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RESUME 

Titre : Compréhension des mécanismes de la protection des muqueuses contre les infections 

virales: cas du VIH-1 et du SARS-CoV-2 

Résumé :  

Les muqueuses sont des épithéliums formant une surface d’interaction avec le milieu 

extérieur et protègent l’organisme des infections qui découlent de cette interaction. Nous avons 

développé des approches antivirales en ciblant le virus ou l’hôte, respectivement contre le VIH-1 

et contre le SARS-CoV-2. 

Plusieurs études rapportent que les anticorps neutralisant à large spectre (bNAbs) injectés 

chez les macaques peuvent induire une protection contre l’infection SIV/SHIV qui ne dépend que 

de la réponse T CD8+ dirigée contre le SIV/SHIV. Ceci semble indiquer un rôle de la signalisation par 

les FcR dans l’induction d’une réponse T CD8+ dépendante des anticorps IgG. Cependant, aucune 

étude n’a documenté l’impact d’un bNAb au format IgA sur l’induction d’une protection à 

médiation T CD8+, alors que ces derniers prédominent dans les muqueuses. 

Au début de cette étude nous avons démontré en utilisant comme modèle le bNAb de 

première génération spécifique de gp41 le 2F5, sous forme IgG (2F5-IgG) et IgA (2F5-IgA), que 2F5-

IgA induit plus efficacement la phagocytose (ADCP) de cellules infectées par le VIH que sous isotype 

IgG. Nous avons formulé l’hypothèse que la phagocytose plus importante par les IgA anti-gp41 

favoriserait la présentation d’antigènes viraux aux T CD8+ spécifiques du VIH. 

Pour tester cette hypothèse, nous avons utilisé le même anticorps 2F5 (sous isotype IgG ou 

IgA) pour induire l’ADCP de T CD4+ infectés par le VIH-1. Dans un modèle de coculture avec des T 

CD8+ issus de patients infectés, nous avons pu montrer que seul 2F5-IgA augmente l’activation des 

T CD8+ spécifiques du VIH-1. La caractérisation précise du devenir du monocyte effecteur par des 

approches de RNA-seq et de cytométrie en flux nous a permis de mettre en avant que les fonctions 

induites par la partie Fc des IgA favorisent la différenciation des monocytes effecteurs en 

macrophages. Ceux-ci acquièrent un profil mixte, ce qui permet leur entrainement immunitaire. 

Par ailleurs, les chémokines sécrétées par les monocytes après ADCP, favorisent le recrutement de 

neutrophiles, monocytes et T CD8+, associés au contrôle de l’infection chez l’humain. Nos travaux 
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proposent un nouveau mécanisme de protection des anticorps par la phagocytose de cellules 

entières infectées comme source antigénique et activant le recrutement de cellules immunitaires 

protectrices. Ces résultats suggèrent notamment qu’une réponse IgA dirigée contre le VIH-1 

pourrait conduire à la mise en place des mécanismes issus de la coopération entre les effecteurs 

de l’immunité innée et adaptative, renforçant l’immunité protective muqueuse. Ces résultats 

suggèrent que ce phénomène est également responsable de la protection des également que chez 

individus exposées aux VIH mais restant séronégatifs, qui présentent une réponse anticorps IgA 

muqueuse spécifique de gp41 et une réponse T CD8+ spécifique du VIH-1 particulièrement active. 

Le SARS-CoV-2 a émergé en 2019 et a été rapidement responsable d’une pandémie 

mondiale pour laquelle aucune approche thérapeutique n’a pu être mise en place efficacement. 

Le cycle viral se déroule en altérant le métabolisme des lipides en favorisant l’accumulation de 

gouttelettes lipidiques, mais aussi en parasitant la voie de l’autophagie par inhibition de la fusion 

des autophagosomes avec les lysosomes. L’activation de la protéine kinase activée par l’AMP, ou 

AMPK, est possible chimiquement et nous avons voulu déterminer le potentiel antiviral d’un 

agoniste spécifique, MK-8722. Nous avons montré in vitro que la drogue a un fort potentiel antiviral 

qui n’est pas associé à la mort des cellules infectées, ni à une altération de l’entrée virale, mais 

plutôt à une restauration du métabolisme lipidique et la complétion du flux autophagique. Cette 

inhibition est a été vérifiée après traitement post-infection et se traduit notamment par une 

restauration de la réponse interféron, essentielle au contrôle de la pathologie à SARS-CoV-2. Nos 

résultats permettent de proposer une nouvelle classe de molécules antivirales dans les infections 

virales dépendantes de l’altération du métabolisme lipidique et de l’autophagie, comme le seraient 

d’autres coronavirus émergents, ou les arbovirus comme le virus de Dengue ou celui de la Fièvre 

Jaune. 

Mots clés : 

IgA – ADCP – Lymphocyte T CD8 – HIV – SARS-CoV-2 – Antiviral – AMPK – lipides – autophagie  
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ABSTRACT 

Title : Exploring the mechanisms of mucosal protection against viral infections: the cases of HIV-

1 and SARS-CoV-2 

Abstract : 

The mucosae are epithelia that form a surface for interaction with the external 

environment and protect the organism from infections resulting from this interaction. We have 

developed antiviral approaches targeting the virus or the host, against HIV-1 and SARS-CoV-2 

respectively. 

Several studies have reported that broad-spectrum neutralizing antibodies (bNAbs) 

injected into macaques can induce protection against SIV/SHIV infection that depends solely on 

the CD8+ T cell  response directed against SIV/SHIV. This suggests a role for FcR signaling in the 

induction of an IgG-dependent CD8+ T response. However, no study has documented the impact 

of IgA-formatted bNAb on the induction of CD8+ T-mediated protection, despite the fact that CD8+ 

T-mediated protection predominates in mucosal cells. 

At the start of this study we demonstrated, using the gp41-specific first-generation bNAb 

2F5 as a model, in IgG (2F5-IgG) and IgA (2F5-IgA) form, that 2F5-IgA was more effective in inducing 

phagocytosis (ADCP) of HIV-infected cells than IgG. We hypothesized that increased phagocytosis 

by anti-gp41 IgA would favor the presentation of viral antigens to HIV-specific CD8+ T cells. 

To test this hypothesis, we used the same 2F5 antibody (IgG or IgA isotype) to induce ADCP 

of HIV-1 infected CD4+ T cells by monocytes . In a co-culture model with CD8+ T cells from infected 

patients, we were able to show that only 2F5-IgA increased the activation of HIV-1-specific CD8+ T 

cells. Precise characterization of the fate of the effector monocyte using RNA-seq and flow 

cytometry enabled us to show that Fc-mediated functions of IgA promote the differentiation of 

effector monocytes into macrophages. The latter acquire a mixed profile, which enables them to 

undergo immune training. Furthermore, chemokines secreted by monocytes after ADCP promote 

the recruitment of neutrophils, monocytes and CD8+ T cells, which are associated with infection 

control in humans. Our work proposes a new mechanism of antibody protection by phagocytosis 

of infected whole cells as an antigenic source and activating the recruitment of protective immune 
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cells. In particular, these results suggest that an IgA response directed against HIV-1 could lead to 

the implementation of mechanisms arising from cooperation between the effectors of innate and 

adaptive immunity, reinforcing mucosal protective immunity. These results also suggest the 

mechanism we describe here contributes to protection of HIV-1-exposed individuals that remain 

seronegative, which are protected by a mucosal IgA antibody response specific to gp41 and present 

highly active CD8+ T cell response against HIV-1. 

SARS-CoV-2 emerged in 2019 and was rapidly responsible for a global pandemic for which 

no therapeutic approach could be effectively implemented. The viral cycle takes place by altering 

lipid metabolism by promoting the accumulation of lipid droplets, but also by parasitising the 

autophagy pathway by inhibiting the fusion of autophagosomes with lysosomes. Activation of 

AMP-activated protein kinase, or AMPK, is chemically possible and we set out to determine the 

antiviral potential of a specific agonist, MK-8722. We showed in vitro that the drug has a strong 

antiviral potential that is not associated with the death of infected cells, nor with an alteration in 

viral entry, but rather with a restoration of lipid metabolism and the completion of autophagic flux. 

This inhibition was verified after post-infection treatment and resulted in a restoration of the 

interferon response, which is essential for controlling SARS-CoV-2 pathology. Our results suggest a 

new class of antiviral molecules for viral infections dependent on altered lipid metabolism and 

autophagy, such as other emerging coronaviruses, or arboviruses such as Dengue and Yellow Fever 

viruses. 

 

Key words : 

IgA – ADCP – CD8 T Lymphocyte – HIV – SARS-CoV-2 – Antiviral – AMPK – lipids – autophagy  
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Chapitre I : Les anticorps comme lien entre l’immunité innée et adaptative  

I. Le Virus de l’Immunodéficience Humaine de type 1 
 

(1) Epidémiologie 

Le Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) est un rétrovirus du genre lentivirus, pour 

lequel les cas humains ont été premièrement décrits par les travaux de F. Barre-Sinoussi et L. 

Montagnier en 1983 (Barré-Sinoussi et al., 1983), récompensés par le prix Nobel pour cette 

découverte en 2008. Le virus a été isolé à partir de culture des ganglions lymphatiques de patients 

homosexuels, contractants au cours du temps un Syndrome d’ImmunoDéficience Acquise ou SIDA. 

Le SIDA est caractérisé par un nombre de lymphocytes T CD4+ (TCD4) inférieur à 350 par mm3 de 

sang.  

Initialement associé à la famille des Virus à Lymphome T Humain (Human T-cell Leukemia 

Virus ou HTLV), le VIH-1 appartient, comme l’ont montré des analyses phylogéniques, à un autre 

groupe de virus endémique d’Afrique, les Virus de l’Immunodéficience Simienne (VIS) et a émergé 

avant les années 1960 (Faria et al., 2014; Fukasawa et al., 1988; Smith et al., 1988; Zhu et al., 1998). 

Le VIH-1 comprend de nombreux groupes de virus circulants à l’échelle mondiale comme présenté 

en Figure 1, originellement définis comme M, O, N et P, le groupe M étant responsable pour plus 

de 90% des cas mondiaux (Bekker et al., 2023). Le groupe M est lui-même divisé en clades : A, B, 

C, D, F, G, H, J, K et L. La répartition géographique des différents clades de VIH-1-M est hétérogène, 

avec le clade A le plus présent en Afrique de l’Ouest, où il responsable de 12% des infections 

mondiales. En Europe, en Amérique et en Australie, c’est le VIH-1 de clade B qui circule le plus alors 

que le clade C est prédominant en Chine, en Inde et en Afrique et qui est responsable de 50% des 

cas mondiaux d’infection par le VIH (Bekker et al., 2023; Shaw and Hunter, 2012).  

À cette forte diversité du groupe M, s’ajoute l’émergence de formes recombinantes 

(Circulating Recombinant Forms ou CRF) issues de la co-infection d’un individu par deux virus de 

deux clades différents qui recombinent lors de l’étape de transcription inverse. En effet, la reverse 

transcriptase du VIH-1 est connue pour faire des « sauts » sur l’ARN viral cible. Ces CRF 

représentent jusqu’à 20 % des cas d’infection en Asie du Sud-Est (Bekker et al., 2023; Shaw and 

Hunter, 2012). 
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Figure 1: Dispersion géographie des différents sous-types de VIH-1 et des CRF01_AE et CRF02_AG sur la surface du globe. On 
observe une large diversité génétique des clades circulants avec une large dominance du sous-groupe B en Europe de l’Ouest, 
centrale, aux caraïbes, en Amérique du Nord, centrale et du Sud. A l’inverse, l’Afrique du Sud, l’Ethiopie et l’Inde présente une majeure 
partie de virus de sous-groupe C alors que la CRF01_AG prévaut en Asie de l’Est et du Sud-Est. Adapté de Bekker, 2023, Nature 
Reviews Disease Primers. 

Le VIH est transmis principalement par voie sexuelle, le SIDA étant considéré comme une 

infection sexuellement transmissible (IST), mais le virus se transmet aussi par voie sanguine lors de 

transfusion ou de partage de matériel d’injection de drogues (Bekker et al., 2023; Centers for 

Disease Control (CDC), 1983). L’infection sexuelle par le VIH-1 reste un événement rare chez les 

individus séronégatifs avec environ 1/1000 rapport sexuel infectieux pour l’infection de l’homme 

et 1/200 pour la femme (Burger et al., 1986). Cette plus grande susceptibilité de l’infection des 

femmes se traduit par une plus grande proportion de femmes vivant avec le VIH qui représentent 

63% des infections mondiales.  

Une fois l’individu infecté et en absence de traitement, l’infection progresse en général vers 

le SIDA, bien que les traitements antirétroviraux apparus en 1985 aient changé le cours de la 

pandémie. Actuellement, la prise en charge des patients est largement améliorée par le 

développement de thérapies antirétrovirale combinées (combined Anti-Retroviral Therapy ou 

cART). Ces thérapies sont le plus souvent prescrites en combinaison trithérapique ciblant 

différentes étapes du cycle viral. La cART permet de contrôler la charge virale et de restaurer un 

nombre de TCD4 circulants chez la plupart des individus afin de rétablir un bon fonctionnement de 
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la réponse immune. Cependant, en dépit de trithérapies efficaces, ceux-ci ne permettent pas 

d’éradiquer le virus. 

Ainsi, l’infection par le VIH-1 continue de progresser dans le monde. Selon le programme 

commun des Nations Unies sur le VIH/SIDA (ONUSIDA), en 2022, on comptait plus de 39 millions 

d’individus vivants avec le VIH dans le monde, soit 1,3 million supplémentaire relativement à 

l’année précédente. Cette augmentation est principalement associée à la baisse des mesures 

préventives pendant la pandémie de COVID-19. Cependant, l’accès au traitement antirétroviral a 

augmenté passant de 23 millions en 2018 à plus de 29 millions d’individus traités en 2022, tout en 

restant inégal dans le monde. En particulier, en Afrique subsaharienne, seulement 50% des 

personnes vivant avec le VIH ont accès aux traitement cART. Cette absence de traitement touche 

particulièrement les jeunes filles, lesquelles sont infectées jusqu’à 50% dans la tranche d’âge 15-

25 ans (Abdool Karim et al., 2017).  

Pour tenter de limiter les nouveaux cas d’infection dus à des pratiques à risque 

caractérisées, une prévention prophylactique préexposition (Pre-Exposure Prophylaxis ou PrEP) a 

été développée ces dernières années (Cohen et al., 2011). En France, le traitement repose en 

général sur la combinaison de ténofovir et d’emtricitabine (2 analogues nucléosidiques) 

permettant l’inhibition de la transcriptase inverse (Reverse Transcriptase ou RT) avant la mise en 

place du cycle viral. Le traitement est pris soit en continu, soit « à la demande » (2 comprimés entre 

24h et 2h précédant l’acte sexuel, puis 1 comprimé 24h et un autre 48h après la première prise). 

Les essais cliniques tel qu’IPERGAY pour le traitement à la demande montre que la PrEP est un 

traitement préventif efficace en particulier pour les populations à risque (Molina et al., 2015).  

 

(2) La transmission du VIH-1 

La transmission du VIH-1 est la conséquence d’un contact d’un individu à des fluides 

corporels d’un autre individu infecté par le VIH-1 comme le sang ou les sécrétions génitales. Même 

si la contamination peut avoir lieu suite à l’exposition accidentelle, à du sang contaminé dans le 

cas d’usagers de drogues injectables, les accidents de transfusions sont maintenant contrôlés  

depuis l’affaire du sang contaminé.  
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 La transmission du VIH-1 se fait principalement au niveau des muqueuses lors de rapports 

sexuels non protégés, la muqueuse anale/rectale étant la plus permissive (tableau 1). Les 

muqueuses péniennes et vaginales sont moins permissives à la transmission en revanche (Deeks 

et al., 2015). De plus, dans des régions à forte incidence comme en Afrique, en absence de 

traitement, la transmission mère-enfant n’est pas un cas isolée et peut avoir lieu pendant la 

grossesse, l’accouchement ou l’allaitement (Cardenas et al., 2023). Cependant la transmission 

verticale est proche de zéro quand le traitement antirétroviral a été mis en place avant la grossesse 

controlant la charge virale à < 50 copies/ml, de la conception à l’accouchement. La transmission 

verticale est aussi bien contrôlée par les traitements adaptés pris pendant un temps restreint avant 

l’accouchement et l’allaitement. La transmission verticale, bien que très pertinente pour 

l’épidémie à VIH-1, ne sera pas traitée ici. 

 

(3) Structure et organisation 

1. Structure et génome 

Le VIH-1 appartient à la famille des Retroviridae, du genre lentivirus. Ce sont des virus 

enveloppés de forme sphérique de 80-120 nm de diamètre, comme présenté en Figure 2a et 2b. 

La particule virale est recouverte d’une membrane lipidique issue de la cellule hôte. La particule 

virale mature contient une capside conique qui renferme deux copies d’un génome ARN de polarité 

positive (+) (Bekker et al., 2023; Ramdas et al., 2020).  

Tableau 1 : Voie d’exposition et efficacité de contamination. La contamination par accident 
d’exposition au sang d’un individu infecté est la voie la plus efficace, bien que quantitativement 
la moins importante de toutes. Adapté de Deeks, 2015, Nature Reviews. 

Voie d’exposition Intervalle de confiance à 95% du nombre de 
contaminations par 10 000 contacts 

Transfusion sanguine  8 900-9 610 

Transmission au nouveau-né 41-92 

Partage de matériel de drogues injectables 0-46 

Sexe anal réceptif 102-186 

Sexe anal insertif 4-28 

Sexe vaginal réceptif 6-11 

Sexe vaginal insertif 1-14 

Sexe oral réceptif 0-4 

Sexe oral insertif  0-4 
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Figure 2: Présentation du VIH-1. Représentation schématique du VIH, présentant de rares tétramères d’enveloppe à sa surface, 
enveloppant une capside icosaédrique après clivage par la PRO et contenant 2 copies d’ARN (+). La particule virale contient 
également les enzymes virales IN, RT, nécessaires au bon déroulement de l’infection (a). Cliché de microscopie électronique à 
transmission issu de Gallo, 1983, Science et montrant une particule virale du VIH-1 bourgeonnant d’une cellule infectée (b). Schéma 
de l’organisation du génome intégré du VIH-1 (c, issu de Meissner 2022 Frontiers in Virology). 

Le génome du VIH-1 est long de 9,2kb comme présenté en Figure 2c. De son extrémité 5’ à 

l’extrémité 3’, le génome est composé des phases ouvertes de lecture (Open Reading Frame ou 

ORF) codant les différentes protéines virales : Gag, Pol, Env, Nef, Tat, Rev, Vif et Vpr (Meissner et 

al., 2022). Les gènes Gag et Env codent les protéines structurales de matrice, capside et 

d’enveloppe, tandis que l’ORF Pol n’est source de protéine que lorsqu’un échappement du 

ribosome, ou riboskip, permet d’outrepasser le codon stop qui suit Gag pour produire un 

polypeptide Gag-Pol. La présence de Pol permet la production des protéines virales non-

structurales mais encapsidées : la protéase (PRO), la transcriptase inverse (RT) et l’intégrase (IN). 

Les autres gènes codent des protéines impliquées dans la régulation de l’expression du génome 

viral et le détournement de la réponse immunitaire antivirale de l’hôte. 

2. L’enveloppe du VIH-1 

a) Le précurseur gp160 

La spicule d’enveloppe du VIH-1 est composée de trimères de dimères de la glycoprotéine 

d’enveloppe formée de deux sous-unités, gp120 et gp41 (Figure 3a), issues du précurseur gp160 

(Figure 3b) (Chen, 2019). Gp160 est synthétisée suivant la voie sécrétoire au cours de laquelle elle 

subit un ensemble de modifications post-traductionnelles dont des glycosylations. Gp160 est clivée 

en gp120 et gp41 par une enzyme furine-like cellulaire à l’extrémité C-terminale du domaine 
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conservé C5 de gp120. Ce clivage est indispensable au pouvoir infectieux des futurs virions. Les 

deux sous-unités de l’enveloppe virale sont libérées puis s’associent de façon non-covalente en 

hétérodimères. Ceux-ci sont transportés à la membrane cellulaire où ils se regroupent en trimère 

d’hétérodimères pour former les spicules d’enveloppe. 

 Figure 3: L'enveloppe du VIH et son précurseur gp160. (a)L’enveloppe est composée de trimères de dimères de gp41 
transmembranaire et gp120 associée à l’extérieur du virus. (b)Le précurseur gp160 est une protéine transmembranaire, présentant 
de nombreux domaines fonctionnels et impliqués dans le processus de fusion médié par l’enveloppe entre les membranes virale et 
cellulaire. Un clivage par une furine-like cellulaire au cours du processus de sécrétion dans l’appareil de Golgi permet la séparation 
des sous-unités gp41 et gp120 pour former l’enveloppe. Adapté de Chen, 2019, Trends in Microbiology.  

b) gp120, au contact avec les récepteurs d’entrée 

Nommée d’après son poids moléculaire de 120kDa, la protéine de surface gp120 est la 

partie la plus externe de l’enveloppe virale. Elle se divise en cinq régions conservées (C1-C5) 

alternées par cinq régions hypervariables (V1-V5) (Figure 3b). Ces régions structurent la protéine 

en deux faces, l’une à l’extérieur, l’autre à l’intérieur permettant l’interaction avec gp41. Les 

domaines externe et interne sont reliés par un bridging sheet composé de quatre feuillets β, issu 

des boucles V1/V2 et de C4. Les régions constantes sont principalement situées sur la face interne 

alors que les régions variables sont situées sur la face externe (Q. Wang et al., 2020). Ainsi, gp120 

peut lier CD4 par les régions C4 et C5. Ce domaine de liaison à CD4 est protégé des anticorps (Abs) 

grâce à des régions hautement variables situées sur les faces exposées, fortement glycosylées 

formant un « bouclier de glycanes ». En effet, la boucle V3 contient environ 25 sites de 

glycosylation, dont l’occupation peut représenter jusqu’à 50 % de la masse de gp120 (Chen, 2019; 

Q. Wang et al., 2020). L’organisation des régions hypervariables couplée au bouclier de glycanes 

diminue l’accessibilité du système immunitaire aux régions constantes, ce qui favorise 

l’échappement viral, notamment l’échappement aux Abs neutralisants l’infection. De plus, le 

bouclier de glycanes étant synthétisé par la cellule hôte, il est faiblement immunogène 
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(qualitativement comme quantitativement), ce qui augmente la capacité d’échappement au 

système immunitaire du VIH-1 (Chen, 2019; Q. Wang et al., 2020). 

c) gp41, la sous-unité transmembranaire 

Gp41 est la sous unité transmembranaire de l’enveloppe d’un poids moléculaire de 41kDa. 

La protéine contient quatre sites de glycosylation et sa séquence est très conservée entre les 

différents clades de virus (Liu et al., 2018; Valadés-Alcaraz et al., 2022). Cette glycoprotéine 

comporte trois domaines : l’ectodomaine (ED), le domaine transmembranaire (TMD) et le domaine 

cytoplasmique (CTD).  

L’ED correspond au domaine extracellulaire de gp41. Comme présenté en Figure 3b, son 

extrémité N-terminale contient le peptide de fusion dont la séquence est très conservée (Liu et al., 

2018; Valadés-Alcaraz et al., 2022). Le peptide de fusion est suivi de deux régions répétées 

d’hexades (Hexade Repeat ou HR) successives, HR1 et HR2, organisés en superhélice α appelée N- 

et C-hélices. En aval du HR2, une région très hydrophobe de 24 acides aminés, riche en 

tryptophanes, nommée région externe proximale à la membrane (Membrane Proximal External 

Region ou MPER) (Liu et al., 2018) relie l’ED à la membrane virale. Cette région est la plus conservée 

au sein des différents clades du VIH-1. Les cinq résidus tryptophane de la MPER sont essentiels à 

la stabilisation de l’enveloppe (Liu et al., 2018) et à ses propriétés de fusion, notamment par 

l’insertion des cycles aromatiques des tryptophanes dans la membrane virale riche en cholestérol. 

 

(4) Cycle viral 

Comme présenté en Figure 4, le cycle viral est un processus complexe et impliquant 

plusieurs grandes étapes. 

1. L’entrée du VIH-1 dans la cellule hôte 

a) Les récepteurs et corécepteurs 

La fusion des membranes virales et cellulaires est le processus initial du cycle viral. Ce 

processus découle de l’interaction de l’enveloppe avec le récepteur CD4 et le corécepteur 

CXCR4/CCR5. Les cellules ciblées par le virus sont les TCD4 activés en grande majorité, mais sont 

aussi les monocytes et les macrophages, les cellules de Langerhans (LC) et les cellules dendritiques 
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(DC). Cependant, le virus utilise aussi d’autres molécules que CD4 pour infecter ces cellules 

myéloïdes.  

Figure 4: Le cycle viral met en jeu diverses étapes. Le cycle commence par la liaison du virion à son récepteur et co-récepteur (1) qui 
permet d’engager la fusion des membranes virale et cellulaire (2). La capside ainsi délivrée dans le cytoplasme de la cellule infectée 
(3) est déstabilisée pour permettre à la transcription inverse d’être initiée (4), pendant que l’ensemble capside, ARN viral, IN et RT 
est importé dans le noyau (5). La transcription s’achève dans le noyau quand la capside se désassemble complètement et libère un 
ADNdb viral, prêt à être intégré au génome de l’hôte, sous forme de provirus (7). Enfin le provirus exprime les ARNm et le génome 
correspondant (8) qui permettent, après leur traduction (9), l’assemblage des particules virales à la membrane plasmique (10). Les 
nouveaux virions bourgeonneront à la membrane pour être relargués dans le milieu extracellulaire, où la protéase virale incorporée 
permettra la maturation des particules virales et assure leur infectiosité. Issu de Ramdas, 2020, Frontiers in Microbioliology. 

(1) Le récepteur CD4 

CD4 est une glycoprotéine membranaire, exprimée par les TCD4, les macrophages, les 

monocytes, les DC et les LC. Physiologiquement, CD4 est impliqué dans la stabilisation du récepteur 

des cellules T (T-Cell Receptor ou TCR) avec le Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) d’une 

cellule présentatrice d’antigène (Antigen Presenting Cell ou APC). Par sa liaison à gp120 et 

l’engagement du processus de fusion, CD4 est le récepteur primaire du VIH-1. Cette interaction se 

fait par les feuillets β situés entre C4 et C5 de gp120, nommé site de liaison à CD4 (CD4 binding site 

ou CD4bs).  
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(2) Les récepteurs alternatifs 

Le galactosyl céramide ou GalCer est un glycolipide qui peut aussi permettre l’entrée du 

virus dans différents tissus comme le cerveau, les intestins et certaines muqueuses génitales 

(Alfsen and Bomsel, 2002; Bomsel and Alfsen, 2003; Fantini et al., 1992; Yahi et al., 1994). La liaison 

du virus au GalCer permet au virus de traverser l’épithélium muqueux par transcytose sans infecter 

la cellule cible et d’être relargué dans le stroma conduisant à l’infection de cellules immunes (Alfsen 

and Bomsel, 2002; Bomsel, 1997).  

Les lectines de type C sont des récepteurs pour le VIH en interagissant avec gp120 à la 

surface des DC et des LC. La lectine Dendritic Cell-specific ICAM-3 Grabbin Non-Integrin (DC-SIGN) 

est exprimée par les DC et la lectine langérine par les LC (Geijtenbeek et al., 2000; Nasr et al., 2014).  

La Sialic acid-binding Ig-like lectin-1 (Siglec-1), exprimée par les cellules myéloïdes comme 

les DC et les macrophages, peut aussi conduire à l’internalisation de la particule virale, 

indépendamment de gp120 mais plutôt dépendant de la présence de résidus de gangliosides 

contenant des sialyl-lactoses sur la boucle V3 (Izquierdo-Useros et al., 2012). 

Enfin, l’enveloppe virale peut interagir avec les héparanes sulfates portés par des protéines 

d’échafaudages tels l’agrine (Alfsen et al., 2005), protéine également présente dans les synapses 

immunologiques, ou l’intégrine α4β7 (α4β7i), dont le rôle n’est pas tout à fait clair à ce jour mais 

semble participer à l’efficacité d’infection (Patel 1993, Byrareddy 2014). En effet, l’expression de 

α4β7i est augmentée dans les lymphocytes activés et destinés à élire résidence (ou faire du 

homing) au niveau muqueux. α4β7i peut interagir avec l’adhésine muqueuse MadCAM (Mucosal 

Addressin cell adhesion molecule), exprimée par les cellules endothéliales intestinales. Gp120 

serait un mime moléculaire de MadCAM et permettrait son interaction avec α4β7i par la région V2 

de gp120 (Figure 5) (Cicala et al., 2011). Les TCD4 muqueux et notamment les TCD4 intestinaux 

expriment fortement l’intégrine α4β7, ce qui favorise l’interaction avec les cellules cibles et 

l’internalisation du virus. 

(3) Les corécepteurs au VIH-1 

CXCR4 et CCR5 sont des récepteurs couplés aux protéines G, ubiquitaires du système 

immunitaire et se liant aux chimiokines. CCR5 a comme ligand naturel la Macrophage Inflammatory 

Protein (MIP)-1α/CCL3, MIP-β/CCL4, et le Regulated on Activation normal T-Cell Expressed and 
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Secreted (RANTES)/CCL5. Le ligand principal de CXCR4 est le stromal derived factor-1 (SDF-

1)/CXCL12. La liaison de gp120 à CXCR4 ou à CCR5 par la boucle V3 est la dernière étape précédant 

la fusion des membranes virale et cellulaire (Chen, 2019; Cicala et al., 2011).  

Figure 5 : Schéma du mécanisme impliquant l'intégrine α4β7 dans la transmission du VIH-1 d'une cellule infectée vers une cellule 
cible. L’expression d’α4β7i permet un relais plus efficace de virus infectieux d’une cellule infectée vers un TCD4 cible, qui peut ensuite 
interagir plus favorablement avec son récepteur CD4 et les corécepteurs CXCR4/CCR5. Adapté de Cicala, 201, The Journal of 
Translationnal Medicine. 

Depuis la découverte des corécepteurs CXCR4 et CCR5, les virus utilisant CXCR4 sont dit X4-

topiques et ceux utilisant CCR5 sont appelés R5-tropiques (Bekker et al., 2023). Certains virus 

peuvent aussi présenter ce double tropisme et sont nommés dual-tropique ou X4/R5. Il est 

important de noter que ce sont principalement des virus R5 qui permettent la transmission sexuelle 

(Bekker et al., 2023). Au cours de l’infection de l’individu et en absence de traitement, l’évolution 

du nuage de quasi-espèces conduit à une évolution du tropisme du virus vers un tropisme X4/R5 

ou X4 exclusif. Le gain de tropisme pour X4 est associé à une pathologie plus sévère (Bekker et al., 

2023). Au niveau moléculaire, l’enveloppe des virus R5-topiques conserve les résidus glycosylés 6 

et 8 dans V3 et présente une charge diélectrique moins élevée que celle des virus X4-tropiques 

(Grivel et al., 2011).  

Chacun des ligands naturels de CXCR4 et CCRR5 inhibe de manière compétitive la liaison de 

l’enveloppe au corécepteur correspondant, ce qui bloque l’entrée du VIH-1 dans les cellules cibles 

et limite l’infection productive (Handen and Rosenberg, 1997; Jansson et al., 1996; Schols et al., 

1997).  
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b) La fusion à la membrane 

La fusion du virus à la membrane plasmique est un processus multi-étape qui découle de 

l’interaction et l’adhésion de l’enveloppe aux récepteurs et co-récepteurs (Figure 6). Au cours de 

ce processus, l’enveloppe transitionne d’une conformation pré-fusion où gp41 est coiffée de gp120 

à celle de post-fusion où gp41 et gp120 sont séparées (Chen, 2019). La liaison séquentielle de gp120 

à CD4 puis au co-récepteur (CXCR4 ou CCR5 en fonction du tropisme) démasque le peptide de 

fusion de gp41. Ceci s’accompagne du déploiement des région HR1 et HR2 vers la membrane de la 

cellule cible, permettant au peptide de fusion de s’insérer dans celle-ci (Chen, 2019). Les domaines 

HR1 et HR2 se rassemblent ensuite pour former un faisceau de six hélices torsadées qui permet de 

rapprocher les membranes virale et cellulaire, puis, après leur fusion, de former un pore stable. La 

fusion des membranes engage l’extension du pore et la libération de la capside dans le cytoplasme 

de la cellule cible.  

Figure 6 : La fusion est un processus multi-étapes suivant l'engagement de l'enveloppe avec le récepteur CD4 et corécepteur 
CXCR4/CCR5. L’enveloppe se trouve initialement en état pré-fusion, où gp120 est coiffée de gp41, permettant la liaison à CD4, 
démasquant la région V3 de liaison au corécepteur et du peptide de fusion de gp41 et déployant HR1 et HR2 vers la membrane de 
la cellule cible. Les domaines HR1 et HR2 se rétractent ensuite pour s’assembler et permettre la fusion des membranes, atteinte lors 
de l’état post-fusion où les HR1 et HR2 forment un 6-helix bundle. Issu de Chen, 2019, Trends in microbiology. 

Le processus de fusion, par changements de conformation séquentiels, permet l’exposition 

d’épitopes dits « neutralisants » qui pourront être ciblés par la réponse humorale. La 

caractérisation de ces épitopes « neutralisants » constituent un domaine d’étude particulièrement 

important pour le développement d’inhibiteurs de fusion pour la clinique.  



31 
 
 

2. La décapsidation et l’intégration 

Le relargage de la capside dans le cytoplasme déstabilise la capside virale pour y permettre 

l’activation de la RT et l’entrée de nucléosides triphosphates. La RT génère un ADN double brin 

(ADNdb) à partir de l’ARN viral utilisée comme matrice et après initiation sur un ARNt. Cette étape 

est à l’origine de la forte diversité génétique du virus causée par les erreurs de polymérisation de 

la RT qui ne sont pas corrigées, mais surtout de la faculté de la RT de sauter d’un brin d’ARN à 

l’autre ou celui d’un autre virus infectant la cellule, générant ainsi des formes recombinantes 

(Bekker et al., 2023; Hu and Hughes, 2012). La RT est partielle et se termine lors de l’import 

nucléaire de la capside avec l’ADN viral naissant. Le maintien de l’interaction avec la capside 

pourrait notamment permettre d’éviter la reconnaissance par les protéines de l’immunité 

intrinsèques telle que cGAS et la mise dans un état antiviral sous-jacent (Shen et al., 2021). 

L’ADNdb, flanqué des répétitions longues terminales (Long Terminal Repeat ou LTR) est ensuite 

intégré dans le matériel génétique de la cellule hôte (Hu and Hughes, 2012). L’ADN viral intégré 

sera nommé provirus (Ramdas et al., 2020).  

3. Expression du provirus 

L’expression du provirus à partir du LTR 5’ constitue l’unique promoteur viral (Ramdas et 

al., 2020). La transcription démarre à bas bruit dès l’intégration et donne tout d’abord naissance 

aux ARNm poly-épissés permettant la production des protéines Tat, Nef et Rev (Emery and 

Swanstrom, 2021; Ramdas et al., 2020). Tat est le transactivateur viral et interagit avec les acteurs 

nucléaires impliqués dans la transactivation du promoteur LTR, permettant d’augmenter le 

nombre d’ARNm viraux produits. Rev diminue leur épissage afin de produire les ARNm de gag, pol, 

env, vpr, vpu et vif qui ne sont pas produit autrement (Emery and Swanstrom, 2021).  

Comme présenté en Figure 7, le précurseur de l’enveloppe virale gp160 est synthétisé dans 

le réticulum endoplasmique puis adressé à la voie sécrétoire. Les protéines s’associent ensuite en 

trimères et sont transportées vers la membrane plasmique (Sundquist and Krausslich, 2012). Afin 

d’éviter l’interaction entre le CD4 exprimé à la surface de la cellule et des protéines d’enveloppe, 

les protéines Vpu et Nef interagissent avec la partie cytoplasmique de CD4. Ceci entraine la 

diminution de l’expression de CD4 en surface, prévenant ainsi l’infection ultérieure de la cellule 

déjà infectée par d’autres virus (Bekker et al., 2023; Kwon et al., 2020). Au cours de la traduction 
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de Gag on observe un décalage du cadre de lecture (ribosomal frameshift), qui entraine la 

production d’une polyprotéine Gag-Pro-Pol (Ramdas et al., 2020). Ce phénomène finement régulé 

permet la génération en quantité suffisante de la protéase virale, de la RT et de l’IN qui seront 

incorporées dans les particules virales néoformées. RT et IN ainsi synthétisées sont adressées à la 

membrane plasmique pour être encapsidées dans les particules virales qui bourgeonnent à la 

membrane (Sundquist and Krausslich, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7: L’expression du provirus est l’étape clé de la production de nouveaux virions. Les ARNm sont d’abord poly-épissés pour 
produire les ARN des protéines accessoires dont Rev, qui, une fois au noyau promeut l’épissage unique ou son absence afin de générer 
les ARNm de Gag et correspondant au génome viral. Les polyprotéines de Gag, les protéines accessoires encapsidées et l’ARN 
génomique se rassemblent afin de permettre le bourgeonnement des nouveaux virions. Issu de Sundquist and Krausslich, 2012, Cold 
Spring Harbor Perspective in Medicine. 

4. Bourgeonnement et transmission 

a) L’assemblage des nouvelles particules virales 

Les ARN génomiques viraux s’associent à la capside dans le cytosol puis à l’enveloppe 

insérée dans la membrane plasmique de la cellule de hôte et aux autres protéines de cette 

membrane (Sundquist and Krausslich, 2012). Cette association ribonucléoprotéique force la 

courbure de la membrane et permet le bourgeonnement des nouveaux virons immatures dans le 

milieu extracellulaire (Figure 7). Pour être infectieux, les particules virales immatures néoformées 

doivent devenir matures suite au clivage protéolytique séquentiel par la protéase virale des 

polyprotéines Gag et Gag-Pol en domaines protéiques matures (Sundquist and Krausslich, 2012).  
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b) Transmission de l’infection : libre ou synapse virologique 

Comme pour celle de beaucoup de virus, la transmission du VIH-1 est initialement décrite 

pour l’infection de cellules cibles par des virus libres. Cependant, les expériences de multiples 

laboratoires ont montré depuis longtemps que le virus était beaucoup plus efficacement transmis 

si la cellule infectée pouvait établir un contact avec la cellule cible que par des virus libres (Shaw 

and Hunter, 2012). Cette efficacité a finalement été systématiquement décrite et le contact cellule 

infectée - cellule cible a été dénommé synapse virologique. In vitro, l’infection par la synapse 

virologique est alors 100 à 1000 fois plus efficace que par un virus libre et serait la voie principale 

d’infection in vivo (Alfsen et al., 2005; Hübner et al., 2009; Zhong et al., 2013). Les études sur la 

synapse virologique ont permis de mieux disséquer la transmission muqueuse, où, des cellules 

infectées sont systématiquement véhiculées par les fluides génitaux. Dans ce contexte de fluides 

génitaux, mais aussi lors de la production de virus in vitro dans le milieu de culture, la majorité des 

virus libres ne sont pas infectieux, ce qui rend l’étude des mécanismes de transmission de cellule à 

cellule particulièrement pertinent (Alfsen et al., 2005; Bomsel and Alfsen, 2003; Cicala et al., 2011; 

Hübner et al., 2009; Shaw and Hunter, 2012; Zhong et al., 2013). Parmi les modes de transmission 

de cellule à cellule, la synapse virologique est la plus efficace. Son appellation vient de l’analogie 1) 

avec la synapse neuro-musculaire, et 2) la synapse immunologique (Figure 8). Beaucoup des 

mécanismes d’interaction sont identiques entre les différentes synapses : intégrine, protéines 

d’échafaudage (agrin), clusterisation à la périphérie du contact, ce qui permet le bourgeonnement 

dans l’espace intra-synaptique (Alfsen et al., 2005; Ganor et al., 2010; Hübner et al., 2009; Jolly et 

al., 2004; Pedro et al., 2019; Fernando Real et al., 2018). 

Les molécules d’adhésion de la cellule infectée interagissent avec celles de la cellule cible 

pour stabiliser l’interaction des deux cellules et engager le réarrangement du cytosquelette sous-

jacent dans la cellule cible permettant au virus de polariser son bourgeonnement vers l’espace 

synaptique (Alfsen et al., 2005; Hübner et al., 2009; Jolly et al., 2004; Pedro et al., 2019). Le virus 

est libéré dans la synapse puis est ensuite internalisé et soit il infectera la cellule après fusion en 

intracellulaire après liaison de gp120/gp41, soit il traverse la cellule épithéliale par transcytose 

(sans infection) (Alfsen et al., 2005; Calado et al., 2023; Hübner et al., 2009; Jolly et al., 2004; Pedro 

et al., 2019; Zhong et al., 2013). 
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Figure 8 : Présentation de la synapse virologique du VIH-1. La cellule infectée exprime à sa membrane des protéines de l’enveloppe 
du VIH, permettant une interaction forte avec une cellule cible exprimant CD4, mais aussi CXCR4/CCR5. Cette proximité permet la 
génération d’une synapse virologique, structurée notamment par le jeu d’interaction LFA-1/ICAM-1 mais aussi le remodelage sous 
d’actine sous-corticale. Ces remodelages favorisent le bourgeonnement et la transmission du virus dans cet espace de forte proximité 
et favorable à l’infection. Issu de Pedro, 2019, Virus Research. 

 

(5) Pathogénèse et mécanismes de transmission 

1. Les phases cliniques de l’infection 

Au cours de l’infection, quatre phases sont observées chez les individus infectés par le VIH-

1. Différents paramètres tels que la virémie (charge virale plasmatique), le nombre de TCD4 et 

lymphocytes T CD8+ (TCD8) circulants et la présence d’Abs spécifiques du VIH-1 conditionnent 

l’efficacité de l’infection et reflètent son avancement (Figure 9). Les mêmes phases d’infection sont 

observée chez les individus sous cART, mais la cinétique d’infection n’est pas la même (Bekker et 

al., 2023; Deeks et al., 2015). 

(i) La première phase dure environ 2 à 3 semaines et est définie comme l’éclipse virale. Le 

virus est indétectable en dépit d’une infection des cellules immunitaires sentinelles locales et des 

TCD4 muqueux suite à la transcytose du virus à travers les muqueuses génitales. Le virus se 

dissémine à bas bruit dans la circulation par les ganglions lymphatiques. Cette étape permet la mise 

en place des réservoirs viraux suite à l’infection de cellules mémoires résidentes et des 

macrophages des tissus muqueux (Ganor et al., 2019). Que l’infection soit muqueuse ou sanguine, 
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le virus établi aussi des réservoirs dans les TCD4 des tissus intestinaux, détectables après 3 

semaines d’infection. 

(ii) La phase aiguë suit la phase d’éclipse et dure 6 semaines. Elle se caractérise par un pic 

de virémie élevé avec des valeurs supérieures à 107 copies d’ARN viral par ml de sang. Les ganglions 

lymphoïdes drainant le site d’infection sont aussi gorgés de TCD4 infectés, issus de la circulation. 

Des symptômes grippaux (fièvre, courbatures, … etc) dus à une forte activation immunitaire 

accompagnent la réplication virale et la production d’Abs anti-VIH-1. Cette séroconversion permet 

d’évaluer l’infection des individus. La séroconversion est détectable à partir d’environ 2 semaines 

après infection par les tests de cinquième génération alors que l’ARN viral est déjà détectable à 

partir de dix jours post-infection (Bekker et al., 2023). Les réponses TCD8 et TCD4 spécifiques du 

VIH-1 deviennent aussi détectables pendant la phase aigüe. Cependant, une forte activation 

immunitaire est favorable à l’infection des TCD4 par le VIH-1, car elle aboutit à une augmentation 

du nombre de cellules cibles disponibles et permissives à l’infection. La chute de la virémie et un 

amorçage de la diminution du nombre de TCD4 caractérisent la fin de cette phase. Cette phase est 

associée à un contrôle immunitaire plus efficace et le déclin du nombre de cibles disponibles et 

activées.  

(iii) La phase suivante dite asymptomatique, ou phase chronique, dure plusieurs années (de 

5 à 10 ans en l’absence de traitement). La virémie est stable au cours de cette phase, évoluant 

entre 1 et 105 copies d’ARN viral par ml de sang. En conséquence, le nombre de TCD4 circulant 

diminue progressivement alors que la réponse TCD8 persiste. Durant cette phase, chaque nouvelle 

infection due à un pathogène autre que le VIH et contractée par l’hôte entrainera l’activation des 

TCD4 mémoires infectés. Cette activation réactivera la réplication et la production de virus, ce qui 

participera à la persistance du virus, sa dissémination et la progression des individus vers le stade 

SIDA.  

(iv) A l’issue de cette phase qui peut durer des années, l’individu entre dans la phase 

symptomatique ou SIDA, correspondant à la fois à un épuisement du système immunitaire et à un 

état pro-inflammatoire prolongé. Finalement, la diminution du nombre de TCD4 ayant atteint 

environ 200 par ml de sang se traduit par une immunodépression et l’incapacité des individus à 

combattre les futures infections, notamment opportunistes. Cette phase se caractérise par une 
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chute des Abs anti-VIH-1 et une augmentation constante de la virémie, jusqu’à la mort du patient 

causée par des infections opportunistes ou le développement de cancers. 

Figure 9 : Présentation des différentes phases de l’infection par le VIH-1 chez les patients. (a) Au cours de l’infection, la charge 
virale plasmatique est d’abord indétectable (éclipse), puis augmente pendant la phase symptomatique, et redescend. La charge 
virale augmente progressivement pendant la phase de latence et, lors de la phase SIDA, la charge virale augmente à nouveau. (b) 
Le nombre de TCD4 circulants diminue au cours du temps lors de la phase d’éclipse, correspondant à leur attraction dans les 
ganglions. Leur nombre augmente à nouveau durant la phase symptomatique mais ne retrouve pas le niveau initial. Le nombre de 
TCD4 chute à partir de ce moment jusqu’au décès du patient. Adapté de Bekker, 2023, Nature Reviews Disease Primers. 

2. Réservoirs viraux et latence 

Les réservoirs viraux sont formés dès les premiers jours d’infection, notamment par 

l’infection des cellules à longue durée de vie comme les TCD4 mémoires et les macrophages 

tissulaires (Bekker et al., 2023; Ganor et al., 2019). L’infection des TCD4 mémoires nécessite 

cependant que l’infection ait eu lieu lors de la transition d’un phénotype activé vers un phénotype 

mémoire durant laquelle l’ADN viral peut s’intégrer dans l’ADN cellulaire et initier la mise en place 

de la latence (Bekker et al., 2023; Ramdas et al., 2020). La notion de réservoirs viraux repose sur la 
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capacité du virus à persister dans la cellule hôte (phase de latence), c’est-à-dire de ne pas/ou peu 

exprimer de gènes viraux, bien que son génome soit intégré dans celui de la cellule hôte. Le 

traitement cART induit la latence dans les TCD4, alors que celle-ci se met en place dans les cellules 

myéloïdes infectées en absence de traitement (Bekker et al., 2023). Ces cellules infectées et 

latentes sont faiblement actives transcriptionnellement ce qui ne permet pas la production de 

nouvelles particules virales mais de quelques transcrits viraux, au moins dans les lymphocytes 

réservoirs (Elsheikh et al., 2019; Ramdas et al., 2020). Les macrophages réservoirs contiennent des 

particules virales infectieuses dans un compartiment intracellulaire appelé le compartiment 

contenant des virus (Ganor et al., 2019; Real et al., 2022). La dynamique du virus dans ces cellules 

myéloïdes réservoirs reste à étudier. Cette transcription à bas bruit permet d’éviter les effets 

cytopathiques de l’infection, et d’activer le système immunitaire tout en préservant le génome 

viral qui sera prêt à produire à nouveau du virus, en cas de réactivation par des agents inversant la 

latence ou en levant le traitement cART, comme présenté en Figure 10 (Bekker et al., 2023; Deeks 

et al., 2015; Elsheikh et al., 2019). La réactivation des TCD4 mémoires ou des macrophages 

réservoirs se traduit par une augmentation de la concentration en nucléotides triphosphates 

cellulaires utiles à la transcription des gènes de la réponse immunitaire. Ces nucléotides 

permettent l’activation transcriptionnelle des gènes viraux, la génération d’ARNm correspondants 

et la formation de particules virales, ce qui entraine un rebond de l’infection par le VIH-1 (Bekker 

et al., 2023; Elsheikh et al., 2019).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 : Rôle des réservoirs viraux fonctionnels chez un individu infecté. Après la phase aigue, le traitement cART est initié, 
généralement pendant la phase de latence. Le virus est controlé par les actions antivirales combinées et la charge virale est 
indétectable. Pendant ce temps les patients ne sont pas infectieux, mais, s’ils arrêtent le traitement cART, alors la réplication virale 
reprend et la charge virale devient détectable, c’est le rebond viral. Adapté de Elsheik, 2019, eBioMedecine. 
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(6) La réplication du VIH-1 dans les muqueuses 

Les muqueuses génitales et rectales constituent la porte d’entrée principale du VIH-1 au 

cours de rapports sexuels non protégés. Cependant, la barrière physique, fonctionnelle et chimique 

que représentent l’épithélium muqueux et les sécrétions contenant des Abs et des facteurs de 

l‘immunité innée permettent de prévenir l’infection par des pathogènes. Chacune de ces 

muqueuses est également différente quant à sa composition en cellules immunitaires. Ceci 

impacte le mécanisme d’entrée du VIH-1. Après la pénétration dans l’épithélium, le virus infecte 

les macrophages, les DC et les LC mais aussi les TCD4 activés et recrutés au site d’infection ainsi 

que les TCD4 Th17 mémoires et effecteurs résidents des sous-muqueuses (Figure 11) (Gonzalez et 

al., 2019, 2016; Veazey et al., 2001).  

Dans les sécrétions génitales, le virus est présent sous forme libre ou dans des cellules 

infectées qui, en formant des synapses virologiques, permettent une transmission efficace à 

l’épithélium (Alfsen et al., 2005; Anderson et al., 2010; Gonzalez et al., 2019; Politch et al., 2014). 

Dans le sperme le virus est présent sous forme libre ou dans les cellules immunes infectées y 

compris chez les individus sous cART (Houzet et al., 2014; POLITCH et al., 2012). Bien que certains 

facteurs du semen, comme le Semen-mediated Enhancement of HIV Infection (SEVI), soient 

capables de faciliter l’infection le laboratoire a pu montrer que cette observation n’est pas 

généralisable et que le sperme de certains individus peut favoriser l’infection alors que d’autre 

l’inhiberont (Ganor et al., 2010). 

Le mucus sécrété par les muqueuses vaginales peut aussi jouer un rôle antiviral dû à la 

présence de facteurs solubles comme les défensines ou les mucines, mais aussi par sa densité qui 

ralentit virus et cellules infectées dans leur trajet vers l’épithélium (Anderson et al., 2010; Gonzalez 

et al., 2019; Kumamoto and Iwasaki, 2012). Ce mécanisme de protection est particulièrement 

efficace contre le virus libre qui ne peut pas rester infectieux longtemps une fois sécrété.  

Le virus libre ou les cellules infectées de l’inoculum peuvent accéder directement à la sous-

muqueuse à travers une brèche quand la muqueuse est endommagée lors de rapports sexuels ou 

de manifestations cliniques d’IST mutilantes. Cependant, comme évoqué plus tôt, le VIH-1 peut 

traverser les épithéliums intacts par transcytose. 
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Figure 11: Vue générale des interactions immunologiques muqueuses au cours de l'infection par le VIH-1. Le virus peut être 
transmis au travers de l’épithélium via transcytose ou par les cellules myéloïdes sous-jacentes (LC/DC) qui vont pouvoir transmettre 
le virus aux TCD4 sous-jacents par trans-infection. Les LC/DC peuvent aussi migrer dans les ganglions pour infecter les TCD4 et les 
activer pour induire leur homing muqueux, favorisant la génération de réservoirs tissulaires. Enfin les cellules infectées transmises 
par les fluides génitaux peuvent aussi traverser les brèches de l’épithélium (autre IST mutilante, rapport sexuel) et infecter les cellules 
cibles de la même manière que précédemment. Adapté de Gonzalez, 2019, Frontiers in Immunology. 

(7) Les entonnoirs de transmission du VIH-1 

Si la diversité virale au sein d’un individu infecté peut être très importante et ainsi être 

décrite comme un nuage de quasi-espèces, un très faible nombre de virus est responsable de 

l’infection d’un individu. Ces virus, appelés « transmis/fondateur » (Transmitted/Founder ou TF), 

sont sélectionnés en plusieurs étapes avant et au tout début de l’infection de l’individu receveur. 

Les mécanismes de sélection ne sont pas tous élucidés et l’impact d’une sélection aléatoire n’est 

pas mesurable (Deeks et al., 2015; Margolis and Shattock, 2006; Shaw and Hunter, 2012). Plus 

récemment, le rôle neutralisant de l’infection des souches X4 tropiques par la spermine du sperme 

a été montré in vitro (Harms et al., 2023). 
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II. La réponse immunitaire anti-VIH-1 

 

L’immunité innée et adaptative constituent les deux pans de la réponse contre le VIH-1. La 

réponse immunitaire spécifique qui permet le contrôle de la multiplication du virus est rapidement 

mise en place par la coordination entre les APC et les TCD4, TCD8 et lymphocytes B (LB) dès le 

début de l’infection mais n’éradique pas le virus et ne prévient pas l’évolution de l’infection. Le 

VIH-1 évolue rapidement et échappe constamment à la réponse immunitaire suppressive et 

finalement, l’infection affaiblit et détruit graduellement le système immunitaire. 

L’ensemble de ces fonctions sont impliquées dans le contrôle de l’infection par le VIH-1 et 

constituent des pistes de recherche thérapeutiques et vaccinales primordiales dans les stratégies 

antivirales. Pour la suite, nous nous concentrerons sur la réponse Abs et nous évoquerons les cas 

particuliers de réponses immunitaires protectrices ou associées à des statuts cliniques particuliers 

afin de faire ressortir les mécanismes thérapeutiques et vaccinaux potentiels. 

 

(1) La réponse anticorps contre le VIH-1 

1. Structure des anticorps 

a) Considérations générales 

Les Abs sont des glycoprotéines solubles sécrétées par les plasmocytes, issus de la 

différentiation des LB. La survie des LB mémoires au niveau des organes lymphoïdes permet une 

activation plus rapide de la réponse B lors d’une rencontre ultérieure avec le pathogène. Les 

plasmocytes quant à eux peuvent migrer soit dans la moelle osseuse soit dans la rate ou les 

ganglions lymphatiques pour permettre la sécrétion locale ou systémique des Abs de haute affinité 

pendant plusieurs mois en l'absence de toute division cellulaire ou de réexposition à l'antigène 

d'origine.  

Ils présentent de manière générale une forme en « Y » et sont composés de deux chaines 

lourdes de 50kDa et deux chaines légères de 25kDa reliées par des ponts disulfures (Edelman, 1973; 

Porter, 1959). Les chaînes légères sont toujours composées d’une région variable légère ou VL en 

position N-terminale et d’une partie constante ou CL en position C-terminale qui peuvent être de 
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nature kappa ou lambda. Les chaînes lourdes peuvent être de 5 types, α, , ε,  ou µ et leur nature 

définit 5 isotypes d’Ig : IgA, IgD, IgE, IgG et IgM. Les chaînes lourdes sont aussi définies par une 

région variable lourde (Variable Heavy ou VH) en N-terminale et trois régions constantes lourdes 

(Constant Heavy ou CH) de 1 à 3 en C-terminale.  

Figure 12 : Illustration des caractéristiques générales des Abs IgG et IgA. Les IgA et les IgG présentent la même organisation 
générale : Fab-hinge-Fc. Cependant, les IgA présentent des O-glycosylations dans la région hinge (cercles jaunes) et de rares N-
glycosylations dans la partie C-terminale du CH2, alors que les IgG ne présentent que des N-glycosylations en N297. Les IgA 
présentent une queue C-terminale (tail piece), impliquée dans l’homodimérisation des IgA tête bêche pour générer les IgA 
dimériques, pré-sécrétoires. Adapté de Cottignies-Calamarte, 2023, Frontiers in Immunology 

Comme présenté en Figure 12, les Abs sont divisés en deux parties fonctionnelles : i) le 

fragment contenant le paratope liant l’antigène (Fragment of antigen binding ou Fab) formé par 

l’appariement des régions VL et CL avec les régions VH et CH1 respectivement, et ii) le Fragment 

cristallisable (Fc) issu de l’arrangement homotypiques des régions CH2 et CH3 des deux chaines 

lourdes. Le Fc se lie aux récepteurs aux Fc, les FcR, exprimés principalement sur les cellules 

immunitaires innées. Cette liaison est nécessaire à l’induction des fonctions effectrices, discutées 

plus loin. Le Fab et le Fc sont reliés par une région dite charnière (hinge) située entre les domaines 

CH1 et CH2, qui est variable entre les isotypes et au sein des isotypes bien qu’elle reste assez souple 

et riche en prolines et cystéines (Tonegawa, 1983). 

b) Le Fab : liaison à l’antigène 

Le paratope est situé sur les extrémités N-terminales des Abs (extrémités « hautes » de la 

configuration en Y des Abs) et reconnaît l’épitope spécifique de l’Ab, que cet épitope soit linéaire 

ou conformationnel. Au niveau moléculaire, le paratope est constitué des régions déterminant la 

complémentarité (Complementarity Determining Regions ou CDR) de la chaine légère et de la 

chaine lourde respectivement CDRL1, CDRL2, CDRL3 et CDRH1 CDRH2 et CDRH3 (Roy et al., 2017). 
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La forte variabilité des régions CDR permet d’assurer la diversité du répertoire Abs. Cette région 

est soutenue par les régions charpente (Framework Regions ou FR) qui sont plus conservées et 

assurent la conformation correcte du paratope comme présenté en Figure 13. 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 13: Le Fab permet la liaison à l'antigène par l'exposition des boucles CDR lourdes et variables. Les boucles CDR des régions 
VH et VL sont situées vers l’extérieur des Abs en N-terminale et s’apparient entre la chaîne légère et la chaîne lourde. Cet assemblage 
des CDRH et CDRL constitue le paratope, responsable de la liaison à l’antigène. Adapté de Roy, 2017, Methods. 

c) Le Fc : le fragment constant et la commutation de classe 

La commutation de classe ou isotypique permettra aux plasmocytes de sécréter un isotype 

d’Ab différent de l’isotype IgM, acquis par défaut et peu spécifique. Le nouvel isotype de l’Ab est 

déterminé par la nature de la chaine lourde utilisée pour la recombinaison α,  et ε étant les 

principales. Les régions génétiques des chaînes lourdes peuvent être différentes, de C1 à C4 pour 

les IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4 ou encore Cα1 et Cα2 pour les IgA1 et IgA2. Les IgD, IgE et IgM n’ont 

qu’une version respectivement C, Cε et Cµ. Les mécanismes d’orientation de la commutation de 

classe vers l’un ou l’autre des isotypes ne sont pas encore élucidés, mais il semble clair que le TGFβ 

et l’IL-10, très présents au niveau des muqueuses, sont impliqués dans la commutation isotypique 

à IgA (Stavnezer et al., 2008). 

d) Isotypes et compartimentalisation immune 

Chez l'Homme, les IgG et les IgA prédominent sur les trois autres isotypes d'Ab. Les IgG 

représentent plus de 80% des Abs circulants (les IgG1 étant les plus abondants) alors que les IgA 

(principalement les IgA1) constituent le deuxième isotype circulant le plus abondant avec une 

proportion de 15% (Heineke and Egmond, 2017). En revanche, au niveau des muqueuses, plus de 

90% des Ab sont des IgA, le rapport entre les sous-types IgA1 et IgA2 variant selon le site muqueux 

(Heineke and Egmond, 2017). Cette différence de proportion d’isotype entre sang et sécrétion est 

principalement associée aux temps demi-vies différents in situ. En effet, les IgA ont une faible durée 
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de vie plasmatique contrairement aux IgG et à l’inverse les IgG sont très rapidement dégradées 

dans la lumière des muqueuses par les protéases bactériennes alors que les IgA, notamment les 

IgA2, y sont particulièrement résistantes.  

e) Dichotomie : IgA et IgG 

 

Malgré l’étendue des connaissances actuelles sur les isotypes d'Ab en regard de leurs 

propriétés thérapeutiques, le développement actuel des Ab thérapeutiques se concentre 

principalement sur les IgG, notamment les IgG1. Cette prédominance résulte de divers facteurs 

techniques : (i) l'IgG est l'isotype le plus abondant dans le sang, plus facile à produire en grandes 

quantités. Par conséquent, les IgG sont largement étudiés contrairement aux autres isotypes; (ii) à 

l'inverse, les IgA, deuxième isotype le plus abondant dans le sérum et majoritaire au niveau des 

muqueuses, sont plus difficiles à échantillonner, à produire et à purifier; (iii) les IgG1 et IgG3 sont 

les sous-types d'IgG qui induisent le mieux les fonctions effectrices dépendantes des Fc; (iv) les 

IgG1 ont une demi-vie plus longue dans le sang que les IgG3 et les IgA; et (v) les IgG3, en raison 

d'une longue région charnière, comme en ont les IgA, et à cause d’un profil de glycosylation 

complexe, sont produites à un coût plus élevé que les IgG1 (Chintalacharuvu et al., 2007; 

Cottignies-Calamarte et al., 2023b; Li et al., 2010; Presta, 1992; Wurm, 2004). Ainsi, les IgG1 sont 

l'isotype préférentiellement utilisé pour la conception d'Abs thérapeutiques. Ce choix devrait être 

reconsidéré en raison des différences d’efficacité de chaque isotype dans les fonctions médiées 

par le Fc. En effet, celles-ci sont particulièrement robustes pour les IgA comme nous l’avons 

précédemment montré pour le bNAb spécifique de la sous-unité gp41 de l’enveloppe du VIH, 2F5, 

sans se limiter à ce modèle (Brandsma et al., 2019; Duchemin et al., 2020, 2018a; Evers et al., 2021, 

2020; Lohse et al., 2016; Treffers et al., 2020). Par la suite, nous nous concentrerons sur les IgG et 

IgA étant donné la proportion prépondérante de ces isotypes relativement aux autres. Les 

différentes IgG et IgA sont présentées dans la Figure 14. 

Il est important de noter que les IgG et les IgA diffèrent notamment par deux aspects :  

- Les IgA présentent une tail piece en C-terminale, nécessaire à la formation des IgA dimériques 

(dIgA). Leur présence favorise la dimérisation/multimérisation par liaison à la chaîne J 

(Cottignies-Calamarte et al., 2023b; Heineke and Egmond, 2017). 
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- Les IgG présentent des sites de N-glycosylation restreints au Fc, alors que les IgA présentent 

des sites de N- et de O-glycosylation principalement retrouvées au niveau de la région charnière 

pour les IgA1 et à l’extérieur de cette dernière pour les IgA2 (Mattu et al., 1998). 

Figure 14: Présentation des différents sous-isotypes d'IgA et d'IgG. (a) Les IgA monomériques IgA1 présentent un format plus fermé 
que les IgA2, lié à la longueur de la région hinge et la différence de glycosylation de cette dernière et les IgA2 sont plus N-glycosylées 
que les IgA1. (b) Les IgA se dimérisent par la tail pièce C-terminale pour devenir dimériques (dIgA), et lors de la transcytose épithéliale, 
la partie extracellulaire du pIgR reste associée aux dIgA et devient le composant sécrétoire. (c) Les quatre classes d’IgG présentent 
un profil de glycosylation identique mais diffèrent notamment par leur région hinge et sa longueur, plus longue pour les IgG3. Issu 
de Cottignies-Calamarte, 2023, Frontiers in Immunology. 

2. Sécrétion muqueuse des anticorps  

Les IgA muqueux sont tout d’abord sécrétés par les plasmocytes de la lamina propria sous 

forme de dIgA. Leur liaison au récepteur des immunoglobulines polymériques (polymeric Ig-

Receptor ou pIgR) exprimé à la surface basolatérale des cellules épithéliales induit leur 

internalisation en direction du pôle apical de la cellule. Le complexe pIgR-dIgA y sera clivé à la face 

apicale des cellules épithéliales, libérant le dIgA toujours associé à la partie extracellulaire du pIgR, 

appelée alors pièce sécrétoire (Secretory Component ou SC, cf Figure 14 et 15). Ce complexe SC-

dIgA est appelé IgA sécrétoire (sIgA). Les sIgA sont relargués dans la lumière formant ainsi la 

première ligne de défense muqueuse contre les pathogènes par exclusion (Joseph, 2022; Ruprecht 

et al., 2019). Si des virus venaient à être endocyté par une cellule épithéliale, il pourraient former 

un complexe immun avec les dIgA qui transitent vers le pôle apical et constituent un mécanisme 

d’exclusion supplémentaire vers la lumière muqueuse (Bomsel et al., 1998). 
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Figure 15: Présentation du mécanisme de sécrétion des anticorps et leur rôle dans l'exclusion immune. Les plasmocytes sortent de 
la circulation générale à destination de la lamina propria où sécrètent des Abs IgG ou IgA qui diffusent jusqu’aux EC, où ils seront 
endocytés afin d’être sécrétés au pôle apical. Les IgA sont endocytés d’une façon pIgR-dépendante, permettant leur adressage au 
pôle apical et de former les sIgA. Les IgG sécrétés par les plasmocytes sous-muqueux ou diffusant depuis la circulation générale sont 
endocytés de façon aspécifique en basal des EC, ils interagissent avec le FcRn dans les endosomes afin d’éviter leur dégradation et 
permettre leur sécrétion apicale. Adapté de Ruprecht, 2019, Vaccines (Basel). 

Les IgG muqueux pourraient provenir en partie de la transsudation depuis la circulation 

générale et infiltrés les tissus par un processus mal caractérisé. Cependant les plasmocytes à IgG 

qui sont présents dans la lamina propria peuvent aussi être une source des IgG tissulaires. Les IgG 

tissulaires peuvent être transportés vers la lumière des muqueuses par transcytose comme 

présenté en Figure 15. Une fois endocytés de manière non spécifique dans les endosomes, les IgG 

s’associent par une liaison pH-dépendante au récepteur Fc néonatal (FcRn) qui protègent les IgG 

de leur dégradation dans les lysosomes. Puis le complexe FcRn-IgG poursuit son chemin vers la 

membrane apicale où il délivre l’IgG qui se dissocie à cause du changement de pH qui redevient 

neutre (Ruprecht et al., 2019; Vidarsson et al., 2014a). Si ce phénomène a été bien étudié dans 

l’intestin, il n’a pas été caractérisé au niveau des muqueuses génitales (Horton and Vidarsson 2013, 

Yodisha 2004).  

3. Fonction de neutralisation des anticorps 

La première démonstration in vitro du pouvoir neutralisant des Abs de sujets infectés par 

le VIH-1 a été faite en 1985 (Robert-Guroff et al., 1985). Depuis, l’action antivirale des Abs dirigés 

contre l’enveloppe du VIH-1 a été abondement étudiée. Cependant, comme évoqué 

précédemment, l’enveloppe virale présente une séquence très variable, ce qui rend la réponse 

humorale rarement efficace chez les individus infectés. De plus, la réponse humorale anti-VIH 
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pourrait souffrir de la faible densité des protéines d’enveloppe à la surface du virus, la forte 

variabilité du bouclier de glycanes, la présence de particules d’enveloppe défectueuses ou encore 

le masquage des épitopes par les glycanes ou à cause de la structure 3-D de l’enveloppe, ce qui 

réduit l’affinité et l’avidité des Abs ciblant l’enveloppe. Ainsi, les Abs qui ciblent les protéines 

d’enveloppe non-fonctionnelles sont inefficaces d’un point de vue antiviral. La connaissance de ces 

mécanismes d’échappement à la réponse immunitaire sont essentiels au développement 

d’approches vaccinales et thérapeutiques basées sur les Abs.  

a) Neutralisation et inhibition de la transcytose 

La neutralisation de l’infection par liaison des Abs à l’enveloppe découle de leur 

attachement à des sites directement impliqués dans le processus d’entrée, ou de la génération 

d’un encombrement stérique qui empêchent les changements de conformations nécessaires 

(Gruell and Schommers, 2022; Haynes et al., 2019). Ils peuvent également inhiber l’interaction de 

l’enveloppe avec le récepteur CD4. Les Abs neutralisants (Neutralizing Abs ou NAbs) sont alors 

définis par leur faculté à inhiber l’infection virale. Ainsi, les NAbs peuvent inhiber l’infection par du 

virus libre et, dans une moindre mesure, l’infection par des cellules infectées au niveau de la 

synapse virologique (Malbec et al., 2013; Pancera et al., 2017). Par des mécanismes similaires, les 

NAbs sont aussi impliqués dans le blocage du transfert de virus de LC aux TCD4 comme démontré 

précédemment au laboratoire (Khamassi et al., 2020; D. Tudor et al., 2012). 

b) Les anticorps neutralisants à large spectre  

La génération des Abs neutralisant à large spectre (broadly Neutralizing Abs ou bNAbs) 

nécessite qu’au sein d’un même individu, les virus servant de source antigénique soient 

suffisamment variables. Ce processus prend plusieurs années pour s’établir, chez seulement 10 à 

25% des sujets infectés. Les bNAbs reconnaissent gp120 et/ou gp41 par leurs parties conservées 

(Haynes et al., 2019; Pancera et al., 2017). Cependant, l’apparition des bNAbs est observée 

seulement chez 2 à 4% des sujets infectés. Les individus sont alors appelés neutralisateurs élites 

(Landais and Moore, 2018). Leur bNAbs sont capables de neutraliser différents clades de VIH-1 à 

de très faibles concentrations. L’identification de cette faculté à neutraliser des virus différents 

sous-tend le ciblage de mécanismes ou de résidus qui sont conservés au cours de l’évolution virale. 

Comme illustré dans la Figure 16, les épitopes des bNAbs monoclonaux peuvent être des épitopes 
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classiques de l’enveloppe, dont V1/V2, V3, CD4bs, gp41 mais aussi moins conventionnels come 

CD4i.  

Ces Abs ont majoritairement été étudiés et isolés sous isotype IgG. De plus, ils présentent 

des caractéristiques particulières comme un CDRH3 particulièrement long, et environ une centaine 

d’acides aminés issus de mutations somatiques. Ceci témoigne d’une évolution conjointe des 

lignées d’Abs avec celle du VIH-1 circulant chez l’individu (Landais and Moore, 2018; Mascola and 

Haynes, 2013). Certains bNAbs peuvent aussi être auto-réactifs et réagir contre l’hôte. La faible 

abondance des épitopes d’enveloppe à la surface des virus est actuellement proposée comme 

étant responsable de cet effet mais la redirection contre les lipides de l’enveloppe peut favoriser 

leur efficacité et assurer l’absence de sélection négative de ces plasmocytes reconnaissant le soi 

(Landais and Moore, 2018; Mascola and Haynes, 2013; Mouquet et al., 2010). 

L’étude des bNAbs d’isotype IgA souffre d’un manque de description, pourtant crucial dans 

la protection des individus. La génération d’hybridomes depuis des souris humanisées pour la 

production d’IgA1 monoclonaux anti MPER par l’équipe du Pr Paul a permis de montrer leur 

efficacité à prévenir in vitro l’infection par plusieurs clades de virus (Benjelloun et al., 2016). Ces 

bNAbs IgA présentent des boucles CDRH3 plus courtes et sont moins auto réactifs que les bNAbs 

2F5, 4E10 ou 10E8 (Benjelloun et al., 2016; Tudor et al., 2009). Ces caractéristiques suggèrent qu’il 

serait avantageux de cibler cette région dans le cadre d’un vaccin.  

Figure 16: Identification des épitopes de l'enveloppe permettant la neutralisation cross-clade. Les bNAbs peuvent cibler 6 régions 
différentes de gp120 et de gp41, l’interface entre gp120 et gp41, le CD4bs, la boucle V1/V2, la boucle V3, la face silencieuse ou 
encore MPER de gp41. Enfin et plus récemment, des bNAbs bi-spécifiques ont été développé, ciblant au moins 2 épitopes, afin 
d’augmenter leur avidité et donc leur efficacité thérapeutique potentielle, comme 10E8./iMab ciblant MPER et le récepteur CD4. Issu 
de Gruell, 2022, Current Opinion in Virology. 
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c) Les différentes régions ciblées 

(1) Les bNAbs spécifiques de gp120 

Les bNAbs dirigés contre gp120 ciblent des régions particulières comme l’apex de gp120 

par les boucles V1/V2, la boucle V3, le CD4bs ou encore le site d’interaction entre gp120 et gp41 

(Figure 16) (Haynes et al., 2023; Mascola and Haynes, 2013; Pancera et al., 2017). Ce sont les 

anticorps majoritairement évalués dans les différentes études. 

(2) La région MPER de gp41 

Les premiers Abs décrits sont les bNAbs 2F5 et 4E10 qui reconnaissent des épitopes 

conservés de l’enveloppe virale au niveau de la région externe de la gp41 proximale de la 

membrane virale exposée à la surface du virus (Haynes et al., 2023; Mascola and Haynes, 2013; 

Pancera et al., 2017). L’épitope ciblé par 2F5 varie selon les auteurs et les techniques utilisées. Le 

premier épitope de l’IgG 2F5 (2F5-IgG) à avoir été caractérisé par l’équipe du Dr. Katinger est la 

séquence 662ELDKWA667, épitope canonique localisé sur la région MPER. Mais 2F5-IgG pourrait 

reconnaître un épitope plus long du MPER 656NEQELLELDKWASLWN671 (Purtscher et al., 1994). De 

façon consensuelle, la reconnaissance de 664DKW666 est indispensable à son activité neutralisante 

(Chakrabarti et al., 2011). De plus, 2F5-IgG est capable de se lier aux MPER des virus des clades A 

et B, mais pas de reconnaître le MPER de clade C, à cause de la mutation du résidu 666W (Purtscher 

et al., 1994). Plus récemment, les travaux effectués au laboratoire ont montré que la liaison 2F5 à 

gp41 dépend de la structure de la protéine ou du peptide couvrant le MPER, laissant présumer un 

épitope conformationnel (D. Tudor et al., 2012). En effet, l’IgG 2F5 lie avec une forte affinité une 

région recouvrant le MPER de 35 aminoacides sur la gp41 (650-685), appelé le peptide P1. Cette 

région est très conservée parmi les isolats du VIH-1 et est constituée de trois régions (Coutant et 

al., 2008) : (i) les résidus 650-661, qui forment une hélice chargée; (ii) les résidus 662-667, ELDKWA, 

épitope reconnu par les Abs qui neutralisent l'entrée du VIH-1 dans les cellules épithéliales et les 

cellules mononucléées CD4+; et (iii) les résidus 668-685, une séquence hydrophobe riche en 

tryptophanes qui stabilise la structure du site de liaison du galactose (Alfsen and Bomsel, 2002). 

Cette séquence permet au virus de se lier au GalCer, le récepteur du VIH-1 sur les cellules 

épithéliales et les cellules dendritiques (Alfsen and Bomsel, 2002; Magerus-Chatinet and Bomsel, 
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2004). Ces travaux ont également montré que le 2F5 bloque le transfert de l’infection des LC aux 

TCD4 autologues (D. Tudor et al., 2012). 

L’épitope de l’IgG 4E10, 669LWNWFDIT676, est situé en C-terminale de l’épitope canonique 

de l’IgG 2F5 (Haynes et al., 2023; Mascola and Haynes, 2013; Pancera et al., 2017).  

Ces deux bNAbs 2F5-IgG et 4E10-IgG pourraient aussi reconnaître des protéines du soi et 

certains lipides intracellulaires comme la cardiolipine. De plus les chaines latérales des acides 

aminés hydrophobes (Leu, Phe, Val, and Ile) localisés au somment de la boucle CDRH3 de l’Ab 

pourraient s’insérer dans la membrane du virus. Cette liaison pourrait être nécessaire au processus 

de neutralisation a priori séquentiel, commençant par la liaison de l’Ab à la membrane puis au 

MPER du virus en formation 6-helix bundle bloquant ainsi le processus de fusion (Mascola and 

Haynes, 2013; Pancera et al., 2017). 

Dans la seconde génération de bNAbs identifiés, 10E8-IgG est le seul qui soit dirigé contre 

gp41. Il reconnaît 664DKWASLWNWFDITNWLWYIK683, un épitope localisé un peu plus en position C-

terminale que celui de 4E10-IgG. 10E8-IgG ne semble pas être auto-réactif mais pourrait se lier aux 

membranes cellulaire ou virale, son CDRH3 contenant aussi un acide aminé hydrophobe, un W, au 

sommet de sa boucle. Cette interaction pourrait contribuer, comme pour 2F5-IgG, au processus de 

neutralisation (Mascola and Haynes, 2013; Pancera et al., 2017; Rantalainen et al., 2020). Cette 

liaison impliquant des acides aminés hydrophobes non spécifiques de l’antigène viral a été 

exploitée rationnellement pour augmenter la capacité neutralisante de ces Abs en greffant des 

composants synthétiques hydrophobes sur l’Aben dehors de la région de liaison spécifique à 

l’antigène (Rujas et al., 2020). Plus récemment en 2019, l’IgG LN01 a été identifié et apparaît 

comme un des plus puissants bNAbs spécifique de la gp41. Son auto-réactivité est moindre que 

tous les autres bNAbs dirigés contre MPER (Pinto et al., 2019). L’épitope de LN01-IgG engage à la 

fois MPER et la TM, qui forment ensemble une hélice continue dans le complexe avec LN01-IgG. 

L'orientation inclinée de la TM permet à LN01-IgG d'interagir simultanément avec le composant 

peptidique de l'épitope MPER et la membrane par l'intermédiaire de deux sites de liaison lipidique 

spécifiques du paratope de l'Abs.  
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(3) Le peptide de fusion 

L’Ab VCR34.01-IgG, récemment identifié chez un patient chroniquement infecté, cible le 

peptide de fusion et bloque l'entrée du virus en inhibant les changements de conformation des 

sous-unités gp120 et gp41 de l'enveloppe virale nécessaires à l'entrée (Haynes et al., 2023, 2023; 

Mascola and Haynes, 2013; Pancera et al., 2017). Cet IgG est le plus puissant des Abs de la famille 

VRC34.01 bien qu’il présente un faible nombre de mutations somatiques (Haynes et al., 2023; 

Mascola and Haynes, 2013; Pancera et al., 2017). 

d) Applications thérapeutiques  

(1) Les anticorps neutralisants en thérapie 

Les propriétés cross-clade des Abs neutralisants ont permis de les utiliser comme Ab 

thérapeutiques chez les patients infectés par le VIH. Ce traitement permet un relai thérapeutique 

à la cART d’une durée pouvant aller jusqu’à 18 mois et pourrait également être utilisé en 

combinaison avec la stratégie shock and kill (Figure 17) (Gruell and Klein, 2018; Gruell and 

Schommers, 2022; Halper-Stromberg et al., 2014). Cependant, bien que le traitement soit très 

efficace temporairement, des virus résistants émergent suite à l’apparition de mutations 

d’échappement aux bNAbs. Cette stratégie d’utilisation de bNAbs à fort potentiel de neutralisation 

in vitro, ne pourra donc pas conduire seule à l’élimination de l’intégralité des réservoirs viraux. 

Figure 17 : Les bNAbs seuls ni les agents de réversion de la latence seuls ne suffisent pas à diminuer le rebond chez les patients 
infectés. La charge virale est diminuée le temps d’activité du bNAb mais des virus mutants émergent et sont responsables du rebond 
viral. La combinaison d’un traitement bNAb et de la stratégie shock and kill n’est pas plus efficace pour réduire le rebond viral mais 
il faudrait un traitement bNAbs combiné à une série de traitement Shock and Kill afin de réduire le rebond viral post-traitement. Issu 
de Halper-Stromberg, 2014, Cell. 
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Pour empêcher l’apparition de mutations d’échappement, les approches actuelles évaluent 

des Abs multispécifiques construit par génie génétique (Ho et al., 2018; Kong et al., 2014; Kwon et 

al., 2016; Wagh et al., 2018; Wu et al., 2018; Xu et al., 2017). En combinant les régions variables de 

différents bNAbs en un seul Ab, le bNAb résultant peut cibler plusieurs domaines de l’enveloppe 

impliqués dans la fusion et maximiser son activité antivirale. C’est notamment le cas d’un bNAb 

trispécifique ciblant gp41 (10E8v4), l’apex de trimères de gp120 (PGDM1400) et CD4bs (Xu et al., 

2017), pour lequel les essais précliniques montrent une diminution de l’échappement viral. 

D’autres constructions peuvent cibler directement à la fois l’enveloppe et un récepteur cellulaire 

de l’enveloppe, comme par exemple CD4, ciblé par l’ibalizumab (Gruell and Schommers, 2022). 

(2) Induction par la vaccination 

Même si le spectre d’activité des bNAbs est important, il est nécessaire de comprendre 

comment ils sont générés in vivo pour pouvoir en tirer avantage dans le cadre de stratégies 

vaccinales (Gruell and Schommers, 2022; Haynes et al., 2023; Liu et al., 2018; Mascola and Haynes, 

2013). En effet, l’induction de bNAbs chez des individus à risque pourrait les protéger contre 

l’infection. Cependant, et comme présenté dans le Tableau 2, aucun essai vaccinal humain n’a 

permis à ce jour d’induire une immunité stérilisante, même si des Abs neutralisants ont été induits. 

La première génération de vaccins testés en essais cliniques pour induire des Abs neutralisants 

avait utilisé comme antigène la sous-unité gp120 de l’enveloppe virale. Devant le manque de 

protection résultant de cette stratégie, des essais plus récents ont ensuite voulu coordonner 

l’induction d’une réponse TCD8 et la production d’Abs non-neutralisants (Haynes et al., 2023).  

Sur les neuf essais cliniques évaluant l'efficacité de vaccins contre le VIH-1 réalisés à ce jour, 

l’essai RV144 est le seul essai qui ait montré une efficacité, bien que faible (31.2%) (Rerks-Ngarm 

et al., 2009). Cet essai a montré que des niveaux élevés d'Abs se liant à V2 du VIH-1 et de faibles 

niveaux d'IgA sériques spécifiques de la protéine d'enveloppe corrélaient avec une réduction de la 

transmission. Chez les individus protégés dans l’essais RV144, on observe une corrélation entre 

protection et l’induction d’IgG1 et IgG3 spécifiques de gp120. Ces IgG sont faiblement neutralisant 

mais capables d’induire des fonctions effectrices dépendantes du Fc comme la lyse des cellules 

infectées par cytotoxicité cellulaire dépendante des Abs (Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity 

ou ADCC) (Haynes et al., 2012; Yates et al., 2014). Chez ces individus, la présences d’IgA anti-VIH 
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circulantes a été associé à une augmentation du risque par diminution de la capacité de liaison des 

IgG1 et IgG3 au virus et donc affectant le pouvoir neutralisant de ces IgG (Haynes et al., 2012; 

Tomaras et al., 2013), mais l’activité directe d’ADCC de ces IgA n’a pas été recherchée.  

Tableau 2 : Présentation des essais vaccinaux humains contre le VIH-1. Différents essais vaccinaux ont eu lieu 
mais seul le RV144 a permis d’atteindre plus de 30% de protection à 42mois. Adapté de Haynes, 2023, Nature 
Reviews Immunology. 

Essai Dates Vaccin Zone 
géographique 

Protection 

Vax004 1999-2000 gp120 bivalent clade B avec alum Europe, USA Non 

Vax003 1999-2000 gp120 bivalent CRF_01AE/B avec alum Thaïlande Non 

HVTN 502 2004-2009 Adenovirus5 exprimant gag/pol/nef clade B USA Non, augmentation 
infection 

HVTN 503 2006-2015 Adenovirus5 gag/pol/nef clade B Afrique du Sud Non, augmentation 
infection chez 
l’Homme 

RV144 2005-2009 ALVAC gag/pol/nef bivalent CRF_01AE/B gp120 
avec alum 

Thaïlande 31,2% à 42 mois 
60% à 12 mois 

HVTN 505 2009-2017 ADN clade B gag/pol/nef avec ADN Env clades 
A, B, C, avec Adenovirus5 exprimant 
l’enveloppe des clades A, B, C 

USA Non 

HVTN 703/ 
HPTN 081 

2016-2021 Protection par infusion de bNAb VRC01 i.v Afrique Sub-
Saharienne 

Non, à l’exception 
des souches 
sensibles 

HVTN 704/ 
HPTN 085 

2016-2020 Protection par infusion de bNAb VRC01 i.v Amériques, 
Suisse 

Non, à l’exception 
des souches 
sensibles 

HVTN 702 
Uhambo 

2016-2021 ALVAC-C gag/pol/Env, gp120 bivalentes en 
MF59 

Afrique du Sud Non 

HVTN 705 
Imbokodo 

2017-2021 Adénovirus26, gènes mosaïques pour les 
cellules T tétravalent, boost gp140 clade C 

Afrique Sub-
Saharienne 

Non 

HVTN 706 
Mosaico 

2019-2024 
(estimé) 

Adénovirus26, gènes mosaïques pour les 
cellules T tétravalent, boost gp140 clade C et 
gp140 mosaïque pour LB 

USA, Espagne, 
Amérique 
centrale et du 
Sud 

En cours 

 

L’ensemble de ces résultats ont guidé la conception des essais cliniques ultérieurs, lesquels 

ont malheureusement tous échoués à ce jour. Il est clair que l’induction de bNAbs est un défi pour 

mettre en place une stratégie vaccinale efficace en raison des caractéristiques inhabituelles de ces 

Abs corrélées avec leur capacité de neutralisation in vitro (niveau élevée des mutations somatiques 

y compris dans la région FR, longue boucle CDRH3). 
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Cependant plusieurs remarques sont à formuler sur les approches actuelles : 

• Au vu de l’absence de corrélation entre bNAbs et protection dans les essais cliniques, on peut 

se demander si la génération de bNAbs par vaccination est un réel critère de protection et s’il 

ne faudrait pas aussi envisager d’évaluer d’autres fonctions des Abs comme corrélats de 

protection, notamment celles médiées par les Fc (Cottignies-Calamarte et al., 2023b; Haynes 

et al., 2023; Vrignaud et al., 2023). 

• Aucune des stratégies testées jusqu'à maintenant n’envisage d’approche vaccinale muqueuse, 

bien que les muqueuses soient le site d’entrée principal du VIH-1. Toutes les stratégies actuelles 

visent une immunisation systémique, même si les vecteurs vaccinaux varient. Le principal 

paramètre mesuré pour évaluer l’efficacité de vaccination est l’induction de bNAbs IgG, 

circulants. Cependant, la réponse IgA devrait aussi être mesurée mais cette stratégie souffre 

des obstacles évoqués plus tôt. L'avantage des Abs muqueux contribuant à l’induction de 

mécanismes de protection est conforté par des études sur des individus hautement exposés au 

VIH-1 mais qui restent séronégatifs (ESN). Chez ces individus, la présence d'IgA spécifiques de 

la gp41 dans les sécrétions génitales est un corrélat de protection majeur. De plus, ces IgA sont 

neutralisants vis-à-vis du VIH-1 et bloquent la transcytose du virus (Tudor et al., 2009). Leurs 

épitopes, utilisés comme antigènes vaccinaux, ont permis d’élaborer un vaccin. Après 

vaccination muqueuse, ce vaccin a permis d’induire une immunité stérilisante contre des 

épreuves virales infectieuses génitales dans un modèle de primate non humain (Non-Human 

Primate ou NHP) (Bomsel et al., 2011). 

• La majeure partie des approches ciblent gp120, protéine qui est remarquablement variable 

relativement à tous les aspects évoqués plus tôt, alors que gp41 est très conservée : gp41 

semble donc une cible vaccinale efficace (Bomsel et al., 2011; Lakhashe et al., 2022). Le ciblage 

de gp41 est à l’image de la faculté de neutralisation de 10E8-IgG (Haynes et al., 2023). Les 

applications en cliniques de cet IgG montre l’adéquation de cette approche (Gruell and 

Schommers, 2022). 

C’est dans ce contexte que le laboratoire a démontré que chez des NHP, la vaccination 

muqueuse (primo vaccination intra musculaire, rappel intra nasal) permet l’induction d’une 

réponse IgA et IgG muqueuse associée à la protection de l’ensemble des macaques contre de 
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multiples infections répétées au niveau vaginal (Bomsel et al., 2011). Les IgA muqueux induits par 

cette vaccination bloquent la transcytose du virus et les IgG muqueux induisent l’ADCC des cellules 

infectées. Les IgG muqueux et sériques anti-gp41 ont aussi une fonction neutralisante mais limitée 

(Bomsel et al., 2011). Cet essais a été répété par le groupe du Pr Ruprecht avec un résultat similaire 

de protection et établissant la coopération des IgA muqueux et IgG systémiques induits par la 

vaccination dans la protection des animaux (Lakhashe et al., 2022). Ce type de stratégie vaccinale 

muqueuse ciblant gp41 pose un jalon dans l’élaboration d’une vaccination efficace contre le VIH-

1. Il sera probablement nécessaire de combiner la neutralisation et les fonctions effectrices des 

Abs pour protéger les individus. 

Les IgA sécrétoires peuvent aussi être eux-mêmes un vecteur de vaccination par voie orale 

ou nasale afin d’atteindre les compartiments génitaux et digestifs (Lycke, 2012). Ainsi, l’équipe du 

Pr Paul a pu montrer la faisabilité de l’approche dans un modèle murin dans lequel les DC 

muqueuses permettent l’induction d’Abs systémiques et muqueux (Rochereau et al., 2016, 2015).  

Il semblerait de manière générale que la protection des individus ne puisse être obtenue 

en induisant seulement une réponse IgG ou IgA. En effet, même si chez certaines populations 

protégées naturellement contre l’infection, les ESN, la protection dépend majoritairement d’IgA 

anti-gp41 muqueux. De plus, les épreuves simiennes indiquent qu’une coopération entre les 

isotypes et les compartiments muqueux et sanguins soit nécessaire pour permettre une protection 

des animaux (Astronomo et al., 2016; Bomsel et al., 2011; Gong et al., 2021; Lakhashe et al., 2022; 

Sholukh et al., 2015; Watkins et al., 2011). 

Cependant, si la neutralisation de l’infection ou l’inhibition de la transcytose sont 

éminemment importante dans la protection des individus, il est de plus en plus clair que ce n’est 

pas le seul mécanisme de défense dépendant des Abs. 

e) Dichotomie bNAbs et anticorps non-neutralisants 

Si les bNAbs sont particulièrement difficiles à induire par la vaccination, des Abs non-

neutralisants (Non-Neutralizing Abs ou NNAbs) ont aussi été identifiés. Tout comme les bNAbs ces 

NNAbs peuvent induire des fonctions effectrices dirigées contre le VIH-1 (Mayr et al., 2017). Ces 

Abs ne sont pas dirigés contre des sites de l’enveloppe empêchant l’entrée du virus et/ou leur 
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affinité pour leur cible viral est trop faible pour leur permettre d’avoir une activité de neutralisation 

mesurable (Holl et al., 2006). Ces NNAbs ont pourtant une activité antivirale a médiation cellulaire 

comme l’ADCC ou la phagocytose dépendante des Abs (Antibody-Dependent Cellular Phagocytosis 

ou ADCP). L’induction des fonctions effectrices reste absolument conditionnée par la faculté des 

Abs à lier l’enveloppe, ce qui peut expliquer les différences qui peuvent être observée dans 

l’induction des fonctions effectrices entre les NNAbs et bNAbs (Bruel et al., 2017). Cependant, 

l’infusion de NNAbs chez des NHP ne permet qu’une protection faible, associée à une diminution 

de la quantité de virus T/F à l’origine de l’infection des animaux (Santra et al., 2015). Enfin, 

l’induction des fonctions effectrices par ces NNAbs est au moins partiellement responsable de la 

protection induite au cours de l’essai RV144 (Haynes et al., 2023; Rerks-Ngarm et al., 2009). 

4. Engagement des fonctions effectrices 

Les fonctions effectrices résultent de la liaison du Fc d’un Ab en Complexe Immun (Immune 

Complexe ou IC) au Fc-récepteur (FcR) correspondant sur une cellule de l’immunité innée, dite 

effectrice. Les FcR sont spécifiques de chaque isotype et ainsi les FcR, liant le Fc des IgG, n’ont 

pas la capacité de lier les IgA, qui lient spécifiquement le FcαRI (Cottignies-Calamarte et al., 2023b). 

Les conséquences fonctionnelles en aval de cette liaison sont dépendantes de la nature de 

l’Abmais aussi de la cellule effectrice (Ben Mkaddem et al., 2019; Breedveld and van Egmond, 2019; 

Cottignies-Calamarte et al., 2023b; Tay et al., 2019). Les fonctions effectrices permettraient à priori 

de parfaire l’immunité anti-VIH, en complément de la neutralisation que le paratope des Abs 

apporte (Haynes et al., 2012; Parsons et al., 2018; Tay et al., 2019). 

a) Liaison anticorps-FcR en fonction des isotypes 

Le domaine Fc des Abs peut adopter deux états conformationnels dominants, à savoir une 

forme en "U" ouverte et détendue ou une forme en "V" fermée et compacte, principalement 

régulée par la N-glycosylation. Chaque conformation de Fc engage une classe distincte de FcRs, à 

savoir les FcRs de type I et de type II, et active à son tour diverses fonctions effectrices. La forme 

en "U" ouverte se lie préférentiellement au FcR de type I tandis que la forme en "V" fermée se lie 

préférentiellement au FcR de type II (Ben Mkaddem et al., 2019; Cottignies-Calamarte et al., 2023b; 

Pincetic et al., 2014; Vidarsson et al., 2014a). Il existe également d'autres FcRs pour les IgG, tels 

que TRIM21 et le FcRn, pour lesquels aucune conformation préférentielle du Fc n'est requise pour 
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l'engagement (Ben Mkaddem et al., 2019; Cottignies-Calamarte et al., 2023b; Foss et al., 2015; 

Pyzik et al., 2019). En revanche, le rôle de la conformation du Fc dans la liaison des FcR par les IgA 

a été moins décrit (Bonner et al., 2008; Breedveld and van Egmond, 2019; Correa et al., 2013; Herr 

et al., 2003; Kerr, 1990) bien que le FcαRI/CD89, le principal FcR des IgA, apparaisse comme un FcR 

de type I.  

Figure 18 : Présentation des FcR aux IgG et aux IgA. Les FcR sont des récepteurs aux Fc et présentent une spécificité 

d’isotype. Les FcR, liant les IgG et le FcαRI/CD89 liant les IgA. Ces FcR peuvent être alternativement activateurs ou inhibiteurs, en 
fonction de la présence (respectivement) d’un domaine ITAM ou ITIM dans la partie cytosolique du FcR ou par son association avec 

la chaîne FcRg (FRI/CD64, FcRIIIa/CD16a et FcαRI/CD89). Les FcR présentent différentes affinités pour leur ligand. Adapté de 
Cottignies-Calamarte, 2023, Frontiers in Immunology. 

Les IgG peuvent se lier à six différents FcRs de type I spécifiques des IgG, à savoir 

FcRI/CD64, FcRII/CD32a, b et c, et FcRIII/CD16a et b (Figure 18). Ces FcRs de type I sont soit pro-

inflammatoires comme FcRI/CD64, FcRIIa/CD32a, FcRIIc/CD32c, FcRIIIa/CD16a et 

FcRIIIb/CD16b, soit anti-inflammatoires comme FcRIIb/CD32b (Ben Mkaddem et al., 2019; 

Cottignies-Calamarte et al., 2023b). L'équilibre entre les propriétés inflammatoires et anti-

inflammatoires repose sur la signalisation cellulaire induite, et la libération ultérieure d'un 

ensemble spécifiques de cytokines, comme nous le verrons plus loin. L'IgG interagit avec les FcR de 

type I via la partie supérieure du domaine CH2 de l'Ab situé à proximité de la région charnière. 

Cette interaction active les FcR qui transduisent des signaux en aval par le biais d'un motif 

Immunorécepteur basé sur les Motifs Tyrosines Activateur, ou Inhibiteurs (Immunorecepteur 

Tyrosine Activator/Inhibitor Motif ou ITAM et ITIM, respectivement) (Cottignies-Calamarte et al., 

2023b; Getahun and Cambier, 2015). L'ITAM est contenu soit dans le domaine cytoplasmique du 

récepteur (FcRIIa/CD32a et FcRIIc/CD32c), soit dans FcR, la chaîne adaptatrice commune des 

FcR (FcRI/CD64 et FcRIIIa/CD16a). Ceci entraîne une cascade de signaux d'activation que nous 

détaillerons plus loin. L'activation de l'ITAM engage une voie de signalisation pro-inflammatoire 
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dans les cellules effectrices tandis que le domaine ITIM active une cascade de signalisation anti-

inflammatoire en aval. Le FcRIIb/CD32b est le seul FcR inhibiteur qui porte le motif ITIM dans son 

domaine cytoplasmique (Figure 18), contrôlant ainsi de nombreux aspects de la réponse 

inflammatoire. Parmi les isotypes d'IgG, l'IgG3 présente la plus grande affinité pour le FcRI/CD64, 

suivie de l'IgG1 et de l'IgG4, tandis que l'IgG2 est incapable de se lier au FcRI/CD64 (Cottignies-

Calamarte et al., 2023b; de Taeye et al., 2019). 

Les IgA lient deux FcRs de type I différents : FcαRI/CD89 et Fcε/µRI. Leur liaison à 

FcαRI/CD89 par l'intermédiaire de leurs domaines CH2 et CH3 et, comme FcRI/CD64, FcαRI/CD89 

s'associe à la chaîne adaptatrice FcR pour induire la signalisation en aval (Figure 18, Breedveld and 

van Egmond, 2019, Cottignies-Calamarte 2023). L'affinité du FcαRI/CD89 pour l'IgA varie en 

fonction de sa capacité à former un IC avec l'antigène, libre ou à la surface de cellules ou de 

microbes opsonisés. L'affinité du FcαRI/CD89 pour l'IgA est faible lorsque l'IgA est libre d'antigène 

mais augmente lorsque l'IgA est en IC. Comme nous le verrons plus loin, FcαRI/CD89 peut propager, 

par le même ITAM de FcR, des voies de signalisation activatrices mais aussi inhibitrices, appelées 

ITAM inhibitrices (ITAMi) si l’IgA liée n’est pas en IC. Les IgA monomériques et dimériques engagent 

FcαRI/CD89 dans un rapport moléculaire IgA/récepteur de 1:2. Ce rapport est naturellement 

doublé pour les dIgA (1 dIgA peut lier 4 FcαRI/CD89), mais l'engagement des IgA sécrétoires est 

limité par la présence du SC qui masque partiellement le domaine d'interaction FcαRI/CD89 

(Cottignies-Calamarte et al., 2023b). Le Fcα/µRI est beaucoup moins bien décrit que le FcαRI/CD89. 

Il est exprimé par les cellules B de la zone marginale, les DC folliculaires et les cellules 

amygdaliennes avec des rôles fonctionnels non détaillés ici (Kikuno et al., 2007), mais pas par les 

lymphocytes circulants. 

Un paramètre supplémentaire qui affecte les fonctions médiées par les Fc est l'état 

d'oligomérisation des Abs. Par rapport à l'IgG qui est exclusivement exprimée sous forme d'Ab 

monomérique, les IgA sont principalement monomériques dans le sérum et polymériques 

(essentiellement dimérique) dans les tissus muqueux. Cette multimérisation, ainsi que 

l’encombrement stérique qu’elle apporte pourraient contribuer à réguler la liaison de l’Ab aux FcR 

(Breedveld and van Egmond, 2019; Cottignies-Calamarte et al., 2023b). 
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Les FcRs de type II sont des lectines de type C, comme DC-SIGN ou Dectin-1, qui lient les 

hydrates de carbone sur les biomolécules, comme les Abs. Contrairement aux FcRs de type I, ces 

lectines interagissent préférentiellement avec la conformation fermée en "V" des domaines Fc des 

IgG mais aussi des IgA. La liaison des Ab à ces lectines déclenche des réponses anti-inflammatoires 

(Baumann et al., 2010; Yu et al., 2013), bien que ces résultats restent débattus (Figdor et al., 2002; 

Kara et al., 2020; Rochereau et al., 2016, 2015; Temming et al., 2019). 

b) Le spectre d’expression des FcR dans l’organisme 

Comme résumé dans le Tableau 3, les FcRs sont principalement exprimés sur les cellules 

immunitaires innées qui sont donc considérées comme les principales cellules effectrices. 

L'expression des FcR sur les cellules immunitaires à travers le corps humain est bien décrite. Mais 

l'expression comparative des FcαR et des FcR entre les cellules sanguines et les tissus muqueux 

fait défaut (Bournazos et al., 2017; Cheeseman et al., 2016; Cottignies-Calamarte et al., 2023b; Tay 

et al., 2019). L'expression des FcR varie qualitativement et quantitativement entre les sous-

ensembles de DC sanguins, mais aussi entre les DC circulantes et des tissus des différentes 

muqueuses (Lundberg et al., 2016). Les DC des muqueuses génitales et rectales expriment 

FcRII/CD32, un faible niveau de FcαRI/CD89 et FcRI/CD64 et sont dépourvues de FcRIII/CD16. 

Les DC sanguines ont un schéma d'expression des FcR similaire à celui des DC des tissus, bien que 

le niveau de FcRII/CD32 (a, b et c) soit plus élevé et celui de FcRIII/CD16 juste détectable dans les 

DCs du sang (Cheeseman et al., 2016). Les cellules NK sanguines et muqueuses expriment 

uniquement le FcRIII/CD16 mais pas le FcαRI/CD89 chez l'homme et à faible fréquence dans les 

voies génitales féminines, en corrélation avec un polymorphisme sexuel (Cheeseman et al., 2016).  

Tous les FcRs des IgA et IgG sont exprimés par les macrophages muqueux dans les tissus 

génitaux et rectaux alors que dans le tractus gastro-intestinal, les macrophages sont presque 

dépourvus de FcRs et n'expriment qu'un très faible niveau de FcRI/CD64 et FcRII/CD32. En 

revanche, les monocytes sanguins expriment tous les FcRs à un niveau élevé (Cheeseman et al., 

2016; Cottignies-Calamarte et al., 2023b; Shen et al., 2009; Tay et al., 2019). Aucune comparaison 

de l'expression des FcR entre les neutrophiles sanguins et muqueux n'a été rapportée, bien que les 

neutrophiles du col de l'utérus et du côlon expriment FcRIII/CD16 et FcαRI/CD89 de manière 
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similaire (Sips et al., 2016). De plus, nous avons constaté que les neutrophiles sanguins expriment 

uniquement FcRII/CD32 et FcαRI/CD89 (Duchemin et al., 2018a). 

Tableau 3 : Spectre d’expression des FcR dans les cellules circulantes et muqueuses. On peut observer que les 
cellules n’expriment pas toutes les mêmes FcR et que les cellules des muqueuses conservent une expression proche 
de celle des cellules circulantes. Adapté de Cottignies-Calamarte, 2023, Frontiers in Immnunology. 
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c) Signalisation induite par la liaison Fc-FcR dans les cellules myéloïdes 

(1) Les récepteurs de type I 

Les récepteurs de type I à haute affinité, FcRI/CD64 et FcαRI/CD89, utilisent tous deux la 

même machinerie intracellulaire via les motifs de signalisation ITAM qui se trouvent dans la queue 

cytoplasmique de la chaîne FcR, mais avec une stœchiométrie différente de liaison entre les IgA 

et les IgG. Ainsi, alors que le Fc se lie au FcRI/CD64 dans un rapport molaire 1:1, deux molécules 

de FcαRI/CD89 se lient à chaque Fcα, ce qui entraîne le recrutement de deux molécules de FcR 

par IgA (Breedveld and van Egmond, 2019; Cottignies-Calamarte et al., 2023b). Par conséquent, 

pour une quantité égale d'Ab, la cascade de signalisation induite par une IgA-IC via FcαRI/CD89 

dépassera celle induite par une IgG-IC via FcRI/CD64 (Brandsma et al., 2019). Il est intéressant de 

noter que les IgA monomèriques et dimèriques présentent des affinités comparables pour 

FcαRI/CD89, ce qui suggère que FcαRI/CD89 se lie aux deux formes d'IgA dans une stœchiométrie 

2:1 similaire (Cottignies-Calamarte et al., 2023b; Herr et al., 2003; Oortwijn et al., 2006).  

De façon similaire aux interactions FcRI/CD64-IgG, les récepteurs d'IgG de moyenne et 

faible affinité FcRII/CD32 et FcRIII/CD16 se lient à la région Fc dans un rapport molaire de 1:1 

(Cottignies-Calamarte et al., 2023b; de Taeye et al., 2019). Ces interactions Ab:FcR entraînent trois 

types de cascades de signalisation intracellulaire illustrées en Figure 19: 

• Les deux premiers types sont déclenchés uniquement par les Abs en IC avec l'antigène libre ou 

lorsqu'ils recouvrent la surface de cellules ou de microbes opsonisés. Ces complexes peuvent 

activer les récepteurs qui vont à leur tour amorcer l'activation cellulaire. Lors de l'activation 

induite par l'IgG-IC, la tyrosine kinase Src Fyn phosphoryle sur plusieurs sites soit l'ITAM du FcR, 

c'est-à-dire le FcRIIa/CD32a, soit la chaîne adaptatrice intracellulaire FcR associée au 

FcRI/CD64 (Figure 19a). Lors de l'activation induite par l'IgA-IC, la tyrosine kinase Src Fyn 

phosphoryle la chaîne FcR adaptatrice intracellulaire associée au FcαRI/CD89 (Figure 19b). 

Dans les deux cas, cette phosphorylation permet le recrutement des protéines SH2-

adaptatrices Syk qui activent à leur tour les PI3K et PLC. Cela déclenche finalement la voie ERK 

conduisant à une augmentation de la concentration cytoplasmique en Ca2+. Cette activation va 

aussi pouvoir activer la translocation de facteurs de transcription tels qu’AP1, NFAT ou NFkB. 

Cela induit la production de cytokines inflammatoires comme l’IL-6, le TNFα, l’interféron (IFN) 
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 ou encore l’IL-10, et favorise la survie des cellules. Ensemble, ces acteurs sont responsables 

de l'activation cellulaire, de la phagocytose, de la formation d’espèces réactives de l’oxygène 

(Reactive Oxygen Species ou ROS) et de NET (discutés plus tards), de la libération de cytokines 

et de la présentation d'antigènes (Cottignies-Calamarte et al., 2023b; Getahun and Cambier, 

2015; Roghanian et al., 2018). 

• En revanche, le dernier type est déclenché lorsque l'IgG forme un IC et engage le 

FcRIIb/CD32b. Il est aussi déclenché lorsque l'IgA est dépourvue d'antigène, ce qui conduit à 

une inhibition qui contribue à l'homéostasie immunitaire (Figure 19c). L'IgG-IC se lie au 

FcRIIb/CD32b contenant des ITIM qui deviennent monophosphorylés. Par ailleurs, l'IgA sans 

antigène se lie au FcαRI/CD89. Cela déclenche une phosphorylation sous-optimale de 

l'adaptateur intracellulaire FcR contenant l'ITAM, que l'on appelle alors ITAM inhibiteur ou 

ITAMi. À leur tour, l'ITIM et la monophosphorylation de l'ITAMi recrutent des SH2-

phosphatases qui contrecarrent l'activité de Syk (Roghanian et al., 2018). Ainsi, l’activation des 

ITIM et des ITAMi contrebalancent celle de la signalisation d'ITAM dans les mêmes cellules 

(Cottignies-Calamarte et al., 2023b; Getahun and Cambier, 2015; Roghanian et al., 2018). 

Cependant, il a été montré qu’une stimulation suboptimale de FcRIIa/CD32a par un Fab anti-

FcRIIa/CD32a déclenche également une signalisation ITAMi chez la souris (Ben Mkaddem et 

al., 2019; Bournazos et al., 2017; Cottignies-Calamarte et al., 2023b; Davis, 2007; Getahun and 

Cambier, 2015). Cependant, aucune phosphorylation suboptimale d'ITAM (à savoir la 

signalisation ITAMi) n'a été rapportée lors de l'engagement d'IgG non complexées avec 

FcRI/CD64 et FcRIIIb/CD16b, ces derniers étant associé à la chaîne FcR adaptatrice portant 

un ITAM. Cela est probablement dû à fait que l'affinité des IgG sans antigène pour les deux 

récepteurs est trop faible. 

Bien que l'IgA puisse servir de médiateur à la signalisation lorsqu'elle est dépourvue 

d'antigène, l'IgG agit dans le contexte de complexes immuns in vivo. Dans ces conditions, la taille 

de l’IC, ainsi que la nature isotypique et le degré de glycosylation contribuent à la force de 

l'engagement du FcR et aux fonctions effectrices en aval (Cottignies-Calamarte et al., 2023b).  

Au niveau cellulaire, la cellule effectrice exprime généralement de multiples FcR qui 

peuvent être chacun engagés par les multiples domaines des Fc compris dans un IC. Par 
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conséquent, les signaux d'activation (ITAM) et d'inhibition (ITIM et ITAMi) peuvent être déclenchés 

simultanément sur les cellules effectrices. La fonction effectrice nette qui en résulte dépendra de 

l'équilibre entre l'ampleur de la signalisation FcRs anti-inflammatoire et pro-inflammatoire induite. 

Figure 19: Voies de signalisation des FcR. L'engagement des FcR peut-être activateur comme par les IgG en IC liant CD64/FcRI ou 

CD32a/FcRIIa (a) ou d'IgA en IC liant CD89/FcαRI (b) induisant l’auto-phosphorylation des ITAM correspondants. La phosphorylation 

des ITAM induit le recrutement des kinases Syk, permettant l’activation de la voie PI3K et PLC, augmentant la conversion du PIP3 

en DAG et IP3, activant la voie des MAPK et l’augmentation du Ca2+ intracellulaire. (c) La liaison d’un IgG-IC au FcRIIb/CD32b ou 
d’IgA non lié à l’antigène au FcαRI/CD89, induit une signalisation anti-inflammatoire par recrutement des Syk qui agissent à l’inverse 

des PI3K et PLC. Adapté de Cottignies-Calamarte 2023 Frontiers in Immunology. PI3K : Phosphoinositide 3-kinase ; PLC : 

PhosphoLipase C  ; PIP3 : Phosphadityl Inositol 3,4,6-triPhosphate ; IP3 : Inositol 3 Phosphate ; DAG : DiAcyl Glycérol ; MAPK : 
Mitogen Activated Protein Kinase. Adapté de Cottignies-Calamarte, 2023, Frontiers in Immunology. 

(2) Les FcR non-canoniques  

Trois FcRs non-canoniques ont été décrits. Le premier, TRIM21, pourrait agir comme un FcR 

cytoplasmique intracellulaire pour les IgG et les IgA (monomérique ou dimérique) (Bidgood et al., 

2014; Caddy et al., 2020; James et al., 2007). En se liant aux Ab, TRIM21 déclenche la dégradation 

intracellulaire des IC virus-Ab grâce à l'activité Ub-ligase de TRIM21. Ce mécanisme est 
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indépendant de l'activité neutralisante de l’Ab, même s'il est dénommé Antibody-Dependent 

Intracellular Neutralization (ADIN). En effet, ADIN fait référence à la neutralisation du virus due à 

sa dégradation plutôt qu'à la capacité de l'Ab à bloquer directement l'entrée du virus et l'infection 

des cellules cibles (Bidgood et al., 2014; Caddy et al., 2020; James et al., 2007). En outre, TRIM21 

facilite les fonctions antivirales par la dégradation protéasomale et l'exposition du génome viral 

aux capteurs cellulaires (Figure 20) (Bidgood et al., 2014; Foss et al., 2019; Ng et al., 2019). 

Cependant, aucune évidence d’un tel mécanisme pour les Abs anti-VIH-1 n’a été mis en avant. 

Figure 20 : Schéma des activités antivirales induites par la liaison d'IC à TRIM21. Le complexe virus-Ab est relargé dans 
le cytosol après endocytose ou phagocytose et permet l’adressage du complexe immun au protéasome pour être dégradé en peptides 
antigéniques pour la présentation aux TCD8 et activer la production de chimokines pro-inflammatoires. Issu de Foss, 2019, Frontiers 
in Immunology. 

Le second, FcRn, une molécule non classique du CMH-I, est exprimée de manière 

ubiquitaire. Le FcRn ne se lie à l'IgG qu'à un pH bas qui survient après l'endocytose de l'Ac par divers 

FcRs et sa libération dans un compartiment acide (Figure 15). Le FcRn est responsable du recyclage 

des IgG sans antigène vers la surface cellulaire et de leur libération à pH neutre. Ce recyclage 

empêche les IgG sans antigène de subir une dégradation protéasomique et entraîne le 

prolongement de la demi-vie systémique des IgG. En revanche, le FcRn achemine les IgG-IC vers la 

dégradation. Cela entraîne une présentation croisée dont nous détaillerons le mécanisme plus bas 

(Baker et al., 2014; Pyzik et al., 2019). Par conséquent, la liaison des IgG au FcRn augmente la 

présentation croisée des peptides aux cellules TCD8 spécifiques correspondantes in vitro, 
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établissant un pont entre l'immunité adaptative et innée (Figure 21) (Baker et al., 2014; Liu et al., 

2011). La présentation croisée médiée par le FcRn pourrait être responsable de l’augmentation de 

la protection médiée par les TCD8 spécifiques du VIH chez les NHP prétraités par des bNAbs avant 

infection par le virus de l’immunodéficience recombinant humain-simien (SHIV), comparativement 

aux animaux non traités (Ko et al., 2014). Les bNAbs infusés présentaient la mutation LS qui 

augmente la liaison de l'Ab au FcRn. Le rôle du FcRn dans la présentation croisée a été confirmé 

dans des modèles animaux de cancer (Baker et al., 2014; Liu et al., 2011; Qiao et al., 2008; Zalevsky 

et al., 2010). Cette molécule non-classique du CMH-I mérite d’être étudiée plus en profondeur pour 

développer de nouveaux axes thérapeutiques.  

Figure 21 : Mécanisme de la présentation antigénique médiée par FcRn. L'internalisation d'IC-IgG médiée par les FcR permet 
l'interaction dans les endosomes avec le FcRn pour permettre l'adressage dans des compartiments de chargement des antigènes sur 
le CMH-I afin de présenter les antigènes tumoraux aux TCD8 spécifiques. Adapté de Pyzik, 2019, Frontiers in Immunology. 

Les Ab peuvent également lier les récepteurs FcR-Like (FCRL), une famille de récepteurs 

nommés par homologie avec le FcRI/CD64 canonique (Mechetina et al., 2002). La famille FCRL 

contient actuellement six membres (1-6) préférentiellement exprimés sur les cellules B pour FCRL1 

à 5, bien que FCRL3 soit également exprimé par les Th17 et les Treg, tandis que FCRL6 est 

principalement exprimé par certains sous-ensembles de cellules T et NK (Agarwal et al., 2020; 

Cottignies-Calamarte et al., 2023b; Davis, 2007). La région intracellulaire des FCRL contient soit un 

seul domaine ITAM, comme dans FCRL1, soit un domaine ITAM avec un nombre variable de 

domaines ITIM, à savoir d’un à trois dans les FCRL2 à 6 (Rostamzadeh et al., 2018). Cette 

hétérogénéité dans la configuration ITIM/ITAM est probablement responsable des différences 

fonctionnelles majeures entre les divers FcRL. Néanmoins, la vision la plus couramment acceptée 

est que seul le FCRL1 fonctionne comme un récepteur activateur, les autres agiraient surtout 

comme des régulateurs négatifs. 
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Seuls les FCRL3, FCRL4 et FCRL5 agissent comme des récepteurs aux Abs. En effet, FCRL3 

semble lier les IgA mais uniquement sous forme sécrétoire. Lorsqu'il est artificiellement agrégé à 

la chaleur, il entraîne l'inhibition des fonctions Treg et la promotion d'un phénotype Th17 (Agarwal 

et al., 2020). Ceci suggère que FRCL3 peut agir comme un capteur d’IC dans l'environnement 

muqueux favorisant localement un environnement inflammatoire. Il peut aussi moduler la 

plasticité des cellules T régulatrices pour aider au contrôle de l'invasion par les pathogènes. Cette 

hypothèse doit encore être validée en utilisant des sIgA réticulés par leur antigène spécifique. En 

revanche, FCRL4 exprimé par les cellules B mémoires se lie aux IgA sériques mais pas aux sIgA (Liu 

et al., 2020). Ceci laisse penser qu'il participe à la tolérance muqueuse. FCRL4 se lie également 

faiblement aux IgG3 et IgG4 agrégées par la chaleur (Wilson et al., 2012). Pourtant, d'autres 

expériences avec des IgG natives seules ou dans un IC sont nécessaires pour valider 

fonctionnellement ces interactions. FCRL5 se lie quant à lui à tous les isotypes d'IgG, mais avec des 

affinités différentes (Franco et al., 2013; Wilson et al., 2012). Dans les lignées cellulaires 

transfectées par FCRL5, la reconnaissance des IgG s'accroît avec la déglycosylation des Ab, 

phénomène qui augmente avec la durée de vie des IgG (Franco et al., 2013). Ce résultat doit être 

validés dans les cellules primaires FCRL5+.  

La biologie et les fonctions des FcRLs restent mal comprises. Il a été proposé que les 

expressions de FCRL3, FCRL4 et FCRL5 soient impliquées dans le développement des cellules B dans 

différents sous-ensembles de cellules B (Dement-Brown et al., 2012; King et al., 2021; Liu et al., 

2020). Par exemple, Dement-Brown et collègues ont montré que la réticulation de FCRL5 sur les 

cellules B contrecarre la signalisation du BCR tout en augmentant leur prolifération, une 

caractéristique majeure pour le développement des cellules B (Dement-Brown et al., 2012). 

Comme récemment proposé, les FCRL3-5 pourraient exercer des rôles importants dans la 

protection des muqueuses, en tant que capteurs favorisant l'immunité. Ils pourraient aussi servir 

en tant que marqueurs d'épuisement dans les cas de troubles auto-immuns et d'infections virales 

chroniques (Tolnay, 2022). Dans l'ensemble, le cross-linking des FCRL par des IC entraînant 

l’élimination de la cellule/micro-organisme ciblé(e) par l'Ab ne se produit que dans de rares cas. 
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d) Les fonctions effectrices 

L'intégration au niveau des cellules effectrices de l'engagement des FcR activateurs et 

inhibiteurs après la formation de l'IC entraîne un large spectre de fonctions, notamment la 

cytotoxicité dépendante du complément (CDC) médiée par les Abs, l’ADCC, l’ADCP, la production 

et le relargage de cytokines, la production de ROS, la transcytose ainsi que leur recyclage (Figure 

22) (Breedveld et al., 2021; Cottignies-Calamarte et al., 2023b; de Taeye et al., 2019).  

L’induction des fonctions effectrices chez les individus infectés est corrélée à une charge 

virale moins élevée et une progression moins rapide de la maladie chez les individus infectés par 

le VIH-1 (Ackerman et al., 2011; Ahmad et al., 2001; Dugast et al., 2011; Lyerly et al., 1987). Ces 

fonctions effectrices sont non exclusives de la neutralisation de l’infection et peuvent tout à fait 

corréler (Bruel et al., 2016). Le rôle de ces fonctions effectrices a pu être largement étudiée dans 

des contextes d’individus infectés, de vaccination mais aussi d’immunisation passive (Acharya et 

al., 2014; Ackerman et al., 2016; Barouch et al., 2013; MacLeod et al., 2016; Santra et al., 2015). 

Un des points d’entrée des études sur les fonctions effectrices est peut-être la démonstration de 

la perte de la protection des animaux infusés par les bNAbs s’ils présentent la mutation LALA 

(inhibant la liaison aux FcR) (Bournazos et al., 2014; Hessell et al., 2009, 2007). 

(1) Cytotoxicité dépendante du complément 

La reconnaissance des antigènes par les Abs, soit exprimés à la surface des cellules 

tumorales ou infectées par un virus conduit à leur opsonisation. À son tour, le complément est 

recruté par les Abs à la surface de la cellule, formant un complexe multiprotéique qui perturbe la 

bicouche lipidique de la membrane plasmique et tue la cellule opsonisée (Cottignies-Calamarte et 

al., 2023b; Sarma and Ward, 2011). Les IgG et les IgA sont toutes deux capables de recruter le 

système du complément, mais en utilisant des mécanismes différents, ce qui rend difficile une 

comparaison directe entre les activités dépendantes du complément des deux isotypes (Bindon et 

al., 1988; Cottignies-Calamarte et al., 2023b; Itami et al., 2020). Les deux voies convergent pour 

former le complexe terminal du complément C5b-C9, bien que les mécanismes d'initiation restent 

à décrire. 
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Figure 22 : Vue d'ensemble des fonctions effectrices induites par l'activation des FcR. La réticulation des FcR en surface des cellules 
de l’immunité innée induit un large spectre de fonctions impliquées dans la réponse dirigée contre l’épitope comme la sécrétion de 
cytokines, la production de ROS ou des fonctions agissant directement sur le pathogène en IC comme la NETose, l’ADCC et l’ADCP. 
Adapté de Cottignies-Calamarte, 2023, Frontiers in Immunology. 

(2) Cytotoxicité dépendante des anticorps à médiation cellulaire 

(ADCC) 

L'ADCC est une fonction effectrice qui repose sur l'interaction du Fc avec un FcR à la surface 

de la cellule effectrice, ce qui déclenche la destruction de la cellule cible opsonisée (Figure 22). 

Dans le traitement du cancer, l'ADCC dépendant des NK est l'un des principaux mécanismes 

d’action des Abs thérapeutiques pour éliminer les cellules cancéreuses (Cottignies-Calamarte et 

al., 2023b; Miller and Finn, 2020; Ochoa et al., 2017; Pereira et al., 2018). Il est intéressant de noter 

que l'ADCC induite par les monocytes, les macrophages et les neutrophiles est plus efficace 

lorsqu'elle est déclenchée par des cellules opsonisées par des IgA par rapport aux IgG. Cette 

amélioration de l'ADCC par des cellules opsonisées par des IgA est très probablement due à la 

stœchiométrie de liaison plus élevée du Fcα aux FcαRI/CD89 (Brandsma et al., 2019; Cottignies-

Calamarte et al., 2023b; Duchemin et al., 2018a; Lohse et al., 2016; Treffers et al., 2018) que celle 

du Fc au FcRI/CD64 mentionné plus tôt. Cependant, une étude récente a pu faire une 
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comparaison extensive du rôle des isotypes IgA et IgG de différents bNAbs dans leur faculté 

d’induction de l’ADCC. Les auteurs rapportent que l’isotype IgA n’est pas forcément plus fort 

inducteur d’activité ADCC-like, mais que cela semble dépendre de l’épitope ciblé par les différents 

bNAbs (Noailly et al., 2022). Les auteurs rapportent cependant que, dans le cadre des bNAbs 

spécifiques de gp41, les IgA sont de meilleurs inducteurs de l’activité ADCC-like sans pour autant 

avoir un potentiel neutralisant plus fort. Ces résultats appuient le rôle de l’isotype IgA dans la 

protection des muqueuses contre l’infection par le VIH-1 via l’induction de des fonctions 

effectrices. 

De façon intéressante, il a été montré au laboratoire que les IgG et les IgA agissent en 

synergie pour augmenter la lyse des cellules infectées par le VIH-1 par ADCC (Duchemin et al., 

2018a). L’expression constitutive in vivo des FcR correspondants sur les cellules effectrices telles 

que les monocytes, macrophages et neutrophiles rends cette observation in vitro probable in vivo 

bien que la lignée cellulaire myéloïde THP1 n’expriment pas les récepteurs au même niveau 

(Cheeseman et al., 2016; Duchemin et al., 2018a; Tay et al., 2016). De plus, ceci permettrait 

d’expliquer la coopération entre les IgG et IgA dans la protection des NHP vaccinés ou immunisés 

passivement contre l’infection muqueuse rapportée par le groupe du Dr Ruprecht (Gong et al., 

2021; Lakhashe et al., 2022; Anton M. Sholukh et al., 2015).  

(3) Phagocytose cellulaire médiée par les anticorps (ADCP) et 

présentation antigénique croisée 

(a) La phagocytose médiée par les anticorps 

La phagocytose cellulaire dépendante des Abs (Antibody-Dependent Cellular Phagocytosis 

ou ADCP) peut être réalisée par les monocytes, les macrophages et les neutrophiles stimulés par 

des cellules opsonisées via l'activation de FcRIIa/CD32a, FcRI/CD64 ou FcαRI/CD89. Ceci entraîne 

l'internalisation de la cellule cible opsonisée dans un phagosome (Figure 22). Le phagosome 

s'acidifie après fusion avec les compartiments endocytiques et lysosomaux pour former un 

phagolysosome dans lequel la cellule cible opsonisée est lysée (Tay et al., 2016; Vidarsson et al., 

2014b). De manière intéressante, la présence à la surface de la cellule effectrice du FcRn en plus 

des FcR augmente le score d’ADCP (Qiao et al., 2008; Vidarsson et al., 2006), suggérant qu’une 

coopération s’établie entre les deux classes de FcRs. L'internalisation de cellules cibles opsonisées 
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par l'ADCP dans les APC pourrait entraîner une dégradation de l'antigène. Après dégradation en 

peptides, ceux-ci peuvent être chargés sur le CMH-I conduisant à une présentation croisée efficace 

(Jusforgues-Saklani et al., 2008; León et al., 2014; Liu et al., 2011) puis à une réponse spécifique 

des cellules TCD8 (Gall et al., 2017; Niu et al., 2021; Tseng et al., 2013; Villinger et al., 2003). Ce 

mécanisme met en évidence un lien direct entre l'immunité humorale et cellulaire, qui s’ajoute à 

celui établi par le FcRn. 

Seules quelques études ont comparé directement l'ADCP des cellules cibles médiée par IgG-

FcRI/CD64 par rapport à IgA-FcαRI/CD89. Globalement, l'isotype IgA induit de plus hauts niveaux 

d’ADCP l’isotype IgG (Aleyd et al., 2014; Brandsma et al., 2019; Duchemin et al., 2020; Evers et al., 

2021, 2020; Lohse et al., 2018a, 2016). En particulier dans une étude du laboratoire à laquelle j’ai 

participé, nous avons montré que l'ADCP de TCD4 infectés effectuée par les monocytes et 

neutrophiles est plus efficace quand elle est médiée par le bNAb 2F5-IgA que lorsque le 2F5 est 

sous isotype IgG. De plus, l’ADCP médiée par l’IgA-2F5 est plus efficace que celle médiée par 

d'autres bNAbs IgG anti-gp41 ou -gp120, indépendamment du type de cellule effectrice (Duchemin 

et al., 2020). L'IgA spécifique de l'enveloppe du VIH-1 provenant d'un seul individu ayant reçu le 

vaccin RV144 a réalisé une ADCP robuste (Wills et al., 2018) bien que dans cette étude, l'ADCP 

médiée par l'IgG de la même personne n'ait pas été caractérisée. Les quelques études sur l'ADCP 

médiée par les IgA par rapport aux IgG dans les infections bactériennes ont montré que les IgA 

monomériques ont tendance à mieux protéger des souris humanisées TgFcαRI/CD89 que les IgG, 

contre les infections à Mycobacterium tuberculosis multirésistantes. En revanche, les IgA 

polymériques induisent la phagocytose de Neisseria meningitidis de manière similaire aux isotypes 

IgG (Tran et al., 2020; Vidarsson et al., 2001). 

S’il a été clairement établi que l’ADCP contribue à la protection contre le VIH-1 dans un 

modèle de NHP, c’est peut être aussi le cas dans l’essais vaccinal RV144 dans lequel des individus 

vaccinés ont développé des IgG3 capables d’ADCP dans un modèle de cellules rapportrices 

(Barouch et al., 2015, 2013; Neidich et al., 2019; Richardson et al., 2019). De plus, comme attendu 

(Brandtzaeg, 1997), le protocole de vaccination impacte à la fois la nature des Abs anti-HIV et les 

fonctions effectrices sous-jacentes (Ackerman et al., 2018). En effet, la vaccination par injection 

intramusculaire induit une réponse IgG associée à l’ADCP médiée par des macrophages alors que 
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la vaccination nasale induit des IgA et l’ADCP médiée par des neutrophiles. Ces résultats sont 

particulièrement importants puisque qu’au niveau des muqueuses, les principales cellules 

effectrices de l’ADCP sont les neutrophiles, plutôt que les macrophages (Sips et al., 2016). 

(b) La présentation antigénique de classe I 

La présentation antigénique via le CMH-I est généralement restreinte aux peptides issus de 

l’infection d’une cellule ou de l’expression anormale d’une protéine, comme une protéine 

oncogénique. Les CMH-I sont exprimés de façon ubiquitaire par toutes les cellules de l’organisme, 

assurant leur protection. Les CMH-I sont constitutivement exprimés à la membrane plasmique 

mais sont recyclés à un niveau important (Montealegre and van Endert, 2019). Au cours d’une 

infection virale, les protéines du virus peuvent être dégradées par le protéasome, sous forme 

d’immuno-protéasome lorsque celui-ci est associé à une réponse inflammatoire antivirale. Les 

protéines virales peuvent aussi être dégradées par la voie de l’autophagie lors de la fusion des 

autophagosomes avec les lysosomes. Ces deux voies de dégradation sont des sources de peptides 

de classe I qui sont ultérieurement chargés sur le CMH-I. Le chargement antigénique des CMH-I 

augmente leur temps de résidence à la membrane, ce qui favorise significativement l’efficacité de 

la présentation antigénique (Jusforgues-Saklani et al., 2008; León et al., 2014). 

(c) La présentation croisée d’antigènes 

Les peptides dits exogènes sont issus d’antigènes capturés depuis le milieu extracellulaire, 

par phagocytose ou endocytose. Ces peptides ont été initialement décrits comme alimentant la 

présentation antigénique de classe II via le CMH-II et destiné à l’activation des TCD4, selon un 

mécanisme non détaillé ici. Cependant, les peptides exogènes alimentent aussi la présentation 

antigénique de classe I via le CMH-I selon un processus défini alors comme présentation croisée 

aux TC8. La présentation croisée a été principalement décrite en cancérologie, où celle-ci est 

médiée par des cDC1 après phagocytose d’antigènes solubles (Embgenbroich and Burgdorf, 2018; 

Ohara and Murphy, 2023). La phagocytose des antigènes solubles induit leur dégradation par les 

cathepsines cellulaires dans les endosomes en peptides antigéniques qui seront ensuite chargés 

sur les CMH-I également présents dans les endosomes. Cette voie de présentation croisée est 

décrite comme vacuolaire (Figure 23) (Embgenbroich and Burgdorf, 2018; Ohara and Murphy, 

2023). Une seconde voie de présentation croisée, dite cytosolique, concerne plutôt les antigènes 



71 
 
 

particulaires (micrométriques et/ou enveloppés) mais aussi les peptides solubles. Ces antigènes 

sont dégradés en protéines unitaires pour être adressés au cytosol. Dans le cytosol, le protéasome 

dégradera les protéines en peptides antigéniques, qui seront retransloqués dans des 

compartiments de recyclage des CMH-I, où ils seront chargés sur ces derniers avant d’être adressés 

à la membrane (Figure 23) (Embgenbroich and Burgdorf, 2018; Ohara and Murphy, 2023). 

Indépendamment des voies empruntées, la présentation antigénique nécessite que la dégradation 

du matériel phagocyté soit finement contrôlée, notamment en terme d’acidité du compartiment 

et la production de ROS (Embgenbroich and Burgdorf, 2018; Ohara and Murphy, 2023).  

Figure 23 : Présentation des voies de chargement du CMH-I par les voies vacuolaires et du cytosol. Pour la voie 
vacuolaire, les protéines solubles sont phagocytées et dégradées dans les endosomes par les cathepsines cellulaires. Les peptides 
issus de cette dégradation seront chargés sur les molécules de CMH-I circulantes pour être ensuite exportés à la membrane 
plasmique. La voie cytosolique suppose que l’antigène phagocyté soit ensuite exporté dans le cytosol pour permettre sa dégradation 
par le protéasome. Le protéasome génère des peptides antigéniques qui suivent la voie de présentation des antigènes de classe I 
classique. Issu de Embgenbroich et Burgorf, 2018, Frontiers in Immunology. 

Comme évoqué plus tôt, la protection de NHP par des bNAbs peut être aussi dépendante 

de l’activation de TCD8 VIH-spécifiques (Nishimura et al., 2017; Niu et al., 2021; Villinger et al., 

2003). Cependant la réponse de lymphocytes T cytotoxiques (Cytotoxic T Lymphocytes ou CTL) ne 

semble pas dépendre d’un épitope spécifique ciblé par les bNAbs mais des fonctions effectrices 

engagées par les bNAbs. Il se pourrait toutefois que la différence de séquence du Fc et/ou le degré 

de glycosylation des anticorps soit responsable de leur faculté à induire une réponse CTL via les 
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FcR (Villinger et al., 2003). Plus récemment, le groupe du Pr Søgaard a montré que l’injection de 

bNAb 3BNC117-IgG à l’initiation de la cART permet un meilleur contrôle de la virémie par rapport 

aux individus ayant reçu uniquement la cART (Gunst et al., 2022). Les auteurs présentent en plus 

que ces individus maintiennent un contrôle de la virémie jusqu’à 4 ans post-traitement bNabs sans 

cART. Ce contrôle est dépendant d’une réponse CTL VIH-spécifique (Rosás-Umbert et al., 2022) 

Ainsi, l’engagement de l’ADCP et de l’ADCC permettrait l’induction de la présentation 

croisée par les deux mécanismes. Dans le premier, l’ADCC de cellules infectées induit leur mort et 

le relargage de protéines/peptides viraux par perte de leur intégrité membranaire. Ces peptides 

sont ensuite phagocytés par une APC. Cette phagocytose permettrait de présenter, par la voie 

vacuolaire, des antigènes viraux aux TCD8 spécifiques du VIH-1 comme proposé pour les 

macrophages et DC dérivés de monocytes (Tang-Huau et al., 2018). L’ADCP de cellules infectées 

entières, comme la phagocytose de débris enfermés par des membranes de cellules mourantes de 

l’ADCC, permettrait une alimentation de la voie cytosolique de la présentation croisée des 

antigènes viraux (Baker et al., 2013; Embgenbroich and Burgdorf, 2018). Si les deux hypothèses 

sont possibles, il est très difficile de tester l’une ou l’autre uniquement in vitro pour déterminer le 

mécanisme sous-jacent. De plus en plus d’études suggèrent qu’il s’agit d’un mécanisme étendu à 

d’autres APC non professionnelles comme les macrophages (Liu et al., 2011; Muntjewerff et al., 

2020; Mysore et al., 2021). Plus récemment, le concept de présentation croisée post-ADCP a été 

étendu aux neutrophiles, qui, après stimulation par des OVA-IC se repolarisent vers un profile DC 

(neutrophil-APC ou nAPC) et sont capables d’induire des réponses T spécifiques de l’OVA (Mysore 

et al., 2021). Ces résultats élargissent le spectre d’efficacité de la présentation de classe I 

d’antigènes phagocytés par ADCP. Cependant, ce processus a été majoritairement décrit pour les 

antigènes de l’OVA par les DC (Boross et al., 2014; Gall et al., 2017; Mysore et al., 2021; Ng et al., 

2019; Yada et al., 2003). De plus, la présentation croisée après ADCP médiée par les IgA n’a pas été 

étudiée. 

(4) Production de ROS 

La réticulation des FcR par la liaison d’Abs en IC peut stimuler la formation de ROS 

intracellulaires. Ces ROS intracellulaires médient une pléthore de fonctions (Figure 22), y compris 

le ciblage des cellules opsonisées aux phagosomes, la formation de NET suivie de la dégranulation 
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et la libération de ROS extracellulaires (Babior, 2000; Ben Mkaddem et al., 2019; Cottignies-

Calamarte et al., 2023b; Fuchs et al., 2007). Ainsi, les ROS intracellulaires agissent comme des 

seconds messagers pour amplifier l'ADCP et la NETose. Il a été démontré que les IgG et les IgA 

stimulent toutes deux la formation de ROS. Cependant, les IgA induisent plus fortement les ROS 

que les IgG, favorisant la formation de NET, l'ADCC et l'ADCP médiés par les IgA (Aleyd et al., 2015). 

La production de ROS dans les DC favorise aussi la cross-présentation en offrant un environnement 

de dégradation des protéines en peptides modéré et compatible avec la présentation via le CMH-

I (Battisti et al., 2017; Ohara and Murphy, 2023; Savina et al., 2006). 

(5) Sécrétion de cytokines 

La liaison des Fc des IC aux FcR des cellules immunes stimule également la libération de 

nombreuses cytokines par la cellule effectrice innée (Figure 22). Le profil des cytokines sécrétées 

dépend du type de FcR stimulé et de la signalisation qui en résulte. Les FcRs pro-inflammatoires, à 

savoir FcRI/CD64, FcRIIa/CD32a, FcRIIc/CD32c, FcRIIIa/CD16a, FcRIIIb/CD16b, et FcαRI/CD89, 

induisent la libération de cytokines pro-inflammatoires, comprenant IL-6, IL-2, IL-12p40, IFN et 

TNFα, tandis que les FcR anti-inflammatoires, notamment FcRIIb/CD32b, déclenchent la libération 

de cytokines anti-inflammatoires, telles que l'IL-10, ou bloquent la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires (Boross et al., 2014; Gayet et al., 2020; Mishra et al., 2018; Siedlar et al., 2011).  

(6) Sécrétion de NETs 

La formation de pièges extracellulaires composés de la chromatine des neutrophiles 

(Neutrophils Extracellular Traps ou NETs) résulte principalement de la mort cellulaire médiée par 

les neutrophiles (Figure 22). L’activation des neutrophiles déclenche la sécrétion de peptides 

granulaires antimicrobiens et la libération de la chromatine du noyau cellulaire. Ensemble ils 

forment des fibres extracellulaires capturant le pathogène ou la cellule cancéreuse, dans un 

processus appelé NETose (Estúa-Acosta et al., 2019; Fuchs et al., 2007). La NETose apparaît comme 

un outil supplémentaire dans l'arsenal des stratégies antimicrobiennes et anticancéreuses. La 

NETose peut être induite à la fois par les IgG et les IgA, bien que les IgA soient les inducteurs les 

plus forts (Aleyd et al., 2015; Chen et al., 2012; Steffen et al., 2020). La capacité des IgA muqueuses 

à induire la NETose reste à évaluer. 



74 
 
 

(7) Trogocytose 

Des mécanismes alternatifs basés sur les Fc permettant la dégradation des cellules cibles 

ont été décrits comme pour la trogocytose. L'interaction entre les cellules opsonisées et les cellules 

effectrices exprimant les FcR peut entraîner la capture d'un morceau de la membrane de la cellule 

cible par la cellule effectrice. Ceci conduit dans la plupart des cas à la mort de la cellule cible. Ce 

mécanisme est appelé trogocytose (Figure 22). Tous les FcR, à l'exception de celui du 

FcRIIc/CD32c, entraînent la trogocytose des cellules opsonisées par les monocytes, les 

macrophages et les granulocytes effecteurs (Beum et al., 2008; Daubeuf et al., 2010; Iwasaki et al., 

2011; Masuda et al., 2012). L’efficacité relative de la trogocytose médiée par différentes sous-

classes d'IgG n'ont pas été étudiées. De plus, la capacité des IgA muqueuses à induire la trogocytose 

est mal décrite et les études comparatives entre isotypes manquent (Chadebech et al., 2010). 

e) Paramètres influant sur l’induction des fonction effectrices  

(1) Rôle de l’isotype  

Comme discuté plus tôt, la liaison du Fcα sur le FcαRI/CD89 est plus efficace que celle des 

IgG au FcRI/CD64, à condition que ces premiers soient en IC. Ainsi, des IgA anti-VIH-1 seront plus 

particulièrement capables d’induire les fonctions effectrices protectrices si et seulement si, ils sont 

en complexe immun. De plus, les IgA muqueux sont dimériques, ce qui rend chaque molécule plus 

avide pour son épitope comparativement aux molécules d’IgG. Cependant, la présence de la SC 

masquant le site de liaison des IgA au FcαRI/CD89 empêche les sIgA d’induire les fonctions 

effectrices dépendante de FcαRI/CD89 (Breedveld and van Egmond, 2019; Carayannopoulos et al., 

1996; Vidarsson et al., 2001). 

(2) Polymophisme du FcR 

Les FcR sont des protéines conservées et permettent donc d’assurer une protection par 

l’induction des fonctions Fc des anticorps. Cependant, il existe un polymorphisme des FcR. Celui-ci 

a notamment été associé à une progression plus rapide de l’infection par le VIH-1 et à une variation 

de la susceptibilité pour le FcRIIa/CD32a (Brouwer et al., 2004; Forthal et al., 2007). Une étude 

récente a même montré que le génotype rs10800309 AA était plus fréquemment retrouvé dans 

une population de contrôleur élite (Elite Controler ou EC) que chez les patients progressant dans la 

maladie, et de façon indépendante de la présence de HLA protecteur – détaillés plus tard (Carapito 
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et al., 2020). Ces résultats indiquent que la réponse TCD8 protectrice contre le VIH reste encore 

mal compris et son élucidation pourrait permettre le développement de vaccins ultérieurement. 

(3) Glycosylation du Fc 

Seuls les IgG présentent des glycosylations dans le site de liaison au FcR. La N-glycosylation 

en N297 est très conservée au sein des classes d’IgG et retrouvée sur toutes les IgG circulantes bien 

qu’elle puisse être très diverse qualitativement (Zauner et al., 2013). La présence des N-

glycosylations joue un rôle majeur dans la solubilité des molécules et leur liaison aux FcR. Leur 

présence va influencer les fonctions effectrices induites en aval et aller jusqu’à dicter le potentiel 

auto-immun des anticorps (Bowden et al., 2012; Davies et al., 2001; Mimura et al., 2001; Wuhrer 

et al., 2009). La perte du core fucosylé est le plus impactant et se traduit par une augmentation 

des propriétés inflammatoires (Kapur et al., 2014; Wuhrer et al., 2009). Les IgG anti-VIH afucosylés 

sont plus affins pour FcRIIIb/CD16b et induisent plus efficacement la destruction des cellules 

cibles, associée à meilleur contrôle de la virémie (Ackerman et al., 2013). Le changement de 

glycosylation à la faveur de galactosylations ou sialylations est associé à une diminution des 

fonctions effectrices, a priori causé par le démasquage du site de liaison aux FcR de type II, non 

compétents dans l’induction des fonctions effectrices (Anthony et al., 2011; Kaneko, 2006; Naso et 

al., 2010; Scallon et al., 2007). 

A l’inverse des IgG, l’impact des glycosylations des IgA sur l’induction de leur fonctions 

effectrices est encore mal caractérisé. Outre la répartition différente des glycosylations, il 

semblerait que les IgA soit majoritairement sialylées (Mattu et al., 1998; Royle et al., 2003). Une 

étude récente a pu montrer que la nature sialylée des IgA est inversement proportionnelle à 

l’activation des neutrophiles et des macrophages in vitro, comme pour les IgG (Steffen et al., 2020). 

De plus il a été montré que les glycosylations des IgA diminuent le temps de demi-vie sérique 

(Lombana et al., 2019). 

(4) Contexte cytokinique 

Les fonctions effectrices peuvent être modulées par l’environnement cytokinique qui 

régule le niveau d’expression des FcR. Ce mécanisme est appelé régulation inside-out 

(Koenderman, 2019). Les cytokines, après leur liaison à leurs récepteurs spécifiques sur les cellules 

effectrices peuvent également influencer l’affinité du FcR et les voies induites en aval en agissant 
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sur des kinases et phosphatases partagées entre FcR et les récepteurs cytokiniques (Duchemin et 

al., 1994; Koenderman, 2019). Par exemple, la stimulation des neutrophiles par le GM-CSF 

augmente la liaison des IgG et des IgA à leurs FcR respectifs, sans toutefois modifier leurs niveaux 

d'expression. Les neutrophiles sont alors plus enclins à induire l'ADCC et l'ADCP des cellules 

cancéreuses (Repp et al., 1991; Weisbart et al., 1988). Ce mécanisme est particulièrement efficace 

lorsque le GM-CSF entre en synergie avec l'activation de FcαRI/CD89 par l'IgA. Cette interaction 

active la voie de signalisation PI3K, partagée avec la signalisation ITAM des FcR (Figure 19) et en 

amont de l'ADCC et l'ADCP (Bracke et al., 2000). L'équilibre entre la sécrétion de cytokines pro- et 

anti-inflammatoires dépend de la signalisation nette ITAM et ITAMi induite sur FcαRI/CD89 après 

engagement de l'IC-IgA ou de l'IgA non complexée. Pour les IgG, cet équilibre dépend du type de 

récepteur impliqué, soit FcRIIa/CD32a et c portant l'ITAM, soit FcRIIb/CD32b portant l'ITIM 

(Aleyd et al., 2015; Anthony et al., 2011; Bournazos et al., 2017; Cottignies-Calamarte et al., 2023b; 

Hansen et al., 2017). 

f) Méthodes d’étude des fonctions médiées par le Fc et leurs limites 

(1) Analyses in vitro 

A ce jour, toutes les fonctions effectrices connues peuvent être évaluées in vitro. La plupart 

des méthodes sont basées sur la cytométrie en flux permettant une analyse quantitative à l’échelle 

de la cellule unique et à large échelle (Idusogie et al., 2001; Moore et al., 2010).  

• L’ADCC peut être étudiée par analyse du relargage du chrome ou des granzymes. Plus 

récemment la quantification de l’ADCC a été facilitée par la mise au point d’un test rapide 

d’ADCC (RFADCC) (Gómez-Román et al., 2006; Miller and Finn, 2020; Pollara et al., 2018, 2011; 

van der Haar Àvila et al., 2019; Wilkinson et al., 2001). Ces approches permettent de 

déterminer directement la diminution des cellules cibles en coculture avec les cellules 

effectrices, ce qui facilite l’interprétation.  

• La mesure de la trogocytose est réalisée avec un marquage similaire au RFADCC, ce qui rend 

son interprétation plus complexe (Alrubayyi et al., 2018; Beum et al., 2008; Richardson et al., 

2018). Il faut noter qu’une absence de corrélation entre la sécrétion des granzymes et le 

RFADCC a été décrite, ce qui semble indiquer que les deux tests mesurent des activités 

fonctionnelles différentes (Alrubayyi et al., 2018) 
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• L’ADCP, quant à elle, est exclusivement analysée par mesure de l’internalisation des cellules 

cibles par les cellules effectrices et quantifiée par cytométrie en flux (Ackerman et al., 2011; 

Miller & Finn, 2020, Duchemin 2020).  

La mesure par cytométrie en flux peut de plus bénéficier de fluorophores sensibles aux 

variations de pH permettant leur émission dans les endolysosomes (Kamen et al., 2019). Les 

résultats d’ADCP ne corrèlent pas nécessairement avec ceux d’ADCC. Cette différence suggère que 

pour caractériser un Ab, il est important d’utiliser plusieurs tests disponibles afin de déterminer le 

spectre des fonctions médiées par le Fc. Aujourd’hui les tests ont évolué pour offrir des méthodes 

de quantification à haut débit, ce qui, la plupart du temps, nécessite de travailler avec la lignée 

cellulaire monocytaire THP1 comme cellules effectrices. Cependant, cette contrainte ne permet 

pas de refléter la complexité des FcR exprimés par les monocytes primaires, puisqu’ils n’expriment 

pas le FcαRI/CD89 (Lewis et al., 2019). De plus, l’infection des cibles ne correspond pas à une 

infection retrouvée chez les patients. En effet, les lignées cellulaires sont généralement exposées 

à des peptides viraux qui miment une infection mais ne reflètent pas l’intégralité des effets viraux 

possibles. Les cibles utilisées peuvent aussi être des billes fluorescentes pour l’ADCP. Pour se 

rapprocher le plus possible des conditions in vivo, d’autres études se concentrent sur l’utilisation 

de cellules primaires comme cellules effectrices (Borrok et al., 2015; Duchemin et al., 2020, 2018b; 

Georgia D. Tomaras et al., 2013). 

Les cellules THP1 n’expriment pas ou peu de FcαRI/CD89. Ainsi, l’évaluation de la capacité 

des IgA à induire l’ADCC ou l’ADCP est largement sous-estimé dans ce modèle et remet en cause le 

dogme selon lequel les IgA circulants des patients infectés chroniquement par le VIH-1 ou induits 

par la vaccination seraient délétères à l’induction des fonctions effectrices des IgG anti-VIH. En 

effet, Tomarras et collègues avaient proposé que les IgA spécifiques de gp120 induits par la 

vaccination au cours de l’essai RV144 inhibent l’ADCC induite par les IgG spécifiques de gp120 

(Georgia D. Tomaras et al., 2013). Cependant, les THP1 étaient utilisées comme cellules effectrices. 

Le laboratoire et d’autres groupe ont pu proposer et démontrer que l’isotype IgA des bNAbs se 

lient de façon efficace à l’enveloppe et peuvent coopérer avec les bNAbs IgG dans l’induction de 

l’ADCC des cellules infectées par le VIH-1 (Duchemin et al., 2018a; Noailly et al., 2022). Ces résultats 
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font écho aux résultats du Pr Ruprecht sur la coopération des isotypes IgG et IgA dans la protection 

des NHP contre l’infection muqueuse ((Gong et al., 2021; Lakhashe et al., 2022). 

(2) Modèles animaux  

Les modèles animaux (souris, NHP) sont essentiels pour étudier le rôle des Abs, de leur 

fonctions effectrices et de leur contribution à la pathophysiologie. Cependant, le contrôle de 

l'engagement spécifique des FcR par les Abs étudiés peut être altéré si ceux-ci sont issus d’une 

espèce différente (souvent humain ou humanisés). L'affinité des Ab humains pour les FcRs animaux 

et inversement, diffèrent d'une situation autologue. En particulier, les IgG humaines ont une 

affinité légèrement inférieure pour les FcRs de souris (y compris le FcRn) en comparaison de leurs 

homologues humains. De plus, le niveau d'expression des FcRs peut varier entre les cellules 

effectrices animales et humaines. Ces différences peuvent donc impacter l’analyse des résultats 

d’interaction Ab-FcR (Akula et al., 2014; Bournazos et al., 2017; Breedveld and van Egmond, 2019; 

Crowley and Ackerman, 2019; de Taeye et al., 2019; Dekkers et al., 2017; Mancardi and Daëron, 

2014). De plus, l’utilisation de souris transgéniques exprimant FcαRI/CD89 (Tg hCD89) est impératif 

pour l’étude des fonctions effectrices des IgA, puisque celles-ci expriment le pIgR et non 

FcαRI/CD89 (Akula et al., 2014; Heineke and Egmond, 2017; Mancardi and Daëron, 2014). Les NHP, 

modèle animal le plus proche de l'homme, expriment quant à eux tous les FcRs, FcαRI/CD89 et 

pIgR. Les NHP sont donc des modèles plus adaptés aux études précliniques d’Ab thérapeutiques, y 

compris les IgA (Akula et al., 2014; Crowley et al., 2021; Crowley and Ackerman, 2019). Les 

neutrophiles ont aussi leur particularité. Cependant, des différences d’expression des FcR sont 

observés pour les neutrophiles : les neutrophiles humains expriment uniquement FcRIIa/CD32a 

et FcRIIIb/CD16b, tandis que les neutrophiles NHP expriment FcRI/CD64, FcRIIa/CD32a et 

FcRIIb/CD32b mais pas le FcRIIIb/CD16b. Ainsi, les études visant à caractériser l’effet de 

l’engagement d’un couple d'Ab-FcR nécessitent le développement de modèles animaux humanisés 

complexes et coûteux. 

(2) Réponse T CD8 Cytotoxique  

La réponse CTL est une réponse qui dépend du chargement des molécules de CMH-I mais 

aussi de la faculté des TCD8 à être activés par ce signal. Chez les individus elite controlers (EC), cette 

réponse est associée au contrôle de la virémie et de la progression de la maladie. Les individus EC 
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sont caractérisé par une sérologie VIH positive mais une de réplication virale sous le seuil de 

détection malgré l’absence de traitement antirétroviral. Chez ces individus, la protection contre la 

progression de la maladie dépend essentiellement des TCD8 VIH-spécifiques (Genovese et al., 

2013; Hendel et al., 1999; Klein and Miedema, 1995). Certains EC peuvent ne plus contrôler la 

virémie ce qui nécessite un retour au traitement cART (Boufassa et al., 2014). 

1. Présentation antigénique par les HLA-I protecteurs 

L’expression de certains allèles de HLA pourrait être responsable de la protection des 

individus, notamment HLA-B14, HLA-B27, HLA-B57/58, HLA-C03 et HLA-C8 (Almeida et al., 2007; 

Fellay et al., 2007; Flores-Villanueva et al., 2001; Hendel et al., 1999; Klein and Miedema, 1995; 

Migueles et al., 2000). L’expression de ces allèles favoriserait la mise en place d’une réponse TCD8 

efficace. Elle permettrait aussi le contrôle de l’infection chez les individus EC, notamment par leur 

faculté à présenter un spectre plus large d’antigènes issus de Gag aux cellules NK et aux TCD8 VIH-

spécifiques (Altfeld et al., 2003; Bonaparte and Barker, 2004; Flores-Villanueva et al., 2001; 

Gaudieri et al., 2005; Migueles et al., 2000; Vieira et al., 2021). 

2. Particularités de la réponse cytotoxique associée au contrôle de la virémie 

Le second élément de la protection dépendante des CTL repose sur les CTL eux-mêmes. Au 

fil des années, il est apparu que les TCD8 des EC présentent des particularités propres, notamment 

de réactivité à des épitopes conservés du VIH-1. Cette réactivité pourrait aussi être initiée par 

réactivité croisée au VIH-2 préalablement contracté (Klein et al., 1998; Pollack et al., 1997; 

Rowland-Jones et al., 1998). D’après la caractérisation ultérieure des CTL chez les EC, leur poly-

fonctionnalité forte est accompagnée d’un profil d’activation particulier (Jagannathan et al., 2009; 

Migueles et al., 2002; Nguyen et al., 2019; Sáez-Cirión et al., 2007). De plus, les TCD8 des EC 

présentent un phénotype central mémoire plus important (López et al., 2011). Il semble clair que 

ces TCD8 soient activés dans ces études, même si une étude récente suggère qu’au contraire, ce 

n’est pas l’activité cytotoxique classique des TCD8 et leur contenu en granules lytiques (Migueles 

et al., 2002), qui permet de contrôler la virémie et la progression de l’infection (Nguyen et al., 

2019). Dans ce cas, les TCD8 ganglionnaires des EC auraient plutôt un profil transcriptionnel et 

fonctionnel différent des CTL classiques, avec notamment une augmentation de multiples 

cytokines et d’autres facteurs secrétés, ainsi que de celle d’éléments du processus de traduction 
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des protéines (Nguyen et al., 2019). De plus, dans cette étude, les TCD8 des EC présentent un profil 

métabolique plus flexible associé à une réduction de l’épuisement immunologique (ou exhaustion), 

favorisant la préservation de leurs fonctions d’élimination des cellules infectées (Angin et al., 2019; 

Henriquez et al., 2019). Finalement il est possible que cette réponse TCD8 protectrice des EC ne se 

limite pas aux TCD8 circulants, mais que cette réponse soit aussi active au niveau muqueux (Ferre 

et al., 2010, 2009; Mazzoli et al., 1997a). 

Concernant la réponse humorale, les EC ne génèrent pas une quantité plus grande d’Ab 

neutralisants. En revanche, ces Ab sont de meilleurs inducteurs de l’ADCC des cellules infectées 

comparé aux individus progressant dans la maladie (Lambotte et al., 2009). Ces résultats font écho 

à une forte association génotype-phénotype entre l’allèle dit AA du FcRIIa/CD32a par les DC chez 

les EC et indépendamment de la nature du HLA (Carapito et al., 2020). Ces observations suggèrent 

en plus que la présentation croisée via les FcR joue un rôle déterminant dans l’établissement du 

contrôle de la virémie chez les EC.  

 

(3) Niveau d’activation des TCD4 

Finalement, les EC présentent aussi un niveau d’activation des TCD4 plus bas avec un 

phénotype soit moins soit pas du tout épuisé (exhausted) relativement à celui des TCD4 d’individus 

progressant vers le SIDA (Buranapraditkun et al., 2017; Canouï et al., 2017; Pohlmyer et al., 2017). 

La population de lymphocytes T régulateurs augmente aussi, mais les mécanismes de cette 

augmentation ne sont pas déterminés (Hartigan-O’Connor et al., 2011; Schulze Zur Wiesch et al., 

2011). Le plus faible niveau d’activation des CD4 aurait un double effet inhibiteur. Premièrement, 

en diminuant l’entrée et l’infection de nouvelles cellules cibles, il aurait un effet direct sur la 

circulation virale, ce qui laisserait du temps à la réponse immunitaire de se développer plus 

facilement. Deuxièmement, le faible niveau d’activation limiterait l’expression virale, ce qui 

influencerait négativement la dissémination virale.  

L’ensemble de ces mécanismes indique qu’un traitement cART initié suffisamment tôt 

permettrait à des individus infectés de devenir des EC avec tous les avantages associés (Climent et 

al., 2023; Okulicz et al., 2010). Mais, comme pour les EC-natifs, les EC cART-induits pourraient 

perdre leur protection pour des causes encore mal comprises (Boufassa et al., 2014). 
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(4) Les cellules de l’immunité innée  

Les cellules de l’immunité innée agissent comme première barrière contre le virus ce qui 

indique qu’elles pourraient contribuer à la protection contre le VIH-1. Nous ne détaillerons ici que 

des cellules particulières : les cellules Natural Killer (NK) et les neutrophiles, cellules 

particulièrement intéressantes car elles ne sont pas permissives à l’infection et expriment un large 

spectre des FcR comme mentionné précédemment. 

1. Les cellules Natural-Killer 

Les cellules NK sont des lymphocytes d’un intérêt particulier dans le cadre du VIH car elles 

sont activées par des cellules n’exprimant pas le CMH-I, mais par le Killer Immunoglobulin-like 

Receptor (KIR) et d’autres récepteurs d’activation (NK cell activation Receptor ou NKR) (Abel et al., 

2018). Après infection par le VIH dont l’expression de Nef diminue celle du CMH-I, les cellules 

infectées présentent un profil favorable à l’activation des NK (Dillon et al., 2014; Gb et al., 1999; 

Tomescu et al., 2011). Les cellules NK éliminent les cellules cibles grâce à la sécrétion de granules 

cytotoxiques mais aussi de chimiokines régulant ainsi négativement la progression de l’infection, 

comme CCL3, CCL4 et CCL5, ou encore l’IFN ou le TNFα (Coffey et al., 1997; Handen and 

Rosenberg, 1997; Jansson et al., 1996; Schols et al., 1997). 

Les NK circulants et muqueux expriment les FcRIIa et peuvent ainsi être capables d’induire 

l’ADCC des cellules infectées (Cottignies-Calamarte et al., 2023b; Katz et al., 1988, 1987). De plus, 

la présence d’anticorps sériques capables d’induire l’ADCC de cellules infectées médiée par les NK 

permettait un meilleur contrôle de l’infection et la réduction de la transmission verticale (Ahmad 

et al., 2001; Mabuka et al., 2012; Wren et al., 2013). 

2. Les Neutrophiles 

Les neutrophiles sont des cellules immunitaires du système polymorphonucléaire, 

particulièrement efficaces dans la phagocytose de cellules infectées, de virus et de bactéries (van 

Kessel et al., 2014). Comme les NK, ces cellules sont d’un intérêt majeur dans la lutte contre le VIH 

car leur densité au niveau des muqueuses est importante et ces cellules expriment à la fois les FcR 

et le FcαRI/CD89. Les neutrophiles peuvent donc interagir aussi bien avec les IgG que les IgA 

(Cheeseman et al., 2016; Cottignies-Calamarte et al., 2023b). De fait, ces cellules sont 

particulièrement importantes dans l’élimination des cellules infectées par le VIH par ADCP 
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(Duchemin et al., 2020; Worley et al., 2018). Bien que la phagocytose des cellules infectées par 

ADCP soit plus efficace quand elle est induite par les IgA que les IgG, ces deux Abs peuvent coopérer 

dans l’induction de l’ADCP par les neutrophiles. Cette ADCP médiée par les neutrophiles pourrait 

participer à la protection et/ou au contrôle de l’infection (Borrok et al., 2015; Brandsma et al., 

2019; Duchemin et al., 2020; Heemskerk et al., 2021; Shen and Fanger, 1981). 

Enfin, après vaccination muqueuse, la protection semble dépendante de la réponse IgA et 

de l’ADCP induite par les neutrophiles résidents (Ackerman et al., 2018; Sips et al., 2016). Cette 

observation fait directement écho à la faculté de différentiation des neutrophiles en nAPCs 

lorsqu’ils sont stimuler par des IC-IgG (Mysore et al., 2021). Bien que cette propriété n’ait pas été 

démontrée pour les IgA, il est fort probable que ce soit le cas. 

3. La généralisation du concept de trained immunity  

Au fil des années, un nouveau concept caractérisant l’immunité innée est apparu, celle de 

la mémoire immunitaire, appelée pour ce contexte entrainement immunitaire ou trained immunity 

(Fanucchi et al., 2021). Selon ce concept, les cellules de l’immunité innée primo-stimulée par les 

Pattern Recognition Receptors (PRR), reconnaissant des éléments structuraux conservés des 

pathogènes, conservent la « mémoire » de cette stimulation, leur permettant de se réactiver plus 

facilement lors d’une rencontre ultérieure avec un pathogène. Ce phénomène préserve l’absence 

de spécificité des cellules de l’immunité innée pour un pathogène, ce qui est la caractéristique 

première des cellules innées. Ainsi, la primo stimulation par le β-glucan par exemple induit des 

remodelages épigénétiques ouvrant la chromatine au niveau des régions responsables des 

réponses inflammatoires telles que l’IL-6, le TNFα et l’INF. De telle sorte, lors d’une restimulation 

au lipopolysaccharide bactérien (LPS), les cellules produisent plus de cytokines pro-inflammatoires 

comme l’IL-6 ou le TNFα, qu’en l’absence de conditionnement initial au β-glucan (Figure 24). Ceci 

traduit la mise en place d’une réponse plus rapide et plus efficace lors d’une re-stimulation 

(Fanucchi et al., 2021). Les cellules dites entrainées, caractérisées par une production plus élevée 

de cytokines pro-inflammatoires ont une durée de vie plus longue que les cellules naïves, ce qui 

favoriserait leur participation à un effet antiviral protecteur contre le VIH-1. Le contexte de trained 

immunity, bien que majoritairement étudié dans le modèle des monocytes, a été récemment 

étendu aux NK, puisqu’une étude a rapporté que les patients qui présentent des NK à longue durée 
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de vie, dits « memory-like » sont associés avec un meilleur contrôle de la virémie durant la primo-

infection et après l’initiation de la cART (Gondois-Rey et al., 2017). Cette étude démontre aussi que 

les NK memory-like préexisteraient à l’infection. Ces résultats mettent en avant le rôle majeur de 

la pré-activation de ces NK dans le contrôle cART-induit tout en faisant écho au concept de trained 

immunity.  

Dans une certaine mesure, la stimulation par des IC conditionne les cellules de l’immunité 

innée en promouvant leur entrainement (Gayet et al., 2020; Hansen et al., 2018; Mes et al., 2023; 

Mysore et al., 2021). Ceci renforcerait l’effet thérapeutique des anticorps anti-VIH-1. Cependant, 

la démonstration formelle de l’entrainement par les IC reste à faire. 

Figure 24 : Schéma de principe du fonctionnement de la Trained Immunity. A l’état basal, la cellule immunitaire présente une 
chromatine fermée, principalement des régions promotrices des gènes du priming immunitaire mais aussi des gènes pro-
inflammatoires (IL-6, TNFα, IFNg, etc…), limitant l’expression de ces derniers. Le premier stimuli conditionnant permet une ouverture 
de la chromatine de la région enhancer, des gènes de priming immunitaire et inflammatoires, par dépôt de marques épigénétiques 
d’ouverture H3K4me1 et H3K27Ac, permettant l’expression des gènes immunitaires à faible niveau. Au cours de la phase de repos, 
l’ouverture de la chromatine chute mais à un niveau qui reste supérieur à l’état basal. La restimulation permet alors d’ouvrir une 
chromatine relativement plus relâchée qu’au niveau basal et permet la production de haut niveau de gènes immunitaires. Issu de 
Fanucchi 2020 Immunity.  
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(5) Cas des individus exposés au VIH mais non infectés 

1. Aspects génétiques  

Certains individus sont naturellement protégés par l’expression de formes tronquées de 

CCR5 délétées des 32 ou 24 derniers acides aminés. Ces délétions sont respectivement identifiées 

principalement dans les populations caucasiennes et africaines (Masquelier et al., 2007; Samson 

et al., 1996). De telles mutations homozygotes protègent les individus contre l’infection par le VIH-

1 systémique et muqueuse. Quand ces mutations sont hétérozygotes, elles sont associées à une 

diminution du risque d’infection (Casado et al., 2010).  

Ces mutations homozygotes CCR532 protectrices ont été utiles à la mise en place de 

traitements, pour éradiquer l’infection dont le patient de Berlin est l’unique exemple de succès 

durable (Hütter et al., 2009). Ce patient infecté par le VIH, a dû recevoir une greffe de moelle 

osseuse, suite au développement d’une leucémie. Il a d’abord subi une irradiation du corps entier 

permettant d’éliminer les cellules immunes, y compris les progénitrices, avant de recevoir une 

greffe de moelle. La moelle qui a été sélectionnée pour la greffe venait d’un sujet CCR532. Ce 

protocole a permis au patient de survivre tout en ayant éradiqué l’infection qui ne s’est plus 

manifestée durant le reste de sa vie. Cependant, la généralisation du protocole thérapeutique à 

l’ensemble des individus infectés par le VIH-1 ne semble pas adaptée. Si quelques essais semblent 

rapporter son efficacité transitoire, l’absence de protection systématique et dans la durée, ainsi 

que le fort risque de mortalité associé au traitement rendent l’approche inadaptée à la population 

générale, à une époque où la cART reste la plus efficace (Duarte et al., 2015; Gupta et al., 2019). 

2. Population exposée par voie muqueuse et non-seroconvertie (ESN) 

Les individus exposés au VIH mais non séropositifs (Exposed SeroNegative ou ESN) sont une 

population d’intérêt scientifique majeur concernant les corrélats de protection directs (Fourcade 

et al., 2018). Malheureusement, la plupart des cas ESN étudiés sont des travailleurs ou travailleuses 

du sexe, dans un contexte où les protections ne sont pas toujours utilisées. Les cas d’ESN 

concernent aussi des sujets vivant en couple avec des partenaires séropositifs et qui forment des 

couples serodiscorants, et plus rarement des individus chroniquement exposés à du sang 

contaminé. L’étude approfondie des mécanismes de protection des ESN a permis de mettre en 

lumière quatre aspects non-exclusifs de leur protection. 
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a) La réponse NK  

Comme pour les EC, les ESN présentent une réponse NK particulièrement robuste (Montoya 

et al., 2006, 2006; Scott-Algara et al., 2003; Tomescu et al., 2011). Cette réponse ne semble pas 

être qualitativement différente de celle des EC, mais associée à une forme particulière du KIR 

(Boulet et al., 2008b, 2008a). L’activation de ces cellules NK nécessite une primo-stimulation des 

cellules par de l’INFα, notamment produit par les pDC et les macrophages des ESN au niveau 

muqueux. Ceci favoriserait la mise en place de cette réponse protectrice qui pourrait agir comme 

première ligne de défense contre le VIH-1 chez les ESN (Tomescu et al., 2011, 2010). 

b) L’importance des anticorps muqueux anti-VIH-1 

Le laboratoire, à la suite des travaux pionniers de l’équipe de M. Clerici (Mazzoli et al., 

1997b) puis d’autres équipes (Devito et al., 2002; Pastori et al., 2000; Raux et al., 1999), a pu 

montrer que la protection des ESN dépendait en particulier de la présence d’IgA muqueux 

spécifiques du virus, exclusivement de gp41, et neutralisants in vitro (Tudor et al., 2009). Les 

épitopes de gp41 reconnus spécifiquement par les IgA varient selon les cohortes étudiées et 

incluent des épitopes linéaires comme le MPER et QARI/VLAVERY, ou des épitopes tri-

dimensionnels comme le laboratoire l’a montré récemment (Bélec et al., 2001; Benjelloun et al., 

2013; Clerici et al., 2002; Jain and Rosenthal, 2011; Khamassi et al., 2020; Tudor et al., 2009). En 

effet le laboratoire a isolé plusieurs IgA monoclonaux à partir de cellules B génitales d’ESN. Ces IgA 

présentent des caractéristiques génétiques démontrant qu’ils ont bien été générés par rencontre 

avec le VIH et que ce ne sont pas des anticorps naturels (Tudor et al., 2009). On peut suggérer que 

ces individus ESN ont été en contact sexuel/muqueux avec des inoculum contenant une majorité 

de virus défectifs permettant à l’immunité immunitaire humoral muqueuse de se mettre en place 

et d’induire des IgA contre l’enveloppe virale. Il est aussi envisageable que les APC locales aient 

présenté un profil primé ou de trained immunity favorisant la dégradation des virus/cellules 

infectées à la faveur de la présentation antigénique aux LB. Il reste encore à comprendre pourquoi 

les IgA des ESN ne ciblent que gp41 et pas gp120, ou pourquoi aucune réponse IgG anti-VIH 

muqueuse n’a été induite.  

Au niveau fonctionnel, les IgAs d’ESN sont neutralisants cross-clade. Leur transformation 

en IgG, tout en gardant le même paratope, conduit à une perte d’affinité d’environ 10 fois par 
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rapport à l’IgA correspondant (Khamassi et al., 2020). Ces résultats établissent que les IgA anti-

gp41 permettront une meilleure liaison aux antigènes viraux, se traduisant le plus 

vraisemblablement par une neutralisation plus importante mais aussi à une induction des fonctions 

effectrices plus efficaces. De plus, les IgA spécifiques de gp41 induisent plus efficacement les 

fonctions antivirales dépendantes du Fc comme l’ADCC et l’ADCP (Duchemin et al., 2020, 2018a). 

Le laboratoire a ainsi établi une corrélation entre la protection contre l’infection sexuelle par le VIH 

et l’induction d’une réponse IgA spécifique du virus. L’induction d’IgG spécifique du VIH-1 n’a pas 

été observée. Par contre, d’autres études auxquelles le laboratoire a participé ont permis 

d’identifier chez certains ESN, homme et femme, des IgG dirigés contre la première boucle 

extracellulaire de CCR5 aux propriétés neutralisantes et permettant l’inhibition de la transmission 

au niveau muqueux in vitro (Bomsel et al., 2007; Lopalco et al., 2000).  

c) Rôle de la réponse T-CD8 

Les individus ESN présentent aussi des HLA-I associés à la protection contre l’infection 

(Boulet et al., 2008a). A ce titre, la réponse CTL, comme évoquée pour les EC, est un aspect qui a 

été beaucoup étudié dans la protection des ESN d’autant qu’ils sont retrouvés autant au niveau 

muqueux que circulant (Kaul et al., 2000; Pinto et al., 1995; Ponnan et al., 2021; Rowland-Jones et 

al., 1998, 1995). Comme pour la réponse anticorps, l’exposition à un virus défectueux ou moins 

infectieux pourrait avoir conduit à la mise en place de cette réponse systémique et muqueuse, 

permettant la protection des individus. Les CTL des ESN présentent des caractéristiques similaires 

à celles des EC concernant les épitopes ciblés et leurs propriétés d’activation propre. 

Une réponse cytotoxique dirigée contre Gag et Nef a aussi été observée chez le partenaire 

ESN du couple sérodiscordant suite à la pratique de sexe oral ou vaginal non protégé (Hasselrot et 

al., 2010; Liu et al., 2006). Cette réponse est polyfonctionnelle et similaire à celle observée chez les 

ESN travailleuses du sexe et diminue avec la diminution de la charge virale du partenaire (Hasselrot 

et al., 2010; Liu et al., 2006). 

d) Rôle des chimiokines 

CCL3, CCL4 et CCL5 sont des β-chimiokines déjà identifiées comme inhibitrices de l’infection 

par le VIH in vitro (Coffey et al., 1997; Handen and Rosenberg, 1997; Jansson et al., 1996; Schols et 
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al., 1997). Leur concentration au niveau circulant et muqueux est fortement augmenté chez les 

ESN par rapport aux sujets non exposés au VIH (Cocchi et al., 2000; Iqbal et al., 2005; Lajoie et al., 

2012; Shieh et al., 2001a). En plus de leur activité antivirale, ces chimiokines peuvent aussi recruter 

les cellules immunitaires impliquées dans le contrôle de l’infection comme les NK, les TCD8, les 

neutrophiles mais aussi de potentielles cellules cibles du virus comme les macrophages, les 

monocytes et les TCD4. Malgré leur pouvoir chimiotactique des cellules cibles de l’infection, ces 

chimiokines restent un des paramètres protecteurs de individus contre l’infection. On peut donc 

imaginer qu’une fois les cellules cibles du virus recrutées dans la muqueuse, CCL5 dont la 

concentration a augmenté chez ces individus, se lie à son récepteur CCR5 et bloque l’infection.  

 

III. Perspectives  
 

Quarante ans après la découverte du virus, la caractérisation des paramètres associés à la 

protection contre l‘infection par le VIH ou de son contrôle reste un champ scientifique regorgeant 

d’inconnus. Élucider ces aspects pourrait aider à mieux comprendre les mécanismes permettant la 

mise en place de la protection naturelle des individus. Bien que les facteurs génétiques de l’hôte 

tels que le polymorphisme de CCR5 ou la nature du HLA-I, ne soient pas directement adaptés pour 

élaborer des stratégies anti-VIH, les autres facteurs associés à la protection des ESN ou le contrôle 

des EC peuvent être à l’origine de nouvelles pistes thérapeutiques et vaccinales. Parmi ces facteurs 

corrélant avec le contrôle et la protection contre l’infection figurent la présence d’Abs d’isotype 

IgA muqueux dirigés contre gp41 avec un spectre neutralisant étendu, une réponse innée robuste, 

la présence d’une réponse TCD8 dirigée contre le VIH-1 et la sécrétion de chimiokines β comme 

CCL3/4 et 5. Le caractère protecteur d’autres facteurs évoqués plus haut n’a pas encore été 

démontré. L’association de ces facteurs au contrôle (au moins relatif) de l’infection en fait 

néanmoins des pistes à ne pas négliger, comme le recrutement de cellules immunitaires innées au 

site d’infection. Il devient aussi évident qu’il ne faut pas négliger la possibilité d’une action 

conjointe des facteurs, permettant par exemple le ciblage des population innées par les Abs anti-

VIH-1 aux cellules infectées afin de maximiser l’efficacité du système protecteur.  
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Chapitre 2 : Perturbation du métabolisme cellulaire par SARS-CoV-2 

I. Le Coronavirus 2 du Syndrome Respiratoire Aigu Sévère 

 

(1) Émergence et taxonomie 

A la fin de l’année 2019, plusieurs cas de pneumonies atypiques sévères ont été recensés à 

Wuhan, province de Hubei en Chine et déclarés à l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). 

L’hypothèse de l’émergence d’un nouveau coronavirus, génétiquement proche du coronavirus à 

syndrome respiratoire aigu sévère (Severe Acute Respiratory Syndrom CoronaVirus ou SARS-CoV) 

de 2002 et de celui du syndrome respiratoire du moyen orient (Middle Eastern Respiratory 

Syndrom Coronavirus ou MERS-CoV), a été confirmée (Zhou et al., 2020; Zhu et al., 2020). La 

pandémie résultante, dénommée CoronaVIrus Disease- 19 (COVID-19) a ensuite été décrétée par 

l’OMS le 11 mars 2020 et le virus pandémique a été appelé SARS-CoV-2. 

Le SARS-CoV-2, l’agent étiologique de la COVID-19, fait partie de l’ordre des Nidovirales et 

appartient à la famille des Coronaviridae. Les coronavirus ciblent principalement les oiseaux et les 

mammifères, le réservoir le plus important étant établi dans les chauves-souris (Ciotti et al., 2019; 

Hu et al., 2021; Lu et al., 2020; Zhou et al., 2020). La sous-famille des Coronavirinae est divisée en 

4 genres : alphacoronavirus, betacoronavirus, gammacoronavirus et deltacoronavirus (Haque et 

al., 2020; Hu et al., 2021). Le SARS-CoV-2 fait partie du genre betacoronavirus, tout comme le SARS-

CoV et le MERS-CoV (Haque et al., 2020).  

Les SARS-CoV-2 a entrainé l’infection de plus de 770 millions d’individus et causé près de 7 

millions de morts en septembre 2023 (OMS/covid-19, Figure 25) depuis fin 2019, mais le SARS-

CoV-2 n’est plus considéré comme pandémique par l’OMS depuis le 6 mai 2023.  

Le SARS-CoV-2 est un virus à transmission aéroportée (Zhou et al., 2020; Zhu et al., 2020) 

ciblant l’épithélium nasal puis pulmonaire dans lequel le virus se réplique. Suite à l’infection, 

l’individu développe généralement un ensemble de symptômes grippaux dans les 3 à 5 jours : 

fièvre, toux, sinusite, courbatures et essoufflement sont les principaux symptômes décrits (Ciotti 

et al., 2019; Haque et al., 2020; Zhou et al., 2020; Zhu et al., 2020). Dans les formes graves de la 
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maladie, les patients développent des pneumonies massives. Ils sont alors admis en service de 

réanimation où ils pourront bénéficier d’une assistance à la respiration et d’une oxygénothérapie. 

Ce protocole permet de compenser la dépression respiratoire sévère induite par la réplication 

virale et l’emballement immun et la tempête cytokinique (Hajjar et al., 2021; Hu et al., 2021; Zhou 

et al., 2020; Zhu et al., 2020). 

 

Figure 25 : Carte du nombre de morts de l'infection par SARS-CoV-2 par 100 000 personnes. La mortalité normalisée permet de de 
faire ressortir qu’aucune région du globe n’a été épargnée de l’épidémie de SARS-CoV-2. Adapté du site de l'OMS, données au 01 
octobre 2023. 
 

(2) La pandémie et son contrôle 

La COVID-19 a pu être contenue de manière relativement efficace grâce à la mise au point 

rapide de vaccins et aux décisions efficaces prises en matière de santé publique. Cependant, malgré 

ces efforts, des variants préoccupants (Variants Of Concern ou VOC) du SARS-CoV-2 ont continué 

d’émerger et ont participé à la dissémination continue du virus dans la population, causant près de 

7 millions de morts jusqu’en septembre 2023 dans le monde (Fernandes et al., 2022; Hu et al., 

2021). Cette mortalité élevée pourrait s'expliquer par une prise en charge trop limitée des cas de 

COVID par les unités de soins intensifs. En effet, celle-ci est restée difficile en raison de difficultés 

logistiques devant l’affluence des patients mais surtout à cause de l'absence d’antiviraux efficaces 

présentant un rapport bénéfice/risque acceptable. Le traitement des patients en unité de soins 
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intensifs s’est limité à tempérer la tempête cytokinique (Hajjar et al., 2021). C’est le cas du 

tocilizumab, un Ab monoclonal (monoclonal Ab ou mAb) qui se lie de façon compétitive à l’IL-6R 

pour moduler l’emballement pro-inflammatoire médié par l’IL-6 chez patients souffrant d’arthrite 

rhumatoïde (Scott, 2017) et qui a été repositionné pour le traitement de la COVID-19. 

 

(3) Structure de la particule virale  

Le SARS-CoV-2 est un virus enveloppé d’un diamètre d’environ 100 nm (Zhu 2020) (Figure 

26). Sa capside hélicoïdale est associée à l’ARN génomique viral de polarité positive (ARN(+)) avec 

lequel il forme un complexe ribonucléique stable à l’intérieur du virus (Zhu et al., 2020). La 

membrane virale contient plusieurs protéines transmembranaires dites de membrane (ou M) et 

d’enveloppe (ou E), ainsi que la spicule (Spike ou S). Ces protéines, exprimées à forte densité dans 

la membrane virale, sont responsables de la forme caractéristique en couronne des coronavirus. 

La protéine Spike permet la liaison du virus à ses récepteurs sur la cellule hôte et son entrée (Haque 

et al., 2020; Y. Wang et al., 2020).  

Figure 26 : Schéma de la structure du SARS-CoV-2. Le virus est enveloppé et présente une forte densité de protéines membranaires 
Spike (S), de membrane (M) et d’enveloppe (E) à sa surface. Le génome ARN(+) est encapsidé dans une capside hélicoïdale courbée 
sous la membrane virale. Adapté de Haque, 2020, Future Virology. 

 

(4) Organisation génomique 

Le génome du SARS-CoV-2 est un ARN linéaire monocaténaire de polarité positive, coiffé 

en 5’ et polyadénylé en 3’. La taille du génome varie entre 27 et 32 kilobases, ce qui en fait l’un des 

plus grands génome viral à ARN connus. Le génome contient 15 phases ouvertes de lecture (Open 

Reading Frame ou ORF), pour exprimer environ 30 protéines (Haque et al., 2020; V’kovski et al., 

2021; Y. Wang et al., 2020) (Figure 27). 
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L’organisation génomique du SARS-CoV-2 est typique de celle des Coronavirinae. Son 

génome comprend un grand ORF dit ORF1ab représentant les deux tiers du génome sur l’extrémité 

5’. ORF1 code les protéases et la plupart des protéines non structurales (non structural protein ou 

nsp) notées nsp1 à nsp16 (Haque et al., 2020; V’kovski et al., 2021; Y. Wang et al., 2020). Ces nsp 

sont nécessaires au contrôle de l’expression et de la réplication des gènes. L’ORF1a chevauche 

ORF1b qui code notamment pour l’ARN polymérase ARN-dépendante (RNA-dependent RNA 

polymerase ou RdRp), dont la fidélité est relativement faible, ainsi que pour l’hélicase et 

l’exonucléase. Ces dernières assurent l’élimination des bases incorporées par erreur par la RdRp, 

tout en étant aussi impliquée dans la recombinaison de l’ARN (Gribble et al., 2021; Y. Wang et al., 

2020). L’extrémité 3’ composant le tiers restant du génome code pour les protéines structurales S, 

E, M et N (Haque et al., 2020; V’kovski et al., 2021; Y. Wang et al., 2020). 

Figure 27 : Organisation génomique du SARS-CoV-2. Les ORF1a et ORF1b, située en 5’ codent pour les éléments viraux non-
structuraux dont le complexe de réplication de l’ARN viral, permettant aussi l’expression des gènes structuraux en 3’ du génome. 
Adpaté de V'kovski, 2021, Nature Review. 

 

(5) Emergence des variants viraux 

Au cours de la pandémie, l’émergence de nombreux variants a été observée. Ceux-ci ont 

été classés en variants à risque pandémique et préoccupants (VOC) ou en variants à risque modéré 

(Variants Of Interest ou VOI) mais dont la surveillance s’est imposée (Fernandes et al., 2022). 

Depuis l’émergence de la souche d’origine à Wuhan en 2019, le variant B.1 contenant la mutation 

D614G dans la protéine spike a ensuite émergé en Italie dès le printemps 2020. Ce variant est 

probablement à l’origine des autres variants caractérisés par la suite. Le VOC alpha (B.1.1.7) a, 

quant à lui, émergé au en Afrique du Sud durant l’hiver 2021 en même temps que le VOC beta 

(B.1.351) au Royaume Uni. Le VOC Delta (B.1.617.2) a ensuite été décrit pour la première fois en 

Inde en mai 2021. A contrario des précédents VOCs, ce variant est capable d’échapper aux mAbs 

neutralisants disponibles sur le marché. Enfin, le VOC omicron (BA.1 et suivants) est apparu à 

l’automne 2021 en Afrique du Sud. L’ensemble de ces données est résumé dans le Tableau 6. 
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Cependant, six lignages différents dérivant du variant d’Italie B.1 ont été identifiés dans la 

période de février à avril 2020 (Alteri et al., 2021). Cette évolution complexe peut être expliquée 

par deux hypothèses : i) l’évolution de ce coronavirus ou de ce variant est particulièrement rapide, 

ou ii) le virus circulait déjà avant sa première identification sur le territoire en janvier-février 2020. 

En effet, de nombreuses études ont pu montrer que le SARS-CoV-2 circulait déjà en Italie dès 

septembre 2019 puisque rétrospectivement, jusqu’à 14% des échantillons testés ont présentent 

une réactivité contre le domaine de liaison au récepteur (RBD) de la protéine Spike (Apolone et al., 

2021). Ces résultats ont été confirmés par d’autres études, principalement centrées sur des 

échantillons collectés en Italie mais aussi en France et sur le continent Africain. En revanche, en 

Chine les résultats de séroréactivité contre le SARS-CoV-2 d’échantillons collectés avant pandémie 

Tableau 4 : Caractéristiques générales des différents VOC identifiés de 2019 à 2022. Adapté de 
Fernandes 2021, Annals of Medicine. 

Dénomination OMS Nom du variant Pays de première 
d’identification 

Caractéristiques cliniques 

Variant d’Italie B.1 Italie Transmissibilité augmentée 

Alpha B.1.1.7 Afrique du Sud Augmentation de la 
transmissibilité, sévérité et 
fatalité de l’infection. Impact 
faible sur la sensibilité aux 
mAbs neutralisants 

Beta B.1.351 Royaume Uni Augmentation de la 
transmissibilité. Diminution de 
la sensibilité aux mAbs 
neutralisants et aux Abs 
neutralisants induits par 
vaccination. 

Delta B.1.617.2 Inde Augmentation de la 
transmissibilité. Diminution de 
la sensibilité aux mAbs 
neutralisants et aux Abs 
neutralisants induits par 
vaccination. 

Omicron BA.1 et suivants Afrique du Sud Augmentation de la 
transmissibilité. Echappement 
aux mAbs neutralisants et aux 
Abs neutralisants induits par 
vaccination. 



93 
 
 

sont plus hétérogènes (Carrat et al., 2021; Chang et al., 2023; Deslandes et al., 2020; Kaneko et al., 

2021; Montomoli et al., 2021; Pedersen et al., 2022; Trombetta et al., 2022). D’un point de vue de 

santé publique, ces résultats remettent en question les dispositions à prendre pour mieux anticiper 

les futurs risques associés à l’émergence d’un virus zoonotique. De plus, la détection simultanée 

de réponses immunitaires (séroconversion ou réponse des lymphocytes T) dirigées contre le SARS-

CoV-2 à l’automne 2019 en Europe, en Asie mais aussi en Afrique suggère que le SARS-CoV-2 a 

émergé plus précocement que décembre 2019, probablement à l’été 2019 (Apolone et al., 2021; 

Montomoli et al., 2021; Pekar et al., 2020).  

  

(6) Cycle viral 

Le SARS-CoV-2 infecte en majorité les cellules pulmonaires épithéliales (Figure 28). Le virus 

se fixe grâce à la protéine Spike à ses récepteurs comme l’enzyme 2 de conversion de l’angiotensine 

(Angiotensine-Converting Enzyme 2 ou ACE2) et/ou de la protéase à sérine 2 (Transmembrane 

Serine Protease 2 ou TMPRSS2) à la surface des cellules épithéliales (Haque et al., 2020; Lan et al., 

2020; V’kovski et al., 2021). D’autres récepteurs au virus ont été décrits pour les cellules myéloïdes 

comme CD147 ou d'autres lectines (Jackson et al., 2022; Lan et al., 2020; Y. Wang et al., 2020). La 

fusion des membranes virale et cellulaire nécessite le clivage de la protéine Spike en deux sous-

unités S1 et S2. Ce clivage est généralement médié par la furine cellulaire, mais peut également 

avoir lieu après l’attachement à TMPRSS2 (Haque et al., 2020; Hoffmann et al., 2020; Hu et al., 

2021; Johnson et al., 2021). Après libération du génome viral dans le cytoplasme, les deux 

premières ORF (ORF1a et ORF1b) du génome sont immédiatement traduits pour produire les nsp1 

à nsp16. Ces protéines s’assemblent pour partie en un complexe multiprotéique de réplication et 

d’expression du génome viral, composé notamment de la RdRp (Nakagawa et al., 2016; V’kovski et 

al., 2021). Le complexe de réplication synthétise des ARN de polarité négatives (-) de chacune des 

ORF se trouvant en 3’ de l’ORF1b. Ce sont des ARN(-) sous-génomiques. Chaque ARN sous-

génomique sert de matrice à la synthèse d’une grande quantité d’ARNm correspondants, ce qui 

permet d’assurer une expression efficace des protéines de structure virales. Le complexe de 

réplication synthétise aussi des ARN(-) de la longueur totale du génome et destinés à servir de 
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matrice pour la synthèse des ARN(+) génomiques qui seront ensuite encapsidé dans la particule 

virale au cours de sa formation (Haque et al., 2020; V’kovski et al., 2021; Zhou et al., 2020).  

Figure 28 : Représentation du cycle viral du SARS-CoV-2. Après liaison à son récepteur ACE2 et à TMPRSS2 (quand présent), le virus 
fusionne avec la membrane plasmique. La particule virale pénètre dans la cellule par endocytose puis fusionne avec la membrane 
des endosomes. La capside est ensuite relarguée dans le cytosol pour permettre la traduction immédiate depuis le génome viral des 
ORF1a et ORF1b, permettant la mise en place du complexe de réplication. Le complexe de réplication va opérer depuis les usines 
virales, mises en place par les différentes nsp, et permettre la synthèse des ARNm de chacune des ORF structurales. Ces ARNm sont 
ensuite traduits pour permettre l’assemblage des particules virales qui transitent via l’ERGIC. Les particules virales sont ensuite 
acheminées au travers de l’appareil de Golgi pour être relarguées par exocytose ou lors de la lyse des cellules. Adapté de V'kovski, 
2021, Nature Reviews in Microbiology. 

La réplication des coronavirus a lieu dans un compartiment cellulaire viro-induit, nommé 

usines virales, situé à proximité du noyau cellulaire (Haque et al., 2020; V’kovski et al., 2021; Y. 

Wang et al., 2020; Zhou et al., 2020). La formation des usines virales est d’ailleurs un mécanisme 

de réplication commun aux virus à ARN à réplication cytosolique tels que les Coronaviridae, les 
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Flaviviridae ou les Togaviridae (Fernández de Castro et al., 2021). Les usines virales sont des 

organites de réplication qui bourgeonnent à partir des membranes du RE en les recourbant sur 

elles-mêmes. Ces usines sont le principal site de réplication et d’expression des protéines virales 

(de Castro et al., 2013; Fernández de Castro et al., 2021; Miao et al., 2021; Snijder et al., 2020). Ces 

compartiments ont des délimitations variables : vésicules à double membrane, à simple 

membrane, ou en séparation de phase liquide-liquide (Fernández de Castro et al., 2021; Mendonça 

et al., 2021; Perdikari et al., 2020). Le volume tridimensionnel des usines virales est destiné à servir 

de plate-forme à la réplication virale et à l'assemblage ultérieur des protéines en  virions. Ce réseau 

membranaire complexe permet l’isolation vis-à-vis des senseurs de l’immunité intrinsèque tels que 

le Retinoic acid-Induced Gene-I (RIG-I) et la Mitochondrial AntiViral-Signaling protein (MAVS) 

(Fernández de Castro et al., 2021; Mendonça et al., 2021; Perdikari et al., 2020). Ces senseurs sont 

notamment activés par les ARN viraux par leur absence de coiffe en 5’ ou les ARNdb, 

physiologiquement non présents dans la cellule. L’échappement à cette détection permet 

l’échappement à la mise en place de la réponse IFN de type I. 

Les protéines S, M et E, traduites simultanément, sont ensuite dirigées vers le réticulum 

endoplasmique de la cellule (Brahim Belhaouari et al., 2020; Haque et al., 2020; Mendonça et al., 

2021). Précisément, les protéines sont transportées par voie vésiculaire vers le compartiment 

intermédiaire entre le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi (Endoplasmic Reticulum – 

Golgi Intermediate Compartment ou ERGIC) (Brahim Belhaouari et al., 2020; Scherer et al., 2022).  

L’ERGIC est le site d’assemblage des coronavirus et le lieu du bourgeonnement des 

nouvelles particules virales (Brahim Belhaouari et al., 2020; Scherer et al., 2022; Zhou et al., 2020). 

Les particules virales sont ensuite acheminées au travers de l’appareil de Golgi où les protéines 

d’enveloppe pourront être glycosylées. Ces glycosylations sont une caractéristique partagée avec 

le SARS-CoV responsable de l’épidémie de 2002 et sont associées à l’échappement du virus au 

système immunitaire (V’kovski et al., 2021; Walls et al., 2016; Watanabe et al., 2020). C’est aussi 

dans l’appareil de Golgi que la furine cellulaire va cliver le site polybasique entre S1 et S2 localisé 

dans le précruseur de S en S1 et S2, nécessaire à l’infectiosité des particules virales. Ce processus 

n’est pas parfait et certaines particules peuvent présenter des S clivées ou non à leur surface. Le 

clivage des formes immatures se fera alors au moment de l’entrée par la protéase TMPRSS2 
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(Hoffmann et al., 2020). Enfin, les particules sont relarguées hors de la cellule par exocytose ou 

durant la lyse des cellules infectées (Brahim Belhaouari et al., 2020; Mendonça et al., 2021).  

 

(7) Arsenal thérapeutique 

La pandémie a notamment été marquée par le développement rapide de vaccins contre le 

SARS-CoV-2, ce qui a permis la limitation des cas graves de COVID-19 (Corbett et al., 2020; Walsh 

et al., 2020). Cependant, la vaccination en population générale n’a pas suffi à contenir la 

dissémination virale et l’apparition de formes graves chez certains individus. Les cas de patients 

infectés et développant des formes sévères est toujours d’actualité. Le développement de 

traitement antiviraux reste donc d’intérêt majeur (Fernandes et al., 2022).  

Certaines approches antivirales ont été développées mais aucune ne présente une balance 

bénéfice-risque suffisamment acceptable pour être utilisé quotidiennement en clinique. 

L’utilisation de ces molécules est de fait restreinte aux cas graves des services réanimation (Haque 

et al., 2020; Hu et al., 2021). Parmi ces antiviraux, le remdesevir est un antiviral puissant agissant 

comme inhibiteur de la polymérase virale (analogue de base nucléosidique). Son utilisation permet 

une amélioration du statut clinique des patients en service de réanimation (Haque et al., 2020; 

Kokic et al., 2021; Scavone et al., 2020; Y. Wang et al., 2020). Malgré l’émergence de VOC, le 

remdesevir reste un des seuls antiviraux encore utilisé (Showers et al., 2021), probablement car la 

polymérase virale qu’il cible présente peu de mutations entre les variants. Parmi les autres 

antiviraux, le Paxlovid a été récemment développé par Pfizer. Ce dernier est une combinaison du 

nirmatrelvir et du ritonavir (inhibiteur de protéase). Le nirmatrelvir inhibe le cytochrome C 3A4, 

enzyme principale de la dégradation du ritonavir, ce qui diminue la dégradation du ritonavir et 

augmente son activité antivirale (Boras et al., 2021). Le paxlovid et le remdesevir constituent 

actuellement les seules approches antivirales post-infection disponibles sur le marché et utilisé en 

clinique. 
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II. Les voies de l’hôte détournées par le virus  

Au cours de l’infection, les protéines virales peuvent détourner certaines voies moléculaires 

de la cellule cible, assurant ainsi l’établissement d’un environnement cellulaire favorable à la 

réplication virale. A plus large échelle, ce détournement inclus également l’échappement au 

système immunitaire inné comme adaptif et favorise la dissémination du virus à l’individu comme 

en population générale. 

(1) Métabolisme des lipides 

1. Aspects généraux 

Le métabolisme des lipides comprend la somme des voies anaboliques et cataboliques des 

acide gras (Fatty Acids ou FA) et des stérols (Figure 29). Les FA sont des acides carboxyliques à 

longue chaîne carbonée présentant ou non des insaturations. La première étape de la synthèse des 

FA est catalysée par l’enzyme Acetyl-coA Carboxylase (ACC) (Currie et al., 2013). Cette étape limite 

l’anabolisme lipidique puisqu’elle est la seule à pouvoir générer du malonyl-CoA, un substrat 

essentiel de la Fatty-Acids SyNthase (FASN). Le malonyl-CoA est polymérisé sur un Acetyl-CoA par 

la FASN qui réitère cette opération jusqu’à l’obtention d’un FA d’au moins seize atomes de carbone, 

ou acide palmitique. Par une série d’actions enzymatiques (Figure 29) et non détaillées ici, les 

acides palmitiques peuvent être désaturés par des hydrogénasses cellulaires. Ainsi la diversité des 

FA repose autant sur leur longueur que sur la quantité et la disposition des insaturations. Ces FA, 

insaturés ou non, sont stockés dans les gouttelettes lipidiques et servent de stock d’énergie pour 

la cellule (Figure 29). Ces gouttelettes lipidiques sont naturellement remplies par les FA lors de 

l’excès d’activité des enzymes de synthèse. Les FA peuvent aussi être couplés au glycérol pour 

former des phospholipides (PL). Ceux-ci seront intégrés dans les membranes néosynthetisées pour 

les renouveler. Les phospholipides sont un groupe de molécules extrêmement diverses ajoutant 

de la diversité au répertoire des lipides. Le catabolisme des FA est régulé notamment par l’activité 

de l’ACC. En effet, le malonyl-CoA produit par l’ACC inhibe l’activité du Carnityl Palmitate 

Transporter 1 (CPT1), ce qui bloque l’import des FA dans la mitochondrie et prévient de leur 

dégradation par β-oxydation. L’activité de l’ACC est contrôlée par diverses kinases dont la kinase 

activée par l’AMP (AMPK-activated Kinase ou AMPK), qui inhibent son activité par phosphorylation. 

En conséquence, la synthèse de novo de FA est complètement inhibée. L’ajout de FA peut aussi 
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être une modification post-traductionnelle des protéines permettant à la protéine d’acquérir un 

profil plus liposoluble, généralement associé à un attachement membranaire (Wang and Chen, 

2022). Ainsi, les FA ont de nombreux rôles à l’échelle de la cellule et de l’organisme : homéostasie 

des membranes, signalisation et un énergétique (Currie et al., 2013).  

Enfin les stérols, dont le représentant le plus connu est le cholestérol, sont synthétisés selon 

une cascade biochimique complexe (Figure 30). La première étape limitante est catalysée par 

l’enzyme 3-Hydroxy-3-MethylGlutaryl coenzyme A réductase (HMGCR). Cette enzyme, comme 

l’ACC, est régulée négativement par phosphorylation, notamment par l’AMPK. Les stérols sont une 

classe de lipides d’importance majeure dans la biologie des membranes car ils permettent à la fois 

d’augmenter la courbure des membranes et de l’organiser en microdomaines fonctionnels tels que 

Figure 29: Représentation du métabolisme lipidique permettant la synthèse des FA et leur stockage sous forme de 
gouttelettes lipidiques. La synthèse des FA débute par la prise en charge d’Acétyl-CoA cytosolique par l’ACC pour 
générer du Malonyl-CoA. Les Malonyl-CoA sont ensuite polymérisés sur l’Acétyl-CoA par la FASN pour générer des FA 
(FA). De plus le Malonyl-CoA inhibe l’import mitochondrial des FA et prévient de leur dégradation. Un processus 
multienzymatique polymérise deux FA sur phosphoglycérol (G3P), permettant la génération de diacylglycérol (DG). Le 
DG est très versatile puisque la polymérisation d’un FA supplémentaire génère des triglycérides (TG) qui sont  stockés 
dans les gouttelettes lipidiques. Il peut aussi servir d’échafaudage à la génération des (glycéro)phospholipides (PL), 
ayant des rôles structuraux dans les membranes mais aussi en tant que tel pour la signalisation. Adapté de Currie, 
2013, Cell Metabolism. 
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les radeaux lipidiques. Les stérols sont aussi stockés dans les gouttelettes lipidiques (Luo et al., 

2020). Les stérols sont les précurseurs des hormones stéroïdiennes (testostérone et progestérone 

par exemple) et jouent ainsi un rôle capital dans la signalisation.  

Figure 30: Etapes clés du métabolisme du cholestérol dans une cellule hépatique. Le processus multi-étape démarre de la même 
manière que pour la synthèse des FA. Un Acétyl-CoA transformé en HMG-CoA et pris en charge par l’HMGCR. Cette enzyme est 
limitante dans le processus biosynthétique qui permet la génération d’esters de cholestérols qui sont ensuite sécrétés dans la 
circulation ou stockés dans les gouttelettes lipidiques. Issu de Luo, 2019, Nature Reviews Molecular Cell Biology. 

2. Rôles dans la réplication du SARS-CoV-2 

La réplication du SARS-CoV-2 est associée à une perturbation du métabolisme lipidique 

(Farley et al., 2022; Tabata et al., 2021; Tanner and Alfieri, 2021). Le répertoire des lipides dans les 

cellules hôtes est amplement modifié au cours de l’infection par SARS-CoV2, mais aussi par d’autres 

virus (Bajimaya et al., 2017; McBride and Machamer, 2010; Mesquita et al., 2021). Lors de 

l'infection par SARS-CoV-2, celui-ci est considérablement modifié en faveur des FA polyinsaturés, 

par un mécanisme notamment dépendant de ORF9, nsp4 et nsp6 (Farley et al., 2022; Grootemaat 

et al., 2022).  
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Dans les cellules infectées, des gouttelettes lipidiques s’accumulent et colocalisent avec les 

sites de réplication virale in vitro, vraisemblablement avec les usines virales (Dias et al., 2020; Farley 

et al., 2022; Grootemaat et al., 2022; Nardacci et al., 2021). Dans les autopsies de patients 

décédées de la COVID-19, il a été montré que ces gouttelettes lipidiques s’accumulent aussi dans 

les vésicules contenant des virus (Figure 31) (Grootemaat et al., 2022). L’accumulation des 

gouttelettes lipidiques au cours de la réplication virale n’est ni un phénomène nouveau ni un 

phénomène restreint au SARS-CoV-2. Cependant la compréhension fine du rôle de cette 

accumulation dans le cycle viral reste incomplète (Qu et al., 2023). Cependant, il a déjà été montré 

que l’accumulation des gouttelettes lipidiques dans les cellules infectées pourrait notamment 

favoriser la production de molécules inflammatoires comme l’IL-6 et le LTB4 (médiateur lipidique 

de l’inflammation), elles-mêmes associées à la tempête cytokinique (Dias et al., 2020). Enfin les 

lipides sont nécessaires à la génération des membranes virales. Leur contenu lipidique est finement 

régulé et conditionne l’infectivité des particules virales de SARS-CoV-2, comme c’est aussi le cas 

pour SARS-CoV (Cheng et al., 2022; McBride and Machamer, 2010; Mesquita et al., 2021).  

Figure 31: Microscopie électronique (D) et confocale à fluorescence (D’) de biopsies de patients décédés de COVID-19. Pour D’, le 
bleu est le marquage DAPI des noyaux, en rouge le marquage Nile Red des gouttelettes lipidiques et en vert le marquage de la 
Nucléocaspide. D’’ représente la combinaison des 2 précédentes images. e : érythrocytes ; n : noyau. Issu de Grootemaat 2022 
Clinical Microbiology. 

L’inhibition de la synthèse des lipides est associée à une diminution de l’infection. Cette 

réduction est due au blocage de la synthèse des gouttelettes lipidiques, de la restauration du profil 

lipidique ou de la diminution de l’infectivité des particules virales néoformées (Baek et al., 2022; 

Dias et al., 2020; Farley et al., 2022; Mesquita et al., 2021; Tabata et al., 2021; Wang et al., 2023). 

Ces résultats mettent en avant le rôle déterminant du métabolisme des lipides dans la réplication 

du SARS-CoV-2, ainsi que leur potentielle utilisation comme cible thérapeutique. 
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(2) Autophagie dans les cellules infectées 

1. Présentation générale 

L’autophagie est un processus cellulaire permettant la génération d’organites destinés à 

fusionner avec le lysosome et ainsi conduire à la dégradation de son contenu vésiculaire (Aman et 

al., 2021; Koepke et al., 2021; Kumar et al., 2022)(Figure 32). Ce processus permet de restaurer le 

niveau énergétique de la cellule mais peut aussi de permettre la dégradation de composants viraux 

au cours de l’infection. L’initiation du processus, débute par l’initiation du phagophore, sous 

l’impulsion de la microtubule-associated protein 1A/1B-Light Chain 3 (LC3) activée. LC3 activée est 

une forme conjuguée LC3-Phophatidylétanolamine, nommé LC3-B, qui s’associe à la membrane du 

futur phagophore (Aman et al., 2021; Lippai and Lőw, 2014). Cette activation permet le 

bourgeonnement de la membrane du phagophore, destiné à devenir un autophagosome. Les 

protéines ou les cargos à dégrader sont poly-ubiquitinylés, permettant leur orientation vers les 

phagophores suite à leur liaison aux récepteurs sélectifs de l’autophagie dont le Sequestosome-1 

(ou P62) (Figure 32a). Ces récepteurs présentent également un domaine d’interaction avec LC3-B, 

ce qui permet l’adressage des protéines à dégrader dans le phagophore naissant. La fermeture du 

phagophore, ou sa maturation, nécessite l’activation de protéines impliquées dans l’élongation de 

la membrane du phagophore dont la protéine kinase Unc-51 Like autophagy activating Kinase 1 

(ULK1). Le recrutement de ULK1 au phagophore promeut son autophosphorylation et entraine son 

activation. Celle-ci est inhibée par le complexe MTORc (Mammalian Target of Rapamycin complex) 

mais est stimulée par l’activation de l’AMPK (Figure 32a). La maturation du phagophore se termine 

par l’action de diverses enzymes et protéines telles que Atg5/12/16 et l’incorporation 

supplémentaire de LC3-B (Figure 32b). Le phagophore devient alors un autophagosome mature, 

capable de fusionner avec les lysosomes, qui expriment les protéines Lysosomal Associated 

Membrane-Protein 1 et 2 (LAMP1 et LAMP2). La formation des autophagolysosomes par fusion de 

l’autophagosome avec le lysosome permet la dégradation du contenu de l’autophagosome par 

l’action des enzymes et du pH lysosomal (Aman et al., 2021; Kumar et al., 2022; Lippai and Lőw, 

2014). Les lysosomes sont ensuite régénérés. 
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Figure 32: Représentation temporelle des étapes majeures de l'autophagie et des acteurs impliqués. (a) Les protéines agrégées 
ou virales à dégrader par autophagie sont poly-ubiquitinylées puis liées par ces ubiquitines par les récepteurs sélectifs de 
l’autophagie P62 ou NRB1 qui permettent ensuite, par leur, liaison à LC3-B, l’adressage du cargo protéique au phagophore naissant. 
La maturation du phagophore dépend du recrutement des Atg5/12/16 mais aussi de l’activation de ULK1 phosphorylé. Cette 
phosphorylation est inhibée par la voie mTOR alors que l’AMPK active phosphoryle ULK1 et inhibe la voie mTOR. Adapté de Lippai, 
2014, Biomed Research International. (b) L’autophagolysosome est formé par recrutement séquentiel d’acteurs protéiques au cours 
du processus autophagique. Les hydrolases lysosomales assurent la dégradation du contenu de l’autophagosome avant de régénérer 
le lysosome pour permettre à nouveau leur fusion avec un futur autophagosome. Adapté de Zhao, 2020, Archives of Gynecology and 
Obstetric. 

2. Rôles dans la réplication du SARS-CoV-2 

Le cycle viral du SARS-CoV-2 est associé à la perturbation du flux autophagique (Koepke et 

al., 2021). L'initiation de l'autophagie par les protéines nsp principalement, mais aussi ORF3a et 

ORF8, permet de d’induire la courbure membranaire caractéristique des usines virales par 

bourgeonnement à partir du RE (Fernández de Castro et al., 2021; Gassen et al., 2021; Liang et al., 

2022; Qu et al., 2021; Y. Zhang et al., 2022). Cependant le flux autophagique induit par l’infection 

virale est interrompu avant la maturation complète des compartiments. L’absence fusion entre les 

autophagosomes et les lysosomes pourrait empêcher la dégradation du virus et permettre sa 
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propagation (Chen et al., 2021; Hou et al., 2022; Koepke et al., 2021; Qu et al., 2021; Twu et al., 

2021). La perturbation du flux autophagique probablement causée par les protéines virales OFR3a 

et ORF7a qui augmentent l’expression de LC3-B et la phosphorylation de ULK1. Pourtant, cette 

perturbation n’est pas accompagnée par une augmentation de l’expression de P62, ou de la 

colocalisation des composants viraux avec le compartiment lysosomal LAMP-1+ (Chen et al., 2021; 

Hou et al., 2022; Koyama-Honda et al., 2013; Miao et al., 2021; Y. Zhang et al., 2022; Zhou et al., 

2023). L’échappement à la dégradation des protéines virales par les lysosomes peut également 

conduitre à une diminution du chargement des molécules CMH-I avec peptides viraux. Ceci 

favoriserait l’échappement à la réponse CTL protectrice (Øynebråten, 2020; Wen et al., 2023). De 

plus, ORF8 diminue l’expression du CMH-I au niveau de la membrane plasmique des cellules 

infectées, les rendant sont moins sensibles aux CTL spécifiques du SARS-CoV-2 (Zhang et al., 2021). 

La perturbation du flux autophagique est un processus essentiel à la réplication du SARS-CoV-2, 

que les protéines virales détournent à la faveur de sa réplication (Liang et al., 2022) (Figure 33). 

Figure 33 : Illustration des différentes étapes de l'autophagie détournées à la faveur de la réplication du SARS-CoV-2. Les protéines 
nsp3/4/6 et ORF8 favorisent les étapes d’initiation de l’autophagie à la faveur des usines virales et de la sécrétion des particules 
néoformées. En parallèle, les protéines virales nsp3/6/7 et ORF1a/3a/7a ainsi que N sont impliquées dans l’inhibition de différentes 
étapes aboutissant à la maturation du phagosome et sa fusion avec les lysosomes et la dégradation des composants viraux ou des 
virions. Adapté de Liang, 2022, Frontiers in Microbiology. 
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(3) Echappement à la réponse interféron 

Figure 34 : Illustration de la mise en place de la réponse IFN-I et des protéines virales inhibitrices. La signalisation IFN-I est inhibée 
à différents niveaux allant de la détection des ARN viraux par nsp1, à la transduction du signal par induction de la mitophagie par 
M ou ORF9a/10 ou en aval par les différentes protéines virales. Adapté de Lin & Shen, 2020, Pediatric Investigation. 

L’induction d’une réponse réponse à l'IFN de type I (IFN-I) chez les patients infectés par le 

SARS-CoV-2 est associée à une maladie de moindre gravité. Dans 20% des cas graves de COVID-19, 

une interféronopathie causée par des autoanticorps dirigés contre les IFN de type I empêchant leur 

activité biologique, a été identifiée (Bastard et al., 2021; Wang et al., 2021). La réponse IFN I est 

notamment initiée par la détection d’ARN exogènes cytosoliques (absence de coiffe, de queue 

polyA ou ARN double brin) par les senseurs cellulaires MDA5 et RIG-I (Figure 34). Ces protéines 

activent ensuite MAVS qui initie la cascade de signalisation responsable de la transcription des 

ARNm des gènes des IFN-I ensuite traduits. Les IFN-I agissent de façon auto- et paracrine sur les 

cellules afin d’induire la production de gènes stimulés par les IFN (Interferon Stimulated Genes ou 

ISG) qui limitent la réplication du SARS-CoV-2, tels que Mx dynamin like GTPAse (Mx1) ou 2'-5'-

OligoAdenylate Synthetase 1 (OAS1) (Bizzotto et al., 2020; Danziger et al., 2022; Schroeder et al., 

2021; Smith et al., 2022; Q. Zhang et al., 2021). De plus, la stimulation par les IFN-I induit 

l’expression de la RnaseL destinée à dégrader les ARN viraux. Elle induit aussi la phosphorylation 

de eIF2α, ce qui inhibe la traduction des ARNm non dépendant des sites d’entrée interne des 
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ribosomes et limite l’expression des protéines virales. Enfin, la stimulation par l’IFN-I potentialise 

la sécrétion de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires induite par l’activation de RIG-I ou 

MDA-5, telles que l’IL-6 ou encore le TNF-alpha (Ramasamy and Subbian, 2021).  

De nombreuses protéines virales sont impliquées dans l’inhibition de la réponse IFN-I 

(Figure 34) (Lin and Shen, 2020). Par exemple les protéines virales S, M et ORF10 inhibent le 

transport nucléaire de IRF3 et dégradent MAVS par mitophagie ce qui diminue la production d’IFN-

I (Hui et al., 2021; Li et al., 2022; Q. Zhang et al., 2021). Ainsi dans les cas sévères de COVID-19, la 

forte inhibition de la réponse IFN-I au début de l’infection va favoriser la dissémination virale. 

Cependant, si les dommages cellulaires et tissulaires sont trop importants, la réponse IFN-I est 

engagée de façon disproportionnée et peut provoquer la tempête cytokinique (J. S. Lee et al., 2020; 

Ramasamy and Subbian, 2021; Ruiz et al., 2022; Smith et al., 2022). 

 

III. La piste thérapeutique de l’AMPK contre le SARS-CoV-2 
 

(1) Protéine centrale de l’homéostasie énergétique 

1. Structure et fonction 

La protéine Kinase activée par l’AMP (AMPK), est une protéine hétérotrimérique composée 

d’une unité catalytique α et de deux unités régulatrices β et  (Moreira et al., 2016; Sharma et al., 

2023). En cas de carence métabolique, le niveau cellulaire d’AMP augmente, ce qui favorise sa 

liaison à la sous-unité  de l’AMPK. Cette interaction conduit à l’autophosphorylation de l’AMPK 

sur la Thréonine 172 et stimule l’activité kinase de l’AMPK (Figure 35). L’AMPK va permettre 

d’initier les programmes cellulaires destinés à restaurer les niveaux d’énergie disponible par 

génération d’ATP (Moreira et al., 2016; Sharma et al., 2023). L’AMPK activée favorise l’import du 

glucose et son hydrolyse, selon des mécanismes que nous ne détaillerons pas ici mais qui sont des 

régulateurs majeurs de l’homéostasie énergétique (Moreira et al., 2016; Sharma et al., 2023). 

L’AMPK inhibe la synthèse lipidique par phosphorylation de l'ACC, de la FASN et de l’HMGR, qui 

inhibent respectivement la synthèse des FA et du cholestérol (Figures 29, 35). L’inhibition de ces 

trois acteurs majeurs du métabolisme lipidique favorise la consommation des lipides stockés dans 

les gouttelettes lipidiques dont la taille diminue. L'activation de l'AMPK induit aussi l'autophagie, 

notamment par l'activation de ULK1 et l’induction de l'expression de P62 d’une façon Nrf2-
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dépendante (Moreira et al., 2016; Sharma et al., 2023). De plus, en inhibant la voie mTOR 

(TSC1/raptor), l’AMPK activée renforce sa capacité à induire l’autophagie (Figures 32a, 35). Enfin, 

l’AMPK activée a une activité anti-inflammatoire par l’inhibition de l’activation cellulaire, 

généralement requise pour les fonctions pro-inflammatoires (Moreira et al., 2016; Sharma et al., 

2023). 

Figure 35 : Schéma de la structure de l'AMPK et des cibles en aval de son activation. L'activation de l'AMPK par phosphorylation 
sur la Thréonine 172 permet l'activité kinase de l'AMPK, destinée à inhiber les mécanismes énergivores et de promouvoir le 
catabolisme afin de restaurer les niveaux énergétiques cellulaires. Adapté de Moreira, 2016, Current Drug Target. 

2. Ciblage pharmacologique 

La metformine et l’AICAR sont deux activateurs chimiques de l’AMPK (Moreira et al., 2016; 

Sharma et al., 2023). Cependant cette activation ne dépend pas de leur liaison directe à l’AMPK. 

En conséquence, de fortes concentrations de chacune de ces deux molécules sont nécessaires pour 

induire un effet in vitro (de l’ordre du millimolaire). De plus, ces molécules peuvent également agir 

sur d’autres cibles contrairement à des activateurs directs. 

Récemment, le MK-8722, un activateur allostérique de l'AMPK (Figure 36a), a été 

développé par les laboratoires Merck pour activer spécifiquement la sous-unité β de l'AMPK à 

l'échelle du nanomomolaire (Figure 36b) (Myers et al., 2017). L’administration par voie orale de 

dose moyennes (à l’échelle du micromolaire) de MK-7822 a montré une bonne biodisponibilité du 
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produit dans des modèles NHP. Dans cette étude, les NHP traités présentent une légère 

hypertrophie cardiaque passagère, sans conséquence sur l’état des animaux, et aucun effet 

secondaire n’ai été rapporté, démontrant la sûreté de son utilisation (Myers et al., 2017). Enfin, 

cette étude a également confirmé l’efficacité de MK-8722, puisqu’une augmentation de la 

consommation de glucose dans l’intégralité du corps a été observée par tomographie par émission 

de positons/tomodensitométrie (PET-scan, Figure 36c) chez les NHP et démontre l’activation de 

l’AMPK. 

Ces données suggèrent que le MK-8722 est un activateur de choix de l’AMPK qui pourrait 

être utilisé au cours d’essais cliniques. 

Figure 36: Présentation de MK-8722, l'activateur pan-AMPK développé par les laboratoires Merk.(a) Structure de la drogue et (b) 
son activité biologique sur l'activation de l'AMPK et de sa cible ACC, comparativement à l'AICAR. (c) Dégradation du glucose 
radioactif mesuré par PET-scan en corps total de NHP traité ou non par MK-8722. Issu de Myer 2017 Science. 

3. Ciblage pharmacologique de l’AMPK contre les infections virales 

Les protéines régulatrices du métabolisme lipidique (ACC, FASN et HMGCR) ainsi que de 

l’autophagie (activation de ULK1, induction indirecte de P62) sont régulées par l’AMPK active. Cette 

dernière apparaît ainsi comme une cible de choix permettant d’inhiber la biosynthèse lipidique et 

induire le flux autophagique. L’activation de l’AMPK par la metformine a permis de bloquer 

l’infection de cellules Vero par les virus de la Dengue (DenV), de la Fièvre Jaune et de Zika (ZikV) in 
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vitro (Farfan-Morales et al., 2021a). Le traitement à la metformine réduit la quantité d’usines 

virales de ces virus à ARN à réplication cytosolique. Ces trois virus sont aussi connus pour détourner 

l’autophagie et la voie de biosynthèse des lipides à la faveur de leur cycle viral. Ceci suggère que 

l’activation de l’AMPK pourrait agir en contrecarrant l’effet de l’infection sur l’autophagie et/ou 

sur le métabolisme lipidique (Farfan-Morales et al., 2021b; Fernández de Castro et al., 2021). 

Cependant, si Farfan-Morales et collègues ont démontré que le traitement à la metformine réduit 

les symptômes de DenV dans un modèle murin, ils n’ont pas observé d’impact sur le tableau 

clinique dans le cas d’infection par le ZikV (Farfan-Morales et al., 2021a). Les auteurs supposent 

que l’effet antiviral est lié au fait que la metformine agit principalement au niveau hépatique, 

organe dans lequel le DenV se réplique, alors que ce n’est pas le cas pour le ZikV. Ces résultats 

montrent que la diffusion des molécules antivirales jusqu’au site d’infection est un facteur 

déterminant pour leur effet antiviral. 

Concernant le SARS-CoV-2, il a été rapporté que l’infection de cellules Vero diminue 

l’activation de l’AMPK et la phosphorylation des cibles en aval telles que ULK1 et TSC2 (Gassen et 

al., 2021). Cependant, le traitement des cellules à l’AICAR ne permet pas d’inhiber l’infection aux 

doses testées (Gassen et al., 2021). Plus récemment, Parthasarathy et collègues ont montré in vitro 

que l’activation de l’AMPK par la metformine inhibait la réplication virale dans les cellules 

épithéliales Calu-3 et Caco2 à des concentrations de 2mM et 5mM respectivement (Parthasarathy 

et al., 2023). Cependant, la cytotoxicité de la metformine dès 5-10mM limite la portée de ces 

résultats. Les auteurs ont pu aussi démontrer que le traitement à l’AICAR inhibe la réplication du 

SARS-CoV-2 mais mais l’impact du traitement sur la viabilité des cellules infectées et traitées. Si un 

effet antiviral de la metformine et de l’AICAR contre le SARS-CoV-2 a pu être observé, il est fort 

probable que l’absence d’effet rapporté par Gassen et collègues corresponde à une dose non 

efficace de traitement par AICAR (1mM dans l’étude de Parthasarathy contre 25µM dans l’étude 

de Gassen).  

Le traitement à la metformine diminue également le relargage de médiateurs de 

l’inflammation comme l’IL-6 et l’IL-1β par les macrophages alvéolaires stimulés au LPS (Xian et al., 

2021). Une réduction de l’inflammation pulmonaire de souris hACE2 prétraitées à la metformine 

et infectées par le SARS-CoV-2 comparativement aux souris non traitées a également pu être 
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caractérisé. Cependant, si le traitement a permis de retarder l’inflammation dans les souris 

traitées, toutes sont mortes de l’infection, pour des raisons indépendantes de l’inflammation 

pulmonaire et probablement lié à l’expression ubiquitaire de hACE2 et à la réplication extra-

pulmonaire du SARS-CoV-2 (Xian et al., 2021). 

 

IV. Perspectives  
 

En dépit de la mise en place rapide sur le marché de vaccins contre le SARS-CoV-2, aucune 

drogue antivirale n’est aujourd’hui disponible au grand public. Dans l’ensemble, les résultats de la 

littérature suggèrent que l’activation thérapeutique de l’AMPK chez des patients infectés par le 

SARS-CoV-2 pourrait permettre de diminuer la réplication virale tout en diminuant l’évolution 

sévère de la maladie COVID-19. Cependant, aucune preuve n’est disponible pour le moment dans 

des modèles pertinents in vivo. De plus, le traitement à base de metformine ciblant 

majoritairement le foie et est toxique aux doses efficaces contre l’infection virale in vitro (Farfan-

Morales et al., 2021a; Parthasarathy et al., 2023). Ceci rend son utilisation impossible in vivo. Il 

semble aujourd’hui opportun de développer une approche antivirale basée sur l’activation de 

l’AMPK par un agoniste plus spécifique comme le MK-8722. 
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Les travaux réalisés au laboratoire appuient l’importance de l’isotype IgA dans la protection des 

ESN par inhibition de l’infection et la destruction des cellules infectées par les fonctions effectrices. 

Les ESN présentent en plus une réponse CTL VIH-spécifique associée à leur protection et pour 

laquelle, la mise en place n’est pas clairement comprise aujourd’hui. Les résultats de la littérature 

suggèrent que les bNAb-IgG sont capables d’induire une réponse CTL VIS/SHIV/VIH-spécifique chez 

les NHP et l’humain (Niu et al., 2021; Rosás-Umbert et al., 2022), cependant aucune étude n’a 

documenté cet effet en utilisant des bNAbs-IgA. Ce mécanisme a été largement étudié in vitro et il 

semblerait que les IgG en IC favorisent leur ADCP par des cellules exprimant les FcR, ce qui active 

les cellules et promeut une présentation croisée de l’antigène phagocyté. Etant donné que les IgA 

sont capables d’induire des niveaux plus hauts d’ADCP de TCD4 infectés que les IgG, il semble alors 

envisageable que l’ADCP médiée par les IgA permette une réponse CTL VIH-spécifique plus 

importante que lorsqu’elle est médiée par les IgG. Un tel phénomène pourrait alors s’appliquer à 

la protection des muqueuses des ESN. 

 Dans ce but, durant ma thèse nous avons concentré nos travaux sur les conséquences de 

l’ADCP, en relation avec la protection des individus ESN afin d’évaluer : 

- La faculté relative des IgA à induire la présentation croisée de peptides viraux après ADCP de 

TCD4 infectés. 

- Le rôle de l’isotype dans le devenir du monocyte effecteur de l’ADCP en étudiant : 

o Le profil différentiation du monocyte 

o La sécrétion de chimiokines et leurs fonctionnalités 

o L’induction d’une trained immunity 

 

Ma thèse a aussi été marquée par l’émergence du SARS-CoV-2. Ce virus, comme le VIH-1, 

infecte les muqueuses. Il est responsable de syndromes respiratoires graves, pour lesquels aucune 

thérapie curative n’est accessible en dehors des services de réanimation. Le virus cible le 

métabolisme des lipides et l’autophagie pour réaliser son cycle et installer la pathologie COVID19, 

notamment marquée par la tempête cytokinique.  
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Notre collaborateur, Dr B. Viollet, avait précédemment suggéré que l’activation de l’AMPK, 

pourrait présenter une piste antivirale attractive par inhibition du métabolisme lipidique mais aussi 

l’induction de l’autophagie (Moreira et al., 2016). L’activation spécifique de l’AMPK est depuis peu 

possible par le composée MK-8722, récemment développé par les laboratoires Merck pour 

d’autres applications. Les essais pré-cliniques montrent une affinité augmentée et une excellente 

biodisponibilité sans effets secondaires majeurs (Myers et al., 2017). Nous nous sommes alors 

concentrés à : 

- Mettre au point une technique de détection robuste et sensible de l’infection par les différents 

variants du SARS-CoV-2, à l’échelle de la cellule unique. 

- Déterminer le potentiel antiviral de MK-8722 et sa fenêtre d’action. 

- Déterminer le(s) mécanisme(s) antiviral(aux) de MK-8722. 

- Evaluer sa compatibilité avec la réponse TCD8 SARS-CoV-2 spécifique. 

Dans l’ensemble nos travaux présentent des approches thérapeutiques innovantes contre 

les virus muqueux et permettent de mieux comprendre la réponse immune destinée à contrôler et 

prévenir l’infection par le VIH-1 comme par le SARS-CoV-2. 
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I. L’ADCP de cellules infectées médiée par les IgA anti-VIH-1 conduit à la 

présentation croisée de l’antigène aux T CD8+ spécifiques du VIH-1 et induit une 

immunité innée entrainée (Manuscrit 1) 

 

(1) Contexte 

Les IgA sont les principaux effecteurs immunitaires au niveau des muqueuses génitales et 

participent à la protection contre la transmission muqueuse du VIH-1. Cette protection par les IgA 

a été bien caractérisée chez les individus exposés au VIH-1 qui restent séronégatifs malgré des 

rapports sexuels non protégés avec des partenaires infectés par le VIH-1 (ESN). En effet, les 

individus ESN développent des IgA muqueux spécifiques de la protéine d’enveloppe virale gp41 

(Mazzoli et al., 1997b) ayant des activités neutralisantes cross-clade puissantes (Khamassi et al., 

2020). Ces IgA spécifiques de gp41 sont un des corrélats de protection des ESN (Miyazawa et al., 

2009). D’autre part, ces IgA pourraient également protéger les ESN par des activités antivirales 

dépendantes de leur région Fc comme l’indique les études réalisées au laboratoire. En utilisant 

comme modèle 2F5, un bNAb spécifique de gp41 sous isotype IgA et IgG, le laboratoire a montré 

que bien que les deux isotypes induisent l’ADCC (Duchemin et al., 2018a) et l’ADCP (Duchemin et 

al., 2020) de cellules infectées, ces deux fonctions sont induites plus efficacement par l’isotype IgA 

que l’isotype IgG.  

Les conséquences de ces fonctions destructrices médiées par les IgA restent à analyser. En 

effet, l’ADCP pourrait conduire à une stimulation des cellules effectrices et mettre en place une 

réponse médiée par les lymphocytes T CD8+ (TCD8) contribuant ainsi à amplifier la réponse 

immune contre le VIH. Ces hypothèses sont confortées par la littérature. En effet, des cellules de 

l’immunité innée particulièrement actives et des TCD8 spécifiques du VIH-1 ont été décrites au 

niveau muqueux et dans le sang circulant (Miyazawa et al., 2009; Tomescu et al., 2011). Par ailleurs, 

l’infusion de bNAbs de format IgG à des primates non-humains les protègent contre l’infection par 

le VIH. Mais cette protection met en jeu une réponse TCD8 plutôt que l’activité neutralisante des 

anticorps infusés (Ko et al., 2014; Niu et al., 2021; Villinger et al., 2003). Bien que le mécanisme de 

l’induction de cette réponse TCD8 protectrice n’ai pas été décrit, ces résultats suggèrent que la 

liaison de la region constante Fc de l’Ab au FcR sur les cellules de l’immunité innée joue un rôle 
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déterminant dans la protection (Baker et al., 2014; Boross et al., 2014; Gunst et al., 2022; Mysore 

et al., 2021; Ng et al., 2019).  

Un nouveau pan de recherche s’intéresse à la mémoire que pourraient développer les 

cellules de l’immunité innée. A la différence de la mémoire immunitaire adaptive qui caractérise 

les cellules T et B, la mémoire innée s’établie suite à une reprogrammation épigénétique et 

métabolique dénommée mémoire entrainée ou trained immunity. Celle-ci peut être induite par 

différents pathogènes par leur stimulation des pattern recognition receptors (PRR). Selon le 

concept de trained immunity, la cellule de l’immunité innée répond de manière plus rapide et plus 

efficace à une infection ultérieure. La mise en place d’une trained immunity dans les 

monocytes/macrophages et son implication dans la protection contre les infections muqueuses, 

comme c’est le cas du VIH, n’a pas encore été établie. Cependant, l’existence de l’induction d’une 

trained immunity par les IgA muqueux ciblant gp41, présents chez les ESN, permettrait d’expliquer 

leurs mécanismes protecteurs et validerait l’importance d’induire des IgA par vaccination. 

 

(2) Objectifs  

Pour aller plus loin dans la caractérisation de la protection des ESN par des anticorps IgA et 

clarifier l’implication de la région Fc dans les fonctions protectrices de ces IgA, nous avons évalué 

leur capacité à promouvoir (i) la cross-présentation des peptides viraux issus de l’ADCP des cellules 

infectées par le VIH-1 et l’activation de cellules TCD8 spécifiques du VIH, ii) l’activation des 

monocytes par l’ADCP et (iii) la trained immunity des monocytes effecteurs suite à l’ADCP des 

cellules infectées par le VIH-1. 

 

(3) Résultats 

Nous avons établi un modèle de présentation croisée d’antigènes viraux après l’ADCP en 

utilisant comme anticorps le 2F5 sous isotype IgA (2F5-IgA) et IgG (2F5-IgG). Dans ce modèle, les 

monocytes (HLA-A2+) phagocytent des cellules T (HLA-A2-) infectées par un virus de clade B par 

ADCP médiée par le 2F5-IgA ou IgG. Les monocytes sont ensuite mis en présence de clones de TCD8 

spécifiques de Nef et l’activation des TCD8 a été quantifiée. Dans ce modèle, nous avons montré 
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que le 2F5-IgA est capables de cross-présenter un antigène de Nef ce qui conduit à une activation 

efficace des TCD8 spécifiques de Nef. Cette activation est plus efficace que lorsque que l’ADCP est 

médiée par le 2F5-IgG. Cette réponse s’accompagne d’une différenciation des monocytes 

effecteurs en macrophages ayant des propriétés mixtes pro- et anti-inflammatoires. Suite à l’ADCP 

médiée par les IgA, les monocytes ont acquis un profil de trained immunity et de macrophages 

mixte pro- et anti-inflammatoires. Finalement, la stimulation par les IgA entraine la sécrétion par 

les monocytes de chimiokines pro-inflammatoires comme CCL3, CCL4 et CCL5. Ces chimiokines 

conduisent à l’augmentation de l’expression de CD11b et CD62L lesquels sont associés in vivo à 

l’extravasation et l’activation des neutrophiles, monocytes et TCD8 circulants. 
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Ma thèse a été marquée par l’épidémie à Coronavirus 2 du Syndrome Respiratoire Aigüe 

Sévère ou SARS-CoV-2. Étant donné mes compétences en virologie moléculaire et ma volonté de 

contribuer à l’effort global, j’ai participé à plusieurs projets sur le SARS-CoV-2 développés au 

laboratoire, dont deux particulièrement exposés ci-dessous (Manuscrits 2 et 3). 

 

II. Mise au point d’un protocole de quantification du contenu infectieux 

d’échantillons infectés par le SARS-CoV-2 à l’échelle de la cellule unique (Manuscrit 

2) 

 

(1) Contexte 

Le virus du SARS-Cov-2, aussi bien le virus originel que les nombreux variants qui en ont 

découlé, est transmis par la muqueuse nasale dont les cellules épithéliales s’infectent. Le virus se 

propage ensuite aux cellules épithéliales respiratoires mais aussi à d’autres cellules muqueuses 

dont les cellules myéloïdes. Le virus peut ensuite diffuser vers d’autres tissus. Il est important de 

pouvoir détecter les virus dans ces diverses types cellulaires, y compris lorsque le degré d’infection 

est faible, afin de comprendre puis contrôler la pathologie du COVID-19 (Fiege et al., 2021). De 

plus, des niveaux faibles et persistants de composants du SARS-CoV-2 peuvent être détectés dans 

des échantillons cliniques plusieurs mois après l'infection, ce qui pourrait être lié au 

développement du COVID long (Sherif et al., 2023). Pour détecter ces faibles niveaux de virus, 

indétectables par les techniques de titrage conventionnelles ou de RT-qPCR classiques, le 

développement de méthodes très sensibles applicables à l’ensemble des variants viraux est 

nécessaires.  

 

(2) Objectifs 

Le but de cette étude a été de mettre au point un protocole robuste permettant de 

quantifier l’infectiosité d’échantillons biologiques, même faiblement infectieux, avec une gamme 

dynamique étendue.  
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(3) Résultats 

Nous avons mis en place un protocole permettant la détection d'un faible niveau d'infection 

par le SARS-CoV-2. Ce protocole comprend deux techniques complémentaires. La première est une 

approche quantitative qui combine la détection de l'ARN par FISH et celle de la protéine spike par 

immunomarquage à l’échelle de la cellule unique à l'aide de la technique FISH-flow, établie 

préalablement au laboratoire pour le VIH (Real et al., 2022, 2020). La seconde est une approche 

morphologique qui détecte l'ARN par FISH en utilisant la méthode de RNAscope (ACD, 848561) 

combinée à celle de la protéine Spike par immunodétection. Les deux marquages sont analysés 

simultanément par microscopie confocale. Cette méthode a été mise au point pour la détection 

des variants alpha, beta, delta et omicron de SARS-CoV-2 à des concentrations allant jusqu’à un 

virus par ml. Les deux méthodes montrent une sensibilité similaire. La robustesse et l’aspect 

quantitatif de l’évaluation de l’infection par FISH-flow rendent la méthode particulièrement 

attractive pour les échantillons faiblement infectieux. La détection morphologique permet aussi de 

décrire les compartiments cellulaires impliqués dans la réplication. 

De plus, la quantification de l’infection par FISH-flow combinant détection d’ARN et de 

protéine Spike et la détection morphologique de la Spike serviront à la caractérisation et à 

l’évaluation de mécanismes antiviraux, comme nous le présenteront dans l’article 3. 
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Protocol to detect infectious SARS-CoV-2 at
low levels using in situ hybridization
techniques

Low and persistent levels of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) RNA/

protein/virus can be detected in clinical samples months after infection, possibly related to the

emergence of SARS-CoV-2 variants or development of long coronavirus disease. Here, we

present a protocol to detect low levels of viral RNA together with protein using flow cytometry

and microscopy. We describe steps for cell infection with SARS-CoV-2 and quantification by

fluorescence in situ hybridization-flow cytometry. We then detail procedures for visualization

using immunolabeling and RNAscope. This approach is directly applicable to clinical samples.
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2Institut Cochin, INSERM U1016, CNRS UMR8104, Université de Paris Cité, Paris, France
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SUMMARY

Low and persistent levels of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2) RNA/protein/virus can be detected in clinical samples months after
infection, possibly related to the emergence of SARS-CoV-2 variants or develop-
ment of long coronavirus disease. Here, we present a protocol to detect low
levels of viral RNA together with protein using flow cytometry and microscopy.
We describe steps for cell infection with SARS-CoV-2 and quantification by fluo-
rescence in situ hybridization-flow cytometry.We then detail procedures for visu-
alization using immunolabeling and RNAscope. This approach is directly appli-
cable to clinical samples.
For complete details on the use and execution of this protocol, please refer to
Zhu et al. (2022).1

BEFORE YOU BEGIN

The protocol below describes the specific steps for using Vero E6 cells (referred to as Vero cells) as

reporter cells for detection of low amounts of SARS-CoV-2. This protocol can be adapted for other

infected cell culture supernatants or biological other fluids from clinical samples.1

The protocol describes two complementary techniques for detection of in situ hybridized SARS-

CoV-2 RNA: one quantitative at the single cell level using flow cytometry, also known as FISH-

flow2,3 and the other semi-quantitative using microscopy from samples processed for in situ hybrid-

ization using the ‘‘RNAscope’’ technology.3,4

Design of FISH-flow probes

Timing: 1 h for design, 1–2 weeks for delivery of probes, 1 h for preparing probe set stocks

1. Design the Cy5-tagged probe sets for SARS-CoV-2 gene targets using the LGC Biosearch Tech-

nologies Stellaris Probe designer tool, a software free with registration, accessed at https://www.

biosearchtech.com/support/tools/design-software/stellaris-probe-designer.

a. Create an account at the LGC Biosearch Technologies website: https://www.biosearchtech.

com/stellaris-designer

b. Log in with username and password.

c. Complete the required fields.

STAR Protocols 4, 102593, December 15, 2023 ª 2023
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i. For organism, select ‘‘Other.’’

ii. Masking level defaults to ‘‘2.’’

iii. Set number of probes to ‘‘48,’’ oligo length to ‘‘20,’’ and min spacing length to ‘‘2.’’

d. Enter the target sequences provided below into the provided field.

e. Select ‘‘Design probes.’’

CRITICAL: The tool designs probes that are antisense to the input sequence. It corre-

sponds to the present protocol established for the detection of positive-sense vRNA.

Therefore, enter the 5’/30 cDNA target sequence; the resulting probes will be anti-pos-

itive-sense vRNA.

f. After selecting ‘‘Design probes,’’ the ‘‘Review design results’’ screen displays. By selecting

‘‘Order’’, the probes can be purchased directly through LGC Biosearch Technologies. Select

Quasar 670 as the desired fluorophore and add the item to the cart. Fluorophore selection de-

pends on the optical system that will be used for analysis and must be chosen such as the op-

tical system used can detect signal in this wavelength.

Note: In this FISH-flow assay, we used a combination of 4 different probe sets (40–48 probes

each) covering 2 regions of the RdRp gene, and the S and N genes (Wuhan strain, reference

genome: GenBank : NC_045512) as described in the table below. In contrast, targeting only

the most variable S gene failed to detect SARS-CoV-2 infected cells obtained from samples

from infected patients (data not shown). The detection of SARS-CoV-2 variants may require

the design of variant-specific probes, although the combination of probes described here de-

tected alpha, beta, delta, and omicron variants (see below). It should be noted that using only

probe set 1 that targets the RdRp gene did not detect SARS-CoV-2 alpha infection.

Probe set 1
First part of RdRp gene
(12688-14185)

Probe set 2
Second part of RdRp gene
(14186-16236)

Probe set 3
N gene (28274-29533)

Probe set 4
S Gene (21631-23303)

GCAACAGGACTAAGCTCATT CAACATGTGACTCTGCAGTT TGATTTTGGGGTCCATTATC GAATTAGTGTATGCAGGGGG

AGCACAAGACATCTGTCGTA CCCACTTAATGTAAGGCTTT AACGTAATGCGGGGTGCATT GGGTAATAAACACCACGTGT

CAAGCAGTTTGTGTAGTACC TCTCTTCCGTGAAGTCATAT AGTTGAATCTGAGGGTCCAC ACAAGTCCTGAGTTGAATGT

AGCTAACGCATTGTCATCAG ATTTGGGTGGTATGTCTGAT GTTCTCCATTCTGGTTACTG GGTCCCAGAGACATGTATAG

GTGCAAGTACAAACCTACCT TGCAGAATGCATCTGTCATC CGACGTTGTTTTGATCGCGC GACAGGGTTATCAAACCTCT

GCCCATTTCAAATCCTGTAA GTGGTCCAAAACTTGTAGGT AGACGCAGTATTATTGGGTA ACCAAAAATCCAGCCTCTTA

TCCATCACTCTTAGGGAATC CTGAAGTGGTATCCAGTTGA TGTTGAGTGAGAGCGGTGAA ATAAGTAGGGACTGGGTCTT

GGTTCCAGTTCTGTATAGAT CCTGATTATGTACAACACCT GGGAATTTAAGGTCTTCCTT ACACCCAAAAATGGATCATT

CACTTTAGGACCTTTAGGTG TAGATTACCAGAAGCAGCGT AATTGGAACGCCTTGTCCTC ACTCTGAACTCACTTTCCAT

CCATACCTCTATTTAGGTTG ACGTAGTGCGTTTATCTAGT CATCTGGACTGCTATTGGTG GTGCAATTATTCGCACTAGA

GTGGCAGCTAAACTACCAAG ATTACCGGGTTTGACAGTTT CTTCGGTAGTAGCCAATTTG AGGCTGAGAGACATATTCAA

ATTACCAGCTTGTAGACGTA AGAAACCCTTAGACACAGCA ACCACGAATTCGTCTGGTAG TTCCTTCAAGGTCCATAAGA

TACAGTTGAATTGGCAGGCA ACCATCCTGAGCAAAGAAGA GATCTTTCATTTTACCGTCA CGCACTAAATTAATAGGCGT

TGTAAGCTTTAGCAGCATCT CATAATCGCTGATAGCAGCA TTTGTTAGCACCATAGGGAA AAGCCGAAAAACCCTGAGGG

AATTAGTGATTGGTTGTCCC AATACAGCCACCATCGTAAC CAGTTGCAACCCATATGATG GGCAAATCTACCAATGGTTC

CCAGTGTGTGTACACAACAT TGACGATGACTTGGTTAGCA GATTGCAGCATTGTTAGCAG ACCTAGTGATGTTAATACCT

GTGTAACTGTTATTGCCTGA AACCAGCTGATTTGTCTAGG TAGAAGCCTTTTGGCAATGT ATAATAAGCTGCAGCACCAG

TTCTTGATCCATATTGGCTT GCATCTTGATCCTCATAACT ACGAGAAGAGGCTTGACTGC TCCTAGGTTGAAGATAACCC

AACACGATGCACCACCAAAG GAGCTCTATTCTTTGCACTA TGTTGCGACTACGTGATGAG TCTACAGCATCTGTAATGGT

TATGTGGCAACGGCAGTACA AGATAGAGACACCAGCTACG GCCTGGAGTTGAATTTCTTG TGAGAGAGGGTCAAGTGCAC

ATCCTTTAGGATTTGGATGA GGCGGCTATTGATTTCAATA CAGGAGAAGTTCCCCTACTG GATTTCAACGTACACTTTGT

GGTATTTGTACATACTTACC TTACTACAGTAGCTCCTCTA CAGCAAAGCAAGAGCAGCAT GATTCCTTTTTCTACAGTGA

CAGGGTCATTAGCACAAGTT CCATAGAATTTGCTTGTTCC AGCTGGTTCAATCTGTCAAG AGATTCTGTTGGTTGGACTC

AGACGGTACAGACTGTGTTT GTTTTTAACATGTTGTGCCA TTTACCAGACATTTTGCTCT CCAAAAGGGCACAAGTTTGT

AGCCATAACCTTTCCACATA GTGAGGGTTTTCTACATCAC TAGTGGCAGTACGTTTTTGC TCTGGTGGCGTTAAAAACTT

(Continued on next page)
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2. Aliquot each Quasar 670-labeled probe set separately at 12.5 mM in H2O in 2 mL aliquots in RNA-

free 1.5 mL tubes upon receipt for single use.

3. Store aliquots at �80�C. In such storage conditions, probes are stable for several years.

Preparation of Vero cell cultures

Timing: 2 days

4. Get Vero cells ready for infection.

a. Culture Vero cells DMEM supplemented with Penicillin/streptomycin (100 U/mL) and 10% FCS

(D10) in standard conditions (5% CO2, 37�C).
b. Trypsinize Vero cells using Trypsin 0.05% v/v for 5 min at 37�C.
c. Neutralize trypsin with an equal volume of D10.

d. Centrifuge cells.

e. Resuspend cells in D10.

f. Seed 50,000 cells per well of a 96-flat well plate.

g. Place the plate at 37�C until the next day (> 15 h).

Preparation of buffers

Timing: 2 h

5. Prepare buffers (as described in the Materials and Equipment section) and a fresh paraformalde-

hyde 4% solution in PBS from the 16% stock using Nuclease-free reagents.

Continued

Probe set 1
First part of RdRp gene
(12688-14185)

Probe set 2
Second part of RdRp gene
(14186-16236)

Probe set 3
N gene (28274-29533)

Probe set 4
S Gene (21631-23303)

TTCGCGGAGTTGATCACAAC GCATGGCTCTATCACATTTA GCTTGTGTTACATTGTATGC TCCAAGCATAAACAGATGCA

TGTGCATCAGCTGACTGAAG CGGTGTGACAAGCTACAACA TTTGTTCTGGACCACGTCTG GCGGAATTATATAGGACAGA

CCGCAAACCCGTTTAAAAAC ACTTGAGCACACTCATTAGC TGGTCCCCAAAATTTCCTTG GGAGACACTCCATAACACTT

TGTAAGACGGGCTGCACTTA ACACATGACCATTTCACTCA AGTTCCTTGTCTGATTAGTT ATTTGTCTGACTTCATCACC

CATCAGTACTAGTGCCTGTG TTCCACCTGGTTTAACATAT CAATTTGCGGCCAATGTTTG CAGCAATCTTTCCAGTTTGC

ATGTCAAAAGCCCTGTATAC AAGTGCATTAACATTGGCCG GAAGCGCTGGGGGCAAATTG GATTGTTAGAATTCCAAGCT

ACCAGCTACTTTATCATTGT CGGCAATTTTGTTACCATCA ATGCGCGACATTCCGAAGAA TTACCACCAACCTTAGAATC

AATTGTCATCTTCGTCCTTT GTCTGTGTTGTAAATTGCGG CGAAGGTGTGACTTCCATGC GGTTTGAGATTAGACTTCCT

CATGTTTAGCAACAGCTGGA AGTCTGTGTCAACATCTCTA CTGTGTAGGTCAACCACGTT GCCTGATAGATTTCAGTTGA

GTCACCGTCTATTCTAAACT CACAACAGCATCGTCAGAGA ATTTGGATCTTTGTCATCCA ACCATTACAAGGTGTGCTAC

GACGTGATATATGTGGTACC ACCTTGAGATGCATAAGTGC TTGTATGCGTCAATATGCTT TACTACTCTGTATGGTTGGT

TCTGCCATTGTGTATTTAGT AAGTTCTTTATGCTAGCCAC GGTAAGGCTTGAGTTTCATC GGTGCATGTAGAAGTTCAAA

ATGCCTTAAAGCATAGACGA TCAGTCCAACATTTTGCTTC GAAGAGTCACAGTTTGCTGT GACACATTTGTTTTTAACCA

GTGTCACAATTACCTTCATC TGAGGTCCTTTAGTAAGGTC ATCATCCAAATCTGCAGCAG GCCTGTTAAACCATTGAAGT

ACAAAATCATACCAGTCCTT AGCATTGTATGTTGAGAGCA GGATTGTTGCAATTGTTTGG TAGACTCAGTAAGAACACCT

GTTGGCGTATACGCGTAATA TGGATCTGGGTAAGGAAGGT ATCACGGACAGCATCAGTAG

AAAGCTTGGCGTACACGTTC TCATCTACAAAACAGCCGGC

CGCATGGCATCACAGAATTG GTGTACCATCTGTTTTTACG

GTACACCAACAATACCAGCA AGACACGAACCGTTCAATCA

CCGAAATCATACCAGTTACC AGTGGGTAAGCATCTATAGC

CTGGCGTGGTTTGTATGAAA GCATACTCCTGATTAGGATG

TCTACAACAGGAACTCCACT CCCAATACCTTGAAGTGTTA

GGTCAAGGTTAATATAGGCA AAGACTGTATGCGGTGTGTA
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CRITICAL: Paraformaldehyde is highly toxic. It is a strong irritant and has caustic effects on

skin, eyes and mucous membranes. There is limited evidence of carcinogenic effects.

Handle it in a well-ventilated workspace and handle the 16% stock in a fume hood to avoid

breathing vapor.

CRITICAL: Growing the cells until confluence ensures optimal detection of infectious par-

ticles. In contrast, over-confluence is detrimental to the infection of the cells.

CRITICAL: Plan to have at least three infected cell replicates per virus dilution and per sam-

ple to ensure robustness of detection and analyzes.

Setting incubators

Timing: 2 h

6. Set two different non-CO2 incubators to 37�C and 40�C.

KEY RESOURCES TABLE

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Antibodies

Anti-SARS-CoV/SARS-CoV-2 (COVID-19)
spike antibody (1A9), mouse IgG1 monoclonal
(concentration: 2 mg/mL)

GeneTex GTX632604

Alexa Fluor 488 AffiniPure goat anti-mouse
IgG1 (dilution 1:8000)

Jackson ImmunoResearch 115-545-205

SARS-CoV-2 spike S1 subunit Alexa Fluor
488-conjugated antibody, monoclonal mouse
IgG2A clone# 1035226 (dilution 1:250)

R&D Systems FAB105805G-100UG

Biological samples

Horse serum Vector Laboratories FV-93951-74

Human serum Sigma-Aldrich H4522

SARS-CoV-2 variants of concern (VOCs) Desmarets et al.9 Desmarets et al.9

Chemicals, peptides, and recombinant proteins

Paraformaldehyde 16% Electron Microscopy Sciences 15710

Trypsin 0.05% Gibco 25300-024

TPCK-treated trypsin Sigma T1426

Phosphate-buffered saline without calcium
and magnesium

Gibco 14190-114

103 PBS nuclease-free Thermo Fisher Scientific AM9939

RNase-free BSA Thermo Fisher Scientific AM2616

Nuclease-free H2O Thermo Fisher Scientific 10977-035

Tween 20 Sigma P1379

Saponin Sigma S-7900

203 saline-sodium citrate (SSC) buffer Sigma SRE0068

Formamide MP Biomedicals FORMD002

Dextran sulfate Calbiochem 265152

Yeast tRNA Thermo Fisher Scientific 15401029

103 TRR, RNAscope target retrieval reagents Advanced Cell Diagnostics (ACD) 322000

Protease Plus, provided in RNAscope H2O2

and Protease Plus reagents
ACD 322330

AMP1-3, HRP-C1, HRP blocker, TSA buffer are
provided in RNAscope multiplex fluorescent v2

ACD 323110

(Continued on next page)
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MATERIALS AND EQUIPMENT

CRITICAL: Pass PBS-FISH through a 0.22 mm filter to sterilize and keep at 4�C for 2 months

maximum for storage.

Continued

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

503 wash buffer, RNAscope wash buffer
reagents

ACD 310091

Opal 570 Akoya Biosciences FP1488001KT

ibidi mounting medium ibidi 50001

DAPI Sigma-Aldrich D8417-10MG

Gelatin from cold water fish skin (45%) Sigma-Aldrich G7765-1L

EDTA (0.5 M) Sigma-Aldrich 03609

BSA (fraction V) Sigma-Aldrich 10735086001

Viobility 405/452 fixable dye Miltenyi 130-130-420

Experimental models: Cell lines

Vero E6 cells ATCC CRL-1587

DMEM Gibco 41966-029

Fetal calf serum (FCS) Eurobio CVFSVF06-01

Penicillin/streptomycin Gibco 15140-022

Oligonucleotides

Probe set 1
First part of RdRp gene (12688-14185)

LGC Biosearch Technologies This study

Probe set 2
Second part of RdRp gene (14186-16236)

LGC Biosearch Technologies This study

Probe set 3
N gene (28274-29533)

LGC Biosearch Technologies This study

Probe set 4
S gene (21631-23303)

LGC Biosearch Technologies This study

RNAscope SARS-CoV-2 spike probe: RNAscope
Probe - V-nCoV2019-S

ACD 848561

Software and algorithms

Stellaris probe designer tool LGC Biosearch Technologies https://www.biosearchtech.com/
support/tools/design-software/
stellaris-probe-designer

FlowJo FlowJo (BD) Version 10.7.2

GuavaSoft Millipore Version 3.4

Other

Poly-L-lysine-coated slides: poly-prep slides Sigma-Aldrich P0425-72EA

Hydrophobic pen: ReadyProbes Hydrophobic
Barrier Pap Pen

Thermo Fisher Scientific R3777

Flow cytometer Merck Guava easyCyte 12HT System

Confocal microscope Olympus IXplore, spin microscope

PBS-FISH

Reagent Final concentration Amount

103 PBS Nuclease-free 13 5 mL

RNase-free BSA 0.2 mg/mL 0.2 mL

Nuclease-free H2O N/A 44.8 mL

Total N/A 50 mL

Stock solution of permeabilization buffer (10% PERM-FISH-Tween Stock)

Reagent Final concentration Amount

Tween 20 10% v/v 5 mL

103 PBS Nuclease-free 13 5 mL

(Continued on next page)
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CRITICAL: Pass 10% PERM-FISH-Tween Stock through a 0.22 mm filter to sterilize and

keep at 20�C–23�C for a maximum of 12 months. This later is a stock solution for long-

term storage.

CRITICAL: Tween 20 is viscous and needs to be pipetted slowly, rinsing the pipette several

times into the solution for proper mixing. Avoid formation of bubbles. Pipettes with big

orifices are also useful for pipetting viscous solution like Tween 20.

CRITICAL: Pass PERM-FISH-Tween through a 0.22 mm filter to sterilize and keep at 20�C–
23�C. This is the solution to be used in the reaction and to be discarded after use

CRITICAL: Pass PERM-FISH-Sapo through a 0.22 mm filter to sterilize and keep at 20�C–
23�C. This is the solution to be used in the reaction and to be discarded after use.

CRITICAL: Warm Formamide stored at 4�C to 20�C–23�C before use.

CRITICAL: Formamide is a carcinogen. Work in a fume hood to avoid breathing vapor.

Avoid mixing techniques that generate aerosols (i.e., pipette instead of vortex). Avoid

direct skin contact. Collect all waste containing formamide and dispose according to insti-

tutional environmental health and safety guidelines.

Continued

Reagent Final concentration Amount

Nuclease-free H2O N/A 40 mL

Total N/A 50 mL

Permeabilization buffer (PERM-FISH-Tween)

Reagent Final concentration Amount

10% PERM-FISH-Tween stock 2% v/v (corresponding to 0.2%
v/v final for Tween 20)

1 mL

103 PBS Nuclease-free 13 5 mL

Nuclease-free H2O N/A 44 mL

Total N/A 50 mL

Alternatively prepare Permeabilization buffer Saponin (PERM-FISH-Sapo)

Reagent Final concentration Amount

Saponin 10% in nuclease-free H2O 0.1% (dilute 1003) 500 mL

FCS 2% 1 mL

PBS 13 48.5 mL

Total N/A 50 mL

Hybridization wash buffer (HWB)

Reagent Final concentration Amount

203 SSC 2 x 5 mL

Formamide 10% v/v 5 mL

RNase-free BSA 0.2 mg/mL 0.2 mL

Nuclease-free H2O N/A 39.8 mL

Total N/A 50 mL
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CRITICAL: Pass HWB through a 0.22 mm filter to sterilize and keep at 4�C for 2 months

maximum for storage.

Note: Dissolve first the Dextran Sulfate and the Yeast tRNA in 30 mL of Nuclease-free water.

Then add the SSC buffer, the formamide and the RNase-free BSA and top to 50 mL of total

volume with Nuclease-free water.

CRITICAL: Warm Formamide stored at 4�C to 20�C–23�C before use.

CRITICAL: Formamide is a carcinogen. Work in a fume hood to avoid breathing vapor.

Avoid mixing techniques that generate aerosols (i.e., pipette instead of vortex). Avoid

direct skin contact. Collect all waste containing formamide and dispose according to insti-

tutional environmental health and safety guidelines.

CRITICAL: This solution is viscous: avoid formation of bubbles before aliquoting and

freezing.

CRITICAL: Pass HB10%dx through a 0.22 mm filter to sterilize aliquot in RNase-free 1.5 mL

tubes (1 mL/aliquot) and keep at �20�C for 12 months maximum for storage.

CRITICAL: Do not store TRR, discard after use.

CRITICAL: Keep TRR at 37�C throughout procedure. Do not store, discard after use.

Hybridization buffer 10% dextran sulfate (HB10%dx)

Reagent Final concentration Amount

Dextran sulfate 10% w/v 5 g

Yeast tRNA 0.1% w/v 50 mg

203 SSC 23 5 mL

Formamide 10% v/v 5 mL

RNase-free BSA 0.2 mg/mL 0.2 mL

Nuclease-free H2O N/A Top to 50 mL

Total N/A 50 mL

RNAscope Target Retrieval Reagent (TRR)

Reagent Final concentration Amount

Target Retrieval Reagent 103 13 35 mL

dH2O N/A 315 mL

Total N/A 350 mL

RNAscope wash buffer (RWB)

Reagent Final concentration Amount

RNAscope wash buffer 503 13 60 mL

dH2O N/A 2.94 L

Total N/A 3 L

Opal 570 fluorescent dye solution (Opal 570)

Reagent Final concentration Amount

Opal 570 dye 1:1,500 v/v in TSA 1 mL

TSA buffer 13 1.499 mL

Total N/A 1.5 mL/10 samples
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CRITICAL: Keep at �20�C for 12 months maximum

CRITICAL: Pass blocking buffer through a 0.22 mm filter to sterilize, aliquot in 1.5 mL tubes

(1 mL/aliquot) and keep at �20�C for 12 months maximum.

STEP-BY-STEP METHOD DETAILS

For both assays, cells need to be infected following steps 1–14. For quantifying infection by the

FISH-flow assay, follow steps 15–23, and for evaluating the infection with the morphological RNA-

scope assay, follow steps 24–57.

Infection of Vero cells

Timing: 24 h

In this step, Vero cells are incubated with various amounts of infectious virus with indicatedmultiplic-

ity of infection (MOI) ranging from 0.01 to 0.00001, thus including a condition with low infectious vi-

rus concentration (< 10 infectious virus/mL), not detectable in techniques such as plaque forming

assays or RT-qPCR, this later one being sensitive but unable to discriminate infectious from non-in-

fectious virus.

This protocol applies to the detection of low levels of infectious virus produced by different cells in

ex vitro or in vitro culture systems.

1. Seed cells in D10 in a 96-flat well plate so that a layer of confluent cells can be infected with the

virus on the day of infection (usually 50,000 cells/well the day before). Anticipate having at least 3

replicates per dilution of virus tested and per sample in order to ensure robustness of the detec-

tion.

2. Perform 10-fold serial dilutions of viral stocks or biological samples in DMEM supplemented with

Penicillin/streptomycin (100 U/mL) and 2% FCS (D2).

CRITICAL: Addition of 1% final TPCK-treated trypsin might increase detection of infec-

tious particles from biological samples in Vero E6 cells that lack expression of the protease

TMPRSS2.5

3. Infect cells with 50 mL viral dilution for 1–3 h at 37�C.
4. Replace inoculum with 100 mL fresh pre-warmed D2.

5. Incubate Vero cells for 24 h at 37�C, 5% CO2.

6. Wash two times Vero cells with PBS-FISH.

7. Detach Vero cells by incubating them in Trypsin 0.05% v/v solution for 5 min at 37�C, 5% CO2.

a. Add 50 mL trypsin/well.

RNAscope immunolabeling blocking buffer (blocking buffer)

Reagent Final concentration Amount

EDTA 0.5 M 50 mM 1 mL

Gelatin from cold water fish skin 0.5% v/v 100 mL

BSA (fraction V) 1% w/v 0.1 g

Horse serum 1% v/v 100 mL

Human serum 5% v/v 500 mL

dH2O N/A Top to 10 mL

Total N/A 10 mL
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b. After the 5 min incubation, add 100 mL D2 to neutralize trypsin, and then transfer cells to a

round bottom plate.

c. Wash the wells of the culture plate with 100 mL PBS and transfer cells to the corresponding

wells of a round bottom plate.

8. Centrifuge cells at 300 3 g for 10 min and remove media.

9. Before staining with RNA probes for FISH-flow, perform a viability staining with 50 mL Viobility

405/452 diluted in PBS (final dilution 1:100), 5 min on ice.

10. Add 200 mL PBS and centrifuge cells at 300 x g for 5min to remove the excess of Viobility staining

solution.

11. Resuspend cell pellets with 4% v/v paraformaldehyde and incubate for 30 min for cell fixation.

12. Remove fixative by washing cells three times with PBS-FISH using the same centrifugation set-

tings as in step 8.

13. Reserve cells in suspension for FISH-flow.

14. Make dry spots of the fixed Vero cells on poly-L-Lysine-coated slides for RNAscope.

a. Resuspend 105 cells in 20 mL of PBS without calcium and magnesium.

b. Drop the 20 mL of cell suspension on the poly-L-Lysine-coated slide. Deposit a maximum of

two to three drops per slide.

c. Allow drying at 20�C–23�C for 2 h.

d. Store slides at 4�C until the RNAscope assay is run.

Quantification of infection by FISH-flow

Note: In the FISH-flow assay, in situ hybridization step is performed after immunolabeling.

Immunolabeling for FISH-flow

Timing: 1 h

In this step, cells will be permeabilized for intracellular immunolabeling of the SARS-CoV-2 spike

protein. This step is performed before in situ hybridization.

15. Resuspend cells in solution of primary antibodies diluted in PERM-FISH-Tween or PERM-FISH-

Sapo buffer.

a. Dilute Alexa Fluor 488-conjugated anti-S1 antibody at 1:250 in any perm buffer.

b. Add 50 mL of diluted antibody solution per well.

c. Mix the cells.

16. Incubate for 30 min at 20�C–23�C.
17. Add 200 mL PERM-FISH-Tween or PERM-FISH-Sapo to the wells.

18. Wash out PERM-FISH-Tween buffer containing antibody by pelleting down the cells at 300 x g,

5 min, 20�C–23�C and resuspend cells in 200 mL HWB.

Pause point: Immunolabeled cells can be stored up to 16–18 h in HWB at 4�C.

In situ hybridization for FISH-flow

Timing: 1 day

In this step, to detect viral RNA in immunolabeled cells, RNA probe sets tagged with Quasar 670 (a

fluorophore alternative of Cy5) will be hybridized to SARS-CoV-2 RNA.

19. Washout HWB and resuspend immunolabeled cells in HB10%dx buffer containing the com-

bined probe sets.
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a. Final probe concentration is 50 nM. For the combination of 4 different probe sets, as used in

this assay, use 12.5 nM of each probe set diluted in HB10%dx buffer.

b. If necessary, pre-dilute probes from probe stock solutions using Nuclease-free water as

diluent.

c. Avoid bubbles when mixing probes in the HB10%dx buffer and when mixing cell with the

HB10%dx buffer containing the probes.

d. Use 50 mL of HB10%dx buffer containing the probes per reaction. Distribute samples in

96-well plates with round bottom.

e. Gently mix cells and probe-containing solution.

CRITICAL: HB10%dx is viscous. Therefore prepare 10% more volume of the HB10%dx

buffer solution containing the probes than actually required for the experiment.

20. Seal the 96-well plate containing samples with an adhesive film or with parafilm.

21. Incubate 16–18 h at 37�C.

CRITICAL: 16–18 h incubation must not exceed 16 h to avoid detection of false positives.

Figure 1. Quantification of Vero cell infection by FISH-flow

Cells were infected with low quantities of SARS-CoV-2 alpha variant (0.01 and 0.001 MOI) or left uninfected (non-

infected) and incubated for 24 h at 37�C, labeled for viral RNA and spike protein and infection was quantified by flow

cytometry.

(A) Gating strategy using non-infected cells as negative control.

(B) Quantification of cells expressing viral RNA (RNA+), spike protein (Spike+) and both the viral RNA and spike protein

(RNA+Spike+). Values are shown as mean G SEM (n = 3).
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22. Add 200 mL HWB to each well to wash out the HB10%dx buffer solution containing the probes

and centrifuge at 300 x g for 5min at 20�C–23�C. Repeat the procedure once. Resuspend cells in

PBS without calcium and magnesium.

Pause point: Fixed samples can be stored at 4�C for up to 7 days before flow cytometry

analysis.

23. Proceed for flow cytometry acquisition, in this protocol Guava 12-HT (Millipore) was used.

Further analyze the flow cytometry data with dedicated software such as GuavaSoft 3.4 (Milli-

pore) as used in the present study, or FlowJo (BD) as in Zhou et al.1 Outline of the gating strategy

is presented in Figure 1A. As shown in Figure 1B, both viral RNA and Spike are detected in an

MOI-dependent fashion. In the present context of acute infection, detection of viral RNA is usu-

ally more sensitive than that of Spike.

Morphological detection of infection by RNAscope

Note: In the RNAscope assay, in situ hybridization step is performed before immunolabeling.

In situ hybridization using RNAscope

Timing: 1 day

In this step, SARS-CoV-2 genes are hybridized with RNAscope commercial probes, using RNAscope

commercial kit as follows.

Figure 2. Detection of Vero cell infection by in situ hybridization using RNAscope and spike protein (Spike)-

immunolabeling

Cells were infected with SARS-CoV-2 alpha variant at low MOI (10�2, 10�5 and 10�6 MOI) or left uninfected (non-

infected) and incubated for 24 h at 37�C. The cells were labeled for viral RNA using RNAscope (pink) and Spike (green),

and counterstained for visualization of cell nuclei with DAPI (blue) and infection was analyzed by confocal microscopy

using a 603 oil immersion objective. Spike, RNA and DAPI staining, and the merge of the three are individually shown.

Yellow arrows point to low although specific signal observed at low MOI. Scale bar: 20 mm.
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24. Submerge the poly-L-lysine-coated slides containing dried spots of cell suspension in 100% v/v

Ethanol solution in a Coplin jar for 1 min, for dehydration. Then, let the slide dry at 20�C–23�C.
25. Boil TRR in a heating plate until solution starts bubbling.

26. Submerge the slides in the boiling TRR, reduce the heat of the heating plate by 30% and incu-

bate for 30 min.

27. Wash slides in dH2O by 3–5 up-and-down movements. Repeat two times, changing dH2O each

time.

28. Wash slides in 100% v/v Ethanol by 2 up-and-down movements. Let slides dry at 20�C–23�C.
29. Create a hydrophobic barrier around dried cell spots using a hydrophobic pen. Let the hydro-

phobic barrier dry for 5 min at 20�C–23�C.
30. Add drops of Protease Plus solution on dried spots. Incubate slides at 40�C for 5 min.

a. During this time, pre-warm the RNAscope SARS-CoV-2 probe at 40�C.
31. Wash slides in dH2O by 3–5 up-and-downmovements. Repeat two times by changing the dH2O.

32. Add drops of pre-warmed RNAscope SARS-CoV-2 probe on dried spots. Incubate slides in a hu-

midified chamber at 40�C for 2 h.

a. During this time, prepare the RWB keeping it at 37�C (materials and equipment).

33. Wash slides by submerging them for 2 min in warmed RWB. Repeat one time by changing the

RWB.

34. Add drops of AMP1 on dried cell spots. Incubate slides in a humidified chamber at 40�C for

30 min.

35. Wash slides by submerging them for 2 min in warmed RWB. Repeat one time by changing the

RWB.

36. Add drops of AMP2 on dried cell spots. Incubate slides in a humidified chamber at 40�C for

30 min.

37. Wash slides by submerging them for 2 min in warmed RWB. Repeat one time by changing the

RWB. Add drops of AMP3 on dried cell spots. Incubate slides in a humidified chamber at 40�C
for 15 min.

38. Wash slides by submerging them for 2 min in warmed RWB. Repeat one time by changing the

RWB.

39. Add drops of HRP-C1 on dried cell spots. Incubate slides in a humidified chamber at 40�C for

15 min.

40. Wash slides by submerging them for 2 min in warmed RWB. Repeat one time by changing the

RWB.

a. Prepare fluorescent dye solution Opal 570 during submersion time.

41. Add drops of Opal 570 on dried cell spots. Incubate slides in a humidified chamber at 40�C for

30 min.

42. Wash slides by submerging them for 2 min in warmed RWB. Repeat one time by changing the

RWB.

43. Add drops of HRP blocker on dried cell spots. Incubate slides in a humidified chamber at 40�C
for 15 min.

44. Wash slides by submerging them for 2 min in warmed RWB. Repeat one time by changing the

RWB;

45. Add drops of blocking buffer on dried cell spots. Incubate slides in a humidified chamber at

20�C–23�C for 2 h.

Pause point: Alternatively, slides can be stored in blocking buffer 16–18 h at 4�C.

Immunolabeling after RNAscope

Timing: 2 h

In this step, cells will be permeabilized for intracellular immunolabeling of the SARS-CoV-2 spike

protein. This step is performed after in situ hybridization.
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46. Remove blocking buffer and add drops of primary antibody diluted in blocking buffer.

a. For antibody against SARS-CoV-2 spike protein, use 2 mg/mL concentration in 100 mL per re-

action.

47. Incubate 16–18 h at 4�C in a humidified chamber.

a. This chamber can be built using a regular plastic box containing the slides and dH2O-soaked

paper.

48. Wash slides by submerging them in PBS without calcium and magnesium for 5 min under mild

tangential agitation. Repeat 23.

49. Add drops of secondary antibody diluted in blocking buffer.

a. For immunolabeling of anti-SARS-CoV-2 spike protein antibody, use 1:8000 (v/v) of AF488-

coupled goat anti-mouse IgG1 antibody in 100 mL per reaction.

50. Incubate for 2 h at 20�C–23�C.
51. Wash slides by submersion in PBS without calcium andmagnesium for 5 min under mild tangen-

tial agitation. Repeat 23.

52. Add 20 mL drops of 5 mg/mL DAPI solution in PBS without calcium and magnesium.

53. Wash slides by submersion in PBS without calcium andmagnesium for 5 min under mild tangen-

tial agitation in a shaking plate. Repeat 23.

Figure 3. Quantification of infection by different variants of SARS-CoV-2 Vero cell at low MOI by FISH-flow

Cells were infected with low quantities of either SARS-CoV-2 alpha, beta, delta or omicron variants or left uninfected

(non-infected) and incubated for 24 h at 37�C. The cells were labeled for viral RNA and spike protein and the infection

was quantified by flow cytometry.

(A) Comparative flow cytogram of cell infection by each variant at an MOI of 0.01.

(B) Comparative quantification of cells expressing viral RNA (RNA+), spike protein (Spike+) and both the viral RNA and

spike protein (RNA+Spike+) after infection by each variant at MOI of 0.01 and 0.001. Values are shown as mean G SEM

(n > 7/group). Statistics indicate comparison between the percentage of RNA+ cells with RNA+/Spike+ and Spike+

cells by Wilcoxon test. * = : p < 0.05, **: p < 0.01.

(C) Comparative quantification of cells expressing viral RNA (RNA+), spike protein (Spike+) and both the viral RNA and spike

protein (RNA+Spike+) after infection by each variant with very low quantities of infectious virus from 1000 up to 1 virus/mL.

Values are shown as mean G SEM (n > 6).
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54. Mount slides for microscopic observation; therefore, deposit a 20 mL drop of ibidi mounting me-

dium on the sample and cover it with a coverslip.

55. Dry at 20�C–23�C for 30 min or 16–18 h at 4�C.
56. Protect slides from light.

Pause point: Fixed samples can be stored at 4�C for up to several weeks before microscopy

analysis.

57. Proceed tofluorescencemicroscopy, typically a confocalmicroscopyequippedwitha x60oil immer-

sion objective. As shown in Figure 2 spike protein and RNA signal are easily detected around nuclei.

EXPECTED OUTCOMES

SARS-CoV-2 is a coronavirus that spread rapidly during the global pandemic coronavirus disease

(COVID-19) that began early 2020.6 Highly sensitive, and rapid ways to measure low levels of

SARS-CoV-2 (e.g., RT-qPCR) have been already developed. However, RT-qPCR fails to capture

whether those low-level positive samples are truly infectious. The technique we describe here re-

ports minimal amplification of virus on Vero cells (24 h infection time), followed by highly sensitive

techniques for RNA/protein detection to demonstrate whether a sample contains infectious virus.

This protocol applies for low-level detection of infectious SARS-CoV-2 in cell culture media or in bio-

logical fluids from infected individuals.1

Wedescribe two assays. The first assay is a quantitative approach that combines the detection of RNA

by FISH with detection of spike protein by immunolabeling at the single cell level using FISH-flow.1–3

The second assay is amorphological approach combining RNAdetection by FISH and visualization of

spike protein by immunodetection both labeling analyzed by confocal microscopy.1,3,4

Over the years, viral variants haveevolved from the ancestralWuhan strain,7 andnumerous SARS-CoV-2

variants have been identified in humans, including the Alpha, Beta, Delta andOmicron.8 The spike pro-

tein exposed on the surface of the virus is essential for the SARS-CoV-2 viral infection and following se-

lection pressure, is highly susceptible to mutations that confer a selective advantage in a population.

We sought to evaluateFISH-flowandRNAscopeassays todetect these variants at a low rate of infection.

For the assays, Vero cells were infected with each of several variants, namely Alpha, Beta, Delta and

Omicron7,9 starting with a MOI of 0.01 for 1–3 h, after which the virus was removed and cells were

further incubated 24 h. Cells were trypsinized and fixed, allowing further quantification of infection

outside a confined environment (BSL3). The presence of both RNA and spike protein was quantified

by FISH-flow and RNAscope and as described above.

As shown on Figures 3A and 3B, all variants tested were detected by FISH-flow using the RNA probes

and spike protein-specific monoclonal antibody originally developed to target the ancestral Wuhan

variant. Over 60% of cells were labeled with the SARS-CoV-2 RNA probes after infection with the

Alpha, Beta and Delta variants at a MOI of 0.01, whereas the detection of RNA after infection with

Omicron variant was lower, with 35% of the cells labeled. The percentage of cells positive for Spike

detectionwas in the same range as for RNA FISH detection, although slightly lower for all variants and

equal in number with cells positive for both spike protein and RNA. This suggests that after 24 h of

infection most, but not all, infected cells can be detected by spike protein staining. In case of lower

viral input, a longer infection time up to 48 h will likely increase the sensitivity of detection.

Detection of SARS-CoV-2 RNA and spike protein was concentration dependent, with the percentage of

infected cells decreasing threefold for Alpha and Beta variants and fivefold for the Delta and Omicron

variants, when infected with a MOI of 0.001 compared to 0.01. The lower detection of Omicron variant

may be explained by the greater phylogenetic distance of the omicron variant from the alpha variant,7

especially in the Spike gene and consequently in the protein, compared to the other tested variants.
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These mutations may alter the recognition of the S gene and the Spike protein by the RNA- and Spike

protein-specific probes that were originally designed against the ancestral Wuhan variant. The present

study therefore established a protocol describing a robust method for the detection of all variants.

The infectious virus content in biological fluids can be low at later stage of the disease10 or in case of

viral persistence, as has been proposed in patients with post-COVID-19 symptoms referred to as

Long COVID-19.11 We therefore titrated the minimal amount of infectious virus detectable by

FISH-flow from 1000 to 1 virus/mL using the protocol described here. As shown in Figure 3C, the

technique detected as low as 1 infectious viruses/mL for all variants. The assay was setup with min-

imal inoculum volumes and incubation times to facilitate the experimental protocol. However, this

protocol could be adapted to higher volume, different numbers of replicates and different infection

times to improve the detection of infectious content from low input samples. Although the signal

may be very low due to the small viral inoculum, the combination of RNA FISH and antibody probes

greatly increases the robustness of detection.

The 96-well plate format used in the FISH-flow assay for the detection of SARS-CoV-2 in samples ac-

counts for thehigh throughputof the assay,while the sampledilution replicates accounts for robustness.

In addition, the combined detection of viral protein and RNA increases the sensitivity of the assay and

downstream analysis, especially for samples with low viral content. As illustrated in the Figure 1A illus-

trating the gating strategy for Vero cells infected with Alpha with differentMOI, themethod is very spe-

cific as the anti-s spike protein antibody and the RNA FISH probes have no background signals in unin-

fected cells, which was consistently observed over experiments. In contrast, upon infection, cells

double-labeled for spike protein and viral RNA are clearly detected. Furthermore, additional cells

labeled only for RNA may represent cells at an earlier stage of infection, prior to detectable viral spike

protein synthesis. As expected, cells labeled for spike protein but not RNA were not detected. Finally,

although the background increases slightly in uninfected cells, it did not affect detection of infection.

The sensitivity of the method, and its applicability to multiple SARS-CoV-2 variants was evaluated.

After infection with serial dilution up to 1 infectious virus/mL of all viral variant stocks tested at the

same time, infection was detected by FISH-flow in all conditions assessed (Figure 3C). These data

confirm the robustness of FISH-flow, therefore a suitable high throughput method. Referring exper-

imental infection to a standard curve using viral production of known titers may allow accurate quan-

tification of infectious content in the sample.1

We also assessed the ability of the RNAscope to detect infection with the alpha, beta and omicron var-

iants at anMOI of 10�2 to 10�6. As shown in Figure 4, viral RNAwas detected after infection of Vero cells

with the alpha, beta and omicron variants at an MOI of 10�5 and even 10�6 for the alpha and beta var-

iants. RNA and spike protein signals were very strong at an MOI of 10�2, always remaining cytosolic as

expected, and decreased in a dose-dependent manner with decreasing MOI. At lower MOI, the RNA

and spike protein staining pattern appeared punctate, as expected for RNA, which resides in compart-

ments of the viral factory, and for spike protein, a glycoprotein that associates with themembrane of the

secretory pathway. The combined detection of RNA FISH and antibody probes greatly increases the

sensitivity and robustness of detection. In addition, the background was negligible. Therefore this

morphological technique can reliably detect a few infected cells, evenwith the current probes originally

designed for the Wuhan ancestral variant by the manufacturer.

Overall, our protocol can be applied to infections by different SARS-CoV-2 variants, although for

each new variant, the optimal conditions for detection of RNA and spike protein may slightly differ

from those reported here. Finally, additional cell markers can be detected alongside with viral RNA

and spike protein, as we described previously.1,12 This multiparametric labeling can allow accurate

phenotyping of infected cells or quantification of infected cells at the single cell level in a mixed cell

population (biological fluid, cell suspension prepared from tissues),1,12–14 and therefore valuable for

rare human clinical sample analyzes.
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QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

The results are represented as the means with respective standard errors of the mean using

GraphPad Prism 8. Statistical tests were performed usingWilcoxon test. Asterisks indicate significant

differences considering p values below 0.05 and 0.01, as indicated.

Figure 4. Detection of Vero cell infection by different variants of SARS-CoV-2 by RNAscope and spike protein

(Spike)-immunolabeling

Cells were infected with SARS-CoV-2 alpha, beta or omicron variants (MOI of 10�2 up to 10�6) or left uninfected (non-

infected) and incubated for 24 h at 37�C, labeled for viral RNA using RNAscope (pink) and Spike (green), and

counterstained to visualize cell nuclei with DAPI (blue) and infection was analyzed by confocal microscopy. Spike, RNA

and DAPI staining, and a merge of the three are individually shown. Yellow arrows point to low although specific signal

observed at low MOI. Scale bar: 20 mm.
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LIMITATIONS

For samples with very low concentration of infectious particles (1–10 virus/mL), it might be necessary

to increase the technical replicates in order to detect signal in at least one well.

As exemplified in Figure 3, all variants will replicate viral RNA and produce viral proteins during

infection, but their relative abundance may vary depending on the SARS-CoV-2 variant. This will

have a direct impact on the detection of infection using either FISH-flow and/or RNA-scope. With

the present technique, we were able to detect infected cells with all tested variants, which demon-

strates the robustness of the method.

FISH-flow does not allow spatial resolution of the labeling, which is why RNAscope has been devel-

oped. This lack of spatial resolution in FISH-flow could be resolved by quantifying FISH-Flow with an

imaging cytometry system such as Image Stream (Amnis), instead of standard flow cytometry.

TROUBLESHOOTING

Problem 1

Bubbles in HB10%dx; Assay step 19.

Potential solution

Try to gently pipette carefully up and down samples with probes using a smaller volume of probes

containing HB10%dx < 50 mL (such as 25 mL) and by decreasing aspiration/dispensing speed of the

pipet. Centrifuge plate at low speed (50 x g for 3 min).

Problem 2

All cells appear to be stained for 405/452 Viobility dye; Assay step 23.

Potential solution

Increase dye final dilution below the recommended concentration starting from 1:200.

Decrease staining time to 3 min.

Problem 3

RNA probe signal too weak; Assay step 23.

Potential solution

Ensure that the cell layer reach confluency before infection by increasing seeding cell number to 100

000 per well.

Increase the duration of the infection time (>24 h, i.e., 36 h or 48 h) to allow sufficient amplification of

viral RNA and therefore its detection.

Problem 4

No detection of infectious particles in all the infected wells; Assay step 23.

Potential solution

In the case of low input, detection of positive signals is not expected in all infected wells, which could

explain discrepancies in statistical spread of the virus(es) in the wells. To improve detection of low

infectious virus concentration, increase the inoculum volume up to 100 mL.

Problem 5

No signal detection of a known to be positive sample; Assay step 23.
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Potential solution

Ensure that TPCK-treated trypsin is added to the inoculum at 1 mg/mL final concentration. Biological

samples such as bronchoalveolar lavage also contain other compounds/microorganisms that may

interfere with infection. Although counterintuitive, samples could be diluted with DMEM containing

10% FCS, 1% Gentamicin 1% Amphotericin B and incubate at 37�C for 20 min. Mix samples thor-

oughly and centrifuge at 500 x g for 5 min before cell infection.

Problem 6

High background in RNA probe emission channel; assay step 23.

Potential solution

Increase the number of washes to 3 times or more at step 22. Check cell autofluorescence and treat

cells with 100 mM Glycine 75 mM NH4Cl, pH 7.4 for 10 min, remove the buffer and wash one time

with PBS. Decrease the probe concentration by 10 or 20%. Make sure probe staining does not

exceed 16 h.

Problem 7

High background in antibody staining; Assay step 23.

Potential solution

Antibody staining might need titration down (by two-fold dilution) in your setup to ensure optimal

staining.

Problem 8

High heterogeneity in markers staining; Assay step 23.

Potential solution

Make sure to mix carefully after addition of antibody and/or RNA-probe solution to the cells.

Problem 9

Abnormal FSC-H and/or SSC-H profile; Assay step 23.

Potential solution

Reduce trypsin treatment time to 3min. Reduce centrifugation speed while cells are not fixed (do not

exceed 300 x g). Handle cells more carefully before fixation, for instance avoid giving mechanical

stress and producing bubbles during vortexing steps.

Problem 10

Tissue dries during treatment; Assay steps 24–52.

Potential solution

Add enough reagents to completely cover tissue/cells. Make sure that the humidified paper is still

moist at the end of the incubation periods in the chamber. Decrease number of slides processed

at the same time. Check incubation temperature is as indicated.

Problem 11

Tissue dries during treatment; Assay step 56.

Potential solution

Ensure that cells have been properly fixed to the slide before the beginning of treatment for RNA-

scope staining (Step 24). Alternatively, double the quantity of cells deposited.

Problem 12

High Background; Assay step 56.
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Potential solution

Establish pre-treatment conditions specific to your samples by reducing boiling and protease treat-

ment time and concentration, as suggested by the RNAscope manufacturer (https://acdbio.com/

technical-support/solutions).

RESOURCE AVAILABILITY

Lead contact

Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be ful-

filled by the lead contact, Morgane Bomsel (morgane.bomsel@inserm.fr).

Materials availability

This study did not generate new unique reagents.

Data and code availability

This study did not generate new unique reagents.
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Cochin, Paris, France) for kindly providing viruses. The authors acknowledge the IMAG’IC facility for

instruction on the IXplore Spin Confocal Imaging Microscope System (Olympus) during the COVID-

19 confinement period.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

Method, design, and writing, A.C.-C., F.H., A.Z., F.R., and M.B.

DECLARATION OF INTERESTS

The authors declare no competing interests.

REFERENCES

1. Zhu, A., Real, F., Capron, C., Rosenberg, A.R.,
Silvin, A., Dunsmore, G., Zhu, J., Cottoignies-
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III. Mécanisme antiviral de l’activation de l’AMPK contre le SARS-CoV-2 par 

redistribution des lipides, induction de l’autophagie et cohabitation avec la 

réponse T (Manuscrit 3) 
 

(1) Contexte 

Bien que le cycle viral du SARS-oV-2 soit assez clairement établi, des antiviraux efficaces et 

sans effets secondaires n’ont pas été encore caractérisés. Plusieurs molécules antivirales ont été 

évaluées, mais aucune ne présente une balance une balance bénéfice-risque suffisante pour être 

utilisé quotidiennement en clinique. En pratique, ces antiviraux sont réservés pour traiter les cas 

formes sévères de l’infection en réanimation. La plupart des antiviraux prescrits en clinique, ciblent 

le virus lui-même. Une autre piste thérapeutique serait de cibler les éléments de la machinerie 

cellulaire nécessaire à la réplication du SARS-CoV-2. 

 

Notre collaborateur, Dr B. Viollet a proposé que l’AMP-activated protein kinase (AMPK), 

senseur énergétique du métabolisme cellulaire, soit une cible potentielle pour bloquer la 

réplication de nombreux virus, notamment via l’induction de l’autophagie et/ou la perturbation du 

métabolisme lipidique (Moreira et al., 2016). En effet, la réplication du SARS-CoV-2 est associée à 

l’augmentation du métabolisme des lipides et une perturbation du flux autophagique. Ces voies 

pourraient être bloquées par l’activation de l’AMPK et en conséquence la réplication virale serait 

inhibée (Koepke et al., 2021; Tanner and Alfieri, 2021). Les activateurs de l’AMPK pourraient donc 

avoir des propriétés antivirales robustes contre le SARS-CoV-2 et être utilisé en clinique. L’AMPK 

est activée par la metformine, l’AICAR ou le salicylate, un des produits principaux de la dégradation 

de l’aspirine. Mais cette activation n’est pas spécifique et pourrait causer des effets secondaires. 

Récemment, un activateur allostérique et hautement spécifique de l’AMPK, MK-8722, a été 

développé. Le MK-8722 a été testé dans des modèles précliniques de NHP qui tolèrent très bien la 

drogue (Myers et al., 2017). L’activité antivirale du MK-8722 contre l’infection par le SARS-CoV-2 

reste à démontrer.  
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(2) But de l’étude 

Notre objectif a été de caractériser l’activité antivirale du MK-8722 contre l’infection par le 

SARS-CoV-2 in vitro, puis d’en décrire son mode d’action. Nous avons finalement évalué si le MK-

8722 interférait avec la réponse immunitaire T-dépendante spécifique du SASR-Cov-2 induite in 

vivo. 

(3) Résultats 

L’activité antivirale de MK-8722 a été évalué en combinant des analyses cellulaires et 

biochimiques quantifiées par western blot, titrages viraux, RT-qPCR et imagerie à fluorescence 

confocale. 

L’activité antivirale de MK-7822 contre le SARS-CoV-2 a d’abord été évaluée dans un 

modèle de cellules Vero puis de cellules pulmonaires Calu-3 in vitro et quantifiée par cytométrie 

en flux. Nous avons observé que MK-8722 inhibe l’infection des cellules Vero76 et Calu-3 à des 

concentrations de l’ordre du micromolaire. MK-7822 agit sur l’infection par un mécanisme 

indépendant de l’expression des récepteurs d’entrée et des étapes sous-jacentes à l’entrée virale. 

L’inhibition de la réplication virale est corrélée de manière significative à l’inhibition de la 

biosynthèse des lipides et des gouttelettes lipidiques. De plus, l’inhibition de la synthèse des lipides 

lors du traitement par MK-8722 diminue l’infectivité des particules néoformées. Par ailleurs, le 

traitement des cellules infectées par MK-8722 restaure le flux autophagique, ce qui dirige les 

protéines virales vers les lysosomes et favorise une réponse IFN-I. Enfin, l’activation de l’AMPK par 

MK-8722 n’a pas d’effet inhibiteur de l’activation ou sur l’activité cytotoxique SARS-CoV-2 

spécifique des TCD8, associés avec la protection contre le SARS-CoV-2 in vivo. 
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Les muqueuses génitales et respiratoires sont particulièrement exposées au milieu extérieur. 

Elles représentent la première défense face aux agressions par les microorganismes. Au-delà de 

leurs fonctions de barrière physique, ces muqueuses possèdent également des fonctions 

immunitaires et leur intégrité assure leur bon fonctionnement. Le développement de stratégies 

permettant soit de prévenir efficacement l’entrée des pathogènes et de limiter leur dissémination, 

et/ou de traiter les infections après franchissement de la barrière, reste indispensable et demeure 

un enjeu de taille pour la santé mondiale. 

C’est dans ce contexte que s’intègrent mes travaux de thèse. Ces travaux permettent de 

proposer de stratégies antivirales qui ciblent soit i) le pathogène, ici le VIH-1, un virus à tropisme 

génital (Article 1), soit ii) la cellule hôte, ici la cible d’un virus à transmission respiratoire, le SARS-

CoV-2 (Articles 2 et 3). 

Dans notre première étude, nous avons développé une approche immunologique ciblant 

directement le pathogène VIH-1. Pour cela nous avons ciblé les cellules infectées à l’aide 

d’anticorps IgA spécifiques d’un domaine hautement conservé de la protéine d’enveloppe gp41 du 

VIH-1 pour les éliminer. Nous avons observé que les IgA induisent une réponse TCD8 cytotoxique 

suite à une présentation croisée d’antigènes viraux issus de l’ADCP médiée par les IgA (Article 1). 

Dans une seconde étude, nous proposons une approche antivirale ciblant la cellule hôte. Le 

potentiel antiviral de l’AMPK, senseur de l’homéostasie énergétique cellulaire, a été évalué contre 

le SARS-CoV2. Pour cela nous avons utilisé un activateur hautement spécifique de l’AMPK, MK-

8722. Nous avons pu démontrer que l’activation de l’AMPK par MK-8722 à faible dose induit 

notamment un flux autophagique et/ou une perturbation du métabolisme lipidique permettant de 

réduire significativement la production virale (Article 3). 
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I. Nouvelles propriétés antivirales dépendantes du Fc des IgA spécifiques de gp41 

(1) Rationalisation de l’approche 

Au cours des 20 dernières années, la caractérisation des fonctions protectrices des Abs a 

permis de mettre en évidence le rôle clef du domaine Fc, complétant les fonctions de neutralisation 

médiées par leur domaine Fab (Su et al., 2019). Les IgG et IgA spécifiques du VIH-1 peuvent ainsi 

induire la destruction par ADCC et par ADCP de cibles opsonisées, telles les cellules infectées ou les 

particules virales. Ces mécanismes ont notamment été associés à une diminution du risque 

d’infection par le VIH-1 chez l’Homme comme démontré au cours de l’essai vaccinal de phase 3 

RV144 (revue dans (Su et al., 2019), dans lequel l’activité ADCC des IgG corrèle avec la protection.  

L’interaction entre les domaines Fc et les FcR spécifiques de chaque isotype permet 

l’activation des cellules immunitaires innées conduisant à une réponse immunitaire plus efficace. 

Le niveau d’activation varie en fonction de l’isotype impliqué et la quantité de récepteurs liés. En 

effet, l’intensité de la signalisation induite par les IgA via le FcαRI/CD89 est plus efficace que celle 

des IgG (revue dans (Cottignies-Calamarte et al., 2023b)). En conséquence, il est nécessaire 

d’évaluer comparativement l’efficacité des fonctions effectrices des IgG à celle des IgA. Ces 

derniers sont actuellement encore peu étudiés. Des études précédentes de notre équipe ont 

montré que le bNAb 2F5-IgA spécifique de gp41 induit des activités ADCC et ADCP plus robustes 

que l’isotype IgG (Duchemin et al., 2020, 2018a). Les conséquences de ces activités ADCC et ADCP 

sur la réponse immunitaire adaptative dirigée contre le VIH, notamment cytotoxique, dans un 

contexte tissulaire muqueux en présence d’autres cellules immunes comme les TCD8 n’ont pas été 

décrites. 

Pour aller plus loin dans cette caractérisation, nous avons donc évalué comparativement 

les capacités du 2F5-IgA et 2F5-IgG à promouvoir l’activation de TCD8 après présentation croisée 

de peptides viraux issus de la phagocytose des cellules infectées par le VIH-1. Pour compléter le 

tableau des activités antivirales non-neutralisantes dépendantes de la partie Fc, nous avons 

également analysé la capacité du 2F5-IgA à induire une trained immunity des monocytes effecteurs 

de la cross-présentation à la suite de l’ADCP. La mémoire entrainée des cellules de l’immunité innée 

est un concept novateur décrit récemment (Fanucchi et al., 2021) qui remet en question le dogme 
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selon lequel la mémoire immunologique est l’unique apanage du système immunitaire adaptatif. 

La trained immunity est un ensemble de mécanismes de remaniements métabolique et 

épigénétique induits par la rencontre d’un pathogène et d’une cellule de l’immunité innée, 

conditionnant des réponses plus efficaces lors de la rencontre ultérieure avec un autre pathogène. 

La capacité des Abs, IgG mais surtout IgA, à induire des modifications métaboliques et 

épigénétiques en conséquence de la signalisation par les FcαRI ou FcR dans le contexte des 

infections virales est encore mal décrit. 

 

(2) Mise en place d’une réponse TCD8 VIH-1 après ADCP médiée par les IgA 

Afin de comparer la capacité du bNAb 2F5 sous isotype IgA ou IgG à activer des cellules 

TCD8, nous avons développé un modèle d’évaluation de la présentation croisée des antigènes du 

VIH-1 après ADCP de cellules infectées. Pour cela, nous avons utilisé des monocytes comme cellules 

présentatrices après phagocytose via leur FcαRI/CD89 et FcRI/CD64 de cellules opsonisées 

préalablement infectées par le VIH-1 (Duchemin et al., 2020). Nous montrons pour la première fois 

que ces monocytes sont capables de faire de la présentation croisée des antigènes viraux à des 

cellules TCD8 spécifiques du virus et de les activer (article 1). De plus, nous avons démontré que 

l’activation des TCD8 est systématiquement plus importante lorsque l’ADCP est médiée par 2F5-

IgA en comparaison de 2F5-IgG. En effet, la présentation croisée suite à l’ADCP médiée par le 2F5-

IgG est négligeable à des temps précoces, et faible à des temps plus tardifs. Chez les ESN, la 

présence de TCD8 spécifiques du VIH-1 ainsi que des IgA anti-gp41 ont été associé à leur protection 

(Kaul et al., 2000; Mazzoli et al., 1999, 1997a; Pinto et al., 1995; Ponnan et al., 2021; Tudor et al., 

2009). Nos résultats suggèrent donc que les Abs IgA muqueux spécifiques du VIH-1 peuvent activer 

les cellules TCD8 VIH-1 spécifiques dans les muqueuses via la présentation croisée après ADCP. 

Ainsi, les fonctions effectrices des IgA spécifiques du VIH-1 ne se limitent pas à leur propriétés de 

neutralisation et d’induction de l’ADCC et l’ADCP (Duchemin et al., 2020, 2018a).  

Le potentiel supérieur des IgA comparé aux IgG à induire une présentation croisée peut très 

probablement être attribué à une meilleure efficacité à effectuer l’ADCP (Duchemin et al., 2020) 

et/ou à une activation plus forte des voies de signalisation en aval de leur FcRs respectifs (Brandsma 
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et al., 2019; Cottignies-Calamarte et al., 2023b). En effet, alors qu’un IgG en complexe avec sa cible 

se lie uniquement à une molécule de FcRI/CD64, le complexe immun d’IgA se lie à deux molécules 

de FcαRI/CD89 par Fcα (Figure 19). Chaque FcRI/CD64 et FcαRI/CD89 recrute une chaîne 

adaptatrice FcR, ce qui est responsable d’une signalisation en aval des FcαRI/CD89 deux fois plus 

intense que celle des FcRI/CD64 (revu dans (Cottignies-Calamarte et al., 2023b)). Cette différence 

repose donc sur l’intensité de la signalisation, et non pas sa qualité. Cette différence entre isotypes 

peut également être expliquée par une exposition différente des épitopes tridimensionnels sur 

l’enveloppe reconnus par chacun des isotypes, l’affinité de 2F5-IgA pour l’antigène étant plus 

élevée d’un log que celle de l’IgG correspondant (Daniela Tudor et al., 2012).  

Nos résultats confirment l’importance de l’isotype IgA dans l’efficacité de fonctions 

antivirales, déjà démontrées par l’équipe (Duchemin et al., 2020, 2018a; Khamassi et al., 2020; 

Daniela Tudor et al., 2012). De plus, notre étude suggère que les IgA permettent l’établissement 

d’une connexion entre l’immunité humorale et cellulaire qui dépend de FcαRI/CD89. Ainsi, l’axe 

IgA-FcαRI/CD89 pourrait participer à la stimulation de la réponse TCD8 muqueuse chez les ESN. La 

signalisation responsable de ce phénomène étant uniquement quantitativement différente entre 

le FcαRI/CD89 et le FcRI/CD64, nos résultats expliqueraient que la protection contre l’infection 

par SIV-SHIV des NHP traités par des bNAbs-IgG induit une réponse TCD8 qui découle de 

l’engagement de l’axe Fc-FcRI/CD64 (Nishimura et al., 2017; Niu et al., 2021; Villinger et al., 

2003). Il serait donc intéressant d’évaluer l’efficacité d’une thérapie à base de bNAbs-IgA. 

 

(3) Différenciation des monocytes en macrophages-APC après ADCP médiée par les 

IgA 

Les monocytes circulants des ESN expriment CD68 à un niveau plus haut que les individus 

HIV+ (Blondin-Ladrie et al., 2022), ce que nous avons aussi observé dans les monocytes après l’ADCP 

médiée par 2F5-IgA de façon précoce. A titre de comparaison, les monocytes activés par l’ADCP 

médiée par les IgG présentent une augmentation de l’expression de CD68 après 60h. Ces résultats 

concordent avec une présentation croisée retardée et moins efficace après ADCP médiée par les 

IgG. Ceci indique une claire association entre ADCP, présentation croisée et différenciation en 
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macrophages. Il serait intéressant d’étudier la sensibilité au VIH-1 des monocytes après ADCP 

médiée par les IgA ou les IgG et de la comparer à celle de monocytes issus d’individus ESN, afin 

d’évaluer leur contribution à la protection de ces individus. 

Nous avons pu observer que la mise en place de la trained immunity est précédée d’une 

reprogrammation transcriptionnelle des cellules effectrices de l’ADCP-IgA, en particulier dans les 

voies partagées avec la réponse antivirale, au LPS, aux protozoaires mais aussi ceux de la 

différenciation des monocytes et l’augmentation de la production de chimiokines. Nos analyses 

montrent que l’ADCP médiée par les IgA promeut une différenciation des monocytes vers des 

macrophages avec une polarisation mixte pro- et anti-inflammatoire. Ces résultats sont en accord 

avec ceux préalablement publiés proposant que les monocytes se différencient « par défaut » en 

macrophages (B. Zhang et al., 2022). Cependant, les auteurs montrent que la différenciation par 

défaut est accélérée par une stimulation notamment par le LPS ou le β-glucan (B. Zhang et al., 

2022). Nos résultats concordent avec cette description puisque l’ADCP médiée par les IgA semble 

accélérer la différenciation des monocytes en macrophages dès 16h et s’accroit à 60h. Les 

macrophages sont une source majeure de réservoir du VIH-1 au niveau muqueux chez l’Homme 

(Ganor et al., 2019). Il serait donc intéressant d’évaluer la sensibilité à l’infection de macrophages 

isolés d’individus non-infectés et après différenciation induite par des IC-IgA.  

De plus, l’ADCP médiée par les IgA et effectuée par ces macrophages de polarisation mixte 

augmente l’expression des gènes codant des protéines de voies impliquées dans le métabolisme 

des ROS et celui de la Cathepsine L, impliqués dans la mise en place d’un environnement favorable 

à la présentation croisée (Battisti et al., 2017; Embgenbroich and Burgdorf, 2018; Zhang et al., 

2019). Nous avons confirmé fonctionnellement que seule l’ADCP médiée par les IgA augmente la 

production de ROS, en plus d’augmenter l’expression des CMH-I à la membrane plasmique 

contrairement à l’ADCP médiée par les IgG. Ces éléments suggèrent une augmentation du 

chargement des CMH-I en peptides viraux par présentation croisée après ADCP probablement via 

la voie cytosolique (Battisti et al., 2017; Embgenbroich and Burgdorf, 2018; Jusforgues-Saklani et 

al., 2008; León et al., 2014). Les macrophages ainsi obtenus présentent donc en plus des 

caractéristiques d’APC. Une fois différenciés, ces macrophages pourraient se maintenir au niveau 

muqueux après la phagocytose et favoriser la réactivation d’une réponse CTL spécifique du VIH 
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plus rapide qu’en absence d’IgA. A ce titre, nos travaux suggèrent qu’un rappel vaccinal muqueux 

basé sur les IgA en complexe immun avec une protéine virale permettrait d’induire une réponse 

locale CTL durable en ciblant les monocytes/macrophages.  

 

(4) Extension du concept d’APC induite par les complexes immuns à la protection 

des muqueuses 

Les tissus muqueux contiennent différents types cellulaires exprimant FcαRI/CD89 

(macrophages résidents, DC, neutrophiles) et capables d’ADCP médiée par les IgA (Cheeseman et 

al., 2016). C’est également le cas des monocytes recrutés dans la muqueuse en condition 

inflammatoire dans laquelle ils se différencient en macrophages. En revanche, les LC n’expriment 

pas FcαRI/CD89, par l’action spécifique du TGF-β fortement produit dans les tissus muqueux 

(Geissmann et al., 2001). Les LCs ne peuvent donc pas être source de présentation croisée après 

ADCP médiée par les IgA. Les travaux de Mysore et collègues ont montré que la stimulation des 

neutrophiles par un IC-IgG peut induire les neutrophiles à acquérir des propriétés de présentation 

antigénique ressemblant à celle des DC et pourraient être considérés comme des neutrophiles-APC 

(nAPC) (Mysore et al., 2021). Bien que cette propriété n’ait pas été montrée pour les IgA et l’axe 

FcαRI/CD89 dans les neutrophiles, nous avons pu démontrer au laboratoire que les neutrophiles 

effectuent l’ADCP médiée par IgA-FcαRI/CD89 plus efficacement que par IgG/FcR (Duchemin et 

al., 2020). Il serait donc intéressant d’évaluer comparativement dans notre modèle la capacité des 

macrophages, des DC et des neutrophiles à faire de la présentation croisée des antigènes du VIH-

1 pour induire et/ou réactiver une réponse CTL spécifique du VIH-1 après ADCP médiée par 2F5-

IgA.  

Les neutrophiles effectuent l’ADCP médiée par les IgA par un mécanisme rapide (Duchemin 

et al., 2020), corrélant avec leur capacité à répondre rapidement à la présence de bactéries 

pathogènes (van Kessel et al., 2014). Il serait intéressant d’évaluer si l’ADCP de cellules entières 

médiée par les IgA et effectuée par des neutrophiles humains est capable d’induire leur 

reprogrammation en nAPCs, et par conséquent d’activer des CTL spécifiques. Le groupe du Dr 

Pelegrin a démontré que l’infusion d’un IgG monoclonal dirigé contre l’enveloppe du virus de la 
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leucémie murine protège les souris contre de l’apparition de cancers viro-induits (Naranjo-Gomez 

et al., 2018). Les auteurs rapportent que l’infusion de bNAb ciblant l’enveloppe virale protège les 

souris de l’infection par l’induction d’une réponse IgG dirigée contre l’enveloppe. De plus, l’infusion 

de bNAbs dirigés contre l’enveloppe virale induit une réponse TCD8 spécifique du virus qui ne 

semble pas dépendante de la présence des neutrophiles. A l’inverse, Mysore et collègues ont mis 

en évidence la faculté des nAPC stimulés par des IC-IgG à migrer dans les ganglions lymphatiques 

pour activer une réponse TCD4 et TCD8 après transfert adoptif (Mysore et al., 2021). Il semble que 

la faculté d’induction d’une réponse TCD8 par les neutrophiles soit dépendante du modèle étudié 

et particulièrement du complexe immun étudiée. Il serait intéressant d’évaluer la capacité de 

migration des neutrophiles après ADCP dans les ganglions pour initier les réponses TCD4 et TCD8 

spécifiques du VIH-1 in vivo. 

 La signalisation induite par les IgA étant plus intense que celle des IgG (Brandsma et al., 

2019; Cottignies-Calamarte et al., 2023b), l’ADCP médiée par les IgA et effectuée par les 

neutrophiles pourrait permettre de produire plus rapidement et en quantité plus importante des 

nAPC. De fait, ceci pourrait favoriser l’induction d’une réponse T plus rapide et probablement plus 

efficace pour protéger contre l’infection par le VIH-1. Les IC-IgA ainsi pris en charge par des DC 

résidentes du tissu, promeuvent leur maturation ainsi que leur migration au ganglion lymphatique 

drainant afin d’initier des réponses TCD4 et TCD8 VIH-spécifiques. Il semble important de noter 

que les sIgA ne peuvent pas se lier au FcαRI/CD89, à l’inverse des dIgA qui se lient à FcαRI/CD89 et 

engagent chacun quatre molécules de récepteurs, contre deux par IgA monomérique (Bonner et 

al., 2008; Cottignies-Calamarte et al., 2023b). Nos travaux suggèrent que l’induction de l’ADCP par 

des dIgA induira plus efficacement la présentation croisée aux CTL, probablement au moins 

partiellement responsable de la protection des ESN. 

Le groupe du Pr Paul a montré que la vectorisation de la protéine p24 par des SIgA à des 

fins vaccinales chez la souris permet l’activation des lymphocytes T, dépendante de la prise en 

charge des IC-sIgA par les DC tissulaires. Cependant, les souris n’exprimant pas le FcαRI/CD89, 

l’effet vaccinal est médié par le biais de Dectine-1 (Rochereau et al., 2016, 2015), récepteur 

alternatif des sIgA. Ces résultats suggèrent que des voies alternatives à l’axe Fcα-FcαRI/CD89 

peuvent aussi être impliquées dans la protection médiée par les IgA chez les ESN. 
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(5) L’ADCP médiée par les IgA promeut la sécrétion de chimiokines dont les fonctions 

chimiotactiques corrèlent avec la protection des individus. 

Le profil mixte anti- et pro-inflammatoire des macrophages obtenus après ADCP médiée 

par les IgA est en partie similaire aux profils des cytokines pro- (TNFα, IL-6, IL-1β) et anti-

inflammatoires (IL-10) et des chimiokines (CCL3, 4 et 5) secrétées par d’autres APC comme les DC 

stimulées par des IgA en complexes immuns (Gayet et al., 2020; Hansen et al., 2018, 2017). La 

stimulation des monocytes et des DC par les IgA présente néanmoins des différences. En effet, si 

la stimulation de DC dérivées de monocytes in vitro par les IgA semble les activer, des études 

récentes sur des DC résidentes des tissus (CD103+) montrent que la production d’IL-6, TNFα et d’IL-

10 après stimulation IgA n’est possible que lors d’une costimulation avec un agoniste de TLR2 et/ou 

TLR4 (Hansen et al., 2018; Mes et al., 2023). Ceci indique donc qu’in vivo, l’implication de l’ADCP 

dans la réponse immunitaire met en jeux plusieurs facteurs comme : l’isotype IgA ou IgG, le FcR 

impliqué pour chaque isotype (différents Fc pour les IgG, Dectine ou FcαRI/CD89 pour les IgA, 

Trim21, …, etc), le type de cellule effectrice mais aussi l’environnement des cellules et les signaux 

qu’elles reçoivent (IL-10, GM-CSF, ligands des PRR, …, etc).  

L’ensemble des facteurs secrétés par les monocytes après ADCP médiée par les IgA activent 

plus fortement les neutrophiles et induisent l’expression de CD11b et CD62L. Cela pourrait 

conduire à un recrutement de cellules immunitaires qui participerait au contrôle et la protection 

contre le VIH-1 (Om et al., 2020; Sugawara et al., 2022; Tomescu et al., 2011; Worley et al., 2018). 

En revanche, nous avons montré que ces facteurs n’activent pas les TCD4 circulants. Ceci aurait 

l’avantage de limiter le recrutement de TCD4 activés, cibles potentielles du VIH, au site d’infection, 

réduisant ainsi la probabilité de transmission du VIH à travers la barrière muqueuse. De façon 

intéressante, les TCD4 stimulés par ces facteurs après ADCP médiée par les IgA diminuent 

l’expression du corécepteur CCR5, ce qui diminuerait leur sensibilité à l’infection par les virus R5 

tropiques majoritairement transmis au niveau muqueux. L’effet chimiotactique observé après 

ADCP médiée par les IgA corrèle notamment avec une amplification de la sécrétion des β-

chimiokines au niveau muqueux ou circulant observé chez les ESN (Iqbal et al., 2005; Shieh et al., 

2001b). Cette plus grande sécrétion de β-chimiokines est aussi associée à la présence d’IgA 

neutralisantes spécifiques de gp41 au niveau des muqueuses des ESN (Bélec et al., 2001; Mazzoli 
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et al., 1999, 1997a; Daniela Tudor et al., 2012). De plus, nous observons qu’après ADCP médiée par 

les IgA, les monocytes sécrètent moins de CXCL10, ce qui est aussi le cas dans les muqueuses des 

ESN (Lajoie et al., 2012). Les auteurs de ces études rapportent cependant une diminution de la 

quantité de CXCL9 dans les muqueuses des ESN, alors que nous n’observons pas de différence dans 

les niveaux de CXCL9 quel que soit la condition de phagocytose. Ceci pourrait s’expliquer soit par i) 

un défaut de la sensibilité de notre méthode de mesure, ou bien ii) la chute dans la sécrétion de 

CXCL9 observée chez les ESN n’est pas imputable aux seuls monocytes.  

Il serait donc intéressant d’étudier si l’ADCP médiée par les IgA conduit au recrutement de 

cellules immunitaires. Ceci pourrait être étudié dans des modèles de reconstruction muqueuse, 

comme ceux qui ont été mis au point au laboratoire (Ganor et al., 2013, 2010; F. Real et al., 2018).  

 

(6) Acquisition d’une mémoire immunitaire innée après ADCP médiée par les IgA 

Enfin, l’acquisition d’une trained immunity par les monocytes après ADCP médiée par les 

IgA, que ce soit le bNAb 2F5-IgA ou ceux de patients infectés, suggère que les cellules sont plus 

réactives lors d’une rencontre ultérieure avec un pathogène (Brandi et al., 2022; Fanucchi et al., 

2021; Gill et al., 2022; Gondois-Rey et al., 2017). In vivo, les macrophages différenciés grâce à 

l’ADCP médiée par les IgA et entraînés pourrait permettre l’élimination des virus et des cellules 

infectées. Cette destruction impliquerait une augmentation des propriétés inflammatoires de ces 

macrophages ainsi que la sécrétion de β-chimiokines (Taks et al., 2022). De ce fait, l’induction d’une 

mémoire immunitaire inné par l’ADCP médiée par les IgA constitue un élément de défense 

supplémentaire contre l’infection par le VIH-1.  

Cet aspect de la mémoire immunitaire inné est aussi développé par d’autres cellules telles 

que les neutrophiles, les ILC, les NK (Taks et al., 2022), cellules qui participent toutes à la résolution 

de l’infection par le VIH-1 (Gondois-Rey et al., 2017; Tomescu et al., 2011). Il serait donc important 

de caractériser si les des IgA en complexes immuns peuvent induire cette mémoire dans les cellules 

immunitaires innées présentes dans les muqueuses afin d’approfondir la compréhension des 

mécanismes de protection contre le VIH-1. De plus, il faudrait comprendre les différences 

épigénétiques et métaboliques entre l’induction de la mémoire immunitaire par les IgA-IC et celle 
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induite dans les modèles classiques utilisant du β-glucan (Taks et al., 2022). L’évaluation du rôle de 

la trained immunity dans l’infection par le VIH-1 serait particulièrement utile pour décrire au niveau 

moléculaire les mécanismes de protection des ESN. Ces études pourraient commencer par des 

approches exploratoires de séquençage de l’épigénome des cellules de l’immunité innée 

retrouvées dans les sécrétions génitales d’ESN par rapport à des individus infectés et des personnes 

saines. Ces résultats pourraient ensuite être corrélés avec l’évaluation in vitro de leur faculté à 

éliminer des agents infectieux variés (BCG, E.coli, C. albicans, VIH-1 libre ou encore des cellules 

infectées). De la sorte, l’évaluation fonctionnelle de l’état de trained immunity chez les ESN 

permettra d’établir de nouveaux corrélats de la protection. 

 

(7) Parallèles avec les paramètres des ESN 

Nos résultats décrivent une voie qui s’ajoute aux mécanismes déjà connus de la protection 

médiée par les IgA anti-VIH. De manière opposée, les IgG ne sont pas capables d’induire de telles 

modifications dans les monocytes effecteurs de l’ADCP, le signal inducteur étant probablement 

trop faible. L’ensemble de ces résultats souligne le lien que les IgA établissent entre les cellules de 

l’immunité innée ayant fait l’ADCP de cibles virales et les cellules TCD8. Cette coordination entre 

immunité humorale et cellulaire favorise la protection contre le virus et suggèrent que les IgA 

muqueux chez les ESN pourraient aussi agir par ce mécanisme.  

Dans l’ensemble, nous avons mis en évidence trois nouvelles activités antivirales 

caractéristiques de l’ADCP médiée par les IgA : 

- La présentation croisée de peptides viraux issus de cellules infectées aux CTL spécifiques du 

VIH-1 

- Le recrutement de populations immunitaires (qui pourrait être associé avec la protection des 

individus contre l’infection). 

- La différenciation des monocytes effecteurs de l’ADCP en macrophages qui acquièrent une 

mémoire immunitaire. 
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(8) Perspectives thérapeutiques : Ingénierie du Fc d’anticorps neutralisants d’ESN  

En conclusion, nos résultats suggèrent que les bNAbs sous isotype IgA serait plus efficaces 

dans la mise en place d’un contrôle de la virémie chez les individus (Brandsma et al., 2019; 

Duchemin et al., 2020, 2018a; Evers et al., 2020; Lohse et al., 2018b, 2016). Cependant, si les 

résultats sont engageants, la production des IgA fonctionnels reste difficile. De plus in vivo, les IgA 

ont une durée de vie plus courte dans la circulation que les IgG et, au niveau muqueux, toutes les 

cellules de l’immunité innée n’expriment pas le FcαRI/CD89 (Cheeseman et al., 2016; Cottignies-

Calamarte et al., 2023b). Ces éléments jouent à la défaveur du développement d’Abs 

thérapeutiques d’isotype IgA. 

Pour essayer de surmonter toutes ces limitations, et en s’inspirant de formats innovants 

d’Abs thérapeutiques produits pour la recherche en oncologie, générer des chimères à partir des 

Abs muqueux des ESN afin d’augmenter leurs fonctions effectrices, sans compromis sur leur demi-

vie est une option attirante. Le développement de tels formats d’Abs thérapeutiques ouvrirait une 

nouvelle voie thérapeutique contre les infections virales et particulièrement dans le cas du VIH-1. 

Dans ce but, nous avons généré des plasmides permettant l’expression d’un IgA d’ESN suivit, en C-

terminal de l’Abs, d’un Fc (dénommé IgAG). Pour ces études, nous nous sommes inspirés des 

travaux de Borrok et collègues (Borrok et al., 2015) dans lesquels l’Ab spécifique de Her2 

(trastuzumab) chimérique présente un Fc IgG1 puis un Fc IgA2 exprimés en tandem (IgGA). Ce 

chimérisme améliore les capacités d’ADCC et d’ADCP, relativement à chacun des isotypes 

parentaux seuls ou en combinaison (Borrok 2015). Ces chimères, par la présence des deux types 

de Fc se lieraient mieux aux cellules effectrices et auraient des fonctions antivirales plus efficaces 

(Borrok et al., 2015; Li et al., 2017). Comme contrôle de nos études, nous avons généré les 

plasmides permettant l’expression des versions parentales présentant un Fcα (IgA) ou Fc (IgG), 

ainsi que la variante présentant le Fcα avant le Fc (IgAG) (Annexe 1). Afin d’éviter les 

cotransfections de chaîne légère et de chaine lourde des Abs, nous avons fusionné les ADN des 

deux chaines à l’aide un adapteur protéique flexible (G4S)5 qui devrait permettre la production 

d’une chimère dont les chaînes légères et lourdes s’associent dans une conformation 

tridimensionnelle capable de lier l’antigène (Wu et al., 2018). Bien que les séquences aient été 

conformes à nos attentes, aucunes de nos tentatives de transfection ou de transduction n’a conduit 
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à la production suffisante d’Abs chimériques permettant d’évaluer le gain fonctionnel de ces Abs 

(Annexe 1). Nous avons tiré profit de cette expertise pour publier une revue sur le rationnel de 

développement de cette approche d’ingénierie des anticorps (Cottignies-Calamarte et al., 2023b) 

 

II. Caractérisation du mécanisme antiviral de l’activation de l’AMPK contre le 

SARS-CoV-2 par redistribution des lipides, induction de l’autophagie et 

promotion de la réponse T 

(1) Rationalisation de l’approche 

Dans le but de développer un traitement curatif efficace contre le SARS-CoV-2, de nombreuses 

études basées sur des modèles in vitro et in vivo ont été initiées mais peu se sont avérées 

réellement efficaces. On distingue les approches ciblant directement des facteurs viraux et d’autres 

ciblant les facteurs de l’hôte (Andrews et al., 2024). La première catégorie a pour but d’interférer 

avec la réplication du génome viral (remdesevir/Veklury) ou l’activité de la protéase 3CLPro 

(nirmatrelvir-ritonavir/Paxlovid). Cependant, l’utilisation de ces drogues est actuellement limitée 

aux patients en service de réanimation ou chez des individus à risque élevé et sous surveillance 

médicale. Ainsi, le développement de nouveaux traitements antiviraux efficaces et surs contre le 

virus est nécessaire.  

Le ciblage des voies de l’hôte est une approche immunomodulatrice contre le SARS-CoV-2, 

visant à tempérer l’emballement immunitaire lors du syndrome hyper-inflammatoire. Les 

approches se basent sur l’utilisation de corticoïdes, d’Abs neutralisant de l’IL-6 ou encore 

d’inhibiteurs de JAK. Cependant, aucune approche ciblant des facteurs de l’hôte essentiels à la 

réplication virale n’a encore abouti à une autorisation de mise sur le marché. Cette approche a 

pourtant l’intérêt de cibler pharmacologiquement un mécanisme qui ne mute pas, à l’inverse 

d’éléments viraux. 

Parmi les voies cellulaires connues comme étant essentielles au cours du cycle infectieux 

du SARS-CoV-2, on distingue notamment la lipogenèse et l’autophagie. En effet, l’infection et la 

réplication du SARS-CoV-2 sont associées à une forte perturbation du profil lipidique cellulaire. 

Celle-ci favorise l’expression de SREBP-1 et PPAR ce qui induit une reprogrammation cellulaire 
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vers un phénotype lipogénique et l’accumulation de gouttelettes lipidiques (Dias et al., 2020; Farley 

et al., 2022; Tanner and Alfieri, 2021; Wang et al., 2023). L’engagement de la voie de biosynthèse 

des lipides dépend de la production de malonyl-CoA par l’ACC. Cette enzyme assure l’homéostasie 

lipidique.  

De plus, des études ont montré que les protéines virales nsp induisent l’initiation de 

l’autophagie alors que les protéines ORF inhibent quant à elles les étapes tardives de fusion des 

autophagosomes et des lysosomes (Liang et al., 2022). L’expression précoce des protéines nsp et 

tardive des protéines ORF, suggère que l’initiation de l’autophagie pourrait participer à la mise en 

place des usines virales et que l’inhibition de la maturation des phagosomes et de leur fusion 

favorise le relargage des particules virales néoformées (Hou et al., 2023; Liang et al., 2022; Miao et 

al., 2021; Qu et al., 2021). Le processus de régulation de l'autophagie a été démontré comme étant 

largement dépendant de la lipogenèse médiée par l’enzyme ACC (Gross et al., 2019). 

L’activité de ACC est contrôlée par l’AMPK, une kinase impliquée dans la régulation de 

l’homéostasie énergétique et capable d’inhiber ACC par phosphorylation. Ainsi, l’AMPK pourrait 

contrebalancer les effets de la réplication du SARS-CoV-2, en inhibant la synthèse des lipides par 

phosphorylation d’ACC et en induisant l’autophagie par phosphorylation d’ULK1 notamment 

(Moreira et al., 2016). L’AMPK constitue ainsi une cible thérapeutique de choix. 

L’utilisation de metformine ou d’AICAR pour activer l’AMPK a déjà été démontrée comme 

étant une approche antivirale prometteuse dans un modèle murin d’infection par DenV, un autre 

virus à réplication cytosolique (Farfan-Morales et al., 2021a). Cependant, l’effet antiviral de ces 

molécules n’a pu être observé qu’à fortes doses dans des modèles in vitro d’infection par le SARS-

CoV-2 (Farfan-Morales et al., 2021a; Gassen et al., 2021). Malgré le fort potentiel activateur de ces 

molécules, celles-ci ne sont cependant pas spécifiques de l’AMPK et provoquent des effets 

indésirables notables et une action très restreinte au foie (Farfan-Morales et al., 2021a). 

L’activateur allostérique de l’AMPK, MK-8722 a été récemment développé contre le diabète 

par les laboratoires Merck et active l’AMPK à faible dose (Myers et al., 2017). Cette drogue a déjà 

été testée chez des NHP et présente d’excellentes biodistribution et tolérance, en dépit d’une 

légère hypertrophie cardiaque passagère et sans conséquences. Ce composé, par sa spécificité 
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forte pour l’AMPK et par son action à faible concentration, pourrait constituer une piste antivirale 

dirigée contre le SARS-CoV-2. 

Nous avons étudié l’effet de l’activation de l’AMPK par MK-8722 (Article 3) sur le cycle 

infectieux du SARS-COV-2 comme potentielle piste thérapeutique. Nous avons criblé l’activité 

antivirale sur cellules Vero, et validé ces résultats dans un modèle physiologique de l’infection, les 

cellules humaines bronchiques Calu-3. Cette lignée est classiquement utilisée comme modèle 

d’étude de pathologies respiratoires et présente l’avantage d’être compétente pour la voie de 

signalisation aux IFN-I, contrairement aux cellules Vero. 

Pour réaliser cette étude, nous avons utilisé notamment la méthode FISH-flow que nous 

avons mise au point pour la détection de faibles quantités de virus (Article 2). 

 

(2) Mise au point d’un protocole de quantification du contenu infectieux 

d’échantillons infectés par le SARS-CoV-2 à l’échelle de la cellule unique (Article 2) 

La caractérisation d’effets antiviraux nécessite l’utilisation de tests sensibles. Les méthodes 

classiques de titrage par plages de lyse ou focci manquent de sensibilité pour la quantification 

précise en dessous de 100 virions infectieux par ml. Quant à l’approche RT-qPCR, considérée 

comme extrêmement sensible, elle ne permet pas la détection de l’infectiosité des particules 

virales. Cette dernière méthode repose sur la détection de plusieurs gènes comme ceux de E, N ou 

S, parmi d’autres, après l’amplification par PCR de l’ADN retro-transcrit de l’ARN viral.  

Nous avons mis au point une méthode permettant la détection de faibles niveaux de virus 

infectieux. Pour cela, nous avons combiné une approche de quantification de l’infection qui mesure 

l’ARN viral et une protéine virale à l’échelle de la cellule unique par FISH-Flow quantifié par 

cytométrie en flux et morphologiquement par analyses en immunofluorescence. Ces deux 

techniques sont complémentaires, mais peuvent être utilisées indépendamment : le FISH flow pour 

mesurer la production virale soit après infection de lignées reportrices pour la caractérisation 

d’antiviraux, soit dans des fluides biologiques avec une technique standardisée et à haut débit. La 

morphologie permet d’étudier l’hétérogénéité cellulaire autour du site d’infection in situ dans des 

tissus d’autopsies ou de biopsies prélevés chez les patients. 
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Notre méthode présente l’avantage de pouvoir détecter l’infectiosité d’échantillons jusqu’à 

un virus/ml et ce pour l’intégralité des variants testés. Cette méthode permettra notamment 

d’évaluer des niveaux faibles d’infection dans des environnements cellulaires complexes comme le 

poumon et d’aborder la caractérisation des réservoirs viraux qui existerait chez certains patients 

développant des formes de COVID-long. 

Les sondes FISH et RNAscope sont basées sur la séquence du virus original, ce qui aurait pu 

se traduire par des variations de détection entre les variants. Ces deux méthodes permettent 

cependant de détecter l’infection par tous les variants du SARS-CoV-2. Le FISH flow, utilise plus de 

33 sondes différentes pour cibler chacune des 4 régions de l’ARN viral. Ces sondes sont directement 

couplées à un fluorophore. Lorsque la majorité de ces sondes sont liées à l’ARN le signal devient 

détectable par cytométrie ou en microscopie, cette technique ayant été développée pour l’analyse 

morphologique. En conséquence, même si quelques sondes individuelles se lient non 

spécifiquement de manière dispersée sur l’ARN cible, le signal total n’est pas détectable et le bruit 

de fond de la technique est quasi inexistant. Dans le cas du RNAscope, c’est l’amplification du signal 

qui est particulièrement efficace et spécifique. En effet, les sondes oligonucléotidiques spécifiques 

de l'ARN cible (conceptualisées comme un "Z") sont hybridées par paires ("ZZ") tout le long de la 

molécule d’ARN. La détection est effectuée par la liaison spécifique de molécules 

oligonucléotidiques préamplificatrices elles-mêmes liées à plusieurs amplificateurs couplés à des 

fluorophores. Le signal obtenu fournit ainsi un résultat quantitatif et mesurable. Il est important 

de noter que le préamplificateur ne peut pas se lier à une seule sonde Z (sonde Z non appariée), 

car une paire de Z est nécessaire pour lier le préamplificateur et générer des signaux.  

Bien que le RNAscope soit particulièrement informative sur les questions de morphologie 

et de structure tissulaire, cette technique nécessite un temps d’observation et d’analyse plus longs 

que la cytométrie. Cependant, les deux méthodes ont démontré leur capacité à détecter des foyers 

infectieux issus d’un inoculum contenant une unité formant focci de SARS-CoV-2, pour chaque 

variant, validant leur sensibilité. 

Ainsi nous proposons deux approches complémentaires pour permettre l’étude de la 

réplication virale et évaluer des approches antivirales (Cottignies-Calamarte et al., 2023a).  
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(3) Application du FISH-Flow à l’étude du mécanisme antiviral de MK-8722 

L’utilisation de cette méthode nous a permis de démontrer que le MK-8722 à faible dose 

(micromolaires) diminue la fréquence des cellules Calu-3 exprimant à la fois la protéine spike et les 

ARN viraux avec un IC50 d’environ 1µM. De plus, nous avons confirmé que le traitement post-

infection par MK-8722 à 5µM permet d’inhiber l’infection de cellules Calu-3 par les variants Alpha 

et Omicron, à des niveaux comparables. L’utilisation du FISH-Flow dans l’évaluation de l’activité 

antivirale de MK-7822 a permis de mettre à l’épreuve l’application de cette méthode qui s’est 

avérée satisfaisante.  

 

(4) Etude du mécanisme d’action de MK-8722 contre le SARS-CoV-2 

Par une combinaison d’approches biochimiques, d’immunofluorescence et de cytométrie 

en flux, nous avons pu montrer que l’activation de l’AMPK par MK-8722 présente au moins deux 

mécanismes thérapeutiques, non exclusifs.  

1. Activité antivirale de l’inhibition de la synthèse des lipides 

Nous avons montré que l’inhibition de la synthèse lipidique suite à la phosphorylation de 

l’ACC par MK-8722 conduit à une diminution de la formation des gouttelettes lipidiques et à une 

forte réduction de l'infectivité des particules virales néoformées. 

En effet, l’ACC est une des enzymes limitantes de la synthèse des AG. Par conséquent, son 

inhibition par l’AMPK activée diminue la quantité d’AG disponibles pour alimenter le cycle viral 

(Farley et al., 2022; Tabata et al., 2021; Tanner and Alfieri, 2021). Cette diminution de la synthèse 

des AG peut aussi affecter la teneur en lipides des particules virales et en altérer l’infectiosité. De 

plus, la diminution du nombre de gouttelettes lipidiques et de leur colocalisation avec les éléments 

viraux en condition de traitement suggère une délocalisation de ces éléments vers d’autres 

compartiments cellulaires comme les lysosomes. Cependant, la diminution des gouttelettes 

lipidiques est associée à une inhibition de l’infection. Enfin, nous avons montré que le traitement 

des cellules par MK-8722 diminue l’infectiosité des virus néoformés. Il est possible que la 

modification du profil lipidique cellulaire soit responsable de l’altération de l’infectiosité des 

particules virales (Cheng et al., 2022; Mesquita et al., 2021). L’augmentation du nombre de 
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particules défectueuses suggère une dépendance du cycle viral à certains lipides et souligne 

l’importance de la régulation fine du répertoire lipidique cellulaire (Cheng et al., 2022; Farley et al., 

2022; Grootemaat et al., 2022; Mesquita et al., 2021). 

Dans l’ensemble, nous avons montré que MK-8722 inhibe la synthèse lipidique et en 

conséquence la réplication et la dissémination du SARS-CoV-2. Il serait donc intéressant de 

caractériser la nature des changements des lipides cellulaires ou dans les virions produits en 

présence de MK-8722 par des approches de spectrométrie de masse. Ceci permettrait d’établir 

l’importance des différents lipides associés à la réplication et ceux favorisant l’infectiosité des 

particules de SARS-CoV-2, comme c’est le cas pour l’acylation et la myristoylation de la spike 

nécessaire à l’infectiosité des particules (Cheng et al., 2022; Farley et al., 2022; Mesquita et al., 

2021).  

Rapidement après l’infection par SARS-CoV-2, une réponse humorale IgA anti-spike se met 

en place (Ruiz et al., 2022; Sterlin et al., 2021). Ces Abs sont capables d’éliminer les virons par ADCP 

(Natarajan et al., 2021). Comme nous l’avons montré pour les cellules infectées par le VIH (Article 

1), il serait intéressant d’évaluer si l’ADCP de ces virus défectueux du SARS-CoV-2 pourrait favoriser 

la présentation croisée aux TCD8 spécifiques du SARS-CoV-2. Cet effet pourrait favoriser le rappel 

de la réponse immunitaire adaptive initié par la vaccination à grande échelle en France et dans le 

Monde, mais aussi par l’infection naturelle (Liu et al., 2022; Taus et al., 2022; Vitiello et al., 2022). 

Nous supposons qu’en présence de MK-8722, la présentation croisée aux TCD8 SARS-CoV-2-

spécifiques favoriserait le contrôle de l’infection et de la pathologie. 

2. Inhibition de l’infection par restauration de l’autophagie  

En second lieu, l’inhibition de la réplication du SARS-CoV-2 par MK-8722 pourrait être la 

conséquence de l’induction de l’autophagie et la fusion des phagosomes avec les lysosomes. En 

effet, l’augmentation de la colocalisation des protéines virales avec les compartiments lysosomaux 

LAMP1+ observée par microscopie, indique que leur adressage vers le lysosome augmente, ce qui 

n’a pas lieu au cours du cycle naturel du virus (Hou et al., 2023; Koepke et al., 2021; Qu et al., 2021; 

Twu et al., 2021). Bien que l’augmentation de la colocalisation des composants viraux et des 

compartiments lysosomaux lors du traitement soit de quelques pourcents, il est possible que 

l’activité de dégradation par les lysosomes altère la détection des protéines virales au-delà d’un 
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certain stade d’activité lysosomale. Néanmoins, l’augmentation du marquage par le Lysotracker 

des cellules Calu-3 infectées et traitées par MK-8722 est indicateur d’une augmentation de leur 

activité, ce qui conforte notre interprétation. 

L’autophagie et la fusion des autophagosomes avec les lysosomes apparait donc comme un 

des mécanismes antiviraux induit par MK-8722, bien qu’il ne soit pas clair si ce flux autophagique 

permet la dégradation des protéines virales et/ou des virions néoformés. La présence de virions 

relargués dans le surnageant des cellules infectées traitées suggère que si la dégradation des 

particules virales est possible, certains virus y échappent. Il est d’ailleurs probable que la 

dégradation d’éléments viraux par autophagie crée un défaut, partiel ou total, dans les particules 

virales. La connaissance de facteurs viraux essentiels à l’infectiosité des particules constitue un 

aspect critique dans la génération de vaccins vivants atténués. A cet effet, il serait intéressant 

d’analyser par spectrométrie de masse les virus relargués en condition de traitement ou non afin 

d’étudier cette piste. 

3. Restauration de la faculté à produire de l’interféron de type I 

La dégradation des protéines virales par autophagie induite par le traitement par MK-8722 

conduit aussi à initier la réponse IFN-I, qui est supprimée par les protéines virales et en accord avec 

la littérature (Hui et al., 2021; Li et al., 2022). Ainsi le traitement par MK-8722 permettrait de 

rétablir une réponse IFN-I précoce et l’expression des ISG Mx1 et OAS1, impliqués dans le contrôle 

de l’infection (Cheemarla et al., 2021; Lopez et al., 2021; Schroeder et al., 2021). Nos résultats 

confirment le rôle de l’autophagie dans le contrôle de la sécrétion d’IFN-I par le SARS-CoV-2. De 

plus, les formes graves de COVID-19 sont associées à dysrégulation de la sécrétion d’IFN-I (Bastard 

et al., 2021; S. Lee et al., 2020; Ruiz et al., 2022; Smith et al., 2022; Viox et al., 2023). Une étude in 

vivo permettra de déterminer l’impact du traitement sur la réponse IFN-I en regard du tableau 

clinique. 

 

(5) Interaction de MK-8722 et de la réponse T spécifique du virus 

La réponse médiée par les TCD4 et TCD8 est un élément central de la protection contre 

l’infection par le SARS-CoV-2 (Liu et al., 2022; Taus et al., 2022; Vitiello et al., 2022). Etant donné 

que l’activation de l’AMPK agit à l’inverse de l’activation cellulaire, nous avons évalué l’effet du 
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traitement par MK-8722 sur les lymphocytes T dans différents cas d’activation. Il apparaît que le 

traitement par MK-8722 n’inhibe pas l’activation des cellules TCD4 et TCD8 lors de la stimulation 

par des Abs anti-CD3 et anti-CD28, ce qui encouragerait son utilisation en clinique. De plus, les 

peptides de Spike et de Nucléocapside n’ont pas permis d’induire une réactivation (ou faible) des 

TCD4 ou des TCD8 spécifiques sans traitement par MK-8722. On peut suggérer que le MK-8722 

conduit à une augmentation de la sensibilité des TCD4 et TCD8 à leur antigène spécifique, 

permettant d’éliminer plus rapidement et efficacement les cellules infectées. Ceci est d’autant plus 

intéressant qu’au cours de l’infection, l’expression du CMH-I est diminuée par ORF8 (Zhang et al., 

2021). Notre test d’inhibition de l’infection par SARS-CoV-2 dans des cellules infectées en présence 

de MK-8722 et de TCD8 nous a permis de montrer que les effets inhibiteurs de MK-8722 et des 

TCD8 s’additionnent. Cela indique qu’a priori, un traitement par MK-8722 serait compatible avec 

l’établissement naturel de la réponse TCD4 et TCD8 contre l’infection. Ces résultats renforcent 

l’intérêt que pourrait avoir un traitement par MK-8722 chez les patients infectés afin d’améliorer 

l’élimination du virus et les symptômes cliniques. 

 

(6) Perspectives thérapeutiques 

L’ensemble de nos résultats sur MK-8722 représentent une preuve de concept de son 

application contre l’infection par le SARS-CoV-2 in vitro, même si l’utilisation des lignées cellulaires 

ne peut pas modéliser la complexité cellulaire au site de réplication chez l’humain. De plus, tous 

nos résultats ont été obtenus avec des virus sauvages : le variant Alpha, pour lequel la quasi-totalité 

des outils d’étude a été mise au point, et Omicron, le lignage circulant le plus récemment et le plus 

distant de Alpha. La validation de nos résultats contre ces deux virus phylogénétiquement 

différents permet d’assurer la robustesse de nos résultats. Néanmoins, il faudrait caractériser 

l’impact de la drogue dans des cellules primaires ou des reconstructions d’épithélium respiratoire 

variés (nasal, pulmonaire ou bronchique) afin d’évaluer le rôle de l’hétérogénéité cellulaire sur 

l’activité de MK-8722. Aussi, il faudrait estimer l’efficacité du traitement par MK-8722 en condition 

post-exposition dans des animaux infectés comparativement à des animaux préalablement traités 

ou non. Cette étude (à venir) devrait permettre de caractériser plus précisément l’interaction entre 

la drogue et la réponse immunitaire en condition d’infection. Nous mesurerons ainsi la réponse 
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IFN-I mais aussi l’évaluation qualitative et quantitative de la réponse T spécifique du virus. En effet, 

par son action d’inhibition de l’activation cellulaire, l’AMPK activée par MK-8722 pourrait 

permettre de contenir l’hyper-inflammation observée au cours de la COVID-19 et médiée 

principalement par les monocytes et macrophages mais aussi les cellules infectées (Boumaza et al., 

2021; Dias et al., 2020). Si le MK-8722 inhibe effectivement l’infection, il pourrait permette de 

réduire le temps pendant lequel le virus se réplique et donc diminuer les dommages cellulaires et 

ceux provoqués par des médiateurs de l’inflammation associés bien que ces deux paramètres ne 

soient pas systématiquement associés (Dichtl et al., 2023).  

Par ailleurs, la diminution des gouttelettes lipidiques viro-induites après traitement par MK-

8722 pourrait être associée à une diminution de la production de l’IL-6 et de LTB4, médiateurs 

majeurs de l’inflammation (Dias et al., 2020). Le traitement par MK-8722 chez les patients COVID-

19 pourrait permettre un meilleur contrôle temporel de l’infection par altération du répertoire 

lipidique viro-induit et restauration du flux autophagique. Ces deux éléments devraient permettre 

d’une part le rétablissement d’une réponse IFN-I protectrice et cantonnée dans le temps, et d’autre 

part des réponses TCD4 et TCD8 rapidement efficaces. Finalement, après le traitement, les patients 

devraient bénéficier d’une diminution de leur état inflammatoire et du besoin d’oxygénothérapie 

ce qui favoriserait leur survie.  

Il serait aussi intéressant de vérifier l’effet antiviral de cette drogue contre d’autres virus 

émergents et détournant aussi l’autophagie et la synthèse des lipides à leur avantage comme les 

virus de la DenV de la Fièvre Jaune, ZikV ou la de la grippe (Bajimaya et al., 2017; Farfan-Morales 

et al., 2021a; Fernández de Castro et al., 2021; Ke, 2018; Tabata et al., 2021). 

Aujourd’hui l’épidémie de SARS-CoV-2 n’est plus un problème de santé publique majeure 

et le nombre de cas graves de la COVID-19 a diminué. Cependant, étant donné le fort potentiel 

d’émergence des Coronavirus et l’universalité des voies ciblées par MK-8722 au cours du cycle des 

Coronavirus, notre étude propose un antiviral prêt à tester dans le cas d’une prochaine épidémie 

(Guo et al., 2023; Li et al., 2018).  
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III. Conclusion générale 

 

Au cours de mes travaux de thèse nous avons développé deux approches antivirales 

muqueuses complémentaires. 

La première permet, par le ciblage d’éléments viraux effectué par les anticorps, la mise en 

place d’une réponse immunitaire cytotoxique dirigée contre le VIH-1 qui serait plus rapide et plus 

efficace. Les nouvelles informations apportées par cette étude complètent la caractérisation des 

activités antivirales médiées par le domaine Fc de l’Ab 2F5 sous isotype IgA et IgG. Cette nouvelle 

activité antivirale restreinte aux IgA suggère que l’induction d’IgA muqueux anti-gp41 chez des 

individus à risque favorisera l’induction/le rappel d’une réponse cytotoxique lors de la rencontre 

avec le virus. Nos résultats indiquent qu’il est possible que ce phénomène soit impliqué chez les 

ESN au niveau muqueux, présentant des IgA anti-gp41 protecteurs. Par notre étude, nous 

montrons également l’induction d’une mémoire entrainée par les IgA spécifiques de gp41. Cette 

mémoire innée permettrait une meilleure protection contre des infections muqueuses 

émergeantes.  

En conclusion, ces informations sont des preuves en faveur de l’utilisation des anticorps IgA 

spécifiques de gp41 dans une stratégie de PrEP pour réduire le risque de transmission du virus. De 

plus, cette approche de PrEP permettrait la mise en place d’une immunité protectrice TCD8 

dépendante chez des individus à risque de contracter l’infection. Enfin l’induction d’une mémoire 

entrainée par les IgA représente un critère à prendre en considération dans la stratégie de PrEP.  

Nous pouvons aussi considérer que l’induction des anticorps IgA au niveau muqueux par 

vaccination permettrait une protection plus efficace comme c’est le cas chez les ESN.  

Le développement de thérapies bNAb basées sur les IgA sera aussi utile dans des approches 

de shock-and-kill (Bekker et al., 2023; Gruell and Schommers, 2022) en éliminant les réservoirs 

latents réactivées. Nos résultats suggèrent que les individus pourront développer une réponse 

TCD8 plus efficace limitant de fait le rebond viral. 
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La seconde approche antivirale est dirigée contre les voies de l’hôte sur lesquelles la 

réplication virale repose. Ainsi, la drogue MK-8722 que nous avons évalué présente les 

caractéristiques idéales pour être testée dans des essais précliniques. L’activation de l’AMPK par 

cette drogue entraîne l'inhibition de processus cellulaires importants pour la réplication virale par 

régulation des voies de l'autophagie et du métabolisme lipidique (Farfan-Morales et al., 2021b; 

Liang et al., 2022; Moreira et al., 2016; Tanner and Alfieri, 2021; Wang et al., 2023; Y. Wang et al., 

2020). De fait, il est plus difficile d’observer l’émergence de mutants résistants au traitement. Par 

ce mécanisme d’action, l’approche basée sur l’utilisation de MK-78722 pourrait être transposée à 

d’autres virus.  

Cependant, il est critique d’évaluer l’impact de la drogue in vivo dans des modèles 

d’infection afin d’évaluer le potentiel antiviral réel, mais également si la combinaison du traitement 

dans un contexte d’infection ne provoque pas des effets secondaires rédhibitoires. L’existence d’un 

traitement post-infection ouvre également la voie vers un traitement préventif notamment chez 

des individus à risque de développer des formes graves ou chez personnes immunodéprimées.  

Les autres projets du laboratoire concernant le SARS-CoV-2 auxquels j’ai pu participer 

pendant ma thèse permettent également d’établir des paramètres prédictifs de l’évolution de la 

pathologie vers les formes graves (Luu et al., 2021; Ruiz et al., 2022; Zhu et al., 2022). L’évaluation 

de ces paramètres au cours d’études pré-cliniques seraient particulièrement informatifs sur le 

potentiel thérapeutique de MK-8722 contre le SARS-CoV-2.  

Enfin il semble crucial de déterminer in vitro l’impact de ces deux traitements sur la diversité 

virale dans la progénie des cellules traitées afin d’évaluer le potentiel d’émergence de virus 

résistants au traitement ou plus virulents. 
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Annexe 1 : Optimisation des fonctions de protections d’ anticorps neutralisants à 

large spectre contre le VIH-1 par génie génétique 
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