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L’émergence du syndrome respiratoire aigué causeé
par le coronavirus SARS-CoV ainsi que du syndrome
respiratoire du Moyen-Orient causé par le coronavirus
MERS-CoV illustre la menace de transmission virale
inter-espéces conduisant a des épidémies chez I'étre
humain. Ici, nous examinons le potentiel pathogénique
d'un virus de type SARS, SHC014-CoV, qui circule dans
les populations de chauves-souris fer a cheval
chinoises[1]. En utilisant le mécanisme de
transcription inverse du SARS-CoV [2], nous avons
créeé et caractérisé un virus chimérique qui exprime la
protéine de surface S SHC014 ('spicule’) d'un
coronavirus des chauves-souris sur la structure de
base d'un virus SARS-CoV adapté aux souris. Les
résultats indiquent que les virus du groupe 2b qui
encodent la protéine SHC014 peuvent utiliser
efficacement de multiples orthologues du récepteur
humain ACE2 (enzyme de conversion de I'angiotensine
2) impliqué dans le SARS. Ces virus se répliquent avec
efficacité dans les cellules des voies respiratoires
supérieures en atteignant des concentrations in vitro
comparables aux souches épidémiques du SARS-CoV.
De plus, des expériences in vivo démontrent la
réplication du virus chimérique dans les poumons des
souris avec un effet pathogénique notable.
L'évaluation des thérapies immunes contre le SARS et
des modalités prophylactiques montre peu
d'efficacité; que ce soit par I'intermédiaire d'anticorps
monoclonaux ou de vaccins il n'a pas été possible de
neutraliser I' infection des virus chimériques CoVs
portant cette nouvelle protéine S. Sur la base de ces
découvertes, nous avons dérivé synthétiquement dans
son intégralité un virus SHC014 recombinant et
démontré sa capacité robuste de réplication virale in
vitro et in vivo. Notre travail suggére un risque potentiel
de ré-émergence du SARS-CoV a partir de virus
circulants a I'heure actuelle dans les populations de
chauves-souris.

L'émergence du SARS-CoV a marqué une nouvelle ére dans la
transmission inter-espéces de graves maladies respiratoires qui se
répandent autour du globe avec un impact économique massif a cause
de la mondialisation [3.4]. Depuis lors, plusieurs souches virales —
influenza A H5N1, HIN1 et HTN9 et MERS-CoV—ont émergé des
populations animales, causant des maladies considérables par leur
mortalité et leurs dégats économiques dans les régions affectéess. Bien
que les actions de santé public menées ont été capables d'arréter
I'épidémie de SARS-CoV[4] des études méta-génomiques récentes ont
permis d'identifier les séquences de virus trés semblables, circulant
dans les populations de chauves-souris chinoises et pouvant engendrer
de futures menaces [1,6]. Cependant, les séquences ne fournissent que
peu d'information permettant d'identifier et de se préparer contre des
virus pré-pandémiques futurs. Pour pouvoir examiner 1'émergence
potentielle chez 1'étre humain des CoVs circulant chez les chauves-
souris, nous avons construit un virus chimérique qui encode une
nouvelle protéine S (‘spicule’) provenant d'une zoonose CoV — c'est-a-
dire la séquence du RsSHCO014-CoV isolée des chauves-souris fer a
cheval chinoises [1] — dans le contexte d'un virus SARS-CoV adapté
aux souris. Le virus hybride ainsi construit nous a permis d'évaluer la
capacit¢ de cette nouvelle protéine S de causer une maladie
indépendamment des autres mutations d'adaptation nécessaires dans sa
structure naturelle. Avec cette approche nous avons caractérisé in vivo
dans les cellules respiratoires supérieures humaines une infection CoV
dont la médiation est assurée par la protéine SHCO14 et testé
l'efficacité des thérapies immunes a disposition contre le virus hybride
SHCO014-CoV. Prise dans son ensemble, cette stratégie a permis a partir
de données méta-génomiques d'aider a prédire et se préparer pour de
futur virus émergent.

Les séquences de SHC014 des autres virus RsWIV1-CoV montrent
que ces CoVs sont les voisins les plus proches de la souche épidémique
du SARS-CoV (Fig. 1a,b); cependant, il y a quelques différences
importantes dans les 14 acides aminés (‘residues'’) qui se lient au
récepteur humain ACE2, le récepteur du SARS-CoV, dont cing jouent
un réle critique pour une variété d'hotes : Y442, L472, N479, T487 et
Y491 (ref. 7). In WIVI, trois de ces acides aminés différent de ceux de
la souche épidémique SARS-CoV Urbani, mais ces différences ne
doivent pas altérer la capacité a se lier au ACE2 (Supplément Fig.
1a,b et Supplément Table 1). Ce fait est confirmé par des expériences
de pseudotypage qui mesurent la capacité de lentivirus encodant les
protéines S de WIV1 de pénétrer les cellules exprimant le récepteur
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Les tendances des motifs de marquages antigéniques observées chez
les jeunes souris se sont conservées chez les souris plus agées
(Supplément Table 3). Nous excluons la possibilité que l'infection
par le SHC014-MAIS5 ait lieu via un autre récepteur sur la base d'une
expérience utilisant des souris Ace2-/-, qui n'ont pas montré de perte
de poids ou présenté de marquage antigénique apres infection par le
SHC014-MA15 (Supplément Fig. 4a,b et Supplément Table 2).
Dans leur ensemble, ces données indiquent que des virus comportant
la protéine SHC014 sont capables d'induire une perte de poids chez
les souris dans le contexte d'une structure de base de virus CoV.

Etant donné l'efficacité préclinique constatée des thérapies par
anticorps monoclonaux dans le cas d'Ebola, tel que le ZMApp [10],
nous avons donc ensuite chercher a déterminer l'efficacité des
anticorps monoclonaux du SARS-CoV contre l'infection par le virus
hybride SHC014-MA15. Quatre anticorps monoclonaux largement
neutralisant les protéines S du SARS-CoV ont été identifiés
précédemment et pourraient donc probablement étre des agents
possibles d'immunothérapie [11-13]. Nous avons examiné l'effet de
ces anticorps sur la réplication virale (exprimée comme pourcentage
d'inhibition de la réplication virale) et trouvé qu'alors que le SARS-
CoV Urbani était fortement neutralisé par ces quatre anticorps a une
concentration d'anticorps relativement faible (Fig. 2a—d) par contre
la neutralisation n'opérait pas pour le SHC014-MA15. Le Fm6, un
anticorps généré par les techniques 'phage display' et 'escape
mutants' [11,12], n'a pas produit de niveaux significatifs d'inhibition de
la réplication du SHC014-MA15 (Fig. 2a). De fagon similaire, les
anticorps 230.15 et 227.14, qui sont dérivés de cellules B mémoires
de patients infectés par le SARS-CoV [13], n'ont également pas pu
bloquer la réplication du SHC014-MA15 (Fig. 2b,c). Pour ces trois
anticorps, les différences des séquences d'acides aminés entre les
protéines S du SARS et SHCO014 correspondaient a des changements
directs ou adjacents des changements trouvés dans les 'escape'
mutants du SARS-CoV (fm6 N479R; 230.15 L443V; 227.14
K390Q/E), ce qui explique probablement l'absence activité
neutralisante des anticorps testés sur SHCO014. Finalement,
l'anticorps monoclonal 109.8 a été capable de produire une
neutralisation de 50% du SHC014-MA15, mais seulement a haute
concentration (10 pg/ml) (Fig. 2d). Ces résultats démontrent que des
anticorps largement neutralisants contre le SARS-CoV n'ont qu'une
efficacité marginale contre des souches émergentes de virus du type
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SARS-CoV comme le SHC014-CoV.

Pour évaluer 1'efficacité des vaccins existants contre 1'infection par
le SHC014-MA1S5, nous avons vacciné les souris agées avec le virus
complet du SARS-CoV doublement inactivé (DIV). Des travaux
précédents ont montré qu'un DIV pouvait protéger les jeunes souris
d'un challenge avec un virus homologue [14]; cependant, le vaccin
échoue a protéger les animaux agées qui présentent également une
pathologie immune, indiquant la possibilité que leur état ait été
aggravé a cause de la vaccination[15]. Ici nous avons trouvé que le
DIV n'a pas conféré de protection vis-a-vis d'un challenge avec le
SHCO014-MA15 en terme de perte de poids et de concentration virale
(Supplément Fig. Sab). Cela est cohérent avec des études
précédentes qui ont montré qu'avec d'autres CoVs hétérologues du
groupe 2b [15], des sérums de souris agées vaccinées par DIV ont
échoué¢ a neutraliser le SHC014-MA15 (Supplément Fig. Sc).
Notamment, la vaccination par DIV a produit des pathologies
immunes marquées (Supplément Table 4) et de I'eosinophilie
(Supplément Fig. 5d-f). L'ensemble de ces observations confirme
que le vaccin par virus atténué ne protégerait pas contre une
infection par SHC014 et pourrait probablement augmenter la maladie
dans un groupe vacciné plus agé (note du traducteur - ici les auteurs
implicitement parlent des étres humains!).

Au contraire de la vaccination des souris par DIV, l'utilisation de
SHC014-MA15 comme vaccin vivant atténué a montré une
protection croisée par rapport a un challenge avec le SARS-CoV,
mais ces résultats présentent des défauts importants. Nous avons
infecté des jeunes souris avec 10* p.fu. de SHC014-MAI1S5 et les
avons observées pendant 28 j. Nous les avons ensuite exposées au
SARS-MA15 au jour 29 (Supplément Fig. 6a). Infecter les souris
avec une haute dose de SHC014-MA15 leur confére une protection
contre un challenge avec une dose l1étale de SARS-MA1S5, bien qu'il
n'y avait qu'une neutralisation minimal du SARS-CoV a partir des
antisérums créés 28 j aprés l'infection par le SHCO014-MAIS
(Supplément Fig. 6b, 1:200). En l'absence d'un second boost
d'anticorps, 28 d.p.i. représente le pic attendu de concentration en
anticorps et implique que la protection contre le SARS-CoV
diminuerait au cours du temps [16,17]. Des résultats similaires
montrant la protection contre un challenge avec une dose 1étale de
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Figure 3 Le virus complet SHC014-CoV se réplique dans les voies
respiratoires humaines mais manque de la virulence de I'épidémie de
SARS-CoV. (a) Schéma du clone moléculaire du SHC014-CoV qui a été
synthétisé avec six séquences d'ADNc (désignées SHC014A, SHC014B,
SHCO014C, SHC014D, SHCO014E and SHCO014F) flanquées par des sites
Bgll uniques qui ont permis de diriger I'assemblement de I'ADNc complet
exprimant les 'open reading frames' (phases ouvertes) (pour 1la, 1b, la
protéine S, 3, l'enveloppe, la matrice, 6-8 et le nucléocapside). Les
nucléotides soulignés représentent les séquences d'ADN en excés
formées aprés clonage par les enzymes de restriction. (b,c) La réplication
virale du SARS-CoV Urbani (noir) et du SHC014-CoV (vert) apres infection
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des cellules Vero (b) et de linterface air-liquide primaire bien différentié des cultures cellulaires HAE (¢) a un MOI de 0.01. Les prélevements
d'échantillons ont été effectués a intervalle de temps ponctuels et répliquer plusieurs fois (n = 3) pour chaque groupe. Les données représentent une
expérience pour les cellules Vero et les cellules HAE. (d,e) Perte de poids (n = 3 pour le SARS-CoV MA15, n = 7 pour le SHC014-CoV; n = 6 pour le
SARS-Urbani) (d) et pour la réplication virale dans les poumons (n = 3 pour le SARS-Urbani et le SHC014-CoV) (e) chez des souris BALB/c de 10 s
infectées par 1 x 10° p.f.u. de SARS-CoV MA15 (gris), SHC014-CoV (vert) ete SARS-CoV Urbani (noir) par voie i.n. . Chaque point représente la
moyenne du groupe et la barre d'erreur est défini par s.e.m. **P < 0.01 et ***P < 0.001 en utilisant le test t de Student bilatéral pour chaque point.

SARS-CoV ont été observés chez les souris BALB/c agées en ce qui
concerne la perte de poids et la réplication virale (Supplément Fig.
6¢,d). Cependant, l'infection par le SHC014-MA15 a la dose de 10*
p.fu. a induit une perte de poids >10% et une 1étalité chez certains
animaux agés (Fig. 1 and Supplément Fig. 3). Nous avons observé
que la vaccination avec une dose plus basse de SHC014-MA15 (100
p.fu.), n'a pas produit de perte de poids, mais également ne permet
pas de protéger les animaux agés d'un challenge avec une dose I¢tale
de SARS-MAI15 (Supplément Fig. 6e.f). Ensemble, ces données
suggerent qu'un challenge avec le SHC014-MA 15 peut conférer une
protection croisée contre SARS-CoV par l'intermédiaire d'épitopes
(note du traducteur : les épitopes sont des petites séquences
spécifiques d'acides aminés que les anticorps reconnaissent), mais
que la dose requise induit de la pathogénie et empéche son utilisation
comme vaccin atténué.

Ayant établi que la protéine SHCO014 permet l'infection de cellules
humaine et permet de causer une maladie respiratoire chez les souris,
nous avons synthétisé le clone viral infectieux complet du SHC014-
CoV de la méme fagon que pour le SARS-CoV (Fig. 3a)[2]. La
réplication dans les cellules Vero ne révele aucun déficit pour le
SHCO014-CoV par rapport au SARS-CoV (Fig. 3b); cependant, le
SHCO014-CoV était atténué de facon significative (P < 0.01) dans les
cultures primaire HAE 24 et 48 h aprés infection (Fig. 3c).
L'infection in vivo de souris avec le clone complet de SHC014-CoV
n'a démontré aucune perte de poids significative mais montré une
réplication virale réduite dans les poumons comparé au SARS-CoV
Urbani (Fig. 3d,e). Ensemble ces résultats établissent la viabilité du
SHCO014-CoV chez d'autres mammiféres mais suggére que plus
d'adaptation est nécessaire pour que sa réplication soit au méme
niveau que celle de 1'épidémie de SARS-CoV dans les cellules
respiratoires humaines et chez les souris (note du traducteur, ici les
auteurs expliquent implicitement que sans l'ajout de la protéine S le
SHCO014-CoV de chauve souris est inopérant chez I'homme).

Pendant 1'épidémie de SARS-CoV, des liens ont été rapidement
établis entre les civettes palmistes et les souches CoV détectées chez

les humains [4]. Sur la base de cette information, 1'hypothése
communément acceptée a émergé sur l'origine de 1'épidémie SARS-
CoV comme étant un virus de chauves-souris qui aurait contaminé
les civettes et qui a évolué en incorporant des changements au niveau
du domaine de liaison au récepteur (RBD) ACE2, améliorant ainsi
son pouvoir de pénétration (réf. 18). La vente de civettes dans les
marchés aux animaux vivants a permis le passage du virus aux
humains avec des modifications subséquentes qui ont conduit a la
souche épidémique (Fig. 4a). Cependant, 'analyse phylogénétique
suggere que les souches humaines précoces du syndrome respiratoire
était plus proche du CoV des chauves-souris que de celui des civettes
[18]. De ce fait, une seconde hypothése argumente qu'une
transmission directe de la chauve-souris a lhomme a initié
I'émergence de ['épidémie de SARS-CoV et que les civettes
palmistes ont servi d'hdte et de réservoir secondaire pour perpétuer
l'infection (Fig. 4b)[19]. Cependant, selon ces deux paradigmes
I'adaptation de la protéine S dans un hoéte intermédiaire est vue
comme une nécessité, avec la plupart des mutations attendues dans le
RBD, facilitant de ce fait le pouvoir d'infection. Les deux théories
impliquent que les réservoirs de CoV de chauves-souris sont limités
et que les mutations qui permettent le saut d'espece sont rares,
réduisant la possibilité d'émergence future chez les humains (note du
traducteur : il faut donc bien un processus intermédiaire...) .

Bien que notre étude n'invalide pas la possibilité d'autres routes
d'émergence, elle est en faveur d'un troisiéme paradigme dans lequel
le réservoir de CoV de chauves-souris comportent en fait une
protéine S toute préte et capable d'infecter 1'étre humain sans
mutation ou adaptation (Fig. 4¢). Cette hypothése est illustrée par la
capacité du virus chimérique contenant la protéine SHC014 insérée
dans le squelette du virus SARS-CoV a causer de fortes infections a
la fois dans les cultures de cellules des voies respiratoires humaines
et chez les souris sans qu'il y ait besoin d'adaptation. Couplés avec
les observations faites sur les CoV pathogéniques précédemment
identifiés [3,20], nos résultats suggerent que le matériel biologique de
départ nécessaire pour que des souches de maladies SARS émergent
circule a I'heure actuelle
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Figure 4 Hypothése de I'émergence des coronavirus.
Les souches de coronavirus circulent dans un réservoir
guasi-unique de chauves-souris.(a,b) Les théories
traditionnelles de I'émergence du SARS-CoV posent
gue des mutants pouvant affecter d'autres hotes (cercle
rouge) représentent des événements aléatoires rares
qui permettent l'infection d'hotes alternatifs. L'hypothése
de I'héte secondaire (a) se base sur l'argument qu'un
héte non humain est infecté par un virus de chauve-
souris et que des adaptations subséquentes facilitent la
transmission a I'étre humain; et que les réplications
dans I'étre humain finissent par conduire a la souche
épidémique. L'hypothése de la contamination directe
(b) suggere que la transmission a lieu entre les
chauves-souris et I'hnomme sans la nécessité d'un hote
intermédiaire; la sélection se produit alors dans la
population humaine avec un virus trés proche se
répliquant dans un hoéte secondaire, permettant la
persistance continue du virus et son adaptation
concomitantes dans les deux hoétes. (¢) Les données
des virus chimériques de type SARS indiquent qu'un
réservoir quasi-unique a une espece maintient une
multiplicité de virus capable d'infecter les cellules
humaines sans le besoin de mutations d'adaptation
(cercle rouge). Bien que les adaptations dans les hotes
secondaires ou humains puissent étre requises pour
que I'épidémie émerge. Si des virus contenant la
protéine SHC014 se recombinent avec un virus CoV
virulent (cercles avec contour vert), alors la maladie
épidémique peut résulter chez I'étre humain. Des
données existent en faveur de ces trois hypothéses.

Gi

dans des réservoirs animales. Notamment, bien que le virus
SHCO014-CoV requiert probablement des adaptions au niveau de son
squelette (structure de base) pour pouvoir se transmettre a 1'homme,
la haute fréquence des recombinaisons observées dans la famille de
virus CoV souligne la possibilité¢ d'émergence future chez I'homme
et le besoin de s'y préparer.

A ce jour, le screening génomique des populations animales a été
utilisé principalement pour identifier des nouveaux virus dans le
cadre de percées épidémiques [21]. L'approche entreprise ici étend
ces données pour examiner la question de I'émergence virale et de
l'efficacité thérapeutique. Nous considérons les virus portant la
protéine SHC014 comme une menace potentielle & cause de leur
capacité de se répliquer dans les cultures de cellules des voies
respiratoires supérieures humaines, le meilleur modéle a disposition
pour 1'étude des maladies respiratoires humaines. De plus, la
pathogénie observée chez les souris indique une capacité pour les
virus contenant la protéine SHC014 de causer une maladie dans les
modeles mammifeéres sans adaptation du RBD. Notablement, un
tropisme différentiel observé dans le poumon comparé a celui du
SARS-MAL1S5 et l'atténuation de la séquence complete du SHC014-
CoV dans les cultures HAE par rapport au SARS-CoV Urbani
suggére le role d'autres facteurs au dela de la liaison au ACE2 —
incluant la processivité de la protéine S (i.e. sa capacité a catalyser
de multiples réaction sur la cible), 1'accessibilité du récepteur ou
l'antagonisme de la réponse immunitaire de I'hote —peuvent
contribuer a I'émergence. Cependant, des tests supplémentaires chez
les primates sont requis pour affirmer avec certitudes le caractere
pathogénique chez I'homme. De fagon importante, I'échec des
thérapeutiques a dispositions confirme le besoin critique d'autres
études et le développement de traitements. Avec cette connaissance,
des programmes de surveillance, de diagnostic et des traitements
efficaces pourraient étre produit pour se protéger contre 1'émergence
de CoV spécifiques du groupe 2b, tel que le SHC014-Cov, et cela
peut (pourrait) étre appliqué a d'autres groupes de CoV qui
maintiennent similairement des réservoirs viraux hétérogénes.

En plus d'offrir une préparation contre de futur virus émergents,
cette approche doit étre considérée dans le contexte de la pause man-
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datée par le gouvernement US sur les études "gain-of-function"”
(GOF)(c'est-a-dire une étude comme celle-1a, note du traducteur)
[22]. Sur la base de modéle précédent d'émergence (Fig. 4a,b), il
n'était pas attendu que la création de virus chimériques tels que le
SHCO014-MA15 puisse accroitre la pathogénie. Bien que le SHC014-
MAI1S soit atténué relativement au virus apparent¢ SARS-CoV
adapté au souris, des études similaires qui ont examiné la pathogénie
des CoVs avec la protéine S du virus souche Urbani dans le squelette
du MAI15 n'a pas démontré de perte de poids et montrait une
réplication virale réduite [23]. Ainsi, relativement & la protéine S-
MAL1S5 du virus CoV Urbani, le SHC014-MA15 présente un gain de
pathogénie (Fig. 1). Sur cette base, les panels d'experts scientifiques
peuvent juger que des études similaires de construction de virus
chimériques a partir de souches circulantes seraient trop risquées
pour étre poursuivies étant donnée qu'une augmentation de
phatogénie dans les modéles mammiféres ne peut étre exclue.
Couplé avec les restrictions sur les souches virales adaptées aux
souris et sur le développement d'anticorps monoclonaux utilisant le
principe des 'escape' mutants, le progrés des recherches sur
I'émergence des CoVs et des thérapies efficaces pourrait étre
sévérement limité. Dans leur ensemble, ces données et les
restrictions imposées représentent une croisée des chemins pour les
recherches GOF; le potentiel pour se préparer et mitiger les percées
épidémiques futures doit étre équilibré par rapport au risque de créer
des pathogénes plus dangereux.

Dans le développement de politiques permettant d'avancer, il est
important de considérer la valeur des données générées par ces
recherches et si ce type d'études sur des virus chimériques autorisent
plus d'investigation par rapport au risque inhérent qu'elles impliquent
(note du traducteur : ce sont des justifications d'apprentis sorciers).

En résumé, notre approche a utilisé des données méta-génomiques
pour identifier la menace potentielle que pose la circulation de virus
de chauves-souris semblables au SARS-CoV. En raison de la
capacité des virus chimériques portant la protéine spicule SHC014
de se répliquer dans les cultures de cellules de voies respiratoires
humaines, causant de la pathogénie in vivo et échappant aux théra-
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pies existantes, il y a un besoin a la fois pour la surveillance et des
moyens thérapeutiques améliorés contre les virus SARS circulants.
Notre approche ouvre également la possibilité d'utiliser des données
méta-génomiques pour prédire les émergences virales infectieuses et
appliquer cette connaissance a la préparation de traitements des
futures épidémie.(note du traducteur : encore des justification
d'apprentis sorciers).

Méthodes

Methods and any associated references are available in the online version of
the paper.

Note: Any Supplementary Information and Source Data files are available in
the online version of the paper.
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