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Préambule

Conformément a sa note de cadrage et a la saisine du Directeur général de la Santé du 13 juillet 2020,
la HAS a été missionnée pour élaborer des recommandations intermédiaires sur les modalités
possibles de mise en ceuvre de la campagne de vaccination, en anticipation de l'arrivée d’'un vaccin
contre le SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome-related CoronaVirus-2).

Afin d’anticiper et d’épauler I'expertise scientifique de la HAS, un groupe de travail, constitué de
membres de la Commission technique des vaccinations, a été mis en place, afin de synthétiser les
connaissance scientifiques (réponses immunologiques, données virologiques, modéles animaux,
plateformes vaccinales notamment), nécessaires a la compréhension des résultats des essais
cliniques de vaccination anti-SARS-CoV-2.

Ce document est divisé en deux parties :

Une partie courte (I'essentiel) fait la synthese des données les plus pertinentes permettant de
servir de canevas pour apprécier les résultats des essais cliniques ;

Une partie longue développe les données présentées dans la partie initiale.

Ce document n’a pas vocation & présenter les résultats des essais cliniques sur les candidats vaccins
contre le SARS-CoV-2 en cours de développement ; ceux-ci pourront faire I'objet d’une publication
spécifique.

Les informations qu'’il contient ne sont valables qu’a la date de sa publication et seront mises a jour
régulierement.

Dans ce document, nous avons utilisé comme dénomination : SARS-CoV-1 pour le SARS-CoV et
SARS-CoV-2 pour le 2019-nCoV (dénomination initiale).
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Methodologie

Ce document de synthése sur les connaissances relatives a la réponse immunitaire face a I'infection
par le SARS-CoV-2 repose sur une revue systématique de la littérature.

La recherche a porté sur les publications en langue anglaise et francaise dans les bases Embase,
Lissa et Medline. Des recherches complémentaires ont été menées dans les bases de 'OMS, dans
les bases de prépublications et sur le site de Science Direct.

Par ailleurs, pour compléter cette revue de la littérature, une veille scientifique quotidienne
systématique a été mise en place dans les bases de prépublications BioRXiv et MEdRXiv, dans les
bases Embase, Medline. Elle est encore en cours.

En paralléle une veille a été menée sur la presse scientifique ainsi qu’une veille médiatique.
Une surveillance réguliére des essais cliniques et de leur développement est également effectuée.

Une actualisation réguliere de la partie « L’essentiel » sera effectuée par le groupe de travail a partir
des données publiées et du systeme de veille documentaire mis en place par le service Documentation
et Veille scientifique de la HAS.

Les modalités plus techniques de la recherche documentaire sont consultables dans I'annexe 1 de ce
document.

Ce document étant un document pédagogique, il a été amendé par le groupe de travail de la Task-
Force Covid-19, et présenté a I'ensemble des membres de la Commission technique des Vaccinations,
ainsi qu’au College d’'orientation du 25 novembre 2020.
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L'Essentiel

1.1. Le SARS-CoV-2 : structure et variabilité

Le SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome-related CoronaVirus-2) appartient a la famille
des Coronaviridae, genre Betacoronavirus, sous-genre Sarbecovirus. Six autres coronavirus peuvent
d’infecter 'THomme : SARS-CoV-1, MERS-CoV, HKU1, OC43, NL63 et 229E.

Le SARS-CoV-1 et le MERS-CoV sont proches phylogénétiguement du SARS-CoV-2, se répliquent
au niveau du parenchyme pulmonaire et sont responsables comme lui d’'une maladie avec atteinte
pulmonaire potentiellement létale. Les autres coronavirus banals ne se répliquent qu’'au niveau des
VARS (Voies Aériennes Respiratoires Supérieures) et sont responsables de rhume. A noter que la
particularité du SARS-CoV-2 est sa propension a se multiplier également au niveau des VARS.

Le SARS-CoV-2 est un virus enveloppé a capside hélicoidale dont le génome est constitué d'ARN
simple brin de polarité positive d'environ 30 000 nucléotides. La protéine S (spike) de surface se lie au
récepteur cellulaire ACE2 qui est exprimé dans de nombreux tissus. Elle contient 2 sous-unités, S1 et
S2, Sl incluant le domaine de liaison au récepteur (RBD, receptor binding domain) contenant le motif
de liaison au récepteur (RBM, receptor binding motif). La sous-unité S2 contient le peptide de fusion.
Le coronavirus humain le plus proche est le SARS-CoV-1 avec lequel il partage I'organisation
génomique. La protéine S est, comme pour les virus SARS-CoV-1 et MERS-CoV, la principale cible
de la réponse anticorps neutralisante.

Le SARS-CoV-2 est un virus susceptible de muter. Le taux de substitution/nucléotide/génome/an est
estimé entre 8x10* et 8,1x10°3. Ce taux est inférieur a celui observé pour le VIH ou le virus influenza,
probablement en lien avec l'existence d'une activité correctrice.

Ceci a rapidement donné naissance a plusieurs clades! de ce virus. La classification actuelle en
comporte 8 : V, L, S, G (scindé en GR, GH et GV) et O. En France ont circulé jusqu'a présent des
souches des clades S, L, G, GR, GH, et GV. Les souches du clade GH y sont majoritaires. Dans le
gene S, 5 principales mutations sont observées dans les souches circulant en France (L5S, D80Y,
A222V, S477N et D614G).

Observée dés février 2020, la mutation D614G était présente dans quasiment tous les pays du monde
et en France (>90% des souches). Depuis septembre 2020, les mutations A222V et S477N émergent
en Europe, et en particulier en France (de 10 % a 30 % des souches, respectivement). Seule la
mutation D614G entrainerait une augmentation de la transmissibilité des souches qui en sont
porteuses. Elle entrainerait une augmentation de la capacité de torsion de la protéine, favorisant sa
liaison au récepteur.

L’étude des infections par les coronavirus banals responsables de rhume permet de mieux comprendre
la biologie des coronavirus et leur évolution face au systéme immunitaire. Ceci a été étudié uniquement
sur le versant humoral de la réponse immunitaire.

La question en termes de vaccinologie est de savoir sile SARS-CoV-2 est a méme de subir rapidement
des modifications génétiques entrainant un échappement a la réponse immunitaire, conduisant alors
a modifier régulierement les antigenes utilisés dans les vaccins. Les données dont nous disposons
actuellement sont les suivantes :

1 Un clade (du grec ancien: « 1ad o ¢/ klados, « branche »), aussi appelé groupe monophylétique, est un groupe d'organismes,
vivants ou ayant vécu, comprenant un organisme particulier et la totalité de ses descendants.
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In vitro : l'utilisation d’anticorps monoclonaux neutralisants en monothérapie entraine une
sélection rapide de mutants de résistance a la neutralisation (effet non retrouvé lors de
I'utilisation de plusieurs anticorps, ce qui correspond a la situation attendue in vivo apres
infection ou vaccination) ;

In vivo : des souches virales présentant des mutations dans leur domaine RBD sont présentes
a des niveaux tres faibles parmi les populations infectées. La souche virale de SARS-CoV-2
mutée D614G qui est I'une des plus prévalentes a I'heure actuelle, semble, quant a elle, plus
sensible a la neutralisation. A noter que I'on a pu montrer que des coronavirus responsables de
rhumes comme le HCoV-229E acquiérent des mutations dans leur domaine RBD, induisant
ainsi une résistance a la neutralisation par les anticorps. Dés lors, I'existence de réinfections
régulieres par ces coronavirus banals pourrait s’expliquer plus par la sélection de mutants
résistant a la réponse adaptative, notamment humorale, que par la perte de cette réponse.

1.2. Modeles animaux

Idéalement, un modéle animal doit 1) étre susceptible a l'infection par le pathogéne cible, 2) permettre
de reproduire la physiopathologie de l'infection chez 'Homme 3) disposer d’'un systeme immunitaire
dont les mécanismes ont été suffisamment étudiés et pour lesquels des systemes d’études in vitro
sont facilement disponibles 4) induire des réponses immunitaires qui ressemblent étroitement a celles
obtenues chez I'Homme 5) étre facile a entretenir.

Plusieurs animaux peuvent étre infectés expérimentalement par le SARS-CoV-2. La souris, animal le
plus utilisé en expérimentation préclinique, n’est pas susceptible a l'infection par le SARS-CoV-2, mais
les souris transgéniques pour le récepteur ACE2 humain le sont. Parmi les rongeurs, le hamster
semble le modele le plus pertinent pour étudier I'infection a SARS-CoV-2, cet animal développant une
pathologie respiratoire similaire a celle existant chez 'Homme.

Cependant, le modéle le plus intéressant et le plus étudié est le modele primate non humain (NHP)
macaque, sa plus grande proximité phylogénétique avec I'Homme étant un atout, notamment pour
étudier les phénomeénes d'immunopathologie (cf. plus loin). On a pu par ailleurs étudier dans ce modele
l'impact de I'age, facteur déterminant de la sévérité de I'infection a SARS-CoV-2 chez I'Homme. Chez
le NHP, lors d’'un second challenge viral effectué 35 jours apres le premier, on note :

Une protection contre la maladie pulmonaire induite par le SARS-CoV-2 ;

L'existence cependant d'une réplication virale au niveau de la sphéere ORL, alors méme que le
virus est complétement contrélé au niveau pulmonaire. Ceci tend a suggeérer que 'immunité
adaptative naturelle prévient plus la maladie que l'infection.

Les modéles animaux les plus pertinents pour I'exploration de la réponse immunitaire post-vaccinale
au cours de l'infection a SARS-CoV-2 semblent des lors étre 1) le modele souris pour une exploration
rapide de la réponse immunitaire et notamment sur son versant humoral 2) le modéle NHP, dans un
deuxieme temps, pour s’assurer de l'efficacité clinique et de I'absence d’effet délétére de la réponse
immunitaire.

Il est important de garder en mémoire qu'il existe, dans les modéles animaux, une corrélation entre la
dose utilisée pour infecter 'animal et la sévérité de la maladie. Or, les études de protection vaccinale
menées avec différents candidats n’utilisent pas toutes la méme quantité de virus pour infecter les
animaux. Il convient donc de bien analyser les résultats virologiques pour différencier I'existence d’'une
vraie réplication virale (présence d’ARN subgénomiques) de la simple persistance locale de virus post-
challenge (présence uniqguement d’ARN génomique).
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Les résultats des études menées dans les modéles animaux avec les principaux candidats vaccins
anti-SARS-CoV-2 sont reportés dans le tableau 3.

1.3. Analyses immunologiques effectuées dans les essais cliniques
de vaccin anti-SARS-CoV-2

Comme tous les virus, le SARS-CoV-2 est a l'origine d’une réponse adaptative humorale et cellulaire.

1.3.1. Réponse humorale quantitative et qualitative

La réponse humorale quantitative anti-SARS-CoV-2 a été évaluée par différents tests. Toutefois, a
I'heure actuelle, elle repose essentiellement sur la réalisation de tests de type EIA. Les antigénes
viraux recommandés dans le cadre de tests sérologiques de dépistage de l'infection sont la protéine
S (spike), son domaine RBD (Receptor Binding Domain), ou la protéine N (protéine de la
nucléocapside). Dans le contexte des vaccins anti-SARS-CoV-2, les tests EIA ne cibleront la plupart
du temps que les deux premiers, car beaucoup de vaccins (cf. plus loin) ne contiennent comme
antigéne que la protéine S. Le résultat est exprimé en pourcentage de sujets positifs et en moyenne
géomeétrique. Il n'existe pas de standardisation internationale de ces tests qui sont donc difficilement
comparables d’'une étude a l'autre.

Pour analyser la réponse humorale qualitative (anticorps neutralisant) anti-SARS-CoV-2, on a recours
a l'utilisation de tests de microneutralisation. L'échantillon de sérum ou la solution d'anticorps a tester
est diluée et mélangée a une suspension virale. Le tout est ensuite incubé, afin de permettre a
I'anticorps de réagir avec le virus, puis réparti sur une culture de cellules de I'héte sensibles au virus.
La concentration de sérum nécessaire pour réduire le nombre de plages de lyse de 50% (PRNT50)

par rapport au virus seul donne la mesure de la quantité d'anticorps et de leur efficacité.

Certaines équipes ont optimisé ce test en remplacant un gene, 'ORF7 (Open Reading Frame 7), du
SARS-CoV-2 par celui codant la nanoluciférase (NLuc) ou le mNeonGreen, permettant ainsi une
détection plus simple et rapide de linfection apres culture sur les cellules (5h). Ce type de tests
nécessite de recourir a un laboratoire de type BSL3 (Biosecurity Level 3)2. Pour éviter ce probleme,
certaines équipes utilisent des tests de pseudoneutralisation. On remplace alors le SARS-CoV-2 par
un pseudovirus, c'est-a-dire un virus autre (virus de la stomatite vésiculeuse [VSV] par exemple ou
lentivirus), dont le génome a été délété du géne de sa protéine d’enveloppe et remplacé par le géne
codant la protéine spike du SARS-CoV-2. Le reste de la procédure reste identique. Les tests ne
peuvent étre comparés d’'une étude a l'autre car :

Il n'existe pas de standardisation internationale ;
Les virus ne sont pas les mémes (virus ou pseudo-virus) ;

2 Les agents biologiques sont classés en quatre groupes en fonction de I'importance du risque d'infection qu'ils présentent :
1. Le groupe 1 comprend les agents biologiques non susceptibles de provoquer une maladie chez I'hnomme ;

2. Le groupe 2 comprend les agents biologiques pouvant provoquer une maladie chez 'homme et constituer un danger
pour les travailleurs ; leur propagation dans la collectivité est peu probable ; il existe généralement une prophylaxie ou un
traitement efficaces ;

3. Le groupe 3 comprend les agents biologiques pouvant provoquer une maladie grave chez 'homme et constituer un
danger sérieux pour les travailleurs ;

leur propagation dans la collectivité est possible, mais il existe généralement une prophylaxie ou un traitement efficaces ;
4. Le groupe 4 comprend les agents biologiques qui provoquent des maladies graves chez I'hnomme et constituent un
danger sérieux pour les travailleurs ; le risque de leur propagation dans la collectivité est élevé ; il n'existe généralement ni
prophylaxie ni traitement efficace.
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Les souches de SARS-CoV-2 (ou de la protéine spike) peuvent étre différentes d’'une étude a
l'autre ;

Les lignées cellulaires peuvent également varier (Vero : cellules de rein de singe, Huh7:
cellules d’hépatocarcinome humain, ...). Afin de pallier ce probléme, les auteurs comparent en
général les résultats obtenus post-vaccination avec ceux obtenus aprés infection naturelle, mais
encore faut-il que les prélévements choisis soient comparables en termes de calendrier de
prélevement et de sévérité de la maladie présentée par les patients.

Cette réponse humorale est en général évaluée 4 semaines aprés la vaccination.

1.3.2. Réponse immune cellulaire
La réponse lymphocytaire T anti-SARS-CoV-2 semble également importante pour contréler I'infection.

Le test le plus rapide mais dés lors le plus rudimentaire ou basique pour apprécier la réponse
lymphocytaire T est 'ELISPOT IFN-y. Le principe de ce test est de mesurer les réponses cellulaires
spécifiques vis-a-vis d'un antigene en quantifiant le nombre de cellules T produisant de I'lFN-y. On
recueille les lymphocytes T que I'on stimule avec des peptides chevauchants correspondant a la
protéine d’intérét (protéine spike dans le cas des vaccins anti-SARS-CoV-2 actuels). Puis, apres 24h,
on analyse la production d'IFN-y par ces cellules grace a une technique ELISA avec un anticorps anti-
IFN-y. On peut effectuer un tri des lymphocytes T CD4+ et lymphocytes T CD8+ avant de réaliser le
test pour analyser quels lymphocytes produisent de I'lFN-y, mais ceci complexifie I'examen et n’est
pas fait en routine. Pour mieux analyser et séparer les réponses lymphocytaires T CD4+ et CD8+, on
préfére recourir a la cytométrie de flux.

L'analyse de la production de cytokines en cytométrie de flux (intracellular staining [ICS] des anglo-
saxons) est une technigue plus onéreuse nécessitant de disposer d'un cytomeétre en flux. Toutefois,
elle permet d'identifier la cellule productrice de telle ou telle cytokine. La phase préparatoire est la
méme que pour le test précédent et les lymphocytes sont incubés avec des peptides chevauchants
pour les antigenes d’intérét. Aprés 24h, on pourra analyser les lymphocytes et caractériser les
lymphocytes T CD4+ ayant une polarisation Thl (production d’IFN-y et /ou d’IL-2 mais pas d'IL-4, IL-
5 et ou IL13) de ceux ayant une polarisation Th2 (production d’IL-4, IL-5 et/ou IL-13 et CD40L). Pour
les lymphocytes T CD8+, on utilisera un autre pool de peptides de plus petite taille et on regardera la
production d’'IL-2, de TNFa, d'IFN-y, voire I'expression de CD103a, de perforine ou de granzyme (ces
dernieres protéines étant associées a leur capacité a détruire les cellules infectées). Comme pour les
anticorps, ces tests ne sont pas standardisés au niveau international et les résultats ne sont donc pas
comparables quantitativement d’une étude a l'autre, tout au plus peut-on comparer les proportions
relatives des réponses Th1/Th2 pour les lymphocytes T CD4+.

La réponse lymphocytaire T est en général évaluée 2 semaines apres la vaccination.

1.4. Immunité et vaccins contre les coronavirus hors virus de type
SARS-CoV-1 et MERS-CoV

L’existence d’'une composante immunopathologique semble étre une des caractéristiques importantes
des infections a coronavirus et notamment de la COVID-19 qui en découle, responsable de formes
graves, que ce soit chez I'Homme ou chez I'animal ; elle pose un rationnel a I'utilisation de traitements
immunomodulateurs, soit a visée antivirale (interférons de type 1), soit a visée anti-inflammatoire
(corticoides) dans les formes modérées a séveres.

HAS ¢ Aspects immunologiques et virologiques de l'infection par le SARS-CoV-2 ¢ novembre 2020 11



Ce point est important car cette réponse immunitaire innée a des effets sur la réponse adaptative et
des lors il est difficile de faire un parallele strict entre la réponse adaptative observée aprés une
infection naturelle et celle attendue apres vaccination.

L’étude de la réponse immunitaire apres infections par les coronavirus animaux mettent en évidence :
La nécessité d’'une réponse anticorps et lymphocytaire T pour assurer la protection,
La décroissance rapide de la réponse immunitaire notamment humorale,

Le réle parfois délétéere de cette réponse immunitaire avec, comme modéle, I'infection par le
virus de la péritonite infectieuse du chat caractérisée par un phénoméne d’ADE (antibody
dependant enhancement) qui aboutit a une propagation de linfection via linfection des
macrophages.

Comme indiqué précédemment, les coronavirus humains responsables de rhumes (HKU1, OC43,
NL63 et 229E) sont des virus qui se multiplient au niveau des voies aériennes respiratoires supérieures
(VARS) (comme le SARS-CoV-2), mais pas au niveau du parenchyme pulmonaire (contrairement aux
SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 et MERS-CoV). La réponse adaptative contre ces virus a été étudiée sur
son versant humoral, aucune donnée n’étant disponible sur la réponse lymphocytaire. L'infection par
ces virus induit une réponse humorale systémique (IgG) et muqueuse (IgA) avec présence d'anticorps
neutralisants. La réponse muqueuse est, contrairement a la réponse systémique, associée a un
contréle de la multiplication du virus au niveau des VARS. Malgré une séroprévalence élevée dans la
population adulte, ces virus sont responsables d’épidémies régulieres et cycliques. Les données
clinigues, notamment lors des épreuves de challenge viral de volontaires, semblent indiquer que ce
phénomeéne est plus lié a I'apparition de mutants viraux moins sensibles a la réponse neutralisante,
gu’a la perte de cette réponse.

Il est & noter qu’il existe des vaccins contre plusieurs coronavirus animaux (ceux-ci sont répertoriés
dans le tableau 5), mais gu'il n’existe pas de vaccin a I'heure actuelle contre les coronavirus humains
responsables de rhume.

1.5. Immunité et vaccins contre le SARS-CoV-1 et le MERS-CoV

Les SARS-CoV-1 et MERS-CoV ont été a l'origine d’épidémies responsables d’'une mortalité élevée
mais fort heureusement rapidement controlées. A la suite de ces épidémies, des efforts importants ont
été mis en place pour caractériser la réponse immunitaire contre ces virus, parallélement au
développement des premiers candidats vaccins.

1.5.1. Réponse immunitaire humorale

Concernant la réponse humorale contre ces virus, on note la présence d'une activité anticorps
neutralisante dirigée contre la protéine S, dont on a pu montrer la fonction protectrice chez I'animal
(transfert passif d’anticorps et vaccination).

La concomitance de l'apparition des anticorps avec celle des signes pulmonaires chez les patients,
ainsi que la corrélation positive entre le taux d’anticorps et la sévérité de I'infection a fait envisager
I'hypothése que les anticorps puissent étre impliqués dans les mécanismes physiopathologiques a
I'origine de I'atteinte pulmonaire. Ce phénomeéene d’ADE uniquement suspecté au départ chez 'Homme
a éteé retrouvé dans plusieurs études vaccinales effectuées chez la souris et a pu étre démontré dans
un modéle vaccinal anti-SARS-CoV-1 chez le macaque. La vaccination avec un vaccin MVA (Modified
Vaccine Ankara) (cf. plus loin) exprimant la protéine spike induisait dans ce modele une réponse
anticorps neutralisante, mais aggravait les lésions pulmonaires aprés challenge viral. Cette activité
délétere des anticorps a pu étre reliée a une activation des macrophages via leur récepteur au fragment
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Fc des immunoglobulines. Cet effet d’activation des macrophages a pu également étre observé in vitro
avec des sérums de sujets ayant présenté des formes graves de la maladie. On note dans d’autres
études in vitro, un possible role de la quantité d’anticorps neutralisants sur cet effet délétere, cet effet
dose-dépendant n'ayant pas été observé in vivo dans le modéle cité précédemment. La spécificité des
anticorps semble également importante dans la survenue de cet effet ADE. Les anticorps ayant un
effet délétére étant dirigés contre certains épitopes situés en dehors du domaine RBD, ceci a conduit
certains auteurs a choisir cette seule partie de la protéine spike comme structure antigénique pour un
vaccin.

Enfin, si la durée de persistance des anticorps neutralisants aprés infection par le SARS-CoV-1 a
pendant longtemps été considérée comme relativement courte (2 a 3 ans) - de méme que la réponse
B mémoire - des données trés récentes remettent en question cette notion par la mise en évidence de
la présence d’anticorps neutralisants plus de 10 ans apreés l'infection.

1.5.2. Réponse immunitaire cellulaire

Les études concernant la réponse lymphocytaire T contre ces virus indiquent que celle-ci est
importante dans la guérison et la protection contre linfection. Plusieurs auteurs insistent sur
I'importance d’analyser la balance Th1/Th2 de la réponse T CD4+, une réponse majoritairement Thl
étant associée a un meilleur pronostic. Certains auteurs ont suggéré toutefois que ce soit la réponse
Th17 et non la réponse Th2 qui soit pathologique. Ceci a évidemment un impact évident dans le choix
d’éventuels adjuvants vaccinaux. Ainsi, il a pu étre montré que I'utilisation d’aluminium dans des
modeles animaux, connu pour polariser la réponse T CD4+ vers la voie Th2, n’était pas associée a
une moins bonne réponse, confortant I'nypothése d'un réle plutét possiblement délétére de la voie
Th17. Enfin, la durée de persistance de la réponse lymphocytaire T semble longue (>10 ans).

Les résultats de plusieurs essais vaccinaux de phase 1 contre ces virus ont été rapportés avec
différents candidats vaccins, en particulier pour le MERS-CoV. Ces essais cliniques mettent en
évidence une bonne tolérance globale des vaccins, un taux de séroconversion €élevé a la fin des
schémas vaccinaux mais avec un effet qui s'épuise au cours du temps et une faible induction
d’anticorps neutralisants (25 a 40% et moins de 10% a 1 an), la réponse lymphocytaire T (appréciée
en ELISPOT IFN-y) semblant plus importante et se maintenir plus longtemps. On ne dispose pas
d’étude de phase 2/3 permettant de s'assurer de l'efficacité de ces stratégies et donc de la
transposabilité des résultats immunologiques en terme clinique. Ces résultats sont résumés dans le
tableau 6.

1.6. Immunité contre le SARS-CoV-2

Les données actuellement disponibles indiquent que linfection par le SARS-CoV-2 s’accompagne
d'une réponse anticorps essentiellement de type IgA et 1gG, la réponse IgM semblant moins
importante. Le taux de séroconversion chez les patients symptomatiques est élevé avec un pic a J14.
Chez les patients moins symptomatiques, le pic d’anticorps semble décalé chez ces patients, comme
cela est le cas au cours de l'infection par le SARS-CoV-1. Si la réponse anticorps est dirigée contre
de nombreuses protéines, la réponse neutralisante semble essentiellement dirigée contre la protéine
spike. On retrouve une bonne corrélation entre le dépistage des anticorps en ELISA et une activité
neutralisante de ceux-ci dans toutes les études ou cette corrélation a été recherchée. La spécificité
des anticorps semble élevée et aucune réactivité croisée n'a été retrouvée avec des infections avec
des coronavirus banals, alors gu’elle existe dans le cadre d’une infection passée par le SARS-CoV-1.
Les facteurs corrélés positivement au pourcentage de séroconversion et au taux d’anticorps sont la
sévérité de la maladie, I'age et le sexe masculin. Aucun effet de type ADE n’a été mis en évidence a
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I'neure actuelle au cours de l'infection par le SARS-CoV-2. A noter enfin qu’on peut ne pas observer
d’'induction d’anticorps spécifiques chez les patients pauci ou asymptomatiques chez lesquels on a pu
mettre en évidence toutefois une réponse IgA muqueuse et/ou une réponse lymphocytaire T.

Une réponse lymphocytaire T a la fois CD4+ et CD8+ est retrouvée chez les patients infectés par le
SARS-CoV-2. Elle est plus fréquente que la réponse anticorps, étant retrouvée également chez les
patients asymptomatiques. Des données récentes indiquent que cette réponse T est large, dirigée
contre toutes les protéines du virus ; la réponse T CD4+ est plus large et plus importante dans les
formes séveéres, linverse étant observé dans les formes modérées avec, cette fois-ci, une
prépondérance de la réponse T CD8+. La réponse lymphocytaire T CD4+ protectrice est de type Thl,
cependant qu’une réponse Th17 est visiblement délétére et associée aux manifestations pulmonaires
de l'infection. Contrairement a ce qui est observé pour les anticorps, on retrouve une réactivité croisée
notable de la réponse spécifique T CD4+ anti-SARS-CoV-2, et de maniére moins importante T CD8+,
a I'égard des coronavirus banals. On ne connait pas I'impact de cette réactivité croisée mais, s'il
s'avérait qu’elle soit efficace et confére un certain degré de protection contre l'infection ou contre la
sévérité de la maladie, ceci aurait un impact notable sur le risque de résurgence de nouvelles flambées
épidémiques. Ceci pourrait conduire également a réfléchir a la diversité des antigénes a inclure dans
un vaccin, antigénes qui ne devraient pas se limiter a ceux présents uniguement dans la protéine S.

Alors qu’on dénombre actuellement (en janvier 2021) plus de 94 000 000 cas confirmés de Covid-19
depuis le 31/12/19 a travers le monde, le nombre de cas rapportés de réinfection reste anecdotique.
Ces réinfections clairement documentées, au nombre d’'une dizaine, parce qu’elles impliquent des
virus différents lors des deux épisodes infectieux - ont été observées chez des sujets plutdt jeunes non
immunodéprimés. L'absence d’études immunologiques couplées aux études virologiques ne permet
malheureusement pas de connaitre a I'’heure actuelle les raisons de ces réinfections : absence de
réponse adaptative initiale, perte de celle-ci ou sélection de variants viraux échappant a cette réponse.
Cependant, d'éventuelles réinfections asymptomatiques avec des souches proches ou non de celles
de la primo-infection n'ont pas été mises en évidence, puisque non étudiées.

1.7. Les plateformes vaccinales contre le SARS-CoV-2

Début janvier 2021, selon la liste de I'OMS, 237 candidats vaccins contre le SARS-CoV-2 sont en
cours de développement, dont 64 sont en phase de développement clinique, faisant appel a huit
plateformes technologiques différentes : vaccins vivants atténués et vaccins inactivés, vaccins a base
de sous-unités protéiques, vaccins a partir du matériel génétique viral (ARN et ADN), vaccins par
vecteur viral réplicatif ou non réplicatif, et vaccins a pseudo-particules virales « virus-like particles »,
les plateformes ADN et ARN n’ayant jamais été a l'origine de vaccins encore commercialisés chez
'Homme.

Dans le cas du SARS-CoV-1, il a été démontré que les anticorps dirigés contre la protéine S peuvent
neutraliser le virus et prévenir l'infection (cf. chapitre). Dés lors, 'immense majorité des vaccins contre
le SARS-CoV-2 en cours de développement contiennent au moins une partie de la protéine S qui peut
étre limitée au seul domaine S1 ou au RBD (cf. plus loin).

Méme si des plateformes plus récentes ont largement été utilisées dans les stratégies de
développement de vaccin anti-SARS-CoV-2, plusieurs équipes ont eu recours a l'utilisation des
plateformes classiques : vaccins vivants atténués (VVA), vaccins inactives (VI) et vaccins protéiques
(VP). Ce sont des vaccins dont les modalités de fabrication ne sont pas trés différentes de celles
utilisées pour des vaccins dirigés contre d’autres pathogenes. Comme ils nécessitent pour leur
fabrication des laboratoires de type BLS3, les VVA ne sont pas a un stade avancé de développement
clinique. Il existe actuellement 5 candidats vaccins de type VI contre le SARS-CoV-2 en phase clinique
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de développement. Un VI adjuvanté avec de I'aluminium est actuellement testé dans un essai de phase
3. Les différents VP vont varier en fonction :
du type de cellules sur lesquels ils sont produits (production en systéeme eucaryote de type
cellule d’insecte, levure, voire sur des plantes ou production en systéme procaryote comme E.
Cali), les protéines produites sur les systemes eucaryotes étant les plus proches de celles
produites in vivo ;
de la structure de la protéine utilisée (protéine S ou seul domaine RBD de cette protéine afin
de limiter au maximum les risques d’ADE (cf. plus haut). Des vaccins a pseudo-particules virales
(VLP) sont également en cours de développement, la structure de ces VLP permet d’augmenter
'immunogénicité des VP. A noter que les VP nécessitent d’'étre adjuvantés (cf. plus loin).

La technologie de ces vaccins classiques est bien connue et leur production a grande échelle selon
les normes de bonnes pratiques de fabrication est relativement simple pour les VP.

Dans le contexte des pathologies émergentes et/ou réémergentes, et cela a été par exemple le cas
avec les virus Ebola ou Zika, il est apparu souhaitable d'avoir des plateformes pouvant étre facilement
utilisées afin de pouvoir développer rapidement des vaccins capables d'induire des réponses humorale
et cellulaire, et ne nécessitant pas de doses importantes. Les vaccins sont alors fondés sur l'utilisation
non plus des virus entiers ou de certaines de leurs protéines, mais sur celle des fragments géniques
codant les protéines d’intérét. On en distingue deux types: les vecteurs viraux et les vaccins
nucléiques (ADN et ARN).

Ces vaccins reposent sur l'utilisation des séquences d’acides nucléiques correspondant aux structures
antigéniques susceptibles de déclencher une réponse immunitaire protectrice. lls ont 'avantage :
D’étre spécifiques, comme les VP, en n'utilisant que la partie d'intérét immunogénique des
Virus ;
De permettre toutes les modifications post-traductionnelles des protéines normalement
observées in vivo comme avec les vaccins protéiques produits sur systémes eucaryotes ;
D’étre des potentielles plateformes universelles avec une production standardisée ;

Et de nécessiter a priori une moindre quantité de vaccins, les protéines étant produites in vivo
en quantité suffisante via la mise en fonction du systéme de production cellulaire.

Pour les vecteurs viraux, leur mécanisme de construction est relativement simple. Il consiste a utiliser
un virus peu pathogéne (en particulier un adénovirus) ou que 'on aura rendu non pathogéne (MVA,
VSV, VR) et d'intégrer dans son génome la séquence codant la protéine d'intérét (protéine spike dans
le cas du SARS-CoV-2). Ces vaccins étant des virus, ils ne nécessitent pas d’'étre adjuvantés. Avec
ces vaccins, la réponse contre le vecteur lui-méme peut poser probléme et conduire a une diminution
de la réponse contre l'antigene d'intérét, ceci ayant été clairement démontré avec les vecteurs
adénoviraux mais non avec les autres vecteurs viraux. Les vecteurs viraux les plus avancés dans leur
développement utilisent des adénovirus (Ad). Ces virus — dont il existe plus de 90 sérotypes - sont
stables génétiquement, peuvent infecter les cellules dendritiques, sont assez faciles a modifier et ont
une grande stabilité thermique. Ces virus sont modifiés en vue de leur utilisation comme plateforme
vaccinale et sont donc ainsi rendus non réplicatifs. Trois adénovirus sont actuellement utilisés :

L’Ad5 qui a comme avantage d’avoir été largement testé comme vecteur viral (vaccin anti-virus

Ebola, anti-VIH notamment) ; il s’agit cependant d’un sérotype fréquent chez 'Homme, et dés

lors, les réponses immunologiques anti-SARS-CoV-2 sont donc a interpréter en fonction du

taux d’anticorps anti-Ad5 ;

L’Ad26 : cette plateforme a été utilisée pour un vaccin anti-virus Ebola et est également utilisée

en phase 2b/3 pour un vaccin anti-VIH et un vaccin anti-VRS ;
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Un adénovirus du chimpanzé, le ChAdOx1 pour lequel on dispose de beaucoup moins de
données cliniqgues chez 'THomme ; en effet, en dehors des résultats des phases 1/2 pour un
vaccin anti-SARS-CoV-2, seuls sont disponibles les résultats d'un essai de phase 1 mené avec
un vaccin anti-MERS-CoV.

Ces trois plateformes adénovirales sont actuellement utilisées pour des vaccins anti-SARS-CoV-2
dans des essais de phase 3.

Les premiers vaccins ADN ont été mis au point il y a une trentaine d’années. Les vaccins ADN ont
'avantage d'étre assez simples a produire et d’induire une réponse humorale et cellulaire. Ils induisent
des réponses humorales et cellulaires mais de faible intensité nécessitant de répéter les injections
vaccinales pour une efficacité optimale. lls peuvent étre fabriqués a faible colt et sont trés stables, ce
qui représente des atouts non négligeables. S'il n’existe pas de vaccin humain ayant une AMM, des
vaccins vétérinaires faisant appel a cette technologie sont disponibles.

Les vaccins ARN sont sans doute les moins avancés en termes d’ancienneté de développement mais
ont I'avantage d’un profil de sécurité optimal (du fait de leur traduction dans le cytosol des cellules, ils
ne doivent pas pénétrer dans les noyaux cellulaires et le risque de voir leur matériel génétigue
incorporé au génome de I'h6te est écarté) et d’étre par essence particulierement inducteurs de signaux
de danger au sein de la cellule héte. Il existe deux types de vaccin ARN en cours de développement :
1) des petites molécules d'’ARNm non-amplificatrices qui codent l'antigéne d'intérét, et 2) de plus
grandes molécules d’ARNm auto-amplificatrices qui codent un réplicon viral d'un alphavirus en plus
de l'antigéne d'intérét. Si ces vaccins restent pour l'instant assez peu étudiés chez 'Homme, des
résultats prometteurs ont été publiés dans le cadre du développement d’'un vaccin anti-SARS-CoV-2
et deux candidats développés sont actuellement en phase 3.

Si ces nouvelles plateformes sont intéressantes, I'expérience de leur utilisation chez 'Homme reste
toutefois limitée.

1.8. Les adjuvants utilisés avec les candidats vaccins contre le
SARS-CoV-2

Contrairement aux vaccins vivants atténués, aux vaccins ARN et a ceux fondés sur I'utilisation d’'un
vecteur viral, les autres types de vaccins peuvent nécessiter I'ajout d’'un adjuvant pour une efficacité
optimale.

Les adjuvants ayant déja éteé utilisés lors du développement des vaccins contre les autres coronavirus
pathogénes chez I'Homme, sont : I'aluminium, le MF59, Le Montanide ISA51/CpG, le Matrix-M™, le
Q21, 'AS01/AS03n, le Delta inulin (Advax™)+CpG, les ligands de Toll-like Receptor (TLR), le rOv-
ASP-1 et la Protolline. Parmi les 64 candidats vaccins contre le SARS-CoV-2 en phase clinique de
développement, au moins 12 d’entre eux comportent des adjuvants : aluminium, Matrix-M™, Advax™,
MF59, AS04 et CpG 1018. Le plus souvent, il s’agit de vaccins a base de sous-unités protéiques.

Les adjuvants peuvent avoir plusieurs fonctions, notamment la capacité a augmenter I'immunogénicité
des vaccins, et a en moduler et orienter la réponse immunitaire. L'induction préférentielle d’'une
réponse lymphocytaire T CD4+ de type Th1, ainsi que I'induction d’'une réponse lymphocytaire T CD8+
semblent intéressantes dans la protection ou le contréle des infections par les coronavirus et
notamment par le SARS-CoV-2. Parmi les adjuvants ci-dessus, on notera que les dérivés de
laluminium et le MF59 induisent préférentiellement une réponse Th2, I'AS04 et le CpG 1018
préférentiellement une réponse Thil, et Matrix-M™ et Advax™ des réponses Th1/Th2 équilibrées. Il
est important de noter que I'aluminium a pu donner des résultats intéressants avec des vaccins anti-
SARS-CoV-1 malgré sa polarisation Th2 considérée comme défavorable ; cet adjuvant a par ailleurs
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I'avantage d’une utilisation ancienne avec un profil de sécurité bien connu, ce qui n’est pas le cas pour
les autres.

1.9. Immunité et vaccination muqueuses

L’'immunité muqueuse joue un role fondamental dans le contréle des infections. Le role de cette
immunité est toutefois prioritairement un role tolérogéne vis-a-vis des antigénes alimentaires au niveau
digestif. Les réponses humorales antivirales dans les poumons sont dominées par les IgG qui diffusent
depuis le sang, alors que ce sont les IgA sécrétoires produites localement qui assurent cette fonction
au niveau des VARS. Les principaux candidats vaccins contre le SARS-CoV-2 sont administrés par
voie intramusculaire et ne peuvent induire efficacement la production des IgA sécrétoires. Deés lors,
leur effet se portera a priori plus sur le blocage de la multiplication virale au niveau pulmonaire (sévérité
de la maladie) qu'au niveau des VARS. Ceci a été mis en évidence dans les modéles animaux (cf.
tableau 3).

Les problématiques principales auxquelles est confronté le développement d’'un vaccin administré par
voie muqueuse sont liees aux phénoménes dimmunotolérance. Les surfaces muqueuses sont
exposées continuellement a des antigénes, ce qui entraine le développement d'un micro-
environnement tolérant envers les antigenes. Malgré cela, plusieurs candidats vaccins visant a induire
une réponse muqueuse ont été développés contre des coronavirus animaux, MERS-CoV et SARS-
CoV-1. Les études menées avec ces vaccins chez I'animal mettent en évidence l'induction d'une
réponse mugueuse et une protection contre l'infection quand elle a été analysée, permettant de
démontrer la pertinence de ces stratégies. Plusieurs candidats vaccins « muqueux » anti-SARS-CoV-
2 ont montré leur efficacité dans les modeles animaux et 4 vaccins faisant appel a I'utilisation d’'un
vecteur viral non réplicatif (Ad5), 1 vaccin ADN, 1 VVA et 1 vaccin a base de sous-unités protéiques
sont actuellement en phases 1 et/ou 2 de développement chez 'Homme (par voie intranasale ou
orale).

1.10. Les résultats des essais de phase 1 et/ou 2 publiés

Depuis décembre 2020, deux vaccins a ARNm ont obtenu une AMM conditionnelle en Europe (vaccin
Comirnaty de Pfizer-BioNTech et vaccin mRNA de Moderna) et des nouveaux résultats d’essais de
phase 1 et/ou 2 ont été publiés pour 11 nouveaux candidats vaccins. Les principaux résultats sont
résumes dans le tableau 1.

Il s'agit souvent de résultats intermédiaires, avec une durée de suivi courte, limitant I'interprétation des
résultats ; des essais de phase 3 devront étre menés, incluant notamment des sujets a risque de forme
grave de Covid-19, afin de confirmer les données de tolérance et d'immunogénicité et de permettre
d’évaluer I'efficacité vaccinale.

Actuellement, au 21/01/2021 selon la liste OMS, 64 candidats vaccins sont en phase clinique de
développement, dont 22 candidats en phase 3, correspondant a 24 essais en cours de réalisation (cf.
annexe 1).

Pour les candidats vaccins en phase 3 de développement, 3 sont des vaccins & ARNm (les deux
vaccins déja disponible et un vaccin de Curevac), 3 sont des vaccins a ADN, 5 sont a base de sous-
unités protéiques, 5 sont des vaccins inactives et 4 sont des vecteurs viraux non réplicatifs.

A ce jour, tous les essais de phase 3 menées concernent des vaccins qui s’administrent par voie
intramusculaire et selon un schéma en 2 doses avec des intervalles variables (0-14 jours, 0-21 jours
ou encore 0-28 jours), sauf :
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le candidat vaccin ChadOx1 d’AstraZeneca qui s’administre en 1 dose par voie IM dans
3 des 5 essais menés actuellement ;
I’Ad5 nCov de Cansino qui s’administre en 1 dose par voie IM dans les 2 essais menes ;
deux vaccins a ADN, adminstrés par voie intradermique, selon des schémas en 2 doses
(0-28 jours) ou 3 doses (0-28-56 jours).

Les essais de phase 3 n’incluent actuellement que des sujets adultes. Un essai pour le ChadOx1 de

I'Université d’Oxford/AstraZeneca prévoit d’inclure des enfants entre 5 et 12 ans et I'essai sur le
BNT162 de BioNTech/Pfizer a inclus des sujets a partir de 16 ans.

Concernant les sujets de plus de 55 ans, la plupart des essais n'indiquent pas de limite supérieure
d’age pour le recrutement. De maniere spécifique, 5 essais indiquent recruter des sujets de plus de 60
ans et, a contrario, 4 essais n’incluent pas de sujets de plus de 55 ou 60 ans.
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Tableau 1 : Candidats vaccins pour lesquels des résultats d’essai de phase 1 et/ou 2 ont été publiés jusqu’a ce jour

Candidat Vaccin

Ad5 nCoV

AZD1222
(ChadOx1)

CoronaVac

MRNA-1273

BNT162
MRNA (RBD seul)

NVX-CoV2373

(protein+ adj)

Sponsor

Cansino Biologics

Oxford Université

Astra-Zeneca

Sinovac

Moderna

Pfizer,

BioNTech

Novavax

N injection (Ni)

N Volontaires (Nv)
Ni =1 (3 doses #)
Nv =108

Ni = 1 (n=2 pour 10)
Nv = 543

Ni =2 (DO, D21)
Nv =243

Ni =2 (DO, D28)
(3 doses #)

Nv =45

Ni =2 (DO, D21)
(3 doses #)
Nv = 36

Ni =2 (DO, D21)

Nv = 108 (83
vaccine+ad, 25
vaccine)

Tolérance(*)

Fiévre, douleur locale

EIG : fievre+

Fatigue, douleur locale

EIG : fievre, céphalées

Fievre, douleur locale

Pas d'EIG

Fatigue, fievre, douleur
locale

EIG : frissons, fatigue

Fatigue, douleur locale,
EIG : fievre

Bénin
EIG: céphalées,
asthénie

Immunogénicité

ELISA D28 : 100% (HD)

ELISA peak D28
Nab D28 : 100% (n=35)
ELISPOT peak D28

ELISA D35 100%

Nab D35 : 97 %

ELISA D57 =
Convalescent

Nab D57
=Convalescent

T cell Thl profile

ELISA D35 =
Convalescent

Nab D35
=Convalescent

ELISA D35 V+Ad>V>

Convalescent

Nab D35 V+Ad>V>
Convalescent

T cell Thl profile

Stabilité

-20°C

-80°C

Puis 2-8°C Si
reconditionné

-80°C pdt des années
1 mois a 2-8°C
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Zhu et al., 2020 (1)

Ramasamy et al., 2020

(2
Folegatti et al., 2020 (3)

Xia et al., 2020 (4)

Jackson et al., 2020 (5)

Anderson et al.,

2020 (6)

Mulligan et al., 2020 (7)

Keech et al., 2020 (8)
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Ad26

Virus Sputnik V
(rAd26-S+rAd5-2)

V. inactivé

BBIBP-CorV

V. inactivé

Vaccin VLP

Janssen

Gamaleya

Wuhan

Beijing
Biological
Sinopharm

Medicago

Institute  of

Products,

Ni =2 (DO,
doses #)

D56) (2

Nv = 1045

Ni=1
Nv = 36

Ni = 3 (DO, D28, D56)
Nv = 96

Ni=1ou 2 (DO, D14 ou
DO, 28)

Nv = 192 (phasel)
Nv = 448 (phase2)

Ni = 2 (DO, D21)
Nv = 180

Douleur locale, fievre,
céphalées, fatigue,
myalgies

EIG : malaises, fievre,
vertiges

Fievre, Céphalées

Pas d'EIG

Douleur, fievre

Pas d'EIG

Fievre, fatigue

Pas d'EIG

Douleur, céphalées,
fatigue

EIG : fatigue(AS03+)

(*)EIG : événement indésirable grave a partir du grade 3, sans prise en compte du niveau d’'imputabilité

ELISA D28 : 99%
Nab D : 92% (18-55
ans) a 100% (=65 ans)

T cell Thl profile,
rapport Th1/Th2 = 1 a
68,5

ELISA D21 : 100%

Nab D42 : 100% (pour
rAd26-S+rAd5-2
seulement) ; = serum
convalescents

T cell Thl profile ?
ELISA peak D42 |/
ELISA D42 : 100%

Nab peak D70 / Nab :
97.6% (medium dose,
phase2)

T cell Th profile
absence de réponse
cellulaire observée

ELISA D28 : 100% (18-
59ans) / 92% (>=60
ans) pour la dose 4ug

Nab peak D42 (phasel)
: Nab D42 :100%

ELISA D42 :99,1%
Nab peak D42

Nab D42
(PRNT)

T cell Th1/Th2 profile

91.3%

Distribution a 2-8°C
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Synthese détaillée
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1. Le SARS-CoV-2: Structure et variabilité

1.1. Classification

Le SARS-CoV-2 appartient a la famille des Coronaviridae, sous-famille des Orthocoronavirinae, genre
Betacoronavirus, sous-genre Sarbecovirus, espéce Severe Acute Respiratory Syndrome-related
CoronaVirus (Coronaviridae Study Group of the International Committee on Taxonomy of Viruses
2020 (13). Il existe sept coronavirus susceptibles d’infecter 'Homme, SARS-CoV-1, MERS-CoV,
SARS-CoV-2, HKU1, et OC43 sont des Betacoronavirus, NL63, 229E sont des Alphacoronavirus.

Conclusion

Le SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome-related CoronaVirus-2) appartient a la famille
des Coronaviridae, genre Betacoronavirus, sous-genre Sarbecovirus, Six autres coronavirus
peuvent d'infecter THomme (SARS-CoV-1, MERS-CoV, HKU1, OC43, NL63 et 229E.

1.2. Structure du virion et de son génome

Le virion de SARS-CoV-2 comporte de l'intérieur de la particule vers I'extérieur : le génome constitué
d'une molécule d'ARN simple brin de polarité positive, directement traduisible en protéines, entouré
d'une capside de type hélicoidale formée de protéine N, une matrice formée de protéine M puis une
enveloppe lipidique dans laquelle sont enchassées la glycoprotéine S (spike), la petite protéine
d'enveloppe (E) et 'hnémagglutinine-estérase (HE) (cf. figure 1) (13). La protéine S contient deux sous-
unités, S1 et S2. Dans la sous-unité S1, se trouve le domaine de liaison au récepteur (RBD, receptor
binding domain) contenant le motif de liaison au récepteur (RBM, receptor-binding motif). La sous-
unité S2 contient notamment le peptide de fusion. Cette protéine S induit la production d'anticorps
neutralisants par le sujet infecté. Les RBD du SARS-CoV-2 et du SARS-CoV-1 sont similaires avec
des insertions nucléotidigues communes qui interagissent avec le principal récepteur du virus qui est
'ACE2. Néanmoains, le pourcentage d’homologie de séquence nucléotidique entre SARS-CoV-1 et
SARS-CoV-2 n'est que d'environ 50 % dans le RBM alors qu'il est d'environ 80 % dans le reste du
RBD.

Le génome d'une longueur d'environ 29,8 a 29,9 kb (kilobases) comporte 10 cadres de lecture ouverts
(open reading frames, ORF) et code environ 30 protéines (14). Dans sa partie 5', se trouve une
séquence non codante puis I'ORFlab codant une polyprotéine non-structurale (21 290 nucléotides),
scindée en 16 protéines non structurales, dont 'ARN polymérase ARN dépendante, les génes codant
les protéines de structure S (S1 et S2) (1273 aa), E, M puis N. L'ORF1a code les protéines 1 a 11 et
I'ORF1b celles de 12 a 16 (15, 16). Six genes codant des protéines accessoires sont présents entre
les génes des protéines de structure (cf. figure 2) (14). Pour des questions de facilité, le génome est
en général représenté sous la forme de son équivalent ADN.
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Glycoprotéine de surface
(S, spike)

Hémagglutinine estérase (HE)

® Protéine de membrane (M)
% Protéine d’enveloppe (E)
=

Phospholipides

) Protéine de nucléocapside (N)

r@g) ARN génomique (monocaténaire

de polarité positive)

(A. Gautheret-Dejean 2020)

Figure 1 : Structure schématisée du SARS-CoV-2

Structure schématisée de I'ARN génomique du SARS-CoV-2 (29903 nucléotides)

ORF6 ORF8

" 1[ E

UTR : untranslated region, région non traduite
ORF : open reading frame, cadre de lecture ouvert
ns : non structural
REM

5 : glycoprotéine d'enveloppe 5, spike

E : protéine d'enveloppe . RBD .
M : protéine de membrane

N : protéine de nucléocapside

RBD: receptor binding domain, domaine de liaison au récepteur
RBM : receptor binding motif, motif de liaison au récepteur A Gautheret—Dejean 2020

Figure 2 : Structure schématisée du génome du SARS-CoV-2 (29903 nucléotides)
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Le principal récepteur du SARS-CoV-2 est 'ACE2 (angiotensin converting enzyme 2) qui est trés
largement exprimé a la surface de différentes cellules de I'organisme humain. Il se trouve en effet a la
surface des cellules de I'épithélium du nez, de la trachée, des bronches, des glandes séreuses
bronchiques, des alvéoles pulmonaires, des monocytes et macrophages alvéolaires, des cellules
endothéliales et des myocytes des vaisseaux sanguins, des entérocytes de l'intestin gréle, des cellules
épithéliales des tubules rénaux et des neurones (15).

Le cycle de multiplication intracellulaire du SARS-CoV-2 est analogue a celui décrit pour le SARS-
CoV-1 (cf. figure 3) (15). Aprés activation de la protéine S par clivage par la protéase transmembranaire
sérine 2 (TMPRSS2) cellulaire en sous-unités S1 et S2, S1 se fixe sur le récepteur ACE2 via le
domaine de liaison au récepteur (RBD, receptor binding domain) et, plus particulierement, le motif de
liaison au récepteur (RBM, receptor binding motif). S2 permet la fusion entre la membrane plasmique
et I'enveloppe virale. La particule virale entre dans la cellule par endocytose. Apres fusion de
I'enveloppe virale avec la membrane de la vésicule d'endocytose, la nucléocapside est relarguée dans
le cytoplasme et I'ARN viral est libéré par décapsidation. Les ORFla et ORFlab sont traduites en
polyprotéines la et lab qui vont étre clivées par des protéases issues de I'ORFla pour former le
complexe ARN réplicase-transcriptase, constitué de 16 protéines non structurales (ORFla : NSP1 a
11, ORF1b : NSP12 & 16). Ce complexe permet la synthese d'ARN de polarité négative servant de
matrice pour la synthése de nouveaux ARN génomiques de polarité positive et d'ARN subgénomiques
messagers. Ainsi, au cours de la transcription, 7 a 9 ARN subgénomiques sont produits, incluant ceux
des protéines structurales. Les nucléocapsides sont assemblées a partir des nouveaux génomes et
de la protéine N de capside. Les protéines de I'enveloppe virale viennent se fixer dans les membranes
de I'appareil de Golgi. Les nouveaux virions bourgeonnent & partir de la lumiére de I'appareil de Golgi
et sont ensuite dirigés vers la surface cellulaire ou ils sont relargués dans le milieu extracellulaire par
exocytose, fusion de la vésicule d'endocytose avec la membrane plasmique.

Conclusion

Le SARS-CoV-2 est un virus enveloppé a capside hélicoidale dont le génome est constitué d'ARN
simple brin de polarité positive d'environ 30000 nucléotides. La protéine S (spike) de surface se lie
au récepteur cellulaire ACE2. Elle contient 2 sous-unités, S1 et S2, S1 incluant le domaine de liaison
au récepteur (RBD, receptor binding domain) qui contient le motif de liaison au récepteur (RBM,
receptor binding motif). La sous-unité S2 contient le peptide de fusion.

Lors de sa réplication le virus synthétise de nouveaux ARN génomiques de polarité positive et des
ARN subgénomiques messagers; la présence de ces derniers permet de s’assurer de la
multiplication du virus. Ceci est important pour différencier I'existence d’'une multiplication virale
active de la persistance locale du virus post-challenge dans les modéles animaux (cf. plus loin).
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Schéma du cycle de multiplication intracellulaire du SARS-CoV-2
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Figure 3 : Le cycle de multiplication intracellulaire du SARS-CoV-2
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Activation de la protéine S par clivage par la protéase sérine 2 transmembranaire TMPRSS2 cellulaire en sous-unités S1 et
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Entrée du virion par endocytose.

Fusion de |'enveloppe virale avec la membrane de la vésicule d'endocytose. Décapsidation et libération de I'ARN
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Traduction des ORFla et 1b en polyprotéine pplab.
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1.3. Origine du SARS-CoV-2

La recherche du réservoir naturel et d'éventuels hotes intermédiaires a été menée par différentes
équipes avec, en particulier, l'identification de I'ancétre commun le plus récent (MRCA, Most Recent
Common Ancestor).

Par comparaison de 103 génomes de SARS-CoV-2 avec ceux de SARS-CoV-1 et de coronavirus
animaux (4 de chauve-souris, 7 de pangolin), Tang F et al. (17) ont observé que la souche de
coronavirus RaGT13 de chauve-souris (BatCoV RaGT13) était la plus proche du SARS-CoV-2 avec
une similarité de séquence nucléotidique de 96,2%. La proximité génétique entre le SARS-CoV-2 et
les coronavirus de pangolin est moins forte et le réle d'héte intermédiaire de ce mammifére reste
putatif (18). Ceci est renforcé par I'étude de Chaw et al. qui indique que la similarité de séquence du
RBD entre SARS-CoV-2 et le coronavirus de pangolin proviendrait d'un ancien transfert de génes
datant d'au moins 40 ans (19).

Tiwari et al. , Paraskevis et al. , Ceraolo et al. et Wen et al. ont également mis en évidence une similarité
en nucléotides tres élevée allant de 96 & 96,92% entre le génome du SARS-CoV-2 et celui du BatCoV
RaGT13 (20-23).

Wen et al. expliquent I'adaptation a 'Homme par des mutations situées dans les génes nspl, nsp3,
nspl5, ORFlab et S (23). Ainsi, dans la protéine S, 193 acides aminés sont capables de lier ACE2 de
facon plus forte en présence des mutations (21 mutations dans les souches de SARS-CoV-2 par
rapport a BatCoV RaGT13) (23). L'analyse comparative des 11 498 premiers nucléotides en 5' et de
la fin de la partie 3' (24341-30696) du génome de SARS-CoV-2 et BatCoV RaGT13 indique que ce
coronavirus de chauve-souris n'est pas le variant exact a I'origine du SARS-CoV-2 mais, en revanche,
que l'origine chauve-souris est trés probable. En effet, les parties 2' de I'ORF1ab et la moitié du géne
S indiquent une séparation des deux virus (21). Les chauves-souris concernées sont de la famille des
Rhinolophus (24).

Patifio -Galindo et al. proposent le scénario suivant en deux étapes : avant 2009 serait survenue
l'incorporation du SARS-like RBD (commun avec le SARS-CoV-1) dans la souche ancestrale par
recombinaison chez la chauve-souris. Ensuite, I'évolution se serait faite par accumulation de mutations
spécifiguement dans le RBD (25). Paraskevis et al. sont également en faveur d'une recombinaison qui
ne serait récente (21). Ainsi, le SARS-CoV-2, ou analogue, aurait circulé chez I'Homme de fagon
cryptique plusieurs années avant sa découverte récente (19).

Lorsque I'on compare les génomes du SARS-CoV-2 et du SARS-CoV-1, le pourcentage d'identité de
séquences nucléotidique se situe entre 75 et 80 % (18).

Conclusion

La proximité génétigue du SARS-CoV-2 avec la souche BatCoV RaGT13 indique une origine
chauve-souris trés probable. L'existence d'un hote intermédiaire reste hypothétique. Le SARS-CoV-
2 aurait émergé, avant 2009, par recombinaison puis mutations successives a partir d'une souche
ancestrale. Le coronavirus humain le plus proche est le SARS-CoV-1 avec lequel il partage
l'organisation génomique.
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1.4. Variabilité et évolution génétique du SARS-CoV-2

Le premier génome de SARS-CoV-2 a été publié le 24 janvier 2020 par Zhu et al. (26). van Dorp et al.
estiment |'apparition du MRCA chez I'Homme a fin 2019, avec un début de |'épidémie entre le
06/10/2019 et le 11/12/2019 (27). Benvenuto et al. proposent un intervalle analogue 25/11/2019 [95%
HPD (highest posterior density) 28/09/2019-21/12/2019] (24).

Les études portant sur la variabilité génétique du SARS-CoV-2 utilisent les séquences de génome
complet déposées, soit dans Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), soit dans la base
GISAID (Global Initiative on Sharing All Influenza Data, créée en 2008, https://wwwgisaid.org). Dans
le cadre de 'OMS, un groupe de travail sur I'évolution des séquences génomiques du SARS-CoV-2 a
été créeé et a débuté son activité en juin 2020. Au 14 septembre 2020, la base GISAID contenait 100274
séquences génomiques de SARS-CoV-2. Les articles sortis des février n'ont pu comparer que peu de
génomes et ont proposé une classification qui n'a pas été conservée. Les dates de recueil des
génomes n'étant pas toujours indiquées, il est difficile de comparer les résultats. En revanche, les
articles les plus récents et les données disponibles dans la base GISAID apportent des données plus
fines par la comparaison de milliers de souches réparties dans le monde entier.

Les origines de la variabilité génétique du SARS-CoV-2 sont les phénomenes de mutation, délétion et
recombinaison (création de génome mosaique). Le génome du SARS-CoV-2 étant non segmenté, il
n'y a pas de phénoméne de réassortiment (échange de segments de génome).

La variabilité du SARS-CoV-2 est inférieure a celle attendue pour un virus & ARN. Que ce soit pour le
VIH ou le virus influenza, le taux de mutation est proche de 1/10 000 nucléotides. Cela semble li¢ & sa
capacité de relecture et de correction, lors de la réplication du génome viral, grace a la protéine Nsp4
qui est une exonucléase qui excise les nucléotides erronés (27).

1.4.1. Phylogénie des souches de SARS-CoV-2

Initialement, les types L et S ont été définis par Tang et al. (28), sur la base de la mise en évidence,
pour 103 génomes, de deux SNPs (single nucleotide polymorphism), l'un situé dans 'ORF1lab et le
second dans I'ORF8.

Rambaut et al. ont ensuite proposé une classification avec deux lignées, A et B, A étant ancestrale,
subdivisées en chiffres selon les régions considérées (29). Une lignée C a ensuite été ajoutée (29,
30).

Désormais, I'évolution de la classification comporte la scission du clade L en clades V et G, ce dernier
lui-méme scindé en GR, GH et GV (GISAID (31)). Le clade S est déterminé par I'ORF8, le clade V par
I'ORF3a, et le clade G par le géne S (D614G). On dénombre actuellement 4495 souches différentes
ce qui illustre la circulation des différents clades dans le monde depuis le début de la pandémie
(GISAID au 14/09/2020).

En France, ont circulé jusqu'a présent des souches des clades S, L, G, GR, GH et GV. Les souches
du clade GH sont majoritaires.

Conclusion

La classification actuelle comporte 8 clades : V, L, S, G (scindé en GR, GH et GV) et O. Le clade S
est déterminé par 'ORFS8, le clade V par 'ORF3a, et le clade G par le géne S (D614G).

Dans le monde, les souches des clades G, GR et GH sont majoritaires. En France, ont circulé jusqu'a
présent des souches des clades S, L, G, GR, GH et GV. Les souches du clade GH sont majoritaires.
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1.4.2. Taux de substitution/nucléotide/génome/an

Pathan et al. ont calculé le taux de substitution & partir des séquences de génome entier dans quatre
régions observées au 15/05/2020 : Chine, Australie, USA et le reste du monde (incluant la France avec
2 génomes uniquement) (32). Quelle que soit la région, ce sont la thymine et I'adénine qui sont
majoritairement mutées. Il y a une augmentation de 0,1% du taux de mutation pour les substitutions
T>C et G, C>G et G>T. En revanche, il est diminué de 0,1% pour les substitutions T>A et A>C.

De facon globale, le taux de mutations faux-sens aboutissant a un changement d'acide aminé était de
34,3 % (32).

Le taux de substitution/nucléotide/génome/an a été évalué par plusieurs auteurs. Les résultats sont
présentés dans le tableau 2. MacLean et al. (33) indiquent que ce taux est analogue a celui observé
pour le SARS-CoV-1 et le MERS-CoV. Pour avoir un point de comparaison, ce taux est plus élevé
pour le géne ENV du VIH qui est un géne variable, plus élevé ou proche pour le géne GAG du VIH qui
est moins variable, et plus élevé pour les génes codant I'hnémagglutinine et la neuraminidase du virus
influenza A.

Tableau 2 : Variabilité du SARS-CoV-2

Virus Référence Taux de substitution/nucléotide/génome/an
SARS-CoV-2 MacLean et al., 2020 (33)  8x10*

Benvenuto et al., 2020 (24) 6,58x103[95% HPD 5,2x107 - 8,1x10?]

Li et al., 2020 (34) 1,7926x10° - 1,8266x10°
VIH géne ENV Hahn et al., 1986 (35) 1,58x102 a 3,17x103

Li et al., 1988 (36) 5,9x1073

Leitner et Albert, 1999 (37) 4,6x107° a 8,8x103
VIH géne GAG Hahn et al., 1986 (35) 1,85x102 a 3,7x10*

Virus influenza A Al-Qahtani et al., 2017 (38) 5,14x107 pour I'HA
4,18x10° pour la NA

Selon Dilucca et al., I'évolution par mutation est plus rapide pour les génes N, réplicase et S, que pour
les génes de matrice et d'enveloppe (39).

Conclusion

Le taux de substitution/nucléotide/génome/an est estimé entre 8x10* et 1,79x103. Ce taux est
inférieur a celui observé pour le VIH ou le virus influenza, probablement en lien avec I'existence
d'une activité correctrice.
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1.4.3. Mutations majeures et impact sur la pathogénicité

La variabilité revét une importance primordiale car elle définit le phénotype des souches, leur
adaptation a I'héte, leur tropisme, leur pathogénicité, la réponse immunitaire et leur capacité
d'échappement au systéme immunitaire. La variabilité dans la protéine S, en patrticulier le RBD, est
importante a analyser. De hombreuses mutations aboutissant a un changement d'acide aminé ont été
décrites mais nous nous limiterons a celles présentes dans le géne S codant la protéine spike (Tableau
3, GISAID au 14/11/2020).

Tableau 3 : Principaux changements d'acide aminé décrits dans le gene S (GISAID au 14/11/2020) (S=1273 aa)

Position et nature du changement d'Aa  Proportion des souches mutées circulant en
France (environ %)

L5S 8
D80Y 8
A222V 12
S477N 30
D614G 90

Le type L défini initialement par Tang et al. avait une répartition géographique particuliere, représentant
70% des cas a Wuhan, et était plus contagieux et agressif que le type S minoritaire a Wuhan (28).

La mutation D614G (Aspartate-Glycine) dans le géne S a été observée deés février et est désormais
largement distribuée monde (40, 41). En dehors de la Chine, du Japon et autres pays asiatiques et du
Kazakhstan, elle est majoritaire dans I'ensemble des pays du monde, y compris en France ou elle est
présente dans plus de 90% des souches circulantes (GISAID au 14/11/2020). Cette mutation
entrainerait une augmentation de la transmissibilité des souches qui en sont porteuses et du taux de
létalité (42). La glycine en 614 déstabiliserait la protéine S (42).

Cependant, d'autres études, en particulier celle de Korber et al., indiquent que cette mutation n'aurait
aucun impact en termes d'augmentation de la sévérité de la maladie (43).

Benvenuto et al. ont suggéré que la mutation D614G (région RBD de la sous-unité S1) de toutes les
souches italiennes étudiées du 29/01/2020 au 27/04/2020 entrainerait une augmentation de la
capacité de torsion de la protéine, favorisant sa liaison au récepteur (44). Par ailleurs, deux mutations
dans le géne N et retrouvées dans 56% des souches étudiées (AGG>AAA 649/651 et GGA>CGA
652/655) entrainaient également une baisse de stabilité et une augmentation de la capacité de torsion.

Une seconde mutation jouerait un rble dans la stabilité de la protéine S : G1124V (domaine S2 qui
assure la fusion entre I'enveloppe virale et la membrane plasmique) (41).

Depuis septembre 2020, les mutations A222V et S477N émergent en Europe, et en particulier en
France, touchant environ 12 % et 30 % des souches, respectivement. La mutation A222V définit le
clade GV. Ces deux mutations auraient un impact sur la stabilité de la liaison au récepteur inférieur a
celui de la mutation D614G. La mutation Y453F est apparue récemment dans des élevages de vison
au Danemark, et touche également des souches humaines (ECDC du 12 novembre 2020 fichier joint).
Elle semble avoir un effet modeste sur la liaison au récepteur (GISAID au 14/11/2020).

Il est difficile, a partir des données du GISAID, d'évaluer le pourcentage des autres mutations dans le
monde.
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Kim et al. ont analysé 4 254 génomes de la base GISAID et ont mis en évidence 1 352 mutations non-
synonymes réparties dans 12 genes, en particulier les ORFla, ORF1b, S, ORF3a et N (31). Pour 3498
souches, 182 mutations non-synonymes étaient présentes dans le géne S, 27 mutations non
synonymes dans la région RBD dans la région adjacente au site de fixation a 'ACE2. Deux mutations
V483A et G576S décrites pour le MERS-CoV et le SARS-CoV-1 sont liées a l'affinité pour le récepteur.
La mutation D614G représentait 13% des mutations non synonymes jouxtant le site polybasique de
clivage (PBCS, site d'action de protéase entre S1 et S2) (31). La mutation R682Q aurait un effet sur
la structure et la fonction des protéines S1 ou S2.

Tiwari et Mishra ont analysé 591 génomes complets de SARS-CoV-2. lls ont mis en évidence 100
substitutions dont 57 entrainaient un changement d'acide aminé et cela principalement dans la
protéine S (Fig. 4 (20)). L'impact pourrait étre une augmentation de la virulence, par homologie a ce
qui a été observé pour la grippe. En revanche, les régions Nsp7-10, 16, E et ORF6 avaient une
similarité en acides aminés de 100% et les geénes les moins variables étaient ORF10 et E et seraient
de bons candidats pour le développement d'anticorps et de vaccins (20).

Wang et al. ont mis en évidence une mutation en position 1099 du gene S sans indiquer de possible
conséquences (45).

Cheng et al. ont montré qu'un motif proche de la région de clivage S1/S2 du SARS-CoV-2 (PBCS) se
comportait comme superantigene, capable de stimuler de fagon polyclonale de nombreux lymphocytes
T. Les interactions virus/ TCR étaient stabilisées et augmentées en présence de la mutation D839Y/E
présente dans les souches européennes (46).

Conclusion

Dans le géne S, 5 principales mutations ont été observées dans les souches circulant en France
(L5S, D80Y, A222V, S477N, et D614G). Observée des février 2020, la mutation D614G est
majoritaire dans la trés grande majorité des pays du monde et en France (90% des souches).

Cette mutation entrainerait une augmentation de la transmissibilité des souches qui en sont
porteuses et du taux de létalité. Elle entrainerait une augmentation de la capacité de torsion de la
protéine, favorisant sa liaison au récepteur.

1.4.4. Impact de la variabilité sur I'échappement au systeme
immunitaire

Une question importante est de savoir si les mutations accumulées par le SARS-CoV-2 peuvent le
rendre moins sensible & la réponse immunitaire adaptative. Cette question a été essentiellement
étudiée sur le versant humoral de cette réponse et notamment sur I'échappement aux anticorps
neutralisants.

Plusieurs équipes ont pu rapidement isoler et produire des anticorps neutralisants monoclonaux anti-
SARS-CoV-2 (47, 48). L'utilisation de ces anticorps en monothérapie in vitro dans des modeles de
pseudo-infections avec des virus chimériques de type VSV/SARS-CoV-2 aboutit rapidement a la
sélection de mutants viraux insensibles a la neutralisation, cette insensibilité étant liée a I'apparition
de mutations notamment dans les domaines RBD de la protéine spike (47, 48). Cependant, I'utilisation
de plusieurs anticorps — ce qui correspond & la situation en post-infection ou post-vaccination ou
plusieurs anticorps sont produits — permet d’éviter I'apparition de telles mutations (47, 48).
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Qu’en est-il des données in vivo ? L’évolution virale et I'apparition/maintien de mutations de résistance
dépendent de la pression de sélection du systeme immunitaire. L'étude des infections par les
coronavirus banals responsables de rhume permet de mieux comprendre la biologie des coronavirus
et leur évolution face au systéeme immunitaire. Le HCoV-229E a développé un mécanisme qui l'aide a
survivre et a se développer. Le RBD de ce virus est composé de trois parties qui varient
considérablement d'une souche a l'autre. Grace a cette variation, les anticorps sont incapables de
détecter de nouvelles souches, alors que les RBD conservent - et méme améliorent - leur affinité pour
la cellule cible. De plus, les RBD alternent entre des états visibles et masqués (49). La plupart des
populations a I'échelle mondiale étant encore susceptibles au SARS-CoV-2, il est peu probable que
I'immunité soit actuellement un facteur majeur dans I'évolution du virus. Mais a mesure que l'immunité
de la population s'accroit, que ce soit par infection ou par vaccination, un phénomene, a bas bruit, de
mutations qui échappent au systeme immunitaire pourrait survenir, aidant le SARS-CoV-2 a s'établir
de fagcon permanente, ce qui pourrait par ailleurs changer sa pathogénicité, induisant des symptémes
généralement légers lorsqu'il va infecter des individus qui bénéficient d'une immunité résiduelle a
I'égard d'une infection ou d'une vaccination antérieure. A I'heure actuelle peu de données existent
concernant l'infection par le SARS-CoV-2. Des souches virales présentant des mutations de leur
domaine RBD sont présentes a des niveaux trés faibles parmi les populations infectées (50). La
mutation D614G pourrait méme faire du virus une cible plus facile pour les vaccins. En effet, I'équipe
de D. Montefiori a montré dans une étude récente que les anticorps post-vaccinaux (vaccins ARN)
obtenus chez la souris, le macaque et ’'Homme avaient des pouvoirs neutralisants plus importants vis-
a-vis des virus G que des virus D (51).

Conclusion

L'étude des infections par les coronavirus banals responsables de rhume permet de mieux
comprendre la biologie des coronavirus et leur évolution face au systeme immunitaire. Ceci a été
étudié uniguement sur le versant humoral de la réponse immunitaire. Le HCoV-229E met en place
des mutations de son RBD résistant & la neutralisation par les anticorps qui l'aident & survivre et a
se développer.

Concernant le SARS-CoV-2 les données sont les suivantes :
In vitro : sélection rapide de mutants de résistance a la neutralisation aprés utilisation
d’anticorps monoclonaux neutralisants en monothérapie (effet non retrouvé si utilisation de
plusieurs anticorps qui est ce qu’on attend post-vaccination)
In vivo : des souches virales présentant des mutations de leur domaine RBD sont présentes
a des niveaux tres faibles parmi les populations infectées. La souche virale D614G qui est la
plus prévalente semble elle plus sensible a la neutralisation.

HAS ¢ Aspects immunologiques et virologiques de l'infection par le SARS-CoV-2 ¢ novembre 2020 31



2. Modeles animaux en vaccinologie et
dans le contexte de lI'infection par le
SARS-Cov-2

2.1. Présentation générale

Les coronavirus classiques se multiplient dans I'oropharynx et sont responsables de rhume, les autres
virus se multipliant dans le poumon (MERS-CoV et SARS-CoV-1) ou dans les deux sites (SARS-CoV-
2) et sont a l'origine de pathologies plus graves, avec des taux de mortalité pouvant aller jusqu’a 30%
pour le MERS-CoV.

S’ils partagent la méme physiopathologie expliquant notamment les formes graves (cf. plus loin) le
tropisme du SARS-CoV-1 et du MERS-CoV est différent de celui du SARS-CoV-2. En effet, le SARS-
CoV-1 et le MERS-CoV infectent I'arbre respiratoire et non les voies aériennes supérieures, ce qui
expligue qu'ils soient sans doute moins transmissibles et que les formes asymptomatiques soient
également moins fréquentes. Ils ne conduisent dés lors pas a la mise en place de la méme réponse
muqueuse et, dans ces infections, I'objectif primaire d’'un vaccin est plus clairement celui d’'une
protection individuelle, ce qui n'est peut-étre pas le cas de l'infection par le SARS-CoV-2.

Les modeéles animaux peuvent s’avérer particulierement importants dans le contexte d’une infection
pandémique en phase de résolution. En effet, la diminution du nombre de cas peut rendre difficile voire
impossible la réalisation d’essais de phase 3. La mise au point d’'un vaccin chez 'Homme et surtout
I'obtention d’'une AMM reposeront alors en partie sur des données immunologiques et sur la pertinence
des corrélats de protection obtenus dans les modéles animaux. Ce type d’approche, dénommé
immuno-bridging, a par exemple été proposé lors de la mise en place d’'un vaccin contre le Bacillus
anthracis (bactérie responsable de la maladie du charbon) (52) et des vaccins contre le virus Ebola.

Idéalement, un modele animal doit 1) étre susceptible a l'infection par un pathogéne cible, 2) permettre
de reproduire la physiopathologie de l'infection chez 'Homme 3) disposer d’un systeme immunitaire
dont les mécanismes ont été suffisamment étudiés et pour lesquels des systemes d’études in vitro
sont facilement disponibles 4) induire des réponses immunitaires qui ressemblent étroitement a celles
obtenues chez 'Homme 5) étre facile a entretenir.

La pertinence des modéles animaux en termes de recherche vaccinale a été tres bien synthétisée par
Herati et Wherry dans un article paru en 2018 (53). Il est important de noter que si certaines limites
des modéles animaux ne peuvent étre ajustées, d’autres sont susceptibles d’étre modulées dans les
différents modéles (age, sexe, utilisation animaux transgéniques pour récepteurs humains,...).

Les modeéles animaux les plus utilisés en pharmacologie sont la souris et les NHP (Primates Non
Humains, macaques et singes verts essentiellement) et le rat en général pour les études toxicologique
sur les vaccins. Par ailleurs, les autres avantages de I'utilisation des modéles animaux sont de pouvoir
étudier tous les compartiments tissulaires et de déterminer les organes cibles et les conséquences en
termes de toxicité, de bénéficier de faible variabilité inter-individuelles entres animaux, d’une puissance
statistique satisfaisante, de pouvoir maitriser de ce qui est administré (quantité, période, durée) et de
pouvoir limiter les facteurs confondants (co-médications et comorbidités notamment).
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2.2. Limitations et problématiques des modeles animaux

Un certain nombre de problemes ou de limitations peuvent venir moduler la pertinence des modeles
animaux ou la transposition a I'Homme des résultats obtenus chez I'animal. Considérons ces
différentes limitations :

2.2.1. Absence d’infection naturelle dans I’espéce considérée

De nombreux modéles animaux ne correspondent pas a des hétes naturels de I'infection et dés lors
I'infection y est, en général, moins sévére. Les modeéles animaux développés pour les infections a
SARS-CoV-1 et MERS-CoV comprennent actuellement chats, civettes, camélidés, singes, souris,
hamsters, furets, lapins et autres hétes potentiels (54). Dans le cas du SARS-CoV-2, I'origine chauve-
souris est la plus probable. Cependant, on ne sait pas de facon définitive s'il existe un héte
intermédiaire, et plusieurs autres especes pourraient étre infectées ; c’est le cas notamment du
chat (55), du furet (55), du chien (56) et du vison (57). Les animaux domestiques (chat et chien) sont
rarement utilisés comme modéles expérimentaux pertinents. En revanche, la démonstration de
l'infection de ces espéces est intéressante, sur le plan épidémiologique, car elles pourraient
représenter des réservoirs viraux a partir desquels le virus pourrait réémerger ou persister, ceci étant
particulierement vrai pour le chat, espece chez laquelle une transmission aérienne d’un individu a
l'autre a pu étre démontrée (55). Une telle transmission a également été mise en évidence chez le
furet (58) et une transmission de I'animal a ’'Homme a été évoqué dans le cas du vison (57), conduisant
a la destruction récente d’élevages entiers aux Pays-Bas.

2.2.2. Laphysiopathologie et la gravité de l'infection peuvent étre
différentes

Ce point est crucial en effet dans le cas particulier des infections a coronavirus au cours desquelles la
réponse immunitaire peut participer a la physiopathologie de l'infection (cf. plus loin, (59)). Un point
particulierement pertinent dans le contexte de l'infection par le SARS-CoV-2 en termes de vaccination
est de savoir si les modeles animaux peuvent reproduire les différences de réponse immunitaire
observées chez 'Homme en fonction de I'age. Ceci semble étre le cas dans pour les modeles NHP
apres vaccination antigrippale (60). Une équipe s’est d’'ores et déja intéressée a l'influence de l'age
sur I'infection dans le modéle NHP sans analyser toutefois la réponse immunitaire, et a pu montrer que
les singes les plus agés excrétaient plus de virus que les plus jeunes (61). L'age avancé des macaques
rhésus a également été associé a un nombre accru de changements radiologiques et
histopathologiques (62). A noter que la quantité de virus nécessaire pour infecter les NHP est bien

supérieure a celle nécessaire pour infecter le hamster.

A I'heure actuelle, aucun modéle de souris ne possede tous les aspects de COVID-19 chez 'Homme,
en particulier les caractéristiques inhabituelles telles que la maladie vasculaire pulmonaire et les
syndromes hyperinflammatoires observés respectivement chez les adultes et les enfants (63).

2.2.3. Le systéeme immunitaire est différent entre les espéces

La proximité des réponses immunitaires est évidemment un des éléments clefs a prendre en compte
dans I'évaluation de la pertinence d’un modéle animal vaccinal (64). Pour que ces modeles soient en
mesure de fournir ces données, il est important de tenter d'induire une maladie respiratoire aggravée
associée au vaccin dans des modeles de provocation COVID-19 en utilisant des doses sous-optimales
de vaccins candidats ou de préparations antigéniques dans le but d'induire le profil immunitaire nuisible
requis et la pathologie pulmonaire associée (62). La grande majorité de I'efficacité des vaccins repose
sur l'induction d’'une réponse humorale. Celle-ci médiée par les anticorps fait appel, en fonction des
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infections, a une activité neutralisante portée par le fragment Fab et d’autres fonctions (ADCC, lyse
par le complément, etc.) portées par le fragment Fc de ces protéines. Les anticorps mais également
les récepteurs au fragment Fc des IgG - dont on verra plus loin qu’ils peuvent étre un des éléments
associés a l'effet délétére des anticorps dans le contexte des infections a coronavirus - sont différents
chez 'Homme, la souris et les NHP. Ces différences portent sur leurs capacités de liaison des
différentes sous-classes d'lgG et de la signalisation induite aprés fixation de celles-ci ainsi que sur les
profils d’expression de ces protéines par les différentes cellules immunitaires (65). Si les récepteurs
de I'Homme et des NHP sont moins éloignés, des différences existent Ia également, pouvant expliquer
les différences d’efficacité observées dans le modéle NHP et chez 'Homme avec certains candidats
vaccins notamment anti-VIH (66). Lorsqu’on s’intéresse a la réponse lymphocytaire T, on constate
que, bien que différents en termes d’organisation génétique, les CMH humain et macaque rhésus de
classe | peuvent sélectionner les mémes peptides attestant de la pertinence des macaques rhésus
pour étudier la réponse T CD8+ post-infectieuse ou post-vaccinale (67). Il convient également de ne
pas oublier que les animaux utilisés en laboratoire sont souvent consanguins (inbred mice), ce qui
limite évidemment la diversité génétique et, des lors, la diversité potentielle de la réponse immunitaire.

2.2.4. Plusieurs facteurs influencent la sévérité de I'infection par le
SARS-Cov-2 chez 'Homme

Ces facteurs sont détaillés dans le WP3 et permettent notamment d’identifier les groupes a risque. lls
comprennent notamment un age avance, la présence d’'un surpoids ou d’'un diabéte, ou le fait d’étre
du genre masculin. Plusieurs de ces facteurs ne sont pas pris en compte chez I'animal. En termes de
physiopathologie, il a pu étre montré que les macaques agés (>10 ans) faisaient des formes plus
graves avec une excrétion virale plus prolongée que les animaux plus jeunes (3 ans) que ce soit dans
le modele SARS-CoV-1 (68) ou dans le modéle COVID-19 (69), mais l'influence de ces facteurs sur la
réponse immunitaire spécifique n'a pas été étudiée.

La susceptibilité a I'infection peut étre fonction de plusieurs autres facteurs, notamment la composition
génétique de I'ACE2, I'expression de 'ACE2 spécifique a un organe et d'autres facteurs de I'héte (tels
que des récepteurs supplémentaires et les réponses immunitaires de I'h6te). Par exemple, une étude
basée sur la structure tridimensionnelle de la protéine du pic du SARS-CoV-2 liée a 'ACE2 humaine
a examiné la variation observée entre 19 espéces animales différentes, ainsi qu'au sein de 3 colonies
de la méme espéce de chauve-souris provenant de différentes provinces de Chine. Cette analyse a
permis de constater que de nombreuses affinités prévues de la protéine de pointe pour le récepteur
ACE2 (en particulier celles du chien et du porc) ne correspondaient pas a la résistance naturelle
relative des espéces correspondantes au SARS-CoV-2. Il a été proposé que cela soit di a des
différences entre les especes dans les niveaux d'expression ACE2 dans I'épithélium respiratoire (70).

2.2.5. Influence du microbiote digestif

Un des facteurs limitant des modéles animaux pourrait étre également I'existence d’un microbiote tres
différent de celui de 'Homme, plusieurs études ayant montré que le microbiote joue un réle dans la
réponse humorale (71) et, des lors, dans la réponse vaccinale (72).

2.3. Les modeles animaux dans le SARS-CoV-2

Comme les humains n'ont pas d'immunité préexistante contre le SARS-CoV-2, il est urgent de mettre
au point des agents thérapeutiques et des vaccins pour atténuer la pandémie actuelle et prévenir la
réapparition du COVID-19. En février 2020, I'Organisation mondiale de la santé (OMS) a réuni un
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groupe international chargé de mettre au point des modéles animaux pour le COVID-19 afin d'accélérer
les essais de vaccins et d'agents thérapeutiques. Dans le but de tester ces mesures et d'autres contre-
mesures médicales potentielles, il est impératif d'identifier des modéles animaux pour COVID-19 qui
fournissent des données mesurables pour des interventions potentielles et qui utilisent des isolats de
virus représentatifs (73).

Habituellement, ce sont les rongeurs et petits animaux qui sont préférés dans les expérimentations
animales. La souris ne représente pas un modele idéal d’'infection par les virus de type SARS-CoV,
les récepteurs permettant I'infection virale étant trop différents de ceux de 'Homme (54). La mise au
point de souris exprimant 'ACE2 humain a permis de développer un modéle pertinent pour I'étude de
l'infection par le SARS-CoV-1 (74). Ce modele semble toutefois moins pertinent en ce qui concerne
l'infection par le SARS-CoV-2, les souris ne développant qu’'une forme mineure de la maladie (75, 76).

Les souris humanisées (Hu-Mice) sont des souris présentant un déficit immunitaire sévere chez
lesquelles on a greffé un systéme immunitaire humain. Il existe différents modéles de souris
humanisées et celles-ci sont parfois utilisées en vaccinologie (77). Cependant, outre que ces souris
sont tres fragiles, I'absence d’expression de récepteur du SARS-CoV-2 vient compliquer le modele.
Des auteurs ont proposé d'utiliser des souris humanisées au niveau du systéeme immunitaire mais
également pulmonaire. Si ce modéle est éventuellement pertinent, il reste également complexe et n'est
pas utilisé a I'heure actuelle (78). Les souris modifiées génétiguement ou avec des adénovirus ou
CRISPR, ou les souris WT infectées par des virus adaptés seront sans doute les plus utilisées en
raison de leur facilité et de leur colt, mais aussi parce qu'elles reproduisent les caractéristiques
humaines de l'inflammation pulmonaire, de I'histopathologie et de la pneumonie.

Une série de modeles animaux ont été utilisés pour étudier le COVID-19 avec une sensibilité variable
qui dépend probablement de la composition spécifique des espéces pour I'ACE2.

Le hamster représente a l'inverse un bon modéle d'infection par le SARS-CoV-2, ce rongeur
développant une atteinte pulmonaire similaire a ce qui est observé chez 'Homme et mettant en place
une réponse anticorps spécifique protectrice (79, 80). Cependant, si le hamster représente un bon
modele d’étude de l'infection et donc d’étude de I'impact des traitements, sa distance phylogénétique
avec 'Homme implique qu’il n'est sans doute pas le modéle le plus adapté pour étudier les
mécanismes immunopathologiques liés a la réponse spécifique (cf. plus loin). L'infection chez le furet
semble également mimer ce qui est observé chez 'Homme, notamment en termes de tissus cibles,
d’excrétion au niveau des sphéres ORL, urinaire et digestive, et de transmissibilité (81). Toutefois, les
symptdmes restent peu importants chez cet animal et la réplication au niveau des poumons est
inférieure a celle observée apres une infection par le SARS-CoV-1 (58).

Les macaques (rhesus et cynomolgus) représentent également, semble-t-il, de bons modéles d’étude
de linfection a SARS-CoV-2 (61, 82-84). Si les symptémes restent aussi peu importants dans cette
espéce, des lésions histopathologiques pulmonaires identiques a celles retrouvées dans l'infection
humaine ont pu étre mises en évidence (82). Les récentes études publiées permettent par ailleurs de
montrer, au moins a court terme, que linfection induite par le SARS-CoV-2 semble protectrice (82,
83). Dans ces études, les animaux ont tous présenté aprés infection par le SARS-CoV-2 une
pathologie avec, cependant, des signes clinigues modérés. La charge virale était élevée dans le tractus
respiratoire et une réponse adaptative B et T a été mise en évidence. A noter que chez certains
animaux supplémentaires une étude anatomopathologiqgue a mis en évidence des images de
pneumopathie interstitielle inflammatoire. De maniere intéressante, les animaux initiaux ont été
réinfectés a J35 (82) ou J28 (83). Cette réinfection s’est accompagnée chez tous les animaux d’'une
augmentation tres rapide de la réponse anamnestique et d’'un contr6le tres rapide de la multiplication
virale avec trés peu de signes cliniques, permettant de conclure a I'effet protecteur de la réponse
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induite aprés infection. Il a toutefois été constaté la présence d’'une multiplication virale au niveau de
I'oropharynx apres réinfection, méme si celle-ci était inférieure a celle observée en primo-infection. Ce
dernier point est important et pourrait permettre d’envisager que I'immunité naturelle ne soit pas
completement stérilisante, mais protégerait davantage contre une forme plus sévere lors d'une
réinfection.

Enfin, il est important de garder en téte que si l'infection est indépendante de la quantité de virus
utilisée pour infecter les animaux, cette derniere influe sur la sévérité de la maladie (79). Ce parametre
est important pour I'évaluation des études chez I'animal et leur pertinence pour une transposition chez
'’Homme, les doses infectantes étant possiblement supérieures a ce qui se passe lors d’'une infection
naturelle.

Une synthese des résultats avec les différents candidats vaccins anti-SARS-CoV-2 (cf. plus loin) a été
récemment publiée dans Nature (85), cette synthése est reproduite dans le tableau 3 ci-dessous.

Conclusion

Idéalement, un modeéle animal doit :
Etre susceptible & l'infection par un pathogéne cible ;
Permettre de reproduire la physiopathologie de l'infection chez 'Homme ;
Disposer d’'un systéme immunitaire dont les mécanismes ont été suffisamment étudiés et
pour lesquels des systémes d’études in vitro sont facilement disponibles 4) Induire des
réponses immunitaires qui ressemblent étroitement a celles obtenues chez I'Homme 5) étre
facile a entretenir.

La souris, animal le plus utilisé en expérimentation animale, n’est pas susceptible a l'infection par le
SARS-CoV-2.

Les modéles animaux les plus pertinents pour I'exploration de la réponse immunitaire post-vaccinale
au cours de l'infection SARS-CoV-2 semblent étre :
Le modéle souris pour exploration rapide de la réponse immunitaire et notamment sur son
versement humoral ;
Le modéle NHP dans un deuxiéme temps pour s’assurer de l'efficacité clinique et de
I'absence d’effet délétére de la réponse immunitaire.

Le hamster et la souris transgénique ACE2 humaines sont des modéles pertinents d’étude de
l'infection par le SARS-CoV-2, mais les rongeurs sont plus éloignés phylogénétiguement de
’Homme et ne représentent donc sans doute pas les bons modeéles pour étudier des mécanismes
d'immunopathologie.

Il existe dans les modeéles animaux une corrélation entre la dose utilisée pour infecter I'animal et la
sévérité de la maladie. Ceci est important lorsque I'on veut transposer ces résultats chez ’'Homme
chez qui les doses infectantes sont souvent probablement moins importantes que celles utilisées
dans les modeles animaux, et lorsque I'on souhaite comparer les différentes études chez I'animal.

Par ailleurs, il est sans doute intéressant/important d’avoir des animaux d’ages différents, I'age étant
un facteur déterminant de la séveérité de l'infection a SARS-CoV-2 chez 'Homme.
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Tableau 4 : Résultats obtenus avec les différents candidats vaccins anti-SARS-CoV-2 les plus avancés (adapté de Krammer, 2020 (85))

Animal

Rhesus

Cynomolgus

Rhesus

Rhesus

Rhesus

Dose
infectante et
voie(s)

10° TCID50
(Im

10° TCID50
(Im

2,6 x10°
TCID50

(IT, oral, IN,
oculaire)

10° TCID50
(Im

7,5 x 105

TCID50 (IT, IN)

Type de vaccins

Inactivé

Inactivé

Vecteur viral

(ChAdOX1)

Vecteur viral

(Ad26)

ARN

Dose

Nombre
injections et
voie

3-6pg
(IM)

4-81g
(M)

2,4 x1010

lou2
injections

(IM)
1x1011
(IM)

10 — 100pg
2 injections

(IM)

Taux
AcN

Post
prime*

aucun

1/100

1/5-40

1/100

NR

Taux AcN

Post
boost

1/10

1/200

1/10-160

NP

1/500-
3841

Taux
AcN

Apres
2nd
boost

1/50

NP

NP

NP

NP

Réponse T

NR

NR

oui

Faible

Oui CD4+,
TFh

Protection
VARS

Partielle

Partielle

Non

complete

complete
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Protection poumon

Partielle : faible dose
Complete : dose élevée

Complete

Partielle : une dose
Compléte : deux doses

Complete

Partielle : faible dose
Compléte : dose élevée

Référence

Gao et al.,

2020 (86)

Wang et al.,
2020 (87)

van

Doremalen et

al.,

2020 (88)

Mercado et
al.,

2020 (89)

Corbett et al.,
2020 (90)
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Animal Dose
infectante et
voie(s)

Cynomolgus = 10* TCID50
(IT, IN)

Rhesus 1,5 108 (IT, IN)

Type de vaccins Dose

Nombre
injections et
voie

Protéine + adjuvant | 2,5 —25ug

2 injections

ARN (BNT162b2 30 g 2
Pfizer-BioNetch) injections (IM)

Taux
AcN

Post
prime*

NR

Taux AcN

Post
boost

17,920-
23,040

30,339
(Ul/ml)

Taux
AcN

Apres
2nd
boost

NP

1689

Réponse T

NR

Oui
réponse
Thl

Protection
VARS

Partielle
(dose faible)
Complete

(dose
élevée)

Complete

(2 J3)

Protection poumon

Complete

Compléete (mais dose
utilisée de vaccin 100

Hg)

Référence

Guebre-Xabier
et al,,

2020 (91)

Vogel et al.,
2020

(92)

Ac N : anticorps neutralisants, IT : intra trachéale, IN : intra nasale, IM intra musculaire, VARS : voies aériennes supérieures, * la maniére d’analyser les AcN differe selon les études)
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3. Les réponses immunitaires anti-
coronavirus

Les coronavirus qui infectent 'THomme sont des virus a tropisme respiratoire principal. Les études
physiopathologiques des infections virales respiratoires révelent que les virus respiratoires, malgré des
structures et des récepteurs différents, sont a l'origine de tableaux clinique et biologique assez
identiques (93).

Quand on évoque la réponse immunitaire contre ces virus deux points importants sont a retenir :

1) limportance de la réponse immunitaire muqueuse (94), souvent négligée du fait du probleme
d’accessibilité aux prélevements ;

2) le r6le possiblement délétére de la réponse immunitaire qui joue un rdle prépondérant dans le
tableau clinique par rapport a la réplication virale per se (93).

3.1. Réponse immunité innée

La réponse physiologique a une infection virale est générée initialement au niveau cellulaire, le virus
étant a méme de déclencher plusieurs signaux via I'activation des PRR cellulaires (Pattern Recognition
Receptor). La présence d’ARN viral au sein de la cellule représente notamment un signal fort de danger
qui va déclencher les voies interférons et ses molécules cibles (IRF Interferon Regulator factors) ainsi
que la voie NFkB. Ainsi, les premiéres lignes de défense sont l'induction des interférons de type | et
Il (IFN) et la production de facteurs chimiotactiques a I'origine du recrutement localement de cellules
inflammatoires, conduisant ensuite a la production de cytokines pro-inflammatoires.

La réponse innée a l'infection par le SARS-CoV-2 présente des caractéristiques particuliéres. En effet,
des données récentes semblent indiquer que la réponse IFN est déficiente aprés infection par le
SARS-CoV-2 (64), alors méme que la production de chimiokines (CCL2, CCL8) et de cytokines pro-
inflammatoires (IL6, ILLRA) reste normale voire exagérée (cf. plus loin). Des phénoménes analogues
avec notamment un défaut de sensing cellulaire et donc de réponse IFN ont également été observés
dans les infections par le SARS-CoV-1 et le MERS-CoV (95). De maniére intéressante, il a pu
également étre montré que le récepteur cellulaire du SARS-CoV-2, 'ACE2, étant lui-méme une
protéine de la famille des ISG (Interferon Stimulated Gene) et donc inductible par I'lFN, permettait au
virus de détourner la réponse cellulaire et favoriser sa propre multiplication (96). Des études semblent
au contraire indiquer que le SARS-CoV-2 pourrait réguler de facon négative I'expression de I'ACE2 a
la surface de la cellule infectée (97, 98).

Les formes les plus sévéres de COVID-19 et notamment les formes pulmonaires semblent associées
a une « tempéte cytokinique » telle qu’on en observe dans les réactions systémiques apres utilisation
de CAR-T cells ou dans le syndrome hémophagocytaire® (99).

Ainsi, chez les patients atteints de COVID-19, des différences significatives dans les niveaux
plasmatiques d'lIL-6 et de CRP qui lui est directement liée - mais également d’autres cytokines comme
'lL-1 (et 'IL-1RA) ont été observées a différents stades de la maladie avec une expression plus élevée
dans les cas graves que dans les cas bénins (99). L’augmentation du taux sanguin de polynucléaires
neutrophiles, en lien avec l'inflammation, est également un facteur de mauvais pronostic chez les

% Le syndrome hémophagocytaire est la conséquence d’une activation incontrlée du systéme immunitaire, responsable d’une
tempéte cytokinique. La présentation clinique est celle d'une cytopénie fébrile avec hépato-splénomégalie et atteinte multiviscérale
pouvant rapidement engager le pronostic vital.
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patients atteints de COVID-19 hémophagocytaire (99). De plus, dans les échantillons de biopsie a
l'autopsie d'un patient COVID-19 sévere, I'examen histologique a montré des dommages alvéolaires
diffus avec des exsudats fibromyxoides cellulaires et des infiltrats inflammatoires mononucléaires
interstitiels suggérant une Iésion immunitaire sévere (100). L’ensemble de ces données laisse entrevoir
la COVID-19 comme une maladie avec une composante immunopathologique importante posant un
rationnel a l'utilisation de traitement immunomodulateur dans les formes modérées a sévere.
L'existence d’'une composante immunopathologique semble d’ailleurs étre une des caractéristiques
des infections a coronavirus responsables de formes graves que ce soit chez 'Homme ou chez
I'animal (95).

Conclusion

L'existence d'une composante immunopathologique semble étre une des caractéristiques
importantes des infections & coronavirus et notamment du COVID-19, responsable de formes graves
que ce soit chez 'Homme ou chez I'animal et posant un rationnel a l'utilisation de traitements
immunomodulateurs soit a visée antivirale (interférons de type 1) soit a visée anti-inflammatoire
(corticoides) dans les formes modérées a séveres.

3.2. Réponses immunitaires adaptatives contre les coronavirus
animaux

Les coronavirus ont d’abord été décrits chez les animaux avant de I'étre chez 'Homme et de tres
nombreux coronavirus animaux ont des lors été décrits. Certains constituent des problémes sanitaires
importants en médecine vétérinaire et ont donc été plus largement étudiés et des vaccins mis au point.
Les réponses immunitaires induites par I'infection naturelle par ces virus et aprés vaccination seront
développées ici. Il existe 4 vaccins disponibles contre des coronavirus animaux (cf. tableau 4). Ce sont
tous des vaccins vivants atténués (VVA).

Tableau 5 : Caractéristiques des coronavirus animaux contre lesquels a été développé un vaccin

Virus Genre Hbéte Tropisme

IBV Gammacoronavirus Poulet Pulmonaire, rénal, appareil
reproducteur

TGEV Alphacoronavirus Porc Digestif

BCoV Betacoronavirus Veau Pulmonaire, digestif

FCoV/FIPV Alphacoronavirus Chat Digestif (FCoV)

Systémique (FIPV)
Légende : IBV : Virus de la bronchite infectieuse ; TGEV : virus de la gastro-entérite transmissible porcine ; BCoV ;
Coronavirus bovin ; FCoV ; coronavirus félin ; FIPV : virus de la péritonite infectieuse féline
3.2.1. Levirus delabronchite infectieuse aviaire (IBV)

Plusieurs vaccins de type VVA ont été développés contre ce virus. Les points a signaler sont la courte
durée de protection induite ne dépassant pas généralement quelques semaines et le défaut de
protection croisée entre les différentes souches d’IBV.
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La protection semble reposer essentiellement sur la présence d’anticorps contre la partie S1 de la
protéine spike (101). Une réponse T CD8+ contre les protéines S1 et N est également associée a une
protection apres infection, mais le role de cette réponse dans le contexte de la protection post-
vaccinale n’est pas connue (102).

3.2.2. Levirus de la gastro-entérite transmissible porcine (TGEV)

Ce virus est responsable de gastro-entérite souvent fatale chez les jeunes porcs. Les vaccins
développés contre ce virus ne sont pas protecteurs. Leurs cibles immunologiques étaient I'induction
d’'IgA dans le lait des truies afin de protéger les jeunes porcs.

De maniére intéressante, l'incidence de cette infection a grandement diminué avec I'apparition du
coronavirus respiratoire porcin (PCRV). Ce dernier n’est autre qu’un variant du TGEV comportant une
délétion de 200 acides aminés dans la partie N-terminale de la protéine spike.

Etant beaucoup moins virulent, il représente un vaccin naturel contre le TGEV (103). Il est & noter que
le maintien d'une production d’IgA muqueuse aprés infection tend a diminuer avec le temps,
nécessitant des réimmunisations avec le virus sans que le timing optimal de ces réimmunisations ne
soit connu (104).

3.2.3. Le coronavirus respiratoire bovin (TGEV)

Ce virus a un tropisme respiratoire et digestif. Il existe un VVA administré par voie nasale mais qui ne
protége que contre les formes digestives de l'infection. De maniére intéressante il faut noter que des
réinfections sont possibles chez les animaux méme en présence de taux élevés d’anticorps
spécifiques. Il convient toutefois de noter que dans l'article référencé I'étude de ces anticorps a été
effectuée par ELISA et que l'aspect qualitatif de ceux-ci n'est donc pas précisé (105).

3.2.4. Levirus de la péritonite infectieuse du chat (FIPV)

Comme dans le cadre des infections PCRV/TEGV, les infections FIPV/FCoV sont la résultante
d’infections par le méme virus. Une mutation de la protéine S transformant une infection relativement
bénigne (FCoV) en une infection létale.

Cette mutation change le tropisme du virus et conduit celui-ci & infecter les macrophages via un
mécanisme d’ADE (antibody dependant enhancement) médié par les anticorps qui sera développé un
peu plus loin (106).

3.2.5. Levirus de I’hépatite murine (MHV)

Le virus de I'hépatite murine fait partie du groupe 2 des coronavirus. Vingt-cinq souches différentes
ont été identifiees. MHV-3 est responsable de I'hépatite la plus importante et est donc utilisé pour
étudier les mécanismes immunitaires d'une hépatite virale chez la souris. MHV-4, également appelé
MHV-JHM, a quant a lui un tropisme neurologique. Cette souche, responsable d’'une encéphalite
démyélinisante progressive, est utilisée comme modele murin de la sclérose en plaques.

Dans les infections par ces coronavirus, le role de la réponse lymphocytaire T est d'une importance
particuliere et peut apporter des éléments de réflexion concernant d’autres infections a coronavirus
comme le COVID-19. En effet, siles lymphocytes T CD8+ dirigés contre le MHV-JHM sont nécessaires
pour éliminer le virus des souris infectées, ils sont également responsables de la démyélinisation (95).

Il faut noter par ailleurs que les lymphocytes sont essentiels pour prévenir la tempéte cytokinique qui
survient aprés infection par le MHV-A59 (107).
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Conclusion

L’étude de la réponse immunitaire apres infections par les coronavirus animaux mettent en
évidence :

La nécessité d’'une réponse anticorps et lymphocytaire T pour assurer la protection,

La nature rapidement décroissante de la réponse immunitaire nhotamment humorale,

Le rble parfois délétere de cette réponse immunitaire avec comme modele l'infection par le
virus de la péritonite infectieuse du chat avec un phénomene d’ADE (antibody dependant
enhancement) aboutissant & une propagation de l'infection via I'infection des macrophages
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3.3. Réponses adaptatives contre les souches de coronavirus
humains peu pathogénes (HKU1, NL63, OC43 et 229E)

Les quatre souches de coronavirus HKU1, NL63, OC43 et 229E sont a I'origine de 15% des rhumes,
et on estime que 90% des adultes ont des anticorps sériques contre ces virus (108).

Paradoxalement, assez peu de données sur la réponse anticorps contre ces coronavirus peu
pathogénes sont disponibles. Les données les plus anciennes montraient la mise en place d’'une
immunité de courte durée, en tout cas lorsqu’elle était appréciée par la mesure du taux d’anticorps,
s'échelonnant entre 5 mois (109) et 1 an (110). Une étude de séroprévalence des anticorps - reposant
sur l'utilisation d’un test de type immunoassay utilisant des protéines de nucléocapside - dirigés contre
les 4 différentes souches peu pathogenes, effectuée en 2008 chez 10 enfants et 196 adultes
americains, a mis en évidence des séroprévalences élevées (HCoV-229E, 91,3 % ; HCoV-HKUL1,
59,2 % ; HCoV-NL63, 91,8 % et HCoV-OC43, 90,8 %) (111). Il est intéressant de constater que cette
étude reposait sur 'utilisation d’un test de type immunoassay utilisant des protéines de nucléocapside.
Des anticorps anti-coronavirus félin étaient également recherchés et la séroprévalence était de 0%.
Le virus félin étant plus étroitement lié aux HCoV-NL63 et HCoV-229E qu'aux HCoV-OC43 et HCoV-
HKUL1, la corrélation observée entre les coronavirus du groupe | et du groupe Il est susceptible de
refléter une exposition partagée plutét qu'une réactivité croisée, et permet de conclure a une grande
spécificité de ce type de test. Des enquétes plus récentes concernant les infections par HCoV-229E
et HCoV-OC43 ont mis en évidence par ailleurs des épisodes de réinfection malgré la présence
d’anticorps spécifiques se situant entre 30 % et 80 % (112-114). La notion de réinfections fréquentes
avec ces coronavirus respiratoires acquis dans la communauté a été confirmée par une étude récente,
effectuée sur une période de 18 mois, qui mettait en évidence au moins une réinfection chez 12 sujets
sur 196 avec le méme virus, avec une moyenne de 37 semaines entre deux tests PCR positifs (115).
Ceci est en accord avec les cycles d’infections par ces virus survenant tous les 2 a 3 ans chez
'adulte (116).

Des études plus fines de la cinétique de la réponse anticorps ont pu étre effectuées grace a une étude
de challenge viral menée en 1990 sur 16 volontaires qui a permis de mieux comprendre la cinétique
d’apparition et de disparition des anticorps et leur caractere protecteur (117). Cette étude menée avec
la souche HCoV-229E a montré que les anticorps de type IgG avaient un pic a 12 semaines puis
diminuaient rapidement pour retrouver le taux initial, avant infection, a 52 semaines. Ces anticorps
étaient de type neutralisant. Les sujets qui ne se sont pas infectés apres challenge viral avaient des
taux d'anticorps significativement plus élevés que les sujets infectés, et leur taux d’'anticorps n’avait
pas varié au cours de I'étude avec toutefois une diminution observée a la 52™ semaine, date a
laquelle on observait des taux inférieurs a ceux des sujets infectés apres challenge. Des épreuves de
réinfection & 52 semaines ont montré que la majorité des sujets se réinfectaient (6/9 des sujets infectés
lors du premier challenge et 5/5 parmi ceux qui ne I'avaient pas été la premiere fois) méme si la durée
de portage viral semblait plus courte que lors de la premiére infection (2 jours versus 5,6 jours) et les
signes clinigues moins importants. Parallelement, une étude de la cinétique des anticorps a été
effectuée chez 11 sujets ayant fait une infection naturelle, montrant une évolution identique a celle
obtenue apres infection par challenge chez les volontaires sains. Il est important toutefois de noter gu'il
s’agit d’'une étude de challenge et que donc les doses utilisées sont supérieures a celles nécessaires
pour une infection naturelle. Plusieurs études de challenge viral ont été effectuées avec des
coronavirus banals et permettent de conclure aux mémes données, mettant en avant le réle important
des IgA sécrétoires sur I'excrétion virale nasale (cf. chapitre immunité muqueuse (117)).

Une question importante est de savoir si la fréquence des réinfections (cf. ci-dessus) est liée a une
perte de la protection ou a I'évolution des différentes souches de virus. Si le taux de mutation des
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coronavirus banals ne semble pas plus important que pour le SARS-CoV-2 — il est de 3x10* par site
par an pour la protéine spike du HCoV-NL63- ces virus circulent depuis bien plus longtemps chez
I'Homme et ont donc eu le temps de muter bien plus souvent (118). Ainsi, les expériences de challenge
viral avec des souches proches mais différentes du méme virus - HCoV-229 E — montrent une
protection partielle quand les sujets sont réinfectés aprés un an avec une souche hétérologue (110,
119).

Il n"existe pas a notre connaissance de données sur la réponse lymphocytaire T contre ces virus.

Conclusion

Au total, les résultats des études de la réponse immunitaire aprés infection par des coronavirus peu
pathogenes HKU1, OC43, NL63 et 229E sont les suivantes :

Existence d'une réponse anticorps associée a la protection de courte durée possiblement
entre 2 et 3ans;

Absence d’étude de la réponse lymphocytaire T contre ces virus ;
Existence de réinfections fréquentes pouvant étre liées a la sélection de variants viraux.

3.4. Reéponses adaptatives contre les SARS-CoV-1 et MERS-CoV

Comme pour beaucoup d’autres virus les réponses adaptatives spécifiques protectrices et associées
au contrdle de la réplication virale associent des réponses anticorps neutralisantes contre les protéines
d’enveloppe (120) et des réponses cellulaires T contre les protéines de structure, en particulier celles
d’enveloppe (121).

3.5. Réponses anticorps (Ac)

3.5.1. Réponses Ac contre le SARS-CoV-1

L'étude de la réponse contre le SARS-CoV-1, virus humain le plus proche du SARS-CoV-2, a reposé
sur l'utilisation de tests ELISA commerciaux ou fabriqués directement par les équipes (122),
permettant d’obtenir des protéines d’enveloppe dans des systemes eucaryotes, ayant dés lors une
composition plus proche de celle existant sur les virus humains, méme si la glycosylation ne semble
pas impacter la réponse anticorps contre les coronavirus comme elle peut le faire dans d'autres
infections virales (123), et de tests de neutralisation (124). Les différents tests utilisés ont permis de
rechercher des anticorps contre les protéines spike (S) et de nucléocapside (N).

L’analyse des réponses sérologiques au cours de l'infection par le SARS-CoV-1 indique que les IgG
spécifiqgues pouvaient étre détectées deés J4, atteignant un pic 15 a 20 jours aprés le début de
l'infection (125-127). L'analyse de la persistance de la réponse anticorps montre que le pourcentage
de sujets encore séropositifs était de 89% a 2 ans, 50 & 74% a 4 ans et 8,7% 6 ans (17, 125, 128). Il
existe cependant de large variation individuelle, dont I'origine est mal connue, puisque la persistance
de faibles taux d’Ac a pu étre mise en évidence jusqu’a 13 ans post-infection chez des personnels
soignants (129). Par ailleurs, les études de la réponse Ac ont montré qu'il n’existait pas a 6 ans, chez
la plupart des individus ayant été infectés, de réponse B mémoire anti-SARS-CoV-1 (17) et que les
taux IgG spécifiques détectés par méthodes standard (ELISA) et les anticorps neutralisants étaient
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fortement corrélés (126). Ces résultats ont été toutefois remis en cause par une étude récente ou des
anticorps neutralisants anti-SARS-CoV-1 pouvaient étre détectés jusqu’a 12 ans post-infection, méme
si les taux en ELISA étaient faibles. Toutefois, I'épidémie de SARS-CoV-1 ayant été rapidement
résolutive, il n’est pas possible de savoir si ces anticorps sont associés a une protection clinique (129).

Par ailleurs, I'étude menée par Zhang L et al. a permis d’analyser la corrélation entre la sévérité des
symptémes et I'évolution du taux des anticorps neutralisants (122). Dans cette étude, il a été constaté
qu'’il existait des différences considérables dans la dynamique des réponses anticorps entre les deux
groupes de patients en fonction de leur évolution clinique. Ainsi, on note une apparition plus précoce,
un taux plus élevé mais également une diminution plus rapide du taux des anticorps chez les patients
ayant une forme grave ayant conduit au déces. La différence de cinétique des anticorps spécifiques
anti-SARS-CoV-1 en fonction du tableau clinique n’est pas parfaitement élucidée et les auteurs
proposent que I'activation immunitaire intense et rapide présente chez les personnes décédées puisse
étre a l'origine de ce phénomene.

Il existe une assez large littérature sur I'analyse des régions les plus immunogéniques de la protéine
S du SARS-CoV-1 en termes d’induction d’anticorps neutralisants, ceci dans I'optique de développer
un vaccin voire de produire des anticorps trés spécifiques a visée d'immunothérapie passive comme
cela est envisagé dans d’autres pathologies comme le VIH (120). La réponse anticorps neutralisante
est principalement dirigée contre la protéine S et ses sous-unités S1 (en particulier le domaine RBD)
et S2 (130, 131). Ces anticorps vont interférer dans la liaison entre le virus et notamment la partie RBD
de la protéine S et son récepteur cellulaire 'ACE2. Le tableau 5 ci-dessus répertorie les différents Ac
neutralisants isolés chez 'lHomme — ou chez la souris - et leur activité in vitro et in vivo.
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Tableau 6 : Principaux anticorps neutralisants contre le SARS-CoV-1 (d’aprés Jiang S et al., Trends in Immunology, 2020)

Nom Ac

S230.15
m396
mAbs

S109.8
S227.14
S230.15
mADbs

80R

scf.v, mAb

CR3022
CR3014

scf.v, mAb

33G4
35B5
30F9
mAbs

Espece

Homme

Homme

Homme

Homme

Souris

Activité neutralisante in vitro sur
le SARS-CoV

Neutralisent souches GD03, Urbani,
Tor2

Neutralisent souches Urbani, GZ02,
CUHK-W1

Neutralisent souche Urbani

Neutralisent souche HKU-39849

Neutralisent souches GD03 et Tor2

Mécanismes - cibles

Reconnait les épitopes (résidus

408, 442, 443, 460, 475) de la protéine S1
du SARS-CoV-1,

interférant avec l'interaction RBD-ACE2

Inhibe la fixation de RBD sur 'ACE2

Reconnait les épitopes sur SARS-CoV-1 S1
(résidus

261-672), bloquant la liaison RBD-ACE2

Reconnait les épitopes sur SARS-CoV-1
RBD (résidus

318-510) ; CR3022 se lie sur le RBD du
SARS-CoV-2 RBD avec une affinité élevée

Reconnait les épitopes sur SARS-CoV-1
bloguant la liaison RBD-ACE2

Effet in vivo

Protege la souris contre
I'infection par les souches
Urbani, rGDO03 et rSZ16 du
SARS-CoV-1

Protege la souris contre
I'infection par les souches
Urbani, GZ02 et
HC/Sz/61/03 du SARS-
CoV-1

NA

CR3014 protege contre
I'infection du furet par la
souche HKU-39849 du
SARS-CoV-1

NA
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Si aucun de ces anticorps n'a été utilisé dans des essais cliniques chez 'Homme, les études menées
chez I'animal semblent indiquer qu’ils ont un effet protecteur. Cependant, cela ne semble pas le cas
avec tous les anticorps et des effets délétéres ont été décrits notamment lorsqu’ils ont été générés
apres vaccination.

3.5.2. Réponses Ac contre le MERS-CoV

Nombre de résultats ressemblent a ceux observés avec l'infection par le SARS-CoV-1. On notera ainsi
que la réponse Ac survient en général 2 & 3 semaines apres l'infection (137, 138), qu’elle est d’autant
plus importante que la maladie a été symptomatique et que la durée de persistance est d’environ deux
ans (139, 140). L'utilisation d’anticorps neutralisants anti-MERS-CoV s’est par ailleurs avérée efficace
en prophylaxie dans un modéle murin d’'infection par ce virus (141).

3.5.3. Réponses cellulaires

3.5.3.1. Réponse cellulaire contre le SARS-CoV-1

L’étude de la réponse aprés infection par les coronavirus responsables de pathologies graves (SARS-
CoV-1 et 2, MERS-CoV) est rendue difficile a la phase aigué de I'infection par I'existence a ce stade
d’'une lymphopénie qui participe d’ailleurs a I'évolution de la réplication virale. Cependant, les études
effectuées montrent I'importance des réponses lymphocytaires T. Aprés infection, les réponses
lymphocytaires sont de type CD4+ et CD8+ et sont dirigées contre les protéines S, N et M (cf. figure
3) (142).

Il est important de noter que dans le modéle d’'infection SARS-CoV-1 chez la souris la réponse
cellulaire T est nécessaire et suffisante pour contréler la réplication du virus (143). Toutefois, la qualité
de cette réponse est importante et un exces de réponse lymphocytaire T CD4+ de type Th2 a pu étre
associé a un mauvais pronostic, bien que ceci ait été remis en question (cf. plus loin
immunopathologie) (144, 145).

Chez 'Homme, la réponse lymphocytaire T persiste plus longtemps que la réponse humorale : pendant
plus de 10 ans chez certains patients, étant détectable y compris chez des patients n'ayant pas
présenté de réponse anticorps décelable (17, 146-148).

3.5.3.2. Réponse cellulaire contre le MERS-CoV

Comme dans l'infection SARS-CoV-1, la réponse lymphocytaire T semble jouer un réle primordial au
cours de l'infection par le MERS-CoV. L'importance de la lymphopénie dans cette infection fait que les
réponses lymphocytaires T ne sont pas détectables avant la phase de convalescence l'intensité de la
réponse précoce lymphocytaire T CD8+ étant corrélée avec la sévérité de la maladie (149).

Comme au cours de linfection par le SARS-CoV-1, la réponse lymphocytaire T anti-MERS-CoV
semble persister plus longtemps et étre présente méme en I'absence de réponse Ac (140). Si certains
modeles animaux semblent indiquer son importance dans la clairance virale (150), d’autres insistent
sur le réle de cette réponse dans la physiopathologie de la maladie (cf. plus loin) (151).
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3.5.3.3. Réponses adaptatives contre les coronavirus : balance entre protection et
immunopathologie

Réponses anticorps facilitantes

Ce type d'effet a été décrit avec d'autres infections virales (dengue, infection VIH, etc.) mais est
également bien connu avec des infections avec d’autres coronavirus notamment ceux infectant les
animaux (59). Les effets délétéres des anticorps peuvent s'associer a plusieurs mécanismes, certains
étant médiés par le fragment Fc de ces anticorps et peuvent aboutir soit & une réponse inflammatoire
exagérée soit a une diffusion de l'infection via I'infection des macrophages.

Plusieurs équipes ont observé qu’in vitro I'adjonction d’anticorps anti-protéine S de SARS-CoV-1
augmentait l'infection des macrophages par le virus ou des particules lentivirales pseudotypées (152-
154). Cette facilitation de l'infection ADE (Antibody-Dependent Enhancement) des auteurs anglo-
saxons, dépend de la présence et de la capacité de signalisation des récepteurs au fragment Fc des
IgG de la famille FcyRII (153, 154). Certains auteurs ont suggéré que I'effet neutralisant des anticorps
anti-S pouvait étre fonction de la concentration de ceux-ci : des concentrations élevées d'anticorps
étant susceptibles de neutraliser I'infection in vitro, alors que des concentrations moins importantes
favoriseraient I'infection et I'induction d’apoptose (153).

IL6, MCP1

Cellule épithéliale i i
Cellule épithéliale

@ A. Gautheret-Dejean, JD Leligvre 2020 Macro P ha ge

Figure 4 : Phénomeéne d’ADE (antibody dependant enhancement)

Légende : Effet des anticorps au cours des infections par le SARS-CoV-1

En I'absence d’anticorps le virus infecte les cellules épithéliales pulmonaires.

Les anticorps neutralisants bloquent la fixation du virus sur son récepteur 'ACE2.

Les anticorps se fixent sur le virus par leur fragment Fab mais également aux macrophages via leur fragment Fc grace aux
récepteurs spécifiques présents sur ces cellules (FcyR). Les anticorps facilitent ainsi Iinfection des macrophages et la
diffusion de linfection. Ce mécanisme a été décrit dans le contexte des infections par les coronavirus animaux mais pas au
cours de l'infection SARS-CoV-1 (lwasaki A & Yang Y. Nature Reviews Immunology, 2020)

La fixation du fragment Fc sur le récepteur FcyR peut ne pas favoriser l'infection mais induire une modification de la
polarisation des macrophages alvéolaires qui adoptent un statut pro-inflammatoire caractérisé par la production accrue d’IL8,
d’'IL6 et de MCP-1 (Liu et al., JCI Insight, 2019).
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Une étude menée en 2019 par Liu et al. dans le modéle d’'infection SARS-CoV-1 chez le macaque a
mis en évidence le rdle délétere de l'induction d’anticorps anti-S (155). L'infection des macaques
chinois par le SARS-CoV-1 se caractérise souvent par un contréle rapide de la réplication virale sans
apparition des Iésions pulmonaires caractéristiques de l'infection chez I'Homme (156). Les résultats
de I'étude de Liu et al. suggerent que cette différence réside dans un controle rapide de la réplication
virale dans les poumons. Celle-ci a culminé entre 24 et 48 heures aprés l'inoculation et diminué dans
les 7 jours, bien avant la production d’anticorps. Or, la vaccination préalable des singes avec un vaccin
de type MVA codant la protéine S de SARS-CoV-1 ou I'administration précoce d’anticorps neutralisants
anti-S, s’ils induisent un contréle de la réplication virale, sont a l'origine de lésions pulmonaires
identiques a celles observées chez 'Homme en biaisant la réaction de résolution de l'inflammation.

Les auteurs montrent que les macrophages alvéolaires subissent une polarisation fonctionnelle
démontrant simultanément des propriétés pro-inflammatoires et caractéristiques de cicatrisation.
Toutefois, la présence d’anticorps anti-S avant la clairance du virus abolit les phénoménes de
cicatrisation, induit la production de MCP-1 et d'IL-8 et le recrutement et l'accumulation de
monocytes/macrophages pro-inflammatoires. De maniére intéressante, les auteurs observent que
I'adjonction de sérums provenant de patients décédés du SARS-CoV-1 induit des modifications des
macrophages avec notamment, comme dans le modele macaque vacciné, production de MCP-1 et
d'IL-8, alors que le blocage de FcyR réduit cet effet.

Dans les modeles murins plusieurs auteurs ont attribué [l'apparition de changements
immunopathologiques ou d’exacerbation de la maladie (ADE) a la présence d’anticorps anti-N ou d’Ac
non neutralisants ou de niveaux suboptimaux d’Ac neutralisants, induits par I'immunisation avec un
virus inactivé seul ou adjuvanté avec de I'aluminium (157-160). Du point de vue histologique, cet effet
est associé a un infiltrat pulmonaire par des polynucléaires éosinophiles trés évocateurs d’une réponse
Th2. Cet effet ADE semble clairement médié pour certains par les anticorps anti-spike (153), méme si
d’autres ont pu mettre en évidence un tel effet avec des anticorps anti-nucléocapside dans un modéle
murin avec du SARS-CoV-1 (159). Une équipe a pu par ailleurs montrer que les anticorps facilitants
seraient dirigés contre des épitopes particuliers (138). Cette étude indique qu'un anticorps (mAb43-3-
14) ciblant un épitope linéaire spécifique (S597-603) de la protéine spike du SARS-CoV-1 peut induire
un effet ADE a la fois in vitro et chez les primates non humains. A l'inverse, les anticorps dirigés contre
le domaine RBD semblent protecteurs.

A noter que ce type d’effet ADE a également été observé avec un vaccin inactivé dans le contexte du
MERS-CoV (161).

Immunopathologie médiée par les lymphocytes T

Lors des premieres expériences de vaccination anti-SARS-CoV-1 chez I'animal, on a pu observer
aprés challenge viral post-vaccinal des lésions histopathologiques pulmonaires ou hépatiques
caractérisées par une infiltration importante par des lymphocytes, monocytes et €osinophiles (157).

Au cours de l'infection chez 'Homme, la qualité de la réponse lymphocytaire et notamment CD4+ est
importante et un exces de réponse lymphocytaire de type Th2 a été associé a un mauvais
pronostic (144, 145). Toutefois, plus qu'un excés de réponse Th2, certains auteurs évoquent plutét le
réle délétere d’'une réponse CD4+ de type Th17 (162, 163). Ceci a des implications évidentes pour les
stratégies vaccinales nécessitant le recours a des adjuvants, sachant que I'aluminium connu pour
favoriser la réponse Th2 aurait plutét un effet protecteur de ces mécanismes
immunopathologiques (157).
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Réponses post-vaccinales

La résolution rapide des épidémies de SARS-CoV-1 et MERS-CoV et leur faible ampleur a stoppé le
développement des vaccins contre ces infections virales, mais ce développement est considéré
comme prioritaire par nombre d'observateurs dont I'OMS. Des résultats préliminaires d’essais
cliniques de phase 1/2 permettent d’apprécier la réponse immunitaire post-vaccinale (les différents de
candidats vaccins seront développés plus loin). Les résultats de ces essais sont synthétisés dans le

tableau 6.

On retiendra :
1) Globalement une bonne tolérance des vaccins ;
2) Un taux de séroconversion élevé a la fin des schémas vaccinaux mais avec un effet qui
s’épuise au cours du temps et une faible induction d’anticorps neutralisants ;
3) Une réponse T (ELISPOT IFNg) plus importante et qui semble se maintenir au long cours.
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Tableau

Virus

SARS-
CoV-1

SARS-
CoV-1

MERS-
CoV

MERS-
CoV

MERS-
CoV

7 : Les études de phase 1 avec vaccins anti-SARS-CoV-1 et MERS-CoV

Type de

vaccin

Inactivé

2 doses

ADN

(protéine
S)

1 dose
4mg

ADN

(protéine
S)

3 doses
ChAdOx1

(protéine
S)

3 doses
MVA

(protéine
S)

2 doses

Nombre
d’injections

2
(30, J28)

3
(J0, J28, J56)

3
(S0, S4, S12)

2 (J0, J28)

Nombre de
sujets

36

10

75

24

26

Réponse Ac

(ELISA)

87% (75-100)
a J56

78% (67-91)
aJ 210

80% sur
ensemble

75% a S32

94% apres 3 inj
79% a S60

92% J28
68% m12

83% (67-100)
D56

14% (0-27)
J180

Réponse Ac

(Neutralisation)

95% (91-100)
2 J56

Pic ?

60% a S32

39% apres 3 inj
3% a S60

44% a J28, M12 ? (surtout
high dose)

25% (18-59) J42
9%
J180

Réponse T

(ELISPOT IFNg)

ND

70% de répondeurs sur ensemble
essai

76% apres 3 inj
64% a S60

100% (?)

maintien a M12 (expression SFC
dans l'article)

83% de répondeurs sur ensemble
essai

55% de répondeurs a J180
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Conclusion

Au total, les résultats des études de la réponse immunitaire aprés infection par les virus SARS-CoV-
1 et MERS-CoV sont les suivants :

Concernant la réponse anticorps :

a) présence d'une activité anticorps neutralisante dirigée contre la protéine S dont on a pu
montrer la fonction protectrice chez I'animal (transfert passif d’anticorps et vaccins) ;

b) mise en évidence dans le modeéles murin d’un effet d’exacerbation de la maladie (ADE)
en relation avec la présence d’anticorps anti-N ou anti- spike avec des vaccins anti-SARS-
CoV-1. Cet effet a été également retrouvé dans le modéle NHP d’infection SARS-CoV-1
avec apparition d’'une réponse anticorps délétere suite a la vaccination avec un vaccin
MVA codant pour protéine spike. Cet effet ADE est associé a une activation des
macrophages via le fragment Fc induisant leur polarisation vers une activité pro
inflammatoire . Un tel effet d’activation inapproprié des macrophages a également observé
également in vitro avec des sérums de sujets ayant présenté des formes graves de la
maladie. A noter I'implication dans cet effet ADE 1) de la quantité d’anticorps neutralisants
phénomeéne observé in vitro mais pas in vivo dans le modéle NHP cité précédemment, 2)
de la spécificité des anticorps avec un role pathogene d’anticorps dirigés contre des
épitopes situés en dehors du RBD de la protéine spike.

c) durée relativement courte (2 & 3 ans) de persistance des anticorps ainsi que de la
réponse B mémoire, bien que cette notion ait été remise en question en question par des
publications récentes indiquant la persistance d’'une activité neutralisante 10 ans post
infection.

Concernant la réponse lymphocytaire T contre ces virus :
a) importance de celle-ci dans la réponse immunitaire contre le virus ;

b) importance de la balance Th1/Th2 de la réponse T CD4+, I'exces de réponse Th2 étant
pour certains auteurs associé a un mauvais pronostic ;

c¢) durée de persistance de la réponse lymphocytaire T beaucoup plus longue (>10 ans).

Concernant les essais vaccinaux contre ces virus :
a) données uniqguement de phase 1 et mieux documentées pour MERS-CoV
b) bonne tolérance globale des vaccins ;

C) un taux de séroconversion élevé a la fin des schémas vaccinaux mais avec un effet qui
s’épuise au cours du temps et une faible induction d’anticorps neutralisants (25 a 40% et
moins de 10% a 1 an) ;

d) une réponse T (ELISPOT IFN-y) plus importante et qui semble se maintenir au long
cours.

HAS ¢ Aspects immunologiques et virologiques de l'infection par le SARS-CoV-2 ¢ novembre 2020 52



3.5.3.4. 5. Réponses adaptatives contre le SARS-CoV-2

Réponses anticorps

L'analyse de la réponse anticorps au cours de I'infection par le SARS-CoV-2 est déterminante car cette
réponse est I'élément clef de la recherche vaccinale. Les études au cours des infections a SARS-CoV-
1 et MERS-CoV ont montré le rdle important que pouvait avoir la réponse neutralisante méme si
I'importance de celle-ci n'a pu étre formellement déterminée au cours d’essais vaccinaux de phase 3.
Depuis le début de la pandémie, de nombreuses études sont parues sur I'analyse de la réponse
anticorps qui est dés lors de mieux en mieux caractérisée. Si la réponse humorale aprés infection
naturelle peut étre intéressante pour la mise au point d’un vaccin, il faut garder a I'esprit que I'infection
via I'action de certaines protéines virales (168) peut moduler la réponse immunitaire (169) et perturber
notamment, pour la réponse humorale, la formation des centres germinatifs (170). En conséquence, il
convient de garder a l'esprit que des paramétres comme la durée de la réponse apres infection
naturelle ne sont pas forcément transposables a la réponse attendue apres vaccination.

Il est important de comprendre que les études publiées a ce jour ont fait appel a différents types de
tests. La sensibilité et parfois la spécificité des techniques sérologiques sont calculées par rapport au
résultat de la PCR et non par rapport au fait d'étre infecté ou non dans l'absolu. Certaines études
analysent la spécificité a partir de sérums prélevés avant le début de la pandémie (ce qui constitue
une spécificité au sens strict). L'analyse de la spécificité vis-a-vis des coronavirus banals, du SARS-
CoV-1 et du MERS-CoV est importante a prendre en compte. Une synthése des différentes populations
et des tests correspondants disponibles & partir des études publiées est présentée dans le tableau 7 :

EIA : utilisation de protéines de nucléocapside et RBD (171)
CMIA : utilisation de protéine N (172)
CLIA : utilisation de protéines N et S (173)

ELISA : utilisation de protéines de nucléocapside exprimées dans des E. coli (174) ou le
domaine extramembranaire de S exprimé dans HEK-293 T et les domaines S1, RBD exprimés
en cellules 293T (175) et domaine S1 avec kit commercial (EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG, https://www.euroimmun.com) (175), nucléocapside ou domaine
extramembranaire de la protéine S trimériques (176), protéine S ou RBD (177), protéines S1,
S2 ou RBD (178), RBD ou protéine de nucléocapside (179), RBD (180), puis ensuite des Kits
commerciaux

High-density peptide arrays : permet de faire I'étude épitopique de la réponse (181)

Immunofluorescence : elle est effectuée sur des cellules Vero B4 exprimant des protéines S de
SARS-CoV-2 (182)

Immunochromatographie : utilisation comme protéine du RBD dans I'étude en question (cf.
figure 2) ou d'autres antigenes (183, 184)

LIPS : reconnait divers antigenes y compris des protéines S et N par immunoprécipitation (176)
Neutralisation : les tests de neutralisation nécessitant un laboratoire de type BSL3, ce sont
souvent des tests de pseudo-neutralisation qui sont effectués avec des pseudovirus exprimant
la protéine d’enveloppe du SARS-CoV-2 (160-162), mais des tests de neutralisation en plaque
ont également été réalisés (159, 160, 166)

S-Flow assay : basé sur la reconnaissance de la protéine S au niveau de la surface en
cytométrie de flux (176).
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Tests de séroneutralisation avec du SARS-Cov-2 @ ou un pseudovirus @

Pseudovirus exprimant
la protéine Sdu
SARS-CoV-2 et la

l luciférase

Géne S Gene
codant la

luciférase

Sérum décomplémenté de patient
contenant des anticorps
neutralisant le SARS-CoV-2

Culture de cellules Vero E6 Incubation du SARS-CoV-2 Neutralisation de l'effet Incubation du pseudovirus avec des

avec des dilutions de cytopathigue dilutions de sérum du patient, culture
sérum du patient sur cellules et mesure de l'activité de

la luciférase

A. Gautheret-Dejean 2020

Figure 5 : Les tests de neutralisation avec du SARS-CoV-2 ou un pseudovirus
Légende

1- Des particules virales infectieuses de SARS-CoV-2 sont incubées avec des dilutions de sérum décomplémenté de patient
contenant (ou non) des anticorps neutralisants anti-SARS-CoV-2. Le mélange est mis sur des cellules Vero E6 préalablement
cultivées en plaque. Au bout de quelques jours, la neutralisation de I'effet cytopathique sera observée au microscope et
exprimée comme la plus forte dilution de sérum permettant la neutralisation de 100% de I'effet cytopathique.

2- Le gene S du SARS-CoV-2 codant la protéine spike et le gene codant la luciférase sont introduits dans le virus de la
stomatite vésiculeuse. Le pseudovirus obtenu exprime la protéine S a sa surface. Il est mis en contact avec des dilutions de
sérum de patient contenant (ou non) des anticorps neutralisants anti-SARS-CoV-2. Le mélange est mis sur des cellules
sensibles au pseudovirus préalablement cultivées en plague. Au bout de quelques jours, la neutralisation sera mesurée par
diminution de la luminescence et exprimée en dilution inhibitrice 50% (EC50) qui est la dilution de sérum qui permet de
diminuer de 50% les unités de lumiére relatives (RLU). On peut aussi utiliser un pseudovirus lentiviral exprimant la protéine
S et le géne rapporteur GFP (ou de la luciférase).

Spécificité de la réponse anticorps

La réponse humorale au cours de l'infection SARS-CoV-2 est dirigée contre de trés nombreux
antigenes du virus (protéine S et ses composants, nucléocapside, ORF9b, nsp5, et autres (cf. tableau
7), la réactivité semblant plus forte contre certaines protéines par exemple contre la protéine S entiere
que contre le RBD (161). Plusieurs auteurs ont signalé I'absence de réactivité croisée des anticorps
anti-SARS-CoV-2 avec les coronavirus banals (229E, NL63 et OC43), et/ou plusieurs autres virus
respiratoires (adénovirus, bocavirus, entérovirus, Métapneumovirus humain, Influenza A et B,
rhinovirus, virus respiratoire syncytial, virus para-influenza-1 et -3). Par contre, une réactivité croisée
existe possiblement avec le SARS-CoV-1 pour les anticorps dirigés contre les protéines S1, RBD et
N, et avec le MERS-CoV uniqguement pour les anticorps dirigés contre la protéine N (174, 175, 177,
178).
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Tableau 8 : Protéines du SARS-CoV-2 ciblées par la réponse immunitaire adaptative

ORFla ORFlb S ORF3 Env MP ORF6 ORF7a ORF7b ORF8a ORF8b NC ORF9b ORF10

Anticorps

Anticorps
Neutralisants

d’apres Poland et al., 2020 (185)

Réponse CD8+

Légende : S : protéine spike ; Env : protéine d’enveloppe ; MP : protéine de membrane ; NC : protéine de nucléocapside

Tableau 9 : Réponse immunitaire adaptative en fonction du statut infectieux vis-a-vis du SARS-CoV2

Statut SARS-CoV2 Ac sériques Ac muqueux Reéponses lymphocytaires T
Symptdomes modérés a séveres + + +

Paucisymptomatiques ou asymptomatiques Possiblement négatifs  + +

Non infectés (contacts ou ayant été infectés avec d’autres coronavirus) Négatifs Négatifs (?) Possiblement positives
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Isotype de laréponse

Comme habituellement, I'apparition des anticorps de type IgA et IgM est plus précoce que la réponse
lgG, les IgA étant les plus précoces dés J7 avec un pic a J22 (171, 174, 180, 186). Cette réponse est
d’autant plus précoce que la sévérité de la maladie I'est (181).

L'activité neutralisante des IgA a été montrée comme supérieure a celle des IgG, ce qui peut poser
des problémes quant a sa persistance au cours du temps, les IgA ayant tendance a disparaitre
rapidement (cf. plus loin) (187). Certains auteurs ont détaillé la réponse IgG montrant qu’elle est de
type 1gG1, et surtout IgG3 dont on connait la plus courte demi-vie (177).

Réponse neutralisante

La réponse neutralisante est dirigée contre les protéines de I'enveloppe virale a savoir principalement
contre la protéine spike S et la protéine de nucléocapside N. La protéine S1 est la principale cible de
la réponse neutralisante (188, 189). Plusieurs études ont montré une bonne corrélation entre la
réponse détectée en ELISA et I'activité de neutralisation (175, 177). Une équipe a pu montrer qu’un
faible taux d’anticorps était associé a une clairance virale plus rapide suggérant un possible effet
délétére de la réponse anticorps (190). Cependant, une analyse plus fine a pu montrer que le taux
d’anticorps neutralisants n’était pas associé avec la sévérité de la maladie (191).

Cinétique de laréponse

Les anticorps dirigés contre les différentes protéines ont des cinétiques différentes, les anticorps anti-
N apparaissent un peu plus tot que les anticorps anti-S (176). Dans les cas graves et critiques, la
séroconversion est détectable dés 5 a 14 jours aprés l'apparition des symptomes.

L’ensemble des patients développent des anticorps neutralisants apres 3 semaines (176).

Les patients les moins symptomatiques tendent & perdre plus rapidement leur réponse anticorps que
ceux ayant présenté une forme plus sévere (190, 192, 193).

A noter toutefois que certains auteurs évoquent la possibilité que les anticorps produits chez les
patients les plus séveres soient de moins bonne qualité et longévité, I'importance du syndrome
inflammatoire chez ces sujets empéchant le changement d’'une production extra folliculaire via celle
plus pérenne et plus puissante effectuée a travers la constitution de centres germinatifs sévére (190,
192, 193).

L’évolution de la réponse anticorps varie selon l'isotype. En effet, si le délai de réversion de la réponse
anti-RBD est estimé a 49 et 71 jours pour les IgM et les IgA respectivement, la disparition de la réponse
IgG anti-RBD semble rare 3 mois post-infection sévere (190, 192, 193).

Modulation de laréponse en fonctions de différents paramétres cliniques hors sévérité de
la maladie

Plus auteurs ont étudié I'impact d'autres facteurs que la sévérité de la maladie (par exemple, I'age, la
race, l'origine ethnique, le sexe, l'indice de masse corporelle et le statut tabagique) sur la réponse
humorale contre le SARS-CoV-2. L'age et le sexe semblent des éléments importants a prendre en
considération. Plusieurs équipes ont ainsi montré que les sujets les plus agés (60-85 ans) et les
patients d'dge moyen (40-59 ans) avaient des titres d’anticorps neutralisants significativement plus
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élevés que les jeunes patients (15-39 ans) (162, 180). Le genre semble également important, les
hommes ayant des taux d'anticorps neutralisants plus élevé que les femmes (180, 181).

Sensibilité de la réponse

Les résultats de plusieurs équipes mettent en évidence que tous les patients infectés ne développent
pas de réponse anticorps (180, 181). Ainsi, Wu et al. ont individualisé plusieurs groupes de patients
en fonction du niveau d’AcN. lls représentaient respectivement : groupe 1 : 5,7% (non répondeur) ;
groupe 2 (faible) : 24,3% groupe 3 : 17% (faible-moyen), groupe 4 : 39% (moyen-haut), groupe 5 : 14%
(haut). Par ailleurs, le taux d’AcN était significativement plus élevé chez les patients plus agés (15-39
ans versus 40-59 ans versus 60-80 ans) (162). L'ensemble évoque que I'on peut guérir de I'infection
en l'absence d’AcN et que ceci est particulierement vrai pour les plus jeunes et les patients
asymptomatiques, faisant évoquer I'existence d’'autres réponses impliquées dans la clairance virale
(réponses lymphocytaires T et réponses muqueuses). Ainsi, une équipe a récemment rapporté la
présence d’'une réponse IgA anti-SARS-CoV-2 muqueuse en I'absence de réponse systémique — dans
15-20% des cas — qui semblerait plus fréquente chez les patients les plus jeunes (194). Comme
observé dans d’autres infections des voies aériennes, les patients présentant des formes modérées
localisées au niveau des VARS ne développeraient que des réponses locales et pas de réponses
systémiques (195, 196).
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Tableau 10 : Premiéres études sérologiques au cours de I'infection par le SARS-CoV-2

Patients nombre et genre Stade Test utilisé Références

7 patients convalescents (16 sérums/plasmas 7 patients : 7 S,4 M, 1 ELISA Amanat et al.,

i ?
sérums prépandémiques (automne 2019) avec + asymptomatique, 4 7

autre infection (NL63, dengue, chikungunya) et
plasma de sujets VIH positifs (entre 2008 et 2009)

Neutralisation 2020 (177)

Genre non précisé

1020 patients avant pandémie Non précisé CMIA (Architect d'’ABBOTT) Bryan et al.,
125 patients (689 sérums) patients PCR positive 2020 (172)

4856 sujets tout venant (54,2% de femmes, age 0
a >80 ans)

Genre non précisé pour tous les groupes

4 patients 1S,1M,2B High-density peptide arrays Dahlke et al.,
2F 2H 2020 (181)

Nombre variable de patients selon technique : Patients symptomatiques (51 ELISA, S-Flow, LIPS, Neutralisation Grezlak et al.,
hospitalisés, probablement séveéres, 2020 (176)

491 patients avant pandémie
209 M/B).

209 paucisymptomatiques ) )
Beaucoup sans confirmation PCR.

51 patients hospitalisés (161 sérums)

200 donneurs de sang

Patients pour neutralisation pas clair

Genre non précisé

Cohorte 1 : 101 patients (43 cas PCR positive [69 = Cohorte 1 ELISA Guo et al., 2020 (174)
plasma], 58 PCR négative mais clinique 43 PCR positive (20 S, 23 M/B)

spécifique [100 plasmas])
. o 58 PCR négative (5 séveres, 53 M/B)
Cohorte 2 : 39 patients hospitalisés
Cohorte 2
8S, 31 M/B

Cohorte 3 (famille)

Cohorte 3 : 6 patients
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Patients nombre et genre

135 patients avant pandémie (2018) avec signes
respiratoires dont hCoV-229E, -NL63, -OC43, -

HKU1, and SARS-CoV
150 sujets sains 2018-2019

Genre non précisé

43 patients PCR positive (26 F, 17 H)

33 patients PCR négative suspects exclus (11 F,

22 H)

397 patients COVID-19 positifs sur la clinique

128 sans signes

Genre non précisé

22 cas (2 cohortes)

Genre non précisé

24 patients (51 sérums)

12 sérums de patients convalescents d'infection a

HCOV-229E (n = 2),

HCoV-NL63 (n = 3), HCoV-OC43 (n =4) or

HCoV-HKU-1 (n = 3)

200 donneurs de sang avant la pandémie

(06/2017 & 08/2017)

23 patients PCR positive (108 sérums)
10F, 13 H

Total testés 288 :

79 patients PCR positive (128 plasmas/sérums)

(25 F, 54 H)

Stade
6 dont 2 PCR+ 1 TDM+

Pas de détails sur stade

Pas de détails sur stade et si infection
confirmée ou non par PCR

Cohorte 1 (France)
2M/B,1S
Cohorte 2 (Allemagne)

19 patients

Patients 7 S, 12 M, 5 B

10S,13 M

Patients PCR positive symptomatiques
(29 S, 36 M, 14 B)

Test utilisé

CLIA

Immunochromatographie

ELISA

Neutralisation

ELISA

Neutralisation

EIA

Neutralisation

Immunochromatographie (10)

ELISA (2)
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Patients nombre et genre Stade Test utilisé Références

108 donneurs de sang avant la pandémie
(<07/2018 plasma)

52 patients non-COVID-19 avec Filmarray positif
pour autre virus respiratoire

32 prélévements de patients PCR négative

9 patients Formes B/M Immunofluoresence Welfel et al.,
Genre non précisé Neutralisation 2020 (182)
175 patients Formes B/M (tous PCR+) ELISA Wu et al.,
53% de femmes Neutralisation 2020 (178)
173 patients hospitalisés (535 plasmas) PCR en parallele ELISA Zhao et al., 2020 (179)
89F,84H 32 S, 141 B/M
Légende :

B : forme bénigne ; M : forme modérée ; S : forme séveére ; C: forme confirmée par PCR ; NC : non confirmée
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Réponses lymphocytaires T
Analyse quantitative et phénotypique

Comme au cours des autres infections graves a coronavirus, le COVID-19 est marqué a la phase aigué
par une lymphopénie dont la profondeur est un marqueur de la sévérité de l'infection (188). Les
données disponibles durant la phase aigué de la maladie portant sur des analyses phénotypiques
mettent en évidence, comme dans d’autres infections virales, I'existence d'une activation des
lymphocytes T CD4+ et CD8+ (expression notamment des molécules HLA DR et CD38) qui semble
différente en fonction du stade de la maladie (197).

Analyse qualitative

Une des premieres études publiées sur la réponse T anti-SARS-CoV-2 portait sur 20 patients (190).
Elle permettait de montrer des résultats intéressants avec des implications en termes de conception
de vaccins et d’évolution de la pandémie dans les années a venir. Tous les patients ont eu une COVID-
19 confirmée par PCR, et les études ont été réalisées a distance de la phase aigué (J20-J35). Les
auteurs ont retrouvé des réponses T CD4+ chez 100% des patients. Ces réponses couvraient la
protéine S mais de maniére plus fréquente qu'au cours des autres infections a coronavirus, et
également d’autres protéines comme M, N et Nsp. Les réponses T CD8+ semblaient un peu moins
fréquentes mais présentes toutefois chez 70% des patients. Les réponses T CD8+ étaient également
dirigées vers plusieurs protéines, les réponses anti-S ne représentant que 26% de I'ensemble. Des
données plus récentes indiquent que la réponse T est en fait beaucoup plus largement dirigée contre
toutes les protéines, la réponse T CD4+ étant plus étendue et plus importante dans les formes séveres.
Cependant, c’est l'inverse qui est observée dans les formes modérées avec cette fois-ci une
prépondérance de la réponse T CD8+ (198).

D’autre part, et contrairement a ce qui est observé pour les anticorps, les auteurs retrouvent une
réactivité croisée notable de la réponse spécifigue T CD4+ anti-SARS-CoV-2, et de maniere moins
importante T CD8+, avec des réponses contre des coronavirus banals (HCoV-OC43 et NL63) (190).
Cette réactivité croisée a été observée par d’autres auteurs. Le Bert et al. montrent que le type de
protéine contre lequel est dirigée la réponse T est différent chez les patients ayant présenté une
infection & SARS-CoV-2 comparativement a ceux qui n'ont pas été infectés. On note une
surreprésentation des réponses anti-NSP7 et -NSP13 chez ces derniers, alors que ces réponses
étaient minoritaires chez les sujets ayant présenté une COVID-19 (199). Ceci s’accorderait avec
I'histoire clinique de ces sujets, ces protéines étant exprimées précocement durant le cycle viral des
coronavirus (200). Sekine T et al. ont pu caractériser la réponse immunitaire adaptative dans différents
groupes de patients : chez les patients atteints de COVID-19 aigu, modéré ou grave, les personnes en
phase de convalescence apres une COVID-19 légére ou grave, les membres de la famille exposés et
les personnes en bonne santé ayant donné du sang avant (2019) ou pendant la pandémie (2020). lls
ont observé, comme précédemment, la présence d'une réponse lymphocytaire T chez des sujets
n'ayant pas fait de COVID-19 mais qui ciblaient ici les protéines S et N évoquant I'existence d’'une
réaction croisée avec des coronavirus banals mais également chez des sujets infectés par le SARS-
CoV-2 mais n‘ayant pas de réponses anticorps ainsi que chez des sujets exposeés (201). D’autres
auteurs ont également retrouvé des réponses T croisant avec des protéines du SARS-CoV-2 chez des
individus infectés avec des coronavirus banals (195, 196). On ne connait pas l'impact de cette
réactivité croisée mais, s'il s’avérait qu’elle soit efficace et confere un certain degré de protection contre
I'infection ou contre la sévérité de la maladie, alors ceci aurait un impact notable sur le risque de
résurgence de nouvelles flambées épidémiques (202). Ceci pourrait conduire également a réfléchir a
la diversité des antigénes a inclure dans un vaccin, antigenes qui ne devraient pas a se limiter
uniguement a ceux présents dans la protéine S.
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Polarisation de la réponse (Thl, Th2, Tfh et Th17)

L'ensemble des données actuelles tend a montrer une polarisation de la réponse vers un phénotype
Thl (185). Comme évoqué avec le SARS-CoV-1 (cf. chapitre), plus qu'un exces de réponse Thi, il
semble que ce soit la réponse Thl7 qui soit délétéere et associée aux réponses inflammatoires
excessives (163, 203, 204). Enfin, un défaut de réponse Tfh pourrait expliquer les anomalies de la
réponse anticorps notamment chez les patients les plus graves (170).

Réinfections

Alors qu’on dénombre actuellement plus de 53 millions de cas de COVID-19 a travers le monde, le
nombre de cas rapportés de réinfection reste anecdotique. L’analyse de ces cas est cependant cruciale
pour comprendre l'impact réel de l'immunité adaptative sur le contrble de linfection et de la
maladie (205). L’excrétion virale pouvant étre prolongée (171), il est important de s’assurer au cours
d’'une suspicion de réinfection que les souches virales ont pu étre séquencées et qu'elles sont
différentes, analyse qui n’a pas toujours été effectuée dans les études rapportées (206).

Au cours d’une infection virale, une réinfection par un méme agent infectieux peut relever de différents
meécanismes :

1) Une perte de la protection immunitaire comme c’est le cas avec les coronavirus banals (207) ;

2) La sélection d'un variant génétique rendant la réponse inefficace, événement régulier au cours de
I'évolution des virus grippaux par exemple.

Dans le cas du SARS-CoV-2, le modéle d'infection des singes rhésus macaques montre que les
animaux sont protégés a court terme, 35 jours, mais présentent toutefois une multiplication virale au
niveau de I'oropharynx (82).

Une équipe de Hong-Kong a rapporté une réinfection chez un patient de 33 ans (208). Dans ce cas
clinique, on note les points suivants :

1) Une premiere infection modérément symptomatique et une réinfection qui I'est encore moins ;
2) L’absence d’Ac au début du deuxiéme épisode ;
3) Des souches virales différentes lors des deux épisodes.

Dans un éditorial récent (209), Rajesh Gandhi rapporte treize cas de réinfections documentés bien
que pour certains les données précises fassent défaut (cf. tableau 10). La plupart sont survenues chez
des sujets jeunes en I'absence de problemes d’immunosuppression. Dans un seul cas, on retrouve la
présence d’anticorps initialement (208). Dans un des cas, le virus retrouvé lors du second épisode
portait une mutation associée a une résistance a la neutralisation in vitro (47).
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Tableau 11 : Synthése des cas de réinfections (adapté de Kim

Pays

Hong Kong
USA
USA
Inde
Inde

Belgique

Inde
Inde
Inde
Inde

USA

Equateur

Corée du Sud

Age/

Sexe

33/H
25/H
42 /H
25/H
28/F

51/F

24 F
27/H
31/H
27/H

60

46 /M

21/ F

Délai (semaines)

17,5

4,5

14

14

13

12

Séveérité

1°" épisode

Modérée
Modérée
Modérée
Asymptomatique
Asymptomatique

Modérée

Modérée
Asymptomatique
Asymptomatique
Modérée

Sévere

Modérée

Modérée

et Gandhi, 2020 (209)) (DNP : données non publiées retrouvées uniquement dans éditorial de Kim AD)

Sévérité CT PCR CT PCR Séquengcage Ac Ac Référence
2"d épisode 1¢" épisode 2 (Virus e 2
épisode a2z épisode épisode
Asymptomatique = NR 26,69 Oui Oui Non To et al., 2020 (208)
Sévere 32,24 35,31 Oui Non Oui Tillett et al., 2020 (210)
Sévere NR NR Oui ND Oui Larson et al., 2020 (211)
Asymptomatique = 36 16,6 Oui ND ND Gupta et al., 2020 (212)
Asymptomatique @ 28,16 16,92 Oui ND ND Gupta et al., 2020 (212)
Modérée 25,6 32,6 Oui ND Oui van Eslande et al.,
2020 (213)
Modérée 32 25 ? ? ? Shastri et al. (DNP)
Modérée 33 36 ? ? ?
Modérée 36 21 ? ? ?
Modérée 32 17 ? ? ?
Sévere 22,8 43,3 Oui ND Oui Goldman et al.,
2020 (214)
Modérée NR NR ? ? ? Prado-Viva et al. (DNP)
Modérée 22,34 32,36 ? ? ? Lee et al. (DNP)
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Conclusion

BN

Les données actuellement disponibles laissent & penser que linfection par le SARS-CoV-2
s’accompagne d’une réponse anticorps essentiellement de type IgA et 1gG, la réponse IgM semblant
moins importante sans possibilité de savoir si cette moins bonne réponse repose sur une
problématique technique. Le taux de séroconversion chez les patients symptomatiques semble
élevé avec un pic a J14. Chez les patients moins symptomatiques le pic d’anticorps semble décalé
chez ces patients comme cela est le cas au cours de l'infection par le SARS-CoV-1. Si la réponse
anticorps est dirigée contre de nombreuses protéines, la réponse neutralisante semble
essentiellement dirigée contre la protéine spike. On retrouve une bonne corrélation entre le
dépistage des anticorps et une activité neutralisante de ceux-ci dans toutes les études ou cette
corrélation a été recherchée. La spécificité des anticorps semble trés bonne et aucune réactivité
croisée n'a été retrouvée avec des infections avec des coronavirus banals alors qu’elle existe dans
le cadre d'une infection passée par le SARS-CoV-1. Si certains anticorps ont été responsables
d'effets déléteres au cours de l'infection & SARS-CoV-1 ou a tout le moins aprés les essais de
challenge post-vaccinaux dans les modeles animaux, ce type d’effet délétére n’a pas été retrouvé a
I'heure actuelle au cours de l'infection par le SARS-CoV-2.

Une réponse lymphocytaire T a la fois CD4+ et CD8+ est retrouvée chez les patients infectés par le
SARS-CoV-2. Elle est plus fréquente que la réponse anticorps, étant retrouvée également chez les
patients asymptomatiques. Cette réponse est dirigée contre de trés nombreuses protéines et
notamment la protéine S qui est la seule protéine actuellement utilisée dans la trés grande majorité
des candidats vaccins anti-SARS-CoV-2. La réponse protectrice est de type Thl, cependant qu'une
réponse Thl7 est visiblement délétere et associée aux manifestations pulmonaires de l'infection.
Contrairement a ce qui est observé pour les anticorps, on retrouve une réactivité croisée notable de
la réponse spécifique T CD4+ anti-SARS-CoV-2, et de maniére moins importante T CD8+, avec des
réponses contre des coronavirus banals. On ne connait pas I'impact de cette réactivité croisée mais,
s'il s'avérait qu’elle soit efficace et confere un certain degré de protection contre I'infection ou contre
la sévérité de la maladie, alors ceci aurait un impact notable sur le risque de résurgence de nouvelles
flambées épidémiques. Ceci pourrait conduire également a réfléchir a la diversité des antigenes a
inclure dans un vaccin, antigenes qui ne devraient pas a se limiter a ceux présents uniquement dans
la protéine S.

Alors qu'on dénombre actuellement plus de 53 millions de cas de COVID-19 a travers le monde, le
nombre de cas rapportés de réinfection reste anecdotique. Ces réinfections au nombre d’'une dizaine
clairement documentées, parce qu’elles impliquent des virus différents lors des deux épisodes
infectieux, ont été observées chez des sujets plutét jeunes non immunodéprimés. L'absence
d’études immunologiques couplées aux études virologiques ne permet malheureusement pas de
connaitre a I'neure actuelle les raisons de ces réinfections : absence de réponse adaptative initiale,
perte de celle-ci ou sélection de variants viraux résistant a cette réponse.
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4. Les plateformes vaccinales utilisées pour
le développement des vaccins contre le
SARS-CoV-2

Au 12 novembre 2020, selon la liste de TOMS#, plus de 200 candidats vaccins contre I'infection par le
SARS-CoV-2 sont en cours de développement, dont 48 sont entrés en phase clinique et, parmi eux,
11 font actuellement I'objet d’essais de phase 3.

Au total, huit plateformes technologiques différentes sont utilisées, dont deux n’'ont jamais été a
I'origine de vaccins encore commercialisés (vaccins a ADN et a ARN)®. L’'ensemble de ces plateformes
comprend : des vaccins utilisant le virus entier (vivants atténués et vaccins inactivés), des vaccins a
base de protéines (sous-unités protéiques et vaccins « virus-like particles, VLP »), des vaccins utilisant
le matériel génétique viral codant pour certaines protéines (vaccins ARN et ADN et viral réplicatif ou
non réplicatif, et (cf. figure 6). Parmi les candidats vaccins en phase 3 de développement, on compte
4 vaccins de type vecteur viral non réplicatif, 4 vaccins inactivés, 2 vaccins ARN et 1 vaccin protéique.

Parmi ces plateformes, seuls les vaccins ADN et ARN n'ont pas d’AMM chez I'Homme dans d’autres
indications.

4.1. Laquestion des antigenes

Il a été démontré que les anticorps dirigés contre la protéine spike du virus SARS-CoV-1 pouvaient
neutraliser le virus et prévenir l'infection (cf. chapitre). Dés lors, I'immense majorité des vaccins en
cours de développement contre le SARS-CoV-2, virus tres proche du SARS-CoV-1, contiennent au
moins une partie de la protéine spike qui peut étre limitée au seul domaine S1 ou au RBD (cf. plus
loin). Il est a noter toutefois que plusieurs équipes pensent gu’il pourrait étre intéressant d’inclure des
épitopes T dans les vaccins pour déclencher une réponse plus large (215). Les candidats vaccins
reposant sur ce type d’approche sont a un stade trés préliminaire de développement et ne seront pas
évoqués ici. lls reposent toutefois sur I'utilisation du méme type de plateformes vaccinales a I'exception
des vaccins viraux inactivés et des vaccins protéiques qui ne sont pas susceptibles d’'induire une telle
réponse, seul le choix des antigénes differe.

4 https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines

5 Strategic Advisory Group of Experts on Immunization, World Health Organization. SAGE meeting of October 2020. Background
documents [En ligne]. Geneva: WHO; 2020.
https://www.who.int/immunization/sage/meetings/2020/october/presentations _background docs/en/.
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Figure 6 : Les différentes plateformes utilisées dans le cadre du développement des candidats vaccins contre le
SARS-CoV-2

Légende :

A : Vaccin vivant atténué

B: Vaccin inactivé

C: Vaccin protéique

D: Virus like particles (VLP)
E: Vecteur viral (adénovirus)

F: Acide nucléique seul (ADN ou ARN)

4.2. Les plateformes vaccinales classiques

Méme si des plateformes plus récentes ont largement été utilisées dans les stratégies de
développement de vaccin anti-SARS-CoV-2, plusieurs équipes ont eu recours a l'utilisation des
plateformes classiques : vaccins vivants atténués, vaccins inactivés et vaccins protéiques (cf. tableau
11).
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Tableau 12: Vaccins anti-SARS-CoV-2 et plateformes vaccinales classiques

Type Avantages Inconvénients Développement clinique
vaccin anti-SARS-CoV-2

Vaccins vivants | Meilleur immmunogene Risque de développement de @ Préclinique
attenues Plusieurs vaccins disponibles pathologie

avec d'autres pathogenes Nécessité BLS3 pour préparation
Vaccins inactivés = Bon immunogene Nécessité BLS3 pour préparation Phase 3 (n=2)

Plusieurs vaccins disponibles = Difficulté de production de quantités = Phase 2 (n=2)

avec d’autres pathogenes importantes de vaccins
Sous-unité Facilité d’emploi Recours a des adjuvants Phase 2b (n=1)
proteique Plusieurs vaccins disponibles = Structures protéines non optimales | Phase 2 (n=2)
et VLP avec d'autres pathogenes (glycosylation)

Phase 1 (n = 3)

4.2.1. Lesvaccins vivants atténués (VVA)

L'utilisation de vaccins vivants atténués (VVA) permet d’induire une réponse vaccinale proche des
défenses immunitaires naturelles et intégre I'ensemble des propriétés immunostimulantes du
pathogene atténué, y compris les éléments activateurs des défenses innées que miment certains
adjuvants (on parle d’« auto-adjuvation »).

Cette approche ne requiert des lors aucun adjuvant additionnel. La méthode « historique »
pasteurienne d’atténuation, apres de longues cultures du pathogéne, est aujourd’hui remplacée par la
délétion ou la modification programmée des génes responsables de la virulence. Les coronavirus
possédant plusieurs génes qui ne sont pas impliqués dans le processus de réplication, leur délétion
est possible et entraine une atténuation de leur pathogénicité in vivo.

La délétion de protéines non structurales a été utilisée dans le développement de vaccins contre
diverses zoonoses et contre des coronavirus animaux (216-218), mais un phénoméne de réversion du
phénotype atténué a été rapporté (219).

Cette problématique est d’autant plus importante qu'il a été démontré que les coronavirus sont
susceptibles de recombiner dans I'environnement naturel (220). Dés lors en théorie, un vaccin atténué
pourrait recombiner avec un coronavirus sauvage pour recréer une souche sauvage.

Ces vaccins posent également des problémes de sécurité évidents lorsque I'on s’adresse a des
infections potentiellement graves nécessitant de s’assurer de leur parfaite atténuation.

Par ailleurs, la production de ce type de vaccin est rendue compliquée par la nécessité de recourir a
des laboratoires de type BLS3. En conséquence, assez peu d’approches vaccinales font actuellement
appel a ce type de vaccin dans les stratégies anti-SARS-CoV-2 (cf. tableau 11).

4.2.2. Les Vaccins Viraux Inactivés (VVI)

Des vaccins viraux inactivés (VVI) par voie physique ou chimique ont déja été développés avec succes
chez 'Homme contre la poliomyélite, 'hépatite A et la grippe (221, 222).

Les virus inactivés peuvent étre générés et produits rapidement dans un contexte épidémique, a partir
de plateformes et selon des méthodes bien établies. Ils provoquent peu de problemes de tolérance et
peuvent exprimer un large éventail d’antigenes viraux, incluant des antigenes de surface (223, 224).
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Ces vaccins sont moins immunogéniques que les précédents, induisant une réponse humorale et
lymphocytaire T CD4+, mais pas de réponse lymphocytaire T CD8+, qui pourrait toutefois étre utile
dans la protection/défense contre le SARS-CoV-2. Contrairement aux VVA efficaces en une seule
injection, ces vaccins nécessitent habituellement la réalisation de 2 injections en primo-vaccination et
souvent I'adjonction d’'un adjuvant.

Il existe actuellement 7 candidats vaccins contre le SARS-CoV-2 de type VVI en phase clinique de
développement. Le vaccin le plus avancé est le vaccin PiCoVacc® ou CoronaVac® (de Sinovac),
adjuvanté avec des sels d’aluminium. Les essais pré-cliniques effectués avec ce vaccin indiquent qu’il
protege les macaques rhésus contre le SARS-CoV-2, la protection étant associée a la présence
d’anticorps dirigés contre la protéine spike et la nucléocapside. Il n’a pas été mis en évidence d’effet
de type ADE malgré la présence d’aluminium adjuvant inducteur d’un profil de réponse lymphocytaire
T CD4+ de type Th2 (87). Les résultats de phase 1 et 2 ont montré la bonne tolérance de ce vaccin et
son immunogénicité, et il est actuellement en phase 3 de développement (4).

4.2.3. Les vaccins protéiques

Si les vaccins protéiques possédent un profil de sécurité supérieur, leur immunogénicité est cependant
diminuée. L'utilisation de protéines purifiées comme vaccins est associée a un certain nombre de
difficultés 1) une possible dégradation rapide in vitro 2) I'absence d’induction d’'une réponse
lymphocytaire T CD8+ 3) la nécessité de recourir a des doses importantes d’'antigénes, ceux-ci ne
pouvant étre produits in vivo 4) la nécessité de recourir & des adjuvants 5) un mode de production
parfois long et fastidieux (225). Ces questions peuvent toutefois étre en partie résolues avec des
nouvelles techniques de production. C’est actuellement la plateforme la plus utilisée dans le cadre du
développement des vaccins contre l'infection par le SARS-CoV-2.

Différents vaccins protéiques vont pouvoir étre produits et ceux-ci vont varier en fonction :

1) Du type de cellules sur lequel ils sont produits (production sur systeme eucaryote de type cellule
d’insecte, levure, voire sur des plantes ou production sur systéme procaryote comme E. Coli) les
protéines produites sur les systémes eucaryotes étant les plus proches de celles produites in vivo ;

2) De la structure de la protéine utilisée : si la protéine spike entiere est utilisée dans la plupart des
vaccins, certains se limiteront a l'utilisation de la partie RBD de cette protéine afin de limiter au
maximum les risques d’ADE (cf. chapitre correspondant) ; ce choix expose cependant a un plus grand
risque d'éventuelles sélections de mutant échappant a la réponse immunitaire en limitant I'étendue de
la réponse anticorps (226), d'autres vaccins utiliseront par contre une partie plus large de la protéine
spike mais en y introduisant des modifications visant a la stabiliser et la rendre plus immunogénique
(suppression du site de clivage polybasique, inclusion de mutations stabilisatrices) comme c’est le cas
du vaccin développé par les firmes Novavax® et Sanofi Pasteur/GSK (protéine S stabilisée en
conformation préfusion).

3) des protéines qui pourront enfin étre utilisées sous forme isolée, ou sous forme de nanoparticule ou
de VLP, augmentant ainsi leur immunogénicité. Les protéines ou les peptides seuls sont trés peu
immunogénes et nécessitent généralement, comme les VVI, plusieurs administrations pour étre
efficaces et I'ajout d’un adjuvant. Ainsi, les vaccins sous-unitaires protéiques développés par Sanofi-
Pasteur/GSK et Novavax sont respectivement adjuvantés par AS03 et Matrix-M™, favorisant une
réponse Thl. Le vaccin protéique le plus avancé est le vaccin NVX-CoV2373 développé par Novavax.
Il s’agit d’'un vaccin nanoparticulaire produit sur cellules d’insecte SF9 exprimant une protéine spike
modifiée (la structure de la protéine S est stabilisée par la génération d’une protéine de préfusion via
l'introduction de la mutation 83 du site de clivage de la furine et de deux substitutions de la proline 84
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a l'apex de I'hélice centrale), associée a l'adjuvant Matrix-M® (227). Ce candidat vaccin est
actuellement en phase 3 aprées avoir montré son intérét dans des phases 1 et 2 chez I'Homme (8).

4.2.4. Lesvaccins VLP

Des vaccins de type pseudo-particules virales (VLP) sont actuellement commercialisés contre le VHB
et les HPV (228).

Les pseudoparticules virales sont des particules obtenues par agrégation spontanée de plusieurs
protéines virales structurales, qui sont co-exprimées ou mélangées. Dans le cas des coronavirus, les
VLP se forment lorsque les protéines virales S, M et E, avec ou sans N, sont co-exprimées dans des
cellules productrices eucaryotes (229, 230). Il en résulte un bourgeonnement actif de VLP a partir des
cellules productrices, mais, en I'absence de protéine N de nucléocapside et de I'ARN viral, seule
I'enveloppe sera produite, et ces VLP ne seront donc pas infectieuses. La présence de la protéine
spike a la surface des VLP leur permet de se lier et de pénétrer dans les cellules ACE2+ de la méme
maniere que le ferait le virus (231).

Contrairement aux vaccins sous-unitaires, le réseau de protéines spike sur la surface des VLP réticule
le récepteur des cellules B et les active directement. Comme les vaccins viraux sous-unitaires et
inactivés, les VLP nécessitent généralement un adjuvant et une administration répétée (228).

La technologie VLP et la sécurité des VLP de coronavirus sont bien établies et leur production & grande
échelle selon les normes de bonnes pratiques de fabrication est relativement simple. Actuellement, il
n'y a qu'un seul vaccin SARS-CoV-2 a base de VLP en cours d'essai clinique et 5 en cours de
développement préclinique. lls sont produits, soit in vivo a partir d'un vecteur viral tel que le Modified
Vaccinia Ankara (MVA), qui exprime les composants VLP (une plateforme en cours de développement

par GeoVax), soit, le plus souvent, in vitro a partir de cellules productrices. Medicago produit
notamment ses VLP SARS-CoV-2 a partir de plantes génétiguement modifiées (232).

4.3. Les nouvelles plateformes vaccinales

Dans le contexte des pathologies émergentes et/ou réémergentes, ce qui est par exemple le cas avec
les virus Ebola ou Zika, il est apparu souhaitable d'avoir des plateformes qui puissent étre facilement
utilisées afin de pouvoir développer rapidement des vaccins capables d'induire des réponses humorale
et cellulaire, et ne nécessitant pas de doses importantes de vaccins (233). Les vaccins fondés sur
I'utilisation de fragments géniques codant des protéines d’intérét, et non plus des virus entiers, ou
certaines de ces protéines elles-mémes, répondent a ces critéres. On en distingue deux types : les
vecteurs viraux et les vaccins nucléiques (a ADN et ARN).

Ces vaccins sont ainsi fondés sur l'utilisation des séquences d’acides nucléiques correspondant aux
structures antigéniques susceptibles de déclencher une réponse immunitaire protectrice. lls ont
'avantage 1) d'étre spécifiques comme les protéines en n’utilisant uniquement la partie d’intérét
immunogénique des virus 2) de permettre toutes les modifications post-traductionnelles des protéines
normalement observées in vivo comme avec les vaccins protéiques produits sur systémes eucaryotes
3) d’étre des potentielles plateformes universelles avec une production standardisées 4) de nécessiter
a priori moins de vaccins, les protéines étant produites en quantité in vivo via la mise en fonction du
systéme de production cellulaire.
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4.3.1. Les différents vecteurs viraux utilisés pour un vaccin anti-SARS-
CoV-2

Si beaucoup de microorganismes peuvent étre utilisés comme vecteur d’expression génique, ce sont
les virus qui ont été les plus étudiés. Ces virus sont généralement défectifs et ne font qu’un cycle de
réplication cellulaire, bien que des virus réplicatifs aient également été utilisés. Dans le cadre de la
mise au point d'un vaccin anti-SARS-CoV-2/COVID-19, quatre plateformes virales sont plus
spécifiguement utilisées (cf. tableau 12). Le mécanisme de construction de ces vaccins est
relativement simple. Il consiste a utiliser un virus peu pathogéne (Adénovirus) ou que I'on aura rendu
non pathogénes (MVA, VSV) et d’intégrer dans son génome la séquence codant la protéine d’intérét
(protéine spike dans le cas du SARS-CoV-2). Ceci est assez simple avec les virus a ADN, plus
compliqué avec les virus a ARN car nécessitant des transfections multiples de plasmides avec les
virus a ARN.

Outre les avantages décrits ci-dessus, ces vaccins étant des composés de virus, ils comportent des
lors de nombreux PAMPs qui vont, comme les VVA, stimuler les TLR des cellules dendritiques (DC)
et induire des lors une réponse immunitaire optimale (cf. chapitres adjuvants). lls comportent toutefois
un certain nombre d’inconvénients potentiels 1) étant des virus, ils peuvent induire une réponse
immunitaire anti-vecteur susceptible d’interférer avec leur efficacité, cette réponse pouvant préexister
a la vaccination 2) il s'agit d’organismes génétiquement modifies (OGM), ce qui peut poser des
problemes réglementaires 3) ils peuvent nécessiter des conditions optimales de conservation a tres
basse température (notamment pour le VSV). On dispose enfin pour certains de ces vecteurs des
résultats de phase 1 avec des candidats vaccins contre le SARS-CoV-1 ou le MERS-CoV (cf. tableau
12).

4.3.1.1.Le MVA

Le MVA (Modified Ankara Virus) est une souche du virus de la variole (famille des poxvirus) comportant
six délétions totalisant 24,7 Kb, ainsi que des mutations moins importantes (234). Ce virus atténué a
été utilisé en Allemagne comme vaccin contre la variole, ou plus de 120.000 personnes ont recu ce
vaccin sans qu’aucun effet indésirable important n’ait été rapporté (235). Ce virus a été tres largement
utilisé par ailleurs dans des stratégies vaccinales contre de nombreux pathogéenes. Un vaccin MVA
anti-Ebola a ainsi obtenu une AMM (vaccin Mvabea®) en association avec un vaccin de type Ad26 (cf.
plus loin) Ebola (236). Ce type de vecteur induit des réponses immunitaires assez larges et I'existence
d’'une immunité préexistante contre la variole ne modifie pas son immunogénicité (237).
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Tableau 13: Caractéristiques des principales nouvelles

développement d'un vaccin anti-SARS-CoV

Vaccin Rapidité d’action

Immunogénicité

MVA +
(VV ADN)

VSV +++
(VV ARN)

Ad5 +
(VV ADN)

Ad26 +
(VV ADN)
ChAdOX1 +
(VV ADN)
Rougeole ?
(VV ARN)

Vaccin ADN Faible
immunogénicité

Vaccin ARN Forte
immunogénicité

NR = non renseigné

Expérience avec
d’autres pathogénes

(Phase 2, 3 ou 4)
Oui :

(VIH, TB, Ebola
Mvabea®)

Oui
(HIV, Ebola Ervebo®)

Oui
(VIH, Ebola)

Oui

(VIH, RVS, Ebola
Zabdeno®)

Non

Non

Oui

(VIH, Tuberculose)

Non

plateformes vaccinales utilisées

Essais cliniques avec candidats
vaccin anti-SARS-CoV-2

Résultats phase 1 MERS-CoV (167)

Phase 1 (n=1)

Phase 3 (n= 27, 1 seul, 1 en
combinaison avec Ad26)

Phase 3 (n=1? en combinaison avec
ad5

Phase 1/2 (n=1)
Phase 3 (n=1)
Results phase 1 MERS-CoV (3)

Phase 1 (n=1)

Phase 2 (n=1)

Phase 1/2 (n=3)

Results phase 1 MERS-CoV (166)
Results phase 1 SARS-CoV (166)
Phase 3 (n=1)

Phase 2/3 (n=1)

Phase 2 (n=2)

dans le cadre du

Réle limitant de
la réponse anti-

vecteur

Non

Non

Oui

Oui

Oui

Non

NR

NR
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4.3.1.2. Les adénovirus

Il existe plus de 90 sérotypes d'adénovirus humains répartis en 7 espéces. Ces virus nus, dont le
génome est constitué d'ADN, sont génétiquement stables, peuvent infecter les DC, sont assez faciles
a modifier et ont une grande stabilité résistance aux variations thermiques.

L’adénovirus le plus étudié et utilisé comme vecteur viral a été historiquement I'adénovirus C5 (Ad5).
Ce virus ayant été rendu incompétent en termes de réplication par délétion des génes E1 qui sont
nécessaires a l'établissement de l'infection et & 'activation de I'expression des autres genes, il est
nécessaire d'avoir recours a des lignées cellulaires complémentaires exprimant ces genes, tels que
HEK-293 ou PER.C6.

Ce vecteur a notamment été utilisé dans les stratégies de vaccination anti-VIH (238) ou anti-virus
Ebola (239).

Le principal probleme avec les adénovirus est I'existence d’'une immunité anti-vecteur préexistante -
ou induite par la vaccination - qui est susceptible d'impacter leur utilisation a large échelle (240). Un
grand nombre de sujets adultes sont ainsi porteurs d’anticorps neutralisants anti-adénovirus 5 (241).
Afin de contourner ce probleme, les développeurs de vaccins adénoviraux se sont intéressés a des
sérotypes plus rares tel que I'Ad26 ou a des adénovirus simiens (ChAdV) comme le ChAdV3 utilisé
par exemple dans le cadre d’'un vaccin anti-virus Ebola (242).

Dans le contexte des vaccins anti-SARS-CoV-2, trois adénovirus sont utilisés :1) Ad5 que nous venons
de présenter (1) 2) Ad26 et 3) un adénovirus du chimpanzé ChAdOXx1.

L’adénovirus 26 est développé sous la forme d’une plateforme appelée AdVac® par la firme Janssen.
Il s’agit, comme I'Ad5, d’un vecteur viral rendu incompétent pour la réplication chez 'Homme grace a
la délétion des génes E1. Le géne étranger codant I'Ag pertinent d'intérét pour la protection vaccinale
est inséré dans cette région E1. Le vaccin est ensuite produit sur la lignée cellulaire PER.C6®. Cette
plateforme a été utilisée pour un vaccin anti-virus Ebola (Zabdeno®), qui a obtenu une AMM et qui est
utilisé en association avec le vaccin Mvabea® (cf. ci-dessus). Elle est également utilisée en phase
2b/3 avec un vaccin anti-VIH et un vaccin anti-VRS, et en phase 1 avec un vaccin contre le paludisme
a P. falciparum et contre le virus Zika. Les vaccins fondés sur la plateforme Ad26 ont été administrés
a plus de> 8000 participants dans les essais cliniques y comprenant des sujets agés 265 ans. Dés
lors, le profil de sécurité est déja assez bien connu et cette plateforme, de méme que la plateforme
MVA et VSV (cf. plus loin), sont considérées par 'TOMS comme des plateformes ayant un bon profil de
sécurité (243). L'efficacité présumée du vecteur Ad26 conduit a l'utiliser sous la forme d’'une seule
dose vaccinale (70) contrairement a I'’Ad5 qui en requiert a priori deux pour avoir une efficacité
optimale. A noter enfin que le ministére russe de la santé développe une stratégie vaccinale associant
les deux types de vecteurs de maniere séquentielle (10). Le dernier vecteur adénoviral actuellement
en phase 3 dans le cadre d'une stratégie anti-SARS-CoV-2 est un adénovirus de chimpanzé, le
ChAdOx1. Il s’agit d’'un sérotype Y25 qui a été délété dans les genes E1 et E3 (244). Ce virus étant
d’origine simienne, la séroprévalence des anticorps contre de ce virus est extrémement faible chez
'Homme (244). Cependant, on dispose de beaucoup moins de données cliniques chez 'Homme
puisque, en dehors des résultats des phase 1 et 2 avec un vaccin anti-SARS-CoV-2, seuls sont
disponibles les résultats d’'un essai de phase 1 mené avec un vaccin anti-MERS-CoV (3).

4.3.1.3.Le VSV

Le virus de la stomatite vésiculeuse (VSV) est un virus & ARN de la famille des Rhabdoviridae. Ces
hétes naturels sont le bétail et les insectes chez lesquels il induit des pathologies neurologiques, cette
neurotoxicité étant liée a ses protéines d’enveloppe (245). En conséquence, dans les constructions
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vaccinales, les genes d'intérét remplacent le géne codant les protéines d’enveloppe du VSV. Le fait
que 'Homme ne soit pas un héte naturel évite la problématique d’une immunité humorale anti-vecteur.
Ce vecteur a été utilisé avec succes pour la mise au point d’'un vaccin anti-virus Ebola, Ervebo®,
largement utilisé dans les dernieres poussées épidémiques survenues en Afrique (246). Les vaccins
faisant appel a ce vecteur ne nécessitent qu’une seule injection.

Par ailleurs, il semble efficace lorsqu'il est utilisé en post-exposition, possiblement par une action non
spécifique sur I'immunité innée (247). Un de ses principaux inconvénients est sa thermosensibilité. Il
doit étre ainsi conservé a -70°C et n'est stable qu’une semaine a +4°C et que 24h a 25°C.

4.3.1.4. Le vaccin rougeoleux (VR)

Les principaux intéréts d'utiliser le vaccin contre le virus de la rougeole comme plateforme vaccinale
sont 1) son profil de sécurité parfaitement connu et trés rassurant 2) I'absence d’impact sur la réponse
immunitaire contre I'antigéne vaccinal de 'immunité contre le vecteur (248). Pour générer un VR
recombinant, c’est la souche de laboratoire Edmonston B qui a été choisie (249) par I'équipe du Paul
Erhlich Institute, alors qu’'a I'Institut Pasteur de Paris, la souche vaccinale Schwartz est utilisée (250).
Comme signalé plus haut, la construction d’un vaccin recombinant avec ce virus, dont le génome est
constitué d'ARN, est plus complexe qu’avec les adénovirus. En effet, la génération de ceux-ci a partir
de plasmides nécessite non seulement I’ARN viral, mais également tous les composants protéiques
de la ribonucléoprotéine virale qui doivent étre présents simultanément dans une seule cellule. Ce
vecteur a été utilisé dans le cadre du développement d’un trés grand nombre de stratégie vaccinales
(VIH, virus Zika, virus Epstein-Barr, grippe,...) et est susceptible d'induire des réponses anticorps ou
lymphocytaires T en fonction des antigénes choisis (249). Cependant, il n’a pour l'instant pas dépassé
le stade de phase 1 chez 'Homme (cf. tableau 12).

4.3.2. Les vaccins ADN et ARN

Tout comme les vecteurs viraux, les vaccins ADN et ARN vont permettre la production d’antigenes a
l'intérieur des cellules et donc fournir des protéines ayant toutes les modifications post-traductionnelles
requises. Par ailleurs, s’agissant aussi d’'une plateforme générique, les vaccins peuvent étre produits
a I'aide des mémes composants de base. La fabrication de plusieurs vaccins peut avoir lieu dans une
méme structure, réduisant de maniére drastique a la fois les colts et le temps de production. Leur
fabrication reposant sur des procédés de nature chimique et pas biologique comme les vecteurs décrits
précédemment, leur production a large échelle s’en trouve grandement facilitée.

Les premiers vaccins ADN ont été mis au point il y a une trentaine d’années (251). Pour produire ces
vaccins on utilise un plasmide bactérien au sein duguel on insére une cassette d’expression eucaryote
codant I'antigene vaccinal qui comporte un promoteur CMV et un signal de polyadénylation en 3'-
codant l'antigene vaccinal. Les plasmides sont ensuite amplifiés dans des E. coli et contiennent donc
les éléments favorisant leur production dans cette bactérie. Les vaccins ADN ont I'avantage d’étre
assez simples a produire, d'induire une réponse humorale et cellulaire et d’étre trés stables. lls sont
malheureusement assez peu immunogéniques, nécessitant d'utiliser plusieurs doses en primo
vaccination. Afin d’améliorer cette immunogénicité, certaines équipes ont utilisé des techniques
comme I'électroporation, technique qui augmenterait le risque d’intégration de '’'ADN vaccinal dans le
génome de I'hote (252).

Ces vaccins, contrairement aux vecteurs viraux ou aux vaccins ARN, mettent assez peu en action les
TLR de la cellule et il parait dés lors nécessaire de les adjuvanter. Les vaccins ADN peuvent étre
fabriqués a faible colt et sont trés stables, ce qui représentent des atouts non négligeables. Depuis
30 ans, ils ont été largement développés dans des stratégies vaccinales anti-infectieuses ou anti-
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tumorales dans des essais de phase 2, voire de phase 3, notamment en association avec d’autres
candidats vaccins. S'il n’existe pas de vaccin humain ayant une AMM, des vaccins vétérinaires faisant
appel a cette technologie sont disponibles (West Nile Innovator® (WNV) — Apex IHN® Infectious
hematopoietic necrosis virus).

Les vaccins ARN sont sans doute les moins avancés en termes d’ancienneté de développement, mais
ils auraient un profil de sécurité a priori optimal et sont, par essence, particulierement inducteurs de
signaux de danger au sein de la cellule héte. En effet, au cours de son auto-amplification intracellulaire,
I'ARNm imitera une infection virale et potentialisera ainsi la réponse immunitaire contre I'antigéne viral
exprimé (253). Contrairement & un vaccin a ADN, un vaccin & ARN (ARN messager comportant une
cape en 5' et une queue de polyA en 3') est directement traduit dans le cytoplasme de la cellule, sans
qu'il soit nécessaire d'étre transporté dans le noyau pour la transcription (254). Le vaccin ARN induit
une stimulation immunitaire en activant les récepteurs de reconnaissance de formes, dont le role
naturel est d’identifier et répondre aux ARN viraux en induisant différentes voies : dans les cellules
immunitaires, les récepteurs de type Toll TLR3 (qui reconnait les ARN double-brin), TLR7 et TLR8 (qui
reconnaissent les ARN simple brin), résidant dans le compartiment endosomal, sont activés par
I'ARNmM endocytosé et induisent la sécrétion d'interféron (255). En revanche, comme les vaccins a
ADN, la synthese intracellulaire de novo de l'antigéne d’intérét d'un vaccin & ARN stimule & la fois les
réponses des lymphocytes B et T. Contrairement & I'immunisation protéique, plusieurs configurations
de vaccins ARN ont induit de fortes réponses des lymphocytes T CD8 +, probablement en raison de
la présentation efficace des antigenes produits de maniere endogene sur les molécules du CMH de
classe |, en plus de puissantes réponses des lymphocytes T CD4 + (256-258). De plus, contrairement
a l'immunisation par de I'ADN, les vaccins ARN ont montré la capacité de générer des réponses en
anticorps neutralisants puissantes chez les animaux, avec seulement une ou deux immunisations a
faible dose (259-261).

Par ailleurs, les vaccins a ARNm, reconnus comme des éléments étrangers par la cellule (PRR), ont
des propriétés auto-adjuvantes qui entrainent des réponses immunitaires adaptatives fortes et a durée
prolongée, via le TNF-a, I'lFN-a et la sécrétion d’autres cytokines par les cellules immunitaires (262)
(Il est cependant possible de les adjuvanter, afin de moduler la réponse immune (253).

Alors que les risques d'intégration au génome cellulaire, d’expression a long terme et / ou d’induction
d’auto-anticorps ont entrave |'approbation de vaccins a base d’ADN a usage humain, que l'utilisation
de vecteurs viraux est entravée par leur potentiel retour a la pathogénicité et la présence de fortes
réactions immunitaires humorales spécifiques au vecteur, pour les vaccins a ARN, ces préoccupations
ne se posent pas (253). En effet, comme I'ARNm est une plateforme non infectieuse et dénuée de
capacité d’intégration (cf. plus haut), il n'y a aucun risque potentiel d'infection ou de mutagenese
insertionnelle. Par ailleurs, TARNm est dégradé par des processus cellulaires normaux, et sa demi-vie
in vivo peut étre régulée par l'utilisation de diverses modifications de 'ARN et méthodes de délivrance
(263, 264). L'expression transitoire de I'antigéne codé par I'ARNmM permet une exposition a I'antigéne
plus controlée et minimise le risque d'induction de tolérance qui peut étre associé a une exposition a
long terme aux antigénes (253). De plus, l'immunogénicité inhérente a 'ARNm peut étre également
modulée a la baisse pour renforcer le profil d'innocuité (265, 266).

Cependant, du fait de I'absence de commercialisation, a ce jour, de vaccins utilisant ce type de
plateforme chez 'Homme, les données sur leur profil de sécurité sont encore limitées, en particulier
sur le long terme. Il existe deux types de vaccin ARN en cours de développement 1) des petites
molécules d'ARNmM non amplificatrices qui codent I'antigéne d'intérét 2) de plus grandes molécules
d’ARNm auto-amplificatrices qui codent, en plus de l'antigene d’intérét, un réplicon viral d'alphavirus
et qui dirige sa propre réplication dans la cellule héte exprimant ainsi plus d'antigenes. Comme pour
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les vaccins ADN la séquence codant les protéines d’intérét est incluse dans ces molécules d’ARNm,
permettant leur expression dans la cellule dendritique grace a la machinerie cellulaire. La destruction
des ARN par les RNAses extracellulaires, a été un frein a leur développement (255). Aussi, une plus
grande attention doit étre accordée a leur formulation (267, 268). Dans ce but, différents systemes de
vectorisation (nanoparticules lipidiques) ont été développés, permettant aux vaccins de pénétrer dans
la DC et d'y produire des lors les antigénes vaccinaux sans étre détruits auparavant par ces enzymes.
L'impossibilité d’envisager leur production a grande échelle a été considérée initialement comme un
obstacle insurmontable a leur commercialisation. Si cette perspective a changé, la facilité et I'évolutivité
de leur production étant maintenant considérées comme leurs grands atouts, les systemes de
purification et de stabilisation restent toutefois a améliorer.

Les vaccins a ARNm ont induit une immunité protectrice contre une variété d'agents infectieux dans
des modeéles animaux (269), notamment avec les virus Zika (259, 261), virus de la grippe (260), virus
de la rage (256), virus Ebola (270). Cependant, d’autres résultats plus modestes ont été publiés dans
la grippe (260) et la rage (271). Dans le cadre du développement des vaccins anti-SARS-CoV-2, des
résultats encourageants issus des essais de phase 1 ont été publiés et devront étre confirmés par
ceux obtenus lors des essais de phase 3%, menés notamment a plus grande échelle et sur du plus long
terme (5-7).

6 pour deux candidats vaccins, de type ARN, développés par Pfizer® et Moderna®, les premiéres données d’efficacité vaccinale, a
court terme, issus des essais de phase 3, communiquées par voie de presse mais non publiées, annoncent des taux d’efficacité de
plus de 90 %.
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Tableau 14 : Propriétés immunologiques des principales plateformes utilisées dans le cadre du développement des vaccins contre le SARS-CoV-2 (d’apres Jeyanathan et

al. (272) et Funk et al. (273))

Plateformes SARS- Réponse Ac Réponse cellulaire T Immunité Voie Immunogénicité Autres
vaccinales CoV-2 neutralisants pré-existante | d’administration | globale
antigéne T T rm contre le
CD4+ CD8+ Pulmonaires vecteur
Vaccins par vecteur viral
Ad5 Qualité et Thl Réponse Induite par voie Prévalence Intramusculaire Forte apres 1 Nombreuses
(non réplicatif) Durabilitfé affecFée puissante ; . muq.ueus.e . dans le sang (dans les RCTs) seule dose mais données de
par une immunité effets négatifs | respiratoire mais | élevée, age entravée par tolérance ;
préexistante d'une immunité | pas dépendante / limmunité délivrance par voie
contre le vecteur anti-vectorielle | intramusculaire faible préexistante anti- mugueuse aide a
préexistante prévalence vectorielle contourner
dans le l'immunité anti-
tractus vectorielle
respiratoire préexistante
Ad26 Qualité et Thl Réponse Induite par voie Prévalence Intramusculaire Faible, nécessite Tolérance établie sur
(non réplicatif) Durabilitfé affecFée modérée ; . muq.ueus.e . modérée (dans les RCTs) des doses les dpnnées des.
par une immunité effets négatifs | respiratoire mais répétées ou une vaccins VIH et virus
anti-vectorielle d'une immunité | pas vaccination Ebola ; délivrance
préexistante anti-vectorielle | intramusculaire hétérologue par voie muqueuse
préexistante boostée aide a contourner
limmunité
antivectorielle
préexistante
ChAdV Absence Thl Réponse Induite par voie Prévalence Intramusculaire Forte apres 1 Tolérance bien
(non réplicatif) d’immynité anti- puissante muq.ueus'e . trés faible (dans les RCTs) seule dose établie sur des
vectorielle respiratoire mais données chez
préexistante pas I’'Homme ; Propice a
intramusculaire une délivrance par
voie muqueuse ;
peut étre utilisé
comme vaccin

HAS ¢ Aspects immunologiques et virologiques de l'infection par le SARS-CoV-2 ¢ novembre 2020

76



Plateformes SARS- Réponse Ac Réponse cellulaire T Immunité Voie Immunogénicité Autres
vaccinales CoV-2 neutralisants pré-existante | d’administration | globale
antigéne T T Trm contre le
CD4+ CD8+ Pulmonaires vecteur
autonome ou en
prime boost
Plateformes SARS- Réponse Ac Réponse cellulaire T Immunité Voie Immunogénicité Autres
vaccinales CoV-2 neutralisants pré-existante | d’administration | globale
antigéne T T Trm contre le
CD4+ CD8+ Pulmonaires vecteur
VSV Absence Thl Réponse pas Non induite par | Absence Intramusculaire Bonne apres 1 Plate-forme
(réplicatif) d’'immunité anti- aussi yoie . (dans le vaccin seule dose autorisée pour le .
vectorielle importante intramusculaire Ebola) vaccin contre le virus
préexistante gu'avec Ad5 Ebola ; protection
ou ChAdV qd inconnue de la voie
utilisé comme muqueuse contre les
vaccin pathogénes
autonome ; respiratoires
Fort booster
de la réponse
cellulaire
Rougeole et Qualité et Thl Bonne Non induite par Prévalence Parentérale ou Faible lié aux Pas beaucoup
Grippe durabilité réponse si voie parentérale | élevée due a | Muqueuse vecteurs étudié chez
(réplicatif) dépendantes de administré par la vaccination | respiratoire d'adénovirus I'Humain ;

I'existence ou non
d’'une immunité
préexistante anti-
vectorielle et de la

voie

d’administration du

vaccin

voie
muqueuse
respiratoire

recombinaison
possible des VVA
contre la grippe dans
le poumon délivrés
par voie muqueuse

Autres Vaccins
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Plateformes SARS- Réponse Ac Réponse cellulaire T Immunité Voie Immunogénicité Autres
vaccinales CoV-2 neutralisants pré-existante | d’administration | globale
antigéne T T Trm contre le
CD4+ CD8+ Pulmonaires vecteur
Vaccins Absence Thl ou Dépendant de | Non induite par | Absence Intramusculaire Nécessite des Adjuvant non
4 ARNm d'immunité anti- Th2 selon | I'adjuvant et de | voie parentérale (dans les RCTs) administrations nécessaire ;
vectorielle 'adjuvant | la formulation répétées absence de certitude
préexistante s'il se préte a la
vaccination
muqueuse
Production rapide
Vaccins Absence Thl Réponse pas Non induite Absence Intramusculaire Inférieure a celle Adjuvant
4 ADN d’'immunité anti- aussi forte que (dans les RCTs) des vaccins nécessaire ; ne
vectorielle pour certains ARNmM ; Nécessite | s’administre pas par
préexistante vecteurs viraux des voie muqueuse
a,dn?lrilstratlons Peut étre utilisé chez
repetees les sujets
immunodéprimés
Rapidité de
production
Stabilité a long
terme
VVA Forte induction Thi Réponse forte | Induite par voie | Absence Sous-cutanée Nécessite une Données de sécurité
muqueuse seule plus larges requises
respiratoire mais administration pour explorer une
pas par voie éventuelle
intramusculaire recombinaison avec
un virus de type
sauvage
VI Forte induction Thl ou Réponse faible | Absence Absence Intramusculaire Faible, Nécessite Adjuvant
Th2 selon d’induction des doses nécessaire ;
I'adjuvant répétées aluminium souvent
utilisé, qui augmente
la réponse Th2
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Plateformes SARS- Réponse Ac Réponse cellulaire T Immunité Voie Immunogénicité Autres
vaccinales CoV-2 neutralisants pré-existante | d’administration | globale
antigéne T T Trm contre le
CD4+ CD8+ Pulmonaires vecteur

potentiellement lié
au phénomene
d’ADE

Vaccin Forte induction Thl ou Réponse faible | Absence Absence Intramusculaire Faible, Nécessite Adjuvant

Protéiques Th2 selon d’induction (dans les RCTs) des doses nécessaire ; le plus

Sous-unitaires I'adjuvant répétées souvent non
administrable par
voie muqueuse
respiratoire

Vaccins a Forte induction Thl ou Réponse faible | Absence Absence Intramusculaire Faible mais > a Plateforme bien

Particules Th2 selon d’induction ou sous-cutanée celle des vaccins établie pour

pseudovirales I'adjuvant protéiques sous- différents vaccins

« virus-like unitaires, commercialités

particles » Nécessite des (HBV, HPV) ;

doses répétées adjuvant nécessaire
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Conclusion

Dans le cadre du développement d'un vaccin contre le SARS-CoV-2 de tres nombreuses
plateformes sont utilisées. Les vaccins les plus avancés dans leur développement visent tous a
induire des anticorps neutralisants contre la protéine spike entiere et/ou sa partie RBD.

Parmi les plateformes utilisées on retrouve des plateformes classiques (vaccins inactivés, vaccins
protéigues seuls ou sous forme de VLP) et des plateformes plus modernes (vaccin ARN, vaccin
ADN, vecteurs viraux (Adénovirus : Ad5, Ad26 et ChAdOX1 ; MVA, Virus rougeoleux et VSV).

Parmi les plateformes les plus récentes seules les vecteurs viraux de type Ad26, MVA et VSV ont
donné naissance a des vaccins ayant obtenu une AMM (dans tous les cas il s’agissait de vaccin
anti-virus-Ebola).

On dispose par ailleurs de résultats de phase 1 chez 'Homme avec des vaccins anti MERS-CoV ou
SARS-CoV1 avec des vaccins viraux inactivés, un vecteur viral de type MVA, un vecteur viral
ChAdOX1 et des vaccins ADN.

Les différences entre ces différents vaccins portent :

Sur leur tolérance : plusieurs plateformes sont assez nouvelles et dés lors les données de
tolérance chez 'Homme restent assez sommaires notamment pour les vecteurs viraux méme
si certains d’entre eux ont déja été largement utilisés comme le MVA par exemple. Il ne faut
pas oublier que les vaccins protéiques vont étre associés a de nouveaux adjuvants (cf.
chapitre suivant) pour lesquels on dispose de peu de données chez I'Homme ;

Sur leur immunogénicité : les vaccins les plus immunogéniques sont a priori les vecteurs
viraux et les vaccins ARN car ils ont un effet de stimulation des TLR des cellules dendritiques.
Ces vaccins ainsi que les vaccins ADN, et contrairement aux vaccins inactivés et aux vaccins
protéiques induisent une réponse lymphocytaire T CD8+ possiblement bénéfique pour
contrdler la réplication du virus ;

Y

Sur leur conservation: certains vaccins sont assez sensibles a la chaleur rendant
problématique leur utilisation a large échelle dans les pays chauds.

En l'absence de tests immunologiques standardisés internationalement, de criteres d’efficacité
harmonisés entre les différents essais de phase 3, il ne sera pas possible de comparer I'efficacité
de ces différents vaccins dans un avenir proche.

Pour intéressants qu'ils soient, les premiers vaccins ne seront peut-étre pas les plus efficaces.
Plusieurs équipes travaillent sur la conception de vaccins intégrant des antigenes plus divers afin
notamment d’élargir la réponse lymphocytaire et (ou) du (des) vaccins a délivrance muqueuse qui
pourrai(en)t s'avérer a terme plus pertinent(s) pour contréler précocement l'infection virale.

Ainsi, il est trés vraisemblable que plusieurs vaccins anti-COSARS-CoV-2 seront produits avec
succes, selon plusieurs vagues successives et que les rappels vaccinaux pourraient faire appel a
des vaccins de différentes générations.
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5. Immunité et vaccins muqueux

L'immunité muqueuse joue un rble fondamental dans le contréle des infections. Le rbéle de cette
immunité est toutefois prioritairement un réle tolérogéne vis-a-vis des antigenes alimentaires. A de
rares exceptions pres, les candidats vaccins contre le SARS-CoV-2 sont tous administrés par voie
intramusculaire (IM). L’avantage de cette voie tient a un contréle de la dose injectée. Cependant, cette
voie induit une réponse systémique, la protection au niveau des muqueuses étant assurée par un
transfert passif des IgG post-vaccinales. Ces vaccins ne peuvent induire efficacement des anticorps
IgA muqueux ou des lymphocytes T de type TRM (T Resident Memory) dans les VARS (274, 275),
premiere ligne de défense contre les pathogénes respiratoires, et qui sont les plus susceptibles
d’entrainer une neutralisation virale (212,(276, 277). Cet effet essentiellement systémique des vaccins
administrés par voie IM pourrait expliquer, par exemple, les différences d'efficacité des vaccins anti-
SARS-CoV-2 actuellement en phase 2/3 utilisant cette voie d’administration dans le modele rhésus
macaque dans les compartiments des VARS et pulmonaire (cf. tableau).

Le systeme respiratoire se divise en une partie supérieure (des cavités nasale et buccale a la gorge)
et une partie inférieure (trachée et poumon) séparées par la glotte. Sila partie supérieure est en contact
avec de nombreux germes de I'environnement, les voies respiratoires inférieures sont d’ordinaire
stériles. Le systéme immunitaire muqueux des VARS est constitué de sites inductibles - le tissu
lymphoide associé au nasopharynx (NALT)- et effecteurs. Les antigénes capturés par les DC sont
apportés au NALT faisant office localement de ganglion et dans la région B de ces structures, les
lymphocytes B vont maturer et donner naissance a des plasmocytes qui produiront essentiellement
des IgA sécrétoires (S-IgA), celles-ci ayant une forte activité neutralisante (215). Il existe un systeme
identique au niveau des bronches appelé BALT mais celui-ci n’existe pas a I'état basal chez 'Homme
et n'est induit qu'aprés infection (278). Ce tissu inductible est capable a lui seul de contrbler une
infection virale pulmonaire (279).

Le role de 'immunité innée dans la mise en place de systéme adaptatif semble prépondérant (94). Le
systeme immunitaire des voies respiratoires supérieures et inférieures présente également des
différences marguées en ce qui concerne la dominance des isotypes d'lg et de l'induction de lI'immunité
humorale. Si, dans les voies respiratoires supérieures, l'induction de réponses IgA est dominante, les
voies respiratoires inférieures sont le domaine des IgG d'origine circulatoire celles-ci étant dépourvues
de muqueuse (218). Dans les expériences de challenge viral avec des souches de HCoV-229E
I'excrétion virale au niveau des VARS est ainsi inversement corrélée a la quantité d’IgA muqueuses
présente au niveau des sécrétions nasales (117). La réponse IgA muqueuse reste peu étudiée au
cours de l'infection SARS-CoV-2 toutefois elle semble étre présente chez les sujets infectés et ce
méme en I'absence de réponse systémique (194).

A coté de 'immunité humorale, 'immunité cellulaire joue un réle important dans la protection et la
défense contre les infections au niveau muqueux et, en premier lieu, les lymphocytes TRM (T Resident
Memory). Ces lymphocytes T se différencient de leur contrepartie sanguine par I'expression de
récepteurs de surface, en particulier le CD69 pour les lymphocytes T CD4+ et le CD103 pour les
lymphocytes T CD8+ (280). Les études menées chez la souris suggerent que le poumon est une niche
distincte et trés dynamique pour la génération de TRM (280).

Différentes plateformes vaccinales peuvent étre utilisées dans le cadre du développement d’un vaccin
administré par voie muqueuse. Le type de plateforme mais également le type d’adjuvant utilisé sont
déterminants pour la mise au point des stratégies de vaccination muqueuse (281). Cette voie a été
largement utilisée avec le vaccin anti-poliomyélitique oral vivant atténué, mais seuls quelques vaccins
administrables par voie muqueuse ont été développés par la suite (vaccins contre la grippe et rotavirus
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notamment) (221). Cela est di en particulier a la difficulté de disposer d'adjuvants muqueux sdrs et
efficaces (220), ainsi qu’au manque de systemes d’administration capables de préserver l'intégrité de
I'antigéne du vaccin.

Il estimportant de noter gu’il n’existe de vaccin muqueux disponibles que contre cing pathogenes, trois
virus (virus de la grippe, rotavirus, virus de la poliomyélite) et deux bactéries (Salmonella Typhi et
Vibrio Cholerae). Parmi ceux-ci, un seul ne repose pas sur l'utilisation d'un agent infectieux atténué
(Dukoral®, qui est un vaccin inactivé), et un seul est disponible par voie non digestive (le vaccin anti-
grippal).

Les problématiques principales auxquelles est confronté le développement d’'un vaccin par voie
muqueuse sont liées aux phénoménes d’'immunotolérance (282). Les surfaces muqueuses sont
exposées continuellement a des antigénes, ce qui entraine le développement d'un micro-
environnement tolérant envers les antigenes (283). Ce phénomene est dépendant de la formulation
du vaccin, de la dose antigénique (283), de la fréquence d’administration ('administration d’un
antigéne a doses faibles et pendant longtemps, tout comme I'administration de fortes doses mais peu
souvent répétées entraine une immunotolérance) et du type d’adjuvant utilisé quand le vaccin n’est
pas un vaccin vivant atténué (281).

L'induction de réponses immunitaires spécifiques au niveau des sites muqueux peut étre en mesure
de controler les infections des leur point d'entrée dans le corps (281). Au cours des derniéres
décennies, plusieurs vaccins candidats ont été congus et testés par diverses voies muqueuses dans
des essais précliniques ou cliniques. Bien que le systéme immunitaire muqueux comporte plusieurs
compartiments anatomiquement éloignés et fonctionnellement distincts, il est établi que l'ingestion
orale ou l'administration intranasale d'antigenes induit des réponses humorales et cellulaires, non

seulement au site d'exposition a l'antigene mais également dans d'autres compartiments
muqueux (284, 285).

Cependant, toutes les routes d’administration muqueuses n’induisent pas une réponse immune
équivalente en termes d'amplitude et de durée, reflétant les différences dans l'organisation et la
composition cellulaire des structures lymphoides dans les différents tissus muqueux (286, 287) : la
vaccination orale stimule généralement les réponses immunitaires dans le tractus digestif, ainsi que
de la muqueuse buccale, les tissus lymphoides nasaux associés (NALT) et les glandes mammaires.
L'administration intranasale, quant a elle, induit efficacement la production d’anticorps dans les glandes
salivaires, le NALT et le tissu lymphoide associé aux bronches (BALT) des voies respiratoires
inférieures et du tractus urogénital (288).

L'immunisation par voie muqueuse est donc considérée comme |'approche la plus simple et appropriée
pour induire de puissantes réponses immunitaires et systémiques contre les infections
respiratoires (289-292).

Plusieurs candidats vaccins ont été développés contre des coronavirus animaux (293-295), ou contre
le MERS-CoV (296, 297) ou le SARS-CoV-1 (298). Ces études montrent I'induction d’une réponse
muqueuse et une protection contre l'infection, quand elle a été analysée, permettant de démontrer la
pertinence éventuelle des stratégies de vaccinations muqueuses dans les infections par les
coronavirus.

Rares sont toutefois les candidats vaccins en cours de développement clinique contre le SARS-CoV-
2 administrés par voie muqueuse : selon la liste des candidats vaccins établie par 'TOMS, deux vaccins
par vecteur viral non réplicatif (Ad5), administrés en 2 doses a 28 jours d’intervalle, sont en cours
d’étude dans des essais de phase 1, I'un en Chine (vaccin de I'Institute of Biotechnologyn Academy of
Military Medical Sciences, PLA of China) et le second aux USA (vaccin de la compagnie Vaxart), essais
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qui doivent officiellement se terminer en juin et octobre 2021. A ce jour, aucun résultat n’a été publié
pour ces candidats vaccins.

En phase préclinique, I'un des trois vaccins développés par I'Institut Pasteur (241), un vaccin utilisant
un vecteur lentiviral (LV), a induit la production d’anticorps neutralisants contre la glycoprotéine spike
du SARS-CoV-2. La vaccination systémique par ce vaccin chez la souris, dans laguelle I'expression
du récepteur SARS-CoV-2 hACE?2 a été induite par transduction de cellules des voies respiratoires par
un vecteur adénoviral, n'a conféré qu'une protection partielle, malgré une intense activité de
neutralisation du sérum. Cependant, le ciblage de la réponse immunitaire aux voies respiratoires, par
un rappel intranasal, avec ce vaccin a entrainé une diminution supérieure a 3 1og10 de la charge virale
pulmonaire et évité une inflammation locale. Chez le hamster doré, naturellement permissif a la
multiplication du SARS-CoV-2 et restituant la physiopathologie humaine du COVID-19, ce vaccin a
montré une forte efficacité vaccinale et diminué les Iésions pulmonaires délétéres.

Un autre essai a été mené avec un candidat vaccin a vecteur adénovirus de chimpanzé codant une
protéine spike stabilisée par préfusion (ChAd-SARS-CoV-2-S) dans des études de challenge
viral (299) avec le SARS-CoV-2 chez des souris exprimant le récepteur ACE2 humain. L’administration
intramusculaire de ce vaccin a induit des réponses immunitaires humorales et cellulaires systémiques
robustes et a protégé contre l'infection pulmonaire, I'inflammation et la pathologie, mais n’a pas conféré
d'immunité contre la contamination et I'infection, comme en témoignent la détection de I'ARN viral et
I'induction d'anticorps anti-nucléoprotéines (non contenues dans le vaccin) aprés une infection par le
SARS-CoV-2. En revanche, une seule dose intranasale a induit des niveaux élevés d'anticorps
neutralisants, a favorisé les réponses systémiques et muqueuses des immunoglobulines A (IgA) et
des lymphocytes T, et a prévenu, apres challenge, l'infection par le SARS-CoV-2 (absence de Iésion
pulmonaire a I'histologie).
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Conclusion

L’immunité muqueuse est un élément déterminant dans le contrble des viroses respiratoires et
notamment les infections a coronavirus. Cette immunité est bien moins étudiée que I'immunité
systémique mais semble associée au contréle de la réplication du virus au niveau des VARS en tout
cas dans les études de challenge de volontaires sains avec le HCoV-229E.

Des lors le développement d’'un vaccin administrable par voie muqueuse est une piste intéressante
car il permettrait une protection plus rapide et plus compléte (hotamment en assurant un contréle de
la réplication du virus au niveau des VARS permettant d’envisager d’obtenir un vaccin a méme
d’induire une immunité collective) en cas d’'infection par le SARS-CoV-2.

L'utilisation de la voie muqueuse, non douloureuse, facilite son administration et pourrait améliorer
I'acceptabilité vaccinale.

Si le développement de vaccin par voie muqueuse est plus compliqué que celui de ceux administrés
par voie systémique car des phénoménes d'immunotolérance peuvent compromettre son
immunogeénicité et il est important de rappeler qu'a ce jour un seul vaccin est disponible par voie
nasale, mais que plusieurs candidats vaccins anti-SARS-CoV-2 sont actuellement en cours
d’évaluation.
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6. L'impact potentiel des adjuvants

6.1. Définition

Un antigéne peut s’avérer a lui seul ne pas étre un agent suffisamment stimulant dans le processus
de recrutement du systeme immunitaire et la mise en place d’'une réponse immune adaptative.
L’adjonction d’un adjuvant, c’est-a-dire d’'une substance qui, ajoutée a la préparation antigénique d’'un
vaccin, augmente la réponse immunitaire humorale et/ou cellulaire vis-a-vis de I'antigene, est alors
nécessaire’.

Dans le contexte du développement d’un vaccin contre le SARS-CoV-2, I'enjeu est de trouver le plus
rapidement possible un vaccin capable d’'induire rapidement une réponse anticorps protectrice, avec
une quantité minimale d’antigéne, et sans effets indésirables importants ; ce qui rendrait le vaccin
accessible et permettrait de répondre a la demande mondiale forte (301, 302).

Aussi, l'incorporation d’'un adjuvant aux vaccins en cours de développement pourrait répondre a la
plupart de ces exigences car elle permettrait non seulement d’entrainer une meilleure réponse
immunitaire mais également de réduire la quantité d’antigéne nécessaire et le besoin d’un schéma
vaccinal en plusieurs injections (301, 302).

Depuis les années 1920 (303), des adjuvants ont ainsi été ajoutés dans les vaccins de maniére
empirique, avec pour objectifs,, selon Coffman et al. (304) :

d’accroitre I'immunogénicité des nouveaux antigenes peu immunogéenes (protéines purifiées ou
recombinantes, peptides, polysaccharides purifiés...) ;

de moduler et orienter la réponse immunitaire (Thl, Th2, CTL, augmentation de la vitesse de la
réponse initiale en cas d'épidémie ou de pandémie...) ;

de maintenir la réponse immunitaire dans le temps (mémoire) ;

de réduire la quantité d'antigene ou le nombre d’injections nécessaires pour l'immunité protectrice
(aspect économique) ;

d’améliorer la réponse immunitaire aux vaccins chez les nouveaux nés, les personnes agées ou
les immunodéprimeés ;

de développer de nouvelles voies d'immunisation (orale, nasale).

6.2. Classification selon les mécanismes d’action

Il existe différentes classifications des adjuvants, fondées notamment sur leurs propriétés physico-
chimiques ou leur origine (305) mais nous ne décrirons, dans ce document, qu’une classification
reposant sur leurs principaux mécanismes d’action (306).

Les adjuvants peuvent étre classés en trois grandes catégories (307) :

1) Les immunostimulants qui agissent directement sur le systéme immunitaire pour améliorer la
réponse a l'antigene (ligands aux TLR, cytokines, saponines et des endotoxines bactériennes qui
stimulent la réponse immunitaire) ;

7 Selon la directive 2001/83/EC du Parlement européen et du Conseil du 6 novembre 2001 (300), « l'incorporation d’adjuvants aux
formulations des vaccins a pour but d’augmenter, d’accélérer et de prolonger la réponse immunitaire spécifique recherchée aux
antigénes vaccinaux ». En conséquence, ne sont pas considérés comme adjuvants, les composés administrés séparément de
I'antigene ou a un site différent : il s’agit alors d'immunomodulateurs qui préconditionnent le systéme immunitaire de maniere
systémique.
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2) Les « dépot/carrier » qui sont des systemes de libération (ou véhicules) présentant I'antigene
vaccinal au systéme immunitaire de facon optimale, permettant la libération contrblée et la
formation d’un dép6t améliorant la réponse spécifique a I'antigene ;

3) Les immunostimulants mélangés a un systeme de libération (sels d’aluminium, émulsions,
liposomes).

6.3. Bases immunologiques de I'action des adjuvants sur laréponse
Immunitaire et principaux mécanismes d’action

Malgré leur large utilisation dans des milliards de doses de vaccins humains et animaux, les
mécanismes d'action par lesquels les adjuvants potentialisent les réponses immunitaires ne sont
toujours pas completement caractérisées a I'heure actuelle.

De maniere générale, les macrophages et cellules présentatrices d'antigenes possedent des
récepteurs (PRR = Pathogen Recognition-Receptor) capables de détecter certaines molécules propres
aux agents infectieux (PAMP= Pathogen-Associated- Molecular Pattern). L’'ensemble constitue, dans
les macrophages et les cellules présentatrices d’antigenes (CPA), un complexe intracellulaire, appelé
linflammasome, permettant d’activer la production de cytokines et [linitiation des réponses
immunes (300).

Contrairement aux vaccins vivants, les vaccins protéiques (par exemple anatoxines diphtérique ou
tétanique, antigene HBs) sont dépourvus de PAMPs. Ceux-ci sont d’autre part en partie dénaturés lors
du processus d'inactivation des vaccins inactivés. Certains adjuvants, en activant les PRR, permettent
de compenser I'absence de PAMPs. L’activation des PRR déclenche une premiére vague d'immunité
innée nécessaire a I'élaboration d’'une réponse immune efficace et de longue durée, médiée par les
Ac et les lymphocytes T.

Les données disponibles suggerent que les adjuvants utilisent, selon leur nature, un ou plusieurs des
mécanismes suivants pour déclencher des réponses immunitaires :

1) Libération prolongée d’antigene au site d’injection (effet de dépét), avec augmentation de la durée
de présence de I'antigéne au point d’injection et stimulation répétée du systeme immunitaire (le
mécanisme d’action certainement le plus anciennement connu)

La libération au site d'injection assure une stimulation constante du systeme immunitaire avec une
production élevée en titres d'anticorps. Jusqu'a réecemment, l'effet dépét était considéré comme un
mécanisme d'action classique de nombreux adjuvants. Les antigénes sont simplement adsorbés sur
I'aluminium, la liaison serait due a une forte interaction électrostatique entre I'antigéne et I'aluminium
(308). Divers autres adjuvants tels que les émulsions eau-dans-huile (adjuvant complet de Freunds
[CFA]), les micro et nanoparticules biodégradables (309, 310), I'AS04, une combinaison adjuvante
composée de monophosphoryl lipide A (MPL) et d'aluminium (311), agissent par effet de dép6t pour
induire une production d'anticorps importante et prolongée.

2) Régulation positive des cytokines et des chimiokines
3) Recrutement cellulaire au site d’injection

4) Augmentation de l'absorption et de la présentation de l'antigéne aux cellules présentatrices
d’antigene (CPA) et limitation de la dégradation des antigenes vaccinaux avant leur captation par la
CPA.

L’adjuvant permet de préserver l'intégrité conformationnelle de I'antigéne, de faciliter la capture du
complexe antigéne-adjuvant par la CPA et influence également le ciblage de cellules spécifiques. Ceci
permet de maximiser la réponse en anticorps efficients (avec diminution des quantités d’antigene dans
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les vaccins et du nombre de doses nécessaires pour obtenir une protection efficace), et de maintenir
I'affinité de I'anticorps et augmenter la durée de la réponse immunitaire.

5) Présentation de I'antigene aux CPA

L'adjuvant peut également permettre de préserver la conformation de l'antigene et de faciliter la
capture du complexe antigéne-adjuvant par la CPA, ce qui permet de maximiser la réponse en
anticorps neutralisants (avec diminution possible des quantités d’antigenes et du nombre de doses
nécessaires) et augmenter la durée de la réponse immunitaire.

6) Activation et maturation des CPA, avec augmentation de l'expression du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) de classe Il et des molécules co-stimulatrices et migration aux ganglions
lymphatiques drainants ;

7) Potentialisation ou modulation immunologique (voies Thl, Th2 et Th17)

L’activité de I'adjuvant est liée a I'activation de la cellule dendritique (CD), par ses TLRs, qui permet la
capture et la reconnaissance de I'antigéne. La CD mature va alors présenter I'antigéne aux LT naifs
(avec déclenchement de I'immunité adaptative). L’activité immunologique de l'adjuvant est liée a
I'activation de la CD, CPA par excellence qui permet le passage de I'immunité innée (immunité
naturelle) a I'immunité adaptative (immunité acquise). Dans les tissus périphériques, la CD, activée
par ses TLRs, assure la capture et la reconnaissance de I'antigéne, ce qui déclenche sa maturation
pendant sa migration subséquente vers le paracortex du ganglion ; la CD mature va appréter I'antigéne
puis le présenter au LT naif, déclenchant ainsi les processus de 'immunité adaptative.

L’adjuvant protége I'antigéne de la protéolyse extra-cellulaire et facilite la présentation de I'antigene
dans le cytosol. Ainsi, I'antigéne se fixe sur les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de
classe | (CMH 1), ce qui conduit a I'activation de lymphocytes T CD8+. Il peut étre intéressant d’ajouter
un immunomodulateur favorisant la production d’IFN-y qui active également la voie endogéne par la
stimulation de I'expression du CMH I.

Selon I'adjuvant choisi pour la formulation du vaccin, la réponse immunitaire pourra étre orientée vers
une réponse adaptative de type Thl de type cellulaire ou Th2 de type humoral ; la production de LT a
mémoire et la vitesse de la réponse initiale (importante au cours d’'une pandémie) pourront étre
augmentées, I'étendue, la spécificité ou I'affinité de la réponse pourront étre modifiées. En effet, tous
les adjuvants ne vont pas agir de la méme facon sur le systéeme immunitaire et peuvent moduler le
type de réponse immunitaire obtenue. Ainsi certains vont orienter vers la production de certaines
cytokines : l'interleukine IL-4 entrainant la stimulation des LT de type Th2, ce qui va préférentiellement
induire une réponse immunitaire humorale, ou inversement I'lFN-y (IFN-y) stimulant les LT de type Thl
et provoquer une réponse immunitaire cellulaire, alors que certains, en activant la production d’IL-17
favorisent les LT de type Th17 et activent 'immunité locale médiée par les polynucléaires.

A ce jour, les adjuvants utilisés sont associés a des vaccins protéiques qui requierent I'induction de
fortes réponses humorales. A l'inverse, certains adjuvants associés a des vaccins nouveaux, ou en
cours de développement sont choisis pour stimuler également la réponse cellulaire cytotoxique et ainsi
optimiser 'ensemble des défenses protectrices.

6.4. Les adjuvants utilisés dans les vaccins actuels

La plupart des vaccins actuellement sur le marché contiennent des adjuvants, sauf I'ensemble des
vaccins vivants, les vaccins contre la grippe saisonniere (excepté Gripgard®), les vaccins
quadrivalents meéningococciques conjugués A,C,Y,W135, le vaccin Pneumo23® et le vaccin
DTP® (mais qui n'est plus disponible).
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Néanmoins, peu d'adjuvants sont homologués pour les vaccins humains, plusieurs formulations sont
toutefois en cours d'évaluation dans des essais cliniques.

A ce jour, sept adjuvants ont été utilisés dans des vaccins humains ayant recu une autorisation de
mise sur le marché : Aluminium, MF59, AS03, AS04, AF03, des virosomes et une entérotoxine
thermolabile.

Comme le SARS-CoV-2 est génétiquement proche du SARS-CoV-1 (79,6%) et, dans une moindre
mesure, du MERS-CoV, et utilise de facon similaire la protéine spike pour la liaison au récepteur, les
résultats des essais antérieurs, réalisés pour les vaccins développés dans le cadre des autres
coronavirus pathogénes pour 'Homme, peuvent représenter un intérét important et accélérer le
développement des vaccins contre le SARS-CoV-2.

Les adjuvants, ayant déja été utilisés lors du développement des vaccins contre les autres coronavirus
pathogénes chez 'Homme sont I'aluminium, le MF59, le Montanide ISA51/CpG, le Matrix-M™, le Q21,
I’AS01/AS03n, le Delta inulin (Advax™)+CpG, les ligands TLR, le rOv-ASP-1 et la Protolline (312).

Or, parmi les candidats vaccins contre I'infection par le SARS-CoV-2 actuellement en développement,
ceux qui nécessitent I'utilisation d’adjuvant sont les vaccins inactivés, les vaccins protéiques et les
vaccins ADN. Les vecteurs viraux qui sont proches des vaccins vivants atténués et portent a leur
surface de nombreux PAMPs, et les vaccins ARN qui sont reconnus par les TLR intracellulaire (TLR7
et 8) ne nécessitent pas d’'adjuvant (272).

Parmi les candidats vaccins contre le SARS-CoV-2 en phase clinique de développement, au moins 11
d’entre-eux comportent des adjuvants et I'information sur leur nature est donnée pour 6 vaccins :
aluminium pour le vaccin inactivé de Sinovac, Matrix-M™ pour le vaccin sous-unitaire protéique de
Novavax, Advax™ pour le vaccin sous-unitaire protéique de Vaxine Pty Ltd/Medytox, MF59 pour le
vaccin sous-unitaire protéique de I'université de Queensland, Adjuvant de GSK (AS03) ou de Dynavax
(CpG 1018) pour le vaccin VLP de Medicago et CpG 1018 pour le vaccin de Medigen Vaccin Bio. Nous
détaillerons ces adjuvants dans les paragraphes ci-dessous.

Par ailleurs, parmi les candidats vaccins en phase préclinique, certains seraient adjuvantés avec,
notamment, de I'aluminium et le CpG 1018 (dans le cas de vaccins inactivés) et le GLA/3M052.

6.4.1. Les adjuvants aluminiques

Les dérivés de l'aluminium (hydroxyde et phosphate d’aluminium) ont été les premiers adjuvants
utilisés en vaccinologie.

Il existe différents dérivés de I'aluminium, l'adjuvant le plus couramment utilisé étant I'hydroxyde
d'aluminium (cf. tableau 15). Le mécanisme de son action adjuvante est complexe (313) : il agit par
formation de dépéts au site d'injection, permettant une libération lente de I'antigéne et un allongement
du temps d’interaction entre I'antigene et les cellules présentatrices d'antigéne. Il convertit également
les antigenes solubles en formes particulaires qui sont facilement phagocytées (314). Au niveau
cellulaire, I'nydroxyde d'aluminium stimule directement les monocytes pour produire des cytokines pro-
inflammatoires et activer les cellules T, qui activent elles-mémes les cellules Th2 avec libération d’IL-
4, induisant une augmentation de l'expression des molécules du CMH de classe Il sur les
monocytes (315).

A contrario, les adjuvants aluminiques ne stimulent pas I'immunité cellulaire (316). Ces adjuvants ont
déja éte utilisés dans plusieurs vaccins homologués a usage humain (317, 318).

Tableau 15 : Les différents adjuvants aluminiques

Dénomination Formule chimique Forme
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Oxyde d’aluminium, alumine Al203 Poudre cristalline

Hydroxyde d’aluminium, oxyde = AI(OH)3 Solide cristallisé (forme tri-hydratée)
d’aluminium hydraté, alumine hydratée ou poudre amorphe
Oxyhydroxyde d’aluminium AIO(OH) Solide cristallisé  (forme  mono-

hydratée) ou poudre amorphe

Phosphate d’aluminium AIPO4 Poudre amorphe
Sulfate d’hydroxyphosphate | AIH208PS Poudre amorphe
d’aluminium

Source : Rapport de I'’Académie nationale de pharmacie « les adjuvants aluminiques : le point en 2016 », adopté le
14 mars 2016 (319)

Méme si une réponse Th2 a pu étre considérée comme délétére au cours de I'infection par ce virus
(cf. chapitre) les études précliniques réalisées dans le cadre du développement de candidats vaccins
contre le SARS-CoV-1 ont montré que les titres d’anticorps étaient plus élevés chez la souris en cas
de vaccin adjuvanté avec de I'aluminium (320, 321).

Chez le primate non humain, Qin E. et al. (322) et Luo F. et al. (323) ont montré que le vaccin adjuvanté
ou non, avait protégé les macaques challengés d’une infection, sans événement indésirable rapporté.
De maniére similaire, un vaccin inactivé contre le MERS-CoV, adjuvanté avec de I'aluminium + CpG a
protégé des souris transgéniques de l'infection (158).

Concernant leur tolérance, les adjuvants aluminiques ont vu leur sécurité d’emploi remise en question
a partir de 1998, en France, avec la description d’'une nouvelle entité histologique « la myofasciite a
macrophages », dont le lien avec l'aluminium a été établi en 2001, suite a la mise en évidence de
cristaux d’hydroxyde d’aluminium dans les inclusions intra-cytoplasmiques des macrophages. Depuis,
malgré de nombreuses controverses autour de son innocuité, le recul sur son utilisation et I'absence
de signal de sécurité n'ont pas remis en cause sa balance bénéfice/risque en France (324, 325),
comme a I'étranger (326).

Différents dérivés de I'aluminium sont employés comme adjuvants dans les vaccins commercialisés
en France, les plus utilisés étant I'’hydroxyde d’aluminium (avec une quantité d’aluminium allant de
0,25 a 0,6 mg par dose, selon les vaccins, lorsqu'il est utilisé seul et une dose totale n'excédant pas
0,82 mg). La quantité d’aluminium délivrée par les vaccins est inférieure a I'exposition journaliére a
aluminium par la nourriture et les médicaments : 'European Food Safety Authority (EFSA) (327) a
retenu en 2008 une Dose Hebdomadaire Tolérable Provisoire (DHTP) de 1 mg/kg
pc/semaine (diminution par 7 de la précédente DHTP). Le Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA), en 2011, a revu a la hausse la valeur précédemment établie, en fixant la DHTP a
2 mg/kg pc/semaine (328). Cette DHTP s’applique a tous les composés d’aluminium présents dans
les aliments, y compris les vaccins. La FDA (Etats-Unis) a fixé a moins de 0,85 mg par dose la quantité
maximale d’aluminium autorisée pour les adjuvants vaccinaux.

La pharmacopée européenne a limité la concentration d'aluminium autorisée dans les allergenes et
les vaccins a 1,25 mg par dose. Et la dose cumulée d’aluminium est au maximum de 3,835 mg pour
'ensemble des injections préconisées par le calendrier vaccinal (vaccin hexavalent, vaccin
pneumococcique conjugué, vaccin méningococcigue conjugué C) chez les enfants entre 0 et 24 mois.

Par ailleurs, il est recommandé d’administrer ces vaccins par voie intramusculaire profonde (au niveau
de la région deltoidienne, a la pointe supéro-externe du bras ou, chez le nourrisson, au niveau de la
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région antéro-externe de la cuisse), induisant une réponse immunitaire et une tolérance locale de
meilleure qualité par rapport a une injection sous-cutanée.

6.4.2. Les adjuvants non-aluminiques

A c6té de l'aluminium et ses dérivés, le développement d’'autres adjuvants est en pleine croissance,
facilité par une approche multidisciplinaire intégrative et le développement de techniques permettant
des modifications de leur structure (pour réduire leur toxicité, les simplifier afin d’en potentialiser les
effets ou encore améliorer leur biodisponibilité (329).

L'adjonction d'un adjuvant qui favoriserait une réponse a prédominance Thl a un vaccin inactivé peut
atténuer le probleme de limmunopathologie de type Th2 (329).

Dans les vaccins animaux, plusieurs adjuvants et systémes de présentation d'antigene autres que
'aluminium, ont déja été utilisés : des saponines simples, des complexes immunostimulants (ISCOM),
une matrice, des huiles de montanide, des formulations de carbopol (330).

Et, actuellement, des adjuvants vaccinaux non aluminiques, dont certains ont déja été utilisés
auparavant, sont en cours de développement dans des vaccins contre le SARS-CoV-2, comme le
Matrix-M™, 'Advax™, le MF59, ’'AS03 (adjuvant de GSK) et le CpG 1018 (adjuvant de Dynavax).

6.4.2.1. Matrix-M™

Matrix-M™ est un adjuvant a base de saponine extraite de I'arbre Quillaja saponaria Molina qui induit
des niveaux élevés et durables d'anticorps avec une réponse équilibrée de type Thl et Th2 (331). Bien
que son mode d'action n'ait pas été completement élucidé, il favorise le drainage cellulaire vers les
ganglions lymphatiques locaux, créant un milieu de cellules activées comprenant des lymphocytes T,
des lymphocytes B, des cellules Natural Killer, des polynucléaires neutrophiles, des monocytes et des
cellules dendritiques (332, 333).

Matrix-M™ a induit une réponse immunitaire renforcée dans des études précliniques et chez
I'’Homme (334), avec notamment le virus de la grippe aviaire H7N9 ou un vaccin avec adjuvant Matrix-
M™ avait un effet d'économie de dose significatif et un profil de sécurité acceptable (335). Il est
actuellement en cours de développement dans le paludisme, l'infection par le Virus Respiratoire
Syncytial et la grippe.

6.4.2.2. Advax™

Advax™ est un adjuvant polysaccharidique microparticulaire, dérivé de microparticules de
polyfructofuranosyl-Dglucose (delta inuline). Il a été démontré qu'il améliore lI'immunogénicité et
I'efficacité d'une grande variété de vaccins, contre le virus de la grippe, 'HBV, I'encéphalite japonaise,
le virus du Nil occidental, le VIH, le bacille du charbon et la Listeria (312).

Il a déja été évalué dans des essais cliniques chez I'Homme, y compris des vaccins contre I'hépatite
B, la grippe. Si les essais cliniques ont montré une immunogénicité supérieure et une excellente
tolérance des vaccins avec I'adjuvant Advax™, son mécanisme d'action reste encore peu connu. Il
activerait le systeme du complément et, lorsqu'il est co-administré avec un antigéne, il aide a produire
une réponse immunitaire solide, spécifique et constituée a la fois d'anticorps et d'immunité & médiation
cellulaire (336).

Des réponses équilibrées Thl et Th2 ont été observées lorsque cet adjuvant a été coadministré avec
un virus inactivé de I'encéphalite japonaise (337) et des vaccins anti-grippaux, et a permis une
protection clinique apres challenge. De méme I'ajout d’'une combinaison delta inuline et oligonucléotide
CpG, a des vaccins anti-SARS-CoV-1 soit de type vaccin inactivé soit de type vaccin protéique
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(protéine spike recombinante) a induit une augmentation des titres d'anticorps neutralisants sériques
sans provoquer d'immunopathologie pulmonaire, contrairement a ce qui était observé lorsque I'alun
était utilisé en lieu et place de la delta inuline (160).

6.4.2.3. MF59

Le MF59 est un adjuvant « huile dans eau » contenant un squaléne, substance jugée comme non
toxique et métabolisable, et deux surfactants (Tween 80 et Span 85). Il a été utilisé auparavant dans
les vaccins contre la grippe pandémique (Focetria® et Celtura®) et saisonniére (Gripguard®) et se
retrouve dans la composition du vaccin Fluad®, actuellement sur le marché.

Les particules formées sont capables de cibler spécifiguement les macrophages et les cellules
dendritiques afin d'optimiser la capture de I'antigéne par les CPA. Ce recrutement et cette activation
des CPA vont permettre de former un foyer d'inflammation favorisant la réponse immunitaire
spécifique. Par ailleurs, quelques instants apres l'injection, la phase continue aqueuse se disperse
dans le tissu interstitiel et les particules huileuses vont voyager grace aux vaisseaux lymphatiques
jusqu'aux ganglions lymphatiques.

Un élément clé de son mécanisme d'action semble étre la création d'un environnement local transitoire
« immunocompétent » au site d'injection, entrainant le recrutement de cellules immunitaires clés,
capables d'absorber I'antigene et I'adjuvant et de les transporter au niveau local, dans les ganglions
lymphatiques locaux, ou la réponse immunitaire sera induite (338).

Ce recrutement semble étre déclenché par l'induction d'un gradient entrainé par les chimiokines par
I'impact du MF59 sur les cellules locales, qui sont activées pour sécréter d'autres chimiokines, facteurs
de recrutement des cellules immunitaires (339).

Bien qu'il favorise, comme I'aluminium, les réponses de type Th2, le MF59 active plus fortement les
lymphocytes T CD4+ et induit des titres d’anticorps plus élevés contre ’'hémagglutinine du virus de la
grippe (340).

Avec cet adjuvant, les réactions locales sont rares car le squaléne est une substance endogene
(précurseur du cholestérol) et les copolyméres (POE et POP) sont peu inflammatoires. En outre, étant
donné la dispersion rapide de la phase continue aqueuse, les réactions du type abcés ou granulomes
ne sont pas retrouvées pour ce type d'émulsion. Cependant, cette solubilisation rapide diminue l'effet
de dépdt de l'adjuvant. De plus, la liaison du MF59 a l'antigene n'a pas d'effet sur la réponse
immune (341).

Cet adjuvant a notamment été utilisé a grande échelle lors de la campagne de vaccination contre la
grippe pandémique (grippe A_H1N1) en 2009-2010. En effet, & I'exception des deux vaccins ne
contenant pas d'adjuvant (Celvapan® et Panenza®), tous les autres vaccins disponibles (Pandemrix®,
Focetria®, Celtura®, Q-Pan HIN1® et Humenza®) contenaient un adjuvant ou une combinaison
d'adjuvants renfermant une émulsion huile dans eau avec du squaléne.

Durant la campagne de vaccination contre la grippe pandémique, cette émulsion a permis d'augmenter
la réponse immunitaire obtenue chez les personnes agées (342), souvent immunodéprimées. Il a
également permis d'élargir la protection a des souches virales dérivées de celles contenues dans le
vaccin. Enfin, d'un point de vue économique, son utilisation a permis de diminuer la quantité d'antigene
nécessaire par dose de vaccin.

Cet adjuvant a aussi été utilisé en France dans un vaccin contre la grippe saisonniére jusqu'en 2011.
On le retrouvait sous la dénomination MF59 dans le vaccin Gripguard® du laboratoire Novartis. I
s'agissait du seul vaccin contre la grippe saisonniére contenant un adjuvant. Le laboratoire justifiait sa
présence par une potentielle stimulation du systéeme immunitaire qui pouvait étre potentiellement utile
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notamment chez les personnes agées ou a risque d'immunodépression, mais sa supériorité par rapport
aux vaccins classiques n’a jamais été vraiment démontrée.

6.4.2.4. ASO3 et les systemes d’adjuvants de GlaxoSmithKline (GSK) Biologicals

Les laboratoires GSK, devant la nécessité de potentialiser les réponses immunitaires aux antigenes
recombinants ou sous-unitaires, ont développé divers systémes adjuvants pour la conception de
vaccins prophylactiques et thérapeutiques.

De maniere générale, les systémes adjuvants sont des formulations d'adjuvants classiques mélangés
a des immunomodulateurs, spécifiquement adaptés a I'antigéne et a la population cible. lls peuvent
activer le systeme immunitaire inné approprié et avoir par la suite un impact sur les réponses
immunitaires adaptatives. AS04 est un systéme adjuvant qui a démontré des réalisations significatifs
dans plusieurs vaccins contre les maladies virales. AS02, un autre systéeme adjuvant, est en cours
d'évaluation dans divers contextes ou une forte réponse des lymphocytes T est nécessaire pour offrir
une protection. De méme, ASO1 a été développé pour les vaccins pour lesquels une forte induction de
la réponse immunitaire médiée par les lymphocytes T encore plus forte est nécessaire. Dans
I'ensemble, les résultats cliniques prometteurs soutiennent fortement le concept de systémes
adjuvants et permettent le développement de nouveaux vaccins, mieux adaptés a la population cible
et aux mécanismes immunitaires de protection.

Il s'agit de systémes adjuvants (Adjuvant System AS) huile-dans-eau. L'AS01 est un adjuvant a base
de liposomes, constitué de monophosphoryl lipide A (MPL) extrait de Salmonella minnesota et d'une
molécule de saponine (QS-21) purifiée, extraite de I'écorce de I'arbre sud-américain Quillaja saponaria
Molina (312).

L’AS03 est un adjuvant a base d'a-tocophérol et de squaléne qui a été utilisé dans le vaccin contre la
grippe pandémique A / HIN1 (Pandemrix®). Une dose d’AS03 contient 10.69 mg de squaléne,
11.86 mg de DL-a-tocophérol et 4.86 mg de polysorbate 80.

Didierlaurent et al. rapportent que le Q-21 induit une réponse anticorps spécifique a l'antigene ainsi
gu'une immunité a médiation cellulaire (343, 344). Lorsqu'il a été co-administré avec la protéine S
recombinante de SARS-CoV-1, le Q-21 a induit des titres élevés d'anticorps sériques spécifiques de
I'antigéne et a protége de l'infection virale (345).

Le systeme ASO1 a été utilisé dans le vaccin contre le paludisme RTS, récemment mis au point et a
été testé dans le vaccin sous-unitaire contre le zona, le vaccin polyprotéine VIH-1 et le vaccin
antituberculeux (346-349).

Par ailleurs, ces adjuvants ont également été utilisés avec une préparation de vaccin anti-SARS-CoV-
1 inactivé chez des souris et des hamsters. Le vaccin avec adjuvant ASO1B était Iégérement plus
immunogene que le vaccin adjuvanté avec 'ASO3A. Le vaccin adjuvanté chez les animaux immunisés
a entrainé une meilleure protection que le vaccin non adjuvanté. Fait marquant, I'étude n'a pas observée
de phénoméne d’ADE dans les poumons ou le foie des hamsters apres un challenge par le SARS-
CoV-1 (350, 351).

Les sels d'aluminium sont également utilisés comme des plates-formes sur lesquelles de nouveaux
adjuvants, constitués de divers agonistes du récepteur Toll-like (TLR), sont adsorbés. L'un de ceux-ci,
connu sous le nom de systeme adjuvant 04 (AS04), a été utilisé dans les vaccins HPV et HBV :
Cervarix®, un vaccin bivalent contre les papillomavirus humains 16 et 18, est le premier vaccin avec
adjuvant AS04 qui a été approuvé par I'EMA en 2007 et par la FDA en 2009 (299).
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L’AS04 est préparé a partir de lipide A 3-O-désacyl-4' monophosphoryle (MPL) et d'un sel d'aluminium.
Le MPL est un lipopolysaccharide détoxifié (LPS) qui serait lui-méme un agoniste spécifique du
TLR4 (352).

Il a été montré que I'AS04, comparé a un adjuvant contenant uniquement du sel d'aluminium, induisait
une réponse immunitaire efficace a long terme et durable dans les vaccins anti-HPV (353). Des études
ont montré une production rapide de cytokines et le recrutement de diverses cellules immunitaires
dans les muscles, avec drainage des ganglions lymphatiques au site d'injection en 3 a 6 heures apres
adjuvant MPL ou AS04 (354), qui a médié la réponse immunitaire précoce.

Bien que les sels d'aluminium ne soient pas synergiques avec le MPL, leur association a prolongé la
réponse immunitaire en raison de la fonction d'effet de dép6t (311). Par ailleurs, il a été constaté que
I’AS04 pouvait induire des réponses inflammatoires transitoires et locales et qu'il devait étre co-inoculé
avec l'antigéne ou administré au méme site d'injection dans un délai d'un jour apres l'inoculation de
I'antigéne pour obtenir une activité adjuvante supérieure (311). Les niveaux d'IFN-y, un marqueur de
la réponse de type Thl, étaient plus élevés lorsque les antigenes VLP des HPV-16 et du HPV-18
étaient adjuvantés avec I'AS04 par rapport a I'hydroxyde d'aluminium seul. Ces résultats indiquent que
I’AS04 est plus efficace pour induire I'amplification et la différenciation des lymphocytes T CD4+ et
favorise une réponse de type Thl (311).

6.4.2.5. CpG ODN 1018 (adjuvant de Dynavax)

Les oligodésoxynucléotides CpG (CpG ODN) sont des molécules d'ADN synthétiques, qui sont des
ODN a squelette thiophosphate, contenant des motifs CpG non méthylés (355). Les motifs CpG
apparaissent avec une fréquence plus élevée dans I'ADN bactérien et viral que dans I'ADN des
vertébrés (356). En fonction de leur structure et de leurs fonctions biologiques, les séquences
contenant les CpG peuvent étre divisées en différentes classes (A, B, C, P et S), la classe CpG-B, a
laquelle appartient le CpG 1018, est la plus couramment utilisée dans les essais précliniques et
cliniques (357). HEPLISAV-B®, un vaccin contre 'HBV approuvé par la FDA en 2017, est le premier
vaccin contenant le CpG ODN 1018. Comparé a Engerix-B® qui est adjuvanté avec de I'hnydroxyde
d'aluminium, HEPLISAV-B® a induit des réponses anticorps plus rapides et durables.

Le CpG ODN peut induire des réponses Thl, avec une forte génération de lymphocytes T CD8+ et la
sécrétion d'IFN-y (358). L'activation de TLR9 par le CpG ODN améliore les réponses immunitaires
humorales et cellulaires spécifiques aux antigenes ; il peut ainsi étre utilisé comme adjuvant pour la
vaccination par les voies intramusculaire, sous-cutanée, orale et intranasale (359).

6.4.3. Les limites des interprétations des effets immunologiques des
adjuvants

Les études sur 'immunopathologie des infections a coronavirus a l'origine d’infections respiratoires
séveres (SARS-CoV-1, MERS-CoV, SARS-CoV-2) indiquent que la qualité de la réponse
lymphocytaire et notamment CD4+ est importante et qu'un exces de réponse lymphocytaire de type
Th2 pourrait étre associé a un mauvais pronostic (144, 145). Alors qu'il est connu pour induire une
réponse Th2, [laluminium aurait plutt un effet protecteur de ces mécanismes
d'immunopathologie (157). Ceci associé a d'autres résultats a conduit certains auteurs a évoquer que,
plus qu’un exces de réponse Th2, c’est I'existence d’une réponse de type Th1l7 exagérée qui pourrait
étre a l'origine des mécanismes d’'immunopathologie (162, 163).

Par ailleurs, les effets immunologiques sont généralement observés in vitro ou ex vivo a partir de
prélevements sanguins. L'effet des adjuvants sur l'immunité muqueuse est exceptionnellement
analysé, alors qu'’il peut étre majeur. L'illustration la plus parlante est celle obtenue récemment avec
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une stratégie vaccinale anti-VIH. L'essai RV144 qui testait I'association d’'un vecteur viral avec une
protéine d’enveloppe du virus adjuvanté par I'alun et administré par voie IM a montré une protection
de 31% (360). Les corrélats de protection sanguins li€és a cette stratégie vaccinale ont été clairement
identifiés (361).

Toutefois, alors que le changement d’adjuvant (alun pour MF59) conduit dans le modéle simien a
l'induction des mémes effecteurs immunologiques associés a la protection, ce changement d’adjuvant
conduit a la perte de la protection vaccinale (362). L'analyse dans ce modele animal met en évidence
un impact complétement différent des deux adjuvants sur I'immunité digestive (362). Ceci conduit a
bien garder en téte la différence entre corrélats de protection et des substituts de protection (363).

6.4.4. Tolérance des adjuvants

6.4.4.1. Tolérance locale

Selon la revue de la littérature de Petrovsky N (2015) (364), les effets secondaires locaux déja connus
et décrits et associés aux adjuvants sont d’intensité variable, de légére (a type de douleur au site
d'injection, sensibilité, rougeur, inflammation et cedeéme), jusqu’a la formation de granulomes, abces
stériles, lymphadénopathie et ulcération cutanée chronique (365).

Cette toxicité locale peut étre due a une irritation chimique directe, liée a un pH non physiologique, a
une osmolarité, a des concentrations de sels ou a une toxicité cellulaire directe. Ces effets locaux
irritants sont typiquement associés a des douleurs au site d’injection, suivies par une réponse
inflammatoire déclenchée par les Iésions tissulaires. Ces réactions immédiates sont susceptibles de
refléter une irritation et une inflammation induites par le composant adjuvant lui-méme mais, si elles
sont retardées de 24 a 48 h, elles peuvent également refléter une hypersensibilité excessive de type
retardée contre un composant de vaccin (366).

Sans avoir d'impact sur la mortalité, la morbidité liée a ces probléemes de tolérance locale peut étre
importante (par exemple, nécessité d’un drainage d’'un abceés stérile ou greffe de peau post-ulcération).
Elle peut par ailleurs avoir un impact négatif important sur la perception du public du rapport
bénéfice/risque du vaccin et ainsi sur son acceptabilité.

6.4.4.2. Tolérance générale

La réactivité générale inclut des symptémes divers, a type de fievre, céphalées, malaises, nausées,
diarrhée, arthralgies, myalgies et somnolence, reflétant I'activation de la réponse immunitaire innée et
des phénoménes d’'inflammation en aval.

Les adjuvants qui activent fortement les récepteurs immunitaires innés et ceux qui induisent des
lésions tissulaires (par exemple, émulsions d'huile et saponines) peuvent donc étre les plus
susceptibles d’entrainer ce type de réactivité (367). Les symptébmes peuvent parfois durer jusqu'a
plusieurs semaines aprés la vaccination.

Rarement, des complications immunologiques ont été observées (éosinophilie, réactions allergiques
et phénoméne d’anaphylaxie), induites par une réponse cellulaire de type Th2, notamment avec des
adjuvants a base d'aluminium (368).

Y

Par ailleurs, la présence daluminium a été décrite dans les granulomes de la myofasciite a
macrophages (cf. paragraphe sur les sels d’aluminium) mais aucune corrélation n'a été démontrée
entre cette constatation anatomique et des manifestations cliniques systémiques.

HAS « Aspects immunologiques et virologiques de I'infection par le SARS-CoV-2 « novembre 2020 94



Enfin, il existe un risque qu'un adjuvant agisse comme déclencheur ou puisse augmenter la probabilité
d'un vaccin de provoquer une maladie auto-immune. Par exemple, les adjuvants de type émulsion
huile dans eau peuvent induire une arthrite chez des modeles animaux génétiquement sensibles (369).

Cet aspect relatif aux maladies auto-immunes a été largement débattu : les maladies auto-immunes
spontanées n'affectant qu'un petit nombre d'individus génétiguement sensibles dans la population
générale, et le délai entre vaccination et apparition de la symptomatologie pouvant étre trés long, il est
quasiment impossible d’établir un lien de causalité.

Par ailleurs, quelques études antérieures avec un vaccin inactivé contre le SARS-CoV-1 et un vaccin
MERS-CoV seul ou avec adjuvant avaient montré des phénomenes d’aggravation de la pathologie lors
des épreuves de challenge. Or, a ce jour, il n'y a pas encore de preuve que l'augmentation de 'ADE
pourrait étre associée au vaccin contre le SARS-CoV-2 et des expériences plutét récentes avec des
vaccins contre le SARS-CoV-2 ont montré des résultats prometteurs sans ADE chez les rongeurs et
les macaques (86, 88, 370). Par ailleurs, I'incorporation d'un adjuvant induisant principalement la voie
de type Th1 pourrait résoudre le probleme de 'ADE (369).

Le tableau ci-dessous, tiré de l'article de Gupta T. et Gupta SK. (312) reprend les principaux effets
secondaires répertoriés parmi les adjuvants utilisés dans le cadre du développement des vaccins
contre l'infection par le SARS-CoV-2.

Tableau 16 : Adjuvants utilisés dans le cadre du développement des vaccins anti-SARS-CoV-2 et indications dans
lesquelles ils sont déja approuvés ou en cours d’étude d’aprés Gupta et Gupta, 2020 (312)

Adjuvant Effets secondaires possibles Autorisations actuelles
Aluminium Granulomes, allergie, neurotoxicité possible Hépatites A, B, Hib, DTaP, Tdap,
etc.
MF59TM Douleur au site d'injection, réaction inflammatoires, @ Grippe (FLUAD)
ulcération granulomateuse stérile
AS01/AS03/AS04 Douleur au site d'injection, réaction inflammatoires, | RZV, Grippe (Shingrix), HPV
ulcération granulomateuse stérile (Cervarix)
Delta Inulin Réactions locales légeres En développement dans la grippe
et HBV
Matrix-M™ Réactions locales au site d'injection et systémiques | En développement clinique dans la

Montanide ISA-51

d’intensité modérées (céphalées, myalgies, asthénie)

Douleur au site d'injection, réaction inflammatoires,
ulcération granulomateuse stérile

grippe (H5N1)

Cancer du poumon (CIMAvax
EGF) a Cuba

TLR3 PolylCLC En développement en
Neutropénie transitoire, réactions légeres au site cancérologie et VIH
d’injection, érytheme et induration au site d’injection,
syndromes pseudo-grippaux (malaise, céphalées, fievre,
frissons)
TLR4 Réactions indésirables d'intensité modérée (réactions = Approuvé pour une utilisation dans
érythémateuses, sensibilité, hyperthermie) un systeme adjuvant (AS)GLA +
en cours de développement dans
des essais cliniques
TLR9 Réactions au site d’injection ou symptomes de type grippe | CpG1018 dans un vaccin anti-HBV

(HEPLISAV-B)
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TLR7/8 Réactions au site d’injection et symptdmes systémiques = Imiquimod R837 autorisé en
de type grippe pouvant déclencher une maladie auto- | application locale dans le

immune carcinome a cellules basales et
squameuses
ROv-ASP-1 Aucune réaction chez les primates non humains En développement préclinique
dans des essais vaccinaux (grippe
et VIH)
Protollin Rhinorrhée, congestion nasale d'intensité modérée, En développement préclinique
malaise, myalgie, céphalées dans des essais vaccinaux (grippe,

Rougeole, VRS)

CoVaccine HTTM Augmentation temporaire des neutrophiles chez les | En développement clinique (phase
singes rhésus / absence de réaction chez les macaques | 1)

Conclusion

Contrairement aux vaccins vivants atténués, aux vaccins ARN et a ceux fondés sur I'utilisation d’un
vecteur viral, les autres types de vaccins peuvent nécessiter I'ajout d’un adjuvant pour une efficacité
optimale.

Les adjuvants ayant déja été utilisés lors du développement des vaccins contre les autres
coronavirus pathogéenes chez I'Homme, sont : I'aluminium, le MF59, le Montanide ISA51/CpG, le
Matrix-M™, le Q21, 'AS01/AS03n, la Delta inulin (Advax™)+CpG, les ligands TLR, le rOv-ASP-1 et
la Protolline. Parmi les candidats vaccins contre le SARS-CoV-2 en phase cliniqgue de
développement, au moins 11 comportent des adjuvants : aluminium, Matrix-M™, Advax™, MF59,
AS04 et CpG 1018.

Les adjuvants peuvent avoir plusieurs fonctions, notamment la capacité a augmenter
limmunogeénicité des vaccins en modulant et orientant la réponse immunitaire. L'induction
préférentielle d’'une réponse lymphocytaire T CD4+ de type Thl, ainsi que I'induction d’une réponse
lymphocytaire T CD8+ semblent intéressantes dans la protection ou le contréle des infections par
les coronavirus et notamment par le SARS-CoV-2. Parmi les adjuvants ci-dessus, on notera que les
dérivés de l'aluminium et le MF59 induisent préférentiellement une réponse Th2, 'AS04 et le CpG
1018 préférentiellement une réponse Thi, et, enfin, Matrix-M™ et Advax™ des réponses Th1/Th2
équilibrées. Il est important de noter que I'aluminium a pu donner des résultats intéressants avec
des vaccins anti-SARS-CoV-1 malgré sa polarisation Th1/Th2 considérée comme défavorable ; cet
adjuvant a par ailleurs I'avantage d’'une utilisation ancienne avec un profil de sécurité bien connu,
ce qui n’est pas le cas pour les autres.
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Annexe 1. Recherche documentaire

1 - Bases de données bibliographiques

La recherche a porté sur les publications en langue anglaise et francaise dans les bases Embase,
Lissa et Medline. Des recherches complémentaires ont été menées dans les bases de 'OMS, dans
les bases de prépublications et sur le site de Science Direct.

Le tableau 1 présente de facon synthétique les étapes successives de l'interrogation dans les bases
de données Embase et Medline. La stratégie d’interrogation des bases de données précise pour
chaque question et / ou types d'étude les termes de recherche utilisés, les opérateurs booléens et la
période de recherche.

Les termes de recherche utilisés sont soit des termes issus de thésaurus (descripteurs), soit des
termes libres (du titre ou du résumé). lls sont combinés avec les termes décrivant les types d’études.

Tableau 1 : Stratégie de recherche dans les bases de données Embase et Medline
Type d’étude / sujet Période

Termes utilisés

Task force stratégie vaccinale Covid-19 — Axe 2 — Immunologie — 01/2002- 06/2020
Réponse immune

Etape 1 MJIMESH.EXACT("SARS Virus") OR ti(SARS-COv-2) OR 106 références
ti(SARSCov2) OR ti(Covid-19) OR ti(Covid19) OR
MJEMB.EXACT("SARS coronavirus”) OR ti(coronavirus
infection*) OR ti(2019-nCov) OR ti(SARS-Cov-1) OR
ti(SARSCov1l) OR ti(MERS-CoV) OR ti("MERS")

ET 48 sélectionnées

Etape 2 MJEMB.EXACT("antibody response") OR
MJEMB.EXACT(("cellular immunity") OR
MJEMB.EXACT ("immunogenicity") OR
MJEMB.EXACT("vaccine immunogenicity") OR
MJIMESH.EXACT("Immunogenicity, Vaccine") OR
MJIMESH.EXACT("Antibody Formation") OR
MJIMESH.EXACT("Immunity, Cellular") OR
MJIMESH.EXACT("Cytotoxicity, Immunologic") OR

tiimmunogenicity PRE/O assessment) OR ti (biodistribution)
OR Ti(antibody PRE/O response) OR ti("cell mediated
immune response”) OR ti("cytotoxic T cell responses”) OR
ti("in vivo tracking")

Task force stratégie vaccinale Covid-19 — Axe 2 — Immunologie — 01/2019- 06/2020
Adjuvants

Etape 1

ET 72 références
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Etape 3 tilvaccination) OR ti(vaccine) OR ti(vaccines) OR
tiimmunization) OR ti(immunizations) OR ti(vaccinology)

Etape 4 Tl(adjuvant*) OR  MJEMB.EXACT("adjuvant)  OR 14 sélectionnées
MJIMESH.EXACT("Adjuvants, Immunologic")

ET

Etape 5 Tl(review) OR EMB.EXACT(review) OR DTYPE(review)

Task force stratégie vaccinale Covid-19 — Axe 2 — Immunologie — 01/2002- 07/2020

Anticorps

Etape 5 87 références

ET

Etape 6 MJEMB.EXACT("post  exposure  prophylaxis”) ~ OR 11 sélectionnées
MJEMB.EXACT ("prophylaxis") OR
MJEMB.EXACT(("infection prevention") OR
MJIMESH.EXACT("Infection Control") OR
MJIMESH.EXACT("Post-Exposure Prophylaxis") OR
MJIMESH.EXACT("Pre-Exposure Prophylaxis") OR
ti("preventive treatment”) OR ti("preventive use") OR
ti(prophylaxis) OR ti("post exposition") OR ti("infection
prevention")

ET

Etape 7 MJIMESH.EXACT("Antibodies, Monoclonal®) OR
MJIMESH.EXACT("Antibodies, Neutralizing") OR
MJEMB.EXACT("monoclonal antibody") OR
MJEMB.EXACT ("neutralizing antibody") OR ti(antibod*)

Task force stratégie vaccinale Covid-19 — Axe 2 — Immunologie — 01/2002- 06/2020

Mutations

Etape 1

ET 198 reférences

Etape 8 MJEMB.EXACT("virus strain™) OR
MJIMESH.EXACT("Genome, Viral") OR

MJIMESH.EXACT("Mutation") OR MJEMB.EXACT("virus
genome") OR MJEMB.EXACT("virus mutation") OR ti(virus
strain*) OR ti(viral strain*) OR ti (viral genome) O
tiimutation) OR ti(mutations)

109

R sélectionnées
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Task force stratégie vaccinale Covid-19 — Axe 2 — Immunologie — 01/2002- 06/2020

Plateformes vaccinales

Etape 9

ET
Etape 10

ET
Etape 11

Ti(vaccine design) OR TI(vaccine platform*) OR ti(vaccine
technology) OR ti(vaccine technologies) OR ti(platform*
technology) OR ti(platform* technologies)

EMB.EXACT("nucleic acid") OR EMB.EXACT("virus like
agent") OR EMB.EXACT("virus vector") OR
EMB.EXACT("peptide”) OR EMB.EXACT("live vaccine")
OR EMB.EXACT("recombinant protein™) OR

EMB.EXACT("virus inactivation") OR
MESH.EXACT("Nucleic Acids") OR
MESH.EXACT("Vaccines, Virus-Like Particle") OR
MESH.EXACT("Peptide Nucleic Acids") OR
MESH.EXACT("Viral Vaccines") OR
MESH.EXACT("Recombinant Proteins") OR

MESH.EXACT("Vaccines, Inactivated") OR ti(nucleic acid)
OR ti(virus like particle) OR ti(peptide) OR ti(viral vector) OR
tilrecombinant protein) OR ti(live attenuated virus) OR
ti(inactivated virus)

TI(clinical PRE/O trial*) OR TI(versus) OR
MESH.EXACT(Clinical Trial) OR EMB.EXACT(Clinical
Trial)

84 références

11 références

Task force stratégie vaccinale Covid-19 — Axe 2 — Immunologie — 01/2019- 06/2020

Modeéles animaux

Etape 1
ET
Etape 12

2 — Veille

tilanimal* PRE/O model*) OR MESH.EXACT("Models,
Animal") OR EMB.EXACT("animal model") OR ti(mice
model) OR ti(mouse model)

241 références

38 sélectionnées

Une veille quotidienne systématique a été effectuée dans les bases de prépublications BioRXiv et
MEdRXiv, dans les bases Embase, Medline. Elle est encore en cours.

En parallele une veille a été menée sur la presse scientifiqgue ainsi qu’une veille médiatique.

Une surveillance quotidienne des essais cliniques est également effectuée.
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3 — Sites consultés

Advisory Committee on Immunization Practices US - ACIP
Agence de la santé publique du Canada

Agence nationale de sécurité du médicament - ANSM

Australian Technical Advisory Group on Immunisation AUS - ATAGI
Canadian Agency for Drugs and Technologies in Health - CADTH
Centers for Disease Control and Prevention - CDC

Centre fédéral d'expertise des soins de santé - KCE

Centre for Reviews and Dissemination databases

Clinicals trials

Cochrane library

Comité consultatif national de I'immunisation CA — CCNI

Conseil supérieur de la santé - Belgique

Department of health - Australian governement

European Centre for Disease Prevention and Control - ECDC
Food and Drug Administration - FDA

Guidelines International Network - GIN

Haut conseil de la santé publique - HCSP

Institut national d'excellence en santé et en services sociaux — INESSS
Institut de recherche et de documentation en économie de la santé — IRDES
Joint Committee on Vaccination and Immunisation — UK - JCVI
Ministére des Solidarités et de la Santé — France

Ministry of health - New Zealand

National Advisory Committee on Immunization CA - NACI
National Health Services - NHS

National Immunization Technical Advisory Groups - NITAG
National Institute for Health and Clinical Excellence - NICE
National Institutes of Health — NIH

Public health England

Robert Koch Institute ALL

Santé publique France - SPF

Tripdatabase

World Health Organization — WHO
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Annexe 2. Essais de phase 3 en cours pour les candidats vaccins en phase de développement clinique

Promoteur Plateforme Autres
utilisée vaccins

développés

University of Vecteur viral MERS,

Oxford/AstraZeneca non réplicatif influenza, TB,
Chikungunya,
Zika, MenB,
plague

Vecteur viral
non réplicatif

Janssen Pharmaceutical
Compagnies

Nom Vaccin

ChAdOx1-S

Ad26COVS1

N
doses

1

Schéma

JO

JO+J28

JO0+J28

JO

JO

JO
JO

N

1600

100

30000

2000

12303

60000

30000

Age

>=18

>=18

>=18

18-55

5-12/
18-55/
55-69 /
>=70ans

>=18

>=18

Pays RCT

Inde

Russie

USA

Brésil

UK

USA

USA,
Europe
(dont
France),
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Phase et

Num Essai

Phase2/3

CTRI/2020/08/027170

Phase 3
NCT04540393

(non encore actif)

Phase 3
NCT04516746

Phase 3

ISRCTN89951424
NCT04516746

Phase 2b/3
2020-001228-32

Phase 3
NCT04505722

Phase
3NCT04617483

Commentaires

Autorisation de
reprise par la
FDA le
23/10/2020

06/09/2020 : 1
Ev.Ind
neurologique
(myélite)

Essai en
pause : 1
Ev.ind non
détaillé

Essai non
encore actif
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Promoteur

Moderna/NIAID

BioNTech/Fosun
Pharma/Pfizer

Novavax

Gamaleya Research
Institute

Plateforme
utilisée

ARN

ARN

Vaccin
protéique

Vecteur viral
non réplicatif

Autres
vaccins
développés

RSV; CCHF,
HPV, VZV,
EBOV

ND

Nom Vaccin

LNP-
encapsulated
mRNA

3 LNP-
mMRNAs

Full length
recombinant
SARS-CoV-2
glycoprotein
nanoparticle
vaccine

+ Matrix M1

Adeno-based

N Schéma N Age
doses

2 JO+J28 30000 >=18
2 JO+J28 29481  >=16/
18-55/
65-85
2 JO+J21 9000 18-84
2 JO+J21 100 18-60
2 JO+J21 40000 @ 18-111

Pays RCT

Philippines,
Afrique du
Sud

USA

USA

Europe

Biélorussie

Russie
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Phase et

Num Essai

Phase 3
NCT04470427

Phase 3
NCT04368728

Phase 3

2020-004123-16

Phase 3
NCT04564716

Phase 3
NCT04530396

Commentaires

ler résultats
préliminaires
de I'essai
communiqués
le 16/11/2020

ler résultats
préliminaires
de l'essai
communiqués
le 09/11/2020

ler résultats
préliminaires
de I'essai
communiqués
le 11/11/2020
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Promoteur

CanSino Biological
Inc./Beijing Institute of
Biotechnology

Sinovac

PT Bio Farma

Wuhan Institute of
Biological
Products/Sinopharm

Plateforme Autres

utilisée vaccins
développés

Vecteur viral Ebola

non réplicatif

Vaccin SARS

inactivé

Vaccin

inactivé

Nom Vaccin

Adenovirus
Type 5
Vector

CoronaVac

+Alum

N
doses

NC

Schéma

JO

JO

JO+J14

JO+J14

JO+J14

JO+J14

NC

N

500

40000

1620

13000

8870

1040

(dont
260
sujets
=60
ans

NC

Age

18-85

18-59

18-59

>=18
ans

>=18
ans

>=18
ans

Pays RCT

Russie

Pakistan

Indonésie

Turquie

Brésil

Chine

Maroc
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Phase et

Num Essai

Phase 3
NCT04540419

Phase 3
NCT04526990

Phase 3
NCT04508075

Phase 3
NCT04582344

Phase 3
NCT04456595

Phase 3
NCT04617483

Phase 3

ChiCTR2000039000

Commentaires

Essai de non
infériorité
(personnes
ageées vs
adultes
+jeunes)
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Promoteur

Beijing Institute of
Biological
Products/Sinopharm

Anhui Zhifei Longcom
Biopharmaceutical/Institute
of Microbiology, Chinese
Academy of Sciences

Bharat Biotech

Plateforme Autres
utilisée vaccins
développés

Vaccin
inactivé

Vaccin MERS
protéique

Vaccin
inactivé

Nom Vaccin N
doses

Adjuvanted 20u3
recombinant

protein

(RBD-Dimer)

+Ad]
BBV152B 2

+Alun

Schéma

JO+J14 ou
JO0+J21

JO+J21

JO+J14 ou
JO+J21

JO0+J28 ou
JO0+J28+J56

ND

45000

3000

15000

900

600

Age

>=18

18-85

>=18

18-59

>=18

Pays RCT

Emirats
Arabes
Unis

Argentine

Emirats
Arabes
Unis

Chine

Inde
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Phase et

Num Essai

Phase 3
NCT04510207
ChiCTR2000034780
Phase 3
NCT04560881

Phase 3
ChiCTR2000034780

Phase 3
NCT04466085

Phase 3
NCT04560881

Commentaires
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Abreviations et acronymes

Ac Anticorps

AcN Anticorps neutralisants

Ad Adénovirus

ADE Antibody dependant enhancement, facilitation de 'infection par des anticorps
ADN Acide désoxyribonucléique

ANSM Agence Nationale de Sécurité du Médicament

ARN Acide ribonucléique

AS Adjuvant system, systeme d’adjuvants

BCoV Bovine coronavirus, Coronavirus bovin

BSL3 Biosecurity Level 3

Laboratoire de sécurité confinés dans lesquels sont manipulés les agents infectieux dont la
contagion peut se faire par l'air et qui peuvent avoir des conséquences sérieuses voire mortelles.

CD Cellule dendritique

CFA Adjuvant complet de Freunds

CLIA ChemiLuminescence ImmunoAssay, technique de chimiluminescence

CMIA Chemiluminescent Microparticle ImmunoAssay, technique immunologique microparticulaire a

chimiluminescence

CMvV Cytomégalovirus

COVID-19 COronaVlrus Disease-19

CPA Cellule présentatrice d'antigene

DC Dentritic Cells, Cellules dendritiques

DHTP Dose Hebdomadaire Tolérable Provisoire

EFSA European Food Safety Authority, Autorité européenne de sécurité des aliments
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay, test inmuno-enzymatique

EIA Enzyme ImmunoAssay, test immuno-enzymatique

FCoV/ Feline coronavirus, coronavirus félin

FDA Food and Drug Administration,

FIPV Feline infectious peritonitis virus, virus de la péritonite infectieuse féline
HAS Haute Autorité de santé

HCoV-HKUL1, Coronavirus humains banals

0OC43, NL63, 229E

HPD Highest posterior density

IBV Infectious bronchitis virus, Virus de la bronchite infectieuse

IFN Interféron

IHN Infectious hematopoietic necrosis virus, virus de la nécrose hématopoiétique infectieuse
IRF Interferon Regulator factors, facteurs de régulation de l'interféron
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ISG

JECF.A

LIPS
MERS-CoV
MHV
MPL
MRCA
MVA
NALT
NHP
NSP
ODN
ORF
PAMP
PBCS
PRR

Protéine S

Récepteur ACE2

RBD
RBM
SARS-CoV-1
SARS-CoV-2

S-Flow assay

SNPs

TCID50

TGEV
TRM
VARS
\

VIH
VP
VR
VSV
VVA

WNV

Interferon stimulated gene, gene stimulé par l'interféron

Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives, Comité mixte FAO / OMS d'experts des
additifs alimentaires

Luciferase Immunoprecipitation Assay, systeme d'immunoprécipitation avec luciférase
Middle East Respiratory Syndrome-related CoronaVirus

Murine hepatitis virus, virus de I'hépatite murine

Monophosphoryl lipide

Most Recent Common Ancestor, ancétre commun le plus récent

Modified Vaccinia virus Ankara, virus de la vaccine Ankara modifié

Nose-Associated Lymphoid Tissue, tissu lymphoide associé aux muqueuses du nasopharynx
Non human primate

Non Structural Protein, protéine non structurale

Oligodésoxynucléotides

Open Reading Frame, cadre de lecture ouvert

Pathogen-Associated- Molecular Pattern, motifs moléculaires associés a des pathogenes
Polybasic cleavage site, site de clivage polybasique (site de clivage entre S1 et S2)
Pattern Recognition Receptor, récepteur de reconnaissance de motifs moléculaires
Protéine de surface, spike

Récepteur angiotensin converting enzyme 2

Receptor Binding Domain

Receptor Binding Motif

Severe Acute Respiratory Syndrome-related CoronaVirus-1

Severe Acute Respiratory Syndrome-related CoronaVirus-2

Recognition of surface protein by flow cytometry, reconnaisance de protéine de surface par
cytométrie en flux

Single nucleotide polymorphism, polymorphisme nucléotidique unique

Fifty-percent tissue culture infective dose Mesure du titre du virus infectieux. Ce test de dilution
quantifie la quantité de virus nécessaire pour tuer 50 % des animaux infectés

Transmissible gastroenteritis virus, virus de la gastro-entérite transmissible porcine
T Resident Memory

Voies aériennes (respiratoires) supérieures

Vaccin inactivé

Virus de I''mmunodéficience humaine

Vaccin protéique

Virus de la rougeole

Virus de la stomatite vésiculeuse

Vaccin Vivant Atténué

West Nile Virus
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