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 Les virus ne peuvent pas se répliquer de 
manière autonome. Une fois entrés dans 
la cellule hôte, ils doivent exploiter les 
ressources et les organites de la cellule 
pour copier leur matériel génétique et 
produire de nouvelles particules virales. 
Chaque type de virus élabore sa propre 
stratégie de réplication. Ainsi certains 
virus dont le génome est constitué 
d’ARN simple brin de polarité positive1 
mobilisent et modifient les membranes 
de la cellule hôte pour élaborer des 
structures intracellulaires spécialisées 
qui servent d’usines de réplication pour 
le génome viral. Ces structures offrent 
ainsi un environnement optimal pour 
concentrer la machinerie de réplication 
et protéger le matériel génétique et 
les protéines virales contre les méca-
nismes de défense de la cellule hôte. 
Le remodelage membranaire est donc 
un aspect essentiel de leur stratégie 
de survie et de propagation dans l’or-
ganisme infecté. De nombreux virus 
pathogènes pour l’homme font partie de 
cette classe, comprenant entre autres 
les virus de la famille des Flaviviridae 
(dont le virus de l’hépatite C, le virus de 
la dengue ou le virus Zika), ou les virus 
de la famille des Coronaviridae (dont le 
SARS-CoV-2, responsable de la pandé-
mie de COVID-19).
Dans le cas du SARS-CoV-2 et des coro-
navirus en général, le processus de remo-

1 La polarité positive de l’ARN simple brin constituant le 
génome de ces virus signifie que cet ARN est directement 
(i.e., sans étape de transcription) utilisable comme ARN 
messager pour la production des protéines virales par la 
cellule infectée.

delage membranaire conduit à la forma-
tion de compartiments membranaires 
spécifiques appelés « vésicules à double 
membrane ». Afin de pouvoir développer 
des thérapies antivirales ciblant le cycle 
de réplication des coronavirus, il est 
essentiel de comprendre les mécanismes 
moléculaires à l’origine de la formation 
de ces structures et d’élucider le rôle 
et l’organisation des protéines virales 
impliquées.

Protéines virales impliquées  
dans le remodelage membranaire 
induit par le SARS-CoV-2
Comme tous les coronavirus, le SARS-
CoV-2 possède un grand génome pour 
un virus à ARN positif (environ 30 kilo-
bases), génome dont les deux premiers 
tiers comportent deux cadres de lec-
ture ouverts (open reading frames, ORF)
qui conduisent à la synthèse de poly-
protéines [1]. Deux activités protéase 
portées par le virus permettent de cli-
ver ces polyprotéines en protéines non 
structurales individuelles (non structural 
proteins, nsp), qui sont essentielles à la 
réplication et au cycle de vie du virus. 
Le dernier tiers du génome code quatre 
protéines structurales, à savoir la pro-
téine de surface Spike (S), la protéine 
de l’enveloppe (E), la protéine de l’enve-
loppe membranaire (M) et la protéine de 
la nucléocapside (N), ainsi que plusieurs 
protéines accessoires impliquées dans 
la modulation de la réponse de l’hôte à 
l’infection virale.
Plusieurs études ont mis en lumière 
l’implication de trois protéines non 

structurales des coronavirus (nsp3, 
nsp4 et nsp6) dans la biogénèse des 
vésicules à double membrane. Nous 
nous sommes intéressés à la pro-
téine nsp3, qui est au cœur du pro-
cessus de remodelage membranaire. 
Cette protéine possède une quinzaine 
de domaines fonctionnels, dont un 
domaine protéase (papain-like pro-
tease 2) qui permet son autoclivage 
ainsi que la libération de deux autres 
protéines non structurales, nsp1 et 
nsp2. Grâce à ses nombreux domaines 
et à sa capacité d’interagir avec 
d’autres protéines du virus et diverses 
protéines de la cellule hôte, nsp3 joue 
un rôle clé dans la réplication virale. En 
particulier, en interagissant avec nsp4, 
elle permet son recrutement aux sites 
de réplication virale, et cette étroite 
collaboration entre les deux protéines 
est essentielle au processus de remo-
delage membranaire. Un troisième 
partenaire, nsp6, est également requis 
pour une formation efficace des vési-
cules à double membrane [2]. Ces trois 
protéines sont les seules protéines non 
structurales du virus à présenter des 
segments transmembranaires, qui leur 
permettent de s’ancrer dans les mem-
branes [3]. L’ARN viral synthétisé au 
sein de ces compartiments membra-
naires dédiés doit ensuite être exporté 
vers le cytoplasme de la cellule hôte 
pour être traduit en protéines virales 
ou incorporé dans de nouvelles par-
ticules virales. L’exportation de l’ARN 
se fait au travers de pores molécu-
laires récemment découverts dans les 
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L’une des approches possibles consiste 
à considérer des portions structu-
rées de la protéine (domaines) pour 
résoudre individuellement leur struc-
ture tridimensionnelle (3D) en utilisant 
les techniques de biologie structu-
rale, telles que la cristallographie aux 
rayons X ou la résonance magnétique 
nucléaire (RMN). Les trois quarts de la 
protéine nsp3 ont ainsi été étudiés pour 
différents coronavirus, et les structures 
tridimensionnelles (3D) associées sont 
disponibles, mais les données structu-
rales sur la partie C-terminale de nsp3, 
qui est celle qui contient les segments 
transmembranaires, sont encore très 
limitées. Un des objectifs de nos tra-
vaux de recherche est donc de com-
prendre comment la région C-terminale 
de nsp3 est structurée, et comment elle 
contribue à l’organisation des pores 
moléculaires qui traversent les vési-
cules à double membrane.
Au laboratoire, nous produisons les 
protéines dans un système d’expres-
sion acellulaire en utilisant des 
extraits de germe de blé. Ce système 
d’expression permet de produire in 
vitro des protéines généralement dif-
ficiles à produire dans des systèmes 
cellulaires classiques, comme les 
protéines membranaires. Grâce à un 
contrôle précis des conditions expé-
rimentales, il permet également un 
criblage rapide des détergents afin 
de sélectionner ceux qui solubilisent 
le mieux les protéines membranaires2. 
Après sa production, sa solubilisation 
en présence d’un détergent, et sa 
purification, la région C-terminale de 
nsp3 (nsp3C) a ensuite été recons-
tituée dans des systèmes membra-
naires modèles avec des nanodisques 

2 Les protéines membranaires sont souvent intégrées dans la 
bicouche lipidique des membranes biologiques, et sont alors 
très peu stables et souvent insolubles dans une solution 
aqueuse en raison de leur caractère hydrophobe. Afin de les 
maintenir en solution, l’une des approches consiste à utiliser 
des détergents. Le système acellulaire de synthèse protéique 
utilisant les extraits de germe de blé permet de cribler 
facilement différents détergents afin de déterminer celui 
qui permet de solubiliser le mieux la protéine membranaire 
considérée [8].

gine de leur structure hexagonale ou 
hexamérique, et présentant une forme 
de couronne. Ainsi, six molécules de 
nsp3 seraient présentes par pore, et 
leurs extrémités N-terminales seraient 
orientées vers le cytoplasme, formant 
les pointes de la couronne, tandis que 
les parties C-terminales pointeraient 
vers l’intérieur du pore (Figure 1).

Production et étude d’un fragment 
C-terminal transmembranaire 
de la protéine nsp3 du SARS-CoV-2
La protéine nsp3 apparaît donc comme 
une cible thérapeutique de choix 
pour développer des stratégies anti-
virales innovantes. Mais la taille et 
la complexité de cette longue pro-
téine (1945 acides aminés) rendent 
son étude structurale très difficile. 

membranes des vésicules à double 
membrane. L’architecture de ces pores 
a d’abord été analysée par tomogra-
phie et cryomicroscopie électroniques 
dans des cellules infectées par un 
autre coronavirus, le virus de l’hépa-
tite murine [4], puis, plus récemment, 
dans des cellules exprimant les deux 
protéines non-structurales nsp3 et 
nsp4 du SARS-CoV-2 [5]. Ces travaux 
ont permis d’analyser la structure tri-
dimensionnelle des vésicules à double 
membrane avec une résolution suf-
fisamment élevée pour démontrer la 
présence de pores moléculaires tra-
versant la double membrane. Le com-
posant majoritaire des pores serait 
la protéine nsp3. L’organisation de 
cette dernière et son autoassociation 
dans les pores seraient donc à l’ori-
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Figure 1. Organisation oligomérique de la partie C-terminale de la protéine nsp3 du virus SARS-CoV-2.
Les vésicules à double membrane (double membrane vesicle, DMV), associées aux membranes 
du réticulum endoplasmique (RE) des cellules infectées par le coronavirus SARS-CoV-2, pré-
sentent des pores moléculaires en forme de couronne, qui traversent la double membrane et 
permettent l’exportation de l’ARN viral nouvellement synthétisé. La protéine virale nsp3 est le 
constituant majoritaire de ces pores. Une reconstruction 3D (avec une symétrie 6) a été réali-
sée à partir de l’analyse d’images de microscopie électronique d’un fragment C-terminal de la 
protéine nsp3 contenant les segments transmembranaires (nsp3C), qui a été synthétisé dans un 
système acellulaire. Deux perspectives sont présentées : une vue latérale et une vue de face de 
l’enveloppe de nsp3C reconstituée en nanodisques lipidiques (couleur jaune). L’enveloppe (vue 
latérale) est positionnée sur le pore moléculaire (représenté en violet, comme observé dans une 
coupe de cryotomographie électronique). Un modèle 3D de nsp3C obtenu à partir de la séquence 
d’acides aminés avec l’algorithme AlphaFold2 [6] (vue de face) est également présenté (avec 
une symétrie 6).
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partie de la protéine qui comprend les 
segments transmembranaires. En com-
binant les approches expérimentale 
et bio-computationnelle, nous avons 
montré que cette région est capable 
d’autoassemblage avec une organi-
sation compatible avec une symétrie 
hexamérique [7]. Nous avons posi-
tionné la protéine dans les volumes 3D 
récemment obtenus pour les pores des 
vésicules à double membrane formés 
dans les cellules exprimant les deux 
protéines nsp3 et nsp4. Même si la 
protéine nsp3 apparaît comme étant le 
composant majoritaire des pores, son 
association avec nsp4 reste essentielle 
pour une formation efficace des vési-
cules et de leurs pores. Notre approche 
expérimentale étendue à l’étude du 
complexe nsp3-nsp4 devrait pouvoir 
nous éclairer sur l’organisation de ces 
deux protéines au sein des pores. 
Self-assembly of the C-terminal and 
transmembrane region of the SARS-
CoV-2 protein nsp3
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 lipidiques3 pour une analyse par 
microscopie électronique. Les images 
de coloration négative obtenues ont 
montré des objets présentant une 
organisation oligomérique en anneaux 
avec un pore central. La reconstruction 
tridimensionnelle montre un très bon 
accord avec la partie de nsp3 située 
dans la membrane extérieure (côté 
cytoplasme) des vésicules à double 
membrane (Figure 1). En parallèle, nous 
avons utilisé l’algorithme AlphaFold2, 
basé sur les méthodes d’« apprentis-
sage profond » (deep learning), pour 
prédire la structure 3D de nsp3C à partir 
de sa séquence d’acides aminés [6], en 
imposant différents degrés d’autoas-
semblage, dont des hexamères pour 
prendre en compte la présence de six 
molécules de nsp3 par pore (Figure 1).

Perspectives
Le système de synthèse protéique in 
vitro utilisant des germes de blé s’est 
montré efficace pour produire la région 
C-terminale de nsp3 et obtenir des 
informations structurales sur cette 

3 Les nanodisques lipidiques sont constitués d’une bicouche 
lipidique entourée par deux ceintures d’une protéine d’as-
semblage. Ils sont utilisés comme membranes artificielles 
pour préserver la structure et l’activité des protéines mem-
branaires [9].
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