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RÉSUMÉ	EN	FRANÇAIS	
	

Les	 coronavirus	 sont	 des	 virus	 à	 ARN	 simple	 brin	 positif	 enveloppés	 d’une	

bicouche	 lipidique	 qui	 dérive	 de	 la	 cellule	 hôte	 et	 dans	 laquelle	 sont	 enchâssées	 les	

protéines	 S,	 E	 et	 M.	 La	 protéine	 M	 est	 une	 protéine	 transmembranaire	 de	 type	 III,	

composée	d’un	court	ectodomaine	et	d’un	 long	endodomaine.	L’ectodomaine	de	M	a	 la	

particularité	de	porter	des	N-	ou	O-glycanes,	et	ces	modifications	sont	conservées	au	cours	

de	l’évolution	des	coronavirus,	suggérant	un	rôle	dans	le	cycle	infectieux.	Cependant,	la	

structure	et	la	fonction	de	ces	glycanes	restent	mal	caractérisées.	Nos	travaux	ont	permis	

de	mieux	comprendre	les	mécanismes	de	glycosylation	des	protéines	M	du	MERS-CoV	et	

du	SARS-CoV-2,	deux	coronavirus	hautement	pathogènes	pour	l’Homme.	

	

Ces	deux	protéines	contiennent	un	seul	site	de	N-glycosylation	dans	leur	domaine	

N-terminal	et	présentent	un	profil	de	migration	particulier	en	western-blot,	avec	3	bandes	

dont	une	bande	très	diffuse.	Des	tests	de	digestion	par	des	N-glycosidases	ont	indiqué	que	

les	sites	de	N-glycosylation	portaient	des	N-glycanes	riches	en	mannose	et	complexes.	De	

plus,	 les	 N-glycanes	 complexes	 de	 MERS-CoV-M	 et	 SARS-CoV-2-M	 correspondent	 très	

probablement	à	des	chaines	de	polylactosamines	(poly-LacNAc).	

	

Les	mécanismes	régulant	l’addition	des	poly-LacNAc	sont	peu	connus.	Ainsi,	nous	

avons	inséré	des	mutations	dans	le	domaine	N-terminal	de	MERS-CoV-M	et	SARS-CoV-2-

M	dans	le	but	d’identifier	une	séquence	proche	du	site	de	N-glycosylation	régulant	l’ajout	

de	ces	chaines.	Cependant,	nous	n’avons	pas	 identifié	une	telle	séquence.	En	revanche,	

nous	 avons	 observé	 que	 les	 résidus	 acides	 du	 domaine	N-terminal	 sont	 des	 éléments	

indispensables	pour	la	glycosylation	de	M.	En	effet,	la	mutation	des	résidus	E9	et	D18	de	

MERS-CoV-M	 et	 E11,	 E12	 et	 E18	 de	 SARS-CoV-2-M	 en	 alanine	 a	 totalement	 aboli	 la	

glycosylation.	 Nous	 nous	 sommes	 assurés	 de	 la	 qualité	 du	 repliement	 protéique	 en	

analysant	le	trafic	intracellulaire	des	mutants,	ainsi	que	de	leur	topologie	membranaire	

(N-exo/C-endo)	par	(i)	des	expériences	de	perméabilisations	sélectives	des	membranes	

cellulaires	et	par	(ii)	l’insertion	d’une	séquence	linker	contenant	un	site	de	glycosylation	

dans	la	boucle	reliant	les	TM2	et	TM3	de	M.	
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Nous	 avons	 ensuite	 confirmé	 l’absence	 de	 séquence	 importante	 pour	 l’ajout	 de	

chaines	de	poly-LacNAc	dans	la	protéine	M	en	réalisant	des	chimères	de	la	protéine	M	du	

SARS-CoV-2	soit	avec	 la	glycoprotéine	E1	du	virus	de	 l’hépatite	C	soit	avec	 la	protéine	

accessoire	ORF3a	du	SARS-CoV-2	dont	la	structure	est	très	similaire	à	celle	de	la	protéine	

M.	L’ensemble	de	nos	résultats	suggèrent	que	le	trafic	intracellulaire	dans	le	Golgi	plutôt	

qu’une	séquence	pourrait	être	 important	pour	la	modification	des	protéines	M	par	des	

chaines	de	poly-LacNAc.	

	

La	 glycosylation	 des	 protéines	 eucaryotes	 dépend	 de	 deux	 machineries	

moléculaires	 multimériques,	 OST-A	 et	 OST-B.	 Alors	 que	 STT3A	 est	 la	 sous-unité	

catalytique	d’OST-A,	STT3B	est	celle	d’OST-B.	La	construction	de	lignées	Huh-7	STT3A-KO	

et/ou	STT3B-KO	a	permis	d’identifier	la	machinerie	OST-B	comme	étant	impliquée	dans	

la	glycosylation	de	M.	

	

Enfin,	nous	avons	analysé	les	formes	de	M	incorporées	dans	les	particules	virales	

à	 l’aide	 d’un	 système	 de	 production	 de	 particules	 subvirales	 non	 infectieuses.	 Nos	

résultats	 indiquent	 qu’essentiellement	 la	 forme	 conjuguée	 à	 des	 N-glycanes	 riches	 en	

mannose	est	incorporée,	ce	qui	est	en	accord	avec	le	bourgeonnement	des	coronavirus	

dans	le	compartiment	ERGIC.	

	

	

Mots	 clés	:	 Coronavirus	 –	 MERS-CoV	 –	 SARS-CoV-2	 –	 Protéine	 M	 –	 Glycosylation	 –	

Polylactosamines	
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RÉSUMÉ	EN	ANGLAIS	
 

Coronaviruses	 are	 single-stranded	 positive	 RNA	 viruses	 surrounded	 by	 a	 host-

derived	lipid	bilayer	in	which	structural	proteins	S,	E	and	M	are	anchored.	The	M	protein	

is	a	triple-spanning	transmembrane	protein,	constituted	of	a	short	ectodomain	and	a	long	

endodomain.	 The	 ectodomain	 of	 M	 carries	 N-	 or	 O-linked	 carbohydrates,	 which	 are	

conserved	through	coronaviruses	evolution,	indicating	a	function	for	the	viral	life	cycle.	

Nevertheless,	structure	and	function	of	these	glycans	are	poorly	characterized.	Our	work	

brings	further	knowledge	about	glycosylation	mechanisms	of	the	M	protein	of	MERS-CoV	

and	SARS-CoV-2,	two	highly	pathogenic	coronaviruses	for	humans.	

	

These	two	proteins	contain	a	unique	N-glycosylation	site	in	their	N-terminal	region	

and	show	a	particular	migration	profile	in	western-blot,	with	3	bands	amongst	which	one	

migrating	as	a	smear.	Digestion	assays	with	N-glycosidases	revealed	N-glycosylation	sites	

were	modified	by	high-mannose	and	complex	N-glycans.	Furthermore,	complex	N-glycans	

of	MERS-CoV-M	and	SARS-CoV-2-M	could	be	polylactosamine	chains	(poly-LacNAc).	

	

Mechanisms	regulating	poly-LacNAc	addition	are	not	well	understood.	Therefore,	

we	inserted	mutations	within	the	N-terminal	domain	of	MERS-CoV-M	and	SARS-CoV-2-M	

in	 order	 to	 identify	 a	 sequence	 close	 to	 N-glycosylation	 site	 that	 could	 regulate	 poly-

LacNAc	addition.	However,	we	failed	to	identify	such	a	sequence.	But,	we	observed	acidic	

residues	of	the	N-terminal	domain	as	important	element	for	glycosylation	of	M.	Indeed,	

substitution	of	residues	E9	and	D18	of	MERS-CoV-M,	and	E11,	E12	and	E18	of	SARS-CoV-

2-M	 totally	 disrupted	 glycosylation.	 We	 checked	 mutant	 protein	 folding	 by	 analyzing	

intracellular	 trafficking,	 as	 well	 as	 their	 membrane	 topology	 (N-exo/C-endo)	 by	 (i)	

selective	permeabilizations	of	cellular	membranes	and	(ii)	by	inserting	a	linker	sequence	

with	N-glycosylation	site	in	the	loop	tethering	TM2	and	TM3	of	M.		

	

Then,	 we	 confirmed	 absence	 of	 a	 sequence	 leading	 poly-LacNAc	 addition	 by	

generating	chimera	of	SARS-CoV-2-M,	either	with	glycoprotein	E1	of	hepatitis	C	virus,	or	

with	accessory	protein	ORF3a	of	SARS-CoV-2,	whose	structure	is	really	close	to	the	one	of	
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M.	Our	results	suggest	 intracellular	 trafficking	 in	 the	Golgi	 is	more	 important	 for	poly-

LacNAc	addition	on	M	than	a	specific	sequence.	

	

Eukaryotic	proteins	are	glycosylated	by	two	multimeric	machineries,	OST-A	and	OST-

B.	While	STT3A	is	the	catalytic	subunit	of	OST-A,	STT3B	is	the	one	of	OST-B.	Generation	

of	Huh-7	STT3A-KO	and/or	STT3B-KO	cells	allowed	us	to	identify	the	OST-B	complex	as	

the	M	protein	glycosylation	machinery.	

	

	

Keywords:	 Coronaviruses	 –	 MERS-CoV	 –	 SARS-CoV-2	 –	 M	 protein	 –	 Glycosylation	 –	

Polylactosamines	
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1 Introduction	
 

1.1 		Les	coronavirus	
	

Les	coronavirus	font	partis	de	l’ordre	des	Nidovirales,	de	la	famille	des	Coronaviridae,	

de	 la	 sous-famille	 des	 Orthocoronavirinae,	 qui	 se	 décompose	 en	 4	 genres	 :	 les	

alphacoronavirus,	les	betacoronavirus,	les	gammacoronavirus	et	les	deltacoronavirus.	Ces	

4	 genres	 se	 divisent	 en	 davantage	 de	 sous-genres	 (Tableau	 1).	 Ce	 sont	 des	 virus	

principalement	 respiratoires	 et	 entériques,	 infectant	 un	 large	 spectre	 d’oiseaux	 et	 de	

mammifères.	Les	alpha-	et	betacoronavirus	sont	connus	pour	être	des	virus	infectant	les	

mammifères	 essentiellement,	 alors	 que	 les	 gamma-	 et	 deltacoronavirus	 sont	

majoritairement	des	coronavirus	aviaires,	avec	quelques	exceptions	comme	par	exemple	

le	coronavirus	de	porc	HKU15	et	 le	coronavirus	du	béluga	SW1.	Le	 terme	coronavirus	

provient	 du	 mot	 latin	 «	corona	»	 signifiant	 couronne,	 en	 référence	 à	 l’aspect	 de	

l’enveloppe	virale	en	microscopie	électronique.	

	

Le	 premier	 coronavirus,	 du	 genre	gammacoronavirus,	 a	 été	 détecté	 aux	 Etats-Unis	

pendant	les	années	1930,	connu	sous	le	nom	du	virus	de	la	bronchite	infectieuse	(IBV).		

IBV	infecte	les	jeunes	poulets	et	se	transmet	rapidement	au	sein	d’un	élevage.	Aucun	cas	

d’infection	à	IBV	chez	l’Homme	n’a	été	recensé	à	ce	jour.	Bien	d’autres	coronavirus	ont	été	

découverts	par	la	suite,	comme	le	virus	de	la	gastroentérite	transmissible	(TGEV)	en	1946,	

un	alphacoronavirus	responsable	d’épidémie	de	gastroentérite	chez	les	porcelets.	Le	virus	

TGEV	peut	être	extrêmement	mortel	puisqu’on	estime	à	100	%		son	taux	de	mortalité	chez	

les	 très	 jeunes	 porcelets,	 lié	 à	 une	 forte	 déshydratation	 des	 animaux	 infectés.	 Trois	

décennies	plus	tard,	sur	le	continent	européen,	un	second	alphacoronavirus	entérique	a	

été	observé	chez	les	porcs,	nommé	le	virus	de	la	diarrhée	épidémique	porcine	(PEDV).	

L’émergence	de	variants	de	PEDV	au	cours	des	années	2010	a	été	à	l’origine	d’épidémies	

sévères	en	Chine	sur	la	période	2010-2012,	ainsi	qu’aux	États-Unis	et	au	Mexique	entre	

2013	et	2014,	responsables	de	lourdes	pertes	économiques,	notamment	en	Amérique	du	

Nord,	où	10	%	de	la	population	américaine	de	porcs	domestiques	a	été	perdue	(Jung	et	

Saif	2015).	Les	souris	sont	également	sujettes	à	des	infections	par	coronavirus,	puisque	le	

virus	 de	 l’hépatite	 murine	 (MHV),	 un	 betacoronavirus,	 a	 été	 identifié	 par	 une	 équipe	
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londonienne	 en	 1951.	 Des	 coronavirus	 existent	 aussi	 chez	 les	 chiens	 et	 chats,	 avec	

notamment	un	coronavirus	félin	responsable	de	péritonites	chez	les	chats	(FIPV),	observé	

pour	 la	 première	 fois	 en	 1970	 (Ward	 1970),	 ainsi	 qu’un	 coronavirus	 canin	 (CCoV)	

responsable	de	troubles	gastro-intestinaux.		

	

Tableau	1.	Liste	non-exhaustives	des	coronavirus.	

Genre	 Sous-genre	 Espèce	

A
lp
h
a
	

c
o
ro
n
a
v
ir
u
s	

Colacovirus	 Coronavirus	de	chauve-souris	CDPHE15	

Decacovirus	 Coronavirus	de	chauve-souris	HKU10	

Alphacoronavirus	de	chauve-souris	Grand	rhinolophe	(HuB-2013)	

Duvinacovirus	 Coronavirus	humain	HCoV-229E	

Luchacovirus	 Coronavirus	de	rat	

Minacovirus	 Coronavirus	de	vison	et	de	furet	

Minunacovirus	 Coronavirus	de	chauve-souris	Miniopterus	(HKU8)	

Myotacovirus	 Coronavirus	de	chauve-souris	Myotis	ricketti	Sax-2011	

Nyctacovirus	 Coronavirus	de	chauve-souris	Nyctalus	velutinus	SC-2013	

Pedacovirus	 Virus	de	la	diarhée	épidémique	porcine	(PEDV)	

Coronavirus	de	chauve-souris	Scotophilus	512	

Rhinacovirus	 Coronavirus	de	chauve-souris	Rhinolophus	HKU2	

Setracovirus	 Coronavirus	humain	NL63	

Coronavirus	de	chauve-souris	proche	de	NL63	(BtKYNL63-9b)	

Tegacovirus	 Alphacoronavirus	1	(virus	félin	et	canin)	

Virus	de	la	gastroentérite	transmissible	(TGEV,	virus	de	porc)	

B
e
ta
	

c
o
ro
n
a
v
ir
u
s	

Embecovirus	

Betacoronavirus	1	(HCoV-OC43	et	coronavirus	bovin)	

Coronavirus	humain	HKU1	

Coronavirus	murin	MHV	

China	Rattus	coronavirus	HKU24	

Bat	Hp-betacoronavirus/Zhejiang2013	

Hibecovirus	 Coronavirus	de	hérisson	1	

Merbecovirus	
MERS-CoV	et	virus	proches	(humain,	dromadaire,	chauve-souris)	

Coronavirus	de	chauve-souris	Pipistrellus	HKU5	

Coronavirus	de	chauve-souris	Tylonycteris	HKU4	

Nobecovirus	 Coronavirus	de	chauve-souris	roussettes	(HKU9	et	GCCDC1)	

Sarbecovirus	 SARS-CoV	et	SARS-CoV2	(et	virus	proches)	

G
a
m
m
a
	

c
o
ro
n
a
v
ir
u
s	

Cegacovirus	 Coronavirus	du	béluga	(SW1)	

Igacovirus	 Coronavirus	aviaires	

D
e
lt
a
	

c
o
ro
n
a
v
ir
u
s	

Andecovirus	 Coronavirus	de	canard	(HKU20)	

Buldecovirus	
Coronavirus	de	porc	HKU15	

Coronavirus	de	passereaux	(HKU13	et	HKU16)	

Herdecovirus	 Coronavirus	des	bihoreaux	(HKU19)	

Moordecovirus	 Coronavirus	des	poules	d’eau	(HKU21)	

 

Adapté de (Juckel et al. 2020). 
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1.2 			Les	coronavirus	humains	
	

Les	coronavirus	ne	sont	pas	des	virus	exclusifs	aux	animaux	sauvages	et	domestiques,	

puisque	sept	coronavirus	en	capacité	d’infecter	l’Homme	sont	connus	à	ce	jour,	classés	en	

fonction	de	 leur	degré	de	pathogénicité.	HCoV-229E,	HCoV-OC43,	HCoV-NL63	et	HCoV	

HKU1	sont	classés	parmi	les	coronavirus	humains	à	pathogénicité	modérée,	en	raison	de	

la	 faible	dangerosité	des	 symptômes	qu’ils	 induisent	 chez	 les	patients.	En	revanche,	 le	

SARS-CoV,	 le	MERS-CoV	 et	 le	 SARS-CoV-2	 sont	 classés	parmi	 les	 coronavirus	humains	

hautement	pathogènes,	à	cause	des	pathologies	plus	sévères	qu’ils	induisent	et	le	taux	de	

mortalité	associé.		

	

1.2.1 			A	pathogénicité	modérée	

 

 

1.2.1.1 			HCoV-229E	

 

Le	 coronavirus	 humain	 HCoV-229E	 a	 été	 découvert	 en	 1966	 à	 partir	 de	

prélèvements	 nasopharyngés	 de	 personnes	 atteintes	 de	 rhumes	 (Hamre	 et	 Procknow	

1966;	 McIntosh	 et	 al.	 1967).	 Il	 est	 aujourd’hui	 distribué	 globalement.	 Le	 temps	

d’incubation	 de	 ce	 virus	 se	 situe	 entre	 2	 et	 5	 jours	 avant	 l’apparition	 des	 premiers	

symptômes.	 Il	 provoque	majoritairement	des	 symptômes	bénins,	 comme	des	maux	de	

tête,	des	écoulements	nasaux,	des	maux	de	gorge,	des	éternuements	et	de	la	toux,	pouvant	

s’accompagner	de	fièvre	(Tyrrell	et	al.	1993).	Des	cas	de	co-infection	avec	d’autres	virus	

respiratoires	 comme	 le	 virus	 respiratoire	 syncytial	 humain	 (HRSV)	 ont	 été	 observés.	

Selon	une	étude	clinique,	les	primo-infections	à	HCoV-229E	ont	lieu	dès	le	plus	jeune	âge,	

avec	une	séroconversion	moyenne	estimée	à	3	ans	et	demi	(Dijkman	et	al.	2008).	En	effet,	

sur	42	sérums	d’enfants	âgés	de	moins	de	2	mois,	24	(soit	57,1	%)	étaient	séropositifs	au	

HCoV-229E,	alors	que	les	pourcentages	de	séropositifs	diminuent	globalement	chez	des	

sujets	plus	âgés	(Shao	et	al.	2007).	Ces	données	montrent	alors	la	forte	prévalence	de	ce	

virus	chez	les	sujets	très	jeunes.			
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1.2.1.2 			HCoV-OC43	

 

Identifié	 en	 1967	 à	 partir	 de	 prélèvements	 nasopharyngés	 de	 patients	 ayant	

contracté	un	rhume,	HCoV-OC43	est	le	second	coronavirus	humain	décrit.	Les	symptômes	

induits	sont	comparables	à	ceux	observés	avec	le	virus	HCoV-229E,	décrit	précédemment.	

Cependant,	des	cas	de	cyanoses	ont	été	observés	à	Sao	Paulo,	au	Brésil,	uniquement	chez	

des	patients	infectés	par	HCoV-OC43	et	présentant	des	comorbidités	(Cabeça	et	al.	2013).	

Également,	 ce	 virus	 semble	 avoir	 les	 capacités	 à	 atteindre	 le	 système	 nerveux	 central	

(SNC)	de	souris	BALB/c,	à	partir	du	bulbe	olfactif,	et	d’induire	des	encéphalites	(Jacomy	

et	al.	2006).	Du	virus	HCoV-OC43	a	aussi	été	détecté	dans	le	liquide	cérébrospinal	d’un	

enfant,	 soupçonné	 d’être	 à	 l’origine	 d’encéphalomyélites,	 ce	 qui	 laisse	 présager	 le	

potentiel	 neuro-invasif	 de	 ce	 virus	 (Ann	 Yeh	 et	 al.	 2004).	 HCoV-OC43	 est	 un	 virus	

saisonnier,	 dont	 le	 pic	 épidémique	 a	 lieu	 durant	 l’hiver	 et	 son	 temps	 d’incubation	 est	

estimé	entre	2	et	5	 jours.	Une	étude	menée	en	Grèce,	 indique	un	âge	moyen	de	primo-

infection	de	3	ans,	ainsi	que	des	cas	de	co-infection	avec	le	virus	HRSV	(Papa	et	al.	2007).	

HCoV-OC43	s’est	aujourd’hui	répandu	dans	le	monde	entier.	

	

1.2.1.3 			HCoV-NL63	

 

Le	 coronavirus	 HCoV-NL63	 est	 le	 troisième	 coronavirus	 humain	 faiblement	

pathogène	 identifié.	 Il	 a	 été	 isolé	aux	Pays-Bas	en	2005	chez	un	nourrisson	de	7	mois	

atteint	d’une	bronchiolite	et	d’une	conjonctivite,	et	admis	à	l’hôpital	(Fouchier	et	al.	2004;	

van	 der	Hoek	 et	 al.	 2006).	 Sept	 autres	 patients	 âgés	 de	 1	 à	 67	 ans,	 dont	 au	moins	 5	

souffrants	de	pneumopathies,	 et	 admis	dans	 ce	même	hôpital,	 ont	 été	 contaminés	par	

HCoV-NL63,	 démontrant	 le	 haut	 potentiel	 infectieux	 de	 ce	 virus.	 Rapidement,	 des	 cas	

d’infection	 à	 HCoV-NL63	 ont	 été	 recensés	 en	 France,	 en	 Belgique,	 aux	 Etats-Unis,	 au	

Canada,	au	Japon,	en	Australie,	en	Corée	du	Sud	et	à	Hong-Kong	(Arden	et	al.	2005;	Bastien	

et	al.	2005;	Chiu	et	al.	2005;	Ebihara	et	al.	2005;	Moës	et	al.	2005;	Vabret	et	al.	2005;	Han	

et	al.	2007b;	Su	et	al.	2016).	HCoV-NL63	est	répandu	dans	le	monde	entier.	En	Australie,	

16	prélèvements	nasopharyngés	sur	840,	provenant	de	766	patients,	étaient	positifs	à	

HCoV-NL63.	De	plus,	81	%	des	personnes	positives	présentaient	des	infections	des	voies	

respiratoires	profondes	(Arden	et	al.	2005).	En	Corée	du	Sud,	sur	872	prélèvements	de	

patients	 de	moins	 de	 16	 ans,	 14	 ont	 été	 déclarés	 positifs	 à	 HCoV-NL63,	 dont	 64,2	%	
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souffraient	de	croup	et	21,4%	de	bronchiolites	(Han	et	al.	2007b).	Ces	analyses	montrent	

ainsi	la	capacité	de	ce	virus	à	se	propager	au-delà	des	tissus	respiratoires	supérieurs	et	à	

engendrer	des	pathologies	plus	sévères,	pouvant	nécessiter	une	prise	en	charge	médicale.		

	

1.2.1.4 			HCoV-HKU1	

 

HCoV-HKU1	a	été	détecté	pour	la	première	fois	en	janvier	2005	à	Hong	Kong	chez	

un	patient	de	71	ans,	atteint	d’une	inflammation	chronique	des	bronches,	et	hospitalisé	

suite	 au	 développement	 d’une	 pneumonie	 (Woo	 et	 al.	 2005).	 Ce	 coronavirus	 a	 été	

aujourd’hui	 repéré	 au-delà	 du	 territoire	 de	 Hong-Kong	 et	 présente	 une	 distribution	

globale	 (Sloots	 et	 al.	 2006;	 Vabret	 et	 al.	 2006;	 Su	 et	 al.	 2016).	 Virus	 circulant	

majoritairement	pendant	la	période	hivernale,	il	provoque	principalement	des	infections	

des	voies	respiratoires	supérieures,	qui	se	manifestent	par	des	écoulements	nasaux,	de	la	

toux	 et	 de	 la	 fièvre	 modérée.	 Cependant,	 la	 présence	 de	 comorbidités	 chez	 certains	

patients	peut	être	 la	cause	d’infection	des	voies	respiratoires	profondes,	 induisant	des	

pneumopathies	 de	 type	 pneumonies,	 bronchiolites	 et	 crises	 asthmatiques	 (Lau	 et	 al.	

2006).	Aux	États-Unis,	HCoV-HKU1	circule	activement	chez	les	enfants	de	moins	de	5	ans,	

comme	l’indiquent	certaines	études	(Esper	et	al.	2006;	Talbot	et	al.	2009).	

	

1.2.2 			A	pathogénicité	sévère	

 

Le	 début	 du	 XXIème	 siècle	 a	 connu	 l’émergence	 d’une	 nouvelle	 classe	 de	

coronavirus	 chez	 l’Homme,	 caractérisés	 par	 leur	 forte	 pathogénicité.	 Trois	 nouveaux	

coronavirus	 ont	 émergé	 en	 l’espace	 de	 20	 ans.	 Il	 y	 figure	 le	 SARS-CoV	 (Severe	 acute	

respiratory	 syndrome	 coronavirus)	 à	 l’origine	 du	 syndrome	 respiratoire	 aigu	 sévère	

(SRAS),	le	MERS-CoV	responsable	du	syndrome	respiratoire	du	Moyen-Orient,	et	le	SARS-

CoV-2	responsable	de	la	pandémie	de	la	COVID-19	(Coronavirus	disease-19).	

	

1.2.2.1 			SARS-CoV	

 

A	la	fin	de	l’année	2002,	une	épidémie	de	pneumonies	atypiques	s’est	déclarée	dans	

la	région	du	Guangdong	au	Sud-est	de	la	Chine	(Zhong	et	al.	2003),	causée	par	un	nouveau	
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coronavirus	 humain,	 le	 SARS-CoV.	 Il	 s’est	 répandu	 rapidement	 et	 localement	 dans	 un	

premier	temps,	notamment	chez	le	personnel	hospitalier.	Le	taux	de	reproduction	(R0),	

estimé	 à	 2-3,	 a	 révélé	 le	 potentiel	 épidémique	de	 ce	 virus.	 La	mobilité	 des	personnes,	

principalement	par	 les	voies	aériennes,	a	permis	au	SARS-CoV	de	se	répandre	dans	37	

pays	du	monde,	avec	un	pic	épidémique	en	mai	2003.		

	

Grâce	à	 l’absence	de	contagiosité	des	personnes	 infectées	avant	 l’apparition	des	

premiers	symptômes,	des	mesures	de	quarantaine	ont	suffi	à	stopper	la	propagation	du	

virus.	A	la	fin	de	l’épidémie	en	juillet	2003,	environ	8000	cas	de	SRAS	confirmés	avaient	

été	déclarés	à	l’OMS	(organisation	mondiale	de	la	santé),	qui	ont	conduit	au	décès	de	800	

personnes	(taux	de	mortalité	～10	%).	L’OMS	estime	que	ce	taux	de	mortalité	s’élève	à	

plus	de	50	%	chez	les	personnes	de	65	ans	et	plus.	

	

Après	 un	 temps	 d’incubation	 se	 situant	 en	 moyenne	 entre	 2	 et	 11	 jours,	 les	

premiers	symptômes	se	manifestent	généralement	par	une	forte	fièvre	(>38	°C),	des	maux	

de	tête,	des	courbatures	et	un	malaise	général.	D’autres	symptômes,	comme	des	nausées,	

des	vomissements	et	de	la	diarrhée	ont	été	observés	dans	de	plus	rares	cas.	Entre	2	et	7	

jours	suivant	les	premiers	symptômes,	certains	patients,	souvent	atteints	de	comorbidités,	

présentaient	 des	 signes	 d’hypoxie.	 Il	 est	 estimé	 qu’entre	 20	 et	 30	 %	 des	 personnes	

infectées	 par	 le	 SARS-CoV	 ont	 nécessité	 une	 ventilation	 artificielle,	 suite	 au	

développement	de	pneumonie.			

	

1.2.2.2 			MERS-CoV	

 

En	 juin	 2012,	 un	 homme	 âgé	 de	 60	 ans	 a	 été	 hospitalisé	 à	 Djeddah	 en	 Arabie	

Saoudite,	 manifestant	 des	 symptômes	 fiévreux	 depuis	 plusieurs	 jours,	 une	 toux,	 des	

expectorations	et	des	difficultés	respiratoires	(Zaki	et	al.	2012).	Des	analyses	par	RT-PCR	

ont	 permis	 d’identifier	 un	 nouveau	 coronavirus,	 d’abord	 appelé	 HCoV-EMC	 (HCoV-

Erasmus	Medical	 Center),	 puis	 renommé	MERS-CoV	 par	 le	 Comité	 International	 de	 la	

Taxonomie	des	Virus	(ICTV).	Cette	nouvelle	émergence	montre	que	les	coronavirus	sont	

une	famille	de	virus	émergents.		
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Le	 MERS-CoV	 est	 toujours	 en	 circulation	 à	 ce	 jour,	 mais	 sa	 diffusion	 reste	

globalement	restreinte	au	Moyen-Orient.	Sur	la	période	d’Avril	2012	à	Janvier	2023,	l’OMS	

a	recensé	2	603	cas	confirmés	de	MERS,	dont	935	décès.	La	mortalité	liée	à	ce	coronavirus	

est	 estimée	 à	 36	 %	 environ.	 Des	 cas	 de	 MERS	 ont	 été	 détectés	 dans	 27	 pays,	

essentiellement	chez	des	personnes	ayant	voyagé	dans	la	Péninsule	Arabique	(Figure	1).	

En	France,	deux	patients	hospitalisés	au	CHU	de	Lille	ont	été	diagnostiqués	positifs	au	

MERS-CoV	en	2013.	

	

Le	 temps	 d’incubation	 du	 MERS-CoV	 est	 estimé	 entre	 2	 et	 13	 jours,	 avec	 une	

moyenne	à	5	 jours	 avant	 l’apparition	des	 symptômes.	 Les	pathologies	 associées	 à	une	

infection	par	MERS-CoV	sont	variées,	avec	des	formes	asymptomatiques	de	 la	maladie,	

bénignes	 ou	 sévères.	 Fréquemment,	 les	 personnes	 positives	 au	 MERS-CoV	 vont	 être	

atteintes	 d’une	 fièvre,	 d’essoufflements,	 et	 de	 toux.	 Dans	 un	 tiers	 des	 cas,	 les	 patients	

peuvent	également	développer	des	troubles	gastrointestinaux.	Comme	pour	le	SARS-CoV,	

le	MERS-CoV	se	propage	très	majoritairement	au	sein	des	tissus	respiratoires	profonds,	

déclenchant	des	pathologies	bien	plus	sévères,	comme	des	pneumonies	aigues.	Comme	

pour	 beaucoup	 de	 coronavirus,	 le	 passage	 de	 formes	 bénignes	 à	 sévères	 s’effectue	

principalement	chez	des	sujets	avec	des	comorbidités	ou	immunodéprimés.	

Figure	1.	Répartition	des	cas	de	MERS-CoV	à	travers	le	monde.		

Le	nombre	de	cas	d’infection	confirmé	par	MERS-CoV	à	travers	le	monde	en	2017	est	représenté	selon	

un	gradient	de	couleur.	Les	personnes	ayant	contracté	la	maladie	ont	toutes	voyagées	dans	la	Péninsule	
Arabique	les	jours	précédents	leur	retour	dans	leur	pays	d’origine	(flèche	rouge).		

Source	:	OMS.	



 15 

1.2.2.3 			SARS-CoV-2	

 

A	 la	 fin	 de	 l’année	 2019,	 le	 dernier	 coronavirus	 humain	 connu	 à	 ce	 jour	 a	 été	

identifié	après	que	plusieurs	personnes	atteintes	de	pneumonies	atypiques	sévères,	aient	

été	hospitalisées	à	Wuhan,	dans	la	province	de	Hubei	en	Chine	(Zhu	et	al.	2020).	D’abord	

appelé	nCoV-19	(new	coronavirus-19),	il	a	été	rebaptisé	SARS-CoV-2	par	l’ICTV.	Au	niveau	

génomique,	le	SARS-CoV-2	partage	environ	80	%	de	son	génome	avec	celui	du	SARS-CoV	

de	2002-2003,	contre	seulement	50	%	avec	le	MERS-CoV	(Lu	et	al.	2020).	Ce	virus	est	à	

l’origine	de	la	pandémie	mondiale	de	la	COVID-19,	déclarée	officiellement	le	11	mars	2020	

par	l’OMS.	Après	plusieurs	vagues	épidémiques,	plus	de	770	000	000	de	personnes	ont	

été	diagnostiquées	positives	à	travers	le	monde,	dont	plus	de	7	000	000	d’entre-elles	ont	

succombées	(chiffres	actualisés	au	16	août	2023).	La	répartition	de	ces	cas	(pour	100	000	

habitants)	est	représentée	en	Figure	2.	Il	est	important	de	préciser	que	ces	chiffres	sont	

vraisemblablement	sous-estimés.	En	effet,	une	méta-analyse	suggère	que	sur	la	période	

du	1er	janvier	2020	au	31	décembre	2021,	18,2	millions	(intervalle	de	confiance	à	95	%)	

de	 personnes	 à	 travers	 le	 monde	 seraient	 décédés	 directement	 ou	 indirectement	

(surmortalité)	de	la	COVID-19,	contre	5,94	millions	officiellement	déclarés	sur	la	même	

période	(Wang	et	al.	2022).	

	

Les	 premiers	 cas	 de	 COVID-19	 en	 France	 ont	 été	 identifiés	 le	 24	 janvier	 2020.	

Aujourd’hui,	plus	de	39	000	000	de	personnes	ont	été	contaminées	sur	le	territoire,	dont	

au	moins	168	000	d’entre-elles	en	sont	décédées	(chiffres	actualisés	au	16	août	2023).	Le	

taux	 de	mortalité	 associé	 au	 SARS-CoV-2	 est	 difficile	 à	 déterminer	 avec	 précision.	 En	

début	d’épidémie,	il	a	été	estimé	à	moins	de	1	%.	

	

Il	a	été	estimé	à	4-5	jours	le	temps	d’incubation	du	SARS-CoV-2	avant	les	premiers	

signes	 cliniques.	Nombreux	 sont	 les	 cas	 asymptomatiques	de	COVID-19,	mais	d’autres	

développeront	des	 formes	bénignes	ou	 graves.	Bien	que	 leur	 fréquence	 et	 leur	nature	

varient	au	cours	de	l’épidémie,	les	symptômes	communs	sont	de	la	toux,	de	la	fièvre,	des	

maux	de	tête	et	de	gorge,	des	myalgies,	de	la	fatigue,	des	éternuements,	des	écoulements	

nasaux,	etc.	Des	cas	très	fréquents	de	perte	de	goût	et	d’odorat	(anosmie)	ont	été	déclarés	

au	début	de	 l’épidémie,	 liés	à	 la	 capacité	du	SARS-CoV-2	à	 se	propager	dans	 l’appareil	

sensoriel	 olfactif	 de	 la	 cavité	 nasale	 (de	Melo	 et	 al.	 2021).	 Le	 développement	 de	



 16 

neuropathologies	 chez	 de	 nombreux	 patients	 atteints	 de	 la	 COVID-19	 indique	 que	 le	

SARS-CoV-2	 serait	 en	mesure	 d’atteindre	 le	 SNC.	 Ses	 capacités	 réplicatives	 en	 cellules	

neuronales	non-permissives	ont	été	démontrées	in	vitro,	grâce	à	l’utilisation	de	nanotubes	

riches	 en	 actine,	 reliant	 les	 cellules	neuronales	 à	 des	 cellules	Vero	E6	permissives	 co-

cultivées	(Pepe	et	al.	2022).	La	présence	d’ARN	et	de	protéines	virales	du	SARS-CoV-2	

dans	le	cerveau	de	patients	confirme	les	capacités	neuro-invasives	de	ce	virus	(Meinhardt	

et	al.	2021).	In	vivo,	il	est	possible	que	le	bulbe	olfactif	constitue	une	des	voies	d’entrée	du	

virus	 vers	 le	 SNC.	 Cependant,	 d’autres	mécanismes	d’entrée	 doivent	 co-existés,	 car	 de	

l’ARN	du	SARS-CoV-2	a	été	détecté	dans	des	régions	du	cerveau	non-reliées	directement	

au	bulbe	olfactif,	comme	le	cervelet.	

	

Les	 formes	 graves	 de	 la	 COVID-19	 se	 manifestent	 en	 général	 7	 jours	 suivant	

l’apparition	 des	 premiers	 symptômes,	 majoritairement	 chez	 des	 sujets	 atteints	 de	

comorbidités	ou	immunodéprimés.	Il	semblerait	également	que	les	hommes	soient	plus	

prédisposés	à	déclarer	une	 forme	grave	de	 la	COVID-19	(Williamson	et	al.	2020b).	Les	

personnes	développant	une	forme	grave	de	la	maladie	se	voient	atteintes	de	difficultés	

respiratoires,	 évoluant	 vers	 un	 syndrome	 de	 détresse	 respiratoire	 aigu	 (SDRA),	

nécessitant	une	assistance	respiratoire.	
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1.2.2.4 			Les	variants	du	SARS-CoV-2	

 

Les	 coronavirus	 sont	 des	 virus	 peu	 mutagènes	 car	 ils	 produisent	 une	 enzyme	 de	

relecture,	ce	qui	permet	 la	correction	des	erreurs	 lors	de	 la	réplication	du	génome,	un	

caractère	propre	aux	Nidovirus.	Ainsi,	 les	 coronavirus	mutent	deux	 fois	moins	que	 les	

virus	Influenza	et	quatre	fois	moins	que	le	VIH,	par	exemple	(Callaway	2020).	Cependant,	

la	circulation	active	du	SARS-CoV-2	au	sein	de	la	population	humaine	a	permis	au	virus	

d’acquérir	 des	mutations	 dans	 son	 génome,	 favorables	 pour	 le	 virus,	 puisqu’elles	 ont	

permis	d’augmenter	drastiquement	 les	 capacités	 infectieuses	du	 SARS-CoV-2.	En	 effet,	

nombreuses	 de	 ces	 mutations	 sont	 localisées	 dans	 la	 protéine	 spike	 (Figure	 3).	

L’accumulation	de	ces	mutations	a	donné	naissance	à	des	souches	variantes.	

	

Figure	2.	Répartition	mondiale	des	cas-confirmés	de	COVID-19.	

Les	cas	confirmés	de	COVID-19	pour	100	000	habitants	sont	représentés	pour	chaque	pays	selon	un	

gradient	de	couleur.	Données	mises	à	jour	le	16	août	2023.		
	

Source	:	 WHO	 COVID-19	 Dashboard.	 Geneva:	 World	 Health	 Organization,	 2020.	 Available	

online:	https://covid19.who.int/.	
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Les	variants	sont	classés	en	trois	catégories	:	les	variants	préoccupants	(VOC,	variants	

of	 concern),	 les	 variants	 d’intérêt	 (VOI,	 variants	 of	 interest),	 et	 les	 variants	 en	 cours	

d’évaluation	 (VUM,	 variants	 under	 monitoring).	 Depuis	 2020,	 5	 VOC	 du	 SARS-CoV-2	

apparus	au	cours	du	temps	ont	été	recensés	par	l’OMS.	

	

Le	premier	VOC	est	le	variant	Alpha	(lignée	B.1.1.7),	détecté	pour	la	première	fois	à	la	

fin	 de	 l’année	 2020	 au	 Royaume-Uni.	 On	 dénombre	 17	 mutations	 génétiques	 (14	

mutations	non-synonymes	et	3	délétions),	comprenant	la	fameuse	mutation	D614G,	qui	

augmente	de	façon	importante	les	capacités	infectieuses	du	virus	(Korber	et	al.	2020).	Ce	

variant	s’est	diffusé	dans	pas	moins	de	190	pays	(Figure	4A)	(Choi	et	Smith	2021).	Le	

second	VOC	est	 le	variant	Beta	 (lignée	B.1.351),	dont	 le	premier	cas	a	été	rapporté	 fin	

2020	en	Afrique	du	Sud.	Ce	variant	présente	9	mutations	dans	la	protéine	S	(L18F,	D80A,	

Figure	3.	Localisation	des	mutations	de	la	protéine	S	selon	les	variants.	

Les	mutations	de	la	protéine	S	sont	représentées	par	des	traits	rouges.	Les	domaines	de	S	sont	indiqués	

par	 des	 couleurs	 différentes.	 La	 majorité	 des	 mutations	 ont	 lieu	 dans	 le	 domaine	 S1,	 plus	
particulièrement	dans	le	domaine	de	liaison	au	récepteur	(RBD),	notamment	avec	le	variant	Omicron.	

Figure	adaptée	de	Araf	et	al.,	2022.	
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D215G,	R246I,	K417N,	E484K,	N501Y,	D614G,	et	A701V).	Selon	la	revue	de	Choi	et	Smith,	

cette	souche	a	circulé	dans	141	pays	au	cours	de	l’épidémie.	Le	variant	Gamma	(lignée	

P.1)	est	le	troisième	VOC	lié	à	l’épidémie	de	COVID-19.	Les	premiers	cas	ont	été	rapportés	

au	Brésil	 chez	 4	 voyageurs	 japonais	 au	début	 de	 l’année	2021.	 Ce	 variant	 contient	 10	

mutations	dans	la	protéine	S	(L18F,	T20N,	P26S,	D138Y,	R190S,	H655Y,	T1027I	V1176,	

K417T,	 E484K,	 et	N501Y),	 dont	 plusieurs	 sont	 communes	 avec	 les	 variants	 circulants	

précédemment.	 Des	 cas	 d’infection	 par	 ce	 variant	 ont	 été	 recensés	 dans	 91	 pays.	 Le	

quatrième	VOC	est	le	variant	Delta	(lignée	B.1.617)	qui	se	décompose	en	3	sous-lignées	

et	dont	la	principale	est	B.1.617.2.	Ce	variant	a	été	détecté	pour	la	première	fois	fin	2020-

début	2021	en	Inde,	et	est	devenu	très	rapidement	le	variant	dominant	dans	le	monde.	

Les	principales	mutations	dans	la	protéine	S	sont	L452R,	P681R,	D614G,	E484Q	et	G142D,	

toutes	sous-lignées	confondues.	Notamment,	la	mutation	L452R	a	été	décrite	comme	une	

mutation	accentuant	l’infectiosité	(Motozono	et	al.	2021).	Le	dernier	VOC	en	date,	et	le	

variant	Omicron	(lignée	BA.1),	dont	plusieurs	sous-lignées	ont	émergé,	nommés	BA.2,	

BA.3,	BA.4	et	BA.5.	Omicron	a	émergé	en	fin	d’année	2021,	et	est	aujourd’hui	le	variant	

dominant	dans	le	monde	(Figure	4B).	Il	contient	de	nombreuses	mutations,	dont	30	dans	

la	protéine	S	(Araf	et	al.	2022).	

	

Concernant	 les	 signes	 cliniques,	 peu	 de	 changements	 ont	 été	 rapportés	 pour	 les	

variants	Alpha	et	Beta	comparé	à	la	souche	originelle.	En	revanche,	les	variants	Gamma	et	

Delta	se	sont	avérés	être	plus	virulents	que	les	précédents	variants.	En	effet,	des	patients	

plus	jeunes	qu’auparavant	étaient	admis	en	soins	intensifs.	Cependant,	le	variant	Omicron	

infecte	davantage	les	voies	respiratoires	supérieures,	et	provoque	donc	des	symptômes	

bénins,	principalement,	comme	des	écoulements	nasaux,	maux	de	tête,	maux	de	gorge	et	

éternuements	(Menni	et	al.	2022).	
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Figure	4.	Circulation	des	variants	préoccupants	du	SARS-CoV-2.		

(A).	Répartition	géographique	des	variants	Alpha,	Beta,	Gamma	et	Delta	du	SARS-CoV-2	au	31	août	
2021.	Figure	adaptée	de	Choi	et	Smith,	2021.	

	

(B).	 Répartition	 géographique	 du	 variant	 Omicron	 du	 SARS-CoV-2.	 Un	 code	 couleur	 représente	 le	
nombre	de	cas	confirmés	d’infection	par	ce	variant	au	15	décembre	2021.	Figure	adaptée	de	Araf	et	al.,	

2022.	

A.	

B.	
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1.3 			Origines	et	transmission	
 

1.3.1 			L’origine	des	coronavirus	

 

Les	 coronavirus	 sont	 des	 virus	 zoonotiques,	 c’est-à-dire	 qu’ils	 sont	 à	 l’origine,	 des	

virus	 circulant	 exclusivement	 chez	 les	 animaux.	 Cependant,	 certains	 d’entre	 eux	 sont	

parvenus	à	 s’adapter,	 leur	permettant	de	 franchir	 la	barrière	des	espèces	et	à	 infecter	

d’autres	hôtes.	Nombreuses	sont	les	études	qui	cherchent	à	percer	la	question	de	l’origine	

des	 coronavirus,	 notamment	 depuis	 l’émergence	 du	 SARS-CoV-2.	 Il	 est	 primordial	 de	

déceler	les	mécanismes	de	transmission	des	virus	afin	de	diminuer	le	risque	de	nouvelles	

émergences	ou	de	réémergences	virales.		

 

Les	premières	personnes	infectées	par	le	SARS-CoV	ont	toutes	côtoyées	dans	les	jours	

précédents	les	premiers	symptômes,	un	marché	d’animaux	vivants	dans	la	province	du	

Guangdong,	en	Chine,	favorisant	l’hypothèse	de	l’origine	zoonotique	de	ce	virus.	Au	sein	

de	ce	marché,	de	nombreuses	espèces	d’animaux	sauvages	sont	maintenues	en	captivité	

dans	 des	 conditions	 sanitaires	 déplorables.	 Des	 analyses	 sérologiques	 ont	 permis	

d’identifier	 des	 anticorps	 neutralisants	 SARS-CoV	 chez	 80	%	 des	 civettes	 palmistes	 à	

masque	(Paguma	larvata)	testées	et	vendues	sur	ce	marché	(Tu	et	al.	2004).	La	civette	

palmiste	à	masque	est	un	mammifère	carnivore	de	 la	 famille	des	Viverridae,	et	dont	 la	

viande	 est	 consommée	 en	 Chine.	 L’absence	 d’anticorps	 neutralisant	 chez	 des	 civettes	

sauvages	et	d’élevage,	suggère	que	ce	mammifère	a	joué	un	rôle	d’hôte	intermédiaire	dans	

le	processus	d’émergence	(Figure	5).	De	plus,	 la	souche	virale	circulant	chez	 la	civette	

(SARS-CiCoV)	et	chez	l’humain	présente	>99	%	d’identité	nucléotidique.	D’autres	espèces	

ont	 également	 été	 testées	 positives,	 comme	 des	 blaireau-furets	 de	 Chine	 (Melogale	

moschata)	 et	 des	 chiens	 viverrins	 (Nyctereutes	 procyonoides).	 Sur	 ce	 même	 marché	

animalier	 y	 figurait	 des	 chauves-souris	 fer	 à	 cheval,	 de	 la	 famille	 des	 Rhinolophidae,	

également	consommées	en	Chine.	Des	souches	proches	du	SARS-CoV	ont	été	isolées	chez	

ces	chauves-souris,	ainsi	que	dans	la	population	sauvage.	Ainsi,	il	est	possible	que	sur	ce	

marché,	ces	chauves-souris	aient	contaminé	des	civettes,	au	sein	desquelles,	le	virus	s’est	

adapté	à	l’Homme.	
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Concernant	 le	 MERS-CoV,	 des	 anticorps	 neutralisants	 ont	 été	 observés	 chez	 des	

dromadaires	(Camelus	dromedarius)	du	Moyen-Orient,	du	Maghreb	et	d’Afrique	de	l’est	

(Reusken	 et	 al.	 2013),	 suggérant	 la	 fonction	 d’hôte	 intermédiaire	 de	 cette	 espèce.	 Les	

souches	de	virus	MERS-CoV	circulant	chez	les	dromadaires	présentent	une	homologie	de	

séquence	 >99	 %	 avec	 la	 souche	 isolée	 chez	 l’Homme,	 ce	 qui	 conforte	 le	 rôle	 d’hôte	

intermédiaire	 des	 dromadaires	 (Figure	 5)	 (de	Wit	 et	 al.	 2016).	 De	 plus,	 les	 souches	

circulant	chez	les	dromadaires	et	l’Homme	utilisent	le	même	récepteur	cellulaire	(DPP4)	

pour	pénétrer	à	l’intérieur	de	la	cellule	hôte.	En	revanche,	seules	les	souches	de	MERS-

CoV	circulant	chez	les	dromadaires	du	Moyen-Orient	peuvent	se	transmettre	à	l’Homme.	

Ce	sont	des	chauves-souris	de	la	famille	des	Vespertilionidae	et	des	Nycteridae	qui	sont	les	

hôtes	réservoirs,	après	l’identification	de	plusieurs	souches	similaires,	comme	HKU4	et	

HKU5,	 les	plus	proches	parents	du	MERS-CoV	sur	 le	plan	phylogénétique.	De	plus,	des	

données	sérologiques	ont	permis	de	dater	à	plus	de	30	ans	la	transmission	du	virus	de	la	

chauve-souris	aux	dromadaires.	De	manière	intéressante,	des	souches	virales	proches	du	

HCoV-229E	 ont	 été	 détectées	 chez	 des	 dromadaires	 en	 Arabie	 Saoudite,	 avec	 une	

prévalence	 importante	 (Sabir	 et	 al.	 2016).	 En	 revanche,	 il	 n’existe	 aucune	 donnée	

certifiant	la	transmission	de	ce	virus	à	l’Homme	par	l’intermédiaire	des	dromadaires.	

	

L’origine	 du	 SARS-CoV-2	 est	 encore	 aujourd’hui	 largement	 débattue.	 Le	

marché	d’animaux	vivants	de	 la	ville	de	Wuhan	est	 encore	à	 ce	 jour	 considéré	 comme	

l’épicentre	de	 la	COVID-19,	malgré	 les	contestations	émises	par	 les	autorités	chinoises.	

L’étude	menée	par	Worobey	 et	 son	 équipe	montre	 que	 les	 premiers	 cas	 de	 COVID-19	

recensés	 dans	 la	 ville	 ont	 tous	 un	 lien	 avec	 le	 marché	 d’animaux	 vivants	 de	 la	 ville,	

puisqu’ils	 se	 situaient	 tous	 dans	 un	 périmètre	 de	 5	 km	 environ	 autour	 du	 marché	

(Worobey	et	al.	2022).	Des	prélèvements	environnementaux	réalisés	sur	des	cages,	des	

chariots	 et	 des	 congélateurs	du	marché	de	Wuhan	ont	 été	 effectués.	 Il	 s’avère	que	 les	

prélèvements	 positifs	 au	 SARS-CoV-2	 ont	 tous	 été	 réalisés	 dans	 la	 zone	 sud-ouest	 du	

marché,	zone	dans	laquelle	sont	vendus	des	animaux	vivants	tels	que	des	renards	roux,	

des	chiens	viverrins	et	des	blaireaux.	Il	est	alors	très	probable	que	les	premiers	cas	de	

contamination	 de	 l’Homme	 par	 le	 SARS-CoV-2	 se	 soient	 déroulés	 dans	 cette	 zone	 du	

marché.	 Des	 souches	 virales	 proches	 du	 SARS-CoV-2	 ont	 été	 isolés	 chez	 des	 chauves-

souris	fer	à	cheval	(Rhinolophidae),	comme	par	exemple	le	betacoronavirus	RaTG13,	qui	

partage	96	%	de	son	génome	avec	celui	du	SARS-CoV-2.	Cela	suggère	que	 les	chauves-
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souris	puissent	à	nouveau	être	le	réservoir	naturel	du	virus	ancestral.	Cela	reste	encore	

aujourd’hui	à	confirmer,	ainsi	que	les	modalités	de	passage	du	virus	chez	l’Homme.	

	 	

Figure	5.	Mécanismes	de	transmission	des	coronavirus	SARS-CoV	et	MERS-CoV.	

Le	SARS-CoV	et	le	MERS-CoV	ont	très	probablement	émergé	à	partir	de	virus	de	chauves-souris	de	la	

famille	des	Rhinolophidae	(SARS-CoV)	ou	des	 familles	Vespertilionidae	et	Nycteridae	(MERS-CoV).	La	

proximité	de	l’hôte	réservoir	avec	d’autres	espèces	animales	a	permis	au	virus	le	franchissement	de	la	
barrière	des	espèces	vers	un	hôte	intermédiaire	dans	lequel	le	virus	s’est	adapté	pour	infecter	l’Homme.	

Les	civettes	palmistes	à	masque	(Paguma	larvata)	et	les	dromadaires	(Camelus	dromedarius)	sont	les	

hôtes	intermédiaires	respectifs	du	SARS-CoV	et	du	MERS-CoV.	Les	marchés	d’animaux	vivants	ainsi	que	

les	 élevages	 sont	 à	 l’origine	 de	 contacts	 rapprochés	 entre	 des	 animaux	 infectés	 et	 l’Homme.	 Ces	

conditions	peuvent	être	 favorables	à	une	 transmission	du	virus	à	 l’Homme.	Le	MERS-CoV	étant	peu	

adapté	 aux	 cellules	 humaines,	 l’infection	 de	 l’Homme	 par	 ce	 virus	 se	 fait	 essentiellement	 par	 des	
contacts	avec	des	dromadaires	infectés	ou	par	transmission	nosocomiale.	Le	SARS-CoV	s’est	avéré	être	

mieux	adapté	à	l’Homme,	permettant	une	transmission	inter-humaine.	Figure	adaptée	de	De	Wit	et	al.,	

2016.	
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1.3.2 			Les	voies	de	transmission	

 

Les	 coronavirus	 humains	 sont	 des	 virus	 respiratoires.	 Un	 des	 moyens	 de	

transmission	s’effectue	via	les	gouttelettes	respiratoires	émises	par	des	individus	infectés,	

lors	de	la	toux,	des	éternuements	ou	de	la	parole.	Ces	gouttelettes,	de	diamètre	supérieur	

à	5	µm,	sont	chargées	en	particules	virales,	et	sont	projetées	sur	une	distance	d’environ	1	

mètre.	Elles	peuvent	atteindre	des	zones	d’entrée	d’un	individu	sain,	comme	la	bouche,	le	

nez	ou	les	yeux.	Cependant,	au-regard	de	leur	diamètre,	ces	gouttelettes	respiratoires	ne	

restent	que	peu	de	temps	en	suspension	dans	l’air.	On	estime	qu’un	individu	sain	s’expose	

à	une	contamination	via	ces	gouttelettes	respiratoires	s’il	reste	exposé	à	moins	d’1	mètre	

d’une	personne	malade,	et	sur	une	durée	supérieure	à	15	min.	La	transmission	du	virus	

via	ces	gouttelettes	est	également	possible	si	elles	sont	manuportées.		

	

Le	SARS-CoV-2,	notamment,	se	transmet	principalement	via	les	aérosols	que	nous	

émettons	lors	de	la	respiration	(Figure	6)	(Hu	et	al.	2021).	Mais	l’émission	de	ces	aérosols	

est	plus	importante	encore	lorsque	nous	parlons	(10	fois	plus)	ou	crions	(50	fois	plus).	Ils	

sont	caractérisés	par	une	taille	plus	petite	que	les	gouttelettes	décrites	précédemment.	En	

effet,	leur	diamètre	est	inférieur	à	5	µm,	leur	permettant,	ainsi,	de	rester	plus	longtemps	

en	suspension	dans	l’air	environnant.	De	plus,	une	étude	démontre	que	les	particules	de	

SARS-CoV-2	 présentes	 dans	 ces	 aérosols	 sont	 viables,	 puisqu’elles	 sont	 toujours	 en	

capacité	d’infecter	des	cultures	de	cellules	Vero-E6	(Lednicky	et	al.	2020).	La	transmission	

du	SARS-CoV	et	du	MERS-CoV	via	ces	aérosols	a	également	été	étudiée.	Contrairement	au	

MERS-CoV,	 les	particules	de	SARS-CoV	ne	possédaient	plus	 leurs	capacités	 infectieuses	

(Yu	et	al.	2004;	Booth	et	al.	2005;	Kim	et	al.	2016).		

La	transmission	des	coronavirus	via	les	gouttelettes	respiratoires	ou	les	aérosols	

est	possible	si	le	virus	est	suffisamment	bien	adapté	à	l’Homme.	Dans	le	cas	contraire,	les	

transmissions	 interhumaines	 sont	 limitées.	 Comparé	 à	 la	 pandémie	 de	 la	 COVID-19	

provoquée	 par	 le	 SARS-CoV-2,	 les	 virus	 du	 SARS-CoV	 et	 du	 MERS-CoV	 n’ont	 été	

responsables	que	d’un	nombre	restreint	de	contamination.	Pour	le	SARS-CoV,	cela	est	dû	

à	 l’absence	 de	 contagiosité	 des	 personnes	 infectées	 avant	 l’apparition	 des	 premiers	

symptômes,	ce	qui	a	permis	de	les	placer	en	quarantaine	rapidement	après	leur	diagnostic,	

limitant	ainsi	 la	propagation	du	virus	au	sein	de	la	population.	Le	SARS-CoV	s’est	alors	

principalement	 transmis	 d’Homme	 à	 Homme	 en	 milieu	 hospitalier	 (transmission	
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nosocomiale),	où	se	concentre	des	patients	affaiblis	 immunologiquement.	En	revanche,	

pour	 le	 MERS-CoV,	 la	 faible	 adaptation	 du	 virus	 aux	 cellules	 humaines	 limite	 très	

fortement	 la	 transmission	 interhumaine.	 Le	 taux	 de	 reproduction	 (RO)	 du	MERS-CoV,	

c’est-à-dire	le	nombre	moyen	de	personne	pouvant	être	infectée	par	une	personne	malade,	

est	vraisemblablement	inférieur	à	1.	Ainsi,	les	chaines	de	transmission	interhumaines	du	

MERS-CoV	sont	très	courtes.	

	

Une	 autre	 voie	 de	 transmission	 possible	 s’effectuerait	 par	 l’alimentation,	

notamment	pour	le	MERS-CoV.	En	effet,	l’OMS	met	en	garde	quant	à	la	consommation	de	

produits	d’origine	animale	crus	ou	mal	cuits,	comme	le	lait	et	la	viande	caméline,	pouvant	

entraîner	un	risque	d’infection	par	le	virus	ainsi	que	par	d’autres	agents	pathogènes.	

	

L’expression	du	récepteur	ACE2	(Angiotensin-converting	enzyme	2)	(utilisé	par	le	

SARS-CoV	et	le	SARS-CoV-2)	et	de	la	protéase	à	sérine	TMPRSS2	(Type	II	transmembrane	

serine	 protease)	 au	 niveau	 des	 épithéliums	 respiratoires	 et	 entériques,	 ne	 laisse	 pas	

présager	que	les	coronavirus	ne	sont	uniquement	que	des	virus	respiratoires.	En	effet,	ils	

sont	également	en	capacité	de	se	répliquer	dans	le	système	gastro-intestinal.	Plusieurs	

études	ont	permis	de	montrer	que	la	transmission	des	coronavirus	par	la	voie	oro-fécale	

était	possible	(Figure	6).	Par	exemple,	des	particules	virales	viables	de	SARS-CoV	et	de	

MERS-CoV	ont	été	retrouvées	sur	du	matériel	souillé	et	sur	des	surfaces.	Aussi,	de	l’ARN	

de	SARS-CoV-2	est	détectable	dans	des	selles	de	patients,	et	cela	encore	plusieurs	jours	

après	la	fin	des	symptômes	(Xiao	et	al.	2020;	Zhang	et	al.	2020).	

	

En	conclusion,	ces	données	permettent	de	mettre	en	évidence	que	les	coronavirus	

se	 transmettent	 par	 voie	 respiratoire	 principalement.	 Cependant,	 d’autres	 données	

suggèrent	que	ces	virus	pourraient	se	transmettre	par	d’autres	routes,	comme	par	la	voie	

oro-fécale.	Il	est	donc	nécessaire	de	considérer	chacune	de	ces	études,	afin	de	rédiger	des	

protocoles	sanitaires	les	plus	efficaces	pour	freiner	la	propagation	virale.	

	

	



 26 

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	6.	Modes	de	transmission	du	SARS-CoV-2.	

Les	coronavirus	sont	des	virus	infectant	principalement	les	voies	respiratoires	supérieures	et	profondes.	

Ainsi,	 une	personne	 contaminée	projette	 des	 aérosols	 (<5	 µm)	 et	 des	 goutellettes	 (>5	 µm)	 lors	 de	 la	

parole,	 de	 la	 toux	 ou	 des	 éternuements.	 Une	 transmission	 inter-humaine	 directe	 est	 possible	 via	 les	

aérosols	grâce	à	leur	capacité	à	rester	en	suspension	dans	l’air.	Une	transmission	inter-humaine	indirecte	

est	également	possible	par	l’intermédiaire	des	goutelettes	respiratoires,	qui	tombent	rapidement	au	sol,	

contaminant	 des	 surfaces	 et	 objets.	 La	 voie	 oro-fécale	 semblerait	 également	 être	 un	 moyen	 de	
transmission	du	SARS-CoV-2.	Figure	adaptée	de	Hu	et	al.,	2021.	
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1.4 			Traitements	et	vaccins	
 

Il	 existe	 deux	 stratégies	 de	 traitement	 des	 infections.	 On	 parle	 (i)	 de	 traitement	

prophylactique	quand	l’intérêt	est	de	prévenir	une	infection,	et	(ii)	de	traitement	curatif,	

qui	vise	à	guérir	les	patients	déjà	infectés.	Cependant,	avant	la	pandémie	de	la	COVID-19,	

aucune	 thérapie	 approuvée	 contre	 les	 coronavirus	 n’était	 disponible.	 Néanmoins,	

plusieurs	groupes	ont	cherché	à	mettre	au	point	des	traitements	contre	le	SARS-CoV	et	le	

MERS-CoV.	 Ces	 études	 n’ont	 pas	 été	 sans	 intérêt	 dans	 le	 développement	 rapide	 de	

traitements	contre	le	SARS-CoV-2.	

	

1.4.1 			Les	traitements	curatifs	

	

Face	à	l’émergence	soudaine	du	SARS-CoV	en	2002,	nombreuses	sont	les	molécules	à	

avoir	 été	 administrées	 aux	 patients,	 sans	 n’avoir	 jamais	 évalué	 leurs	 effets	 contre	 les	

coronavirus	 auparavant.	 C’est	 notamment	 le	 cas	 de	 la	 ribavirine,	 un	 analogue	

nucléosidique	de	la	guanine.	Les	analogues	nucléosidiques	font	figure	d’antiviraux	à	large	

spectre,	puisqu’ils	visent	à	bloquer	l’étape	de	réplication	virale.	L’activité	antivirale	de	la	

ribavirine	était	connue	 in	vitro	contre	plusieurs	virus,	comme	 les	virus	de	 l’herpès,	 les	

poxvirus,	les	adénovirus	ou	encore	le	virus	respiratoire	syncytial.	Malheureusement,	son	

utilisation	contre	l’infection	à	SARS-CoV	a	été	stoppée	suite	à	l’observation	d’un	certain	

degré	de	toxicité	de	cette	molécule	(hémolyse,	bradycardie,	taux	anormalement	élevé	des	

transaminases)	pour	la	moitié	de	la	cohorte	de	patients	(49	%	-	71	patients)	(Booth	2003).	

La	combinaison	ribavirine/corticostéroïdes	s’est	également	montrée	inefficace,	avec	un	

pic	de	la	charge	virale	toujours	présent	à	10	jours	après	l’apparition	des	premiers	signes	

cliniques	 (Peiris	 et	 al.	 2003).	 La	 combinaison	 antirétrovirale	 Lopinavir/ritonavir,	

initialement	utilisée	dans	le	traitement	contre	le	VIH,	a	démontré	son	efficacité	à	la	fois	in	

vitro	et	 in	vivo	avec	une	diminution	progressive	de	 la	charge	virale,	une	augmentation	

précoce	 du	 nombre	 de	 lymphocyte	 et	 une	 diminution	 de	 transmissions	 nosocomiales.	

Dans	 autre	 étude,	 l’association	 Lopinavir/ritonavir	 avec	 la	 ribavirine	 et	 des	

corticostéroïdes	s’est	aussi	avérée	être	efficace,	avec	une	réduction	du	taux	de	mortalité	

(2,3	%	contre	15,6	%)	et	d’intubation	(0	%	contre	11	%)	des	patients,	comparé	au	groupe	

de	patient	ayant	reçu	un	traitement	standard	(Chan	et	al.	2003).	Bien	connu	pour	leurs	
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propriétés	anti-inflammatoires,	les	corticostéroïdes,	notamment	la	méthylprednisolone,	

ont	 également	 été	 utilisés	 pour	 traiter	 les	 infections	 à	 SARS-CoV.	 De	 nombreux	 effets	

indésirables	ont	été	recensés	ainsi	qu’une	efficacité	moindre,	avec	une	charge	virale	plus	

forte,	une	virémie	prolongée	et	un	taux	de	mortalité	plus	important	(Zumla	et	al.	2016).	A	

l’inverse,	 la	combinaison	de	corticostéroïdes	avec	des	 IFNɑ	a	montré	une	amélioration	

plus	rapide	de	l’état	de	santé	des	patients,	avec	notamment	une	meilleure	saturation	en	

oxygène.	 De	 plus,	 le	 plasma	 de	 patients	 convalescents	 a	 lui	 aussi	 démontré	 son	 effet	

antiviral	contre	le	SARS-CoV,	avec	une	réduction	de	la	mortalité.	Cependant,	ce	type	de	

traitement	dépend	de	la	disponibilité	de	celui-ci	et	de	la	rapidité	de	son	administration.		

	

La	ribavirine	a	également	fait	l’objet	de	tests	lors	de	l’émergence	du	MERS-CoV,	mais	

aucun	effet	significatif	a	été	relevé	chez	les	patients	infectés,	y	compris	combinée	avec	les	

IFNɑ-2a,	 IFNɑ-2b	 et	 IFNβ-1a.	 L’utilisation	 de	 corticostéroïdes	 s’est	 aussi	 montrée	

inefficace	contre	le	MERS-CoV.	En	outre,	aucune	thérapie	testée	n’a	montré	quelconque	

amélioration	de	l’état	des	patients.		

	

Il	est	important	de	prendre	en	considération	le	faible	nombre	de	patients	admis	dans	

les	études	citées	ci-dessus.	Afin	de	tirer	des	conclusions	plus	significatives,	des	cohortes	

de	patients	beaucoup	plus	larges	doivent	être	réalisées.	

	

La	 pandémie	 de	 la	 COVID-19	 a	 nécessité	 d’accélérer	 les	 recherches	 de	 molécules	

antivirales	réellement	efficaces	contre	les	coronavirus.	Deux	essais	cliniques	importants	

ont	rapidement	été	mis	en	place	:	(i)	l’essai	Recovery	(essai	randomisé)	et	(ii)	Solidarity,	

mis	en	place	par	l’OMS.	Plusieurs	molécules	ont	été	testées	lors	de	ces	essais,	comme	la	

combinaison	lopinavir/ritonavir,	la	dexaméthasone,	le	tocilizumab,	le	plasma	de	patients	

convalescents,	 l’hydroxychloroquine,	 l’azithromycine	 et	 l’IFNβ-1a.	 Parmi	 toutes	 ces	

molécules,	seule	 la	dexaméthasone,	un	corticoïde,	a	permis	de	réduire	 la	mortalité	des	

patients	souffrant	d’une	forme	grave	de	la	COVID-19,	en	inhibant	notamment	la	tempête	

cytokinique	 grâce	 à	 son	 activité	 anti-inflammatoire	 (Ledford	 2020).	 Le	 remdesivir,	 un	

analogue	nucléosidique	de	l’adénosine	et	initialement	testé	pour	traiter	les	cas	d’infection	

par	 le	 virus	 Ébola,	 a	 prouvé	 son	 rôle	 antiviral	 contre	 le	 SARS-CoV-2	 et	 d’autres	

coronavirus	in	vitro	(EC50	<1	µM)	ainsi	qu’en	modèle	animal	(Sheahan	et	al.	2017;	Brown	

et	 al.	 2019;	 Williamson	 et	 al.	 2020a).	 En	 revanche,	 certaines	 données	 issues	 d’essais	
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randomisés	montrent	que	le	remdesivir	ne	permet	pas	l’amélioration	de	l’état	de	santé	

des	 patients	 testés	 (Pardo	 et	 al.	 2020).	 Cependant,	 une	 autre	 étude	 a	 tout	 de	 même	

observé	 une	 réduction	 du	 temps	 de	 rétablissement	 des	 patients	 lorsqu’ils	 ont	 reçu	

rapidement	un	traitement	par	le	remdesivir,	mais	le	faible	nombre	de	patients	inclus	dans	

cette	étude	ne	permet	pas	d’en	tirer	des	conclusions	significatives	(Wang	et	al.	2020).	

	

Outre	 le	 repositionnement	moléculaire	 considéré	 dans	 les	 essais	 cliniques	 cités	 ci-

dessus,	les	laboratoires	Pfizer	et	BioNTech	sont	parvenus	à	réaliser	le	design	moléculaire	

d’une	molécule	spécifique	aux	coronavirus,	le	nirmatrelvir,	qui	inhibe	l’activité	protéase	

de	 la	3CLpro	 impliquée	dans	 la	maturation	des	polyprotéines	pp1a	et	pp1ab	formant	 la	

machinerie	de	réplication/transcription	(voir	chapitre	1.6.3).	Le	nirmatrelvir,	associé	au	

ritonavir,	 a	 obtenu	 son	 autorisation	 de	 mise	 sur	 le	 marché	 (AMM)	 en	 2022	 et	 est	

commercialisé	sous	le	nom	de	Paxlovid®.	Les	données	montrent	une	bonne	tolérance	des	

personnes	 traitées,	 avec	 de	 rares	 effets	 secondaires	 comme	 des	 troubles	 gastro-

intestinaux,	et	une	diminution	des	hospitalisations	et	des	admissions	en	unité	de	soins	

intensifs	comparé	aux	personnes	non-traitées	par	le	Paxlovid®.	

	

1.4.2 			Les	vaccins	

	

La	 vaccination	 reste	 le	 moyen	 le	 plus	 efficace	 pour	 lutter	 contre	 les	 maladies	

infectieuses.	 Malgré	 l’absence	 de	 disponibilité	 de	 vaccin	 contre	 les	 coronavirus	 avant	

l’émergence	 du	 SARS-CoV-2,	 plusieurs	 candidats	 vaccins	 ont	 été	 développés	 suite	 aux	

épidémies	de	SARS-CoV	et	de	MERS-CoV,	basés	sur	différentes	technologies	vaccinales.	Le	

développement	de	ces	candidats-vaccins	anti-SARS-CoV	et	anti-MERS-CoV	a,	par	ailleurs,	

largement	bénéficié	au	développement	de	vaccins	anti-SARS-CoV-2.	

	

Des	vaccins	basés	sur	du	virus	inactivé	ont	été	testés	contre	le	SARS-CoV,	MERS-CoV	

et	le	SARS-CoV-2.	Ce	type	de	vaccin	est	couramment	utilisé,	notamment	contre	la	grippe	

et	 la	 polio.	 Des	 candidats	 vaccins	 développés	 contre	 le	 SARS-CoV	 et	 le	MERS-CoV	 ont	

montré	leur	capacité	à	induire	la	production	d’anticorps	neutralisant	en	modèle	animal,	

mais	des	 cas	d’éosinophilie	 chez	des	 souris	âgées	ont	été	observés,	 ainsi	qu’une	 faible	

protection	après	challenge	(Bolles	et	al.	2011).	Des	tests	ont	permis	de	mettre	en	évidence	

que	 la	protéine	de	nucléocapside	 (N)	du	virus	 serait	 à	 l’origine	de	 l’éosinophilie.	Dans	
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d’autres	cas,	une	réponse	immunitaire	de	type-TH2	(ex	:	induite	dans	les	allergies)	a	été	

observée,	 indiquant	 que	 certains	 éléments	 du	 virus	 inactivé	 provoquent	 une	

hypersensibilité	(Enjuanes	et	al.	2016).	Le	SARS-CoV-2	inactivé	a	été	utilisé	pour	élaborer	

3	 vaccins	 contre	 la	 COVID-19	 (BBIBP-CorV	;	 CoronaVac	;	 BBV152).	 BBIBP-CorV	 et	

BBV152	se	sont	montrés	efficaces	à	78	%	contre	les	formes	symptomatiques	de	la	maladie,	

contre	 50	 %	 pour	 CoronaVac.	 Cependant,	 cette	 efficacité	 diminue	 face	 aux	 différents	

variants	 du	 SARS-CoV-2,	 s’expliquant	 par	 une	 capacité	 plus	 faible	 des	 anticorps	 à	

neutraliser	 la	 protéine	 spike	 (S)	 à	 cause	 d’introduction	 de	 mutations	 au	 niveau	 des	

épitopes.	

	

Une	seconde	stratégie	consiste	à	utiliser	un	vaccin	à	vecteur	viral,	basée	sur	l’insertion	

d’un	gène	d’intérêt	codant	une	protéine	virale	dans	le	génome	d’un	virus	peu	pathogène	

(ex	:	adénovirus).	Dans	la	très	grande	majorité	des	cas,	le	gène	de	la	protéine	S	est	utilisé.	

Le	candidat	vaccin	le	plus	prometteur	contre	le	MERS-CoV	est	un	vaccin	basé	sur	le	virus	

de	 la	 vaccine	 Ankara	 modifié	 (MVA).	 Différentes	 formes	 de	 la	 protéine	 S	 (entière	 ou	

fragmentée)	ont	été	testées,	et	une	réponse	cellulaire	et	humorale	a	été	mesurée,	quelle	

que	soit	la	forme	de	S	utilisée	(Enjuanes	et	al.	2016).	L’efficacité	de	ce	vaccin	a	notamment	

été	 démontrée	 chez	 des	 dromadaires,	 dont	 l’excrétion	 de	 particules	 virales	 a	 été	

drastiquement	réduite	(1/1000)	(Haagmans	et	al.	2016).	Cette	étude	suggère	alors	qu’il	

serait	possible	de	prévenir	 la	propagation	du	virus	au	 sein	des	 réservoirs	animaux	de	

MERS-CoV.	Par	ailleurs,	ce	même	vaccin	a	fait	l’objet	d’un	essai	clinique	de	phase	I,	dont	

les	 résultats	 montrent	 qu’une	 réponse	 cellulaire	 et	 humorale	 a	 été	 induite	 chez	 les	

personnes	testées,	mais	cette	réponse	ne	semble	pas	persister	dans	le	temps	(Koch	et	al.	

2020).	Des	vaccins	anti-SARS-CoV	sont	également	en	voie	de	développement,	utilisant	des	

adénovirus	ou	le	virus	de	la	rougeole	comme	vecteur	viral,	et	 la	protéine	S	(entière	ou	

fragmentée)	 comme	 protéine	 immunogène.	 Shim	 et	 al.,	 ont	 utilisé	 un	 adénovirus	

dépourvu	de	capacité	réplicative	et	exprimant	une	forme	tronquée	de	S	(rADV-S).	Après	

immunisation	sublinguale	de	souris	femelle	BALC/c	âgées	de	6	semaines	avec	rADV-S,	ils	

ont	observé	une	production	d’anticorps	neutralisant	IgG	systémiques	et	d’IgA	au	niveau	

des	muqueuses,	neutralisant	spécifiquement	SARS-CoV-S.	Ils	ont	également	observé	une	

réponse	lymphocytaire	T	CD8+	(Shim	et	al.	2012).	Les	adénovirus	ont	aussi	été	utilisés	

comme	vecteur	pour	créer	une	immunité	contre	le	SARS-CoV-2.	C’est	le	cas	des	vaccins	

AZD1222	(ChAdOx1)	et	Sputnik	V,	qui	contiennent	la	séquence	de	la	protéine	S	entière,	et	
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Ad26.COV2.S	 utilisant	 une	 forme	de	 conformation	pré-fusion	 stabilisée	 de	 la	 protéine,	

grâce	à	 l’insertion	d’une	mutation	au	niveau	du	site	de	clivage	par	 la	 furine	et	de	deux	

prolines	stabilisatrices	dans	le	domaine	S2.	Ces	trois	vaccins	démontrent	une	efficacité	

correcte	(81	%	pour	AZD1222,	66	%	Ad26.COV2.S	et	92	%	pour	Sputnik	V)	contre	 les	

formes	symptomatiques	de	la	COVID-19.	Cette	efficacité	tend	à	diminuer	selon	les	variants,	

et	des	cas	de	thromboses	et	de	thrombocytopénies	ont	été	recensés	chez	des	personnes	

vaccinées,	ayant	notamment	engendré	la	suspension	de	la	vaccination	par	AZD1222	dans	

plusieurs	pays.	

	

Des	sous-unités	immunogènes	d’une	protéine	peuvent	être	directement	utilisées	pour	

créer	un	vaccin.	En	effet,	 les	vaccins	à	base	de	sous-unités	protéiques	ont	montré	 leur	

capacité	 à	 conférer	 une	 immunité	 cellulaire	 et	 humorale	 sur	 des	 souris	 contre	 des	

infections	à	SARS-CoV	et	MERS-CoV.	Ma	C.	et	son	équipe	ont	fusionné	la	région	constante	

(Fc)	d’IgG	humain	avec	le	RBD	(résidus	377-662)	de	MERS-CoV-S.	Après	immunisation	

intranasale	ou	sous-cutanée	de	souris	femelles	BALB/c	âgées	de	4	à	6	semaines,	ils	ont	

observé	une	réponse	humorale	comparable	entre	les	deux	modes	d’admission,	mais	une	

réponse	cellulaire	plus	robuste	après	vaccination	par	voie	intranasale	(Ma	et	al.	2014).	

Une	réduction	de	la	charge	virale	et	des	cas	de	pneumonies	ont	aussi	été	constatées	chez	

des	macaques	vaccinés	contre	 le	SARS-CoV	et	 le	MERS-CoV	(Enjuanes	et	al.	2016).	Ces	

types	de	vaccin	se	basent	principalement	sur	des	fragments	de	la	protéine	S,	notamment	

sur	 le	 domaine	 S1	 contenant	 le	 RBD,	 ou	 sur	 la	 protéine	 entière,	 qui	 est	 fortement	

immunogène,	en	faisant	donc	la	cible	majoritaire	des	anticorps	neutralisants.	Le	vaccin	

anti-COVID-19	NVX-CoV2373	de	Novavax	utilise	la	protéine	S	dans	son	état	préfusionnel	

et	son	efficacité	de	protection	se	situe	vers	90	%	selon	les	résultats	de	la	phase	III	de	l’essai	

clinique	après	deux	 injections	(Heath	et	al.	2021).	Comme	pour	 les	autres	vaccins,	son	

efficacité	diminue	en	fonction	des	variants.	

	

Expérimentés	 mais	 jamais	 utilisés	 auparavant,	 les	 vaccins	 à	 ADN/ARN	 s’affichent	

comme	une	nouvelle	classe	de	vaccin.	Cette	méthode	consiste	à	injecter	la	séquence	ADN	

ou	 ARNm	 d’un	 gène	 codant	 une	 protéine	 virale	 immunogène.	 Un	 vaccin	 contenant	 la	

séquence	codant	la	protéine	S	du	MERS-CoV	a	induit	chez	des	souris,	des	dromadaires	et	

des	 macaques	 rhésus,	 la	 production	 d’anticorps	 neutralisant	 anti-MERS-CoV-S	

(Muthumani	 et	 al.	 2015).	 Six	 macaques	 vaccinés	 sur	 8	 n’ont	 montré	 aucun	 signe	
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d’infiltration	du	MERS-CoV	au	niveau	pulmonaire	après	challenge.	Ce	vaccin	a	fait	l’objet	

d’un	essai	clinique	de	phase	I,	qui	a	montré	sa	capacité	à	stimuler	la	réponse	humorale	et	

cellulaire,	avec	50	%	des	patients	vaccinés	possédant	des	anticorps	neutralisants	anti-

MERS-CoV-S	(Modjarrad	et	al.	2019).	Deux	vaccins,	mRNA-1273	(Moderna)	et	BNT162b2	

(Pfizer-BioNTech)	basés	sur	la	technologie	ARNm	sont	largement	utilisés	contre	le	SARS-

CoV-2.	Le	vaccin	mRNA-1273	contient	un	ARNm	codant	la	protéine	SARS-CoV-2-S	entière	

dans	 une	 conformation	 pré-fusion	 stabilisée	 grâce	 à	 l’ajout	 de	 deux	 prolines	 dans	 le	

domaine	S2	de	la	protéine.	Son	efficacité	contre	les	formes	symptomatiques	de	la	COVID-

19	a	été	évaluée	à	94	%	et	a	légèrement	diminué	selon	les	variants.	Le	vaccin	BNT162b2	

utilise	la	protéine	S	entière,	également	stabilisée	dans	sa	conformation	pré-fusion	dans	le	

but	d’augmenter	son	immunogénicité.	L’efficacité	de	BNT162b2	est	estimée	à	95	%	suite	

aux	 premiers	 essais	 cliniques	 (Polack	 et	 al.	 2020).	 Dans	 les	 deux	 cas,	 des	 chocs	

anaphylactiques	sans	gravité	ont	été	observés	suite	à	la	primo-injection,	ainsi	que	des	cas	

de	myocardites	chez	des	adolescents	et	jeunes	adultes	(Hadj	Hassine	2022).		

	

Afin	de	rebooster	 l’immunité	 face	aux	souches	BA.4	et	BA.5	du	variant	Omicron	du	

SARS-CoV-2,	 des	 formes	 bivalentes	 des	 vaccins	 développés	 par	 Moderna	 et	 Pfizer-

BioNTech	sont	utilisées.	Ils	contiennent	la	séquence	ARNm	de	la	protéine	S	des	souches	

BA.4	et	BA.5	en	complément	de	la	séquence	ARNm	de	la	protéine	S	de	la	souche	originelle.	

	

1.5 			La	biologie	des	coronavirus	
 

1.5.1 			La	particule	virale	

	

Les	 coronavirus	 sont	 des	 particules	 pléomorphiques,	 bien	 qu’elles	 soient	

majoritairement	 sous	 forme	 sphérique,	 d’un	diamètre	 compris	 entre	80	 et	 120	nm	en	

moyenne.	Ce	sont	des	virus	enveloppés	d’une	bicouche	lipidique	dérivée	de	la	cellule	hôte,	

dans	 laquelle	 trois	 protéines	 structurales	 sont	 enchâssées	:	 la	 protéine	 spike	 (S),	 la	

protéine	 d’enveloppe	 (E)	 et	 la	 protéine	 de	 membrane	 (M)	 (Figure	 7).	 Certains	

coronavirus,	 comme	 le	 coronavirus	 bovin	 (BCoV),	 arborent	 une	 quatrième	 protéine	

structurale	:	 l’hémagglutinine	 estérase	 (HE).	 Sous	 l’enveloppe	 lipidique	 se	 trouve	 une	

nucléocapside	hélicoïdale	formée	grâce	à	l’interaction	entre	l’ARN	génomique	viral	et	la	
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protéine	 de	 nucléocapside	 (N).	 Les	 coronavirus	 ont	 la	 particularité	 de	 présenter	 une	

«	couronne	»	à	leur	surface,	visible	en	coloration	négative,	causée	par	une	projection	en	

forme	de	massue	(«	club-like	»)	des	trimères	de	protéine	S	à	17-20nm	de	la	surface	des	

virions	(Masters	2006).	

	

1.5.2 			Le	génome	

 

Le	génome	des	coronavirus	est	non-segmenté,	simple	brin	et	de	polarité	positive.	

Il	est	constitué	de	27	000	à	32	000	bases	en	moyenne,	ce	qui	en	fait	le	plus	long	génome	à	

ARN	viral.	Il	présente	les	même	caractéristiques	qu’un	ARNm	eucaryote,	à	savoir	qu’il	est	

coiffé	à	l’extrémité	5’	et	polyadénylé	à	son	extrémité	3’.	Comme	pour	tous	ARN	viraux	de	

polarité	positive,	 il	a	été	montré	que	le	génome	des	coronavirus	TGEV,	IBV	et	MHV	est	

infectieux	lorsqu’il	est	transfecté	dans	des	cellules	permissives	(Masters	2006).		

	

Figure	7.	Représentation	schématique	de	la	particule	des	coronavirus.	

Les	coronavirus	sont	des	virus	enveloppés	d’une	bicouche	lipidique	issue	des	membranes	de	la	cellule	

hôte	 dans	 laquelle	 sont	 enchâssées	 les	 protéines	 structurales	 spike	 (S),	 de	 membrane	 (M)	 et	

d’enveloppe	 (E).	 La	 protéine	 M	 est	 la	 plus	 protéine	 la	 plus	 abondante	 de	 la	 particule	 virale.	 La	

trimérisation	de	la	protéine	S	induit	des	projections	en	forme	de	massue	(«	club-like	»)	donnant	une	
structure	en	forme	de	couronne	(«	corona	»	en	latin).	La	protéine	de	nucléocapside	(N)	est	associée	avec	

l’ARN	génomique	et	forme	une	capside	virale	hélicoïdale.	Le	diamètre	des	coronavirus	est	compris	entre	

80	et	120	nm.	Figure	adaptée	de	Juckel	et	al.	2020.	
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Deux	cadres	ouverts	de	lecture	(ORF),	ORF1a	et	ORF1b,	représentent	deux	tiers	du	

génome,	et	codent	pour	deux	polyprotéines	(pp1a	et	pp1ab)	précurseurs	de	16	protéines	

non-structurales,	 qui	 formeront	 la	machinerie	de	 réplication	 et	 de	 transcription	virale	

après	 maturation	 (Figure	 8).	 Le	 tiers	 restant	 porte	 des	 ORF	 codant	 les	 protéines	

structurales,	 séparés	 par	 un	 nombre	 variable	 d’ORF	 codant	 pour	 des	 protéines	

accessoires.	L’architecture	génomique	est	largement	conservée	sous	la	forme	5’-leader-

UTR-ORF1a/b-S-E-M-N-3’	 UTR-poly(A).	 Les	 régions	 flanquantes	 5’	 et	 3’	 non-traduites		

(UTR)	du	génome	contiennent	des	éléments	cis-régulateurs	nécessaires	à	la	réplication	et	

la	 transcription.	 Ces	 éléments	 de	 régulation	 se	 caractérisent	 par	 des	 structures	

secondaires	de	l’ARN	de	type	tiges-boucles	ainsi	que	par	une	séquence	«	leader	»	dans	la	

région	5’-UTR.	Des	séquences	de	régulations	transcriptionnelles	(TRS)	sont	présentes	en	

amont	de	chaque	ORF	codant	pour	les	protéines	structurales	et	accessoires	ainsi	que	dans	

la	région	5’-leader,	permettant	la	synthèse	d’ARNm	sous-génomiques	(ARNsg)	qui	codent	

pour	ces	ORF.		
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Figure	8.	Architecture	génomique	des	coronavirus.	

La	structure	du	génome	est	conservée	chez	tous	les	coronavirus.	En	orange	sont	représentés	les	gènes	ORF1a	

et	 ORF1b	 codants	 pour	 les	 polyprotéines	 pp1a	 et	 pp1ab,	 précurseurs	 de	 l’ensemble	 des	 protéines	 non-

structurales,	 indiquées	 en	 vert.	 RdRp	:	 ARN	 polymérase	 ARN-dépendante.	 Ces	 deux	 cadres	 de	 lecture	
représentent	les	deux	tiers	du	génome	viral.	En	bleu	figurent	les	gènes	codant	pour	les	protéines	structurales	

S,	E,	M	et	N,	espacés	par	un	nombre	variable	de	gènes	codants	pour	des	protéines	accessoires,	représentés	en	

gris.	Figure	adaptée	de	Juckel	et	al.	2020.	



 36 

1.5.3 			Les	protéines	non-structurales	

	

Les	protéines	non-structurales	(nsp)	sont	codées	par	les	gènes	ORF1a	et	ORF1b,	

présents	dans	 la	 région	5’	du	génome	viral.	Les	 coronavirus	expriment	16	nsp	sous	 la	

forme	de	deux	précurseurs	polyprotéiques,	pp1a	et	pp1ab.	La	polyprotéine	pp1a	est	le	

précurseur	de	nsp1-11	et	pp1ab	de	nsp1-16.	L’expression	d’ORF1b,	codant	pour	pp1ab,	

est	permise	grâce	à	un	décalage	du	cadre	de	lecture,	dont	le	mécanisme	sera	décrit	plus	

tard.	 La	maturation	de	 ces	deux	polyprotéines	 est	 assurée	par	deux	protéases	 virales,	

catalysant	un	clivage	protéolytique	à	la	jonction	de	chaque	nsp.	

	

La	 protéine	 nsp1	 semble	 favoriser	 la	 synthèse	 des	 protéines	 virales	 par	 la	

machinerie	cellulaire	au	détriment	de	la	synthèse	des	protéines	de	l’hôte	(dégradation	des	

ARNm),	 empêchant,	 de	 ce	 fait,	 l’expression	 des	 gènes	 impliqués	 dans	 la	 réponse	

immunitaire	 innée	 (Kamitani	 et	 al.	 2006).	 Les	 fonctions	 de	 nsp2	 ne	 sont	 pas	 encore	

définies.	 Néanmoins,	 il	 a	 été	 démontré	 que	 son	 expression	 est	 dispensable	 pour	 la	

réplication	de	MHV	et	du	SARS-CoV	en	culture	cellulaire.	Cependant,	sa	délétion	dans	le	

génome	de	ces	deux	virus	engendre	une	baisse	de	la	croissance	virale	(Graham	et	al.	2005).	

De	plus,	nsp2	interagit	avec	les	prohibitines	PHB1	et	PHB2,	qui	s’associent	sous	la	forme	

d’un	complexe	impliqué,	entre	autres,	dans	la	biogénèse	mitochondriale	et	la	signalisation	

intracellulaire,	 laissant	 penser	 que	 nsp2	 puisse	 également	 être	 impliquée	 dans	 ces	

mécanismes	(Cornillez-Ty	et	al.	2009).		

	

La	protéine	nsp3	est	une	large	protéine	à	multi-domaines	transmembranaires.	Elle	

est	 la	 première	 protéase	 virale	 (PLpro),	 de	 type	 protéase	 à	 sérine	 et	 semblable	 à	 la	

papaïne.	Elle	est	impliquée	dans	la	maturation	des	nsp1-3.	Elle	possède	également	une	

activité	déubiquitinase,	un	domaine	Ubl1	lui	permettant	d’interagir	avec	la	protéine	N,	et	

est	 impliquée	 dans	 la	 biogénèse	 des	 vésicules	 double-membranaires	 (DMV)	 dans	

lesquelles	se	déroulent	les	étapes	de	réplication	et	de	transcription	génomique	(Angelini	

et	 al.	 2013;	 Hurst	 et	 al.	 2013;	 Wolff	 et	 al.	 2020).	 Les	 protéines	 nsp4	 et	 nsp6	 sont	

également	impliquées	dans	la	production	des	DMV.	Nsp4	semble	être	importante	pour	la	

stabilité	 et	 la	 structuration	 de	 ces	 vésicules,	 puisque	 sa	 délétion	 est	 corrélée	 à	 une	

morphologie	aberrante	des	DMV	en	cellules	infectées,	ayant	ainsi	des	conséquences	sur	

la	synthèse	des	ARN	viraux	et	donc	sur	la	croissance	virale	(Gadlage	et	al.	2010;	Sakai	et	
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al.	2017).	En	plus	de	sa	fonction	dans	la	formation	des	DMV,	nsp6	stimule	la	formation	

d’autophagosomes	 dérivés	 du	 RE.	 Cependant,	 ces	 autophagosomes	 induits	 par	 nsp6	

présentent	un	diamètre	inférieur	à	la	normale	(Cottam	et	al.	2014).	Il	est	alors	possible	

que	nsp6	régule	la	voie	d’autophagie	au	profit	de	la	réplication	virale.	La	protéine	nsp5	

est	la	seconde	protéase	virale	(3Clpro	ou	Mpro),	faisant	partie	de	la	famille	des	protéases	à	

cystéine.	Elle	est	impliquée	dans	la	maturation	des	nsp4-16.	

	

Les	 protéines	 nsp7	 et	 nsp8	 forment	 un	 complexe	 hexadécamérique	 avec	 une	

activité	ARN	polymérase	(te	Velthuis	et	al.	2012).	Ces	deux	protéines	agissent	en	tant	que	

cofacteur	 (1	 copie	 de	 nsp7	 et	 2	 copies	 de	 nsp8)	 de	 nsp12	 qui	 porte	 l’activité	 ARN	

polymérase	 ARN-dépendante	 (RdRp)	 principale.	 L’association	 nsp7-nsp8	 semble	

augmenter	la	processivité	de	nsp12	(Subissi	et	al.	2014).	La	protéine	nsp14	est	également	

associée	au	complexe	nsp7-nsp8-nsp12,	assurant	la	fonction	de	relecture	du	génome	via	

son	activité	3’-5’	exoribonucléase	(ExoN).	Elle	est	aussi	impliquée	dans	le	coiffage	m7G	de	

l’extrémité	5’	du	génome	par	son	activité	N7-méthyltransférase	(N7-MTase),	permettant	

de	protéger	le	génome	des	5’-3’	exoribonucléases	cellulaires.	La	protection	du	génome	est	

également	assurée	par	nsp16	par	son	activité	2’-O-méthyltransférase	(2’-O-MTase).	Cette	

modification	 de	 l’ARN	 permet	 de	 leurrer	 le	 système	 immunitaire	 en	 faisant	 passer	 le	

génome	pour	une	molécule	du	«	soi	»,	empêchant	sa	reconnaissance	par	le	senseur	aux	

ARN	double-brin	(ARNdb)	MDA5	(Züst	et	al.	2011).	Nsp15	est	une	endoribonucléase	et	

agit	également	sur	les	senseurs	à	ARNdb	en	inhibant	leur	activation	(Deng	et	al.	2017).	

Cette	protéine	co-localise	avec	les	facteurs	du	complexe	réplication/transcription	(RTC).	

Nsp10	 est	 décrite	 comme	 un	 cofacteur	 de	 nsp14	 et	 nsp16	 puisqu’elle	 stimulerait	 les	

activités	 ExoN	 et	 2’-O-MTase	 (Bouvet	 et	 al.	 2010;	 Subissi	 et	 al.	 2014).	Nsp13	 est	 une	

hélicase	 à	 ARN,	 permettant	 de	 dérouler	 les	 intermédiaires	 ARNdb	 lors	 de	 la	

réplication/transcription	du	génome	et	porte	également	une	activité	5’-triphosphatase.	

La	protéine	nsp9	est	une	protéine	de	liaison	à	l’ADN	et	ARN	simple	brin	(ADN/ARNss)	et	

est	présente	uniquement	chez	les	coronavirus	(Egloff	et	al.	2004).	Nsp11	est	un	peptide	

de	très	petite	taille	(13	résidus),	n’ayant	cependant	jamais	été	détecté	en	cellule	infectée.	

	

Pendant	 longtemps,	 la	 résolution	 structurale	 du	 RTC	 est	 restée	 un	 défi.	 C’est	

seulement	qu’à	partir	de	2019,	que	la	première	structure	a	été	publiée	(Kirchdoerfer	et	

Ward	2019).	Depuis,	plusieurs	structures	de	RTC	ont	été	résolues,	notamment	du	SARS-
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CoV-2	(Hillen	2021).	Ces	données	structurales	ont	permis	d’identifier	les	différentes	sous-

unités	qui	forment	ce	complexe.	Ainsi,	l’hétérodimère	nsp7-8,	et	les	protéines	nsp9,	10,	

12,	13,	14	et	16	sont	des	sous-unités	du	RTC.	

	

1.5.4 			Les	protéines	structurales	

 

1.5.4.1 			Protéine	spike	(S)	

 

La	protéine	spike	(S)	est	une	glycoprotéine	de	type	I	dont	 la	masse	moléculaire	

varie	 entre	180	et	200	kDa.	Elle	 se	 compose	d’un	 long	ectodomaine	extracellulaire	ou	

exposé	 à	 la	 surface	 des	 virions,	 d’un	 domaine	 transmembranaire	 et	 d’un	 court	

endodomaine	intracellulaire	ou	orienté	vers	l’intérieur	des	virions,	et	s’associe	sous	forme	

d’homotrimère	 à	 la	 surface	 des	 virions	 (Delmas	 et	 Laude	 1990).	 C’est	 une	 protéine	

largement	 glycosylée,	 présentant	 entre	 21	 et	 35	 sites	 potentiels	 de	 N-glycosylation	

(Belouzard	et	al.	2012).	La	protéine	S	est	impliquée	dans	l’entrée	virale	en	permettant	:	

(i)	la	liaison	du	récepteur	situé	à	la	surface	de	la	cellule	hôte	et	(ii)	la	fusion	de	l’enveloppe	

virale	 avec	 une	 membrane	 cellulaire	 grâce	 à	 d’importants	 changements	 de	 sa	

conformation.		

	

La	protéine	spike	possède	deux	domaines	 fonctionnels	(Figure	9A).	Le	premier	

domaine,	 nommé	 S1,	 se	 situe	 dans	 la	 région	 N-terminale	 et	 est	 important	 pour	 le	

processus	d’entrée	du	virus	puisqu’il	contient	le	domaine	de	liaison	au	récepteur	(RBD).	

Ce	domaine	S1	se	décompose	en	un	sous-domaine	N-terminal	(NTD)	et	C-terminal	(CTD),	

et	 est	 la	 région	 la	 plus	 variable	 de	 la	 protéine.	 En	 effet,	 la	 très	 grande	 majorité	 des	

mutations	de	la	protéine	S	des	variants	du	SARS-CoV-2	sont	retrouvées	dans	ce	domaine,	

dont	beaucoup	sont	 identifiées	dans	 le	RBD	(Figure	3).	Cela	a	donc	des	conséquences	

directes	sur	l’affinité	RBD/récepteur	et	donc	sur	l’infectiosité	virale.	Le	second	domaine	

est	le	domaine	S2,	qui	est	la	région	la	plus	conservée	de	la	protéine.	Il	est	important	pour	

le	 processus	 de	 fusion	 virus-cellule	 et	 se	 décompose	 en	 multiple	 sous-domaines	:	un	

peptide	de	fusion	(FP),	deux	«	heptad	repeat	»	(HR1	et	HR2),	une	hélice	centrale	(CH),	un	

domaine	de	connexion	(CD)	et	un	domaine	transmembranaire	(TM).	Les	sous-domaines	

HR1	et	HR2,	 caractéristiques	des	protéines	de	 fusion	de	 classe	 I,	 correspondent	 à	 des	



 39 

répétitions	 en	 tandem	 d’un	 heptapeptide	 contenant	 deux	 résidus	 hydrophobes,	 en	

position	1	et	4	de	la	séquence.		

	

Les	 structures	 tri-dimensionnelles	 des	 protéines	 S	 des	 coronavirus	 MHV,	 IBV,	

HCoV-HKU1,	HCoV-NL63,	SARS-CoV,	MERS-CoV	et	SARS-CoV-2	ont	été	résolues	par	cryo-

EM	(Kirchdoerfer	et	al.	2016;	Walls	et	al.	2016b,	2016a;	Yuan	et	al.	2017;	Shang	et	al.	2018;	

Zhang	et	al.	2021).	Celle	de	la	protéine	S	du	MERS-CoV	est	représentée	en	Figure	9B.	La	

comparaison	des	structures	3D	montre	que	l’architecture	de	la	protéine	S	est	conservée	

chez	les	différents	genres	de	coronavirus.	

	

	

	

	

	

Figure	9.	Structure	de	la	protéine	spike	du	coronavirus	MERS-CoV.	

(A).	Représentation	schématique	des	différents	domaines	de	S.	Les	sites	de	clivages	en	S1/S2	et	S2’	sont	
représentées	par	des	 flèches.	 (B).	Représentation	en	mode	ruban	de	 l’organisation	structurale	de	 la	
protéine	S	du	MERS-CoV	résolue	par	cryo-EM.	Trois	orientations	de	la	protéine	sont	représentées.	Les	

couleurs	utilisées	correspondent	aux	différents	domaines	décrits	en	(A).	Figure	adaptée	de	Yuan	et	al.	

2017.	

A.	

B.	
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La	protéine	S	peut	se	distinguer	chez	certains	coronavirus	par	sa	capacité	à	être	

clivée	à	 la	 jonction	entre	 les	domaines	S1	et	S2	 (S1/S2).	En	effet	 certains	coronavirus,	

comme	le	MERS-CoV,	IBV	ou	le	SARS-CoV-2	contiennent	un	site	de	clivage	par	la	furine	au	

niveau	de	cette	jonction.		

	

1.5.4.2 			Protéine	d’enveloppe	(E)	

	

La	protéine	d’enveloppe	(E)	des	coronavirus	est	une	petite	protéine	de	75	acides-

aminés	environ,	de	poids	moléculaire	compris	entre	8,4	et	12	kDa.	Elle	se	compose	d’un	

court	domaine	N-terminal	hydrophile,	d’un	domaine	transmembranaire	et	d’une	longue	

queue	C-terminale	qui	constitue	la	majorité	de	la	taille	de	la	protéine.	C’est	la	protéine	la	

moins	abondante	de	la	particule	virale	et	présente	de	nombreuses	variabilités	au	niveau	

de	sa	séquence	en	acides-aminés	(Yadav	et	al.	2021).	Néanmoins,	seulement	4	positions	

varient	entre	la	protéine	E	du	SARS-CoV	et	celle	du	SARS-CoV-2,	situées	dans	la	région	C-

terminale.	

	

La	protéine	E	fait	partie	des	protéines	essentielles	pour	le	processus	d’assemblage	

des	particules	virales.	En	effet,	la	co-expression,	à	minima,	des	protéines	E	et	M	dans	des	

cultures	de	cellules	permet	le	bourgeonnement	et	la	sécrétion	de	particules	sub-virales	

non-infectieuses	 (ou	 VLP	 pour	 virus-like	 particles)	 (Vennema	 et	 al.	 1996;	 Corse	 et	

Machamer	 2000).	 Cependant,	 quelques	 études	 suggèrent	 que	 la	 protéine	 E	 peut	 être	

dispensable	pour	l’assemblage	des	particules	virales.	En	effet,	la	délétion	du	gène	codant	

la	protéine	E	(∆E)	n'empêche	pas	 la	production	de	particules	de	MHV	et	de	SARS-CoV,	

visibles	 en	microscopie	 électronique.	Cependant,	 la	 charge	virale	de	MHV-∆E	et	 SARS-

CoV-∆E	peut	être	jusqu’à	200	fois	inférieure	aux	conditions	sauvages,	démontrant	tout	de	

même	 l’importance	 de	 cette	 protéine	 pour	 la	 croissance	 virale	 (Kuo	 et	Masters	 2003;	

DeDiego	et	al.	2007).	Ces	observations	ne	se	sont	pas	confirmées	avec	la	protéine	TGEV-

E,	 puisque	 sa	 délétion	 ne	 permet	 que	 la	 production	 de	 particules	 virales	 TGEV-∆E	

immatures,	non-infectieuses	et	non-sécrétées	(Ortego	et	al.	2007).	De	plus,	la	délétion	de	

la	 protéine	 E	 bloque	 le	 trafic	 intracellulaire	 des	 particules	 TGEV	 au	 niveau	 du	

compartiment	ERGIC	(ER-Golgi	intermediate	compartment).	
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Une	 étude	 a	 démontré	 qu’il	 existait	 deux	 populations	 de	 protéine	 E	 en	 cellules	

transfectées	 et	 infectées.	 Ces	 deux	 populations	 se	 caractérisent	 par	 des	 états	

d’oligomérisations	 différents	 de	 la	 protéine,	 soit	 sous	 forme	 monomérique	 ou	 homo-

pentamérique/héxamérique	 (Westerbeck	 et	 Machamer	 2015).	 De	 plus,	 la	 protéine	 E	

assurerait	des	fonctions	différentes	selon	son	état	oligomérique.	En	effet,	Il	semblerait	que	

l’oligomérisation	de	 la	protéine	 soit	 indispensable	pour	 assurer	 ses	 fonctions	dans	 les	

étapes	d’assemblages.	De	plus,	la	palmitoylation	de	trois	résidus	cystéines	(C40,	C44,	C47)	

situés	 dans	 la	 région	 C-terminale	 de	 la	 protéine	 est	 également	 nécessaire	 pour	

l’assemblage	des	particules	(Boscarino	et	al.	2008).	En	effet,	la	substitution	de	ces	résidus	

cystéines	 en	 alanine	 ou	 glycine	 abroge	 la	 production	 de	 VLP,	 bien	 que	 le	 trafic	

intracellulaire	de	E	n’ait	pas	été	impacté.	L’oligomérisation	de	la	protéine	E	lui	permettrait	

également	 d’assurer	 une	 fonction	 de	 viroporine.	 Les	 viroporines	 sont	 des	 protéines	

transmembranaires	qui	forment	un	pore	permettant	le	passage	sélectif	d’ions	à	travers	

les	membranes	de	la	cellule	hôte.	L’activité	viroporine	de	la	protéine	E	permet	un	passage	

sélectif	des	cations	monovalents	Na+	et	K+.	Il	a	aussi	été	observé	que	cette	activité	canal	

ionique	 permet	 de	 moduler	 le	 pH	 du	 compartiment	 ERGIC,	 lorsque	 la	 protéine	 E	 est	

retenue	de	 façon	 intracellulaire	 (Cabrera-Garcia	 et	 al.	 2021).	 En	 revanche,	 sous	 forme	

monomérique,	la	protéine	E	perturberait	la	voie	de	sécrétion,	en	inhibant	le	transport	des	

protéines	cargo	vers	la	surface	cellulaire	ainsi	qu’en	déstructurant	l’appareil	de	Golgi.	De	

plus,	 cette	 activité	 permettrait	 à	 la	 protéine	 E	 de	 réguler	 le	 trafic	 intracellulaire	 de	 la	

protéine	S,	en	la	retenant	au	niveau	du	compartiment	ERGIC	(Ruch	et	Machamer	2011;	

Boson	et	al.	2021).		

	

Enfin,	la	protéine	E	jouerait	également	un	rôle	dans	la	modulation	de	la	réponse	

antivirale	de	l’hôte.	En	effet,	l’infection	de	cellules	Vero-E6	et	MA-104	par	du	virus	SARS-

CoV	recombinant	déficient	en	protéine	E	(rSARS-CoV-∆E)	induit	(i)	la	surexpression	d’au	

moins	25	gènes	du	stress,	(ii)	réduit	la	voie	IRE-1	mais	pas	les	voies	PERK	et	ATF-6	de	la	

réponse	UPR	(unfolded	protein	response)	et	(iii)	augmente	la	mort	cellulaire	par	apoptose	

(DeDiego	et	al.	2011).	
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1.5.4.3 			Protéine	de	nucléocapside	(N)	

 

La	 protéine	 de	 nucléocapside	 (N)	 est	 une	 phosphoprotéine	 de	 50	 kDa	 dont	 la	

fonction	 principale	 est	 d’interagir	 avec	 l’ARN	 génomique	 viral,	 formant	 la	 capside	

hélicoïdale	des	coronavirus.	Elle	est	constituée	de	trois	domaines	conservées,	espacées	

par	des	régions	très	variables	(NTD	et	CTD).	L’analyse	du	potentiel	électrostatique	de	la	

surface	de	la	protéine	indique	que	les	domaines	NTD	et	CTD	sont	riches	en	acides-aminés	

basiques,	laissant	suggérer	que	l’interaction	entre	la	protéine	N	et	l’ARN	viral	s’établit	au	

niveau	de	 ces	domaines	 (Bai	 et	 al.	 2021).	Au-delà	de	 sa	 fonction	de	 liaison	à	 l’ARN,	 la	

protéine	N	semble	jouer	un	rôle	d’inhibiteur	de	la	réponse	antivirale	déclenchée	par	la	

cellule	 hôte.	 En	 effet,	 une	 inactivation	 de	 la	 voie	 ARN	 interférence	 est	 observée	 en	

présence	 de	 la	 protéine	 N	 du	 SARS-CoV.	 Cependant,	 cette	 inactivation	 est	 moins	

importante	avec	la	protéine	N	du	MERS-CoV	(Cui	et	al.	2015).	Il	semble	également	que	

cette	 protéine	 agisse	 comme	 un	 antagoniste	 de	 la	 voie	 IFN	 en	 perturbant	 la	

phosphorylation	 et	 la	 translocation	 nucléaire	 des	 facteurs	 de	 transcription	 STAT1	 et	

STAT2	(Bai	et	al.	2021).	Enfin,	il	a	été	montré	que	la	protéine	N	interagit	avec	nsp3,	et	que	

cette	interaction	permet	le	recrutement	de	N	au	sein	du	complexe	RTC	(Hurst	et	al.	2013;	

Cong	et	al.	2020).	De	plus,	cette	association	N-nsp3	permet	de	stimuler	la	synthèse	des	

ARN	viraux.	

	

1.5.4.4 			Protéine	hémagglutinine-estérase	(HE)	

 

La	 protéine	 hémagglutinine-estérase	 (HE)	 est	 présente	 à	 la	 surface	 de	 certains	

coronavirus	 seulement.	Elle	 a	 été	 identifiée	pour	 la	première	 fois	 chez	BCoV	et	HCoV-

OC43	 et	 était	 semblable	 à	 celle	 du	 virus	 grippal	 de	 type	 C	 (Masters	 2006).	 C’est	 une	

protéine	de	48	kDa	allant	jusqu’à	65	kDa	après	l’ajout	de	N-glycosylations,	et	s’associe	en	

homodimère	à	la	surface	des	virions,	formant	des	petites	projections	semblables	à	celles	

formées	par	les	trimères	de	protéine	S.	Elle	possède	un	long	ectodomaine	N-terminal	avec	

un	peptide	signal,	suivi	d’un	domaine	transmembranaire	et	d’un	court	endodomaine	C-

terminal.	 Son	 activité	 hémagglutinine	 lui	 permet	 de	 s’attacher	 aux	 acides	 sialiques	

exposés	par	les	glycoprotéines	à	la	surface	de	la	cellule	hôte.	Une	activité	acétylestérase	a	

aussi	 été	 observée,	 permettant	 le	 clivage	 des	 fonctions	 acétyl	 des	 acides	 9-O-

neuraminiques	(pour	la	protéine	HE	de	BCoV,	HCoV-OC43,	ECoV	et	MHV	souche	DVIM)	
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ou	4-O-neuraminiques	(pour	la	protéine	HE	de	RCoV	et	MHV	souches	S	et	JHM)	(Masters	

2006).		

	

1.5.4.5 			Protéine	de	membrane	(M)	

 

La	protéine	de	membrane	(M)	des	coronavirus	est	une	protéine	transmembranaire	

de	 type	 III	 composée	 d’environ	 220	 acides-aminés,	 et	 dont	 le	 poids	moléculaire	 varie	

entre	20	et	35	kDa	en	fonction	de	son	état	de	glycosylation	(voir	chapitre	2.3.2).	Elle	est	

constituée	 d’un	 court	 ectodomaine,	 N-	 ou	 O-glycosylé,	 orienté	 vers	 la	 lumière	 des	

compartiments	intracellulaires	ou	à	la	surface	du	virus,	de	3	passages	transmembranaires	

prolongés	par	un	long	endodomaine	orienté	côté	cytoplasmique	ou	à	l’intérieur	du	virus,	

et	faisant	plus	de	la	moitié	de	la	taille	totale	de	la	protéine.	Cependant,	il	a	été	décrit	pour	

la	 protéine	 M	 du	 coronavirus	 TGEV,	 que	 la	 formation	 d’un	 quatrième	 passage	

transmembranaire	 était	 possible,	 exposant	 la	 queue	 C-terminale	 côté	 luminal	 ou	 à	 la	

surface	des	virions	(Risco	et	al.	1995).	La	présence	d’une	région	amphipathique	dans	le	

domaine	 C-terminal	 de	 la	 protéine	 pourrait	 être	 à	 l’origine	 de	 la	 formation	 de	 ce	

quatrième	passage	transmembranaire.	

	

La	structure	tri-dimensionnelle	de	la	protéine	M	du	SARS-CoV-2	a	été	en	grande	

partie,	récemment,	résolue	par	cryo-EM	(Dolan	et	al.	2022;	Zhang	et	al.	2022)	(Figure	

10A-C).	 Ces	 données	 montrent	 que	 les	 3	 passages	 transmembranaires	 (TM1-3)	 sont	

organisés	en	hélices-ɑ	et	l’endodomaine	en	8	feuillets-β	antiparallèles.	Les	extrémités	N-

terminales	et	C-terminales	n’ont	pas	été	résolues,	ce	qui	suggère	qu’elles	ne	seraient	pas	

structurées.	 En	 revanche,	 la	 taille	 des	 différents	 domaines	 de	M	 varie	 en	 fonction	 des	

structures	publiées	par	les	équipes	de	Dolan	et	de	Zhang.	Selon	la	structure	résolue	par	

Dolan	et	ses	collègues,	les	TM1	à	TM3	sont	composés	des	résidus	17-36,	43-71	et	79-105,	

alors	que	le	domaine	N-terminal	comprend	les	résidus	1-16,	et	le	domaine	C-terminal,	les	

résidus	205-222.	En	revanche,	selon	Zhang	et	al.,	les	résidus	1-8	forment	le	domaine	N-

terminal	 de	 la	 protéine,	 suivis	 des	 résidus	 9-105	 constituant	 les	 hélices-ɑ	 des	 TM1-3.	

Ensuite,	une	région	charnière	formée	par	une	structure	coude-hélice-coude,	et	composée	

des	résidus	106-116,	relie	les	segments	transmembranaires	aux	feuillets-β	du	domaine	C-

terminal,	constitués	des	résidus	117-201.	Enfin,	les	résidus	207-222	forment	la	queue	C-

terminale	 de	 M.	 La	 formation	 d’homodimères	 rigides	 de	 50	 kDa	 de	 protéine	 M	 a	
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notamment	pu	être	confirmée.	Vue	du	dessus,	 les	domaines	TM1-3	s’arrangent	sous	 la	

forme	d’une	ellipse	aplatie.	Les	domaines	TM1	et	TM2	de	chaque	monomère	sont	distants	

l’un	 de	 l’autre,	 contrairement	 aux	 TM2	 et	 TM3	 qui	 se	 juxtaposent	 fortement.	 Dans	 le	

contexte	des	homodimères,	le	TM1	d’un	monomère	forme	de	larges	interactions	avec	les	

TM2	 et	 TM3	 du	 second	 monomère.	 Les	 feuillets-β	 à	 la	 surface	 de	 la	 structure	

monomérique	sont	composés	des	brins	β1,	β2,	β6,	la	moitié	N-terminale	de	β7	et	la	moitié	

C-terminale	de	β8.	En	revanche,	les	feuillets-β	enfouilles	dans	la	structure	sont	constitués	

des	 brins	 β3,	 β4,	 β5,	 la	 moitié	 N-terminale	 de	 β8	 et	 la	 moitié	 C-terminale	 de	 β7.	 Ils	

interagissent	sur	une	large	surface	d’environ	690	Å2	avec	les	résidus	L138,	V139,	V143,	

L145,	F193	et	A195	via	des	interactions	hydrophobes	et	polaires.		

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

B.	

A.	

C.	

Figure	10.	Structures	de	la	protéine	M	du	SARS-CoV-2.	

Représentations	en	mode	ruban	des	structures	de	la	protéine	M	du	SARS-CoV-2	obtenues	par	cryo-EM.	
(A).	Structure	publiée	par	Dolan	et	al.	2022.	Trois	angles	de	vue	sont	montrés.	Une	représentation	en	
mode	 cartoon	 est	 insérée	 a	 droite	 du	panel	A.	 (B-C).	 Structures	de	 SARS-CoV-2-M	en	 conformation	
allongée	(B)	et	compactée	(C)	publiées	par	Zhang	et	al.	2022.	
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Etonnament,	la	structure	tri-dimensionnelle	de	SARS-CoV-2-M	présentent	de	très	

fortes	homologies	avec	celle	de	la	protéine	accessoires	ORF3A,	décrite	dans	le	chapitre	

1.5.5,	malgré	seulement	20	%	de	similarité	des	séquences	(Kern	et	al	2021).	Il	est	possible	

que	ces	deux	protéines	aient	une	origine	commune	(Figure	11).	

	

	

Les	 données	 de	 cryo-EM	montrent	 que	 les	 homodimères	 d’ORF3a	 forment	 une	

poche	aqueuse,	ouverte	côté	cytoplasmique	et	transmembranaire,	favorable	au	passage	

des	cations	(Kern	et	al.	2021).	En	revanche,	selon	Miller	et	son	équipe,	ce	pore	serait	trop	

étroit	 pour	 permettre	 le	 passage	 des	 ions.	 Également,	 le	 pore	 serait	 composé	

essentiellement	de	résidus	chargés	positivement,	ce	qui	ne	le	rendrait	pas	perméable	aux	

cations	(Miller	et	al.	2023).	

	

La	protéine	M	a	été	caractérisée	comme	étant	 la	protéine	 fondamentale	pour	 le	

processus	 d’assemblage	 des	 coronavirus.	 En	 effet,	 elle	 est	 en	 mesure	 d’effectuer	 des	

interactions	intermoléculaires	avec	toutes	les	protéines	structurales,	y	compris	avec	elle-

même	(Masters	2006).	De	plus,	cette	protéine	est	indispensable	pour	synthétiser	des	VLP	

(Vennema	 et	 al.	 1996;	 Siu	 et	 al.	 2008).	 Les	 VLP	 sont	 des	 particules	 sub-virales	 non-

infectieuses.	 En	 présence	 de	 la	 protéine	 spike,	 leur	 apparence	 en	 microscopie	

électronique	est	similaire	à	celle	des	coronavirus.	Pour	le	MERS-CoV	et	le	SARS-CoV-2,	la	

Figure	11.	Comparaison	structurale	des	protéines	M	et	ORF3a	du	SARS-CoV-2.	

Représentation	 en	 mode	 ruban	 des	 structures	 homodimériques	 des	 protéines	 M	 et	 ORF3a.	 Chaque	

monomère	 est	 indiqué	 par	 une	 couleur	 différente.	 En	 bleu	 figure	 la	 cavité	 polaire	 formée	 par	

l’oligomérisation	des	protéines.	La	structure	de	ORF3a	provient	de	l’étude	de	Kern	et	al.	2021.	Figure	

adaptée	de	Dolan	et	al.	2022.	
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production	de	telles	particules	est	possible	en	co-exprimant	au	minimum	les	protéines	M	

et	E	dans	des	 cultures	de	 cellule.	Dans	 certain	 cas,	 la	protéine	N	peut	 être	nécessaire,	

comme	pour	la	production	de	VLP	de	type	SARS-CoV	(Siu	et	al.	2008).	

	

Il	a	été	observé	que	 l’endodomaine	de	 la	protéine	M	du	MERS-CoV	contient	des	

motifs	 importants,	 tel	 que	 la	 séquence	 199KxGxYR204	 pour	 le	 trafic	 intracellulaire	 et	

l’assemblage	des	nouveaux	virions	(Perrier	et	al.	2019).	La	mutation	de	cette	séquence	

199KxGxYR204	 en	 alanines	 induit	 (i)	 une	 relocalisation	 de	 la	 protéine	 depuis	 le	

compartiment	TGN	(Trans-golgi	network)	vers	la	surface	cellulaire,	et	(ii)	une	incapacité	

à	 synthétiser	 des	 VLP	 ainsi	 que	 des	 particules	 virales	 infectieuses	 (manuscrit	 en	

préparation).	 Un	 second	motif	 a	 également	 été	 identifié	 dans	 la	 partie	 C-terminale	 de	

MERS-CoV-M.	Il	s’agit	du	motif	di-acidique	211DxE213,	déjà	identifié	chez	la	glycoprotéine	

du	virus	VSV	(Nishimura	et	Balch	1997).	Cette	séquence	est	impliquée	dans	l’export	de	la	

protéine	M	du	réticulum	endoplasmique	(RE)	vers	l’appareil	de	Golgi	(Perrier	et	al.	2019).	

En	 revanche,	 il	 a	 été	 observé	 que	MERS-CoV-M	pouvait	 être	 exportée	 du	RE	 de	 façon	

211DxE213-indépendante	lorsque	la	protéine	E	est	exprimée.	

	

Une	première	étude	a	démontré	que	la	protéine	M	du	SARS-CoV	et	de	MHV	adoptait	

deux	conformations	:	une	conformation	étendue	(MLONG)	et	une	conformation	compacte	

(MCOMPACT)	(Neuman	et	al.	2011).	Ces	deux	formes	de	M	ont	ensuite	été	confirmées	grâce	

à	la	résolution	de	la	structure	de	SARS-CoV-2-M	(Figure	10B	et	C)	(Zhang	et	al.	2022).	

Selon	les	données	de	Neuman	et	al,	le	conformère	MLONG	correspondrait	à	une	structure	

plus	rigide	que	le	conformère	MCOMPACT.	Également,	ils	ont	observé	que	MLONG	était	plus	

apte	 à	 induire	 des	 courbures	 membranaires,	 et	 que	 davantage	 de	 protéines	 spikes	

interagissait	avec	ce	conformère.	 Ils	ont	ainsi	suggéré	que	MLONG	était	 le	conformère	 le	

plus	favorable	à	l’assemblage	des	virions.	

En	plus	de	sa	participation	aux	mécanismes	d’assemblage,	la	protéine	M	joue	un	

rôle	dans	la	pathogénèse	des	coronavirus.	Elle	fait	partie	des	quelques	protéines	virales	

qui	inhibent	la	réponse	immunitaire	innée	en	bloquant	la	voie	des	IFN.	Il	a	été	observé	

que	la	protéine	M	du	SARS-CoV,	du	MERS-CoV	et	du	SARS-CoV-2	interfèrent	avec	la	voie	

de	signalisation	RIG-I/MDA-5	qui	est	impliquée	dans	l’activation	de	la	réponse	IFN	(Siu	et	

al.	2009;	Lui	et	al.	2016;	Zheng	et	al.	2020;	Fu	et	al.	2021).	Pour	la	protéine	M	du	SARS-



 47 

CoV,	 cette	activité	antagoniste	est	médiée	par	 son	premier	passage	 transmembranaire	

(Siu	et	al.	2014).	

	

1.5.5 			Les	protéines	accessoires	

	

Au-delà	 des	 protéines	 non-structurales	 et	 structurales	 décrites	 ci-dessus,	 les	

coronavirus	produisent	 une	 troisième	 classe	de	protéines	 virales,	 dites	 «	accessoires	»	

(ORF).	Les	gènes	codant	ces	protéines	sont	tous	situés	dans	la	région	3’	du	génome	viral,	

insérés	entre	les	gènes	codant	les	protéines	structurales.	De	plus,	ces	gènes	sont	présents	

en	nombre	variable	:	8	gènes	codant	des	protéines	accessoires	ont	été	identifiés	chez	le	

SARS-CoV,	 contre	 11	 chez	 le	 SARS-CoV-2	 et	 5	 chez	 le	MERS-CoV.	 Ces	 protéines	 ont	 la	

particularité	 de	 ne	 présenter	 aucune	 similarité	 avec	 d’autres	 protéines	 virales	 et	

cellulaires.	Pendant	longtemps,	leurs	fonctions	étaient	inconnues.	

	

Il	a	été	démontré	in	vitro	que	les	protéines	accessoires	n’étaient	pas	essentielles	

pour	la	réplication	du	virus	(de	Haan	et	al.	2002;	Yount	et	al.	2005).	Il	semblerait	qu’elles	

soient	 davantage	 impliquées	 dans	 la	 pathogénèse	 des	 coronavirus,	 en	 modulant	

notamment	la	réponse	immunitaire	innée.	Chez	le	MERS-CoV,	la	délétion	de	l’ensemble	

des	gènes	codant	les	protéines	accessoires	(MERS-dORF3-5)	entraine	une	atténuation	du	

virus	in	vitro	dans	certains	types	cellulaires	et	in	vivo	(Menachery	et	al.	2017).	Cela	s’est	

traduit	par	l’induction	d’une	réponse	inflammatoire	plus	robuste,	avec	une	augmentation	

des	IFN-β,	IFN-γ,	IL-1b,	RANTES	et	de	la	protéine	MIP-1ɑ.	Il	s’est	avéré	que	la	réplication	

de	MERS-dORF3-5	était	moins	efficace	que	le	virus	sauvage,	expliquée	par	les	auteurs	par	

la	forte	réponse	inflammatoire	induite.	Les	protéines	ORF4a,	ORF4b	et	ORF5	ont	montré,	

une	à	une,	leur	fonction	antagoniste	de	la	voie	IFN	(Siu	et	al.	2014).	Comparé	à	ORF4b	et	

ORF5,	 la	protéine	ORF4a	présente	 la	plus	 forte	activité	 anti-inflammatoire	 (Yang	et	al.	

2013).	Le	mode	d’action	d’ORF4a	est	d’inhiber	 la	voie	de	signalisation	RIG-I/MDA5	en	

liant,	de	manière	ARN-dépendante,	le	facteur	PACT.	

	

Chez	 le	 SARS-CoV	 et	 SARS-CoV-2,	 les	 protéines	 ORF3b	 et	 ORF6	 participent	 à	

l’évasion	du	virus	à	la	réponse	immunitaire,	en	inhibant	l’expression	des	IFN-β.	ORF3b	

agit	 sur	 le	 facteur	 IRF3,	 alors	 qu’ORF6,	 empêche	 la	 translocation	 nucléaire	 du	 facteur	

STAT1	phosphorylé	(Kopecky-Bromberg	et	al.	2007;	Miorin	et	al.	2020;	Redondo	et	al.	
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2021).	ORF9b	participe	également	à	l’inhibition	de	la	réponse	immunitaire,	mais	par	des	

mécanismes	différents.	Transportée	jusqu’aux	mitochondries,	ORF9b	cible	le	signalosome	

MAVS	impliqué	dans	la	réponse	antivirale	par	les	RLR	(RIG-I-like	receptor)	(Shi	et	al.	2014).	

De	 plus,	 ORF9b	 agit	 sur	 le	 morphodynamisme	 mitochondrial,	 en	 provoquant	

l’ubiquitination	et	la	dégradation	par	le	protéasome	du	facteur	DRP1,	responsable	de	la	

fission	mitochondriale	(Shi	et	al.	2014).	Cette	étude	montre	également	qu’ORF9b	module	

la	voie	de	l’autophagie,	caractérisée	par	une	production	importante	d’autophagosome.		

	

Les	 protéines	 ORF3a	 et	 ORF7a	 du	 SARS-CoV	 sont	 des	 protéines	 pro-

inflammatoires,	puisqu’elles	stimulent	les	voies	de	signalisation	NF-kB	et	JNK	des	cellules	

A549	 (Kanzawa	 et	 al.	 2006).	 Le	 facteur	 NF-kB	 est	 notamment	 connu	 pour	 activer	 la	

transcription	 de	 plusieurs	 gènes	 pro-inflammatoires.	 A	 contrario,	 SARS-CoV-2-ORF7a	

inhibe	 la	 voie	 IFN	 après	 avoir	 été	 polyubiquitinée	 sur	 la	 Lys119	 par	 la	 machinerie	

cellulaire,	ce	qui	bloquerait	l’activité	du	facteur	STAT2	(Cao	et	al.	2021).		

	 	

Il	a	été	observé	que	plusieurs	protéines	accessoires	étaient	responsables	d’un	arrêt	

du	cycle	cellulaire	en	phase	G0/G1.	C’est	le	cas	des	protéines	ORF3a	et	ORF7a,	qui	module	

l’expression	 de	 la	 protéine	 cycline	 D3	 et	 inhibe	 la	 phosphorylation	 de	 la	 protéine	 de	

rétinoblastome	(Rb)	sur	les	résidus	Ser795	et	Ser809-811	(Yuan	et	al.	2006,	2007).	De	

plus,	 l’expression	 de	 ces	 protéines	 est	 responsable	 de	 l’activation	 de	 l’apoptose-

dépendante	 des	 caspases	 dans	 différents	 types	 cellulaires	 (Tan	 et	 al.	 2004;	 Law	 et	 al.	

2005;	Redondo	et	al.	2021).	ORF3b	semble	également	être	une	protéine	pro-apoptotique.		

	

De	manière	surprenante,	certaines	protéines	accessoires	peuvent	être	qualifiées	

de	protéines	structurales	par	leur	capacité	à	être	incorporées	dans	les	particules	lors	de	

l’assemblage.	 Des	 observations	 en	 microscopie	 électronique	 ont	 permis	 de	 montrer	

qu’ORF3a	était	associée	aux	particules	virales	(Ito	et	al.	2005;	Shen	et	al.	2005;	Huang	et	

al.	 2006b).	 Cependant,	 cette	 protéine	 n’a	 pas	 de	 fonction	 dans	 les	 mécanismes	

d’assemblage,	puisque	son	absence	n’abroge	pas	la	synthèse	de	VLP	(Shen	et	al.	2005).	De	

plus,	 il	 a	 été	 montré	 que	 des	 particules	 SARS-CoV-∆3a	 sont	 viables	 et	 se	 répliquent	

efficacement	 dans	 les	 cellules,	 confirmant	 la	 non-importance	 de	 cette	 protéine	 pour	

l’assemblage	 (Yount	 et	 al.	 2005).	 Les	 protéines	 ORF6,	 ORF7a	 et	 ORF7b	 sont	 aussi	

incorporées	dans	les	particules	virales,	comme	le	rapporte	plusieurs	études	(Huang	et	al.	
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2006a,	 2007;	 Schaecher	 et	 al.	 2007).	 Notamment,	 il	 a	 été	montré	 que	 le	 gène	ORF7b	

pouvait	être	substituée	par	celui	de	la	GFP,	permettant	la	production	de	particules	virales	

fluorescentes	(Sims	et	al.	2005).		

	

En	plus	de	 la	protéine	E,	une	activité	viroporine	a	également	été	observée	pour	

ORF3a,	ainsi	que	pour	ORF3	de	PEDV	et	ORF4a	de	HCoV-229E	(Wang	et	al.	2012;	Zhang	

et	al.	2014).	Leur	 fonction	viroporine	a	d’abord	été	un	postulat,	due	à	 leur	 localisation	

membranaire,	leur	état	oligomérique,	et	les	similitudes	de	leur	domaine	C-terminal	avec	

l’ATPase	calcium	de	Plasmodium	falciparum	et	la	porine	de	Shewanella	oneidensis.	Cette	

activité	 a	 par	 la	 suite	 été	 démontrée	 expérimentalement	 sur	 des	 ovocytes	 de	Xenopus	

laevis,	où	ORF3a	permettrait	le	passage	sélectif	des	ions	K+	(Lu	et	al.	2006).	Cependant,	

d’autres	études	ont	démontré	qu’ORF3a	ne	modifiait	pas	le	courant	électrique	au	niveau	

des	membranes	de	ces	ovocytes	(Grant	et	Lester	2021;	Miller	et	al.	2023).	
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1.6 			Le	cycle	viral	

 

 

 

Figure	12.	Les	étapes	du	cycle	viral	des	coronavirus.	

Deux	voies	possible	d’entrées	des	coronavirus	dans	leur	cellule	cible	ont	été	décrites,	la	voie	de	fusion	

à	la	surface	(ou	voie	précoce)	et	la	voie	endosomale.	La	voie	précoce	implique	une	fusion	directe	de	

la	 particule	 virale	 avec	 la	 membrane	 plasmique	 de	 la	 cellule.	 La	 voie	 endosomale	 nécessite	 une	
internalisation	du	virus	par	endocytose	afin	d’induire	avant	la	fusion.	Suite	à	cette	étape,	le	génome	

est	 relargué	 dans	 le	 cytoplasme	 et	 sert	 de	matrice	 ARNm	 pour	 les	 ribosomes	 cellulaires	 afin	 de	

synthétiser	 les	 protéines	 non-structurales	 (nsp),	 qui	 formeront	 le	 complexe	 de	

réplication/transcription	 viral.	 Le	 génome	 est	 ensuite	 répliqué	 (ARNg)	 et	 transcrit	 (ARNsg)	 à	

l’intérieur	de	vésicules	double-membranaires	(DMV)	issues	du	RE.	Les	protéines	structurales	S,	E	et	

M	sont	synthétisées	au	niveau	du	RE	et	sont	ensuite	exportées	vers	le	compartiment	ERGIC,	où	tous	
les	 constituants	 nécessaire	 à	 la	 formation	 des	 nouveaux	 virions	 sont	 adressés.	 Les	 virions	

néosynthétisées	sont	ensuite	transportés	par	voie	vésiculaire	jusqu’à	la	membrane	plasmique,	afin	

d’être	libérés	par	exocytose.	Figure	adaptée	de	V’kovski	et	al	2021.	
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1.6.1 			Attachement	à	la	cellule	cible	

	

L’initiation	 du	 cycle	 infectieux	 des	 coronavirus	 requiert	 deux	 étapes	

fondamentales	:	(i)	l’attachement	du	virus	à	sa	cellule	cible	et	(ii)	à	l’induction	de	la	fusion	

de	 l’enveloppe	 virale	 avec	 les	 membranes	 cellulaires,	 aboutissant	 au	 relargage	 de	 la	

nucléocapside	dans	le	cytoplasme	de	l’hôte.		

	

Ces	 étapes	 sont	 dépendantes	 de	 la	 protéine	 S.	 Comme	 décrit	 dans	 la	 section	

1.5.4.1,	la	sous-unité	S1	de	la	protéine	spike	contient	un	domaine	de	liaison	au	récepteur	

(RBD).	 Ce	 domaine	 RBD	 contient	 un	 motif	 de	 liaison	 au	 récepteur	 (RBM)	 qui	 est	

directement	 impliqué	dans	 les	 interactions	avec	 les	 récepteurs	cellulaires	exposés	à	 la	

surface.	Ces	récepteurs	ne	sont,	pour	 la	plupart,	pas	exprimés	de	 façon	ubiquitaire.	En	

d’autres	 termes,	 cela	 signifie	 qu’ils	 sont	 exprimés	 de	 manière	 tissu-dépendant.	 Par	

conséquent,	le	tropisme	cellulaire	des	coronavirus	est	dirigé	par	la	protéine	spike.	Cela	a	

notamment	pu	être	montré	grâce	à	la	génération	de	virus	MHV	chimériques.	Il	existe	une	

multitude	 de	 souches	 du	 virus	 MHV,	 avec	 des	 tropismes	 différents.	 Ces	 souches	 se	

distinguent	essentiellement	par	la	présence	de	variation	au	niveau	de	leur	protéine	S.	La	

souche	 JHM	 est	 une	 souche	 majoritairement	 neurotrope,	 induisant	 des	 encéphalites	

sévères.	En	revanche,	la	souche	MHV-2	se	réplique	davantage	dans	les	cellules	hépatiques.	

La	capacité	de	MHV-A59	à	induire	des	encéphalites	et	des	hépatites	montrent	que	cette	

souche	est	à	la	fois	neurotrope	et	hépatotrope.	Cependant,	la	recombinaison	de	la	protéine	

S	des	souches	 JHM	ou	MHV-2	avec	celle	de	 la	souche	MHV-A59	a	permis	d’augmenter,	

respectivement,	le	neurotropisme	et	le	tropisme	hépatique	de	cette	souche	(Navas	et	al.	

2001;	Navas	et	Weiss	2003).	Le	rôle	important	de	la	protéine	S	dans	le	tropisme	cellulaire	

des	coronavirus	a	également	pu	être	confirmé	chez	IBV	(Casais	et	al.	2003).	

	

Il	 existe	 une	 grande	 diversité	 de	 récepteurs	 cellulaires	 permettant	 au	 virus	 de	

s’attacher	à	la	surface.	A	ce	jour,	4	récepteurs	ont	été	identifiés.		

	

L’aminopeptidase	N	 (APN),	 aussi	 connu	 sous	 le	nom	de	CD13,	 est	 une	protéine	

transmembranaire	de	type	II.	C’est	une	protéine	de	la	famille	des	métalloprotéases	et	est	

exprimée	 dans	 de	 nombreux	 tissus	 cellulaires,	 comme	 les	 cellules	 respiratoires,	

intestinales	 et	 dans	 le	 SNC.	 Il	 a	 été	 montré	 qu’APN	 servait	 de	 récepteur	 à	 plusieurs	
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alphacoronavirus,	tels	que	le	sérotype	2	de	FCoV	et	CCoV,	TGEV,	PEDV	et	le	coronavirus	

humain	HCoV-229E.	L’interaction	de	ces	coronavirus	avec	le	récepteur	APN	s’effectue	de	

manière	espèce-dépendante.	

	

La	protéine	S	du	MERS-CoV	est	spécifique	au	facteur	dipeptidyl	peptidase	4	(DPP4	

ou	CD26)	pour	médier	 l’attachement	du	virus	à	 la	surface	de	 la	cellule	cible	 (Raj	et	al.	

2013).	 DPP4	 est	 une	 exopeptidase	 à	 sérine	 multifonctionnelle,	 notamment	 impliquée	

dans	la	régulation	de	la	réponse	immunitaire,	de	la	transduction	du	signal	et	de	l’apoptose.	

DPP4	 est	 très	majoritairement	 exprimé	 dans	 l’appareil	 digestif	 et	 rénal.	 Au	 niveau	 du	

système	respiratoire,	l’expression	de	DPP4	est	majoritaire	dans	les	bronches,	faisant	lien	

avec	 les	 pneumopathies	 sévères	 induites	 par	 le	 MERS-CoV.	 La	 structure	

cristallographique	 du	 complexe	 MERS-S-RBD/DPP4	 a	 pu	 être	 obtenue,	 permettant	

d’identifier	 2	 régions	 importantes	 pour	 l’interaction,	 où	 s’effectuent	 de	 nombreuses	

liaisons	énergétiquement	 faibles	(Wang	et	al.	2013).	La	substitution	Y499A	du	RBD	de	

MERS-CoV-S	 empêche	 totalement	 l’interaction	 entre	 le	 RBD	 et	 DPP4.	 L’analyse	 de	 la	

structure	 du	 complexe	 suggère	 que	 le	 résidu	 Y499	 effectue	 des	 liaisons	 hydrogènes	

essentielles	avec	R336	de	DPP4,	assurant	la	stabilité	du	complexe.		

	

Plusieurs	coronavirus	utilisent	l’enzyme	de	conversion	de	l’angiotensine	2	(ACE2)	

comme	récepteur	cellulaire.	ACE2	est	le	récepteur	clé	pour	l’infection	par	les	sarbecovirus	

humains	(SARS-CoV	;	SARS-CoV-2),	mais	aussi	par	HCoV-NL63	(Li	et	al.	2003;	Hofmann	et	

al.	2005;	Shang	et	al.	2020).	ACE2	est	une	protéine	transmembranaire	de	type	I,	exprimée	

par	les	cellules	endothéliales	pulmonaires,	cardiaques,	rénales	et	est	également	présente	

dans	le	tube	digestif.	Son	rôle	est	de	catalyser	la	conversion	de	l’angiotensine	1	et	2	en	

angiotensine	 (1-9)	 et	 (1-7).	 Par	 son	 activité,	 ACE2	 est	 au	 cœur	 des	 mécanismes	 de	

régulation	de	 la	pression	artérielle.	L’utilisation	du	récepteur	ACE2	par	 le	SARS-CoV-2	

peut	 être	 associée	 au	 développement	 de	 forme	 sévère	 de	 COVID-19	 chez	 des	 patients	

souffrant	 de	 comorbidités,	 comme	 l’hypertension.	 En	 effet,	 il	 semblerait	 que	 certains	

médicaments	hypertenseurs	entrainent	une	surexpression	du	récepteur	ACE2,	favorisant	

l’infection	(Cinaud	et	al.	2021).	

	

Le	quatrième	récepteur	identifié	est	la	molécule	CEACAM1	(molécules	d’adhérence	

cellulaire	 liées	 aux	 antigènes	 carcino-embryonnaires).	 C’est	 une	 protéine	
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transmembranaire	de	type	I	appartenant	à	la	grande	famille	des	immunoglobulines.	Elle	

assure	de	multiples	fonctions,	comme	dans	l’adhésion	et	la	signalisation	cellulaire.	A	ce	

jour,	MHV	est	le	seul	coronavirus	connu	à	utiliser	CEACAM1	comme	récepteur	cellulaire.	

Il	 a	 été	montré	 que	 le	 RBD	 de	MHV-A59	 interagissait	 avec	 le	 domaine	 N-terminal	 de	

CEACAM1	(Dveksler	et	al.	1993).	Cependant,	une	étude	a	démontré	que	la	neurovirulence	

de	 MHV-JHM	 était	 indépendante	 à	 CEACAM1.	 En	 effet,	 Miura	 et	 al.,	 ont	 observé	 une	

meilleure	efficacité	réplicative	de	MHV-JHM	dans	des	souris	déficientes	ceacam1-/-	(Miura	

et	 al.	 2008).	 Ces	 observations	 suggèrent	 que	 MHV-JHM	 puisse	 utiliser	 un	 récepteur	

alternatif	à	CEACAM1.	

	

Certains	 coronavirus,	 comme	 les	 betacoronavirus	 BCoV,	 HCoV-OC43	 et	 HCoV-

HKU1,	se	lient	à	des	acides	sialiques	terminaux	exposés	à	la	surface	de	la	cellule	cible	par	

des	glycoprotéines	ou	des	glycolipides	(Hulswit	et	al.	2019).	Cette	action	de	liaison	aux	

acides	sialiques	pourrait	s’expliquer	par	la	présence	de	la	protéine	HE	à	la	surface	de	ces	

virus	 (Desforges	 et	 al.	 2013).	 Pour	 d’autres	 coronavirus,	 les	 acides	 sialiques	 peuvent	

servir	de	facteur	d’attachement.	

	

Dans	 le	 but	 de	 favoriser	 l’interaction	 entre	 leur	 domaine	 RBD	 et	 le	 récepteur	

cellulaire	 principal,	 certains	 coronavirus	 peuvent	 être	 amenés	 à	 utiliser	 des	 facteurs	

d’attachement.	Notamment,	le	SARS-CoV,	le	SARS-CoV-2	et	HCoV-NL63	sont	connus	pour	

interagir	 avec	 des	 héparanes	 sulfates	 (HSPG).	 Les	 HSPG	 sont	 des	 protéoglycanes	

complexes	appartenant	à	la	famille	des	glycosaminoglycanes	(GAG).	Concernant	le	SARS-

CoV	 et	 le	 SARS-CoV-2,	 il	 a	 été	 montré	 que	 l’interaction	 avec	 les	 HSPG	 s’effectuait	 en	

complément	de	l’interaction	avec	le	récepteur	ACE2	(Lang	et	al.	2011;	Clausen	et	al.	2020).	

Cette	 interaction	semble	favoriser	 les	changements	conformationnels	du	domaine	RBD	

nécessaire	à	la	liaison	à	ACE2.	De	plus,	l’inhibition	de	l’interaction	du	RBD	avec	les	HSPG	

par	 la	 lactoferrine,	 ne	 permet	 plus	 l’infection	 de	 cellules	 HEK293E/ACE2	 par	 des	

particules	pseudovirales	de	SARS-CoV.	Ces	données	permettent	de	mettre	en	évidence	

l’importance	 des	 HSPG	 dans	 le	 cadre	 des	 infections	 à	 SARS-CoV	 et	 SARS-CoV-2.	

Concernant	HCoV-NL63,	il	a	été	démontré	que	ses	interactions	avec	les	HSPG	n’étaient	pas	

dépendantes	 de	 la	 protéine	 S,	 mais	 plutôt	 de	 la	 protéine	 M	 (Milewska	 et	 al.	 2014;	

Naskalska	et	al.	2019).		
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Certains	coronavirus	sont	en	mesure	d’utiliser	les	lectines	de	type-C	DC-/L-SIGN	

comme	 récepteur	 alternatif	 ou	 d’attachement.	 Ces	 lectines	 sont	 des	 récepteurs	 de	 la	

réponse	immunité	innée	(PRR)	et	reconnaissent	des	glycanes	riches	en	mannose	portés	

par	 des	 agents	 pathogènes	 (PAMP)	 exposés	 à	 la	 surface	 des	 cellules	 présentatrices	

d’antigène.	 L’utilisation	 de	 ces	 lectines	 comme	 récepteur	 a	 été	 rapportée	 pour	 les	

coronavirus	 FCoV,	 HCoV-229E,	 HCoV-NL63,	 SARS-CoV	 et	 SARS-CoV-2	 (Hofmann	 et	 al.	

2006;	Han	et	al.	2007a;	Regan	et	Whittaker	2008;	Amraei	et	al.	2021).	

	

1.6.2 			La	fusion	

 

Les	virus	sont	des	parasites	obligatoires.	Il	leur	est	donc	indispensable	de	délivrer	

leur	génome	dans	le	cytoplasme	d’une	cellule	cible	afin	que	celui-ci	soit	répliquer.	C’est	

pourquoi,	suite	à	l’attachement	au	récepteur,	les	virus	enveloppés	doivent	fusionner	leur	

enveloppe	avec	une	membrane	cellulaire,	afin	de	créer	un	pore	permettant	le	passage	du	

génome	viral	vers	le	cytoplasme.		

	

Les	mécanismes	de	fusion	des	coronavirus	sont	contrôlés	par	la	protéine	S,	grâce	

au	peptide	de	fusion	(FP)	contenu	dans	la	sous-unité	S2.	Il	existe	deux	modes	d’entrée	des	

coronavirus	dans	 leur	 cellule	 cible.	 Le	premier	mode	d’entrée	 consiste	 en	 la	 fusion	de	

l’enveloppe	virale	directement	à	la	surface	cellulaire	(voie	précoce),	alors	que	le	second	

mode	 s’effectue	 par	 l’intermédiaire	 du	 compartiment	 endolysosomal,	 nécessitant	 au	

préalable	l’internalisation	du	virus	par	endocytose	(voie	endosomale).	Lors	de	l’étape	de	

fusion,	 la	protéine	S	 subit	d’importants	 changements	 conformationnels,	 afin	de	passer	

d’un	 état	 «	préfusion	»	 vers	 un	 état	 «	postfusion	».	 Ces	 changements	 conformationnels	

peuvent	 être	 induits	 (i)	 directement	 après	 liaison	 au	 récepteur	 cellulaire,	 (ii)	 par	

exposition	à	un	pH-acide,	(iii)	ou	par	clivage	protéolytique.		

	

IBV	est	un	rare	coronavirus	pour	 lequel	 il	 a	été	montré	qu’un	pH	acide	pouvait	

activer	la	fusion	(Chu	et	al.	2006).	Pour	la	plupart	des	coronavirus,	il	a	été	montré	que	la	

fusion	était	activé	par	un	clivage	protéolytique	de	la	protéine	spike.	Différentes	protéases	

cellulaires	peuvent	médier	la	fusion	des	coronavirus	et	leur	localisation	va	conditionner	

le	mode	d’entrée	(précoce	ou	tardif)	du	virus.	Ainsi,	la	protéase	TMPRSS2	exprimée	à	la	

surface	 des	 cellules	 au	 niveau	 des	 tissus	 respiratoires	 joue	 un	 rôle	 fondamental	 dans	
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l’entrée	 des	 coronavirus	 SARS-CoV,	 SARS-CoV-2	 et	 MERS-CoV	 (Glowacka	 et	 al.	 2011;	

Shirato	et	al.	2013;	Bestle	et	al.	2020).	En	absence	de	cette	protéase,	le	virus	est	internalisé	

et	la	fusion	peut	être	activée	par	des	protéases	endosomales,	telles	que	les	cathepsines	

(Simmons	et	al.	2005;	Zhao	et	al.	2021).	

	

Le	clivage	des	protéines	spike	au	niveau	de	la	région	S2’	(voir	Figure	9A)	est	central	

dans	l’activation	de	la	fusion	afin	d’exposer	le	peptide	de	fusion	qui	est	alors	libre	pour	

s’insérer	dans	la	membrane	de	la	cellule	cible	(Belouzard	et	al.	2009;	Madu	et	al.	2009;	

Jackson	et	al.	2022)	(Figure	13).	La	sous-unité	S2	adopte	alors	une	structure	pré	tige-

boucle	(«	prehairpin	»).	A	ce	stade,	les	domaines	HR1	et	HR2	sont	étendus	et	alignés.	Une	

restructuration	des	domaines	HR1	et	HR2	s’ensuit,	induisant	la	formation	d’un	faisceau	

de	6	hélices	alphas.	Cette	restructuration	provoque	un	rapprochement	de	la	membrane	

virale	 et	 cellulaire	 avec	 une	 juxtaposition	 du	 peptide	 de	 fusion	 et	 du	 domaien	

transmembranaire	de	la	protéine	et	permet	de	former	le	pore	de	fusion	à	travers	lequel	

la	nucléocapside	transitera	pour	rejoindre	le	cytoplasme	de	la	cellule	cible.		

	

Le	rôle	du	clivage	de	la	jonction	S1/S2	dans	l’entrée	dépend	probablement	du	virus.	

Ainsi	pour	le	SARS-CoV	dont	la	spike	n’est	pas	clivée	lors	de	sa	synthèse,	un	clivage	lors	

de	l’entrée	de	cette	jonction	est	importante	pour	faciliter	le	clivage	en	S2’	(belouzard	et	al.	

2009)	contrairement	au	virus	HCoV-229E	(Bonnin	et	al.	2018).	Le	SARS-CoV-2	possède	

un	site	polybasique	au	niveau	de	cette	jonction.	Il	a	été	démontré	que	cette	séquence	est	

clivée	par	la	furine	(Hoffmann	et	al.	2020).	La	furine	est	une	protéase	présente	à	la	surface	

cellulaire,	 dans	 le	 TGN	 et	 dans	 le	 compartiment	 endolysosomal	 grâce	 à	 un	 motif	 de	

recyclage	contenu	dans	son	domaine	cytoplasmique	et	permettant	le	transport	rétrograde	

de	 la	 protéine	 (Bosshart	 et	 al.	 1994;	 Molloy	 et	 al.	 1994).	 Le	 remplacement	 du	 site	

polybasique	 par	 un	 site	 monobasique	 permet	 une	meilleure	 propagation	 du	 virus	 en	

cellules	 Vero-E6,	 cependant,	 cet	 avantage	 est	 perdu	 en	 cellules	 Calu-3,	 cellules	 qui	

expriment	TMPRSS2	(Johnson	et	al.	2021).	Les	modifications	du	site	de	clivage	affectent	

aussi	la	pathogénicité	du	virus	en	modèle	animal	(Johnson	et	al.	2021).	
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Figure	13.	Mécanismes	d’attachement	et	de	fusion	du	SARS-CoV-2.	

Le	domaine	RBD	d’un	monomère	de	protéine	S	oscille	entre	une	conformation	ouverte	(«	up	»)	et	une	

conformation	fermée	(«	down	»).	La	conformation	ouverte	permet	la	liaison	du	récepteur	ACE2.	Après	

clivage	de	la	protéine	spike	qui	permt	la	dissociation	du	domaine	S1	et	la	libération	du	peptide	de	fusion,	
ce	dernier	va	s’ancrer	dans	une	membrane	de	la	cellule	cible	(stade	pré	tige-boucle).	Les	changements	

conformationnels	 successifs	 entrainent	 la	 formation	 d’un	 faisceau	 de	 6	 hélices,	 provoquant	 le	

rapprochement	et	la	fusion	des	membranes	virales	et	cellulaires	aboutissant	à	la	formation	d’un	pore	à	

travers	lequel	sera	relargué	l’ARN	génomique	viral.	Figure	adaptée	de	Jackson	et	al.	2022.	
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1.6.3 			Réplication	et	transcription	du	génome	

 

Afin	de	produire	des	nouveaux	virions,	le	génome	viral	doit	être	traduit,	répliqué	

et	 transcrit	 après	 sa	 libération	dans	 le	 cytoplasme	de	 la	 cellule	hôte.	Dans	un	premier	

temps,	la	nucléocapside	est	dénudée	afin	de	libérer	le	génome	viral,	qui	servira	de	matrice	

ARNm	pour	les	ribosomes.	Ces-derniers	vont	traduire	ORF1a	et	ORF1b	directement	sur	

l’ARN	génomique	(ARNg).	Par	ailleurs,	cet	ARNg	se	comporte	comme	un	ARN	messager	

eucaryote,	puisque	l’initiation	de	la	traduction	est	dépendante	de	la	coiffe	m7G	et	un	scan	

de	 la	 région	 5’-UTR	 est	 réalisé.	 La	 traduction	 de	 ORF1a	 permet	 de	 synthétiser	 la	

polyprotéine	 pp1a,	 et	 celle	 de	 ORF1b	 permet	 la	 synthèse	 de	 pp1ab.	 Ces	 deux	

polyprotéines	sont	les	précurseurs	de	l’ensemble	des	protéines	non-structurales.	ORF1a	

et	ORF1b	ont	la	particularité	de	partager	un	unique	codon	d’initiation	pour	la	traduction.	

L’expression	d’ORF1b	est	permise	grâce	à	un	décalage	du	cadre	de	lecture	d’un	nucléotide	

en	 arrière	 (-1).	 Ce	 décalage	 est	 permis	 par	 la	 présence	 d’une	 structure	 ARN	 de	 type	

pseudonœud	ainsi	que	d’une	séquence	«	glissante	»	de	7-nt	(5’-UUUAAAC-3’)	commune	à	

tous	les	coronavirus,	et	situés	juste	en	amont	du	codon	stop	d’ORF1a.	Chez	MHV	et	SARS-

CoV-2,	il	est	estimé	que	le	décalage	-1	du	cadre	de	lecture	s’effectue	dans	50	à	70	%	des	

cas	(Irigoyen	et	al.	2016;	Finkel	et	al.	2021).	

	

Après	maturation	des	polyprotéines	pp1a	et	pp1ab,	les	protéines	non-structurales	

s’associent	 pour	 former	 le	 complexe	 de	 réplication/transcription	 viral	 (RTC).	 La	

formation	du	RTC	et	les	étapes	de	réplication	et	de	transcription	de	l’ARNg	se	déroulent	

au	 sein	 de	 vésicules	 double-membranaires	 (DMV)	 qui	 dérivent	 du	 réticulum	

endoplasmique	(Knoops	et	al.	2008).	Il	a	été	montré	que	la	formation	de	ces	DMV	était	

induite	par	les	protéines	nsp3,	nsp4	et	nsp6	(Angelini	et	al.	2013).	Ainsi,	la	synthèse	d’ARN	

viraux	 dans	 des	 compartiments	 physiquement	 séparés	 du	 cytoplasme,	 permettrait	 de	

masquer	les	ARN	double-brins	intermédiaires	aux	senseurs	de	l’immunité	innée,	tels	que	

les	récepteurs	de	type	RLR	(Rig-I-like	receptor).	

	

Une	 fois	 la	 formation	 du	 RTC	 achevée,	 celui-ci	 s’associe	 avec	 l’extrémité	 3’	 de	

l’ARNg	positif,	afin	de	synthétiser	une	molécule	intermédiaire	complémentaire	(-)ARNg	

par	une	synthèse	ARN	dite	«	continue	».	Cet	intermédiaire	servira	ensuite	de	matrice	pour	

synthétiser	 de	 nouvelles	 copies	 (+)ARNg.	 Il	 existe	 également	 une	 synthèse	 ARN	 dite	
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«	discontinue	»,	 permettant	 la	 transcription	 des	 gènes	 localisés	 dans	 la	 région	 3’	 du	

génome	et	codant	les	différentes	protéines	structurales	et	accessoires.	La	transcription	de	

ces	gènes	se	fait	sous	la	forme	d’ARN	sous-génomiques	(ARNsg),	qui	ont	la	particularité	

de	posséder	les	mêmes	extrémités	5’	et	3’,	ce	qui	en	fait	un	caractère	propre	aux	Nidovirus.	

La	transcription	du	génome	est	possible	grâce	à	la	présence	de	«	séquences	de	régulations	

transcriptionnelles	»	(TRS),	situées	en	amont	de	chaque	ORF	de	l’extrémité	3’	(TRSB)	ainsi	

que	dans	la	région	5’-leader	(TRSL).	Chez	le	SARS-CoV	et	le	SARS-CoV-2,	cette	séquence	

TRS	a	été	définie	 comme	5’-ACGAAC-3’.	Lors	de	 la	 synthèse	d’un	 (-)ARNsg,	un	modèle	

propose	que	le	RTC	fasse	une	pause	au	niveau	d’un	TRSB.	Ensuite,	le	complexe	RTC	ferait	

un	«	saut	»	jusqu’au	TRSL	du	(+)ARNg	servant	de	matrice,	dû	à	une	complémentarité	des	

séquences.	Il	est	possible	qu’une	interaction	ARN-ARN	entre	le	(+)ARNg	et	le	(-)ARNsg	

s’établisse	entre	le	TRSL	et	le	TRSB,	permettant	le	saut	du	RTC,	et	résultant	en	une	synthèse	

ARN	 discontinue.	 Les	 intermédiaires	 (-)ARNsg	 serviront	 ensuite	 de	 matrice	 pour	 la	

synthèse	des	(+)ARNsg,	qui	seront	eux-mêmes	traduits	par	la	machinerie	ribosomale	de	

l’hôte	pour	produire	les	protéines	structurales	et	accessoires.		

	

1.6.4 			Encapsidation,		bourgeonnement	et	sécrétion	

	

1.6.4.1 			Encapsidation	du	génome	

 

Après	les	étapes	de	réplication	et	de	transcription	réalisés	par	le	RTC,	le	génome	

viral	sort	des	DMV	en	traversant	un	pore	qui	semble	être	formé	par	un	homohexamère	de	

protéine	nsp3	(∼1,2	MDa)	(Wolff	et	al.	2020).	Une	fois	localisées	dans	le	cytoplasme,	les	

molécules	d’ARNg	 interagissent	avec	 les	protéines	N	néosynthétisées	afin	de	 former	 la	

nucléocapsides	des	futurs	virions.	Il	a	été	montré	que	la	protéine	N	des	coronavirus	MHV	

et	SARS-CoV-2	est	localisée	proche	du	pore	des	DMV	à	travers	lequel	transite	le	génome	

viral,	facilitant	ainsi	l’interaction	avec	ce-dernier.		

	

La	 protéine	 N	 est	 une	 protéine	 à	 multi-domaines	 (voir	 chapitre	 1.5.4.3).	 Elle	

interagit	avec	l’ARNg	via	son	domaine	de	liaison	à	l’ARN	situé	dans	la	partie	N-terminale	

de	 la	 protéine	 (Bai	 et	 al.	 2021).	 Au	 niveau	 de	 l’ARNg,	 l’interaction	 avec	 la	 protéine	N	

s’effectue	 au	niveau	de	 signaux	 spécifiques	 («	packaging	 signal	»),	 d’une	 taille	 variable	
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selon	le	virus.	Chez	le	SARS-CoV,	il	a	été	montré	in	silico	que	ces	signaux	étaient	longs	de	

70-nt	et	se	localisaient	proche	de	l’extrémité	3’	d’ORF1b,	région	la	plus	variable	de	ce	gène	

(Qin	 et	 al.	 2003).	 Chez	 le	 SARS-CoV-2,	 ces	 signaux	 n’ont	 pas	 encore	 été	 déterminés.	

L’interaction	entre	 la	protéine	N	et	 l’ARNg	est	à	 l’origine	de	 la	 formation	de	 la	capside	

hélicoïdale	 des	 coronavirus,	 dont	 la	 formation	 est	 une	 étape	 indispensable	 pour	

l’incorporation	du	génome	au	sein	des	nouveaux	virions	(Hsieh	et	al.	2005).	En	effet,	Hsieh	

et	al.,	ont	démontré	un	défaut	d’incorporation	d’un	ARN	témoin	fluorescent	dans	des	VLP	

de	type	SARS-CoV	déficientes	en	protéine	N.	De	plus,	l’incorporation	du	complexe	N-ARNg	

dans	les	nouveaux	virions	dépend	de	l’interaction	directe	entre	les	protéines	N	et	M	au	

niveau	de	leur	domaine	C-terminale	(Luo	et	al.	2006).		

	

1.6.4.2 	Bourgeonnement	

 

Rôle	de	la	protéine	M	

	

La	protéine	M	est	la	protéine	la	plus	représentée	à	la	surface	des	particules.	De	plus,	

cette	protéine	est	considérée	comme	le	moteur	de	l’assemblage	des	coronavirus.	En	effet,	

il	est	connu	que	la	protéine	M	est	engagée	dans	des	interactions	intermoléculaires	avec	

l’ensemble	des	protéines	structurales	(Masters	2006).	Elle	est	également	impliquée	dans	

des	 interactions	homotypiques	grâce	à	des	 contacts	multiples	au	niveau	des	 segments	

transmembranaires	et	de	la	queue	C-terminale	(De	Haan	et	al.	2000;	Neuman	et	al.	2011).	

Ces	 interactions	 homotypiques	 résultent,	 donc,	 en	 l’oligomérisation	 de	M,	 récemment	

confirmée	par	la	résolution	de	la	structure	3D	de	la	protéine	(Dolan	et	al.	2022;	Zhang	et	

al.	2022).	L’oligomérisation	de	M	joue	un	rôle	important	dans	le	processus	d’assemblage.	

En	effet,	M	est	en	mesure	de	former	des	homodimères,	qui	s’associeront	par	la	suite	en	

tétramères	 et	 hexamères	 (Zhang	 et	 al.	 2022).	 Ainsi,	 l’oligomérisation	 de	M	 permet	 la	

formation	d’une	matrice	protéique	dans	laquelle	viendront	s’insérer	les	protéines	S	et	E.		

	

Comme	 discuté	 en	 1.5.4.5,	 la	 protéine	 M	 a	 été	 décrite	 sous	 deux	 conformères	

(Neuman	 et	 al.	 2011	;	 Zhang	 et	 al.	 2022).	 Une	 forme	 allongée	 (MLONG)	 et	 une	 forme	

compactée	(MCOMPACT)	ont	été	observées	par	cryo-EM.	Il	a	été	suggéré	par	Neuman	et	al.,	

que	 MLONG	 était	 le	 conformère	 favorable	 à	 l’assemblage	 des	 particules.	 Dans	 cet	 état,	

l’endodomaine	de	 la	protéine	est	davantage	exposé	côté	cytoplasmique,	 ce	qui	permet	
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l’interaction	avec	 le	complexe	N-RNA	et	donc	son	 incorporation	dans	 les	virions.	 Il	est	

possible	que	la	transition	entre	les	deux	conformations	soit	liée	à	la	présence	du	complexe	

N-RNA	 dans	 l’environnement	 de	M.	 De	 plus,	 MLONG	 semble	 être	 davantage	 en	mesure	

d’interagir	 avec	 la	 protéine	 S	 que	 le	 conformère	 MCOMPACT.	 Également,	 MLONG	 serait	 à	

l’origine	 de	 courbure	 de	 la	 membrane,	 permettant	 d’initier	 le	 bourgeonnement	 des	

particules.	En	conclusion,	la	conformation	adoptée	par	la	protéine	M	joue	probablement	

un	rôle	important	dans	les	étapes	d’assemblage.	

	

Il	 est	 largement	admis	que	 la	 co-expression,	 à	minima,	des	protéines	M	et	E	en	

culture	cellulaire	permet	la	production	de	VLP	(Vennema	et	al.	1996;	Baudoux	et	al.	1998;	

Corse	et	Machamer	2000;	Liang	et	al.	2019)	pour	certains	coronavirus.	Dans	le	contexte	

du	SARS-CoV,	 la	protéine	N	semble	être	requise	pour	produire	ces	particules,	bien	que	

certaines	études	parviennent	à	produire	des	VLP	en	l’absence	de	SARS-CoV-N	(Siu	et	al.	

2008).	 Par	 conséquent,	 cela	 démontre	 l’importance	 des	 interactions	 M-E	 pour	

l’assemblage	des	particules	(Corse	et	Machamer	2003).	L’expression	de	la	protéine	E	du	

coronavirus	 MHV-A59	 induit	 d’importants	 réarrangements	 membranaires	 des	

membranes	 pré-golgiennes	 (Raamsman	 et	 al.	 2000).	 De	 plus,	 des	 aberrations	

morphologiques	 ont	 été	 observées	 après	 l’insertion	 de	mutations	 dans	 le	 domaine	 C-

terminal	de	MHV-E,	avec	des	virions	à	 la	structure	allongée	(Fischer	et	al.	1998).	 Il	est	

donc	 fort	 possible	 qu’un	 défaut	 dans	 le	 mécanisme	 de	 scission	 soit	 à	 l’origine	 de	

l’allongement	des	virions.	

	

Le	domaine	C-terminal	de	 la	protéine	M	joue	également	un	rôle	 important	pour	

l’assemblage.	 Chez	 MHV-M,	 l’introduction	 de	 mutation	 dans	 la	 séquence	 conservée	

SWWSFNPETNNL	 abroge	 la	 formation	 de	 VLP	 (Arndt	 et	 al.	 2010).	 Cette	 séquence	 se	

situant	du	côté	C-terminal,	il	se	pourrait	qu’elle	soit	importante	pour	la	dimérisation	de	la	

protéine.		

	

Rôle	des	modifications	post-traductionnelles	

	

L’assemblage	des	coronavirus	semble	également	dépendre	des	modifications	post-

traductionnelles	de	certaines	protéines	structurales.	En	effet,	il	a	récemment	été	montré	

que	le	résidu	K15	de	la	protéine	M	du	SARS-CoV-2	était	ubiquitiné	par	l’ubiquitine	ligase	
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E3	 RNF5	 (Yuan	 et	 al.	 2022).	 La	 stabilité	 du	 complexe	 M-E	 semble	 dépendre	 de	

l’ubiquitination	 de	 K15.	 Les	 auteurs	 ont	 observé	 par	 microscopie	 électronique	 une	

diminution	de	particules	de	SARS-CoV-2	sécrétées	après	avoir	diminué	 l’expression	de	

RNF5.	Chez	le	coronavirus	MHV,	la	protéine	E	est	palmitoylée	sur	trois	résidus	de	cystéine	

(C40,	C44	et	C47).	La	mutation	de	ces	 trois	résidus	en	alanine	ou	en	glycine	abroge	 la	

synthèse	de	VLP,	bien	que,	ni	le	trafic	intracellulaire	de	MHV-E,	ni	l’interaction	entre	M	et	

E	 n’aient	 été	 impactés	 (Boscarino	 et	 al.	 2008).	 La	 protéine	 MHV-S	 porte	 aussi	 des	

palmitoylations	importantes	sur	plusieurs	résidus	de	cystéine.	En	effet,	l’utilisation	d’un	

inhibiteur	de	palmitoyl-acyltransférases	impacte	la	formation	du	complexe	M-S,	et	donc	

l’incorporation	de	spike	dans	les	particules	(Thorp	et	al.	2006).		

	

Trafic	intracellulaire	des	protéines	structurales	

	

Alors	 que	 certains	 virus	 enveloppés	 à	 ARN	 s’assemblent	 et	 bourgeonnent	 à	 la	

membrane	plasmique,	les	coronavirus	effectuent	ces	étapes	au	niveau	du	compartiment	

intermédiaire	entre	le	RE	et	l’appareil	de	Golgi	(ERGIC)	(Klumperman	et	al.	1994;	Stertz	

et	 al.	 2007).	 Il	 est	 donc	 primordial	 que	 l’ensemble	 des	 facteurs	 impliqués	 dans	

l’assemblage	 soient	 adressés	 et	 retenus	 au	 niveau	du	ERGIC.	 Cependant,	 les	 protéines	

virales	ont	tendance	à	se	localiser	au-delà	du	site	ERGIC.	C’est	le	cas	de	la	protéine	M	du	

MERS-CoV,	 qui	 est	 retenue	 au	 niveau	 du	 réseau	 trans-golgien	 (TGN)	 en	 transfection	

transitoire	 (Perrier	 et	 al.	 2019).	 De	 plus,	 l’ajout	 de	 O-	 ou	 N-glycosylations	 	 de	 type	

complexes	confirme	le	trafic	de	la	protéine	jusqu’au	TGN	(Voß	et	al.	2006).	En	revanche,	

IBV-M	est	retenue	plutôt	au	niveau	du	compartiment	cis-golgien	(Machamer	et	al.	1990).	

En	cellules	infectées,	des	données	préliminaires	obtenues	au	laboratoire	montrent	que	la	

protéine	M	est	présente	dans	toute	la	voie	de	sécrétion,	suggérant	un	rôle	des	interactions	

protéine-protéine	dans	 le	 trafic	 intracellulaire	 de	M.	 Concernant	 la	 protéine	 S,	 il	 a	 été	

observé	 qu’elle	migre	 jusqu’à	 la	 surface	 cellulaire,	 en	 cohérence	 avec	 la	 formation	 de	

syncytia.	De	plus,	la	protéine	spike	arbore	de	nombreuses	glycosylations	spécifiques	du	

Golgi.	 Quant	 à	 la	 protéine	 E,	 elle	 est	 davantage	 retenue	 au	 niveau	 des	 compartiments	

ERGIC/Golgi	(Venkatagopalan	et	al.	2015).	

	

La	protéine	S	possède	un	motif	de	recyclage	KxHxx	lui	permettant	d’interagir	avec	

la	protéine	de	manteau	COPI	(coatomer	protein	I)	impliquée	dans	le	transport	rétrograde.	
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Principalement	 localisée	à	 la	surface	cellulaire,	 la	protéine	S	peut	ainsi	être	rappatriée	

vers	le	site	d’assemblage,	où	les	interactions	avec	la	protéine	M	permettraient	de	la	retenir	

au	 niveau	du	ERGIC	 (McBride	 et	 al.	 2007;	Boson	 et	 al.	 2021).	 L’étude	de	Boson	et	 al.,	

montre	que	 la	protéine	E	 est	 aussi	 impliquée	dans	 la	 rétention	de	 spike	 au	niveau	du	

ERGIC.	 Son	 activité	 viroporine	 induirait	 un	 ralentissement	 de	 la	 voie	 de	 sécrétion,	

favorisant	 la	 rétention	 de	 spike	 au	 niveau	 des	 compartiments	 intracellulaires.	 Pour	 la	

protéine	M	du	MERS-CoV,	des	données	obtenues	au	laboratoire	montrent	que	la	mutation	

des	 motifs	 199KxGxYR204	 ou	 211DxE213,	 importants	 pour	 le	 trafic	 intracellulaire	 de	 la	

protéine,	 empêche	 la	 formation	 et	 la	 sécrétion	 de	 particules	 virales	 infectieuses	

(Desmarets	et	al.	2023,	manuscrit	soumis).		

	

1.6.4.3 Sécrétion	

	

L’ultime	 étape	 dans	 le	 cycle	 de	 vie	 des	 virus	 est	 la	 sécrétion	 des	 nouvelles	

particules	après	leur	assemblage	dans	le	ERGIC.	Il	est	admis	qu’après	l’assemblage	et	le	

bourgeonnement	 des	 nouveaux	 virions,	 ces-derniers	 transitent	 à	 travers	 l’appareil	 de	

Golgi,	 puis	 par	 voie	 vésiculaire,	 rejoignent	 la	 membrane	 plasmique	 afin	 qu’ils	 soient	

libérés	 par	 exocytose.	 Ce	 mécanisme	 de	 sécrétion	 est	 notamment	 le	 cas	 du	 virus	 de	

l’hépatite	C,	de	la	dengue	ou	encore	du	Nil	Occidental.		

	

Les	mécanismes	de	sécrétion	des	coronavirus	sont	encore	mal	compris	et	plusieurs	

hypothèses	 sont	 envisagées	.	 Tout	 d’abord,	 il	 a	 longtemps	 été	 considéré	 que	 les	

coronavirus	utilisaient	la	voie	de	sécrétion	constitutive.	Chez	les	coronavirus,	la	protéine	

E	 semble	 également	 avoir	 une	 fonction	 dans	 le	 transit	 des	 particules	 vers	 la	 surface	

cellulaire.	En	effet,	des	mutations	dans	son	domaine	transmembranaire,	nécessaire	pour	

l’oligomérisation	et	l’activité	canal	ionique	de	la	protéine,	induisent	une	diminution	de	la	

quantité	de	particules	virales	sécrétées	(Ye	et	Hogue	2007).	De	plus,	des	particules	TGEV	

recombinantes	déficientes	en	protéine	E	(rTGEV∆E)	sont	retenues	dans	la	voie	sécrétion,	

entre	le	RE	et	le	cis-golgi	(Ortego	et	al.	2007).	En	revanche,	lorsque	les	cellules	infectées	

par	 rTGEV∆E	expriment	TGEV-E,	 les	particules	virales	 sont	visibles	dans	des	vésicules	

d’exocytose.	Une	étude	rapporte	aussi	que	les	particules	de	SARS-CoV-2	sont	observées	

dans	de	petites	vésicules	de	sécrétion	(Eymieux	et	al.	2021).	
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	 Une	 étude	 récente	 a	 montré	 que	 les	 betacoronavirus	 utiliseraient	 une	 voie	 de	

sécrétion	non-canonique	pour	sortir	de	la	cellule	hôte,	puisque	des	particules	de	MHV	et	

de	SARS-CoV-2	ont	été	détectées,	par	microscopie	électronique	à	transmission,	dans	des	

vésicules	endolysosomales	 (Ghosh	et	al.	2020).	Par	ailleurs,	 le	 coronavirus	PEDV	avait	

également	 été	 observé	 dans	 des	 lysosomes	 (Ducatelle	 et	 Hoorens	 1984).	 Si	 la	 voie	

lysosomale	est	utilisée	par	les	coronavirus	pour	sortir	de	la	cellule	hôte,	il	est	nécessaire	

qu’une	désacidification	des	vésicules	ait	lieu,	afin	d’empêcher	l’action	des	protéases.	En	

cellules	infectées,	cette	étape	de	désacidification	a	été	observée,	et	pourrait	être	induite	

par	 l’activité	 canal	 ionique	de	 la	protéine	ORF3a	 (Ghosh	et	 al.	 2020).	Egalement,	 cette	

protéine	réside	dans	les	lysosomes,	comme	l’indique	la	co-localisation	avec	le	marqueur	

LAMP1.	Chez	le	SARS-CoV,	il	a	également	été	suggéré	que	l’activité	canal	ionique	de	ORF3a	

était	requise	pour	la	libération	des	nouveaux	virions	(Lu	et	al.	2006).		

	

Il	a	aussi	été	montré	qu’ORF3a	du	SARS-CoV-2	modulait	la	voie	d’autophagie	afin	de	

promouvoir	 la	 sécrétion	 des	 particules	 par	 les	 lysosomes	 (Chen	 et	 al.	 2021).	 En	 effet,	

ORF3a	perturbe	la	fusion	des	autophagosomes	avec	les	lysosomes,	ce	qui	aurait	induit	la	

dégradation	du	contenu	intravésiculaire	(Miao	et	al.	2021).	Pour	cela,	ORF3a,	retenu	au	

niveau	des	endosomes	tardifs/lysosomes,	séquestre	le	facteur	VPS39.	Ce	facteur	est	une	

sous-unité	du	complexe	HOPS	médiant	la	fusion	autophagosomes-lysosomes.	Cependant,	

une	telle	activité	de	SARS-CoV-2-ORF3a	n’a	pas	été	confirmé	avec	son	homologue	chez	le	

SARS-CoV.	Par	conséquent,	d’autres	mécanismes	permettant	aux	particules	de	transiter	

jusqu’à	la	membrane	plasmique	par	l’intermédiaire	des	lysosomes	pourraient	exister.	

	

1.7 La	N-glycosylation	

 

1.7.1 			Généralités	

 

La	glycosylation	est	une	réaction	biochimique	commune	à	tous	les	êtres	vivants.	Elle	

consiste	en	 la	 liaison	covalente	de	glucides,	souvent	aux	structures	complexes,	sur	des	

molécules.	Ces	molécules	peuvent	être	de	nature	protéique	ou	 lipidique.	L’ajout	de	ces	

glucides	 s’effectue	 sur	 des	 sites	 accepteurs.	 Ainsi,	 on	 distingue	 différents	 types	 de	

glycosylation,	dont	deux	principales	:	la	N-	et	O-glycosylation.	On	parle	de	N-glycosylation	
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quand	une	chaine	glucidique	est	ajoutée	sur	la	fonction	NH	d’une	asparagine	appartenant	

à	une	séquence	consensus	Asn-X-Ser/Thr,	où	X	correspond	à	n’importe	quel	acide-aminé	

sauf	une	proline.	La	O-glycosylation	correspond	à	l’addition	de	glucide	sur	la	fonction	OH	

des	acides-aminés	sérines	ou	thréonines.	Cependant,	aucune	séquence	consensus	n’a	été	

identifiée.		

	

Il	existe	3	types	de	N-glycanes	:	(1)	riches	en	mannose	ou	oligomannose,	(2)	hybrides	

et	(3)	complexes	(Figure	14).	Chaque	N-glycane	partage	une	structure	commune	de	type	

(Man3GlcNAc2)-Asn.	Cette	structure	commune	est	étendue	exclusivement	par	des	résidus	

mannoses	pour	 les	glycanes	oligomannoses,	 alors	que	 les	glycanes	complexes	peuvent	

posséder	 jusqu’à	5	branches,	 toutes	 initiées	par	un	résidu	GlcNAc	et	allongées	par	des	

unités	 N-acétyllactosamines	 ([Galß1-4GlcNAc]).	 Des	 résidus	 fucosylées	 peuvent	 être	

ajoutés,	 ainsi	 que	 des	 acides	 sialiques	 aux	 extrémités.	 Enfin,	 les	 glycanes	 hybrides	

correspondent	à	des	structures	intermédiaires	entre	oligomannose	et	glycane	complexe,	

présentant	les	caractéristique	de	chacun	d’entre	eux.	

	

La	N-glycosylation	assure	plusieurs	fonctions	sur	les	glycoprotéines	:	(i)	de	contrôle	

qualité	du	repliement	des	protéines,	(ii)	elle	augmente	la	solubilité,	(iii)	est	importante	

pour	l’activité	des	protéines	et	(iiii)	agit	sur	l’antigénicité.	

	

	

Figure	 14.	 Représentations	 schématiques	 des	 N-glycanes	 riches	 en	 mannose,	 complexes	 et	
hybrides.	Figure	adaptée	de	Varki	et	al.	2022.	
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1.7.2 			La	voie	de	biosynthèse	des	N-glycanes	

 

La	N-glycosylation	des	protéines	est	un	processus	qui	est	organisé	au	sein	des	cellules	

eucaryotes.	 En	 effet,	 la	 synthèse	 s’initie	 au	 niveau	 du	 RE	 puis	 s’achève	 à	 travers	 les	

diverses	 citernes	de	 l’appareil	de	Golgi	 (Figure	15)	 (Varki	et	 al.	2022).	Ce	mécanisme	

débute	 par	 la	 synthèse	 d’un	 précurseur	 oligosaccharidique	 conjugué	 à	 un	 lipide	

polyisoprénique,	 le	 dolichol-pyrophosphate	 (Dol-P)	 ancré	 dans	 la	 membrane	 du	 RE.	

L’initiation	 de	 la	 synthèse	 de	 ce	 précurseur	 s’opère	 côté	 cytoplasmique	 du	 RE,	 où	 7	

monosaccharides	 (Man5GlcNAc2)	 vont	 être	 liés	 au	 Dol-P	 par	 l’action	 de	 multiples	

glycosyltransférases,	utilisant	comme	substrat	des	nucléotides	diphosphates	UDP-GlcNAc	

et	GDP-Man.	Le	précurseur	Man5GlcNAc2-P-P-Dol	est	ensuite	transloqué	vers	la	lumière	

du	RE	par	l’action	d’une	flippase,	où	4	unités	mannoses	et	3	unités	glucoses	vont	lui	être	

ajoutées.	 A	 la	 fin	 de	 cette	 étape,	 un	 précurseur	 composé	 de	 14	 monosaccharides	

(Glc3Man9GlcNAc2)	 est	 synthétisé,	 et	 est	 transféré	 en	 bloc	 sur	 un	 résidu	 Asn	 d’une	

protéine	en	cours	de	synthèse	par	l’activité	du	complexe	oligossacharyltransférase	(OST).	

	

Les	 oligossacharyltransférases	 sont	 des	 complexes	 moléculaires	 multimériques	

ancrés	dans	la	membrane	du	RE,	dont	deux	ont	été	identifiés	chez	les	eucaryotes	(Figure	

16).	Ils	sont	nommés	OST-A	et	OST-B,	et	partagent	6	sous-unités	communes	(Ribophorine	

I,	 Ribophorine	 II,	 OST4,	 OST48,	 DAD1	 et	 TMEM258)	 (Ramírez	 et	 al.	 2019).	 L’activité	

catalytique	 est	 portée	 par	 les	 sous-unités	 STT3A	 (OST-A)	 ou	 STT3B	 (OST-B).	D’autres	

sous-unités	sont	spécifiques	au	complexe	OST.	Notamment,	le	facteur	DC2	appartient	à	

OST-A,	et	permet	l’interaction	entre	la	sous-unité	STT3A	et	la	protéine	Sec61	du	canal	de	

translocation	 (Shrimal	 et	 al.	 2017).	Ainsi,	OST-A	est	 finement	 associé	 au	 translocon	et	

permet	le	transfère	co-traductionnel	du	précurseur	Glc3Man9GlcNAc2	sur	les	polypeptides	

en	cours	de	synthèse.	Concernant	OST-B,	TUSC3	ou	MAGT1,	des	oxydoréductases,	sont	

intégrés	dans	le	complexe.	L’absence	de	la	sous-unité	DC2	ne	permet	pas	à	OST-B	d’être	

associé	 au	 translocon.	 Ainsi,	 il	 catalyse	 davantage	 le	 transfère	 du	 précurseur	

oligossacharidique	sur	des	polypeptides	insérés	dans	la	membrane	du	RE.	

	

Après	le	transfert	en	bloc,	la	chaine	Glc3Man9GlcNAc2	est	davantage	modifiée	dans	la	

lumière	du	RE.	L’action	séquentielle	des	ɑ-glucosidases	I	et	II	permet	de	retirer	le	résidu	

ɑ1-2Glc	terminal	et	ɑ1-3Glc	interne,	formant	ainsi	une	structure	monoglucosylée.	Cette	
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structure	est	un	substrat	pour	les	lectines	chaperonnes	calnexine	(CNX)	et	calréticuline	

(CRT)	 intégrées	dans	 la	membrane	du	RE.	Ces	 lectines	ont	pour	 fonction	d’assister	 les	

glycoprotéines	dans	leur	repliement.	Elles	sont	associées	au	facteur	ERp57	catalysant	la	

formation	des	ponts-disulfures	des	protéines.	Suite	à	cette	étape,	le	résidu	ɑ1-3Glc	le	plus	

interne	peut	être	retiré	par	l’ɑ-glucosidase	II,	ne	permettant	plus	la	reconnaissance	de	la	

protéine	par	CNX	et	CRT.	Si	 la	protéine	est	mal	 repliée	à	 ce	 stade,	 alors	 l’UDP-glucose	

glucosyltransférase	 (UGGT)	 catalysera	 le	 transfert	 d’un	 résidu	 glucose,	 permettant	 à	

nouveau	 la	reconnaissance	par	 les	 lectines	chaperonnes.	Dans	 le	cas	où	 la	protéine	est	

toujours	 mal	 repliée	 après	 l’action	 de	 UGGT,	 alors	 elle	 sera	 dirigée	 vers	 la	 voie	 de	

dégradation	 ERAD	 (ER-associated	 degradation).	 En	 revanche,	 si	 la	 protéine	 a	

correctement	 adopté	 sa	 structure	 tri-dimensionnelle,	 elle	 sera	 exportée	 vers	 le	 Golgi	

après	retrait	d’un	résidu	mannose	par	une	mannosidase.	Une	fois	dans	l’appareil	de	Golgi,	

la	 structure	 Man8GlcNAc2	 sera	 davantage	 modifiée	 par	 les	 glycosyltransférases	 et	

glycosidases	résidants	dans	les	différentes	citernes,	permettant	la	formation	de	structures	

complexes	et	hybrides.		



 67 

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figure	15.	Voie	de	glycosylation	des	protéines	en	cellules	eucaryotes.	

La	 glycosylation	 des	 protéines	 débute	 dans	 la	 lumière	 du	 RE,	 où	 un	 précurseur	 oligossacharidique	

composé	de	14	sucres	est	transféré	sur	une	asparagine	acceptrice	par	le	complexe	OST.	Ce	précurseur	
est	 ensuite	modifié	 par	 l’intervention	 de	 diverses	 glycosidases	 et	 glycosyltransférases	 du	 RE	 et	 de	

l’appareil	de	Golgi.	Figure	adaptée	de	Varki	et	al.	2022.		
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1.7.3 			Les	polylactosaminoglycanes	

 

Les	 chaines	 de	 polylactosamines,	 ou	 polylactosaminoglycanes,	 sont	 de	 très	

grandes	structures	glucidiques,	 linéaires	ou	ramifiées,	et	qui	peuvent	être	ajoutées	sur	

des	glycoprotéines	et	glycolipides.	Ces	chaines	sont	composées	de	répétition	d’unité	N-

acétyllactosamine	(LacNAc)	composée	de	galactose	et	de	N-acétylglucosamine	reliés	par	

des	liaisons	osidiques	de	type	ß1-4	(Figure	17).	Chaque	unité	de	LacNAc	est	reliée	à	une	

autre	par	des	liaisons	osidiques	de	type	ß1-3.	La	synthèse	des	polylactosaminoglycanes	

se	déroulent	dans	les	citernes	médial	et	trans	de	l’appareil	de	Golgi,	par	l’action	alternée	

de	 ß1,4-galactosyltransférases	 (ß4GalT)	 et	 de	 ß3GnT.	 D’autres	 glycosyltransférases	

peuvent	 intervenir,	 comme	 des	 ß1,6-N-acétylglucosaminyltransférases.	 Ces	 enzymes	

transfèrent	un	résidu	GlcNAc	sur	un	résidu	Gal	 interne	par	une	 liaison	type	ß1-6.	Cela	

permet	de	générer	des	branchements	des	chaines	de	polylactosamines.	

	

Des	études	ont	permis	de	mettre	en	évidence	que	les	chaines	de	polylactosamines	

étaient	 des	 structures	 biofonctionnelles.	 Notamment,	 les	 polylactosaminoglycanes	

forment	les	structures	antigéniques	des	groupes	sanguins	«	i	»	et	«	I	».	La	conversion	des	

antigènes	«	i	»	vers	«	I	»	se	déroule	lors	des	18	premiers	mois	de	la	vie	des	nouveau-nés,	

où	les	chaines	de	polylactosamines	vont	passer	d’une	structure	linéaire	vers	une	structure	

Figure	16.	Structures	cryo-EM	des	complexes	oligossacharyltransférases	(OST)	A	et	B.	

Les	 différentes	 sous-unités	 des	 complexes	 OST-A	 et	 OST-B	 sont	 représentées	 par	 des	 couleurs	

différentes.	Rb	:	Ribophorine.	Figure	adaptée	de	Ramírez	et	al.	2019.	
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ramifiée	grâce	à	l’addition	de	ß1-6GlcNAc	sur	des	résidus	internes	de	galactoses	(Varki	et	

al.	2022).	Les	chaines	de	polylactosamines	pourrait	également	servir	de	modulateur	de	la	

réponse	immunitaire,	puisqu’une	hyperactivation	des	lymphocytes	T	est	observée	chez	

des	souris	déficiente	en	ß1,3-N-acétylglucosaminyltransférase	2	(ß3GnT2),	une	enzyme	

décrite	comme	la	principale	polylactosamine	synthase	cellulaire	(Togayachi	et	al.	2007,	

2010).	Egalement	,	les	polylactosaminoglycanes	arborés	par	l’adénylate	cyclase	3	(AC3)	

sont	importants	pour	l’activité	d’AC3	et	sa	localisation	intracellulaire	dans	les	neurones	

olfactifs	sensoriels	des	souris	(Henion	et	al.	2011).	AC3	est	responsable	de	la	production	

de	l’AMP	cyclique,	un	second	messager	qui	permet	le	bon	fonctionnement	des	voies	de	

signalisation	dépendantes	des	récepteurs	couplés	aux	protéines	G	(GPCR).		

	

	

	

Les	chaines	de	polylactosamines	sont	très	fortement	étudiés	dans	le	domaine	de	la	

cancérologie.	En	effet,	il	semblerait	qu’un	lien	existe	entre	la	structure	de	ces	chaines	et	la	

croissance	 des	 cellules	 tumorales	 et	 des	 métastases	 (Zhou	 2003).	 Par	 exemple,	 une	

Figure	17.	Mécanismes	de	synthèse	des	chaines	de	polylactosamines.	

Les	chaines	de	polylactosamines	sont	préférentiellement	ajoutées	sur	des	N-glycanes	bi,	tri	ou	tétra-

antennaires.	La	synthèse	de	ces	chaines	est	possible	par	l’action	alternée	de	ß1,4-galactosyltransférases	

(ß4GalT)	et	de	ß1,3-N-acétylglucosaminyltransférase	(ß3GnT).	L’enzyme	ß3GnT2	est	décrite	comme	la	

polylactosamine	 synthase	 principale.	 Des	 ramifications	 peuvent	 être	 réalisées	 par	 des	 ß1,6-N-

acétylglucosaminyltransférases	(ß6GnT)	transférant	un	résidu	N-acétylglucosamine	sur	un	galactose	

par	une	liaison	osidique	ß1-6.	Figure	adaptée	de	Kimber,	2021.	
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réduction	significative	des	métastases	et	de	la	croissances	des	tumeurs	a	été	constatée	

chez	 des	 souris	 déficiente	 en	 ß6GnT-5	 (MGAT5),	 responsable	 du	 branchement	 des	

chaines	 de	 polylactosamines	 (Granovsky	 et	 al.	 2000).	 Il	 a	 été	 supposé	 que	 les	

polylactosaminoglycanes	 permettraient	 l’interaction	 des	 glycoprotéines	 avec	 des	

molécules	d’adhésion,	qui	induirait	l’activation	de	la	voie	de	signalisation	de	la	croissance	

tumorale	et	de	l’invasion	(Zhou	2003).	

	

Les	 protéines	 membranaires	 associées	 aux	 lysosomes	 (LAMP)	 1	 et	 2	 sont	 les	

protéines	 cellulaires	 les	 plus	 modifiées	 par	 des	 polylactosaminoglycanes.	 Cependant,	

seulement	certains	sites	de	glycosylation	arborent	ces	structures,	signifiant	qu’il	existe	

des	 mécanismes	 de	 régulation	 (Carlsson	 et	 Fukuda	 1990).	 Il	 semblerait	 que	 les	

polylactosaminoglycanes	 ajoutés	 sur	 LAMP1	 et	 LAMP2	 permettraient	 de	 maintenir	

l’intégrité	 des	 membranes	 lysosomales.	 La	 protéine	 Band3,	 exposée	 à	 la	 surface	 des	

erythrocytes,	est	aussi	modifiée	par	des	chaines	de	polylactosamines.	Par	ailleurs,	de	par	

leur	 structure	 et	 leurs	 modifications	 (ex	:	 sialylation),	 ces	 chaines	 portées	 par	 les	

erythrocytes	forment	les	erythroglycanes	à	l’origine	des	groupes	sanguins	ABO.	

 

1.7.4 			Fonctions	des	N-glycanes	chez	les	coronavirus	

 

1.7.4.1 			Glycanes	de	S	

 

La	protéine	spike	des	coronavirus	est	connue	pour	être	très	largement	glycosylée.	

De	plus,	ces	sites	de	glycosylation	sont	très	conservés,	suggérant	un	rôle	important	de	ces	

modifications	pour	l’infection	virale.	Majoritairement,	ces	glycosylations	ont	été	décrites	

comme	 étant	 des	 N-glycosylations.	 Cependant,	 la	 protéine	 S	 du	 SARS-CoV-2	 a	 la	

particularité	 de	 posséder	 quelques	 O-glycanes	 de	 types	 core-1	 et	 core-2	 (Sanda	 et	 al.	

2021).		

	

Décrit	précédemment	(voir	chapitre	1.7.1),	l’ajout	des	N-glycosylations	s’effectue	

sur	des	résidus	Asn	appartenant	à	une	séquence	conservée.	Par	conséquent,	il	est	possible	

de	prédire	 in	 silico	 les	 sites	potentiels	de	glycosylation.	Ainsi,	 l’analyse	de	 la	 séquence	

protéique	 a	 permis	 d’identifier	 entre	 21	 et	 35	 sites	 potentiels	 de	 N-glycosylation	 par	
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monomère	 de	 protéine	 S	 en	 fonction	 des	 différents	 virus.	 Plus	 précisément,	 23	 sites	

potentiels	ont	été	identifiés	pour	la	protéine	S	du	SARS-CoV	et	du	MERS-CoV,	contre	22	

pour	la	protéine	S	du	SARS-CoV-2.	Par	ailleurs,	12/22	sites	potentiels	de	SARS-CoV-2-S	

sont	conservés	chez	tous	les	sarbecovirus,	accentuant	l’importance	de	ces	modifications	

pour	le	cycle	viral	(Allen	et	al.	2023).	Selon	les	études,	les	sites	occupés	par	des	N-glycanes	

ne	 sont	 pas	 identiques.	 En	 effet,	 l’étude	 des	 glycanes	 de	 la	 protéine	 S	 du	 SARS-CoV-2	

menée	 par	 Sanda	 et	 son	 équipe,	 a	 révélé	 que	 17/22	 sites	 étaient	 occupés	 par	 des	 N-

glycanes	lorsque	la	protéine	spike	est	exprimée	en	cellules	HEK293T	(Sanda	et	al.	2021).	

En	 revanche,	 Watanabe	 et	 al.,	 ont	 observé	 des	 N-glycanes	 sur	 les	 22	 sites	 de	 spike	

(Watanabe	et	al.	2020a).	Concernant	le	SARS-CoV,	seulement	12	sites	sur	les	23	identifiés	

sont	modifiés	par	des	N-glycanes	(Krokhin	et	al.	2003).	Il	est	important	de	préciser	que	

les	 systèmes	 d’expression	 utilisés	 pour	 produire	 la	 protéine	 S	 peuvent	 influencer	 les	

glycosylations	portées.	Par	conséquent,	ces	données	pourraient	ne	pas	réellement	refléter	

les	N-glycoformes	présentes	dans	les	virions.	

	

Une	très	forte	micro-	et	macro-hétérogénéité	des	N-glycanes	portés	par	la	protéine	

S	est	observée	selon	le	système	d’expression	utilisé.	En	effet,	chaque	site	fonctionnel	de	

SARS-CoV-2-S	peut	être	modifié	par	des	N-glycanes	riches	en	mannose	et	complexes,	avec	

une	fréquence	beaucoup	plus	importante	pour	les	structures	complexes	lorsque	spike	est	

exprimée	 par	 des	 cellules	 humaines.	 En	 revanche,	 la	 protéine	 S	 porte	 davantage	 de	

structures	riches	en	mannose	lorsqu’elle	est	exprimée	par	des	cellules	d’insectes	(Gong	et	

al.	 2021).	 Aussi,	 des	 structures	 complexes	 composées	 de	 répétition	 d’unité	 N-

acétyllactosamine	ont	été	observées	sur	5	glycopeptides	de	la	protéine	S	du	SARS-CoV-2	

(Sanda	et	al.	2021).	Également,	une	étude	estime	que	52	%	des	N-glycanes	de	SARS-CoV-

2-S	 sont	modifiés	 par	 des	 fucosylations,	 et	 15	%	 portent	 au	moins	 un	 acide	 sialique,	

ajoutant	davantage	d’hétérogénéité	et	de	complexité	(Watanabe	et	al.	2020a).	

	

Selon	 une	 étude	 structurale,	 il	 est	 estimé	 qu’en	 moyenne	 40	 %	 de	 la	 surface	

protéique	de	spike	est	recouverte	par	des	glycanes,	ce	qui	permet	de	générer	un	bouclier	

contre	les	anticorps	neutralisants	(Grant	et	al.	2020).	Par	conséquent,	ces	modifications	

participent	 à	 l’échappement	 des	 coronavirus	 à	 la	 réponse	 humorale.	 Ces	 boucliers	

glycaniques	existent	également	chez	d’autres	virus,	comme	le	VIH	avec	sa	protéine	Env,	

le	 virus	 HCV	 avec	 son	 hétérodimère	 E1E2,	 ou	 encore	 avec	 la	 protéine	 HA	 des	 virus	
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Influenza	 (Kobayashi	 et	 Suzuki	2012;	Lavie	 et	 al.	 2018;	Berndsen	et	 al.	 2020).	 Chez	 le	

coronavirus	HCoV-NL63,	les	N-glycanes	portés	par	le	site	N358	permettent	de	masquer	

une	structure	du	RBD	en	forme	de	boucle	et	importante	pour	l’attachement	au	récepteur	

cellulaire	(Walls	et	al.	2016b).	Une	précédente	étude	avait	mis	en	évidence	la	capacité	de	

cette	boucle	à	être	reconnue	par	des	anticorps	neutralisants	(Prabakaran	et	al.	2006).		

	

Cependant,	 l’efficacité	des	boucliers	glycaniques	peut	varier	entre	 les	virus.	Par	

exemple,	peu	de	glycanes	sont	présents	au	niveau	du	domaine	RBD	de	la	protéine	S	du	

MERS-CoV,	 qui	 est	 pourtant	 la	 région	 principalement	 ciblée	 par	 les	 anticorps	

neutralisants,	contrairement	à	la	spike	du	SARS-CoV	(Watanabe	et	al.	2020b).	De	plus,	des	

clusters	 d’oligomannose	 ont	 été	 identifiés	 à	 la	 surface	 de	 MERS-CoV-S,	 pouvant	 être	

reconnues	par	 le	système	 immunitaire	par	 l’intermédiaire	des	 lectines	MBL	(Mannose-

binding	 lectin).	De	tels	clusters	n’ont	pas	été	retrouvés	à	 la	surface	de	 la	protéine	S	du	

SARS-CoV	et	du	HCoV-HKU1.	Ainsi,	le	bouclier	glycanique	de	MERS-CoV-S	semblerait	être	

moins	efficace	que	celui	d’autres	coronavirus.	A	propos	des	sarbecovirus	humains,	18/22	

sites	de	N-glycosylation	sont	conservés	entre	SARS-CoV-S	et	SARS-CoV-2-S.	 Il	est	alors	

très	 probable	 que	 l’efficacité	 de	 leur	 bouclier	 soit	 semblable.	 Watanabe	 et	 al.,	 ont	

également	comparés	les	boucliers	glycaniques	des	coronavirus	avec	d’autres	virus	à	ARN.	

Notamment,	ils	affirment	que	les	glycanes	représentent	25	%	du	poids	moléculaire	de	la	

protéine	S	des	coronavirus	(CoV-S)	et	de	la	glycoprotéine	complexe	du	virus	Lassa	(LASV	

GPC).	 Cependant,	 CoV-S	 est	 une	 protéine	 beaucoup	 plus	 large	 que	 LASV	 GPC.	 Par	

conséquent,	 moins	 de	 surface	 de	 CoV-S	 est	 recouverte	 par	 des	 glycanes,	 ce	 qui	 peut	

réduire	 l’efficacité	du	bouclier	glycanique	des	coronavirus	par	rapport	à	celui	du	virus	

Lassa.	Aussi,	la	fréquence	de	mutation	du	virus	VIH-1	étant	plus	importante	que	celle	des	

coronavirus,	une	évolution	constante	du	bouclier	glycanique	a	lieu	chez	ce	virus,	ce	qui	

pourrait	le	rendre	plus	efficace	que	celui	des	coronavirus.	

	

Au-delà	de	l’activité	de	bouclier,	 les	glycanes	qui	arborent	la	protéine	S	peuvent	

assurer	plusieurs	autres	fonctions.	Notamment,	ces	modifications	seraient	 importantes	

dans	le	maintien	de	la	structure	de	spike.	Par	exemple,	la	digestion	de	la	protéine	par	la	

PNGase	F	abolit	 la	reconnaissance	par	des	anticorps	neutralisants	(Koch	et	Kant	1990;	

Song	 et	 al.	 2004).	 Dans	 une	 autre	 étude,	 il	 a	 été	montré	 que	 les	 sites	 N165	 et	 N234,	

juxtaposés	au	site	RBD	de	SARS-CoV-2-S,	permettent	de	 stabiliser	 ce-dernier	 sous	une	
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conformation	«	ouverte	»,	nécessaire	pour	l’interaction	avec	le	récepteur	ACE2	(Casalino	

et	al.	2020).	Aussi	chez	le	SARS-CoV-2,	les	glycosylations	portés	par	les	sites	N331	et	N343	

(situés	dans	le	RBD)	seraient	impliquées	dans	le	maintien	structural	du	RBD	ou	dans	la	

liaison	au	récepteur,	 selon	 les	auteurs	 (Li	et	al.	2020).	En	effet,	 l’étude	montre	que	 les	

mutations	N331Q	et	N343Q	engendrent	une	très	forte	baisse	de	l’infection	des	cellules	

293T-hACE2	en	comparaison	aux	conditions	sauvages.	

	

Il	y	a	également	des	études	qui	mettent	en	évidence	la	participation	des	glycanes	

de	spike	dans	l’attachement	des	particules	virales	à	la	surface	des	cellules	hôtes.	Bien	que	

cette	étape	d’attachement	soit	principalement	dépendante	de	l’interaction	entre	S-RBD	et	

un	 récepteur	 cellulaire	 (voir	 chapitre	 1.6.1),	 il	 a	 été	 observé	 que	 des	 cellules	 HeLa,	

n’exprimant	pas	constitutivement	le	récepteur	ACE2,	étaient	permissives	à	des	particules	

pseudovirales	de	types	SARS-CoV	lorsqu’elles	surexpriment	les	lectines	DC/L-SIGN	(Han	

et	 al.	 2007a).	 Cette	 étude	 a	mis	 en	 évidence	 que	 7	 sites	 de	 N-glycosylations	médient	

l’interaction	avec	ces	lectines,	à	savoir	les	positions	N109,	N118,	N119,	N158,	N227,	N589	

et	N699.	Également,	il	semblerait	que	la	position	N330	soit	critique	pour	l’interaction	avec	

DC/L-SIGN	(Zhou	et	al.	2010).	Chez	 IBV-M41,	10	sites	potentiels	de	glycosylation	sont	

présents	dans	 le	RBD,	dont	9	portent	des	N-glycanes.	Parmi	 ces	 sites	 fonctionnels,	 les	

positions	N33,	N59,	N85,	N126,	N160	et	N194	seraient	impliquées	dans	l’interaction	du	

RBD	 avec	 des	 résidus	 d’acides	 sialiques	 (Neu5Ac(ɑ2-3))	 ajoutés	 aux	 extrémités	 des	

glycoprotéines	 de	 surface	 (Parsons	 et	 al.	 2019).	 De	 plus,	 l’attachement	 des	 particules	

virales	 recombinantes	 à	 la	 surface	 des	 tissus	 de	 trachées	 de	 poulet	 via	 les	 résidus	

Neu5Ac(ɑ2-3)	est	moins	efficace	après	mutations	de	ces	sites	en	alanine.	

	

Enfin,	 la	 maturation	 de	 la	 protéine	 S	 à	 la	 jonction	 S1/S2	 pourrait	 également	

dépendre	 de	 certains	 de	 ces	 N-glycanes.	 Par	 exemple,	 Zheng	 et	 al.,	 ont	 identifié	 les	

positions	N212	et	N276	de	la	protéine	S	d’IBV-M41,	comme	étant	des	sites	cruciaux	pour	

la	 maturation	 de	 la	 protéine.	 En	 effet,	 les	 mutations	 N	 →	 D	 affectent	 la	 maturation	

protéolytique	de	spike	(Zheng	et	al.	2018).	De	plus,	ce	défaut	de	maturation	a	notamment	

pu	être	confirmé	par	l’incapacité	des	protéines	S	mutées	à	induire	la	fusion	cellule-cellule	

in	vitro,	comparé	à	la	protéine	S	sauvage.	
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Ainsi,	l’ensemble	de	ces	études	a	permis	de	montrer	la	complexité	des	glycanes	qui	

arborent	 la	 protéine	 S	 des	 coronavirus,	 ainsi	 que	 la	 diversité	 de	 leurs	 fonctions	 dans	

l’infection	virale.	

	

1.7.4.2 			Glycanes	de	M	

 

La	glycosylation	de	la	protéine	M	est	conservée	chez	tous	les	coronavirus,	soit	sous	

forme	de	N-	ou	O-glycosylation	selon	le	genre	du	virus.	En	effet,	la	protéine	M	de	certains	

beta-coronavirus	arbore	des	O-glycanes	(MHV,	BCoV	et	HCoV-OC43),	alors	que	celle	des	

autres	coronavirus	est	modifiée	par	des	N-glycanes	exclusivement.		

	

Il	a	été	montré	que	la	glycosylation	de	M	n’est	nécessaire	ni	pour	l’assemblage	ni	

pour	la	réplication	virale	in	vitro	(De	Haan	et	al.	1998;	de	Haan	et	al.	2003;	Voß	et	al.	2009;	

Liang	 et	 al.	 2019).	 Également,	 la	 mutation	 de	 l’asparagine	 acceptrice	 n’induit	 pas	 de	

changement	dans	le	transport	de	la	protéine	M	(Voß	et	al.	2009;	Liang	et	al.	2019;	Perrier	

et	al.	2019).	

	

La	glycosylation	de	la	protéine	M	est	très	conservée	et	n’est	pas	perdue	au	cours	

de	l’évolution	des	coronavirus,	ce	qui	suggère	qu’elle	pourrait	avoir	un	rôle	pour	le	virus.	

Elle	pourrait	moduler	les	interactions	avec	l’hôte.	Il	a	été	observé	que	les	N-glycanes	de	la	

protéine	IBV-M,	portées	par	les	sites	accepteurs	N3	et	N6,	induisent	un	stress	du	RE	en	

cellules	infectées.	Le	niveau	d’expression	de	différents	gènes	marqueurs	du	stress	du	RE	

a	 été	 monitoré	 par	 RT-qPCR.	 Ainsi,	 il	 s’avère	 les	 gènes	 GRP78,	 CHOP	 et	 XBP1	 sont	

surexprimés	 après	 infection	 de	 cellules	 Vero	 par	 du	 virus	 IBV	 sauvage	 recombinant	

(WTrIBV),	 comparé	 à	 l’infection	 de	 ces-mêmes	 cellules	 par	 un	 virus	 IBV	 recombinant	

déficient	en	N-glycosylation	(rN3D/N6D)	(Liang	et	al.	2019).	Aussi,	 il	a	été	montré	que	

davantage	 de	 cellules	 Vero	 entrent	 en	 apoptose	 après	 infection	 par	 WTrIBV.	 La	

pathogénicité	 du	 virus	 IBV	pourrait	 également	 dépendre	des	N-glycanes	portés	 par	 la	

protéine	M,	puisqu’une	léthalité	légèrement	plus	importante,	bien	que	non	significative,	a	

été	observée	sur	des	œufs	embryonnés	de	poules	SPF	(Specific	pathogen	free)	infectés	par	

WTrIBV	comparé	à	l’infection	par	rN3D/N6D.	
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Chez	le	coronavirus	TGEV,	il	a	été	démontré	que	les	N-glycanes	de	la	protéine	M	

était	à	l’origine	d’une	activité	interférogénique	in	vitro	sur	des	cellules	PBMC	(Peripheral	

Blood	 Mononuclear	 Cells)	 co-cultivées	 avec	 des	 cellules	 infectées	 et	 fixées	 à	 la	

glutaraldéhyde	(Charley	et	Laude	1988;	Charley	et	al.	1991;	Laude	et	al.	1992).	En	effet,	la	

mutation	du	site	accepteur	de	M	en	glutamine	provoque	une	diminution	de	la	sécrétion	

des	 IFNɑ	 par	 les	 PBMC.	 Un	 tel	 effet	 a	 aussi	 été	 observé	 après	 traitement	 par	 la	

tunicamycine,	un	inhibiteur	de	la	N-glycosylation,	et	également	suite	à	un	pré-traitement	

des	 particules	 virales	 TGEV	 par	 la	 PNGase	 F.	 Il	 est	 intéressant	 de	 préciser	 qu’un	 pré-

traitement	des	particules	virales	par	l’Endo-H	et	l’Endo-F,	digérant	spécifiquement	les	N-

glycanes	 riches	 en	 mannose,	 n’a	 pas	 provoqué	 de	 diminution	 des	 titres	 IFNɑ.	 Par	

conséquent,	les	N-glycanes	complexes	de	TGEV-M	sont	à	l’origine	de	cette	activité.	Dans	

une	autre	étude,	les	capacités	interférogéniques	in	vitro	de	la	protéine	M	du	coronavirus	

MHV-A59	ont	également	été	mises	en	évidence	(de	Haan	et	al.	2003).	Cependant,	cette	

activité	est	beaucoup	plus	importante	après	avoir	substitué	le	site	de	O-glycosylation	de	

MHV-M	 en	 un	 site	 de	 N-glycosylation,	 par	 génétique	 inverse.	 Ainsi,	 les	 N-glycanes	

semblent	 être	 de	meilleurs	 inducteurs	 que	 les	 O-glycanes.	 En	 revanche,	 cette	 activité	

interférogénique	de	MHV-M	n’a	pas	été	retrouvée	in	vivo,	comme	le	montre	un	essai	sur	

des	souris	C57BL/6.		

	

Enfin,	 il	 se	 pourrait	 que	 les	 glycanes	 de	 la	 protéine	 M	 jouent	 un	 rôle	 dans	 le	

tropisme	cellulaire	des	coronavirus.	La	souche	A59	du	coronavirus	MHV	est	capable	de	se	

répliquer	 à	 la	 fois	 dans	 les	 cellules	 hépatiques	 et	 nerveuses	 (De	 Haan	 et	 al.	 2003).	

Cependant,	 un	 virus	MHV	 recombinant	 déficient	 en	O-glycosylation	 se	 réplique	moins	

efficacement	dans	 le	 foie	comparé	au	virus	recombinant	sauvage.	En	revanche,	aucune	

différence	significative	n’a	été	observé	dans	 le	cerveau.	 Il	est	 important	de	prendre	en	

considération	 que	 les	 infections	 des	 souris	 n’ont	 pas	 été	 réalisées	 dans	 les	 mêmes	

conditions	 pour	 mesurer	 les	 titres	 viraux	 dans	 le	 foie	 et	 le	 cerveau,	 pouvant	

éventuellement	expliquer	les	différences	observées.	En	effet,	le	virus	a	été	injecté	par	voie	

intranasale	pour	mesurer	la	réplication	dans	le	cerveau,	alors	qu’il	l’a	été	dans	la	cavité	

intrapéritonéale	 pour	 évaluer	 la	 réplication	 dans	 le	 foie.	 De	manière	 surprenante,	 les	

titres	infectieux	d’un	virus	MHV	recombinant	portant	des	N-glycanes	sur	la	protéine	M,	

au	lieu	des	O-glycanes	originels,	sont	beaucoup	plus	importants	dans	le	foie	que	le	virus	

recombinant	 sauvage.	Cependant,	 toujours	aucune	différence	n’a	été	 constatée	dans	 le	
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cerveau.	Par	conséquent,	il	se	pourrait	que	les	glycanes	portés	par	la	protéine	M	puissent	

intervenir	 dans	 le	 tropisme	 cellulaire	 des	 coronavirus,	 et	 plus	 particulièrement	 les	N-

glycanes.	

	

1.7.4.3 			N-glycanes	de	nsp3/nsp4	

	

Parmi	les	16	protéines	nsp	encodées	par	le	génome	des	coronavirus,	seules	nsp3	

et	 nsp4	 présentent	 des	 sites	 potentiels	 de	 N-glycosylation.	 Plusieurs	 études	 se	 sont	

concentrées	 sur	 les	 protéines	 nsp3/nsp4	 du	 coronavirus	 MHV.	 Des	 expériences	 de	

digestion	par	l’Endo-H	et	de	substitutions	N	→	A	ont	permis	d’identifier	que	le	site	N2357	

de	MHV-nsp3	était	modifié	par	des	N-glycanes	riches	en	mannose	(Kanjanahaluethai	et	al.	

2007).	Il	existe	un	second	site	potentiel	sur	cette	protéine,	N2281.	En	revanche,	le	poids	

moléculaire	 du	 mutant	 nsp3-N2281A	 est	 identique	 à	 celui	 de	 la	 protéine	 sauvage,	

confirmant	que	seul	le	site	N2357	est	fonctionnel.	Cependant,	la	fonction	de	ce	site	est	à	

étudier.	

	

Également,	 MHV-nsp4	 possède	 deux	 sites	 accepteurs	 potentiels	 aux	 positions	

N176	et	N237.	 La	 sensibilité	de	 ces	deux	 sites	 au	 traitement	par	 l’Endo-H	 confirme	 la	

fonctionnalité	de	N176	et	N237	(Clementz	et	al.	2008).	Dans	cette	étude,	les	auteurs	ont	

testé	 les	capacités	réplicatives	de	virus	MHV	recombinants	dont	 la	protéine	nsp4	a	été	

mutée	 par	 génétique	 inverse,	 au	 niveau	 des	 sites	 de	 glycosylation	 identifiés.	 Ils	 ont	

observé	que	le	virus	recombinant	MHV-nsp4-N176A	se	répliquait	aussi	efficacement	que	

le	 virus	 sauvage,	 contrairement	 au	 mutant	 nsp4-N237A	 et	 double	 mutant	 nsp4-

N176A/N237A,	où	les	titres	viraux	étaient	plus	faibles.	Ces	données	suggèrent	alors	que	

les	glycosylations	portées	par	nsp4-N237	sont	importantes	pour	la	réplication	de	MHV.	

Une	 seconde	 équipe	 a	 également	 observé	 une	 diminution	 de	 la	 croissance	 virale	 en	

présence	 des	 mutations	 nsp4-237A	 ou	 nsp4-176A/237A	 (Gadlage	 et	 al.	 2010).	 Ce	

changement	 dans	 la	 cinétique	 de	 croissance	 a	 été	 expliqué	 par	 une	 réduction	 de	 la	

synthèse	d’ARN	viraux	en	présence	de	ces	mutants.	Par	conséquent,	N237	semble	être	

important	 pour	 la	 réplication	 et	 la	 transcription	 du	 génome	 de	 MHV.	 Curieusement,	

Gadlage	et	al.,	ont	observé	que	l’insertion	de	mutations	dans	nsp4,	y	compris	au	niveau	

des	sites	N176	et	N237,	génère	des	vésicules	DMV	(voir	chapitre	1.5.3)	aux	morphologies	

aberrantes.	
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2 Objectifs	de	thèse	

 

Les	coronavirus	sont	une	grande	 famille	de	virus	émergents.	Sur	 la	période	des	

vingt	dernières	années,	trois	coronavirus	humains	hautement	pathogènes	ont	émergé.	Le	

SARS-CoV	en	2002,	le	MERS-CoV	en	2012,	et	le	SARS-CoV-2	à	la	fin	de	l’année	2019.	Ces	

émergences	 virales	 ont	 été	 à	 l’origine	 d’épidémies	 à	 travers	 le	monde,	 notamment	 le	

SARS-CoV-2	responsable	de	la	maladie	du	COVID-19.	Ces	virus	constituent	une	menace	

pour	la	santé	publique.	L’approfondissement	des	connaissances	scientifiques	concernant	

la	biologie	de	ces	virus	est	donc	nécessaire.	

	

Ce	projet	de	thèse	se	concentre	sur	la	protéine	de	membrane	(M)	des	coronavirus	

MERS-CoV	et	SARS-CoV-2,	qui	fait	figure	de	constituant	protéique	majeur	de	la	particule	

virale	 et	 dont	 l’importance	 dans	 les	 mécanismes	 d’assemblage	 a	 été	 démontrée.	 La	

protéine	M	est	une	protéine	transmembranaire	de	type	III,	dont	le	domaine	N-terminal,	

ou	 ectodomaine,	 est	 glycosylé	 par	 des	 N-	 ou	 O-glycanes	 selon	 le	 genre	 viral.	 Ces	

glycosylations	sont	conservées	au	cours	de	l’évolution	des	coronavirus,	indiquant	un	rôle	

important	pour	le	cycle	infectieux.	L’étude	de	la	séquence	en	acide-aminé	du	domaine	N-

terminal	de	la	protéine	M	du	MERS-CoV	et	du	SARS-CoV-2,	indique	qu’un	site	potentiel	de	

N-glycosylation	(Asn-X-Ser/Thr,	où	X	correspond	à	n’importe	quel	acide-aminé,	sauf	une	

proline)	est	présent	en	position	N3	pour	MERS-CoV-M	et	N5	pour	SARS-CoV-2-M.		

	

Dans	 une	 précédente	 étude,	 il	 a	 été	 observé	 que	 la	 protéine	 M	 du	 MERS-CoV	

présentait	 un	 profil	 de	 migration	 particulier	 en	 western-blot,	 avec	 la	 détection	 de	

plusieurs	espèces	(Figure	18)	(Perrier	et	al.	2019).	Cependant,	une	espèce	unique	a	été	

détectée	 après	mutation	 du	 résidu	N3	 en	 glutamine,	 indiquant	 que	 les	 autres	 espèces	

détectées	correspondaient	à	des	formes	conjuguées	à	des	N-glycanes	(Perrier	et	al.	2019).		

	

L’objectif	 de	 cette	 thèse	 était	 de	 mieux	 comprendre	 les	 mécanismes	 de	

glycosylation	des	protéines	M	du	MERS-CoV	et	du	SARS-CoV-2	et	le	rôle	de	ces	glycanes.	

	

Dans	un	premier	temps,	nous	avons	cloné	la	séquence	de	la	protéine	M	du	SARS-

CoV-2	dans	un	vecteur	d’expression	et	montré	qu’elle	était	glycosylée	de	le	même	façon	
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que	celle	du	MERS-CoV	grâce	à	des	digestions	par	des	N-glycosidases	et	par	la	mutation	

du	site	N5	en	glutamine.	

	

	 	

	 La	protéine	M	du	coronavirus	aviaire	IBV	possède	deux	sites	 fonctionnels	de	N-

glycosylation	 dans	 son	 domaine	 N-terminal.	 Une	 étude	 a	 affirmé	 avoir	 précipité	 la	

protéine	IBV-M	à	l’aide	des	lectines	Lycopersicon	esculentum	(LEL)	et	Datura	stramonium	

(DSL)	 (Machamer,	 1990).	 Ces	 lectines	 reconnaissent	 spécifiquement	 les	 chaines	 de	

polylactosamines,	de	 larges	structures	glucidiques	constituées	de	plusieurs	 répétitions	

d’unité	N-acétyllactosamine	[Galß1-4GlcNAc]ß1-3	(Yamashita	et	al.	1987;	Oguri	2005).	

Dans	 ce	 projet,	 nous	 avons	montré	 la	 présence	 de	 chaines	 de	 polylactosamines	 sur	 la	

protéine	 M	 du	 MERS-CoV	 et	 du	 SARS-CoV-2	 en	 condition	 d’expression	 transitoire	 et	

infectieuse.	Nous	avons	eu	recours	à	l’utilisation	des	lectines	mentionnées	ci-dessus,	ainsi	

que	d’une	lignée	cellulaire	déficiente	pour	une	glycosyltransférase	impliquée	dans	la	voie	

de	biosynthèse	des	chaines	de	polylactosamines.	D’autre	part	nous	avons	aussi	essayé	

d’identifier	des	 séquences	 importantes	pour	 l’addition	de	chaines	de	polylactosamines	

par	mutagénèse	dirigée.	Seuls	des	résidus	importants	pour	la	glycosylation	de	la	protéine	

ont	pu	être	mis	en	évidence	.	La	réalisation	de	chimères	avec	la	protéine	E1	du	virus	de	

Figure	18.	Profil	de	migration	de	la	protéine	M	du	MERS-CoV.	

MERS-CoV-M	présente	un	profil	de	migration	particulier	en	western-blot,	avec	la	détection	d’une	

espèce	non-glycosylée	migrant	vers	25	kDa,	suivi	d’une	espèce	intermédiaire	d’une	taille	de	30	kDa	

et	conjuguée	à	des	N-glycanes	sensibles	à	l’Endo-H	(oligomannose),	et	une	dernier	espèce	migrant	
sous	la	forme	d’une	bande	diffuse	et	associée	à	des	N-glycanes	complexes	(PNGase	F	sensible	/	Endo-

H	résistant).	Figure	adaptée	de	Perrier	et	al.	2019.	
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l’hépatite	C	ou	avec	ORF3a	suggère	que	la	protéine	M	ne	contient	probablement	aucun	

signal	spécifique	pour	cette	modification.	

	 	 	

La	N-glycosylation	 des	 protéines	 est	 un	 processus	 qui	 est	 organisé	 au	 sein	 des	

cellules	eucaryotes.	En	effet,	la	synthèse	s’initie	au	sein	de	la	lumière	du	RE	puis	s’achève	

à	travers	 les	diverses	citernes	de	 l’appareil	de	Golgi.	Celle-ci	débute	par	 le	transfert	en	

bloc,	 côté	 luminal,	 d’un	 précurseur	 oligosaccharidique	 composé	 de	 14	 sucres	

(Glc3Man9GlcNAc2),	 préalablement	 lié	 à	 un	 lipide	 polyisoprénique	 ancré	 dans	 la	

membrane	du	RE.	Ce	transfert	en	bloc	est	permis	grâce	à	des	oligossacharyltransférases	

(OST).	 Deux	 complexes	 OST	 ont	 été	 décrits	 chez	 les	 eucaryotes,	 OST-A	 et	 OST-B.	 Le	

complexe	OST-A	est	directement	associé	à	 la	protéine	Sec61	du	canal	de	translocation,	

permettant	de	transférer	le	précurseur	lors	de	la	synthèse	du	polypeptide	(Shrimal	et	al.	

2015,	2017).	En	revanche,	OST-B	n’est	pas	associé	au	canal	de	translocation,	transférant,	

alors,	principalement	le	précurseur	de	manière	post-traductionnelle	sur	les	polypeptides.	

La	machinerie	OST	responsable	de	la	glycosylation	de	la	protéine	M	des	coronavirus	n’est	

pas	connue.	Nous	l’avons	identiés	à	l’aide	de	lignées	cellulaires	déficientes.	
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3 Matériels	et	méthodes	

	

3.1 			Culture	cellulaire	
	

Des	cellules	Huh-7	ont	été	cultivées	à	37	°C	avec	5	%	de	CO2	dans	du	milieu	DMEM	

(Dulbecco’s	Modified	Eagle	Medium)	supplémenté	avec	10	%	de	sérum	de	veau	fœtal	et	

2mM	de	Glutamax	(Life	technologies).		

	

3.2 			Plasmides	
	

	 L’ensemble	des	réactions	PCR	suivantes	ont	été	réalisées	avec	le	Q5®	High-

Fidelity	 2X	 Master	 Mix	 (New	 England	 Biolabs).	 Tous	 les	 clonages	 ont	 été	 réalisés	 en	

insérant	 les	 produits	 PCR	 entre	 les	 sites	 de	 restriction	 EcoRI	 et	 BamHI	 des	 vecteurs	

d’expression	pcDNA3.1	contenant	la	séquence	codant	le	tag	V5.		

	

Construction	des	vecteurs	pcDNA3.1-V5-SARS-CoV-2-M	et	pcDNA3.1-V5-

SARS-CoV-2-(N5Q)-M	

	

Des	extraits	d’ARN	totaux	ont	été	collectés	à	partir	de	cellules	infectées	par	le	SARS-

CoV-2.	Une	étape	de	RT-PCR	a	permis	d’obtenir	des	ADN	complémentaires	(ADNc).	Les	

ADNc	 correspondants	 à	 la	 séquence	 codante	 de	 la	 protéine	M	 ont	 été	 spécifiquement	

amplifiés	avec	le	primer	sens	Fw-1	5’-cgggatccgcagattccaacggtactatta-3’	et	antisens	Rv-1	

5’-cagaattcttactgtacaagcaaagcaata-3’.		

	

La	mutation	N5Q	a	été	insérée	dans	pcDNA3.1-V5-SARS-CoV-2-M	par	mutagénèse	

dirigée	par	PCR	à	l’aide	du	primer	sens	Fw-2	5’-cgggatccgcagattcccaaggtactattaccgtt-3’	et	

antisens	Rv-1.	
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Génération	des	mutants	du	domaine	N-terminal	de	M	

	

Pour	substituer	les	résidus	du	domaine	N-terminal	en	alanine,	la	séquence	codant	

la	protéine	M	sauvage	a	été	amplifiée	en	deux	fragments	PCR.	Pour	la	protéine	M	du	SARS-

CoV-2,	les	deux	fragments	PCR	ont	ensuite	été	fusionnés	avec	les	primers	suivants	:	Fw-3	

5’-attgacgtcaatgggagttt-3’	et	Rv-2	(5’-cagaattcttactgtacaagcaaagcaata	-3’).	Pour	le	premier	

cycle	de	PCR	pour	SARS-CoV-2-M,	les	primers	utilisés	ont	été	listés	dans	le	tableau	2.		

	

Pour	MERS-CoV-M,	deux	fragments	PCR	contenant	les	mutations	ont	également	été	

générés,	les	primers	utilisés	pour	le	premier	cycle	de	PCR	sont	aussi	listés	dans	le	tableau	

1.	Les	deux	fragments	ont	ensuite	été	fusionnés	à	l’aide	des	primers	suivants	:	Fw-4	(5’-	

cgggatccaatatgacgcaactcact-3’)	et	Rv-3	(5’-	cagaattcctaagctcgaagcaatgcaa-3’).		

	

Génération	des	constructions	M-linker	

	

Pour	générer	 la	construction	pcDNA3.1-V5-MERS-M-linker,	deux	 fragments	PCR	

ont	 été	 produits	 à	 l’aide	 des	 primers	 Fw-4	 avec	 Rv-4	 (5’-

cttaatagttgtatttaatttatagtttccaatacggtagcggttgtatgcgtatagatcaattggataaacg-3’)	et	Fw-5	(5’-

taaattaaatacaactattaaggacctggactacaaggacgacgatgacaagccaaaagaggcttcccagataatctc-3’)	

avec	Rv-3.	Les	deux	fragments	PCR	ont	ensuite	été	fusionnés	avec	les	primers	Fw-4	et	Rv-

3.	La	construction	pcDNA3.1-V5-MERS-M-linker	a	ensuite	servi	de	matrice	pour	insérer	

les	mutations	N3Q	et	N88Q.		

	

Pour	 le	 mutant	 pcDNA3.1-V5-N3Q-MERS-M-linker,	 un	 cycle	 PCR	 suffit	 avec	 les	

primers	suivants	Fw-6	(5’-cgggatcccaaatgacgcaactcactga-3’)	et	Rv-3.		

	

Pour	générer	pcDNA3.1-V5-N88Q-MERS-M-linker,	deux	cycles	PCR	ont	été	réalisés	

avec	les	primers	suivants	:	Fw-4	avec	Rv-5	(5’-ccttaatagttgtttgtaatttatagtttcc-3’)	et	Fw-7	

(5’-	 ggaaactataaattacaaacaactattaagg-3’)	 avec	 Rv-3.	 Les	 deux	 fragments	 PCR	 ont	 été	

fusionnés	avec	les	primers	Fw-4	et	Rv-3.		

	

Pour	introduire	la	double	mutation	N3Q/N88Q	dans	la	construction	pcDNA3.1-V5-

MERS-M-linker,	deux	fragments	PCR	ont	été	amplifiés	avec	 les	primers	suivants	:	Fw-6	
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avec	Rv-5	et	Fw-7	avec	Rv-3.	Les	fragments	PCR	ont	ensuite	été	fusionnés	avec	les	primers	

Fw-6	et	Rv-3.		

	

L’insertion	de	 la	mutation	E9D18A	dans	 la	 construction	pcDNA3.1-V5-MERS-M-

linker	et	pcDNA3.1-V5-N3Q-MERS-M-linker	a	été	réalisée	comme	décrite	précédemment	

pour	la	construction	sans	la	séquence	linker.	Le	plasmide	pcDNA3.1-V5-E9D18A-MERS-

M-linker	a	ensuite	servi	de	matrice	pour	introduire	la	mutation	N88Q	comme	décrit	pour	

la	construction	pcDNA3.1-V5-N88Q-MERS-M-linker.		

	

Génération	des	chimères	E1-M	

	

Pour	la	chimère	E1-M,	la	séquence	codant	E1	a	été	insérée	dans	le	primers	sens	

utilisé	 pour	 la	 réaction	 PCR.	 La	 séquence	 codant	 la	 protéine	 M	 du	 SARS-CoV-2	 a	 été	

amplifiée	 avec	 les	 primers	 Fw-8	 (5’-

acggatccgccaccatggctcaggtgaagaatagcagtggcctctacgttgaagagcttaaaaagct-3’)	 et	 Rv-6	 (5’-

ccgaattcctgtacaagcaaagcaatattg-3’).	La	séquence	correspond	à	E1	est	indiquée	en	vert	et	

celle	de	SARS-CoV-2-M	l’est	en	bleue.	

	

Génération	des	chimères	M-ORF3A	

	

La	séquence	codant	ORF3a	a	été	amplifiée	à	partir	des	ADNc	de	cellules	infectées	

en	 utilisant	 les	 primers	 Fw-9	 (5’-actctgagccagtgctcaaag-3’)	 et	 Rv-7	 (5’-

gaaacgaatgagtacataagt-3’).	Un	second	cycle	PCR	a	permis	d’insérer	les	sites	de	restriction	

EcoRI	 et	 BamHI	 introduits	 dans	 les	 primers	 suivants	:	 Fw-10	 (5’-

tcggatccgccaccatggatttgtttatgagaa-3’)	et	Rv-8	(5’-	ccgaattccaaaggcacgctagtagtcg-3’).	

	

Pour	construire	la	chimère	Nt-M/ORF3a,	 la	séquence	codant	la	protéine	M	a	été	

amplifiée	 avec	 Fw-3	 et	 Rv-9	 (5’-	 gccaacaataagccatccggtaatagtaccgttggaatc-3’).	 La	

séquence	 codant	 ORF3a	 a	 été	 amplifiée	 avec	 Fw-11	 (5’-

gattccaacggtactattaccggatggcttattgttggc-3’)	et	Rv-8.	Les	deux	fragments	PCR	ont	ensuite	

été	fusionnés	avec	les	primers	Fw-3	et	Rv-8.		
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Concernant	 la	 chimère	 TM1-M/ORF3a,	 la	 séquence	 codant	 la	 protéine	M	 a	 été	

amplifiée	avec	les	primers	Fw-3	et	Rv-10	(5’-ctctttttgagggttatgataaattgtagaagacaaatcc-3’)	

et	 la	 séquence	 codant	 ORF3a	 avec	 les	 primers	 Fw-12	 (5’-

ggatttgtcttctacaatttATCATAACCCTCAAAAAGAG-3’)	et	Rv-8.	Les	primers	Fw-3	et	Rv-8	ont	

permis	la	fusion	des	deux	fragments	PCR.	

	

Construction	des	plasmides	pX330	

	

La	séquence	ADN	cible	a	été	introduite	dans	un	vecteur	pX330	comme	décrit	par	

Ran	et	al	2013.	Brièvement,	10	µM	d’oligonucléotides	ont	été	hybridés	et	phosphorylés	

avec	la	T4	polynucléotide	kinase	(NEB).	Ensuite,	les	oligonucléotides	et	le	vecteur	ont	été	

digérés	par	l’enzyme	de	restriction	BbsI	et	ligués	en	une	seule	étape.	Les	ADN	linéaires	

résiduels	 ont	 été	 éliminés	 par	 traitement	 avec	 une	 exonucléase,	 et	 des	 cellules	

compétentes	Top10	ont	été	transformées	avec	les	produits	 ligués.	Les	oligonucléotides	

suivants	ont	été	utilisées	pour	:	

	

ß3GNT2	:	5’-caccgactactgcgaacctgacctg-3’	et	5’-	aaaccaggtcaggttcgcagtagtc-3’	

STT3A	:	5’-caccgtactcacggatcaaactca-3’	et	5’-aaactgagtttgatccgtgagtac-3’	

STT3B	:	5’-caccgtacagcaaaagagtctacat-3’	et	5’-aaacatgtagactcttttgctgta-3’.	

	

3.3 			Génération	des	lignées	KO	

	

Des	cellules	Huh-7	ont	été	ensemencées	en	plaque	6	puits	et	ont	été	transfectées	

par	1	µg	de	vecteur	pX330	codant	pour	un	petit	ARN	guide	ciblant	ß3GNT2,	STT3A	ou	

STT3B,	ou	par	un	vecteur	vide	pX330	et	50	ng	de	plasmide	portant	un	gène	de	résistance	

à	 la	 puromycine.	 Les	 cellules	 ont	 été	 transfectées	 à	 l’aide	 de	 l’agent	 de	 transfection	

TransIT®-LT1	 (Mirus	 Bio)	 selon	 le	 protocole	 du	 fournisseur.	 24	 h	 post-transfection,	

5µg/ml	 de	 puromycine	 ont	 été	 ajoutés	 dans	 le	 milieu	 de	 culture	 afin	 d’induire	 une	

pression	de	sélection.	La	puromycine	a	été	renouvelée	tous	les	jours	pendant	4	jours.	Pour	

les	KO	STT3A	et	STT3B	 les	 populations	 de	 cellules	 ont	 été	 utilisées	 pour	 exprimer	 les	

protéines	M.	 Le	 niveau	d’expression	 des	 protéines	 STT3a	 et	 STT3b	 a	 été	 contrôlé	 par	

western-blot	à	l’aide	d’anticorps	polyclonaux	anti-STT3a	(Fisher	Scientific)	et	anti-STT3b	
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(Sigma).	Pour	les	cellules	ß3GNT2-KO,	des	clones	ont	été	isolés	par	dilutions	limites	des	

populations	de	cellules	après	sélection	à	la	puromycine.	Faute	d’anticorps	anti-ß3GnT2	

fonctionnel,	le	niveau	d’expression	de	la	protéine	n’a	pu	être	contrôlé	par	western-blot.	

L’ADN	 génomique	 des	 clones	 isolés	 a	 été	 extrait	 avec	 le	 kit	 QIAamp®	 DNA	 mini	 kit	

(QIAGEN)	et	a	été	séquencé	au	niveau	de	la	zone	éditée.	Un	clone	produisant	une	protéine	

ß3GnT2	tronquée	à	la	position	109	a	été	sélectionné	pour	les	expériences.		

	

3.4 			Traitements	aux	glycosidases	
	

	 Des	cellules	Huh-7	ont	été	ensemencées	en	plaque	6	puits,	et	ont	été	transfectées	

par	1µg	de	plasmides	pcDNA3.1	 exprimant	 les	 constructions	 taguées	V5-MERS-M,	V5-

N3Q-MERS-M,	V5-SARS2-M	ou	V5-N5Q-SARS2-M	avec	l’agent	de	transfection	TransIT®-

LT1	(Mirus	Bio)	selon	le	protocole	du	fournisseur.	24	h	post-transfection,	les	cellules	ont	

été	lysées	sur	glace	dans	du	tampon	de	lyse	B1	(50	mM	Tris-HCl	pH	7,5	;	100	mM	NaCl2	;	

2	 mM	 EDTA	;	 1	 %	 Triton	 X-100	;	 0,1	 %	 SDS)	 contenant	 un	 cocktail	 d’inhibiteurs	 de	

protéase	(Roche)	et	1mM	de	PMSF.	Les	lysats	cellulaires	ont	ensuite	été	centrifugés	à	14	

000	rpm	pendant	5	min	à	4	°C	afin	de	les	nettoyer	des	débris	cellulaires.	Ensuite,	les	lysats	

ont	été	traités	avec	de	l’eau	(mock),	à	l’Endoglycosidase	H	(Endo-H)	(NEB)	ou	à	la	PNGase	

F	 (NEB)	selon	 les	 instructions	du	 fournisseur.	Les	protéines	ont	été	séparées	par	SDS-

PAGE	 et	 transférées	 sur	 une	 membrane	 de	 nitrocellulose.	 Les	 protéines	 M	 ont	 été	

détectées	 avec	 un	 anticorps	monoclonal	 anti-V5	 (Invitrogen,	 R96025)	 et	 un	 anticorps	

secondaire	anti-souris	couplé	à	la	peroxydase	de	raifort	(JacksonImmunoresearch	115-

035-146).	La	détection	protéique	a	été	réalisée	par	chimioluminescence	(Pierce).		

	

Pour	les	quantifications	des	formes	non-glycosylées	de	la	protéine	M,	les	lysats	des	

cellules	 ayant	 exprimées	 les	 différents	mutants	 ont	 été	 traités	 à	 l’eau	 (mock)	 ou	 à	 la	

PNGase	 F,	 puis	 analysés	 par	 western-blot.	 La	 bande	 correspondant	 à	 la	 forme	 non-

glycosylée	 a	 été	 quantifié	 dans	 les	 deux	 conditions	 via	 la	 fonction	 «	quantification	des	

bandes	»	 du	 logiciel	 ImageJ.	 Les	 conditions	 traitées	 par	 la	 PNGase	 F	 ont	 permis	 de	

déterminer	la	quantité	totale	de	protéine	M	dans	les	échantillons.		
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3.5 			Précipitations	par	les	lectines	
	

	 Des	cellules	Huh-7	ont	été	ensemencées	en	plaque	6	puits	et	ont	été	transfectées	

avec	1	µg	de	vecteur	pcDNA3.1	exprimant	les	constructions	taguées	V5-MERS-M,	V5-N3Q-

MERS-M,	V5-SARS2-M	ou	V5-N5Q-SARS2-M	avec	 l’agent	de	 transfection	TransIT®-LT1	

(Mirus	Bio)	selon	les	instructions	du	fournisseur.	24	h	post-transfection,	les	cellules	ont	

été	lysées	sur	glace	avec	du	tampon	de	lyse	B1	supplémenté	par	un	cocktail	d’inhibiteurs	

de	protéases	(Roche)	et	1mM	de	PMSF.	Ensuite,	les	lysats	ont	été	centrifugés	à	14	000	rpm	

pendant	 5	min	 à	 4	 °C	 afin	 d’éliminer	 les	 débris	 cellulaires.	 50	 µl	 d’échantillon	 ont	 été	

conservés	pour	une	analyse	par	western-blot	(input).	Le	reste	a	été	incubé	avec	des	billes	

d’agarose	conjuguées	avec	la	lectine	DSL	(Datura	stramonium	lectin)	ou	LEL	(Lycopersicon	

esculentum	lectin)	(Eurobio)	sur	une	roue	à	4°C	pendant	la	nuit.	Le	lendemain,	les	billes	

ont	été	nettoyées	3	fois	avec	du	tampon	B1	et	resuspendues	dans	du	tampon	de	charge	

Laëmmli	2	X	contenant	50	mM	de	DTT.	Les	billes	ont	ensuite	été	chauffées	à	70	°C	pendant	

10	 min	 avant	 d’être	 chargées	 sur	 SDS-PAGE	 pour	 une	 analyse	 par	 western-blot.	 Les	

protéines	ont	été	révélées	à	 l’aide	d’un	anticorps	monoclonal	anti-V5	et	d’un	anticorps	

secondaire	anti-souris	couplé	à	la	peroxydase	de	raifort.	Les	protéines	ont	été	détectées	

par	chimioluminescence	(Pierce).		

	

3.6 			Infection	
	

Des	cellules	ß3GNT2-KO	ont	été	ensemencées	en	plaque	6	puits	et	ont	été	infectées	

par	le	MERS-CoV	ou	le	SARS-CoV-2	à	une	MOI	de	0,1	pendant	16	h.	48	h	avant	l’infection	

par	 le	SARS-CoV-2,	 les	cellules	ont	été	transduites	avec	des	 lentivirus	exprimant	ACE2.	

16h	post-infection,	les	cellules	ont	été	lysées	dans	du	tampon	B1	et	les	lysats	collectés	ont	

été	centrifugés	à	14	000	rpm	pour	éliminer	les	débris	cellulaires.	Les	lysats	cellulaires	ont	

ensuite	 été	 chauffés	 à	 95	 °C	 pendant	 20	 min	 avant	 de	 sortir	 du	 laboratoire	 P3.	 Les	

protéines	ont	été	séparées	par	SDS-PAGE	et	analysées	par	western-blot.	Les	protéines	M	

du	MERS-CoV	et	du	SARS-CoV-2	ont	été	détectées	à	l’aide	d’anticorps	polyclonaux	anti-M	

spécifiques	 et	 d’un	 anticorps	 secondaire	 anti-lapin	 couplé	 à	 la	 peroxydase	 de	 raifort	

(JacksonImmunoresearch	 111-035-144).	 Les	 protéines	 ont	 été	 détectées	 par	

chimioluminescence	(Pierce).		
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3.7 			Immunofluorescence	
	

Les	 anticorps	 primaires	 et	 secondaires	 utilisés	 sont	 résumés	 dans	 le	 tableau	 2.

	 	

Des	cellules	Huh-7	ont	été	ensemencées	sur	des	lamelles	en	plaque	24	puits	et	ont	

été	 transfectées	 avec	 250	 ng	 de	 plasmide	 pcDNA3.1	 exprimant	 les	 différentes	

constructions	 mutées	 taguées	 V5	 ou	 exprimant	 HCV-E1	 (souche	 JFH1).	 24	 h	 post-

transfection,	 les	cellules	ont	été	fixées	avec	3	%	de	paraformaldéhyde	pendant	15	min,	

puis	les	membranes	ont	été	perméabilisées	avec	0,1	%	de	Triton	X-100	pendant	5	min.	

Ensuite,	les	cellules	ont	été	bloquées	pendant	30	min	avec	5	%	de	sérum	de	cheval	dans	

du	PBS,	suivi	de	30	min	d’incubation	avec	une	solution	d’anticorps	primaires	préparée	

dans	le	tampon	de	blocage.	Enfin,	les	cellules	ont	été	rincées	3	fois	avec	du	PBS	et	incubées	

pendant	 30	min	 à	 l’obscurité	 avec	 une	 solution	 d’anticorps	 secondaires	 couplés	 à	 un	

fluorophore.	Les	noyaux	ont	été	marqués	avec	1µg/ml	de	4,6-diamidino-2-phenylindole	

(DAPI).	

	

Les	images	ont	été	acquises	à	l’aide	d’un	microscope	confocal	à	balayage	laser	LSM	

880	(Zeiss)	avec	un	objectif	à	immersion	au	grossissement	63x.		

	

3.8 			Perméabilisations	sélectives	
	

Des	 cellules	 Huh-7	 ont	 été	 ensemencées	 en	 plaque	 24	 puits,	 puis	 ont	 été	

transfectées	avec	500	ng	de	plasmide	pcDNA3.1	contenant	la	séquence	codante	de	V5-M	

ou	 des	 mutants.	 24	 h	 post-transfection,	 ces	 cellules	 ont	 été	 fixées	 avec	 3	 %	 de	

paraformaldéhyde,	précédent	une	perméabilisation	totale	des	membranes	cellulaires	par	

0,1	%	de	Triton	X-100	ou	partielle	par	un	cycle	de	congélation/décongélation	à	-80	°C	

dans	du	PBS.	Enfin,	les	cellules	ont	été	bloquées	par	5	%	de	sérum	de	chèvre/PBS	pendant	

30	min	puis	ont	été	traitées	comme	décrit	ci-dessus.	
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Tableau	2.	Oligonucléotides	utilisés	pour	le	premier	cycle	PCR.	

 

	

	

	

	 	

	 Mutants	 Sens	(5’-3’)	 Antisens	(5’-3’)	

S
A
R
S
-C
o
V
-2
-M
	

8ITV10-M	
attgacgtcaatgggagttt	 agcggcagcagtaccgttggaatctgcggatcccg	

ctgctgccgctgaagagcttaaaaagctcc	 cagaattcttactgtacaagcaaagcaata	

11EEL13-M	
attgacgtcaatgggagttt	 agccgctgcaacggtaatagtaccgttgg	

tgcagcggctaaaaagctccttgaacaatgg	 cagaattcttactgtacaagcaaagcaata	

14KKL16-M	
attgacgtcaatgggagttt	 agccgctgcaagctcttcaacggtaatagtacc	

tgcagcggctcttgaacaatggaacctagtaatagg	 cagaattcttactgtacaagcaaagcaata	

17LEQ19-M	
attgacgtcaatgggagttt	 tgctgcagcgagctttttaagctcttcaac	

cgctgcagcatggaacctagtaataggtttcc	 cagaattcttactgtacaagcaaagcaata	

E11,12,18A	
attgacgtcaatgggagttt	 attgcgcaaggagctttttaagcgctgcaac	

aaaaagctccttgcgcaatgg	 cagaattcttactgtacaagcaaagcaata	

M
E
R
S
-C
o
V
-M
	

6QLT8-M	
attgacgtcaatgggagttt	 tcagcggctgccgtcatattggatcccgtagaatc	

cagccgctgaggcgcagattattgccattattaaa	 cagaattcctaagctcgaagcaatgcaa	

9EAQ11-M	
attgacgtcaatgggagttt	 atcgccgccgcagtgagttgcgtcatattggatcc	

gcggcggcgattattgccattattaaagactggaa	 cagaattcctaagctcgaagcaatgcaa	

12IIA14-M	
attgacgtcaatgggagttt	 aatggctgcagcctgcgcctcagtgagttgcgtcatatt	

gcaggctgcagccattattaaagactggaactttgcatgg	 cagaattcctaagctcgaagcaatgcaa	

15IIKD18-M	
attgacgtcaatgggagttt	 ggctgcagcagcggcaataatctgcgcctcagtga	

gctgctgcagcctggaactttgcatggtccctgat	 cagaattcctaagctcgaagcaatgcaa	

E9A-M	
attgacgtcaatgggagttt	 tctgcgccgcagtgagttgcgtcatattgg	

tgcggcgcagattattgccattattaaaga	 cagaattcctaagctcgaagcaatgcaa	

E9D-M	
attgacgtcaatgggagttt	 cgcatcagtgagttgcgtcata	

cactgatgcgcagattattgcc	 cagaattcctaagctcgaagcaatgcaa	

E9D18A-M	
attgacgtcaatgggagttt	 caaagttccacgctttaataatggcaataatctgcgccgcagtg	

cactgcggcgcagattattgccattattaaagcgtggaactttg	 cagaattcctaagctcgaagcaatgcaa	
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Tableau	 3.	 Anticorps	 primaires	 et	 secondaires	 utilisés	 pour	 les	 expériences	

d’immunofluorescence.	

Nom	 Espèce	 Référence	

IGg2a	anti-V5	 Souris	
Invitrogen	37-7500		

Clone	2F11F7	

IgG	anti-TGN46	 Mouton	 Biorad	AHP500GT	

Anti-calnexine	 	 Abcam	Ab22595	

Anti-HCV-E1	(A6)	 Humain	 Mesalam	et	al.,	2018	

Anti-MERS-M	 Lapin	 Proteogenix	

IgG	anti-SARS-CoV-2-M	 Lapin	 Abnova	PAB31758	

IgG	anti-souris	couplé	cyanine-

3	
A� ne	

JacksonImmunoresearch	

715-165-151	

IgG	anti-mouton	couplé	

Alexa488	
A� ne	

JacksonImmunoresearch	

713-545-147	

IgG	anti-mouton	couplé	

cyanine-3	
A� ne	

JacksonImmunoresearch	

713-165-147	

IgG	anti-lapin	couplé	Alexa488	 A� ne	
JacksonImmunoresearch	

711-545-152	

IgG	anti-lapin	couplé	cyanine-3	 A� ne	
JacksonImmunoresearch	

711-165-152	

IgG	anti-humain	couplé	

Alexa488	
A� ne	

JacksonImmunoresearch	

709-545-149	
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4 Résultats	

	

4.1 			Les	protéines	M	du	MERS-CoV	et	du	SARS-CoV-2	

sont	N-glycosylées	

	

Dans	une	étude	précédente	réalisée	dans	le	laboratoire,	la	protéine	M	du	MERS-

CoV	présentait	un	profil	de	migration	particulier	en	western-blot	(Perrier	et	al.	2019).	Il	

a	été	montré	que	ce	profil	de	migration	particulier	est	causé	par	le	statut	de	glycosylation	

de	 la	protéine	qui	présente	un	seul	 site	de	N-glycosylation.	En	effet,	 la	 substitution	du	

résidu	 asparagine	 (N3)	 en	 glutamine	 (N3Q-M),	 empêche	 ainsi	 la	 glycosylation	 de	 la	

protéine	et	engendre	la	migration	de	MERS-CoV-M	sous	forme	d’une	bande	unique	autour	

de	 25	 kDa.	 La	 protéine	M	 du	 SARS-CoV-2	 possède	 également	 un	 site	 de	 glycosylation	

unique	(N5).	Nous	nous	sommes	donc	 intéressés,	dans	un	premier	 temps,	au	profil	de	

migration	de	la	protéine	M	du	SARS-CoV-2	en	western-blot.		

	

Pour	 cela,	 des	 cellules	 Huh-7	 ont	 été	 transfectées	 par	 un	 vecteur	 pcDNA3.1	

contenant	la	séquence	codant	la	protéine	SARS-CoV-2-M	avec	une	étiquette	V5.	Comme	

contrôle,	 nous	 avons	 muté	 le	 seul	 site	 potentiel	 de	 N-glycosylation	 en	 substituant	

l’asparagine	N5	en	glutamine	(N5Q).	En	parallèle,	des	cellules	Huh-7	ont	également	été	

transfectées	 afin	 d’exprimer	 la	 protéine	 M	 sauvage	 et	 mutée	 au	 niveau	 du	 site	 de	

glycosylation	(N3Q-M)	du	MERS-CoV.	24h	post-transfection,	les	lysats	cellulaires	ont	été	

collectés,	 puis	 les	 protéines	 ont	 été	 séparées	 sur	 SDS-PAGE	 12	 %	 et	 analysées	 par	

western-blot	avec	un	anticorps	anti-V5	(Figure	19A).	Il	s’avère	que	SARS-CoV-2-M	(panel	

gauche)	 présente	 un	 profil	 de	migration	 identique	 à	 celui	 observé	 avec	MERS-CoV-M	

(panel	 droit).	 En	 effet,	 nous	 pouvons	 constater	 que	 la	 protéine	M-WT	 du	 SARS-CoV-2	

migre	sous	la	forme	de	3	espèces.	En	revanche,	la	protéine	mutée	N5Q-M	migre	comme	

une	seule	espèce	vers	25	kDa.	Par	conséquent,	ces	résultats	démontrent	que	la	protéine	

M	du	SARS-CoV-2	est	N-glycosylée	sur	le	site	N5.	
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Afin	 de	 caractériser	 les	 formes	 glycoconjuguées	 de	 SARS-CoV-2-M,	 les	 lysats	

cellulaires	ont	été	digérés	par	l’Endo-H	et	la	PNGase	F.	L’Endo-H	digère	spécifiquement	

les	 N-glycanes	 qui	 n’ont	 pas	 été	 modifiés	 par	 l’ɑ-mannosidase	 II,	 c’est-à-dire,	 les	

oligomannoses	et	certaines	structures	hybrides.	En	revanche,	la	PNGase	F	est	capable	de	

digérer	tous	les	types	de	N-glycanes.	Nous	pouvons	observer	que	la	forme	de	SARS-CoV-

2-M	 migrant	 vers	 30	 kDa	 est	 sensible	 à	 l’Endo-H,	 alors	 que	 les	 formes	 migrant	 plus	

lentement	sous	la	forme	d’une	bande	diffuse	y	sont	résistantes.	En	revanche,	le	traitement	

par	la	PNGase	F	a	permis	la	digestion	de	toutes	les	formes	de	SARS-CoV-2-M,	sauf	l’espèce	

migrant	 autour	 de	 25	 kDa,	 correspondant	 à	 une	 forme	 non-glycosylée	 de	 la	 protéine.	

Ainsi,	ces	données	démontrent	qu’en	cellules	transfectées	transitoirement,	les	protéines	

M	du	MERS-CoV	et	du	SARS-CoV-2	(25	kDa)	sont	conjuguées	à	des	N-glycanes	riches	en	

mannose	(30	kDa)	et	complexes	(>35	kDa).	

	

Figure	19.	La	protéine	M	du	MERS-CoV	et	du	SARS-CoV-2	est	N-glycosylée.	

(A).	 Des	 lysats	 de	 cellules	Huh-7	 transfectées	 pendant	 24	 h	 par	 un	 vecteur	 d’expression	 pcDNA3.1	
contenant	la	séquence	codant	les	protéines	taguées	V5	SARS-CoV-2-M	et	MERS-CoV-M	ont	été	traités	

par	 l’Endo-H	ou	 la	 PNGase	 F.	Un	 anticorps	 anti-V5	 a	 permis	 de	 révéler	 les	 protéines.	Des	 lysats	 de	

cellules	ayant	exprimé	les	protéines	déficientes	en	site	de	glycosylation	(N3Q-M	pour	MERS-CoV	;	N5Q	

pour	SARS-CoV-2)	ont	été	chargés	comme	contrôle.	(B).	Des	cellules	Huh-7	ont	exprimé	pendant	24	h	
les	protéines	MERS-CoV-M	ou	SARS-CoV-2-M	avec	une	étiquette	V5.	Ces	cellules	ont	ensuite	été	traitées	
par	100	µM	de	cycloheximide	afin	de	bloquer	la	synthèse	protéique.	Les	lysats	ont	été	récoltés	aux	temps	

indiqués	 (0,	 2,	 4,	 6,	 8	 et	 24	 h).	 Un	 anticorps	 anti-V5	 a	 permis	 de	 révéler	 les	 protéines.	 Les	 poids	

moléculaires	sont	exprimés	en	kDa.	Mock	:	non-traité.	
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A	l’équilibre,	nous	observons	donc	trois	formes	de	la	protéine.	Nous	avons	voulu	

savoir	si	les	formes	non-glycosylées	et	sensibles	à	l’Endo-H	étaient	des	intermédiaires	de	

glycosylation.	Pour	cela,	des	cellules	Huh-7	exprimant	V5-MERS-CoV-M	ou	V5-SARS-CoV-

2-M	ont	été	traitées	par	la	cycloheximide	afin	de	bloquer	la	synthèse	protéique,	24h-post-

transfection.	Les	lysats	cellulaires	ont	ensuite	été	collectés	à	différents	temps	de	2h	à	24h	

après	 le	 début	 du	 traitement,	 puis	 les	 protéines	 ont	 été	 analysées	 par	 western-blot	

(Figure	 19B).	 Nous	 pouvons	 constater	 qu’à	 partir	 de	 2h	 post-traitement,	 l’espèce	

conjuguée	à	des	N-glycanes	riches	en	mannose	et	migrant	vers	30	kDa	n’est	plus	détectée,	

signifiant	que	cette	forme	sert	de	précurseur	pour	la	synthèse	des	espèces	conjuguées	à	

des	N-glycanes	 complexes.	 En	 revanche,	 l’espèce	 non-glycosylée	 est	 toujours	 présente	

jusqu’à	24h	post-traitement	et	est	relativement	stable	au	cours	du	temps,	signifiant	que	

certaines	protéines	ne	sont	jamais	modifiées.		

	

Les	formes	conjuguées	à	des	glycanes	complexes	sont	parfois	difficiles	à	observer	

en	western-blot	à	cause	de	 leur	hétérogénéité,	ce	qui	peut	suggérer	qu’une	proportion	

importante	 de	 la	 protéine	 n’est	 pas	 glycosylée.	 Nous	 avons	 quantifié	 la	 bande	

correspondant	 à	 la	 forme	 non	 glycosylée	 en	 western-blot	 (Figure	 21C).	 Afin	 de	

déterminer	la	quantité	totale	de	protéine,	une	fraction	de	l’échantillon	a	été	traité	par	la	

PNGase	F.		Après	quantification,	3,32	%		(+/-	1,13	%)	de	la	protéine	M	du	MERS-CoV	et	

5,73	%	(+/-	2,18	%)	de	celle	du	SARS-CoV-2	ne	sont	pas	glycosylés.	

	

4.2 			SARS-CoV-2-M	et	MERS-CoV-M	sont	modifiées	par	

des	chaines	de	polylactosamines	
	

Les	 chaines	 de	 polylactosamines	 sont	 de	 très	 grandes	 structures	 linéaires	 ou	

ramifiées	de	glycanes	qui	peuvent	être	ajoutées	sur	des	glycoprotéines	et	glycolipides.	Ces	

chaines	sont	composées	de	répétition	d’unité	N-acétyllactosamine	(LacNAc)	composée	de	

galactose	(Gal)	et	de	N-acétylglucosamine	(GlcNAc)	reliés	par	des	liaisons	osidiques	ß1-4.	

Chaque	unité	de	LacNAc	est	reliée	à	une	autre	par	des	liaisons	osidiques	ß1-3.	Des	études	

ont	 permis	 de	 mettre	 en	 évidence	 que	 les	 chaines	 de	 polylactosamines	 étaient	 des	

structures	importantes,	puisqu’elles	sont	directement	ou	indirectement	impliquées	dans	

de	nombreuses	fonctions	biologiques.	Notamment,	les	polylactosaminoglycanes	forment	
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les	structures	antigéniques	des	groupes	sanguins	«	i	»	et	«	I	».	La	conversion	des	antigènes	

«	i	»	 vers	 «	I	»	 se	déroule	 lors	des	18	premiers	mois	de	 la	 vie	 des	nouveau-nés,	 où	 les	

chaines	 de	 polylactosamines	 vont	 passer	 d’une	 structure	 linéaire	 vers	 une	 structure	

ramifiée	grâce	à	l’addition	de	ß1-6GlcNAc	sur	des	résidus	internes	de	galactoses	(Varki	et	

al	 2023	 –	 essentials	 of	 glycobiology).	 La	 synthèse	 des	 polylactosaminoglycanes	 se	

déroulent	dans	les	citernes	médial	et	trans	de	l’appareil	de	Golgi,	par	l’action	alternée	de	

ß1,4-galactosyltransférases	 (ß4GalT)	 et	 de	 ß1,3-N-acétylglucosaminyltransférase	

(ß3GnT)	(Nilsson	et	al.	1991;	Lee	et	al.	2009;	Kimber	2021).	

	

Chez	le	coronavirus	IBV,	il	a	été	montré	que	la	protéine	M	est	retenue	au	niveau	du	

compartiment	cis-golgien,	en	cohérence	avec	les	N-glycanes	ajoutés	sur	les	sites	N3	et	N6	

de	la	protéine	qui	restent	majoritairement	sensibles	à	l’Endo-H	(Machamer	et	al.	1990).	

En	revanche,	la	délétion	du	premier	et	second	segment	transmembranaire	induit	une	fuite	

d’IBV-M	 jusqu’à	 la	 surface	 cellulaire.	Dans	 ces	 conditions,	 il	 a	 été	 observé	qu’une	plus	

grande	fraction	d’IBV-M	devenait	résistante	à	la	digestion	par	l’Endo-H.	En	western-blot,	

l’augmentation	de	cette	fraction	s’est	caractérisée	par	la	migration	de	la	protéine	sous	la	

forme	 d’une	 bande	 diffuse,	 comme	 nous	 avons	 pu	 l’observer	 précédemment	 avec	 la	

protéine	M	du	MERS-CoV	et	du	SARS-CoV-2.	De	plus,	dans	leur	manuscrit,	Machamer	et	

al.,	 mentionne	 sans	 le	 montrer	 que	 la	 protéine	 IBV-M	 tronquée	 est	 reconnue	 par	 les	

lectines	Datura	stramonium	(DSL)	et	Lycopersicon	esculentum	(LEL),	dont	l’affinité	pour	

les	chaines	polylactosamines	a	été	démontrée	(Yamashita	et	al	1987	;	Oguri	et	al	2005).	

Par	 conséquent,	 nous	 nous	 sommes	 intéressés	 à	 la	 possible	 présence	 de	

polylactosaminoglycanes	sur	les	sites	N3	de	MERS-CoV-M	et	N5	et	SARS-CoV-2-M.	

	

Dans	un	premier	temps,	des	cellules	Huh-7	ont	été	transfectées	par	des	vecteurs	

pcDNA3.1	 exprimant	 les	 protéines	 V5-MERS-CoV-M	 et	 V5-SARS-CoV-2-M	 sauvages	 et	

mutées	au	niveau	de	leurs	sites	de	glycosylation	respectifs	(N3Q-M	et	N5Q-M).	Les	lysats	

cellulaires	 ont	 été	 collectés	24h	post-transfection,	 puis	 ont	 été	 incubés	 avec	des	billes	

d’agarose	conjuguées	aux	lectines	LEL	ou	DSL.	Les	protéines	précipitées	ont	ensuite	été	

chargées	sur	SDS-PAGE	12	%	et	analysées	par	western-blot	à	l’aide	d’un	anticorps	anti-

V5.	Afin	de	s’assurer	du	niveau	d’expression	des	protéines	M,	un	aliquot	de	lysat	cellulaire	

a	été	déposé	sur	gel	(Figure	20A).	Les	produits	de	précipitation	sont	visibles	en	Figure	

20B.	 Nous	 pouvons	 constater	 que	 les	 formes	 de	M	 glycoconjuguées	 à	 des	 N-glycanes	
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complexes	 sont	 précipitées	 par	 la	 lectine	 LEL,	 suggérant	 la	 présence	 de	 chaines	 de	

polylactosamines	 sur	 la	 protéine	 M	 du	 MERS-CoV	 et	 du	 SARS-CoV-2	 en	 cellules	

transfectées.	Cependant,	la	lectine	DSL	ne	semble	pas	reconnaitre	les	glycanes	associés	à	

M.	Afin	de	contrôler	la	qualité	de	cette	lectine,	nous	avons	vérifié	que	cette	lectine	était	

bien	capable	de	précipiter	la	protéine	M	de	IBV	(données	non-montrées).	Par	conséquent,	

l’absence	 de	 précipitation	 de	MERS-CoV-M	 et	 SARS-CoV-2-M	 par	 la	 lectine	 DSL	 a	 une	

raison	 biologique.	 Il	 a	 été	 montré	 que	 DSL	 reconnait	 davantage	 les	 chaines	 de	

polylactosamines	 ramifiées,	 contrairement	 à	 LEL	 qui	 possède	 plus	 d’affinité	 pour	 les	

chaines	linéaires	(Varki	et	al.	2022).	Il	a	également	été	montré	que	l’affinité	de	la	lectine	

DSL	envers	les	polylactosaminoglycanes	décroit	en	présence	de	certaines	modifications,	

telles	que	des	fucosylations	et	sialylations	(ɑ2,6	acide	sialique)	ajoutées	aux	extrémités	

(Yamashita	et	al.	1987;	Bojar	et	al.	2022).	

	

Pour	confirmer	la	présence	de	chaines	de	polylactosamines	sur	la	protéine	M,	nous	

avons	 généré	 une	 lignée	 cellulaire	 Huh-7	 déficiente	 pour	 la	 ß1,3-N-

acétylglucosaminyltransférase	 2	 (ß3GnT2)	 par	 CRISPR/Cas9	 (ß3GNT2-KO).	 L’enzyme	

ß3GnT2	a	été	caractérisée	comme	la	polylactosamine	synthase	principale	(Togayachi	et	

al.	2010).	De	plus,	la	génération	d’une	lignée	de	souris	déficiente	en	ß3GnT2	montre	que	

l’édition	du	gène	ß3GNT2	n’est	pas	léthale.	

	

L’absence	d’anticorps	anti-ß3GnT2	fonctionnel	ne	nous	a	pas	permis	de	vérifier	le	

niveau	d’expression	de	 l’enzyme	dans	 les	populations	Huh-7	ß3GNT2-KO	par	western-

blot.	Par	conséquent,	 les	populations	de	cellules	obtenues	après	sélection	ont	été	sous-

clonées	par	dilution	limite,	et	la	région	éditée	du	gène	ß3GNT2	de	chaque	clone	isolé	a	été	

séquencée.	Un	clone,	dont	un	codon	stop	prématuré	a	été	introduit	en	position	109,	a	été	

utilisé	 pour	 réaliser	 nos	 expériences.	 Ce	 clone	 et	 un	 clone	 contrôle	 (pX330)	 ont	 été	

transfectés	afin	d’exprimer	la	protéine	M-WT	taguée	V5	du	MERS-CoV	et	du	SARS-CoV-2,	

ainsi	que	leurs	mutants	non-glycosylés	N3Q-M	et	N5Q-M	respectifs.	Les	lysats	cellulaires	

ont	 été	analysés	par	western-blot,	 24h	post-transfection	 (Figure	20C).	 Les	différentes	

espèces	de	M	identifiées	précédemment	sont	retrouvées	dans	la	lignée	contrôle	pX330.	

En	revanche,	la	bande	diffuse	n’est	plus	visible	lorsque	la	protéine	M	est	exprimée	dans	la	

lignée	 ß3GNT2-KO.	 A	 la	 place,	 une	 espèce	 migrant	 plus	 lentement	 que	 l’espèce	

glycoconjuguée	à	des	N-glycanes	riches	en	mannose	(30	kDa)	est	détectée.	La	différence	
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de	poids	moléculaire	et	la	sensibilité	à	l’Endo-H	a	permis	de	discriminer	ces	deux	espèces.	

En	 effet,	 contrairement	 à	 l’espèce	 de	 30	 kDa,	 celle	 à	 plus	 haut	 poids	 moléculaire	 est	

résistante	 au	 traitement	 par	 l’Endo-H	 (données	 non-montrées).	 Ainsi,	 cette	 espèce	

correspond	bien	à	une	forme	de	M	associée	à	des	N-glycanes	complexes.	Également,	 la	

migration	de	M	sous	la	forme	d’une	bande	à	haut	poids	moléculaire	au	lieu	d’une	bande	

diffuse	montre	une	réduction	de	l’hétérogénéité	des	N-glycanes	complexes	ajoutés	dans	

la	 lignée	 ß3GNT2-KO.	 Par	 conséquent,	 ces	 résultats	 indiquent	 que	 l’enzyme	 ß3GnT2	

participe	 à	 la	 maturation	 des	 N-glycanes	 de	 MERS-CoV-M	 et	 SARS-CoV-2-M,	 ce	 qui	

confirme	l’ajout	des	chaines	de	polylactosamines.	
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Figure	20.	MERS-CoV-M	et	SARS-CoV-2-M	sont	modifiées	par	des	chaines	de	polylactosamines.	

(A).	Des	 tests	de	précipitation	par	 les	 lectines	Datura	 stramonium	(DSL)	et	Lycopersicon	esculentum	
(LEL)	 conjuguées	 à	 des	 billes	 d’agarose	 ont	 été	 effectués	 sur	 des	 lysats	 de	 cellules	 ayant	 exprimé	

pendant	24	h	les	protéines	M	taguées	V5	du	MERS-CoV	ou	du	SARS-CoV-2.	Les	protéines	ont	été	révélées	

à	 l’aide	d’un	 anticorps	 anti-V5.	 (B).	Un	 aliquot	 des	 échantillons	 utilisés	 en	 (A)	 a	 été	 déposé	 afin	 de	
contrôler	 les	 niveaux	 d’expression	 de	 M	 (INPUT).	 (C).	 Des	 cellules	 Huh-7	 contrôles	 (pX330)	 ou	
déficientes	 pour	 la	 ß3GnT2	 (ß3GnT2-KO)	 ont	 été	 transfectées	 pendant	 24	 h	 afin	 d’exprimer	 les	

protéines	M	 taguées	V5	mentionnées.	 Les	lysats	 cellulaires	 ont	 été	 chargés	 sur	 gel	 SDS-PAGE	et	 les	
protéines	ont	été	révélées	par	un	anticorps	anti-V5.	Les	poids	moléculaires	sont	exprimés	en	kDa.	
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4.3 			Les	résidus	acides	proches	du	site	de	glycosylation	

sont	 importants	 pour	 la	 N-glycosylation	 de	 la	

protéine	M	

	

Les	 diverses	 glycosyltransférases	 nécessaires	 à	 la	 synthèse	 des	 chaines	 de	

polylactosamines	sont	localisées	dans	les	citernes	médial	et	trans	de	l’appareil	de	Golgi.	Il	

est	 alors	 admis	 que	 l’ajout	 de	 ces	 chaines	 sur	 les	 glycoprotéines	 s’effectue	 dans	 ces	

compartiments	cellulaires.	En	revanche,	les	glycoprotéines	transitant	à	travers	l’appareil	

de	 Golgi	 ne	 sont	 pas	 systématiquement	 toutes	 modifiées	 par	 des	

polylactosaminoglycanes,	 indiquant	 qu’il	 existe	 des	 mécanismes	 de	 régulation.	

Cependant,	ces	mécanismes	restent	mal	compris.	

	

C’est	 pourquoi,	 nous	 avons	 cherché	 à	 identifier	 une	 séquence	 en	 acide-aminé	

pouvant	 guider	 l’ajout	 des	 chaines	 de	 polylactosamines	 sur	 la	 protéine	M.	 Nous	 nous	

sommes	focalisés	sur	les	résidus	du	domaine	N-terminal	dû	à	leur	proximité	avec	le	site	

de	glycosylation.	Notre	étude	ayant	été	initiée	avant	la	résolution	de	la	structure	3D	de	la	

protéine	 M,	 nous	 avons	 prédit	 in	 silico	 que	 le	 domaine	 N-terminal	 de	 la	 protéine	 se	

composait	des	20	premiers	résidus.	Ainsi,	nous	avons	substitué	3	par	3	ces	résidus	situés	

en	aval	du	 site	de	glycosylation	de	MERS-CoV-M	et	 SARS-CoV-2-M,	 en	alanine	 (Figure	

21A).	Des	 cellules	Huh-7	ont	ensuite	été	 transfectées	pendant	24h	afin	d’exprimer	 les	

différents	mutants.	Leur	statut	de	glycosylation	a	ensuite	été	analysé	par	western-blot	

avec	un	anticorps	anti-V5	(Figure	21B).	Nous	pouvons	remarquer	que	 la	majorité	des	

mutants	 construits	 sont	 correctement	 glycosylés	 et	 portent	 des	 chaines	 de	

polylactosamines,	 comme	 l’indique	 la	 présence	 d’une	 bande	 diffuse.	 Par	 conséquent,	

aucunes	de	nos	mutations	introduites	n’a	eu	un	effet	spécifique	sur	l’ajout	des	chaines	de	

polylactosamines.	 En	 revanche,	 certaines	 mutations	 impactent	 la	 glycosylation	 de	 M,	

comme	 la	 substitution	 en	 alanine	 du	 motif	 9EAQ11	 de	 MERS-CoV-M.	 En	 effet,	 nous	

observons	uniquement	 la	présence	d’une	espèce	non-glycosylée	de	ce	mutant,	puisque	

son	poids	moléculaire	est	 identique	à	celui	de	N3Q-M.	Nous	avons	donc	poursuivi	nos	

investigations	à	la	recherche	de	séquences	ou	de	résidus	nécessaires	pour	la	glycosylation	

de	M.	



 98 

Ainsi,	nous	avons	quantifié	l’intensité	de	la	bande	correspondant	à	la	forme	non-

glycosylée	 de	 chacun	 des	 mutants,	 et	 l’avons	 normalisée	 par	 un	 traitement	 des	

échantillons	à	la	PNGase	F	reflétant	la	quantité	totale	de	protéine	M.	La	quantité	de	M	non-

glycosylée	a	pu	ensuite	être	exprimée	en	pourcentage	de	M	total	(Figure	21C).	Selon	les	

quantifications	réalisées,	comme	mentionné	précédemment,	il	s’avère	que	la	forme	non-

glycosylée	 de	 M	 est	 minoritaire	 dans	 les	 cellules,	 puisque	 nous	 estimons	 qu’elle	

représente	3,32	%	+/-	1,13	%	de	la	quantité	totale	de	MERS-CoV-M	et	5,73	%	+/-	2,18	%	

de	la	quantité	totale	de	SARS-CoV-2-M.	En	revanche,	ces	proportions	sont	portées	à	91,00	

Figure	 21.	 La	 mutation	 des	 résidus	 acides	 de	 MERS-CoV-M	 et	 SARS-CoV-2-M	 perturbe	 la	
glycosylation.	

(A).	Séquences	en	acide-aminé	des	différents	mutants	construits.	(B).	Analyse	du	profil	de	migration	
des	différents	mutants	ayant	été	exprimés	pendant	24	h	en	cellules	Huh-7.	Un	anticorps	anti-V5	a	été	

utilisé	 pour	 la	 révélation	 des	 protéines.	 (C).	 Quantification	 de	 la	 proportion	 de	 protéine	 M	 non-
glycosylée	 pour	 chacun	 des	 mutants.	 Des	 cellules	 Huh-7	 ont	 été	 transfectées	 afin	 d’exprimer	 les	

constructions	mentionnées,	puis	les	lysats	cellulaires	récoltés	ont	été	traités	par	la	PNGase	F	ou	non-
traités	avant	d’être	analysés	par	western-blot.	L’intensité	de	la	bande	correspondant	à	la	forme	non-

glycosylée	 de	M	 a	 été	 quantifiée	 et	 normalisée	 avec	 celle	 des	 échantillons	 traités	 par	 la	 PNGase	 F	

reflétant	 la	 quantité	 totale	 de	 protéine	 M.	 Les	 résultats	 présentés	 correspondent	 à	 la	 quantité	 de	

protéine	 non-glycosylée	 et	 correspondent	 à	 la	moyenne	 de	 quatre	 expériences	 indépendantes.	 Les	

barres	d’erreur	correspondent	à	l’erreur	type	sur	la	moyenne	(SEM).	Les	résultats	ont	été	analysés	à	

l’aide	d’un	test	ANOVA	(*	P<0,1	;	****	P<0,0001).	
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%	+/-	10,82	%	pour	 le	mutant	EAQ-M	de	MERS-CoV-M	et	23,95	%	+/-	3,43	%	pour	 le	

mutant	EEL-M	de	SARS-CoV-2-M.	

Ces	 deux	 constructions	 ont	 la	 particularité	 d’avoir	 au	 moins	 un	 résidu	 d’acide	

glutamique	substitué	en	alanine.	Afin	d’étudier	si	les	acides	glutamiques	du	domaine	N-

terminal	 de	 M	 jouent	 un	 rôle	 dans	 le	 processus	 de	 glycosylation,	 nous	 avons	 muté	

ponctuellement	 le	 résidu	E9	 du	motif	 EAQ	 en	 alanine	 (E9A-M)	 dans	 la	 protéine	M	du	

MERS-CoV.	 En	western-blot,	 la	 bande	 associée	 à	 l’espèce	 non-glycosylée	 présente	 une	

plus	 forte	 intensité	 que	 celle	 de	 la	 protéine	 sauvage.	 Cependant,	 des	 formes	

glycoconjuguées	sont	visibles,	portant	ainsi	la	quantité	de	E9A-M	non-glycosylée	à	37,51	

%	(+/-	4,73	%)	de	la	quantité	totale	de	M.	Ces	formes	glycoconjuguées	n’ayant	pas	été	

observées	avec	le	mutant	EAQ-M,	nous	avons	muté	ponctuellement	le	résidu	glutamine	

Q11	 en	 alanine.	 Cependant,	 cette	 mutation	 n’a	 eu	 aucun	 impact	 sur	 le	 niveau	 de	

glycosylation	de	la	protéine,	ce	qui	ne	nous	permet	pas	d’expliquer	pourquoi	la	mutation	

du	motif	EAQ	en	alanine	impacte	davantage	la	glycosylation	de	M	que	la	mutation	E9A	

(données	non-montrées).	

	

L’acide	glutamique	est	classé	parmi	 les	acide-aminés	acides,	puisqu’il	porte	une	

charge	négative	au	niveau	de	sa	fonction	-COOH	présente	dans	sa	chaîne	latérale.	L’acide	

aspartique	est	le	deuxième	acide-aminé	acide.	Afin	de	caractériser	davantage	le	rôle	des	

acides-aminés	acides	pour	 la	glycosylation	de	M,	nous	avons	substitué	 le	 résidu	E9	en	

acide	aspartique	(E9D-M).	Le	profil	de	migration	de	ce	mutant	est	comparable	à	celui	de	

la	 protéine	 sauvage,	 indiquant	 que	 la	 glycosylation	 de	 M	 n’a	 pas	 été	 impactée.	 Par	

conséquent,	le	mutant	E9D-M	permet	de	montrer	que	la	glycosylation	de	M	dépend	de	la	

présence	d’une	charge	négative	portée	par	un	résidu	acide	dans	le	domaine	N-terminal	de	

la	protéine.	

	

Suite	à	ces	résultats,	nous	avons	souhaité	substituer	l’ensemble	des	résidus	acides	

du	 domaine	 N-terminal	 de	 MERS-CoV-M	 et	 SARS-CoV-2-M	 afin	 de	 confirmer	 leur	

implication	 pour	 la	 glycosylation.	 Ainsi,	 nous	 avons	 généré	 les	mutants	 E11,12,18A-M	

pour	 SARS-CoV-2-M	et	E9D18A-M	pour	MERS-CoV-M.	En	western-blot,	 seulement	une	

espèce	non-glycosylée	est	détectée	pour	ces	deux	mutants.	De	plus,	 les	proportions	de	

E11,12,18A-M	et	E9D18-M	non-glycosylées	sont	similaires	à	celles	des	mutants	N5Q-M	et	

N3Q-M.	En	conclusion,	ces	résultats	permettent	d’affirmer	que	les	résidus	acides	situés	
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proche	des	sites	accepteurs	N3	(MERS-CoV-M)	et	N5	(SARS-CoV-2-M)	sont	nécessaires	

pour	la	glycosylation	de	M.	

Comme	décrit	dans	le	chapitre	1.7.1,	la	N-glycosylation	peut	jouer	un	rôle	dans	le	

contrôle	qualité	du	repliement	des	glycoprotéines	au	niveau	du	RE.	Seules	les	protéines	

correctement	 repliées	 pourront	 être	 exportées	 vers	 l’appareil	 de	 Golgi.	 Dans	 le	 cas	

contraire,	les	protéines	seront	retenues	au	niveau	du	RE,	avant	d’être	exportées	vers	le	

cytoplasme	pour	être	dégradées	par	 le	protéasome.	Par	conséquent,	nous	avons	voulu	

vérifier	que	les	mutations	introduites	ne	sont	pas	à	l’origine	d’un	mauvais	repliement	de	

la	protéine	qui	pourrait	expliquer	l’absence	de	glycosylation.	Pour	cela,	nous	avons	vérifié	

que	les	mutants	ne	s’accumulaient	pas	dans	le	RE.	En	effet,	dans	une	étude	précédemment	

menée	au	laboratoire,	il	a	été	montré	que	la	protéine	M	du	MERS-CoV	est	localisée	dans	le	

réseau	trans-golgien	(TGN)	 lorsqu’elle	est	exprimée	seule	dans	 la	cellule	(Perrier	et	al.	

2019).	Ainsi,	24h	post-transfection	en	cellules	Huh-7,	nous	avons	réalisé	des	expériences	

de	 co-marquages	 des	 mutants	 V5-E9D18A-M	 et	 V5-E11,12,18A-M	 avec	 la	 protéine	

TGN46,	 marqueur	 du	 compartiment	 TGN	 (Figure	 22).	 Nous	 pouvons	 observer	 que	

E9D18A-M	et	E11,12,18A-M	co-localisent	avec	le	marqueur	TGN46,	ce	qui	indique	que	les	

mutations	introduites	n’ont	pas	eu	d’impact	sur	le	repliement	protéique.	

Figure	22.	Les	mutants	sont	localisés	dans	le	compartiment	TGN.	

Des	cellules	Huh-7	ont	été	transféctées	pendant	24	h	par	un	vecteur	contenant	la	séquence	codant	les	

protéines	 taguées	 V5	 mentionnées.	 Ces	 cellules	 ont	 ensuite	 été	 fixées	 et	 perméabilisées.	 Des	 co-

marquages	ont	été	réalisés	avec	un	anticorps	anti-V5	(magenta)	et	anti-TGN46	(vert).	Les	noyaux	ont	

été	marqués	au	DAPI	(bleu).	
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4.4 			Les	 mutants	 E9D18A-M	 et	 E11,12,18A-M	

conservent	la	topologie	N-exo/C-endo	
	

La	 protéine	 M	 des	 coronavirus	 est	 une	 protéine	 qui	 possède	 3	 segments	

transmembranaires,	et	dont	le	domaine	N-terminal	est	exposé	vers	le	lumen	du	RE	ou	à	

l’extérieur	du	virus,	et	le	domaine	C-terminal	vers	le	cytoplasme	ou	à	l’intérieur	du	virus	

(Armstrong	 et	 al.	 1984;	Voß	et	 al.	 2009).	 Elle	présente	 ainsi	 une	 topologie	de	 type	N-

exo/C-endo.	Cette	topologie	est	obligatoire	pour	que	le	domaine	N-terminal	de	la	protéine	

soit	N-glycosylé.	Par	conséquent,	nous	avons	souhaité	vérifier	la	topologie	membranaire	

de	nos	mutants	par	perméabilisation	sélective	des	membranes	cellulaires.	

	

Pour	cela,	des	cellules	Huh-7	ont	été	transfectées	pendant	24h	afin	d’exprimer	les	

protéines	M	sauvages	et	mutées	taguées	V5	en	N-terminal,	puis	un	double	marquage	des	

cellules	avec	un	anticorps	anti-V5	et	un	anticorps	dirigé	contre	le	domaine	C-terminal	de	

la	protéine	a	été	réalisé	dans	différentes	conditions	de	perméabilisation.	Les	cellules	ont	

été	 perméabilisées	 soit	 avec	 0,1	 %	 Triton	 X-100	 (Triton(+))	 ce	 qui	 permet	 de	

perméabiliser	 les	membranes	de	 tous	 les	organelles	 intracellulaires,	 soit	partiellement	

(Triton(-))	par	un	cycle	de	congélation	à	-80°C	suivi	d’une	décongélation	à	température	

ambiante	 (Figure	 23).	 Dans	 la	 condition	 de	 perméabilisation	 partielle	 par	

congélation/décongélation,	seule	la	membrane	plasmique	est	perméabilisée	(Mardones	

et	González	2003).	Ainsi,	nous	pouvons	vérifier	 l’accessibilité	de	 l’étiquette	V5	ajoutée	

côté	N-terminal	par	un	anticorps	anti-V5	selon	la	méthode	de	perméabilisation	utilisée.	

Le	côté	C-terminal	de	la	protéine	est	marqué	par	un	anticorps	anti-M	spécifique	à	MERS-

CoV-M	et	SARS-CoV-2-M	et	est	accessible	quelle	que	soit	la	méthode	de	perméabilisation.	

Pour	les	protéines	sauvages,	l’absence	de	marquage	avec	l’anticorps	anti-V5	en	condition	

Triton(-)	 confirme	 l’orientation	 du	 domaine	 N-terminal	 vers	 le	 lumen	 du	 RE.	 Comme	

attendu,	le	domaine	C-terminal	est	marqué	quelle	que	soit	la	méthode	de	perméabilisation	

des	 membranes	 cellulaires,	 confirmant	 son	 orientation	 cytoplasmique.	 Un	 marquage	

similaire	aux	protéines	sauvages	est	observé	pour	les	deux	protéines	mutées.	Les	mutants	

E9D18A-M	et	E11,12,18A-M	semblent	donc	avoir	une	orientation	de	type	N-exo/C-endo,	

comme	 décrit	 pour	 la	 protéine	 M	 sauvage.	 Ainsi,	 une	 inversion	 de	 la	 topologie	

membranaire	 ne	 semble	 pas	 être	 à	 l’origine	 du	 défaut	 de	 glycosylation	 des	 mutants	

E9D18A-M	et	E11,12,18A-M.	
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Afin	 de	 confirmer	 la	 topologie	 N-exo/C-endo	 de	 ces	 mutants,	 nous	 avons	 eu	

recours	à	une	seconde	stratégie	expérimentale,	qui	a	consisté	en	 l’ajout	dans	 la	boucle	

reliant	le	deuxième	(TM2)	et	 le	troisième	(TM3)	segment	transmembranaire	de	MERS-

CoV-M	et	du	mutant	E9D18A-M,	d’une	séquence	 linker	constituée	de	31	acides-aminés	

hydrophiles	 (YAYNRYRIGNYKLNTTIKDLDYKDDDDKPKE)	 et	 contenant	 un	 site	 de	 N-

glycosylation	en	son	centre	(88NTT90)	(Figure	24A).	Cette	boucle	a	été	choisi	car	elle	est	

orientée	du	côté	luminal	du	RE.	Cette	séquence	linker	a	été	précédemment	utilisée	pour	

vérifier	la	topologie	membranaire	de	la	protéine	M	du	SARS-CoV	(Voß	et	al.	2009).	Des	

contrôles	ont	également	été	construits	où	les	sites	N3	et	N88	ont	été	mutés	en	glutamines	

(N3Q-M-linker	;	 N88Q-M-linker	;	 N3Q,N88Q-M-linker).	 Les	 constructions	 ont	 été	

exprimées	 en	 cellules	 Huh-7	 pendant	 24h	 avant	 de	 récolter	 les	 lysats	 cellulaires.	 Les	

protéines	ont	ensuite	été	séparées	sur	SDS-PAGE	12	%	et	analysées	par	western-blot	avec	

un	anticorps	anti-V5	(Figure	24B).		

Figure	23.	L’extrémité	N-terminale	des	mutants	est	orientée	côté	 luminal	des	compartiments	
intracellulaires.	

Des	 cellules	 Huh-7	 ont	 été	 transfectées	 pendant	 24	 h	 afin	 d’exprimer	 les	 différentes	 constructions	

indiquées.	Elles	ont	ensuite	été	fixées	et	les	membranes	cellulaires	ont	été	perméabilisées	totalement	

(Triton	 +)	 par	 0,1	 %	 de	 Triton	 X-100	 ou	 partiellement	 (Triton	 -)	 par	 un	 cycle	 de	

congélation/décongélation	à	-80	°C.	L’extrémité	N-terminale	a	été	marquée	par	un	anticorps	anti-V5	

(magenta)	 et	 l’extrémité	 C-terminale	 par	 un	 anticorps	 anti-M	 spécifique	 (vert).	 Les	 noyaux	 ont	 été	
marqués	au	DAPI	(bleu).		
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Dans	 un	 premier	 temps,	 nous	 pouvons	 confirmer	 la	 fonctionnalité	 du	 système	

puisque	les	constructions	N3Q-M-linker	et	N88Q-M-linker	sont	glycosylées	et	portent	des	

chaines	 de	 polylactosamines.	 De	 plus,	 le	 décalage	 de	 poids	 moléculaire	 avec	 la	

construction	 N3Q,N88Q-M-linker	 confirme	 la	 glycosylation	 des	 sites	 N3	 et	 N88.	

Également,	M-linker	migre	plus	 lentement	que	N3Q-M-linker	et	N88Q-M-linker,	 ce	qui	

indique	que	les	sites	N3	et	N88	portent	des	N-glycanes.	A	propos	de	la	mutation	E9D18A,	

nous	pouvons	observer	que	la	construction	E9D18A-M-linker	est	glycosylée	puisqu’elle	

migre	au	même	niveau	que	N3Q-M-linker	et	N88Q-M-linker.	De	plus,	la	mutation	E9D18A	

impacte	uniquement	 la	 glycosylation	du	 site	N3	puisque	E9D18A-M-linker	présente	 le	

Figure	 24.	 La	 N-glycosylation	 d’une	 séquence	 linker	 insérée	 entre	 le	 second	 et	 le	 troisième	
segment	 transmembranaire	 de	 MERS-CoV-M	 n’est	 pas	 dépendante	 des	 résidus	 acides	 du	
domaine	N-terminal.	

(A).	Représentation	schématique	des	constructions.	La	séquence	linker	est	indiquée	en	rouge.	(B).	Des	
cellules	Huh-7	ont	exprimé	pendant	24	h	les	différentes	protéines	mentionnées.	Les	lysats	cellulaires	

ont	été	récoltés	et	les	protéines	ont	été	analysées	par	western-blot	à	l’aide	d’un	anticorps	anti-V5.	Les	

poids	moléculaires	sont	exprimés	en	kDa.	Mock	:	vecteur	pcDNA3.1	vide.	
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même	 profil	 de	migration	 que	 E9D18A-N3Q-M-linker.	 En	 revanche,	 E9D18A-N88Q-M-

linker	 migre	 essentiellement	 de	 la	 même	 façon	 que	 N3Q,N88Q-M-linker,	 confirmant	

l’absence	 de	 glycosylation	 sur	 le	 site	 N3	 en	 présence	 de	 la	 mutation	 E9D18A.	 Par	

conséquent,	l’ensemble	de	ces	analyses	montrent	que	la	construction	E9D18A-M-linker	

est	correctement	glycosylée	sur	le	site	N88.	La	séquence	linker	insérée	entre	le	TM2	et	

TM3	est	donc	bien	orientée	vers	la	lumière	du	RE.	Ainsi,	nous	confirmons	une	nouvelle	

fois	 que	 la	 mutation	 des	 résidus	 acides	 du	 domaine	 N-terminal	 de	 la	 protéine	 M	 ne	

provoque	 pas	 une	 inversion	 de	 la	 topologie	 membranaire.	 D’autre	 part,	 ces	 résultats	

suggèrent	que	les	résidus	E9	et	D18	dans	la	protéine	M	du	MERS-CoV	agissent	localement,	

puisque	leur	mutation	n’affecte	pas	le	glycosylation	du	site	présent	dans	le	linker.	

	

4.5 			Rôle	 du	 trafic	 intracellulaire	 et	 du	 premier	

segment	 transmembranaire	 de	M	 pour	 l’ajout	 des	

chaines	de	polylactosamines	
	

Nos	précédentes	analyses	nous	ont	permis	d’identifier	que	les	résidus	acides	du	

domaine	 N-terminal	 de	 la	 protéine	 M	 étaient	 nécessaires	 pour	 le	 processus	 de	

glycosylation.	En	revanche,	nous	ne	sommes	pas	parvenus	à	identifier	spécifiquement	une	

séquence	en	acide-aminé	pouvant	guider	l’ajout	des	chaines	de	polylactosamines.		

	

Pour	poursuivre	nos	investigations	sur	l’ajout	de	ces	chaines,	nous	avons	construit	

des	protéines	chimériques.	Dans	un	premier	temps	nous	avons	transféré	l’extrémité	N-

terminale	de	la	protéine	d’enveloppe	E1	du	virus	de	l’hépatite	C	à	la	place	de	celle	de	SARS-

CoV-2-M.		En	effet,	il	a	été	montré	que	la	protéine	HCV-E1	est	fortement	glycosylée	sur	4	

sites	 accepteurs,	 dont	un	 se	 situe	dans	 l’extrémité	N-terminale	 (E1N1)	 (Meunier	 et	 al.	

1999).	En	revanche,	aucun	N-glycane	complexe	n’a	été	détecté	sur	ces	sites,	puisque	la	

protéine	E1	est	retenue	dans	le	RE	(Dubuisson	et	al.	1994).	Ici,	l’objectif	est	d’analyser	si	

des	chaines	de	polylactosamines	peuvent	être	ajoutées	sur	le	premier	site	accepteur	de	

HCV-E1	dans	le	contexte	de	la	chimère	E1-M.	

Pour	 cela,	 les	 9	 premiers	 résidus	 de	 SARS-CoV-2-M	 (MADSNGTIT)	 ont	 été	

remplacés	par	les	11	résidus	(MAQVKNSSGLY)	du	domaine	N-terminal	de	HCV-E1.	Cette	

construction	a	été	réalisée	suite	à	la	publication	de	la	structure	cryo-EM	de	SARS-CoV-2-
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M	de	Zhang	et	al.,	montrant	que	les	9	premiers	résidus	constituent	le	domaine	N-terminal	

de	la	protéine	(Zhang	et	al.	2022).	

	

Des	cellules	Huh-7	ont	été	transfectées	par	un	vecteur	pcDNA3.1	vide	(mock)	ou	

exprimant	 les	 protéines	 V5-M-WT,	 V5-N5Q-M,	 V5-E1-M	 ou	 HCV-E1.	 24h	 post-

transfection,	 les	 lysats	 cellulaires	ont	 été	 récoltés	 et	 déposés	 sur	 SDS-PAGE	12	%.	Les	

protéines	 ont	 ensuite	 été	 analysées	 par	western-blot	 avec	 un	 anticorps	 anti-V5	 ou	A6	

ciblant	un	épitope	dans	la	région	230-239	de	HCV-E1	(Mesalam	et	al.	2018).	Alors	que	la	

protéine	E1	migre	sous	la	forme	d’une	espèce	unique	vers	30	kDa,	la	protéine	chimère	E1-

M	présente	un	profil	de	migration	identique	à	celui	de	la	protéine	M-WT	(Figure	25A).	

Ainsi,	la	détection	d’une	bande	diffuse	indique	la	présence	de	chaines	de	polylactosamines	

sur	 le	 site	 accepteur	 contenu	 dans	 le	 domaine	 N-terminal	 de	 E1-M.	 Ces	 résultats	

confirment	 qu’aucun	 signal	 n’est	 présent	 dans	 le	 domaine	 N-terminal	 pour	 l’ajout	 de	

chaines	de	polylactosamines.	

	

La	 distribution	 intracellulaire	 des	 protéines	 a	 ensuite	 été	 analysée	 par	

immunofluorescence	en	cellules	Huh-7.	Alors	que	la	protéine	HCV-E1	est	principalement	

retenue	dans	le	RE,	comme	le	montre	la	co-localisation	avec	la	calnexine	(CNX),	la	chimère	

E1-M	co-localise,	quant	à	elle,	avec	le	marqueur	TGN46	(Figure	25B).	Par	conséquent,	ces	

résultats	suggèrent	que	 le	 trafic	de	 la	protéine	 jusqu’à	 l’appareil	de	Golgi,	plutôt	qu’un	

signal,	est	nécessaire	pour	l’ajout	des	chaines	de	polylactosamines.	
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Pendant	la	réalisation	de	ce	projet,	la	structure	tri-dimensionnelle	de	SARS-CoV-2-

M	 a	 été	 résolue	 par	 cryo-EM	 (Dolan	 et	 al.	 2022	;	 Zhang	 et	 al.	 2022).	 Il	 s’avère	 que	 la	

protéine	 M	 du	 SARS-CoV-2	 partage	 une	 forte	 homologie	 structurale	 avec	 la	 protéine	

accessoire	ORF3a,	suggérant	une	possible	origine	commune	(Kern	et	al.	2021).	Selon	les	

données	 structurales,	 le	 domaine	 N-terminal	 d’ORF3a	 est	 constitué	 de	 42	 résidus.	

Concernant	la	protéine	M,	son	domaine	N-terminal	n'est	pas	structuré	mais	sa	longueur	

diffère	entre	les	deux	structures	qui	ont	été	résolues.	Ainsi,	dans	celle	de	Zhang	et	al.,	le	

domaine	N-terminal	 de	 la	 protéine	M	 est	 constitué	 de	 seulement	 9	 résidus,	 contre	 16	

résidus	dans	celle	de	Dolan	et	al.,	Par	conséquent,	selon	la	structure,	 les	résidus	acides	

identifiés	 précédemment	 et	 importants	 pour	 la	 glycosylation	 de	 la	 protéine	 M	 sont	

Figure	25.	Le	premier	site	de	glycosylation	de	la	protéine	HCV-E1	est	modifié	par	des	chaines	de	
polylactosamines	lorsqu’il	est	transféré	sur	SARS-CoV-2-M.	

(A).	Des	cellules	Huh-7	ont	exprimé	pendant	24	h	les	différentes	constructions	mentionnées.	Les	lysats	
cellulaires	ont	été	collectés	et	les	protéines	ont	été	analysées	par	western-blot	à	l’aide	d’un	anticorps	

anti-V5	ou	anti-E1.	Les	poids	moléculaires	sont	exprimés	en	kDa.	(B).	Des	cellules	Huh-7	exprimant	M-
WT,	E1	ou	E1-M	ont	été	fixées	et	perméabilisées.	Des	co-marquages	ont	été	réalisés	avec	un	anticorps	

anti-V5	ou	anti-E1	et	anti-TGN46	ou	anti-calnexine	(CNX).	Les	noyaux	ont	été	marqué	au	DAPI	(bleu).		
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localisés	 ou	 non	 dans	 l’hélice-ɑ	 formant	 le	 premier	 segment	 transmembranaire.	 Ces	

données	 structurales	montrent	 également	 que	 le	 premier	 segment	 transmembranaire	

d’ORF3a	est	plus	court	que	celui	de	M,	et	ne	contient	aucun	résidu	acide.	Par	conséquent,	

nous	avons	construit	de	nouvelles	protéines	chimères	en	remplaçant,	soit	uniquement	le	

domaine	N-terminal	d’ORF3a	par	les	9	premiers	résidus	de	la	protéine	M	(Nt-M/ORF3a),	

soit	le	domaine	N-terminal	et	le	premier	segment	transmembranaire	de	ORF3a	par	ceux	

de	M	(TM1-M/ORF3a).	Les	protéines	chimères	construites	sont	représentées	en	Figure	

26A.	En	western-blot,	une	seule	bande	est	visible	après	migration	de	la	protéine	ORF3a	

et	 de	 la	 chimère	Nt-M/ORF3a,	 suggérant	 que	 la	 protéine	 n’est	 pas	 glycosylée	 (Figure	

26B).	Par	ailleurs,	il	est	connu	que	la	protéine	ORF3a	ne	possède	aucun	site	consensus	

pour	la	N-glycosylation.	En	revanche,	il	a	été	montré	que	la	protéine	ORF3a	du	SARS-CoV	

était	 modifiée	 par	 des	 O-glycanes	 (Oostra	 et	 al.	 2006).	 Concernant	 la	 chimère	 TM1-

M/ORF3a,	 différentes	 espèces	 sont	 observées	 en	 western-blot,	 y	 compris	 une	 bande	

diffuse,	suggérant	la	présence	de	chaines	de	polylactosamines.	

	

La	distribution	intracellulaire	des	protéines	sauvages	et	chimériques	a	ensuite	été	

analysée	 par	 immunofluorescence.	 Des	 cellules	 Huh-7	 ont	 exprimé	 pendant	 24h	 les	

protéines	mentionnées	avant	d’être	fixées	et	perméabilisées.	Les	protéines	d’intérêt	ont	

ensuite	 été	 immuno-marquées	 avec	 un	 anticorps	 anti-V5.	 Le	 compartiment	 TGN	 a	 été	

marqué	avec	un	anticorps	anti-TGN46	(Figure	26C).	Des	analyses	précédentes	ont	mis	en	

évidence	que	la	protéine	ORF3a	est	essentiellement	localisée	dans	la	voie	endosomale	et	

à	la	surface	cellulaire	(Miller	et	al.	2023).	Ces	données	sont	cohérentes	avec	l’absence	de	

co-localisation	de	la	protéine	ORF3a	avec	le	marqueur	TGN46.	En	revanche,	le	marquage	

ponctué	 visible	 avec	ORF3a	 est	 caractéristique	d’un	marquage	de	 la	 voie	 endosomale.	

Concernant	 les	 chimères	 Nt-M/ORF3a	 et	 TM1-M/ORF3a,	 nous	 avons	 observé	 un	

marquage	 fluorescent	 identique	 à	 celui	 d’ORF3a.	 Par	 conséquent,	 les	 chimères	 Nt-

M/ORF3a	et	TM1-M/ORF3a	se	distribuent	de	manière	similaire	à	ORF3a.	
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En	 conclusion,	 l’ensemble	 de	 ces	 résultats	 suggère	 que	 le	 trafic	 de	 la	 protéine	

jusqu’à	l’appareil	de	Golgi	est	nécessaire	pour	l’addition	des	chaines	de	polylactosamines,	

comme	observé	avec	E1-M.	Cependant,	les	chimères	M-ORF3a	montrent	que	la	rétention	

dans	le	TGN	n’est	pas	obligatoire	pour	l’ajout	de	ces	chaines.	En	effet,	 la	chimère	TM1-

M/ORF3a	 est	 modifiée	 par	 des	 polylactosaminoglycanes,	 malgré	 une	 probable	

distribution	 de	 la	 protéine	 dans	 la	 voie	 endosomale.	 De	 plus,	 le	 premier	 segment	

transmembranaire	 de	 M,	 contenant	 les	 résidus	 acides,	 est	 indispensable	 pour	 la	

glycosylation	du	domaine	N-terminal	de	la	protéine.	

	

Figure	 26.	 Le	 premier	 segment	 transmembranaire	 de	 SARS-CoV-2-M	 est	 requis	 pour	 la	
glycosylation	de	la	chimère	M/ORF3a.	

(A).	Représentation	schématique	des	protéines	chimères	construites.	Les	domaines	de	la	protéine	M	
sont	représentés	en	bleu	et	ceux	de	ORF3a	en	rouge.	(B).	Des	cellules	Huh-7	ont	exprimé	pendant	24	h	
les	protéines	mentionnées	avant	de	collecter	les	lysats	cellulaires.	Les	protéines	ont	été	analysés	à	l’aide	

d’un	anticorps	anti-V5.	Les	poids	moléculaires	sont	exprimés	en	kDa.	(C).	Après	24	h	d’expression	des	
protéines	 indiquées,	 les	 cellules	 Huh-7	 ont	 été	 fixées	 et	 perméabilisées.	 Des	 co-marquages	 ont	 été	

réalisés	avec	un	anticorps	anti-V5	(magenta)	et	anti-TGN46	(vert).	Les	noyaux	ont	été	marqués	au	DAPI	

(bleu).	
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4.6 			La	glycosylation	de	la	protéine	M	est	dépendante	

du	complexe	OST-B	
	

La	N-glycosylation	des	protéines	est	 initiée	dans	 le	 lumen	du	RE	par	 l’action	du	

complexe	 oligosaccharyltransférase	 (OST).	 Deux	 isoformes	 du	 complexe	 OST	 ont	 été	

identifiées,	nommées	OST-A	et	OST-B.	Le	complexe	OST-A	est	associé	au	translocon	Sec61	

et	catalyse	le	transfert	du	précurseur	Glc3Man9GlcNAc2	sur	les	protéines	de	manière	co-

traductionnelle	 (Shrimal	 et	 al.	 2015,	 2017).	 En	 revanche,	 OST-B	 n’est	 pas	 associé	 au	

translocon	 et	 est	 plutôt	 impliqué	 dans	 le	 transfert	 post-traductionnel	 du	 précurseur	

oligosaccharidique	 (Shrimal	 et	 al.	 2015).	 Cependant,	 il	 a	 été	 montré	 qu’OST-B	 peut	

remplacer	 l’activité	OST-A	 lorsque	 ce-dernier	n’est	pas	 fonctionnel	 (Ruiz-Canada	et	 al.	

2009).	 La	 principale	 différence	 entre	 ces	 deux	 isoformes	 est	 la	 sous	 unité	 catalytique	

STT3.	Alors	qu’OST-A	contient	la	sous-unité	STT3A,	OST-B	contient	la	sous-unité	STT3B.	

	

Afin	d’identifier	la	machinerie	responsable	de	la	glycosylation	de	la	protéine	M	du	

MERS-CoV	et	du	SARS-CoV-2,	nous	avons	généré	des	lignées	cellulaires	Huh-7	déficientes	

en	STT3A	et/ou	STT3B	par	CRISPR/Cas9.	Après	sélection,	les	populations	obtenues	ont	

directement	été	transfectées	pendant	24h	afin	d’exprimer	les	protéines	M	et	S.	Le	statut	

de	glycosylation	a	 ensuite	 été	étudié	par	western-blot.	 La	protéine	 spike	a	 été	utilisée	

comme	contrôle,	puisqu’elle	est	largement	glycosylée.	De	plus,	il	a	été	montré	récemment	

que	 la	 glycosylation	de	 spike	était	principalement	dépendante	de	STT3A	 (Huang	et	 al.	

2021).	Le	niveau	d’expression	des	sous-unités	STT3A	et	STT3B	a	également	été	analysée	

par	western-blot	(Figure	27A).	Les	expériences	ayant	été	menées	sur	des	populations	

cellulaires,	 il	 n’est	 pas	 surprenant	 d’observer	 une	 expression	 résiduelle	 de	 STT3A	 et	

STT3B.	 Concernant	 la	 protéine	M,	 nous	 avons	 remarqué	que	 les	 bandes	 associées	 aux	

formes	glycoconjuguées	 sont	de	plus	 faibles	 intensités	dans	 les	populations	cellulaires	

STT3B-KO	et	STT3A+B-KO	(Figure	27B).	En	revanche,	leur	niveau	d’intensité	est	inchangé	

entre	les	populations	pX330	et	STT3A-KO.	De	plus,	la	bande	correspondant	à	la	forme	non-

glycosylée	de	MERS-CoV-M	est	plus	intense	dans	les	populations	STT3B-KO	et	STT3A+B-

KO,	confirmant	une	déficience	en	glycosylation	de	la	protéine.	Concernant	MERS-CoV-S	et	

SARS-CoV-2-S,	 une	 légère	 bande	 diffuse	 est	 visible	 dans	 la	 population	 STT3A+B-KO,	

indiquant	des	modifications	dans	la	glycosylation	de	la	protéine	(Figure	27C).	De	plus	la	

quantité	de	protéine	est	fortement	diminuée	probablement	à	cause	d’une	dégradation	de	
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la	protéine	suite	à	un	défaut	de	glycosylation.	Ainsi,	l’ensemble	de	ces	résultats	permet	de	

mettre	en	évidence	que	la	glycosylation	de	la	protéine	M	du	MERS-CoV	et	du	SARS-CoV-2	

est	dépendante	du	complexe	OST-B.		

	

	

	

	

Figure	27.	La	glycosylation	de	la	protéine	M	du	MERS-CoV	et	du	SARS-CoV-2	est	dépendante	de	
la	machinerie	OST-B.	

(A).	Niveau	d’expression	des	protéines	STT3A	et	STT3B	dans	 les	populations	cellulaires	manipulées	

génétiquements.	(B).	Des	cellules	Huh-7	contrôles	(pX330)	et	déficientes	(KO)	en	STT3A	et/ou	STT3B	
ont	 exprimé	 pendant	 24	 h	 les	 protéines	M	 indiquées.	 Les	 lysats	 cellulaires	 ont	 été	 collectés	 et	 les	

protéines	ont	été	révélées	par	un	anticorps	anti-V5.	(C).	Les	cellules	contrôles	pX330	et	déficientes	pour	

STT3A	 et/ou	 STT3B	 ont	 exprimé	 pendant	 24	 h	 la	 protéine	 S	 du	MERS-CoV	 ou	 du	 SARS-CoV-2.	 Les	

protéines	ont	été	révélées	par	un	anticorps	polyclonal	anti-S	spécifique	au	MERS-CoV	ou	au	SARS-CoV-

2.	
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4.7 			Analyse	 de	 la	 protéine	M	 en	 cellules	 infectées	 et	

incorporée	aux	particules	virales	
	

Nos	précédents	résultats	ont	permis	d’identifier	et	de	valider	que	des	chaines	de	

polylactosamines	étaient	associées	à	la	protéine	M	du	MERS-CoV	et	du	SARS-CoV-2,	en	

cellules	transfectées	transitoirement.	De	plus,	la	localisation	intracellulaire	de	la	protéine	

M	au	niveau	du	TGN	est	cohérente	avec	l’ajout	de	ces	chaines.	En	revanche,	la	protéine	M	

est	distribuée	dans	l’ensemble	de	la	voie	de	sécrétion	en	cellule	infectée.	Par	conséquent,	

nous	avons	testé	si	des	polylactosaminoglycanes	étaient	également	ajoutés	sur	la	protéine	

M	en	cellule	infectée.		

	

Ainsi,	nous	avons	tiré	profit	de	notre	lignée	cellulaire	Huh-7	ß3GNT2-KO	utilisée	

précédemment	(Figure	28A-B).	Cette	lignée	a	été	infectée	par	le	MERS-CoV	ou	le	SARS-

CoV-2	à	une	M.O.I	de	0,1	pendant	16h,	avant	de	collecter	les	lysats	cellulaires.	Puisque	les	

cellules	Huh-7	n’expriment	pas	de	façon	ubiquitaire	le	récepteur	ACE2	nécessaire	pour	

l’infection	par	le	SARS-CoV-2,	elles	ont	été	transduites	par	un	lentivirus	avant	l’infection	

virale.	La	protéine	M	a	ensuite	été	analysée	par	western-blot	avec	un	anticorps	anti-M	

spécifique.	 La	 bande	 diffuse	 pouvant	 être	 difficilement	 visible	 en	 western-blot,	 deux	

temps	d’exposition	sont	présentés	en	Figure	28A.	Dans	les	cellules	infectées	pX330,	nous	

remarquons	 que	 le	 profil	 de	migration	de	 la	 protéine	M	 ressemble	 à	 celui	 observé	 en	

condition	de	transfection	transitoire.	Cependant,	il	est	nécessaire	d’augmenter	le	temps	

d’exposition	pour	pouvoir	observer	la	bande	diffuse,	suggérant	que	les	formes	associées	

à	cette	bande	sont	faibles	dans	ce	contexte.		

Dans	les	cellules	Huh-7	ß3GNT2-KO,	cette	bande	diffuse	n’est	pas	détectée,	même	

après	une	longue	exposition.	A	la	place,	une	bande	migrant	plus	lentement	que	les	autres	

espèces	est	détectée.	Ces	résultats	étant	 identiques	à	ceux	observés	précédemment	en	

Figure	1E,	nous	pouvons	conclure	que	des	chaines	de	polylactosamines	sont	également	

associées	à	la	protéine	M	du	MERS-CoV	et	du	SARS-CoV-2	en	cellule	infectée.	

	

L’assemblage	 et	 le	 bourgeonnement	 des	 coronavirus	 s’effectuent	 dans	 le	

compartiment	ERGIC.	Ce	compartiment	étant	situé	en-amont	du	Golgi,	il	est	probable	que	

la	 protéine	 M	 incorporée	 dans	 les	 virions	 ne	 soit	 pas	 modifiée	 par	 des	 chaines	 de	

polylactosamines.	Après	cette	étape,	les	virions	transitent	à	travers	l’appareil	de	Golgi,	où	
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la	protéine	M	peut	subir	davantage	de	modifications.	Ainsi,	pour	étudier	les	formes	de	M	

associées	aux	particules	virales,	nous	avons	eu	recours	au	système	de	VLP.	Pour	produire	

ces	particules,	des	cellules	Huh-7	ont	été	co-transfectées	par	des	vecteurs	exprimant	la	

protéine	M	seule	ou	en	combinaison	avec	un	vecteur	exprimant	la	protéine	E.	48h	post-

transfection,	 les	 VLP	 sécrétées	 dans	 le	 milieu	 de	 culture	 ont	 été	 concentrées	 par	

ultracentrifugation	 sur	 un	 coussin	 de	 sucrose.	 Les	 lysats	 cellulaires	 ont	 également	 été	

collectés.	 Les	 échantillons	 ont	 ensuite	 été	 analysés	 par	western-blot.	 Comme	 attendu,	

nous	pouvons	observer	que	les	trois	formes	de	M	sont	présentes	dans	les	lysats	cellulaires	

(Figure	9B).	En	revanche,	nous	observons	un	enrichissement	de	la	forme	conjuguée	à	des	

N-glycanes	riches	en	mannose	dans	les	VLP	(Figure	28C).	De	plus,	la	co-expression	des	

formes	mutées	MERS-CoV-N3Q-M	ou	SARS-CoV-2-N5Q-M	avec	 la	protéine	E,	permet	 la	

formation	de	VLP,	confirmant	à	nouveau	que	la	glycosylation	de	M	n’est	pas	nécessaire	

pour	l’assemblage.	

	

Pour	conclure,	 l’ensemble	de	ces	résultats	ont	permis	de	confirmer	que	seule	 la	

forme	conjuguée	à	des	N-glycanes	riches	en	mannose	est	 incorporée	dans	 les	VLP.	Par	

conséquent,	 la	 protéine	 M	 ne	 semble	 subir	 aucune	 modification	 additionnelle	 dans	

l’appareil	 de	 Golgi	 après	 avoir	 été	 incorporée	 dans	 les	 particules	 virales.	 De	 plus,	

l’incorporation	de	la	forme	associée	à	des	N-glycanes	riches	en	mannose	est	cohérente	

avec	un	assemblage	et	un	bourgeonnement	des	coronavirus	se	déroulant	au	niveau	du	

compartiment	ERGIC.	
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Figure	28.	Les	protéines	M	du	MERS-CoV	et	du	SARS-CoV-2	sont	modifiées	par	des	chaines	de	
polylactosamines	en	cellules	infectées	mais	cette	forme	est	absente	des	particules	sub-virales.	

(A).	Des	cellules	Huh-7	déficientes	(KO)	en	ß3GnT2	et	contrôle	(pX330)	ont	été	infectées	par	le	SARS-

CoV-2	(panel	de	gauche)	ou	le	MERS-CoV	(panel	de	droite)	à	une	M.O.I	de	0,1	pendant	24	h.	Les	lysats	
cellulaires	 ont	 été	 collectés	 et	 analysés	 par	 western-blot.	 Les	 protéines	 ont	 été	 révélées	 à	 l’aide	

d’anticorps	anti-M	spécifiques.	Deux	temps	d’exposition	sont	présentés.	(B).	Des	cellules	Huh-7	ont	été	

co-transfectées	 pendant	 24	 h	 par	 des	 vecteurs	 d’expression	 contenant	 les	 séquences	 codants	 les	

protéines	M	sauvages	ou	mutées	dans	leur	site	de	glycosylation,	avec	un	vecteur	d’expression	vide	ou	

contenant	la	séquence	de	la	protéine	E	du	MERS-CoV	ou	du	SARS-CoV-2.	Les	lysats	cellulaires	ont	été	

collectés	et	les	protéines	analysées	par	western-blot	avec	un	anticorps	anti-V5.	(C).	Les	surnageants	des	
cellules	 transfectées	 ont	 été	 collectés	 et	 ultracentrifugés	 sur	 un	 coussin	 de	 sucrose	 20	 %	 pour	

concentrer	 les	VLP	sécrétées	dans	 le	milieu.	Les	VLP	ont	ensuite	été	resuspendues	et	analysées	par	

western-blot.	La	protéine	M	a	été	détectée	avec	un	anticorps	anti-V5.	
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5 Discussion	et	perspectives	
	

Au	 moment	 de	 la	 synthèse	 protéique,	 des	 modifications	 post-traductionnelles	

peuvent	 être	 ajoutées	 sur	 les	 polypeptides	 naissant	 afin	 de	 rendre	 ces-derniers	

fonctionnels.	 Parmi-elles,	 la	 glycosylation	 est	 la	 modification	 post-traductionnelle	

majeure	des	protéines,	et	est	commune	à	tous	les	êtres	vivants.	Elle	consiste	en	la	liaison	

covalente	de	glucides	sur	des	protéines	membranaires	ou	sécrétées,	grâce	à	l’action	de	

glycosyltransférases	résidant	dans	le	réticulum	endoplasmique	et	l’appareil	de	Golgi.	Lors	

d’infection	virale,	 les	virus	peuvent	détourner	 la	machinerie	de	glycosylation	cellulaire	

afin	 de	 promouvoir	 la	 glycosylation	 des	 protéines	 virales.	 Chez	 les	 coronavirus,	 la	

protéine	spike	est	la	protéine	la	plus	glycosylée.	

	

Ce	projet	de	thèse	s’est	intéressé	particulièrement	à	la	protéine	de	membrane	(M)	

des	coronavirus	humains	hautement	pathogènes	MERS-CoV	et	SARS-CoV-2,	où	des	sites	

potentiels	de	N-glycosylation	ont	été	identifiés	aux	positions	N3	pour	MERS-CoV-M	et	N5	

pour	SARS-CoV-2-M.	La	glycosylation	de	la	protéine	M	dans	son	domaine	N-terminal	est	

un	processus	conservé	au	cours	de	 l’évolution,	 cependant,	 le	 rôle	de	ces	modifications	

dans	le	cycle	infectieux	reste	encore	à	définir.	L’objectif	du	projet	était	de	caractériser	les	

mécanismes	 impliqués	 dans	 la	 glycosylation	 de	 MERS-CoV-M	 et	 SARS-CoV-2-M	 et	 de	

déterminer	la	nature	des	glycanes	arborant	ces	protéines.	

	

Avant	le	début	de	ce	projet,	il	avait	déjà	été	montré	que	le	site	N3	de	MERS-CoV-M	

était	 fonctionnel,	 puisque	des	N-glycanes	 riches	 en	mannose	 et	 complexes	 avaient	 été	

identifiés	(Perrier	et	al.	2019).	Nos	travaux	ont	permis	de	mettre	en	évidence	que	le	site	

N5	de	SARS-CoV-2-M	est	également	fonctionnel,	puisque	cette	protéine	présente	un	profil	

de	migration	similaire	à	celui	de	MERS-CoV-M	en	western-blot.	De	plus,	la	mutation	du	

site	N5	en	glutamine	(N5Q)	a	eu	un	effet	sur	le	profil	de	migration,	où	plus	qu’une	seule	

espèce	était	présente.	Nous	avons	également	démontré	que	N5	est	modifié	à	la	fois	par	

des	N-glycanes	riches	en	mannose	(sensibles	à	l’Endo-H)	et	complexes.			

Il	 est	 intéressant	 d’observer	 qu’une	 espèce	 non-glycosylée	 de	M	 est	 également	

visible	en	western-blot,	migrant	à	la	même	taille	que	les	mutants	respectifs	MERS-CoV-

N3Q-M	et	SARS-CoV-2-N5Q-M.	De	plus,	 l’intensité	de	 la	bande	correspondant	à	M	non-
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glycosylée	semble	indiquer	que	cette	espèce	est	majoritaire	par	rapport	aux	formes	de	M	

conjuguées	à	des	N-glycanes.	Nous	avons	émis	l’hypothèse	que	cette	espèce	et	 l’espèce	

sensible	à	l’Endo-H	étaient	des	intermédiaires	de	glycosylation.	Ainsi,	nous	avons	suivi	la	

glycosylation	de	M	 au	 cours	 du	 temps	 grâce	 à	 un	 traitement	 par	 la	 cycloheximide,	 un	

inhibiteur	de	la	machinerie	de	traduction.	Les	données	recueillies	ont	montré	que	la	forme	

sensible	à	l’Endo-H	avait	totalement	disparu	après	2	h	de	traitement,	signifiant	que	cette	

espèce	 est	 un	 précurseur	 pour	 la	 synthèse	 des	 formes	 conjuguées	 à	 des	 glycanes	

complexes.	 En	 revanche,	 l’espèce	 non-glycosylée	 est	 restée	 stable	 dans	 le	 temps,	

suggérant	qu’une	proportion	de	M	n’est	jamais	modifiée	par	des	N-glycanes.	Par	ailleurs,	

nous	 avons	 détecté	 cette	 forme	 dans	 les	 particules	 VLP,	 ce	 qui	 indique	 qu’elle	 n’est	

probablement	pas	retenue	dans	le	RE.	

Nous	 pensions	 alors	 que	 la	 glycosylation	 de	 M	 n’était	 pas	 efficace.	 Mais	

étonnamment,	nos	expériences	de	quantification	ont	indiqué	le	contraire,	puisque	M	non-

glycosylée	représente	environ	3	%	de	la	quantité	totale	de	MERS-CoV-M	et	environ	6	%	

de	celle	de	SARS-CoV-2-M.		

Il	 se	 pourrait	 que	 le	 temps	 de	 résidence	 de	 la	 protéine	 M	 dans	 le	 RE	 puisse	

expliquer	pourquoi	une	proportion	de	M	ne	subit	pas	de	modifications.		Il	a	été	observé	

que	la	mutation	en	alanine	du	motif	di-acidique	DxE	dans	le	domaine	C-terminal	de	MERS-

CoV-M,	perturbe	l’export	de	la	protéine	depuis	le	RE	vers	l’appareil	de	Golgi	(Perrier	et	al.	

2019).	En	western-blot,	presqu’aucune	 forme	non-glycosylée	n’est	visible,	 alors	que	 la	

bande	 intermédiaire	sensible	à	 l’Endo-H	est	d’une	plus	 forte	 intensité	par	rapport	à	 la	

condition	sauvage.	Par	conséquent,	il	semblerait	que	l’allongement	du	temps	de	résidence	

de	la	protéine	dans	le	RE	ait	amélioré	l’efficacité	de	glycosylation.	

Deux	machineries	ont	été	décrites	pour	la	glycosylation	des	protéines	eucaryotes,	

nommées	OST-A	et	OST-B.	Ce	sont	des	macro-complexes	moléculaires,	dont	la	principale	

différence	est	la	sous-unité	catalytique	STT3A	(OST-A)	et	STT3B	(OST-B).	Nos	travaux	ont	

permis	d’identifier	que	la	glycosylation	des	sites	N3	et	N5	respectifs	à	MERS-CoV-M	et	à	

SARS-CoV-2-M	 dépendait	 uniquement	 du	 complexe	 OST-B.	 Cette	 machinerie	 semble	

transférer	 un	 précurseur	 oligosaccharidique	 préférentiellement	 sur	 des	 polypeptides	

repliés	 et	 insérés	 dans	 les	 membranes,	 contrairement	 à	 OST-A,	 qui	 transfère	 ce	

précurseur	 lors	 de	 la	 synthèse	 du	polypeptide	 à	 travers	 le	 canal	 de	 translocation.	 Par	

conséquent,	 la	 glycosylation	 de	M	 semble	 s’effectuer	 de	manière	 post-traductionnelle.	

Ainsi,	la	glycosylation	post-traductionnelle	de	M	couplé	à	un	possible	export	rapide	de	la	
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protéine	du	RE	vers	le	Golgi	pourrait	expliquer	pourquoi	une	proportion	de	M	n’est	jamais	

modifiée.	

	

Nous	avons	également	mis	en	évidence	que	les	N-glycanes	complexes	arborés	par	

MERS-CoV-M	 et	 SARS-CoV-2-M	 sont	 probablement	 des	 chaines	 de	 polylactosamines,	

puisque	la	lectine	LEL	a	reconnu	spécifiquement	les	formes	de	M	glycoconjuguées	à	des	

N-glycanes	complexes.	L’absence	de	reconnaissance	par	la	lectine	DSL	pourrait	indiquer	

que	les	chaines	de	polylactosamines	associées	à	M	seraient	linéaires	et	porteraient	des	

fucosylations	et/ou	des	 sialylations	à	 leurs	extrémités,	 en	 se	basant	 sur	 les	propriétés	

d’affinité	de	DSL	(Yamashita	et	al.	1987	;	Bojar	et	al.	2022).	De	plus,	le	profil	de	migration	

de	MERS-CoV-M	et	SARS-CoV-2-M	est	modifiée	lorsque	les	protéines	sont	exprimées	en	

cellules	 Huh-7	 déficientes	 pour	 la	 ß1,3-N-acétylglucosaminyltransférase	 2	 (ß3GnT2),	

décrite	comme	la	polylactosamine	synthase	cellulaire	principale	(Togayachi	et	al.	2010).	

Cette	glycosyltransférase	intervient	dans	l’élongation	des	chaines	de	polylactosamines	en	

transférant	 un	 résidu	 N-acétylglucosamine	 sur	 un	 résidu	 galactose	 par	 une	 liaison	

osidique	 ß1-3	 (Figure	 17).	 Ainsi,	 l’absence	 de	 bande	 diffuse	 visible	 en	 western-blot	

lorsque	M	est	exprimée	dans	 les	 cellules	Huh-7	modifiées	génétiquement,	 indique	que	

ß3GnT2	 participe	 à	 la	 maturation	 des	 glycanes	 complexes	 de	 M,	 confirmant	 ainsi	 la	

présence	de	chaines	de	polylactosamines.	

Malgré	la	complexité	technique,	il	serait	intéressant	de	définir	la	structure	de	ces	

polylactosaminoglycanes	 par	 spectrométrie	 de	 masse.	 Une	 lignée	 cellulaire	 déficiente	

pour	la	ß1,6-N-acétylglucosaminyltransférase	2	(GCNT2),	impliquée	dans	la	ramification	

des	chaines	de	polylactosamines,	pourrait	aussi	être	générée	par	manipulation	génétique	

afin	 d’évaluer	 son	 rôle	 dans	 la	 maturation	 de	 N-glycanes	 des	 protéines	 M	 et	 mieux	

caractérisés	ces	derniers.	

	

Nous	avons	également	réalisé	des	infections	par	le	MERS-CoV	et	le	SARS-CoV-2	de	

notre	lignée	ß3GNT2-KO	et	contrôle	pX330.	Dans	le	contexte	de	la	lignée	contrôle	pX330,	

la	bande	diffuse	est	difficilement	détectable	en	western-blot,	suggérant	que	la	quantité	de	

protéine	M	modifiée	 par	 des	 glycanes	 complexes	 serait	 plus	 faible	 qu’en	 condition	 de	

transfection	transitoire.	Il	est	fort	possible	que	la	présence	des	autres	protéines	virales	

soit	 à	 l’origine	de	 cet	 effet,	 puisque	 les	 interactions	protéine-protéines	 vont	 réguler	 le	

trafic	 intracellulaire	des	protéines	afin	de	 les	 retenir	principalement	au	niveau	du	site	
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d’assemblage	(ERGIC).	Dans	la	lignée	déficiente	pour	la	ß3GnT2,	la	faible	bande	diffuse	

n’est	plus	détectée,	malgré	des	longs	temps	d’exposition.	Nous	avons	observé	une	espèce	

à	 haut	 poids	 moléculaire,	 comparable	 à	 celle	 détectée	 en	 cellules	 transfectées.	 Ainsi,	

ß3GnT2	 est	 également	 impliquée	 dans	 la	 maturation	 des	 glycanes	 de	 M	 en	 cellules	

infectées,	signifiant	que	des	chaines	de	polylactosamines	ont	été	ajoutées.		

	

D’autres	protéines	virales	possèdent	des	chaines	de	polylactosamines,	comme	la	

protéine	 NB	 du	 virus	 Influenza	 B	 et	 la	 petite	 protéine	 hydrophobe	 (SH)	 du	 virus	

respiratoire	syncytial	(Williams	et	Lamb	1988;	Anderson	et	al.	1992).	Il	a	été	décrit	que	

les	 formes	 glycosylées	 de	 ces	 protéines	 sont	 incorporées	 dans	 les	 particules	 virales	

(Betakova	et	al.	1996;	Huong	et	al.	2023).	En	revanche,	 la	 fonction	de	 leurs	chaines	de	

polylactosamines	reste	encore	inconnue.		

	

Les	mécanismes	 régulant	 l’ajout	 de	 ces	 structures	 sont	 peu	 connus.	 Il	 avait	 été	

suggéré	 par	 Williams	 et	 Lamb	 que	 la	 proximité	 du	 site	 de	 glycosylation	 avec	 les	

membranes	 cellulaires	 servirait	 de	 signal	 pour	 l’ajout	 des	 polylactosaminoglycanes	

(Williams	et	Lamb	1988).	Cependant,	la	protéine	HA	des	virus	Influenza	porte	des	sites	de	

glycosylation	 proches	 de	 la	membrane,	mais	 ne	 sont	 pas	modifiés	 par	 des	 chaines	 de	

polylactosamines,	signifiant	que	l’ajout	de	ces	chaines	est	régulé	par	des	mécanismes	plus	

complexes.	 De	 plus,	 des	 chaines	 de	 polylactosamines	 ont	 été	 détectées	 seulement	 sur	

quelques	sites	accepteurs	de	la	protéine	S	du	SARS-CoV-2	et	de	la	protéine	membranaire	

associée	 aux	 lysosomes	 (LAMP)	 1	 et	 2,	 démontrant	 davantage	 la	 complexité	 des	

mécanismes	régulant	l’ajout	de	ces	chaines	(Carlsson	et	Fukuda	1990;	Sanda	et	al.	2021).		

	

Nous	avons	alors	cherché	à	mieux	comprendre	ces	mécanismes	de	régulation,	en	

essayant	 d’identifier	 une	 séquence	 qui	 serait	 impliquée	 dans	 l’addition	 de	 chaines	 de	

polylactosamines.	 Pour	 cela,	 nous	 avons	 inséré	 des	 mutations	 dans	 les	 20	 premiers	

résidus	 de	 la	 protéine,	 qui,	 selon	 des	 prédictions	 bio-informatiques,	 constituaient	 le	

domaine	N-terminal	de	M.	La	 structure	de	 la	protéine	 résolue	par	 cryo-EM	n’était	pas	

encore	 disponible	 à	 ce	 moment.	 Nous	 n’avons,	 cependant,	 pas	 identifié	 de	 séquence	

spécifiquement	 responsable	 de	 l’ajout	 de	 ces	 chaines,	 mais	 avons	 remarqué	 que	 les	

résidus	acides	proches	du	site	accepteur	(E9	et	D18	pour	MERS-CoV-M	;	E11,	E12	et	E18	

pour	SARS-CoV-2-M)	sont	cruciaux	pour	le	processus	de	glycosylation	de	M,	puisque	leur	
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mutation	 en	 alanine	 a	 totalement	 aboli	 la	 glycosylation.	 Curieusement,	 la	mutation	 en	

alanine	du	motif	 14KKL16	de	SARS-CoV-2-M	semble	avoir	 stimulé	 la	 glycosylation	de	 la	

protéine,	puisqu’aucune	forme	non-glycosylée	n’est	visible.	De	la	même	façon,	pour	les	

constructions	de	M	contenant	la	séquence	linker,	nous	pouvons	observer	sur	le	western-

blot,	que	la	bande	majoritaire	correspond	à	la	forme	oligomannosylée	de	M	(Figure	24B).	

Une	légère	bande	diffuse	pouvant	correspondre	à	l’ajout	de	chaines	de	polylactosamines	

peut	aussi	être	visible,	selon	le	niveau	d’expression	des	constructions.	En	revanche,	nous	

ne	détectons	pas	d’espèce	non	glycosylée	en	présence	de	la	séquence	linker.	Ainsi,	cela	

semble	 indiquer	 que	 l’ajout	 de	 ce	 linker	 a	 eu	 un	 impact	 positif	 sur	 l’efficacité	 de	

glycosylation	 de	 M.	 Il	 serait	 intéressant	 de	 mieux	 comprendre	 comment	 cette	

mutation/insertion	peut	améliorer	l’efficacité	de	N-glycosylation.	Il	n’est	pas	impossible	

que	 ces	 protéines	 soient	 glycosylées	 de	 façon	 co-traductionnelle	 par	 OST-A,	 ce	 qui	

résulterait	en	une	glycosylation	totale	de	M.	L’expression	de	ces	constructions	dans	nos	

lignées	 cellulaires	 Huh-7	 STT3A-KO	 et/ou	 STT3B-KO	 permettrait	 de	 vérifier	 cette	

hypothèse.	

Il	est	aussi	possible	que	son	temps	de	résidence	dans	le	RE	pourrait	soit	modifié,	

ralenti.	 Il	 pourrait	 être	 comparé	 à	 celui	 de	 la	 protéine	 sauvage	 par	 western-blot	 et	

immunofluorescence	à	l’aide	d’un	système	d’expression	inductible.		

	

La	 fonction	 principale	 des	 N-glycosylations	 est	 d’assurer	 le	 contrôle	 qualité	 du	

repliement	des	protéines	néosynthétisées.	L’insertion	de	mutations	peut	être	à	l’origine	

d’un	 défaut	 du	 repliement	 protéique,	 c’est	 pourquoi,	 nous	 avons	 analysé	 le	 trafic	

intracellulaire	 des	mutants	 E9D18A	de	MERS-CoV-M	et	 E11,12,18A	de	 SARS-CoV-2-M.	

Leur	 co-localisation	 avec	 le	 marqueur	 TGN46	 suggèrait	 que	 les	 mutants	 étaient	

correctement	repliés,	où	dans	le	cas	contraire,	ils	auraient	été	retenus	dans	le	RE	avant	

d’être	envoyé	vers	la	voie	de	dégradation	(ERAD).	Nous	nous	sommes	également	assurés	

par	(i)	des	expériences	de	perméabilisation	sélective	des	membranes	cellulaires	et	par	(ii)	

l’insertion	 d’une	 séquence	 linker	 contenant	 un	 site	 de	 glycosylation,	 que	 l’ajout	 des	

mutations	n’a	pas	 impacté	 la	 topologie	membranaire	de	M,	puisqu’il	 a	notamment	 été	

rapporté	que	la	mutation	de	résidus	chargés	inversait	la	topologie	de	la	protéase	Lep	de	

Escherichia	coli	(Nilsson	et	Von	Heijne	1990).	En	effet,	il	est	primordial	que	l’asparagine	

acceptrice	soit	orientée	côté	luminal	pour	être	accessible	à	OST.	Les	résultats	obtenus	par	
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ces	expériences	ont	indiqué	qu’aucun	changement	de	la	topologie	membranaires	n’a	eu	

lieu.		

La	 séquence	 linker	 que	 nous	 avons	 utilisé	 pour	 nos	 construtions	 M-linker	 se	

compose	de	31	résidus	hydrophiles	(YAYNRYRIGNYKLNTTIKDLDYKDDDDKPKE),	dont	7	

résidus	correspondent	à	des	résidus	acides	(6	acides	aspartiques,	1	acide	glutamique).	Il	

n’est	pas	à	exclure	que	la	présence	de	ces	résidus	acides,	en	nombre	important,	puisse	agir	

sur	 la	 glycosylation	 de	 M.	 Cette	 séquence	 a	 été	 construite	 et	 utilisée	 par	 Voss	 et	 ses	

collègues	pour	étudier	la	topologie	membranaire	de	la	protéine	M	du	SARS-CoV	(Voß	et	

al.	 2009).	 Nous	 pourrions	 remplacer	 cette	 séquence	 par	 une	 séquence	 contenant	

davantage	de	résidus	polaires	neutres,	afin	d’évaluer	l’effet	des	résidus	acides	présents	

dans	la	séquence	utilisée,	sur	la	glycosylation	de	M.	Il	serait	aussi	intéressant	de	regarder	

la	machinerie	qui	est	responsable	de	la	glycosyaltion	du	site	N88.	

	

Récemment,	la	structure	de	SARS-CoV-2-M	a	été	résolue	par	cryo-EM	(Dolan	et	al.	

2022	;	 Zhang	 et	 al.	 2022).	 Selon	 la	 structure	 de	 Dolan	 et	 al.,	 l’ectodomaine	 de	 M	 est	

composé	des	résidus	1-16,	contre	les	résidus	1-8	selon	la	structure	de	Zhang	et	al.,	Il	se	

pourrait	donc	que	les	résidus	acides	identifiés	précédemment	fassent	partis	du	premier	

segment	transmembranaire	de	M.	

Si	tel	n’est	pas	le	cas,	il	est	alors	envisageable	que	ces	résidus	soient	engagés	dans	

des	 interactions	 électrostatiques	 avec	 le	 complexe	 OST-B.	 Des	 expériences	 de	 co-

immunoprécipitation	 du	 complexe	M-STT3B	 pourraient	 être	 réalisées	 afin	 de	 vérifier	

cette	hypothèse.	L’interactions	entre	ces	deux	protéines	devant	être	relativement	brève,	

une	étape	de	«	cross-linking	»	serait	nécessaire	au-préalable	afin	de	stabiliser	le	complexe.	

Chez	 les	 eucaryotes,	 le	 potentiel	 électrostatique	 des	 membranes	 dépend	 des	

phosphatidylsérines	 (PS),	 un	 lipide	 chargé	 négativement	 (Bigay	 et	 Antonny	 2012).	De	

plus,	le	feuillet	interne	du	RE	semble	être	davantage	enrichi	en	PS	que	le	feuillet	externe.	

Ainsi,	il	serait	également	possible	que	les	résidus	acides	identifiés	pour	la	glycosylation	

de	 MERS-CoV-M	 et	 SARS-CoV-2-M	 puissent	 induire	 une	 répulsion	 électrostatique	 du	

domaine	N-terminal	de	la	protéine	avec	la	membrane	du	RE,	ce	qui	pourrait	rendre	le	site	

de	glycosylation	plus	facilement	accessible	à	OST-B.	

Ci-dessous	 est	 représenté	 un	 alignement	 de	 séquences	 correspondants	 aux	

domaines	N-terminaux	 de	 plusieurs	 protéines	M	de	 coronavirus	modifiées	 par	 des	N-
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glycanes	(Figure	29).	Nous	pouvons	observer	que	des	résidus	acides	sont	conservés	au	

niveau	de	deux	régions	situées	en	aval	des	sites	de	glycosylation.		

	

	

La	conservation	de	ces	résidus	suggère	une	importance	pour	la	protéine.	Ainsi,	la	

mutation	de	ces	résidus	pourrait	être	envisagée	afin	d’analyser	si	les	effets	observés	sur	

la	 protéine	 M	 du	 MERS-CoV	 et	 du	 SARS-CoV-2	 sont	 également	 observés	 sur	 d’autres	

protéines	M.	

	

Dans	notre	étude,	nous	avons	construit	une	protéine	chimère	où	 le	domaine	N-

terminal	de	la	protéine	E1	du	virus	HCV	(MAQVKNSSGLY)	a	remplacé	celui	de	SARS-CoV-

2-M	 (MADSNGTIT)	 (E1/M).	 Cette	 protéine	 possède	 5	 sites	 de	 glycosylation,	 mais	

seulement	 4	 sont	 fonctionnels	 et	 portent	 des	 N-glycanes	 riches	 en	 mannose,	 dû	 à	 la	

rétention	 de	 E1	 dans	 le	 RE	 (Dubuisson	 et	 al.	 1994	;	 Meunier	 et	 al.	 1999).	 Nous	 nous	

sommes	assurés	de	cette	rétention	en	réalisant	un	co-marquage	de	E1	avec	la	calnexine,	

une	 lectine	 chaperonne	 du	 RE.	 Également,	 l’accessibilité	 à	 la	 structure	 de	 la	 protéine	

ORF3a	 du	 SARS-CoV-2,	 résolue	 expérimentalement	 par	 cryo-EM,	 nous	 a	 permis	 de	

générer	des	protéines	chimères	M/ORF3a,	où	le	domaine	N-terminal	de	M	(Nt-M/ORF3a)	

ou	 le	 domaine	 N-terminal	 et	 le	 premier	 segment	 transmembranaire	 de	 M	 (TM1-

M/ORF3a)	ont	 remplacé	 ceux	de	ORF3a	 (Kern	 et	 al.	 2021).	 Par	 ailleurs,	 il	 s’avère	que	

ORF3a	présente	 de	 très	 fortes	 homologies	 structurales	 avec	 SARS-CoV-2-M,	 suggérant	

une	possible	origine	commune.	Son	domaine	N-terminal	est	plus	long	(1-39)	que	celui	de	

Figure	 29.	 Alignements	 de	 séquences	 en	 acide-aminé	 du	 domaine	 N-terminal	 de	 plusieurs	
protéines	M	de	coronavirus	modifiées	par	des	N-glycanes.	

Le	virus	correspondant	à	la	séquence	protéique	est	indiqué	sur	la	gauche	(SARS	=	SARS-CoV	;	COV2	=	

SARS-CoV-2).	Le	site	consensus	de	glycosylation	est	marqué	en	gras	et	les	résidus	acides	sont	écrits	en	

rouge.	Les	séquences	sont	issues	de	la	banque	de	données	Uniprot	et	les	alignements	ont	été	réalisés	

avec	l’algorithme	CLUSTAL	O(1.2.4).	
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M,	 en	 revanche,	 son	 premier	 segment	 transmembranaire	 est	 plus	 court	 (1-18)	 et	 ne	

contient	aucun	résidu	chargé.		

En	western-blot,	le	profil	de	migration	de	la	chimère	E1/M	était	semblable	à	celui	

de	la	protéine	M	sauvage,	ce	qui	pourrait	indiquer	que	des	chaines	de	polylactosamines	

ont	 été	 ajoutées	 sur	 le	 premier	 site	 accepteur	 de	 E1.	 Un	 test	 de	 précipitation	 par	 les	

lectines	 LEL	 et	 DSL	 pourrait	 le	 confirmer.	 Par	 conséquent,	 ces	 résultats	 confirment	

qu’aucun	 signal	 pour	 l’ajout	 des	 chaines	 de	 polylactosamines	 n’est	 présent	 dans	 le	

domaine	N-terminal	de	M.		

Concernant	 la	 chimère	 Nt-M/ORF3a,	 le	 profil	 de	 migration	 observé	 semblait	

indiquer	qu’aucune	glycosylation	n’avait	eu	lieu.	Ce	résultat	n’était	pas	inattendu	puisque	

le	 premier	 segment	 transmembranaire	 de	 ORF3a	 ne	 possède	 aucun	 résidu	 acide.	 En	

revanche,	des	espèces	glycosylées	ont	été	observées	avec	la	chimère	TM1-M/ORF3a,	où,	

ici,	 les	 résidus	 acides	 sont	 présents.	 La	 détection	 d’une	 bande	 diffuse	 en	western-blot	

indique	que	des	polylactosaminoglycanes	ont	été	ajoutées	sur	le	site	accepteur	N5	de	M.	

Cela	 confirme	 davantage	 l’importance	 des	 résidus	 acides	 pour	 la	 glycosylation	 de	 M.	

Cependant,	nous	ne	pouvons	pas	exclure	 la	possibilité	qu’un	motif	 régulant	 l’ajout	des	

chaines	 de	 polylactosamines	 soit	 présent	 dans	 TM1-M.	 En	 effet,	 des	

polylactosaminoglycanes	ont	été	ajoutés	à	TM1-M/ORF3a	puisque	la	glycosylation	de	la	

protéine	a	pu	être	initiée	dans	le	RE	par	la	présence	des	résidus	acides.	

	

Les	ß4GalT	 et	 B3GnT	 sont	 des	 familles	 de	 glycosyltransférases	 de	 l’appareil	 de	

Golgi/TGN	responsables	de	 la	synthèse	des	chaines	de	polylactosamines	(Nilsson	et	al.	

1991;	 Lee	 et	 al.	 2009;	 Kimber	 2021).	 Il	 ne	 serait	 alors	 pas	 absurde	 de	 penser	 que	 la	

rétention	 des	 protéines	 dans	 ce	 compartiment	 favoriserait	 l’addition	 des	 chaines	 de	

polylactosamines,	 puisqu’elles	 seraient	 davantage	 exposées	 aux	 glycosyltransférases.	

Cependant,	il	s’avère	que	ce	n’est	pas	réellement	le	cas.	En	effet,	la	chimère	TM1-M/ORF3a	

portent	des	chaines	de	polylactosamines	et	n’est	pas	retenue	dans	le	TGN,	puisqu’aucune	

co-localisation	 n’a	 été	 observée	 avec	 le	 marqueur	 TGN46.	 Le	 signal	 de	 fluorescence	

observé	 pour	 cette	 chimère	 était	 semblable	 à	 celui	 d’ORF3a,	 à	 savoir,	 un	 marquage	

ponctué,	plutôt	caractéristique	d’une	localisation	intravésiculaire.		

Certaines	 études	 ont	 démontré	 que	 ORF3a	 est	 localisée	 dans	 le	 compartiment	

endolysosomal	 et	 à	 la	 surface	 cellulaire	 (Miller	 et	 al.	 2023).	 Nous	 avons	 cherché	 à	

confirmer	l’adressage	d’ORF3a	vers	les	endosomes/lysosomes	par	des	expériences	de	co-



 122 

marquages	 avec	 les	 GTPases	 Rab5	 (endosomes	 précoces),	 Rab7	 (endosomes	 tardifs),	

Rab11	(endosomes	de	recyclage)	et	LAMP1	(lysosomes).	Nos	essais	n’ont	cependant	pas	

été	concluants.		

La	 chimère	 E1/M	 est	 très	 probablement	 modifiée	 par	 des	 chaines	 de	

polylactosamines	et	est	retenue	dans	le	TGN.	Cependant,	 l’intensité	de	la	bande	diffuse	

observée	en	western-blot	n’est	pas	plus	intense	que	celle	de	TM1-M/ORF3,	ce	qui	indique	

que	E1-M	ne	serait	pas	davantage	modifiée	par	des	chaines	de	polylactosamines,	malgré	

sa	rétention	dans	le	RE.	Évidemment,	le	niveau	d’expression	de	ces	deux	chimères	devra	

être	déterminé	afin	de	pouvoir	comparer	l’intensité	des	bandes	de	manière	significative.		

MERS-CoV-M	 possède	 un	 motif	 dans	 sa	 queue	 C-terminale	 responsable	 de	 la	

rétention	de	la	protéine	dans	le	TGN	(199KxGxYR204)	(Perrier	et	al.	2019).	Dans	cette	étude,	

il	a	été	montré	que	la	mutation	de	ce	motif	engendrait	une	relocalisation	d’environ	15	%	

de	la	quantité	totale	de	M,	à	la	surface	cellulaire,	contre	moins	de	1	%	pour	la	protéine	

sauvage.	En	western-blot,	 la	bande	diffuse	du	mutant	M-KxGxYR	était	plus	 intense	que	

celle	de	M	sauvage.	Bien	que	la	quantité	de	protéine	non-glycosylée	n’ait	pas	été	calculée,	

le	 profil	 de	 migration	 laisse	 penser	 que	 M-KxGxYR	 serait	 davantage	 modifié	 que	 M	

sauvage	 par	 des	 chaines	 de	 polylactosamines.	 Ainsi,	 le	 trafic	 jusqu’à	 la	 membrane	

plasmique	pourrait	être	lié	à	cet	effet.		

Mentionné	précédemment,	les	protéines	LAMP1	et	LAMP2	sont	des	protéines	qui	

résident	 dans	 les	 lysosomes	 et	 sont	 modifiées	 par	 des	 polylactosaminoglycanes	 sur	

quelques	sites	accepteurs.	En	revanche,	il	a	été	montré,	pour	LAMP2,	que	la	rétention	de	

la	protéine	dans	le	Golgi	n’était	pas	à	l’origine	de	l’ajout	des	chaines	de	polylactosamines,	

mais	plutôt	son	temps	de	résidence	dans	ce	compartiment	(Nabi	et	Dennis	1998).		

Ainsi,	 toutes	 ces	 données	 semblent	 indiquer	 que	 la	 rétention	protéique	dans	 le	

Golgi/TGN	ne	favoriserait	pas	davantage	l’extension	par	des	chaines	de	polylactosamines.	

	

Il	 est	 admis	 que	 la	 glycosylation	 de	M	 n’est	 pas	 requise	 pour	 l’assemblage	 des	

coronavirus	(De	Haan	et	al.	1998;	Liang	et	al.	2019).	Nous	l’avons	confirmés	pour	le	MERS-

CoV	et	le	SARS-CoV-2,	où	des	particules	VLP	produites	avec	MERS-CoV-N3Q-M	ou	SARS-

CoV-2-N5Q-M,	ont	été	sécrétées	dans	le	milieu	de	culture.	Nous	avons	aussi	constaté	que	

la	 forme	 de	 M	 glycoconjuguée	 à	 des	 N-glycanes	 riches	 en	 mannose	 est	 davantage	

incorporée	dans	les	VLP	que	les	autres	formes.	L’étape	d’assemblage	des	coronavirus	se	

déroulant	au	sein	du	compartiment	ERGIC,	 il	n'est	pas	surprenant	que	cette	forme	soit	
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majoritaire	dans	 les	VLP.	En	 revanche,	 l’absence	de	 formes	associées	à	des	 chaines	de	

polylactosamines	 indiquent	 que	 la	 protéine	 M	 ne	 subit	 plus	 de	 modifications	 de	 ces	

glycanes	après	le	bourgeonnement	des	particules	virales.	

Une	récente	étude	a	démontré	que	les	betacoronavirus	pouvaient	détourner	la	voie	

lysosomale	pour	sortir	des	cellules	par	exocytose	(Ghosh	et	al.	2020).	Cependant,	la	route	

empruntée	 par	 les	 particules	 virales	 pour	 rejoindre	 les	 lysosomes	 n’est	 pas	 encore	

clairement	définie.	En	effet,	les	particules	pourraient	atteindre	les	lysosomes	après	avoir	

transité	 à	 travers	 l’appareil	 de	 Golgi,	 ou	 directement	 après	 leur	 bourgeonnement	 au	

niveau	du	compartiment	ERGIC.	Ce	dernier	cas	expliquerait	pourquoi	les	glycanes	de	M	

ne	sont	pas	davantage	modifiés	par	des	glycanes	complexes.	Cependant,	il	est	judicieux	de	

prendre	en	considération	que	des	variations	peuvent	exister	entre	les	VLP	et	les	particules	

virales	 infectieuses.	 Par	 exemple,	 seule	 la	 forme	 IBV-M	 non-glycosylée	 est	 incorporée	

dans	les	VLP,	alors	qu’une	espèce	glycosylée	est	observée	dans	les	particules	infectieuses	

(Liang	et	al.	2019).	La	synthèse	de	VLP	nécessite,	à	minima,	la	co-expression	des	protéines	

M	et	E	dans	des	cultures	de	cellules.	 Il	est	 fort	probable	que	 la	 forte	expression	de	ces	

protéines	 provoque	 une	 saturation	 au	 niveau	 du	 RE,	 pouvant	 amener	 à	 un	

bourgeonnement	précoce	des	particules.	Ainsi,	il	serait	intéressant	d’étudier	les	formes	

de	M	associées	 aux	particules	 virales	 infectieuses.	Des	 tests	 ont	 été	 initiés	pendant	 ce	

projet,	mais	n’ont	pu	aboutir	pour	des	raisons	techniques.	

	

Pour	 conclure	 ce	 projet	 de	 thèse,	 nos	 travaux	 ont	 permis	 d’approfondir	 nos	

connaissances	sur	la	glycosylation	de	la	protéine	M	du	MERS-CoV	et	du	SARS-CoV-2.	Nous	

avons	caractérisé	les	N-glycanes	qui	arborent	MERS-CoV-M	et	SARS-CoV-2-M,	ainsi	que	

les	mécanismes	impliqués	dans	la	glycosylation	de	ces	protéines.		

Cette	modification	est	conservée	chez	tous	les	coronavirus,	sous	forme	de	N-	ou	O-

glycosylation	selon	le	genre	du	virus,	indiquant	un	rôle	pour	le	cycle	infectieux.	Cependant,	

peu	d’études	permettent	de	définir	réellement	la	fonction	de	ces	glycanes.	Liang	et	al.,	ont	

observé	 que	 la	 glycosylation	 de	 IBV-M	 n’influençait	 pas	 le	 trafic	 intracellulaire	 de	 la	

protéine,	et	ne	modifiait	pas	la	réplication	in	vitro	(Liang	et	al.	2019).	En	revanche,	ils	ont	

observé	une	activité	apoptotique	plus	importante	des	cellules	Vero	infectées	par	du	virus	

recombinant	sauvage	comparé	à	ces	mêmes	cellules	infectées	par	du	virus	recombinant	

déficient	 en	 N-glycosylation	 sur	 IBV-M.	 L’augmentation	 de	 l’apoptose	 s’est	 également	

accompagnée	par	une	augmentation	du	stress	du	RE.	Il	a	été	suggéré	par	les	auteurs	que	
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l’activation	de	 la	 voie	UPR	 (Unfolded	protein	 response)	 est	 à	 l’origine	de	 l’induction	de	

l’apoptose	 et	 du	 stress	 du	 RE,	 à	 cause	 d’une	 synthèse	 protéique	 forte	 au	 niveau	 du	

réticulum.	Une	seconde	étude,	consacrée	à	MHV,	a	observé	que	le	statut	de	glycosylation	

de	M	pouvait	influencer	la	réplication	virale	dans	le	foie	mais	pas	le	cerveau	(De	Haan	et	

al.	2003).	Il	est	alors	possible	que	les	glycosylations	de	MHV-M	puisse	interagir	avec	des	

facteurs	 d’attachement	 types	 lectines	 exposés	 à	 la	 surface	 des	 cellules	 hépatiques,	

favorisant	l’entrée	virale	dans	ces	cellules.	Enfin,	plusieurs	études	ont	mis	en	évidence	une	

activité	 interférogénique	de	 la	 protéine	M	du	TGEV	 sur	 des	 cellules	 PBMC	 (Peripheral	

blood	mononuclear	cells)	qui	serait	liée	à	la	présence	de	glycanes	complexes	liés	à	TGEV-

M	 (Charley	 et	 al.	 1991;	 Laude	 et	 al.	 1992).	 Il	 serait	 intéressant	 de	déterminer	 si	 cette	

protéine	est	aussi	modifiée	par	des	chianes	de	polylactosamines.	Cette	activité	a	aussi	été	

retrouvée	avec	la	protéine	MHV-M	(De	Haan	et	al.	2003).	Par	ailleurs,	cette	activité	était	

plus	importante	lorsque	MHV-M	était	modifiée	afin	de	porter	des	N-glycanes	à	la	place	de	

O-glycanes.	 Des	 chaines	 de	 polylactosamines	 peuvent	 aussi	 être	 ajoutées	 sur	 des	 O-

glycanes,	il	serait	donc	intéressant	de	caractériser	aussi	les	glycanes	portés	par	MHV-M.	

Étudier	cette	activité	interférogénique	sur	les	protéines	MERS-CoV-M	et	SARS-CoV-2-M	

pourrait	être	une	piste	à	envisager.	En	revanche,	cette	activité	n’a	jamais	été	confirmée	in	

vivo.	

Toutes	ces	données	semblent	indiquer	que	les	glycosylations	de	la	protéine	M	des	

coronavirus	 interviennent	 dans	 des	 interactions	 avec	 la	 cellule	 hôte.	 Compte-tenu	 du	

caractère	émergent	des	coronavirus,	la	compréhension	de	leur	biologie	s’avère	crucial.	
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