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Au premier plan, représentation tridimensionnelle de la protéine spike (spicule)
du SARS-CoV-2. En arriére plan, représentation 3D d’une particule virale,
recouverte a sa surface de protéines spike (en rouge). © Flickr. NIH.

Une équipe de chercheurs américains a établi une cartographie de toutes les
mutations entrainant un changement d’acide aminé dans une petite région de la
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protéine spike de I'enveloppe du SARS-CoV-2. Baptisée RBD (domaine de fixation
au récepteur, receptor binding domain), cette zone est celle qui permet au
coronavirus de s’arrimer au récepteur ACE2 présent sur les cellules cibles. Lors de
I'entrée du virus dans les cellules cibles, le RBD de la protéine spike joue donc le
role de clé, alors que le récepteur cellulaire ACE2 correspond a la serrure.

Parmi toutes les mutations identifiées dans le RBD, certaines contribuent a ce que
les anticorps présents dans le sérum de patients infectés ne se fixent pas sur cette
petite région. De fait, ces travaux montrent que, lors de linfection naturelle,
certaines mutations du RBD peuvent avoir pour conséquence de réduire fortement
I'activité neutralisante des anticorps vis-a-vis du virus.

Envelope
RNA

Nucleocapsid protein (N)

Schéma illustrant l'interaction entre le SARS-CoV-2 et le récepteur ACE2 présent
a la surface des cellules cibles du coronavirus. Le RBD (receptor binding domain)
est le domaine de liaison au récepteur. Il s’agit d’une région cruciale de la
protéine spike (spicule) dans la mesure ou c’est elle qui se lie au récepteur ACE2,
plus précisément par l'intermédiaire d’'un motif appelé RBM (receptor binding
motif). Saxena SK, et al. Virusdisease. 2020 Dec 5;31(4):1-9.

Allison Greaney et ses collegues du Fred Hutchison Cancer Research Center et de
I'université Washington (Seattle) se sont intéressés a l'impact des changements
en acides aminés de la région RBD provoqués par des mutations sur la production
des anticorps lors de l'infection naturelle, ce que I’'on appelle la réponse humorale.
Méme si le rythme des mutations des coronavirus est plus lent que celui d’autres
virus a ARN, dont celui de la grippe, il n‘'en demeure pas moins que le SARS-
CoV-2 subit une évolution antigénique et qu’il importe de déterminer quelles
mutations influent sur ['efficacité des anticorps produits en cas d’infection
naturelle.
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Plusieurs études ont montré que la plupart des anticorps dits neutralisants, car
empéchant l'infection de nouvelles cellules, ciblent une région particuliere de la
protéine spike de l'enveloppe virale. Parmi I'ensemble des anticorps produits par
le systéme immunitaire lors de l'infection naturelle par le SARS-CoV-2, ce sont les
anticorps dirigés contre le RBD qui sont principalement responsables de l'activité
neutralisante vis-a-vis du SARS-CoV-2. En d’autres termes, le RBD est la région
du virus la plus importante en termes de pouvoir neutralisant des anticorps.

Inventaire des mutations RBD altérant la reconnaissance des anticorps

Cette étude a consisté a répertorier la totalité des mutations portant sur les acides
aminés de la région RBD et déterminer celles qui entravent le fonctionnement des
anticorps dirigés contre cette région cruciale du virus lors d’une infection naturelle
par le SARS-CoV-2. L'équipe de Jesse Bloom a ainsi testé chacune des mutations
possibles affectant le RBD afin de déterminer son impact sur la réponse en
anticorps. Pour ce faire, les chercheurs ont évalué la capacité de neutralisation du
coronavirus par I'ensemble des anticorps produits par des patients Covid-19. Les
résultats de cette vaste étude ont été publiés le 4 janvier 2020 sur le site de
prépublication bioRxiv.

Les chercheurs ont caractérisé I'activité neutralisante des anticorps recueillis dans
35 échantillons de plasma sanguin provenant de 17 patients Covid-19. Ces sujets
infectés par le SARS-CoV-2 ont fait I'objet d’un suivi entre le 15éme et le 121eme
jour a partir du début des symptomes. Les chercheurs ont vérifié au préalable que
tous ces patients convalescents avaient développé des anticorps neutralisants
ciblant le RBD.

Les expériences réalisées ont montré que l'activité neutralisante du sérum de ces
patients convalescents était essentiellement assurée par les anticorps anti-RBD.
En effet, lorsque les chercheurs les éliminaient artificiellement du sérum cela se
traduisait par une diminution drastique de l'activité neutralisante du plasma. De
fait, l'activité neutralisante du sérum était essentiellement due aux anticorps
dirigés contre le RBD dans la majorité des échantillons de sérum testés (33 sur
35). Surtout, l'activité neutralisante du sérum était diminuée de plus de 90 %
dans un tiers des échantillons de sérum (13 sur 35) aprés retrait des anticorps
anti-RBD.

Création d'une banque de protéines RBD mutantes
Les chercheurs ont utilisé des levures génétiquement manipulées pour obtenir la
gamme compléte de fragments RBD porteurs d’'une mutation. Ces levures ont

ainsi servi a produire une collection de protéines RBD comportant toutes les
mutations possibles au niveau des acides aminés de cette petite région.
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Les levures productrices a leur surface de RBD mutants ont ensuite été exposées
au sérum des patients Covid-19 convalescents afin de déterminer si leurs
anticorps anti-RBD étaient capables de les reconnaitre. Ils ont ensuite testé in
vitro le pouvoir neutralisant des anticorps vis-a-vis de virus porteurs de chacune
de ces mutations*.

. receptor-binding
rdge

[:] 443-450 loop
core RBD epitope

Les trois régions du RBD (domaine de liaison du récepteur) dans
lesquelles des mutations affectent la capacité de liaison des anticorps.
Greaney AJ, et al. bioXriv. Posted January 04, 2021.

Mutations dispersées dans trois régions clés du RBD

Les chercheurs ont ainsi identifié trois régions (ou épitopes) au sein du RBD dans
lesquelles la présence d'une mutation a le plus d'impact en termes de
neutralisation par les anticorps. Ainsi, lorsqu’'une mutation se produit dans un de
ces épitopes, elle perturbe la reconnaissance du virus par les anticorps qui sont
alors moins capables de neutraliser le virus.

Il s'avere que les mutations qui réduisent le plus fortement la liaison des anticorps
au RBD se situent dans trois sous-régions distinctes du RBD. Il s'agit tout d’abord
de la créte (receptor-binding ridge), région située au sein du motif de liaison au
récepteur (RBM, receptor-binding motif) qui entre directement en contact avec le
récepteur cellulaire. Une deuxiéeme région est une boucle (loop) couvrant les
régions acides aminés 443-450 et les sites adjacents 494-450. Celle-ci est située
a l'opposé de la créte. Enfin la troisieme région dont les mutations ont un impact
conséquent en matiére de reconnaissance des anticorps concerne une zone plus
large (core), éloignée du motif de liaison du récepteur (RBM).
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La créte et la boucle sont deux zones cibles de nombreux anticorps fortement
neutralisants. La boucle est d’ailleurs la cible du cocktail de deux anticorps
développés par la firme américaine Regeneron. En revanche, les anticorps
développés contre le core du RBD ont un plus faible pouvoir neutralisant.

Les mutations en position E484 sont les plus préoccupantes

Parmi toutes les mutations répertoriées dans le RBD, il en est une qui provoque
une diminution de plus de dix fois de la capacité de neutralisation des anticorps
vis-a-vis du virus. Ces mutations sont situées en position E484 dans la créte
(receptor-binding ridge). Or, cette mutation a récemment été identifiée dans des
variants détectés en Afrique du Sud, au Brésil et en Argentine.

Les chercheurs ont notamment montré que des mutations E484, dans lesquelles
I'acide aminé E (acide glutamique) est remplacé par l'acide aminé K (lysine), Q
(glutamine) ou P (proline), avaient pour effet de diminuer entre 35 et 60 fois la
capacité de neutralisation des anticorps anti-RBD chez un sujet. Chez un autre
patient, certaines mutations en position 484 réduisaient de dix fois la capacité de
neutralisation de ses anticorps anti-RBD.

La plupart du temps, il a été observé une bonne concordance entre la présence
d’'une mutation et une moindre capacité de liaison des anticorps anti-RBD, de
méme qu’une réduction de leur pouvoir de neutralisation.

L'impact de mutations dans le RBD differe entre individus

Les chercheurs ont examiné chez onze patients si les conséquences de mutations
du RBD sur la capacité de liaison des anticorps peuvent changer au cours du
temps dans la mesure ou on observe une maturation de l'affinité des anticorps
synthétisés dans les mois qui suivent la guérison de l'infection**. Dans plus de la
moitié des cas, I'impact des mutations n‘a que peu varié. Chez de rares sujets, il a
cependant été observé un changement de I'effet des mutations dans le RBD sur la
capacité de liaison des anticorps. Chez certains individus, les anticorps sont
devenus moins sensibles vis-a-vis de n'importe quelle mutation. A I'inverse, chez
d’autres patients, les anticorps ont beaucoup gagné en spécificité, ce qui s’est
traduit par un renforcement de la résultante de certaines mutations sur la capacité
de liaison des anticorps au RBD.

Pour une méme mutation, la capacité de liaison des anticorps anti-RBD, et donc
leur pouvoir de neutralisation vis-a-vis du virus, peut donc étre différente selon
les individus. Il existe une hétérogénéité inter-individuelle. Exemple : bien que
I'activité neutralisante du sérum de certains patients peut étre réduite de plus de
dix fois du fait de la présence de la mutation E484, elle peut quasiment n’avoir
aucun effet chez une autre personne.
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De méme, des mutations situées dans la boucle 443-450 (telle que la mutation
G446V) peut le plus souvent entrainer une tres faible liaison des anticorps au RBD
et une capacité de neutralisation fortement réduite, mais n’avoir que peu d’effet
chez d’autres individus. Il existe donc également une hétérogénéité inter-
individuelle.

Un impact qui évolue au cours du temps chez un méme individu

Par ailleurs, il a été montré lors du suivi des patients que l'impact d’'une mutation
peut différer au cours du temps chez un méme individu. Une mutation ayant un
effet majeur sur la reconnaissance des anticorps a un moment précoce de
I'infection peut ainsi n‘avoir que peu d'impact sur le sérum prélevé sur ce méme
patient bien plus tard. Les chercheurs ont montré que la mutation G446V qui
réduisait grandement le pouvoir neutralisant des anticorps 18 jours apres le début
des symptomes (J18) n’avait plus qu’un modeste effet trois mois plus tard (194).

En résumé, il apparait que l'impact des mutations de RBD en termes de
reconnaissance par les anticorps varie entre individus, mais aussi au fil du temps
chez un méme individu. Il existe donc une hétérogénéité inter-individuelle mais
également intra-individuelle de l|'impact des mutations RBD en termes de
reconnaissance de cette région par les anticorps.

Evaluer I'effet des mutations présentes dans les souches circulantes

Les chercheurs ont enfin déterminé dans quelle mesure les mutations de RBD
présentes dans les souches virales actuellement en circulation peuvent entraver la
capacité de fixation des anticorps. Ils ont également évalué la fréquence de ces
mutations au sein de toutes les séquences génétiques de SARS-CoV-2 déposées
dans la base de données GISAID jusqu’au 23 décembre 2020.

« Il est immédiatement apparu que la mutation E484 est la plus préoccupante »,
déclarent les chercheurs. C'est a cet emplacement dans le RBD que les mutations
entrainent I'impact le plus important sur la capacité de liaison des anticorps au
RBD et leur pouvoir neutralisant.

Ces résultats confortent de récents travaux ayant montré que des mutations en
position 484 dans le RBD réduisent de plus de dix fois la capacité de neutralisation
de certains sérums humains. A l'inverse, des sérums provenant d’autres patients
ne sont pas affectés par des mutations au site 484, ce qui montre bien I'existence
d’'une hétérogénéité inter-individuelle. A ce jour, seulement 0,1 % des isolats
viraux séquencés renferment une mutation en position 484.

Cela dit, soulignent les auteurs, la mutation E484K, qui remplace I'acide aminé E
(acide glutamique) par K (lysine), est présente dans de nouveaux variants
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détectés en Afrique du Sud (501Y.V2) et au Brésil (lignée B.1.1.728).

Une autre mutation (E484Q) a également été décrite dans un petit nombre
d’isolats viraux. Par ailleurs, deux autres mutations, K417N et N501Y, sont
associées a la mutation E484K dans le nouveau variant 501Y.V2 (lignée B.1.351)
détecté en Afrique du Sud.

Quant a la mutation G446V précédemment décrite, elle n‘est détectée que chez
moins de 0,1 % des isolats SARS-CoV-2 actuellement en circulation. Elle a
cependant été associée chez un patient a une réduction de plus de dix fois du
pouvoir neutralisant des anticorps.

Les chercheurs ont observé un résultat plutot rassurant : les quatre mutations les
plus souvent retrouvées parmi les souches virales séquencées (en l'occurrence les
mutations S477N, N439K, N501Y, Y453F) ne perturbent pas grandement le
pouvoir neutralisant des anticorps anti-RBD.

Méme chose pour la mutation N501Y détectée dans le génome du nouveau variant
anglais et qui est située dans I'épitope défini par la boucle 443-450. En effet, bien
qu’associée a une plus forte affinité du virus a se lier au récepteur ACE2 (a une
augmentation de la transmissibilité, voire a une charge virale plus élevée), la
mutation N501Y ne semble pas affecter la capacité de liaison des anticorps au
domaine RBD de la protéine spike. Ce résultat conforte des données publiées sur
Twitter le 22 décembre 2020 par Vineet D. Menachery (University of Texas
Medical Branch, Galveston). De méme, les mutations S477N, N439K, Y453F ne
semblent pas avoir un impact conséquent sur la liaison des anticorps au RBD.

Surveiller I'apparition de mutations du RBD

L’'étude des chercheurs américains souligne I'importance de surveiller I'apparition
de mutations susceptibles de compromettre la reconnaissance des anticorps
produits par les patients infectés par la SARS-CoV-2. La cartographie compléete
des mutations dans le RBD pouvant interférer avec la capacité de fixation des
anticorps lors de linfection naturelle devrait ainsi permettre d’évaluer les
conséquences de tels changements s’ils devaient se produire dans le génome des
souches virales circulantes.

Bien que cette étude postée sur bioRxiv n‘aborde pas le risque d'émergence de
nouveaux variants porteurs de mutations RBD du seul fait du nombre croissant de
personnes infectées, elle invite néanmoins a souligner qu’il importe de réduire le
plus possible le nombre de contaminations, via I'ensemble des gestes barrieres,
afin de limiter au maximum I'’émergence de virus porteurs de mutations et donc la
probabilité de voir un jour un mutant échapper a limmunité naturelle ou
vaccinale. « Il est clair que plus on laisse le virus circuler, plus on court le risque
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de lui donner des opportunités d’échapper au systeme immunitaire ou encore
d’optimiser sa liaison au récepteur cellulaire », déclare Etienne Simon-Loriére,
responsable du groupe Génomique évolutive des virus a ARN a I'Institut Pasteur.

Enfin, les travaux des chercheurs américains ouvrent la voie a des recherches
visant a évaluer, chez des sujets vaccinés, dans quelle mesure des mutations dans
le RBD pourraient influer sur la réponse en anticorps induits par la vaccination. En
effet, ces connaissances pourraient étre mises a profit pour concevoir des vaccins
visant a induire une immunité humorale robuste vis-a-vis d’éventuels nouveaux
variants porteurs de mutations considérées comme problématiques.

Marc Gozlan (Suivez-moi sur ’Twitteﬁ, sur \Facebook, Linkedin)

* Les tests de neutralisation, visant a évaluer le pouvoir neutralisant des anticorps du sérum
des patients, ont utilisé des cellules incubées en présence de particules virales
pseudotypées, a savoir des lentivirus exprimant la protéine spike du SARS-CoV-2 a leur
surface.

** J| se produit avec le temps une maturation de I'affinité des anticorps synthétisés et
sécrétés par les lymphocytes B mémoire. Celle-ci est sous-tendue par des modifications du
répertoire des genes impliqués dans la production des immunoglobulines (anticorps). Les
lymphocytes B mémoire subissent dans les ganglions lymphatiques ce que les biologistes
moléculaires appellent des hypermutations somatiques. Ce phénoméne génétique permet
une réponse plus rapide et plus efficace en cas de nouvelle rencontre avec l'agent
pathogéne.
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un physicien
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D’ou la nécessité de vacciner rapidement ...

Les vaccins disponibles ont été congus en quelques jours et disponibles pour les essais en
quelques semaines. Il faudrait sGrement moins de temps encore pour un vaccin ciblant
des mutants du virus initial. Mais faudrait-il alors encore des mois d’essais, avec de
nombreux décés, avant d’utiliser ce vaccin ?

michel jensen

08 JANVIER 2021 A 13:58

Ce qui se dégage a la lecture de cet article pour un néophyte comme moi, de cet
inventaire (article toujours pertinent, clair, et singulierement bien articulé, comme les
précédents, il faut y insister), c’est le sentiment de n’étre pas en face d’'un seul ennemi, un
seul guerrier, mais a une armée composée comme il se doit de tous nos ennemis
possibles. Une machinerie étourdissante que la nature met au point, a mis au point,
implacable. Sans foi ni loi, la nature, merveilleuse par ailleurs. L'univers mécanicien...en
somme.

Pierre Rimbaud
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Merci de cette recension comme toujours claire et documentée.

Des milliers de substitutions nucléotidiques aléatoires surviennent en permanence au
cours des milliards de réplications virales (notamment de virus ARN). Il est intéressant
d’analyser ce que donne leur modélisation.

Néanmoins, il est trés juste de rappeler que de tels travaux « ne présagent pas le risque
d’émergence de nouveaux variants », c’est a dire du risque de sélection de souches
mutées bénéficiant d’'un avantage évolutif.

Il est donc trés pertinent aussi de conclure « qu’il importe de réduire le plus possible le
nombre de contaminations » car le « repiquage » des variants d’un individu & un autre est
nécessaire pour stabiliser un clone. Si I'on continue de permettre les échanges de virus
entre personnes, le phénotype viral « s’adapte » inéluctablement.

Ne doit-on pas redouter que des formes échappant a 'immunité vaccinale se développent
par sélection chez les vaccinés s’ils persistent a s’exposer aux contaminations ?

TanguyM

14 JANVIER 2021 A 14:40

Merci pour cet article éclairant.

Petite question cependant : Si la mutation E484K peut diminuer I'efficacité des anticorps
neutralisants issus de la réponse humorale, doit-on s’attendre a une charge virale plus
grande, et donc a des formes plus graves de la maladie ?

Marc Gozlan

14 JANVIER 2021 A 19:18

Une étude, publiée le 10 janvier 2021, rapporte un cas de réinfection par un SARS-CoV-2
porteur de la mutation E484 (sans autre mutation ayant un effet biologique connu et déja
décrite dans de nouveaux variants) a une charge virale élevée dans les prélévements
naso-pharyngés. Cette deuxiéme infection a néanmoins été bénigne et a évolué sans
complications comme lors du premier épisode.
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