l’épendyme situé à l’intérieur de la moelle épinière. 

1.3- La matrice extracellulaire 

 La matrice extracellulaire (MEC) est formée de deux types de composants: les éléments 

fibrillaires comme le collagène et la fibronectine, et les éléments non fibrillaires comme l’acide 

hyaluronique, les protéoglycanes et certaines glycoprotéines. Ces molécules interagissent entre 

elles pour former un réseau moléculaire dans l’espace extracellulaire qui permet la 

communication intercellulaire. Le SNC, comme tous les autres tissus de l’organisme, présente 

une MEC mais celle-ci a une composition unique qui lui donne des propriétés spécifiques. En 

effet, la MEC du SNC ne contient pas d’éléments fibrillaires. C’est l’absence d’éléments fibreux 

et la fragilité du complexe moléculaire qui font que la MEC du SNC est différente de toutes les 

autres matrices chez les mammifères (Hockfield, 1996). Bien que les cellules du SNC, ainsi que 

leurs prolongements, soient tassées les unes contre les autres, il persiste entre elles un espace 

extracellulaire qui représenterait 20% du volume total du cerveau (Nicholson, 1995). La MEC 

joue un rôle fondamental dans les échanges entre les neurones qui n'ont aucun contact direct 

avec les capillaires sanguins et le sang, mais également dans la régulation de nombreuses 

fonctions cellulaires. Ces échanges s'effectuent par l'intermédiaire des astrocytes et par 

diffusion dans les espaces extracellulaires. 

1.4- Les nerfs crâniens 

 Le SNP est la partie du SN formée des ganglions et des nerfs à l'extérieur du cerveau et 

de la moelle épinière. Sa fonction principale est de faire circuler l'information entre les organes 

et le SNC. Ce système n’est pas protégé par les os du crâne ou de la colonne vertébrale ni par 

une BHE, ce qui le rend plus exposé aux lésions mécaniques, ou aux toxines (Anthea Maton et 

al., 1993). 

 Les nerfs crâniens font partie du SNP. Ils émergent directement du cerveau et du tronc 

cérébral (à l’inverse des nerfs spinaux qui émergent de la moelle épinière). Il existe 12 paires de 

nerfs crâniens. Les nerfs I et II (nerf olfactif et nerf optique) ne sont techniquement pas des nerfs 

crâniens proprement dits, mais des extensions respectivement du télencéphale et diencéphale 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Cerveau
https://fr.wikipedia.org/wiki/Moelle_%C3%A9pini%C3%A8re
https://fr.wikipedia.org/wiki/T%C3%A9lenc%C3%A9phale
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dienc%C3%A9phale
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(James, 2012). Les autres nerfs crâniens prennent leur origine au niveau du tronc cérébral. 

Trois sont sensoriels, cinq sont moteurs et les quatre autres sont dits mixtes c'est-à-dire qu'ils 

ont à la fois une fonction sensorielle (ou sensitive) et motrice (tableau II). 

 

 

Tableau II: Description des 12 paires de nerfs crâniens. 
 

Numéro Nom du nerf Sensoriel/Moteur Fonction 

I olfactif sensoriel odorat 

II optique sensoriel vision 

III occulomoteur Mixte  motricité oculaire 

IV trochléaire moteur muscle oblique oculaire 

V 
Trijumeau : ophtalmique, 

maxillaire et mandibulaire 
mixte muscles de la mastication 

VI abducens moteur muscle droit externe oculaire 

VII facial mixte 

muscles de la mimique, 

langue, glandes sublinguales 

et submandibulaires, glandes 

salivaires et lacrymales 

VIII vestibulocochléaire sensoriel audition et équilibre 

IX glossopharyngien mixte 
tiers postérieur de la langue 

(goût) et le palais 

X vague mixte 

possède une fonction 

spécifique sur tout le corps 

(digestion, fréquence 

cardiaque…) 

XI accessoire moteur 

muscle sterno-cléido-

mastoïdien et le muscle 

trapèze 

XII hypoglosse moteur muscles de la langue 

1.5- Infection virale du SNC 

 1.5.1- Neuroinvasion, neurotropisme, neurovirulence et neuropropagation 

La neuroinvasion est la capacité qu’a un pathogène à envahir le SNC à partir de la 

périphérie (voir chapitre suivant : Stratégies d’entrées virales au SNC). En effet, en conditions 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Nerf_sensitif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nerf_moteur
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sublinguale
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physiologiques normales, le SNC est un système très hermétique. Par conséquent, les 

pathogènes seront très limités dans leur capacité à atteindre le SNC directement à moins d’un 

traumatisme lésionnel, d’un acte chirurgical ou dans le contexte d’une immunosuppression 

(Pulzova et al., 2009). Le neurotropisme est l’aptitude d’un pathogène à infecter les cellules du 

SNC. La neurovirulence désigne le caractère pathogène d’un microorganisme, c'est-à-dire sa 

capacité à causer une pathologie au SNC. Ces pathologies se traduisent de différentes façons, 

notamment par l’apparition de signes cliniques, un changement dans la prise de poids de l’hôte, 

mais encore par des observations histologiques et/ou cliniques, voire la mort de l'hôte (A.L. 

Notkins et al., 1986). Enfin, la neuropropagation est l’aptitude que possède un pathogène à se 

propager dans les différentes régions du SNC (cerveau, moelle épinière). 

  1.5.2- Stratégies d’entrée virale au SNC 

Le SNC est un système étanche aux pathogènes du fait de la présence d’une BHE. Par 

conséquent, les microorganismes ont dû s’adapter en élaborant des stratégies pour pouvoir 

passer cette BHE et entrer dans le SNC (McGavern et al., 2011, Shrestha et al., 2013). Les 

virus ont développé différentes stratégies pour envahir le SNC. Certains virus vont passer à 

travers la BHE via la voie sanguine, tandis que d’autres vont éviter la BHE, et atteindre le SNC 

via une voie non hématogène (par le SNP). La première voie d’entrée des virus au SNC est la 

voie sanguine. 

Les pathogènes peuvent entrer dans le SNC via l'épithélium des capillaires du 

cerveau. Ce type d’entrée virale est utilisée par différents virus tel que le polyomavirus JC 

(Chapagain et al., 2007), le virus de la poliomyélite (Coyne et al., 2007), le virus Epstein-Barr 

(EBV) (Casiraghi et al., 2011), l'adénovirus murin (MAV-1) (Gralinski et al., 2009), le virus T-

lymphotrope humain de type 1 (HTLV-1) (Afonso et al., 2008) et le virus du Nil Occidental 

(WNV) (Verma et al., 2010), qui peuvent infecter directement les cellules de l'endothélium 

microvasculaire du SNC humain (BMECs). Ils vont se répliquer dans leur site d’infection 

respectif (en périphérie) et emprunter la circulation sanguine avant d’atteindre et d’altérer la 

BHE. Certains virus peuvent inhiber la production d’IFN-β par les BMEC infectés, altérant 

l’expression des protéines de jonctions serrées ZO-1, VE-cadherine et occludines affectant donc 

la perméabilité de la BHE (Bleau et al., 2015). Enfin, certains virus sont capables d’utiliser des 

protéines exprimées par les cellules endothéliales pour pénétrer dans le SNC. L’exemple du 

réovirus illustre parfaitement bien ce point, alors que ce virus est capable de se lier à la protéine 

de jonction (JAM-A) qui participe à la formation de la BHE, et ainsi entrer dans le SNC (Antar et 

al., 2009).  
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Les pathogènes peuvent entrer dans le SNC via la stratégie du « cheval de Troie ». 

Comme le nom de la stratégie l’indique, certains pathogènes peuvent utiliser les 

monocytes/macrophages comme « véhicule » afin d’entrer dans le SNC. Un des virus les mieux 

connus pour utiliser ce type d’entrée est le virus de l’immunodéficience humaine (VIH). En effet, 

après avoir infecté les lymphocytes T et les monocytes/macrophages circulants, le virus devient 

latent (Alexaki et al., 2008). La présence de cytokines (IL-6), de chimiokines (CCL2 et CXCL12) 

et de MMPs (MMP-9) du à l’infection des leucocytes va fragiliser l’intégrité de la BHE, facilitant 

l’entrée des cellules immunitaire dans le SNC (Ancuta et al., 2006, Strazza et al., 2011). Les 

leucocytes infectés peuvent ensuite entrer dans le SNC via la BHE. Un deuxième virus ayant 

adopté cette stratégie est le virus JC. Après avoir infecté les lymphocytes T CD4+, le virus 

pourrait se propager aux lymphocytes B pour migrer vers le SNC en passant à travers la BHE, 

et ainsi infecter les oligodendrocytes (Chapagain et al., 2010, Houff et al., 1988). Enfin, le 

coronavirus humain 229E  ainsi que le virus du SRAS (SARS-CoV) ont la capacité d’infecter les 

monocytes, ce qui pourrait leur conférer un moyen d’envahir le SNC (Collins, 2002, Desforges et 

al., 2007, Law et al., 2005).  

Les pathogènes peuvent entrer dans le SNC via les plexus choroïdes. Certains 

virus, notamment comme le virus LCMV sont capable d’infecter les cellules du plexus choroïdes 

pour atteindre le LCR, et ensuite se propager dans le SNC. De plus, d'autres virus comme le 

virus de la varicelle-zona, le virus des oreillons et le virus herpès-simplex sont capables 

d'infecter les cellules épendymales qui recouvrent les ventricules du SNC (Tuomanen, 1996). 

Les pathogènes peuvent entrer dans le SNC via les nerfs périphériques. La 

quatrième voie d’entrée au SNC implique l’utilisation du réseau du SN. Un des nerfs les plus 

courts pour atteindre le cerveau par la cavité nasale est le nerf olfactif (figure 8). Ce nerf est 

composé de neurones récepteurs olfactifs (NRO) dont les dendrites sont dans la cavité nasale, 

et les prolongements axonaux se prolongent jusque dans le bulbe olfactif, formant ainsi le nerf 

olfactif. Plusieurs virus sont capables d’utiliser cette voie pour atteindre le SNC. Les virus  de 

l’Influenza, le virus HSV-1, le virus de la poliomyélite, le virus Hendra, le virus Nipah, le virus de 

la stomatite vésiculaire (VSV), le coronavirus murin  MHV (van Riel et al., 2015), et le 

coronavirus humain HCoV-OC43 (Dubé-Le Coupanec et al 2017) sont capables d’atteindre le 

SNC en empruntant cette voie. Il existe d’autres nerfs que le nerf olfactif permettant l’entrée 

dans le SNC. En utilisant le SNP pour entrer dans le SNC, les pathogènes évitent la BHE et ne 

provoquent pas forcément l’activation du SI (van Riel et al., 2015). Le virus de la poliomyélite, 

les adénovirus et le virus de la rage peuvent se lier au neurone à la jonction neuromusculaire via 

l'expression de récepteurs viraux et ainsi pénétrer dans le SNC (H. I. Huang et al., 2015a). De 
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plus, le virus de l'herpès et le virus de la pseudo-rage peuvent infecter des neurones sensoriels 

et ainsi pénétrer le SNC (McGavern et al., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

  

Figure 8. Schéma de la muqueuse et du bulbe olfactif. La muqueuse olfactive est composée de 
l'épithélium olfactif (OE) et de la lamina propria. Trois types de cellules se trouvent dans l'OE, les 
neurones sensoriels olfactifs (OSN), les cellules sustentaculaires et les cellules basales. Les 
dendrites des OSN se projettent vers la couche de mucus où les cils exprimant les récepteurs 
odorants dépassent. La lamina propria est une couche de tissu conjonctif, qui se trouve sous l'OE, 
et contient des fibroblastes, des vaisseaux sanguins et des glandes de Bowman. Le bulbe olfactif 
(BO) est divisé en plusieurs couches. Chaque axone des OSN tapissent la surface du BO, la 
couche de nerf olfactif (ONL), et se projette dans un glomérule dans la couche glomérulaire (GL). 
EPL: couche plexiforme externe, MCL: couche de cellules mitrales, GCL: couche de cellules 
granuleuses. Adapté de (Imamura et al., 2016) 
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 1.5.3- SNC: adaptation, persistance et évasion virale 

 De nombreux organes peuvent être des sites d’infection virale. Ceux-ci dépendent de la 

famille de virus concernée et de l’hôte. Par conséquent, un même virus peut infecter un tissu 

lors de la première infection, et ensuite persister ailleurs dans l’organisme. Malgré la diversité 

des tissus concernés par les infections persistantes, les tissus lymphoïdes et le SNC (Koyuncu 

et al., 2013) sont les deux principaux sites de persistance virale. La grande facilité à maintenir 

une persistance virale dans le SNC est due en grande partie au fait qu’il soit isolé de la 

circulation sanguine par la BHE qui contrôle de façon très serrée l’entrée des constituants 

sanguins solubles ou cellulaires à l’intérieur du SNC. De plus, la BHE limite la libre circulation 

des composantes du système immunitaire comme les lymphocytes B (LB) et T (LT), les 

macrophages et les cellules dendritiques (CD). Par conséquent, le SNC est immunologiquement 

moins rapide ou moins efficace par rapport à d’autres organes (Lauvau et al., 2015). Lors d’une 

infection virale, les réactions immunitaires devraient conduire à l’élimination complète du virus. 

Cependant, la disparition des symptômes et la régression de la maladie ne s'accompagne pas 

forcément de l'élimination complète de l'agent infectieux. En effet, par des mécanismes variés 

comme l’échappement à la réponse immunitaire ou une répression générale de l’expression des 

gènes antiviraux, les virus vont pouvoir persister, s’accompagnant parfois de conséquences à 

long terme sur la santé humaine (Koyuncu et al., 2013, H. Lipton et al., 1996, Marc Desforges et 

al., 2016). Après une première phase aiguë où le virus neurotrope se réplique et se dissémine 

abondamment à travers le SNC, certains virus ont adopté des stratégies pour devenir 

persistants dans le SNC (Galluzzi et al., 2010, Ramakrishna et al., 2002). Les infections virales 

persistantes sont divisées en deux types: les infections chroniques et les infections latentes. 

Les infections latentes : seul le génome viral est présent dans les cellules infectées. La 

production de particules virales n'apparaît qu'épisodiquement lors des périodes de réactivation. 

Un des virus les plus connus pour utiliser ce genre de persistance est le virus de l'herpès (HSV-

1) qui persiste dans les neurones sensitifs des ganglions trijumeaux (Nicoll et al., 2012). Le virus 

JC est également considéré comme latent puisque ce dernier se réactive à partir de réservoirs 

périphériques lorsque le SI est supprimé (F. Weber et al., 2001). 

Les infections chroniques : lors desquelles il y a production permanente de particules 

virales infectieuses, mais le SI n’est pas en mesure de restreindre le virus, ce qui engendre 

souvent des maladies chroniques caractérisées par un débalancement continu de l’homéostasie 

au SNC (Giraudon et al., 2009, Karim et al., 2014). La production de particules virales 

infectieuses peut être soutenue et constante comme pour le virus de la rougeole (Schonberger 

et al., 2013), le virus de la poliomyélite (Miller, 1995), le virus de l’encéphalomyélite de Theiler 
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(TMEV) (H. L. Lipton, 1975), le virus LCMV (Chakraborty et al., 2010) et plusieurs entérovirus 

(H. I. Huang et al., 2015a). La production de particules virales infectieuses peut aussi être 

produite en faible quantité, comme pour le VIH qui, pendant de longues périodes de temps 

persiste dans les LT CD4+ et les macrophages, et se reproduit activement, causant des 

dommages au SI (J. Weber, 2001). De la même manière, le virus HTLV est capable de persister 

longuement, ce qui engendre des pathologies dégénératives plus lentes (Lepoutre et al., 2009, 

Petito et al., 1999). 

Pour persister, plusieurs conditions sont nécessaires. Tour d’abord,  le virus ne doit pas 

lyser toutes les cellules infectées, et son potentiel cytolytique doit être régulé. Ensuite, le 

génome viral doit être maintenu dans l’hôte, comme font les rétrovirus (comme le VIH et HTLV) 

en incorporant leur génome sous forme d'ADN dans le génome de la cellule hôte, ou d’autre 

virus, comme le HSV dont le génome viral est maintenu sous forme d'épisome. Enfin, le virus 

doit échapper à la réponse immunitaire de l'hôte. Pour cela, les virus ont développé de 

nombreuses stratégies comme l'émergence de variants antigéniques rapides (VIH et virus de 

l'hépatite C (HCV), la faible expression de protéines virales (virus de l'herpès et VIH), la 

suppression de molécules cellulaires de surface nécessaires à la reconnaissance par les LT 

(Adénovirus, virus de l'herpès, cytomégalovirus (CMV)) et l’interférence avec la présentation 

antigénique (virus de l'herpès) (Gonzales-Scarano, 2002, Tyler, 2001). 

 1.5.4- Pathologies neurologiques associées aux infections virales 

 Il existe de nombreux pathogènes, qui, après avoir atteint le SNC, engendreront des 

conséquences très différentes selon l’hôte. Différents facteurs vont contribuer à l’augmentation 

de la sévérité de la maladie. Le virus lui-même est le principal acteur du type de maladie 

engendrée. En effet, ces derniers peuvent être impliqués dans des maladies neurologiques chez 

l'humain, soit comme point de départ dans l'induction de ces maladies ou comme facteur 

aggravant. Ces maladies provoquent généralement une détérioration du fonctionnement des 

cellules nerveuses, pouvant conduire à leur mort. D’autres facteurs comme la voie de l’infection, 

la capacité à persister et à se répliquer et la génétique de l’hôte vont influencer les 

neuropathologies. Ainsi, l'aptitude des virus à induire des maladies neurologiques peut résulter 

soit d'un effet direct de celui-ci, en induisant la dégénérescence et la mort neuronale, ou d’un 

effet indirect via une activation non-contrôlée du SI pouvant induire des effets nuisibles sur les 

cellules du SNC (Amor et al., 2010). Le tableau III présente une liste de virus neuroinvasifs, 

neurotropes et potentiellement neurovirulents associés aux différentes maladies du SNC. 
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Tableau III: Liste des virus neurotropes et pathologies associées. Modifié de Desforges M, 
Meessen-Pinard M et Talbot PJ., 2016; McGavern DB et Kang SS, De chiara G et al, 2012; Huan HI 
et Shih SR 2015; Swanson PA, McGavern DB 2015. HCoV : Coronavirus humain; GB :syndrome de  
Guillain-Barré ; ADEM : encéphalomyélite aiguë disséminée ; MD: Maladie d'Alzheimer; MP: 
Maladie de Parkinson; SLA: Sclérose latérale amyotrophique; SEP : sclérose en plaques ; CNP: 
cellule neurale progénitrice; ND : non-déterminé. 
 

Virus Hôte Site d’infection Site de persistance Pathologies 

Bunyaviridae 

Virus de la 

Crosse 
Humains ND ND Encéphalite 

Togaviridae 

Chikungunya 

virus 
Humains ND ND 

Complications 

neurologiques, GB 

Flaviviridae 

Encéphalite de 

Saint-Louis 
Humains ND ND Encéphalite, méningite 

Japanese 

encephalitis virus 

Humains/ 

bétails 
SNC ND 

Encéphalite, paralysie 

légère 

West Nile virus Humains ND ND 
Encéphalite, paralysie 

légère 

Tick-borne 

encephalitis virus 
Humains ND ND 

Encéphalite, paralysie 

légère 

Zika virus Humains 
CNP et microglies 

chez le foetus 
ND 

Neurovirulent chez le 

foetus, et GB chez 

l'adulte 

Parainfluenza 

Oreillons Humains ND ND 
Encéphalite, 

Méningite 

Rhabdoviridae 

Rage Humains Neurone ND 
Encéphalomyélite, 

SEP? 

Orthomyxoviridae 

Influenza Humains Neurone/astrocyte ND 
Encéphalomyélite, MP?, 

SEP? 
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Virus Hôte Site d’infection Site de persistance Pathologies 

INFECTIONS CHRONIQUES 

Arenaviridae 

Lymphocytic 

choriomeningitis 

virus 

Humains Microglie ND 
Méningite, oedème 

cérébral 

Coronaviridae 

Mouse hepatitis 

virus 
Souris/rat ND SNC Encéphalomyélite 

Human 

coronavirus 
Humains ND SNC Encéphalite, SEP? 

Polyomaviridae 

John Cunningham 

virus 
Humains Oligodendrocytes SNC 

Leucoencéphalopathie 

Multifocale progressive 

Paramyxoviridae 

Rougeole Humains Neuron/ astrocyte 
Neurones/cellules 

gliales 

Panencéphalite 

subaigüe sclérosante, 

SEP? 

Canine distemper Chiens ND 
Oligodendrocytes/ 

Neurones 

Encéphalite 

démyélinisation 

Togaviridae 

Rubéole Humains ND SNC 
Panencéphalite 

progressive 

Fôret de Semliki Souris ND SNC Encéphalite 

Picornaviridae 

Theiler's 

encephalomyelitis 

virus 

Souris ND 

Neurones/ 

Microglies/ 

Oligodendrocytes 

Encéphalomyélite 

Poliovirus Humains Neurone moteur Neurones Poliomyélite 

Coxsackievirus Humains Neurone/ astrocyte ND 
Méningite, encéphalite, 

SLA?, MP? 



 

59 
 

 
 

Humains 

 

ND ND 

 

ND 

 

Méningite Echovirus 

Enterovirus 71 Humains Neurone ND Méningite, encéphalite 

Retroviridae 

Human T-

lymphotropic virus  
Humains Lymphocytes T Lymphocytes T Myélopathie, SEP? 

Human 

immunodeficiency 

virus 

Humains 

Monocyte 

CD16+/Microglie/ 

astrocyte 

Lymphocytes T 

CD4+/ Monocytes / 

Macrophages/ 

Microglies 

Démence, MD? 

Visna Moutons ND 
Monocytes / 

Astrocytes 
Encéphalomyélite 

 

Virus Hôte Site d’infection 
Site de 

persistance 
Pathologies 

INFECTIONS LATENTES 

Herpesviridae 

Epstein-Barr 

virus 
Humains 

Cellules 

épithéliales/ 

lympocytes B 

Cellules 

épithéliales du 

pharynx/ 

Encéphalite, méningite, 

ADEM, GB 

 

Cytomegalovirus 

 

Humains/souris 

 

Glandes 

salivaires/ 

macrophage 

 

Lymphocytes B 

Glandes salivaires/ 

Lymphocytes/ 

Macrophages 

Encéphalite, ADEM, GB, 

SEP? 

 Herpes simplex 

virus 
Humains 

Neurone 

sensoriel 

Neurones 

sensoriels 

Encéphalite, ADEM, SEP?, 

MD? 

Human 

herpesvirus 6 
Humains ND 

Monocytes / 

macrophages 
Encéphalite 

Varicella zoster 

virus 
Humains 

Neurone 

sensoriel 

Neurones 

sensoriels 

Encéphalite, Méningite / 

Myélite, SEP? 
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 1.5.5- Réponses immunitaires face aux infections virales 

 Pour assurer sa protection, l’hôte dispose d’un éventail de stratégies lui permettant de 

prévenir l’entrée d’un pathogène. Des barrières naturelles comme la peau et les muqueuses 

jusqu’aux réponses immunitaires spécifiques, le SI assure le maintien de l’intégrité et l’équilibre 

de l’organisme. Ces différents mécanismes de défense permettent à l’organisme de reconnaître 

et contrôler les constituants appartenant à l’organisme, et de lutter efficacement contre les 

agressions extérieures dues aux pathogènes, toxines, etc. (Chaplin, 2010). L’immunité est 

divisée en deux catégories agissant de concert pour protéger l’organisme : l’immunité innée, qui 

entre en action rapidement, mais qui n’est pas spécifique à un pathogène en particulier, et 

l’immunité adaptative, qui est une défense acquise, moins rapide mais plus spécifique et dotée 

d’une mémoire. 

 L’immunité innée étant la première ligne de défense de l’hôte, elle réunit un ensemble de 

mécanismes qui interviennent rapidement pour empêcher la pénétration ou la prolifération 

d’agents infectieux dans l’organisme. Étant indispensable, elle n’est pas toujours suffisante pour 

éradiquer le pathogène, mais elle permet à l’organisme de mener à bien une première défense 

en attendant que l’immunité adaptative se mette en place. L’immunité innée comprend deux 

types de défenses. La première constitue une défense externe. Elle se compose de barrières 

physiques empêchant la pénétration des pathogènes dans l’organisme. Les tissus épithéliaux 

comme la peau (J. X. Wang et al., 2016), les muqueuses du tube digestif (Turner, 2009) et des 

voies respiratoires (S. Sato et al., 2012), ainsi que les sécrétions produites par ces tissus 

(mucus, larmes, …) sont utilisés pour réduire le risque d’invasion microbienne. La seconde 

défense est plus interne, ce qui permet de lutter contre les pathogènes qui auront réussi à 

pénétrer dans l’hôte. Pour ce faire, il y aura une reconnaissance des pathogènes par des 

récepteurs portés par les cellules immunitaires : les Toll-like receptors (TLR) (Aoshi et al., 2011). 

Cette ligne de défense est activée par des médiateurs chimiques dans les minutes suivant la 

rencontre avec un pathogène. Son rôle est donc d’empêcher la propagation de l’infection et de 

permettre l’élimination rapide de l’agent infectieux. Ce mécanisme fait appel aux cellules 

phagocytaires (comme les neutrophiles, les monocytes et les macrophages), ainsi qu’aux 

cellules natural killers (cellules NK) qui sont capables de lyser des cellules étrangères de 

manière indépendante de l’antigène, sans activation préalable. Enfin, les cellules dendritiques 

(CD) jouent également un rôle dans ce type d’immunité. En effet, dans les tissus de l'organisme 

où elles résident (surtout le derme et les muqueuses), les CD immatures exercent des fonctions 

de sentinelles permanentes permettant ainsi de détecter tous les intrus. 
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La seconde ligne de défense est l’immunité adaptative qui permet l’élimination d’agents 

infectieux qui auront réussi à déjouer les défenses naturelles. Elle met en jeu des cellules 

spécialisées, les lymphocytes, cellules clés de l’immunité adaptative, capables de reconnaître et 

mémoriser des structures spécifiques de souches particulières et de variants pathogènes, afin 

d’apporter la réponse adéquate à chaque cas (Parkin et al., 2001). Produits dans la moelle 

osseuse au cours de l’hématopoïèse, les lymphocytes circulent dans le sang, les vaisseaux 

lymphatiques et résidents dans les organes lymphoïdes secondaires comme la rate et les 

ganglions ou ils peuvent s’activer. A ce stade, deux types de populations peuvent être 

distingués : les LB qui sécrètent des immunoglobulines (anticorps), conduisant à une immunité à 

médiation humorale, et les LT subdivisé en lymphocytes T auxiliaires (CD4+) et en lymphocytes 

T cytotoxiques (CD8+). Les LB et LT CD4+ sont impliquées dans l’orientation de la réponse 

immunitaire, ainsi que dans l’activation de macrophages et dans la différenciation des LT en LT 

CD8+, conduisant ainsi à une immunité à médiation cellulaire (Bergereau, 2010). Les LT CD8+ 

ont un rôle essentiel lors d’une infection virale, car ils vont reconnaître les cellules infectées et 

induire leur lyse afin de limiter la prolifération et la propagation du virus (Aoshi et al., 2011). Les 

LT CD4+, sont quant à eux, impliqués dans l'activation des LB et de la réponse humorale, et 

sont également importants quant à leur capacité à sécréter de l'IFN-γ, qui aide à la mise en 

place et à la maturation des réponses lymphocytaires CD8+ et lymphocytaires B en stimulant la 

présentation antigénique, en favorisant l'état antiviral et en inhibant la prolifération cellulaire des 

cellules infectées afin de limiter la propagation virale (Schroder et al., 2004). Les lymphocytes 

sont capables de reconnaître spécifiquement des antigènes de par leurs récepteurs BCR (B-

cell-receptor) ou TCR (T-cell-receptor). L’antigène peut donc activer directement les LB. À ce 

moment, les LB deviennent des plasmocytes et sécréteront des anticorps spécifiques visant la 

destruction de l’antigène. Concernant l’activation de LT, elle se fait via une présentation de 

l’antigène, qu’il soit d’origine intracellulaire ou extracellulaire, par des cellules présentatrice 

d’antigènes (CPA). Les CPA peuvent être des CD, des macrophages ou des LB (Owen J et al., 

2014). Le ligand reconnu par le TCR est un complexe formé à la surface des CPA par une 

protéine de surface spécifique de l’hôte, appelée molécule du complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH) et par un peptide antigénique (Bergereau, 2010, Owen J et al., 

2014). La classe des molécules du CMH présentant l’antigène va déterminer l’activation des 

sous-populations de LT (CD4+ ou CD8+). En effet, les LT CD4+ sont activés suite à une 

présentation d’antigène avec le CMH de classe II, alors que les LT CD8+ sont activés suite à 

une présentation d’antigène avec le CMH de classe I (Bergereau, 2010, Owen J et al., 2014).  
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Le cerveau a longtemps été considéré comme un organe privilégié d’un point de vue 

immunologique, puisque la BHE limite de façon importante la migration des cellules du SI. 

Toutefois, le cerveau possède son propre système de défense qui peut se mettre rapidement en 

état d’alerte à la moindre infection systémique. Tel que mentionné au début de ce chapitre, 

plusieurs virus ont la capacité de pénétrer et d’infecter le SNC. Dès son entrée dans le SNC, le 

virus doit se répliquer et se disséminer le plus efficacement possible, tout en évitant le SI. 

Plusieurs facteurs vont influencer l’activation du SI, comme le type de virus, le type de cellules 

infectées ainsi que la façon dont se propage le virus, etc. La première étape de la défense de 

l’hôte est la mise en place d’une réponse immunitaire innée après reconnaissance de motifs 

spécifiques conservés par les pathogènes, ou PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Pattern) 

par des récepteurs spécifiques, les PRRs (Pattern Recognition Receptor).  Les acides 

nucléiques des virus stimulent la production d’IFN-α/β (Bergmann et al., 2006) via les PRRs 

membranaires, comme les TLRs (Paul et al., 2007), ou cytosolique comme les récepteurs de 

type RIG-I (RLR) (Bowie et al., 2005), les récepteurs de type NOD (NLR) et les récepteurs 

lectine de type C (CLR) (Palm et al., 2009, Shayakhmetov, 2010). Les microglies et les 

astrocytes expriment principalement des TLRs dans le SNC et sont donc capables d’initier une 

réponse immunitaire innée envers des virus neurotropes (Pichlmair et al., 2007). De plus, les 

neurones sont également capables d’induire une réponse innée car ils expriment certains TLR 

(TLR-3) et les RLRs (Bieback et al., 2002, Lafon et al., 2006, Rassa et al., 2002). 

 La détection virale dans le cytosol, les endosomes ou à la surface cellulaire se fait grâce 

aux PAMPs viraux qui se divisent en deux catégories : les acides nucléiques et les protéines 

virales (Peltier et al., 2010). Les hélicases à ARN cytosoliques ou RLR (RIG-like receptor) 

sont des senseurs qui détectent l’ARN viral et activent la réponse à l’IFN. À l’heure actuelle, trois 

RLRs ont été identifiés : RIG-I, MDA5 et LGP2. Les deux premiers sont respectivement activés 

par l’ARN double brin court triphosphorylé en 5’ (< 2kb), l’ARN double brin long (> 2 kb), alors 

que le stimulus activant le troisième est encore inconnu (Peltier et al., 2010). En plus d'être 

activé par des ARN double brin court triphosphorylé en 5’, RIG-I peut aussi être stimulé par des 

séquences poly-U (Zeng et al., 2010). Les neurones sont capables de limiter la réplication virale 

par RIG-I et MDA-5, comme démontré pour le virus West Nile (Fredericksen et al., 2008). De la 

même manière, les astrocytes possèdent les mécanismes de reconnaissance par les RLR. En 

effet, le virus VSV provoque une augmentation des niveaux en ARNm et en protéines 

correspondant à RIG-I et MDA5 dans les astrocytes, contribuant ainsi à générer une réponse 

immunitaire protectrice contre ce virus neurotrope (Furr et al., 2008). A l'inverse, les coronavirus, 

comme la souche 229E sont capablent de modifier leur ARN par l'activité 2'-O-méthylation de la 
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polymérase pour échapper à la reconnaissance par les MDA5 et diminuer la production d'IFN 

(Zust et al., 2011). Les récepteurs de type NOD (NLR) sont impliqués dans la reconnaissance 

de pathogènes intracellulaires, initiant ainsi l’inflammasome (Martinon et al., 2002), qui est un 

complexe protéique oligomérique impliqué dans l’immunité innée. Ce complexe est formé à la 

suite de la reconnaissance de signaux inflammatoire comme le lipopolysacharide (LPS) ou des 

composantes virales diverses. Six formes d’inflammasomes existent, mais seulement trois sont 

retrouvées dans le SNC : NLRP1 chez les neurones, le NLRP2 chez les astrocytes et le NLRP3 

chez les microglies (Kigerl et al., 2014). Les récepteurs lectines de type C (CLR) représentent 

un groupe de différents récepteurs cytosoliques ou endosomaux qui reconnaissent des 

structures comme les lectines de type C tel le mannose ou le galactose (Geijtenbeek et al., 

2009). Cette immunité antivirale peut diminuer l’inflammation et les dommages aux tissus 

infectés pour plusieurs virus comme: HSV-1 (Zelenay et al., 2012), Vaccinia (Iborra et al., 2012) 

et Chikungunya (Long et al., 2013). Toutefois, dans certains cas, notamment pour les virus JEV 

et de la dengue, la détection par les CLRs va accentuer l’inflammation au CNS (Hoving et al., 

2014). Les détecteurs de type cGAS-STING représentent un groupe récemment identifié de 

capteur d'ADN cytosolique. Une fois la liaison de cGAS à l'ADN, il y aura synthèse de cGAMP 

qui servira par la suite de second messager pour activer STING (Stimulator of interferon gene), 

menant à la production d'interferon de type I (Ablasser et al., 2013, D. Gao et al., 2013, L. Sun 

et al., 2013). Ce type d'immunité va jouer un rôle important dans la réponse à l'IFN de type I lors 

d'infection par des virus à ADN comme HSV-1 et KSHV (Ma et al., 2015, L. Sun et al., 2013). De 

manière interessante, il a également été démontré que cGAS-STING pouvait être activé par des 

virus à ARN simple brin de polarité positive, comme WNV (Ma et al., 2016, Schoggins et al., 

2014). Les récepteurs de type Toll (TLR) ont été identifiés au nombre de dix chez l’humain, et 

sont exprimés dans les endosomes (TLR3, 7, 8 et 9) et à la surface de la cellule (TLR 1, 2, 4, 5, 

6 et 10). La plupart des virus utilisent les voies d’endocytose/exocytose cellulaire, que ce soit 

pour entrer ou sortir de la cellule (Takaoka et al., 2007, Z. Zhang et al., 2017). Les TLR 

endosomaux sont activables par les acides nucléiques. La signalisation de tous les TLR passe 

par la cascade des MAPK et l’activation de NFκB, induisant la transcription de gènes de 

cytokines et chimiokines. Toutefois, les TLR endosomaux possèdent des voies de signalisation 

additionnelles et activent IRF1, IRF3 et IRF7, induisant l’expression d’IFN de type 1. En plus des 

TLR endosomaux, TLR2 et TLR4 jouent également un rôle dans la détection virale. Bien qu’ils 

soient exprimés à la surface cellulaire, ils peuvent être recrutés au cytosol par des ligands 

internalisés. Au niveau du SNC, les neurones, astrocytes et oligodendrocytes expriment les 

TLR3, 4, 7, 8 et 9 qui vont reconnaître respectivement les ARN double brin, les glycoprotéines 
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virales, les ARN simple brin et de l’ADN riche en îlots CgG  (Mukherjee et al., 2015, Peltier et al., 

2010, Y. Zhou et al., 2009). Les microglies quant à elles, expriment tout le répertoire des TLR 

(Jack et al., 2005) et augmentent leur expression lorsqu’elles sont en présence d’un pathogène 

(Olson et al., 2004). Une fois la détection des virus dans le SNC effectuée par les différents 

acteurs mentionnés ci-dessus, ces derniers vont activer les interferon regulated factors (IRFs) 

menant à l’expression des IFN, et le nuclear factor καρρα B (NF-kB) menant à l’expression de 

cytokines proinflammatoires. Les IFNs vont donc, une fois fixés sur leurs récepteurs (IFNAR), 

mener à l’expression de divers gènes en réponse à l’IFN (ISGs), responsables d’inhiber l’entrée, 

la traduction de tous les ARNm présents dans la cellule et la réplication ou la sortie du virus 

(Schneider et al., 2014). Plusieurs virus peuvent être pris comme exemple, comme les virus 

WNV, VSV, JEV, HSV-1 ou MHV, pour lesquels les réponses liées à l’IFN, notamment l’IFN de 

type I, va restreindre leur réplication virale (Cho et al., 2013, Lafaille et al., 2012, Reinert et al., 

2012). De plus, l’activation de la protéine kinase R (PKR) ainsi que de l’endonucléase RNAse L 

va être dépendante de l’activation des ISGs dans le SNC. La PKR détecte la présence 

cytoplasmique d’ARN double brin viral et inhibe la synthèse protéique de la cellule afin de 

restreindre la traduction des ARN viraux (Meurs et al., 1992) alors que la RNAse L, dégrade 

l’ARNm cellulaire ou viral, inhibant  la réplication virale et la synthèse protéique du virus 

(Silverman, 2007). Ces systèmes antiviraux sont entre autres impliqués dans les infections du 

SNC par les virus WNV (Samuel et al., 2006) et MHV (L. Zhao et al., 2012). 

 Malgré son rôle important dans la reconnaissance virale et sa capacité à ralentir la 

dissémination virale, la réponse immunitaire innée est rarement suffisante pour contrôler les 

infections du SNC. Les virus neurotropes infectent le SNC via la périphérie, que ce soit par les 

tractus gastrointestinal et respiratoire, la piqûre d’un moustique contaminé ou la morsure d’un 

animal infecté. Par conséquent, l’activation de la réponse immunitaire antivirale a lieu en 

périphérie via la capture du virus ou de ses Ag par les CD, qui présenteront les Ag viraux au 

niveau du nœud lymphatique drainant. Cette activation va permettre le recrutement  au SNC des 

LT CD4+ et CD8+, causé par la chimiokine CXCL12 produite par les astrocytes (Cruz-Orengo et 

al., 2011). Les LT CD8+ sont indispensables à la réponse antivirale dans le SNC (Divito et al., 

2006). Ces cellules vont donc contrôler la propagation virale en produisant de l’IFNγ, du TNFα, 

de la perforine, des granzymes, les ligands Fas ou TRAIL et provoquer la mort des cellules 

infectées (Russo et al., 2015). Enfin, les neurones, comme les microglies, peuvent exprimer des 

gènes codant le CMH, complexe responsable de la présentation d’antigènes viraux. Bien que 

l’expression du CMH de type I est réprimée chez les neurones en santé, une infection du SNC 

par le virus de la rage (Irwin et al., 1999), le virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) 
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(Truong et al., 2009), le virus HSV-1 (Abendroth et al., 2000), le virus de la rougeole (Gogate et 

al., 1996) ou le virus JEV (Das et al., 2009) entraine une augmentation de la présentation 

antigénique du neurone aux lymphocytes T par les CMH de type I. Tous ces mécanismes de 

l’immunité innée et adaptative sont mis en place afin de pouvoir réprimer une infection virale. 

Par la suite, le SNC va devoir mettre en place un processus pour contrôler et réprimer la 

réponse immunitaire adaptative afin de rétablir l’homéostasie. Ce contrôle se fera principalement 

par la production de ligands de mort programmé (PD-L1 et PD-L2), qui une fois liés à leur 

récepteur PD-1, entraineront la mort des LT activés dans le SNC par apoptose (Lafon et al., 

2008, Nguyen et al., 2015). 

 Le développement de maladies neurologiques implique des facteurs génétiques, mais 

également des facteurs environnementaux, comme des pathogènes d'origine virales. Les 

coronavirus humains sont un bon exemple de pathogènes viraux pouvant être impliqués dans 

les maladies neurologiques. 
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2. LES CORONAVIRUS 

2.1- Généralités et classification 

 2.1.1- Généralités 

Le nom de coronavirus provient de l’aspect visuel de ces virus. En effet, la présence de 

trimère de la glycoprotéine structurale S leur confère un aspect en forme de couronne, 

observable au microscope électronique, (Davies et al., 1979). Ce sont des virus ubiquitaires 

pouvant infecter un large éventail d’hôtes. Ils sont connus pour induire d’abord et avant tout des 

maladies respiratoires et entériques (S.H Myint, 1994). Initialement identifié au cours des 

années 1960 (Almeida et al., 1967, Hamre et al., 1966, Mclntosh et al., 1967), les premiers 

coronavirus humains 229E (HCoV-229E) et OC43 (HCoV-OC43) provoquent des infections 

respiratoires bénignes comme le rhume (Hamre et al., 1966, Mclntosh et al., 1967, S.H Myint, 

1994). En 2003, un regain d’intérêt pour les coronavirus humains (HCoV) s’est manifesté suite à 

l’émergence d’une nouvelle souche, le SARS-CoV, principalement retrouvée dans les pays 

asiatiques et en Amérique du Nord. Cette souche, extrêmement contagieuse et sévère, 

provoque un syndrome respiratoire aigu sévère (SRAS) (Drosten et al., 2003, Fouchier et al., 

2003, Ksiazek et al., 2003). Par la suite, deux autres coronavirus humains (HCoV) associés aux 

maladies respiratoires ont été découverts : les souches NL63 et HKU1 (van der Hoek et al., 

2004, Woo et al., 2005). Dans le courant de l’année 2012, une nouvelle souche de coronavirus 

causant des pathologies respiratoires encore plus sévères que celles associées au SARS-CoV 

chez l’homme a émergé au Moyen-Orient. Cette souche nommée Middle-East Respiratory 

Syndrome (MERS-CoV) est issue d’une transmission zoonotique du chameau (Reusken et al., 

2016). 

 2.1.2- Classification 

Au sein de la classification de Baltimore, les coronavirus font partie de l’ordre des 

Nidovirales, de la famille des Coronaviridae et de la sous-famille des Coronavirinae (R.J. de 

Groot et al., 2013, R.J. de Groot et al., 2012). Cette sous-famille se divise en quatre genres (α-, 

β-, γ-, et δ-) (R.J. de Groot et al., 2013), classés sur la base de données sérologiques puis 

moléculaires, qui regroupent des virus animaux connus depuis les années 1930 et des virus 

humains identifiés dans les années 1960 (Almeida et al., 1967, Hamre et al., 1966, Mclntosh et 

al., 1967). Les genres α- et β-coronavirus infectent les mammifères et ceux du genre γ- et δ-
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coronavirus infectent entre autres les oiseaux (figure 9). Les HCoV-229E et -NL63 se retrouvent 

dans le genre α-coronavirus et les HCoV-HKU1 et -OC43 (comme les souches du SARS-CoV et 

du MERS-CoV) appartiennent au genre des β-coronavirus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 9. Arbre phylogénétique représentant la classification des coronavirus en fonction de leurs 
genres (α-, β-, γ-, et δ-) et des groupes à l’intérieur du genre β- (A, B, C et D). Tiré de (Chan et al., 

2015). 
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2.2- Le cycle réplicatif 

 Les coronavirus sont des virus enveloppés à ARN monocaténaire de polarité positive 

possédant des mécanismes similaires aux autres virus à ARN, comme le mode d’entrée (Brian 

et al., 2005). En revanche, ils possèdent un cycle réplicatif intracytoplasmique particulier ayant 

donné son nom à l’ordre des Nidovirales. En effet, Nido signifie en latin « le nid », ce qui est 

directement relié à la façon dont le génome est transcrit pour la production d’une multitude 

d’ARN sous-génomiques. La première étape de l’infection se produit lors de l’attachement de la 

glycoprotéine S à son récepteur cellulaire (figure 10). Les coronavirus utilisent des récepteurs 

différents selon l’espèce ou le type cellulaire qu’ils infectent. Suite à l’attachement, il y aura un 

changement conformationnel de la protéine S qui entrainera un rapprochement des domaines 

de fusion de la protéine avec la membrane de la cellule. Selon le coronavirus et le type de 

clivage protéique (voir chapitre 3.1 et 3.3), la particule virale va donc pénétrer dans la cellule soit 

par un mécanisme d’endocytose ou soit par fusion membranaire à la surface de la cellule 

(Matsuyama et al., 2005, Simmons et al., 2005). Suivant l’entrée du coronavirus dans la cellule, 

il y aura décapsidation pour libérer l'ARN viral dans le cytosol et la traduction des gènes viraux 

pourra alors commencer puisque le génome à ARN est de polarité positive. Ainsi, les cadres de 

lecture ORF1a et ORF1ab sont immédiatement traduits, en polyproteines pp1a et pp1ab. 

Cependant, la synthèse de la polyprotéine pp1ab requiert un décalage de lecture par le 

ribosome (Ribosomal Frame Shifting) qui sera nécessaire pour continuer la traduction de l’ARN 

génomique (Namy et al., 2006). Ces polyprotéines sont par la suite clivées par les protéases 

virales papain-like protease (PLPro) et protease 3C-like (3CLPro) permettant la formation des 

protéines non structurales (nsp : non structural protein) associées aux fonctions de réplication et 

de transcription. Selon les coronavirus, jusqu’à 16 nsp seront nécessaires pour la suite de la 

réplication et de la traduction des gènes viraux (Sawicki et al., 2007). La RdRp (ARN 

polymerase ARN-dépendante) est une des protéines produites suite au clivage. Elle participera, 

en association à la protéine N (Enjuanes et al., 2006), à la formation du complexe de 

transcription-réplication (RTC) qui va permettre de produire des copies d’ARN génomiques à 

polarité négative qui serviront à l'amplification des copies d’ARN à polarité positive en vue de 

l'encapsidation des futures particules virales (Zuniga et al., 2010). Le RTC participe également à 

la transcription des ARN sous-génomiques dédiés à la traduction des protéines virales par un 

processus caractéristique de l’ordre des Nidovirales, la « transcription discontinue ». Les 

segments sous-génomiques de polarité négative de différentes longueurs seront produits et 

ensuite amplifiés par la RTC afin de produire des ARN sous génomiques de polarité positive 

(Britton et al., 2008). La RdRp reconnaît une séquence dans la région 3' du génome, formée de 
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structures secondaire hairpin et tertiaire pseudoknot, et débute la transcription de la copie 

négative du génome (de Haan et al., 2002, den Boon et al., 1996, S. Siddell et al., 2005, S.G. 

Siddell, 1995). Lorsque cette enzyme rencontre une séquence régulatrice de la transcription 

(TRS), la transcription peut s’arrêter et le RTC est alors relocalisé dans la portion 5’ du génome 

où la transcription recommence afin de générer la séquence leader présente sur tous les ARN 

génomiques. Si la transcription n’est pas interrompue à la rencontre du premier TRS, elle 

continue jusqu’à la rencontre d’un second TRS, où la transcription peut également 

s’interrompre. La protéine de nucléocapside N semble jouer un rôle dans le cette transcription 

discontinue favorisant le passage d'un TRS à l'autre (Zuniga et al., 2010). Ce mécanisme 

permet de générer des ARN sous-génomiques de polarité négative de différentes longueurs qui 

seront ensuite transcrits en ARN sous-génomiques de polarité positive puis traduits en 

protéines. Les protéines virales ainsi produites seront acheminées à la membrane du 

compartiment intermédiaire (ERGIC: Endoplasmic Reticulum/Golgi Intermediate Compartiment) 

afin d’y être encapsidées (de Haan et al., 1999). Pour finir, l’enveloppe de ce virus proviendrait 

des membranes du ERGIC puis la libération des nouveaux virions serait effectuée par 

exocytose (Blau et al., 2001). De plus,  il a récemment été montré que les coronavirus avaient la 

capacité d'induirent des usines de réplication qui étaient issues du réticulum endoplasmique 

sous forme de vésicules à double membrane (Knoops et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. A- Représentation schématique du génome de HCoV-OC43 dans le clone infectieux 
pBAC-OC43FL, adapté de Julien St-Jean. B- Cycle de réplication des coronavirus. Suite à 
l’attachement de la glycoprotéine S à son récepteur, le virus pénètre dans la cellule. L’ARN 
monocaténaire de polarité positive est libéré de la capside dans le cytosol où les ORF1a et 1ab 
sont traduits en polyprotéines pp1a et pp1ab qui seront clivées et associées au complexe de 
transcription-réplication. S’en suit alors la transcription continue et discontinue du génome viral 
qui génère respectivement des copies négatives du génome et des ARNm sous-génomiques 
viraux de polarité négative de différentes longueurs. Ces derniers seront alors amplifiés et 
transcrits en ARN de polarité positive qui mène à la production de copies positives du génome et 
des différents ARNm qui permettront la production des différentes protéines virales. Les 
particules virales peuvent dès lors s’assembler au sein du réticulum endoplasmique (RE), puis 
de l’appareil de Golgi, où elles acquièrent leur enveloppe puis sont libérées dans le milieu 
extracellulaire. Tirée de (Stadler et al., 2003). 
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2.3- Biologie des coronavirus 

 2.3.1- Morphologie des virions  

Les coronavirus sont des virus enveloppés de forme sphérique dont le génome, protégé 

par une capside hélicoïdale, est composé d’un ARN monocaténaire de très grande taille de 

polarité positive d’environ 26 à 32 kb (Lai, 1997) (figure 11). Ils possèdent une structure dont le 

diamètre est compris entre 100 et 160nm (Gagneur et al., 2002). Le génome code pour des 

protéines structurales nécessaires à la formation des nouveaux virions (les protéines S, M, N, E, 

et pour certains β-coronavirus, HE), et des protéines non structurales (ORF 1a et 1b) 

responsables de la réplication du matériel génomique et de la synthèse des protéines virales. Le 

génome des coronavirus possède également des gènes codant pour des protéines accessoires 

(tels que les gènes ns2 et ns5 présents chez HCoV-OC43) qui varient en nombre selon 

l’espèce, et qui influencent certains processus comme la prolifération, la mort  cellulaire et la 

pathogenèse (Cruz et al., 2013, Dedeurwaerder et al., 2014, D. X. Liu et al., 2014).  

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11. Représentation du virion des Coronaviridae. Le génome viral est associé aux protéines 
de la nucléocapside (N) formant ainsi la capside virale. Les protéines de structure de la membrane 
(M), de l’enveloppe (E), de la glycoprotéine de surface (S) ainsi que la protéine Hemagglutinin-
Estérase (HE) sont associées à l’enveloppe lipidique. Tiré de (P. J. Talbot et al., 2016).  
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 2.3.2- Protéines accessoires 

 Le génome des coronavirus possède des cadres de lectures (ORFs) qui codent pour des 

protéines accessoires. Les dites protéines sont dépendantes de l’espèce des coronavirus, et 

leurs gènes sont retrouvés partout dans les régions intergéniques entre les ORFs des protéines 

structurales. La plupart des gènes accessoires sont précédés d’une séquence régulatrice 

transcriptionnelle (TRS), pour une traduction ultérieure en protéine. Par exemple, l’ORF3b du 

SARS-CoV est synthétisée via un site interne d’entrée du ribosome (Rota et al., 2003). Le 

maintien de leurs séquences dans le génome viral suggère qu’elles sont pertinentes in vivo. En 

effet, parmi les α-coronavirus, les gènes codant pour les protéines accessoires qui jouent un 

rôle dans la virulence ont été mis en évidence chez les coronavirus FCoV (Haijema et al., 2004), 

TGEV (McGoldrick et al., 1999), PHEV et HCoV-229E (D. X. Liu et al., 2014). Dans le cas de 

FIPV, la protéine 7a est nécessaire à la réplication in vitro, et participe comme antagoniste aux 

IFN de type I (Dedeurwaerder et al., 2014). De plus, chez les β-coronavirus, plusieurs protéines 

accessoires ont été identifiées et leurs fonctions varient d’antagoniste à la production d’IFN ou 

de l’activation des ISRE comme pour le SARS-CoV et le MERS-CoV (D. X. Liu et al., 2014). Les 

génomes des virus BCoV, MHV et HCoV-OC43 (Goldstein et al., 2017) encodent également la 

protéine ns2 qui est un inhibiteur de l’endonucléase cellulaire RNAse L, responsable de la 

dégradation d’ARN double brin (Thornbrough et al., 2016, L. Zhao et al., 2012). 

 2.3.3- Protéines non structurales 

Les protéines non structurales (nsp) des coronavirus sont codées par le génome viral, 

mais ne sont pas incorporées à l'intérieur des virions. La portion du génome viral qui encode les 

nsp se retrouve dans le cadre de lecture 1ab (ORF1ab), qui occupe les deux tiers du génome, 

et qui regroupe les gènes viraux qui sont nécessaires à la synthèse d’ARN viral. Suivant l’entrée 

du coronavirus dans la cellule, il y aura décapsidation pour libérer le génome dans le cytosol. La 

traduction des gènes viraux pourra alors commencer puisque le génome à ARN est de polarité 

positive, et le virus possède sa propre polymérase: l'ARN polymérase dépendante de l'ARN 

(RdRp). Ainsi, les cadres de lecture ORF1a et ORF1ab sont immédiatement traduits. L’ORF1a 

est traduit en une polyprotéine nommée pp1a et code pour plusieurs protéines non structurales 

(nsp) (Namy et al., 2006). Au cours de la traduction de l’ORF1a, le ribosome va éventuellement 

aussi traduire le cadre de lecture en entier (ORF1ab). Ce processus se fait dans 30% des cas. 

Ceci permet donc la production d’une polyproteine pp1ab et donne les protéines nsp1 à nsp16 

(Ziebuhr et al., 2000). Ce phénomène de changement de cadre de lecture, appelé Programmed 

Ribosomal Frameshift,  est dû à un « glissement » d’un nucléotide, ce qui modifie le cadre de 
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lecture de la séquence. Les fonctions des nsp ont largement été étudiées, et sont liées à des 

activités diverses. Par exemple, les nsp 3 et 5 ont des activités de protéases, alors que d’autres 

vont avoir un impact sur l’interaction virus-hôte et sur la synthèse de l’ARN. En effet, plusieurs 

nsp possèderaient des rôles dans le détournement de la machinerie cellulaire (Lokugamage et 

al., 2015, Narayanan et al., 2015), la perturbation de la réponse immunitaire (Mielech et al., 

2014) et dans le tropisme tissulaire (Roth-Cross et al., 2009). 

 

 2.3.4- Protéines structurales 

 2.3.4.1- Protéine de la nucléocapside N 

La protéine de la nucléocapside N est une phosphoprotéine de 46 kDa. C’est une 

protéine chaperonne de l’ARN viral qui s’associe à l’ARN génomique en formant le complexe 

ribonucléoprotéique qui servira à la protection du génome (Lai, 1997). Cette protéine joue un 

rôle dans l’assemblage du virus (Hurst et al., 2005, Narayanan et al., 2003), la réplication, la 

transcription (Baric et al., 1988, Denison et al., 1999, van der Meer et al., 1999, Zuniga et al., 

2010) et dans la traduction de l’ARNm viral (Tahara et al., 1994). La protéine est organisée en 

deux domaines distincts : le domaine N-terminal (NTD) et le domaine C-terminal (CTD) qui sont 

intercalés avec des régions intrinsèquement désordonnées (intrinsically disordered regions : 

IDR) qui régulent les activités de liaisons de l’ARN. Ces IDRs vont réguler la fonction protéique, 

ainsi que l’interaction de la protéine N avec la protéine de membrane M (Narayanan et al., 

2000). 

 2.3.4.2- Protéine de membrane M 

 La glycoprotéine membranaire M, est la protéine virale la plus abondante. Il s’agit d’une 

protéine transmembranaire de type III formée d’environ 218 à 263 acides aminés, qui est 

impliquée dans le bourgeonnement et la formation des virions (Klumperman et al., 1994, Mounir 

et al., 1992). Principale composante structurelle dans l’enveloppe virale des coronavirus, cette 

protéine a une taille de 25 à 30kDa. Dans la cellule, elle se localise dans le RE (réticulum 

endoplasmique) et dans le golgi, à l’exception des coronavirus TGEV, SARS-CoV et FIPV où la 

protéine M peut atteindre la membrane plasmique (Jacobse-Geels et al., 1983, Laviada et al., 

1990, Voss et al., 2006). Lorsqu’elle est co-exprimée avec la protéine N, ces deux protéines 

peuvent, à elles seules, mener à la formation de pseudoparticules (Virus-like particles ; VLP)  

(Nal et al., 2005, Tseng et al., 2013). 
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 2.3.4.3- Protéine d’enveloppe E 

La protéine d’enveloppe E est la plus petite protéine structurale composée de seulement 

76 à 109 acides aminés, avec une taille allant de 8 à 12kDa. Elle joue un rôle majeur dans 

l’assemblage et la morphogenèse des particules virales (Lim et al., 2001) ainsi que dans le 

bourgeonnement de ceux-ci (Kuo et al., 2003). Elle est présente en très faible proportion dans 

les virions. En effet, avec seulement 20 copies par particules, l’importance de cette protéine 

varie en fonction du coronavirus (Nieto-Torres et al., 2015, Ortego et al., 2002, Ye et al., 2007). 

En effet, pour le coronavirus HCoV-OC43, la protéine E est très importante dans la production 

de particules virales. Concernant TGEV (Curtis et al., 2002, Ortego et al., 2007, Ortego et al., 

2002) et le MERS-CoV (Almazan et al., 2013), la délétion de la protéine E se traduit par une 

diminution de la propagation virale. Pour d'autre souches, comme MHV (Kuo et al., 2007, Kuo et 

al., 2003) et la SARS-CoV (DeDiego et al., 2007), la délétion de la protéine E entraine une 

diminution de la réplication virale.  Cette protéine est également capable de former des canaux 

ioniques et d’augmenter la virulence chez le SARS-CoV (Jimenez-Guardeno et al., 2014, Liao et 

al., 2006, Nieto-Torres et al., 2015, Wilson et al., 2004), le MERS-CoV (Surya et al., 2015) et 

MHV (Madan et al., 2005). De plus, elle intervient dans l’activation de l’inflammasome NLRP3 

chez le SARS-CoV (Nieto-Torres et al., 2015). 

 2.3.4.4- Protéine hémagglutinine-estérase HE 

 La protéine hémagglutinine-estérase (HE) ne se retrouve pas chez tous les coronavirus. 

En effet, elle n’est présente que chez le sous-groupe 2A du genre des β-coronavirus tel que les 

virus BCoV, MHV et les coronavirus humains -HKU1 et -OC43. C’est une protéine 

transmembranaire de type I allant de 65 à 70 kDa qui possède deux activités spécifiques. La 

première est une activité hémagglutinine potentiellement impliquée dans l’interaction du virus 

avec un récepteur ayant les acides sialiques 4- ou 9-O-acétylé (Bakkers et al., 2017). Sa 

deuxième fonction est une activité acétylestérase qui permet au virus de cliver sa liaison avec 

l’acide sialique (9-O ou 4-O acétylés) (R. J. de Groot, 2006, Rottier, 1990). Ces propriétés 

suggèrent que la protéine HE peut être impliquée dans la fixation du virion aux cellules hôtes ou 

lors de la relâche virale (Rottier, 1990). En effet, en ce qui concerne le HCoV-OC43 et HKU1, la 

fonction acétyl-estérase de la protéine HE influence la virulence en augmentant la production de 

particules infectieuses ou en facilitant la relâche des nouveaux virions à la fin du cycle de 

réplication (Desforges et al., 2013a, X. Huang et al., 2015b). Pour MHV, la protéine HE 

augmente sa neurovirulence (Kazi et al., 2005). 
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2.4- La glycoprotéine de spicule S 

 2.4.1- Généralités 

 La glycoprotéine S est la protéine la plus étudiée et la mieux définie de toutes les 

protéines structurales. Cette protéine transmembranaire de type I possède une multitude de 

rôles et fonctions au niveau de la structure du virion, du tropisme cellulaire et d’organe, ainsi que 

dans la pathogenèse (Dalziel et al., 1986, Fleming et al., 1987, Gallagher et al., 1990, 

Matsubara et al., 1991, Taguchi, 1995, F. I. Wang et al., 1992). De plus, elle est responsable de 

la liaison au récepteur (Dveksler et al., 1991, Yokomori et al., 1992) ainsi que de la fusion 

cellules-cellules ou virus-cellules. Du fait de sa présence à la surface des virions et des cellules 

infectées, elle est fortement reconnue par le SI, ce qui induit une production d’anticorps 

neutralisants (Collins et al., 1982, Daniel et al., 1993, P. J. Talbot et al., 1984) ainsi que 

l’activation des LT cytotoxiques (Bergmann et al., 1996, Castro et al., 1995). Cette protéine 

représente un élément essentiel dans cette thèse, par conséquent, nous lui accorderons une 

section complète. 

 2.4.2- Structure 

La glycoprotéine S est une protéine membranaire de 1160 à 1450 acides aminés, 

présente à la surface des particules virales sous forme trimérique (Krueger et al., 2001), et 

hautement glycosylée (Beniac et al., 2006). Cette glycoprotéine, séparée en deux sous-unités 

S1 et S2 (de Haan et al., 1999), fait partie des protéines membranaires de type I (figure 12). Le 

domaine S1 est impliqué dans la liaison au récepteur cellulaire. Il est constitué d’une région de 

liaison au récepteur (domaine de liaison au récepteur (DLR) et d’une région hypervariable, 

reconnu pour muter facilement, ce qui jouerait un rôle dans l’échappement au SI (Phillips et al., 

2001, Rowe et al., 1997, Ujike et al., 2015). Entre les parties S1 et S2 de cette protéine, il y a un 

site de clivage protéolytique cellulaire nommé S1/S2 (Millet et al., 2015). Ce clivage, 

potentiellement effectué par différentes protéases cellulaires comme les pro-protéine 

convertases (comme la furine), les cathepsines et les protéases à sérines transmembranaires 

(Transmembrane Serine Protease : TMPRSS), se produit chez la plupart des coronavirus tel 

que MHV, BCoV, SARS-CoV, MERS-CoV, IBV, HCoV-HKU1, HCoV-229E et HCoV-OC43 

(Belouzard et al., 2010, Bertram et al., 2013, Hasoksuz et al., 2002, Le Coupanec et al., 2015, 

Millet et al., 2015, Qian et al., 2013, Siu et al., 2014, Walls et al., 2016a). La région S2 quant à 

elle, contient une partie transmembranaire qui inclut un peptide de fusion (PF) (B. J. Bosch et 

al., 2003) et deux domaines répétés de 7 acides aminés  (heptad repeats : HR1 et HR2) 
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impliqués dans la fusion membranaire (Supekar et al., 2004, Xu et al., 2004). Un deuxième site 

de clivage, nommé S2’, se localise en amont du peptide de fusion chez la majorité des 

coronavirus (Belouzard et al., 2009, Millet et al., 2015). Le clivage de ce site se fera 

généralement pendant les premières étapes d’infection (entrée virale). Il pourra être effectué par 

différentes protéases cellulaires comme pour le site S1/S2 (Millet et al., 2015).  

 

 2.4.3- Fonctions 

Une des principales fonctions de la glycoprotéine S est l’attachement du virus à la cellule 

via son DLR situé du côté amino-terminal de la sous-unité S1 (Taguchi, 1995). Cette fonction en 

fait le déterminant majeur du tropisme cellulaire chez les différentes espèces de coronavirus 

(Gallagher et al., 2001, Hofmann et al., 2004). En effet, chez les coronavirus, la localisation du 

DLR ainsi que la capacité à reconnaître différents récepteurs spécifiques va varier. Certains 

récepteurs ont été bien caractérisés, tandis que d’autres ne sont pas encore connus, comme 

pour le HCoV-OC43. Parmi les α-coronavirus, FCoV, TGEV et HCoV-229E reconnaissent 

l’aminopeptidase N (APN), aussi appelé CD13, comme récepteur (Delmas et al., 1992, Hegyi et 

al., 1998, Lachance et al., 1998, Yeager et al., 1992), qui est une métalloprotéase de type I 

ubiquitaire exprimée dans plusieurs organes et tissus comme les reins et les poumons. Le 

HCoV-NL63 (membre des α-coronavirus) et le SARS-CoV (membre des β-coronavirus) 

reconnaissent l’Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACE2) (Hofmann et al., 2005, F. Q. Li et al., 

Figure 12. Structure de la glycoprotéine S de HCoV-OC43. La glycoprotéine S est séparée en deux 
sous-unités S1 et S2. La sous-unité S1 comprend le DLR (domaine de liaison au récépteur) ainsi 
que la RHV (région hyper variable). La région S2 comprend quant à elle un segment intra-
cytoplasmique et transmembranaire, ainsi que trois domaines fonctionnels juxtaposés l'un à l'autre 
qui incluent le PF (peptide de fusion) et les HR1 et HR2 (heptad repeat region). Les deux flèches 
représentent les deux sites de clivage S1/S2 et S2’. Adaptée de (Jacomy et al., 2010). 
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2007, Pohlmann et al., 2006, M. K. Smith et al., 2006). Il s’agit d’une exopeptidase 

principalement secrétée par les cellules endothéliales vasculaires et respiratoires. Elle catalyse 

la conversion de l’angiotensine I et II en angiotensine 1-7 et 1-9 (Keidar et al., 2007). Le SARS-

CoV reconnaît également un récepteur alternatif : L-SIGN (CD209) qui est exprimé dans le foie 

et les poumons (Jeffers et al., 2004). Concernant les coronavirus murins (MuCoV représenté par 

les diverses souches de MHV) (membre des β-coronavirus), ils reconnaissent comme récepteur 

une glycoprotéine de surface cellulaire de la famille des immunoglobulines exprimée sur les 

cellules épithéliales et les leucocytes (Hemmila et al., 2004, Saeki et al., 1997, Williams et al., 

1991) ; soit la Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 (CEACAM1). Le 

MERS-CoV quant à lui utilise la peptidase dipeptityl 4 (DPP4) qui est une glycoprotéine jouant 

un rôle dans le métabolisme du glucose et dans l’adhésion cellulaire (Raj et al., 2013). Enfin, les 

espèces BCoV et HCoV-OC43 n’ont pas encore de récepteur cellulaire spécifique identifié à ce 

jour. En revanche, leur liaison au récepteur est dépendante de l’acide sialique acétylé en 

position C9 (Gelinas et al., 2001, Kunkel et al., 1993, Schwegmann-Wessels et al., 2006), et est 

essentielle pour l’infection. Dès lors que la glycoprotéine S se lie à son récepteur, une cascade 

de réaction va mener à l’internalisation du virus dans la cellule. Il y aura un clivage de la 

glycoprotéine qui va mener à un changement conformationnel. Celui-ci va se traduire par un 

repliement de la sous-unité S2 et l'exposition des domaines de fusion dont le PF et les régions 

répétées HR1 et HR2 à la membrane plasmique de la cellule-cible afin de permettre la fusion 

membranaire (B. J. Bosch et al., 2003, Hulswit et al., 2016, Matsuyama et al., 2002, Walls et al., 

2016b). La glycoprotéine S joue également un rôle important dans la pathogenèse induite par 

les coronavirus. En effet, cette protéine est impliquée dans la neurovirulence ainsi que la 

dissémination virale (Fu et al., 2004, Phillips et al., 2001, Taguchi et al., 1995). La plupart des 

études portant sur le rôle de la protéine S dans la neurovirulence, ont été obtenues à l’aide du 

MuCoV (souche MHV-A59 et -JHM qui induit des neuropathologies différentes). En effet, la 

souche MHV-A59 est hépatotrope (induisant des hépatites) et neurotrope, menant à des lésions 

de démyélinisations. A l’inverse, la souche MHV-JHM est principalement neurotrope et induit 

une neurovirulence importante menant à la perte neuronale ainsi qu’à la mort de l’animal. Par 

génétique inverse, il a été démontré que la protéine S pouvait influencer la neurovirulence et la 

dissémination in vivo ou in vitro (Fu et al., 2004, Phillips et al., 2001, Taguchi et al., 1995). En 

effet, le remplacement de la protéine S de MHV-A59 par celle de -JHM mène à la production 

d’une souche recombinante possédant une neurovirulence accrue, ainsi qu’à une dissémination 

virale plus importante par rapport à la souche -A59 (Phillips et al., 1999, Phillips et al., 2002). De 

plus, cette souche recombinante n’est plus capable d’induire une hépatite comparativement à la 
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souche de référence MHV-A59 (Navas et al., 2001). Point important s’il en est, l’application du 

schéma inverse, c'est-à-dire le remplacement de la protéine S de MHV-JHM par celle de MHV-

A59, met en évidence l’absence de diminution de la neurovirulence par la souche résultante 

(Iacono et al., 2006), et l’absence de phénotype hépatotrope (Navas et al., 2003). Ces résultats 

permettent donc d’indiquer que la glycoprotéine S est un facteur important dans la 

neurovirulence et le tropisme d’organe, mais que d’autres facteurs viraux sont aussi impliqués 

dans le processus. 

 2.4.4- Évolution et adaptation 

 Les coronavirus ont la capacité d’acquérir différentes mutations dans leur génome, leur 

permettant de produire des variants pour accroître leur diversité génétique (Herrewegh et al., 

1998, Woo et al., 2006a, Woo et al., 2006b). Cette capacité est le résultat de trois mécanismes 

différents, Premièrement, la polymérase virale des coronavirus (RdRp) a une très faible fidélité 

lors de la réplication virale. En effet, cette polymérase possède un taux d’erreur d’un nucléotide 

tous les 1000 à 10 000 nucléotides répliqués, ce qui contribue à sa faible fidélité lors de la 

réplication virale (Duffy et al., 2008, Jenkins et al., 2002), et permet  la génération de plusieurs 

quasi-espèces (Lauring et al., 2010). En revanche, les coronavirus ont une exonucléase qui 

permet une correction lors d’une incorporation d’une mutation, ce qui rend ces virus plus fidèles 

comparativement aux autres virus à ARN (E. C. Smith et al., 2013a, E. C. Smith et al., 2013b). 

Deuxièmement, les coronavirus ont une fréquence de recombinaison homologue très élevée. 

En effet, de par leur mode de réplication (voir section 2.2 portant sur la réplication virale), les 

chances d’avoir de la recombinaison homologue au niveau des ARNs sont élevées, participant 

ainsi à la génération de nouvelles quasi-espèces (Lai, 1997, Pasternak et al., 2006). 

Troisièmement, le génome des coronavirus a la plus grande taille parmi tous les virus à ARN. 

Par conséquent, ils possèdent une meilleure plasticité dans la modification de leur gènes (Forni 

et al., 2017, Woo et al., 2009).  

 Les mutations produites au sein de la protéine S peuvent moduler les principaux rôles et 

fonctions de celle-ci, soit le tropisme et la pathogenèse. Par exemple, après une infection 

persistante, la souche hépatotrope -A59 de MHV va acquérir des mutations dans la protéine S 

au niveau du domaine de liaison au récepteur et dans le site de clivage. Ces mutations vont 

diminuer la capacité du virus à atteindre le foie et y causer des hépatites (Navas-Martin et al., 

2005). Il en est de même pour la souche -JHM qui va générer un variant dont la neurovirulence 

et la dissémination virale seront augmentées (Ontiveros et al., 2003). De plus, il a été démontré 

que suite à une infection persistante, ce virus pouvait développer une spécificité pour un second 
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récepteur comme l’héparane sulfate (de Haan et al., 2005, Ontiveros et al., 2003). Un autre 

exemple dont les mutations affectent le tropisme cellulaire est le cas du coronavirus félin 

(FCoV). En effet, après acquisition de mutations dans le site de clivage de la protéine S, ce 

virus, infectant initialement les cellules épithéliales du système gastro-intestinal, va infecter les 

macrophages, ce qui augmentera considérablement sa virulence (Licitra et al., 2013). Cette 

capacité d'adaptation de la protéine S via l'acquisition de mutations pourrait permettre aux virus 

de franchir la barrière d'espèce. Un exemple pouvant illustrer ce point est le virus du SARS-

CoV. En effet, lors de l’épidémie de 2003 (Song et al., 2005), il a été démontré que les civettes, 

contaminées par les chauves-souris, peuvent être des hôtes intermédiaires lors de leur passage 

sur les marchés alimentaires. Elles seraient ainsi à l’origine de la contamination humaine, ce qui 

aurait permis le franchissement de barrière d’espèce et la capacité à infecter l’humain (Peiris et 

al., 2004). Enfin, pour le coronavirus porcin (Porcine epidemic diarrhea virus, PDEV), l’apparition 

de mutations dans la protéine S a permis au virus de développer une réplication virale plus 

efficace avec une virulence atténuée (T. Sato et al., 2011). De la même manière, des mutations 

acquises chez le coronavirus aviaire (Infectious bronchitis virus, IBV) a permis au virus de se 

propager par fusion cellule-cellule, lui permettant ainsi d’élargir son tropisme cellulaire (Yamada 

et al., 2009b). 

 C’est ici qu’intervient la souche HCoV-OC43, étudiée au cours de mon doctorat. Il a été 

démontré au sein du laboratoire du Dr Pierre Talbot, que cette souche pouvait effectuer des 

infections persistantes dans des lignées neurales humaines représentatives du SNC. Plusieurs 

mutations situées dans la glycoprotéine S ont été répertoriées suite à ces infections (St-Jean et 

al., 2006b) (figure 13). Parmi toutes les mutations ponctuelles acquises dans la protéine, quatre 

d’entre elles se sont avérées prépondérantes et ont été conservées à travers les passages 

cellulaires (St-Jean et al., 2006b). Ces mutations, D24Y, S83T, H183R et Y241H, ont été 

introduites dans un clone moléculaire infectieux (pBAC) afin de pouvoir étudier leur rôle 

biologique (St-Jean et al., 2006b). Ainsi, il a été mis en évidence que, en comparaison au virus 

de référence de HCoV-OC43 qui cause une encéphalite chez la souris ainsi qu’une 

inflammation et une dégénérescence neuronale (Jacomy et al., 2006, Jacomy et al., 2003), le 

virus mutant arborant les quatre mutations induit une encéphalite mais également une paralysie 

des membres postérieurs avec des lésions de démyélinisation dans la moelle épinière, et une 

accentuation de la mortalité des souris infectées (Jacomy et al., 2006, Jacomy et al., 2010, 

Jacomy et al., 2003). Ces mutations sont également à l’origine d’une dissémination accrue, 

d’une réplication virale augmentée et d’une neuroinflammation plus importante au sein du SNC 

(Jacomy et al., 2010). Néanmoins, ces mutations n’affectent pas le tropisme cellulaire du virus, 
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et le neurone reste la cible principale (Jacomy et al., 2010). Enfin, le virus mutant  rOC/Us241, 

qui contient une seule mutation et dont la réplication virale dans le SNC ou la moelle épinière 

est similaire au virus de référence, induit une paralysie des membres postérieurs impliquant 

l’excitotoxicité glutamatergique, sans toutefois provoquer une mortalité plus importante des 

souris, suggérant que cette mutation est davantage reliée aux dommages à la moelle épinière 

(Brison et al., 2011, Brison et al., 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

Figure 13. Localisation des mutations prédominantes (D24Y, S83T, H183R et Y241H) acquises 
suite à l’infection persistante du virus sur des lignées neurales humaines. Les quatre mutations 
ont toutes été identifiées dans la région de liaison aux récepteurs. Ces quatre mutations ont été 
réintroduites dans un clone moléculaire infectieux afin de générer un virus recombinant. Adaptée 
de (Jacomy et al., 2010). 
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2.5- Pathologies et réponses immunitaires associées aux infections coronavirales 

 2.5.1- Les Coronavirus non humains 

 2.5.1.1- MuCoV  

 L’espèce MuCoV (murine coronavirus) regroupe plusieurs virus pouvant induire 

différentes variétés de maladies chez la souris et le rat, dont les hépatites, les gastro entériques 

et des encéphalites accompagnées de lésions de démyélinisation dans la moelle épinière. Les 

différentes souches de MuCoV sont divisées en deux sous-groupes : les virus entérotropes et 

ceux ayant un tropisme plus large. Les virus entérotropes regroupent les souches MHV -D, -Y, -

RU, -S/CDC, -LIVIM et -DVIM, et produisent des infections confinées au niveau du système 

gastro-intestinal (Homberger et al., 1998). Le second groupe comporte les souches polytropes : 

MHV-A59, -1, -2, 3 et -4 (la dernière étant aussi nommée -JHM) qui peuvent infecter le foie, les 

voies respiratoires et le SNC. Bien que ces souches soient principalement entérotropes, elles 

entrent dans l’organisme via les voies respiratoires (Carthew et al., 1981). Parmi les MuCoV, les 

souches MHV-A59 et -JHM sont les plus étudiées puisqu’elles servent de modèles pour 

différentes maladies humaines, telles que l’hépatite, l’encéphalite et les maladies 

démyélinisantes comme la SEP.  

 La première souche de MHV neurotrope a été isolée en 1949 d’une souris montrant des 

signes cliniques de paralysie, d’encéphalomyélite et de démyélinisation (Bailey et al., 1949, 

Cheever et al., 1949). Il s’agit de la souche neurovirulente MHV-JHM. Cette neurovirulence  de 

la souche MHV-JHM pourrait être attribuée à la capacité de la protéine S virale d’augmenter 

l’efficacité du virus à se disséminer à travers le SNC (Gallagher et al., 1992, Ontiveros et al., 

2003).  Cette souche est capable d’infecter les cellules gliales et neuronales, induisant une 

encéphalite aiguë avec un fort taux de mortalité chez la souris (Bailey et al., 1949, Cheever et 

al., 1949, Marten et al., 2000, P. J. Talbot et al., 2001). Les souris survivant à l’infection 

présentent une pathologie chronique associée à des lésions de démyélinisation avec des 

épisodes successifs de démyélinisation/remyélinisation (P. J. Talbot et al., 2001). L’infection par 

MHV-JHM induit une activation exacerbée du SI inné (IFN-β, d'IL-1 et d'IL-6) avec une infiltration 

importante de macrophages et de polynucléaires neutrophiles (Haring et al., 2001). De plus, 

cette souche active les deux branches du SI adaptatif, à savoir les LB et LT qui participeront à 

l’élimination du virus (Sussman et al., 1989). Les anticorps contre le virus sont importants pour 

prévenir une réactivation du virus ainsi que la mort de l’animal (Lin et al., 1999) et une 

composante auto-immunitaire a été suggérée  (Houtman et al., 1996a, Houtman et al., 1996b, 
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Wu et al., 2000). En effet, suite à une infection chez le rat, il y aura une induction de LT dirigé 

contre la MBP. Un transfert adoptif des dits LT à des rats sains induit une maladie similaire à 

l’EAE (R. Watanabe et al., 1983). Plusieurs variants de -JHM, atténués de par le fait qu’il 

provoque moins de mortalité, ont été isolés et ont permis d'étudier plus efficacement la 

démyélinisation résultant de l’infection. Il s’agit entre autres des souches JHM-DL, -DM et -D 

(Stohlman et al., 1982).  

 La deuxième souche, également utilisée comme modèle de maladies démyélinisantes, 

est la souche MHV-A59. Cette souche possède un tropisme neuronal et glial, mais est moins 

neurovirulente que MHV-JHM (Gombold et al., 1995, Lavi et al., 1984, Phillips et al., 2002). De 

ce fait, cela en fait un modèle intéressant pour l’étude de la démyélinisation (Das Sarma et al., 

2000, Lavi et al., 1984, MacNamara et al., 2005). Suite à une infection, le virus ne sera jamais 

complètement éliminé. En effet, le virus va persister dans le SNC, et les lésions de 

démyélinisation vont être observées à compter d’une semaine suivant l’infection et vont devenir 

plus évidentes dès quatre semaines après (Bender et al., 2010b). Le mécanisme menant à la 

démyélinisation suite à l’infection n’est pas totalement élucidé. Deux mécanismes différents 

existent quant à la démyélinisation observée. Le premier repose sur les conséquences 

cellulaires directes de l’infection virale au SNC (Lampert et al., 1973, Weiner, 1973). Le second 

mécanisme repose sur les conséquences de la réponse immunitaire due à l’infection (Amor et 

al., 2010, R. Watanabe et al., 1983, Wu et al., 1999). Il est à noter que ces deux concepts ne 

sont pas mutuellement exclusifs et qu’une double contribution peut expliquer la démyélinisation 

induite par MHV. La capacité de MHV d’infecter et de tuer les neurones, participant ainsi à la 

neurodégénérescence menant à la perte de la myéline (Dales, 1995, Fazakerley et al., 1993) se 

définit par le mécanisme appelé : « inside-out » (Tsunoda et al., 2002). Cependant, la 

persistance d’ARN et des antigènes viraux favorise la rétention des LT et des macrophages au 

SNC, ainsi que la production des cytokines (IL10, CSCL10 et CCL5) (Glass et al., 2002). Cette 

inflammation importante va mener à la destruction de la gaine de myéline (Ramakrishna et al., 

2006, Ramakrishna et al., 2004) en ciblant les oligodendrocytes infectées. Ce mécanisme est 

appelé, à l’inverse du précédent : « outside-in ».  

 2.5.1.2- FeCoV 

Les infections par le coronavirus félin sont très répandues dans la population de chat et 

restent généralement asymptomatiques ou provoquent de légers problèmes entériques. Deux 

souches de FCoV existent. La première, avirulente, provoque des symptômes entériques doux 

et est appelée FeCoV (Coronavirus Entérique Félin). La seconde souche, la plus virulente et 
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létale est appelée FIPV (Péritonite Infectieuse Féline). Dans 5% des cas de FeCoV, il y aura 

apparition de mutations dans la glycoprotéine S (au niveau du site de clivage) provoquant ainsi 

l’émergence de la souche FIPV (Kipar et al., 2014). Contrairement à FeCoV qui se réplique dans 

les entérocytes, le virus FIPV a un tropisme pour les monocytes/macrophages (Kipar et al., 

2010). L’infection de cellules conduit à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme le 

TNFα, Il-1ß et GM-CSF. L’infection de ces cellules permet au virus une meilleure dissémination 

à travers l’organisme, provoquant ainsi une plus grande inflammation, causant des dommages 

aux vaisseaux sanguins, la perte de fonctions de plusieurs organes, et la mort. L’utilisation de 

monocytes/macrophages par FIPV comme moyen de dissémination permet également au virus 

d’atteindre le SNC dans 30% des cas (Foley et al., 1998). Une fois arrivé au SNC, le virus 

provoque une inflammation (Foley et al., 2003) qui contribue au développement de pathologies 

comme la méningite ou des atteintes de la moelle épinière (Legendre et al., 1975, Slauson et 

al., 1972).  

 2.5.1.3- PHEV 

  Les porcs sont des animaux susceptibles aux coronavirus: le porcine hemagglutinating 

encephalitis virus (PHEV). Ce betacoronavirus a été isolé en 1962 au Canada d'un porcelet 

ayant eu une encéphalomyélite (Greig et al., 1962). Ce virus est responsable de gastroentérites, 

mais également d'encéphalomyélites chez les porcelets (Jung et al., 2016). Ce virus est capable 

d'envahir le SNC via les neurones périphériques (W. Gao et al., 2011). Bien que ce virus se 

retrouve dans le cerveau des porcelets, il n'induit pas d'inflammation de façon très importante 

(Hirano et al., 2004).  

 2.5.2- Les Coronavirus humains endémiques 

 2.5.2.1- HCoV-OC43 

 La souche humaine OC43, appartenant au genre des β-coronavirus, a été isolée en 

1967 (Mclntosh et al., 1967). Connue pour induire des infections respiratoires chez l’homme (S. 

H. Myint, 1995), elle représente l'une des quatre souches de HCoV qui sont responsables 

d’environ 20% des rhumes annuels (S.H Myint, 1994, Vabret et al., 2005). Endémiques, les pics 

d’infections par ces virus se produisent durant l’hiver et au printemps (Larson et al., 1980, S. H. 

Myint, 1995). En plus d’induire des rhumes, ces virus sont capables d’induire des pathologies 

plus sévères telles que l’exacerbation d’asthme et des pneumonies chez des nouveau-nés ou 

chez des personnes immunodéprimées (Gagneur et al., 2002, Gerna et al., 2006, Sizun et al., 
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1993, Sizun et al., 1995, Woo et al., 2005). Bien que la souche -OC43 soit un virus respiratoire, 

c’est sa capacité à atteindre le SNC, à se répliquer, se disséminer et à causer des pathologies 

au sein de ce système complexe qui ont attisé l’intérêt de notre laboratoire. En effet, il est 

reconnu comme étant un agent étiologique potentiel de différentes maladies neurologiques du 

SNC (Brison et al., 2011, Desforges et al., 2014a, P. J. Talbot et al., 2001). La souche OC43 

possède des propriétés neuroinvasives, neurotropes et neurovirulentes chez la souris.  

La neuroinvasion, qui se définit comme la capacité d’un pathogène à atteindre le SNC à 

partir de la périphérie, est l’une des capacités dont peut user le virus HCoV-OC43. Les 

principales démonstrations de sa neuroinvasion chez l'humain proviennent de la détection de 

son ARN dans des cerveaux post-mortem (Arbour et al., 2000), et d’anticorps réactifs dans le 

LCR (Fazzini et al., 1992). L'utilisation d'un modèle murin (Jacomy et al., 2003) a permis de 

mieux définir son mécanisme de neuroinvasion. En effet, lorsqu’il est injecté par voie intranasale 

chez la souris, le virus va atteindre le SNC dans lequel il va se propager (Desforges et al., 

2013a, Jacomy et al., 2003, Le Coupanec et al., 2015). La principale voie de neuroinvasion pour 

atteindre le SNC implique les nerfs périphériques, comme le nerf olfactif (Dubé et al 2017). Le 

nerf olfactif, qui fait le lien entre l’épithélium olfactif par les neurones sensoriels olfactifs et le 

bulbe olfactif au niveau de l’encéphale, est le chemin le plus court par lequel un virus peut 

atteindre le SNC. D’autre nerfs, comme le nerf voméronasal, impliqué dans la détection des 

phéromones, de même que les nerfs lingual et trijumeau, pourraient servir d’accès au virus pour 

aller jusqu’au SNC, comme le font les virus HSV-1 (Flowerdew et al., 2013), VZV (Gilden et al., 

2015), VSV (Detje et al., 2009), influenza A (C. H. Park et al., 2002) ainsi que le virus de la 

maladie Borna (I. Mori et al., 2005). 

Le neurotropisme se définit comme la capacité d’un virus à infecter les cellules du SNC. 

Suite à la neuroinvasion, HCoV-OC43 sera en mesure d’infecter plusieurs types cellulaires du 

SNC, dont le neurone qui représente la cible principale. HCoV-OC43 est également en mesure 

d’infecter de manière abortive les autres types cellulaires comme les astrocytes, microglies et 

oligodendrocytes (Jacomy et al., 2006, Jacomy et al., 2003). De plus, ce virus est capable 

d’établir des infections persistantes (Arbour et al., 1999a, Arbour et al., 1999b, Arbour et al., 

1998) en culture cellulaire et le virus peut persister plus d’un an dans le cerveau (présence 

d’ARN viral) chez la souris infectée (Jacomy et al., 2006). De plus, chez l’humain, l’ARN de ce 

virus a été retrouvé dans le SNC de plusieurs personnes atteintes de maladies neurologiques 

comme l’Alzheimer, le Parkinson ou la sclérose en plaques, et même chez des patients ne 

présentant pas de maladies neurologiques (Arbour et al., 2000), ce qui suggère qu’il peut aussi 

établir une persistance chez l’humain. 
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 Enfin, la neurovirulence, l’un des principaux intérêts des études sur HCoV-OC43, porte 

sur le fait qu’il est potentiellement neurovirulent chez l’humain. Bien qu’aucune preuve formelle 

n’ait encore été publiée à ce jour, plusieurs indices tendent à démontrer que ce virus pourrait 

être neurovirulent chez l’Homme. En effet, de l’ARN de HCoV-OC43 a été détecté dans le LCR 

(Cristallo et al., 1997), ainsi que dans le cerveau (Arbour et al., 2000, Stewart et al., 1992) de 

patients atteints de maladies neurologiques comme la sclérose en plaques. Une étude a 

également pu mettre en évidence un cas clinique démontrant la présence de HCoV-OC43 dans 

le SNC d'un patient atteint d'une encéphalomyélite disséminée aiguë (Yeh et al., 2004). 

Finalement, une étude portant sur le décès d’un nourrisson de 11 mois suite à une encéphalite 

virale a démontré la présence du virus HCoV-OC43 au niveau du cerveau (S. Morfopoulou et 

al., 2016). Même s’il est impossible d’affirmer que le coronavirus est responsable de la mort de 

l’enfant, cet exemple tend à démontrer la neurovirulence du virus parmi des individus 

susceptibles à l’infection. Il est par contre clair que ce virus possède des propriétés 

neurovirulentes chez la souris (Jacomy et al., 2006, Jacomy et al., 2003). En effet, il a été établi, 

suite à des infections intracérébrale ou intranasale, que le virus pouvait induire des signes 

neurologiques menant à des encéphalites, des variations dans la prise de poids de la souris, 

mais également la mort de l’individu (Jacomy et al., 2003, Le Coupanec et al., 2015). Ce degré 

de neurovirulence est variable, et dépend des mutations présentes dans la glycoprotéine S 

(Jacomy et al., 2010, Le Coupanec et al., 2015, Meessen-Pinard et al., 2017). Il a également été 

démontré, au sein de notre laboratoire, qu’un des variants induisait une paralysie des membres 

postérieurs, menant à une démyélinisation (Brison et al., 2011). Le fait que ce variant soit 

capable d’induire des neuropathologies associées à la paralysie et à de la démyélinisation 

appuie l’hypothèse d’un possible lien entre le HCoV-OC43 et les maladies neurologiques. Enfin, 

l’activation du système immunitaire (SI) pourrait également participer aux dommages 

neuronaux. En effet, le virus HCoV-OC43 provoque une sécrétion de cytokines (TNFα, IFN-γ, 

IL-1, IL-6), de chimiokines (CCL5, CCL2 et CXCL10) ainsi que l’infiltration de LT (CD4+ et 

CD8+) (Jacomy et al., 2010). Des LT autoréactifs capables de reconnaître le virus HCoV-OC43 

et les protéines de la myéline ont été mis en évidence chez des patients atteints de la SEP 

(Boucher et al., 2007). 

 2.5.2.2- Les HCoV-229E, -NL63 et -HKU1  

Outre la souche -OC43, il existe trois autres coronavirus humains endémiques : les 

souches -229, -NL63 et -HKU1. La souche -229E est capable d'atteindre et d'envahir le SNC 

humain. Par contre, nous n'avons pas encore pu identifier les souches -HKU1 et -NL63 dans le 
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SNC de l'Homme. Ce sont tous des virus respiratoires dont la transmission s’effectue par 

aérosols avec des durées d’incubation courtes de l’ordre de trois jours (Vabret et al., 2009b). 

L’infection s’amorce par la présence de gouttelettes de sécrétions oropharyngées infectées qui 

atteignent les muqueuses nasales. Les coronavirus humains induisent les symptômes du 

rhume : éternuements, écoulements nasaux, maux de tête et de gorge (Tyrrell et al., 1993). La 

primo-infection survient en bas âge et les réinfections sont fréquentes tout au long de la vie. 

Chez une personne adulte saine et immunocompétente, l’infection se limitera aux voies 

respiratoires supérieures (Vabret et al., 2009b). Les anticorps anti-HCoV, présents dans le 

sérum, seront dirigés principalement contre la glycoprotéine S (Macnaughton et al., 1981). Ces 

anticorps vont être nécessaires pour l’atténuation des symptômes, mais n’empêcheront pas une 

nouvelle infection (Callow, 1985). Ces virus peuvent également, dans certaines circonstances, 

atteindre les voies respiratoires inférieures comme la trachée, les bronches et les poumons, 

pour y provoquer des pathologies plus sévères de type pneumonie ou bronchite. Ce genre de 

complication est principalement observé chez des personnes immunodéprimées comme les 

personnes âgées ou les nourrissons (Gagneur et al., 2002, Gerna et al., 2006, Johnston et al., 

1995, Woo et al., 2005).  

 2.5.3- Les Coronavirus émergents 

 Depuis 2003, deux nouvelles souches de coronavirus pouvant infecter l’humain ont 

émergé, soit le SARS-CoV et le MERS-CoV. Le réservoir naturel de ces deux virus est les 

chauves-souris, et ils furent d’abord transmis à des civettes pour le SARS-CoV, et à des 

dromadaires pour le MERS-CoV avant d’être transmis à l’homme (W. Li et al., 2005, Zumla et 

al., 2015). Ces virus, extrêmement virulents, provoquent des infections sévères au niveau des 

voies respiratoires inférieures. La facilité de transmission, ainsi que le taux de mortalité diffèrent 

entre les deux virus. Le SARS-CoV est bien plus contagieux que le MERS-CoV, mais moins 

virulent (Peiris et al., 2004, J. Zhou et al., 2015). 

 2.5.3.1- Le SARS-CoV 

 L’épidémie du SARS-CoV a commencé dans la province du Guangdong en Chine en 

novembre 2002 avec une épidémie de syndrome respiratoire aigu qui a provoqué 300 cas 

humains et 5 décès. Fin février 2003, cette épidémie a atteint Hong Kong, puis s’est propagée 

dans plusieurs pays (CDC, 2003). Avec plus de 8270 cas et 775 décès, il s’agit ici de la plus 

grosse épidémie due à un coronavirus jusqu’en 2003 (Poon et al., 2004). La période 

d’incubation de ce virus est de 2 à 6 jours. Par la suite, les patients développent les symptômes 
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de la grippe (fièvre, frissons, anorexie et raideurs) (Cheng et al., 2013). Plusieurs jours après ce 

début de maladie, des symptômes respiratoires plus graves apparaissent. Le virus du SARS 

infecte principalement les pneumocytes de type I, cellules responsables des échanges gazeux 

(Haagmans et al., 2004). Cependant, il infecte aussi le tractus gastro-intestinal, le foie, les reins 

et le cerveau (Gu et al., 2005b). Les patients infectés par ce virus présentent des dommages 

alvéolaires importants, des œdèmes pulmonaires, des inflammations aux poumons, des 

complications thromboemboliques et dans certains cas, la pathologie va devenir un syndrome 

de détresse respiratoire aiguë sévère (SRAS) (Graham et al., 2013, Kong et al., 2009). Lors du 

développement du syndrome du SRAS, il y aura une forte dérégulation de la réponse 

immunitaire. Une augmentation des cytokines pro-inflammatoires ainsi que des chimiokines est 

observée, entrainant une inflammation dommageable pour l’organisme  (Chen et al., 2010, Kong 

et al., 2009). Le virus est également capable, de par ses protéines virales comme nsp1, 

d’inhiber l’activation des gènes stimulant l’interféron (ISG) (Yoshikawa 2010), prévenant ainsi la 

sécrétion des IFNs de type I. De plus, les protéines ORF3b et 6 bloquent également la voie liée 

à l’IFN en inhibant les voies NF-kB et JAK-STAT  (Frieman et al., 2007, Kopecky-Bromberg et 

al., 2007). Ce virus est aussi capable de retarder la réponse à l’IFN pour augmenter la présence 

des monocytes/macrophages présents dans les poumons, entrainant une augmentation de 

cytokines pro-inflammatoire et un dysfonctionnement de la réponse des cellules T vis-à-vis du 

virus, provoquant ainsi des pneumopathies (Channappanavar et al., 2016). Le virus répond 

rapidement pour faire face à la réponse immunitaire, et ainsi la contrer. Il a même évolué pour 

restreindre le nombre de cellules LT (CD4+ et CD8+), ainsi que retarder leur activation, qui sont 

essentielles pour éliminer les cellules infectées par ce pathogène (T.li 2004a, Cameron 2008). 

 2.5.3.2- Le MERS-CoV 

 Le virus du MERS a été identifié pour la première fois en 2012 en Arabie Saoudite (Zaki 

et al., 2012). Depuis, il a largement circulé dans la péninsule arabique (Al-Tawfiq et al., 2014). 

Les symptômes causés par ce virus diffèrent chez les patients, mais ressemblent à ceux 

observés pour le SARS-CoV. Il peut être asymptomatique, mais également causer de la fièvre, 

de la toux, des détresses respiratoires et des pneumonies, conduisant à la mort dans environ 

30% des cas. Il infecte les monocytes et macrophages, mais de manière abortive 

comparativement au SARS-CoV (Tynell et al., 2016, J. Zhou et al., 2014). Le fait que le virus du 

MERS soit capable d’infecter divers types cellulaires permet possiblement au virus de mieux se 

disséminer à travers l’organisme. De l’ARN viral a pu être détecté dans les cerveaux de souris 

exprimant le récepteur DDP4, suggérant les capacités neuroinvasives de ce dernier (Agrawal et 
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al., 2015, Corman et al., 2016). L’infection par le MERS-CoV conduit, comme par le SARS-CoV, 

à une forte sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines (H. Chu et al., 2014, J. 

Zhou et al., 2014). De plus, ce virus a su adopter une stratégie efficace pour inhiber l’activation 

de la voie d’IFN. En effet, il cible le réarrangement structural de la chromatine condensée, 

empêchant ainsi la transcription des ISGs (Menachery et al., 2014). Il est également en mesure 

de provoquer la mort des LT en les infectant, diminuant ainsi l’efficacité de la réponse 

immunitaire adaptative (H. Chu et al., 2014). Le détournement du SI par ce virus lui permet donc 

d’augmenter sa virulence, et par conséquent, la sévérité de la maladie chez l’humain. 

  

 Les coronavirus vont avoir des modes d'action différents, se traduisant par des 

pathologies différentes. La capacité des coronavirus à entrer dans les cellules va dépendre du 

clivage de leurs glycoprotéines d'enveloppe. Cette étape va régir le type d'entrée virale, à savoir 

si le virus entre dans la cellule par la voie d'endocytose ou s’il est capable de directement 

fusionner à la membrane plasmique de la cellule sans utiliser la voie endosomale. Dans tous les 

cas, le mode d'entrée de ces virus va avoir un impact sur les tropisme d'organes et cellulaire, 

ayant pour conséquences des pathologies plus ou moins importantes. 

 

3. ENTREE ET PROPAGATION VIRALE 

3.1- Entrée des coronavirus dans la cellule 

 Il est maintenant clair que la glycoprotéine S joue un rôle important dans l’attachement et 

dans l’entrée virale lors d’infections des cellules-cibles par les coronavirus (Belouzard et al., 

2012). L’entrée virale repose sur l’interaction entre le virus et la cellule hôte et celle des virus 

enveloppés peut se faire via deux mécanismes distincts: soit par fusion à la surface de la cellule 

avec sa membrane plasmique, ou par endocytose (Figure 14). 

 

 

 

Figure 14. Voies utilisées par les coronavirus pour entrer dans la cellule. Le SARS-CoV, comme le 
MERS-CoV et HCoV-229E peut utiliser deux voies différentes, qui sont déterminées par la 
localisation des protéases nécessaires à l'activation de la protéine S. La liaison du SRAS au 
récepteur cellulaire, l'ACE2, peut entraîner l'absorption des virions dans les endosomes, où la 
protéine S est activée par la cathepsine L. Alternativement, la protéine S peut être activée par les 
TMPRSS2 de surface, entraînant la fusion de la membrane virale avec la membrane plasmatique 
Adaptée de (Simmons et al., 2013). 
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 Certains virus comme HSV, le virus de sendai et le VIH sont capables de délivrer leur 

génome dans le cytoplasme de la cellule après fusion directe à la membrane plasmique (Fuller 

et al., 1987, Okada, 1969, Permanyer et al., 2010). En revanche, d'autres virus comme le RSV 

et le virus d'Ebola, requièrent un processus protéolytique pour réaliser leur fusion en dehors des 

endosomes (Krzyzaniak et al., 2013, Zimmer et al., 2001). En effet, la fusion de la membrane 

virale avec la membrane des endosomes est déclenchée par des changements 

conformationnels de leur glycoprotéines. Ces changements peuvent être initiés par un 

abaissement du pH et/ou une activation protéolytique. 

 Les coronavirus ont des mécanismes d’entrée assez complexes qui diffèrent selon les 

souches. Le MuCoV est un bon exemple de coronavirus ayant un mode d'entrée flexible 
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dépendamment du clivage de sa glycoprotéine. En effet, la souche MHV-JHM est capable de 

fusionner directement à la surface des cellules à pH neutre, mais le virus pourra également 

entrer par endocytose (Nash et al., 1997). Dans les deux cas, la fusion est uniquement 

déclenchée par la liaison au récepteur. En effet, il a été démontré que l’incubation de la protéine 

S de la souche –JHM avec une forme soluble du récepteur CEACAM1 induisait des 

modifications dans l’hydrophobicité de S, ainsi qu’un changement conformationnel de la région 

S2 (Matsuyama et al., 2002, Sturman et al., 1990, Zelus et al., 2003). La souche MHV-A59 

quant à elle, requiert un abaissement du pH pour entrer dans la cellule, ce qui suggère qu’elle 

peut entrer par endocytose (Eifart et al., 2007). La liaison au récepteur est un déterminant clé 

pour l’entrée de MHV, cependant ce mécanisme pourrait utiliser d’autres déclencheurs pour 

permettre la fusion de ce virus.  

 L'entrée du SARS-CoV dans la cellule a d'abord été démontrée comme nécessitant un 

processus de fusion directement à la membrane plasmique de la cellule (Ng et al., 2003, Qinfen 

et al., 2004, Simmons et al., 2004). Plusieurs études ont également mis en évidence que ce 

virus pouvait utiliser la variation du pH (Yang et al., 2004), ainsi que certaines protéases comme 

la cathepsine L (I. C. Huang et al., 2006b, Simmons et al., 2005) pour entrer dans la cellule, ce 

qui tend à démontrer que ce virus pourrait utiliser la voie d'endocytose. Comme pour le SARS-

CoV, le MERS-CoV est un virus zoonotique transmis de l'animal à l'humain (Hemida et al., 

2017). Il entre dans la cellule via les deux voies distinctes : soit par endocytose en utilisant la 

cathepsine L et un abaissement du pH, soit par fusion à la membrane plasmique (Qian et al., 

2013, Shirato et al., 2013).  

 Pendant longtemps, on pensait que le coronavirus IBV entrait à pH neutre car les cellules 

formaient des syncytia à ce pH. Mais il a été également démontré que l’infection par IBV était 

bloquée en présence d’agents lysosomotropes et que cette dernière était rétablie lors d’un 

traitement à pH acide (V. C. Chu et al., 2006). Par conséquent, il en a été déduit que ce 

coronavirus aviaire pouvait entrer par la voie d’endocytose, en plus de pouvoir fusionner 

directement à la surface des cellules. Cette souche a la particularité de posséder un deuxième 

site de clivage de type furine dans sa région S2, lui permettant probablement de fusionner à la 

surface cellulaire. Les coronavirus qui n’ont pas de protéine S clivée à leur surface vont utiliser 

des protéases endosomales pour entrer. L’entrée de ces virus va généralement dépendre de la 

cathepsine B et/ou L (Qiu et al., 2006). Pour le virus du SARS-CoV, le lien entre le clivage et la 

fusion est plus complexe. En effet, il a été démontré que l’infection par ce virus est inhibée par 

des agents lysosomotropes (Simmons et al., 2005). En outre, la fusion virus-cellule et cellule-

cellule peut être déclenchée par un traitement à la trypsine (Simmons et al., 2004). Le SARS-
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CoV, tout comme le MERS-CoV et le HCoV-229E, est capable de fusionner directement à la 

surface cellulaire en présence de certaines protéases. Cette voie d’entrée est plus efficace que 

la voie endosomale (Matsuyama et al., 2005).  

3.2- Les protéases 

 3.2.1- Généralités 

 Les protéases constituent une importante famille de protéines qui représente 2% du 

génome humain (Puente et al., 2003, N. D. Rawlings et al., 2012). Elles sont impliquées dans de 

nombreux phénomènes biologiques incluant la protéolyse, la maturation des protéines et la mort 

cellulaire programmée (Gomes et al., 2011). Les protéases sont divisées en neuf classes 

regroupées selon leur mécanisme catalytique. Les différentes classes sont les protéases 

aspartiques (A), les protéases à cystéine (C), les protéases glutamiques (G), les 

métalloprotéases (M), les protéases à asparagine (N), les mixtes (P), les protéases à sérine (S), 

les protéases à thréonine (T) et les protéases sans site catalytique identifié (U). Selon la 

classification fournie par la base de données MEROPS qui est la plus utilisée (N. D. Rawlings et 

al., 2012), il existe cinq classes de protéases chez l'homme (A, T, C, M et S) dont la plus 

représentée est la classe des protéases à sérine (S). L'action de ces protéases peut se faire 

dans les différents compartiments cellulaires, à la membrane plasmique et dans le milieu 

extracellulaire suite à la reconnaissance d'un substrat présentant une séquence particulière au 

sein de sa poche catalytique. Ces séquences sont décrites à l'aide d'une nomenclature qui 

permet de désigner la position des acides aminés par rapport au site de clivage. En effet, PX 

(X=1, 2, 3...) sera assignée aux acides aminés en N-terminal du site de clivage (P1 étant 

adjacent au site de clivage) et PX' (X=1, 2, 3...) aux acides aminés en C-terminal (Schechter et 

al., 1967). 

 3.2.2- Les protéases à Sérine  

 Les protéases à sérine comportent pour la plupart trois résidus essentiels à la catalyse 

dans leur site actif. Il s'agit d'une sérine, d'une histidine et d'un aspartate (Hedstrom, 2002, N. D. 

Rawlings et al., 1993).  
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 3.2.2.1- La Trypsine 

 La trypsine appartient à la famille des protéases à sérine, dont elle est l'archétype. Elle 

est l'une des protéases les plus connues pour ses fonctions dans la digestion de nourriture (Y. 

Wang et al., 2008). Elle est synthétisée dans le pancréas sous forme de proenzyme inactive 

(trypsinogène). L'activation du trypsinogène en trypsine est la conséquence de l'hydrolyse d'un 

propeptide sous l'action de l'entérokinase. Il existe quatre isoformes de la trypsine: la trypsine 1 

à 4 (Koistinen et al., 2009, Luo et al., 2007, Y. Wang et al., 2008). La trypsine 4 est le seul 

isoforme qui est exprimé dans le cerveau humain, que ce soit dans les neurones ou dans les 

cellules gliales (Toth et al., 2007, Wiegand et al., 1993). La trypsine a été largement étudiée 

dans le contexte de l'activation de glycoprotéines virales. Elle clive à pH neutre, 

préférentiellement des résidus d'arginine (R) ou de lysine (K) (Millet et al., 2015). D'autres 

résidus sont en général non discriminatoires, mais les résidus hydrophobes ou basiques à P2 

diminuent l'activité catalytique (comme un résidu de proline à P3) (Halfon et al., 2004). Dans 

l'ensemble, le clivage est pour un seul résidu de base à P1. La trypsine n'étant pas très sélective 

dans la reconnaissance du substrat, il existe potentiellement de nombreux sites dans les 

protéines S du coronavirus qui peuvent être clivés par cette enzyme. Cependant, de par la 

conformation trimérique de la glycoprotéine S, seuls quelques sites sont accessibles par la 

trypsine (Millet et al., 2015). Étant une enzyme principalement digestive, elle est susceptible de 

pouvoir cliver directement les protéines S de nombreux coronavirus entériques. Un exemple est 

le coronavirus porcin, où la majorité des souches sont dépendantes de la trypsine (Millet et al., 

2015). Dans le cas du PEDV produit dans les cellules Vero, le clivage par la trypsine se produit 

après la liaison du récepteur et non sur les particules libres (J. E. Park et al., 2011). Outre le fait 

que cette enzyme soit exprimée dans le cerveau, elle est également présente dans les voies 

respiratoires, où son activité est inhibée par l'alpha-1-antitrypsine. Chez les coronavirus à 

tropisme respiratoire, il a été démontré qu'en culture cellulaire, la trypsine agissait probablement 

comme un substitut pour des protéases plus biologiquement pertinentes, comme les membres 

de la famille TMPRSS, qui ont des spécificités de substrats similaires. Un des meilleurs 

exemples est le SARS-CoV produit dans les cellules VeroE6, où la trypsine pallie le besoin de 

clivage médié par la cathepsine, ce qui rend l'entrée de ce virus indépendant du pH dans ce 

type cellulaire. Comme pour PEDV, la liaison préalable au récepteur est une condition préalable 

à l'activation de la fusion par le SARS-CoV (Matsuyama et al., 2005).  
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 3.2.2.2- Les proprotéines convertases 

 Les proproteines convertases font partie de la classe des protéases à sérine. Leurs 

gènes sont nommés "proprotein convertase subtilisin/kesin" (PCSK), et il en existe neuf 

différents chez les mammifères (PCSK 1 à 9). Ces gènes codent respectivement pour les 

protéines convertases (PC) suivantes: PC1/3, PC2, la furine, PC4, PC5/6, PACE4 (paired basic 

amino acid residue-cleaving enzyme 4), PC7, SKI-1/S1P et PCSK9 (Creemers et al., 1993, 

Hosaka et al., 1991, Seidah et al., 2006, Siezen et al., 1997). Les sept premières enzymes 

clivent des substrats multibasiques dont le motif est consensuel R-(X)-R/K-R↓ (avec 

préférentiellement un résidu arginine en P4) (Hosaka et al., 1991, Remacle et al., 2008, Seidah 

et al., 1999a, A. Zhou et al., 1999). La huitième enzyme, SKI-1/S1P, reconnaît des substrats qui 

ont un résidu hydrophobe en P2, et qui ont comme séquence consensus: R-X-(V, L)-(T, K, F, 

L)↓. Ce type d'enzyme est impliqué dans le clivage de facteurs de transcription membranaires 

(Elagoz et al., 2002, Seidah, 2011, Seidah et al., 1999b). La dernière enzyme, PCSK9, clive au 

site V-F-A-Q↓. Son rôle est d'interagir avec le récepteur de lipoprotéine à faible densité (LDLR) 

afin de promouvoir sa dégradation (Benjannet et al., 2004, Seidah et al., 2003, Yamamoto et al., 

2011). Tout comme les trypsines, ces protéases doivent être soumises à des étapes d'activation 

protéolytique dans leur région N-terminale qui contient un peptide signal et un prodomaine. Le 

peptide signal permet l'introduction des PC dans les voies de sécrétions du réticulum 

endoplasmique (RE), tandis que le prodomaine exerce un rôle de chaperon quant au bon 

repliement, ainsi qu'un rôle d'auto-inhibition de l'enzyme (Anderson et al., 1997, Bissonnette et 

al., 2004, Leduc et al., 1992, Lindberg, 1994).  

 La régulation de la localisation et du trafic intracellulaire des PC par leur domaines C-

terminaux, contribue à la diversité fonctionnelle des PC. En effet, on retrouve la furine, PC4, 

PC5/6 et PACE4 dans différents compartiments intracellulaires de la voie de sécrétion, dans les 

endosomes, à la surface cellulaire et dans le milieu extracellulaire (Figure 15). Certaines PC 

comme la furine, PC7 et PC4 possèdent un domaine transmembranaire qui leur permet d'être 

retenues à la membrane plasmique, qui seront relâchées dans le milieu extracellulaire après un 

clivage (Plaimauer et al., 2001, Rousselet et al., 2011, Seidah et al., 1992, Seidah et al., 2008). 

L'expression des PC est très répandue dans l'organisme (tableau VI). En effet, la furine, ainsi 

que PC7 sont exprimées à des niveaux variables dans la majorité des tissus, mais PACE4 et 

PC5/6 sont plus spécifiques (tableau VI).  
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 Les PC peuvent être recrutées par des pathogènes comme les virus, pour activer leur 

protéines virales, comme la protéine gp120 du HIV, la protéine F du VRS, la protéine L2 de la 

capside du papillomavirus, la prM du virus de la dengue ou encore la p62 du virus chikungunya 

(McCune et al., 1988, Ozden et al., 2008, Rodenhuis-Zybert et al., 2010, Zimmer et al., 2001). 

Parmi toutes les PC, la furine est la plus fréquemment caractérisée dans le clivage des 

glycoprotéines S des coronavirus, même si les degrés de redondance entre les substrats sont 

très similaires entre la furine, PC5 et PACE4. De ce fait, une étude a démontré que la 

surexpression de ces PC pourrait améliorer le clivage de la glycoprotéine S du SARS-CoV 

(Bergeron et al., 2005) Il en est de même pour la souche OC43. En effet, notre étude In Silico a 

mis en évidence que la furine, en plus de PACE4 et de PC7 sont capables de cliver la 

glycoprotéine S de HCoV-OC43 (Le Coupanec et al., 2015). La furine nécessite un pH neutre 

pour son activité protéolytique. Cette dernière est largement exprimée et est souvent considérée 

comme ubiquitaire dans l'organisme humain, bien que son niveau d'expression soit faible dans 

Figure 15. Localisation cellulaire des proprotéines convertases. Tirée de (Couture et al., 2011) 
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la plupart des cas (Shapiro et al., 1997). Étant produite dans le RE, la furine circule dans les 

voies sécrétrices, où elle active la glycoprotéine S des coronavirus dans les cellules infectées. 

Même si pour la majorité des coronavirus, la furine clive au niveau du site S1/S2, elle est aussi 

capable de cliver un deuxième site, S2', chez certains coronavirus comme le MERS-CoV et IBV 

(Millet et al., 2014a, Yamada et al., 2009b).  

Tableau IV: Distribution tissulaire des différentes proprotéines convertases. Adapté de (Seidah et 
al., 2012) 
 

Proprotréines convertases Distribution tissulaire 

PC1/3 Système neuroendocrinien 

PC2 Système neuroendocrinien 

Furine Ubiquitaire 

PC4 Germinal 

PC5/6 Surrénale, intestin, reins, ovaires 

PACE4 Muscles, coeur, hypophyse, intestin, cervelet, reins 

PC7 ubiquitaire 

 

 3.2.2.3- Les trypsine-like protéases transmembranaires 

 Les membres de la famille des protéases à sérine transmembranaires sont des 

protéases de type trypsine qui se trouvent à la surface de la cellule, ou dans la voie de sécrétion 

des cellules (Antalis et al., 2011, Simmons et al., 2013) (Tableau V). Elles diffèrent des enzymes 

qui sont sécrétées en ce qui concerne leurs fonctions biologiques. En effet, ces enzymes 

catalysent une réaction directement à la membrane plasmique (Netzel-Arnett et al., 2003). Elles 

jouent un rôle important dans l'interaction entre les cellules et l'environnement (Ramsay et al., 

2009) en régulant différents processus, comme la transduction des stimuli extracellulaires 

(Netzel-Arnett et al., 2003). Ces enzymes ont la propriété d'être ancrées à la surface cellulaire à 

l'aide d'une extension hydrophobe située dans la région carboxy-terminale (pour les 

transmembranaires de type I) ou amino-terminale (pour les transmembranaires de type II), ce 

qui permet une orientation extracellulaire du domaine catalytique (Ramsay et al., 2009).  
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 Parmi ces protéases, les types II sont les plus répandus. On en dénombre 17 membres 

chez l'humain (Szabo et al., 2011) qui se divisent en quatre sous-familles basées sur leur 

domaine de protéase à sérine et de la composition de leur ectodomaine (Szabo et al., 2011). Il 

s'agit des familles HAT/DESC, Hepsines/TMPRSS, des Matriptases et de la Corine. La première 

famille qui est la plus grande, est celle des HAT/DESC qui comprend les HAT (human airway 

trypin-like protease), les DESC (differentially expressed in squamous cell carcinoma-1) et les 

HATL1, 4 et 5 (HAT-like). La sous-famille des Hepsin-TMPRSS est formée de 7 membres 

comprenant l'hepsine, les TMPRSS2, 3, 4, la spinesine (TMPRSS5), le MSPL et 

l'enteropeptidase. La sous-famille des matriptases se compose des matriptases 1, 2 et 3, alors 

que celle des corines n'est constituée que de la corine.  

 Bien que la spécificité des substrats de ces protéases ne soit pas bien définie, on la 

considère similaire à celle de la trypsine. Les TMPRSS sont largement exprimées dans les voies 

respiratoires humaines. Elles sont impliquées dans l'activation de la glycoprotéine S des 

coronavirus tels que le SARS-CoV, le MERS-CoV et HCoV-229E (Bertram et al., 2013, Gierer et 

al., 2013, Glowacka et al., 2011, Shirato et al., 2013). Les TMPRSS2 jouent également un rôle 

dans les étapes tardives du cycle de réplication de PEDV (Shirato et al., 2011). Les membres 

MSPL et DESC1 peuvent activer les protéines HA du virus de la grippe (Bertram et al., 2010, 

Choi et al., 2009). 

 

Tableau V: Distribution associée à la sous-famille des Hepsin/TMPRSS. Adapté de (Szabo et al., 
2008). Niveaux d’ARNm confirmés expérimentalement dans différents tissus: co, côlon; fo, foie; 
pou, poumon; pa, pancréas; pro, prostate; tr, trachée; coc, cochlée; coe, coeur; ova, ovaires; pl, 
placenta; rat, rate; ig, intestin grêle; tes, testicules; thr, thyroïde; ves, vessie; oes, oesophage; es, 
estomac; duo, duodénum; me, moelle épinière; cer, cerveau; hyp, hypophyse; thm, thymus; cn, 
cavité nasale. 
 

TTST Noms auxiliaires Distribution tissulaire 

TMPRSS2 PRSS10 co, cn, fo, pou, pa, pro, tr 

TMPRSS3 TADG-12 

co, coc, coe, cn, fo, pou, ova, 

pa, 

pl, pro, ig, rat, tes, thm 

TMPRSS4 MT-SP2, CAPH2 ves, co, oes, cn, ig, es 

Entéropeptidase TMPRSS15, PRSS7 duo 

MSPL TMPRSS13 pou, pa, pl, pro 

Spinesine TMPRSS5 cer, me 

Hepsine TMPRSS1 
cn, fo, pou, pa, hyp, pro, thm, 

thr 
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 3.2.3- Les protéases à cystéines: les cathepsines 

 Il existe onze cathepsines à cystéine chez l'humain: les cathepsines B, C, F, H, K, L, O, 

S, V, W et X (tableau VI). Le terme cathepsine provient du grec "kathepsine", qui signifie digérer. 

Il a été créé pour des enzymes protéolytiques lysosomales. De ce fait, en plus des cathepsines 

à cystéine, il existe certaines cathepsines à sérine comme les cathepsines A et G, des 

cathepsines aspartiques comme les D et E. En plus de leur localisation lysosomale, les 

cathepsines peuvent se retrouver dans le milieu extracellulaire et dans la membrane basale 

(Lecaille et al., 2008).            

 Les cathepsines à cystéines sont présentes sous forme de préproenzymes, c’est 

pourquoi elles ont besoin d'être clivées pour être activées. De manière générale, la spécificité 

des substrats des cathepsines est large. En effet, il a été démontré que les résidus d'arginine 

(R) sont préférés à la position P1, souvent avec un résidu aromatique en P2 (Choe et al., 2006, 

Polgár, 1989, Rawlings et al., 2004). Cependant, la base de données des protéases (MEROPS), 

fait ressortir une préférence pour des résidus non polaires tels que la glycine (G), l'alanine (A), la 

thréonine (T) et la glutamine (Q) à la position P1, et un résidu hydrophobe volumineux en P2. 

Compte tenu de leur localisation endosomale et lysosomale prédominante, leur activité 

enzymatique requiert un pH faible. Lorsque les cathepsines sont localisées à l'extérieur de la 

cellule, elles sont rapidement inactivées par le pH neutre (Turk et al., 1995). Une des exceptions 

est la cathepsine S qui reste stable à pH neutre, ce qui maintient son activité (Kirschke et al., 

1989).  

 La cathepsine L joue un rôle important lors de l'activation de glycoprotéines virales, avec 

un pH optimum de 3 à 6.5. Il a été démontré qu’elle pouvait activer la glycoprotéine S du SARS-

CoV, ainsi que de d'autres coronavirus tels que le MERS-CoV, HCoV-229E et MHV-2 (Kawase 

et al., 2009, Qiu et al., 2006, Shirato et al., 2013, Simmons et al., 2005). La cathepsine B, quant 

à elle, a des propriétés distinctes par rapport à la cathepsine L. En effet, son pH d'activation 

optimal est généralement plus élevé que les autres membres de la famille et elle préfère un 

résidu aromatique en P2. De plus, elle est capable de cliver des substrats di-basique à l'inverse 

de toutes les autres cathepsines (Choe et al., 2006, Mort, 2004, Polgár, 1989). Elle est 

également impliquée dans l'entrée des coronavirus comme le coronavirus félin et MHV-2 (Qiu et 

al., 2006, Regan et al., 2008). 
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Tableau VI: Distribution associée aux cathepsines à cystéines humaines. Adapté de (Small et al., 
2011) 
 

Cathep

sine 

Spécificité de 

clivage 
Distribution Cathepsine 

Spécificité de 

clivage 
Distribution 

B 

Endopeptidase 

Carboxydipeptid

ase 

Ubiquitaire L Endopeptidase Ubiquitaire 

C Aminodipeptidase Ubiquitaire O Endopeptidase Ubiquitaire 

F Endopeptidase 
Macrophage

s 
S Endopeptidase 

Cellules 

présentatrices 

d'antigène 

(macrophages, 

lymphocytes) 

H 
Endopeptidase 

Aminopeptidase 
Ubiquitaire V Endopeptidase Thymus 

K Endopeptidase 

Ostéoclastes

, 

épithéliums 

 

W Endopeptidase Cellules CD8+ 

   X 
Carboxymono et 

dipeptidase 
Ubiquitaire 

 

3.3- Clivage des glycoprotéines virales par des protéases cellulaires  

 3.3.1- Généralités 

 Un large éventail d'agents pathogènes y compris les principaux virus humains 

ont évolué pour détourner les protéases cellulaires pour leurs propres besoins. Les virus 

enveloppés dépendent du clivage de leurs glycoprotéines d'enveloppe par les protéases 

cellulaires pour activer la fusion avec la membrane plasmique. Les protéases sont donc 

importantes pour déterminer le tropisme tissulaire et cellulaire de ces dits virus. Le clivage des 
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glycoprotéines d'enveloppe est une caractéristique commune des protéines de classe I comme 

la protéine S des coronavirus. Pour la grippe, le site de clivage de la protéine HA est très 

important pour la pathogénécité du virus. Les souches du virus de la grippe qui sont clivées par 

la furine sont hautement pathogènes, car elles provoquent une infection systémique 

(Steinhauer, 1999). Chez les coronavirus, la relation entre le clivage de la protéine S et sa 

capacité à fusionner est bien établie. Le clivage de la protéine S joue un rôle important dans la 

fusion, mais le lien entre la fusion virus-cellule et la pathogénicité n’est pas encore très clair. 

Une des particularités de la protéine S des coronavirus est qu'elle contient plus d'un site de 

clivage (Masters, 2003). Le premier site de clivage identifié est localisé entre la partie S1 et S2 

de la protéine S (appelé S1/S2). Plus récemment, un autre site de clivage a été caractérisé au 

niveau de la partie S2 du gène S (appelé S2'), en amont du peptide de fusion (Belouzard et al., 

2009). En fonction du coronavirus et de la cellule qu'il infecte, le clivage à ces différents sites 

peut se produire à différents stades du cycle réplicatif, par exemple, lors de l'entrée ou de la 

sortie des virions (Figure 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

Figure 16. Diagramme des différentes protéases de la cellule hôte connues pour cliver et activer 
la glycoprotéine S des coronavirus. Tirée de (Millet et al., 2015). 
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3.3.2- Les Coronavirus 

 3.3.2.1- MuCoV 

 Dépendamment de la souche de MuCoV, la fusion peut avoir lieu à la surface cellulaire 

après attachement avec le récepteur, ou après endocytose. La souche MHV-JHM est capable 

de fusionner à la membrane plasmique à pH neutre, bien que le virus ait pu être détecté dans 

les vésicules endosomales (Nash et al., 1997). Le choix du type d'entrée va dépendre du type 

cellulaire, mais dans les deux cas, la fusion sera déclenchée après l'attachement au récepteur 

(Matsuyama et al., 2002, Sturman et al., 1990, Zelus et al., 2003). Le clivage protéolytique de la 

glycoprotéine S des coronavirus semble être important pour l'induction de la fusion virus-cellule, 

ou pour la fusion cellule-cellule. Différents sites de clivage ont été identifiés pour les différents 

coronavirus, dont l'importance varie grandement concernant la fusion cellule-cellule ou virus-

cellule. En effet, dans le cas de la souche MHV-A59 du coronavirus murin, la glycoprotéine S est 

clivée au niveau de S1/S2 par des protéases telles que la furine lors du transport des virions 

nouvellement assemblés par la voie de sécrétion (de Haan et al., 2004, Frana et al., 1985, 

Luytjes et al., 1987, Ricard et al., 1985). Une mutation dans ce site de clivage affecte très 

largement le degré de clivage de cette protéine (de Haan et al., 2004). L'inhibition de ce clivage 

résulte d'une inhibition de la fusion cellule-cellule, sans affecter l'entrée de cette souche dans les 

cellules hôtes (de Haan et al., 2004, Gombold et al., 1995, Leparc-Goffart et al., 1997). La 

souche MHV-2 possède une glycoprotéine S qui n'est pas clivée à la position S1/S2. Bien que 

les souches MHV-2 et -A59 entrent dans la cellule par endocytose, l'entrée de MHV-2, mais pas 

celle de A59 est bloquée par des inhibiteurs de protéases telles que les cathepsines B et L (Qiu 

et al., 2006). De récents travaux ont démontré qu'en plus d'être clivée à S1/S2, la protéine S de 

la souche A59 est clivée une deuxième fois au niveau du site S2', en amont du peptide de fusion 

(Wicht et al., 2014). Ce clivage active la protéine S en jouant un rôle important dans la 

régulation de l'entrée de MHV, notamment au niveau de la fusion dans les endosomes. 

 3.3.2.2- IBV 

 Le coronavirus aviaire IBV a bien été caractérisé concernant la glycoprotéine S. Toutes 

les souches de IBV possèdent un site de clivage S1/S2 dépendant de la furine. Ce clivage se 

fait durant la biosynthèse de la protéine. En plus d'être clivée à S1/S2, la protéine S de la 

souche IBV-Beaudette a acquis une mutation au niveau du site S2', lui permettant d'être 

reconnue par la furine (Yamada et al., 2009a). Ce deuxième site de clivage est activé lors de la 

biosynthèse des protéines, le site S2' joue un rôle important dans la formation de syncitia et 
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dans l'entrée des virus dans la cellule (Belouzard et al., 2009, Yamada et al., 2009b). Le 

tropisme tissulaire et cellulaire de cette souche contraste avec le tropisme des autres souches 

ne possédant pas de site de clivage S2' pour la furine. Ce site S2' permet probablement à la 

souche Beaudette d'élargir son tropisme tissulaire et cellulaire (Millet et al., 2015). 

  3.3.2.3- FCoV 

 Les études sur le coronavirus félin ont permis de bien caractériser le rôle de la protéine 

S, en particulier en ce qui concerne son clivage protéolytique et son activation de la fusion dans 

la pathogenèse et le tropisme cellulaire. La protéine S des coronavirus félins de type I possède 

une protéine S ayant les sites de clivages S1/S2 et S2'. La protéine S de la souche avirulente 

UCD, obtenue à partir de fèces de félins, contient seulement le site S1/S2 et est clivée par la 

furine. A l'inverse, la souche UCD1, qui est une adaptation de FIPV en culture cellulaire, a 

acquis une mutation à la position P1, inactivant le site de clivage S1/S2. Une situation similaire a 

été observé chez HCoV-OC43, pour lequel des passages successifs en culture cellulaire de la 

souche de référence ont créé une mutation dans le site de clivage S1/S2, ayant pour 

conséquence l'inactivation du clivage de la glycoprotéine (Le Coupanec et al., 2015). Possédant 

une protéine S non clivée, la souche UCD1 garde son motif heparan sulfate intacte, permettant 

au virus de fixer des polysaccharides. C'est un exemple important de la façon dont une 

modification du site de clivage S peut conduire à l'acquisition de nouvelles caractéristiques, 

telles que la liaison au sulfate d'héparane, qui peuvent conduire à la modulation du tropisme 

cellulaire et de la pathogénicité. Il a également été démontré que la protéine S de souches 

circulantes de FeCoV avait une protéine S clivée à S1/S2 par la furine, alors que celles trouvées 

dans les souches circulantes de FIPV avaient une protéine S non clivée à S1/S2 (Licitra et al., 

2013). 

 3.3.2.4- SARS-CoV 

 L'activation protéolytique de la protéine S du SARS-CoV est la plus étudiée et sert de 

modèle pour étudier le clivage de la glycoprotéine S de plusieurs coronavirus, ainsi que les 

différentes protéases impliquées dans ce processus. Le SARS-CoV a su évoluer pour 

développer une approche à plusieurs volets concernant l'activation de sa protéine S. En effet, il 

a été montré que de nombreuses protéases cellulaires pouvaient permettre l'entrée médiée par 

la protéine S, et que la plupart agissent sur le virus en dehors de la cellule. La cathepsine L clive 

le résidu T678 à la position S1/S2 (B. J. Bosch et al., 2008). Il a été montré que la trypsine 

pouvait induire la formation de syncitia, sans le besoin d'une acidification du milieu 
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extracellulaire, indiquant que la faible acidification observée lors de l'entrée du SARS-CoV n'est 

pas dû au fait que la protéine S requiert un faible pH pour sa compétence de fusion (Simmons et 

al., 2004). La trypsine clive la protéine S au résidu R667 au niveau du site S1/S2 (F. Li et al., 

2006). De plus, il a été démontré que la thermolysine et l'élastase pouvaient activer la protéine S 

pour permettre la fusion virus-cellule (Matsuyama et al., 2005). Le clivage par la trypsine et la 

thermolysine permet une entrée 100 fois plus efficace des virions que la voie endosomale. 

 Le clivage de la glycoprotéine S du SARS-CoV peut se faire à deux niveaux différents. 

Le premier niveau se situe à S1/S2 au résidu R667, tandis que le deuxième niveau est à S2' au 

résidu R797 (Belouzard et al., 2009). Il est important de noter que le clivage par la trypsine se 

fait de manière séquentielle. En effet, le clivage de S1/S2 se produirait en premier, permettant 

ainsi le clivage subséquent à S2'. Ce deuxième clivage, à S2', est considéré comme crucial pour 

l'activation de la protéine S. A l'inverse, le clivage S1/S2 n'est pas indispensable pour la 

formation de syncitia et pour la fusion virus-cellule. L'élastase cliverait la protéine S au niveau de 

S2', à la position T795 (Belouzard et al., 2010).  

 Au niveau du tractus respiratoire, les protéases exprimées telles que les TMRSS2 et 

TMPRSS11a (HAT) sont capables de cliver la protéine S du SARS-CoV pour permettre son 

entrée dans la cellule (Glowacka et al., 2011, Kam et al., 2009). Ce type d'activation est 

également observé pour d'autres virus, comme celui de la grippe, pour lequel la protéine HA est 

activée par ce type de protéases (Bottcher et al., 2006). De manière remarquable, il a été 

montré que l'activation de la protéine S du SARS-CoV par les TMPRSS2 lui permettait d'entrer 

dans la cellule directement, en fusionnant à la membrane plasmique (Shulla et al., 2011). Il en 

est de même pour la protéase TMPRSS11d, aussi connue sous le nom de "human airway 

trypsin-like protease" (HAT). (Bertram et al., 2011). Alors que le clivage par TMPRSS2 semble 

se produire à des sites différents dans S, le clivage TMPRSS11d se produit principalement au 

site S1/S2 (R667), ce qui pourrait expliquer que l'activation par les TMPRSS11d apparaît 

suffisante pour la fusion cellule-cellule mais pas pour la fusion virus-cellule. Après le clivage de 

TMPRSS2, des fragments de la protéine S sont détectés dans le surnageant des cellules. Ils 

agissent possiblement comme des leurres aux anticorps neutralisants anti-S (Glowacka et al., 

2011). 

 3.3.2.5- MERS-CoV 

 Le MERS-CoV, un virus récemment émergé du Moyen-Orient, est associé à une 

pneumonie sévère avec un taux élevé de létalité. Il est un autre exemple d'un coronavirus dont 

la protéine S peut être activée par une multitude de protéases. Les TMPRSS2, ainsi que les 
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cathepsines endosomales ont la capacité d'activer la protéine S pour la fusion virus-cellule (Cho 

et al., 2013). L'entrée de ce virus médiée par les TMPRSS2 serait 100 fois plus efficace que 

l’entrée impliquant la voie endosomale, comme montré pour le virus du SARS-CoV (Shirato et 

al., 2013). Selon le type de cellule, ce virus pourrait utiliser différentes voies d’entrée. Les 

TMPRSS4 sont également capables d'activer le MERS pour la fusion cellule-cellule (Qian et al., 

2013).  

 Récemment, il a été démontré que la protéine S du MERS-CoV pouvait être clivée par la 

furine aux positions S1/S2 et S2', avec le clivage S1/S2 se produisant pendant la biosynthèse 

de la protéine S, et le clivage S2' se faisant durant l'entrée du virus dans la cellule (Burkard et 

al., 2014, Millet et al., 2014a). 

 3.3.3- Les autres virus enveloppés 

           Les protéases jouent un rôle dans le maintien de l'homéostasie cellulaire en activant ou 

désactivant des protéines par protéolyse. Une grande proportion de pathogènes incluant des 

virus humains ont évolué pour détourner les protéases cellulaires pour leur propre besoin. Les 

virus enveloppés dépendent du clivage de leur glycoprotéine pour leur fusion dans la cellule. 

Les protéases sont donc un déterminant important dans le type d'hôte, le tropisme cellulaire et 

tissulaire, et le potentiel pathogène de ces virus.  

 Le virus de l'influenza, caractérisé par son habilité à évoluer rapidement, possède une 

hémagglutinine estérase qui est initialement synthétisée en une chaîne polypeptidique unique 

HA0, qui va subir par la suite un traitement protéolytique pour donner HA1 qui va être exposé à 

la surface cellulaire, et HA2 qui va être transmembranaire. La partie HA1 est responsable de 

l'attachement aux cellules, tandis que HA2 est responsable de la fusion, déclenchée par un 

abaissement de pH (Skehel et al., 2000). L'entrée du virus de l'influenza dans la cellule dépend 

drastiquement de la libération du peptide de fusion de la sous unité HA2 par clivage. De plus, le 

clivage de HA0 est reconnu comme un déterminant de la virulence de certaines souches 

d'influenza. En effet, lorsque le site de clivage contient des acides aminés basiques, la souche 

est faiblement pathogène (LPAI), et HA0 est préférentiellement clivée par des endoprotéases 

telles que la trypsine. A l'inverse, lorsque HA0 contient des sites multibasiques, elle est clivée 

par des PC, et la souche est hautement pathogène (HPAI) (Stieneke-Grober et al., 1992). Le 

clivage des souches faiblement pathogènes se fait préférentiellement à la surface des cellules, 

impliquant des TTSP (Bottcher-Friebertshauser et al., 2010, Okumura et al., 2010). 

Contrairement aux souches LPAI, la HA0 des souches HPAI est activée par des PC dans les 

réseaux transgolgiens (trans golgien network ; TGN) (Hamilton et al., 2012). 



 

105 
 

 La famille des paramyxoviridae inclut des pathogènes humains tels que le virus de la 

rougeole, le RSV et le virus des oreillons (Lamb, 2001). Les paramyxovirus possèdent deux 

glycoprotéines d'enveloppe: la protéine de fusion F et la protéine responsable de l'attachement 

aux cellules, désignée selon les virus hémagglutinine-neuraminidase HN, protéine 

hémagglutinine H ou la glycoprotéine G. La protéine F est responsable de la fusion 

membranaire, indépendamment du pH (Morrison, 2003), qui se produit entre les membranes 

virales et cellulaires, mais aussi entre les membranes des cellules infectées voisines, formant 

donc des syncitia (Horvath et al., 1992). La protéine F est une protéine de type I, initialement 

synthétisée en un précurseur inactif F0, qui, après activation protéolytique par des protéases 

cellulaires, forme les sous-unités F1 et F2. Ce clivage s'effectue par des endoprotéases qui 

clivent des résidus basiques (Homma et al., 1973, Scheid et al., 1974). Le clivage du précurseur 

F0 se fait au niveau des réseaux TGN, ce qui semble impliquer la furine (Gotoh et al., 1992, 

Klenk et al., 1994). La protéine F0 ne contient pas de séquence consensus reconnue par la 

furine, mais plutôt un seul résidu basique, typiquement une arginine. Elle est clivée 

extracellulairement par des protéases exogènes de type trypsine. Elle peut également être 

soumise à une internalisation, suivi d'un traitement par des cathepsines endosomales (Diederich 

et al., 2008, Pager et al., 2006, Pager et al., 2005). Un mécanisme d'activation en deux étapes 

semble se produire pour l'entrée du RSV (Gonzalez-Reyes et al., 2001, Krzyzaniak et al., 2013, 

Zimmer et al., 2001). Il a été démontré pour le RSV bovin que les événements à double clivage 

génèrent un petit fragment peptidique, la virokinine, qui est libérée lors de l'activation et de 

l'entrée et qui possède des propriétés bioactives impliquées dans la pathogenèse (Valarcher et 

al., 2006, Zimmer et al., 2003). 

 La famille des flaviviridae inclut plusieurs pathogènes humains importants comme le 

virus du Nil occidental (West Nile virus), l'encéphalite à tiques et la Dengue (Lindenbach et al., 

2007). La protéine E du virus de la dengue est responsable de l'attachement et de l'entrée virale 

(L. Li et al., 2008, Yu et al., 2008). L'assemblage et le bourgeonnement du virus de la dengue 

ont lieu à la membrane du RE, entraînant une libération de virions immatures dans le lumen du 

RE. Ces particules virales immatures possèdent des hétérodimères composés de la protéine 

précurseur prM et de la protéine E. Pendant le transport à travers les voies de sécrétions, il y 

aura abaissement du pH, ce qui va permettre une exposition d'une séquence consensus à la 

furine. Le clivage de cette séquence par les protéases de type furine dans le TGN est crucial 

pour la maturation de la protéine E (Yu et al., 2008), et donc pour l'infectivité des nouveaux 

virions produits.  
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 Les lentivirus humains, comme le virus de l'immunodéficience humaine de type I (VIH-I) 

possèdent une glycoprotéine d'enveloppe, dont le précurseur est la protéine gp160 qui sera 

clivée en deux protéines matures gp41/gp120 par des protéases de type furine (Hallenberger et 

al., 1992). La protéine gp120 est responsable de l'attachement aux cellules via le récepteur CD4 

et les co-récepteurs CCR5/CXCR4, tandis que la gp41 est responsable de la fusion virale. Le 

précurseur gp160 est clivé au motif REKR↓ par des PC (Decroly et al., 1994). Ce clivage est 

nécessaire pour la production de particules virales infectieuses (Dubay et al., 1995). Un second 

site de clivage, dont la séquence consensus KAKR est reconnue par les PC, se situe en amont 

du premier site (Fenouillet et al., 1992). Il jouerait une fonction importante dans la maturation de 

la glycoprotéine (V. Bosch et al., 1990). 
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4. CONCLUSIONS 

 Les maladies neurologiques sont diverses et restent souvent mal comprises. Elles 

peuvent être génétiquement déterminées et/ou causées par des facteurs environnementaux, 

notamment d’origine microbienne. L'origine virale de certaines maladies neurologiques est 

régulièrement soupçonnée, mais reste difficilement démontrable. Les coronavirus humains 

(HCoV), des pathogènes respiratoires très répandus, représentent des candidats importants 

potentiellement associés au développement ou à l’exacerbation de ce type de maladie puisqu’ils 

atteignent le système nerveux central (SNC) de façon naturelle chez l’être humain. Dans le cas 

de la souche coronavirale HCoV-OC43, cette association pourrait impliquer la protéine virale S, 

facteur viral majoritairement responsable de la neurovirulence. Il est reconnu que la variabilité 

génétique, au niveau du gène codant, est grande et engendre la production de protéines S 

variées. Certaines mutations pourraient en bonne partie expliquer la capacité du virus à envahir 

plus ou moins efficacement le SNC (neuroinvasion) et à s’y propager, avec des conséquences 

pathologiques possibles. 

 Sachant que la glycoprotéine S est impliquée dans l'attachement et la propagation virale, 

elle a été au cœur de ce projet. Nous avons comparé la séquence du gène S de la souche de 

référence du laboratoire à celles de virus détectés à partir d’isolats cliniques des voies 

respiratoires humaines. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que l’ensemble des virus 

provenant des isolats cliniques possédaient entre autres une mutation dans le gène S, 

favorisant la création d’un site de clivage potentiel pour les proprotéines convertases tel que la 

furine.  La glycoprotéine S du virus mutant est clivée de manière significative comparativement à 

celle du virus de référence. Ce clivage module les capacités de neuroinvasion, de 

neuropropagation et de neurovirulence de cette souche virale.  

 L’identification des mutations impliquées dans la neuroinvasion et le neurotropisme nous 

permettra par la suite de mieux cerner les interactions de HCoV-OC43 avec le SNC et ainsi de 

pouvoir mieux comprendre les éventuelles conséquences de l’infection du SNC par un 

coronavirus chez l’Humain. 
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HYPOTHESES ET OBJECTIFS 

 Le coronavirus humain HCoV-OC43 est un pathogène respiratoire ayant des propriétés 

neuroinvasives et neurotropes chez l'humain et la souris. De plus, cette souche est 

neurovirulente chez la souris. Un des principaux facteurs responsables de la neuroinvasion, de 

la neuropropagation et de la neurovirulence, est la protéine virale S. Il est reconnu que la 

variabilité génétique au niveau du gène correspondant est grande et engendre la production de 

protéines S variées. Certaines mutations pourraient expliquer la capacité du virus à envahir plus 

ou moins efficacement le SNC et à s’y propager avec des conséquences pathologiques 

possibles. 

 

 Nous avons pu identifier une mutation prédominante (G758R) dans le site de clivage 

S1/S2 de la protéine S de variants du HCoV-OC43 provenant d’isolats cliniques des voies 

respiratoires, comparé à la souche de laboratoire de référence. Ainsi, considérant le caractère 

neuroinvasif, neurotrope et neurovirulent du virus HCoV-OC43 et que sa protéine S est un 

facteur important dans la liaison au récepteur, ainsi que dans la neurovirulence, nous avons 

émis l'hypothèse que les clivages de la glycoprotéine S au niveau des site S1/S2 et S2' 

pourraient moduler la capacité du virus à envahir plus ou moins efficacement le SNC et à s’y 

propager avec des conséquences pathologiques possibles.  

 

 Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons, dans un premier temps, établi l’importance 

des sites de clivage S1/S2 et S2' de la protéine S dans la neurovirulence chez le modèle murin. 

Nous avons donc évalué le taux de survie, les variations de poids, les scores cliniques reliés à 

des troubles neurologiques, ainsi que la propagation des différents variants dans le SNC murin. 

Dans un second temps, en comparant les différents variants, à l'aide de deux modèles de 

cultures neuronales (murines et humaines), nous avons pu identifier le rôle de chacun des sites 

de clivages, dans une infection par un coronavirus. 
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Résumé 

 

 Les coronavirus humains sont des pathogènes respiratoires qui peuvent être associés au 

développement de maladies neurologiques, compte tenu de leurs propriétés neuroinvasives et 

neurotropes. La glycoprotéine de surface (S) est un facteur de virulence important pour 

plusieurs coronavirus, y compris pour la souche OC43. Afin d'étudier le rôle de cette protéine 

dans la propagation du virus dans le système nerveux central (SNC) et dans la neurovirulence, 

ainsi que pour identifier les acides aminés importants dans ces fonctions, nous avons comparé 

la séquence du gène S de la souche de laboratoire HCoV-OC43 ATCC VR-759 aux séquences 

de la protéine S de virus détectés dans des isolats cliniques provenant des voies respiratoires 

humaines. Nous avons identifié une mutation prédominante au niveau de l'acide aminé 758 (de 

RRSR G758 à RRSRR758), qui introduit un site de clivage () putatif de type furine. En utilisant 

un clone infectieux pour générer le virus recombinant correspondant, nous montrons pour la 

première fois qu'une telle mutation dans la glycoprotéine S créé un site de clivage fonctionnel 

entre les portions S1 et S2 de la protéine S. Alors que le virus recombinant conserve ses 

propriétés neuroinvasives, cette mutation diminue la neurovirulence tout en modifiant 

potentiellement le mode de propagation du virus, conduisant probablement à une dissémination 

limitée dans le SNC. Pris dans leur ensemble, ces résultats sont cohérents avec l'adaptation de 

HCoV-OC43 à l'environnement du SNC, résultant de la sélection de quasi-espèces hébergeant 

des mutations qui conduisent à des changements d'acides aminés dans les gènes viraux, 

comme le gène S, qui peut contribuer à une mise en place plus efficace d'une infection 

persistante au SNC. Ce mécanisme d'adaptation pourrait potentiellement être associé à des 

encéphalites chez l'humain ou à d'autres pathologies dégénératives neurologiques. 
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Abstract 

Human coronaviruses (HCoV) are respiratory pathogens that may be associated with the 

development of neurological diseases, in view of their neuroinvasive and neurotropic properties. 

The viral spike (S) glycoprotein is a major virulence factor for several coronavirus species, 

including the OC43 strain of HCoV (HCoV-OC43). In an attempt to study the role of this protein 

in virus spread within the central nervous system (CNS) and neurovirulence, as well as to 

identify amino acid residues important for such functions, we compared the sequence of the S 

gene found in the laboratory reference strain HCoV-OC43 ATCC VR-759 to S sequences of 

viruses detected in clinical isolates from the human respiratory tract. We identified one 

predominant mutation at amino acid 758 (from RRSR G758 to RRSRR758), which introduces a 

putative furin-like cleavage () site. Using a molecular cDNA infectious clone to generate a 

corresponding recombinant virus, we show for the first time that such point mutation in the 

HCoV-OC43 S glycoprotein creates a functional cleavage site between the S1 and S2 portions 

of the S protein. While the corresponding recombinant virus retained its neuroinvasive 

properties, this mutation led to decreased neurovirulence while potentially modifying the mode of 

virus spread, likely leading to a limited dissemination within the CNS. Taken together, these 

results are consistent with the adaptation of HCoV-OC43 to the CNS environment, resulting from 

the selection of quasi-species harboring mutations that lead to amino acid changes in viral 

genes, like the S gene in HCoV-OC43, which may contribute to a more efficient establishment of 

a less pathogenic but persistent CNS infection. This adaptative mechanism could potentially be 

associated with human encephalitis or other neurological degenerative pathologies. 
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Author Summary 

Human coronaviruses (HCoV) are respiratory pathogens involved in a sizable proportion of 

common colds. They have over the years been associated with the development of neurological 

diseases, given their demonstrated neuroinvasive and neurotropic properties. The viral spike (S) 

glycoprotein appears to be associated with these neurologic features and is a major factor of 

virulence for several coronavirus species, including HCoV-OC43. To further characterize the role 

of this protein in neurovirulence and virus spread within the CNS, we sought to identify amino 

acid residues that may be important for this function. Our data revealed that one of them, 

G758R, introduces a functional furin-like cleavage site in the S protein (RRSRR758). This 

change in S protein mostly impacts neurovirulence, which seems associated with a modified 

viral dissemination, without significantly affecting its neuroinvasive capacity. This mutation, found 

in all characterized contemporary human clinical respiratory isolates, underlines previous 

findings that naturally existing field isolates of HCoV-OC43 variants still possess the capacity to 

invade the CNS where they could eventually adapt and establish a persistent human CNS 

infection, a mechanism potentially associated with human encephalitis or neurodegenerative 

pathologies of unknown etiologies. 
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Introduction 

Human coronaviruses (HCoV) are enveloped positive-stranded RNA viruses belonging to 

the family Coronaviridae in the order Nidovirales and are mostly responsible for upper 

respiratory tract infections [1]. Being opportunistic pathogens, they have also been associated 

with other more serious human pathologies, such as pneumonia and bronchiolitis, and even 

meningitis [2-4] in more vulnerable populations. Moreover, at least HCoV-229E and HCoV-OC43 

are naturally neuroinvasive and neurotropic in humans [5]. Indeed, we have previously reported 

that HCoV can infect and persist in human neural cells [6-8], and in human brains [9]. Moreover, 

the OC43 strain (HCoV-OC43) induces encephalitis in susceptible mice, with neurons being the 

main target of infection [10, 11].  

Enveloped viruses use different types of proteins to induce fusion of the host-cell 

membrane to their own in order to initiate infection. For coronaviruses, the spike (S) protein is 

responsible for cell entry [12], and was shown to be a major factor of virulence in the central 

nervous system (CNS) for several coronavirus species, including HCoV-OC43. We previously 

reported that persistent HCoV-OC43 infections of human neural cell lines led to the appearance 

of predominant point mutations in the putative receptor-binding domain of the S glycoprotein 

gene [13] and that these mutations were sufficient to significantly increase neurovirulence and 

modify neuropathology in BALB/c mice [14].  

In order to identify amino acid residues in the S glycoprotein that are involved in viral 

spread within the CNS, we compared the sequence of the gene encoding the viral S protein in 

the laboratory reference strain HCoV-OC43 (ATCC VR-759) with sequences of the S gene in 

viruses detected in clinical isolates from sputum of upper and lower respiratory tract of seven 

children, aged 3 to 36 months, admitted to the University Hospital of Caen, France, in 2003 [15], 

as well as with all S protein sequences found in the NCBI data bank. This characterization led to 

the identification of predominant mutations, including one at the amino acid Gly758, which 

introduces a putative furin-like protease cleavage site RRSRR758 in the viral S protein [16].  

Several class 1 viral fusion proteins, such as the coronavirus S protein, are proteolytically 

processed during infection of the host cell, a mechanism that is often essential for the initiation 

of infection of receptor-bearing cells, tissue tropism and in eventual pathogenesis [17-20]. 

Moreover, its cleavage by different types of host proteases, including furin-like proteases 

designated proprotein convertases (PCs) that cleave at paired basic residues [20] are involved 

in various steps of coronavirus infection [21-23].  
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In the present study, we show for the first time, that while the S glycoprotein of the 

laboratory reference strain HCoV-OC43 ATCC VR-759 is not cleaved by host cell proteases, the 

sequences of more than 60 clinical isolates reveal a common G758R resulting from a single 

nucleotide polymorphism (SNP) in the S gene. This creates a functional PC-cleavage site 

between the S1 and S2 portions of the viral S glycoprotein, thereby modulating viral spread and 

neurovirulence in susceptible mice, without affecting the neuroinvasive capacities of the virus or 

its infectivity (capacity to infect) of a neuronal cell line. These results, which suggest that PC-

cleavage can be dispensable for efficient infection by HCoV-OC43, appear surprising compared 

to other coronaviruses, for which S protein cleavage is required for efficient virus infection [21, 

23, 24]. Importantly, our results may help to better characterize the possible adaptation of 

HCoV-OC43 to the CNS environment, which, in the end, results in a decreased neurovirulence 

potentially associated to a modified spreading and a more efficient mechanism for the 

establishment of a persistent infection in human CNS, a phenomenon that could influence the 

severity of human viral encephalitis or exacerbate neurological degenerative pathologies of 

unknown etiologies.   
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Results 

Both rOC/ATCC and rOC/SG758R variants are neuroinvasive and neurovirulent.  

We first sought to investigate the potential biological function of the viral G758R  mutation 

located in the HCoV-OC43 S gene between the S1 and S2 domains, detected in the viral S 

protein of several clinical isolates from human sputum of upper and lower respiratory tract. 

Accordingly, we introduced this mutation in the infectious cDNA clone of HCoV-OC43 (pBAC-

OC43FL) [25] to produce a recombinant mutated rOC/SG758R virus, and we first studied its 

neuroinvasive and neurovirulent properties compared to reference rOC/ATCC virus (Fig. 1). For 

this, 10 day-old BALB/c mice were inoculated by the intranasal (IN) route [10, 14] and survival 

curves were obtained (Fig. 1A). After infection with the reference virus, over half of BALB/c mice 

died within the first 15 days post-infection, with symptoms of social isolation and hunched backs. 

In comparison, the viral mutant was less neurovirulent, with about 30% of mortality. Despite this 

difference in survival, there were no changes in the symptoms induced by the mutant virus 

compared to reference strain. Mice were also investigated for variation of weight during infection 

(Fig. 1B) as previously described [14]: mice infected with mutant virus showed a delay in body 

weight gain of about 50% at 9 days post-infection compared to control mice. Comparison of 

survival curves of mice infected by both variants, coupled with weight variations, suggested that 

the rOC/SG758R variant was less neurovirulent than reference virus rOC/ATCC after inoculation 

by the IN route. 
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Figure 1: Both variants rOC/ATCC and rOC/SG758R are neuroinvasive and neurovirulent in 10 day-old 
BALB/c mice infected by the intranasal route. 10-day old BALB/c mice received 10

3.25
 TCID50/10µL of 

rOC/ATCC or rOC/SG758R or PBS by the IN route. (A) Survival curves of mice in percentage (%) 
during 21 days post-infection. Difference between the two variants was significant (** P≤0.01) (B) 
Surviving BALB/c mice were weighed every 2 days after infection during 21 dpi to estimate weight 
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are the mean values (with standard deviations) of three independent experiments. 
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Viral replication reaches the same level but is delayed for the mutant virus 

compared to the reference virus after intranasal injection. 

To determine whether the slight difference in neurovirulence between the two viruses 

could be related to differences in viral replication kinetics within the CNS, brains (Fig. 1C) and 

spinal cords (Fig. 1D) were harvested and infectious virus production was evaluated every 2 

days over a period of 21 days post-infection (dpi). Even though the difference in neurovirulence 

between the two viruses did not correlate with a different amount in production of infectious viral 

particles in the CNS (brain and spinal cord), there was a delay in viral replication kinetics of the 

mutant virus compared to reference virus. Viral spread in mouse brain (Fig. 2) was also studied 

with a focus on the olfactory bulb and the hippocampus regions, because we have previously 

determined that these regions are primarily infected by the reference virus strain [14]. At 5 dpi, 

viral antigens were already present everywhere in the olfactory bulb infected by the reference 

wild-type virus (Fig. 2A), compared to mutant virus for which antigens were only scarcely 

distributed. At 7 dpi, the kinetics was restored as the mutant infected this region as efficiently as 

the reference virus. In the hippocampus, we observed the same trend: no viral antigens were 

detected in this region for the mutant virus at 7 dpi, whereas the spread of both viruses was 

similar at 9 dpi (Fig. 2B). When viruses had spread to all regions of the brain, activation of 

astrocytes and microglial cells was evident in all infected regions (S1 Fig.). Even though no 

precise quantitation was performed, a slight increase in the number of astrocytes was observed 

in the olfactory bulb (S1A Fig.) and in the hippocampus (S1B Fig 18) of mice infected by the 

reference virus compared to mutant virus. Activation of microglial cells was evident in the 

hippocampus region for both variants at 9 dpi (S1C Fig.). As the mutant virus S protein harbors a 

SNP present in respiratory clinical isolates, we also evaluated viral dissemination towards the 

respiratory tract. Neither infectious virus particles nor viral RNA were detectable in the lungs of 

all the mice tested.    
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Figure 2: A delay in viral spread is observed in brain of rOC/SG758R -infected mice compared to 
rOC/ATCC after intranasal inoculation in 10 day-old BALB/c mice. Histological examination of 
virus spread within the brain of 10-day old BALB/c mice infected with 10

3.25
 TCID50/10µL of 

rOC/ATCC or rOC/SG758R, or PBS by the IN route. (A) Detection of viral antigens in the olfactory 
bulb of infected mice at 5 and 7 dpi. (B) Detection of viral antigens in the hippocampus of infected 
mice at 7 and 9 dpi. Magnification 40x. 
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S1 Fig: Astrogliosis is more important for rOC/ATCC compared to rOC/SG758R in infected mouse 
brain after intranasal inoculation in 10 day-old BALB/c mice. Histological examination of 
astrogliosis and microgliosis in the brain. 10-day old BALB/c mice received 10

3.25
TCID50/10µL of 

rOC/ATCC, rOC/SG758R, or PBS by the IN route. Detection of glial fibrillary acidic protein (GFAP) 
in astrocytes in olfactory bulb (A) and in hippocampus (B) of infected mice at 9 dpi.  (C) 
Detection of activated macrophages/microglia by an ascites fluid of the rat Mac-2 antibody in 
hippocampus of infected mice at 7 dpi. Magnification 200x. 
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Reference virus rOC/ATCC is more neurovirulent in 21 day-old BALB/c female 

mice inoculated by the intracerebral route. 

Having demonstrated that both virus variants retained their neuroinvasive and 

neurovirulent capacities in our mouse model after intranasal (IN) inoculation, we sought to study 

the spreading and neurovirulent capacities of the two recombinant viruses after intracerebral (IC) 

inoculation, as this route results in a more reproducible infection associated with a better control 

of viral doses introduced into the brain. In order to do so, 21 day-old female BALB/c mice were 

used [11] and experiments were performed by characterizing mouse survival and weight curves, 

clinical symptoms of encephalitis and viral replication in brain and spinal cord (Fig. 3).There was 

a significant difference in survival after inoculation with either virus (Fig. 3A): the mutant virus, 

like the sham control, induced no mortality compared to reference virus, which led to a 20% 

mortality rate over a period of 21 days. We then measured the weight of mice during the 

infection (Fig. 3B), and observed that there was a significant delay in body weight gain for the 

reference virus and the mutant virus compared to the sham control between 7 and 11 dpi, which 

correlates with the survival curves. Using a clinical score scale based on neurological symptoms 

of mice described in the Materials and Methods section [26], we next studied the clinical 

symptoms of mice after injection of both variants (Fig. 3C and 3D). The only clinical sign caused 

by mutant virus was the abnormal flexion of the four limbs (level 1) whereas mice infected by the 

reference virus developed encephalitis associated with the 4 different levels of clinical scores. 

No clinical signs were noted for sham mice. Taken together, survival and weight curves coupled 

with the clinical scores indicate that the mutant virus was less neurovirulent than reference virus 

after IC inoculation in 21-day old mice.  
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Figure 3: A decreased neurovirulence is observed for rOC/SG758R variant in 21 day-old BALB/c 
female mice infected by the intracerebral route. 21 day-old BALB/c mice received 10

2.5
 

TCID50/10µL of rOC/ATCC or rOC/SG758R or PBS by the IC route. (A) Survival curves of mice in % 
during 21 day post-infection. Difference between the two virus variants was significant (* 
P≤0.05). (B) BALB/c mice were weighed every 2 days during 21 dpi to estimate weight variations, 
which were expressed in %, compared to day 0 (100%). Differences were significant (*** P≤0.001) 
when the three conditions (rOC/ATCC, rOC/SG758R or PBS) were compared between 9 and 11 dpi. 
Evaluation of the clinical scores (percentage of mice at each level of the scale) of mice infected 
by rOC/ATCC (C) or rOC/SG758R (D) based on neurological symptoms described in clinical score 
scale between level 0 and 3 (see Materials and Methods section). Production of infectious viral 
particles was measured in brains (E) and spinal cords (F) every 2 days for 21 dpi. LOD 
represents the Limit of Detection of infectious viral particles. Results shown are the mean values 
(with standard deviations) of three independent experiments. 
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Viral replication is delayed for the mutant virus compared to the reference virus 

after intracerebral inoculation in 21 day-old female BALB/c mice. 

 Given our observation that reference virus was more neurovirulent compared to the 

mutant virus after inoculation by the IC route, we wished to evaluate whether this correlated with 

a difference in viral replication in the CNS. Brains and spinal cords were harvested and 

infectious virus titers were assayed every 2 days for a period of 21 dpi (Fig. 3E and 3F). The 

difference in neurovirulence did not correlate with a significant difference in the amount of 

infectious viral particles in the brain (Fig. 3E). However, there was a drastic difference in the 

production of infectious virus between both variants in the spinal cord (Fig. 3F): virus titers of the 

reference strain (rOC/ATCC) were almost identical to what was detected in the brain, whereas 

the less virulent mutant (rOC/SG758R) reached the spinal cord only in one out of thirty infected 

mice. In this mouse, an important delay and a production of viral infectious particles close to the 

limit of detection suggested that mutant virus had difficulty reaching this portion of the CNS. 

Histological examination of infected mice revealed that the infected regions were similar 

following infection by both viruses in the brain, but that the kinetics were different (Fig. 4). 

Indeed, as was the case after the IN route of infection, the IC route of infection also led to a 

delay in viral replication in the olfactory bulb and in the hippocampus, as no viral antigens were 

detected before 7 dpi for the mutant virus (compared to 5 dpi for the reference virus). As in 10 

day-old BALB/c mice infected IN, when virus had spread to all regions of the brain, activation of 

astrocytes and microglial cells was evident in all infected regions (S2 Fig.). As seen in 10 day-

old mice after IN inoculation, even though no precise quantitation was performed, a slight 

increase in the number of astrocytes in the olfactory bulb (S2A Fig.) and in the hippocampus 

(S2B Fig.) could be observed in brains of mice infected by reference virus compared to the 

mutant virus. The same was observed for microglial cells at 7 dpi in the olfactory bulb (S2C Fig.) 

and in the hippocampus (S2D Fig.). 
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Figure 4: A delay in viral spread is observed in brains of rOC/SG758R -infected mice compared to 
rOC/ATCC after intracerebral infection in 21 day-old BALB/c female mice. Histological 
examination of virus spread within the brain. 21 day-old BALB/c mice received 10

2.5
TCID50/10µL 

of rOC/ATCC or rOC/SG758R, or PBS by the IC route. Detection of viral antigens in the olfactory 
bulb (A) or in the hippocampus (B) of infected mice at 5 and 7 dpi at magnitude X40.  Black 
arrows indicate viral particles staining for the S protein. 
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S2 Fig: Astrogliosis is more important for rOC/ATCC compared to rOC/SG758R in infected mouse 
brain after intracerebral injection in 21 day-old BALB/c female mice. Histological examination 
of astrogliosis and microgliosis in the brain. 21-day old BALB/c mice received 10

2.5
TCID50/10µL 

of rOC/ATCC, rOC/SG758R, or PBS by the IC route. Detection of glial fibrillary acidic protein 
(GFAP) in olfactory bulb (A) or in hippocampus (B) of infected mice at 9 dpi. Detection of 
activated macrophages/microglia by an polyclonal anti-rabbit antibodies IBA-1 in the olfactory 
bulb (C) or in the hippocampus (D) of infected mice at 7 dpi. Magnification 200x. 
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The predominant G758R mutation in the spike glycoprotein induces an increase in 

infectious virus release associated with a functional cleavage site. 

In order to further study the role of the G758R mutation on the biology of both HCoV-OC43 

variants, we first evaluated the kinetics of viral replication and spread within mixed primary CNS 

cultures from BALB/c mice over a period of 72 h post-infection (hpi). Using immunofluorescence, 

we observed no change in cell tropism, with neurons remaining the main target of infection by 

both virus variants (Fig. 5), even though astrocytes could also be infected later in the infection 

(S3 Fig.) as we previously reported [10]. Interestingly, we did observe a delay in viral spread in 

neurons for the mutant virus at 8 and 24 hpi compared to the reference strain (Fig. 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5: Mutation in the spike glycoprotein of mutant virus delays viral spreading compared to the 
reference strain in mixed primary CNS cultures from BALB/c mice. Mixed primary cultures from 
BALB/c mice brain were infected with rOC/ATCC or rOC/SG758R at MOI 0.03. Viral spread was 
evaluated at 8, 24 and 48 hpi. Neurons were stained in green with a mAb against microtubule-
associated protein 2 (MAP2) antibody and the S viral glycoprotein in red, was detected with a 
rabbit antiserum. Results are representative of three independent experiments. Magnification 200x. 
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Interestingly, even though the infection was shown to be productive for both variants in 

primary CNS cultures from BALB/c mice, there was a significant increase in the total amount of 

infectious virus in the cell culture supernatant (free virus) between 48 and 72 hpi for the mutant 

virus compared to the reference virus rOC/ATCC (Fig. 6B). As the G758R mutation creates a 

putative furin-like cleavage site [16] in the S glycoprotein previously reported to influence viral 

infectivity [20-22, 24], we wished to evaluate whether cleavage was indeed associated with the 

delayed spreading in neuronal cells, the increased release of infectious virus and eventually with 

neurovirulence. As seen in Fig. 6, our data correlated with a much stronger cleavage of the S 

S3 Fig: Both variants are able to infect astrocytes as a secondary target in mixed primary CNS 
cultures from BALB/c mice at 24 hpi. Mixed primary cultures from BALB/c mice brain were 
infected with rOC/ATCC or rOC/SG758R at MOI 0.1. Viral spread was evaluated at 8, 24, and 48 hpi. 
Astrocytes were stained in green with a mAb against a polyclonal rabbit anti-glial fibrillary acidic 
protein (GFAP) and the S viral glycoprotein in red. Results are representative of three 
independent experiments. Magnification 200x. 
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protein of the rOC/SG758R mutant into S1/S2 fragments, compared to reference virus rOC/ATCC 

at 24 and 48 hpi (Fig. 6C; whole cell lysate), which was even more obvious at 48 hpi in the cell 

supernatant (Fig. 6D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In order to evaluate whether this cleavage of the viral S protein also took place in human 

cells, we made use of the differentiated LA-N-5 neuronal cell line described in the Materials and 

Methods section [27] and showed, first, that the kinetics of viral replication was similar to that 

observed between both viruses in murine primary cells (Fig. 7, panels A-B), as there was a 

significant increase of virus release for the rOC/SG758R mutant and, second, that the cleavage of 

Figure 6: The S glycoprotein harboring a predominant point mutation found in clinical isolates was 
cleaved more efficiently in supernatant of CNS cells. Mixed primary cultures from BALB/c mice 
brain were infected with rOC/ATCC or rOC/SG758R at MOI 0.03. Kinetics of infectious virus 
production in cell-associated (A) and in cell culture supernatant (free virus) (B) was performed. 
Release of free virus in the supernatant was significantly higher for rOC/SG758R compared to 
rOC/ATCC (* P≤0.05). (C) Western blot analysis of whole cell lysates (C) or cell culture supernatant 
(D) (10 µg of proteins) revealed the presence of the uncleaved form of the S glycoprotein (180 
kDa), and of a cleaved form at around 100 kDa (S1/S2). Results shown are the mean values (with 
standard deviations) of three independent experiments.  
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the S protein into S1/S2 fragments was again predominantly detected in the cell culture 

supernatant (Fig. 7D) compared to the protein associated with cells (Fig. 7C). Again, this 

cleavage was more evident for mutant than for reference virus. Similar results were obtained 

with HRT-18 cells. Even though the S protein of HCoV-OC43 reference virus was present mostly 

in the uncleaved form, our results also show that there are intermediate size bands between the 

uncleaved and furin-like cleaved forms of the protein. These secondary bands may be unspecific 

degradation products, but we suggest that among these intermediate size fragments seen on 

SDS-PAGE, there could be a fragment corresponding to the S protein cleaved at a potential 

alternative site (S2’ in Figs 6, 7, and 8; as well as S4 Fig, the latter showing corresponding 

overexpositions).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7: Cleavage of S glycoprotein is also observed in human LA-N-5 cells for mutant virus. The 
differentiated human neuroblastoma cell line (LA-N-5) was infected with rOC/ATCC or rOC/SG758R at 
MOI 0.1. Proteins in association with cell or in supernatant were extracted at 24 and 48 hpi, and 
kinetics of viral replication was evaluated over a period of 48 hpi for (A) cell-associated virus or (B) 
free virus (supernatant).  Titers of cell-associated and free virus were significantly higher for 
rOC/SG758R compared to rOC/ATCC (* P≤0.05 and  ** P≤0.01). Western blot analysis of whole cell 
lysates (C) or cell culture supernatant (D) (10 µg of proteins) revealed the presence of the 
uncleaved form of the S glycoprotein (180 kDa), and of a cleaved form at around 100 kDa (S1/S2). 
Results shown are the mean values (with standard deviations) of three independent experiments.  
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Proprotein convertases (PCs) are proteases that potentially cleave the 

HCoV-OC43 S glycoprotein at the putative furin-like cleavage site. 

In an attempt to determine whether the mutation identified at amino acid 758 (G758R) in 

the viral S protein could indeed create a furin-like cleavage site, we used a cell-permeable 

general inhibitor of furin-like PCs to investigate the potential involvement of these proteases in 

the process. Differentiated LA-N-5 cells were infected in the presence of different concentrations 

of the decanoylated furin-like inhibitor (dec-RVKR-cmk), and at 48 hpi, proteins in the 

supernatant were harvested and analyzed (Fig. 8). As expected, the S glycoprotein of the 

reference virus was not cleaved at all (Fig. 8A) whereas the cleavage of the S protein of mutant 

virus was inhibited in a dose-dependent manner by dec-RVKR-cmk (Fig. 8B). To evaluate 

whether the kinetics of viral replication was also affected, supernatants were harvested over a 

period of 48 hpi, and evaluation of infectious viral particles revealed no significant differences 

(S5 Fig.). As the furin-like inhibitor reduced the cleavage of the S protein for the rOC/SG758R 

variant, we sought to identify which proprotein convertase(s) could play a role in cleavage of the 

S glycoprotein during infection. As shown in Fig. 8C and D, a synthetic peptide containing the 

sequence of reference virus (RRSRG), was only cleaved by recombinant furin after 15 hours, 

likely at RRSRG. On the other hand, the synthetic peptide containing the sequence of mutant 

virus (RRSRR) was cleaved in only 30-60 minutes, likely at RRSRR, by furin and less so by 

three additional proprotein convertases: PACE4, PC5/6 and much less efficiently by PC7.  

 

S4 Fig: The S glycoprotein was cleaved at a second cleavage site. Overexposition of gels presented 
in Figs 6D and 7D. Western blot analysis of cell culture supernatant from mixed primary cultures 
from BALB/c mice brain (A) or differentiated human LA-N-5 cells (B) revealed the presence of an 
intermediate size fragment, S2’. Results are representative of three independent experiments. 
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Figure 8: Proprotein convertase as a potential player in S glycoprotein cleavage. (A-B) 
Differentiated human neuroblastoma cell line (LA-N-5) was incubated before and after infection 
with different concentration of furin-like inhibitor (dec-RVLR-cmk; 0, 5, 10µM). Infection was 
performed with rOC/ATCC or rOC/SG758R at MOI 0.1. Proteins in supernatant were extracted at 48 
hpi and analyzed by Western blot (50 µg of proteins) of supernatant from LA-N-5 cells infected by 
reference virus (A) or mutant virus (B). Western blot was directed against viral S glycoprotein. (C-
D) Incubation of synthetic peptide containing the sequence of the putative cleavage site of 
reference virus (C) and mutant virus (D) with different recombinant proprotein convertases in vitro. 
The % of cleaved peptide was quantified over time.  
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Differential cleavage of the S glycoprotein leads to a modification in morphology 

of the viral particle. 

Having shown that proprotein convertases are able to cleave the viral S glycoprotein in 

vitro, we sought to determine whether this cleavage could be associated with a change in viral 

particle morphology for the rOC/SG758R variant compared to reference rOC/ATCC. Our 

observations by transmission electron microscopy (TEM), suggest that the typical coronavirus 

double crown-shape of the HCoV-OC43 virion was present in two different forms in cell 

supernatants that were harvested at 48 hpi during infection of mixed primary CNS cultures from 

BALB/c mice. Indeed, Fig. 9A (left panel) represents the first type of morphology, which we 

named “long” for long S peplomers as measurements of the spike (S) and the hemagglutinin-

esterase (HE) peplomer is shown for the same particle in the right panel. The same relative 

length of S and HE proteins were previously determined for other coronaviruses [28].  The 

second type of crown morphology, which we named “short” for short S peplomers is presented in 

S5 Fig: Modulation of viral replication in a dose-dependent manner by dec-RVLR-cmk. The 
differentiated human neuroblastoma cell line (LA-N-5) was incubated only before infection or 
before and after infection with different concentration of furin-like inhibitor (dec-RVLR-cmk; 0, 5, 
10, 20 and 40 µM). Infection was performed with rOC/ATCC or rOC/SG758R at MOI 0.1. Kinetics of 
viral replication over a period of 48 h was evaluated. Titers of cell-associated virus for reference 
(A) or mutant virus (B), and free virus for reference (C) or mutant (D) virus were measured in cell 
and supernatant supplemented or not with dec-RVLR-cmk. (* P≤0.05). Results, shown in 
log10TCID50/mL are the mean values (with standard deviations) of three independent experiments.  
 

 

S5 Fig: Modulation of viral replication in a dose-dependent manner by dec-RVLR-cmk. The 
differentiated human neuroblastoma cell line (LA-N-5) was incubated only before infection or 
before and after infection with different concentration of furin-like inhibitor (dec-RVLR-cmk; 0, 5, 
10, 20 and 40 µM). Infection was performed with rOC/ATCC or rOC/SG758R at MOI 0.1. Kinetics of 
viral replication over a period of 48 h was evaluated. Titers of cell-associated virus for reference 
(A) or mutant virus (B), and free virus for reference (C) or mutant (D) virus were measured in cell 
and supernatant supplemented or not with dec-RVLR-cmk. (* P≤0.05). Results, shown in 
log10TCID50/mL are the mean values (with standard deviations) of three independent experiments.  
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Fig. 9B. This short S morphology shows normal HE peplomers of similar length. For a more 

accurate characterization of the spike length on viral particles from both variants, we measured 

the spike length of an equal number of virions (10 for each virus), for which the crown presented 

long (long S) or short (short S) peplomers (Fig. 9C). The average length of the spike associated 

with a long S type of crown morphology was 24 nm, whereas the average length of the spikes 

on short S virions was about 15 nm. This apparent average difference of 9 nm represents a 

reduction of about 37.5 % in the total length of the spike, which could presumably play a role in 

viral infectivity. Therefore, we next counted the number of viral particles that have a long-S or 

short-S crown for both viruses (Fig. 9D) and found a significant difference, which tended to 

demonstrate that viral particles of the mutant virus were mostly in the short S state (about 72%) 

compared to the reference virus, which showed mainly long S crown (about 68%).  

Given that the rOC/SG758R variant was less neurovirulent and presented a delay in 

dissemination within the mouse CNS compared to rOC/ATCC reference virus, two observations 

that can relate to a difference in viral infectivity in neuronal cells, we sought to evaluate whether 

there was a correlation between the morphological differences of the crown of viral particles (Fig. 

9, panels A-D) and their relative infectivity (capacity to infect the target cell). No significant 

differences were found in the ratio of infectious viral particles over total viral particles (evaluated 

by the number of viral genome present in viral stocks used for all experiments), which 

establishes itself at 1/200 for both variants (Fig. 9E). Furthermore the amount of viral RNA 

associated with infected LA-N-5 cells remained the same over a period of 16 hours (Fig. 9F), 

suggesting that attachment and cell entry was similar for both viruses.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9: Morphology of viral crown peplomers is dependent on cleavage of the S glycoprotein 
but does not affect virus infectivity. Observation of virus crown peplomers was made by 
Transmission Electron Microscopy (TEM). Mixed primary cultures from BALB/c mice brain were 
infected with rOC/ATCC or rOC/SG758R at MOI 0.03 and supernatants were harvested at 48 hpi. 
After negative staining by PTA, viral particles were observed. (A) Left panel represents the “long 
S” morphology at magnification 50,000x and right panel indicates spike size in µm on the same 
viral particle. (B) Left panel shows the “short S” morphology at magnification 50,000x and right 
panel indicates spike size in µm on the same viral particle. Black arrows represent different sizes 
of spike glycoprotein, and white arrows show the viral hemagglutinin-esterase (HE) protein 
peplomers. (C) Mean size of spike glycoprotein (in nm) was evaluated for long S and short S types 
of viral particles. Measurements between 20 and 26 nm in length were considered as long S and 
those between 14 nm and 20 nm in length were considered as short S spikes on viral particles. 
The difference between long S and short S viral particles was significant (*** P≤0.001). (D) 
Quantification of 650 long S and shortS viral particles of rOC/ATCC or rOC/SG758R shows a 
significant difference between both viruses (*** P≤0.001). (E) Infectivity assay between viruses: 
quantification of viral RNA (absolute quantity in RNA copy) over the number of infectious 
particles in viral stocks. (F) The amount of viral RNA copy found associated with LA-N-5 cells 
during the early steps of infection at 0.5, 2, 4, 8, 16 hpi. Results are shown in absolute number of 
viral RNA copy.  
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Discussion 

Being opportunistic pathogens, HCoV are naturally neuroinvasive and neurotropic in 

humans [5]. Herein, making use of our cDNA infectious clone, we show that a single nucleotide 

polymorphism (SNP) naturally found in the S gene of all known HCoV-OC43 contemporary 

clinical isolates leads to a G758R mutation in the S protein, without significantly affecting the 

virus neuroinvasive properties and infectivity in cell culture. However, this mutation was sufficient 

to modify viral spread and neurovirulence in susceptible mice by modulating the cleavage of the 

S protein, which appears related to furin-like activity in susceptible neuronal cells. 

Even though the rOC/SG758R mutant harbors a SNP present in respiratory clinical isolates, 

we were not able to detect any viral presence in the respiratory tract of infected mice. Further 

studies are underway to try to identify other naturally occurring S mutations that could be 

important for viral spread to the respiratory tract in mice. Nevertheless, our results indicate that, 

despite the difference in neurovirulence, the recombinant virus rOC/SG758R retains its full 

neuroinvasive properties even though there was a delay in viral spread and in the production of 

infectious virus (Figs 1-4). This phenomenon may in part explain the mutant reduced 

neurovirulence accompanied by less severe neurological symptoms and a less frequent spread 

to the spinal cord, as previously reported for other S protein mutants of HCoV-OC43 [14] and for 

the murine coronavirus, MHV [29].  

When viruses had spread to all regions of the brain, the innate immune response was well 

established, as observed by astrogliosis and microgliosis after both routes of infection where we 

detected viral antigens [10, 14, 30] and S1 Fig  and S2 Fig. The stronger astrogliosis and 

microgliosis observed after infection by the reference virus may also be related to a faster 

spread throughout the CNS compared to the mutant virus [14]. The same difference in viral 

spread was confirmed in primary cultures of mouse brain cells, where both variants were still 

infecting neurons as primary targets (Fig. 5), even though astrocytes could also be infected (S3 

Fig ). This is in agreement with our previous reports in these cultures [14] and underlines the fact 

that the change in neurovirulence was not associated with a change in cell tropism as was 

previously shown for MHV [31], but could rather be related to a modification in the spread 

between infected neurons. The differential neurovirulence and spread could certainly be the 

consequence of the G758R mutation in the S protein, which introduces a typical furin-like 

recognition site [16, 32] probably recognized by cellular proprotein convertases (PCs) as this 

mutation was the only difference found in the whole genome of both recombinant viruses used in 

the present study. Proteolytic cleavage of coronaviruses S proteins was characterized several 
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years ago for the murine coronavirus [33]. Since then, several reports have indicated that PCs 

appear to be important for cell-cell fusion and/or virus entry into host cells [21-23], or during 

transport of the newly assembled virions through the secretory pathway of the producer cell [21, 

34-36] for different coronaviruses including MHV, SARS-CoV and FIPV[21, 23, 37, 38]. 

The data presented in Fig. 6 and 7 clearly show that the S protein harboring the G758R 

mutation is more easily cleaved during infection. This S1/S2 cleaved version of the S protein is 

easily detected in the free virus present in cell culture supernatant but it is barely detectable in 

cell-associated proteins. Taken together, these results strongly suggest that this cleavage of S 

takes place during the late steps of infection, probably during particle assembly and egress, as it 

was previously shown for MERS-CoV [35] and MHV [39]. Furthermore, cleavage of the HCoV-

OC43 S glycoprotein also has an impact on pathology, as it decreases neurovirulence and 

spread within the CNS. It is highly interesting to note that this association between decreased 

virulence and cleavage of coronavirus S glycoprotein was only suggested for FCoV [32]. In fact, 

for other coronaviruses, including the murine (MHV) and the bovine coronavirus (BCoV), no 

clear association was established between S cleavage and virulence [40, 41].  

The data presented in Fig. 8 (panels A and B) strongly suggest that PCs can indeed be 

involved in the cleavage of HCoV-OC43 S protein during infection of neuronal cells. Inhibition of 

furin-like protease (PCs) was already demonstrated for other coronaviruses like MERS-CoV and 

MHV with the same type of inhibitor [21, 35]. These results are supported by observation of S 

protein in reference virus rOC/ATCC (Fig. 8A) for which the ratio of uncleaved S protein over 

S1/S2 cleaved form remained equal at all inhibitor concentrations. In contrast, this ratio 

increased for mutant virus rOC/SG758R (Fig. 8B) in a dose-dependent manner. Results presented 

in Figs. 8C and D bring even more interesting new information about which of these proteases 

could be involved in the actual cleavage. Indeed, the synthetic peptide harboring the G758R 

mutation was cleaved with much more efficiency by PCs than the model peptide mimicking the 

reference virus S protein. Furthermore, even though furin represented the most efficient 

convertase, PC5/6 and PACE4, and to a much lesser extent PC7, were also able to cleave the 

synthetic peptide and could therefore cleave the HCoV-OC43 S protein during infection of 

susceptible cells as it was previously shown for SARS-CoV [42]. Inhibition of furin-like activity 

during infection of human neuronal cells, lead us to suggest that PCs (most notably furin) are the 

cognate proteases involved in the S protein cleavage at amino acid 758 (Fig. 8). 

The number and morphology of glycoproteins on virions can modulate infectivity for 

different RNA viruses harboring a class I fusion protein, including other coronaviruses [43-46]. In 

the case of HCoV-OC43, the apparent modification of crown-shaped virions (Fig. 9A-D), 
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associated with the observed differential S protein cleavage, does not seem to increase or 

decrease viral infectivity (Fig. 9E and F). Moreover, inhibition of furin-like-activity did not 

influence the capacity of the viruses to enter these cells (S5 Fig). Therefore, even though the S 

cleavage associated with furin-like activity was shown to influence viral entry for IBV [24], the 

HCoV-OC43 S protein cleavage by PCs did not appear to modulate infectivity as it was shown 

for MERS-CoV [47].  

On the other hand, the modified virion morphology associated with preferential cleavage of 

the rOC/SG758R HCoV-OC43 variant S protein at the S1/S2 domain interface correlates with a 

decrease CNS viral spread and neurovirulence in susceptible mice. Indeed, the delays in 

spreading in both primary cultures (Fig. 5) and within the CNS (Fig. 2) were observed despite a 

more efficient release of infectious rOC/SG758R particles in the cell culture medium as compared 

to the reference rOC/ATCC virus, a relationship that may seem counterintuitive but is in fact 

reminiscent of the cell-to-cell mode of propagation prevailing for a growing list of viruses [48]. 

For example, HTLV-1 is famously inefficient at spreading through free-virus particles diffusion, 

the particles remaining instead associated to the plasma membrane from where productive 

transfer towards target cell occurs [49, 50]. By analogy, it is tempting to speculate that S1/S2 

HCoV-OC43 spike cleavage limits the amount of particles at the plasma membrane available for 

a cell-to-cell transfer to naive neurons. This can explain the difference in kinetics of 

dissemination between both viruses and the difficulty for mutant rOC/SG758R to reach the spinal 

cord even though it does disseminate throughout the brain. This hypothesis may appear in 

contradiction with the previously documented positive impact of S1/S2 spike cleavage on MHV 

and SARS-CoV cell-to-cell transfer occurring upon fusion-dependent syncytium formation [21, 

22, 39]. Furthermore, even though syncytium formation upon MHV infection has often been 

linked to S cleavage, in some instances, this type of cell-cell fusion was shown to occur without 

cleavage of the S protein [51-53] and the MHV-2 strain S protein can be cleaved without being 

able to induce syncytia [54]. In fact, regardless of the cleavage status of its S protein, HCoV-

OC43 was never able to induce syncytia in any type of cells we studied and we therefore tend to 

think that distinct, but not mutually exclusive, cell-to-cell propagation mechanisms may prevail 

among coronaviruses like it does for other enveloped viruses, especially within the CNS, where 

cell-cell movement of viruses may take place at synapses [48]. Altogether, these observations 

suggest that the influence of spike cleavage on coronavirus propagation is not an absolute 

prerequisite and therefore, cannot per se predict accurately the efficiency of cell-to-cell spread. 

The reasons underlying this variable outcome are still unclear but may well reside in the different 

virus receptors, structural features and attachment factors exploited by coronaviruses. Given the 
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expected influence of virus spread on neurovirulence, host survival and potentially establishment 

of CNS viral persistence, further studies are indeed warranted to characterize the underlying 

mechanisms associated with HCoV-OC43 spread within the CNS. 

The SDS-PAGE (Fig. 6, 7 and 8 and S4 Fig) shows intermediate size fragments migrating 

between the uncleaved and furin-like cleaved forms of the S protein that may represent 

unspecific degradation products. However, analysis of the S protein gene sequences of 

HCoV-OC43, revealed a second putative cleavage site (S2’) between amino acid 899 and 903 

(KASSR). If functional, this second putative cleavage site could be used by other types of cell 

proteases, including trypsin, TMPRSS and cathepsins [20, 55-57] to produce a fragment of such 

molecular weight. Further studies to characterize the possible involvement of this second 

putative cleavage site and the identification of host proteases involved in the potential 

processing of the HCoV-OC43 S protein are ongoing.   

Taken together, the results of the current study indicate for the first time that HCoV-OC43 

is clearly able to infect neuronal cells and to spread with or without the need for a furin-like S 

protein cleavage. The difference in viral spread within CNS and in brain primary cultures, 

associated with the increase of infectious viral particles in the culture medium for the virus 

harboring the G758R mutation present in all known clinical isolates, as well as the absence of 

modification in infectivity between the two viruses, strongly suggests that the PC-activity-

associated cleavage of HCoV-OC43 S protein plays a more important role during the egress and 

viral budding from infected cells, which could influence the mode of viral transmission between 

CNS cells. This is of importance to better understand the mechanisms underlying viral spread 

within the CNS, potentially associated with an adaptation of HCoV-OC43 to this particular 

environment. Even though HCoV-OC43 reference strain is highly neurovirulent, we have already 

shown that its RNA persists in the mouse CNS for up to one year in a significant proportion of 

infected mice [10]. Nevertheless, the delayed dissemination and reduced neurovirulence of 

mutant rOC/SG758R increase host survival and therefore could favor the establishment of CNS 

viral persistence associated with a potential viral adaptation to the CNS environment, which 

could result in the selection of better adapted quasi-species, as it was shown for MHV [58]. In 

the end, such a persistent infection in the human CNS could, in certain circumstances, be 

associated with recurrent human encephalitis or neurological degenerative pathologies. 

Therefore, the observation that HCoVs are naturally neuroinvasive in both mice and humans [9, 

59, 60] underlines the need to further characterize viral and cellular determinants of these 

neuroinvasive properties. Understanding mechanisms and consequences of virus interactions 

with the nervous system is essential to better understand potentially pathologically relevant 
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consequences and in the design of diagnostic and therapeutic strategies, including modulation 

of host proteases such as proprotein convertases.  

 

 

 

Materials and Methods 

Ethics statement. 

All animal experiments were approved by the Institutional Animal Care and Use Ethics 

Committee (IACUC) of the Institut National de la Recherche Scientifique (INRS) and conform to 

the Canadian Council on Animal Care (CCAC). Animal care and used protocols numbers 1304-

02 and 1205-03 were issued by the IACUC of INRS for the animal experiments described 

herein. 

 

Viruses and cell lines. 

The wild-type reference virus HCoV-OC43 (VR-759) was obtained in the 1980s from the 

American Type Culture Collection (ATCC). The recombinant HCoV-OC43 virus (rOC/ATCC) was 

generated using the full-length cDNA clone pBAC-OC43FL and displayed the same phenotypic 

properties as the wild-type virus, as previously described [25]. This recombinant virus was used 

as the reference control virus for all experiments. Using site-directed mutagenesis (Stratagene 

QuikChange Multisite-directed mutagenesis kit) as recommended by the supplier, we introduced 

a point mutation in the gene coding for the spike glycoprotein of HCoV-OC43 at nucleotide 2272, 

corresponding to an amino acid change at position 758 (corresponding recombinant virus 

designated rOC/SG758R). Each cDNA clone was transfected in BHK-21 cells, amplified by two 

passages in the HRT-18 cell line, and sequenced to make sure that only the introduced G758R 

mutation was present and that no other mutations appeared. The HRT-18 cell line (a gift from 

the late David Brian, University of Tennessee) was cultured in minimal essential medium alpha 

(MEM-alpha; Life Technologies) supplemented with 10% (vol/vol) fetal bovine serum (FBS; PAA 

GE Healthcare) and was used to produce viral stocks. The LA-N-5 cell line (a kind gift of 

Stephan Ladisch, George Washington University School of Medicine) was cultured in RPMI 

medium supplemented with 15% (vol/vol) fetal bovine serum (FBS), 10 mM HEPES, 1 mM 

sodium pyruvate, and 100 µM non-essential amino acids (Gibco- Invitrogen). LA-N-5 cells were 

differentiated into human neurons as previously described [61]. Briefly, cells were seeded in 

Cell+ petri dishes (5x105 cells in RPMI medium supplemented with 10% (vol/vol) FBS, 10 mM 
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HEPES, 1 mM sodium pyruvate, and 100 µM non-essential amino acids. The next day and 

every 2 days for 6 days, the medium was replaced with the same medium supplemented with 

10% (vol/vol) FBS and 10 µM all-trans retinoic acid (Sigma-Aldrich). 

 

 

 

Treatment of cells with protease inhibitors. 

Before infection, differentiated LA-N-5 cells in Petri dishes, and 24-well plates were 

pretreated with furin inhibitor Decanoyl-Arg-Val-Lys-Arg-chloromethylketone (Dec-RVLR-cmk; 

Bachem N-1505) at different concentrations (5-10-20-40 µM) for 2 h at 37°C. The medium was 

removed and cells were infected at a defined multiplicity of infection (MOI) of 0.1, with reference 

and mutant virus and incubated for 2 h at 37°C without furin inhibitor, washed with PBS and 

incubated at 37°C with fresh RPMI containing Dec-RVLR-cmk at the concentrations used before 

infection. At 6, 24 and 48 hpi, supernatants and cells were harvested separately for protein 

extraction and evaluation of infectious virus production. 

 

Mixed primary cultures of mouse CNS cells. 

Embryos at 14 to 16 days of gestation were removed from pregnant anesthetized CD1 

mice. The cortex and hippocampus of the embryonic pup brains were harvested and placed in 

Hanks balanced salt solution (HBSS) medium, without Ca2+ and Mg2+, supplemented with 1.0 

mM sodium pyruvate and 10 mM HEPES buffer. The tissues were incubated in 5 ml of  

HBSS+trypsin-EDTA 0.5% (ratio 10:1 respectively) for 15 min at 37°C with gentle tilting to mix. 

After digestion, the tissues were washed 5 minutes three times with HBSS, and the medium was 

removed and replaced by fresh HBSS medium (without Ca2+ and Mg2+, supplemented with 1.0 

mM sodium pyruvate and 10 mM HEPES buffer). Tissues were gently pipetted up and down with 

a Pasteur pipette to dissociate the cells. After a decantation step of 5 min at room temperature, 

supernatants were transferred in a 50 ml tube with 36 mL of neurobasal medium (Invitrogen) 

supplemented with 0.5 mM GlutaMAX-I (Life Technologies), 10 mM HEPES buffer, B27 

supplement (Life Technologies), gentamycin and 10% (vol/vol) of Horse serum (Life 

Technologies). This step was performed twice to increase the final amount of cells. Cells were 

then seeded at 2x105 cells/cm2 and grown on collagen+poly-D-lysine (3:1 for a final 

concentration at 50 µg/mL for both)-treated glass coverslips in the same medium, which was 
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replaced by fresh neurobasal medium without horse medium the next day. The medium was 

changed every 2 days after and the cultures were ready for infection after 7 days in culture. 

 

Infection of human cell lines and primary mouse CNS cultures. 

The HRT-18 and LA-N-5 cells as well a primary mouse CNS cell cultures were infected at 

a defined MOI of 0.1, or mock-infected and then incubated at 33°C (HRT-18) or 37°C (LA-N-5 

cell line and primary cultures), for 2 h (for virus adsorption), and incubated at 33°C with fresh 

MEM-alpha supplemented with 1% (vol/vol) FBS (for HRT-18 cells) or at 37°C with fresh 

neurobasal medium with B27-GlutaMAX-I (for primary murine CNS cell cultures) or at 37°C with 

fresh RPMI medium supplemented with 2.5% (vol/vol) FBS (for LA-N-5 cells) for different periods 

of time. 

 

Mice, survival curves, body weight variations and evaluation of clinical scores. 

Female BALB/c mice (Jackson Laboratories) aged 22 days post-natal (dpn) or 10 dpn 

were inoculated respectively by the IC route with 102.5 or the intranasal route with 103.25 of 50% 

tissue culture infective doses (TCID50) recombinant virus, as previously described [14]. Groups 

of 10 mice infected by each recombinant virus were observed on a daily basis over a period of 

21 dpi, and survival and weight variations were evaluated. Clinical scores were evaluated using 

a scale with 4 distinctive levels (0 to 3); where 0 was equivalent to the asymptomatic mouse; 1 

for mice symptoms of abnormal flexion of the four limbs [10]. Mice presenting social isolation, 

ruffled fur, hunched backs and weight loss were classified as number 2 and number 3 was 

attributed to mice that were in moribund state or dead. This neurological scale was adapted from 

Burrer et al. already published for several viruses [26]. 

 

Evaluation of infectious virus production. 

Mouse brain and spinal cord tissues or cell culture supernatants were processed for the 

presence and quantification of infectious virus by an indirect immunoperoxidase assay (IPA) on 

HRT-18 cells, as previously described [62]. Briefly, HRT-18 cells were incubated with the mouse 

primary antibody 4.3E4 (dilution 1/50) that detects the S protein of HCoV-OC43. After three PBS 

washes, cells were incubated with a secondary horseradish peroxidase-conjugated goat anti-

mouse immunoglobulin antibody diluted 1/500 (Kirkegaard & Perry Laboratories). Finally, 

immune complexes were detected by incubation with 0.025% (wt/vol) 3,3-diaminobenzidine 
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tetrahydrochloride (Sigma-Aldrich) and 0.01% (vol/vol) hydrogen peroxide in PBS 1X, and 

infectious virus titers were calculated by the Karber method, as previously described [62].  

 

Immunohistochemistry/immunofluorescence. 

For immunohistochemistry, perfusion with 4% (wt/vol) paraformaldehyde (PFA) was 

performed on five infected BALB/c mice for each recombinant virus, every 2 days, between 1 

and 15 dpi. Sagittal brain sections were prepared at a thickness of 60 μm with a Lancer 

Vibratome. Serial sections were collected and incubated overnight with primary antibodies, as 

previously described [11]. For detection of viral antigens, 1/1000 dilutions of ascites fluid from 

the 4.E.11.3 hybridoma secreting a murine monoclonal antibody against the viral N protein were 

used [8]. Astrocytes were identified with a rabbit anti-glial fibrillary acidic protein antibody (GFAP; 

Dako) diluted 1/500, and activated macrophages/microglia by a rabbit anti-Iba 1 (Wako) diluted 

1/500 for 10 day-old BALB/c mice, or a rat anti-Mac 2 monoclonal antibody diluted 1/50 for 21 

day-old female BALB/c mice. For immunofluorescence staining, primary murine CNS cell 

cultures were washed with sterile PBS and then fixed with 4% (wt/vol) paraformaldehyde for 30 

min at room temperature. After washing, cells were permeabilized with 100% methanol at -20°C 

for 5 min. The samples were then incubated with primary antibodies: a polyclonal rabbit anti-glial 

fibrillary acidic protein (GFAP) antibody (1/1000; Dako), and a monoclonal mouse anti-S protein 

antibody (1/2 of 4.3.E4 hybridoma supernatant) (S3 Fig) or polyclonal rabbit anti-S protein of the 

bovine coronavirus (BCoV) at 1/1000 dilution and a monoclonal mouse anti-microtubule-

associated protein 2 (MAP2) antibody (at a dilution of 1/1000), 1 h at room temperature. After 

three washes with PBS, cells were incubated in the dark for 1 h at room temperature with the 

secondary fluorescent antibodies Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit (1/1000; Life Technologies) or 

Alexa Fluor 488 anti-mouse (1/1000; Life Technologies). After three PBS washes, tissue 

sections were incubated for 5 min at room temperature with 4’,6-diamidino-2 phenylindole 

(DAPI; 1 µg/ml; Life Technologies) washed once with PBS and water and then mounted with 

Immuno-Mount mounting medium (Fisher Scientific). Immuno-histochemical and fluorescent 

staining were observed under a Nikon Eclipse E800 microscope with a QImaging Retiga-EXi 

Fast 1394 digital camera using Procapture system software. 

 

Protein extraction and Western blot analysis. 

Proteins in the cell culture medium and cell-associated proteins were extracted using RIPA 

buffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7.4, 1% (v/v) NP-40, 0.25% (w/v) sodium deoxycholate, 1 
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mM EDTA) supplemented with the Protease cocktail inhibitor (Sigma) and the Halt-Phosphatase 

inhibitor (Pierce). Harvested cells were pipetted up and down into RIPA buffer, incubated on ice 

for 20 min, centrifuged for 10 min at 4 °C at 17,000×g and supernatants were stored at −80 °C 

until further analyzed. Protein concentrations were determined using the BCA Protein assay kit 

(Novagen), according to the manufacturer's instructions. Equal amounts of proteins were 

subjected to SDS-PAGE using a Criterion 4-12% gradient gel, or a Tris-Glycine 4–15% gradient 

gel, transferred to PVDF membrane with a semi-dry trans-blot apparatus (BIO-RAD). 

Membranes were blocked overnight at 4 °C with TBS buffer containing 1% (v/v) Tween (TBS-T) 

and 5% (w/v) non-fat milk, then incubated with the monoclonal mouse anti-S protein antibody 

4.3E4 (hybridoma supernatant 1/2) for 1 h at room temperature. After three washes of 10 min 

with TBS-T, the membranes were incubated with a secondary anti-mouse antibody coupled to 

horseradish peroxidase (GE Life Sciences) and detection was performed using the enhanced 

chemiluminescence (ECL) kit (BIO-RAD) using Kodak-X-Omat L-S film (Kodak). 

 

Transmission electron microscopy. 

For the observation of viral particles by Transmission Electron Microscopy (TEM), 200 µL 

of the supernatant of infected mixed primary cultures of murine CNS were ultracentrifuged on a 

nickel grid at 50,000 rpm for 5 min. The grids were then dried with bibulous paper before 

negative staining of 1 min with a drop of 3% phosphotungstic acid (PTA).  

 

Infectivity assay. 

Real time RT-PCR for the absolute quantitation of viral RNA (genome) in viral stocks and 

during infection of LA-N-5 cells, was modified from Vijgen and collaborators [63] using the 

Taqman technology and the use of cRNA standards for the generation of a standard curve and 

to evaluate the absolute number of viral genome in samples with the MEGAshortscript kit 

(Ambion/Life Technologies) [63, 64]. Briefly, total RNA was extracted with the Qiazol reagent 

(Qiagen) for HRT-18 cell culture supernatant to evaluate the amount of viral genome in virus 

stock and with Qiagen RNeasy mini extraction kit according to the manufacturer's instructions for 

total RNA extraction following infection of LA-N-5 cells at 0.5, 2, 4, 8, and 16 hpi. cRNA 

standards were constructed exactly as described elsewhere made as previously described [63]. 

RNA concentrations were evaluated in all samples and quantified using a ND1000 

spectrophotometer (Nanodrop). Real-time quantitative RT-PCR was performed with the 

TaqMan-RNA-to-CT 1-Step kit (Applied Biosystems/Life Technologies) in a 20 µL reaction 
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mixture with 10 µL of 2x TaqMan RT-PCR Mix (containing ROX as a passive reference dye), 

900 nM of forward and reverse primers, and 200 nM of FAM BHQ1-TP probe. Four µL of 

extracted RNA for supernatant samples and cRNA standards (serial dilutions), or 0.5 µg of total 

RNA for cell-associated (LA-N-5 cells infection) were used for the reaction. Amplification and 

detection were performed in a StepOnePlus Realtime PCR system apparatus and analysis were 

performed with the StepOne software version 2.3 (Applied Biosystems).      

 

Synthetic peptides and in silico cleavage assay.  

         The synthetic peptides N-322: VDYSKNRRSRGAITTGY; sequence of rOC/ATCC 

reference virus S protein (amino acid 748-764) and N-321: VDYSKNRRSRRAITTGY; sequence 

of rOC/SG758R virus S protein (amino acid 748-764) were made in-house at the laboratory of Dr. 

Robert Day. The underlined amino acid represents the G758R polymorphism between reference 

and clinical isolates. Briefly, recombinant PC enzymes were first titrated using the Dec-RVKR-

chloromethylketone inhibitor. Cleavage assays of coronavirus derived peptides (42 µg/tube) 

were carried out with 5 nM of each PC with BSA in a final volume of 80 µl. The reaction was 

stopped with TFA (1% final). HPLC analysis (0-30% acetonitrile gradient, 0.5%/min) was done 

and quantification was obtained with peak area relative to T=0 min. Peaks obatined were also 

collected and identified using MALDI-TOF. 

 

Statistical tests. 

For cell experiments, statistical analysis were conducted by one-way analysis of variance 

(ANOVA), followed by Tukey’s post hoc test, or a t-test. For mice experiments, results were 

compared using two non-parametric statistical tests: Kruskal-Wallis and Mann-Whitney. Survival 

rates were plotted as Kaplan–Meier survival curves and were compared using the log rank 

(Mantel–Cox) test. Statistical significance was defined as p < 0.05. 
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Résumé 

 

 Les coronavirus humains (HCoV) sont des pathogènes respiratoires qui peuvent être 

associés au développement de maladies neurologiques, en raison de leurs propriétés neuro-

invasives et neurotropes. L'infection par le coronavirus est largement contrôlée par la 

glycoprotéine de surface S, car elle possède à la fois des capacités de liaison au récepteur 

et de fusion membranaire. En tant que telle, la glycoprotéine S peut être clivée à des sites 

spécifiques et est donc un déterminant crucial du tropisme tissulaire et cellulaire. Une 

caractéristique importante est que les événements de clivage protéolytique qui conduisent à 

la fusion membranaire peuvent se produire à la fois entre les domaines de liaison (S1) et de 

fusion (S2) du récepteur (S1/S2), et à proximité du peptide de fusion dans la partie S2 (S2'). 

Dans cette étude, nous avons montré que les deux sites S1/S2 et S2' présents dans la 

protéine S, sont importants pour une infection optimale dans le SNC ainsi que pour la 

neurovirulence. Alors qu'un clivage efficace à S1/S2 est associé à une neuropropagation et 

une neurovirulence diminuées, le site S2' semble essentiel pour une infection virale efficace. 

Il semble jouer un rôle important dans l'entrée et dans la propagation virale dans les cellules 

neuronales et dans le SNC de la souris. De plus, nos résultats soulignent l'implication 

importante des deux sites de clivages dans la protéine S et et nous permettent 

potentiellement d'identifier les protéases de l’hôte impliquées dans les processus qui peuvent 

directement régir la gravité et /ou la nature de la neuropathogenèse par HCoV-OC43. Pris 

dans leur ensemble, nos données pointent vers deux cibles thérapeutiques potentielles dans 

la protéine S: (1) le clivage efficace au site S1 / S2 par les protéases hôtes et (2) 

l'inactivation du site S2' pour prévenir ou au moins réduire la neuroinvasion, la 

neuropropation, et neurovirulence associée potentielle dans le SNC humain. 
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Abstract 

Human coronaviruses (HCoV) are respiratory pathogens that may be associated with 

the development of neurological diseases, in view of their neuroinvasive and neurotropic 

properties. Coronavirus infection is largely controlled by the spike envelope glycoprotein (S) 

since it bears both receptor binding and membrane fusion capabilities. As such, the S 

glycoprotein can be cleaved at specific sites and is thus a crucial determinant of tissue and 

cell tropism as well as host range. One important key feature is that the proteolytic cleavage 

events that lead to membrane fusion can occur both at the interface between the receptor 

binding (S1) and fusion (S2) domains (S1/S2), as well as in a position adjacent to a fusion 

peptide within S2 (S2’). In the present study, we found that both the S1/S2 and S2’ sites 

present in the HCoV-OC43 S protein are important for optimal infection in the CNS as well as 

neurovirulence. Whereas efficient cleavage at S1/S2 is associated with decreased 

phenotypes, potentially cleavable putative S2’ site appears to be essential for efficient viral 

infection, from entry to propagation between neuronal cells in culture and in the mouse CNS. 

Furthermore, our results underline the important implication of both cleavable sites in the S 

protein and potentially identify host proteases involved in processes that may directly govern 

the severity and/or nature of HCoV-OC43 neuropathogenesis associated with neuronal 

propagation in different discrete regions of the CNS. Taken together, our data point towards 

two potential therapeutic targets in the S protein: (1) cleavage at the S1/S2 site by host 

proteases and (2) inactivation of cleavable S2' site to prevent or at least reduce 

neuroinvasion, neuropropation, and potential associated neurovirulence in human CNS. 

 

 

 

 

  



 

176 
 

 

  



 

177 
 

 

Author Summary 

Human coronaviruses (HCoV) are respiratory pathogens involved in a sizable proportion 

of common colds. They have over the years been associated with the development of 

neurological diseases, given their demonstrated neuroinvasive and neurotropic properties. 

For several coronavirus species, including HCoV-OC43, the spike (S) protein was shown to 

be a major factor of virulence in the central nervous system (CNS), and was important for 

viral entry and propagation in neuronal cells. To evaluate the relative importance of cleavable 

S1/S2 and S2' sites present in the S protein and to characterize their role in neuroinvasion, 

virus spread within the CNS, and associated neurovirulence, we compared the development 

and outcome of CNS infection by three different HCoV-OC43 variants. Our data revealed 

that cleavage at S1/S2 site of S glycoprotein decreases virus propagation and virulence, 

whereas cleavage at S2' site is necessary for efficient infection and neurovirulence. 

Understanding mechanisms of viral entry in neuronal cell and propagation to neighboring 

cells is essential to better design therapeutic strategies. Positively or negatively influencing 

cleavage at both S1/S2 and S2 sites in the S glycoprotein represent a potential therapeutic 

strategy to prevent infection by HCoV-OC43 in human CNS, therefore preventing potential 

neurological disorder in humans.  
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Introduction 

Coronaviruses are a wide-ranging family of viruses that infect many species of birds 

and mammals, including humans (Woo et al., 2009). Human coronaviruses (HCoV) are 

enveloped positive-stranded RNA viruses belonging to the family Coronaviridae in the order 

Nidovirales and are mostly responsible for upper respiratory tract infections (Talbot PJ et al., 

2008). Over the years, evidence has accumulated to support the idea that HCoV, being 

opportunistic pathogens, can be associated with other pathologies, including neurological 

diseases (Arabi et al., 2015, Forgie et al., 2009, McGavern et al., 2011, Riski et al., 1980, 

Yeh et al., 2004). We have previously shown that -229E and -OC43 strains are naturally 

neuroinvasive and neurotropic in humans CNS (Desforges et al., 2014a) and that they can 

infect and persist in human neural (neuronal and glial) cells (Arbour et al., 1999a, Arbour et 

al., 1999b, Bonavia et al., 1997) and in humans brains (Arbour et al., 2000). Moreover, the -

OC43 strain induces encephalitis in susceptible mice, with neurons being the main target of 

infection (Jacomy et al., 2010, Jacomy et al., 2003) and has  been potentially associated with 

cases of fatal encephalitis (S. Morfopoulou et al., 2016) and acute disseminated 

encephalomyelitis (Yeh et al., 2004) in immunodeficient children. 

Coronavirus infection is largely controlled by the spike surface envelope glycoprotein 

(S) since it bears both receptor binding and membrane fusion capabilities (Masters, 2013, 

Vlasak et al., 1988b). As such, the S glycoprotein is a crucial determinant of tissue and cell 

tropism as well as host range. At each step of coronavirus entry, which includes receptor 

binding, activation of fusion, and internalization, a multitude of mechanisms and strategies 

have evolved (Belouzard et al., 2012). Coronaviruses can enter in cells via fusion either 

directly at the cell surface or can be internalized through the endosomal pathway. The 

Murine coronavirus (MuCoV) is a prime example of the flexibility in entry mechanisms used. 

Indeed, a variant of the mouse hepatitis virus strain 4 (MHV-4) was shown to be able to fuse 

directly at the cell surface at neutral pH and also enter cells through an endocytic route 

(Nash et al., 1997).  

Several class 1 viral fusion proteins, such as the coronavirus S protein, are 

proteolytically processed during infection of the host cell, a mechanism that is often essential 

for the initiation of infection of receptor-bearing cells, tissue tropism and in eventual 

pathogenesis (B. J. Bosch et al., 2003, Gallagher et al., 2001, Klenk et al., 1994, Millet et al., 

2014b). A range of different proteases can cleave and activate the coronavirus spike (S) 

(Belouzard et al., 2012). As such, coronaviruses may be considered to be viruses that can 

adapt well to new environments based on protease availability, along with the more 

conventional receptor-binding aspects of viral tropism. Another key feature of the coronavirus 

S protein is that the proteolytic cleavage events that lead to membrane fusion can occur both 
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at the interface between the receptor binding (S1) and fusion (S2) domains (S1/S2), as well 

as in a position adjacent to a fusion peptide within S2 (S2’) (Belouzard et al., 2009, Yamada 

et al., 2009a). Fusion activation can be activated by low pH, receptor binding, or a 

combination of the two, with the cleavage event typically occurring in the vicinity of the viral 

fusion peptide, which becomes exposed upon activation-dependent conformational changes 

of the spike protein and initiates the fusion reaction following its insertion into the host cell 

membrane (Lai AL, 2005). Moreover, its cleavage by different types of host proteases, 

including furin-like proteases, is involved in various steps of coronavirus infection (de Haan et 

al., 2004, Follis et al., 2006, Simmons et al., 2011). 

 For several coronavirus species, including HCoV-OC43, the spike (S) protein was 

shown to be a major factor of virulence in the central nervous system (CNS) (Jacomy et al., 

2010, Le Coupanec et al., 2015). We have reported that persistent HCoV-OC43 infections of 

human neuronal and glial cell lines led to the appearance of point mutations in the S 

glycoprotein gene (St-Jean et al., 2006b) and that these mutations were sufficient to 

significantly increase neurovirulence and modify neuropathology in mice (Jacomy et al., 

2010). Moreover, a predominant mutation identified in the S gene of viruses detected in 

clinical isolates (Gly758Arg), introduces a furin-like protease cleavage site RRSR↓R in the 

viral S glycoprotein and modulates neurovirulence in mice (Le Coupanec et al., 2015) 

 In the present study, we have shown that even though the route of neuroinvasion 

remained the same as the reference virus, the dissemination capacities of recombinant 

viruses with mutated S1/S2 and S2’ sites were partially abrogated, as well as neurovirulence. 

Therefore, our results demonstrate the implication of potential cleavage sites (S1/S2 and S2') 

in neurovirulence abilities of HCoV-OC43 and identify processes that may directly govern the 

severity and/or nature of HCoV-OC43 neuropathogenesis associated with neuronal 

propagation in different discrete regions of the CNS. Inhibitors of host cell proteases, 

including TMPRSS, cathepsins and proprotein-convertases, have been proposed as 

potential antiviral therapeutics for coronavirus infections, in particular for the treatment of 

SARS and MERS infections (Bergeron et al., 2005, Gierer et al., 2013, Millet et al., 2014a, 

Simmons et al., 2013) and our data indicate that these proteases could also represent 

relevant targets in order to modulate the S protein cleavage, especially at the S2’ site, thus 

reducing CNS infection and potential neurovirulence of HCoV-OC43 in humans. 
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Results 
 
Mutation at putative S protein cleavage site influences HCoV-OC43 infectivity 

and entry in infected cells. 

Most coronaviruses (CoVs) have their S protein cleaved by host cell proteases at 

some point during infection at either the S1/S2 position (between S1 and S2 region of the S 

protein) or at a second site named S2’ located just upstream a putative fusion peptide (in the 

S2 region of S) (Belouzard et al., 2009, Glowacka et al., 2011, Le Coupanec et al., 2015, 

Millet et al., 2014a, Millet et al., 2015). We previously reported that cleavage of the HCoV-

OC43 S protein at S1/S2 site by host-cell proteases was not crucial for viral infectivity, but 

was an important determinant of virus spreading in CNS. By homology to other CoVs, we 

previously suggested (Le Coupanec et al., 2015) that a second type of cleavage site (S2’), 

which has been predicted by others using bioinformatics analysis and modeling (Millet et al., 

2015) was present in the HCoV-OC43 S protein (Fig. 1A) and we wished to evaluate its 

importance during infection as was observed for other CoVs (Belouzard et al., 2009, Bertram 

et al., 2013, Glowacka et al., 2011, Millet et al., 2014a, Millet et al., 2015) . We thus sought to 

investigate the potential biological relevance of the viral sequence KASSRS, located in the 

HCoV-OC43 S protein in the putative S2' cleavage site before the peptide fusion (amino acid 

899 to 904). Accordingly, making use of our cDNA infectious clone (pBAC-OC43FL) (St-Jean 

et al., 2006a), we wished to push further our understanding of the S cleavage mechanism 

and evaluate the relative involvement of the identified S1/S2 and putative S2' cleavage sites 

(Fig. 1A), during infection. Using recombineering (Tischer et al., 2010), different cDNA 

molecular infectious clones, mutated at either putative site of cleavage (S1/S2; pBAC-

OC/SG758R) and (S2’; pBAC-OC/SR903A) or at both sites at the same time (S1/S2 and S2’; 

pBAC-OC/SG758R-R903A) were obtained with their corresponding cleavage site presented in 

figure 1A. Transfection of BHK21 cells with the different cDNA molecular infectious clones 

was performed, followed by amplification in HRT-18 cells to produce infectious viruses (St-

Jean et al., 2006a). Using 3 different cDNA molecular infectious clones for the double mutant 

(pBAC-OC/SG758R-R903A) (for which the entire S gene was sequenced), we were never able to 

harvest any detectable infectious viral particles compared to reference and single mutant 

viruses, even with a limit of detection of 0.5 TCID50/mL (Fig. 1B) after transfection (BHK-P0), 

and two rounds of viral amplification (HRT-P2), suggesting that both identified S1/S2 and 

putative S2’ cleavage sites both play  a role in the capacity to produce infectious virus. As 

seen in figure 1C, RT-PCR analysis on the HCoV-OC43 E gene revealed that transfections 

of all infectious clones produced viral RNA at comparable level in BHK21 cells (Fig. 1C) but 

that the presence of this viral RNA was already lost for double mutant after the first viral 

amplification in HRT-18 cells (HRT-P1; Fig. 1D), a result that probably explains the 
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incapacity to detect infectious virus in HRT-18 even after two rounds of amplification (HRT-

P2; Fig. 1B). Given that no difference in viral infectivity between the rOC/SG758R mutant virus 

and reference rOC/ATCC virus was observed in our previous study (Le Coupanec et al., 

2015), we sought to evaluate if the inactivation of S2' putative cleavage site could impact this 

important parameter of infection. Our data revealed no difference in infectivity, defined as the 

ratio of infectious particles over total particles (Le Coupanec et al., 2015), between the three 

variants in viral stocks that were produced in human epithelial HRT-18 cells (Fig. 1E). 

Although no difference on viral infectivity was observed between the three variants in 

epithelial cells, (which all produce an average of 1 infectious viral particle for each 100 total 

particles), we then compared the capacity of each virus to enter neuronal LA-N-5 cells and 

determined that reference rOC/ATCC entered cells more efficiently than rOC/SG758R and 

rOC/SR903A mutants (Fig. 1F). Indeed, after 20min of incubation at 37°C, an average of only 

5% of rOC/SR903A mutant virus entered cells compared to rOC/SG758R and rOC/ATCC viruses 

for which 12% and 27% was calculated respectively. Consequently, during the first stages of 

entry, reference rOC/ATCC virus entered cells twice as fast as the mutant rOC/SG758R, which 

in turn, also entered cells twice as fast as the mutant rOC/SR903A. However, when evaluating 

entry globally by calculating the slope over a 50min time span, the difference between 

rOC/ATCC and mutant rOC/SG758R was no more significant, in contrary to mutant rOC/SR903A 

for which the difference with the two other viruses remained significant. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Mutation in S1/S2 and S2' site does not impaired viral infectivity of HCoV-OC43 in 
epithelial cell, but does in neuronal cell. (A) Representation of the full-length HCoV-OC43 genome 
found within the pBAC-OC43FL infectious clone with a schematic representation of the HCoV-OC43 
S gene with the two cleavage sites: S1/S2 and putative S2' cleavage site (black arrows). The S 
protein is composed of two subunits, the S1 region that is composed of receptor binding domain 
(RBD) and hypervariable region (HVR), and the S2 region, composed by the fusion subunit. L: linker 
region between S1/S2 and S2' sites, FP: putative fusion peptide, HR1: heptad repeat 1, HR2: heptad 
repeat 2, TM: transmembrane domain, E: endodomain. Not drawn to scale. Data in table represent 
corresponding cleavage sequences of the different mutant virus, including reference pBAC-OC43

FL
. 

(B) Infectious virus production evaluated after transfection of BK21 cells (BHK-P0), and two rounds 
of amplification in HRT-18 cells (HRT-P1 and P2). RT-PCR analysis for the presence of viral RNA 
after transfection of BHK21 (C): lane 1 is negative ctrl; lane 2 is wild type pBAC-OC43FL; lane 3 is 
pBAC-OC43/SG758R; lane 4 is clone 1 of pBAC-OC43/SR903A; lane 5 is clone 2 of pBAC-
OC43/SR903A; lane 6 is clone 1 of pBAC-OC43/SG758R-R903A;  lane 7 is clone 2 of pBAC-
OC43/SG758R-R903A; lane 8 is clone 3 of pBAC-OC43/SG758R-R903A. RT-PCR analysis for the 
presence of viral RNA after two rounds of amplification (infection) in HRT-18 cells (D): lane 1 is 
negative ctrl; lane 2 is positive ctrl; lane 3 comes from clone 1 of pBAC-OC43/SG758R-R903A;  lane 
4 comes from clone 2 of pBAC-OC43/SG758R-R903A; lane 5 comes from clone 3 of pBAC-
OC43/SG758R-R903A; lane 6 comes from clone 1 of pBAC-OC43/SR903A; lane 7 comes from clone 2 
of pBAC-OC43/SR903A; lane 8 comes from pBAC-OC43/SG758R; lane 9 comes from wild type 
pBAC-OC43FL. (E) Infectivity assay between viruses: quantification of viral RNA in viral stock 
(absolute quantity in RNA copy representative of total viral particles) over the number of infectious 
particles in viral stocks produced on the HRT-18 cells. (F) Differentiated human neuroblastoma cell 
line (LA-N-5) was incubated 1hre on ice with either rOC/ATCC, rOC/SG758R or rOC/SR903A at maximal 
MOI 1. Then, 24- well plates were incubated 20, 30 and 50min at 37°C. After incubating time, medium 
was removed and new medium with chloroquine (200nM) was added. Incubation were done for 
16hres at 37°C with CO2. Positive controls were incubated for 16hres without chloroquine. Then, 
viral entry was evaluated by immunofluorescence assay and quantified with Cell profiler software. 
Relative infection was done on reference virus rOC/ATCC. Table below panel F represents the slope 
calculated over a 50min time period. 
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epithelial cell, but does in neuronal cell. (A) Representation of the full-length HCoV-OC43 genome 
found within the pBAC-OC43FL infectious clone with a schematic representation of the HCoV-OC43 
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Cathepsin B and L are possible players in S glycoprotein putative cleavage at 

S2' site. 

 In order to evaluate if the putative cleavage at the S2' site of the viral S protein could 

be activated, we made use of the differentiated LA-N-5 neuronal cell line and confirmed 

previous results (Le Coupanec et al., 2015) showing that the cleavage of the S protein in 

S1/S2 fragments was predominantly detected in the LA-N-5 cell culture supernatant for 

mutant rOC/SG758R mutant virus (Fig. 2A) compared to the protein associated with cells (Fig. 

2B). Secondly, our results also show a very faint intermediate size band between the 

uncleaved and S1/S2 cleaved forms of the S protein for reference virus and rOC/SG758R 

mutant virus which we also already previously reported (Le Coupanec et al., 2015) (Fig. 2A-

B, black arrow). Proteases associated with the endocytic pathway have been shown to 
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modulate infection by many different coronavirus (Belouzard et al., 2009, Glowacka et al., 

2011, I. C. Huang et al., 2006a, Qian et al., 2013, Qiu et al., 2006, Regan et al., 2008, 

Simmons et al., 2005). No data are presented for the rOC/SR903A virus because infection of 

human neuronal LA-N-5 cells is highly inefficient and consequently does not produce enough 

viral proteins (including S) to be detectable. Therefore, we sought to identify which proteases 

could play a role in cleavage of the HCoV-OC43 S glycoprotein by designing synthetic 

peptides, described in detail in materials and methods and representing all viruses at S1/S2 

site: RRSRG (rOC/ATCC) and RRSRR (rOC/SG758R) (Le Coupanec et al., 2015), or at S2' 

site: KASSRS (rOC/ATCC) and KASSAS (rOC/SR903A). As shown in figure 2C, we again 

confirmed previous results (Le Coupanec et al., 2015) showing that furin was effective at 

cleaving the peptides representing the S1/S2 site but that it was much more efficient on the 

peptide containing the sequence of mutant rOC/SG758R virus (RRSRR) than on the one 

containing the rOC/ATCC sequence (RRSRG) and our new data indicate that this proprotein 

convertase has no affinity for the putative cleavage site at S2’ (Fig. 2C). Both cathepsins 

tested were highly active at cleaving peptide representing the S1/S2 site (RRSRG) but only 

cathepsin L was able to cleave peptide RRSRR. Although equal and very efficient cleavage 

was observed for peptide KASSRS and KASSAS in the presence of cathepsin B (Fig. 2D), a 

marked difference was observed in the amount of peptide cleavage during incubation of 

cathepsin L with these two peptides representing the reference S2' cleavage site (KASSRS) 

and mutated S2' site (KASSAS) (Fig. 2E). Indeed, cleavage of peptide KASSRS was clearly 

complete in the presence of cathepsin L, whereas 1/3 (33%) of peptide KASSAS remained 

uncleaved. Even though, these results are obtained in silico, they presage that, during 

infection, both cathepsin B and cathepsin L could cleave the S glycoprotein at the S2' site but 

that the cleavage by cathepsin L would be less efficient for the mutated site in the rOC/SR903A 

mutant virus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Cathepsin B and L are potential players in S glycoprotein cleavage at S2' site. The 
differentiated human neuroblastoma cell line (LA-N-5) was infected with rOC/ATCC or 
rOC/SG758R at MOI 0.1. Proteins in association with cell or in supernatant were extracted at 48 
hpi, and protein state were analyzed. Western blot analysis of cell culture supernatant (A) or 
whole cell lysates (B) (10 μg of proteins) revealed the presence of the uncleaved form of the S 
glycoprotein (180 kDa), and of a cleaved form at around 100 kDa (S1/S2), and probably the 
second cleaved site at around 110 kDa (S2'). Synthetic peptides represented all viruses at 
S1/S2 site: RRSRG (rOC/ATCC; black) and RRSRR (rOC/SG758R; red), or at S2' site: KASSRS 
(rOC/ATCC; green) and KASSAS (rOC/SR903A; blue). Different peptides were in incubated with 
furin (C), cathepsin B (D) or L (E) for 30min, and % of cleaved peptide were measured as 
described in material and methods.   
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hpi, and protein state were analyzed. Western blot analysis of cell culture supernatant (A) or 
whole cell lysates (B) (10 μg of proteins) revealed the presence of the uncleaved form of the S 
glycoprotein (180 kDa), and of a cleaved form at around 100 kDa (S1/S2), and probably the 
second cleaved site at around 110 kDa (S2'). Synthetic peptides represented all viruses at 
S1/S2 site: RRSRG (rOC/ATCC; black) and RRSRR (rOC/SG758R; red), or at S2' site: KASSRS 
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S protein cleavage sites differentially influence entry in neuronal cells. 

 Having shown that cathepsins are able to cleave or not peptides representing the S 

protein S1/S2 and S2’ sites (Fig. 2) and knowing that there are proteases often involved in 

early steps of infection (such as entry) for many viruses, including other CoVs (Belouzard et 

al., 2009, Belouzard et al., 2012, Glowacka et al., 2011, Millet et al., 2014a, Millet et al., 

2015, Qiu et al., 2006, Shirato et al., 2017), we sought to evaluate if they could be implicated 

during infection of neuronal cells by our different viruses. As cathepsins are predominantly 

and typically found in endosomes (cathepsin B) and lysosomes (cathepsin L), where they are 

optimally active at low pH, and as the endocytic path was shown to be used by CoVs (Gierer 

et al., 2013, Simmons et al., 2005, Simmons et al., 2004) we first wanted to evaluate the 

relative importance of these proteases during endocytosis for our three variants. Therefore, 

we first evaluated the effect of pH neutralization on viral entry, with chloroquine being used 
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as neutralization agent of endosomal acidification. Entry of mutant rOC/SR903A virus was 

mostly affected when endosomal pH was neutralized compared to other viruses in LA-N-5 

cells in a dose-dependent manner. Indeed, 10nM of chloroquine significantly decreased 

mutant rOC/SR903A entry by 80%, whereas this reduction was of 40% for rOC/ATCC and not 

signifant for rOC/SG758R. With higher concentration of chloroquine (50nM), all three variants 

were affected (Fig. 3A). This decrease in viral entry was also observed after treatment with 

NH4Cl and Bafilomycin A1 in LA-N-5 cell (S1 Fig. A-B). Moreover, acidification of endosomes 

was also demonstrated to be necessary for viral entry in primary CNS cultures of mice (S1 

Fig. C). These data suggest that the rOC/SG758R virus, harboring mostly an already cleaved S 

protein (at the S1/S2 site; (Le Coupanec et al., 2015) and Fig. 2) relies less on endocytic 

acidification to enter cells and that, even though a significant difference in acidification-

associated entry was observed between rOC/ATCC and  rOC/SR903A virus, the modification of 

the wild type S2' site (KASSRS); found in both rOC/ATCC and rOC/ SG758R viruses) to 

KASSAS (as in the rOC/SR903A virus) does not prevent viral entry by endosomal pathway.  

 Having shown that endosomal acidification influenced entry with a differential impact 

for each variant and that cathepsins could be implicated in the process, we then sought to 

evaluate the implication of these endosomal proteases in the process (Fig. 3 B-C). For this, 

we infected LA-N-5 cells in the presence of either MLD-28170 (chemical inhibitor of 

cathepsin B; Fig 3B), or Z-FA-FMK (chemical inhibitor of both cathepsin B and L; Fig 3C). In 

both cases, viral entry of rOC/ATCC and rOC/SR903A mutant virus, (which both harbor a 

suboptimal cleavage site at S1/S2) were mostly altered compared to rOC/SG758R virus, for 

which entry inhibition was only 30% when only cathepsin B was inhibited (Fig. 3B) and did 

not exceed 50% when both cathepsins were inhibited (Fig. 3C). All these data suggest that 

the 3 viruses may use the endosomal pathway to enter in neuronal cells and that cathepsins 

have a differential impact associated with the presence or absence of optimal cleavage sites. 

Vesicular stomatitis virus (VSV) was used as a negative control as its glycoprotein G does 

not need to be cleaved by cellular proteases within the endocytic pathway in order for the 

virus to enter (Shirato et al., 2017). 

 Our data suggest that endosomal cathepsins are involved during HCoV-OC43 entry. 

However, other host proteases such as membrane bound TMPRSS may also influence 

coronavirus infection, supposedly  by initiating  direct membrane fusion at the cell surface 

and subsequent viral entry in susceptible cells  as it was reported for other coronaviruses 

(Bertram et al., 2013, Glowacka et al., 2011, Millet et al., 2015, Nash et al., 1997, Shirato et 

al., 2017) . To investigate if TMPRSS are involved in HCoV-OC43 entry in neuronal cells, we 

used the chemical inhibitor camostate mesylate and observed no difference in efficiency of 

entry between viruses in LA-N-5 cells (S2 Fig. A). RT-PCR revealed that TMPRSS2 and 5 

are not expressed in LA-N-5 cells but that TMPRSS5/spinesin, a form of TMPRSS usually 
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expressed in CNS cells, is expressed in murine primary CNS cultures (S2 Fig. B, lane 4). We 

thus tested the implication of TMPRSS5 in these primary neural cells, by performing infection 

in the presence of camostate mesylate (Millet et al., 2015) and found out that, like inhibition 

of cathepsins, entry of rOC/ATCC and rOC/SR903A viruses was more affected than rOC/SG758R 

virus. These data strongly suggest that viruses that harbor a suboptimal cleavage S1/S2 site 

(rOC/ATCC and rOC/SR903A) rely more on cleavage by TMPRSS5 for efficient entry. And 

again, the modification of the wild type S2' site KASSRS (rOC/ATCC) to KASSAS (as in the 

rOC/SR903A virus) does not prevent cleavage by TMPRSS5 and eventual associated entry 

path, such as the proposed fusion at the cell membrane.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3: Endosomal acidification and proteases are necessary for efficient entry of HCoV-OC43 
into neuronal cells. (A) Differentiated human neuroblastoma cell line (LA-N-5) was incubated 
before, during and after infection with different concentration of chloroquine (0, 10, and 50nM). 
Infection were done with either rOC/ATCC, rOC/SG758R or rOC/SR903A at MOI 1. Incubation were 
done for 16hres at 37°C with CO2. Then, viral entry was evaluated by immunofluorescence 
assay and quantified with Cell profiler software. Differentiated human neuroblastoma cell line 
(LA-N-5) was incubated before and during with 20µM of MDL 28170 (B) or 20µM of Z-FA-FMK (C). 
Infection were done with either rOC/ATCC, rOC/SG758R, rOC/SR903A or VSV at maximal MOI 1. After 
infection, medium was removed, and fresh medium with 200nM of chloroquine were added. 
Incubation were done for 16hres at 37°C with CO2. Then, viral entry was evaluated by 
immunofluorescence assay and quantified with Cell profiler software. Results shown are the 
mean values (with standard deviations) of three independent experiments. (D) Mixed primary 
cultures of mice brain were incubated before, during and after infection with 200µM of 
camostate mesylate. Infection was done with either virus rOC/ATCC, rOC/SG758R or rOC/SR903A at 
maximal MOI 0.2 for 16hres at 37°C. Then immunofluorescence assay was performed. After 
fixation, viral antigens were stained in red with mAb against the S viral glycoprotein, and 
neurons in green with a mAb against MAP2. (E) Then, viral entry was evaluated by 
immunofluorescence assay and quantified with Cell profiler software. Relative infection was 
done on reference virus rOC/ATCC. 
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S1 Fig: The cleavage at S1/S2 site in S glycoprotein module viral entry by endosomal pathway. 
Differentiated human neuroblastoma cell line (LA-N-5) was incubated before, during and after 
infection with different concentration of NH4Cl (A) or Bafilomycin A1 (B). Infection were done 
with either rOC/ATCC or rOC/SG758R at maximal MOI 1. Incubation were done for 16hres at 37°C 
with CO2. Then, viral entry was evaluated by immunofluorescence assay and quantified with 
Cell profiler software. (C) Mixed primary cultures of mice brain were incubated before, during 
and after infection with chloroquine (0 and 5µM). Cells were infected with rOC/ATCC or 
rOC/SG758R at MOI 0,03. Immunofluorescence assay were done. After fixation, viral antigens 
were stained in red with mAb against the S viral glycoprotein, and neurons in green with a mAb 
against MAP2. 
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S2 Fig: Camostate mesylate does not alter viral entry of rOC/ATCC and rOC/SG758R mutant virus 
in LA-N-5 cell. (A) Differentiated human neuroblastoma cell line (LA-N-5) was incubated before, 
during and after infection with 200µM of camostate mesylate.  Infection was done with either 
rOC/ATCC or rOC/SG758R at maximal MOI 1. Incubation were done for 16hres at 37°C with CO2. 
Then, viral entry was evaluated by immunofluorescence assay and quantified with Cell profiler 
software. (B) Polymerase chain reaction were done on LA-N-5 cell and on mixed primary culture 
of mice brains to determine the presence of TMPRSS RNA. 1: molecular weight marker, 2: 
human TMPRSS5 in LA-N-5, 3: human TMPRSS2 in LA-N-5, 4: murine TMPRSS5 in primary 
mixed cultures of mice brain, 5: murine TMPRSS2 in primary mixed culture of mice brain, 6: 
negative control (water).  
 

 

Figure 4: The S2' site in S glycoprotein is necessary to efficiently produce infectious viral 
particles and for high propagation in neuronal cell culture. The differentiated human 
neuroblastoma cell line (LA-N-5) was infected with rOC/ATCC, rOC/SG758R or rOC/SR903A at MOI 
0,2. Mixed primary cultures from mice brain were infected with rOC/ATCC, rOC/SG758R or 
rOC/SR903A at MOI 0,03. Kinetics of infectious virus production in cell culture supernatant (free 
virus) of LA-N-5 cell (A) and mixed primary cultured (B) was performed. Results were significant 
(* P≤0.05, ** P≤0.01 and *** P≤0.01). Kinetics of viral propagation were quantified in LA-N-5 cell 
between 8 and 72 hpi after infection at MOI 0,2 (C). Results shown are the mean values (with 
standard deviations) of three independent experiments. Immunofluorescence assay was also 
done in LA-N-5 cell. After cell fixation with PFA 4%, viral antigens were stained in green with 
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The arginine in the S2' site in the S glycoprotein is necessary to produce 

infectious viral particles that will efficiently propagate in neuronal cell culture. 

  To complete our investigation on the role of the S2' site during HCoV-OC43 infection, 

we evaluated the kinetics of viral replication and spreading in LA-N-5 human cells and in 

mixed primary CNS cultures over a period of 72hpi (Fig. 4). Interestingly, even though, as 

previously shown (Le Coupanec et al., 2015), the infection was productive for rOC/ATCC and 

rOC/SG758R in the human neuronal cell line (Fig. 4A) and in primary CNS cultures (Fig. 4B), 

the mutant rOC/SR903A was not able to produce an increasing amount of infectious viral 

particles in both neuronal cell cultures supernatant between 12 and 72hpi (Fig. 4A-B). 

Immunofluorescence assay revealed that the reference rOC/ATCC virus spread significantly 

better than mutant rOC/SG758R virus, which in turn, presented a more efficient spreading than 

the rOC/SR903A mutant virus (Fig. 4C-D). In addition to a potential problem during entry in 

neuronal cells, this last mutant virus, which harbor only the one mutation (R903A), was 

almost completely unable to spread compared to the other two viruses.  
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particles and for high propagation in neuronal cell culture. The differentiated human 
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0,2. Mixed primary cultures from mice brain were infected with rOC/ATCC, rOC/SG758R or 
rOC/SR903A at MOI 0,03. Kinetics of infectious virus production in cell culture supernatant (free 
virus) of LA-N-5 cell (A) and mixed primary cultured (B) was performed. Results were 
significant (* P≤0.05, ** P≤0.01 and *** P≤0.01). Kinetics of viral propagation were quantified in 
LA-N-5 cell between 8 and 72 hpi after infection at MOI 0,2 (C). Results shown are the mean 
values (with standard deviations) of three independent experiments. Immunofluorescence 
assay was also done in LA-N-5 cell. After cell fixation with PFA 4%, viral antigens were stained 
in green with mAb against the S viral glycoprotein. Cell were counted with Cell profiler 
software. Immunofluorescence picture of LA-N-5 cell are shown in (D). Kinetics of viral 
propagation are also shown for mixed primary cultures from mice brain at 8 and 16 hpi (E). 
Infection was done at MOI 0,03. After fixation, viral antigens were stained in red with mAb 
against the S viral glycoprotein, and neurons in green with a mAb against microtubule-
associated protein 2 (MAP2).  
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Viral propagation in brain is delayed for mutant rOC/SR903A virus compared to 

rOC/SG758R and reference wt virus. 

 Having previously shown that S cleavage at the S1/S2 site had an impact on viral 

spreading into neuronal cells (Fig. 4) and within the CNS (Le Coupanec et al., 2015), we 

wished to evaluate if the inefficient propagation in neuronal cells observed for rOC/SR903A (S2' 

mutant) virus could also be observed in mice CNS. After IC injection in C57BL/6 mice, 

spreading of the mutant rOC/SR903A virus was abrogated compared to rOC/ATCC as well as 

rOC/SG758R. Indeed, histological examination of infected brains revealed that, even though 

the infected regions were similar for all 3 viruses, the kinetics of the process were very 
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different (Fig. 5A-B-C). Indeed, whereas rOC/ATCC can already spread in almost all regions 

of the brain at 7dpi (Fig. 5A, left panel), and is able to reach the spinal cord by travelling 

through the brainstem (Fig 5A, right panel), mutant virus rOC/SG758R and rOC/SR903A were 

both less efficient in their spreading within different regions of the brain (Fig. 5B and 5C, left 

panel) as less viral antigens were detected at 7dpi, especially in the brainstem where only 

scares cells appeared infected.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5: rOC/SR903A mutant virus have difficulty to spread in the CNS compared to rOC/ATCC 
and rOC/SG758R after intracerebral inoculation. 22 days-old C57BL/6 mice received 10

1.5
 

TCID50/10µL of rOC/ATCC or rOC/SG758R or rOC/SR903A or PBS by the IC route. (A) Histological 
examination of virus spread within the brain of 22-days old C57BL/6 mice infected with 10

1.5
 

TCID50/10µL of rOC/ATCC, (B) rOC/SG758R or (C) rOC/SR903A by the IC route. Detection of viral 
antigens in whole brain (left picture) or in the brainstem (right picture) of infected mice at 7 dpi. 
White arrows represent infected cells that were stained in green with mAb against the S viral 
glycoprotein. Magnification 10X. (1) is olfactory bulb, (2) pyriform cortex, (3) lateral ventricle, 
(4) hippocampus, and (5) brainstem.  
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Reduced infectious virus production in CNS is associated with a delayed 

presence in the spinal cord for S protein cleavage site mutants.  

Given our observations on in vivo neuropropagation, we wished to evaluate whether 

this correlated with a difference in viral replication in the CNS. Brains and spinal cords were 

harvested and infectious virus production was assayed every 2 days for a period of 21 days. 

A very important reduction in the amount of infectious viral particles in the brain was 

observed for the mutant rOC/SR903A (Fig. 6A) and there was a drastic difference in the 

production of infectious virus between both mutants compared to the rOC/ATCC virus in the 

spinal cord). As previously shown, infectious virus titers of rOC/ATCC were almost identical 

to what was detected in the brain whereas the less virulent mutant rOC/SG758R (Le Coupanec 

et al., 2015) and the avirulent rOC/SR903A poorly reached the spinal cord, as infectious virus 

was detected only in one out of thirty infected mice (Fig. 6B).   

In order to determine if the mutant viruses were able to reach spinal cord even in the 

absence of detectable infectious virus, we wished to investigate for the presence of viral 

RNA, which would indicate that these mutants were able to reach this part of the CNS. 

Between 3 and 13 days post-infection (dpi), RNA were extracted from all spinal cord samples 

where no infectious viral particles have been detected. Our data revealed that viral RNA was 

present for all three viruses but that there was a delay for mutant viruses. Indeed, rOC/ATCC 

RNA was detected as early as 3 days post-infection, whereas viral RNA was first detected 

only at 5 and 7dpi for mutant rOC/SG758R and rOC/SR903A respectively (Fig. 6C) indicating an 

important defect in viral propagation within mice CNS that correlates with the very rare 

detection of infectious virus.   
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Figure 6: Putative S2' cleavage site is essential for efficient replication in CNS. 22 days-old 
C57BL/6 mice received 10

1.5
 TCID50/10µL of rOC/ATCC or rOC/SG758R or rOC/SR903A or PBS by 

the IC route. Production of infectious viral particles was measured in brains (A) and spinal 
cords (B) every 2 days between 3 and 13 dpi. LOD represents the Limit of Detection of 
infectious viral particles. Results shown are the mean values (with standard deviations) of 
three independent experiments. (C) Quantity of viral M RNA of each virus measured by q-RT-
PCR between 3 and 13 dpi every 2 days after intracerebral injection in C57BL/6 mice. Every 

symbol represents one infected mice. 
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HCoV-OC43 capacity to enter CSF is independent of S protein cleavage site 

and is not influenced by infection of ependymal cells surrounding ventricles. 

As both mutant viruses were able to reach the spinal cord (viral RNA detected), despite 

an apparent inefficiency to do that through the brainstem and to produce detectable 

infectious virus, we wished to evaluate the route of spreading through cerebrospinal fluid 

(CSF) for fast spreading towards spinal cord as described for other neurotropic viruses 

(Plakhov et al., 1995, Tuomanen, 1996). Therefore, we infected 22 days-old C57BL/6 mice 

by IC injection with the three viruses separately and evaluated if HCoV-OC43 RNA was 

present in this fluid at 3 and 5dpi. Data revealed that all 3 viruses were found at equivalent 

levels in the CSF between 3 and 5 dpi (Fig. 7A). We also harvested brains after 3 and 5dpi 

for histological observation (Fig. 7 B-C-D and S3 Fig.) and observed that rOC/ATCC virus 

can very efficiently infect non-neuronal cells surrounding the lateral ventricles (Fig. 7B, left 

panel) conversely to both mutant rOC/SG758R and rOC/SR903A viruses, which barely infected 

these cells (Fig. 7B-C, left panel). Observation at higher magnification, revealed that those 

cells were rOC/ATCC virus-infected ependymal cells (Fig. 7B, right panel and S3 Fig.), 

compared to both mutants for which infection was very rarely detected (Fig. 7B-C). These 

results presage another route of propagation for reference virus (rOC/ATCC) within the brain, 

which may have to do with a change in cell tropism as both mutant viruses almost completely 

lost their ability to efficiently infect ependymal cells.  
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Figure 7: Ependymal cells were infected by reference virus, but not by both mutant rOC/SG758R 
and rOC/SR903A viruses. 22 days-old C57BL/6 mice received 10

1.5
 TCID50/10µL of rOC/ATCC or 

rOC/SG758R or rOC/SR903A or PBS by the IC route. (A) Quantity of viral M RNA of each virus was 
measured by q-RT-PCR at 3 and 5 dpi in CSF of C57BL/6 mice after intracerebral injection. 
Every symbol represents one infected mice. (B) Histological examination of virus spread after 5 
dpi of rOC/ATCC, rOC/SG758R (B) or rOC/SR903A (B) were stained in green with mAb against the S 
viral glycoprotein. Left panels represent lateral ventricles and surrounding region in mice brain 
and right panels represent higher magnification of ependymal cells surrounding ventricles.  
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Reference virus rOC/ATCC is more neurovirulent compared to rOC/SG758R and 

rOC/SR903A mutant viruses. 

Having shown that cleavage at the S1/S2 site reduces neurovirulence of HCoV-OC43 

in BALB/c mice (Le Coupanec et al., 2015), possibly associated with a defect in viral 

propagation within the CNS, and considering that such a defect in propagation in the brain of 

C57BL/6 mice was observed for the rOC/SR903A mutant virus compared to the reference 

rOC/ATCC and mutant rOC/SG758R viruses (Fig. 5-7), we decided to evaluate the 

neurovirulent properties of rOC/SR903A. Therefore, 22 days-old C57Bl/6 mice were infected by 

intracerebral injection (IC) and evaluated for survival, neurological symptoms and weight gain 

as previously described for BALB/c mice (Le Coupanec et al., 2015). There was a significant 

difference in survival after inoculation of either virus (Fig. 8A): like the sham control, the 

mutant virus rOC/SR903A, induced no mortality compared to the mutant rOC/SG758R and 

rOC/ATCC virus that induced 10% and 55% of mortality respectively, over a period of 21 

days. We then measured the weight of mice during infection (Fig. 8B), and observed that 

there was a significant delay in body weight gain for the rOC/ATCC and the mutant 

rOC/SG758R virus compared to mutant rOC/SR903A and the sham control. On the other hand, no 

difference in the weight variation was observed between the mutant rOC/SR903A and the sham 

control.  

S3 Fig: Ependymal cells were infected by rOC/ATCC reference virus after IC injection on C57Bl/6 
mice. Ependymal infected cells stained in green with mAb against the S viral glycoprotein. 
Magnification 60X of the Fig.6A.  
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Using a clinical score scale based on neurological symptoms of mice previously 

described (Le Coupanec et al., 2015), we next studied the symptoms of mice after injection 

of mutant viruses compared to reference virus. Mice infected by the mutant rOC/SR903A virus, 

or by the sham control, developed no clinical sign. Conversely, mice infected by the mutant 

rOC/SG758R developed the 4 levels of symptoms, but less frequently (10%) compared to 

reference rOC/ATCC virus-infected mice, which induced encephalitis associated with the 4 

different levels of clinical score more frequently (70% of infected mice) (Fig. 8C). Taken 

together, survival and weight curves coupled with the clinical scores indicate that the mutant 

virus rOC/SR903A was totally avirulent compared to mutant virus rOC/SG758R and reference 

virus after IC inoculation in 22-days old mice.  
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Figure 8: The rOC/SR903A mutant virus is avirulent in 22 days-old C57Bl/6 female mice 
infected by the intracerebral route. 22 days-old C57BL/6 mice received 10

1.5
 TCID50/10µL of 

rOC/ATCC or rOC/SG758R or rOC/SR903A or PBS by the IC route. (A) Survival curves of mice in 
% over a 21 days period. Differences between the three virus variants was significant 
compared to sham control (* P≤0.05, **P≤0.01, *** P≤0.001). (B) C57Bl/6 mice were weighed 
every 2 days over a 21 days period to estimate weight variations, which were expressed in 
%, compared to day 0 (100%). Differences were significant when the three conditions 
(rOC/ATCC, rOC/SG758R or rOC/SGR903A) were compared between 7 and 17 dpi to sham control. 
Evaluation of the clinical scores (percentage of mice at each level of the scale) of mice 
infected by rOC/ATCC, rOC/SG758R or rOC/SGR903A (C) based on neurological symptoms 
described in clinical score scale between level 0 and 4 (see Materials and Methods section).  
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 Mutation at putative S protein cleavage sites reduces infection and early 

propagation among olfactory sensory neurons. 

 Having shown that S2' mutant was totally avirulent and presented a decreased viral 

infectious particle production and neuropropagation in the CNS, we also wished to know if its 

neuroinvasive properties (defined as the capacity to reach the CNS after infecting the 

periphery) were attenuated. We previously reported that cleavage of the HCoV-OC43 S 

protein at S1/S2 site by host-cell proteases was not crucial for neuroinvasion, but was an 

important determinant of virus spreading in CNS. Therefore, 10 days-old C57Bl/6 mice were 

inoculated by the intranasal (IN) route and at 5dpi, brains were harvested and viral RNA 

quantified by RT-qPCR to compare the level of neuroinvasion between reference virus and 

both single mutant viruses (Fig. 9A). Viral RNA was detected in the brain of all infected mice, 

suggesting that neuroinvasion per se was not altered for both mutant viruses, however, the 

copy number of rOC/SR903A virus RNA being significantly reduced may underline a defect in 

early propagation by the olfactory route towards the CNS.     

 In order to evaluate if these differences in viral RNA content could result in a 

difference in cell type infection on the olfactory epithelium, we performed 

immunofluorescence assay at 3 dpi on mice decalcified whole heads after IN inoculation by 

the three viruses as described in Materials and methods. Our data correlated with the 

amount of viral RNA found in the mice brains for all 3 viruses. Indeed, rOC/ATCC (Fig. 9B, 

left panel) was able to efficiently invade and spread in the CNS after IN injection and, 

conversely, both mutants (Fig. 9C-D, left panel), and particularly rOC/SR903A mutant, 

presented a defect in their infection capacities compared to reference virus. These data 

could suggest a modulation of the neuroinvasion properties, especially for the mutant 

rOC/SR903A. On the other hand, observations at higher magnifications revealed that all viruses 

were able to invade CNS by olfactory nerve after infection of olfactory sensory neurons 

(OSN) (Fig. 9; right panel top and bottom) and therefore that they retain their neuroinvasive 

capacity. Reference virus rOC/ATCC was clearly the most efficient virus to infect and spread 

among OSN in the olfactory epithelium (Fig. 9B, right panel top and bottom, that are higher 

magnification of left panel), followed by rOC/SG758R and rOC/SR903A mutants respectively (Fig. 

9C-D, right panel top and bottom, that are higher magnification of left panel). Whereas these 

data could presage a relative defect in neuroinvasion for mutants particularly important for 

rOC/SR903A, the observation that less OSN are infected may rather reveal a decreased 

capacity to propagate between the OSN in the nasal cavity, similar to the delay observed in 

neuronal cell cultures and within the CNS (Fig. 4-5). The decrease in viral antigens in the 

olfactory bulb for both mutant viruses could also result in a defect of viral replication and 

spreading into the CNS, as we have already demonstrated in figure 5 and 6. Together, these 
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data clearly indicate that S1/S2 and mostly S2’ sites in the S protein are important during 

HCoV-OC43 infection of the CNS, going from optimal neuroinvasion associated with the 

olfactory route and even more for downstream propagation. 
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Figure 9: rOC/SR903A mutant viruses is less neuroinvasive compared to rOC/ATCC and 
rOC/SG758R viruses in C57Bl/6 mice after intranasal (IN) injection. 10-days old C57BL/6 mice 
received 10

3.5
 TCID50/10µL of rOC/ATCC or rOC/SG758R or rOC/SR903A or PBS by the IN route. 5 dpi, 

brains were harvested and viral RNA were extracted. (A) quantification of viral M RNA of either 
virus was performed by q-RT-PCR. Every symbol represents one mouse. Differences were 
significant (**P≤0.01, *** P≤0.001). Histological examination of virus spread within the brain after 
IN injection in C57BL/6 mice of rOC/ATCC (B), rOC/SG758R (C) or rOC/SR903A (D). Detection of viral 
antigens in whole brain stained in green with mAb against the S viral glycoprotein are 
presented in left panel. Pictures in right top panel represent olfactory epithelium, and in right 
bottom represent higher magnification of olfactory sensorial infected neurons. Magnification 
10X for left picture and 20X for right picture. (1) is nasal cavity, (2) olfactory bulb, (3) pyriform 
cortex, (4) hippocampus, and (5) brainstem. 
 

 

Figure 9: rOC/SR903A mutant viruses is less neuroinvasive compared to rOC/ATCC and 
rOC/SG758R viruses in C57Bl/6 mice after intranasal (IN) injection. 10-days old C57BL/6 mice 
received 10

3.5
 TCID50/10µL of rOC/ATCC or rOC/SG758R or rOC/SR903A or PBS by the IN route. 5 dpi, 

brains were harvested and viral RNA were extracted. (A) quantification of viral M RNA of either 
virus was performed by q-RT-PCR. Every symbol represents one mouse. Differences were 
significant (**P≤0.01, *** P≤0.001). Histological examination of virus spread within the brain after 
IN injection in C57BL/6 mice of rOC/ATCC (B), rOC/SG758R (C) or rOC/SR903A (D). Detection of viral 
antigens in whole brain stained in green with mAb against the S viral glycoprotein are 
presented in left panel. Pictures in right top panel represent olfactory epithelium, and in right 
bottom represent higher magnification of olfactory sensorial infected neurons. Magnification 
10X for left picture and 20X for right picture. (1) is nasal cavity, (2) olfactory bulb, (3) pyriform 
cortex, (4) hippocampus, and (5) brainstem. 
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Discussion 

 

 The human coronavirus OC43 (HCoV-OC43) is an opportunistic pathogen, with 

neuroinvasive and neurotropic properties, which raises interest in studying the potential 

relationship between HCoV-OC43 and neurological disease (Jacomy et al., 2006, Jacomy et 

al., 2003, Le Coupanec et al., 2015).  

 Proteolytic activation unlocks the fusogenic potential of viral envelope glycoproteins 

like coronaviruses S glycoprotein and is often a critical step in the entry of enveloped viruses, 

and modulation of this process can have a profound effect on cell tropism, host range, and 

pathogenicity. Having previously shown that HCoV-OC43 S protein cleavage was involved in 

CNS infection, we herein describe a novel feature of HCoV-OC43 S protein, which better 

characterize the importance of its cleavage and suggests that a protease-associated 

cleavable site, S2’, located just upstream of the fusion peptide, could be proteolytically 

processed in the endosomes or at the cell surface. Making use of our cDNA infectious clone, 

we show that this S2' site is important for optimal infection, going from entry to propagation 

between CNS cells.  

 Proteolytic cleavage of coronaviruses S proteins was characterized several years ago 

for the murine coronavirus (Sturman et al., 1985). Several reports have now implicated 

cathepsins, (Belouzard et al., 2009, Gierer et al., 2013, I. C. Huang et al., 2006a, Kawase et 

al., 2012, Qian et al., 2013, Qiu et al., 2006, Regan et al., 2008, Simmons et al., 2011, 

Simmons et al., 2005), proprotein convertases such as furin (Burkard et al., 2014, Yamada et 

al., 2009a) and TMPRSS2 (Bertram et al., 2013, Gierer et al., 2013, Glowacka et al., 2011, 

Kawase et al., 2012, Matsuyama et al., 2010, Shulla et al., 2011) as host cell proteases that 

can cleave and activate the S protein during coronavirus infection (de Haan et al., 2004, 

Leparc-Goffart et al., 1997, Regan et al., 2008, Simmons et al., 2011) at early (entry) and 

late stages during transport of the newly assembled virions through the secretory pathway of 

the producer cell (de Haan et al., 2004, Luytjes et al., 1987, Millet et al., 2014a, Thomas, 

2002) and even in cell-cell transmission (Bertram et al., 2013, Gierer et al., 2013, Glowacka 

et al., 2011, Shirato et al., 2013) and potentially in modulation of viral tropism (Glowacka et 

al., 2011). We previously partially characterized the cleavage at the S1/S2 site of HCoV-

OC43 S glycoprotein (Le Coupanec et al., 2015) and we now bring new insights on the 

involvement of the putative S2' site. As previously shown (Le Coupanec et al., 2015), and as 

observed in figure 2A and B,  faint intermediate size fragments potentially corresponding to 

cleavage at the S2'site are migrating between the uncleaved and furin-like cleaved forms 

(S1/S2) of the S protein for rOC/ATCC and rOC/SG758R. No data are presented for the 

rOC/SR903A virus as infection of neuronal cells (Fig. 4) produced very few viral proteins and 

particles and consequently, S protein was undetectable for this virus. Moreover, as stated by 
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Millet and Whittaker (Millet et al., 2015), accumulating evidence indicates that cleavage at 

S2’ mostly happens during viral entry and is probably transient in nature, making the 

phenomenon difficult to observe.  

Coronaviruses use diverse proteases for entry, including acid-dependent 

endosomal/lysosomal proteases, such as cathepsins to enter cells via the late endosome 

(Belouzard et al., 2009, Gierer et al., 2013, I. C. Huang et al., 2006a, Kawase et al., 2012, 

Qian et al., 2013, Qiu et al., 2006, Regan et al., 2008, Simmons et al., 2011, Simmons et al., 

2005), furin, to enter via the early endosome (Burkard et al., 2014, Yamada et al., 2009a), 

and TMPRSS2, to enter presumably at or near the cell surface (Bertram et al., 2013, Gierer 

et al., 2013, Glowacka et al., 2011, Kawase et al., 2012, Matsuyama et al., 2010, Shulla et 

al., 2011). The S2’ putative cleavage site of the OC43 S protein could be used by these 

types of cell proteases, as shown for other coronaviruses (Belouzard et al., 2012, Heald-

Sargent et al., 2012, Millet et al., 2014b, Seidah et al., 2012) to produce a fragment of such 

molecular weight. In silico studies using synthetic peptides confirmed previous results related 

to cleavage by furin-like proteases ((Le Coupanec et al., 2015); Fig 2) and revealed the 

cleavage capacity of cathepsin B and L. Interestingly, cathepsin B was able to cleave all 

peptides except peptide 322 (containing the RRSRR site), and cathepsin L cleaved less 

efficiently the KASSAS peptide (corresponding to the inactivated putative S2’ site) compared 

to the reference sequence peptide (KASSRS), suggesting that this latter protease is 

principally used in endosomal pathway by HCoV-OC43 and that the mutated S2’ site 

becomes a sub-optimal cleavage site for this latter endosomal protease. This may explain 

the delay observed in cell entry for the rOC/SR903A virus despite the absence of difference in 

infectivity on viral stocks (Fig. 1E-F). These data are in correlation with what was observed 

for other coronaviruses like SARS-CoV (Simmons et al., 2005), MHV (Qiu et al., 2006) and 

MERS-CoV (Gierer et al., 2013), for which cathepsins allowed efficient cleavage and 

activation of S glycoprotein in the endosomal pathway. Moreover, the observation that wild 

type (reference virus) S2' site is critical for fast and optimal entry in neuronal cells for HCoV-

OC43 (Fig. 1) is reminiscent of data on MERS-CoV, for which a circulating variant harboring 

a mutation at the critical P1' cleavage position in the S2' site decreases spike-mediated 

fusion and viral entry in cell (Millet et al., 2016). Mutant rOC/SG758R is the less affected by 

cathepsin inhibitors compared to other viruses, probably because rOC/SG758R is already 

cleaved at S1/S2, as it was demonstrated during infection by the murine coronavirus, for 

which a cathepsin-related cleavage of the S protein was important for the strain MHV-2 but 

not for strain A59 (Qiu et al., 2006), the latter being cleaved at S1/S2. 

TMPRSS are also implicated in viral entry for many coronaviruses. It appears to 

promote infection by MERS-CoV (Gierer et al., 2013, Shirato et al., 2013), the human 

respiratory coronavirus NL63 (Kawase et al., 2012), and clinical isolates of the human 



 

205 
 

 

respiratory coronavirus 229E (Bertram et al., 2013). Members of the TMPRSS that have 

been associated to cleavage of coronavirus S protein are not expressed in LA-N-5 cells and 

therefore chemical inhibition of TMPRSS has no effect during infection of these human 

neuronal cells. On the other hand, and as seen in figure 3, inhibitor of TMPRSS in murine 

CNS primary cells significantly decreases infection by reference virus and mutant rOC/SR903A 

virus, more than rOC/SG758R mutant virus, suggesting that HCoV-OC43 S protein may also be 

activated by TMPRSS. However, cleavage by furin-like proteases at the optimal S1/S2 site in 

the S protein of rOC/SG758R mutant virus (Fig. 2) (Le Coupanec et al., 2015) possibly modifies 

the 3D structure of the glycoprotein and could render the S2' site poorly accessible to 

TMPRSS due to first cleavage at S1/S2, or modifies the virus-cell interaction in a way that 

these proteases become less efficient in cleaving the rOC/SG758R virus S protein before viral 

entry in the cells. 

 Even though mutant viruses (particularly rOC/R903A), appear to enter less efficiently 

than the other variant (especially reference virus), it cannot totally explain the major 

difference in propagation observed in figure 4, which clearly show that mutant rOC/SR903A has 

an extremely limited replication and propagation compared to the other two viruses, 

underlining that optimal cleavage at the S2’ site is necessary for efficient viral spreading. 

These results are in agreement with data on porcine epidemic diarrhea coronavirus (PEDV) 

and SARS-CoV for which introduction of a furin-like cleavage site in S2' sequence positively 

impact viral replication in cell culture (Belouzard et al., 2009, Wentao Li, 2005). Although 

mutant rOC/SG758R have a small delay in its spreading as we previously reported (Le 

Coupanec et al., 2015), the S2' site of S glycoprotein is much more important for efficient 

spreading in cell culture and in mice. In addition to their possible role in viral entry, TMPRSS 

have been shown to be involved in later stage of infection and virus release for other 

coronaviruses (Millet et al., 2015, Shen et al., 2017, Shirato et al., 2011). Altogether, these 

observations suggest that the S2' spike cleavage is an absolute prerequisite for efficient cell 

propagation.  

 

All three viruses reached the CNS after infecting olfactory sensitive neurons (OSN) and 

travelling through the olfactory nerve as seen in figure 9, indicating that the presence of 

optimally cleavable S1/S2 or S2' site does not change cellular tropism in the first step of 

neuroinvasion even though it was suggested that MERS-CoV was able to infect different 

respiratory cells expressing diverse proteases that would activate the S protein at the S2' site 

(Millet et al., 2014a). On the other hand, the decreased efficiency of OSN infection may 

indicate a problem with viral entry and/or with neuropropagation between susceptible cells for 

mutant viruses.  
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 It is highly interesting to note that a difference in virulence was suggested for FIPV 

(Beth N. Licitra, 2016) in association with cleavage at S2' but not at S1/S2 site. However, for 

the murine (MHV) and the bovine coronavirus (BCoV), no clear association was established 

between S cleavage and virulence (Hingley et al., 2002, X. M. Zhang et al., 1991). The sub-

optimal S2' cleavage site (KASSAS) renders HCoV-OC43 totally avirulent and rOC/SR903A is 

associated with an important defect in replication in both brain and spinal cord (Fig. 5-6 and 

8). This phenomenon may partially explain the complete lack of neurovirulence (absence of 

any neurological symptoms and mortality) of mutant rOC/SR903A and a less frequent spread to 

the spinal cord, as previously suggested for other S protein mutants of HCoV-OC43 (Le 

Coupanec et al., 2015) and for the murine coronavirus, MHV (Phillips et al., 1999).  

Although both mutant viruses were delayed in their spreading towards the spinal cord, 

they were able to reach this organ as revealed by the presence of viral RNA after infection at 

level comparable to the reference virus (Fig. 6). As all 3 viruses were also detected at 

equivalent level in CSF, the difference in spreading through neuronal cells in the brainstem 

probably explain the differential capacity to reach the spinal cord and produce high levels of 

infectious virus associated with neurovirulence. The presence of viruses in the CSF is a 

typical feature of a CNS infection and has been suggested as a potential route of 

dissemination towards spinal cord for other viruses including Sendai virus, lymphocytic 

choriomeningitis virus and Vesicular stomatitis virus (Plakhov et al., 1995, Tuomanen, 1996). 

The presence of all 3 HCoV-OC43 variant RNA in the CSF may implicate spreading from the 

brain to the spinal cord, however, as there is no difference in the relative amount of RNA, this 

pathway probably does not account for the differential capacities of propagation towards 

spinal cord. The Glymphatic system, a clearance system that utilizes a unique system of 

perivascular channels, formed by astroglial cells, to make the bridge between CSF and 

interstitial fluid in the brain and promote efficient elimination of soluble proteins and 

metabolites from the central nervous system (Jessen et al., 2015), was proposed to 

participate in neuropropagation for viruses like chikungunya virus (Couderc et al., 2008) and 

SARS-CoV (Netland et al., 2008) and may account for the presence of the 3 viruses in CSF 

in our study. The capacity of viruses to infect ependymal cells surrounding the ventricles was 

suggested to help dissemination towards the spinal cord through CSF (Plakhov et al., 1995, 

Tuomanen, 1996). However, as reference virus rOC/ATCC is the only HCoV-OC43 variant 

able to efficiently infect ependymocytes (Fig. 7), our data underline that this infection does 

not appear to impact such a path of dissemination. On the other hand, as both mutant 

viruses almost completely lost their ability to efficiently infect ependymal cells, these results 

presage that differential cleavage of the S protein may influence HCoV-OC43 tropism and 

may partially help explain why the reference virus is spreading faster in the whole CNS.  
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Taken together, the results of the current study suggest for the first time that, to be able 

to optimally infect neuronal cells and propagate, HCoV-OC43 needs to limit the cleavage of 

its S protein at the S1/S2 site while making sure to have its S protein  optimally cleaved at 

S2’. The difference in viral spread and production of new infectious particles within CNS and 

in neuronal cell cultures for the virus harboring the R903A mutation, strongly suggests that 

the S2' site of HCoV-OC43 S protein plays a major role at different steps, including the viral 

entry and even more in the production of infectious viral particles and egress, all of which 

may influence the mode of viral transmission between CNS cells.  

The observation that HCoVs are naturally neuroinvasive and neurotropic in both mice 

and humans (Arbour et al., 2000, St-Jean et al., 2004, Yeh et al., 2004) underlines the need 

to further characterize viral and cellular determinants of these “neuroproperties”. 

Understanding mechanisms of CNS infection, from viral entry in neuronal cell to propagation 

to neighboring neurons, is essential to better design therapeutic strategies. Our data point 

towards the importance of a differential cleavage of the S protein by diverse cellular 

proteases. Allowing or even enhancing cleavage at S1/S2 and inhibiting (or at least 

decreasing) it at S2 ', appear to represent such an interesting therapeutic target to minimize 

and even prevent neuroinvasion by limiting viral dissemination between OSN and eventual 

propagation among neural cells within the CNS. A better understanding of virus interactions 

with this complex system will at the same time help design therapeutic strategies, including 

modulation of proteases such as cathepsins, proprotein convertases (such as furin), and 

TMPRSS that all act on the S protein of coronaviruses. 

 

Materials and Methods 

 

Ethics statement. 

 All animal experiments were approved by the Institutional Animal Care and Use 

Ethics Committee (IACUC) of the Institut national de la recherche scientifique (INRS) and 

conform to the Canadian Council on Animal Care (CCAC). Animal care and used protocols 

numbers 1304-02 and 1604-02 were issued by the IACUC of INRS for the animal 

experiments described herein.  

 

Viruses and cell lines. 

The wild-type reference virus HCoV-OC43 (VR-759) was obtained in the 1980s from 

the American Type Culture Collection (ATCC). The recombinant HCoV-OC43 virus 

(rOC/ATCC) was generated using the full-length cDNA clone pBAC-OC43FL and displayed 
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the same phenotypic properties as the wild-type virus, as previously described (St-Jean et 

al., 2006a). The recombinant virus rOC/SG758R harbors a mutation in the gene coding for the 

spike glycoprotein of HCoV-OC43 at nucleotide 2272, corresponding to an amino acid 

change at position 758 (described elsewhere; (Le Coupanec et al., 2015)). Both molecular 

clones pBAC-OC/SR903A (single mutation R903A; mutated at nucleotides 2707-2708) and 

pBAC-OC/SG758R-R903A (double mutant G758R and R903A; mutated at nucleotides 2272 and 

2707-2708) has been created using a recombineering approach with the “en passant” 

mutagenesis system described elsewhere (Tischer et al., 2010). 

Each cDNA infectious clone was transfected in BHK-21 cells (ATCC CCL-10), 

amplified by two passages in the HRT-18 cell line, and sequenced to make sure that only the 

introduced G758R or R903A mutation was present and that no other mutations appeared. 

The HRT-18 cell line (a gift from the late David Brian, University of Tennessee) was cultured 

in minimal essential medium alpha (MEM-alpha; Life Technologies) supplemented with 10% 

(vol/vol) fetal bovine serum (FBS; PAA GE Healthcare) and was used to produce viral stocks. 

The LA-N-5 cell line (a kind gift of Stephan Ladisch, George Washington University School of 

Medicine) was cultured in RPMI medium supplemented with 15% (vol/vol) fetal bovine serum 

(FBS), 10 mM HEPES, 1 mM sodium pyruvate, and 100 µM non-essential amino acids 

(Gibco- Invitrogen). LA-N-5 cells were differentiated into human neurons as previously 

described (Hill et al., 1998). Briefly, 1.25x104 LA-N-5 cells were seeded in RPMI 

supplemented with 20% (vol/vol) FBS, 10 mM HEPES, 1 mM sodium pyruvate, and 100 μM 

non-essential amino acids on 24-wells glass coverslips previously coated with gelatine 0.1% 

during 2 hours. The next day and every 2 days for 8 days, the medium was replaced with 

fresh RPMI supplemented with 10% (vol/vol) FBS, 10 mM HEPES, 1 mM sodium pyruvate, 

100 μM non-essential amino acids, 50 µg/ml gentamycin (Wisent) and 10 μM all-trans 

retinoic acid (Sigma-Aldrich).  

 

Inhibitors 

 The following inhibitors were used in this study: Ammonium chloride (NH4Cl), 

Chloroquine phosphate (N4-(7-Chloro-4-quinolinyl)-N1,N1-dimethyl-1,4-pentanediamine 

diphosphate salt) sigma 50-63-5, Bafilomycin A1 from Streptomyces griseus (sigma catalog 

no. B1793), MDL 28170 (EnzoBML-PI130), Z-FA-FMK (RD System FMKC01), camostat 

mesylate (catalog no. 3193; Tocris Bioscience). The inhibitors were used at the 

concentrations indicated in the appropriate figure legends. 
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pH assay 

Before infection, differentiated LA-N-5 cells in 24-well plates were pretreated with 

NH4Cl, Chloroquine phosphate or Bafilomycin A1 at different concentrations indicated in 

figure legends for 1 h at 37°C. The RPMI medium was removed and cells were infected at a 

defined multiplicity of infection (MOI) of 0.2, with reference and mutant viruses and incubated 

for 2 h at 37°C with inhibitors. Then, virus inoculums were removed and fresh RPMI medium 

with inhibitors were added. At 16 hpi, cells were fixed 15 min in 4% PFA. 

Immunofluorescence assay and cell count with the Cell Profiler software were performed as 

described below (www.cellprofiler.org/). 

 

Protease inhibitor assay 

Before infection, differentiated LA-N-5 cells in 24-well plates were pretreated with MDL 

28170, ZFA-fmk and camostat mesylate at different concentrations (indicated in figure 

legends) for 1 h at 37°C. The RPMI medium was removed and cells were infected at a 

defined multiplicity of infection (MOI) of 0.2, with reference and mutant viruses and incubated 

for 2 h at 37°C with inhibitors. Then, virus inoculums were removed and fresh RMPI medium 

with chloroquine at 200nm were added. At 16 hpi, cells were fixed 15 min in 4% PFA. 

Immunofluorescence assay and cell count with the Cell Profiler software were performed as 

described below. For the Mixed primary cultures of mouse CNS, after their differentiation in 

12-well plates, they were pretreated with camostate mesylate at different concentrations 

(indicated in supp figure legends) for 1 h at 37°C. The neurobasal medium was removed and 

cells were infected at a defined multiplicity of infection (MOI) of 0.03, with reference and 

mutant viruses and incubated for 2 h at 37°C with inhibitors. The next step was identical to 

LA-N-5 cells. 

 

Kinetic of HCoV-OC43 internalization assay 

To test virus internalization by the cells, differentiated LA-N-5 cells in 24-well plates 

were incubated 2 min with fresh cold medium RPMI. Then, medium has removed and viruses 

were incubated 1h on ice for virus binding. Ice-cold PBS was added to completely remove 

unbound viruses, and then we added fresh cold RPMI. Cell were then shifted to 37°C to 

allow internalization. After the cells were incubated for the indicated time spans, they were 

treated with chloroquine phosphate at 200nM in order to prevent re-infection. At 16hres post 

infection, cells were fixed with PFA 4% and immunofluorescence assay (described below) 

was performed.  

  

 

 

http://www.cellprofiler.org/
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Mixed primary cultures of mouse CNS cells. 

Embryos at 15 days of gestation were removed from pregnant anesthetized CD1 mice. 

The cortex and hippocampus of the embryonic pup brains (obtained from pregnant female; 

Charles River Canada) were harvested and placed in Hanks balanced salt solution (HBSS) 

medium, without Ca2+ and Mg2+, supplemented with 1.0 mM sodium pyruvate and 10 mM 

HEPES buffer. The tissues were incubated in 5 ml of HBSS+trypsin-EDTA 0.5% (ratio 10:1 

respectively) for 15 min at 37°C with gentle tilting to mix. After digestion, the tissues were 

washed 5 minutes three times with HBSS, and the medium was removed and replaced by 

fresh HBSS medium (without Ca2+ and Mg2+, supplemented with 1.0 mM sodium pyruvate 

and 10 mM HEPES buffer). Tissues were gently pipetted up and down with a Pasteur pipette 

to dissociate the cells. After a decantation step of 5 min at room temperature, supernatants 

were transferred in a 50 ml tube with 36 mL of neurobasal medium (Invitrogen) 

supplemented with 0.5 mM GlutaMAX-I (Life Technologies), 10 mM HEPES buffer, B27 

supplement (Life Technologies), gentamycin and 10% (vol/vol) of Horse serum (Life 

Technologies). This step was performed twice to increase the final amount of cells. Cells 

were then seeded at 1x105 cells/cm2 and grown on poly-D-lysine (50 µg/mL)-treated glass 

coverslips in the same medium, which was replaced by fresh neurobasal medium without 

horse medium the next day. The medium was changed every 2 days after and the cultures 

were ready for infection after 7 days in culture. 

 

Infection of human cell lines and primary mouse CNS cultures. 

 The LA-N-5 cells and primary mouse neuronal cell cultures (PMNCs) were infected 

with the indicated recombinant HCoV-OC43 virus at the indicated multiplicity of infection 

(MOI) for 2h in neurobasal medium with B27-GlutaMAX-I (PMNCs) or RPMI supplemented 

with 1% (vol/vol) FBS (LA-N-5 cells). The inoculum was then discarded and replaced for 

fresh neurobasal medium with B27-GlutaMAX-I (PMNCs) or fresh RPMI medium 

supplemented with 2.5% (vol/vol) FBS (LA-N-5 cells) and incubated for different periods time, 

as indicated. During infection and further incubation, LA-N-5 and PMNSs were kept at 37°C. 

 

 

 

Mice, survival curves, body weight variations and evaluation of clinical scores. 

Female C57BL/6 mice (Charles River Laboratories) aged 22 days post-natal (dpn) or 

10 dpn were inoculated respectively by the IC route with 101.5 or the intranasal route with 

103.5 of 50% tissue culture infective doses (TCID50) recombinant virus, as previously 

described (Jacomy et al., 2010). Groups of 10 mice infected by each recombinant virus were 
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observed on a daily basis over a period of 21 dpi, and survival and weight variations were 

evaluated. Clinical scores were evaluated using a scale with 5 distinctive levels (0 to 4); 

where 0 was equivalent to the asymptomatic mouse; 1 for mice with early hunched back; 2 

for mice presenting slight social isolation, weight loss, and abnormal gait ; 3 for mice 

presenting total social isolation, ruffled fur, hunched back, weight loss and almost no 

movement; and number 4 was attributed to mice that were in moribund state or dead (Le 

Coupanec et al., 2015). 

 

Viral RNA extraction from mouse tissue 

 Brain and spinal cord of mice were collected.  CSL mouse fluid were collected as 

previously described (L. Liu et al., 2008). Viral RNA was then extracted as described below, 

and quantification by Taqman q-RT-PCR were performed as described below.  

 

Evaluation of neuroinvasiveness 

 10-days-old mice were subjected to intranasal (injection of 5 µl in each nostril) 

inoculation of rOC/ATCC, rOC/SG758R or rOC/SR903A using 105.5TCID50 (50% tissue culture 

infective doses) per mL. Sham-infected mice received PBS. Infected brains were harvested 5 

days later from peritoneally anesthetized mice (ketamine at 200 mg/kg and xylamine at 10 

mg/kg) and frozen at -80°C. Whole brain tissue was shredded/lysed by extensive agitation in 

1 ml QIAzol-lysis reagent (Qiagen) supplemented with shredding beads. Total brain RNA 

was extracted by a QIAzol/chloroform/propanol manufacturer’s procedure, dosed using a 

ND1000 spectrophotometer (Nanodrop) and frozen at -80°C. Virus RNA copy number were 

quantified in triplicate by real-time RT-PCR using the TaqMan RNA-toCT
TM 1-Step Kit 

(Applied Biosystems/Life Technologies) in a 20 µl reaction mixture with 10 µl 2x TaqMan RT-

PCR Mix (containing ROX as a passive reference dye), 900 nM forward and reverse primers 

targeting a 68 bp region of HCoV-OC43 M gene (forward primer OC43-FP 5′-

ATGTTAGGCCGATAATTGAGGACTAT-3′, nt 433 to 458; and reverse primer OC43-RP (5′-

AATGTAAAGATGGCCGCGTATT-3′, nt 479 to 500), 200 nM FAM BHQ1-TP probe (OC43-

TP (FAM-5′-CATACTCTGACGGTCACAAT-3′, nt 459 to 478), 0.5 µl 40x TaqMan RT 

Enzyme Mix and 800 ng extracted brain RNA. Serially diluted cRNA standards were used for 

the generation of a standard curve. Amplification and detection were performed in a 

StepOnePlus Realtime PCR system apparatus and analyzed with StepOne software version 

2.3 (Applied Biosystems). The limit of detection was defined as the average signal obtained 

in corresponding negative controls for each organ. 

 

Evaluation of infectious virus production. 
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Mouse brain and spinal cord tissues or cell culture supernatants were processed for 

the presence and quantification of infectious virus by an indirect immunoperoxidase assay 

(IPA) on HRT-18 cells, as previously described (Lambert et al., 2008). Briefly, HRT-18 cells 

were incubated with the mouse primary antibody 4.3E4 (dilution 1/50) that detects the S 

protein of HCoV-OC43. After three PBS washes, cells were incubated with a secondary 

horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse immunoglobulin antibody diluted 1/500 

(Kirkegaard & Perry Laboratories). Finally, immune complexes were detected by incubation 

with 0.025% (wt/vol) 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma-Aldrich) and 0.01% 

(vol/vol) hydrogen peroxide in PBS 1X, and infectious virus titers were calculated by the 

Karber method, as previously described (Lambert et al., 2008).  

 

Immunofluorescence. 

 Confocal immunofluorescence was performed either after intracerebral infection of 

22-days-old mice, for which perfusion with 4% (wt/vol) PFA was performed on infected 

C57BL/6 mice for each recombinant virus, every 2 days, between 3 and 7 days post-infection 

or after intranasal infection on 10 days-old mice, for which perfusion was performed every 

day for 5 days. For intracerebral infection, brain sections were sagitally sliced in 60 μm thick 

sections with a cryostat (HM 525; Microm) and for intranasal infection, heads were harvested 

and fur, skin and lower jaw were removed. Whole heads were decalcified in 6% EDTA pH 8 

at 4oC for 5 days then transferred to a 30% sucrose solution before being processed 3 days 

later. Serial sections were collected in PBS, treated 10 min H2O2 to disrupt erythrocytes, 

washed twice 5 min in PBS and permeabilized for 2h in PBS supplemented with 0.1% triton 

(vol/vol). Sections were further incubated for 1h in 0.1% triton/PBS supplemented 1% horse 

serum (vol/vol), then overnight at 4°C in 0.05% triton/PBS containing 1% horse serum and 

BCoV anti-S (1/500) (Le Coupanec et al., 2015). Sections were washed 3 times (15 minutes 

each) in 0.05% triton/PBS, incubated for 2h in 0.05% triton /PBS supplemented with 1% 

horse serum and 1/500 adequate Alexafluor 488-coupled secondary antibodies (Life 

Technologies). Immunostained sections were washed twice (5 minutes each) in 0.05% triton 

/PBS, counterstained for nuclei with 10 µg/ml DAPI (Invitrogen), then washed again 4 times 

(15 minutes each) in 0.05% triton /PBS. Sections were then mounted in Prolong® Diamond 

Antifade mounting media (Molecular Probes) on glass slide and imaged on a Zeiss LSM780 

confocal microscope. All immunostaining steps were carried out at room temperature while 

agitating unless otherwise stipulated. 

 

Virus propagation assay 

 For propagation assays, cells were always seeded on glass coverslips following 

above mentioned procedures (section viruses and cell lines). 2hres after infection of LA-N-5 
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cells (as described above), inoculums were substituted by RPMI that was supplemented with 

2 mM GlutaMAX-I, 20 mM HEPES buffer, 100 µg/ml gentamycin, 2 mM sodium pyruvate and 

200 µM (vol/vol) non-essential amino acids. FBS at 2.5% was also added for LA-N-5. Cells 

were incubated at 37°C for the indicated time periods after witch supernatants were 

discarded and cells directly fixed for 15 min in 4% PFA.  

 To quantify virus propagation in LA-N-5 at indicated time points, fixed cells were 

washed once in PBS and permeabilized in chilled 100% methanol for 5 min -20°C. Samples 

were rehydrated 5 min in PBS and stained 2h at 37°C using 1/2 dilution of hybridoma 

supernatants of 4-3E.4 anti-OC43 spike monoclonal antibodies. Cells were washed twice 5 

min in PBS, then probed for 45 min at room temperature with anti-mouse Alexa Fluor 488 

secondary fluorescent antibodies (1/500; Life Technologies) along with 2 µg/ml Hoechst to 

counterstain nuclei. Following 3 PBS washes, coverslips were mounted with Immunomount 

(Fisher Scientific) on glass slides to analyze on our Zeiss LSM780 confocal microscope. 

Each sample was quantified using the cell image analysis software CellProfiler 

(www.cellprofiler.org/). 

 

 

 

Synthetic peptides and in silico cleavage assay.   

LC–MS/MS quantification of N-321, N-322, S2-ref and S2-mutant. The Michaelis−Menten 

constants (KM and Vmax) of Cathepsin B (Cat# 953-CY, R&D systems) and Cathepsin L 

(Cat# 952-CY, R&D systems) for their fluorogenic substrate Z-Leu-Arg-AMC (Cat# ES008, 

R&D systems) was determined in a 30min kinetic enzymatic assay with the recommended 

specifications provided by the manufacturer. Furin, kindly provided by Dr. Robert Day, Km 

and Vmax was previously determined (Kwiatkowska et al., 2014). Instrumentation, 

experimental conditions and software analysis were also previously described (Kwiatkowska 

et al., 2014). Each enzyme was incubated 30 min either with peptide N-321 

(VDYSKNRRSRRAITTGY), N-322 (VDYSKNRRSRGAITTGY), S2-ref 

(GCLGSECSKASSRSAIEDL) or S2-mutant (GCLGSECSKASSASAIEDL), at their 

respective Km values determined with the fluorogenic substrate. In vitro cleavage by 

recombinant enzymes was performed and analyzed by LC-MS/MS as previously described 

(Semaan et al., 2015).      

 

 

Statistical tests. 

 For cell experiments, statistical analyses were conducted by one-way analysis of 

variance (ANOVA), followed by Tukey’s post hoc test, or a t-test. For mice experiments, 

http://www.cellprofiler.org/
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results were compared using two non-parametric statistical tests: Kruskal-Wallis and Mann-

Whitney. Survival rates were plotted as Kaplan–Meier survival curves and were compared 

using the log rank (Mantel–Cox) test. Statistical significance was defined as p < 0.05. 
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Résumé 

 

 Les coronavirus humains (HCoV) sont des pathogènes respiratoires pouvant causer 

des pathologies aggravées chez les patients vulnérables. Les HCoV ne sont pas toujours 

confinés dans les voies respiratoires supérieures et peuvent envahir le SNC dans des 

circonstances encore peu claires. En utilisant un modèle animal de neuropathogenèse du 

HCoV et des cultures neuronales, nous avons obtenu des preuves soulignant un rôle 

important des nerfs et des bulbes olfactifs durant le processus de neuroinvasion par HCoV-

OC43 pour accéder et se propager dans le SNC. La propagation de neurone à neurone a été 

identifiée comme un mode sous-jacent de propagation du virus. Nos données démontrent 

que la diffusion passive des particules virales libérées et le transport axonal sont des 

stratégies de propagation utilisées par le virus. Pour la première fois, nous décrivons la 

présence de plateformes virales le long des axones, dont le « dynamisme immobile » 

suggère une structure spécialisée polarisant localement la libération virale vers les neurones 

voisins, potentiellement pour alimenter la neuropropagation au sein du SNC. Les 

neuropathologies induites par le HCoV chez l'humain sont difficiles à diagnostiquer 

suffisamment tôt pour permettre des interventions thérapeutiques et des investigations 

mécanistiques. Comme nous avons cartographié le processus de neuroinvasion et de 

dissémination dans le SNC et révélé qu'il peut potentiellement être modulé par des protéines 

de HCoV-OC43 et des facteurs de l'hôtes, notre travail identifie les processus qui peuvent 

régir la gravité et/ou la nature de la neuropathogenèse par HCoV-OC43, ce qui pourra 

rendre possible le développement de stratégies thérapeutiques pour prévenir les dommages 

au SNC. 
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Abstract 

 Human coronaviruses (HCoV) are recognized respiratory pathogens for which 

accumulating evidence indicate that in vulnerable patients, infection can cause more serious 

pathologies. HCoV are not always confined to the upper respiratory tract and can invade the 

CNS upon still unclear circumstances. Making use of both our already described animal 

model of HCoV neuropathogenesis and neuronal cell cultures, we obtained evidence 

supporting a critical role of the olfactory nerves and bulbs during the neuroinvasion process 

taken by HCoV-OC43 to access and spread to and within the CNS, and identified neuron-to-

neuron propagation as one underlying mode of virus spreading. Our data demonstrate that 

both passive diffusion of released viral particles and axonal transport are valid propagation 

strategy used by the virus. We describe for the first time the presence along axons of viral 

platforms whose immobile dynamism suggests a specialized structure polarizing locally viral 

release towards neighboring neurons, thus potentially fueling neuropropagation within the 

CNS. HCoV-induced neuropathologies in human are difficult to diagnose early enough to 

allow therapeutic interventions and mechanistic investigations. As we further mapped the 

process of neuroinvasion and dissemination within CNS and revealed that it can potentially 

be modulated by selected HCoV-OC43 proteins and host factors, our work therefore 

identifies processes that may govern the severity and/or nature of HCoV-OC43 

neuropathogenesis and will make possible the development of therapeutic strategies to 

prevent occurrences. 
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Author Summary 

 

Coronaviruses have been shown to invade the CNS, disseminate and possibly induce or 

participate in the induction of neurological diseases. Their neuropathogenicity is being 

increasingly recognized in humans and the presence and persistence of human 

coronaviruses (HCoV) in human brains was proposed to cause long-term sequelae. To have 

a better understanding of the route of neuroinvasion and of the network of dissemination 

between cells within the CNS, we made use of our in vivo model of HCoV 

neuropathogenesis relying on natural susceptibility of mice to HCoV-OC43, and on neuronal 

cell cultures. We have defined the olfactory route as the most relevant path taken by HCoV-

OC43 to access and spread to and within the CNS, and studied the underlying modes of 

intercellular propagation to better understand its neuropathogenesis. Even though both 

passive diffusion of released viral particles and axonal transport appear to be valid viral 

propagation, we hypothesize that the axonal mode of transport is the most relevant taking 

place in the CNS associated with neuron-to-neuron propagation. Exploiting knowledge on 

neuroinvasion and dissemination will enhance our ability to control viral infection of the CNS 

as it will shed light on underlying mechanisms of neuropathogenesis and uncover potential 

“druggable” molecular virus-host interfaces. 
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Introduction 

Human coronaviruses (HCoV) are positive-stranded RNA viruses from the 

Coronaviridae family in the order Nidovirales that cause respiratory tract infections (PJ Talbot 

et al., 2008). In vulnerable patients, the infection can cause more serious pathologies such 

as pneumoniae, bronchiolitis and meningitis (Forgie et al., 2009, Freymuth et al., 2010, 

Vabret et al., 2009b). Nevertheless, the medical importance of these endemic respiratory 

viruses circulating worldwide was long neglected until the emergence of SARS and MERS 

epidemics (Drosten et al., 2003, Kuiken et al., 2003, Rota et al., 2003, Zaki et al., 2012). It is 

now becoming clear that these viruses are not always confined to the upper respiratory tract 

and can indeed invade the CNS upon still unclear circumstances (Drosten et al., 2003, 

Kuiken et al., 2003, Rota et al., 2003, Zaki et al., 2012). The neuroinvasive potential of 

coronaviruses was further documented when RNA from endemic prototype HCoV strains 

OC43 and 229E was detected in human brains (Arbour et al., 2000, Stewart et al., 1992). 

SARS-CoV particles were even found in the brain of infected patients (Gu et al., 2005b). 

Along with their neuroinvasive properties, the neuropathogenicity of HCoV is being 

increasingly recognized in humans as several recent reports associated cases of 

encephalitis (S. Morfopoulou et al., 2016), acute flaccid paralysis (Turgay et al., 2015) and 

other neurological symptoms (Algahtani et al., 2016, Arabi et al., 2015, Gu et al., 2007, Lau 

et al., 2004, Y. Li et al., 2016, Principi et al., 2010, Tsai et al., 2005, Yeh et al., 2004) with 

complications of acute HCoV infection. Recovery from acute infection seems not to guaranty 

complete clearance of the virus as HCoV can be detected in the brain of asymptomatic 

healthy patients suggesting persistence way after the onset of infection (Arbour et al., 2000, 

Cristallo et al., 1997, Stewart et al., 1992). This notion is indeed supported by the findings 

that HCoV can chronically infect mice brain (Jacomy et al., 2006, Jacomy et al., 2010) and 

neural cells culture (Arbour et al., 1999a, St-Jean et al., 2006b). The constant presence of 

the virus in the CNS and perhaps, the concomitant inflammation, were proposed to cause 

long-term and/or chronic sequelae related to the development or aggravation of chronic 

neurological diseases (Arbour et al., 2000, Cristallo et al., 1997, Fazzini et al., 1992, 

Johnson-Lussenburg et al., 1987, Sibley et al., 1985, Stewart et al., 1992). Giving their high 

prevalence (Vabret et al., 2009b), long-term persistence and their probable 

neuropathogenesis, the burden of HCoV-related diseases is likely currently underestimated. 

HCoV-induced neuropathologies in human are difficult to diagnose early enough to 

allow therapeutic interventions and mechanistic investigations. To circumvent these 

limitations, a model of HCoV neuropathogenesis was developed by taking advantage of the 

natural susceptibility of mice to neuroinvasion by the widely circulating HCoV-OC43. Upon 
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infection, mice indeed developed neurological symptoms reminiscent of the afflictions 

reported in several human patients (S. Morfopoulou et al., 2016, Principi et al., 2010, Tsai et 

al., 2005, Turgay et al., 2015, Yeh et al., 2004) such as encephalitis, transient flaccid 

paralysis and long-term persistence in surviving mice (Brison et al., 2011, Brison et al., 2014, 

Do Carmo et al., 2008, Jacomy et al., 2006, Jacomy et al., 2010, Le Coupanec et al., 2015). 

The paths and underlying mechanisms governing the propagation of the virus from the upper 

respiratory tract to and within the CNS are currently incomplete, which hinders the 

elaboration of antiviral countermeasures adapted to this particular host compartment. By 

analogy to other neuroinvasive viruses, the virus is usually assumed to access to the CNS 

via the olfactory and/or trigeminal nerves (Barnett et al., 1993, I. Mori, 2015b, Perlman et al., 

1990, Perlman et al., 1989, van Riel et al., 2015). We have gathered over the years (Jacomy 

et al., 2003, Le Coupanec et al., 2015, St-Jean et al., 2006b) data in line with this 

assumption. For instance, HCoV-OC43 appeared to infect neurons of the olfactory bulbs 

before propagating throughout the CNS including the brainstem and the spinal cord (Jacomy 

et al., 2010, Le Coupanec et al., 2015). The natures of these regions appear to be of 

importance for the outcome of the infection as a correlation between neurovirulence and 

presence of the virus in the spinal cord was previously suggested (Le Coupanec et al., 

2015).  

In our study, we defined the path taken by HCoV-OC43, the most prevalent HCoV 

(Jean et al., 2013, Lee et al., 2014), to access and spread to and within the CNS, and 

studied the underlying modes of intercellular propagation to better understand its 

neuropathogenesis in both humans and mice. We obtained evidence supporting a critical 

role of the olfactory nerve during the neuroinvasion process as chemically-induced 

degeneration of the olfactory sensory neurons by zinc sulfate (ZnSO4) (Charles et al., 1995, 

Rochel et al., 1980)  abrogated HCoV-OC43 neuroinvasion. The chronology of HCoV-OC43 

neuropropagation confirmed that the colonization of the brain initiates in the olfactory bulbs 

before spreading to the highly susceptible regions such as the hippocampus, the piriform 

cortex and other regions associated with olfaction, then globally through the CNS. Confocal 

microscopy revealed virus material along axons both in brain sections and neuronal cell 

cultures. We demonstrate that axonal transport is a valid propagation strategy that the virus 

may use to facilitate locally the infection of neuronal cells. This mode of neuron-to-neuron 

propagation shared mechanistic properties with the passive diffusion of released particles, 

although several dissimilarities were also noted. We describe for the first time the presence 

along axons of viral platforms whose immobile dynamism suggests a specialized structure 

polarizing locally viral release towards neighboring neurons, thus potentially fueling 
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neuropropagation within the CNS. Our work therefore identifies processes that may govern 

the severity and/or nature of HCoV-OC43 neuropathogenesis. 
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Results  
 

HCoV-OC43 exploits a direct route of neuroinvasion.  

 Intranasal inoculation of HCoV-OC43 has successfully been used in mice to mimic 

infection of humans by aerosol droplets (Jacomy et al., 2003, Le Coupanec et al., 2015, St-

Jean et al., 2004). We hypothesized three non-mutually exclusive routes of neuroinvasion 

based on previous reports on other neuroinvasive viruses: the olfactory nerve, the 

subepithelial nerves surrounding the upper respiratory tract or through the bloodstream. To 

deduce validity in the context of HCoV-OC43 infection, mice were divided in three groups 

and subjected to different types of inoculation all using the same neuroinvasion-compatible 

dose of 104.25 TCID50/10µl HCoV-OC43 (as defined by the control intranasal inoculation, see 

below). Fifteen days-old C57BL/6 mice were used for this experiment because they 

represented the perfect compromise between susceptibility to neuroinvasion (table 1; 

(Jacomy et al., 2003)) and the necessity to minimize the swelling of the tongue caused by the 

volume of the inoculum during intralingual injection. 

 

 

Table 1. Efficiency of neuroinvasion in C57BL/6 mice at different ages 

Days post-natal 
Proportion of positive 

CNS 
% of neuroinvasion 

13 8/12 66% 

15 8/12 66% 

17 2/12 17% 

19 1/12 8% 
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 In the first group, intracerebral injection inferred the theoretical maximum to be 

expected. In the second, intranasal inoculation referred to more realistic levels expected 

upon a more natural delivery. To facilitate the contact of the virus with subepithelial nerves, 

the epithelial barrier was bypassed in the third group by injecting directly in the tongue of the 

mice. Five days post-inoculation, brains were harvested, total RNA extracted and virus RNA 

copy number/gram of tissue determined by quantitative real-time RT-PCR using the gene 

encoding for the membrane (M) protein as a target. Upon intranasal inoculation, 68% of the 

mice CNS tested were found positive for HCoV-OC43 (Figure 1A). Expectedly, the range of 

the absolute virus RNA copy varied greatly from barely higher than the background (here 

determined by real-time RT-PCR from sham-infected naive brains) to very high levels 

reminiscent of those observed upon intracerebral injection. Subepithelial injection in the 

tongue led to a surprisingly comparable 38% of positive CNS. However, the absolute viral 

RNA copy remained strikingly lower than what was seen for intranasal inoculation despite the 

fact accession to subepithelial nerves was facilitated by the intralingual inoculation (Figure 

1A). This suggested that productive neuroinvasion from peripheral subepithelial nerves, such 

as the hypoglossal, vagus, glossopharyngeal, trigeminal and facial nerves, is unlikely or at 

least, cannot explain the robust neuroinvasion observed by intranasal exposure. We were 

not able to detect viral RNA from any blood samples harvested from neuroinvaded animals 

(Figure 1B). To exclude the possibility that some virus particles in the blood eluded detection, 

we used a surrogate strategy. We reasoned that particles in the bloodstream should reach all 

susceptible organs after a comparable period of time and proliferate accordingly. Following 

intracerebral inoculation (Jacomy et al., 2003), the tropism of HCoV-OC43 for the murine 

liver was reportedly confirmed upon the finding of viral RNA in this organ. Here, viral RNA in 

the liver was detected in 2 out of 9 animals whose brain were HCoV-OC43-positive, but no 

correlation could be established in regards of neuroinvasion because viral RNA was not 

detected in the liver of 78% of the CNS-positive mice. Plotting the data per animal (Figure 

1C) further emphasized the disconnection between a viral presence in the CNS compared to 

the liver as most highly positives animals (in the CNS) were negative in the liver. Indeed, 

these data do no support an indirect access to the CNS via the bloodstream. 
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HCoV-OC43 neuroinvasion uses the olfactory nerve and neuropropagation is 

initiated at the olfactory bulbs. 

 Our data presented in Figure 1A-C pointed towards the olfactory nerve as the likely 

road to neuroinvasion. As a confirmation, we assess the capacity of HCoV-OC43 to invade 

the mice CNS after chemically inducing the destruction of the neuroepithelium through 

ZnSO4 exposure (Charles et al., 1995, Rochel et al., 1980). Such treatment clearly prevented 

neuroinvasion by HCoV-OC43 at 5 days pi (Figure 1C). Furthermore, histological 

examination of coronally sectioned whole heads of intranasally infected mice allowed to 

Figure 1: Intranasal inoculation of HCoV-OC43 leads to direct colonization of the CNS. (A) 15-day-
old mice were inoculated with HCoV-OC43 by intracerebral (I.C.), intranasal (I.N.) or intralingual 
(I.L.) routes. 5 days post-inoculation, brains were harvested and M RNA copy number assessed. 
Each circle represents a probed brain for a single mouse. The percentages of brains containing 
M RNA are shown underdeath. (B-C) In addition to the brain, blood and livers were also collected 
from mice inoculated intranasally and probed for M RNA. Data was plotted (B) globally (upper 
panel) or  individually (lower panel).  Note that the color code used in (C) is the same as in (B).  
(C)Zinc sulfate (ZnSO4) instillation 3 days prior to intranasal virus inoculation significantly 
abrogated neuroinvasion. 
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better define the pathway of neuroinvasion as revealed by the presence of viral antigens in 

dendrites-associated cilia and cell body of olfactory sensory neurons (OSN), which reside in 

the olfactory epithelium in the nasal cavity, as soon as 3 dpi (Figure 2A-B), with an increased 

number of infected cells at 4 dpi (Figure 2C-D),  as well as in the olfactory bulb between 3 

and 4 days post-infection (Fig. 3; panel A-B). Viral antigens were subsequently present in 

different areas of the brain related to olfaction (hippocampus, piriform cortex; Fig. 3A at 3dpi) 

and eventually in other regions of the CNS, including brainstem and spinal cord (Fig. 3B at 

4dpi). Taken together, these findings, together with the data related to ZNSO4 treatment, 

strongly suggest that neuropropagation in the CNS initiates at the olfactory bulb following 

neuroinvasion probably along the olfactory nerve. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.  Intranasally inoculated HCoV-OC43 infects olfactory sensory neurons (OSN) in the 
nasal cavity of 15 day-old mice to invade the CNS. Histological examination (confocal imaging) 
of viral spreading after IN infection of PBS/PFA- perfused C57BL/6 mice with 10

4.25 
TCID50 (10µL) 

of rOC/ATCC reference virus. Detection of viral N protein (green) in OSN at 3 (A-B) and 4 (C-D) 
days post-infection. Magnification 63x. (B) is an enlargement of (A) and (D) is an enlargement of 
(C).  Blue represents cell nuclei detected with DAPI. 
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Figure 3. HCoV-OC43 enters the CNS at the olfactory bulb and starts to propagate using 
neuronal networks associated with olfaction before spreading towards brainstem. Histological 
examination (confocal imaging) of viral spreading after IN infection of PBS/PFA perfused 
C57BL/6 mice with 10

4.25 
TCID50 (10 µL) of rOC/ATCC reference virus. (1) is nasal cavity. 

Detection of viral N protein (green) at 3 (A) and 4 (B) days post-infection in (2) olfactory bulb, (3) 
pyriform cortex, (4) hippocampus, and (5) brainstem. Blue represents cell nuclei detected with 
DAPI. 
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HCoV-OC43 is found associated with axons both in vivo and in vitro.  

 The sequential nature of HCoV-OC43 neuropropagation, from the olfactory bulb to 

the olfaction-associated regions and then to the brainstem and spinal cord is hardly 

compatible with random diffusion of the virus within the CNS. Interestingly, immunostaining 

on brain sections of 5-days infected mice sections revealed the presence of HCoV-OC43 

nucleocapsid (N) antigens along axons, as defined by the marker βIII-tubulin (Katsetos et al., 

2003), in several areas of the brains such as the hippocampus, diencephalon and cortex 

(Figure 4A). Although more difficult to detect, accumulation of spike glycoprotein, the 

structural glycoprotein forming the virus ”crown”, could also be noticed along nucleocapsid-

positive axonal structures (Figure 4B). Similar accumulation of virus material could be 

detected both in human neuronal cell lines and murine primary mixed neuronal cultures 

(PMNCs). In these experiments, infected LA-N-5 (Figure 5A), a neuroblastoma cell line 

previously used as a convenient model of human neurons (Favreau et al., 2009, Hill et al., 

1998, Le Coupanec et al., 2015), as well as PMNCs (Figure 5B) were gently fixed on ice with 

fresh commercial PFA before the surface spike glycoproteins were stained using a specific 

polyclonal serum. On a different experiment, cells were permeabilized and stained for βIII-

tubulin to delineate axonal structures. Discrete accumulation of the spike protein was found 

by confocal microscopy to decorate βIII-tubulin-positive structures. Sequential staining for 

surface spike (polyclonal serum, before permeabilization) and total spike (monoclonal 

antibody, after permeabilization) revealed strong co-localization, thus indicating that spike 

proteins thus detected are indeed extracellularly associated to the plasma membrane. Co-

immunostainings along with other structural viral proteins were performed to further 

characterize these spike-positive structures. Co-localization of N proteins with surface spike 

was found inconclusive because of the massive amount of N observed along the axons. 

Nevertheless, the strong co-localization of surface spike with total envelope (E) and surface 

hemagglutininesterase (HE), two other structural proteins, suggested that the aggregated 

signal of spike detected on axons (henceforth termed ‘’spike platforms’’) represents viral 

proteins coalescing in assembled particles (Figure 5C). A kinetic performed on 

synchronously infected LA-N-5 revealed that detection of spike at the cell body precedes 

detection along the axons. Therefore, HCoV-OC43 particles may form at the cell body before 

being exported through or along the axons.  
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Figure 4: HCoV-OC43 Spike and nucleocapsid proteins are associated with axons in vivo. Brain 
from PFA-perfused mice 5 days post intracerebral inoculation were collected, sagitally 
sectioned and stained for either (A) βIII-tubulin and nucleocapsid protein N, or (B) Spike 
glygoprotein and nucleocapsid then analyzed by confocal microscopy. Note that in (B) the 
image is a representative image taken in the hippocampal region of the brain.  
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Figure 5 : HCoV-OC43 forms viral platform at the surface of axons in culture. (A) LA-N-5 and (B) 
murine primary mixed neuronal cultures were infected at a MOI of 0.2 and 0.1 respectively. Fixed 
cells (on ice) were surface stained for Spike glycoprotein using a specific polyclonal rabbit 
antibody, fixed again and permeabilized, stained for the axonal marker βIII-tubulin and analyzed 
by confocal microscopy. (C) Surface Spike was labelled on live LA-N-5 cells before fixation, then 
permeabilized (or not for E staining) and stained back for either total Spike (using a monoclocal 
mouse antibody), total E, surface HE and total N proteins. In (A-C), shown zoomed insets above 
or beside panels represent the original area delimited by the blue doted boxes. (D) Kinetics of 
Spike association to axons. LA-N-5 were synchronously infected (MOI=3), then chased for the 
indicated time period before fixation, permeabilization and staining for total Spike using a specific 
monoclonal antibody. Samples were analyzed by confocal microscopy and the percentage of 
infected cells harboring Spike on their axons was then determined. The error bars represent the 
range from the mean of two independent experiments.  
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HCoV-OC43 spike platforms are static but temporally dynamic.  

 We next sought to determine whether the surface spike platforms are mobile or not 

along axons. A convenient method to distinguish and characterize these two generic options 

usually involves engineered molecular clones encoding for a structural protein in fusion with 

a fluorescent protein. Unfortunately, the genome of coronaviruses is particularly refractory to 

such kind of modification on structural proteins as earlier attempts resulted in dysfunctional 

viruses (B. J. Bosch et al., 2004) in which GFP expression in fusion with either S or N 

structural protein gave rise to unstable viruses with reduced infectivity that rapidly lost 

reporter expression (B. J. Bosch et al., 2004, Verheije et al., 2010) . Completely functional 

GFP-harboring coronaviruses do exist, but the reporter gene is inserted in genes encoding 

accessory proteins (TGEV, MHV, SARS) that cannot give information on the assembled viral 

particles (Das Sarma et al., 2002, Sims et al., 2005, Sola et al., 2003). To circumvent this 

limitation, we instead relied on live cell imaging from surface-stained infected LA-N-5 cells. 

Surface spike was stained by indirect immunofluorescence on non-permeabilized LA-N-5 

cells 24h post-infection (568 nm, red). At the concentration used (1/100), the polyclonal 

antibody was not found neutralizing (Supplementary figure 3). Serial images were taken 

every 5 seconds to generate near-continuous 15-20 min videos, a compromise for the 

observation of both fast (~1 µm/s) and slow (<0.1 µm/s) axonal transport events. Under these 

settings, spike platforms were easily perceptible. Bidirectional movement was rarely 

observed and never resulted in constant progression to either end of the axonal structure 

(Figure 6A, supplementary video 1-2). Globally, the platforms were rather static structures 

that remained roughly in the same area during the span of images acquisition. Similar results 

were obtained in PMNCs (Supplementary video 3). Re-staining, using a different monoclonal 

anti-spike antibody (488 nm, green), the infected cells about 1h after the initial acquisition 

revealed dim green platforms that most probably coalesced during the imaging period 

because no red signal derived from the initial set of antibodies was detected in their vicinity 

(Figure 6B). Brighter platforms were also observed and generally displayed dual signal, 

suggesting an older origin (Figure 6B). The red signal overlapping these brighter green 

platforms also confirmed that the initial antibodies did not shed from their targets despite the 

incubation period. The dynamics of platforms rise and collapse was further characterized 

quantitatively using a ratiometric approach. Infected LA-N-5 cells were subjected to a first 

indirect immunofluorescence procedure using the polyclonal anti-spike antibody (568 nm), 

chased for the indicated period of time at 37°C (the time gaps between the two sequential 

immunostainings are indicated in Figure 6C and D), then subjected to a second indirect 

immunofluorescence using the monoclonal anti-spike antibody (488 nm). To control for 

possible passive shedding of the bound-antibodies, the same procedures were performed 

but on infected cells fixed beforehand. The signals from single dots at both 488 and 568 nm 
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were quantified and 568/488 nm ratios calculated using the software ImageJ. Axons and cell 

bodies were also digitally separated (or not) for comparative purposes. For each data set, 

ratios were normalized to obtain arbitrarily at time 0 a ratio of 1 and then plotted on a linear 

regression curve (Figure 6C). While the ratios from fixed cells remained close to 1 throughout 

the experiment, indicating that antibodies stayed bound to their target during the whole 

experimental procedure, it steadily decreased in non-fixed cells. The same downward trend 

was observed on both cell bodies or axons. Because such a decrease could only be caused 

by a decreased numerator (568 nm, loss of old spike platforms) and/or an increased 

denominator (488 nm, emergence of new platforms) values, the absolute signal/infected cell 

in both channel was also plotted (Figure 6D). Again, no variation in signal was observed on 

fixed infected cells. In contrast, the signal from the 568 nm channel decreased overtime while 

that of the 488 nm remained stable. The stability of the 488 nm signal therefore signifies that 

the balance between the efflux/influx of old and new spike glycoproteins reached a stable 

perfect equilibrium in our conditions. Overall, these data suggest that spike platforms along 

axons, despite remaining anchored locally, are dynamically maintained through time by 

constant and balanced flux of spike proteins. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S3 Fig: The Spike-specific polyclonal antibody is not neutralizing. LA-N-5 cells were infected at 
MOI=0.02 and cultured for 72j in presence of diferent dilutions of either a pre-immune serum or 
the polyclonal anti-spike antibody. The infectivity was determined by immunofluorescence 
relative to untreated cultures.  
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Figure 6: Spike platforms on LA-N-5 axons are static along axons, yet temporally dynamic. (A) 
Infected (MOI = 0.25) LA-N-5 were incubated for 20h, then surface Spike plateforms (red) were 
immuno-labeled using a polyclonal rabbit antibody followed by a red-emiting secondary 
antibody (568, red). Movement along the axon was assessed by live-cell confocal microscopy. 
(B) After an hour of live-cell imaging, surface Spike plateforms were re-immuno-labeled using a 
specidic monoclonal mice antibody followed by a green-emiting secondary antibody (488, 
green). Yellow signal resulting from dual staining therefore highlights Spike proteins that 
remained at the surface through the imaging period whereas green signal identifies arising 
Spike plateforms immunoprotected during the original (red) staining. (C-D) Quantification of 
(B). As a control, cells were fixed immediately after the initial staining with the polyclonal 
antibody (red) and re-immuno-labeled after the indicated time period. (C) Spike plateforms 
dynamism over time. Red/green signal ratios were plotted from whole fields or only cell bodies 
or axons, as indicated. (D) Overall fluorescence decay. The absolute fluorescence signal per 
infected cells was plotted relative to time 0 for each individual channel. The error bars 
represent the standard deviation from the mean of 3 independent experiments. 
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or axons, as indicated. (D) Overall fluorescence decay. The absolute fluorescence signal per 
infected cells was plotted relative to time 0 for each individual channel. The error bars 
represent the standard deviation from the mean of 3 independent experiments. 
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HCoV-OC43 undergoes cell-to-cell propagation.   

 To evaluate whether the dynamic viral platforms along axons could represent a 

benefit for the virus, the propagation of HCoV-OC43 in culture was characterized. The 

current consensus on virus propagation lies on passive diffusion of released particles or cell-

to-cell transmission. Systems were herein designed to appreciate both the impact of virus 

diffusion and cell-to-cell propagation. First, HCoV-OC43 propagation was monitored in a 

lateral co-culture system. Cells of interest were seeded on two distinct sets of coverslips. 

Cells on ‘’effector’’ coverslips were infected at a low MOI with the recombinant reference 

HCoV-OC43 (rOC/ATCC) for 2h, washed extensively, and then combined in a small petri 

dish with a second coverslip covered with the same susceptible but still naive ‘’target’’ cells 

(Figure 7A). In this dish, both effectors and targets shared the same fluidic environment but 

without any direct contacts between the cells of the two sets. Parallel cultures were chased, 

and then at the indicated time points supernatants were harvested and cells fixed. The 

amount of released infectious virus particles and the percentage of infected cells were 

respectively determined by virus titration and immunofluorescence. Virus propagation was 

monitored both in human neuronal (LA-N-5) and non-neuronal epithelial (HRT-18) cell lines 

(Desforges et al., 2013a, Mounir et al., 1992). In both LA-N-5 (Figure 7B) and HRT-18 

(Figure 7B) effector cells, the early 2.4% (LA-N-5) and 0.3% (HRT-18) infected cells at 24h 

rapidly progressed to reach 79% in LA-N-5 and 9% in HRT-18 by 72h of incubation which 

represented a 26-33 fold increase. Virus titers followed a similar trend. Colonization of distal 

target cells occurred but was delayed compared to effectors, and coincided with the 

emergence of high virus titers (Figure 7B-C). These data support the notion of passive long 

range diffusion of virus particles in both neuronal and epithelial cells, but also that cell 

proximity may somehow compensate when titers are still low. To better characterize the 

effect of cell proximity on virus propagation, methylcellulose was used to densify the culture 

media. A similar approach is commonly used to limit diffusion of particles when performing 

titration by plaque forming assays of a broad array of viruses (Alfson et al., 2015, Juarez et 

al., 2013, T. Watanabe et al., 1982, Zurbach et al., 2014). To ensure that the densified media 

truly hindered particles diffusion, the effect of densified media on primary HCoV-OC43 

infection was tested by adding methylcellulose to an inoculum. In this single-cycle assay 

concluded 16h post-infection, densifying the media resulted in a ≈99% decrease in the 

inoculum infectivity (Figure 7D), thus confirming the validity of this approach. Next, 

propagation of HCoV-OC43 in such restrictive conditions was assessed for 72h and 

quantified by immunofluorescence from several tiled low-magnification fields using confocal 

microscopy. Densified media decreased substantially the propagation in LA-N-5 (Figure 7E) 

and PMNCs (Figure 7F) cultures without fully nullifying it. A similar trend was observed for 

HRT-18 (Figure 7G), indicating that cell-to-cell propagation is not solely observed in neuronal 
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cells. The absence of multinucleated syncytial cells in 72h cultures of infected LA-N-5 

(Supplementary figure 1A) and PMNCs (Supplementary figure 1B) was noteworthy because 

such cytopathic structures were reported for other coronaviruses on certain cell lines (Biswas 

et al., 2014, de Haan et al., 2008, Follis et al., 2006, Frana et al., 1985, Taguchi, 1993). A 

close look revealed non-homogenous inhibition of propagation as colonies of virus-infected 

cells were clearly observed (Figure 7H). It became clear when plotting the percentage of 

infected cells within these colonies compared to whole fields that semifluid media has in fact 

little effect (although significant) on virus propagation locally while preventing the distal 

spread (Figure 7I). Interestingly, increasing cell density tended to stimulate the propagation 

but only in semifluid conditions (Figure 7J). Therefore, the ‘’local’’ propagation highlighted in 

semifluid media is most probably dependent on close cell-cell contacts. Overall, these data 

suggest that HCoV-OC43 indeed undergoes virus particles diffusion, but that some 

productive cell-to-cell propagation occurs as well. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7: HCoV-OC43 sustains cell-to-cell propagation. (A) Schematic representation of the co-
culture system.-(B-C) Propagation of HCoV-OC43 in co-culture system in which two coverslips 
seeded with either infected (effector, MOI = 0.01) or naive target (B) LA-N-5 or (C) HRT-18 cells 
are placed side by side in a dish. Effector and target cells were cultured up to 72h post-
infection. At the indicated time interval, supernatants were collected for titration of infectious 
virus (doted black lines, refer to Y axis to the right) and cells fixed and processed for 
immunofluorescence (colored lines, refer to the left Y axis). Propagation of the infection, 
defined as the percentage of infected cells, was plotted separately for effector and target cells. 
(D-J) Cell-to-cell propagation assays. (D) HRT-18 were incubated with a fluid or semifluid 
inoculum (both MOI=1) for 16h and infected cells were revealed by immunofluorescence. The 
resulting infectivity, defined as the percentage of infected cells, was normalized according to 
the fluid condition. (E) LA-N-5, (F) PMNC and (G) HRT-18 were infected at MOI 0.01 and then 
overlaid with fluid or semifluid media for 16-72h. Cells were then fixed and immuno-stained. 
The propagation efficiency was plotted as the ratios between the percentages of infected cells 
at 72h vs 16h. (H) A representative example of a wide field of infected LA-N-5 cells cultured in 
fluid and semifluid media. Viral colonies are delimited by yellow dashed lines. (I) Percentages 
of infected cells in whole field vs within colonies were compared. (J) A similar experiment was 
performed to appreciate the effect of cell density on propagation. LA-N-5 cells were seeded at 
7000 or 14000 cells / cm2 before infection (MOI 0.01) 24h later. Error bars represent the 
standard deviation from the mean of (B-C; F) 3; (E) 13 independent experiments, (G, J) the 
range from the mean of two independent experiments and (I) >12 fields or >40 colonies from 3 
independent experiments. 
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S1 Fig: HCoV-OC43 propagation without syncytium formation. (A) LA-N-5 or (B) PMNCs cells 
were infected at MOI=0.01 with HCoV-OC43 and incubated in 72h, fixed and immunostained for 
indicated proteins. The images show representative fields or infected cells defined by the 
presence of Spike protein.  
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were infected at MOI=0.01 with HCoV-OC43 and incubated in 72h, fixed and immunostained for 
indicated proteins. The images show representative fields or infected cells defined by the 
presence of Spike protein.  



 

254 
 

 

Axonal transport likely enables HCoV-OC43 neuron-to-neuron propagation.  

 To verify if cell-to-cell propagation in neuronal (LA-N-5 and PMNCs) and epithelial 

(HRT-18) cells was mechanistically similar, we tested the effect of the microtubule disturbing 

agents Vinblastine (destabilizing) and Paclitaxel (stabilizing) on HCoV-OC43 propagation 

both in fluid (Supplementary figure 2) and semifluid conditions. Low concentrations were 

used to affect axonal transport while minimizing negative effects on other microtubule-

dependent processes. In consequences, these drugs did not affect virus propagation at the 

range of concentration tested during the 72h of incubation in fluid conditions for both LA-N-5 

(Figure8A) and HRT-18 (Figure 8B). In contrast, both drugs decreased virus propagation in a 

dose-dependent manner in LA-N-5 under semifluid conditions whereas no such effect was 

observed in HRT-18 cells (Figure 8A). Interestingly, significantly less spike platforms could 

be observed on the axonal structures of LA-N-5 infected cells upon a 24h treatment with 

Paclitaxel (Figure 8C-D), suggesting that the effect of the drug results from an interference 

with axonal transport. The neuron-specific requirement for microtubules under semifluid 

conditions indicates that axonal transport may play an important role during neuron-to-

neuron HCoV-OC43 propagation. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S2 Fig: Microtubule-disturbing agents disrupt LA-N-5 axons. LA-N-5 cells were treated with the 
indicated conentration of vinblastine or paclitaxel in fluid media for 72h. Then immunostained 
for spike glycoprotein (red) or βIII-tubulin (green) and nuclei were counter-stained (blue). 
Pictures were taken by confocal microscopy. 

 

S2 Fig: Microtubule-disturbing agents disrupt LA-N-5 axons. LA-N-5 cells were treated with the 
indicated conentration of vinblastine or paclitaxel in fluid media for 72h. Then immunostained 
for spike glycoprotein (red) or βIII-tubulin (green) and nuclei were counter-stained (blue). 
Pictures were taken by confocal microscopy. 
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Figure 8: Axons allow neuron-to-neuron propagation. (A) LA-N-5, (B) HRT-18 were infected at 
MOI = 0.01 and cultured 72h in fluid or semifluid media containing the specified concentration 
of vinblastine or paclitaxel. Infected cells were then fixed and immunostained to determine the 
percentage of infection. (C-D) Effect of Paclitaxel on axonal association of Spike platforms. (C) 
Infected LA-N-5 (MOI = 0.2) were treated with 250 nM for 20h, fixed and immuno-stained. (D) 
Data plotted in the graph is the amount of Spike plateforms per µm of infected axons. The error 
bars represent the (A-B) standard deviation from the mean of 3 independent experiments or the 
(D) standard deviation from >200 individual axonal structures. 
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HCoV-OC43 neuron-to-neuron propagation can be modulated.  

 The semifluid culture system was further used to verify if neuron-to-neuron 

propagation can be modulated by host or viral factors. First, the sensitivity to a neutralizing 

antibody was assessed. Non-blocking (clone 3-2B.2 recognizing the receptor binding region 

(RBD) mapped between amino acid 16-330) or blocking (clone 4-3E.4 recognizing the 

hypervariable region approximatively between amino acid 450-600) monoclonal antibodies 

targeting the spike glycoprotein were added to fluid or semifluid growth media for 72h. The 

level of infection was evaluated by quantitative immunofluorescence. Figure 9A clearly 

demonstrates the neutralizing capabilities of the blocking 43E4 antibody in this setting 

despite the viscosity of the media, suggesting that the Ab-driven neutralization is not specific 

to a particular mode of propagation. 9-O-acetyl sialic acid (SA) on glycolipids and/or O-linked 

glycoproteins, is a considered a determinant of HCoV-OC43 entry (Krempl et al., 1995, 

Kunkel et al., 1996, Vlasak et al., 1988b, D. E. Wentworth et al., 2001), thus likely to 

influence virus propagation. The effect of various recombinant lectins (which adhesion to 

corresponding sugars on cells was evaluated) was therefore tested in fluid or semifluid 

conditions (Figure 9B). The lectins LCA, Jacalin (JAC), MAA and CCA had little to no effect 

on propagation regardless of the fluidic conditions. The lectin SNA-1 harbored a very mild 

inhibition in fluid conditions but a striking and statistically significant effect in semifluid. 

Inversely, the wheat germ agglutinin (WGA) lectin reproducibly inhibited propagation in both 

conditions although the extent seemed exacerbated in fluidic conditions. On the other hand, 

the UEA-1 lectin from Ulex europaeus slightly yet significantly increased propagation in 

conditions that are semifluid without any perturbation when fluid. HCoV-OC43 also encodes 

for a hemagglutinin-esterase (HE) protein which confirmed acetyl-esterase activity removes 

acetyl groups from O-acetylated sialic acid to presumably free aggregated particles at the 

surface, thus promoting both virus entry and/or exit (R. J. de Groot, 2006, Desforges et al., 

2013a, Rottier, 1990, Smits et al., 2005, Vlasak et al., 1988a). The effect of the recombinant 

WT HE protein and its HE S40T acetyl-esterase defective counterpart were tested in fluid 

and semifluid conditions (Figure 9C). The recombinant WT HE protein severely impaired 

propagation in both conditions, although a small but statistically significant exacerbation was 

noted in fluid conditions. In sharp contrast, the defective recombinant protein did not affect 

propagation. Therefore, glycosylation can conclusively modulate both modes of propagation, 

yet interesting differences in magnitude and specificity towards either mode were also 

noticeable. The major influence of the HCoV-OC43 spike glycoprotein on virus propagation 

can be appreciated from previous studies (Favreau et al., 2009, Jacomy et al., 2010, Le 

Coupanec et al., 2015, Meessen-Pinard et al., 2016, St-Jean et al., 2006b). To verify if the 

two modes of propagation are influenced equivalently by this important viral factor, two 

recombinant HCoV-OC43 encoding for previously characterized spike variants, namely spike 
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G758R and spike 183-241 (Favreau et al., 2009, Le Coupanec et al., 2015, Meessen-Pinard 

et al.), were compared in both fluid and semifluid conditions to the prototypical variant (herein 

termed WT) obtained by the American Type Culture Collection (ATCC). rOC/S183-241 

propagated 2-3 times faster than rOC/ATCC in both conditions, suggesting a more rapid 

and/or efficient replication cycle that benefits equivalently to both free-particle diffusion and 

neuron-to-neuron transfer (Figure 9D). In contrast, rOC/SG758R propagated twice less 

efficiently in semifluid conditions while very comparable to rOC/ATCC in fluid conditions 

(Figure 9D), indicating that a single mutation on the spike glycoprotein is sufficient to 

abrogate specifically neuron-to-neuron transfer. Taken together, the data indicate that the 

combined effects of cellular and viral factors influence propagation both by passive particle 

diffusion and neuron-to-neuron propagation, thus jointly determining the rapidity of the global 

virus propagation. Although the data suggest that the two modes of propagation are not 

fundamentally mechanistically distinct, their different susceptibilities to certain cues 

highlighted subtle elements of divergence. 
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Figure 9: Neuron-to-neuron propagation is modulated by both cellular and viral factors. (A-D) All 
experiments were performed using the same general procedures. LA-N-5 cells were infected at 
MOI = 0.02, cultured for 72h in fluid or semifluid media, fixed and immuno-stained to score the 
infection efficiency by immunofluorescence. Different cues were applied. (A) Growing media were 
supplemented by non-neutralizing (32B2) or neutralizing (43E4) monoclonal antibody.  (B) 
Various lectins or (C) recombinant WT HE or HE S407 protein were added to the growing media. 
(D) Cells were infected with various HCoV-OC43 variants encoding for the indicated Spike 
mutants.  For convenience, data was either plotted as (A-C) infectivity relative to untreated 
controls; (D) ratios between 72h vs 16h percentages of infection. The error bar represent the 
standard deviation from (A-C) 3 or (D) >4 independent experiments.     
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DISCUSSION 

The widely circulating respiratory HCoV-OC43 is naturally neuroinvasive and can 

disseminate within the CNS. Making use of our animal model and neuronal cell cultures, we 

herein bring new data that shed light on the underlying mechanisms which remain poorly 

understood up until today. 

For instance, the ZnSO4 experiment (Figure 1D) and HCoV-OC43 ex vivo detection 

on brain sections of intranasally inoculated mice (Figure 2-3) suggest the olfactory tract as 

the most probable route of neuroinvasion, from the infection of OSN in the nasal mucosa to 

the olfactory nerve and bulb. We cannot rule out that other less efficient route, including the 

peripheral nerves can contribute to neuroinvasion. However, HCoV-OC43 does not seem to 

infect other supporting cell types surrounding the OSN in the olfactory epithelium at least in 

mice (Figure 2). It is therefore difficult to imagine that it can cross the epithelial barrier. 

Moreover, the rare presence of HCoV-OC43 in the liver of intranasally inoculated mice as 

well as its undetectable level in the bloodstream are other arguments against this possibility.  

From the olfactory bulb, further neuropropagation along the various axonal connections 

through the CNS is a possibility compatible with other of our key observations: 1) the 

seemingly dynamic association of structural viral material along axons both ex vivo and in 

vitro (Figure 4-6); 2) the existence of a neuron-to-neuron mode of propagation particularly 

efficient at high cellular density (Figure 7E-J) and 3) the disruption of neuron-to-neuron 

propagation by IIIβ-tubulin-disrupting agents (Figure 8). Nevertheless, a contribution of 

freely-diffusing particles is not to be excluded. Although the propagation in the CNS seemed 

to follow the olfactory bulb-piriform cortex-brainstem axis (Figure 3), isolated infected cells 

could indeed be observed scattered through the brain at 3-4 days post-intranasal inoculation. 

This latter type of propagation appeared surprisingly dominant in our cell culture systems. 

However, a direct comparison is indeed to be made with caution because in vitro systems do 

not necessarily reflect the situation prevailing in vivo. For instance, various physical barriers 

impossible to mimic in vitro are expected to limit diffusion of free particles in vivo. In culture, 

particles precipitate homogenously on susceptible cells as a 2-D layer, which is not reflecting 

properly the dynamic heterogeneous 3D environment found in vivo. As suggested by the 

positive effect of cell-cell contacts on HCoV-OC43 propagation (Figure 7J), the interneuronal 

connection within the CNS is likely to boost neuron-to-neuron propagation efficiency in a way 

difficult to predict in vitro where neuronal connections are not necessarily fully mature. In 

spite of these limitations, neuron-to-neuron propagation in vitro appeared only twice less 

efficient. Interestingly, the colonization of distal cells in Figure 7B coincided with the rise of 

virus titers above 1x105 TCID50/ml while the spread among effector cells did not suffer delays 

upon the early initial infection. It is therefore tempting to speculate that neuron-to-neuron 
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propagation is a significant (if not the main) contributor of dissemination early upon infection 

until higher viral titers stochastic and distal infection occurrence by freely-diffusing particles 

increase concomitantly. In this model, freely-diffusing founder viral particles would initiate 

stochastic infections in “naive” regions of the brain, thus establishing a small viral colony 

expanding at the rhythm of the neuron-to-neuron propagation. Such local propagation 

combined with subsequent round of distal colonization with new founder virus particles would 

indeed ensure a fast spread throughout the CNS.   

Our microscopy approaches shed light on the mechanisms by which HCoV-OC43 

could leave the axon to promote neuron-to-neuron propagation. Accumulation of membrane-

embedded spike, E and HE structural proteins, herein termed spike platforms, were found 

decorating axons in vitro. These plateforms appeared spatially static, probably because 

anchored to elements of the cytoskeleton. Nevertheless, new viral products seemingly 

compensated over time for the gradual loss of older proteins, therefore demonstrating a 

certain degree of dynamism that relates well to sites of virus release. The anterograde 

transport of virus material along axons towards exit sites could be explained by two generic 

models (reviewed in (Taylor et al., 2015)): 1) virus assembly at the cell bodies then transport 

towards release sites (ex: Herpesviridae); or 2) convergence along axons of structural 

subunits in discrete sites where assembly and release can be achieved (ex: Rhabdoviridae). 

Our inability to detect nucleocapsid in viral platforms may suggest that its recruitment to 

spike/E/HE assembled scaffolds is a terminal process quickly resolved by the release of the 

particle, therefore precluding its transient observation. This possibility is in line with the 

second aforementioned model. However, we cannot exclude that the intense nucleocapsid 

signal across the axon cytosol, as seen in other previous studies (Frana et al., 1985, Jacomy 

et al., 2006, Pasick et al., 1994), masks a dimmer signal corresponding to nucleocapsid co-

assembled with the other structural proteins. It is interesting to note that viral platforms are 

phenotypically very similar to those deriving from the infection of neurons by the 

pseudorabies virus (PRV) and herpes simplex virus type 1 (Bauer et al., 2014, Howard et al., 

2014, Saksena et al., 2006, Taylor et al., 2012), two α-Herpesviruses whose accumulation in 

varicosities enriched in pre-synaptic markers gave rise to the yet unconfirmed hypothesis of 

trans-synaptic viral transfer (De Regge et al., 2006, Saksena et al., 2006). Whether this 

trans-synaptic propagation could apply for HCoV-OC43 instead of a non-synaptic stochastic 

secretion along the axons remain to be verified. To this end, the development of tools 

enabling more accurate and sensitive live monitoring of HCoV-OC43 propagation will be of 

paramount importance. 

Our data indicate that propagation via diffusion of free particles and neuron-to-neuron 

transfer share several mechanistic similarities, as seen for other viruses (reviewed in (Q. J. 
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Sattentau, 2011)). For instance, the two tested modes of propagation tended to be similarly 

affected after by anti-spike neutralizing Ab, recombinant HE and lectins (Figure 9A-C). 

Furthermore, Spike 183-241-encoding virus (rOC/U183-241) showed a 2-3-fold increased 

propagation in both cases (Figure 9D). Subtle divergences were nevertheless noticed. The 

impact of the lectins SNA-I (inhibition), and UEA-I (stimulation) was significantly and 

consistently more pronounced in semifluid media. Moreover, spike G758R-encoding virus 

(rOC/SG758R) cell-to-cell propagation appeared quite slower than WT virus whereas 

propagation by free diffusion remained equivalent. The functional significance of these 

intriguing quantitative differences is still unclear, but may underline the privileged contribution 

of some still-unknown attachment factor(s) to a specific mode of propagation. A precedent 

exists as the differential expression profile of MHV cellular receptors was shown to determine 

the type of neuronal spread (Bender et al., 2010a). Interestingly, our previous work 

demonstrated that HCoV-OC43 spike G758R and spike 183-241 mutants conferred 

attenuated and exacerbated neurovirulence in mice, respectively, despite equivalent virus 

loads in the brain at their onset of infection (Jacomy et al., 2010, Le Coupanec et al., 2015, 

Meessen-Pinard et al., 2016). A key observation was that HCoV-OC43 spike G758R was 

affected in its capacity to reach the spinal cord whereas HCoV-OC43 spike 183-241 did so 

even more efficiently than the reference virus. Combined with our current findings, it raises 

the intriguing possibility that neuron-to-neuron propagation efficiency defines the outcome of 

infection by enabling the colonization of areas of the CNS, such as the spinal cord, otherwise 

difficult for HCoV-OC43 to reach by stochastic diffusion. A similar interpretation was drawn in 

a report that compared the propagation of the A59 strain of MHV to the more virulent 

JHM.SD described as relying more on neuron-to-neuron transfer (Bender et al., 2010a). 

Additional studies are warranted to push further our knowledge on HCoV neuroinvasion 

and dissemination throughout the CNS. In this context, the identification and characterization 

of the molecular determinants distinctly regulating the two aforementioned phenomenons, 

including their receptor(s) and attachment factor(s), will be the key of a better understanding 

of their associated neuropathology and eventually to the elaboration of antiviral 

countermeasures.  
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MATERIALS AND METHODS 

 

Ethic statement 

All mice experiments were approved by the Institutional Animal Care and Use Ethics 

Committee (IACUC) of the Institut national de la recherche scientifique (INRS) and conform 

to the Canadian Council on Animal Care (CCAC). Animal care and used protocols numbers 

1304-02 and 1205-03 were issued by the IACUC of INRS for the animal experiments 

described herein. All the experiments with both wild type and mutant viruses (S protein with a 

potential gain-of-function) were approved by the institutional biosafety committee (IBC) at 

INRS (certificate 2013-07) as all BSL2 safety level measures were applied to prevent 

infection of all laboratory workers and potential spread of viruses. 

 

Viruses and cell lines 

 The recombinant HCoV-OC43 virus (rOC/ATCC) (St-Jean et al., 2006b) harbors the 

same sequence as the reference virus HCoV-OC43 (VR-759) obtained in the 1980s from the 

American Type Culture Collection (ATCC). HCoV-OC43 rOC/S183-241 and rOC/S G758R were 

previously described (Favreau et al., 2009, Le Coupanec et al., 2015, Meessen-Pinard et al., 

2016). Virus stocks were generated by transfecting each cDNA clone in BHK-21 cells, 

amplified by two passages in the HRT-18 cell line, and sequenced to confirm that no 

mutations were introduced during the process. The human ileocecal colorectal 

adenocarcinoma HRT-18 cell line (a gift from the late David Brian, University of Tennessee) 

was cultured in minimal essential medium alpha (MEM-alpha; Life Technologies) 

supplemented with 10% (vol/vol) fetal bovine serum (FBS; Multicell) and was used to 

produce viral stocks and perform experiments. The human neuroblastoma LA-N-5 cell line (a 

kind gift of Stephan Ladisch, George Washington University School of Medicine) was 

maintained in RPMI medium supplemented with 15% (vol/vol) fetal bovine serum (FBS), 10 

mM HEPES, 1 mM sodium pyruvate, and 100 μM non-essential amino acids (Gibco-

nvitrogen). LA-N-5 cells were differentiated into human neurons as previously described (Hill 

et al., 1998). Briefly, 1.25x104 LA-N-5 cells were seeded in RPMI supplemented with 20% 

(vol/vol) FBS, 10 mM HEPES, 1 mM sodium pyruvate, and 100 μM non-essential amino 

acids on 24-wells glass coverslips coated beforehand with 1/20 Matrigel matrix basement 

membrane (Corning) following manufacturer’s procedures. The next day and every 2 days 

for 8 days, the medium was replaced with fresh DMEM supplemented with 10% (vol/vol) 

FBS, 10 mM HEPES, 1 mM sodium pyruvate, 100 μM non-essential amino acids, 50 µg/ml 
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gentamycin (Wisent) and 10 μM all-trans retinoic acid (Sigma-Aldrich). Mixed primary 

cultures of mouse CNS cells were prepared as previously described (Le Coupanec et al., 

2015). Briefly, the cortex and hippocampus from 14-16 day-old embryonic CD1 pup brains 

were harvested. The tissues were dissociated in HBSS+-trypsin-EDTA 0.5% (ratio 10:1 

respectively) for 15 min at 37°C, then by gentle up and down pipetting. Debris were decanted 

and supernatants transferred in neurobasal medium (Invitrogen) supplemented with 1 mM 

GlutaMAX-I (Life Technologies), 10 mM HEPES buffer, 1 mM sodium pyruvate, 2% (vol/vol) 

B27 supplement (Life Technologies), 50 µg/ml gentamycin and 10% (vol/vol) of Horse serum 

(Life Technologies). Cells were then seeded at 2x105 cells/cm2 and grown on poly-D-lysine 

(final concentration at 50 μg/mL)-treated glass coverslips in the same medium. From the next 

day until ready for infection (6-7 days), media was replaced every 2 days for fresh 

neurobasal medium without horse medium.  

 

 

Evaluation of neuroinvasiveness 

 15-days-old mice were subjected to intra-nasal (injection of 5 µl in each nostril), intra-

lingual (single injection of 10 µl using a Hamilton syringe laterally at the center of the tongue) 

or intra-cranial (as previously described, (Jacomy et al., 2010)) inoculation of rOC/ATCC 

using 106.25TCID50 (50% tissue culture infective doses) per mL. Sham-infected mice received 

PBS. To block neuroinvasion, 5 µlof ZnSO4 (0.17M) was instilled in both nostrils of mice 3 

days before intranasal infection of virus. Intra-lingual and intra-cerebral inoculations were 

performed under peritoneal anesthesia of ketamine-xylamine (ketamine at 200 mg/kg and 

xylamine at 10 mg/kg (Jacomy et al., 2003). Infected brain, liver and blood were harvested 5 

days later from peritoneally anesthetized mice (ketamine at 200 mg/kg and xylamine at 10 

mg/kg) and frozen at -80°C. Whole brain tissue was shredded/lysed by extensive agitation in 

1 ml QIAzol-lysis reagent (Qiagen) supplemented with shredding beads. Total brain RNA 

was extracted by a QIAzol/chloroform/propanol manufacturer’s procedure, dosed using a 

ND1000 spectrophotometer (Nanodrop) and frozen at -80°C. Virus RNA copy number were 

quantified in triplicate by real-time RT-PCR using the TaqMan RNA-toCT
TM 1-Step Kit 

(Applied Biosystems/Life Technologies) in a 20 µl reaction mixture with 10 µl 2x TaqMan RT-

PCR Mix (containing ROX as a passive reference dye), 900 nM forward and reverse primers 

targeting a 68 bp region of HCoV-OC43 M gene(Vijgen et al., 2005)  (forward primer OC43-

FP 5′-ATGTTAGGCCGATAATTGAGGACTAT-3′, nt 433 to 458; and reverse primer OC43-

RP (5′-AATGTAAAGATGGCCGCGTATT-3′, nt 479 to 500), 200 nM FAM BHQ1-TP probe 

(OC43-TP (FAM-5′-CATACTCTGACGGTCACAAT-3′, nt 459 to 478), 0.5 µl 40x TaqMan RT 

Enzyme Mix and 800 ng extracted brain RNA. Serially diluted cRNA standards were used for 
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the generation of a standard curve. Amplification and detection were performed in a 

StepOnePlus Realtime PCR system apparatus and analyzed with StepOne software version 

2.3 (Applied Biosystems). The limit of detection was defined as the average signal obtained 

in corresponding negative controls for each organ. 

 

Infection of cell lines and primary mouse CNS cultures 

 The HRT-18, LA-N-5 cells and primary mouse neuronal cell cultures (PMNCs) were 

infected with the indicated recombinant HCoV-OC43 virus at the indicated multiplicity of 

infection (MOI) for 2h in MEM-alpha supplemented with 1% (vol/vol) FBS (HRT-18), 

neurobasal medium with B27-GlutaMAX-I (PMNCs) or DMEM supplemented with 1% 

(vol/vol) FBS (LA-N-5 cells). The inoculum was then discarded and replaced for fresh MEM-

alpha supplemented with 1% (vol/vol) FBS (HRT-18 cells), fresh neurobasal medium with 

B27-GlutaMAX-I (PMNCs) or fresh DMEM medium supplemented with 2.5% (vol/vol) FBS 

(LA-N-5 cells) and incubated for up to 72h, as indicated. During infection and further 

incubation, LA-N-5 and PMNSs were kept at 37°C and HRT-18 at 33°C. 

 

 

Titration of infectious particles 

 Virus titers from cell culture supernatants were determined by an indirect 

immunoperoxidase assay (IPA) on HRT-18 cells, as previously described. Briefly, HRT-18 

were infected from serially diluted virus-containing supernatants for 2h and incubated for 

96h. Cells were MeOH-fixed and incubated with the mouse primary antibody 4.3E4 (dilution 

1/50) that detects the S protein of HCoV-OC43. Immunocomplexes were detected by 

incubating with a secondary horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse 

immunoglobulin antibody diluted 1/500 (Kirkegaard & Perry Laboratories) and revealing with 

0.025% (wt/vol) 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma-Aldrich) and 0.01% (vol/vol) 

hydrogen peroxide in PBS 1X. Infectious virus titers were calculated by the Karber method 

(Lambert et al., 2008). 

 

 

Immunofluorescence 

 Confocal immunofluorescence was performed either  after intracerebral infection of 

22-days-old mice, for which perfusion with 4% (wt/vol) PFA was performed 5 days post-

infection or after intranasal infection on 15 day-old mice, for which perfusion was performed 
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every day for a 4 day period. For intracerebral infection, brain sections were sagitally sliced 

in 60 μm thick sections with a Lancer Vibratome and for intranasal infection, heads were 

harvested and fur, skin and lower jaw were removed. Whole heads were decalcified in 6% 

EDTA pH 8 at 4oC for 5 days then transferred to 30% sucrose solution being processed 3 

days later. Serial sections were collected in PBS, treated 10 min H2O2 to disrupt erythrocytes, 

wash twice 5 min in PBS and permeabilized for 2h in PBS supplemented with 0.1% triton 

(vol/vol). Sections were further incubated for 1h in 0.1% triton/PBS supplemented 1% horse 

serum (vol/vol), then overnight at 4°C in 0.05% triton/PBS containing 1% horse serum and 

OC43-crossreacting ascetic anti-HEV N (1/500) (Le Coupanec et al., 2015), βIII-tubulin 

(1/1000, Abcam) and/or a polyclonal anti-OC43 spike serum (1/250) generated from rabbit 

immunization with a fragment of the spike glycoprotein encompassing amino acids 16-334. 

Sections were washes 3 times (15 minutes each) in 0.05% triton/PBS, incubated for 2h in 

0.05% triton /PBS supplemented with 1% horse serum and 1/500 adequate Alexafluor 488 or 

568-coupled secondary antibodies (Life Technologies). Immunostained sections were 

washed twice (5 minutes each) in 0.05% triton /PBS, counterstained for nuclei with 10 µg/ml 

Hoechst (Invitrogen), then washed again 4 times (15 minutes each) in 0.05% triton /PBS. 

Sections were then mounted in Prolong® Diamond Antifade mounting media (Molecular 

Probes) on glass slide and imaged on a Zeiss LSM780 confocal microscope equipped with a 

30 mW 405 nM diode laser, 25 mW 458/488/514 argon multiline laser, 20 mM DPSS 561 nm 

laser mounted on a Zeiss Axio Observer at 630X (Carl Zeiss Microimaging). All 

immunostaining steps were carried out at room temperature while agitating unless otherwise 

stipulated.  

 

 

Virus propagation assay 

 For propagation assays, cells were always seeded on glass coverslips, coated or not 

following seeding procedues (see above). Immediately after infection of HRT-18, LA-N-5 

cells or PMNCs (as described above), inoculums were substituted for propagation media. 

Propagation media was prepared as following: 2X DMEM (Multicell) was supplemented with 

2 mM GlutaMAX-I, 20 mM HEPES buffer, 100 µg/ml gentamycin, 2 mM sodium pyruvate and 

200 µM (vol/vol) non-essential amino acids. FBS at 2%, 5% (vol/vol), or 4% (vol/vol) B27 + 

cobalamin at 0.013698 mg/ml was also respectively added for HRT-18, LA-N-5 and PMNCs. 

Supplemented 2x DMEM media was then diluted 1/2 in either 4% (wt/vol) methylcellulose 

(semifluid media) or H2O (fluid media). Cells were overlaid with semifluid or fluid media and 

incubated at 37°C for the indicated time periods after witch supernatants were discarded and 

cells directly fixed for 15 min in 4% PFA. Where specified following compounds were also 
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added to fluid and semifluid media (final concentration indicated): 2-250 nM vinblastine or 

paclitaxel (Sigma-Aldrich); 1/10 hybridoma supernatant containing anti-OC43 spike non-

neutralizing 3-2B.2 and neutralizing 4-3E.4 monoclonal antibodies (Desforges et al., 2013a); 

10 µg/ml lectin SNA-I (from Sambucus nigra), WGA (from Triticum vulgare), CCA (from 

Cancer antennarius), MAA (from, Maackia amurensis) (EY laboratories), LCA (from Lens 

culinaris), Jacalin (from Artocarpus integrifolia) and UEA-I (from Ulex europaeus) (Vector 

Laboratories); 10 µg/ml HE and HE S40T recombinant protein following a previously 

described procedure (Z. Li et al., 2013). To quantify virus propagation in HRT-18 or LA-N-5 

at indicated time points, fixed cells were washed once in PBS and permeabilized in chilled 

100% methanol for 5 min -20°C. Samples were rehydrated 5 min in PBS and stained 2h at 

37°C using 1/2 dilution of mixed hybridoma supernatants containing equivolumes of 4E11.3 

anti-HEV N protein and 4-3E.4 anti-OC43 spike monoclonal antibodies. Cells were washed 

twice 5 min in PBS, then probed with for 45 min at room temperature with anti-mouse Alexa 

Fluor 488 secondary fluorescent antibodies (1/500; Life Technologies) along with 2 µg/ml 

Hoechst to counterstain nuclei. Following 3 PBS washes, coverslips were either directly 

imaged at 100x on our Zeiss LSM780 confocal microscope using the 30 mW 405 nM diode 

laser and 25 mW 458/488/514 argon multiline laser or mounted with Immunomount (Fisher 

Scientific) on glass slides to analyze later on. For each sample, ≥6 4x4 tiles of full fields were 

taken and exported from Zen black software (Carl Zeiss Microimaging) and quantified using 

the cell image analysis software CellProfiler (www.cellprofiler.org/). Minor modifications to 

this protocol were applied to assess propagation in PMNCs. For instance, methanol-

permabilized cells were incubated for 1h at RT with 2% (wt/vol)/PBS then 1h at 37°C in the 

1/2 dilution of our mixed hybridoma supernatants supplemented with 0.1% triton. Cells were 

incubated with the secondary antibodies for 1h at room temperature. 

 

 

Confocal microscopy and live cell imaging 

 The presence of spike plateforms on LA-N-5 axons was evaluated by fixing the cells 

on ice using 4% PFA (Electron Microscopy Sciences). Fixed cells were washed with PBS 

and then incubated with 1/200 polyclonal anti-OC43 spike for 1h at 37°C, washed twice, re-

incubated 45 min at room temperature with adequate 1/500 Alexa Fluor 568 antibody. 

Following 3 PBS washes, surface stained cells were permeabilized 5 min with 0.1% 

triton/PBS and sequentially stained 1h at room temperature for total βIII-tubulin using specific 

antibodies (1/1000; Abcam) and appropriate 1/500 Alexa Fluor 488 secondary antibody 

along with 2 µg/ml Hoechst. For PMNCs, surface staining was conducted at 37°C for 15 in 

2% FBS/neurobasal supplemented with 1/200 anti-OC43 spike polyclonal serum, washed 

http://www.cellprofiler.org/
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twice 2 min in media then fixed 5 min with 4% PFA. Fixed cells were incubated for 30 min at 

room temperature with the appropriate Alexa Fluor 568 diluted 1/1000 in PBS. Cell were 

washed twice, fixed again for 5 min and permeabilized with 0.1% triton/PBS for 5 min at 

room temperature. Cells were then stained for total βIII-tubulin 1h at 37°C in 0.1% triton/PBS 

(vol/vol), washed twice in PBS, and incubated 1h at room temperature with appropriate 

1/1000 Alexa Fluor 488 antibody and 2 µg/ml Hoechst. To assess co-localization of surface 

HCoV-OC43 spike glycoprotein with other virus structural proteins, infected LA-N-5 cells 

were incubated at 37°C for 15 min with either 1/200 polyclonal anti-OC43 spike serum 

(generated from rabbit immunization with a fragment of the spike glycoprotein encompassing 

amino acids 16-334), 1/2 monoclonal 43E.4 anti-OC43 spike antibody and/or 1/200 

monoclonal KD9-40 anti-BCoV HE protein antibody (kindly provided by Sylvia van Drunen 

Littel-van den Hurk, University of Saskatchewan, Saskatchewan,Canada, reportedly 

recognizing OC43 HE (Desforges et al., 2013a)) in 2.5% FBS/DMEM. Cells were washed 

twice 2 min in media, then re-incubated 15 min at room temperature in 2.5% FBS/DMEM 

supplemented with 1/500 Alexa Fluor 568 secondary antibody. Cells were fixed in 4% PFA 

after 3 x 2 min washes in media. Where total co-staining were needed, surface stained cells 

were next permeabilized in 0.1% triton/PBS (vol/vol) for 5 min at room temperature and 

incubated for 2h at 37°C in 5% FBS/PBS (vol/vol) supplemented with 1/500 polyclonal anti-

OC43-E protein, 1/2 monoclonal 4E11.3 anti-HEV N protein hybridoma supernatant, 1/2 4-

3E.4 anti-OC43 spike hybridoma supernatant or 1/500 polyclonal anti-OC4 spike serum. 

Cells were then washed twice and re-incubated with adequate Alexa Fluor 488 antibodies 

diluted 1/500 in PBS. Nuclei were counterstained with 2 µg/ml Hoechst. Immunostained cells 

(LA-N-5 or PMNCs) were all mounted on glass slides with Prolong® Diamond Antifade 

mounting media after 3 final PBS washed. The images shown in the figures are non-

overlapping maximal projections generated by the ImageJ software from single Z-stacks 

exported from Zen black software (Carl Zeiss Microimaging). LA-N-5 cells and PMNCs were 

seeded on matrigel or collagen/poly-D-lysine-coated live-cell imaging dish (MatTek 

Laboratories), differentiated and infected as indicated above. Real-time imaging was 

performed by live surface staining at 37°C of spike platforms as indicated above and 

immediately imaged at 37°C for up to 35 min at ≈0.125 frame/sec using Zen 2.1 software. 

Presented images and videos are thick acquisitions from a maximal pinhole aperture 

obtained and processed using Zen black software (Carl Zeiss Microimaging). All images and 

videos were acquired with a Zeiss LSM780 confocal microscope equipped with a 30 mW 405 

nM diode laser, 25 mW 458/488/514 argon multiline laser, 20 mM DPSS 561 nm laser 

mounted on a Zeiss Axio Observer at 630X (Carl Zeiss Microimaging). For real time imaging, 

the Axio Observer was further equipped with a temperature, humidity, CO2-controling stage 

top incubators. For ratiometric measurements, 20h-infected LA-N-5 cells were initially 
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surface stained live as described above first using the polyclonal anti-spike serum and Alexa 

Fluor 568 antibodies. Cells were then chased (or not) up to 3h at 37°C before being 

subjected to a similar second surface staining using instead the monoclonal 4-3E.4 spike 

antibody and Alexa Fluor 488 antibodies. To account for the loss of immunocomplexes 

during the biologically permissive chase period, parallel samples were fixed with 4% PFA 

prior to the initial staining. The exact same acquisition settings were used for all samples. 

Images were exported, axons and bodies separated in distinct files using Photoshop CS5.1 

(Adobe) and quantification from maximal Z-stacks projections generated by ImageJ. 

Brightness and contrast values remained unchanged through the process to avoid biased 

quantification. 

 

 

Statistical tests 

 For propagation and platform dynamism kinetics, statistical analyses were conducted 

by two-ways analysis of variance (ANOVA) followed by a Sidak test. Statistics for other 

propagation assays were assessed using ratio paired Student t-test when comparing fluid 

and semifluid media, and unpaired Student t-test for mutant comparisons. The statistical 

validation of the effect of paclitaxel on axonal spike association was done using an unpaired 

Student t-test. Statistical significance, designed by *, was defined at p < 0.05 and by **, was 

defined at p < 0.01. 
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Le système nerveux central (SNC) est un système biologique complexe responsable de la 

coordination des interactions avec l'environnement extérieur et de la communication rapide 

entre les différentes parties du corps afin d’assurer le maintien de l’homéostasie. Bien qu’il 

soit très bien protégé par divers mécanismes, le SNC n'est toutefois pas à l'abri d'infections 

microbiennes (aiguës ou persistantes), en particulier d’origine virale. Parmi ces virus qui 

atteignent le SNC où ils peuvent infecter diverses cellules et participer au développement ou 

à l’exacerbation de maladies neurologiques, les coronavirus humains (HCoV) sont 

particulièrement intéressants. 

 

Les Coronavirus : pathogènes respiratoires opportunistes 

 

 Parmi les divers virus respiratoires, les HCoV sont ubiquitaires et circulent 

constamment dans différentes régions du monde. Aujourd'hui, quatre souches différentes ont 

été identifiées : HCoV-OC43, -229E, -NL63 et HKU1 et sont reconnues comme des 

pathogènes des voies respiratoires supérieures associés au développement de rhinites, 

laryngites et otites. Dans certaines situations, ces virus adoptent un comportement 

opportuniste et peuvent infecter les voies respiratoires inférieures causant bronchites, 

bronchiolites ou pneumopathies diverses, incluant l’exacerbation d’asthme et la pneumonie, 

principalement chez les nouveau-nés, les jeunes enfants, les personnes âgées et les 

individus immunodéprimés (Vabret et al., 2009a). Deux autres coronavirus émergents 

peuvent aussi infecter l’humain et causer des syndromes de détresse respiratoire graves : le 

SARS-CoV, agent étiologique du syndrome respiratoire aigu sévère (SRAS) ayant causé la 

première épidémie du 21e siècle en 2002-2003, et le MERS-CoV, découvert en septembre 

2012 dans la péninsule arabique (Desforges et al., 2014b). 

 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Syst%C3%A8me_biologique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Animal
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Des virus respiratoires neuroinvasifs et neurotropes à potentiel neurovirulent 

 

 Les HCoV ne sont pas confinés qu’aux voies respiratoires et peuvent atteindre le 

SNC (Arbour et al., 2000), possiblement via l’exploitation de nerfs connectant les voies 

respiratoires à l’encéphale, comme le nerf olfactif. En effet, suite à une infection par la voie 

intranasale utilisant un modèle murin, nous avons pu mettre en évidence que la souche 

HCoV-OC43 atteint l’encéphale où il se dissémine, d’abord au niveau du bulbe olfactif puis 

dans plusieurs régions du cerveau et de la moelle épinière (Le Coupanec et al., 2015) 

(Figure 1). L'association directe entre les HCoV et les neuropathologies n’est pas établie à 

grande échelle mais de récents cas d’encéphalites soulignent ce potentiel pour HCoV-OC43 

(S. Morfopoulou, J.R. Brown, E.G. Davies, G. Anderson, A. Virasami, W. Qasim, W.K. 

Chong, M. Hubank, V. Plagnol, M. Desforges, T.S. Jacques, P.J. Talbot, J. Breuer 2016, Yeh 

et al., 2004), l’une des souches les plus prévalentes étant à l’origine du tiers des infections 

des voies respiratoires supérieures. De plus, la détection de l'ARN viral des souches -OC43 

et -229E, (OC43 de façon plus significative chez les personnes atteintes de sclérose en 

plaques comparées aux témoins) et de virus infectieux du SARS-CoV dans les cerveaux 

humains confirme hors de tout doute les capacités neuroinvasives naturelles des HCoV 

(Desforges et al., 2013b, Gu et al., 2005a).  
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Figure 1: Modèle de neuroinvasion par le nerf olfactif et dissémination dans le système 
nerveux central. Après injection intranasale dans des souris susceptibles, les deux virus sont 
capables de se rendre dans le cerveau par l’intermédiaire des neurones récepteurs olfactifs, et 
donc du nerf olfactif formé par les axones de ces derniers (en rouge). C’est dans les 
glomérules (cercles verts), que les terminaisons axonales des neurones récepteurs olfactifs 
font synapses avec les dendrites d’autres neurones allant directement jusqu’au système 
limbique (rectangle rouge), constitué de différentes structures, dont l’hippocampe. Les 
premières étapes de la propagation virale sont identiques entre les deux virus. En effet, après 
passage par le nerf olfactif, les virus vont jusqu’au système limbique et envahissent par la 
suite différentes régions du cerveau, avant de se propager vers et dans la moelle épinière. A ce 
stade,  le virus de référence (trajet en bleu) se rend efficacement à la moelle épinière où il se 
réplique alors que  l’efficacité d’infection de la moelle épinière par le virus G758 (trajet en 
marron) est altérée et dépend de la voie d’injection. 
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La glycoprotéine S : un facteur de neurovirulence 

 La glycoprotéine S, l’un des acteurs principaux de l’entrée des coronavirus, est aussi 

un facteur de neurovirulence important chez ces virus et en particulier pour HCoV-OC43 (P. 

J. Talbot et al., 2011). Il est donc plausible que des mutations dans certains domaines 

importants de cette protéine influencent l’interaction du virus avec son hôte. Nous avons 

d’ailleurs déjà montré que l'infection persistante de lignées neurales humaines par la souche 

OC43 mène à l'acquisition de mutations dans cette glycoprotéine, provoquant un 

changement de neuropathologies chez la souris (Desforges et al., 2014b). 

 Toutes les études menées sur HCoV-OC43 en laboratoire utilisent une souche virale 

de référence amplifiée à partir d’un isolat datant des années 1960, nommé ATCC. L’étude 

sur la variabilité génétique de ce virus au niveau de la protéine S sur plus de 60 isolats 

cliniques nous a permis d’identifier des différences prépondérantes au niveau du gène 

correspondant à cette protéine. Bien qu’une multitude de mutations aient été trouvées, 

seules quelques-unes se sont avérées conservées parmi les échantillons cliniques et une en 

particulier, la substitution d’une glycine pour une arginine (G758R), a attiré notre attention de 

par la création d’un site potentiel optimal de clivage par des protéases cellulaires importantes 

durant l’infection par certains coronavirus (Le Coupanec et al., 2015, Millet et al., 2015). En 

utilisant un clone moléculaire infectieux, nous avons montré qu’un virus portant cette 

mutation dans la protéine S envahit l’encéphale murin tout comme le virus ATCC de 

référence. Néanmoins, la mutation G758R atténue le virus possiblement parce qu’il atteint la 

moelle épinière moins efficacement (Figure 1). Cette réduction de neurovirulence représente 

vraisemblablement une adaptation permettant une survie accrue de l’hôte.  

 

Clivage protéolytique de la glycoprotéine S 

 Le site de clivage optimal créé par la mutation G758R se situe à la jonction des deux 

sous-unités S1 et S2 de la protéine S. Le clivage protéolytique par des protéases cellulaires 

comme les proprotéines convertases (PC) est un processus d’activation typique des 

protéines de fusion de type I comme la protéine S qui permet l’exposition rapide du peptide 

hydrophobe dans des compartiments cellulaires propices à la fusion des membranes virales 

et cellulaires. Plusieurs études portant sur les coronavirus suggèrent d’ailleurs que les PC 

(ou d’autres protéases telles les cathepsines ou les cell surface transmembrane 

protease/serine; TMPRSS) sont importantes pour l'entrée du virus dans les cellules hôtes 

et/ou pour le transport des virions nouvellement assemblés via la voie sécrétoire de la cellule 

infectée (Millet et al., 2015). Notre étude basée sur la séquence de la glycoprotéine S des 

isolats cliniques démontre que le variant G758R est clivé plus efficacement que le virus 

ATCC et que cette simple substitution d’une glycine par une arginine à la position 758 suffit à 
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activer le site de clivage sous-optimal présent chez le virus ATCC. Malgré l’implication de 

cette protéine dans l’entrée virale, l’altération de la morphologie de la couronne des virions 

que nous avons observée (Figure 2), probablement associée au clivage de la protéine S, ne 

module pas l'infectivité du virus. De plus, bien que nous ayons pu mettre en évidence une 

corrélation inusitée entre l’atténuation de la neurovirulence et l’introduction d’un site de 

clivage protéolytique optimal, cette mutation n’affecte en rien les capacités neuroinvasives 

du virus. Cette corrélation a déjà été suggérée pour un coronavirus félin, mais il s’agit d’une 

première dans le cas d’un coronavirus humain. Cette découverte est d’autant plus importante 

qu’habituellement, ce type de clivage de la protéine S chez les coronavirus, est 

généralement associé à une virulence exacerbée associée à une propagation plus efficace 

du virus chez l’hôte infecté. 

 

Conclusion 

 Bien qu’étant des pathogènes respiratoires, nous savons depuis plus d’une décennie 

maintenant que les coronavirus humains sont naturellement neuroinvasifs et neurotropes. 

Nos plus récents résultats mettent en lumière que le HCoV-OC43, une des souches 

circulantes les plus prévalentes, possède également un potentiel neurovirulent associé, au 

moins en partie, à la conformation de la glycoprotéine virale S qui peut ou non subir un 

clivage protéolytique. Toutefois, il appert que le clivage de cette protéine représente une 

adaptation avantageuse pour le HCoV-OC43 puisqu’elle limite les conséquences néfastes 

de l’infection au niveau du SNC. En effet, ce virus moins "agressif" induit peu de symptômes 

neurologiques et n’a que peu d’impact sur la survie à court terme des souris et il est donc 

possible que cette adaptation favorise l’établissement d’une infection virale persistante au 

niveau du SNC. Les souris chroniquement infectées par OC43 développent couramment des 

neuropathologies à long terme. On peut donc penser que la diminution de la virulence à 

court terme de la souche OC43 en particulier et des coronavirus humains en général, en 

cours d’évolution, pourrait survenir au prix de l’augmentation collatérale de son potentiel 

neurodégénératif sur une longue période. Par conséquent, au vu des capacités 

neuroinvasives des HCoV chez l’humain, il est plausible de penser qu’un virus respiratoire 

apparemment inoffensif et circulant bon an mal an à travers le monde entier, pourrait s’établir 

et persister au niveau du SNC humain en étant  potentiellement associées au 

développement ou à l’aggravation de maladies neurologiques comme la sclérose en 

plaques, la maladie d’Alzheimer, ou encore des encéphalites récurrentes. Des études 

approfondies permettant à la fois de mieux comprendre les processus adaptatifs des 

coronavirus humains neuroinvasifs et leur potentielle association à diverses conséquences 

neurologiques sont plus que jamais justifiées et nécessaires. 
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Figure 2: Modèle d’infection de cellule neuronale et de production de nouvelles particules 
virales par le coronavirus humain OC43. Lors d’une infection de cellule neuronale par la 
souche de référence (A) ou par le virus G758R (B), plusieurs étapes sont nécessaires à  la 
création de nouveaux virions infectieux. 1) Tout d’abord, il y a reconnaissance de facteurs 
d’attachements/récepteur sur la cellule. 2) Par la suite, le virus pénètre dans la cellule par 
endocytose, ou par fusion directe à la membrane plasmique. 3) Après libération du matériel 
génomique dans le cytoplasme, la réplication commence et 4) l’assemblage des virions a 
lieu au sein du réticulum endoplasmique, puis de l’appareil de Golgi et 5) les nouvelles 
particules virales formées sont libérées dans le milieu extracellulaire par exocytose. Selon 
ce modèle (adapté à partir de la référence 10), le clivage de la glycoprotéine S du virus 
G758R a lieu à l’étape 5. Plusieurs protéases pourraient cliver cette glycoprotéine. La furine 
(ou autres PC) (ciseaux noirs) et les sérines protéases transmenbranaire (TMPRSS : ciseaux 
verts) cliveraient plutôt la protéine au moment de l’exocytose. La trypsine (ciseaux rouges), 
présente dans le milieu extracellulaire, pourrait cliver la protéine S une fois le virus excrété 
de la cellule. Les panneaux C (« forme longue » de la protéine S non clivée) et D (« forme 
courte » de la protéine clivée) correspondent à des images de microscopie électronique à 
transmission du virus de référence et du virus G758R respectivement. 
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CHAPITRE III : DISCUSSION GENERALE 
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 Le système nerveux (SN) est spécialisé dans la conduction, la transmission et le 

traitement des informations. Présent dans toutes les régions du corps humain, il représente 

le plus important moyen de communication de l'organisme. En conditions physiologiques 

normales, le SNC est un système très hermétique aux différents pathogènes. Par 

conséquent, les pathogènes seront très limités dans leur capacité à atteindre le SNC 

directement à moins d’un traumatisme lésionnel, d’un acte chirurgical ou dans le contexte 

d’une immunosuppression (Pulzova et al., 2009). Les microorganismes ont donc dû 

s’adapter en élaborant des stratégies pour pouvoir entrer dans le SNC (McGavern et al., 

2011, Shrestha et al., 2013). Certains virus peuvent entrer dans le SNC via l'épithélium des 

capillaires du cerveau, ou en utilisant la stratégie dite du "cheval de Troie", tandis que 

d'autres pourront entrer via le plexus choroïde, ou par les nerfs périphériques.  

  

 Il existe de nombreux pathogènes, qui, après avoir atteint le SNC, engendreront des 

conséquences très différentes selon l’hôte et la région infectée. Différents facteurs vont 

contribuer à l’augmentation de la sévérité de la maladie. Le virus lui-même est le principal 

acteur du type de maladie engendrée. En effet, ces derniers peuvent être impliqués dans 

des maladies neurologiques chez l'humain, soit comme point de départ dans l'induction de 

ces maladies ou comme facteur aggravant. Ces maladies provoquent généralement une 

détérioration du fonctionnement des cellules nerveuses, pouvant conduire à leur mort. 

D’autres facteurs comme la voie de l’infection, la capacité à persister et à se répliquer et la 

génétique de l’hôte vont influencer les neuropathologies.  

 

 Un des virus pouvant envahir naturellement le SNC humain est le HCoV-OC43, virus 

étudié durant cette thèse. Ce virus, appartenant au genre des β-coronavirus, a été isolé en 

1967 (Mclntosh et al., 1967). Connue pour induire des infections respiratoires chez l’homme 

(S. H. Myint, 1995), HCoV-OC43 représente l'une des quatre souches de HCoV qui sont 

responsables d’environ 20% des rhumes annuels (S.H Myint, 1994, Vabret et al., 2005). 

(Gagneur et al., 2002, Gerna et al., 2006, Sizun et al., 1993, Sizun et al., 1995, Woo et al., 

2005). Bien que cette souche soit reconnue comme un virus respiratoire, c’est sa capacité à 

atteindre le SNC, à s’y répliquer, à s’y disséminer et à causer des pathologies au sein de ce 

système complexe qui ont attisé l’intérêt de notre laboratoire. En effet, ayant des propriétés 

neuroinvasives, neurotropes et neurovirulentes chez la souris, ce virus est reconnu comme 

étant un agent étiologique potentiel de différentes maladies neurologiques du SNC (Brison et 

al., 2011, Desforges et al., 2014a, P. J. Talbot et al., 2001).  
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Parmi les protéines structurales du virus, la glycoprotéine S est la protéine la plus 

étudiée et la mieux définie chez ce virus. Cette protéine transmembranaire de type I possède 

une multitude de rôles et fonctions au niveau de la structure du virion, du tropisme cellulaire 

et d’organe, ainsi que dans la pathogenèse (Dalziel et al., 1986, Fleming et al., 1987, 

Gallagher et al., 1990, Matsubara et al., 1991, Taguchi, 1995, F. I. Wang et al., 1992). De 

plus, elle est responsable de la liaison au récepteur (Dveksler et al., 1991, Yokomori et al., 

1992) ainsi que de la fusion entre les membranes de cellules (fusion cellules-cellules) ou 

entre l’enveloppe virale et la membrane cellulaire (virus-cellules). Étant donné que la 

protéine S est impliquée dans une multitude de fonctions, des mutations acquises dans cette 

protéine pourraient avoir un rôle dans la neuroinvasion, le neurotropisme et la neurovirulence 

du HCoV-OC43, mais également dans la réponse immunitaire de l'hôte, favorisant ainsi le 

développement de maladies neurologiques chez l'humain. Par conséquent, nous nous 

sommes intéressés à cette glycoprotéine de surface S dans cette thèse. 

 Il a été démontré au sein du laboratoire du Dr Pierre Talbot, que la souche OC43 

pouvait persister dans des lignées neurales humaines représentatives du SNC. Plusieurs 

mutations situées dans la glycoprotéine S ont été répertoriées suite à ces infections (St-Jean 

et al., 2006b). Parmi toutes les mutations ponctuelles acquises dans la glycoprotéine, quatre 

d’entre elles se sont avérées prépondérantes et ont été conservées à travers les passages 

cellulaires (St-Jean et al., 2006b). Ces mutations, D24Y, S83T, H183R et Y241H, ont été 

introduites dans un clone moléculaire infectieux (pBAC) afin de pouvoir étudier leur rôle dans 

la biologie du virus (St-Jean et al., 2006b). Ainsi, il a été mis en évidence que, en 

comparaison avec le virus de référence de HCoV-OC43 qui cause une encéphalite chez la 

souris ainsi qu’une inflammation et une dégénérescence neuronale (Jacomy et al., 2006, 

Jacomy et al., 2003), le virus mutant arborant les quatre mutations induit une encéphalite 

mais également une paralysie des membres postérieurs avec des lésions de démyélinisation 

dans la moelle épinière, et une accentuation de la mortalité des souris infectées (Jacomy et 

al., 2006, Jacomy et al., 2010, Jacomy et al., 2003). Ces mutations sont également à 

l’origine d’une dissémination accrue, d’une réplication virale augmentée et d’une 

neuroinflammation plus importante au sein du SNC (Jacomy et al., 2010). Néanmoins, ces 

mutations n’affectent pas le tropisme cellulaire du virus, et le neurone reste la cible principale 

(Jacomy et al., 2010).  

 

 Afin d'identifier les d'acides aminés dans la glycoprotéine S impliqués dans la 

propagation du virus vers et dans le SNC, nous avons comparé la séquence du gène codant 

pour la protéine S virale de la souche de référence du laboratoire HCoV-OC43 (ATCC VR-

759) avec des séquences du gène S de virus détectés dans des isolats cliniques 

d'expectorations des voies respiratoires supérieures et inférieures de sept enfants, âgés de 3 
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à 36 mois, admis au CHU de Caen, France, en 2003 (Vabret et al., 2006), ainsi qu'avec 

toutes les séquences de la protéine S trouvées dans la banque de données NCBI. Cette 

caractérisation a conduit à l'identification de mutations prédominantes, dont une se situe au 

niveau de l'acide aminé Gly758, qui introduit un site de clivage putatif de type furine 

RRSRR758 dans la protéine S virale au niveau de S1/S2. Toutefois, aucune mutation n'a 

pu être observée en comparaison au virus de référence de laboratoire au niveau du site de 

clivage putatif S2', dont la séquence KASSRS (site de clivage monobasique) représente un 

second site de clivage par les protéases cellulaires présent juste en amont d’un domaine de 

type « peptide de fusion » dans la protéine S.  

 

 Les protéases jouent un rôle important dans le maintien de l'homéostasie cellulaire en 

activant ou désactivant des protéines par protéolyse. Une grande proportion de pathogènes 

incluant des virus humains ont évolué pour détourner l’activité des protéases cellulaires pour 

leur propre besoin. Les virus enveloppés dépendent du clivage de leur glycoprotéine pour 

leur fusion dans la cellule. Les protéases sont donc un déterminant important dans le type 

d'hôte, le tropisme cellulaire et tissulaire, et le potentiel pathogène de ces virus. Chez les 

coronavirus, la relation entre le clivage de la protéine S et la capacité à entrer dans la cellule 

est bien établie. Le clivage de la protéine S joue un rôle important dans la fusion, mais le lien 

entre la fusion virus-cellule et la pathogénicité n’est pas encore très clair. Comme 

préalablement mentionné, une des particularités de la protéine S des coronavirus est qu'elle 

contient plus d'un site de clivage (Masters, 2003). Le premier site de clivage identifié est 

localisé entre la partie S1 et S2 de la protéine S (appelé S1/S2) (Millet et al., 2015). Ce 

clivage, effectué par différentes protéases cellulaires comme les proprotéines-convertases 

(comme la furine), les cathepsines et les protéases à sérines transmembranaires 

(Transmembrane Serine Protease : TMPRSS), se produit chez la plupart des coronavirus tel 

que MHV, BCoV, SARS-CoV, MERS-CoV, IBV, HCoV-HKU1 et HCoV-229E (Belouzard et 

al., 2010, Bertram et al., 2013, Hasoksuz et al., 2002, Le Coupanec et al., 2015, Millet et al., 

2015, Qian et al., 2013, Siu et al., 2014, Walls et al., 2016a). Plus récemment, un autre site 

de clivage a été caractérisé au niveau de la partie S2 du gène S (appelé S2'), en amont du 

peptide de fusion (Belouzard et al., 2009). Le clivage de ce site se fera généralement 

pendant les premières étapes d’infection (entrée virale). Il pourra être effectué par différentes 

protéases cellulaires comme pour le site S1/S2 (Millet et al., 2015). En fonction du 

coronavirus et de la cellule qu'il infecte, le clivage à ces différents sites peut se produire à 

différents stades du cycle réplicatif, par exemple, lors de l'entrée ou de la sortie des virions. 

 

 En ce qui concerne le HCoV-OC43, nous avons pu mettre en évidence différents 

niveaux de clivage de sa glycoprotéine S. Afin d'étudier le rôle de ces deux sites de clivages 



 

298 
 

 

putatifs (S1/S2 et S2'), nous avons réintroduit la mutation G758R, provenant des isolats 

cliniques, dans un clone infectieux pour former le virus mutant rOC/SG758R, et nous avons 

introduit une mutation au niveau du site S2' (formant ainsi le virus mutant rOC/SR903A), afin de 

bloquer son potentiel clivage. Nous avons pu observer qu'en culture de cellules neuronales, 

la glycoprotéine S du virus mutant rOC/SG758R est clivée au niveau S1/S2 de manière 

beaucoup plus significative comparativement au virus de référence. Ce clivage est plus 

facilement détecté dans le virus présent dans le surnageant cellulaire, mais est à peine 

détectable dans la portion associée aux cellules. Ceci suggère que le clivage à S1/S2 

pourrait se produire au cours des derniers stades de l'infection, probablement pendant 

l'assemblage ou la sortie des particules virales, comme cela a été déjà démontré pour les 

virus du MERS-CoV (Millet et al., 2014a) et MHV (Frana et al., 1985). Bien que nous n'ayons 

pas pu mettre en évidence le clivage de la protéine S du virus mutant rOC/SR903A, dû au fait 

que l'infection de cellule par ce mutant ne produit que très peu de particules virales 

infectieuses, et donc très peu de protéines S, nous avons pu observer que le virus de 

référence produisait une bande de taille intermédiaire de la protéine S, correspondant 

possiblement au site S2'. Ce site de clivage potentiel à S2', précédemment prédit (Millet et 

al., 2015, Simmons et al., 2005), pourrait être utilisé par d'autres protéases cellulaires, dont 

la trypsine, les TMPRSS et les cathepsines(Belouzard et al., 2012, Heald-Sargent et al., 

2012, Millet et al., 2014a, Seidah et al., 2012), comme pour d'autres coronavirus.   

 Le clivage de la glycoprotéine S a également été démontré pour d'autres coronavirus. 

La glycoprotéine S du virus du SARS-CoV est la plus étudiée et sert de modèle pour étudier 

le clivage de plusieurs coronavirus ainsi que les différentes protéases impliquées dans ce 

processus. Il a été montré que de nombreuses protéases cellulaires pouvaient permettre 

l'entrée médiée par la glycoprotéine S et que la plupart agissent sur le virus en dehors de la 

cellule. Il est important de noter que pour le SARS-CoV, le clivage se fait de manière 

séquentielle. En effet, le clivage de S1/S2 se produirait en premier, permettant ainsi le 

clivage subséquent à S2'. Ce deuxième clivage est considéré comme crucial pour l'activation 

de la glycoprotéine S. Le MERS-CoV, un virus récemment émergé du Moyen-Orient, est 

associé à une pneumonie sévère avec un taux élevé de létalité. Il est un autre exemple d'un 

coronavirus dont la glycoprotéine S peut être activée par une multitude de protéases. Les 

TMPRSS ainsi que les cathepsines endosomales ont la capacité d'activer la glycoprotéine S 

pour la fusion virus-cellule (Cho et al., 2013). L'entrée de ce virus médiée par les TMPRSS 

serait 100 fois plus efficace que l’entrée impliquant la voie endosomale, comme montrée 

pour le virus SARS-CoV (Shirato et al., 2013).  

 Par la suite, nous avons tenté de déterminer le type de protéases qui pourraient cliver 

cette glycoprotéine, au niveau des sites S1/S2 et S2'. En utilisant des peptides synthétiques 

contenant les différentes séquences des sites de clivages, ainsi que des inhibiteurs 



 

299 
 

 

chimiques dirigés contre les proprotéines-convertases, nous avons pu mettre en évidence 

que la furine était capable de cliver très efficacement le site S1/S2 du virus mutant 

rOC/SG758R, mais pas celui du virus de référence. D'autres proprotéines-convertases 

additionnelles, comme PACE4 et PC5/6, peuvent cliver cette protéine S mutante mais moins 

efficacement que la furine. Bien que les cathepsine B et L sont capables de cliver le site S2', 

la cathepsine L pourrait être la protéase privilégiée pour ce site puisque cette dernière clive 

moins efficacement le peptide contenant le site S2' mutant (KASSAS) que le peptide 

contenant le site non muté(KASSRS), suggérant un rôle plus important de cette cathepsine 

lors d’une infection par la souche OC43.  

 

 Le clivage des glycoprotéines d'enveloppe est une caractéristique commune des 

protéines de classe I comme la glycoprotéine S des coronavirus. Dépendamment du lieu et 

du type de clivage, ce processus va régir la façon dont le coronavirus va entrer dans la 

cellule. En effet, l’entrée virale repose sur l’interaction entre le virus et la cellule hôte et celle 

des virus enveloppés peut se faire via deux mécanismes distincts: soit par  fusion entre 

l’enveloppe virale et la membrane plasmique de la cellule cible (fusion virus-cellule), ou par 

la fusion des membranes plasmiques entre des cellules adjacentes (fusion cellule-cellule). 

Certains virus comme HSV, le virus de sendai et le VIH sont capables de délivrer leur 

génome dans le cytoplasme de la cellule par fusion directe à la membrane plasmique (Fuller 

et al., 1987, Okada, 1969, Permanyer et al., 2010). En revanche, d'autres virus comme le 

RSV et le virus d'Ebola, requièrent un processus protéolytique pour réaliser leur fusion en 

dehors des endosomes (Krzyzaniak et al., 2013, Zimmer et al., 2001). En effet, la fusion de 

la membrane virale avec la membrane des endosomes est déclenchée par des 

changements conformationnels de leurs glycoprotéines. Ces changements peuvent être 

initiés par un abaissement du pH et/ou une activation protéolytique. Les coronavirus ont des 

mécanismes d’entrée assez complexes qui diffèrent selon les souches. Il a d’abord été 

démontré que l'entrée du SARS-CoV dans la cellule  pouvait se faire par une fusion 

directement à la membrane plasmique de la cellule (Ng et al., 2003, Qinfen et al., 2004, 

Simmons et al., 2004). Plusieurs études ont également mis en évidence que ce virus pouvait 

utiliser la variation du pH endosomale (Yang et al., 2004), ainsi que certaines protéases 

comme la cathepsines L (I. C. Huang et al., 2006b, Simmons et al., 2005) pour entrer dans la 

cellule, ce qui tend à démontrer que ce virus pourrait utiliser la voie d'endocytose. Comme 

pour le SARS-CoV, le MERS-CoV est un virus zoonotique transmis de l'animal à l'humain 

(Hemida et al., 2017). Il entre dans la cellule via les deux voies distinctes : soit par 

endocytose en utilisant la cathepsine L et un abaissement du pH, soit par fusion à la 

membrane plasmique (Qian et al., 2013, Shirato et al., 2013). Le SARS-CoV, tout comme le 

MERS-CoV et le HCoV-229E, est capable de fusionner directement à la surface cellulaire en 
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présence de certaines protéases. Cette voie d’entrée est plus efficace que la voie 

endosomale (Matsuyama et al., 2005). 

 Le nombre et la morphologie des molécules de glycoprotéine S des virions peuvent 

moduler l'infectivité de différents virus à ARN ayant une glycoprotéine de fusion de classe I 

(Finzi et al., 2010, McKeating et al., 1991, Peeples et al., 1984, Shulla et al., 2009). Dans le 

cas de la souche OC43, nous avons pu mettre en évidence que le clivage au niveau de 

S1/S2 pouvait altérer la couronne du virus formée de sa glycoprotéine S. Par conséquent, 

sachant que cette protéine est impliquée dans la liaison au récepteur et dans l'entrée virale, 

un clivage au niveau de S1/S2 et S2' pourrait moduler l'infectivité de ce virus. Dans notre 

cas, un clivage à S1/S2 ou à S2', ne semble pas moduler l'infectivité de OC43 à l'inverse du 

virus de MERS-CoV (Gierer et al., 2015). Les coronavirus utilisent différentes protéases pour 

entrer dans la cellule, ainsi qu'une acidification endosomale, ainsi que l'utilisation de 

différentes protéases comme les cathepsines présentes dans les endosomes tardifs 

(Belouzard et al., 2009, Gierer et al., 2013, I. C. Huang et al., 2006b, Kawase et al., 2009, 

Qian et al., 2013, Qiu et al., 2006, Regan et al., 2008, Simmons et al., 2011, Simmons et al., 

2005), la furine dans les endosomes précoces (Burkard et al., 2014, Yamada et al., 2009b) 

et les TMPRSS (Bertram et al., 2013, Gierer et al., 2013, Glowacka et al., 2011, Kawase et 

al., 2009, Shulla et al., 2011) pour entrer en fusionnant à la membrane plasmique de la 

cellule. Par conséquent, un clivage de la protéine S pourrait moduler la voie d'entrée du 

virus, ainsi que ses conséquences au niveau de SNC. Des études sur l'entrée virale nous 

suggèrent qu'un site S1/S2 non clivé et un site S2' clivé serait la meilleure combinaison pour 

permettre au HCoV-OC43 de rentrer efficacement dans la cellule. En effet, bien que tous les 

virus soient capables d'entrer dans la cellule en utilisant la voie endosomale, seuls les virus 

non clivés au site S1/S2 semblent pouvoir entrer efficacement par fusion à la membrane 

plasmique de la cellule. De telles différences dans les voies d'entrées peuvent avoir 

plusieurs conséquences majeures sur l'infection du SNC en modulant la neuroinvasion, le 

neurotropisme et la neurovirulence induite par le virus.  

 

 Il est maintenant connu que l'état de clivage de la glycoprotéine S des coronavirus va 

moduler l'infection au niveau cellulaire. De plus, la présence de certaines protéases pourrait 

permettre au virus d'élargir son tropisme cellulaire initial. En effet, il a été suggéré pour le 

coronavirus IBV que le clivage au site S2' pourrait probablement permettre à la souche 

Beaudette d'élargir son tropisme tissulaire et cellulaire (Millet et al., 2015). De ce fait, nous 

avons voulu étudier l'effet du/des clivages de la glycoprotéine S dans un modèle murin. Nous 

avons déjà démontré au laboratoire que le modèle murin est un modèle permettant d'étudier 

les conséquences neurologiques du coronavirus OC43 (Brison et al., 2011, Jacomy et al., 

2010, Le Coupanec et al., 2015). De ce fait, nous avons dans un premier temps regardé 
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l'effet des clivages de S dans la neuroinvasion chez la souris, qui se caractérise par la 

capacité d'un pathogène à envahir le SNC à partir de la périphérie (voir chapitre 1.5.1 de 

cette thèse). Nous connaissons déjà le caractère neuroinvasif de la souche OC43. Les 

principales démonstrations de sa neuroinvasion chez l'humain proviennent de la détection de 

son ARN dans des cerveaux post-mortem (Arbour et al., 2000), et d’anticorps dans le LCR 

(Fazzini et al., 1992). L'utilisation d'un modèle murin a permis de mieux définir son 

mécanisme de neuroinvasion (Dubé et al, soumis). En effet, lorsqu’il est injecté par voie 

intranasale chez la souris, le virus va atteindre le SNC dans lequel il va se propager 

(Desforges et al., 2013a, Jacomy et al., 2003, Le Coupanec et al., 2015).  

 Nous avons pu démontrer que les clivages ne modulaient pas le pourcentage de 

neuroinvasion comparativement au virus de référence suggérant que l'état de clivage de 

cette protéine n'est pas essentiel à l'atteinte du SNC.  En revanche, il est important de noter 

que le niveau d’ARN viral quantifié dans les cerveaux n’est pas identique entre les virus. Une 

plus grande quantité de copies d’ARN viral est détectée pour le virus de référence que pour 

le mutant rOC/SG758R, et significative pour le mutant rOC/SR903A. Cette différence pourrait être 

due à une modulation de la vitesse d’atteinte du SNC par le clivage au niveau S2'. Le virus 

de référence pourrait atteindre plus rapidement le SNC que le mutant rOC/SG758R, qui serait 

lui-même plus rapide que le mutant rOC/SR903A. Cette différence pourrait également résulter 

d'un défaut de réplication et de propagation dans le cerveau des souris observé suite à 

l’infection par voie intracérébrale, et interviendrait donc après l’atteinte du SNC. Nous avons 

pu montrer que les trois virus peuvent atteindre le SNC après avoir infecté les neurones 

olfactifs sensoriels (OSN) et passer à travers le nerf olfactif, indiquant que le clivage au 

niveau S1/S2 ou S2' ne modifie pas le tropisme cellulaire, même s'il a été suggéré que le 

MERS-CoV était capable d'infecter différentes cellules respiratoires exprimant diverses 

protéases qui activeraient la protéine S au niveau du site S2' (Millet et al., 2014). D'autre 

part, la diminution de l'efficacité de l'infection par OSN peut indiquer un problème d'entrée 

virale dans les cellules sensibles pour les virus mutants S1/S2 et S2 '. En effet, il se pourrait 

que les cellules olfactives sensorielles activent des voies d'apoptose pour empêcher le virus 

de passer par le nerf olfactif et d'atteindre le SNC. Ce genre de phénomène a pu être 

observé pour le virus de l'influenza. Après infection par la souche R404BP hautement 

pathogène, l'infection des OSN a permis une expression à la hausse des molécules de 

ligand FAS, activant les voies d'apoptose (I. Mori et al., 2002). 

 La principale voie de neuroinvasion pour atteindre le SNC implique les nerfs 

périphériques, comme le nerf olfactif (Debby van Riel, 2017, I Mori, 2015a), qui fait le lien 

entre l’épithélium olfactif (par les neurones sensoriels olfactifs) et le bulbe olfactif au niveau 

de l’encéphale, et représente le chemin le plus court par lequel un virus peut atteindre le 

SNC. Il se pourrait que le virus de référence emprunte d’autres nerfs, comme le nerf 
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voméronasal, impliqué dans la détection des phéromones, de même que les nerfs lingual et 

trijumeau, qui pourraient servir d’accès au virus pour aller jusqu’au SNC, comme le font les 

virus HSV-1 (Flowerdew et al., 2013), VZV (Gilden et al., 2015), VSV (Detje et al., 2009), 

influenza A (C. H. Park et al., 2002) ainsi que le virus de la maladie Borna (I. Mori et al., 

2005). De plus, il a été démontré au laboratoire que le virus de référence HCoV-OC43 

pouvait infecter les cellules épithéliales respiratoires dans un modèle murin (données non 

publiées de Marc Desforges). Bien que les clivages de la protéine S ne changent pas le 

tropisme viral au niveau des cellules sensorielles olfactives, il se pourrait qu'ils soient à 

l'origine d'un changement de tropisme cellulaire au niveau de l'épithélium respiratoire, 

permettant ainsi au virus d'infecter les OSN et d'envahir le SNC plus ou moins rapidement.  

 Les pathogènes peuvent également entrer dans le SNC par la voie hématogène en 

utilisant des cellules comme véhicule. En effet, le HCoV-229E et le SARS-CoV ont la 

capacité d'infecter des monocytes en culture, ce qui pourrait leur conférer un moyen d'entrer 

au SNC (Collins, 2002, Law et al., 2005). Nos résultats suggèrent que le HCoV-OC43 n’a 

pas la capacité d’infecter les monocytes et qu’il n'utiliserait donc pas cette voie (Desforges et 

al., 2007). Cependant, aucune expérience n'a été faite avec les mutants S1/S2 et S2'. Enfin, 

une étude a montré que l'état de glycosylation de la protéine d'enveloppe du virus du Nil 

Occidental influence la neuroinvasion chez la souris (Beasley et al., 2005). Il a été montré 

que les capacités neuroinvasives du virus étaient dépendantes, entre autres, de l'état de 

glycosylation de la glycoprotéine d'enveloppe, et qu'une altération de cette glycosylation 

affectait la stabilité du virus (Beasley et al., 2005, Shirato et al., 2004). La glycoprotéine S de 

HCoV-OC43 est une protéine hautement glycosylée (Mounir et al., 1992), et on peut donc 

penser que l'acquisition de certaines mutations dans la protéine de surface pourrait modifier 

l'état de glycosylation de cette protéine et moduler le potentiel neuroinvasif du virus.  

 

 Nos résultats suggèrent que les clivages de la glycoprotéine S à S1/S2 et S2' 

peuvent moduler les types d'entrée dans la cellule, mais également l'efficacité de la 

neuroinvasion dans un modèle murin. De plus, nous avons également observé que la 

morphologie modifiée du mutant rOC/SG758R (contrairement au mutant rOC/SR903A), associée 

au clivage du au site S1/S2, était corrélée à une diminution de la propagation virale du SNC 

chez les souris sensibles. En effet, les virus mutants rOC/SG758R et rOC/SR903A se propagent 

dans le cerveau, mais avec un retard comparativement au virus de référence. Bien que ce 

retard soit plus important pour le virus mutant rOC/SR903A, les deux virus mutants ont de la 

difficulté à se propager efficacement jusque dans la moelle épinière contrairement au virus 

de référence. Malgré une libération plus efficace des particules infectieuses du virus mutant 

rOC/SG758R dans le milieu de culture cellulaire par rapport au virus de référence rOC/ATCC, 

ce retard de propagation a également été observé dans des cultures primaires murines de 
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même que dans la lignée neuronale humaine LA-N-5. Il s'agit ici d'une relation qui peut 

sembler contre-intuitive mais qui rappelle le mode de propagation de cellule à cellule qui 

prévaut pour une liste croissante de virus (Q. Sattentau, 2008). En effet, le mode de 

transmission de cellule à cellule a été adopté par une multitude de famille de virus telle que 

les flaviviridae, les herpesviridae, les paramyxoviridae, les poxviridae, les rhabdoviridae et 

les retroviridae (Q. J. Sattentau, 2011). Ce type de transmission confère des avantages au 

virus, comme une propagation virale plus rapide, ainsi qu'un échappement à l'immunité 

humorale. Dès qu'une infection initiale est survenue, ce mode de propagation permet de 

contrecarrer les étapes limitantes de la propagation par virus libre en permettant une 

protection envers le virus, que se soit au niveau stérique, mais également cinétique (Q. 

Sattentau, 2008). Plusieurs types de transmission de cellule à cellule ont été mis en 

évidence lors d'infection virale. Le premier mécanisme de propagation, appelé la synapse 

virologique, se fait par des contacts spécialisés et polarisés entre la cellule infectée et la 

cellule cible, à l'intérieur desquels des virus tels que HIV, HTLV et HSV peuvent se propager 

(Q. J. Sattentau, 2011). Le deuxième mécanisme se défini comme un biofilm viral. Il s'agit 

d'un transfert d'une structure adhésive sur laquelle s'accumulent les virions. Cette structure 

adhésive est enrichie en protéine de la matrice extracellulaire et en protéine de d'adhésion 

de la cellule hôte. Les virions vont être concentrés à la surface de la cellule infectée, et vont 

pouvoir se transmettre à une cellule saine lors d'un contact cellulaire. Ce type de 

transmission, observé pour HTLV-1 et HIV-1, confère une protection physique et protège 

partiellement les virus des anticorps neutralisants (Pais-Correia et al., 2010). Enfin, le 

troisième mécanisme se caractérise par des extensions de la membrane des cellules 

infectées qui forment des conduits intercellulaires, permettant ainsi le transfert de protéines 

virales aux cellules cibles. Ces structures sont formées à partir de la membrane plasmique 

grâce à la polymération de protéine qui forme des ponts entre la cellule infectée et la cellule 

saine, permettant entre autres la stabilisation des contacts entre cellules. Tous comme les 

deux autres types de transmissions, ce dernier permet le contrôle de la réponse immunitaire 

envers le virus. Les virus HTLV-1 et HIV sont capables d'utiliser ce mécanisme de 

propagation (Q. J. Sattentau, 2011).  

 À l'aide de modèles de cellules neuronales en culture, nous avons caractérisé un peu 

mieux le mode propagation de cellule à cellule de la souche HCoV-OC43, qui semble se 

faire à l'aide de synapse virologique. En effet, la mise en évidence de plateformes virales 

immobiles le long des axones suggère des structures virales polarisées impliquées dans la 

transmission virale vers la cellule voisine. Ce type de transmission pourrait, en association 

avec l'état de clivage de la glycoprotéine S, expliquer en partie les différences 

d'entrée/propagation observées pour les virus de référence, rOC/SG758R et rOC/SR903A. En 

effet, bien que nos résultats suggèrent un retard dans l'entrée virale des deux variants 
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comparativement à la souche de référence, nous avons également pu mettre en évidence un 

défaut dans la propagation de cellule à cellule pour le virus rOC/SG758R par rapport au virus 

de référence dans des cellules neuronales. Il est tentant de supposer que le clivage de la 

protéine S du HCoV-OC43 au site S1/S2 au niveau de la membrane plasmique, en liens 

avec les différents types de protéases présents dans la cellule, limite la quantité de 

particules virales disponibles pour un transfert de cellule à cellule vers des neurones non 

infectés adjacents. Ceci peut expliquer la différence de cinétique de dissémination entre les 

deux virus et la difficulté pour le mutant rOC/SG758R d'atteindre la moelle épinière même s'il 

se dissémine dans tout le cerveau. La propagation limitée du  mutant rOC/SR903A dans le 

SNC murin comparativement aux virus mutant rOC/SG758R et au virus de référence est 

probablement due au fait que le site S2' est très important dans les premières étapes 

d'entrée du virus dans la cellule. Il est également logique de penser que ce type de clivage 

pourrait moduler l'efficacité de propagation de cellule à cellule dans un contexte neuronal. 

 Au sein d'un neurone, trois modèles de transport axonaux sont proposés. Le premier 

consiste en un transport de particules virales non infectieuses dans l'axone. Ces derniers 

pourront maturer en sortant le long de l'axone. Le deuxième modèle consiste en un transport 

axonal rapide de structures virales, dont l'assemblage final se fera dans les terminaisons 

axonales. Enfin, le troisième modèle consiste en un transport rapide de structure virale le 

long de l'axone. À l'inverse du deuxième modèle, dans ce 3e type de transport, les virus 

pourront s'assembler au niveau de certains points le long de l'axone, ainsi que dans les 

terminaisons axonales. L'utilisation de molécules chimiques (Vinblastine et Paclitaxel) 

permettant la stabilisation ou la déstabilisation des microtubules et altérant par conséquent le 

transport à l’intérieur de l’axone, nous permet de suggérer un transport axonal selon le 

troisième modèle proposé ci-dessus. En effet, en utilisant ces molécules, le nombre de 

plateformes virales immobiles observées le long de l'axone diminue, ce qui tend à penser 

que des structures virales pourraient se propager le long de l'axone, et maturer/sortir le long 

des "boutons en passant", le long de ces axones, comme suggéré pour les alphaherpesvirus 

(Tomishima et al., 2002). Ces "boutons en passant" ou varicosités, sont des boutons 

synaptiques présents le long de l'axone, ayant le même rôle que ceux présents à l'extrémité 

terminale de l'axone. Par extrapolation, il est tentant de suggérer que le clivage de la 

glycoprotéine S au niveau de S1/S2 diminuerait l'efficacité du transport de cette 

glycoprotéine au sein de l'axone, diminuant ainsi la propagation de cellule à cellule du virus 

mutant rOC/SG758R. A l'inverse, pour une propagation virale le long de l'axone et une entrée 

efficace, la glycoprotéine S devra être clivée au site S2', telle que nous suggère les résultats 

pour le mutant non clivé rOC/SR903A.  
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 Bien que les virus mutants se propagent moins efficacement que le virus de 

référence, le neurotropisme entre les différents virus ne change pas. Le neurotropisme 

définit l'habileté d'un pathogène à infecter des cellules du système nerveux central ou 

périphérique. Nous savons que la protéine S des coronavirus, et particulièrement la sous-

unité S1, est le principal déterminant du tropisme (Taguchi, 1995) et permet donc au virus de 

reconnaitre un récepteur cellulaire spécifique, de le lier et d'initier une cascade de réactions 

qui mèneront ultimement à la pénétration du virus chez la cellule cible (Cullen, 2001, 

Gallagher et al., 2001, Hofmann et al., 2004). Le récepteur cellulaire de HCoV-OC43 n'est 

pas encore identifié à ce jour, mais nous avons montré que le neurone est la cible principale 

de l’infection par HCoV-OC43 chez la souris et en culture primaire mixte murine du SNC 

(Desforges. M et al., 2013, Jacomy et al., 2003), ainsi qu'en culture d'astrocytes primaires 

humaines seules et en co-culture avec des cellules NT2 humaine (Desforges. M et al., 2013, 

Jacomy et al., 2006). Chez la souris, HCoV-OC43 est détectable dans différentes structures 

du cerveau. Il a également été démontré dans le laboratoire que des mutations ponctuelles 

localisées dans le site potentiel de liaison au récepteur, et acquises suite à l'infection 

persistante de lignées de cellules neurales humaines représentatives du SNC, ne modulent 

pas le neurotropisme de HCoV-OC43 (Jacomy et al., 2010, Le Coupanec et al., 2015, 

Meessen-Pinard et al., 2017). 

 Concernant nos virus mutants rOC/SG758R et rOC/SR903A, aucun changement de 

tropisme apparent n'a pu être détecté, alors que le neurone demeure la cible principale, et 

sont capables de passer par le nerf olfactif pour envahir le SNC au même titre que la souche 

de référence. Afin de pouvoir expliquer les différences dans la neuropropagation entre les 

trois virus, nous nous sommes demandé si le virus de référence pouvait emprunter une 

seconde voie pour atteindre la moelle épinière plus rapidement. Cette voie pourrait être par 

l'intermédiaire du LCR, en lien avec le système glymphatique, qui est un système de 

nettoyage qui utilise un système unique de canaux périvasculaires, formés par des cellules 

astrogliales, pour faire le pont entre le LCR et le liquide interstitiel dans le cerveau et favorise 

ainsi l'élimination des protéines solubles et des métabolites du SNC (Jessen et al., 2015). Il a 

été proposé que ce système pouvait participer à la neuropropagation de virus comme le 

virus chikungunya (Couderc et al., 2008) et le SRAS-CoV (Netland et al., 2008). Bien que le 

HCoV-OC43 de référence infecte très efficacement les cellules épendymaires 

comparativement aux virus mutants, tous les virus sont retrouvés dans le LCR. La présence 

de virus dans le LCR est caractéristique d'une infection du SNC et a été suggérée comme 

une voie potentielle de dissémination vers la moelle épinière pour d'autres virus incluant le 

virus Sendai, le virus de la chorioméningite lymphocytaire et le virus de la stomatite 

vésiculaire (Plakhov et al., 1995). La présence des 3 variants du HCoV-OC43 dans le LCR 

peut impliquer une propagation du cerveau vers la moelle épinière. Cependant, comme il n'y 
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a pas de différence dans la quantité relative d'ARN, cette voie ne semble pas expliquer les 

différences de propagation vers la moelle épinière. Bien que le mutant rOC/SG758R ait un petit 

retard dans sa propagation comme nous l'avons rapporté précédemment (Le Coupanec et 

al., 2015), le clivage au site S2' est beaucoup plus important pour une diffusion efficace en 

culture cellulaire et chez la souris. Ces observations suggèrent que le clivage au niveau de 

S2' est une condition préalable absolue pour une propagation cellulaire efficace, mais quel 

que soit le site de clivage, il semble plutôt moduler la neuropropagation et non le 

neurotropisme pour le HCoV-OC43. 

 
 En outre, les clivages de la glycoprotéine HCoV-OC43 S a également un impact sur 

la pathologie, car il diminue la neurovirulence. La neurovirulence désigne le caractère 

pathogène, nocif et violent d'un microorganisme, c'est-à-dire sa capacité à causer une 

pathologie au SNC détectable par des observations histologiques et/ou cliniques, voire la 

mort de l'hôte (A.L. Notkins, and M.B. Oldstone., 1986). Il est très intéressant de noter que 

cette association entre la diminution de la virulence et le clivage de la glycoprotéine S du 

coronavirus n'a été suggérée que pour le FCoV (Licitra et al., 2013). En effet, pour d'autres 

coronavirus, dont le coronavirus murin (MHV) et le coronavirus bovin (BCoV), aucune 

association claire n'a été établie entre le clivage de S et la virulence (Hingley et al., 2002, X. 

M. Zhang et al., 1991). 

 De nombreux résultats obtenus au laboratoire de Pierre Talbot suggèrent que 

l'atteinte de la moelle épinière pourrait être en relation avec la sévérité de la maladie induite 

par le HCoV-OC43. En effet, tel que précédemment mentionné dans cette thèse, la 

glycoprotéine S joue un rôle dans la pathogenèse induite par les coronavirus (Gallagher et 

al., 2001). La plupart des connaissances sur le rôle de la glycoprotéine S dans la 

neuropathogenèse ont été obtenues à partir d'études sur le coronavirus murin MHV où le 

remplacement la protéine S de MHV-A59 (neurovirulence modérée) par celle de MHV-JHM 

(neurovirulence importante) mène à la production d'une souche recombinante de MHV-A59 

possédant une neurovirulence accrue (Phillips et al., 1999) ainsi qu'une dissémination au 

SNC plus importante (Phillips et al., 2002). Il existe au laboratoire plusieurs mutants de 

HCoV-OC43, obtenu à partir d'infection persistante de lignée neurale. Il a été montré que 

l'infection de souris par le coronavirus portant quatre mutations ponctuelles dans la protéine 

S (D24Y, S83T, H183R, Y241H; nommé rOC/US24-241) induit une pathologie paralysante des 

membres postérieurs chez la souris, accompagnée d'un taux de mortalité de 80% comparé 

au virus de référence qui induit une encéphalite avec 10-15% de mortalité (Jacomy et al., 

2010). Ce mutant se dissémine plus rapidement, se réplique de façon plus importante dans 

la moelle épinière et induit une inflammation plus importante comparée au virus de référence 

(Jacomy et al., 2010).  
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 En ce qui concerne les mutants S1/S2 et S2' présentés dans cette thèse, nous avons 

pu faire une corrélation entre le degré d'atteinte et le niveau de réplication des mutants dans 

la moelle épinière et le degré de neurovirulence. En effet, bien que le clivage au niveau de 

S1/S2 ne change pas la réplication du virus dans le cerveau, il va diminuer sa réplication 

ainsi que sa propagation dans la moelle épinière, probablement associée au fait que ce virus 

n'induit que très peu de symptômes neurologiques et de mortalité chez la souris. Dans le 

même sens, une inhibition du clivage au niveau de S2' va, en plus de retarder la propagation 

et de diminuer la réplication virale dans la moelle épinière, diminuer également la réplication 

du virus dans le cerveau. Ces données sont également associées au fait que ce virus mutant 

ne provoque aucun symptôme neurologique ni de mortalité chez la souris. Par conséquent, il 

est plausible de penser que l'atteinte de la moelle épinière pourrait être un facteur pour le 

développement de neuropathologies chez la souris. En conclusion, des changements dans 

le génome de HCoV-OC43, en particulier au sein de la protéine S, pourrait réguler de 

nombreux facteurs, comme la modulation de la dissémination et de la réplication virale, qui 

peuvent conduire à une modification de la neuropathologie viro-induite chez la souris. 

 

 Plusieurs autres facteurs peuvent influencer ou contrôler la réplication et la 

propagation virale ainsi que la neurovirulence associée. Il s'agit de la capacité qu'ont les 

virus à moduler l'activation du système immunitaire. Il est connu qu'un stress au RE suite à 

l'infection par le SARS-CoV induit une régulation à la baisse du récepteur de l'IFN de type I 

qui a un rôle antiviral (Minakshi et al., 2009). Des mutations au sein de la protéine S de 

HCoV-OC43 menant à une accumulation accrue de cette protéine et de virions infectieux à 

l’intérieur des cellules infectées (possiblement au RE (Favreau et al., 2009)), pourraient donc 

moduler la réponse inflammatoire via un stress au RE. Une étude récente conduite sur le 

coronavirus porcin PEDV, où une délétion de 5 acides aminés accompagnée d’une mutation 

d’un autre acide aminé dans le domaine transmembranaire de la protéine E ont été observée 

après plusieurs passages de ce virus en culture cellulaire (M. Sun et al., 2017). Cette 

adaptation est responsable d’une augmentation de la réponse au stress du RE, de la 

réponse inflammatoire, et de l’apoptose des cellules infectées pouvant jouer sur la 

pathologie. Nous savons que la glycoprotéine S est fortement reconnue par le système 

immunitaire. Elle induit une production d'anticorps neutralisants et l'activation de 

lymphocytes T cytotoxiques, ce qui lui confère un rôle important au niveau de la 

pathogenèse virale (D.E. Wentworth, and K.V. Holmes, 2007). Des mutations dans cette 

protéine pourraient moduler sa reconnaissance par l'hôte et engendrer une réponse 

immunitaire exacerbée, qui, si elle est non contrôlée, pourrait engendrer des effets 

secondaires néfastes au SNC. Nous avons déjà démontré au laboratoire qu'une infection du 

SNC murin, en particulier de la moelle épinière par le virus portant les quatre mutations 
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rOC/US24-241 est accompagnée d'une plus grande expression de la cytokine pro-

inflammatoire IL-6 et de la chimiokine MCP-1 (CCL2) et est associée avec une augmentation 

significative de l'infiltration de lymphocytes T CD4+ et CD8+ dans le SNC par rapport au 

virus de référence (Jacomy et al., 2010). Cette activation accrue du système immunitaire est 

en relation avec le fait que ce virus mutant possède une neuropropagation et une 

neurovirulence accrue comparativement au virus de référence. Il n'est toutefois pas prouvé 

que cette plus importante réponse immunitaire soit en cause dans la pathologie. 

 Il est également connu que des mutations dans les protéines virales de surface 

peuvent permettre au virus d'échapper à la reconnaissance par les anticorps. Le virus 

Influenza par exemple mute continuellement, ce qui lui permet d'échapper à la 

reconnaissance par les anticorps (van de Sandt et al., 2012). Il en est de même pour la 

protéine gp120 du VIH, qui, par variation antigénique peut échapper à une reconnaissance 

par le système immunitaire (Evans et al., 2001). De plus, une étude a montré un rôle des 

sucres impliqués dans la glycosylation dans l'échappement au système immunitaire du VIH 

(Reitter et al., 1998). Des mutations dans la protéine S de HCoV-OC43 pourraient avoir un 

rôle si des mutations se retrouvaient dans des sites de glycosylation, dans le fait que le virus 

puisse échapper au système immunitaire, dans l'induction d'une infection latente, où il 

pourrait se réactiver et se répliquer occasionnellement suite à un stress ou à un état affaibli 

de l'hôte.  

 Après une infection par le virus mutant S1/S2, nous avons pu observer que lorsque 

les virus se sont propagés dans toutes les régions du cerveau, la réponse immunitaire innée 

est bien établie. En effet, nous avons pu voir une augmentation du nombre d'astrocytes, ainsi 

que des microglies après l'infection (Jacomy et al., 2006, Jacomy et al., 2010). Ces 

augmentations, se définissant comme une astrogliose et une microgliose, sont plus 

importantes après infection par le virus de référence que par le virus mutant S1/S2. Ce type 

d'activation cellulaire peut être liée à une propagation plus rapide dans l'ensemble du SNC 

du virus de référence par rapport au virus mutant (Jacomy et al., 2010). La neurovirulence 

différentielle et la dissémination pourraient certainement être la conséquence de la mutation 

G758R de la protéine S, qui introduit un site de reconnaissance à la furine (de Haan et al., 

2008, Licitra et al., 2013), reconnu par les proprotéines-convertases cellulaires (PCs). Il se 

pourrait que lors du clivage de la protéine S, une partie de celle-ci soit libérée dans le milieu 

extracellulaire et pourrait alors exercer un effet toxique qui pourrait mener à l'activation du 

système immunitaire ou à l'activation de voies métaboliques cellulaire en réponse à un 

stress. Ce genre de clivage pourrait se faire par des protéases comme les TMPRSS. En 

effet, il a également été suggéré que le clivage induit par les TMPRSS pourrait entraîner 

l'excrétion (shedding) de fragments de la protéine S du SARS-CoV qui interfèrerait avec la 

neutralisation médiée par les anticorps (Regan et al., 2008).  
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 Les protéines IFITM sont présentes dans la plupart des cellules de l’organisme à un 

niveau basal, mais leur expression peut être fortement induite après stimulation par l’IFN de 

type I grâce à un élément ISRE (interferon stimulated responsive element) présent dans le 

promoteur des gènes correspondants. Les protéines IFITM sont des molécules effectrices 

induites par l'IFN, qui jouent un rôle important dans le contrôle de l'infection par l'influenza 

aviaire (FLUAV) (Millet et al., 2016, Shulla et al., 2011), RSV (Shirato et al., 2013) et 

potentiellement d'autres virus respiratoires. Il a été démontré récemment que l'IFITM3, une 

protéine transmembranaire de type II (Shulla et al., 2011), peut potentiellement interagir avec 

les enveloppes virales. Concernant la souche OC43, les IFITM n'affectent ni la liaison au 

récepteur cellulaire ni la faible dépendance au pH lors de  l'entrée de HCoV-OC43, mais 

favorisent la fusion membranaire à faible pH entre l'enveloppe virale et la membrane 

endosomale (X. Zhao et al., 2014). En effet, les domaines C-terminaux des protéines IFITM 

participe à une interaction avec le récepteur du HCoV-OC43 et/ou d'autres facteurs de l'hôte 

pour favoriser la fusion virale (X. Zhao et al., 2014).  

 L'immunité innée joue un rôle central dans la protection du SNC contre divers virus 

neurotropes (Carty et al., 2014). À l'intérieur du bulbe olfactif, les mécanismes antiviraux 

comme l'interféron de type 1 (α/β) inhibent efficacement la propagation virale et servent de 

barrière contre les virus neuroinvasifs et neurotropes (Kalinke et al., 2011). L'expression du 

récepteur Toll-like 3 (TLR3) est significativement augmentée dans le bulbe olfactif des souris 

après traitement intranasal avec de l'acide polyinosinique-polycytidylique (poly IC), un 

agoniste du TLR3, et confère une protection contre une infection par HSV-1 (Boivin et al., 

2008). L'activation de TLR3 par l'ARNdb (synthétique ou dérivé d'un virus) déclenche des 

signaux en aval qui conduisent à l'activation du promoteur IFN-β. Ensemble, ces données 

pourraient expliquer la différence de neuroinvasion entre nos virus. En effet, en envahissant 

le SNC plus rapidement, le virus de référence pourrait contrecarrer le système immunitaire, 

notamment en libérant une partie de la protéine S (Shedding) pour inhiber les anticorps 

neutralisants, ou encore en utilisant les IFITM pour augmenter sa propagation virale. De ce 

fait, il pourra atteindre plus rapidement certaines régions du cerveau pour s'y répliquer 

efficacement et se propager jusque dans la moelle épinière.  

 

 Néanmoins, d'autres protéines peuvent être impliquées dans la virulence et la 

propagation virale de HCoV-OC43. Le génome des coronavirus possède des cadres de 

lectures (ORFs) qui codent pour des protéines accessoires. Le maintien de leurs séquences 

dans le génome viral suggère qu’elles sont pertinentes in vivo. En effet, parmi les α-

coronavirus, les gènes codant pour les protéines accessoires qui jouent un rôle dans la 

virulence ont été mis en évidence chez les coronavirus FCoV (Haijema et al., 2004), TGEV 

(McGoldrick et al., 1999), PHEV et HCoV-229E (D. X. Liu et al., 2014). Dans le cas de FIPV, 
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la protéine 7a est nécessaire à la réplication en culture cellulaire, et participe comme 

antagoniste aux IFN de type I (Dedeurwaerder et al., 2014). De plus, chez les coronavirus, 

plusieurs protéines accessoires ont été identifiées et leurs fonctions varient d’antagonistes à 

la production d’IFN ou de l’activation des ISRE notamment pour le SARS-CoV et le MERS-

CoV (D. X. Liu et al., 2014). Les génomes des virus BCoV, MHV et HCoV-OC43 (Goldstein 

et al., 2017) encodent également la protéine ns2 qui est un inhibiteur de l’endonucléase 

cellulaire RNAse L, responsable de la dégradation d’ARN double brin en lien avec la voie de 

réponse à l’IFN de type 1  (Thornbrough et al., 2016, L. Zhao et al., 2012). Par conséquent, 

lors d'une infection, le domaine phosphodiestérase de la protéine ns2 va bloquer l'activation 

du système 2',5'-oligoadenylate synthétase (OAS)/RNase L lié à la voie de réponse à l'IFN 

de type I, empêchant ainsi la dégradation de l'ARN viral (Goldstein et al., 2017, L. Zhao et 

al., 2012). De plus, nous avons également démontré dans le laboratoire que la protéine ns2 

pouvait moduler la propagation virale. En effet, en délétant cette protéine, nous avons pu 

observer une augmentation de la propagation de la souche OC43 dans des cellules 

neuronales humaines (Dubé et al, soumis) et on peut penser que des changements dans 

cette protéine pourrait affecter la neuropropagation, ainsi que la neurovirulence associée à 

une infection par OC43 dans un modèle murin.  

 

 La protéine de nucléocapside N est une protéine multifonctionnelle qui forme un 

complexe avec l'ARN génomique. Elle interagit avec la protéine de membrane virale pendant 

l'assemblage du virion et joue un rôle important dans l'efficacité de la transcription. Il a été 

démontré pour le coronavirus murin que cette protéine était impliquée dans la neurovirulence 

(Cowley et al., 2010). En effet, en exprimant la nucléocapside de la souche neurovirulente 

JHM dans le génome de la souche hépatotrope A59, les auteurs ont pu observer une 

mortalité accrue et une propagation virale plus grande dans le système nerveux central de la 

souris par rapport à la souche parentale A59. Une autre protéine virale, la protéine E, a fait 

l'objet de plusieurs études. Elle est maintenant reconnue comme un autre facteur de 

virulence important, étant impliquée dans la formation et la maturation des virions, dans la 

modification de la voie de sécrétion ainsi que dans la modulation de la pathologie induite 

(DeDiego et al., 2014). Cette grande variété de fonctions s’expliquerait par la présence de 

deux domaines fonctionnels dans la protéine E ayant des rôles distincts: un domaine 

transmembranaire et un motif PBM d’interaction protéine-protéine. En effet, la protéine E du 

SARS-CoV a été associée au tropisme neural alors que son absence empêche la réplication 

du virus dans le SNC de souris (Dediego et al., 2008). Elle a également été associée à la 

morphogenèse avec un degré d’importance variable en fonction de l’espèce coronavirale 

(DeDiego et al., 2014), et à la pathogenèse, où la délétion de la protéine E induit un 

phénotype atténué chez les souris infectées (DeDiego et al., 2007). Enfin, la protéine 
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hémagglutinine-estérase HE, qui est une protéine transmembranaire de type I, est impliquée 

dans l'interaction du virus avec un récepteur ayant les acides sialiques 4- ou 9-O-acétylé 

(Bakkers et al., 2017). Il a été suggéré que a protéine HE peut être impliquée dans la fixation 

du virion aux cellules hôtes ou lors de la relâche virale (Rottier, 1990). Nous avons pu mettre 

en évidence au laboratoire que la fonction acétyl-estérase de la protéine HE influence la 

virulence en augmentant la production de particules infectieuses ou en facilitant la relâche 

des nouveaux virions à la fin du cycle de réplication (Desforges et al., 2013a). Il en est de 

même pour le coronavirus murin (Kazi et al., 2005). Cet ensemble de rôles, qui reste à bien 

définir, montre que certaines protéines structurales des coronavirus, comme la protéine N, E 

et HE peuvent être impliquées dans la modulation de la neurovirulence et de la 

neuropropagation dans le SNC murin. En effet, il a été démontré au laboratoire que des 

changements dans les domaines PBM et transmembranaire de la protéine E pouvait 

moduler la neuroinvasion, en plus d'être associés à des changements au niveau de la 

neuropropagation et de la neurovirulence associées à différents symptômes neurologiques 

dans le SNC murin (Stodola et al soumis).  

 Par conséquent, outre la glycoprotéine S, il existe plusieurs autres protéines 

structurales étant ou pouvant être impliquées dans une modulation de la neurovirulence, 

associée à un changement dans la neuroinvaison et la neuropropagation du virus en souris. 

En faisant varier certaines régions de ces protéines structurales, les coronavirus ont trouvé 

un moyen efficace pour pouvoir infecter et persister dans leur hôte. 
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CONCLUSION 
 

 En conclusion, le coronavirus humain OC43 est, en plus d'être un virus respiratoire, 

un virus neurotrope et neuroinvasif possédant des propriétés neurovirulentes chez la souris, 

et potentiellement chez l’homme. L’infection du SNC permet probablement au virus 

d’atteindre un environnement susceptible de lui assurer une survie plus efficace. L’apparition 

de symptômes s’apparentant à une encéphalite virale de même qu’un taux non négligeable 

de mortalité est fort probablement issu de nombreux dommages au SNC ainsi qu’à une perte 

neuronale.  

 Les résultats présentés dans cette thèse démontrent dans un premier temps 

l'importance de l'état de clivage de la glycoprotéine S dans la neuroinvasion, la 

neuropropagation, le neurotropisme et la neurovirulence. Ils indiquent que HCoV-OC43 est 

clairement capable d'infecter les cellules neuronales et de se propager avec ou sans la 

nécessité d'un clivage de la protéine S par la furine au niveau du site S1/S2. La différence de 

propagation virale dans le SNC, associée à l'augmentation des particules virales infectieuses 

dans le milieu extracellulaire du virus hébergeant la mutation G758R, présente dans tous les 

isolats cliniques connus, suggère fortement que le clivage de la protéine S de HCoV-OC43 

au niveau de S1/S2 joue un rôle plus important lors de la sortie et du bourgeonnement des 

cellules infectées, ce qui pourrait influencer le mode de transmission virale entre les cellules 

du SNC.  

Dans un second temps, cette thèse illustre le fait que pour pouvoir infecter et se 

propager de manière optimale, le HCoV OC43 doit avoir sa protéine S clivée au niveau du 

site S2'. La différence de propagation virale dans le SNC, associée à la diminution de la 

production de particules virales infectieuses du virus hébergeant la mutation R903A, suggère 

fortement que le site S2' de la protéine S joue un rôle majeur lors de l'entrée virale (associée 

à un clivage potentiel par la cathepsine L), qui pourrait influencer le mode de transmission 

virale entre les cellules du SNC.  

Enfin, même si le mécanisme sous-jacent n’est pas complètement défini pour l’instant, 

la mise en évidence d'un mode de propagation de cellule à cellule pour le HCoV-OC43 nous 

à permis de mieux comprendre l'efficacité de propagation de ce virus au sein du SNC. Bien 

que seules les particules virales non matures semblent pouvoir se propager dans l'axone, le 

virus pourrait s'assembler et sortir le long des "boutons en passant" présentes le long des 

axones pour pouvoir par la suite infecter d'autres cellules au niveau de synapses 

virologiques. En effet, à l'inverse des synapses neurologiques qui prennent naissances au 

niveau des terminaisons axonales, et dont la fonction sont la conduction d'une information 

nerveuse d'une cellule à l'autre, les synapses virologiques correspondent à des contacts 

spécialisés et polarisés entre la cellule infectée et la cellule cible, et peuvent prendre 
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naissances à tous les niveaux de la cellule. La différence d'efficacité de propagation de 

neurone à neurone observée entre le virus référence et les virus mutants pourrait expliquer 

la faible proportion des virus mutants capables d’atteindre la moelle épinière chez la souris 

infectée et par conséquent,  les différences de neurovirulence.  

 

L'observation que les HCoV sont naturellement neuroinvasifs chez les souris et les 

humains souligne la nécessité de caractériser davantage les déterminants viraux et 

cellulaires associés à ces propriétés neuroinvasives. Comprendre les mécanismes de 

l'infection du SNC, de l'entrée virale dans la cellule neuronale jusqu’à la propagation aux 

neurones voisins est essentiel pour mieux concevoir des stratégies thérapeutiques. Nos 

données pointent vers l'importance d'un clivage différentiel de la protéine S par diverses 

protéases cellulaires. Permettre ou même renforcer le clivage à S1/S2 et l'inhiber à S2', 

semble représenter une cible thérapeutique intéressante pour potentiellement prévenir la 

neuroinvasion et la propagation éventuelle de l'infection par HCoV-OC43 dans le SNC. 
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PERSPECTIVES 

 

 En perspectives, il serait intéressant d'étudier de manière plus approfondie les 

clivages de la glycoprotéine S. Dans un premier temps, il serait important de réussir à 

localiser dans la cellule où se produisent les clivages S1/S2 et S2'. Nous pensons 

actuellement que le clivage à S1/S2 se ferait pendant les étapes de bourgeonnements ou à 

l'extérieur de la cellule, tandis que le clivage au niveau S2' se ferait dans les premières 

étapes de l'infection au moment de l'entrée virale. Comprendre les mécanismes d'entrée liés 

aux clivages pourrait nous aider à mieux cerner les différences de propagation et de 

réplication dans le SNC.  

 De ce fait, identifier plus précisément la ou les protéases impliquées dans le 

processus de clivage de la glycoprotéine S serait également un point important dans la 

compréhension de l'infection par les HCoV-OC43. En effet, sachant que certaines protéases 

ne sont pas exprimées de manière ubiquitaire, identifier les protéases impliquées pourraient 

nous renseigner sur le neurotropisme associé aux clivages et donc nous aider à mieux 

comprendre certaines différences observées dans la neuropropagation, et dans la 

neurovirulence dans le modèle murin. Pour ce faire, nous pourrions augmenter de façon 

ectopique ou diminuer l’expression de certaines protéases (comme l'expression des 

TMPRSS, ou l'inhibition de cathepsines) dans des cellules neuronales (LA-N-5). Ceci nous 

permettrait de pouvoir identifier avec plus de précision les protéases réellement impliquées 

dans l'activation de la glycoprotéine S de HCoV-OC43 et donc dans l’infection.  

 Suivant ceci, nous pourrions utiliser certains modèles murins dépourvus de 

protéases. Certains modèles murins sont dépourvus de proprotéines-convertases telle que 

PC2, PC7. L'utilisation d'un modèle animal tel que la souris, et qui est dépourvu de certaines 

protéases, devrait nous permettre de confirmer leurs effets sur la glycoprotéine S dans un 

modèle vivant.  

 Ensuite, l'inflammation, défense immunitaire initiée suite à divers stimuli, peut être 

bénéfique ou néfaste. Certaines molécules pro-inflammatoires peuvent avoir de multiples 

rôles quant à l'expression d'une multitude de protéines essentielles au bon fonctionnement 

du SNC. Il serait nécessaire d'investiguer plus en détail la neuroinflammation suite à 

l'infection par HCoV-OC43 (virus de référence et variants S1/S2 et S2'), incluant la réponse 

immunitaire innée. Il a déja été démontré que des protéines transmembranaires inductibles 

par l'interferon (IFITMs) pouvait améliorer l'efficacité d'infection de HCoV-OC43. De ce fait, 

nous pourrions investiguer de manière plus approfondie, le rôle des IFITMs dans une 

infection par HCoV-OC43, et pouvoir ainsi déterminer si les clivages différentiels de la 

protéine S pourraient moduler ce type d'immunité. En effet, essayer de déterminer si le 
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HCoV-OC43 peut manipuler les IFITMs, afin de permettre au virus de mieux se répliquer et 

se propager serait une étape importante dans la compréhension de l'implication de 

l'immunité dans une infection par le HCoV-OC43. Nous pourrions également utiliser des 

modèles animaux dépourvus de certaines portions de l'immunité innée comme l'IFN. Nous 

savons que l'IFN de type 1 joue un rôle important dans l'immunité antivirale. Par conséquent, 

étudier son effet lors d’une infection par nos trois variants du HCoV-OC43 pourrait nous 

aider à mieux caractériser et comprendre des différences de propagation observées entre 

les virus mutants S1/S2 et S2' et le virus de référence. Pour ce faire, nous pourrions utiliser 

des souris dépourvues du récepteur à l'IFN (IFNAR KO) disponibles dans notre laboratoire. 

De plus, puisqu’il a été démontré que le système OAS/RNase L peut être modulé par la 

protéine ns2 du HCoV-OC43, il serait intéressant de voir de quelle façon l’infection et la 

pathogenèse seraient modulées en utilisant des souris dépourvues de la RNase L (RNase L 

KO).  

 Enfin, des expériences plus approfondies sur la caractérisation de la propagation de 

cellule à cellule de HCoV-OC43 représenteraient un point important pour la suite de cette 

étude. En effet, l'utilisation de divers outils comme les chambres compartimentées (chambre 

de Campenot ou de chambres microfuidiques par exemple) qui permettent de bien séparer 

le corps cellulaire de l’axone, nous permettra de mieux comprendre le/les mécanisme(s) de 

transport de notre virus au sein d'une cellule, et d'une cellule à une autre. Ceci pourrait être 

important considérant la rapidité de propagation du virus au sein du SNC. Ces résultats 

pourraient nous orienter sur de possible site thérapeutique contre une infection par un 

coronavirus dans le SNC.  

 Une connaissance accrue de la biologie du virus ainsi que de son interaction avec le 

SNC tant au niveau de la neuroinvasion qu’à celui de la propagation à travers ce système 

aidera à mieux comprendre certaines pathologies neurologiques à potentielle étiologie virale 

et, ce faisant, pourrait aider au développement de nouvelles stratégies antivirales efficaces. 
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