Toxicité de la protéine SPIKE
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La protéine Spike est un facteur de virulence essentiel du virus SARS-CoV2.

Exprimée par les cellules infectées par le SARS-CoV2, ou apres transduction par les vaccins a
ARNm ou a vecteur Adenovirus (ADN), sous forme biologiquement active, son role n’est pas

limité a la présentation inerte d’épitopes immunogenes.

Son expression implique de nombreuses potentialités toxiques, autonomes de la présence
du virus SARS-CoV?2 et susceptibles de reproduire certaines manifestations cliniques de
la maladie COVID-19. Cet article vise a synthétiser quelles sont les potentialités toxiques

autonomes induites par 1’expression de la protéine Spike, a court, moyen et long terme.
La protéine Spike détermine le tropisme du virus SARS-CoV?2

Le SARS-Cov2 utilise pour son entrée dans la cellule, comme son cousin le SARS-CoV, le
récepteur ACE2 et la protéase TMPRSS2 [1]. (Fig [1])

Model for SARS-CoV-2 processing and entry

Proteolytic processing of SARS-CoV and SARS-CoV-2 S proteins facilitates virus entry. SARS-CoV and SARS-
CoV-2 bind to ACE2 at a region on S1. Furin cleavage at the S1-S2 junction exposes the C-end rule peptide on
SARS-CoV-2 S1 and allows binding to NRP1, Subsequent processing by cathepsins and TMPRSS2 allows S2
fusion peptide-mediated membrane insertion and merging of membranes. The absence of a furin cleavage site
in SARS-CoV S1 and a SARS-CoV-2 S1 mutant prevents binding to NRP1 and limits virus entry and infection.
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Toutefois, son tropisme est étendu par I’existence d’un autre récepteur la Neuropiline-1, qui
accroit I’infectiosité au niveau des épithéliums olfactifs et respiratoires, des endothéliums
vasculaires et du cerveau [3] [4] (Fig [2])
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Fig [2] D’apreés [5]

Spike présente un domaine RGD (Arginine-Glycine-Aspartate), commun avec d’autres virus

se liant aux intégrines (Fig [3]). Les intégrines, qui sont des récepteurs heterodimeriques

intervenant dans 1’adhésion cellulaire, la migration cellulaire et la signalisation cellulaire,

notamment au niveau des pneumocytes, des plaquettes et des cellules endothéliales.
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Fig [3] D’apres [6]

L’interaction du virus avec les intégrines pourrait soit faciliter ’entrée du virus dans la cellule
soit permettre au virus d’adhérer en surface de la cellule et se comporter soit en antagoniste
(blocage du récepteur) soit en agoniste, entrainant une cascade de signalisation intracellulaire.

Enfin, ’existence de domaines liant I’héparine au niveau du RBD permet I’interaction avec
des protéoglycanes a héparane sulfate membranaires et I’internalisation du virus par la voie de
I’endocytose [7]

La protéine Spike de SARS-CoV2 présente des insertions uniques parmi les SARS
coronavirus, superantigéniques, qui pourraient expliquer les syndromes inflammatoires
multi systémiques (MIS) [8]



La singuliere insertion du site clivage furine "PRRA" (FCS) [Fig. 4A], unique parmi les
SARS coronavirus, est précédée d'un motif, également unique dans la clade, "YQTQTNS". La
séquence obtenue (Ye74QTQTNSPRRAREGsgs) est homologue de superantigenes présents
dans le venin de Cobra, le virus de la rage, la protéine gp120 de HIV1, et I'entérotoxine
B de Staphylococcus aureus, impliquée dans les syndromes de choc toxique
staphylococciques (TSS)[Fig.4D].

Ce superantigene au niveau du site de clivage S1/S2 est susceptible d'activer le systeme
immunitaire par la voie du TCR (CMHZ2), entrainant chez certains individus un orage
cytokinique, expliquant les syndromes inflammatoires multisystémiques (MIS), proches
des syndromes de choc staphylococcique (TSS) et du syndrome de Kawasaki.
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La protéine Spike de SARS-CoV?2 preésente des séquences homologues de neurotoxines
de venin de serpent de la famille des Elapilidae, ayant une activité antagoniste des
récepteurs nicotiniques de I’ Acétylcholine, en particulier la séquence 375-390 [10][11],



homologue de la neurotoxine NL (Fig [5]), et la séquence 674-685 précitée [Fig 4D]
[12][13][14], homologue de la cobratoxine et de I’a-bungarotoxine.

Cette activité antagoniste des récepteurs de I’acétylcholine serait impliquée dans des
paralysies et dans des dysfonctions du systéme nerveux autonome dont la voie
cholinergique anti-inflammatoire du nerf vague régulant I’activité des macrophages [Fig 6].
Les agonistes nicotinigues, et les modulateurs allostériques positifs du récepteur alpha-7

du récepteur nicotinique de ’acétylcholine telle que I’ivermectine [15], pourraient
restaurer ces dysfonctions induites par la protéine Spike.
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Fig [6] d’aprées [10]

La protéine Spike pourrait induire un état de procoagulabilité, et de neo-angiogenese, lié
a son domaine RGD, voisin du domaine de liaison a I’ ACE2, d’interaction avec les
intégrines cellulaires [16] Les autopsies au niveau pulmonaires montrent cet état
d’hypercoagulabilité avec la présence inhabituelle de microthrombi et de neoangiogenese (x9
et x2.7 par rapport au virus de la grippe) [17], événements qui sont régulés en partie par les
interactions avec les intégrines.

Le SARS-CoV1, qui aurait entrainé des événements thrombotiques, mais moins marqués que
le SARS-CoV2, posséde un domaine homologue KGD, qui présenterait des affinités pour les
intégrines. Le MERS-CoV n’a pas cette séquence homologue et en paralléle il n’a pas été
rapporté de manifestations thrombotiques [Fig 3].

Les mutations N501Y, N439K, Y453F, présentes dans certains variants pourraient améliorer
I’interaction du domaine RGD avec les intégrines en modulant son accessibilité en surface.

Fig [7] d’apres [16]

Par analogie avec les coagulopathies induites par les hantavirus, Il est suggéré que I’invasion
de I’endothélium pourrait entrainer I’adhésion et I’activation plaquettaire, impliquant
I’activation de I’intégrine allbB3. Le fibrinogene se lie a I’'intégrine allbp3 et est converti en
fibrine par I’activité de la thrombine en surface plaquettaire, entrainant I’agrégation
plaquettaire.



La protéine Spike de SARS-CoV2 est thrombogéne, notamment par I’induction de
mécanismes immuno-allergiques a complexes immuns, dépendant possiblement
d’anticorps anti-PF4.

Lors des traitements par héparine, des manifestations immuno-allergiques, associant
thrombopénies et/ou thromboses peuvent survenir liées a I’apparition d’anticorps anti-PF4.

11 s’agit de Thrombopénie induite a I’héparine (TIH de type I1) avec formation de
complexes immuns [Heparine-PF-4-Ac anti-PF4] activant le récepteur FcyRII plaquettaire
(Fig [8]). Les TIH de type I, a complexes immuns dépendant des anticorps anti-PF4, peuvent
survenir au moins 5 a 15 jours apres I’instauration d’un traitement, ou plus précocement en

cas de sensibilisation préalable par un traitement antérieur.
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Ces tableaux de thrombose avec thrombocytopénie ont été observés avec le SARS-Cov2
dans le cadre de la Covid 19.

Certains auteurs ont mis en évidence une incidence accrue de la thrombopénie induite a
I’héparine avec thrombose, associée a la présence des anticorps anti-PF4, chez les patients
COVID-19 en soins intensifs [19], tandis que d’autres auteurs ont montré que le mécanisme
résultait de la formation de complexes immuns, en I’absence d’anticorps anti-PF4, activant le

récepteur FcyRIla plaquettaire [20].

Les anticorps anti-PF4 semblent, au moins partiellement, associés aux premiéeres
observations de thromboses cérébrales post-vaccinales, dénommées VIPIT Vaccine
Induced prothrombotic immune thrombocytopenia [21]. La protéine Spike déclencherait
notamment la libération de la chemokine CXCL4, également dénommée PF-4 [22].

La libération de PF-4, est 1’'une des conditions inaugurales nécessaires au développement de
réactions immuno-allergiques a Anticorps Anti-PF4 [23], le cofacteur participant a la
formation du complexe immun avec PF-4 en 1’absence d’héparine reste actuellement inconnu.

La sous-unité S1 de Spike de SARS-CoV2 est vasculotoxique et déclenche les voies de
signalisation cellulaire au niveau des cellules vasculaires pulmonaires (Cellules
endothéliales et cellules musculaires lisses), prédisposant a I’hypertension artérielle
pulmonaire (HTAP)[24].

L’hypertension artérielle pulmonaire est la pathologie qui a révélé le scandale du Mediator
(Benfluorex). L’hypertension artérielle pulmonaire est une maladie rare provoquée par une
augmentation de la pression artérielle pulmonaire, souvent lié a un épaississement de leur
paroi, aboutissant a une insuffisance cardiaque droite.

Le principal symptome est I’essoufflement progressif. Les symptomes ne sont pas spécifiques
et ne sont ressentis fortement qu’apres une longue évolution de la maladie vasculaire
pulmonaire. Le diagnostic, techniquement complexe, est souvent tardif, et en 1’absence de
traitement approprié la médiane de survie est de 3 ans lors du diagnostic.

10 autopsies, post-mortem apres infection a SARS-Cov2, comparées a un groupe contrdle de
10 autopsies post-mortem apres infection de la grippe HINL1, ont révélé I’épaississement des
artéres pulmonaires consécutive a I’infection par le SARS-Cov2 (Fig[9]).
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Le SARS-CoV1 n’induisait pas un tel épaississement des parois vasculaires artérielles
pulmonaires et il s’agit d’une propriété singuliere du SARS-CoV2.

Des essais in vitro, sur des cultures de cellules vasculaires pulmonaires, endothéliales et
musculaires lisses, ont démontré que la sous-unité S1 de Spike entrainait une cascade de
phosphorylation intracellulaire de la voie mitogene MEK/ERK, favorisant I’hyperplasie
et ou ’hypertrophie des cellules de la paroi vasculaire.




L’effet délétere sur la paroi vasculaire, n’exige pas I’invasion et la réplication par le SARS-
CoV2, Spike ayant des propriétés vasculotoxiques autonomes.

La protéine Spike est neuroinvasive, et traverse la barriére hémato encéphalique

(BHE)...avec ou sans capside virale

La protéine Spike est neurotrope et permet au coronavirus de pénétrer dans les cellules cibles,
notamment les cellules cérébrales, aprés avoir traversé la barriére hémato encéphalique. 1l a
été démontré dans des modeles murins que la protéine recombinante S1 conserve cette
fonction neuroinvasive au travers de la barriere hémato encéphalique, méme en 1’absence de
la capside virale [25].

Des modeles de cultures cellulaires 2D et 3D de la BHE, montre que la protéine Spike
possede des propriétés vasculotoxiques autonomes de celles du virus au niveau de la
barriere hémato-encéphalique, provoquant inflammation et perméabilité de la BHE,
facilitant la neuroinvasion [26].

La protéine Spike est susceptible d’induire, les protéines-prions, I’agrégation et la

fibrillation de protéines amyloides, a I’origine de processus neurodégénératifs {19}

Chez I’animal, le SARS-CoV2 induit une maladie respiratoire pauci-symptomatique,
systématiquement suivie d’une maladie neurologique dégenérative, commencant par

P’invasion de la muqueuse olfactive
- Chez les souris transgéniques exprimant le récepteur ACE2 humain, K18-hACE2 [27]

Des souris transgéniques K18-hACE2, pour le récepteur ACE2 humain sous la dépendance du
promoteur K18, infectées par le SARS-COV2 développent une maladie neurodégénérative
fatale pour 93% d’entre elles en moins de 14 jours, tandis que la pneumopathie était restée
modeérée.

Le processus neuroinvasif débutait au niveau du bulbe olfactif, était marqué cliniqguement par
une anosmie précoce vers J2-J3. Les autopsies montraient une spongiose multifocale
cérebrale, associée a la présence des marqueurs viraux.

Le tropisme du virus n’est que partiellement corrélé a la présence de ACE2 dans les
différents tissus, suggérant que d’autres mécanismes dont impliqués dans le tropisme du virus
telle que la neuropiline-1 [4].

Chez les macaques [27], l'infection @ SARS-Cov2 au niveau de la sphere ORL et respiratoire
se traduisait par une réplication virale pendant 10 jours avec une symptomatologie modérée.
Apres ces 10 jours, des controles de I'activité métabolique cérébrale montraient une activité
augmentée au niveau de la glande pituitaire (hypophyse) pendant un mois chez 2 macaques
sur 8.



Apres 5-6 semaines post-infection, les macaques ont été sacrifiés et autopsiés, I'un des
macaques (1/8) avait de I'ARN viral dans différentes aires du cerveau, tous les macaques
avaient une inflammation cérébrale multifocale, avec infiltrations de lymphocytes T et
activation de la microglie et, 6/8 présentaient des corps de Lewy, structures amyloides riches
en dépot de alpha-synucleine qui est une protéine prion-like caractéristique de la maladie
de parkinson. Cette étude sur des modéles simiens démontre qu'aprés une infection
respiratoire pauci-symptomatique voire asymptomatique, limitée a une dizaine de jours
succede systématiquement une maladie neurologique liée aux capacités neuro invasives du
virus avec initiation de processus neurodégénératifs par dépét de structures amyloides
caractéristiques des maladies a prions. [28]

Chez I’homme, I'anosmie est un symptome cardinal de l'infection a SARS-CoV?2 et
I'invasion du systéme nerveux central aprés pénéetration par la muqueuse olfactive de
SARS-CoV?2 est également décrite [29]

Lorsque le virus est recherché dans le systéme nerveux central a I'autopsie [30], la présence
du virus dans le systeme nerveux central est retrouvée dans 53% des cas (21/40), dont 13/40
par mise en évidence de I'ARN par RT-PCR et 16/40 par immunohistochimie, positives dans
88% des cas pour la protéine Spike (14/16) et 44% des cas pour la nucléocapside (7/16). 20%
des cas associent positivité pour I'ARN et protéines virales.

Parmi les symptémes persistants post-covid ("Covid-long™), il est rapporté des dysfonctions
du systeme nerveux autonome [31], qui pourraient étre expliquees par le tropisme du virus
pour le tronc cérebral [32][33]. Les PET-scans cérébraux des Covid long montrent un hypo
métabolisme cérébral [34][35].

Les études in silico montrent la singularité de la protéine Spike pour induire

I’agrégation et la fibrillation de protéines amyloides

Les prions, acronymes de « PRotinaceous Infectious Only », sont des agents infectieux non
conventionnels (ATNC) de nature exclusivement protéique, sans acide nucléique.

La forme infectieuse des prions présente un repliement protéique anormal, susceptible
d’induire cette anomalie conformationnelle aux protéines physiologiques. L’agrégation de ces
protéines anormales participe a de nombreuses maladies neurodégénératives, d’évolution
lente pouvant rester plusieurs années asymptomatiques [37][38]

Des études in silico, telles que lI'algorithme PLAAC ont permis d'identifier la présence de
domaines prion-like dans la protéine Spike de SARS-COV?2. Il s'agit du seul coronavirus,
avec un domaine prion-like au niveau de son RBD (Receptor Binding Domain) dans la région
S1 de la protéine Spike [36][39]. Il est suggéré que ce domaine prion-like augmenterait 10 a
20 fois I’interaction avec ACE2, par rapport a celui du SARS-CoV [36].



La protéine Spike présente au niveau de son RBD des domaines liant I’héparine et des
protéines liant I’héparine, de sorte que I’héparine non fractionnée, et dans une moindre
mesure, les héparines de bas poids moléculaire telle que 1’enoxaparine, seraient aux

concentrations thérapeutiques usuelles inhibitrices de I’entrée du SARS-CoV2 [40].

Les domaines de liaisons a I’héparine sont une caractéristique commune aux protéines
amyloides pathologiques, et I’héparine accéleére 1’agrégation de ces protéines puis leur
fibrillation [7].

Certains virus tels que SARS-Cov?2 ayant ces domaines de liaisons a 1’héparine peuvent
pirater les protéoglycanes a heparane sulfate membranaires pour infecter les cellules par la
voie de I’endocytose. Par analogie avec le virus Herpés simplex HSV1, dont le domaine de
liaison a I’héparine interagit avec le peptide AB42, pour provoquer son agrégation et favoriser
la maladie d’alzheimer, il est suggéré que les domaines liant I’héparine de SARS-Cov2
pourrait interagir avec les protéines prions AB42, a-synucleine, tau, and prions et initier leur
agrégation et favoriser le développement de maladies neurodégénératives [7] [41] [42]
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Fig [10] D’apres [2]

L’activation de Spike lors de I’entrée cellulaire nécessite deux clivages successifs par deux
protéases, la furine au niveau du site de clivage S1/S2 (résidus 669-688) puis par la
transmembraneprotease serine 2 (TMPRSS2) (Résidus 808-820), libérant un peptide

d’environ 150 acides aminés.

Le Serveur AGGRESCAN, permettant de prédire I’autoagregation de peptides, indique que ce
peptide dénommé S-CoV-peptide, pourrait se comporter comme un amyloide

fonctionnel (assemblages protéiques fibrillaires constitués de feuillets B dont les brins 3 sont
perpendiculaires a I’axe des fibres, résistants aux agents dénaturants et aux protéases)

et aurait une propension a s’autoagréger supérieure aux protéines prions Ap40 et a-synuclein
[41]



En conséquence, en I’absence d’étude sur les effets neurodégénératifs induits par Spike, il ne
peut étre exclu que les domaines prion-like de Spike induisent la formation de prions
pathologiques, s'agrégeant en plaques amyloides, expliquant les effets neurodégénératifs
inexpliqués de SARS-Cov2 observés chez I’animal, chez les modéles murins et simiens.
Rappelons que les dysfonctions du systeme nerveux autonome font également partie du
spectre des maladies a Prions [43].
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