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Approches de virologie moléculaire

Retracer dans les génomes l'origine et la propagation du
virus

Raisonnement statistique et modélisation

Covid-19: et maintenant ?
a. Table-ronde-débat
b.  Compléments d'information
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Séance 1 : approches de virologie moléculaire (Etienne Decroly)

Qu’est ce qu’un virus ?
Mécanismes de réplication des Coronavirus et outils d’étude
Contrble de I'épidémie
o antiviraux
a  vaccins
o prophylaxie
Pathologies associées au SARS-CoV-2
Mécanismes d’émergence des coronavirus chez I’lhomme

Origine du SARS-CoV-2



Séance 2 : Retracer dans les génomes l'origine et la propagation du virus
(Jacques van Helden)

e Retracer I'origine de SARS-CoV-2 a partir des génomes viraux

0 Questions :
« Comment ce virus est-il passé d’hotes animaux (non-humains) a I’humain ?
o Est-il d’origine naturelle ou artificielle ?

O  Hypotheses alternatives
« zoonhose récente
« zoonose ancienne et circulation “a bas bruit” dans les populations humaines
« virus cultivé en laboratoire
« virus produit par des méthodes de bioingénierie

o Approches
« Comparaisons de séquences d’ARN entre souches virales infectant différents animaux
« Inférence de I'histoire évolutive des coronavirus

e Suivi de I’évolution de SARS-CoV-2 dans la population humaine

o  Questions
« Peut-on tracer la propagation du virus dans la population humaine ?
«  Observe-t-on une évolution du virus au fil de I'épidémie ?

o Approches
« Comparaison des génomes viraux séquencés dans différents pays
« Analyse de la distribution géographique des mutations
- Corrélation entre fréquences de certains mutants et incidence / mortalité
« Etude expérimentale de la toxicité de certains mutants 6



Séance 3 : Modélisation mathématique (Martine Quinio)

Comment la science statistique peut-elle, par son langage et ses raisonnements
spécifiques, contribuer a donner un sens aux informations chiffrées et permettre a
tous — décideurs et population — de mieux comprendre les risques et incertitudes des
modeles prédictifs ?
Définir certains mots et concepts jetés dans les média (incidence, taux de positivité,
sensibilité)
Définir les les principes des tests de dépistage et leur lecture (le fameux Ro)
Aborder les raisonnements statistiques dans leur diversité

0 raisonnements basés sur la formule Bayes

o raisonnements de type « fréquentiste » (ex: études cas testés/cas témoins)
Définir ce que I'on appelle « un modeéle de probabilité »
Un exemple de collaboration mathématiques-médecine : les tests groupés (pooling)



Séance 1
Approches de virologie moléculaire

Etienne Decroly



Préambule

La société attend de science la “connaissance et la vérité”“. Les controverses
scientifiques sont trop souvent vue comme un échec de la science.

Lors de la découverte d’un nouveau pathogene les savoirs sont en cours d’
élaboration..; et évoluent. C’est le processus de la recherche.

Actuellement, efforts intenses de milliers de chercheurs dans le monde entier — ce
gue nous présenterons dans ce cours méritera certainement des mises a jour tres
prochainement

Le doute est nécessaire pour I'élaboration de la pensée scientifique.



Séance 1 : approches de virologie moléculaire (Etienne Decroly)

Qu’est ce qu’un virus ?
Mécanismes de réplication des coronavirus
Contrble de I'épidémie
o antiviraux
a  vaccins
o prophylaxie
Pathologies associées au SARS-CoV-2
Mécanismes d’émergence des coronavirus chez I’lhomme

Origine du SARS-CoV-2
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Pasteur découvre la rage (1881)

« L’agent infectieux responsable de la rage est invisible au microscope et impossible de I'isoler sur des
milieux de culture artificiels. »

Pasteur "cultive" I'agent infectieux en partant d’'un broyat de cerveau de chien enragé qu’il
inocule a la surface du cerveau d’un lapin trépané.

I cx e
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Définition

Parasites intracellulaires obligatoire
o pas de machinerie de synthese des
protéine
o utilisent le métabolisme cellulaire
Particule virale
o ADN/ARN
o Capside

o (enveloppe)

13



Le matériel génétique, support de I’hérédite et de l'information

Protéines = enzymes

14



Le matériel genétique des virus
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Séance 1 : approches de virologie moléculaire (Etienne Decroly)

Qu’est ce qu’un virus ?
Mécanismes de réplication des coronavirus
Contrble de I'épidémie
o antiviraux
a  vaccins
o prophylaxie
Pathologies associées au SARS-CoV-2
Mécanismes d’émergence des coronavirus chez I’lhomme

Origine du SARS-CoV-2
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Coronavirus (CoV)

m Virus enveloppé

m  Génome ARN+ de 30 000 nucléotide

m Virus entériques et respiratoires

m Virusinfectant de nombreuses especes

animales
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Cycle de réeplication des coronavirus
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Comment un virus entre-t-il dans une cellule?

Protéine virale
se liant au récepteur
(S, Spike, spicule,...)

Récepteur

(ACE2)



La protéine S reconnait un récepteur cellulaire (SARS likes ACE2)

/\.

Clivage de la
protéine S >
par la furine Protéine S

Clivage de S par TRMPSS2

Fusion membranaire

a I? membrane
plasmique ou par
endocytose

Récepteur ACE2 | Le domaine de fixation
: -._ aurécepteur (RBD) dela
"| protéine S fixe ACE2

RBD

Sallard, E., Halloy, J., Casane, D., van Helden, J. & Decroly, E. 2020. Retrouver les origines du SARS-CoV-2 dans les phylogénies de coronavirus. Med Sci (Paris) 36: 783-796
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https://www.medecinesciences.org/10.1051/medsci/2020123

La protéine S doit étre activée par un clivage protéolytique (priming)

N501
K417 Y453 | F486
0474 T500
0498

Sallard, E., Halloy, J., Casane, D., van Helden, J. & Decroly, E. 2020. Retrouver les origines du SARS-CoV-2 dans les phylogénies de coronavirus. Med Sci (Paris) 36: 783-796



https://www.medecinesciences.org/10.1051/medsci/2020123

Effet du “priming” sur la structure de la protéine S

Closed
Furin cleaved 34%
Uncleaved 83%

Furin-cleavage
site

SARS-CoV-2 and bat RaTG13 spike glycoprotein structures inform on virus
evolution and furin-cleavage effects.

Wrobel AG, Benton DJ, Xu P, Roustan C, Martin SR, Rosenthal PB, Skehel JJ, Gamblin SJ.

Nat Struct Mol Biol. 2020 Aug:27(8):763-767. doi: 10.1038/s41594-020-0468-7. Epub 2020 Jul 9.

Intermediate

Disordered

Vue latérale

39%

\ 4

ACE2-binding
site

<L

Open
27%
17%

22



Structure de la protéine S & dynamique moléculaire



https://docs.google.com/file/d/1VdAeN6praO3OUQEyn2Jll5DVFVzf2tPT/preview
https://www.nature.com/immersive/d41586-020-02493-0/assets/bCb4ohBwz0/pia23468_1.mp4

Structure de la protéine S en complexe avec ACE2

a NTD RBD SD1 SD2 FP HR1 HR2 TM IC
333 527

JH2

438 506
RBM

C336-C361

\0391-0525
SARS-CoV-2 RBD SARS-CoV-2 RBD

Structure of the SARS-CoV-2 spike receptor-binding domain bound to the ACE2 receptor
Jun Lan et al., Nature. 2020 May;581(7807):215-220. doi: 10.1038/s41586-020-2180-5. Epub 2020 Mar 30.
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Structure de la protéine S & dynamique moléculaire

https://youtu.be/e2Qi-hAXdJo?t=12

Un modele visuel de simulation dynamique
illustrant la facon dont la protéine de spicule
(spike protein) assure la fusion des membranes
virale et cellulaire.

Created by Jonathan Khao, Ph.D. & Gaél McGill, Ph.D.
Digizyme Inc.

www.digizyme.com

Modeled & Simulated with Molecular Maya (Modeling & Rigging kits)
www.clarafi.com/tools/mmaya

We wish to thank Bing Chen, Ph.D. and Stephen Harrison, Ph.D.
for their guidance and sharing data prior to publication.

Viral Membrane

S2 domain

ACE2 receptor
S1 domain

Cell membrane
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Cycle de réeplication des coronavirus
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SARS-CoV : le complexe réplication/transcription

Helicase
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SARS-CoV : le complexe réplication/transcription

Structure of replicating SARS-CoV-2 polymerase. Hillen HS, Kokic G, Farnung L, Dienemann C, Tegunov D, Cramer P. Nature. 2020 Aug;584(7819):154-156.  »g


https://docs.google.com/file/d/1g69ByDu_THFprMesY7sTansLZIlA2DA4/preview
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32438371/

Activite in vitro du complexe de réplication

Matrice ARN XN &

Matrice ARN:

> CUAUCCCCAUGUGAUUUUAAUAGCUUCUUAGGAGAAUGA

———————— AUCGAAGAAUCCUCUUACU

RNA primer:

ﬁ ‘:\ N ----
NTP Mg
nsp7 nsp7 | nsp7 nsp7
nsp12 nsp12 [ Nsp12| nsp12
'k L

¢ 40mer (final product)

[ 20mer (primer )

0120 0120 0120 0120

0120 0120 03060120 (min)

One severe acute respiratory syndrome coronavirus protein complex integrates processive RNA

polymerase and exonuclease activities
Lorenzo Subissi, Clara C. Posthuma, Axelle Collet, Jessika C. Zevenhoven-Dobbe, Alexander E.

Gorbalenya, Etienne Decroly, Eric J. Snijder, Bruno Canard, Isabelle Imbert
Proc Natl Acad Sci U S A. 2014 Sep 16; 111(37): E3900—E3909. Published online 2014 Sep 2.

S
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La stratégie des analogues de nucléotides/nucléosides
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Le complexe de réplication possede un activité de correction des erreurs
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La polymérase nsp12 incorpore un mauvais
nucléotide (mutation) ou un inhibiteur

L’exonucléase nsp14 détecte le mésappariement
(“mismatch”) et excise le mauvais nucléotide ou
I'inhibiteur

La polymérase nspl2 redémarre son activité 3’-5’ et
corrige I'erreur

One severe acute respiratory syndrome coronavirus protein complex integrates processive RNA

polymerase and exonuclease activities
Lorenzo Subissi, Clara C. Posthuma, Axelle Collet, Jessika C. Zevenhoven-Dobbe, Alexander E.

Gorbalenya, Etienne Decroly, Eric J. Snijder, Bruno Canard, Isabelle Imbert 31
Proc Natl Acad Sci U S A. 2014 Sep 16; 111(37): E3900—E3909. Published online 2014 Sep 2.



La stratégie des analogues de nucléotides/nucléosides
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Cycle de réeplication des coronavirus
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Séance 1 : approches de virologie moléculaire (Etienne Decroly)

Qu’est ce qu’un virus ?
Mécanismes de réplication des Coronavirus
Controle de I'épidémie
a antiviraux
Q vaccins
o prophylaxie
Emergence du SARS-CoV-2 et pathologies associées
Mécanismes d’émergence des coronavirus chez I’lhomme

Origine du SARS-CoV-2
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Développement de médicaments antiviraux
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Stratégies de repositionnement de médicaments

PMCID: PMC7403393
PMID: 32753646

Sci Rep. 2020; 10: 13093.
Published online 2020 Aug 4. doi: 10.1038/s41598-020-70143-6

In vitro screening of a FDA approved chemical library reveals potential
inhibitors of SARS-CoV-2 replication

Franck Touret,m1 Magali Gilles,1 Karine Barral,2 Antoine Nougaliréde,1 Jacques van Helden,3*4 Etienne Decrcly,5
Xavier de Lamballerie,‘I and Bruno Coutard™!
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Mécanismes d’action des médicaments contre le SARS-CoV-2

Camostat mesylate
Nafamostat mesylate
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Drugs against SARS-CoV-2: What do we know about their mode of action?
Coralie Valle, Baptiste Martin, Franck Touret, Ashleigh Shannon, Bruno Canard, Jean-Claude
Guillemot, Bruno Coutard, Etienne Decroly 37

Rev Med Virol. 2020 Aug 11 : e2143. doi: 10.1002/rmv.2143 [Epub ahead of print]
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Mécanismes d’action des médicaments contre le SARS-CoV-2

= Antiviraux

o limitation : infection aigué, traitement précoce
m  Sérum et immunothérapie
m Régulateur de la réponse antivirale

o traitement tardif, contrble de la tempéte cytokinique

Drugs against SARS-CoV-2: What do we know about their mode of action?
Coralie Valle, Baptiste Martin, Franck Touret, Ashleigh Shannon, Bruno Canard, Jean-Claude

Guillemot, Bruno Coutard, Etienne Decroly
Rev Med Virol. 2020 Aug 11 : €2143. doi: 10.1002/rmv.2143 [Epub ahead of print]
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Prévention et vaccination

Biodiversité Vaccination

Observation, compréhension, respect Enjeux techniques, chronologiques, sociétaux

39



La variolisation

40



Pasteur : un vaccin post-exposition

41



Différentes stratégies vaccinales

Live attenuated Virus

Virus-like particles

Recombinant
sub-unit viral
protein

¢
\<" Recombinant

bacterial vector
(used to carry viral
genes)

Recombinant

vial vector ’ (carr?eNsAviral
(different virus genes)
pathogenic
viral genes)

https://www.genscript.com/recombinant-vaccine.html
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https://www.quebecscience.qc.ca/sante/vaccins-contre-covid-19/

Les phases du développement de vaccins

Pre-clinical | Phase —
WK

Lab studies  Tens of people  Hundreds of = Thousands of = Hundreds of

Animals ~ people ~  people  thousands of
people
i Pre-licenéure tests - 'Post-licensure tes;s



La protéine S est principalement cibléee

<«— S1 subunit
(Globular receptor-

binding domain)

<«— S2 subunit
(Stalk fusion domain)

. . [ N N B
Viral membrane
. . [ N N B

<«—Intracellular tail

Dagotto et al, Cell Host and Microbes 2020

«— Receptor binding motif

Chez les patients
o Sestl’antigéne majeur
o N est aussiimmunogene mais
réponse TCD4 et CD8 ne semble
pas protective (sévérité)
Des anticorps reconnaissant S peuvent
étre neutralisants
Le RBD est conservé est est bien
antigénique
Stabilisation de la conformation de
pré fusion (délétion site furine).
difficultées potentielles:
2 echappement
o Anticorps facilitants?
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Différentes stratégies vaccinales

14

Début septembre 2020
= 321 candidats vaccins en test
= 33 candidats vaccins en phase clinique
= 280000 participants
= 34 pays

Le et al, 2020 Nature Review drug discovery

a 220 4

Number of projects

200 ~

180 ~

160

140 ~
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40 -

20 —

20
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b 14 -

12 4
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[] Live attenuated
virus

[ Inactivated virus

M Non-replicating
viral vector

M Replicating viral
vector

B Recombinant
protein

B Peptide-based

B Virus-like particle

3 DNA

[J RNA

B Other/unknown
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Séance 1 : approches de virologie moléculaire (Etienne Decroly)

Qu’est ce qu’un virus ?
Mécanismes de réplication des Coronavirus
Contrble de I'épidémie
o antiviraux
. vaccins
. prophylaxie
Pathologies associées au SARS-CoV-2
Mécanismes d’émergence des coronavirus chez I’lhomme

Origine du SARS-CoV-2
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Les grands pathogenes

Caused by viruses Other causes Virus Nb de morts/an
A Tobacco dans le monde
- A Fond asciderss HIV ~ 1500 00 - 2 00 0000
AT LYIS HCV ~ 350 000 - 700 000
i HBV ~ 750 000
§ Hépatite A~ 100 000
g & Hosolal e o Grippe ~ 250 000 - 600 000
- A Suicide Rougeole  ~ 100000 - 150 000
s Dengue ~ 25 000 - 100 000
= Rage ~ 75 000
Hépatite E ~ 50000
2 RSV ~ 75 000- 250 000
fers EBOLA ~ 5000 -12 000
' SARS-Cov-2  ~ 1000 000
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Type d’infections liées aux Coronavirus

Avant 2002 CoV= problemes vétérinaires:
Coronavirus de souris (MHV) (1949)
Hotes: Proc, boeuf, gallinacés

Respiratoires (human OC43, 229E; avian IBV; bovine BCV)
Cerveaux(neurotropic MHV, encephalitis, demyelination)

Foie (MHV)

Gastro intestinal (porcine TGEV; avian IBV; bovine BCV; MHV; feline FeCoV)
Peritonites (feline FIPV)

Esophagus ——

Stomach

Large intestine

Umbilicus =— Small intestine

l —
: ’/ ‘

* Pas d'immunité persistante-réinfection fréquentes Modified from Matt Frieman
* Pas des Vaccin — pas de traitement
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Les CoV humains sont des virus saisonniers

Weekly Cases of Seasonal Coronavirus

40
M Coronavirus_229E
" Coronavirus_HKU1
B Coronavirus_NL63
M Coronavirus_0C43
20
e o P
g Ry, S ST . SRR e, S JIPTC . . .
*}%\n w Q\A "ﬁ{& 3@\\ 3\)\"\s ® \f’\“ f;g 2% 06 % Qo\“\ QQS'V ss‘s Q@& "r%\‘

Week of

Source: Intermountain Healthcare.

Mais ... 'immunité est présente
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Cinétique de 'émergence du SARS-CoV (épidémie de 2002-2003)
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Cinétique de I’émergence du SARS-CoV-2 (2019-nCoV) versus SARS-CoV (2003)

9000 900
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Létalité de la grippe (Flu) versus SARS-CoV-2

Flu COVID-19
14.8%
9
8%
3.6%
1.3%
.83% =
, 01% 01% .02% .06% =] 2% .2% 2% ‘g
4 © &> & SEE O A - - I S~ s

x o © o ~ - / / / i
N~ &~ N2 A0 4P WO O ’o\\' AO

20 a 40 fois plus létal

Lockdown scepticism... the new contrarian cool

La figure indique la létalité
(nombre de morts par cas
positif) en fonction des

tranches d’age.
Données de mars 2020
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Propagation mondiale du SARS-CoV-2 -

Royaume-Uni
42 077 morts

France
31675 morts

Etats-Unis

Espagne
204758 morts 31232 morts

Italie
35835 morts
Mexique
76 430 morts 5]
L
[Nombre de morts Y
lau 27 septembre .
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100 000
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10000 141741 morts
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Les pays comptant le plus de morts du Covid-19 Pour 100 000 habitants
Etats-Unis = 204758 Pérou i - 99
Brésil g = 5 141741 gique e g 87
Inde w 95 542 Bolivie 68
Mexique 76 430 Brésil 67
[Royaume-Uni 42077 Chili 67
Italie g 35835 Espagne 66
Pérou wum 32142 Equateur 65
France s 31675 Royaume-Uni w63
Espagne mum 31232 Etats-Unis m 62
Iran s 25589 Mexique s 60

L’Amérique, le continent le plus endeuillé par la pandémie de Covid-19
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https://www.lemonde.fr/planete/article/2020/09/28/pandemie-de-covid-19-tous-les-gouvernements-ont-commis-des-erreurs_6053898 3244.html
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Propagation mondiale du SARS-CoV-2

Phylogeny RESET LAYOUT Transmissions
Country v
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R, et progression de I'épidémie

Basic Reproduction Number (RO) = Attack Rate x Contacts

T VO
TS TN N
AR=60% AR=40% AR=100%
RO=3 RO=2 RO=5

&% R, — HOW QUICKLY it SPREADS
SARS-CoV-2 R=1.4-3.9
SUPERSPREADERS
NUMBER / R,>1
IWC.éTED R it 1
R, <1 :
TIME
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Péeriode d’incubation du SARS-CoV-2

Relative Frequency

0.25 -

0.20

0.15

0.10+

0.05 -

0.00

Average 5 day incubation period
Range 2-14 days

T T |
7 14 21

Days from Infection to Symptom Onset

Guan NEMM 2020
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Contagion et stratégie prophylactique

Before symptom onset After symptom onset

C Detection unlikely? ) C PCR - Likely positive

) ( PCR - Likely negativeP

Antibody detection

SARS-CoV-2
exposure

ing probability of detection —’)

T T
Week 4 Week 5

T
Week 6

T T T T
Week -2 Week -1 Week 1 Week 2 Week 3
Symptom onset
Nasopharyngeal swab PCR — Bronchoalveolar lavage/spuytum PCR ==ec=e=- IgM antibody
Virus isolation from respiratory tract = - Stool PCR ——e--- IgG antibody

Détecter & isoler
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Séance 1 : approches de virologie moléculaire (Etienne Decroly)
Qu’est ce qu’un virus ?
Meécanismes de réplication des Coronavirus
Contrble de I'épidémie
o antiviraux
Qo  vaccins
o prophylaxie
Pathologies associées au SARS-CoV-2

Mécanismes d’émergence des coronavirus chez ’homme

Origine du SARS-CoV-2
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Emergences de coronavirus humains

Common cold HKU1; Pneumonia

OC43 can infect NL63; Bronchiolitis
lower respiratory
track SARS-CoV MERS-CoV 2019-nCoV
229E HKU1
O‘C43 ‘ NLTB ‘

1967/1970 1980 20022004/2005 2012 2019

OC43 genome similar to SARS-CoV. MERS-CoV, 2019-nCoV

Bovine coronavirus Severe respiratory disease
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2003: SARS-CoV

SARS : Cumulative Number of Reported Cases
Total number of cases: 2671 as of 8 April 2003, 14:30 GMT+2

o 0 ¥
[spain: 177"

Cumulative number of Reported Cases
(From 1 November 02 to 8 April 03) Type of transmission

. 1 . 101 - 1000 no local transmission

[ ] 2-10 _ local transmission
>1

i @® 1m0 . 000

-"l>
Data Source: World Health Organization

The pl of ary opinion whatsoever Map Production: Public Health Mapping Team
on the part of the World Health Organi zation conceming the legal status of any country, territory, city or areas or of its Communicable Diseases (CDS)

athorties, or conceming the defimitation of & frontiers or boundaries. @World Health Organization, Apl 2003

Mécanisme de transfert zoonotique
d L 37 v R
; 3 27 S S




2012: MERS-CoV
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MERS-COV

Middle East Respiratory Syndrome
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Cycle zoonotique des coronavirus

Coronavirus

/— ancestor

7N\ 1wﬁ 7N
Gt 3, Cr R Cafgl CA-RCA-T

Lineage B, C, D Lineage A
Genus Alphacoronavirus Betacoronavirus Gammacoronavirus  Deltacoronavirus

 Modele du “débordement”

* Modele de la circulation de « quasi especes”
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Meécanismes d’émergence des CoV humains

Origin and evolution of pathogenic coronaviruses. Jie Cui, Fang Li & Zheng-Li Shi.
Nature Reviews Microbiology volume 17, pages 181-192(2019)

Genetically diverse
coronaviruses Natural host Intermediate host Human host

: v s 2 > HCoV-NL63
} V S— » HCoV-229E
’ & — m » HCoV-OC43

+ HCoV-HKU1

S _e— o
’ ‘ ”'_. m ——> SARS-CoV

} v—» m—» MERS-CoV

?
’ "’_.ﬂ caeteenSADSCOV

—— Spillover to intermediate hosts
» Mild infection
—» Severe infection




Echantillonner les CoV circulant chez les chauves souris :
une stratégie prévenir les pandémies ?

B A

HIELOZNOH

A. stoliczkanus »
R. affinis »

R. ferrumequinum
R. macrotis

R. monoceros »
R. pearsonii »

R. pusillus
R.rexe

R. sinicus ®

R. thomasi ®

v

Rs4255/Yunnan:

RsSHCO1AYUnNa
aoRAN=

Lineage 1 % "
o
w??! .

Lineage 2 *
Lineage 3 *

5 =

* Diversité importante chez les chauves-souris qui sont un

§ £ g %
[ 3 8§
g

réservoir
 Des CoV de chauves-souris capables d’infecter ’Thomme sont
présents dans la province du Yunnan (Chine)

[ Menachery VD, et al. A SARS-like cluster of circulating bat coronaviruses shows potential for human emergence. Nat Med 2015 ; 21 : 1508-1513.

[ Hu B, et al. Discovery of a rich gene pool of bat SARS-related coronaviruses provides new insights into the origin of SARS coronavirus. PLoS Pathog 2017 ;
13:e1006698

[ Geographical structure of bat SARS-related coronaviruses. Ping Yu 1, Ben Hu 2, Zheng-Li Shi 2, Jie Cui 3 65



Echantillonnag

il 19 L

2P 2% 3Pkb

SARS-CoV SZ3

SARS-CoV Tor2

SARSr-CoV WIV16

SARSr-CoV Rs4874

SARSr-CoV Rs3367
SARSr-CoV Rs9401

SARSr-CoV WIV1
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[XE]
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SARSr-CoV Rs4081
SARSr-CoV Rs4237
SARSr-CoV Rs4247
SARSr-CoV Rs4255
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|
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S1-NTD S1-RBD

EM 7a

i
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/3b 71:‘

=) orFza P
‘ ORF3b  ORF8

) ORF3a W) ORFea
-ORFSD » ORF8b

-3a [:> )

> 3b ORFX ORF8

3a |:> |:>

3b ORFX ORF8
(long)

~0RF3a |:>
|:>0RF3b ORF8
i > >
I:>3b ORFX ORF8

-3361) (%2 %:IEFS

(long)
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- ORF3a » ORF8a

ORF3b ‘ ORF8b

C)orRFia  mp
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[ >ORF3a [
|::> ORF3b  ORF8

e de SARS- CoV proches du SARS-CoV-1 chez les chauves-souris

= Les chauve souris sont infectées par de
nombreuses especes des CoV.

= Des évenements de recombinaisons sont
détectables dans les études de phylogénie
(génomes chimériques).

©
v v

Polymerase falls *
off template =

(B) Template
switching

Binds another
template

J. Dennehy, Evolutionary ecology of virus emergence: Virus emergence, 2016, Annals of the New York Academy of Science
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La capacite d'entrée du virus est essentielle au transfert zoonotique ?

Protéine virale
se liant au récepteur
(S, Spike, spicule,...)

Récepteur
(ACE2)
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La protéine S est un déterminant majeur du franchissement de la barriére d’espéce

A
—
Clivage de la
protéine S = Clivage de S par TRMPSS2
par la furine Protéine S Fusjion membranaire
a l? membrane
plasmigue ou par
Y Y I endocytose
Récepteu't ACE2 L ' Le domaine de fixation
i “~._ aurécepteur (RBD) de la
- protéine S fixe ACE2
" &B
s1
RBD
PF
B [ [RBD 1
RBD S
&5 Furine
[S1 4 RBD | J
\ TMPRSS2
I T g
N501
K417 Y453 F486 1500
Q474
Q498

Comment a-t-on démontré ces deux assertions ?

-)

-

Reconnaissance du
récepteur ACE2

Clivage par des protéases
cellulaire de la protéine S

Sallard, E., Halloy, J., Casane, D., van Helden, J. & Decroly, E. 2020. Retrouver les origines du SARS-CoV-2 dans les phylogénies de coronavirus. Med Sci (Paris) 36: 783-796.
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Synthese de virus

9 110 210 39 kb 1 Synthésede u
fragments d’ADN
chevauchants correspondant

- .. - — a l'intégralité du génome

- - - .. - du SARS-CoV-2 u

2 Assemblage des / 3@ [ |

fragments d’ADN dans
la levure par recombinaison
homologue

3 Transcription
du génome viral
in vitro

N8 SARS-Cov-2 QO
VP >
“ e/)

4
2
—F 4 Transfection de cellules

et production du virus

Figure 2. Schéma des étapes de la reconstruction du SARS-CoV-2. Voir le texte pour le détail des différentes étapes.

Il est possible de construire des CoV a

partir de séquences synthétiques

Ces virus synthétiques sont infectieux

Ceci a été fait récemment avec le SARS-CoV-
Pour plus de détails, lire Iseni & Tournier,

2020.

Iseni, F. & Tournier, J.-N. 2020. Une course contre la montre: Création du SARS-CoV-2 en laboratoire, un mois aprés son émergence ! Med Sci (Paris),

doi: 10.1051/medsci/2020124.
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Reconstruction de COV

0 10 2|o//——|\3;) kb
l ' 25 = Des 2008, on a construit des coronavirus
ﬂj ORF1a [ orrv [ soke [ s Hu[d ~ ] synthétiques a produit de fragments
5-GCCATAA TGGC-3 5-GCCCAAG AGGC-3’ 5-GCCTACA CGGC-% ChevaUChantS de génomeS-
3-CGGT ATTACCG-5" 3-CGGG TITCTCCG-5 3-CGGA TGTGCCG-5" .
= Exemple (2015) souche de coronavirus
SHCO014A SHCO014C SHCO14E . , . .
o T ST RsSHCO14A, isolée a partir de la
5-GCCAGCG TGGC-3 5-GCCCTCC TGGO-3 chauve-souris de la famille des
3-CGGT CGCACCG-5 3-CGGG AGGACCG-5’ . .
Rhinolophidae (horseshoe bats).
=« Flgure du haut : fragments de départ
) (boites vertes) utilisés pour assembler un

génome complet (rectangle blanc).

= Bas:expérience démontrant que le virus
reconstruit est infectieux sur des cultures
cellulaires.

Log viral titer

0 12 24 36 48
Time after infection (h)



Expériences de Gain de fonction: Comment construire des virus
chimériques qui franchissent la barriere d’espece?

0 10 20 30 Kb
| | | 25
10384 10793 12814
caT A>C A>G 26428
H133Y  E269A T67A G3A
- 16177 E11K
Cc>T
** * A4V 8a

SHCO014 - Spike

ORFla i

o
(o]
Q

8+ 91 91
74 8
5 6 [} s 7
S & = = o
© © ©
S 44 4 i
= = 'S 54
o> 34 o (=]
o [} O 4+
= 24 =1 |
14 2
0= 24
WT DBT HACE2 cACE2 Bt ACE2 WT DBT HACE2 cACE2 Bt ACE2

Urbani MA15 SHCO014

Supplementary Figure 2: Chimeric SHC014-MA15 CoV is viable and utilizes ACE2
orthologs for entry. (a) Organization of chimeric SARS-like virus which substitutes SHC014
(green) spike protein into the SARS-CoV mouse adapted (MA15) backbone. Amino acid
changes between epidemic SARS-CoV Urbani and MA15 highlighted by stars. (b) End point
titers 24 hours post infection following infection with wild-type Urbani (black, n = 1), mouse
adapted MA15 (Gray, n = 1), or SHC014-MA15 CoV (green, n = 3). (c,d) End point titers of (c)
SARS-CoV Urbani or (d) SHC014-MA15 in wild-type or DBT cells expressing human, civet, or
bat ACE2 receptors (n = 3 for all groups. For each graphical figure, center value representative
of group mean and error bars defined by SEM.



Ces virus chimériques infectent et induisent la maladie chez des souris
a

= 1101
1004
90+

80+

Percentage starting weigh

7c L) v J L) J v ]
0 1 2 3 4 5 6 74

Time postinfection (d)

100

80+
60+

404

Percent survival

20+

0 T T T T T

o 1 2 3 4 5 6 7
Time postinfection (d)

Supplementary Figure 3: Chimeric SHC014-MA15 induces robust disease in aged
animals. In vivo infection of 12 month old Balb/c mice infected with 1 x 10* PFU of SARS-CoV
MA15 (black, n = 4) or SHC014-MA15 (green, n = 29) via the i.n. route. (a) Weight loss and (b)
lethality. For each graphical figure, center value representative of group mean and error bars
defined by SEM.

A SARS-like cluster of circulating bat coronaviruses shows potential for human emergence. Vineet et al., Nature Medicine volume 21, pages 1508-1513 (2015)
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La protéine S est un déterminant majeur du franchissement de la barriére d’espéce

Clivage de la
protéine S =
par la furine ProtéinesS

S

1 | g 1
Récepteur ACE2 .

Le domoin'e de fixation

Clivage de S par TRMPSS2
Fusion membranaire
a lc{\ membrane .
Brdaeytage PO Reconnaissance du

récepteur ACE2

“~._ aurécepteur (RBD) de la
protéine S fixe ACE2

g; %

RB

PF

B [ o N I | —
&5 Furine

LSl ARBD [ | Clivage par des protéases
\ TMPRSS2 cellulaire de la protéine S

| T 1] g
N501 , , .
K417 y4s3 | Fa86 [ Comment a-t-on démontré que le clivage est
0474 380 )
Q498 important ?

Sallard, E., Halloy, J., Casane, D., van Helden, J. & Decroly, E. 2020. Retrouver les origines du SARS-CoV-2 dans les phylogénies de coronavirus. Med Sci (Paris) 36: 783-796.
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Le clivage de la protéine d’enveloppe joue un réle déterminant dans I’infection

® @

Receptor binding
oy SERI L FP HR1 HR2 TME[e
S1
C
TWDS{SZ; g e
= N
P _!'.T.
L |
9‘ Protease Furinxi
T Receptor ’
~ Viral RNA
) § Spke
* Nuckeocapsid
» Envelope , Cathepsin
# Membrane |I'
ﬂ] Hemagglutinin|
esterase

L’activation de propriétés fusogene de la S

requiert
1. priming (51/S2)
2. clivage en amont de S2

Plusieurs enzymes sont impliquées dans ce

processus (dépend des cellules et espéeces
animales)

Remarque : pour démontrer cela, on a inséré des
sites de clivage de la furine dans le gene spike de

CoV

Trypsin Treatment Unlocks Barrier for Zoonotic Bat Coronavirus Infection.
Menachery VD, Dinnon KH 3rd, Yount BL Jr, McAnarney ET, Gralinski LE, Hale A, Graham RL, Scobey
T, Anthony SJ, Wang L, Graham B, Randell SH, Lipkin WI, Baric RS.

J Virol. 2020 Feb 14;94(5):e01774-19. doi: 10.1128/JVI1.01774-19. Print 2020 Feb 14.

A Single Point Mutation Creating a Furin Cleavage Site in the Spike Protein
Renders Porcine Epidemic Diarrhea Coronavirus Trypsin Independent for Cell
Entry and Fusion.

Li W, Wicht O, van Kuppeveld FJ, He Q, Rottier PJ, Bosch BJ.

J Virol. 2015 Aug;89(15):8077-81. doi: 10.1128/JV1.00356-15. Epub 2015 May 13.

The S2 Subunit of QX-type Infectious Bronchitis Coronavirus Spike Protein Is an
Essential Determinant of Neurotropism.

Cheng J, Zhao Y, Xu G, Zhang K, Jia W, Sun Y, Zhao J, Xue J, Hu Y, Zhang G.

Viruses. 2019 Oct 22;11(10):972. doi: 10.3390/v11100972.

J.Millet & G. Whittaker,Virus Res. 2015 Apr 16;202:120-34. doi: 10.1016/j.virusres.2014.11.021. Epub 2014 Nov 22. Host cell proteases: Critical determinants of

coronavirus tropism and pathogenesis
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Le site de clivage par la furine est important pour l'infection et la pathogénése en modéle animaux

A H onria [ onris | sowe - FFHITL~] B
% Wild-Type LCTCTC CGG CGG GCACGT
S660 pest Ress (603 ASeE 605
APRRA JCT XXX XXX XXX XXX CGT 5 £
“ e

mutant S Deletion RS

Furin Cleavage Site Is Key to SARS-CoV-2 Pathogenesis.
C Johnson BA, Xie X, Kalveram B, Lokugamage KG, Muruato A, Zou J, Zhang X, Juelich T, Smith JK,
Zhang L, Bopp N, Schindewolf C, Vu M, Vanderheiden A, Swetnam D, Plante JA, Aguilar P, Plante KS,
Lee B, Weaver SC, Suthar MS, Routh AL, Ren P, Ku Z, An Z, Debbink K, Shi PY, Freiberg AN,
Menachery VD.
bioRxiv. 2020 Aug 26:2020.08.26.268854. doi: 10.1101/2020.08.26.268854. Preprint.
PMID: 32869021 Free PMC article.
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Johnson, B.A,, Xie, X., Kalveram, B., Lokugamage, K.G., Muruato, A., Zou, J., et al. 2020. Furin Cleavage Site Is Key to SARS-CoV-2 Pathogenesis. Microbiology.
http://biorxiv.org/lookup/doi/10,1101/2020.08.26.268854 75
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Séance 1 : approches de virologie moléculaire (Etienne Decroly)

Qu’est ce qu’un virus ?
Mécanismes de réplication des Coronavirus
Contrble de I'épidémie
a antiviraux
Q vaccins
a  prophylaxie
Pathologies associées au SARS-CoV-2
Mécanismes d’émergence des coronavirus chez I’lhomme

Origine du SARS-CoV-2
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Hypotheses sur 'origine du SARS-CoV-2

Zoonose naturelle ... c’est le processus usuel des émergences
o modele spillover (débordement)
o  modele des “quasi especes”
o  Note: la collecte des échantillons sur les sites naturels génére des risques de zoonose

Origine de laboratoire (accidentelle) ?

a llyaeu plusieurs précédents de virus échappés de laboratoires, par exemple grippe, ebola,
variole, SARS-CoV (de 2002), ...

o Virus “naturel” cultivé en laboratoire
e culture en cellules
e expérimentation animale

o Virus génétiquement modifié (et cultivé en laboratoire)
e expérience de gain de fonction

Sirotin et Sirotkin (2020) explorent les hypotheses d’échappement d’un laboratoire pour SARS-CoV-2.

BioEssays 2000091
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Accidents de labo : cas répertoriés d’échappement de virus

Pox virus

4 accidents, 80 cas,3 morts
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Heymann, D.L., Aylward, R.B. & Wolff, C. 2004. Dangerous pathogens in the laboratory: from smallpox to today’s SARS setbacks and tomorrow’s polio-free world.
The Lancet 363: 1566—1568.
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La phylogénie permet de retracer les origines des virus
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79


https://www.medecinesciences.org/10.1051/medsci/2020123

Que faut il retenir ?

Des coronavirus circulent dans la faune sauvage (en particulier chez les chauves-souris).

2. Letransfert direct des CoV de chauve-souris a I’lhumain n’est pas documenté. Des especes
intermédiaires sont souvent requises.

3. Lerécepteur humain ACE2 est la porte d'entré du SARS et est trés conservé entre espéces animales, ce
qui facilite le passage de virus d’'une espece a 'autre.

La recombinaison entre souches virales est un mécanisme majeur de leur évolution.
5. L’hypothese la plus explorée pour SARS-CoV-2 est I'origine zoonotique naturelle.
L’hypothése d’un accident de laboratoire mérite cependant d’étre explorée.
a Iy aplusieurs précédents de virus échappés de laboratoires
a  On pratique régulierement

e |acollecte d’échantillons naturels

e lacultures de virus en laboratoire

e des expériences visant a tester la capacité de transmission entre especes
e des expériences de gain de fonction

Peut-on retrouver dans les séquences génomiques des indices concernant les origines vraisemblables ?
Vous le saurez en suivant le prochain cours de ce cycle (saison 1, épisode 2) : Retrouver les origines du
SARS-CoV-2 dans les phylogénies de coronavirus
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Covip-19 : APPROCHES SCIENTIFIQUES & ENJEUX SOCIETAUX
Cycle de cours de I’'Université Populaire de Marseille, Automne 2020

Spike Glycoprotein (S)

M-Protein

Hemagglutinin-esterase
dimer (HE)

Envelope

RNA and N protein

E-Protein

Résumé de la Séance 1 : Approches de virologie moléculaire
Etienne Decroly, virologue, Directeur de Recherches au CNRS

Image: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:3D_medical_animation_coronavirus_structure.jpg
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Cycle zoonotique et émergence des coronavirus
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La recombinaison est un facteur d’évolution des virus chez les chauves-souris
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J. Dennehy, Evolutionary ecology of virus emergence: Virus emergence, 2016, Annals of the New York Academy of Science
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Comment un virus passe il la barriere d’espece?

1%

ACE2-binding r—1
site ‘1)
&

cleavage &
site

“Priming” Protéine virale
clivage se liant au récepteur
protéolytique (S, Spike, spicule,...)

Récepteur
(ACE2)
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Hypotheses sur 'origine du SARS-CoV-2

Zoonose naturelle ... c’est le processus usuel des émergences
o modele spillover (débordement)
o  modele des “quasi especes”
o  Note: la collecte des échantillons sur les sites naturels génére des risques de zoonose

Origine de laboratoire (accidentelle) ?

a llyaeu plusieurs précédents de virus échappés de laboratoires, par exemple grippe, ebola,
SARS-CoV (de 2002), ...

o Virus “naturel” cultivé en laboratoire
e culture en cellules
e expérimentation animale

o Virus génétiquement modifié (et cultivé en laboratoire)
e expérience de gain de fonction

Sirotin et Sirotkin (2020) explorent les hypotheses d’échappement d’un laboratoire pour SARS-CoV-2.

BioEssays 2000091
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Le marcheé de wuhan est-il a 'origine de I'épidemie ?




RaTG13, un virus proche du SARS-COV-2
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Le SARS-CoV-2 contient un site de “priming” par la furine unique cher les SARS-like CoV
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The spike glycoprotein of the new coronavirus 2019-nCoV contains a furin-like cleavage site absent in CoV of the same clade. B Coutard, et al.
Antiviral research 176, 104742 89



Le génome du SARS-CoV-2 comporte de traces de recombinaisons
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Sallard, E., Halloy, J., Casane, D., van Helden, J. & Decroly, E. 2020. Retrouver les origines du SARS-CoV-2 dans les phylogénies de coronavirus. Med Sci (Paris) 36: 783-796
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SARS-Cov-2 origin take home message

emerged with '\
features similar
to and different
from those found
previously in
nature

Claim A Claim B

(SARS-CoV-2 has
notable features of
known CoVs)

(SARS-CoV-2 RBD
differs from SARS-CoV)

SARS-CoV-2
is a chimera,
crafted by

man

Engineered virus
selected different
RBD for modified
virulence and/or
infectiousness

Engineered virus
utilizes features of
known CoVs

Claim C

(SARS-CoV-2isa
laboratory construct)

Fig. 1



Evolution du domaine « RBD » de la protéine S et franchissement de la barriére d’espéce
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SARS-CoV-2 mosaicism in the S protein
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Des insertions dans la sequence de la protéine S
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Profils de mutations synonymes sur la protéine S
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Profils de mutations synonymes sur la protéine S

cumulated mutation counts
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Profils de mutations synonymes sur la protéine S

cumulated mutation counts
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Profils de mutations synonymes sur la protéine S

comparison of SARS2_WIV04 2019 and zxc21
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Cas déclarés et déces en France

Nombre de cas déclarés par jour Nombre de déces déclarés par jour
(total: 433.722) (total: 31.007)

M*m.h.....dl.l.‘nluh“ |“||| l o .M\mkiL“mLmﬂ

Daily Cases 4 Daily Deaths P>

https://coronavirus.jhu.edu/map.html
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Cas déclarés et déces en Australie

Nombre de cas déclarés par jour
(total: 26.779)

May

Daily Cases

https://coronavirus.jhu.edu/map.html

Nombre de déces déclarés par jour
(total: 824)

M ay

Daily Deaths
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Les virus infectent tous les domaines de la vie (bactéries, archées, eucaryotes)

et International Committee on Taxonomy of Viruses



Arbre phylogénétique des coronavirus
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Aspects cliniques et facteurs de comorbidité

Age (median): 48,9 years + 16,3
Male: 904 (57,3 %)
Comorbidities

* Hypertension: 16,9 %

* Diabetes: 8,2 %

* CHD:3,7%

* Cerebrovascular disease: 1,9 %
* COPD:1,5%

* Chronic kidney disease: 1,3 %
* Malignancy: 1,1 %

C,QCOREB

mission nationale

dination Opératonnelle

China, 1590 hospitalized patients (13,4% of all cases reported in China)

Symptoms

* Fever: 88 %

* Cough: >70%

* Fatigue: 42,8 %

* Shortness of breath: 20,8 %
* Mpyalgia/athralgia: 17,5 %

Abnormal chest CT: 1130 (71,1 %)

Outcomes
e Critical illness: 131 (8,24 %)
* ICU admission: 99 (6,23 %)
* Mechanical ventilation: 50 (3,1 %)

Pharyngalgia: 14,7 %
Headache: 15,4 %

Chill: 12,2 %
Nausea/vomiting: 5,8 %

Diarrhea: 4,2 % Case fatality rate: 50 (3,1 %)
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Facteurs de risques de mortalite de la Covid-19

Risk factor of mortality

* ISARIC WHO Clinical characterization protocol
* 208 acute care hospitals (England, Wales & Scotland)

« 20133 patients (6 February and 19 April 2020)
* 8199 (41%) discharged alive
* 5165 (26%) died
* 6769 (34%) continued to receive care

« Strong predictor of mortality in hospital
* Increasing age after adjusting for major comorbidity

* Independent risk factor of hospital mortality
* Chronic disease
* Cardiac, Pulmonary, Kidney, Neurological disorders
*  Obesity
* Dementia
* Malignancy
* Liver disease

-L3COREB

mission nationale
G

Age on admission (years] <50

50-59

60-69

70-79
=80

Sexat birth Female
Chronic cardiac disease Yes
Chronic pumonary disease  Yes
Chronic kidney disease Yes
Diabetes Yes
Obesity Yes
Chronic neurological disorder  Yes
Dementia Yes
Malignancy Yes

Moderates/severe liver disease Yes
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G‘ REACTIing

research & action
targeting emerging infectious diseases

105



Vaccins candidats au 9 septembre 2020 (OMS)

35 candidate vaccines in clinical evaluation

ICOVID-19 Vaccine

Number of

[Route of

Clinical Stage

P — Vaccine platform [Type of candidate vaccine fiama Timing of doses A——
Phase 1 Phase 1/2 Phase 2 Phase 3
PACTR202006922165132|
e = 5 Non-Replicating ISRCTN89951424
University of Oxford/AstraZeneca i ChAdOx1-S 1 IM 2020-001072-15 2020-001228-32 [ .
Viral Vector R INCT04516746
Interim Report
CanSino Biological Inc./Beijing Institute [Non-Replicating . ChiCTR2000030906 ChiCTR2000031781{ NCT04526990
y . Adenovirus Type 5 Vector 1 IM
of Biotechnology Viral Vector Study Report Study Report INCT04540419
— NCT04436471
. Non-Replicating I —————
Gamaleya Research Institute Virsl Vect Adeno-based (rAd26-S+rAd5-S) 2 0,21 days IM NCT04437875 INCT04530396
ral Vector
: & Study Report
Non-Replicati INCT04505722
Uanssen Pharmaceutical Companies 9n ePICAtiNg  l426covs1 2 0, 56 days M NCT04436276 e .
Viral Vector e (not yet recruiting)
. : ) NCT04383574 INCT04456595
Sinovac Inactivated Inactivated 2 0, 14 days IM N T
NCT04352608 669/UN6.KEP/EC/2020
\Wuhan Institute of Biological . . ChiCTR2000031809 )
. Inactivated Inactivated 2 0,14 or 0,21 days M e IChiCTR2000034780
Products/Sinopharm Interim Report
Beijing Institute of Biological
ClnginsHtite ofFiologlea Inactivated Inactivated 2 0,14 or 0,21 days |M ChiCTR2000032459 ChiCTR2000034780
Products/Sinopharm —— ——
NCT04283461 NCT04405076  [NCT04470427
Moderna/NIAID RNA LNP-encapsulated mRNA 2 0, 28 days IM .
Interim Report

https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines
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R, et progression de I'épidémie

* Basic reproduction number (Ry): 2,2 to 6.4

* Ry depends on
* Geographic location
» Stage of outbreak
* Inclusion only nosocomial versus general
transmission
* Doubling time : 2.9 to 7.3 days

Travel restrictions

A s

Dec 15 Jan1 Jan 15 Fob 1

Estimated R, over time
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Cosrdmation operavenncie | Kucharski Al et al. Lancet Infect Dis. Mar 2020 Callaway E et al Nature. Mar 20 107



