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> Le SARS-CoV-2 (severe acute respi-
ratory syndrome-coronavirus-2) est un
virus de la famille des Coronaviridae et
du genre Betacoronavirus, tout comme le
SARS-CoV-1 et le MERS-CoV (middle east
respiratory syndrome-coronavirus) qui
ont tous deux provoqué des épidémies
au cours des deux derniéres décennies
[1]. Cest en décembre 2019 que le SARS-
CoV-2 fait son apparition dans la ville
de Wuhan en République populaire de
Chine, puis se propage rapidement sur
I’ensemble du globe. Jusqu’a aujourd'hui,
en 2021, le virus continue de bouleverser
la vie de milliards de personnes, alors
méme que des vaccins sont commercia-
lisés de fagon massive.

Le SARS-CoV-2 est un virus enveloppé,
dont le génome a ARN positif simple brin
de 29,9 kb est protégé par une nucléo-
capside hélicoidale [2]. Uentrée virale
implique la glycoprotéine d’enveloppe
Spike, exprimée par le virus, et la pro-
téase a sérine TMPRSS?2 (transmembrane
serine protease 2), exprimée par les cel-
lules épithéliales. TMPRSS2 permet le
clivage de Spike fixée a son récepteur
cellulaire, I’ACE2 (angiotensin conver-
ting enzyme 2), ce qui conduit alors &
la pénétration du virus dans la cellule
cible. Cette protéine est exprimée par les
cellules de nombreux tissus et organes,
tels que les épithéliums nasaux et bron-
chiques, mais aussi les cellules du sys-
téme digestif ou les cellules cardiaques
[2]. €n raison de ce large spectre de
tissus cibles potentiels, I'infection par
le SARS-CoV-2 est associée a une grande
diversité de symptomes. Alors que sa

m/sn® 11, vol. 37, novembre 2021
https://doi.org/10.1051/medsci/2021168

transmission implique surtout les voies
respiratoires, ce virus provoque ainsi
non seulement des symptomes de type
grippaux (toux, fiévre, difficultés respi-
ratoires, etc.), mais aussi des diarrhées,
des éruptions cutanées, des douleurs a
la poitrine ou une perte de I’odorat et du
golit. Ce virus est particulierement infec-
tieux, avec un nombre de reproduction
de base (R0) correspondant au nombre
moyen de personnes infectées par un
malade, estimé entre 2,43 et 3,10 [3].

€n juillet 2020, date de parution de I'ar-
ticle de Pizzorno et al., le SARS-CoV-2
était encore mal connuy, et la priorité était
de caractériser précisément son mode
d’action afin de pouvoir développer effi-
cacement de nouvelles thérapies. Cest au
cours de cette période d’incertitude que
Pizzorno et al. ont développé le modele
HAE (human airway epithelium), un
modele qui permet une meilleure carac-
térisation de I'infection de I’épithélium
nasal et bronchique par le SARS-CoV-2,
mais aussi le criblage de molécules thé-
rapeutiques [4]. €n effet, jusqu’alors, la
majorité des expériences étaient limitées
a des tests in vitro réalisés sur des cel-
lules Vero €61. Le modele HAE a été réalisé
a partir de biopsies de tissus nasaux
ou bronchiques provenant de donneurs
sains et cultivées en interface air-
liquide (Figure I). Ce modéle repose sur

! Lignée isolée a partir de cellules épithéliales de rein
obtenues @ partir d’un singe vert africain. Les cellules de
cette lignée ont pour caractéristique d’étre incapables
d’utiliser la voie normalement activée par Pinterféron, une
cytokine antivirale normalement produite par les cellules
infectées.
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I'utilisation de trois types de cellules
présents dans les épithéliums respira-
toires humain nasaux ou bronchiques :
les cellules ciliées, principales cellules de
I’épithélium respiratoire ; les cellules cali-
ciformes, spécialisées dans la synthése de
mucus ; et les cellules basales, progéni-
trices des cellules épithéliales. Ce modele
reproduit ainsi fidélement la structure
de I’épithélium respiratoire humain. ||
ne contient cependant ni les neurones
olfactifs, ni les cellules immunitaires. ||
permet néanmoins d’étudier la cinétique
d’infection par le SARS-Cov-2, et, aussi,
I’efficacité de potentielles molécules
antivirales, avec un apercu des processus
qui se produisent dans le tractus respira-
toire supérieur (le nez), mais aussi dans le
tractus inférieur (les bronches). Pizzorno
et al. utilisent ce modéle en analysant,
successivement, I'infection par le SARS-
CoV-2 des cellules de I’épithélium, puis les
effets de deux traitements potentiels : le
diltiazem et le remdésivir.

Le modéle HAE permet de caractériser
le processus d’infection des cellules
respiratoires par le SARS-CoV-2

Dans leur article, Pizzorno A et al. ont
utilisé une souche de SARS-CoV-2 isolée
et séquencée en France et répertoriée
dans la base de données GISAID Epi-
CoVT™, sous la référence BetaCoV/France/
IDF0571/2020. Les auteurs se sont tout
d’abord intéressés a la cinétique de
I’infection, dans le modele HAE, en titrant
le virus produit dans ce systeme expéri-
mental. La titration consiste ici @ mesurer
la production de particules virales infec-
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Figure 1. Représentation du modéle HAE (human airway epithelium) et de sa caractérisation par Pizzorno et al. Le modéle HAE repose sur la mise en

culture de I’épithélium respiratoire bronchique ou nasal biopsié chez des sujets humains. Ce modeéle inclut le mucus et les cellules épithéliales, calici-

formes et basales, caractéristiques d’un épithélium respiratoire humain. Cet épithélium reconstitué in vitro, proche de la physiologie humaine, permet

de tester différents types d’infections virales ainsi que I'efficacité de potentiels traitements médicamenteux sur I'intégrité de I’épithélium respiratoire.

tieuses par des cellules infectées, en
récupérant le surnageant des cellules
a différents temps de leur infection, et
en I’gjoutant au milieu de culture de
cellules sensibles au virus. Le TCID50
(tissue culture infectious dose 50) est
une mesure de la quantité de virus infec-
tieux (et cytopathogenes? pour les cel-
lules cibles) présents dans le surnageant.
Dans I’épithélium bronchique, le titre
viral atteint un plateau entre 24 heures
et 72 h, puis diminue. Dans I’épithélium
nasal, le titre viral contenu dans le sur-
nageant augmente jusqu’a 96 h apres
infection, sans atteindre de plateau.
Une différence de cinétique d’infection
entre épithéliums nasal et bronchique
est ainsi observée, méme si cette dif-
férence n’est pas statistiquement sig-
nificative. Les auteurs ont, en paralléle,
réalisé une analyse de la charge virale,
en utilisant des cellules Vero €6, par RT-

2 Le virus détruit les cellules qu'il infecte.
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qPCR (reverse transcriptase-quantitative
polymerase chain reaction) grice a des
sondes élaborées par la School of Public
Health de 'université de Hong-Kong. Une
corrélation entre charge virale et titre
infectieux a ainsi été mise en évidence.

Les auteurs ont alors comparé les titres
viraux obtenus dans trois comparti-
ments différents accessibles dans le
modele HAE : le compartiment api-
cal, qui est la zone de contact entre
les cellules épithéliales et le mucus ;
le compartiment intracellulaire ; et
le compartiment basal, qui se trouve
entre les cellules épithéliales et la lame
basale. Au niveau nasal apical, les titres
viraux augmentent jusqu’a atteindre un
pic aprés 48 h d’infection. Le virus est
également détecté dans le milieu intra-
cellulaire, atteignant un pic aprés 72 h
d’infection. Il est aussi retrouvé dans le
compartiment basal, avec une charge
virale augmentant jusqu’a 96 heures,
ce qui révéle, indirectement, la pro-

duction de virus dans le compartiment
basal et/ou la rupture de I’intégrité de
I’épithélium nasal et bronchique.

Afin de caractériser I’intégrité de
I’épithélium, la résistance électrique
trans-épithéliale (TEER, trans-epithelial
electrical resistance) a été évaluée a
24, 48 et 72 h apres I'infection. Cette
résistance est corrélée a I'intégrité phy-
sique de I’épithélium [5]. Une diminution
importante de la résistance électrique
des cellules, révélatrice d’une perte de
I’intégrité de la barriere épithéliale, a été
observée 48 h apres infection, paralléle-
ment a une augmentation de la charge
virale apicale.

Les auteurs ont ensuite utilisé la micros-
copie électronique pour étudier les effets
de Iinfection par le SARS-Cov-2 sur les
cellules du modéle HAE nasal ou bron-
chique. Les observations montrent que
48 h apres Pinoculation du virus, les
deux types d’épithélium présentent les
signes d’une infection bien établie, avec



une forte production de particules virales
par les cellules de I’épithélium. Des
vésicules a double membrane, caractéri-
stiques des stades tardifs de I'infection,
sont observées dans toutes les cellules
de I’épithélium. Ainsi, le modeéle HAE
permet d’observer les caractéristiques
de 'infection de I’épithélium respiratoire
par le SARS-CoV-2.

Linfection par le SARS-CoV-2
déclenche une réponse inflammatoire
différente en fonction du type
cellulaire infecté

Selon de précédentes études, I'infection
par le SARS-Cov-2 est généralement
associée a un taux élevé de certaines
molécules pro-inflammatoires, notam-
ment dans les formes les plus graves
de I'infection. Les chercheurs ont donc
étudié I’effet de "infection sur le tran-
scriptome des cellules de I’épithélium
HAE nasal et bronchique. Les résultats
du séquengage ARN montrent que, 24 h
apres I'infection, I’ensemble des cel-
lules de I’épithélium présentent une
surexpression de genes de la réponse
inflammatoire tels que ceux codant les
interférons de type | ou de type Ill, ou
la chimiokine CXCL2 (C-X-C motif che-
mokine ligand 2), et cela, indépendam-
ment du type d’épithélium utilisé.
Néanmoins, les résultats montrent que
48 h apres infection, une distinction
entre la signature transcriptomique des
cellules d’épithélium nasal et bron-
chique est observée, méme si celle-ci
n’est pas significative. €n effet, dans
I’épithélium nasal, il existe une ten-
dance a la surexpression des genes
codant les interférons de types | et
Il (IFNB1, IFNL2, etc.) et le TNF-a
(tumor necrosis factor alpha), ainsi
que d’autres genes liés a I'immunité,
alors que seuls un petit nombre de
génes impliqués dans I'immunité (Mx1,
ILA, ZBP1, etc.) sont surexprimés dans
I’épithélium bronchique. Ces observa-
tions suggérent une potentielle dif-
férence entre la réponse innée des
voies respiratoires inférieures et celles
des voies supérieures.

m/sn® 11, vol. 37, novembre 2021

La combinaison du diltiazem et

du remdésivir permet de réduire
’infection et de protéger I’épithélium
respiratoire dans le modele HAE

Le remdésivir est une prodrogue
nucléotidique (GS-5734) qui est actuel-
lement en cours d’essai pour le traite-
ment de I'infection par le virus Ebola,
mais qui semble également pouvoir
inhiber la réplication virale du SARS-
CoV-2 et du MERS dans de nombreux
modeéles cellulaires et animaux [6]. Le
diltiazem est un antagoniste des canaux
ioniques Ca®* voltage-dépendants et
il est utilisé comme anti-hypertenseur
chez les patients atteints d’arythmie
cardiaque [7]. Pizzorno et al. ont mon-
tré dans une précédente étude que cette
molécule pourrait aussi avoir des effets
antiviraux utiles pour traiter le virus de
la grippe [7]. €n effet, le diltiazem pos-
séde la capacité d’induire une réponse
interféron antivirale, notamment via
les interférons de type | et de type Il
par un mécanisme qui n’est pas encore
totalement élucidé. La stratégie de la
combinaison du diltiazem et du remdé-
sivir repose donc sur le ciblage a la fois
de I’ARN du virus par le remdésivir et de
I’hdte par le diltiazem.

Pour chaque expérience, le modele est
infecté par le Sars-CoV-2 au jour 0. €n
parallele, le traitement est administré
au jour 0, et répété toutes les 24 h apres
changement de milieu. Enfin, la charge
virale est mesurée a 48 h et 72 h post-
infection. Chaque expérience est répétée
avec différentes concentrations afin de
pouvoir déterminer I’IC50, correspondant
a la concentration de traitement a partir
de laquelle la charge virale est diminuée
de plus de 50 %. Grdce a ces mesures de
I’IC50, Pizzorno et al. ont pu comparer
Pefficacité du remdésivir seul ou en asso-
ciation avec le dilitiazem dans les cel-
lules Vero. L'association avec le diltiazem
permet de réduire I’IC50 du remdésivir
de 0,98 uM & 0,32 uM apres 48 heures,
et de 0,72 uM a 0,35 M apreés 72 heures
d’infection. Dans tous les cas, ces con-
centrations sont grandement inférieures
aux concentrations toxiques pour les cel-

lules, ce qui fait de cette combinaison
thérapeutique une stratégie prometteuse.
Dans le modele HAE, les deux molécules
seules permettent de réduire sig-
nificativement la charge virale, et
I’association des deux molécules est
plus efficace encore. Les auteurs ont
également mesuré la résistance élec-
trique au niveau nasal et bronchique
a 48 h et 72 h avec différentes combi-
naisons de molécules thérapeutiques.
A 72 h. lls ont constaté une améliora-
tion de I'intégrité de I’épithélium apres
traitement, avec une tendance a la rela-
tion dose/effet.

Conclusion

’étude de Pizzorno et al. montre qu’in
vitro, en utilisant des cellules humaines
primaires, I’infection de I’épithélium
respiratoire par le SARS-CoV-2 provoque
des dommages cellulaires et tissulai-
res. L'association diltiazem/remdesivir
est une potentielle stratégie thérapeu-
tique pour lutter contre la Covid-19
avec des effets montrés in vitro dans le
modele HAE. Ces résultats sont toutefois
a mettre en relation avec les récents
résultats de I’étude Discovery qui a
montré qu’un traitement par remdé-
sivir sans association au diltiazem ne
diminue pas la mortalité des patients
hospitalisés [8]. Cet article peut en
outre étre mis en perspective avec les
avancées qui ont eu lieu depuis sa publi-
cation. Certains chercheurs se focalisent
sur le développement de médicaments
bloquant les voies d’entrée du virus dans
les cellules, tel que le camostat mésyl-
ate, aujourd’hui testé en essai clinique.
Il s’agit d’un inhibiteur de protéase a
sérine qui bloque la protéase TMPRSS2,
empéchant ainsi Ientrée virale [9,
10]. D’autres thérapies tentent quant
a elles de bloquer le cycle de réplica-
tion virale, comme avec le remdésivir
que les auteurs étudient dans cet arti-
cle [6]. Par ailleurs, le développement
d’anticorps monoclonaux thérapeu-
tiques dirigés contre la protéine Spike
du SARS-CoV-2 est une autre approche
explorée. Aujourd’hui, trois traitements
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majeurs ont obtenu des autorisations
d’utilisation par la Food and Drug
Administration (FDA) : deux bithéra-
pies, casirivimab/imdévimab et bamla-
nivimab/étésévimab, et une monothéra-
pie avec le bamlanivimab [11, 12]. Ces
approches thérapeutiques sont com-
plémentaires de I"approche vaccinale,
aujourd’hui en cours de déploiement
autour du globe [13-15]. ¢
Characterization and treatment of
SARS-CoV-2 in nasal and bronchial
human airway epithelia
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