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RESUME

Les coronavirus humains (HCoV) sont des pathogénes respiratoires trés répandus causant
notamment prés du tiers des rhumes ainsi que des affections plus graves des voies respiratoires chez des
populations vulnérables et pourraient étre impliqués dans des pathologies du systéme nerveux. L’étiologie
des maladies neurologiques est souvent multifactorielle, impliquant a la fois des facteurs génétiques et
environnementaux, ces derniers incluant notamment des infections virales pendant I’enfance. Les travaux
de recherche du laboratoire ont montré que la souche HCoV-OC43 est neuroinvasive et neurotrope chez
I'humain et chez la souris. De plus, cette souche est neurovirulente chez des souris génétiquement
susceptibles, chez lesquelles elle provoque une encéphalite. Dans le cadre de mon doctorat, nous avons
notamment montré qu'une mutation ponctuelle dans la glycoprotéine de surface S (Y241H), acquise
durant une infection persistante dans des cellules neurales humaines, et introduite dans un virus mutant,
provoque une modification de neuropathologie chez la souris suite a I’infection des neurones. En effet,
tandis que I’infection par la souche virale de référence induit une encéphalite, les souris infectées par le
virus portant la mutation ponctuelle Y241H dans sa protéine S (rOC/Us,4;) présentent des problémes
moteurs pouvant conduire & une paralysie totale des membres postérieurs, accompagnée d’une
démyélinisation dans la moelle épiniére. Nous avons par la suite entamé des études visant a caractériser
les mécanismes sous-jacents a cette neuropathogenése et exploré le role de I’excitotoxicité
glutamatergique, considérant que le neurone est la cible principale de I’infection par HCoV-OC43 in vivo
et in vitro et que cette infection induit une dégénérescence neuronale qui pourrait provenir d'une

dérégulation de I'homéostasie du glutamate.

L’excitotoxicité est un processus pathologique par lequel le glutamate, un neurotransmetteur
excitateur majeur du systéme nerveux central (SNC) associé & la mémoire et a l'apprentissage, peut
induire la mort de cellules neurales par une entrée massive d’ions calcium dans les neurones post-
synaptiques suite & une hyperstimulation des récepteurs ionotropes de type AMPA (acide 2-amino-3-(3-
hydroxy-5-méthyl-isoxazol-4-yl)propanoique) et/ou NMDA (acide N-méthyl-D-aspartique), responsables
de la majorité de la transmission excitatrice rapide dans le SNC. Nous avons montré que l'utilisation
d'antagonistes des récepteurs AMPA (GYKI-52466, 3 ng/g) ou des récepteurs NMDA (mémantine, 3
ng/g ou dizocilpine, 0,5 pg/g) améliorait les scores cliniques reliés a la pathologie paralysante et aux
problémes moteurs chez la souris infectée par le virus HCoV-OC43 portant une mutation ponctuelle dans
la protéine S. De plus, nous avons montré que ces antagonistes protégeaient le SNC de
dysfonctionnements neuronaux, tel qu’illustré par une restauration majeure de I'état de phosphorylation

des neurofilaments dans la moelle épiniere. L'expression du transporteur glial du glutamate (GLT-1),
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essentiel dans la régulation de I'homéostasie du glutamate, était régulée a la baisse suite a l'infection et le
traitement au GYKI-52466 (3 pg/g) ou par la mémantine (3 pg/g) restaurait significativement son niveau
d'expression. De plus, l'expression de la glutamine synthétase, essentielle pour le recyclage du glutamate,
était régulée A la baisse suite a l'infection et le traitement par la mémantine (3 pg/g) restaurait
significativement son niveau d'expression. En regard de l'inflammation au SNC, le traitement par le
GYKI-52466 (3 pg/g) ou la mémantine (3 pg/g) des souris infectées, réduisait le niveau d'activation des
microglies activées, ce qui pourrait conduire & une meilleure régulation de 'homéostasie du glutamate
dans le SNC. En effet, certaines molécules pro-inflammatoires sont reconnues pour réduire l'exp;ession
du transporteur GLT-1 ainsi que de la glutamine synthétase, essentiels dans le processus de recyclage du
glutamate. Enfin, la mémantine, médicament couramment utilisée chez I'humain pour le traitement de
maladies neurologiques comme 1’Alzheimer, le Parkinson et la sclérose en plaques, montrait un effet

antiviral contre HCoV-OC43 lorsqu'il était utilisé a de plus fortes doses (5, 10 et 30 pg/g).

En conclusion, les résultats présentés dans cette thése démontrent que l'excitotoxicité est
impliquée dans la neuropathologie paralysante induite par un variant d¢e HCOV-OC43 contenant une
mutation dans la glycoprotéine de surface acquise suite & une infection persistante, ce qui pourrait
représenter une éventuelle adaptation virale chez I'humain. De plus, la perturbation du recyclage du
glutamate semble étre un point important & la dérégulation de I'homéostasie du glutamate suite a
I'infection par HCoV-OC43. En effet, celle-ci induit un stress et une mortalité neuronale, menant 4 une
augmentation de l'inflammation, qui elle méme peut perturber le recyclage du glutamate, via notamment

des molécules pro-inflammatoires.

De plus, le nouveau mode d'action antiviral de la mémantine suggére que cette molécule pourrait
étre utilisée comme agent antiviral contre des virus impliqués dans des maladies neurologiques chez

I'humain.
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CHAPITRE I: ETAT DES CONNAISSANCES



1. LE SYSTEME NERVEUX CENTRAL (SNC)

1.1 Structure et composantes du SNC
1.1.1 Structure du SNC

Le systéme nerveux central (SNC) est formé de I'encéphale, composé lui-méme du cerveau, du
tronc cérébral et du cervelet, et de son prolongement dans le canal vertébral de la colonne vertébrale: la
moelle épiniére (Guyton, 1989). Les informations sensorielles afférentes (signaux corporels et
environnementaux) arrivent au SNC, ot sont traitées les données et d'oti partent les influx nerveux de
commande pour le bon fonctionnement de I'organisme et son adaptation & I'environnement. Le SNC se
compose de tissu nerveux (neurones), glial et vasculaire. Le SNC est entouré de trois membranes, les
méninges (de la profondeur vers la surface: pie-mére, arachnoide et dure-mére) et des os (les vertébres et
la boite cranienne). Dans les méninges se trouve le liquide céphalo-rachidien (LCR), liquide sécrété par
les plexus choroides, puis résorbé par I'organisme. Il est contenu dans I'espace subarachnoidien, plus
précisément entre la pie-mére (qui tapisse la surface externe du SNC) et l'arachnoide (qui tapisse le
versant interne de la dure-mére). Le LCR circule également dans les quatre ventricules cérébraux, a
I'intérieur du cerveau, et dans le canal central de la moelle épiniére. Le liquide céphalo-rachidien absorbe
et amortit les mouvements ou les chocs qui risqueraient d'endommager le cerveau (Guyton, 1989). Le
LCR contient des substances nutritives et des protéines qui assurent la nutrition et la protection du SNC et
joue également un réle de protection immunologique. De plus, des molécules et des déchets provenant du
SNC sont également évacués dans le LCR et la composition de ce liquide particulier refléte le plus
souvent l'état physiopathologique du cerveau (inflammation, infection, présence de molécules
pharmacologiques, etc.) (Sakka et al., 2011). Enfin, la substance (ou matiére) blanche, principalement
composée d'axones associées a des gaines de myéline, constitue la partie interne du cerveau et la partie
externe de la moelle épiniére. Elle relie différentes aires de la substance grise (partie des tissus du SNC
composée essentiellement des corps cellulaires des neurones), qui elle est située en périphérie de

I'encéphale et au centre de la moelle épiniére (Guyton, 1989).
1.1.2 Les neurones et la neurotransmission

Le neurone est une cellule nerveuse excitable constituant I'unité fonctionnelle de base du systéme

nerveux. Les neurones assurent la transmission des influx nerveux et existent dans une grande variété de



formes et de tailles. Chaque neurone est composé d'un corps cellulaire (également appelé soma)
comportant un noyau avec deux types de ramification: I'axone, qui assure la transmission des messages
nerveux (chimiques et €lectriques), et des dendrites, ramifications arborescentes représentant 1'extension
du cytoplasme du neurone, qui permettent la réception des messages nerveux (Figure 1). Les neurones ont
deux propriétés physiologiques: I'excitabilité, c'est-a-dire la capacité de répondre aux stimulations et de
convertir celles-ci en impulsions nerveuses, et la conductivité, c'est-a-dire la capacité de transmettre les
impulsions, ce qui permet de transmettre un message, une information sensorielle ou un ordre moteur
(Kandel er al., 2000). En effet, les neurones ont la capacité de créer un potentiel d'action, appelé
également influx nerveux. L'influx nerveux est transmis le long d'un neurone sous la forme d'une séquence
de potentiel d'action. Le potentiel d'action correspond & une dépolarisation transitoire, locale et bréve de la
membrane plasmique des neurones, selon une loi du tout ou rien. En effet, la membrane plasmique
présente une perméabilité sélective a I'égard de différents ions (sodium, potassium, chlore et calcium en
particulier) modulable par différents facteurs comme par des neurotransmetteurs. La différence de
concentration ionique résultante détermine la valeur locale du potentiel transmembranaire. La
dépolarisation correspond & une augmentation de la perméabilité sodique et la repolarisation correspond a
la fermeture des canaux sodiques et & I'ouverture de canaux potassiques. Les courants qui permettent la
propagation de l'influx nerveux sont composés de vagues de dépolarisation/repolarisation. La synapse
correspond au point de connection fonctionnel ou I'axone se connecte aux dendrites permettant le passage
de l'influx nerveux d'une cellule & une autre (Kandel et al., 2000). La trés grande majorité des synapses
sont de type chimique. Moins rapides que les synapses électriques, elles sont cependant beaucoup plus
souples et malléables, une caractéristique précieuse a la base de tout apprentissage. Dans la synapse
électrique le signal est transmis électriquement par l'intermédiaire d'une jonction communicante ou les
cellules se touchent et sont reliées par des pores, ce qui permet a I'influx nerveux de passer directement de
l'une & l'autre. Ce type de synapse joue un réle important dans la synchronisation de I’activité de
populations de cellules comme les neurones de I’hypothalamus a fonction neuroendocrine; le muscle
cardiaque et le muscle lisse. La synapse chimique, quant a elle, est la plus fréquente des synapses du SNC
qui permet la transmission du signal nerveux d'un neurone 3 un autre en utilisant un neurotransmetteur qui
est émis par le neurone afférent, diffuse dans la fente synaptique et se lie aux récepteurs postsynaptiques.
Plus d'une centaine de substances, de différentes natures, servant de neurotransmetteurs sont connus, dont
certains ont été trés étudiés ces derniéres années en raison de leur implication dans diverses pathologies
(Tableau 1). Selon la nature du neurotransmetteur, I'élément postsynaptique aura comme réponse un
potentiel post-synaptique excitateur ou inhibiteur (Kandel et al., 2000). Dans ce mémoire de thése nous

nous intéresserons particuliérement au glutamate, principal neurotransmetteur excitateur du SNC.
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Figure 1. Principales composantes cellulaires du systéme nerveux central.
Le systéme nerveux central se compose de tissu nerveux (neurones), glial (oligodendrocytes, astrocytes et

cellules microgliales) et vasculaire.



Tableau I: Exemples de neurotransmetteurs (NT) et leurs implications possibles dans des maladies

neurologiques. (Adapté de Perry, 1991; Paulose et al., 2007)

Neurotransmetteur

Glutamate

GABA

Dopamine

Acétylcholine

Sérotonine

Norépinephrine

Endorphines

Fonctions au SNC

Désordres neurologiques

Principal NT excitateur

du SNC

Mémoire / Mouvements
Potentialisation & long terme

Principal NT inhibiteur
du SNC

Mouvements / Sommeil

NT excitateur ou inhibiteur
Emotions / Apprentissage

Eveil / Mouvements

NT principalement excitateur
Mouvements / Mémoire

Eveil / Apprentissage

NT principalement inhibiteur

Sommeil / Appétit / humeur

NT excitateur ou inhibiteur
Emotions / Apprentissage

Appétit / Eveil

NT principalement inhibiteur

Réduction douleur et stress

Excitotoxicité (+) / Alzheimer (+)
Parkinson (+) / Epilepsie (+)
Schizophrénie (+) /

Sclérose latérale amyotrophique (+)

Sclérose en plaques (+)

Maladie de Huntington (-)
Epilepsie (-)
Anxiété (-)

Maladie de Parkinson (-)
Schizophrénie (+)

Maladie d'Alzheimer (-)

Dépression (-) / Anxiété (-)

Autisme (+)

Dépression (-)
Insomnie (+) / Anxiété (+)

Problémes de dépendance (-)

Douleur (-)

Désordres neurologiques: (+) si NT présent en excés / (-) si déficit du NT



1.1.3 Les oligodendrocytes

Les oligodendrocytes sont retrouvés exclusivement dans le SNC, oit ils sont responsables de la
myélinisation des axones. Cette enveloppe, appelée gaine de myéline, est un prolongement de la
membrane cytoplasmique des oligodendrocytes (Figure 1). Un oligodendrocyte peut myéliniser plusieurs
axones. Les oligodendrocytes se retrouvent aussi bien dans la substance grise que dans la substance
blanche. Dans la substance grise, les oligodendrocytes sont proches des corps cellulaires des neurones ot
ils assurent un réle métabolique par production entre autre de facteurs neurotrophes (Mekhail et al., 2012;
Wilkins et al., 2003). Dans la substance blanche, ils sont responsables de la myélinisation axonale. Le
processus de myélinisation promeut la survie et le développement neuronal ainsi que la vitesse de
propagation des influx nerveux (Mekhail et al., 2012). 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 & la survie des neurones. Dans le systéme nerveux périphérique ce sont
les cellules de Schwann qui assurent la myélinisation. Le dysfonctionnement ou la dégénérescence de ces
cellules peut induire la mort neuronale et mener ainsi a de graves pathologies du SNC comme par exemple
la sclérose en plaques (SEP), I'encéphalomyélite aigue disséminée (ADEM), l'encéphalopathie progressive
multifocale (PML), ou I'adrénoleucodystrophie (ALD) (Haberland, 2007).

1.1.4 Les astrocytes

Les astrocytes sont les cellules gliales les plus nombreuses, de formes étoilées, exercant de
multiples fonctions au niveau du SNC centrées sur le support et la protection des neurones. En effet, les
astrocytes participent au maintien de la barriére hémato-encéphalique grice a des protubérances (pieds
astrocytaires) en contact avec la membrane basale des vaisseaux sanguins, et les facteurs secretés par les
astrocytes favorisent la formation de jonctions serrées entre les cellules endothéliales, limitant les
échanges entre le domaine vasculaire et le SNC, contrélant le flux sanguin et assurant 1'approvisionnement
en nutriments et le métabolisme énergétique des neurones (Nag, 2011) (Figure 1). De plus, les astrocytes
produisent plusieurs facteurs comme le facteur de croissance des nerfs (NGF), le facteur neurotrophe
ciliaire (CNTF), et les facteurs neurotrophes dérivés du cerveau (BDNF) qui agissent sur la croissance et
la survie des neurones (Farina ef al., 2007; Nag, 2011). Les astrocytes sont également impliqués dans la

régulation de I'homéostasie d'une variété de molécules du SNC et participent a la neurotransmission en



maintenant I'homéostasie de certains neurotransmetteurs, et maintiennent la balance ionique du milieu
extracellulaire. 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
I’efficacité de la synapse (Nag, 2011). Les astrocytes contribuent également a réguler la composition
ionique de I'espace extracellulaire. Les astrocytes jouent également un réle dans la défense immunitaire de
part leur capacité  secréter des molécules inflammatoires telles que l'interleukine-1 (IL-1), l'interleukine-
3 (IL-3), l'interleukine-6 (IL-6), l'interleukine-15 (IL-15), le facteur de croissance transformant (TGF-f),
le facteur stimulant des colonies des granulocytes et macrophages (GM-CSF), l'interféron-y (IFN-y), le
facteur nécrosant des tumeurs (TNF-a), I'oxyde nitrique (NO), des prostaglandines et des chimiokines
dont entre autres MCP-1/CCL2, IP-10/CXCL10 (Farina et al., 2007). De récentes études ont montré que
les astrocytes sont capables de phagocytose et de présentation d'antigénes via l'expression de molécules du
complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe 1 et 11, mais avec un niveau d'expression inférieur
a celui exprimé par les microglies activées (Hamo et al., 2007). Enfin, les astrocytes sont également
impliqués dans le processus de réparation et cicatrisation aprés une lésion de par leur capacité a proliférer
et 4 ainsi remplir les espaces laissés par la destruction de cellules neurales, formant une cicatrice gliale
(Nag, 2011). Les astrocytes sont classés en deux catégories de part leurs morphologies: les astrocytes
fibrillaires, qui présentent de longs prolongements et sont localisés préférentiellement au niveau de la
substance blanche; et les astrocytes protoplasmiques, qui présentent des prolongements courts, et sont
localisés préférentiellement au niveau de la substance grise. Les astrocytes peuvent également étre classés
en deux catégories de part leurs fonctions (ne recoupe pas la classification morphologique): les astrocytes
de type I qui participent a la barriére hémato-encéphalique et les astrocytes de type II qui jouent un role de
soutien métabolique et trophique vis-a-vis des neurones et des oligodendrocytes. Etant donné le nombre de
fonctions importantes exercées par les astrocytes, un dysfonctionnement du rdle de ces cellules pourrait
avoir de graves conséquences quant a I'noméostasie du SNC en ions, neurotransmetteurs, nutriments ou

quant aux défenses immunitaires du SNC, favorisant ainsi le développement de maladies neurologiques.

1.1.5 Les microglies

Les cellules microgliales sont des cellules immunocompétentes résidentes du SNC (Figure 1).
Elles représentent I'équivalent fonctionnel des macrophages dans d'autres tissus. Ces cellules représentent
environ 10% des cellules gliales en condition physiologique (Kreutzberg, 1996) et s’activent et proliférent

dans divers cas de lésions cérébrales ou de pathologies. Elles ont une origine hématopoiétique au cours du



développement feetal et se rendent jusqu'au SNC, contrairement aux cellules de la macroglie (astrocytes et
oligodendrocytes entre autre) qui ont une origine neuroectodermique (Bechmann et al., 2005). Les
microglies présentent une plasticit¢ morphologique et démontrent différents stades d'activation tout
comme les macrophages. En effet, dans le SNC mature, au repos et en condition physiologique, les
microglies présentent un petit soma et de nombreux prolongements fins et trés ramifiés partant dans toutes
les directions permettant d’analyser en permanence leur microenvironnement (Vilhardt, 2005; Kettenmann
et al., 2011). Les microglies au stade activé présentent un corps cellulaire plus gros avec des
prolongements moins longs. Suite & une activation, elles proliférent et deviennent alors mobiles par des
déplacements de type amiboide pour rejoindre le site de lésion (Ladeby et al., 2005). Elles peuvent alors
induire I’expression de toutes les molécules nécessaires & une présentation antigénique efficace comme le
CMH de classe 1 et 1I, et secréter tout un éventail de facteurs susceptibles de réguler la réponse
immunitaire comme des cytokines pro- ou anti-inflammatoires (entre autres le TNF-a, I'IL-1, I'IL-6, le
TGF-B et I'L-10), des facteurs cytotoxiques (NO, protéases, glutamate) ou neurotrophes (des
neurotrophines, du NGF, BDNF et GDNF) (Wake ef al., 2011). Enfin, selon les circonstances, si les
dommages cellulaires persistent, les microglies peuvent également assurer une fonction phagocytaire afin
de détruire les microorganismes envahissants et d'enlever les débris potentiellement dommageables
notamment pour les neurones (Kettenmann et al., 2011). Dans ce cas elles adoptent une morphologie
hypertrophiée avec de rares prolongements et deviennent indiscernables des macrophages périphériques
tant du point de vue morphologique que phénotypique. En outre, ces cellules peuvent soit étre bénéfiques
ou néfastes, dépendamment des circonstances. En effet, les microglies vont assurer la protection contre les
infections virales, la survie neuronale et le bon fonctionnement général du SNC. Cependant, les microglies
peuvent aussi jouer un réle trés important dans le développement de plusieurs maladies neurologiques,
telles que la sclérose en plaques et la maladie d’Alzheimer, si leur activation est non-contrélée, et de part

l'effet toxique de certaines cytokines sur les cellules avoisinantes.

1.1.6 La barriére hémato-encéphalique

La barriére hémato-encéphalique (BHE) représente l'interface physiologique entre la circulation
sanguine et le SNC. Elle est composée principalement de cellules endothéliales, reliées entre elles par des
jonctions serrées, de pieds des prolongements astrocytaires, de la lame ou membrane basale et des
péricytes (Ballabh er al.,2004). Elle régule I'noméostasie du SNC et apporte des éléments nutritifs au
cerveau. La BHE est un filtre extrémement sélectif contre entre autre des agents pathogénes, des toxines et

des hormones circulant dans le sang (Ballabh et al.,2004). Cette fonction de protection du cerveau



complique certains traitement médicamenteux pour certaines maladies neurologiques, car de nombreuses
molécules actives ne peuvent pas traverser cette BHE (Fu, 2012). La perméabilité de la BHE peut étre
influencée par différents types de molécules comme les cytokines TNF, 1L-1, IL-6 ou le NO (Wong et al.,
2004), ou encore des neurotransmetteurs comme le glutamate (Liu ef al., 2010). Une augmentation de la
perméabilité de la BHE est observée dans certaines pathologies comme entre autres dans la maladie
d'Alzheimer (Deane ef al., 2007); la SEP (Alvarez er al., 2011); 1'épilepsie (Oby et al., 2006) ou dans

I'encéphalite associée au virus de I'immunodéficience humaine (VIH) (Dallasta et al., 1999).

1.2 Les infections du SNC

1.2.1 Voies d'entrée pour les virus dans le SNC

Les pathogénes ont élaboré des stratégies leur permettant de passer la BHE et d'entrer dans le SNC
dont la conséquence est de contribuer au développement de maladies neurologiques. I- Les pathogénes
peuvent entrer dans le SNC via I'épithélium des capillaires du cerveau. En effet, des études in vitro ont
montré que plusieurs virus incluant 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), I'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) peuvent infecter directement les cellules
de I'endothélium microvasculaire du SNC humain, altérant ainsi les jonctions serrées et augmentant la
perméabilité vasculaire de la BHE. De plus, des virus sont capables d'utiliser des protéines exprimées par
les cellules endothéliales pour pénétrer dans le SNC. C'est le cas de certains réovirus qui sont capables de
se lier 4 la protéine de jonction (JAM-A), qui a un réle dans la formation de jonctions serrées de la BHE,
et ainsi pénétrer le SNC (Antar et al., 2009). De plus, le rétrovirus humain HTLV-1 peut également se lier
a différents récepteurs comme le transporteur de glucose de type 1 (GLUT-1) exprimé par les cellules
endothéliales et ainsi pénétrer le SNC (Afonso et al., 2008). 2- Le "cheval de Troie". Les pathogénes
peuvent entrer dans le SNC en utilisant des cellules comme véhicule. L'infection des
monocytes/macrophages est considérée comme le mécanisme majeur utilisé par les lentivirus (virus de
l'immunodéficience humaine VIH, virus de Il'immunodéficience simien (SIV) et virus de la
chorioméningite lymphocytaire (LCMV)) (Clay et al., 2007; Alexaki et al., 2008). De plus, le
polyomavirus JC, le VIH et le SIV peuvent infecter des leucocytes et ainsi pénétrer le SNC (Monaco et
al., 1996; Drevets et al., 2000). Concernant les coronavirus, le coronavirus humains 229E et le virus du

SARS (SARS-CoV) ont la capacité d'infecter des monocytes in vitro, ce qui pourrait leur conférer un
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moyen potentiel d'entrer au SNC (Collins, 2002; Law et al., 2005; Desforges et al., 2007). 3- Les
pathogeénes peuvent entrer dans le SNC via les plexus choroides. Le virus de Sendai et le virus LCMV
peuvent cibler les cellules du plexus choroide et se retrouver dans le LCR. De plus certains virus comme
le virus influenza, le virus herpés simplex, le virus varicelle-zona et le virus des oreillons sont capables
d'infecter les cellules épendymales, qui recouvrent les ventricules du cerveau et le canal central de la
moelle épini¢re (Tuomanen, 1996). 4- Les pathogénes peuvent entrer dans le SNC via les nerfs
périphériques. Le virus de la poliomyélite, les adénovirus et le virus de la rage peuvent se lier au neurone
a la jonction neuromusculaire via I'expression de récepteurs viraux et ainsi pénétrer dans le SNC (Salinas
et al., 2010). De plus le virus de I'herpés et le virus de la pseudo-rage peuvent infecter des neurones
sensoriels et ainsi pénétrer le SNC (Curanovic et al., 2009). Enfin, les neurones olfactifs qui se ramifient
dans les muqueuses des narines et pénétrent directement dans le bulbe olfactif du cerveau peuvent étre la
cible de pathogénes comime le coronavirus murin, le virus de la stomatite vésiculaire, le virus de I'herpés
HSV-1 ou le virus de la maladie de Borna (Mori ef al., 2005) et probablement le coronavirus humain
HCoV-0C43, capable d'infecter le SNC de souris via le nerf olfactif (St-Jean et al., 2004). Ainsi les virus

neuroinvasifs peuvent pénétrer dans le SNC via différentes voies.

1.2.2 Neuroinvasion, neurotropisme et neurovirulence

La neuroinvasion caractérise la capacité d'un pathogéne a pénétrer dans le SNC a partir de sites
périphériques (voir chapitre /.2.1 Voies d'entrée pour les pathogénes dans le systéme nerveux central) car
les pathogénes n'ont pas d'accés direct au SNC a partir de l'extérieur environnant, & moins d'un
traumatisme lésionnel ou lors d'un acte chirurgical (Pulzova et al., 2009). Le neurotropisme définit
I'habileté d'un pathogéne a infecter des cellules du systéme nerveux central ou périphérique. Enfin la
neurovirulence désigne le caractére pathogeéne, nocif et violent d'un microorganisme, c'est a dire sa
capacité a causer une pathologie au SNC détectable par des observations histologiques et/ou cliniques,
voire la mort de I'h6te (Notkins ef al., 1986) .

1.2.3 Réponse immunitaire a I'infection virale

En régle générale, la premitre ligne de défense contre une infection virale est la réponse
immunitaire innée, induite par la cellule infectée en réponse & la reconnaissance d’acides nucléiques
viraux par des récepteurs cellulaires cytoplasmiques ou en réponse au stress dii au détournement de la

machinerie métabolique cellulaire (Aoshi et al., 2011). Il s'agit d'une réponse rapide qui permet de
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maintenir le virus en quantité raisonnable pendant que la réponse immunitaire acquise se mette en place.
La cellule produit différentes molécules pro-inflammatoires, dont les principales sont les interférons (IFN)
—u et —f. Leurs effets autocrines et paracrines permettent de limiter la réplication virale dans la cellule
infectée, d'induire des mécanismes de résistance a l'infection dans les cellules voisines et d'activer des
cellules du systéme immunitaire et de réduire la traduction protéique de la cellule. Par la suite, les IFNs
vont augmenter l'expression du CMH de classe | des cellules présentatrices d'antigénes (macrophages,
cellules dendritiques) et des cellules NK, ce qui va permettre d'initier la réponse immunitaire adaptative a
l'infection virale (Aoshi et al., 2011). Les cellules dendritiques et les macrophages sont responsables de la
libération de cytokines chimio-attractantes ou chimiokines et de la présentation antigénique aux
Iymphocytes infiltrants. Les lymphocytes ayant un role essentiel lors d'une infection virale sont les
lymphocytes T cytotoxiques CD8+ qui reconnaissent les cellules infectées et induisent leur lyse afin de
limiter la prolifération du virus et qui sont une source importante d'[FN- y (Aoshi e al., 2011). Les
lymphocytes T CD4+, sont quant a eux, impliqués dans l'activation des cellules B et de la réponse
humorale, et sont également importants quant a leur capacité a sécréter de I'lIFN-y, qui aide a la mise en
place et 4 la maturation des réponses lymphocytaires TCD8 et lymphocytaires B en stimulant la
présentation antigénique, en favorisant I'état antiviral, et en inhibant la prolifération cellulaire des cellules

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

Tel que mentionné précédemment, plusieurs virus sont capables de pénétrer et d'infecter diverses
cellules du SNC et d'activer ainsi le syst¢éme immunitaire (Binder e al., 2003). Pendant longtemps,
I'existence d'un systéme de surveillance immunitaire dans le SNC paraissait inconcevable, d'une part parce
que le parenchyme nerveux est séparé de la circulation sanguine par la BHE, et d'autre part parce le
cerveau est dépourvu de drainage lymphatique et exprime faiblement des molécules du CMH de classe I et
Il et de molécules de co-stimulation sur les cellules du cerveau ou sur les cellules endothéliales des
capillaires. Une surveillance immunitaire adéquate nécessite que I'antigéne et les cellules présentatrices
d'antigéne puissent gagner les organes du systéme lymphoide secondaire, ce qui fait du drainage
lymphatique un élément essentiel. En fait, le SNC est capable de drainer les antigénes via des voies
alternatives. En effet, les antigénes sont principalement drainés via le drainage physiologique du LCR
dans le sang, mais ils peuvent également rejoindre le systéme lymphoide secondaire le long des axones
des nerf périphériques craniaux ou spinaux (Hatterer et al., 2006; Romo-Gonzalez et al., 2012).
Néanmoins, dans certaines conditions, la présentation antigénique peut se réaliser directement dans le

SNC dans des structures lymphoides ectopiques, lorsqu'elles sont présentes (Pedemonte et al., 2006).

Le SNC doit maintenir une balance entre les effets protecteurs ou délétéres de l'activation du

systéme immunitaire. La réponse immunitaire innée du SNC résulte de l'expression de récepteurs dits
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"toll-like” (TLR) principalement par les cellules gliales (microglies et astrocytes), mais également par les
neurones (Aravalli et al,, 2007). Les TLR peuvent reconnaitre des motifs moléculaires uniquement
présents chez des microorganismes pathogénes dénommés PAMP pour "pathogen-associated molecular
pattern”. Ainsi les TLR capables de détecter des virus dans le SNC sont les TLR 2, 3, 4, 7, 8 et 9. Ceci va
mener a |'activation d'une cascade de signaux intracellulaires qui va mener entre autre a la sécrétion d'IFN
de type | (interféron a et ) qui vont limiter la réplication virale dans la cellule infectée, induire des
mécanismes de résistance a l'infection dans les cellules voisines et activer des cellules du systéme
immunitaire. 1l y aura également sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (dont 1'IL-1, IL-6, IL-12, le
TNF-a), de chimiokines (dont la protéine inflammatoire des macrophages (MIP-10, également appelée
CCL4); les protéines chimioattractives des macrophages (MCP1/CCL2 et MCP3/CCL7) ou des
lymphocytes T (RANTES/CCLS) et la protéine inductible par l'interféron gamma de type 10 (IP-10/
CXCL10)) et augmentation de I'expression de molécules de co-stimulation pour la présentation

antigénique aux lymphocytes infiltrants (Griffin, 2003).

Dans le SNC sain, trés peu de cellules immunitaires passent la BHE. En effet, en conditions
physiologiques les neurones et la glie régulent I'entrée de cellules immunitaires dans le SNC via entre
autre l'expression de cytokines anti-inflammatoires comme le TGF-f (Griffin, 2003; Griffiths et al., 2010).
C'est donc seulement lors d'une inflammation, que certaines cellules vont pénétrer le SNC. L'inflammation
induit I'expression de molécules d'adhésion (ICAM, VCAM) sur l'endothélium et de présentation des
antigénes (CMH de classe I et II) qui attirent les neutrophiles et permettent le passage des monocytes et
des lymphocytes dans le SNC. En effet, en conditions physiologiques, le SNC n'exprime que peu de CMH
de classe I et I, entre autres parce que les neurones régulent a la baisse leur expression sur les cellules
gliales environnantes. En conditions pathologiques toutefois, il y a expression des CMH de classe II sur
les cellules gliales (astrocytes et microglies) et expression des CMH de classe I sur les neurones et sur les
oligodendrocytes. Le premier type de cellules a débuter la réponse immunitaire innée a l'infection virale
est la cellule cytotoxique NK qui va induire la mort cellulaire afin de limiter la réplication et la

dissémination du virus.

L'infiltration de cellules immunitaires pour l'installation de la réponse immunitaire adaptative dans
le SNC commence trois a quatre jours aprés l'infection. Les lymphocytes primordiaux lors d'une infection
virale sont les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ (TCD8+) qui reconnaissent les cellules infectées et
induisent leur lyse afin limiter la prolifération du virus. Il existe troies voies différentes de cytolyse par les
TCD8+. 1/ La lyse de la cellule infectée est produite par le relichement de substances cytotoxiques
contenues dans des granules: la perforine, qui perfore la membrane des cellules cibles; et le granzyme B,

qui induit I’apoptose de la cellule cible; 2/ Activation du récepteur Fas par son ligand (FasL) exprimé par
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le TCD8+, induisant I’apoptose de la cellule cible; 3/ libération de cytokines par le TCD8+, comme le
TNF-a, qui va se lier aux récepteurs du TNF et induire I'apoptose de la cellule cible (Neumann et al.,

2002).

Enfin, les lymphocytes T CD4+ (TCD4+), impliqués dans l'activation des cellules B et de la
réponse humorale, sont également importants quant & leur capacité a sécréter eux aussi de I'lFN de type 11
(IFN-y) qui a un role dans la stimulation de l'activité phagocytaire des macrophages, la maturation des
lymphocytes T et B, I'expression des molécules de présentation des antigénes (CMH de classe 1 et 1I) et

I'activation des polynucléaires neutrophiles et des cellules NK.

L'interaction complexe entre les médiateurs inflammatoires, les facteurs environnementaux, I'dge
et le bagage génétique peut étre critique dans la survenue et le développement de maladies neurologiques

lors d'une activation non-contrdlée de la réponse immunitaire dans le SNC.

1.2.4 Persistance, adaptation et évasion virale

Un des lieux de persistance privilégié pour les virus est le SNC, car l'activation des réactions
immunitaires est trés contrélée afin d'éviter d'induire des effets secondaires déléteres au SNC. Les virus
ont co-évolué avec I'h6te. L’infection d’un organisme par un virus, déclenche en général une réaction
immunitaire forte qui conduit a I’élimination compléte de ce dernier. Cependant, aprés une phase
d’infection aigue, lorsque le systéme immunitaire échoue & éliminer le virus, des mécanismes variés
comme I’échappement a la réponse immunitaire ou une répression générale de I’expression des genes
viraux permettent 1’établissement d’une persistance de I’agent infectieux accompagnée parfois de
conséquences a long terme sur la santé humaine (Lipton et al., 1996). Trois types principaux de
persistance ont été caractérisés selon la stratégie de réplication virale empruntée. I- L'infection latente: le
génome persiste dans les cellules hote. Ce dernier peut se répliquer occasionnellement lors d'épisodes de
réactivation. C'est le cas du virus de I'herpes simplex chez 'humain qui persiste dans les neurones sensitifs
des ganglions trigéminaux (Nicoll et al., 2012). 2- L'infection chronique défective. Se produit lorsque le
cycle réplicatif viral ne produit que les protéines virales, sans assemblage de particules infectieuses. La
persistance virale des virus 8 ARN s'accompagne souvent de l'expression des protéines virales nécessaires
a la réplication et au maintien du génome viral car les cellules hétes ne peuvent fournir les fonctions
nécessaires pour répliquer 'ARN comme c'est le cas suite a l'infection par le virus de la Dengue (Holland
et al., 1980; Li et al., 2011a). 3- L'infection chronique lente. De faibles quantités de particules
infectieuses sont produites de fagon continue. C'est le cas du VIH, qui, pendant de longues périodes de

temps persiste dans les lymphocytes T CD4+, les monocytes et les macrophages, et se reproduit



14

activement, causant des dommages au systéme immunitaire (Weber, 2001). C'est également le cas du
virus de I'népatite B (HBV), qui peut persister dans les hépatocytes, les lymphocytes et les macrophages
(Wright, 2006).

Certains critéres sont nécessaires a la persistance virale. I- Cytolyse limitée. Certains virus
peuvent étre lytiques pour certains types cellulaires sans I'étre pour d'autres. 2- Le génome viral maintenu
dans I'hdte, comme font les rétrovirus en incorporant leur génome sous forme d'ADN dans le génome de
la cellule héte, le virus de I'herpés dont le génome viral est maintenu sous forme d'épisome, ou comme
certains virus 8 ARN qui maintiennent leur génome sous forme d'un intermédiaire ' ADN comme le fait le
VIH. 3- Evasion virale du systéme immunitaire. Les virus ont développé des stratégies pour éviter la
surveillance immunitaire de I'h6te, comme I'émergence de variants antigéniques rapides (VIH et virus de
I'népatite C (HCV); faible expression de protéines virales (virus de I'herpés et VIH); la suppression de
molécules cellulaires de surface nécessaires a la reconnaissance par les lymphocytes T (Adénovirus, virus
de I'herpés, cytomégalovirus (CMV)); interférence avec la présentation antigénique (virus de I'herpés);
sécrétion d'analogues de cytokines (virokines); induction de molécules anti-apoptotiques ou dispersion via
des syncytia (virus de la rougeole). Les virus ont donc développé de multiples stratégies afin de persister
dans leur héte (Gonzales-Scarano, 2002; Tyler ef al., 2001). Cependant, la persistance virale peut induire
toute sortes de perturbations au SNC, comme une inflammation accrue, la perturbation de I'influx nerveux,
ou méme l'induction de la mort de cellules neurales qui peuvent étre a l'origine ou contribuer au

développement de maladies neurologiques.

1.2.5 Maladies neurologiques a étiologie virale

Les virus peuvent étre impliqués dans des maladies neurodégénératives chez I'humain et les
animaux, soit comme point de départ dans l'induction de ces maladies ou comme facteur aggravant. Les
maladies neurodégénératives affectent le fonctionnement du SNC de fagon progressive au cours de leur
évolution. Ces maladies provoquent généralement une détérioration du fonctionnement des cellules
nerveuses, en particulier les neurones, pouvant conduire & leur mort. Dans certains cas, suite & la mort
neuronale, peut s'en suivre une destruction des oligodendrocytes résultant en une démyélinisation dans le
SNC (dégénérescence dite "inside-out"). Dans d'autres cas la mort neuronale peut étre la conséquence
d'une démyélinisation (dégénérescence dite "outside-in") (Amor et al., 2010). Enfin, le mimétisme
moléculaire représente également un mécanisme par lequel des virus peuvent déclencher I'autoimmunité et
mener a la mort de cellules neurales. Dans ce cas le virus partage des déterminants antigéniques avec des

antigénes du soi ce qui permet, une fois la réponse immunitaire déclenchée, l'activation de lymphocytes
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dirigés a la fois contre le virus mais également contre des antigénes du soi (Fujinami er al., 2006).
L'aptitude des virus & induire des maladies neurodégénératives peut donc résulter soit d'un effet direct de
celui-ci en induisant la mort neuronale ou un effet indirect via une activation non-contrélée du systéme
immunitaire pouvant induire des effets nuisibles sur les cellules du SNC (Amor e? al., 2010). Le tableau II
décrit plusieurs virus neuroinvasifs et neurotropes chez I'humain et certains animaux associés ou non a une

démyélinisation.
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Tableau II. Maladies infecticuses virales du systéme nerveux associées ou non a de la
démyélinisation. (Adapté de Atkins et al., 2000; Lipton er al., 2007; Griffin, 2003; Gonzalez-Scarano,
2002)

Virus / Hote(s) Associée a Site de persistance Démyélinisation
induction / exacerbation

Infection transitoire

Bunyaviridae
Virus de la Crosse /  Encéphalite non
Humain
Flaviviridae
Nil Occidental /Encéphalite non
Humain
Encéphalite de Encéphalite non
Saint-Louis / Humain
Parainfluenza
Oreillons / Humain Encéphalite non
Méningite
Rabdoviridae
Rage / Humain Encéphalomyélite non
Infections latentes
Herpesviridae
EBV / Humain Encéphalite Cellules épithéliales oui
Méningite du pharynx
ADEM Lymphocytes B
GB
CMV / Humain Encéphalite Glandes salivaires oui
Souris ADEM Lymphocytes
GB Macrophages
HSV / Humain Encéphalite Neurones sensoriels oui
ADEM
HHV-6 / Humain Encéphalite Monocytes / macrophages non
VZV / Humain Encéphalite Neurones sensoriels non

Méningite / Myélite



Coronaviridae
MHV / Souris
Rat
HCoV
Flaviviridae

Virus de I'encéphalite
a puce / Humain

Virus de l'encéphalite
Japonaise / Humain,
chevaux, bétail

Papovaviridae
JC/ Humain
Paramyxoviridae

Rougeole / Humain

CDV / Chien

Togaviridae
Rubéole / Humain

Féret de Semliki /
Souris

Picornaviridae

TMEV / Souris

Poliovirus / Humain
Retroviridae
HTLV-1/ Humain
VIH / Humain

Visna / Mouton

Infections chroniques lentes

Encéphalomyélite

Encéphalite
de la taiga

Encéphalite

PML

Panencéphalite
subaigiie sclérosante

Encéphalite
Démyélinisation

Panencéphalite
progressive

Encéphalite

Encéphalomyélite

Poliomyélite

Myélopathie

Démence

Encéphalomyélite

Neurones / Astrocytes
Microglies
Oligodendrocytes

SNC

SNC

SNC

Oligodendrocytes

Neurones
Cellules gliales

Oligodendrocytes
Neurones

SNC

SNC

Neurones
Microglies / Oligodendrocytes

Neurones

Lymphocytes T

Lymphocytes T CD4+
Monocytes / Macrophages
Microglies

Monocytes / Astrocytes

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

oui

non

oui

non

oui

17

ADEM: encéphalomyélite aigu& disséminée; GB: Syndrome de Guillain-barré
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De plus, le développement de maladies neurologiques implique la plupart du temps & la fois des
facteurs génétiques et des facteurs liés & l'environnement, probablement infectieux. En effet, plusieurs
virus sont associés a l'induction ou a I'exacerbation des maladies telles que la SEP (Virtanen et al., 2012),
la maladie d'Alzheimer (Honjo et al., 2009), la maladie de Parkinson (Jang et al., 2009) et la Sclérose
Latérale Amyotrophique (SLA) (Przedborski ez al., 2003). Le tableau 111 décrit plusieurs virus associés a
l'induction / exacerbation de maladies neurologiques chez I'humain. Ces exemples de maladies
neurodégénératives, associées a la présence de divers virus, montre la diversité et la complexité de

P’interaction entre des virus, le SNC humain et le systéme immunitaire.
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Tableau III. Liste de virus associés a l'induction / exacerbation de maladies neurologiques chez
I'humain. (Adapté de Owens et al., 2013; Jang et al., 2009; Przedborski et al., 2003; Libbey et al., 2011;
Alfahad et al., 2013)

Virus Associé a I'induction / exacerbation
Coronaviridae 7 7 i
HCoV SEP?
Flaviviridae .
Flavivirus SEP/ PD/ Epilepsie
Herpesviridae .
HSV-1 SEP / AD / Schizophrénie / Epilepsie / ADEM
HHV6 SEP / Epilepsie
EBV SEP/ GB/ ADEM
CMV SEP/GB/ADEM
VZV SEP/GB
Orthomyxoviridae .
Influenza SEP/GB/PD/ Epilepsie/ ADEM
Papovaviridae
IC LMP
Parainfluenza .
Oreillons SEP / Epilepsie / ADEM
Paramyxoviridae .
Rougeole SEP / Epilepsie / ADEM
RSV SEP
Picornaviridae
Coxsackie SLA /PD/ADEM
Parainfluenza de type 1 SEP
Rabdoviridae
Virus de la rage SEP
Retroviridae
HTLV-1 SEP/SLA
HIV AD/SLA
Togaviridae .
Rubéole SEP / Epilepsie / ADEM

SEP: Sclérose en Plaques; AD: maladie d'Alzheimer; GB: Syndrome de Guillain-Barré; SLA: Sclérose
Latérale Amyotrophique; PD: maladie de Parkinson; ADEM: Encéphalomyélite aigue disséminée; LMP:

Leucoencéphalopathie multifocale progressive
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2. LES CORONAVIRUS

2.1 Généralités et taxonomie

Le terme coronavirus évoque un aspect en couronne de ces virus lorsqu’observés en microscopie
électronique. Cette forme caractéristique est conférée par la présence de triméres de la protéine S a la
surface du virion (Davies et al., 1979). Les coronavirus sont des virus enveloppés a capside hélicoidale,
dont le génome est une molécule d’ARN monocaténaire de trés grande taille (27 a 31000 nucléotides),
linéaire, non segmentée, de polarité positive. La sous-famille des Coronavirinae fait partie de la famille
des Coronaviridae et de I’ordre des Nidovirales (de Groot et al., 2012; de Groot et al., 2013). Cette sous-
famille se divise en quatre genres (de Groot ef al., 2013), classés sur la base de données sérologiques puis
moléculaires, qui regroupent des virus animaux connus depuis les années 1930, des virus humains
identifiés dans les années 1960 (Hamre et al., 1966; Almeida et al., 1967; Mclntosh et al. 1967) et de
nombreux virus découverts trés récemment (de Groot et al., 2011). Les coronavirus du genre Alpha et
Betacoronavirus infectent les mammiféres, dont I’humain, et ceux du genre Gammacoronavirus et
Deltacoronavirus infectent entre autre les oiseaux (Figure 2). Jusqu'a récemment, cinq coronavirus étaient
identifiés chez ’humain. Le genre Alphacoronavirus comprend entre autre les espéces HCoV-229E et
HCoV-NL63. Le genre Betacoronavirus comprend les espéces HCoV-OC43, SARS-related CoV,
responsable de 1’épidémie du Syndrome Respiratoire Aigu Sévére en 2002-2003 et HCoV-HKUI. Trés
récemment, en juin 2012, fut identifi¢ un nouveau coronavirus humain, appelé MERS-CoV et faisant
partie du genre Betacoronavirus (Chan et al., 2013). Les personnes atteintes par ce nouveau coronavirus
présentent généralement des pneumonies. Les coronavirus hors SARS-CoV sont responsables
principalement de rhumes dans la population en général et sont essentiellement étudiés dans ce cadre. lls
sont rarement recherchés en pathologie humaine, toutefois, leur implication est clairement démontrée en
tant qu’agent associé au développement de maladies des voies respiratoires inférieures telles les
pneumonies et bronchiolites ainsi que comme facteur aggravant de ’asthme (Vabret ef al., 2009). De plus,
certaines données montrent leur réle éventuel dans des pathologies autres au niveau du systéme nerveux
(SEP) ou du systéme digestif (entérocolite nécrosante) (Vabret et al., 2009). La recherche systématique
des coronavirus humains dans les prélévements respiratoires pourrait permettre d’améliorer la

connaissance du role de ces virus en pathologie.



Virus
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Figure 2. Phylogénie des Nidovirales.
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Species Genus

Miniop bat irus 1
Miniopterus bat irus HKUS
Porcine epidemic diarrhea virus

S hilus bat co irus $12

P

Human coronavirus 229¢ 4 % i

Human coronavirus NLE3
Rhinolophus bat .

HKU2

Alphocoronavirus 1

HCoV-0C43
Murine coronovirus 0|
Human coronavirus HKU1
SARS-related coronovirus
Rousettus bat coronavirus HKU9 o]
Tylonycteris bat irus NKU4
Pipistrelius bat coronavirus HKUS [c]
Tobe established

Avion coronovirus

Beluga whalecoronovirus SW1

Betocoronavirus

Gammoaoxcoronavirus

Munla coronavirus
Bulbul coronavirus Deltacoronavirus

Thrush coronavirus

Basée sur la taxonomie du 9tk Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses (de Groot et

al., 2012; de Groot et al., 2013). Dans cette thése nous nous intéresserons particuliérement au coronavirus

humain OC43, qui fait partie du genre Betacoronavirus et de la famille des Betacoronavirus 1.
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2.2 Protéines structurales et non-structurales

Les coronavirus sont des virus enveloppés, dont le diamétre est compris entre 100 et 160 nm, a
capside hélicoidale, dont le génome est une molécule d’ARN monocaténaire de trés grande taille (de 26 a
32 Kb), linéaire, non segmentée, de polarité positive. Le génome des coronavirus code pour des protéines

structurales et non-structurales selon qu'elles possédent ou non un réle dans la structure globale du virion.

Les protéines structurales des coronavirus font partie de la capside et de I'enveloppe, et incluent
donc les protéines S (spicule), E (enveloppe), M (membrane), N (nucléocapside) et la protéine HE

(hémagglutinine-estérase) présente que chez certains coronavirus du genre Betacoronavirus (Figure 3).

La glycoprotéine S de spicule est une protéine membranaire, la protéine la plus étudiée et la mieux
définie des coronavirus. Elle posséde une multitude de roles et fonctions divers au niveau de la structure
du virion, du tropisme ainsi que de la pathogenése qui sont définis plus amplement dans la section 2.4

Structure et fonction de la glycoprotéine S.

La glycoprotéine d'enveloppe E est la plus petite protéine structurale des coronavirus. Bien que
son réle dans I’infection ne soit pas clairement défini, on sait qu’elle forme des canaux ioniques chez le
SARS-CoV notamment (Wilson et al., 2004). Toutefois, il est clair qu’elle joue un réle majeur dans
l'assemblage et la morphogenése des particules virales (Lim ez al, 2001) ainsi que dans leur
bourgeonnement (Kuo ef al., 2003). Bien que la protéine E ne semble pas essentielle dans la réplication du
coronavirus murin MHV (Murine Hepatitis Virus) in vitro (Kuo et al., 2003), elle a un réle indispensable
dans la réplication du coronavirus porcin TGEV (Transmissible Gastroenteritis Virus) (Ortego et al., 2002)

ce qui rend son implication dans la réplication des coronavirus encore plus controversé.

La glycoprotéine membranaire, M, est la protéine virale la plus abondante. Elle est impliquée dans
l'assemblage et le bourgeonnement viral (Sturman ef al., 1980, Mounir et al., 1992, Lai et al., 1997). La
protéine membranaire M avec la protéine d'enveloppe E serait les deux seules protéines virales nécessaires
a l'assemblage des particules virales car elles peuvent mener a la formation de pseudoparticules
lorsqu’elles sont co-exprimées (Nal et al., 2005). La protéine M orchestre 1'assemblage des particules
virales par interaction avec les protéines structurales N (Fang ef al., 2005), E (Lim et al., 2001), S et HE
(de Haan et al., 1999).

La protéine de nucléocapside N est une protéine chaperonne de I’ARN viral présente a I'intérieur
de I'enveloppe du virion qui s'associe & 'ARN génomique en formant le complexe ribonucléoprotéique

ayant pour réle la protection du génome viral (Lai et al., 1997). La protéine N jouerait également un réle
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dans les stades précoces de la réplication des coronavirus, notamment lors de la transcription du génome

(Schelle et al., 2005) et lors de la stabilisation des réplicons génomiques (Almazan et al., 2004).

Enfin, la glycoprotéine HE est une hémagglutinine-estérase se retrouvant  la surface de certaines
espéces coronavirales du genre Betacoronavirus et possédant une fonction de liaison & ’acide sialique
ainsi qu’une fonction acétyl-estérase. Bien que la fonction précise de la protéine HE demeure encore mal
comprise, son réle dans I'infectivité des coronavirus demeure controversé. En effet, la protéine HE du
coronavirus bovin (BCoV) n'est pas nécessaire a sa réplication ou a I’infection de cellule-cible (Popova ef
al., 2002), alors que chez le coronavirus murin (MHV-A59), HE n'est tout simplement pas exprimée di &
I'absence d'un codon d'initiation (Yokomori et al., 1991) mais son expression ectopique chez MHV-A59
induit une augmentation de la neurovirulence en souris en favorisant la dissémination du virus dans le
SNC (Kazi et al., 2005). Dans le cas du HCoV-OC43, il a été récemment démontré que l'activité acétyl-
estérase de la protéine HE améliore la production de virus infectieux et contribue a la dissémination virale

(Desforges et al., 2013a).

Les protéines non-structurales des coronavirus sont codées par le génome viral mais ne sont pas
incorporées a l'intérieur des virions. Cette catégorie de protéines inclue entre autre les protéines non-
structurales nsp issue du clivage de deux polyprotéines 1a et lab, elles-méme codées par le complexe des
génes de la réplicase, correspondant aux cadre de lecture ouvert (ORF (Open Reading Frame) 1a et 1ab)
et ayant des fonctions reliées a la réplication et a la transcription du génome viral (Ziebuhr ef al., 2000).
D'autres protéines non-structurales dont les fonctions biologiques commencent a peine a étre caractérisées
sont dispersées a I’intérieur du génome des différents coronavirus. Elles seraient associées entre autre a la
virulence in vivo (Ito et al., 2005) et a la stabilité virale in vivo (Tan et al., 2005) ainsi qu'a la capacité de

se répliquer dans certains organes (Roth-Cross et al., 2009).
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Fonctions

S Glycoprotéine
de surface

N Protéine de la
Nucléocapside

M Protéine de la
membrane

E Protéine de
I'enveloppe

HE  Hémagluttinine-
estérase

Forme les protubérances visibles en microscopie électronique
Liaison a un récepteur cellulaire spécifique

Fusion des membranes virales et cellulaires

Réle dans la pathogenése

Lie I'ARN viral et forme la nucléocapside

Assemblage des particules virales
Interagit avec la nucléocapside

Assemblage de particules virales
Associée a I'enveloppe virale

Forme des petites spicules a la surface des coronavirus du genre
Betacoronavirus

Lie l'acide neuraminique 9-O-acétylé

Clivage des groupes acétyles de I'acide neuraminique

Améliore la production de virus infectieux et contribue a la
dissémination virale

Figure 3. Représentation schématique du virion des Coronaviridae (Bender et al., 2010)
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2.3 Le coronavirus murin MHV

L'espéce MuCoV (murine coronavirus) représente un large groupe de virus pouvant induire une
variété de maladies chez la souris et le rat comme des hépatites, des gastroentérites, et également dans
certains cas une encéphalite accompagnée de lésions de démyélinisation dans la moelle épiniére. Parmi les
principales sous-espéces de MuCoV, on retrouve le MHV (mouse hepatitis virus), dont deux souches sont
particuliérement bien étudiées et sont connues pour induire une paralysie des membres postérieurs
accompagnée de lésions de démyélinisation au SNC et sont ainsi utilisées comme I'un des modéles viraux
pour I'étude de la SEP (Marten et al., 2001).

La premiére souche de MHV neurotrope chez la souris (MHV-JHM) fut 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). A la suite d'une infection intranasale ou intracérébrale, la souche MHV-JHM
infecte les cellules gliales et les neurones et induit une encéphalite aigue avec un fort taux de mortalité
chez les souris infectées (Talbot ef al., 2001). Les souris qui survivent a l'infection présentent dans la
matiére blanche du cerveau et de la moelle épiniére, une pathologie chronique sous forme de foyers de
lésions de démyélinisation avec des épisodes successifs de démyélinisation/remyélinisation (Talbot et al.,
2001). 11 est a noter que plusieurs variants atténués de MHV-JHM (causant un pourcentage de mortalité
moins élevé chez les souris infectées), ont été isolés afin de pouvoir étudier plus facilement la
démyélinisation résultante de I’infection. L'infection par MHV-JHM induit une activation exacerbée ou
systéme immunitaire inné (forte expression d'IFN-B, d'IL-1 et d'[L-6) avec une infiltration importante de
macrophages et de polynucléaires neutrophiles, puis une importante infiltration de lymphocytes T CD4" et
CD8" (Haring et al., 2001). Les anticorps spécifiques contre le virus ne semblent pas essentiels a
I'élimination de celui-ci mais sont importants pour prévenir la réactivation de l'infection et la mort de
I'animal (Lin et al., 1999). L'activation exacerbée du systéme immunitaire inné ainsi que l'insuffisance
d'une réponse T lymphocytaire spécifique contre le virus peuvent résulter en un fort taux de mortalité
induit chez les souris infectées avec MHV-JHM (Bender et al., 2010). Suite & l'infection par MHV-JHM,
plusieurs études mettent en cause une composante auto-immunitaire (Houtman ef al., 1996a; Houtman et
al., 1996b; Wu et al., 2000). En effet, il a ét¢ montré que l'infection de rats par MHV-JHM permet
l'induction de lymphocytes T dirigés contre la MBP, et qu'un transfert adoptif de ces lymphocytes a des
rats non sensibilisés induit une maladie similaire & 'EAE avec pour protéine cible la MBP (Watanabe et
al., 1983). De plus, une augmentation de la fréquence de cellules T autoréactives a également été

démontrée suite a l'infection de souris par MHV (Kyuwa et al., 1991).
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Une autre souche de MHV, MHV-A59, moins neurovirulente que MHV-JHM, est également
capable d'induire une maladic démyélinisante, en plus de causer une hépatite. MHV-A59 posséde un
tropisme neuronal et glial au niveau du SNC mais est moins virulente que la souche MHV-JHM, ce qui en
fait ’'un des modeles intéressants pour étudier la démyélinisation. Suite & l'encéphalite aigue, l'infection
par MHV-A59 n'est jamais complétement éliminée. En effet, chez les souris qui survivent, malgré la chute
rapide des titres infectieux, une infection persistante s'installe, I'ARN viral persiste dans le SNC, et les
lésions de démyélinisation peuvent s'observer une semaine post-infection et deviennent évidentes 4
semaines aprés l'infection (Bender et al., 2010). L'infection par MHV-A59 induit surtout une réponse
antivirale de type T CD8" (Bender et al., 2010). Par la suite les lymphocytes T CD8" ne sont pas
totalement éliminés du SNC des souris du fait de la persistence de 'ARN viral (Marten et al., 2000).

Le mécanisme menant a la démyélinisation suite a l'infection par MHV-A59 n’est pas totalement
€lucidé. En effet, comme décrit précédemment dans le paragraphe /.2.5 Maladies neurologiques a
étiologie virale, il subsiste toujours deux écoles de pensées quant aux causes qui aboutissent & une
démyélinisation. En effet, selon certains, la mort neuronale peut étre la cause d'une destruction
subséquente des oligodendrocytes résultant en une démyélinisation dans le SNC (dégénération dite
"inside-out") et selon les autres la mort neuronale peut étre la conséquence d'une démyélinisation suite aux
conséquences de la réponse immunitaire subséquente a I’infection (dégénération dite "outside-in") (Amor
et al., 2010). 11 est & noter que ces deux concepts ne sont pas mutuellement exclusifs et qu’une double
contribution de ces deux mécanismes proposés peut expliquer la démyélinisation induite par MHV. Le
modeéle "inside-out” décrit la capacité de MHV a infecter les neurones et a induire leur mort, ce qui
conduirait par la suite & une perte de la gaine de myéline, caractéristique de la démyélinisation (Fazakerley
et al., 1993; Dales et al., 1995). Cependant, la persistance d'ARN et d'antigénes viraux favorisent la
rétention des cellules T et des macrophages au SNC, ainsi qu'une libération de différentes cytokines,
notamment IP-10 (CXCL10) et RANTES (CCL5) qui demeurent a taux élevé lors de la persistance virale.
De plus, I'activation chronique des astrocytes durant l'infection persistante contribue & la démyélinisation
via la sécrétion de chimiokines pour l'attraction de lymphocytes et de macrophages ainsi que la sécrétion
de TNF-a, d'IL-1, d'[L-6 et d’oxydes nitriques (NO) qui peuvent directement contribuer a la destruction
des oligodendrocytes résultant en une perte de myéline (Bender et al., 2010). Il apparait donc clair qu'une
contribution du systéme immunitaire, conjointement aux effets cytopahtiques de MHYV, participent dans le
phénomeéne de démyélinisation. Enfin, une étude récente a montré que I'infection de souris par MHV-AS59
permettait également d'induire des lymphocytes T réactifs contre la MBP, favorisant ainsi la

démyélinisation (Gruslin ef al., 2005).
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Les symptomes peuvent étre différents selon la voie d'inoculation et la dose de virus
utilisée. MHV-A59 est beaucoup moins virulent que MHV-JHM puisqu'il en faut 750 fois plus en injection
intracérébrale (i.c.) que ce dernier pour obtenir la dose 1étale induisant la mort de 50% des souris infectées
(DLso) (Matthews er al., 2002). MHV-A59 est généralement capable d'infecter le foie, que ce virus soit
inoculé par voie i.c.; intranasale (i.n.) ou intrapéritonéale (i.p.), cependant si la dose de virus est faible, la
voie d'inoculation i.c. ou i.n. n'induira pas d'infection du foie (Matthews et al., 2002). MHV-JHM, inoculé
en i.n. peut se répliquer 4 faible taux dans les poumons et dans les noeuds lymphatiques cervicaux et n'a

pas de tropisme hépatique (Matthews et al., 2002).

2.4 Structure et fonctions de la glycoprotéine S

2.4.1 Généralités

La glycoprotéine S des coronavirus est la protéine la plus étudiée et la mieux définie
structuralement et fonctionnellement. Elle comporte une multitude de propriétés biologiques importantes
telles que la liaison au récepteur ainsi que l'induction de fusions cellule-cellule et virus-cellule. Etant
donné sa présence a la surface du virion et de la cellule infectée, c'est une protéine fortement reconnue par
le systtme immunitaire, ce qui induit une production d'anticorps neutralisants et l'activation de
lymphocytes T cytotoxiques, ce qui lui confére un réle important au niveau de la pathogenése des
coronavirus. La protéine S joue également un réle majeur dans la virulence, le tropisme, et dans la
propagation du virus. Cette protéine représente un élément important dans les travaux de cette thése, c'est

pour cette raison que ses roles seront détaillés de fagon plus approfondie dans cette section.

2.4.2 Structure de la protéine S

La glycoprotéine S est une protéine abondamment présente & la surface des particules virales
(Krueger et al., 2001), hautement N-glycosylée (de Haan ef al., 1999), de 1160 a 1450 acides aminés, dont
quatre séquences consensus de glycosylation (trois séquences de type N-X-T et une séquence de type N-
X-S).

La glycoprotéine S est une protéine membranaire de type 1, présente sous forme de triméres,
séparée en deux sous-unités (S1 et S2). Elle posséde un domaine transmembranaire ainsi qu'un site de
clivage reconnu par des protéases cellulaires et présent uniquement chez certaines souches coronavirales
dont BCoV, MHV-A59, MHV-JHM et MHV-3. Dans le cas de MHYV, le clivage de la protéine S donne lieu
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aux deux sous-unités S! et S2 qui sont respectivement la téte globulaire N-terminale et la région de la tige
de la protéine (Daniel et al., 1993). Les espéces HCoV-229E, TGEV, FIPV et HCoV-OC43 ne possédent
pas de site de clivage clairement défini dans la protéine. La sous-unité S1 comprend le site de liaison
présumé au récepteur cellulaire ainsi qu'une région hypervariable reconnue pour muter facilement, et
probablement impliquée dans I'évasion des coronavirus du syst¢éme immunitaire (Rowe et al., 1997,
Phillips et al., 2001b). De plus, certaines études ont suggéré que des altérations de cette région
hypervariable pourraient influencer les interactions entre les sous-unités S1 et S2 pour la fusion cellulaire
(Tsai et al, 1999). La région S2 comprend quant 3 elle un segment intra-cytoplasmique et
transmembranaire, ainsi que trois domaines fonctionnels juxtaposés I'un a 'autre qui incluent le peptide de
fusion (PF) (Bosh er al, 2003) et les régions répétées « heptad repeats » (HR1 et HR2) qui sont
impliquées dans la fusion membranaire (Supekar et al., 2004; Xu et al., 2004). Ces deux régions seraient

directement impliquées dans le processus d'entrée du virus dans la cellule (Gallagher et al., 2001).

2.4.3 Fonctions de la protéine S

La fonction principale liée a la protéine S est l'attachement du virus a la cellule cible via son
domaine de liaison au récepteur (DLR) situé du c6té amino-terminal de la sous-unité S1 de la protéine
(Taguchi, 1995a). La protéine S est le principal déterminant du tropisme et permet donc au virus de
recon