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TMPRSS2 est le récepteur
cellulaire du coronavirus

saisonnier HKU1

Nell Saunders, Olivier Schwartz

> A ce jour, sept coronavirus capables
d’infecter les étres humains ont été
identifiés. Trois d’entre eux, SARS-CoV
(identifié en 2003), MERS-CoV (identifié
en 2012) et SARS-CoV-2 (identifié en
2019) sont hautement pathogénes, et
ont provoqué trois récentes épidémies ou
pandémies. Quant aux quatre coronavi-
rus saisonniers endémiques, 229€, NL63,
0C43 et HKUL, ils causent des mala-
dies bénignes dans la majorité des cas
(ils sont impliqués dans 15 & 30 % des
rhumes), mais peuvent occasionnelle-
ment provoquer des infections séveres
chez les nourrissons ou les personnes
dgées [1].

Le coronavirus HKUL a été isolé pour la
premiére fois a Hong-Kong en 2005 chez
une personne souffrant d’une pneumo-
pathie [2]. Il fait partie du lignage A
des B-coronavirus. Le coronavirus le
plus proche de HKUl du point de vue
de I’évolution est le virus de I’hépatite
murine (murine hepatitis virus, MHV)
[2]. Les séquences d’acides aminés de la
protéine du spicule! de ces deux virus ont
65 % d’identité. La date d’émergence de
HKU1, son origine animale et les poten-
tiels hotes intermédiaires sont inconnus.
Le taux de séropositivité contre HKUL
est estimé entre 75 % et 95 % dans la
population frangaise, ce qui est compa-
rable aux autres coronavirus saisonniers
[3]. Il existe trois génotypes de HKUL
(A, B et C). HKULC est issu d’une recom-
binaison entre HKUIA et HKU1B, et son
spicule est quasiment identique a celui

! Le spicule désigne une glycoprotéine pointant a la surface
de certains virus et qui leur sert de « clé d’entrée » dans les
cellules quils infectent.
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de HKU1B (99 % d’identité de séquence
peptidique) [4], tandis que les spicules
de HKUIA et HKUIB ont 85 % d’identité
de séquence peptidique.

Le spicule (S) des coronavirus est néces-
saire a leur entrée dans les cellules
hotes. La protéine S de HKUI s’attache
aux acides sialiques 9-0-acétylés de la
membrane plasmique des cellules hotes
par son domaine N-terminal, ce qui per-
met une ouverture de la protéine et
I’exposition du domaine de liaison a son
récepteur (receptor-binding domain,
RBD) [5, 6]. La structure de la pro-
téine S dans ses conformations fermée et
ouverte a été élucidée récemment [6].
’état fermé protege notamment le RBD
de potentiels anticorps neutralisants.
Aprés la liaison a son récepteur, non
identifié jusqu’a récemment, la protéine
S peut étre clivée par des protéases
a sérine?
lule par la protéase transmembranaire
TMPRSS2 (type Il transmembrane serine
protease) ou la kallicréine KLK13, soit
dans les endosomes par des cathepsines
[7]. D’apres les données disponibles pour
le virus SARS-CoV-2 et d’autres corona-
virus, ce clivage déclenche la projection
du peptide de fusion et la fusion de la
membrane virale avec la membrane cel-

, soit a la surface de la cel-

lulaire (plasmique ou endosomique), ce
qui permet I’entrée du virus (Figure 1). La
cellule infectée par un coronavirus pro-
duit différentes protéines virales, dont la
protéine S, qu’elle expose a sa surface,
et qui entrafne la fusion des cellules

? (Cette catégorie de protéases est ainsi dénommée car leur
site actif contient un résidu sérine qui joue un réle essentiel
dans la catalyse.

infectées avec les cellules avoisinantes,
formant des cellules multinucléées (ou
syncytium).

Nous avons récemment montré que
TMPRSS?2 est un récepteur membranaire
fonctionnel pour HKULA et HKU1B [8].

TMPRSS2 permet I’entrée de
pseudovirus exprimant la protéine S de
HKU1

’expression de TMPRSS2 est suffisante
pour induire la fusion de cellules expri-
mant le spicule de HKUL, et pour I’entrée
de pseudovirus (lentivirus) exprimant
ce spicule. Nous avons montré le rdle
de TMPRSS?2 dans différents types de
cellules, dont celles des lignées HEK293T
et U20S%. Sur un ensemble de quinze
protéases impliquées dans I’entrée des
coronavirus ou de la méme famille que
TMPRSS2, seule TMPRSS2 permet la fusion
membranaire impliquant la protéine S
de HKUL. Les cellules de la lignée Caco2?
expriment le géne TMPRSS2 de fagon
endogéne et fusionnent spontanément
lors de I’expression de la protéine S,
mais la délétion de TMPRSS2 empéche
la fusion. De plus, ces cellules sont sen-
sibles a I'infection par des pseudovirus
de HKU1, mais la délétion de TMPRSS2
empéche 'entrée de ces pseudovirus [8].

¥ La lignée cellulaire HEK293T a été établie a partir de rein
embryonnaire humain, et la lignée U20S, & partir d’un ostéo-
sarcome humain.

4 La lignée cellulaire Caco-2 est dérivée d’un adénocarci-
nome du c6lon humain.
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Figure 1. Schéma récapitulatif des deux voies d’entrée du coronavirus HKU1 dans la cellule héte. Les étapes successives (numérotées de 1 a 4) de

I’entrée des virions par la voie de surface ou par la voie des endosomes sont représentées.

Lactivité catalytique de TMPRSS2
n’est pas requise pour I’entrée de
pseudovirus exprimant la protéine S
de HKU1

TMPRSS?2 est une protéase a sérine qui
devient fonctionnelle par autoclivage
[9]. Afin d’exclure la possibilité que le
role de TMPRSS2 soit di a son activité
enzymatique de clivage de la protéine
S et qu’une autre protéine cellulaire
serve de récepteur a la protéine S, nous
avons produit deux mutants enzymati-
quement inactifs de TMPRSS2 : TMPRS-
S2prg25561n, Mutée dans le site de clivage,
et TMPRSS2¢c 4a1010, Mutée dans le site
catalytique.

Le mutant catalytiquement inactif de
TMPRSS?2 ne clive pas la protéine S. Son
effet sur la fusion cellulaire est réduit
par rapport @ TMPRSS2 non mutée.
Néanmoins, tout comme celle-ci, il per-
met I'entrée des pseudovirus HKU1 [8].
€n effet, le clivage de la protéine S a
la surface est nécessaire pour la fusion
cellulaire, mais le virus peut pénétrer
dans la cellule via les endosomes, dans
lesquels d’autres protéases ou I’envi-
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ronnement acide pourront induire la
projection du peptide de fusion.

TMPRSS2 et la protéine S de HKU1
interagissent directement

Nous avons également montré I’exis-
tence d’une interaction directe entre
la protéine S de HKUL et TMPRSS2 par
la technique ELISA. U'affinité de cette
interaction a été calculée par inter-
férométrie biocouche®, en utilisant le
domaine RBD de la protéine S de HKU!
afin de s’affranchir de la nécessité de
disposer de la protéine entiére dans
sa conformation ouverte. Nous avons
mesuré des affinités (K4) de 334 nM et
de 137 nM respectivement pour HKUIA
et HKU1B [8]. Ces valeurs sont plus
élevées que celle obtenue pour SARS-
CoV-2 et son récepteur ACE2 (enzyme
de conversion de I"angiotensine 2) (K4
= 37 nM), mais elles restent de I’ordre
de grandeur des interactions dites
fortes.

5 Technique de biodétection optique permettant d’analyser
les interactions entre molécules en temps réel, sans nécessi-
ter leur marquage fluorescent.

Une étude structurale avait précédem-
ment conclu a I'importance d’une région
particuliéere du domaine RBD de la pro-
téine S de HKU1, conservée entre HKU1A
et HKU1B, dans la liaison @ un récepteur
alors inconnu, notamment en montrant
que cette région était celle ciblée par
des anticorps neutralisant HKU1 [10].
Nous avons montré que cette région
était en effet impliquée dans la liaison a
TMPRSS2 en mutant deux acides aminés,
Trp515 et Argbl7: les deux protéines S
mutées ne permettaient plus la fusion
cellulaire ou I’entrée des pseudovirus,
et avaient une affinité réduite ou non
détectable pour TMPRSS2 [8].

L'interaction est bloquée par
les nanocorps anti-TMPRSS2
Nous avons aussi isolé des nanocorps®
anti-TMPRSS2 apres immunisation
d’un alpaga. Trois d’entre eux blo-
quaient "interaction de TMPRSS2 avec

¢ Un nanocorps, ou anticorps & domaine unique, est un frag-
ment d’anticorps composé d’un seul domaine variable d’an-
ticorps monomere. Comme un anticorps entier, il est capable
de se lier sélectivement a un antigéne spécifique. Ces nano-
corps sont produits naturellement par les Camélidés.



HKU1, ainsi que la fusion cellulaire
et I’entrée des pseudovirus dans les
cellules hotes. Enfin, nous avons isolé
du virus HKU1B infectieux a partir de
prélevements nasopharyngés d’une
personne infectée, sur une culture
primaire de cellules bronchiques dif-
férenciées en interface air-liquide.
Ces cellules expriment TMPRSS2 sur
leurs cils. Uinfection de ces cellules
par HKUL était inhibée efficacement
par 'un des nanocorps dirigés contre
cette protéine [8].

Perspectives

L’ensemble des résultats présentés
permet de conclure que TMPRSS2 est
le récepteur du coronavirus HKUI
dans I’espece humaine. Décrypter les
voies d’entrée cellulaire des diffé-
rents coronavirus permet de lutter
plus efficacement contre I’infection
par des thérapies ciblées. Cela permet
également d’isoler et de caracté-
riser plus rapidement de nouveaux
coronavirus ou variants des corona-
virus connus qui pourraient infec-
ter ’homme. Les résultats de deux
études concernant la structure du
complexe formé par HKULl et TMPRSS?
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sont en cours de publication [11, 12].
Ils éclairent le mécanisme de entrée
de HKUI1, I'action d’anticorps neu-
tralisants, et I'utilisation, par HKUL,
de TMPRSS2 dans d’autres especes
animales qui pourraient étre sensibles
a I’infection par ce coronavirus. Par
ailleurs, il conviendra d’examiner si
TMPRSS?2 joue également le role de
récepteur pour d’autres virus, car
cette protéase clive non seulement la
protéine S des coronavirus, mais aussi
les enveloppes d’autres virus respi-
ratoires, tels que les virus influenza
et para-influenza, les paramyxovirus,
les métapneumovirus et le virus Sen-
dai [13]. ¢
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