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Abstract

Covid-19 is a respiratory disease caused by a virus known as SARS-CoV-2. This virus has been
the cause of death of more than 6 million people globally according to WHO estimates as of June
2022. Such contagious invasion and anti-immune resistance are, of which most of cases, originating
from the particularity of the proteins characterizing the SARS-CoV-2 virus. Thus, since its
appearance, the world has moved towards in vitro and in silico characterization research on the
proteins of SARS-CoV-2, in order to develop new vaccines and drugs against Covid 19. Our work
is part of this context. In this sense, an in-silico study (bioinformatics analyzes) was carried out on
the proteins of SARS-CoV-2 (membrane protein, nucleoprotein, small envelope protein, spike
protein, replicase 1a polyprotein and replicase lab polyprotein). For this, these proteins were
confronted with several tools and bioinformatics programs (BLAST, Clustal Omega, COBALT,
Jalview, Prosite, SOPMA, I-TASSER server, GPMAW). Through this study we have contributed,
in particular, to the determination of the conservative regions "responsible for the function of these
proteins” (including: (91)MWLSYFIA(98) for the membrane protein, (114)GTG(116) for the
nucleoprotein, (40)CAYCCNIVNVSLVKPSFYVYS(75) for the small envelope protein,
(1212)KWPW/(1214) for the spike protein, (1118)VGP(1120) for the replicase polyprotein 1a). We
were also able to establish the 2-dimensional and 3-dimensional structure which are all essential to
better understand and interpret the functions, interactions, self-assembly mechanism and etc. of
these proteins as well as the mechanism of infection and the way of life of this virion. On the other
hand, the physicochemical characterization carried out in silico of these proteins, can be used to
help in the experimental tests or the separation and purification of the proteins of SARS-CoV-2.
Keywords: SARS-CoV-2, Bioinformatics analyses, proteins, in silico study, Covid-19.



Résumé

Le Covid-19 est une maladie respiratoire causée par un virus connu sous le nom de SARS-CoV-2.
Ce virus a été la cause de déces de plus de 6 millions de personnes a I’échelle mondiale d’apreés les
estimations de I’OMS de mois de juin 2022. Une telle invasion contagieuse et résistance anti-
immunitaire sont, dont la plupart de cas, originaires de la particularité des protéines caractérisant
le virus de SARS-CoV-2. Ainsi, depuis son apparition le monde s’est dirigé vers les recherches de
caractérisation in vitro et in silico des protéines de SARS-CoV-2, afin de développer des nouveaux
vaccins et médicaments contre le Covid-19. Notre travail s’inscrit dans ce contexte. Dans ce sens
on a réalisé une étude in silico (analyses bio-informatique) sur les protéines de SARS-CoV-2
(protéine membranaire, nucléoprotéine, petite protéine d’enveloppe, protéine spike, polyprotéine
réplicase 1a et polyprotéine réplicase 1ab). Pour cela, ces protéines ont été affrontées face aux
plusieurs outils et programmes bio-informatiques (BLAST, Clustal Omega, COBALT, Jalview,
Prosite, SOPMA, I-TASSER server, GPMAW). A travers cette étude nous avons contribuer,
notamment, a la détermination des régions conservatives « responsables a la fonction de ces
protéines » (y parmi : (91)MWLSYFIA(98) pour la protéine membranaire, (114)GTG(116) pour
la nucléoprotéine, (40)CAYCCNIVNVSLVKPSFYVYS(75) pour la petite protéine d’enveloppe,
(1212)KWPW(1214) pour la protéine spike, (1118)VGP(1120) pour la polyprotéine réplicase 1a).
Nous avons, également pu établir la structure 2 dimensionnelle et 3 dimensionnelle qui sont tous
essentiels pour mieux comprendre et interpréter les fonctions, les interactions, le mécanisme
d’autoassemblage et etc. de ces protéines ainsi que le mécanisme de I’infection et le mode de cicle
de vie de ce virion. D’autre part, la caractérisation physicochimique réalisé d’une maniére in silico
de ces protéines, peut étre utilisées pour aider dans les essais expérimentaux ou la séparation et la
purification des protéines de SARS-CoV-2.

Mots clés : SARS-CoV-2, Analyses bio-informatiques, protéines, étude in silico, Covid-19.
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Introduction

Introduction

Les virus constituent I’entité biologique la plus abondante dans les différents écosystémes.
Ce sont, on le sait, des parasites obligatoires capables d’infecter potentiellement toutes les cellules
vivantes (de la cellule humaine a la bactérie) (PERSONNIC et al., 2006). Un virus peut étre
simplement défini comme un parasite intracellulaire obligatoire. Chaque particule virale, ou virion,
est constituée d'un seul acide nucléique, ARN ou ADN, codant pour le génome viral entouré d'une
enveloppe protéique, et est capable de se répliquer uniquement dans les cellules vivantes de
bactéries, d'animaux ou de plantes.

Les virus sont tres contagieux et se répandent rapidement et peuvent dans certaines mesures
aboutir a des épidémies ou méme des pandémies, souvent se manifestant par des maladies bénignes
ou des symptémes trés graves.

Cependant, plus récemment, trois CoV ont causé de graves menaces pour la santé humaine
mondiale : les épidémies de coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS-CoV de 2002
a 2003) et de coronavirus du syndrome respiratoire du Moyen-Orient (MERS-CoV de 2012 a
aujourd'hui) et le coronavirus du syndrome respiratoire aigu 2 (SRAS-CoV-2de 2019 a
aujourd'hui) (HUI, 2022).

Le SARS-CoV-2 (severe respiratory syndrome coronavirus-2) s'est propagé a I'échelle
mondiale depuis I'épidémie initiale & Wuhan, en Chine, en novembre 2019 et a été déclaré agent
causal de la pandémie de COVID-19 en mars 2020. Jusqu’en 20 juin 2022, dans le monde, il y
avait 536 590 224 cas confirmés de COVID-19, dont 6 316 655 déceés qui ont été signalés & 'OMS
(OMS, 2022).

Le génome de I'ARN du SARS-CoV-2 compte 29 811 nucléotides, codant pour 29
protéines, ces protéines bien qu’elles soient structurelles (telles que : protéine spike, protéine
membranaire, petite protéine d’enveloppe ou nucléoprotéines) ou ayant un réle enzymatique ou
agissant en tant que cofacteurs (telles que les Nsps...) peuvent toutes subir des mutations, ces
mutations peuvent conduire a I’apparition des nouveaux variants de SARS-CoV-2. Ainsi, plusieurs
variants preoccupants et variants d'intérét ont depuis été découvertes avec des mutations dans le
protéome et qui ont entrainé une virulence et une transmissibiliteé différentes de la souche initiale.
De nombreuses mutations enregistrées, en particulier dans ceux des variants préoccupants et
variants d’intérét, ont été décrites comme se produisant dans la glycoprotéine de pointe (spike)
(BEAUDOIN et al., 2022).



Introduction

Les analyses bio-informatiques (analyses in silico) des protéines de SARS-CoV-2 ont
beaucoup contribuer d’avancer rapidement les recherches sur: I’identification des novelles
mutations au niveau des génes qui codent pour les protéines de SARS-CoV-2, I’identification des
nouveaux variants de SARS-CoV-2, la déterminations des régions conservatives responsables de
fonctionnement des protéine, la détermination des sites de clivage protéolytique responsable de la
maturation des certaines protéines et responsable également du bon mécanisme de fusion de
I’enveloppe viral de SARS-CoV-2 et la membrane cellulaire de pneumocyte, I’établissement des
arbres phylogénétiques et recherche d’ancétres de coronavirus ce qui aide a la bonne classification
taxonomique des virus CoV actuels et les futures sous genre et espéces et variants, I’établissement
de la voie correcte de mécanisme de I’interaction avec la cellule hote et de la multiplication virale,
ainsi que I’autoassemblage des nouveaux virions, la conception des vaccins actuel et des nouveaux
vaccins, I’invention des médicament anti-SARS-CoV-2 et etc.

Notre étude est congue pour contribuer aux analyses in silico des protéines de SARS-CoV-
2 et qui prend, sans doute, sa place dans le contexte déja décrit par le paragraphe précédent, comme

il va servir, également, de plateforme pour des futures recherches dans ce domaine.
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Partie 1 Synthése bibliographique

1. Covid 19
1.1. Historique

Les coronavirus sont connus dans le monde des vétérinaires depuis les années 1930.
Lors de I’identification des premiers coronavirus humains HCoV-OC43 et - 229E dans les
années 1960, une vingtaine de coronavirus infectant des especes animales aviaires (poulet) et
mammifeéres (chien, chat, porc, bovin, etc.) étaient déja décrits. Les coronavirus doivent leur
nom a leur aspect en microscopie électronique avec des spicules formant une couronne autour
de la particule virale (KIN et al., 2016). Le syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS) a été
reconnu pour la premiere fois comme menace mondiale en mars 2003. Les premiers cas connus
de SRAS sont survenus dans la province du Guangdong, en Chine, en novembre 2002. L’agent
pathogéne de coronavirus du SRAS (SRAS-CoV) retrouvé chez I’homme serait un virus
animal. En juillet 2003, la propagation au niveau mondial du SRAS-CoV avait entrainé 8098
cas de SRAS dans 26 pays, avec 774 déces (BITAR, et al., 2003). Par la suite, I’OMS a notifié
2066 cas confirmés en laboratoire d’infection par le MERS-CoV, avec au moins 720 déces entre
2012 et 2017. Bien que retrouvées dans 27 pays, plus de 80% des maladies étaient rapportées
d’Arabie saoudite (TRAORE, 2021). En décembre 2019, Wuhan, dans la province du Hubei,
en Chine, est devenue le centre d’une épidémie de pneumonie de cause inconnue, qui a suscité
une intense attention non seulement en Chine mais au niveau international. Le 7 janvier 2020,
des scientifiques chinois isolaient un nouveau coronavirus 2019 (2019-nCoV) ce qui permettait
le développement rapide du test de diagnostic PCR en temps réel (RT-PCR) (PARODI, 2021).
1.2. Définition

La maladie a coronavirus (COVID-19) est une maladie infectieuse émergente due a un

groupe de virus a ARN appartenant a la famille des Coronaviridae. Le virus doit son nom a
I’apparence de ses particules virales qui portent des excroissances évoquant une couronne. Il se
transmet par contact direct avec des gouttelettes respiratoires (en toussant et/ou en éternuant)
ou en touchant des surfaces contaminées provoquant des infections digestives et respiratoires
(MERYAM, et al., 2021).

“Co” pour “corona”;

- “vi” pour *“virus”;

“D” pour “disease” (« maladie » en anglais) ;

“19” pour I’année de son apparition : 2019.
1.3. Symptomes du Covid

Les symptdémes principaux de la maladie sont la fiévre, la fatigue et une toux séche.

Certains patients ont aussi présenté des douleurs, une congestion et un écoulement nasal, des
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maux de gorge et une diarrhée (JOSSE, 2020). Ces symptdmes sont généralement bénins. Mais
environ une personne sur six présente des symptomes plus séveres, notamment la dyspnée. La
pneumonie est la complication la plus fréquente du Covid-19. Il existe aussi des cas
asymptomatiques, c’est-a-dire que les patients n’ont aucun symptéme apparent malgré la
détection du virus. Des symptdmes tres variables pour le SRAS-CoV et le MERS-CoV (EL
OUAZZANI, 2021)
1.4. Diagnostic
1.4.1. Diagnostic clinique
I dépend de I’évolution de la maladie justifiant une prise en charge. L’incubation dans
la majorité des cas est de quatre a cing jours, presque toujours comprise entre deux et onze
jours, avec une durée maximale estimée a quatorze jours. (ZHOU, 2020)
La COVID-19 est maintenant classée en quatre niveaux basés sur la gravité des symptémes
: légere, modérée, sévere et critiqgue (WANG, 2020).
- Les cas légers ne présentent que des symptbmes bénins sans caractéristique
radiographique. (HAMIDI et al., 2021) ;
- Les cas modérés présentent de la fievre, des symptomes respiratoires et des
caractéristiques radiographiques ;
- Les cas sont dits séveres s’ils répondent a I’un des trois critéres suivants : Dyspnée,
fréquence respiratoire supérieur a 30 fois / min, saturation en oxygeéne inférieure a 93%
dans I’air ambiant et PaO2 /FiO2 moins de 300 mm Hg ;
- Les cas sont dits critiques s’ils répondent a I’un des trois criteres suivants : Insuffisance
respiratoire, choc septique et défaillance d’organes multiples.
1.4.2. Diagnostic biologique

Depuis I’avenement de la COVID-19 a travers le monde, en plus des signes cliniques,
les marqueurs biologiques et de I’imagerie ont contribué énormément au diagnostic de la
maladie. Le principe de ces tests repose soit sur la détection de I’antigene ou de I’anticorps ou
certains éléments caractéristiques de la tomodensitométrie. La confirmation de la COVID-19
est faite par I’identification de I’ARN du SARS-CoV-2 dans des échantillons biologiques dont
I’'un des piliers est la détection du génome viral dans les voies aériennes supérieures
(oro/nasopharyngées) pour le diagnostic précoce de I’infection. Elle se fait concrétement en
analysant la présence du virus au sein d’un écouvillon nasopharyngé prélevé chez un patient
suspect (RABAAN et al., 2021).

La réaction de polymérisation en chaine utilisant la transcriptase inverse (RT-PCR) sur
prélevement rhino-pharyngé est la méthode de référence pour le diagnostic de I’infection a
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SARS-CoV-2, mais les tests antigéniques présentent I’avantage d’une mise en ceuvre plus
simple et plus rapide (KLAUS et al., 2021).

Les tests de détection des anticorps sériques (ELISA) sont utilisés dans la phase
ultérieure et apres la guérison.

En I’absence de test de référence pour la confirmation ou dans les cas des signes
évocateurs avec un résultat de RT-PCR négatif, la sérologie peut étre effectuée avec le dosage
des IgM et des IgG. La sérologie est également un outil pertinent pour les études
épidémiologiques. Néanmoins, il est important de rappeler que le taux d’anticorps anti-SARS-
CoV-2 décroit avec le temps et peut impacter les résultats d’études basés sur la séroprévalence
(JAMAI, 2020).

1.5. Traitements de la COVID-19

Il n’existe actuellement aucun traitement antiviral spécifique homologué pour les
infections par le SARS-CoV-2, et I’objectif principal en milieu clinique reste la réduction des
signes cliniques et la fourniture de soins de soutien. 1l faudra probablement plusieurs années
pour développer et évaluer les médicaments spécifiques pour traiter le nouveau coronavirus.
Compte tenu de I’'urgence de la demande clinique, de nombreux médicaments sont approuvés
pour étre utilisés dans le cadre d’essais cliniques contre l'infection par le SARS-CoV-2, tels que
le lopinavir/ritonavir, I’arbidol, I’interféron-alpha, le favipiravir, le phosphate de chloroquine,
le darunavir/cobicistat, I’oseltamivir et la méthylprednisolone (TRAORE, 2021).

L’hydroxychloroquine en association avec I’azithromycine ont montré aussi leurs
efficacités chez les patients atteints de COVID-19 en Chine et en France (LIU, 2020).

1.6. Vaccins contre COVID-19

La vaccination permet de se protéger et de protéger les autres. Couplé avec les mesures
barrieres, le vaccin contribuera a maitriser I’impact de I’épidémie de la Covid-19 sur le long
terme. Les premiers objectifs du programme de vaccination seront de réduire la morbidité et la
mortalité attribuables a la maladie (hospitalisations, admissions en soins intensifs et deces) et
de maintenir les activités essentielles du pays, particuliérement celles du systéme de santé
pendant I’épidémie (OMS, 2021).

En aodt 2021, selon I’Organisation mondiale de la santé (OMS), il y aurait 110 vaccins
contre le coronavirus SARS-CoV-2 autorisés ou en phase d’étude clinique, ainsi que 184
vaccins potentiels a I’étude. Plusieurs vaccins étudiés au cours des essais cliniques de phase 111
ont montré une efficacité allant jusqu’a 95 %. 21 vaccins sont approuvés par au moins une
autorité nationale pour administration au public (OMS, 2021)

- Deux vaccins a ARN : Pfizer-BioNTech et Moderna ;
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- Cing vaccins a vecteur viral : Spoutnik V, Spoutnik Light, Oxford—AstraZeneca,
Convidecia et Janssen ;
- Cing vaccins de sous-unité protéique : EpiVacCorona, ZF2001, Abdala, SOBERANA
02 et MVC-COV1901 ;
- Neuf vaccins a virus inactivé : BBIBP-Corv, WIBP-CorV, CoronaVac, Covaxin,
CoviVac, Covidful, KCONVAC, COVlran Barekat et QazCovid-in (MULANGU,
2019).
2. Virus de SARS-COV-2
2.1. Définition

Le SARS-Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) est I'agent pathogene qui provoque la maladie
nommeée COVID-19 (Figure 01) (ARS, 2020). Le SARS-CoV-2 est un virus enveloppé a
capside hélicoidale dont le génome est constitué d’ARN simple brin (monocaténaire) (HAS,
2020).

Figure 01 : Le coronavirus SARS-CoV-2 vu au microscope électronique (HAS, 2020).

2.2. Classification

Les coronavirus sont des virus @ ARN monocaténaire de sens positif (groupe 1V de la
classification Baltimore) correspondant a la sous-famille Orthocoronavirinae de la taxonomie
de I'ICTV, dans la famille Coronaviridae, et de I’ordre Nidovirales. Selon les caractéristiques

de leurs séquences protéiques, les CoV sont classés en 4 genres (alpha-CoV, beta-CoV, gamma-
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CoV et delta-CoV), qui tous contiennent des virus pathogenes pour les mammifeéres (ZI-WEI
et al., 2020) :
e Alphacoronavirus, qui inclut le virus de la diarrhée épidémique
porcine (PEDv), le virus de la gastro-entérite transmissible porcine (TGEV),
le coronavirus du syndrome de la diarrhée aigué porcine (SADS-CoV), le coronavirus
canin, le coronavirus entérique félin, le virus de la péritonite
infectieuse féline (FIPV) (MERTENS et al., 2020) ;
e Betacoronavirus, dont le virus respiratoire-respiratoire du SRAS (SARS-CoV), le
SARS-CoV-2, le coronavirus du syndrome respiratoire du MoyenOrient (MERS-CoV),
virus de I”hépatite murine (MHV), coronavirus bovins,
virus de la sialodacryoadénite du rat, virus de la sialodacryoadénite porcine,
hémagglutinose porcine, virus de I'némagglutinose porcine coronavirus équin.
Dans ce genre Betacoronavirus, le SARS-CoV et le SARS-CoV-
2 appartiennent tous les deux au sous-genre Sarbecovirus au sein duquel trois
clades distincts ont été identifiés : Clade 1: souches "chauve-souris" de Bulgarie et
Kenya, Clade 2: SARS-CoV-2 et souches "chauve-souris” de Chine orientale, Clade3:
SARS-CoV et souches "chauves-souris™ de Chine du sud-ouest ;
e Gammacoronavirus, surtout trouvé chez des oiseaux migrateurs, causant
notamment des bronchites ; un Gammacoronavirus a été isolé d'un béluga en
captivité ;
e Deltacoronavirus, connus depuis peu, qui semblent surtout infecter les
oiseaux, mais aussi trouvé chez les porcs (DELAPLACE, 2021).
2.3. Structure du SARS-CoV-2

Le génome ARN des coronavirus, qui, avec une longueur médiane de 29 kb, est le plus
long de tous les virus & ARN, est compose de six a dix cadres de lecture ouverts (ORF) qui sont
responsables du codage a la fois de la réplicase et des protéines structurelles du virus. Chacun
des composants du génome viral est conditionné dans une nucléocapside hélicoidale entourée
d'une bicouche lipidique. L'enveloppe virale des coronavirus est généralement composée de
trois protéines qui comprennent la protéine membranaire (M), la protéine d'enveloppe (E) et la
protéine de pointe (S). (WAHIDA et al., 2021).

Le génome du SARS-CoV-2 code pour d’importantes protéines qui serviront a établir
sa structure ou sa réplication dans la cellule de I’h6te. De facon générale, on peut résumer le

cycle de vie du virus SARS-CoV-2 de cette fagon. Tout d’abord la protéine de surface du virus,
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la protéine S va lier le récepteur ACE2 a la surface de la membrane cellulaire des pneumocytes.
Lors de cette liaison, un changement de conformation de la protéine S va favoriser la fusion
entre le SARS-CoV-2 et la membrane cellulaire afin d’atteindre le systéme endosomal de la
cellule. Le virus SARS-CoV-2 pourra alors libérer son ARN afin de pouvoir débuter la
traduction des protéines. Le génome du béta coronavirus SARS-CoV-2 est assez particulier
puisqu’il contient plusieurs cadres de lecture ouvert (open reading frame), en I’occurrence
ORF1la et ORF1b qui vont permettent la synthése de deux grandes polyprotéines la et 1ab qui
seront réduites en plusieurs fragments (polypeptides) par des protéases virales. Ces
polypeptides permettront la synthése de I’ARN viral dans I’h6te (MIHOUBI et al., 2021).
L’ARN sera ensuite transcrit en ARNm et traduit en protéines qui permettront I’assemblage
d’un virion dans le systeme réticulo-endoplasmique de la cellule héte, la production de
vesicules contenant des virions et I’exocytose afin de libérer le virus (WAHIDA et al., 2021)

Glycoprotéine de surface (S, spike)
Protéine de membrane (M)
Protéine d’enveloppe (E)
Phospholipides

Protéine de nucléacapside (N)

ARN génomique (monocaténaire
de polarité positive)

Figure 02 : Structure schématisée du SARS-COV-2 (MIHOUBI et al., 2021).

2.3.1. Génome

La figure 03 montre I’organisation du génome ainsi que la taille du génome qui peut varier de
26 a 32 kilobases (kbp) et contient de 6 a 11 cadres de lecture ouverts (ORFs) qui encodent
9680 acides aminés. Le premier ORF représente environ 67 % (pres des deux tiers) du génome
et code 16 protéines non structurelles (nsp) (SINGH, 2020). Ces NSP sont nécessaires a la
réplication virale (DE WILDE et al., 2017) tels que la protéase de type 3-chymotrypsine, la
protéase de type papaine et I’ARN polymérase dépendante de I’ARN, alors que les protéines
de structure du virus (protéine spike (S), hémagglutinine-estérase (HE) protéines de membrane

(M), protéine de capside (N) sont codées par le tiers restant du génome (Bonny et al., 2020)
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Figure 03 : Organisation du génome du SARS-CoV-2 (HELMY et al., 2020).

2.3.2. Protéines
2.3.2.1. Protéine spike (S)

La protéine de coronavirus S (figure 04) est une grande protéine transmembranaire
virale multifonctionnelle de classe | (une seule hélice transmembranaire). La taille de cette
abondante protéine varie de 1160 acides aminés (chez la volaille I’'IBV) a 1400 acides aminés
(F-CoV, coronavirus félin). Elle parait dans un trimere sur la surface du virion, donnant au
virion un aspect corona ou en forme de couronne. (KHAMMOUM et al., 2021).

Fonctionnellement, Elle est nécessaire pour I’entrée des particules de virion infectieux
dans la cellule par interaction avec divers récepteurs cellulaires hotes. En outre, elle agit comme
un facteur critique pour le tropisme tissulaire et la détermination de gamme d’hotes. (LORIN,
2020)

Notamment, la protéine S est I’une des protéines immunodominantes vitales des CoV
capable d’induire des réponses immunitaires de I’hote.

Les éctodomaines dans toutes les protéines S des CoV ont des organisations de
domaines similaires, divisées en deux sous-unités, S1 et S2. Le premier, S1, contribue a la
liaison au récepteur de I’héte, tandis que le second, S2, interagit dans la fusion. Le premier (S1)
est divise en deux sous-domaines, a savoir le N-terminal domaine (NTD) et domaine C-terminal
(CTD). Ces deux sous-domaines agissent comme des domaines de liaison aux récepteurs,
interagissant efficacement avec divers récepteurs hétes. Le S1 CTD contient le motif de liaison
au récepteur (RBM). Dans chaque protéine de pointe de coronavirus, le trimere S1 se situe au
sommet de la trimére tige S2. (DHAMA et al., 2020).
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Le clivage protéolytique est une modification post-traductionnelle irréversible qui
entraine des changements de conformation créant I'apparition ou la disparition de propriétés
biologiques (BONNIN, 2018). Les protéases sont des enzymes capables de cliver les liaisons
peptidiques des protéines. Elles peuvent intervenir dans de nombreux processus biologiques,
comme la maturation des protéines ou la digestion des aliments et sont présentes au niveau des
endosomes intracellulaires ou a la surface cellulaire. On distingue les exoprotéases, qui coupent
le premier ou le dernier acide aminé d’une chaine peptidique, et les endoprotéases, qui sont
capables de couper dans la chaine peptidique. Il est possible de regrouper les protéases en
fonction de leur nature ou des acides aminés de leur site actif, comme pour les protéases a
cystéine ou les protéases a sérine (DOUCET, 2006). Comme leur nom I’indique, les protéases
a cystéine possedent une cystéine dans leur site actif tandis que les protéases a sérine possedent
trois acides aminés dans leur site catalytique, dont la sérine. De nombreuses protéases clivent
en fonction des acides aminés entourant le site de coupure : elles reconnaissent un motif précis
de la chaine polypeptidique la plupart des coronavirus ont besoin de protéases cellulaires pour
activer la fusion de leur enveloppe virale avec les membranes des cellules cibles (STITRA et
al., 2008). Les coronavirus peuvent utiliser des protéases endosomales, comme les cathepsines
(L et B) ou la furine ou des protéases de la surface cellulaire comme TMPRSS2 (Millet et al.,
2015). Les mécanismes d’entrée du SARS-CoV ont été beaucoup étudiés. Tres rapidement, il
a été montré que I’entrée était inhibée par des agents lysomotropiques mais que leur action était
indirecte et liée a I’inhibition de la cathepsine L, une protéase endosomale active a pH acide
(SIMMONS et al., 2004 ; MATSUYAMA et al., 2005). Il a ensuite été montré que I’entrée
virale par la voie endosomale pouvait étre court-circuitée lorsque les virus liés a la surface des
cellules étaient exposés a des protéases exogenes telles que la trypsine ou I’élastase. Pour le
SARS-CoV, la voie d’entrée directe par action de la trypsine est 100 a 1000 fois plus efficace
que I’entrée virale par voie endosomale par action de la cathepsine. D’autre part, en modeéle de
fusion cellule-cellule, la fusion des cellules exprimant la protéine S du SARS-CoV a leur
surface peut étre induite par un traitement par la trypsine. L’ensemble de ces données a donc
rapidement indiqué que la fusion du SARS-CoV était stimulée par un clivage protéolytique.
Ces meécanismes ont d’abord été étudiés en utilisant la trypsine, comme protéase modeéle. Ainsi
il a été montré que la fusion virale a lieu aprés un clivage séquentiel au niveau de 2 sites de la
protéine S : il y a un premier clivage au niveau de I’arginine 667 & la jonction entre S1 et S2
qui semble faciliter un second clivage au niveau de I’arginine 797 située dans une région
appelée S2’, responsable de I’activation de la fusion. En effet, ce deuxiéme clivage a lieu au

niveau N-terminal d’une région trés conservée parmi les coronavirus qui présente les

10
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caractéristiques d’un peptide de fusion (ESCHENBRENNER, 2019). La protéine S du SARS-
CoV peut également étre clivé par d’autres protéases comme |’élastase qui permet un clivage
de quelques acides aminés en amont du site S2’ du SARS-CoV , suggérant que la position du
clivage en S2’permettant I’activation de la fusion présente une certaine flexibilité. La trypsine
utilisée comme outil n’est pas trés pertinente du point de vue physiologique. Ainsi des travaux
ont déterminé quelles protéases pulmonaires de type sérine-protéase pourraient étre impliquées
dans I’infection du SARS-CoV.

1 MFVFLVLLPL VSSQCVNLTT RTQLPPAYTN SFTRGVYYPD KVFRSSVLHS TQDLFLPFFS NVTWFHAIHV SGTNGTKRFD

81
161
241
321
401
481
561
641
721
801
881
961

1041
1121
1201

NPVLPFNDGV
SSANNCTFEY
LLALHRSYLT
QPTESIVRFP
VIRGDEVRQI

NGVEGFNCYF
PFQQFGRDIA
NVFQTRAGCL
SVTTEILPVS
NFSQILPDPS
TITSGWTFGA
TLVKQLSSNF
DFCGKGYHLM
FVSGNCDVVI

YFASTEKSNI
VSQPFLMDLE
PGDSSSGWTA
NITNLCPFGE
APGQTGKIAD
PLQSYGFQPT
DTTDAVRDPQ
I1GAEHVNNSY
MTKTSVDCTM
KPSKRSFIED
GAALQIPFAM
GAISSVLNDI
SFPQSAPHGV
GIVNNTVYDP
KWPWY IWLGF

IRGWIFGTTL
GKQGNFKNLR
GAAAYYVGYL
VENATRFASV
YNYKLPDDFT
NGVGYQPYRV
TLEILDITPC
ECDIPIGAGI

YICGDSTECS
LLENKVTLAD
QMAYRFNGIG
LSRLDKVEAE
VFLHVTYVPA
LQPELDSFKE
TAGLIATVMV

DSKTQSLLIV
EFVFKNIDGY
QPRTFLLKYN
YAWNRKRISN
GCVIAWNSNN
VVLSFELLHA
SFGGVSVITP
CASYQTQTNS
NLLLQYGSFC
AGFIKQYGDC
VTQNVLYENQ
VQIDRLITGR
QEKNFTTAPA
ELDKYFKNHT
TIMLCCMTSC

NNATNVVIKV
FKIYSKHTPI
ENGTITDAVD
CVADYSVLYN
LDSKVGGNYN
PATVCGPKKS
GTNTSNQVAV
PRRARSVASQ
TQLNRALTGI
LGDIAARDLI
KL TANQFNSA
LQSLQTYVTQ
1CHDGKAHFP
SPDVDLGDIS
CSCLKGCCSC

CEFQFCNDPF
NLVRDLPQGF
CALDPLSETK
SASFSTFKCY
YLYRLFRKSN
TNLVKNKCVN
LYQDVNCTEV
SITAYTMSLG
AVEQDKNTQE
CAQKFNGLTV
1GKIQDSLSS
QLIRAAEIRA
REGVFVSNGT
GINASVVNIQ
GSCCKFDEDD

LGVYYHKNNK
SALEPLVDLP
CTLKSFTVEK
GVSPTKLNDL
LKPFERDIST
FNFNGLTGTG
PVAIHADQLT
AENSVAYSNN
VFAQVKQI YK
LPPLLTDEMI
TASALGKLQD
SANLAATKMS
HWFVTQRNFY
KE1DRLNEVA
SEPVLKGVKL

SWMESEFRVY
IGINITRFQT
GIYQTSNFRV
CFTNVYADSF
EI1YQAGSTPC
VLTESNKKFL
PTWRVYSTGS
SIAIPTNFTI
TPPIKDFGGF
AQYTSALLAG
VVNQNAQALN
ECVLGQSKRV
EPQI ITTDNT
KNLNESL 1DL
HYT

QELGKYEQY

Figure 04 : Séquence de protéine S (Source : Uniprot, code d’accession : PODTC2-1).

2.3.2.2 Protéine E

La protéine du coronavirus E (figure 05) dont la taille varie de 8,4 a 12 KDa, est la plus
énigmatique et la plus petite des principales protéines. Elle joue un réle multifonctionnel dans
la pathogeneése, I'assemblage et la libération du virus (BOUZIDI, 2021).

C'est un petit polypeptide membranaire intégral qui agit comme une viroporine (ion
canal). L'inactivation ou I'absence de cette protéine est liée a la virulence altérée des coronavirus
due a des changements de morphologie et de tropisme (ANZI, 2021).

La protéine E se compose de trois domaines, a savoir une région terminal amine
hydrophile (7-12 aminoacide), un grand domaine transmembranaire hydrophobe (25
aminoacides) et un domaine C-terminal efficace (plus de 30 aminoacides dont les 4 derniers
forme le motif PBM signe de mutation et d’altération). La protéine E du SARS-CoV-2 révele
une constitution d'acides aminés similaire sans aucune substitution. (DHAMA et al., 2020).

La protéine E conservé parmi les souches de coronavirus. Il s'agit d'une protéine
membranaire intégrale impliquée dans plusieurs aspects du cycle de vie du virus, tels que
I'assemblage, le bourgeonnement, la formation de I'enveloppe et la pathogenése. Au cours du
cycle de réplication, la protéine E est abondamment exprimée a l'intérieur de la cellule infectée,
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mais seule une petite partie est incorporée dans I'enveloppe du virus. La majorité de la protéine
participe a l'assemblage viral et au bourgeonnement. Il peut agir comme une viroporine en
oligomérisant aprés insertion dans les membranes hdtes pour créer un pore hydrophile qui
permet le transport des ions (RIM, 2021).

La protéine E de SARS-CoV forme un canal perméable au Ca?* dans le compartiment
intermédiaire de I'appareil de Golgi du réticulum endoplasmique. L'activité du canal ionique de
la protéine E modifie I'noméostasie du Ca?* dans les cellules, stimulant I'activation de
I'inflammasome NLRP3, ce qui conduit a la surproduction d'IL-lbeta. Le SRAS-CoV
surstimule la voie inflammatoire NF-kappaB et interagit avec la protéine cellulaire synténine,
déclenchant I'activation de p38 MARK. Ces cascades de signalisation entrainent une
inflammation et une immunopathologie exacerbées (LE COUPANEC, 2018).

1 MYSFVSEETG TLIVNSVLLF LAFVVFLLVT LAILTALRLC AYCCNIVNVS LVKPSFYVYS RVKNLNSSRYV
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Figure 05 : Séquence Protéine E (Source : Uniprot, code d'accession : PODTC4-1)

2.3.2.3. Protéine N

Beaucoup d’études sont axées sur la caractérisation de cette protéine car elle est cruciale
dans la composition du virus. La protéine N du coronavirus est (figure 06) polyvalente formee
de 422 acide aminé avec un poids moléculaire de 46 KDa. Parmi plusieurs fonctions, elle joue
un role dans la formation complexe avec le genome viral, facilite I'interaction des protéines M
nécessaire lors de I'assemblage du virion et améliore I'efficacité de la transcription du virus.
Elle contient trois domaines distincts et hautement conserves, a savoir, un NTD, Un domaine
de liaison a I'ARN (LKR) et un CTD (KHAMMOUM et al., 2021).

Le NTD se lie avec la fin 3’ du génome viral, peut-étre via des interactions
électrostatiques, et est fortement divergé a la fois en longueur et en séquence.

Le LKR chargé est riche en sérine et en arginine et est également connu sous le nom de
domaine SR (sérine et arginine). Le LKR est capable d'interagir directement avec I'interaction
ARN in vitro et est responsable de la signalisation cellulaire. 1l module également la réponse
antivirale de I'h6te en agissant comme antagoniste d’interféron (IFN) et interférence ARN.
(KHAMMOUM et al., 2021).

Le CTD est situé en position C-terminale et permet I'auto-assemblage de la protéine.
Comparant a celle du SRAS-CoV, la protéine N du SRAS-CoV-2 possédent cing mutations
d'acides aminés, dont deux sont intrinsequement région dispersée (IDR; positions 25 et 26), une
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dans chaque NTD (position 103), LKR (position 217) et CTD (position 334) (figure 07)
(DHAMA et al., 2020).

La protéine N est constituée de deux domaines structurés séparés par un long lieur
flexible, donnant lieu a un degré élevé de liberté conformationnelle. Les domaines séparés
permettent a la protéine N d'effectuer de nombreuses fonctions dans le cycle de vie viral telles
que la réplication / transcription de I'ARN, I'assemblage du virion et I'interférence du systeme
immunitaire. Fait intéressant, la nucléocapside et les protéines de pointe sont les principaux
immunogenes chez les patients COVID-19.

La protéine N comprend plusieurs régions intéressantes. En voici quelques-unes :

- 1-235=site liaison de I’ARN viral ;

- 62=site de sumoylation ;

- 184-196= motif riche en SR (sérine et arginine) et site de liaison d’une autre protéine N
au niveau des acides amines ;

- 211- 290 (région centrale) ;

- 209= site d’auto-liaison ;

- 248-365= site puissant de liaison a I’ARN viral ;

- 283-422= permet son association en dimeére, trimere, tétramere et hexameére ;

- 343-402= séquence essentielle mais aussi suffisante pour I’oligomérisation ;

- 363-382= séquence responsable de I’association avec I’acide nucléique (ARN).

1 MSDNGPQNQR NAPRITFGGP SDSTGSNQNG ERSGARSKQR RPQGLPNNTA SWFTALTQHG KEDLKFPRGQ
71 GVPINTNSSP DDQIGYYRRA TRRIRGGDGK MKDLSPRWYF YYLGTGPEAG LPYGANKDGI IWVATEGALN
141 TPKDHIGTRN PANNAAIVLQ LPQGTTLPKG FYAEGSRGGS QASSRSSSRS RNSSRNSTPG SSRGTSPARM
211 AGNGGDAALA LLLLDRLNQL ESKMSGKGQQ QQGQTVTKKS AAEASKKPRQ KRTATKAYNV TQAFGRRGPE
281 QTQGNFGDQE LIRQGTDYKH WPQIAQFAPS ASAFFGMSRI GMEVTPSGTW LTYTGAIKLD DKDPNFKDQV

351 ILLNKHIDAY KTFPPTEPKK DKKKKADETQ ALPQRQKKQQ TVTLLPAADL DDFSKQLQQS MSSADSTQA

Figure 06 : Séquence de protéine N (Source : Uniprot, code d’accession : PODTC9-1)

Les efforts pour élucider la structure de la protéine N visent a comprendre comment les
domaines individuels interagissent avec I'ARN et d'autres protéines. Cependant, la protéine N
est trés sensible a la protéolyse en raison de la région de liaison intrinsequement désordonnée
et, par conséquent, la structure de la protéine de nucléocapside pleine longueur reste
insaisissable. La protéolyse est une stratégie clé dans la prolifération virale et engendre souvent
un changement dans la fonction des protéines (COULIBALY et al., 2019).
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Figure 07 : (A) Image microscopique éelectronique a transmission d'une seule particule
virale SARS-CoV-2. (B) Modeéle 2D agrandi de la membrane virale montrant les quatre
protéines structurales : glycoprotéine spike S, protéine de membrane M, protéine
d'enveloppe E et nucléoprotéine N, avec membrane virale et le génome de I'ARN. (C)
Organisation de domaine de la protéine N pleine longueur montrant les régions
structurelles sous forme de boites (NTD et CTD) et les régions intrinsequement
désordonnées (IDR) sous forme de ligne. (D) Modéle schématique du dimere de protéine
N pleine longueur formé a travers les domaines CTD (le N-NTD est montré en brun et le
N-CTD en brun foncé) (COULIBALY et al., 2019).

2.3.2.4. Protéine M

La protéine M (figure 08) est la protéine virale la plus abondante présente dans la
particule de virion, donnant une forme définie a I'enveloppe virale. 1l se lie a la nucléocapside
et agit comme un organisateur de I'assemblage des coronavirus (figure 09). Les protéines du
coronavirus M sont trés diverses en teneur aminoacide mais conservent une similitude
structurelle globale au sein de différents genres. La protéine a trois domaines
transmembranaires (JUCKEL et al., 2020), flanqués d'une courte terminaison amine a
I'extérieur du virion et une longue terminaison carboxyle a l'intérieur du virion. Dans

I'ensemble, I'échafaudage viral est maintenu par I'interaction M-M. 1l est a noter que la protéine
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M du SRAS-CoV-2 n'a pas de substitution d'acides aminés par rapport a celle du SRAS-CoV.
(DHAMA et al., 2020).

La protéine M est également considérée comme l'organisateur central de I'assemblage
du CoV, interagissant avec toutes les autres principales protéines structurales coronavirales.
Les interactions homotypiques entre les protéines M sont le principal moteur de la formation
de I'enveloppe du virion mais, a elles seules, ne suffisent pas a la formation du virion (DHAMA
et al., 2020).

1 MADSNGTITV EELKKLLEQW NLVIGFLFLT WICLLQFAYA NRNRFLYIIK LIFLWLLWPV
61 TLACFVLAAV YRINWITGGI AIAMACLVGL MWLSYFIASF RLFARTRSMW SENPETNILL
121 NVPLHGTILT RPLLESELVI GAVILRGHLR IAGHHLGRCD IKDLPKEITV ATSRTLSYYK
181 LGASQRVAGD SGFAAYSRYR IGNYKLNTDH SSSSDNIALL VQ

Figure 08 : Séquence de protéine M (Source : Uniprot, code d'accession : PODTC5-1).

Spike glycoprotein (S) b
(required for the entry of the
infectious virion particle)

Membrane protein (M)
(most abundant viral protein) | Major structural proteins

Envelope glycoprotein (E)
(smallest among the major
structural proteins) 4

Nucleocapsid protein (N)
+ single-stranded positive
sense RNA genome

Lipid bilayer

Figure 09 : Schéma d’une particule de Coronavirus, la protéine M de la membrane est liée
a la fois avec la membrane de I’enveloppe viral et la protéine N qui se lie a son tour avec
le génome de I'ARN. (KHAMMOUM et al., 2021).

2.3.2.5. Relation entre les protéines S,E,N,M

Une protéine E est impliquée dans I'assemblage et la libération de particules de type
virus. La protéine M donne la forme de I'enveloppe virale et se liant a la nucléocapside. Tandis
que la protéine N se lie au génome de I'ARN CoV, construisant la nucléocapside pour soutenir
le complexe de réplication-transcription. L'interaction entre les protéines M et les protéines N
stabilise la nucléocapside et, éventuellement, améliore I'assemblage des particules de virion et
favorise I'achevement de lI'assemblage viral. Les protéines M, E et S pénétrent ensuite dans le
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complexe du compartiment intermédiaire réticulum endoplasmique-Golgi et constituent
I’enveloppe virale (ROSSIGNOL et al., 2021).

Les protéines accessoires semblent favoriser l'adaptation des CoV avec les cellules
I'nGte humaines.

L'interaction de S avec M est nécessaire pour la rétention de S dans le complexe ER-
compartiment Golgien intermédiaire et son incorporation dans de nouveaux virions, mais
indispensable pour le processus d'assemblage. Ensemble, M et E constituent I'enveloppe virale
et leur interaction est suffisante pour la production et la libération de VLP (ES-SAAD, 2019).
2.3.2.6. Polyprotéines réplicases 1ab, la

Outre les protéines structurelles susmentionnées, il existe plusieurs protéines non
structurelles, a savoir NSP1 a NSP 10 et NSP12 a NSP16, codées par des genes situés dans la
région 5’ du génome de I'ARN viral. Le géne de la réplicase du SARS-CoV code pour 16 NSPs
avec de multiples fonctions enzymatiques. Celles-ci sont connues ou devraient inclure des types
d'enzymes qui sont des composants communs de la machinerie de réplication des virus a ARN
a brin positif : une activité ARN polymérase dépendante de I'ARN (RdRp, nsp12). Les activités
enzymatiques et les domaines fonctionnels des CoVs nsps devraient étre conservés entre les
différents genres de CoVs, suggérant leur importance dans la réplication virale (RAMDANI,
2019).
2.3.2.7. Complexe réplicase-transcriptase (RTC).

Pour créer un environnement propice a la synthése d’ARN et responsable de la réplication
de I'ARN et la transcription des ARN sous-génomiques. Les NSPs contiennent également
d'autres domaines enzymatiques. De plus, le géne de la réplicase code pour des protéines qui
ont des domaines indicatifs de I'activité exoribonucléase 3-5 (homologue ExoN, nsp14), activité
endoribonucléase (homologue de XendoU, nspl5), activité adénosine diphosphate ribose 1’-
phosphatase (ADRP, nsp3) et ribose a activité 2 -O- méthyl transférase (2 -O- MT, nsp16). Le
produit proteique exprimé par E. coli pour nsp9 correspond aux résidus 4118-4230 de la
polyprotéine réplicase ORF1a (la protéine nsp9 mature putative) (KRISHNA et al., 2008). Le
génome contient un grand gene de réplicase englobant des protéines non structurelles (Nsps),
suivi de genes structuraux et accessoires. En raison du décalage du cadre ribosomique, le géne
de la réplicase code pour deux cadres de lecture ouverts (ORF), repla et replb, qui sont traduits
en deux grandes polyprotéines, ppla et pplab (figure 10 et 11) (BARTLAM et al., 2005).
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Figure 10 : Séquence de polyprotéine réplicase
PODTD1-1).

la (Source : Uniprot, code d'accession :
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SFSTFEEAAL
VLQSGFRKMA
KLKVDTANPK
EGNFYGPFVD
LKELLQNGMN
MSAFAMMEVK
LMNVLTLVYK
NRYFRLTLGV
CVQLHNDILL
KKSLNVAKSE
MVV1PDYNTY
TACTDDNALA
RLQAGNATEV
GFCDLKGKYV
NDKVAGFAKF
YALRHFDEGN
FGDFIQTTPG
HCANFNVLFS
AALTNNVAFQ
NANQV 1 VNNL
1 AATRGATVV
CGGSLYVKPG
SDDAVVCFENS
KTDGTLMIER
LCNSQTSLRC

FGDSVEEVLS
VLLRKNGNKG
ASCTLSEQLD
RSVYPVASPN
SGLKTILRKG
SASTSAFVET
DGISQYSLRL
GGQIVTCAKE
VLTEEVVLKT
I TFELDERID
EEEGDCEEEE
QTIEVNSFSG
AKHCLHVVGP
QKIAEIPKEE
VQEGVLTAWV
HAEETRKLMP
VPATVSVSSP
SLREVRTIKV
NHTKKWKYPQ
LDSCKRVLNV
YQCGHYKHIT
PNASFDNFKF
RCLWSTKPVE
DNSSLTIKKP
KASMPTT1AK
YCTGSIPCSV
LVQMAP 1 SAM
GSTFISDEVA
ESSAKSASVY
FVDSDVETKD
SAAKKNNLPF
ASTDTCFANK
SACVLAAECT
SGRWVLNNDY
VLCLTPVYSF
CTFLLNKEMY
FPSGKVEGCM
TPKYKFVRIQ
RQTAQAAGTD
GRTILGSALL
HKHAFLCLFL
VYYGNALDQA
YDYLVSTQEF
AKDTTEAFEK
FDRDAAMQRK
KNTCDGTTFT
YYNTTKGGRF
PANSTVLSFC
QIPTTCANDP
LKTNCCRFQE
CDTLKEILVT
SGVPVVDSYY
TVFPPTSFGP
TVKPGNFNKD
DKSAGFPENK
IGTSKFYGGW
GTSSGDATTA
TYASQGLVAS
FVSLAIDAYP
GACIRRPFLC

EARQHLKDGT
AGGHSYGADL
FIDTKRGVYC
ECNQMCLSTL
GRTIAFGGCV
VKGLDYKAFK
1 DAMMFTSDL
IKESVQTFFK
GDLQPLEQPT
KVLNEKCSAY
FEPSTQYEYG
YLKLTDNVY I
NVNKGEDIQL
VKPFITESKP
IPTKKAGGTT
VCVETKAIVS
DAVTAYNGYL
FTTVDNINLH
VNGLTS IKWA
VCKTCGQQQT
SKETLYCIDG
VCDNIKFADD
TSNSFDVLKS
NELSRVLGLK
NTVKSVGKFC
CLSGLDSLDT
VRMY I FFASF
RDLSLQFKRP
YSQLMCQPIL
VVECLKLSHQ
KLTCATTRQV
HADFDTWFSQ
1 FKDASGKPV
YRSLPGVFCG
LPGVYSVIYL
LKLRSDVLLP
VQVTCGTTTL
PGQTFSVLAC
TTITVNVLAW
EDEFTPFDVV
LPSLATVAYF
ISMWAL I 1SV
RYMNSQGLLP
MVSLLSVLLS
LEKMADQAMT
YASALWE1QQ
VLALLSDLQD
AFAVDAAKAY
VGFTLKNTVC
KDEDDNL 1DS
YNCCDDDYFN
SLLMPILTLT
LVRKIFVDGV
FYDFAVSKGF
WGKARLYYDS
HNMLKTVYSD
YANSVEN1CQ
IKNFKSVLYY
LTKHPNQEYA
CKCCYDHVIS

CGLVEVEKGV
KSFDLGDELG
CREHEHE 1AW
MKCDHCGETS
FSYVGCHNKC
QIVESCGNFK
ATNNLVVMAY
LVNKFLALCA
SEAVEAPLVG
TVELGTEVNE
TEDDYQGKPL
KNAD I VEEAK
LKSAYENFNQ
SVEQRKQDDK
EMLAKALRKY
TIQRKYKGIK
TSSSKTPEEH
TQVVDMSMTY
DNNCYLATAL
TLKGVEAVMY
ALLTKSSEYK
LNQLTGYKKP
EDAQGMDNLA
TLATHGLAAV
LEASFNYLKS
YPSLETIQIT
YYVWKSYVHV
INPTDQSSYI
LLDQALVSDV
SDIEVTGDSC
VNVVTTKIAL
RGGSYTNDKA
PYCYDTNVLE
VDAVNLLTNM
YLTFYLTNDV
LTQYNRYLAL
NGLWLDDVVY
YNGSPSGVYQ
LYAAVINGDR
RQCSGVTFQS
NMVYMPASWY
TSNYSGWWTT
PKNS I DAFKL
MQGAVD INKL
QMYKQARSED
VVDADSKIVQ
LKWARFPKSD
KDYLASGGQP
TVCGMWKGYG
YFVVKRHTFS
KKDWYDFVEN
RALTAESHVD
PFVVSTGYHF
FKEGSSVELK
MSYEDQDALF
VENPHLMGWD
AVTANVNALL
QNNVFMSEAK
DVFHLYLQY1
TSHKLVLSVN

LPQLEQPYVF
TDPYEDFQEN
YTERSEKSYE
WQTGDFVKAT
AYWVPRASAN
VTKGKAKKGA
ITGGVVQLTS
DS 1 1GGAKL
TPVCINGLML
FACVVADAVI
EFGATSAALQ
KVKPTVVVNA
HEVLLAPLLS
KIKACVEEVT
PTDNYITTYP
1QEGVVDYGA
FIETISLAGS
GQQFGPTYLD
LTLQQIELKF
MGTLSYEQFK
GPITDVFYKE
ASRELKVTFF
CEDLKPVSEE
NSVPWDT I AN
PNFSKLINII
1 SSFKWDLTA
VDGCNSSTCM
VDSVTVKNGS
GDSAEVAVKM
NNYMLTYNKV
KGGK I'VNNWL
CPLIAAVITR
GSVAYESLRP
FTPLIQPIGA
SFLAHIQWMY
YNKYKYFSGA
CPRHVICTSE
CAMRPNFTIK
WFLNRFTTTL
AVKRTIKGTH
MR IMTWLDMV
VMFLARGIVF
NIKLLGVGGK
CEEMLDNRAT
KRAKVTSAMQ
LSEISMDNSP
GTGTIYTELE
I TNCVKMLCT
CSCDQLREPM
NYQHEETIYN
PDILRVYANL
TDLTKPY IKW
RELGVVHNQD
HFFFAQDGNA
AYTKRNVIPT
YPKCDRAMPN
STDGNK 1ADK
CWTETDLTKG
RKLHDELTGH
PYVCNAPGCD

IKRSDARTAP
WNTKHSSGVT
LQTPFEIKLA
CEFCGTENLT
1GCNHTGVVG
WN1GEQKSIL
QWLTNIFGTV
KALNLGETFV
LEIKDTEKYC
KTLQPVSELL
PEEEQEEDWL
ANVYLKHGGG
AGIFGADPIH
TTLEETKFLT
GQGLNGYTVE
RFYFYTSKTT
YKDWSYSGQS
GADVTKIKPH
NPPALQDAYY
KGVQIPCTCG
NSYTTTIKPV
PDLNGDVVALI
VVENPTIQKD
YAKPFLNKVV
IWFLLLSVCL
FGLVAEWFLA
MCYKRNRATR
IHLYFDKAGQ
FDAYVNTFSS
ENMTPRDLGA
KQLIKVTLVF
EVGFVVPGLP
DTRYVLMDGS
LDISASIVAG
MFTPLVPFWI
MDTTSYREAA
DMLNPNYEDL
GSFLNGSCGS
NDFNLVAMKY
HWLLLTILTS
DTSLSGFKLK
MCVEYCPIFF
PCIKVATVQS
LQAIASEFSS
TMLFTMLRKL
NLAWPL IVTA
PPCRFVTDTP
HTGTGQAITV
LQSADAQSFL
LLKDCPAVAK
GERVRQALLK
DLLKYDFTEE
VNLHSSRLSF
AISDYDYYRY
I TQMNLKYALI
MLRIMASLVL
YVRNLQHRLY
PHEFCSQHTM
MLDMYSVMLT
VTDVTOLYLG

HGHVMVELVA
RELMRELNGG
KKFDTFNGEC
KEGATTCGYL
EGSEGLNDNL
SPLYAFASEA
YEKLKPVLDW
THSKGLYRKC
ALAPNMMVTN
TPLGIDLDEW
DDDSQQTVGQ
VAGALNKATN
SLRVCVDTVR
ENLLLYIDIN
EAKTVLKKCK
VASLINTLND
TQLGIEFLKR
NSHEGKTFYV
RARAGEAANF
KQATKYLVQQ
TYKLDGVVCT
DYKHYTPSFK
VLECNVKTTE
STTTNIVTRC
GSLIYSTAAL
YILFTRFFYV
VECTTIVNGV
KTYERHSLSH
TENVPMEKLK
CIDCSARHIN
LEVAAIFYLI
GTILRTTNGD
1 1QFPNTYLE
GIVAIVVTCL
TIAYIICIST
CCHLAKALND
L IRKSNHNFL
VGENIDYDCV
NYEPLTQDHV
LLVLVQSTQW
DCVMYASAVV
ITGNTLQCIM
KMSDVKCTSV
LPSYAAFATA
DNDALNNT IN
LRANSAVKLQ
KGPKVKYLYF
TPEANMDQES
NRVCGVSAAR
HDFFKFRIDG
TVQFCDAMRN
RLKLFDRYFK
KELLVYAADP
NLPTMCDIRQ
SAKNRARTVA
ARKHTTCCSL
ECLYRNRDVD
LVKQGDDYVY
NDNTSRYWEP
GMSYYCKSHK

Figure 11 : Séquence de polyprotéine réplicase 1ab (Source : Uniprot, code d'accession : PODTC1-1).
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2. Matériel et méthodes
2.1. Matériel

2.1.1. Séquences protéiques

Les séquences protéiques sous format FASTA ont été pris a partir de la banque des données

protéiques Uniprot. Ces sont les séquences des principales protéines appartenant au virus SARS-

CoV-2 et qui se trouvent sur Uniprot, elles sont regroupées dans le tableau 01.

Tableau 01 : Séquences protéiques de SARS-CoV-2 qui ont été utilisées pour analyses bio-
informatiques
N° | Numéro Protéine Séquence
d’accession
et longueur
01 | PODTC5 Membrane protein | MADSNGTITV EELKKLLEQW NLVIGFLFLT WICLLQFAYA
NRNRFLY 11K LIFLWLLWPV TLACFVLAAV YRINWITGGI
222 Aa (Protéine AIAMACLVGL MWLSYFIASF RLFARTRSMW SFNPETNILL
) NVPLHGTILT RPLLESELVI GAVILRGHLR IAGHHLGRCD
membranaire) IKDLPKEITV ATSRTLSYYK LGASQRVAGD SGFAAYSRYR
IGNYKLNTDH SSSSDNIALL VQ
02 | PODTC9 Nucleoprotein MSDNGPQNQR NAPRITFGGP SDSTGSNQNG ERSGARSKQR
RPQGLPNNTA SWFTALTQHG KEDLKFPRGQ GVPINTNSSP
419 Aa (Nucléoproteine) DDQIGYYRRA TRRIRGGDGK MKDLSPRWYF YYLGTGPEAG
LPYGANKDGI IWVATEGALN TPKDHIGTRN PANNAAIVLQ
LPQGTTLPKG FYAEGSRGGS QASSRSSSRS RNSSRNSTPG
SSRGTSPARM AGNGGDAALA LLLLDRLNQL ESKMSGKGQQ
QQGQTVTKKS AAEASKKPRQ KRTATKAYNV TQAFGRRGPE
QTQGNFGDQE LIRQGTDYKH WPQIAQFAPS ASAFFGMSRI
GMEVTPSGTW LTYTGAIKLD DKDPNFKDQV ILLNKHIDAY
KTFPPTEPKK DKKKKADETQ ALPQRQKKQQ TVTLLPAADL
DDFSKQLQQS MSSADSTQA
03 | PODTC4 Envelope small | MYSFVSEETG TLIVNSVLLF LAFVVFLLVT LAILTALRLC
AYCCNIVNVS LVKPSFYVYS RVKNLNSSRV PDLLV
75 Aa membrane protein
(Petite protéine
d’enveloppe)
04 | PODTC2 Spike glycoprotein | MFVFLVLLPL VSSQCVNLTT RTQLPPAYTN SFTRGVYYPD
KVFRSSVLHS TQDLFLPFFS NVTWFHAIHV SGTNGTKRFD
1273 Aa (Glycoprotéine de | NPVLPFNDGV YFASTEKSNI IRGWIFGTTL DSKTQSLLIV
) NNATNVVIKV CEFQFCNDPF LGVYYHKNNK SWMESEFRVY
spicule) SSANNCTFEY VSQPFLMDLE GKQGNFKNLR EFVFKNIDGY
FKIYSKHTPI NLVRDLPQGF SALEPLVDLP IGINITRFQT
LLALHRSYLT PGDSSSGWTA GAAAYYVGYL QPRTFLLKYN
ENGTITDAVD CALDPLSETK CTLKSFTVEK GIYQTSNFRV
QPTESIVRFP NITNLCPFGE VFNATRFASV YAWNRKRISN
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CVADYSVLYN
VIRGDEVRQI
LDSKVGGNYN
NGVEGFNCYF
PATVCGPKKS
PFQQFGRDIA
GTNTSNQVAV
NVFQTRAGCL
PRRARSVASQ
SVTTEILPVS
TQLNRALTGI
NFSQILPDPS
LGDIAARDLI
TITSGWTFGA
KL IANQFNSA
TLVKQLSSNF
LQSLQTYVTQ
DFCGKGYHLM
I CHDGKAHFP
FVSGNCDWVI
SPDVDLGDIS
QELGKYEQYI
CSCLKGCCSC

SASFSTFKCY
APGQTGKIAD
YLYRLFRKSN
PLQSYGFQPT
TNLVKNKCVN
DTTDAVRDPQ
LYQDVNCTEV
1GAEHVNNSY
SIIAYTMSLG
MTKTSVDCTM
AVEQDKNTQE
KPSKRSFIED
CAQKFNGLTV
GAALQIPFAM
IGKI1QDSLSS
GAISSVLNDI
QLIRAAEIRA
SFPQSAPHGV
REGVFVSNGT
GIVNNTVYDP
GINASVVNIQ
KWPWY IWLGF
GSCCKFDEDD

GVSPTKLNDL
YNYKLPDDFT
LKPFERDIST
NGVGYQPYRV
FNFNGLTGTG
TLEILDITPC
PVAIHADQLT
ECDIPIGAGI
AENSVAYSNN
Y1CGDSTECS
VFAQVKQIYK
LLFNKVTLAD
LPPLLTDEMI
QMAYRFNGIG
TASALGKLQD
LSRLDKVEAE
SANLAATKMS
VFLHVTYVPA
HWFVTQRNFY
LQPELDSFKE
KE IDRLNEVA
IAGLIAIVMV
SEPVLKGVKL

CFTNVYADSF
GCVIAWNSNN
EIYQAGSTPC
VVLSFELLHA
VLTESNKKFL
SFGGVSVITP
PTWRVYSTGS
CASYQTQTNS
SIAIPTNFTI
NLLLQYGSFC
TPPIKDFGGF
AGFIKQYGDC
AQYTSALLAG
VTQNVLYENQ
VVNQNAQALN
VQIDRLITGR
ECVLGQSKRV
QEKNFTTAPA
EPQIITTDNT
ELDKYFKNHT
KNLNESL IDL
TIMLCCMTSC
HYT

05

PODTC1
4405 Aa

Replicase

polyprotein la

(Polyprotéine

réplicase 1a)

MESLVPGFNE
EARQHLKDGT
HGHVMVELVA
VLLRKNGNKG
WNTKHSSGVT
IKDLLARAGK
YTERSEKSYE
IKTIQPRVEK
MKCDHCGETS
PQNAVVKIYC
GRTIAFGGCV
EGSEGLNDNL
SASTSAFVET
WNIGEQKSIL
VLQKAAITIL
ITGGVVQLTS
FLRDGWE IVK
LVNKFLALCA
VKSREETGLL
GDLQPLEQPT
ALAPNMMVTN
ITFELDERID
KTLQPVSELL
YCSFYPPDED
EFGATSAALQ
TIQTIVEVQP
KNAD I VEEAK
NAMQVESDDY
NVNKGEDI1QL
SLRVCVDTVR
QKIAEIPKEE
TTLEETKFLT
KDAPY 1VGDV

KTHVQLSLPV
CGLVEVEKGV
ELEGIQYGRS
AGGHSYGADL
RELMRELNGG
ASCTLSEQLD
LQTPFEIKLA
KKLDGFMGRI
WQTGDFVKAT
PACHNSEVGP
FSYVGCHNKC
LEILQKEKVN
VKGLDYKAFK
SPLYAFASEA
DGISQYSLRL
QWLTNIFGTV
FISTCACEIV
DSI111GGAKL
MPLKAPKELII
SEAVEAPLVG
NTFTLKGGAP
KVLNEKCSAY
TPLGIDLDEW
EEEGDCEEEE
PEEEQEEDWL
QLEMELTPVV
KVKPTVVVNA
TATNGPLKVG
LKSAYENFNQ
TNVYLAVFDK
VKPFITESKP
ENLLLYIDIN
VQEGVLTAWW

LQVRDVLVRG
LPQLEQPYVF
GETLGVLVPH
KSFDLGDELG
AYTRYVDNNF
FIDTKRGVYC
KKFDTFNGEC
RSVYPVASPN
CEFCGTENLT
EHSLAEYHNE
AYWVPRASAN
INIVGDFKLN
QIVESCGNFK
ARVVRSIFSR
I1DAMMFTSDL
YEKLKPVLDW
GGQIVTCAKE
KALNLGETFV
FLEGETLPTE
TPVCINGLML
TKVTFGDDTV
TVELGTEVNE
SMATYYLFDE
FEPSTQYEYG
DDDSQQTVGQ
QTIEVNSFSG
ANVYLKHGGG
GSCVLSGHNL
HEVLLAPLLS
NLYDKLVSSF
SVEQRKQDDK
GNLHPDSATL
IPTKKAGGTT

FGDSVEEVLS
IKRSDARTAP
VGE IPVAYRK
TDPYEDFQEN
CGPDGYPLEC
CREHEHE 1AW
PNFVFPLNSI
ECNQMCLSTL
KEGATTCGYL
SGLKTILRKG
IGCNHTGVVG
EEIAIILASF
VTKGKAKKGA
TLETAQNSVR
ATNNLVVMAY
LEEKFKEGVE
IKESVQTFFK
THSKGLYRKC
VLTEEVVLKT
LEIKDTEKYC
IEVQGYKSVN
FACVVADAVI
SGEFKLASHM
TEDDYQGKPL
QDGSEDNQTT
YLKLTDNVY I
VAGALNKATN
AKHCLHVVGP
AGIFGADPIH
LEMKSEKQVE
KIKACVEEVT
VSDIDITFLK
EMLAKALRKV
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PTDNYITTYP
SNEKQEILGT
TIQRKYKGIK
LNETLVTMPL
DAVTAYNGYL
TQLGIEFLKR
SLREVRTIKV
GADVTKIKPH
SFLGRYMSAL
LTLQQIELKF
TVGELGDVRE
TLKGVEAVMY
ESPFVMMSAP
SKETLYCIDG
TYKLDGWVCT
PNASFDNFKF
PDLNGDVVAI
ATYKPNTWCI
CEDLKPVSEE
NNSLK I TEEV
TLATHGLAAV
LNRVCTNYMP
NTVKSVGKFC
GSLIYSTAAL
YCTGSIPCSV
FGLVAEWFLA
NSWLMWL I IN
VDGCNSSTCM
GKGFCKLHNW
INPTDQSSY I
FVNLDNLRAN
YSQLMCQPIL
TFNVPMEKLK
FVDSDVETKD
ENMTPRDLGA
LSEQLRKQIR
KGGK 1 VNNWL
DFSSEI1GYK
RGGSYTNDKA
FLHFLPRVFS
I FKDASGKPV
1 1QFPNTYLE
SGRWVLNNDY
LDISASIVAG
NTLLFLMSFT
SFLAHIQWMV
LKRRVVFNGV
LTQYNRYLAL
FSNSGSDVLY
VQVTCGTTTL
L IRKSNHNFL
TPKYKFVRIQ
GSFLNGSCGS
EGNFYGPFVD
WFLNRFTTTL
GIAVLDMCAS
RQCSGVTFQS

GQGLNGYTVE
VSWNLREMLA
1QEGVVDYGA
GYVTHGLNLE
TSSSKTPEEH
GDKSVYYTSN
FTTVDNINLH
NSHEGKTFYV
NHTKKWKYPQ
NPPALQDAYY
TMSYLFQHAN
MGTLSYEQFK
PAQYELKHGT
ALLTKSSEYK
EIDPKLDNYY
VCDNIKFADD
DYKHYTPSFK
RCLWSTKPVE
VVENPTIQKD
GHTDLMAAYV
NSVPWDT IAN
YFFTLLLQLC
LEASFNYLKS
GVLMSNLGMP
CLSGLDSLDT
YILFTRFFYV
LVQMAP I SAM
MCYKRNRATR
NCVNCDTFCA
VDSVTVKNGS
NTKGSLPINV
LLDQALVSDV
TLVATAEAEL
VVECLKLSHQ
CIDCSARHIN
SAAKKNNLPF
KQLIKVTLVF
AIDGGVTRDI
CPLIAAVITR
AVGNICYTPS
PYCYDTNVLE
GSVRWTTFD
YRSLPGVFCG
GIVAIVWTCL
VLCLTPVYSF
MFTPLVPFWI
SFSTFEEAAL
YNKYKYFSGA
QPPQTSITSA
NGLWLDDVVY
VQAGNVQLRV
PGQTFSVLAC
VGFNIDYDCV
RQTAQAAGTD
NDFNLVAMKY
LKELLQNGMN
AVKRTIKGTH

EAKTVLKKCK
HAEETRKLMP
RFYFYTSKTT
EAARYMRSLK
FIETISLAGS
PTTFHLDGEV
TQVVDMSMTY
LPNDDTLRVE
VNGLTSIKWA
RARAGEAANF
LDSCKRVLNV
KGVQIPCTCG
FTCASEYTGN
GPITDVFYKE
KKDNSYFTEQ
LNQLTGYKKP
KGAKLLHKPI
TSNSFDVLKS
VLECNVKTTE
DNSSLTIKKP
YAKPFLNKVV
TFTRSTNSRI
PNFSKLINTI
SYCTGYREGY
YPSLETIQIT
LGLAAIMQLF
VRMY I FFASF
VECTTIVNGV
GSTFISDEVA
IHLYFDKAGQ
1VFDGKSKCE
GDSAEVAVKM
AKNVSLDNVL
SDIEVTGDSC
AQVAKSHNIA
KLTCATTRQV
LFVAAITFYLI
ASTDTCFANK
EVGFVVPGLP
KLIEYTDFAT
GSVAYESLRP
SEYCRHGTCE
VDAVNLLTNM
AYYFMRFRRA
LPGVYSVIYL
TIAYLICIST
CTFLLNKEMY
MDTTSYREAA
VLQSGFRKMA
CPRHVICTSE
1GHSMQNCVL
YNGSPSGVYQ
SFCYMHHMEL
TTITVNVLAW
NYEPLTQDHV
GRTILGSALL
HWLLLTILTS

SAFYILPSII
VCVETKAIVS
VASL INTLND
VPATVSVSSP
YKDWSYSGQS
I TFDNLKTLL
GQQFGPTYLD
AFEYYHTTDP
DNNCYLATAL
CALILAYCNK
VCKTCGQQQT
KQATKYLVQQ
YQCGHYKHIT
NSYTTTIKPV
PIDLVPNQPY
ASRELKVTFF
VWHVNNATNK
EDAQGMDNLA
VVGDI ILKPA
NELSRVLGLK
STTTNIVTRC
KASMPTT IAK
IWFLLLSVCL
LNSTNVTIAT
ISSFKWDLTA
FSYFAVHFIS
YYVWKSYVHV
RRSFYVYANG
RDLSLQFKRP
KTYERHSLSH
ESSAKSASVY
FDAYVNTFSS
STFISAARQG
NNYMLTYNKV
L IWNVKDFMS
VNVWTTKIAL
TPVHVMSKHT
HADFDTWFSQ
GTILRTTNGD
SACVLAAECT
DTRYVLMDGS
RSEAGVCVST
FTPLIQPIGA
FGEYSHVVAF
YLTFYLTNDV
KHFYWFFSNY
LKLRSDVLLP
CCHLAKALND
FPSGKVEGCM
DMLNPNYEDL
KLKVDTANPK
CAMRPNFTIK
PTGVHAGTDL
LYAAV INGDR
DILGPLSAQT
EDEFTPFDVV
LLVLVQSTQW
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SLFFFLYENA
LPSLATVAYF
DCVMYASAVV
VYYGNALDQA
MCVEYCPIFF
NRYFRLTLGV
NIKLLGVGGK
VESSSKLWAQ
MQGAVD INKL
QEAYEQAVAN
LEKMADQAMT
DNDALNNT IN
KNTCDGTTFT
NLAWPLIVTA
TACTDDNALA
GTGTIYTELE
MVLGSLAATV
KDYLASGGQP
FGGASCCLYC
VGFTLKNTVC
NGFAV

FLPFANGITA
NMVYMPASWV
LLILMTARTV
ISMWAL 1 1SV
ITGNTLQCIM
YDYLVSTQEF
PCIKVATVQS
CVQLHNDILL
CEEMLDNRAT
GDSEVVLKKL
QMYKQARSED
NARDGCVPLN
YASALWEIQQ
LRANSAVKLQ
YYNTTKGGRF
PPCRFVTDTP
RLQAGNATEV
ITNCVKMLCT
RCHIDHPNPK
TVCGMWKGYG

MSAFAMMFVK
MRIMTWLDMV
YDDGARRVWT
TSNYSGWVTT
LVYCFLGYFC
RYMNSQGLLP
KMSDVKCTSV
AKDTTEAFEK
LQAIASEFSS
KKSLNVAKSE
KRAKVTSAMQ
1 1PLTTAAKL
VVDADSKIVQ
NNELSPVALR
VLALLSDLQD
KGPKVKYLYF
PANSTVLSFC
HTGTGQAITV
GFCDLKGKYV
CSCDQLREPM

HKHAFLCLFL
DTSLSGFKLK
LMNVLTLVYK
VMFLARGIVF
TCYFGLFCLL
PKNS I DAFKL
VLLSVLQQLR
MVSLLSVLLS
LPSYAAFATA
FDRDAAMQRK
TMLFTMLRKL
MVVIPDYNTY
LSE I SMDNSP
QMSCAAGTTQ
LKWARFPKSD
IKGLNNLNRG
AFAVDAAKAY
TPEANMDQES
QIPTTCANDP
LQSADAQSFL

06

PODTD1
7096 Aa

Replicase

polyprotein lab

(Polyprotéine
réplicase lab)

MESLVPGFNE
EARQHLKDGT
HGHVMVELVA
VLLRKNGNKG
WNTKHSSGVT
IKDLLARAGK
YTERSEKSYE
IKTIQPRVEK
MKCDHCGETS
PQNAVVKIYC
GRTIAFGGCV
EGSEGLNDNL
SASTSAFVET
WNIGEQKSIL
VLQKAAITIL
ITGGVVQLTS
FLRDGWE IVK
LVNKFLALCA
VKSREETGLL
GDLQPLEQPT
ALAPNMMVTN
ITFELDERID
KTLQPVSELL
YCSFYPPDED
EFGATSAALQ
TIQTIVEVQP
KNAD I VEEAK
NAMQVESDDY
NVNKGED QL
SLRVCVDTVR
QKIAEIPKEE
TTLEETKFLT
KDAPY 1VGDV
PTDNYITTYP
SNEKQEILGT
TIQRKYKGIK

KTHVQLSLPV
CGLVEVEKGV
ELEGIQYGRS
AGGHSYGADL
RELMRELNGG
ASCTLSEQLD
LQTPFEIKLA
KKLDGFMGRI
WQTGDFVKAT
PACHNSEVGP
FSYVGCHNKC
LEILQKEKVN
VKGLDYKAFK
SPLYAFASEA
DGISQYSLRL
QWLTNIFGTV
FISTCACEIV
DSI111GGAKL
MPLKAPKELII
SEAVEAPLVG
NTFTLKGGAP
KVLNEKCSAY
TPLGIDLDEW
EEEGDCEEEE
PEEEQEEDWL
QLEMELTPVV
KVKPTVVVNA
TATNGPLKVG
LKSAYENFNQ
TNVYLAVFDK
VKPFITESKP
ENLLLYIDIN
VQEGVLTAWW
GQGLNGYTVE
VSWNLREMLA
1QEGVVDYGA

LQVRDVLVRG
LPQLEQPYVF
GETLGVLVPH
KSFDLGDELG
AYTRYVDNNF
FIDTKRGVYC
KKFDTFNGEC
RSVYPVASPN
CEFCGTENLT
EHSLAEYHNE
AYWVPRASAN
INIVGDFKLN
QIVESCGNFK
ARVVRSIFSR
I1DAMMFTSDL
YEKLKPVLDW
GGQIVTCAKE
KALNLGETFV
FLEGETLPTE
TPVCINGLML
TKVTFGDDTV
TVELGTEVNE
SMATYYLFDE
FEPSTQYEYG
DDDSQQTVGQ
QTIEVNSFSG
ANVYLKHGGG
GSCVLSGHNL
HEVLLAPLLS
NLYDKLVSSF
SVEQRKQDDK
GNLHPDSATL
IPTKKAGGTT
EAKTVLKKCK
HAEETRKLMP
RFYFYTSKTT

FGDSVEEVLS
IKRSDARTAP
VGE IPVAYRK
TDPYEDFQEN
CGPDGYPLEC
CREHEHE 1AW
PNFVFPLNSI
ECNQMCLSTL
KEGATTCGYL
SGLKTILRKG
IGCNHTGVVG
EEIAIILASF
VTKGKAKKGA
TLETAQNSVR
ATNNLVVMAY
LEEKFKEGVE
IKESVQTFFK
THSKGLYRKC
VLTEEVVLKT
LEIKDTEKYC
IEVQGYKSVN
FACVVADAVI
SGEFKLASHM
TEDDYQGKPL
QDGSEDNQTT
YLKLTDNVY I
VAGALNKATN
AKHCLHVVGP
AGIFGADPIH
LEMKSEKQVE
KIKACVEEVT
VSDIDITFLK
EMLAKALRKV
SAFYILPSII
VCVETKAIVS
VASL INTLND
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LNETLVTMPL
DAVTAYNGYL
TQLGIEFLKR
SLREVRTIKV
GADVTK IKPH
SFLGRYMSAL
LTLQQIELKF
TVGELGDVRE
TLKGVEAVMY
ESPFVMMSAP
SKETLYCIDG
TYKLDGWVCT
PNASFDNFKF
PDLNGDVVAI
ATYKPNTWCI
CEDLKPVSEE
NNSLK I TEEV
TLATHGLAAV
LNRVCTNYMP
NTVKSVGKFC
GSLIYSTAAL
YCTGSIPCSV
FGLVAEWFLA
NSWLMWL I IN
VDGCNSSTCM
GKGFCKLHNW
INPTDQSSY
FVNLDNLRAN
YSQLMCQPIL
TFNVPMEKLK
FVDSDVETKD
ENMTPRDLGA
LSEQLRKQIR
KGGK 1 VNNWL
DFSSEI 1GYK
RGGSYTNDKA
FLHFLPRVFS
I FKDASGKPV
1 1QFPNTYLE
SGRWVLNNDY
LDISASIVAG
NTLLFLMSFT
SFLAHIQWMV
LKRRVVFNGV
LTQYNRYLAL
FSNSGSDVLY
VQVTCGTTTL
L IRKSNHNFL
TPKYKFVRIQ
GSFLNGSCGS
EGNFYGPFVD
WFLNRFTTTL
GIAVLDMCAS
RQCSGVTFQS
SLFFFLYENA
LPSLATVAYF
DCVMYASAVV

GYVTHGLNLE
TSSSKTPEEH
GDKSVYYTSN
FTTVDNINLH
NSHEGKTFYV
NHTKKWKYPQ
NPPALQDAYY
TMSYLFQHAN
MGTLSYEQFK
PAQYELKHGT
ALLTKSSEYK
EIDPKLDNYY
VCDNIKFADD
DYKHYTPSFK
RCLWSTKPVE
VVENPTIQKD
GHTDLMAAYV
NSVPWDT IAN
YFFTLLLQLC
LEASFNYLKS
GVLMSNLGMP
CLSGLDSLDT
YILFTRFFYV
LVQMAP I SAM
MCYKRNRATR
NCVNCDTFCA
VDSVTVKNGS
NTKGSLPINV
LLDQALVSDV
TLVATAEAEL
VVECLKLSHQ
CIDCSARHIN
SAAKKNNLPF
KQLIKVTLVF
AIDGGVTRDI
CPLIAAVITR
AVGNICYTPS
PYCYDTNVLE
GSVRWTTFD
YRSLPGVFCG
GIVAIVWTCL
VLCLTPVYSF
MFTPLVPFWI
SFSTFEEAAL
YNKYKYFSGA
QPPQTSITSA
NGLWLDDVVY
VQAGNVQLRV
PGQTFSVLAC
VGFNIDYDCV
RQTAQAAGTD
NDFNLVAMKY
LKELLQNGMN
AVKRTIKGTH
FLPFAMGI 1A
NMVYMPASWV
LLILMTARTV

EAARYMRSLK
FIETISLAGS
PTTFHLDGEV
TQVVDMSMTY
LPNDDTLRVE
VNGLTSIKWA
RARAGEAANF
LDSCKRVLNV
KGVQIPCTCG
FTCASEYTGN
GPITDVFYKE
KKDNSYFTEQ
LNQLTGYKKP
KGAKLLHKPI
TSNSFDVLKS
VLECNVKTTE
DNSSLTIKKP
YAKPFLNKVV
TFTRSTNSRI
PNFSKLINTI
SYCTGYREGY
YPSLETIQIT
LGLAAIMQLF
VRMY I FFASF
VECTTIVNGV
GSTFISDEVA
IHLYFDKAGQ
1VFDGKSKCE
GDSAEVAVKM
AKNVSLDNVL
SDIEVTGDSC
AQVAKSHNIA
KLTCATTRQV
LFVAAITFYLI
ASTDTCFANK
EVGFVVPGLP
KLIEYTDFAT
GSVAYESLRP
SEYCRHGTCE
VDAVNLLTNM
AYYFMRFRRA
LPGVYSVIYL
TIAYLICIST
CTFLLNKEMY
MDTTSYREAA
VLQSGFRKMA
CPRHVICTSE
1GHSMQNCVL
YNGSPSGVYQ
SFCYMHHMEL
TTITVNVLAW
NYEPLTQDHV
GRTILGSALL
HWLLLTILTS
MSAFAMMFVK
MRIMTWLDMV
YDDGARRVWT

VPATVSVSSP
YKDWSYSGQS
I TFDNLKTLL
GQQFGPTYLD
AFEYYHTTDP
DNNCYLATAL
CALILAYCNK
VCKTCGQQQT
KQATKYLVQQ
YQCGHYKHIT
NSYTTTIKPV
PIDLVPNQPY
ASRELKVTFF
VWHVNNATNK
EDAQGMDNLA
VVGDI ILKPA
NELSRVLGLK
STTTNIVTRC
KASMPTT IAK
IWFLLLSVCL
LNSTNVTIAT
ISSFKWDLTA
FSYFAVHFIS
YYVWKSYVHV
RRSFYVYANG
RDLSLQFKRP
KTYERHSLSH
ESSAKSASVY
FDAYVNTFSS
STFISAARQG
NNYMLTYNKV
L IWNVKDFMS
VNVWTTKIAL
TPVHVMSKHT
HADFDTWFSQ
GTILRTTNGD
SACVLAAECT
DTRYVLMDGS
RSEAGVCVST
FTPLIQPIGA
FGEYSHVVAF
YLTFYLTNDV
KHFYWFFSNY
LKLRSDVLLP
CCHLAKALND
FPSGKVEGCM
DMLNPNYEDL
KLKVDTANPK
CAMRPNFTIK
PTGVHAGTDL
LYAAV INGDR
DILGPLSAQT
EDEFTPFDVV
LLVLVQSTQW
HKHAFLCLFL
DTSLSGFKLK
LMNVLTLVYK
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VYYGNALDQA
MCVEYCPIFF
NRYFRLTLGV
NIKLLGVGGK
VESSSKLWAQ
MQGAVD INKL
QEAYEQAVAN
LEKMADQAMT
DNDALNNT IN
KNTCDGTTFT
NLAWPLIVTA
TACTDDNALA
GTGTIYTELE
MVLGSLAATV
KDYLASGGQP
FGGASCCLYC
VGFTLKNTVC
NRVCGVSAAR
LKTNCCRFQE
LLKDCPAVAK
YALRHFDEGN
PDILRVYANL
NQDLNGNWYD
RALTAESHVD
YWDQTYHPNC
LVRK I FVDGV
KELLVYAADP
TVKPGNFNKD
AISDYDYYRY
NANQV I'VNNL
AYTKRNVIPT
RQFHQKLLKS
VENPHLMGWD
SHRFYRLANE
YANSVFNICQ
ECLYRNRDVD
TYASQGLVAS
PHEFCSQHTM
KTDGTLMIER
RKLHDELTGH
TVLQAVGACV
TSHKLVLSVN
PPISFPLCAN
AGDY ILANTC
VLSDRELHLS
EYTFEKGDYG
APTLVPQEHY
YSTLQGPPGT
LCEKALKYLP
FCTVNALPET
VY IGDPAQLP
FLGTCRRCPA
KGVITHDVSS
SQNAVASKIL
NVNRFNVAIT
VATLQAENVT
EGLCVDIPGI

ISMWALT ISV
ITGNTLQCIM
YDYLVSTQEF
PCIKVATVQS
CVQLHNDILL
CEEMLDNRAT
GDSEVVLKKL
QMYKQARSED
NARDGCVPLN
YASALWEIQQ
LRANSAVKLQ
YYNTTKGGRF
PPCRFVTDTP
RLQAGNATEV
ITNCVKMLCT
RCHIDHPNPK
TVCGMWKGYG
LTPCGTGTST
KDEDDNL IDS
HDFFKFRIDG
CDTLKEILVT
GERVRQALLK
FGDFIQTTPG
TDLTKPY IKW
VNCLDDRCIL
PFVVSTGYHF
AMHAASGNLL
FYDFAVSKGF
NLPTMCDIRQ
DKSAGFPFNK
I TQMNLKYAI
I AATRGATWV
YPKCDRAMPN
CAQVLSEMVM
AVTANVNALL
TDFVNEFYAY
IKNFKSVLYY
LVKQGDDYVY
FVSLAIDAYP
MLDMYSVMLT
LCNSQTSLRC
PYVCNAPGCD
GQVFGLYKNT

TSNYSGWVTT
LVYCFLGYFC
RYMNSQGLLP
KMSDVKCTSV
AKDTTEAFEK
LQAIASEFSS
KKSLNVAKSE
KRAKVTSAMQ
1 1PLTTAAKL
VVDADSKIVQ
NNELSPVALR
VLALLSDLQD
KGPKVKYLYF
PANSTVLSFC
HTGTGQAITV
GFCDLKGKYV
CSCDQLREPM
DVVYRAFDI1Y
YFVVKRHTFS
DMVPHISRQR
YNCCDDDYFN
TVQFCDAMRN
SGVPVVDSYY
DLLKYDFTEE
HCANFNVLFS
RELGVVHNQD
LDKRTTCFSV
FKEGSSVELK
LLFVVEVVDK
WGKARLYYDS
SAKNRARTVA
1GTSKFYGGW
MLRIMASLVL
CGGSLYVKPG
STDGNKTADK
LRKHFSMMIL
QONNVFMSEAK
LPYPDPSRIL
LTKHPNQEYA
NDNTSRYWEP
GACIRRPFLC
VTDVTQLYLG
CVGSDNVTDF

VMFLARGIVF
TCYFGLFCLL
PKNS I DAFKL
VLLSVLQQLR
MVSLLSVLLS
LPSYAAFATA
FDRDAAMQRK
TMLFTMLRKL
MVVIPDYNTY
LSE 1SMDNSP
QMSCAAGTTQ
LKWARFPKSD
IKGLNNLNRG
AFAVDAAKAY
TPEANMDQES
QIPTTCANDP
LQSADAQSFL
NDKVAGFAKF
NYQHEETI'YN
LTKYTMADLV
KKDWYDFVEN
AGIVGVLTLD
SLLMPILTLT
RLKLFDRYFK
TVFPPTSFGP
VNLHSSRLSF
AALTNNVAFQ
HFFFAQDGNA
YFDCYDGGCI
MSYEDQDALF
GVSICSTMTN
HNMLKTVYSD
ARKHTTCCSL
GTSSGDATTA
YVRNLQHRLY
SDDAVVCFNS
CWTETDLTKG
GAGCFVDDIV
DVFHLYLQY I
EFYEAMYTPH
CKCCYDHVIS
GMSYYCKSHK
NATATCDWTN

TERLKLFAAETLKATEETFK LSYGIATVRE

WEVGKPRPPL
DAVVYRGTTT
VRITGLYPTL
GKSHFAIGLA
IDKCSRIIPA
TADIVVFDEI
APRTLLTKGT
EIVDTVSALV
AINRPQIGWV
GLPTQTVDSS
RAKVGILCIM
GLFKDCSKVI
PKDMTYRRLI

NRNYVFTGYR
YKLNVGDYFV
NISDEFSSNV
LYYPSARIVY
RARVECFDKF
SMATNYDLSV
LEPEYFNSVC
YDNKLKAHKD
REFLTRNPAW
QGSEYDYVIF
SDRDLYDKLQ
TGLHPTQAPT
SMMGFKMNYQ

VTKNSKVQIG
LTSHTVMPLS
ANYQKVGMQK
TACSHAAVDA
KVNSTLEQYV
VNARLRAKHY
RLMKT IGPDM
KSAQCFKMFY
RKAVF1SPYN
TQTTETAHSC
FTSLEIPRRN
HLSVDTKFKT
VNGYPNMFIT
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REEATRHVRA
NLVAVPTGYV
GLPWNVVRIK
KYFVK IGPER
VYNPFMIDVQ
MTRCLAVHEC
VVKAALLADK
CSDKAYK IEE
SIVCRFDTRV
FVNLKQLPFF
RCNLGGAVCR
TYNLWNTFTR
NTVYTKVDGV
VKILNNLGVD
KKPTETICAP
KGLQPSVGPK
LPETYFTQSR
GYAFEHIVYG
IPMDSTVKNY
QDLSVVSKWV
QAWQPGVAMP
NVAKYTQLCQ
AVLRQWLPTG
KWDL 1 1 SDMY
LGGSVAIKIT
EAFLIGCNYL
SLFDMSKFPL
RENNRVVISS

WIGFDVEGCH
DTPNNTDFSR
1VQMLSDTLK
TCCLCDRRAT
QWGFTGNLQS
FVKRVDWT IE
FPVLHDIGNP
LFYSYATHSD
LSNLNLPGCD
YYSDSPCESH
HHANEYRLYL
LQSLENVAFN
DVELFENKTT
IAANTV IWDY
LTVFFDGRVD
QASLNGVTLI
NLQEFKPRSQ
DFSHSQLGGL
FITDAQTGSS
KVTIDYTEIS
NLYKMQRMLL
YLNTLTLAVP
TLLVDSDLND
DPKTKNVTKE
EHSWNADLYK
GKPREQIDGY
KLRGTAVMSL
DVLVNN

ATREAVGTNL
VSAKPPPGDQ
NLSDRVVFVL
CFSTASDTYA
NHDLYCQVHG
YP1IGDELKI
KATKCVPQAD
KFTDGVCLFW
GGSLYVNKHA
GKQVVSDIDY
DAYNMMISAG
VVNKGHFDGQ
LPVNVAFELW
KRDAPAHIST
GQVDLFRNAR
GEAVKTQFNY
MEIDFLELAM
HLL1GLAKRF
KCVCSVIDLL
FMLWCKDGHV
EKCDLQNYGD
YNMRV IHFGA
FVSDADSTLI
NDSKEGFFTY
LMGHFAWWTA
VMHANY 1 FWR
KEGQINDMIL

PLQLGFSTGV
FKHL 1PLMYK
WAHGFELTSM
CWHHS 1GFDY
NAHVASCDAI
NAACRKVQHM
VEWKFYDAQP
NCNVDRYPAN
FHTPAFDKSA
VPLKSATCIT
FSLWVYKQFD
QGEVPVSI IN
AKRN IKPVPE
IGVCSMTDIA
NGVLITEGSV
YKKVDGVVQQ
DEFIERYKLE
KESPFELEDF
LDDFVEI IKS
ETFYPKLQSS
SATLPKG IMM
GSDKGVAPGT
GDCATVHTAN
ICGFI1QQKLA
FVTNVNASSS
NTNPIQLSSY
SLLSKGRLI I

2.1.2. Applications bio-informatiques utilisees

Un nombre d’outils et applications bio-informatiques ont été dans cette étude, tels que :
Protein BLAST, Clustal Omega, Prosite, I-TASSER server, outil SOPMA et GPMAW software V
11.
2.2. Méthodes

Les analyses bio-informatiques qui ont été qui ont été réalisées sont :
2.2.1. Alignement en utilisant BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) et I’alignement
multiple par COBALT et Clustal Omega

Blast a été utilisé pour I’alignement et recherche d’identité (dans I’archive de Uniprot) pour
des protéines qui sont structuralement proches aux protéines de SARS-CoV-2 (mentionnées dans
le tableau 01).

L'outil BLAST trouve des régions de similarité locale entre des séquences de protéines ou
de nucléotides. Le programme compare les séquences de nucléotides ou de protéines a la séquence
dans une base de données et calcule la signification statistique des correspondances.
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La valeur statistique, appelée « Expect Value ». La « Expect Value » est le nombre de fois
qu'un alignement aussi bon ou meilleur que celui trouvé par BLAST devrait se produire par hasard,
compte tenu de la taille de la base de données recherchée. Un seuil de « Expect Value», défini par
I'utilisateur, détermine les alignements qui seront signalés. Un seuil de « Expect Value » plus éleve
est moins strict et la valeur par défaut de « 10 » de BLAST est congue pour garantir qu'aucun
alignement biologiquement significatif n'est manqué. Cependant, les « Expect Value » comprises
entre 0,001 et 0,0000001 sont couramment utilisées pour limiter les alignements affichés a ceux de
haute qualité (WHEELER et al., 2007).

Clustal Omega et COBALT ont été utilisés pour la recherche des régions conservatives au
niveau des séquences protéiques étudiées, c’est par ce que sur ces régions conservatives que repose
les propriétés essentielles des protéines telles que la fonction protéiques, I’interaction de protéines
avec leur environnement et etc.

Clustal Omega (également écrit comme Clustal O et Clustal ) est un programme rapide et
évolutif écrit en C et C++ utilisé pour l'alignement de séquences multiples. Il utilise des arbres
guides prédéfinis et un nouveau moteur HMM qui se concentre sur deux profils pour générer ces
alignements. Le programme nécessite trois sequences ou plus afin de calculer l'alignement de
séquences multiples. Clustal Omega est basé sur la cohérence et est largement considéré comme
I'une des implémentations en ligne les plus rapides de tous les outils d'alignement de séquences
multiples et se classe toujours parmi les algorithmes basés sur la cohérence et basés sur la matrice.

COBALT (constraint-based alignment tool) a un cadre général qui utilise un alignement
multiple progressif pour combiner des contraintes par paires provenant de différentes sources dans
un alignement multiple. COBALT n'essaie pas d'utiliser toutes les contraintes disponibles, mais
utilise uniquement un sous-ensemble cohérent a score élevé qui peut changer au fur et a mesure
que l'alignement progresse, ou un ensemble de contraintes est appelé cohérent si toutes les
contraintes de I'ensemble peuvent étre simultanément satisfaites par un multiple alignement. Nous
pouvons rapidement rechercher des domaines dans CDD (conserved domain database) qui
correspondent aux régions des séquences d'entrée. Lorsque le méme domaine correspond a
plusieurs séquences, nous pouvons déduire plusieurs contraintes potentielles par paires basées sur
ces correspondances de domaine. En outre, CDD contient également des informations auxiliaires
qui permettent a COBALT de créer des profils partiels pour les séquences d'entrée avant le début

de I'alignement progressif, ce qui évite des procédures colteuses en calcul pour la construction de
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profils. Nous utilisons les modeles PROSITE pour créer des contraintes uniquement dans I'étape
de raffinement, car leur utilisation dans les étapes initiales a donné de moins bonnes performances
(données non présentées). Cela est probablement di au fait que les modéles PROSITE sont
beaucoup plus courts que les domaines de CDD et, en tant que tels, sont plus susceptibles de donner
de fausses correspondances. COBALT conserve également un sous-ensemble cohérent maximum
de toutes les contraintes par paires spécifiées par l'utilisateur en donnant a ces contraintes une
priorité supérieure a celle de toute contrainte dérivée par d'autres moyens.

2.2.2. Recherche des domaines, motifs et sites fonctionnels en utilisant Prosite

Nous avons utilisé la base Prosite pour rechercher des domaines protéiques indiquant la
famille protéique ou recherche des sites ou motif fonctionnels au sein de protéines de SARS-CoV-
2.

PROSITE est une base de données de familles et de domaines de protéines. Elle repose sur
le constat que, s'il existe un trés grand nombre de protéines différentes, la plupart d'entre elles
peuvent étre regroupées, sur la base de similitudes dans leurs séquences, en un nombre limité de
familles. Les protéines ou domaines protéiques appartenant a une famille particuliére partagent
généralement des attributs fonctionnels et sont dérivés d'un ancétre commun.

Il apparait, lors de I'étude des familles de séquences protéiques, que certaines régions ont
été mieux conservées que d'autres au cours de I'évolution. Ces régions sont genéralement
importantes pour la fonction d'une protéine et/ou pour le maintien de sa structure tridimensionnelle.
En analysant les propriétés constantes et variables de tels groupes de séquences similaires, il est
possible de dériver une signature pour une famille ou un domaine de protéines, qui distingue ses
membres de toutes les autres protéines non apparentées. Une analogie pertinente est I'utilisation
des empreintes digitales par la police a des fins d'identification. Une empreinte digitale est
généralement suffisante pour identifier un individu donné. De méme, une signature protéique peut
étre utilisée pour attribuer une protéine nouvellement séquencée a une famille spécifique de
protéines et ainsi formuler des hypothéses sur sa fonction.

PROSITE contient actuellement des modeles et des profils spécifiques pour plus d'un
millier de familles ou de domaines de protéines. Chacune de ces signatures est accompagnée d'une
documentation fournissant des informations générales sur la structure et la fonction de ces protéines
(SIGRIST et al., 2002).

2.2.3. I-TASSER server pour prediction de structure bidimensionnelle et tridimensionnelle
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On s’est servi de I-TASSER server afin de prédire la structure bidimensionnelle et
tridimensionnelle les plus optimales de protéine spike de SARS-CoV-2 et pour mettre en évidence
les ses résidus aminoacides qui qui entrent en interaction avec son ligand naturel.

I-TASSER (lterative Threading ASSEmbly Refinement) est une méthode bioinformatique
permettant de prédire un modele de structure tridimensionnelle de molécules de protéines a partir
de séquences d'acides aminés.[1] Il détecte les modéles de structure de la Protein Data Bank par
une technique appelée reconnaissance de pli (ou threading). Les modeles de structure pleine
longueur sont construits en réassemblant des fragments structurels a partir de modéles de filetage
a l'aide de simulations Monte Carlo d'échange de répliques. I-TASSER est I'une des méthodes de
prédiction de la structure des protéines les plus réussies dans les expériences CASP a I'échelle de
la communauté (ROY et al., 2010).

2.2.4. Prédiction des certaines caractéristiques physico-chimiques par le logiciel GPMAW

La détermination des caractéristiques physico-chimiques des protéines est tres essentielle
pour pouvoir suggérer un protocole ou stratégie de séparation et purification de protéine ou dans
certaines mesures pour pouvoir prédire les types d’interactions de protéine avec son milieu ou
méme le lieu de sa présence au niveau cellulaire. L utilisation de I’application GPMAW permet de
déterminer certains de ces caractéristiques (Masse molaire, point isoélectrique, hydrophobicité de
la molécule...).

GPMAW est un programme d'analyse détaillée de la structure primaire des protéines et des
peptides. Bien que l'accent soit mis sur I'analyse par spectrométrie de masse, un grand nombre de

données physico-chimiques vous seront également présentées.
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3. Reésultats et discussions
3.1. Alignement avec BLAST (recherche de similarités et régions conservatives).

L’ alignement a pour objectif de rechercher des protéines dans la nature qui ont des
structures proches des celles des protéines virales dont on peut utiliser par exemple les recherches
qui ont été faits sur ces protéines afin de les exploiter avec les protéines virales pour rechercher des
solutions pour lutter contre ce virus (recherche des médicaments, des inhibiteurs ou
antagonistes...).

La recherche sur des motifs conservatifs a un but crucial, parce que c’est sur cet endroit que
repose le fonctionnement de la protéine et aucune mutation n’est toléré au niveau de ces régions de
la séquence protéiques.

3.1.1. Protéine membranaire

L’ alignement de cette protéine avec Protein BLAST n’a montré aucune similarité avec
d’autres protéines déja connues.

Par ailleurs, I’alignement avec 100 autres séquences des corona virus a montré qu’il y une
région conservative au niveau de cette protéine qui est entre 91°™ et 98°™ acides aminées de la

séquence (91)MWLSYFIA(98) comme il montre la figure suivante.

m) U.S, National Library of Medicine NCBI Natinnal Center for Biotechnology Information Signinto NCBI
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|UFE20158.1 1 51 A X Xx xxciLve oS :E¥s r R L FARTRS H22 Severeacuteresoiretons.
QUD38158.1 1 1 A T ANACL YV G LIS FNs F R L F AR TR S MO Severesute resciraton s.
UEI23065.1 1 SN XK X M ACL VG LIS IEESs F R L F X X X R 8§ N2 Severe acule resoiretorv s...
EE48721 1 X A XA MACLVGCLENEEESIFNEs F R L FARTR S M2 Severeacule resoiratory s...
UNN26097.1 1 YT AT A MNACL VG LINMNEEEEITENs F R L FARTR S N 222  Seyereacule resciratorys. ¥
PROTEIN: 80 - 109 (30r shown) " ¥ Rows shown: 100/100

Figure 12 : Alignement multiple de protéine de membrane de SARS-CoV-2 avec 100 autres
séquences similaires des Corona virus.
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3.1.2. Nucléoprotéine

La meilleure similarité de cette protéine a été retrouvée avec Rousettus bat coronavirus
HKUO9, appartenant au sous genre Nobecovirus, alors que SARS-CoV-2 appartenant au sous genre
Sarbecovirus (Zhou et al., 2021).

L’ alignement multiple a été fait avec BLAST Multiple Alignment Tool qui n’a pas donné
un résultat clair, c’est pour cette raison qu’une analyse d’alignement multiple a été réalisée avec
Clustal Omega avec 100 séquences protéiques de nucléoprotéine (appartenent a des sources
différentes) et qui a montré que la plus grande région conservée pour cette protéine est composée
seulement des 3 résidus aminoacides qui sont (114)GTG(116) pour le virus SARS-CoV-2.

Q8JMI6.1 RFKPGKGGRKPYPDAWYFYYTGTGPAADLNWGDSQDGIVIWVAAKGADVKSRSNQGTRDPD 135
Q5MQC6.1 SFKTADGQQKQLLPRWYFYYLGTGPYANASYGESLEGVFWVANHQADTSTPSDVSSRDPT 166
QBIME3.1 SFKTADGQQKQLLPRWYFYYLGTGPYASSSYGDAHEGIFWVASHQADTSIPSDVSARDPT 166
Q9PY96.1 SFKTPDGOHKQLLPRWYFYYLGTGPHAGAEYGDDIEGVVIWVASQQADTKTTADVVERDPS 166
QouWCDe. 1 SFKTPDGRQOQKQLLPRWYFYYLGTGPHAGAIYGDSIEGVFWVANSQADTNTRADIVERDPS 178
P18448.1 SFKTPDGQQKQLLPRWYFYYLGTGPHAGAEYGDDIEGVVIWVASQQADTKTTADIVERDPS 176
Q83360.1 SFKTPDGOQKQLLPRWYFYYLGTGPHAGATYGDSIEGVFWVANSQADTNTRSDIVERDPS 176
PB3416.2 SFKTPDGOQKQLLPRWYFYYLGTGPHAGASYGDSIEGVFWVANSQADTNTRSDIVERDPS 170
P18447.1 SFKTPDGQQKQLLPRWYFYYLGTGPHAGASYGDSITEGVFWVANSQADTNTRSDIVERDPS 176
Q82915.1 SFKTPDGOQKQLLPRWYFYYLGTGPHAGASFGDSIEGVFWVANSQADTNTSADIVERDPS 176
P59712.1 SFKSPDGOQKQLLPRWYFYYLGTGPYAGAEYGDDVEGYCWVANKQADTRTSADIAERDPS 170
P18446.1 SFKTPDGQQKQLLPRWYFYYLGTGPHAGAEYGDDIDGVVIWVASQQADTKTTADIVERDPS 178
PB3417.1 SFKTPDGOQKQLLPRWYFYYLGTGPYAGAEYGDDIEGVVIWVASQQAETRTSADIVERDPS 176
Q9DQX6.1 SFKTADGNQRQLLPRWYFYYLGTGPHAKAQYGTNIDGVFWVANKQADVNTPADVVDRDPS 166
Q8I5P4.1 SFKTADGNQRQLLPRWYFYYLGTGPHAKHQYGTDIDGVFWVASNQADINTPADIVDRDPS 167
Q8BB23.1 SFKTADGNQRQLLPRWYFYYLGTGPHAKDQYGTDIDGVFWVASNQADINTPADIVDRDPS 167
P33469.1 SFKTADGNQRQLLPRWYFYYLGTGPHAKDQYGTDIDGVYWVASNQADVNTPADIVDRDPS 167
Q8vaz32.1 SFKTADGNQRQLLPRWYFYYLGTGPHAKDQYGTDIDGVYWVASNQADVNTPADILDRDPS 167
Q91A22.1 SFKTADGNQRQLLPRWYFYYLGTGPHAKDQYGTDIDGVYWVASNQADVNTPADILDRDPS 167
Q9QAR1.1 SFKTADGNQRQLLPRWYFYYLGTGPHAKDQYGTDIDGVFWVASNQADVNTPADILDRDPS 167
P19962.1 SFKTRDGNQRQLLPRWYFYYLGTGPHAKDQYGTDIDGVFWVASNQADVNTPADILDRDPS 167
P18527.1 SFKTADGNQRQLLPRWYFYYLGTGPHAKDQYGTDIDGVFWVASNQADVNTPADILDRDPS 167
Q9QARE.1 SFKTADGNQRQLLPRWYFYYLGTGPHAKDQYGTDIDGVFWVASNQADVNTPADILDRDPS 167
P26026.1 SFKTADGNQRQLLPRWYFYYLGTGPHAKDQYGTDIDGVFWVASNQADVNTPADILDRDPS 167
AZEXHS.1 SFQKGGK -QVLANPRWYFYYTGTGRFGDLRFGTKNPDIVWVGQEGANINRLGDMGTRNPS 165
QeQ4e8.1 RVRGGDGKMKKLSPRWYFYYLGTGPEASLPYGANKEGIVWVATEGALNTPKDHIGTRNPN 152
Q3LIX4.1 RVRGGDGKMKELSPRWYFYYLGTGPEASLPYGANKEGIVWVATEGALNTPKDHIGTRNPN 152
Q3151I7.1 RVRGGDGKMKELSPRWYFYYLGTGPEASLPYGANKEGIVIWATEGALNTPKDHIGTRNPN 152
P59595.1 RVRGGDGKMKELSPRWYFYYLGTGPEASLPYGANKEGIVWVATEGALNTPKDHIGTRNPN 153
KONAVTY .1 KINTGNG-IKQLAPRWYFYYTGTGPEAALPFRAVKDGIVWVHEDGATDAPS -TFGTRNPN 141
AZEXD7.1 KINTGNG-TKPLAPRWYFYYTGTGPEANLPFRSVKDGIIWVHENGATDAPS -VFGTRNPA 146
QeQ4E6.1 KINTGNG-VKQLAPRWFFYYTGTGPEANLPFRSVKDGIVWVYEEGATDAPS -VFGTRNPA 141
A3EXALl.1 KINTGNG-VKQLAPRWFFYYTGTGPEANLPFRSVKDGIVWVYEEGATDAPS -VFGTRNPA 141
. REE . . EE . *
. T . :

t

Figure 13 : Résultat d’alignement de 100 séquences protéiques de nucléoprotéines appartenant
a des sources différentes pour détermination des régions conservatives.
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3.1.3. Petite protéine d’enveloppe

En dehors de sous genre Sarbecovirus, on a enregistré une similarité unique avec la souche
Bat Hp-betacoronavirus/Zhejiang2013 appartenant au sous genre de Hibcovirus (figure 14) avec
un taux de similarité de 54,93%.

9 envelope protein [Bat Hp-betacoronavirus/Zhejiang2013]
+ ' envelope protein [Bat coronavirus BM48-31/BGR/2008]
+_\ »small envelope protemn [SARS coronavirus Tor2]
I 0.09 I spIPDDTC-iIVEMP_SARSZ Envelope small membrane protein OS=Severe acute respiratory syndrome coron..

elwelope protein [Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2]

Figure 14 : L’arbre phylogénétique réalisé par Blast Tree View. La séquence requéte est
surlignée en jaune.

L alignement multiple avec COBALT (via BLAST) et avec Clustal, ont montreé la présence
de deux grande régions conservative au niveau cette protéine, il s’agit dela région (1)
MYSFVSEETGTLIVNS(16) et de la région (40)CAYCCNIVNVSLVKPSFYVYS(75), comme il
montre la figure 15

COBALT onstraint-based Multiple Alignment Tool Home Recent Results  Help

Phylogenstic Tree Edit and Resubmil Back lo Blast Results - & Download
Multiple Alignment Results - Envelope small membrane protein - Cobalt RID AF7873J2K212 (100 seqs)

¥ Graphical Overview

©) 1-75(75rshown)  Find: Qo a & i A Toois* B columns | [ Rows | #, Download + | i Coloing e & v
Sequence D Stant 1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 85 T 75 | Emd Organism
EEJ!BEDBZJ. 1 sr.:.l'urvwnwnan.ru: CAYCCHNIVEVSLVEFPSFYVYSRVENLNSSRVFDLL ‘Severs acute respiratory 5. ™
UG029564,1 i} RS TA AL SRR R I N R AR F R A A CAY CCNIVREVELVEPSFYVYSRVEKNLNSSRVPDLLY Severe acute resolratory 5.
AK13810.1 1 AR A A SRR LT RS TR R CAY CCNIVEVELVEPSFYVYSAVENLNSSRVPDLLY |Sewere acute resoiratory 5.
QWT3E337,1 1 s LL!LI}VV!LLU‘!L&:LTAL‘ CAYCCHIVMVSLVKPSFYVYSAVEKMLNSSAVPDLLY Severe acute resoiratory ...
Q20490521 1 mm\fr.nn.nrvvru.vrnnxnlnzn CAYCCHIVHNVELVEPSFYVYERVENLNSSRVEDLLY Severe acute resoiratory s...
|UB039473,1 f MY SFVSEETGTLIVHS SRR SN A AL S SA L RS2 I A 3 CAYCCNIVEVSLVEPSFYVYSRVKNLNSSRVIDLL Severe acute resolratory s,
QIW2IEELL 1 RN Y SFVSEETGTLIVNS SRR SRR AU SRS SN S SR FIA M A c AYCCNIVNYSLVEPSFYVYSRVENLNSSRVPDLL Seyvere acute resoiratony s..
QYCOz439.1 1 LLILA!"VII.I.?I‘LLILTII.I CAYCCNIVEVSLVEPSFYVYSRVKNLNSSRVPDLLY Severe acute respiratory s...
|qTS79416.1 1 LLFLAFVVFLLVTLXILTALR LN RO A A N E N LA Severe acute resniratory s...
OTYES778.1 1 r.l.n.sr\mn.w'n.ul.'n:.t CAYCCNIVNVSLVEPSFYVYSRVENLNSSRVPDLLVpH Severe acute resolratory 5.
UCASE040,1 1 ‘o MY STV S EETOTL IV S il - A Y CCN IVHVS LVKPSFYVYSRVKNLNSSKVPDLLVES Severe acute resoiratory ...
:QiEEﬂBE 1 1 gw;pr;urvvrsuvrncznrnnn Av I:N1\uvsLulver\¥si»qunssn PO LL Vi Seyvere scube resoiratony 5.
UDZO0411.1 1 ARSI IVLLFLAFVVFLLVTLAILTSLR CNIVNVSLVEPSFYVYSRVENLNSSRVPDLL VS Severe acute resolratony 5.
|UOA3EE1R | ,;;,;;,vwg_;vﬂ,;;;g;;; :nx\.uvawnsrnunyuussnanr_J [
|OyT93783.0 1 ur:.nr\r\rr:.wﬂ.ul.'rux?s Severe acute resoiratony 5. o
T A « e B N s e P4 - i
PROTEIN: 1 - 75 (75r shown) " ¥ Rows shown: 100/100

Figure 15 : Alignement multiple de 100 séquences protéiques de petite protéine d’enveloppe
de SARS-CoV par COBALT.

3.1.4. Glycoprotéine de spicule (Spike)
L’ alignement de cette protéine via BLAST a montré que la meilleure similarité a été
avec la méme protéine de I’espéce coronavirus de pipistrelle HKUS avec un taux d’identité de
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37,44%, cette espéce appartenant au sous genre Merbecovirus, alors que SARS-CoV-2 appartenant
au sous genre Sarbecovirus (figure 16) (Zhou et al., 2021).

L’alignement multiple de 100 séquences de protéine spike de différentes sources réalise
par Clustal Omega a montré qu’il y a plusieurs régions conservatives qui sont respectivement
(860)VLP(862), (972)AlS(974), (1031)ECV/(1033), (1042)FCG(1044), (1212)KWPW/(1214). Ces
régions sont peut-étre responsables des propriétés fonctionnelles de cette protéine telle que
I’interaction spécifique avec son ligand naturel (ACE2).

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns © Show | 100 v | @
select all 50 sequences selscted GenPept Graphics Distance tree of results  Multiple alignment MSA Viewer
Max Total Q E P Ace.
Description Scientific Name e nary ! S

Score Score Cover value ldent Len Accession
- v v v - -

RecMame: Full=Spike glycoprote: E2; AltName: Full=Peplomer protein; ... Severe acute re... 2553 2553 00% 00 100.00% 1273 PODTC2.1

L...Severeacutere... 1873 1973 98% 00  77.04% 1255 PS55S4.1

...Bat SARS coron... 1935 1935 088% 0.0 T6.57% 1242 Q3LZX1.1
in....BalSARSCoV .. 1924 1924 98% 00 7503% 1241 Q3SJS1
Bal CoV 2792005 1910 1910 88% 00  7538% 1241 Q004751

.. 582 582 % 0.0 3744% 1352 AZEXDOA

in...Rousetius batco... 572 572 94% 00 3208% 1274 A3EXGE1

ne: Full=E2; AltName: Full=Pe

AltName: Full=E2; AltName: Full=Pe:

ame: Full=E2; AltName: Full otein, ...Bat coronavinus ... 561 561 78% 3Je-176 36.61% 1350 QOQ4F21

IR B<H<N<N<N NN

Figure 16 : Résultat d’alignement via BLAST de la séquence de protéine de spécule de SARS-
CoV-2.

3.1.5. Polyprotéine réplicase la

L’alignement en utilisant BASLT a montré que la similarité de structure la plus proche en
dehors de sous Sarbecovirus est celle avec I’espece Rousettus bat coronavirus HKU9, de sous
genre Nobecovirus. Une telle similarité montre un taux d’identité de 40,66%.

D’autre part, I’alignement multiple avec 100 autres séquences de polyprotéines réplicase
l1a via clustal omega en utilisant Jalview pour visualiser le résultat a montré la présence d’une
région conservative qui est (1118)VGP(1120) sur la séquence requéte de polyprotéine réplicase la
(figure 17)
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[=] Jalview 2.

11.2.2

File Tools Help Window

&5 http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/rest/clustalo/result/clustalo-E20220616-110059-0593-64937624-p2m/aln-clustal_num

File Edit Select View Annotations Format Colour Calculate Web Service

. . 2‘540 . 2‘550 ZIBBE . 2IB7D . Z‘EHD . Z‘EQD | I 2‘700 . 2|-”D . 2I7ZD . 2‘730 . 2‘740 . 2I7SD . 2I7ED .
POCBUS. 1/1-4941 VIVNPANGHMLHGGGVAKA I AVAAGKKF SKETAAMVKS - K& - VCAQVEDCYVSTGGKLC - - KTILN JVGPPARQDGRQSY - VLLARAYKHLN - - - - - - -NYDCCLSTLISAGIFSVPADVSLTYLLGVVDKQ- - - - -
POCEX3.1/1-T152 VI VNPANGHMLHGGGVAKA | AVAAGKKF SKETAAMVKS - K& - VOQVEDEYVSTEGKLE - - KTILN [V6PPARGDGRASY - VLLARAYKHLN - - - - - - - - NYDCCLSTLISAG IFSVPADYSLTYLLGVVDKE- - - - -
POCEUS. 1/1-4416 VIVNPANGRMAHGAGVAGA | AKAAGKSF | KETADMVKN - QG- VCQVGECYESTGGNLC - - KTVLN JVGPPARGHGKQCY - SFLERAYQHIN- - - - - - -KCDDWWTTLISAGIFSVPTDVSLTYLIGVVTKN- - - - -
POCEXB. 1/1-7124 VIVNPANGRMAHGAGVAGA | AKAAGKSF IKETADMVKN-0G - VCQVGECYESTGGNLC - - KTVLN JVGPPDARGHGKQCY - SFLERAYQH IN- - - - - - . - KCDDWVWTTLISAGIFSWVPTOVSLTYLIGVWTKN- - - - -
POCEVT 1/1-4474 VIVNPANGRMAHGAGVAGA| AKAAGKAF INETADMVKA-OG-VCAVGGCYESTGGKLC - - KKVLN IVGPPARGHGNECY - SLLERAYOH IN- - - - - - .« KCDNVVTTLISAGIFSVPTDVSLTYLLGVVTKN: - - -
POCEYO. 1/1-7180 VIVNPANGRMAHGAGVAGA | AKAAGKAF INETADMVKA - QG- VCQAVEGGCYESTGGKLC - - KKVLN IVGPPARGHGNECY - SLLERAYQHIN- - - - - - -KCDMWVTTLISAGIFSVPTDVSLTYLLGVVTKN- - - - -
POCGVO.1/1-4468 W I VNPANGRMAHGAGVAGA | AEKAGSAF | KETSDMVKA- 06 - VOQVGECYESAGGKLE - - KKVLN [VGPPARGHEKACY - SLLERAYQH IN- -« 0. .- KCDNVVTTLISAG IFSVPTDYSLTYLLGVVTKN- - - - -
POCEXS 1/1-7176 VIVNPANGRMAHGAGVAGA | AEKAGSAF IKETSDMVKA- QG- VCQVGECYESAGGKLC - - KKVLN IVGPPARGHGKQCY - SLLERAYQHIN- - - - - - -KCDMWWVTTLISAGIFSVPTOVSLTYLLGVWVTKN- - - - -
QIBVGE 2/1-8709 VLVNAANGDLRHVGGVARAIDVF TGGKLTKRSKEYLKS - SK-AIAPGNAVLFENVLEH - -LSVLNAVGPRNGDSRVE- - -GKLCNVYKA|AK- - - - - -CDGKILTPLISVGIFKVKLEVSLQCLLKTVTDR- - - - -
POCGEV2.1/1-4017 W IVNAANGDLKHMGGVARAIDVF TGGKLTERSKDYLKK- NK- S IAPGNAVFFENVIEH- - LSVLNAVGPRNGDSRVE- - - AKLONVYKA | AK- - - - - - - CEGKILTPLISVG IFNVRLETSLQCLLKTVNDR- - - - -
POCEYE 1/1-8684 VIVNAANGDLKHMGGVARAIDVF TGGKLTERSKDYLKK- NK-SIAPGNAVFFENVIEH- - LSVLNAVGPRNGDSRVE- - - AKLCHNVYKA | AK- - - - - -CEGKILTPLISVGIFNVRLETSLQCLLKTVNDR- - - - -
POCEFE.1/1-4128 FVYWNAANEQLSHGGG | AKALDDLTKGELQVLSNQYVSR-NG-SIKVESGWLIKC- - KE--HSILNYVGPRKGKHAAE- - - - LLTKAYTFWFK- - --- .- QKGVPLMPLLSVG IFKVP I TESLAAFLACVGDR- - - - -
POCEWO. 1/1-6793 FUVNAANEQLSHGGG | AKALDDLTKGELAVLSNOYVSR-NG- 5 IKVESGVL IKC- - KE- - HS I LNYVGPRKGKHAAE - - - - LLTKAYTFVFK----- .- QKGVPLMPLLSVG IFKVP I TESLAAFLACVGDR- - - - -
POCEVE 1/1-4117 FVYVNAANEKLSHGGG IAKAIDVYTKGMLOKCSNDY | KA-HG-PIKVGRGWVMLEA - - LG - - LKVFNUVGPRKGKHAPE- - - - LLVKAYKSVFA- - - - - -NSGVALTPLISVGIFSVPLEESLSAFLACVGDR- - - - -
POCGYA. 1/1-6781 FUVNAANEKLSHGGG | AKAIDVYTKGMLAOKESNDY | KA-HG- P IKVGRGVMLEA- - LG - - LKVFNYVGPRKGKHAPE - - - - LLVKAYKSVFA- - - ... - NSGVALTPLISVG IFSVPLEESLSAFLACVGDR- - - - -
POCEU2 1/1-4085 F I VNAANENLAHGGGLAKALDVYTKGKLORLSKEHIGL - AG - KVKVGTGWVMVEC - -DS- - LRIFNUVGPRKGKHERD - - - - LLIKAYNTINN- - - - - -EQGTPLTPILSCGIFGIKLETSLEVLLDVCNTK- - - - -
POCEX1 1/1-8758 F | VNAANENLAHGGGLAKALDVYTKGKLORLSKEHIGL - AG- KVKVEGTGWVMVEC - -DS- - LRIFNUVGPRKGKHERD - - - - LLIKAYNT INN- - - - - -EQGTPLTPILSCGIFGIKLETSLEVLLDVCNTK- - - - -
POCGUS. 1/1-4060 FVYVNAANENLLHGGGVARAID ILTEGQLASLSKDY 55-NG-PLKVGAGVMLEC- - EK- - FNVFNYVGPRTGKHEHS - - - - LLVEAYNS ILF-- ... .- ENGIPLMPLLSCG IFGVRIENSLKALFSCD INK- - - - -
POCEXE 1/1-8729 FVWVNAANENLLHGGGVARAIDILTEGQLOSLSKDY | SS-NG-PLKVGAGWVMLEC - - EK- - FNVFNUVGPRTGKHEHS - - - - LLVEAYNS ILF-- - - - -ENGIPLMPLLSCGIFGVRIENSLKALFSCDIMNK- - - - -
KINE3B 1/1-4391 VLVNAANTHLKHGGG |AGAINAASKGAVOKESDEY ILA-KG-PLAQVGDSVLLOGHSLAK-N- ILHUVGPPARAKQDY - - - SLLSKCYKAMN - - - - - - SAYPLWWVTPLVSAGIFGVKPAVSFDYLIREAKTR- - - - -
KaNTCT.1/1-7078 VLVNAANTHLKHGGG | AGAINAASKGAVOKESDEY ILA-KG-PLAVEDSVLLAGHSLAK- N- | LHYVGPPARAKADY - - - SLLSKCYKAMN - - - - - - - - AYPLVVTPLVSAG IFGVKPAVSFDYL IREAKTR- - - - -
POCETS. 1/1-4481 1 LWVNAANTHLKHGGG |AAAIDRASGGLWVOAESDDYWNF - Y6 -PLNVGDSTLLKGHGLAT-G- I LHUVGPPARANGD I - - - QLLKRCYKAFN- - - - - - -KYPLWWSPL ISAGIFCWVEPRVSLEYLLSVWHTK:- - - - -
POCEWS.1/1-7182 1LWVNAANTHLKHGGG | AAAIDRASGGLWVOAESDDYWNF - Y6 -PLHNVGDSTLLKGHGLAT-6- I LHUVGPDARANGD ] - - - QLLKRCYKAFMN------ .- KYPLVWSPLISAGIFCWVEPRVSLEYLLSVWVHTK: - - - -
POCGFT.1/1-4441 VLVNAANRHLKHGGG | AGAINKASGGDVOEESDEY SN-5G-PLHVGDSVLLKGYGLAD - A- I LRVGPPARNNEDA- - - ALLKRCYKTFN--- ... .- KHTIVVTPLISSG IFSVDPKYSFEVLLANVTTT- - - ..
POCEW1.%/1-7128 VLVNAANRHLKHGGG |AGAINKASGGDVOEESDEY | SN-S6-PLHVGDSVLLKGYGLAD-A- I LRYVGPPARNNEDA- - - ALLKRCYKTFN- - - - - - SKHTIWWTPLISSGIFSVDPKVSFEYLLANVTTT - - - - -
POCGTA.1/1-4434 | LVNAANRHLKHGGG | AGV I NKASGGDVAEESDEY | SN-NG-PLHVGDSVLLKGHGLAD - A- | LHVGPPARNNEDA- - - ALLKRCYKAFN- -« ... - KHTIVVTPLISAG IFSVDPKYSFEVLLANVTTT - - ..
POCEW3. 4/1-7119 I LWVNAANRHLKHGGG |AGV INKASGGDWVAOEESDEY | SN-NG-PLHVGDSWVLLKGHGLAD - A- I LHUVGPPARNNEDA - - - ALLKRCYKAFN- - - - - - SKHTIWWTPLISAGIFSWVDPKVSFEYLLANVTTT - - - - -
POCETE. 1/1-4248 VLVNAANVNLHHGGGVAGALNRATNNAMOKESSEY | KA-NG- SLAQPGGHVLLSSHGLAS - HG | KRLGOQDL- - -ALLDAVYAAYT- - - - - - -GFDSVLTPLVSAGIFGF TVEESLCSLVKNVACT - - - - -
POCEWS.1/1-6930 VLVNAANVNLHHGGGVAGALNRATNNAMIKESSEY |KA-NG-SLQPGGHVLLSSHGLAS - HG | KRLGADL-- - ALLDAVYAAYT GFDSVLTPLVSAGIFGFTVEESLOSLVKNVACT
splMedjoun 14405 v A KHGGGVAG A MQ IR NG K VL L2 c GE B s. ] EVLLAPLL F IH 73 T
PODTCT. M1-4405 VVVNAANVYLKHGGGVAGALNKATNNAMOVESDDY |AT-NG-PLKVGGSCVLESGHNLAK-H-CLHYVGPHVNKGED | - - - QLLKSAYEMFN- - - - - - -QHEVLLAPLLSAGIFGADP IHSLRVCVDTVRTMN- - - - -
PODTDY. 1/1-7096  VVVNAANVYLKHGGGVAGALNKATNNAMAVESDDY |AT-NG-PLKVGGSCVLSGHNLAK- H- CLHYVGPHVNKGED |- - - QLLKSAYENFN- -« .- .- QHEVLLAPLLSAGIFGADP IHSLRVCVDTVRTN. - - - -
POCEUB 1/1-4382 VIVNAANIHLKHGGGVAGALNKATNGAMOKESDDY | KL -NG-PLTVGGSCLLSGHNLAK- K-CLHUVGPHNLNAGED I - - - QLLKAAYEMNFN- - - - - - -SODILLAPLLSAGIFGAKPLQSLAQVCVQTVRTQ- - - - -
POCEXT. ¥/1-7073 VIWVNAANIHLKHGGGVAGALNKATNGAMOKESDDY |KL-NG-PLTVGGSCLLSGHNLAK- K-CLHYVGPHLNAGED | - - - QLLKAAYENFN- -« --- .- SODILLAPLLSAGIFGAKPLQSLAVCVATVRT@:- - - - -
POCETT. 1/1-4380 YV IVNAANIHLKHGGGVAGALNKATNGAMOKESDHY | KL -NG-PLTVGGSCLLSGHNLAK. K-CLHYVGPNLNAGED | - - - OLLKAAYENFN- - -« .. SODILLAPLLSAGIFGAKPLOSLOMCVAOTVRTO - - - -
POCBWE %/1-7071 VIVNAANIHLKHGGGVAGALNKATNGAMOKESDHY |KL-NG-PLTVGGSCLLSGHNLAK- K-CLHUVGPHNLNAGED I - - - QLLKAAYEMNFN- - - - - - -SODILLAPLLSAGIFGAKPLQSLOMCVQTVRTQ- - - - -
POCGF5.1/1-4388 W I VNAANVHLKHGGGVAGALNKATNGAMAQESDDY | KK-NG-PLTVGGSCLLSGHNLAK- K- CMHYVGPHLNAGEDY - - - QLLKAAYANFN- -« ... - SQDVLLAPLLSAG IFGAKPLQSLKMCVETVRTE- - - - -
POCEVE /1-7079 VIVNAANVHLKHGGGVAGALNKATNGAMOQESDDY |KK-NG-PLTVGGSCLLSGHNLAK- K- CMHUVGPHNLNAGEDY - - - QLLKAAYANFN- - - - - - -SODVLLAPLLSAGIFGAKPLQSLKMCVETVRTQ- - - - -
POCEFB. 1/1-43768 VIVNAANTHLKHGGGVAGALNKATNGAMONESDEY |RQ-NG-PLTVGGSCLLSGHNLAE- K-CLHUYVGPHNLNAGEDY - - - QLLKRAYEMNFN- - - - - - -SODVLLAPLLSAGIFGAKPLQSLKMCVEIVRTQ- - - - -
POCEW2.1/1-7067 W IVNAANTHLKHGGGVAGALNKATNGAMONESDEY |RQ-NG-PLTVGGSCLLSGHNLAE- K- CLHYVGPNLNAGEDY - - - QLLKRAYENFN- -« - .- .- SQDVLLAPLLSAG IFGAKPLQSLKMEVE IVRT- - - - -
POCEF3.1/1-4569 YVWVNPANSQOLKHGGG |AKVISCMCGPKLOQAWSNNY | TK-NK- TVPVTKA IKSPGFQLGKKWVNI IHAVGPRVSDGDVF - - - QKLDQAWRSWVFDLCED- - - -QHT ILTSMLSTG IFGCTVNDSFNTFLSNVARLDKSL -
POCEV7. 1/1-8857 YVWVNPANSOLKHGGG |AKVISCMCGPKLOQAWSNNY | TK-NK- TVPVTKA |KSPGFQLGKKWVNI IHAVGPRVSDGDVF - - - QKLDQAWRSVFDLCED- - - -QHT ILTSMLSTG IFGCTVNDSFNTFLSNVARLDKSL -
POCGF4.1/1-4445 YVVNPANNGLKHGGG | AKYV I SCMCGPKLTSWSNNY | KQ- YK- KLGVTCA IRSPGFALGKEVA I I HYVGPKSADSDVY - - - NKLEASWRSVFQNVKP- - - -DTTVLTSMLSTG IFGCSVTDSATTLLSNLYDLDKDY
POCEVB 1/1-8733 YVWVNPANNOLKHGGG | AKVISCMCGPKLTSWSNNY |KQ-YK-KLGVTCA IRSPGFQLGKGVA I IHYVGPKSADSDVY - - - NKLEASWRSVFQNVKP- - - -DTTVLTSMLSTG IFGCSVTDSATTLLSNLVDLDKDV -
P36327.¥1-2485 VI INAANSKGUPGGGVCGALYKKFPESFDLQ- PIEVGKARLY - - -KGAA-KHI IHAVGPHNF NKVSEIEGDPKQLAEAYES |AK I WND - - NNYKSVAIPLLSTG IFSGNKDPRLTOSLNHLLTALD- - - -
P27T2B2.¥1-2493 V1 INAANSKGOPGGGVCGALYKKFPESFDLO - PIEVGKARLY - . -KGAA.KHI IHAVGPHNFNKVSEVEGDKOLAEAYES | AK|IVND- . NNYKSVAIPLLSTGIFSGNKDRLTOSLNHLLTALD. - - -
F36328.2/1-2493 V| I NAANSKGOPGGGVCGALYKKFPESFDLO - - - - - - - - - - - PIEVGKARLY - - -KGAA-KHI IHAVGPHNF NKVSEVEGDKQLAEAYES | AKIWVND - - NNYKSVAIPLLSTG IFSGNKDRLTAQSLNHLLTALD- - - -
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Figure 17 : Résultat d’alignement avec 100 séquences protéiques des différentes sources de
polyprotéine 1a le motif conservé est encadré en rouge.

3.1.6. Polyprotéine replicase lab
L’ alignement en utilisant BASLT a montré que la similarité de structure la plus proche en
dehors de sous Sarbecovirus est celle avec I’espece Rousettus bat coronavirus HKU9 (Zhou et al.,
2021)., de sous genre Nobecovirus. Une telle similarité montre un taux d’identité de 52,58%.
D’autre part, I’alignement multiple avec 100 autres séquences de polyprotéines réplicase
lab via clustal omega en utilisant Jalview pour visualiser le résultat n’a montré aucune région

conservative sur la séquence.
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Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download Selectcolumns ~ Show | 100 v | @
select all 100 sequences selected GenPept Graphics Distance tree of results  Multiple alignment MSA Viewer
Description Scientific Name | | Bl & ok 25 Accessior

Score Score Cover wvalue Ident Len
- - - - - -

Rechi; : Full=Replicase polyr 1ab: Sher=ppiab; AlName: Full=0RF1ab polypeotein: Contains: Rec... Severe acutere... 14365 14365 100% 0.0 100.00% 7096 PODTD11
RecMame: Full=Replicase polyprotein 1ab; Shord=pplab; AitName: Full=0RF1ab polyprotein; Contains: Rec... Severs acutere... 12658 12658 100% 0.0 BB6.01% TO73 POCEXT.A
Rechame: Full=Replicase polyprotein 1ab: Shori=pplab; AiName: Full=ORF1ab polyprotein: Contains: Rec... Bal SARS CoV ... 12589 12589 100% 00 8567% 7071 POCEWS.1
RecName: Full=Replicase polyprotein 1ab; Short=pplab; AllName; Full=-0RF1ab polyprotein; Contains: Rec... Bal SARS coron... 12587 12587 100% 0.0 B5.69% 7VDBY POCEW21
RecMame: Full=Replicase polyprotein 1ab; Shord=ppiab; AliName: Full=0RF1ab polyprotein; Contains: Rec... Bal Co\V 279/2005 11202 11202 85% 0.0 88.65% 7079 POCEVSA
RecName; Full=Replicase polyprotein 1a: Shori=ppia: AltName: Full=0RF1a palyprotein: Conlains; Recham... Sevare acutere... 8683 8693 62% 0.0 100.00% 4405 PODTC
RecName: Full=Replicase polyprotein 1a; Shor=ppila; AltName: Full=0RF1a polyprolein; Contains: RecNam. .. Severe acutere... 7160 7160 62% 0.0 80.13% 4382 POCEUS.1 >>
RecName: Full=Replicase polyprotein 1a: Short=ppla; AltName: Full=ORF 1a polyprolein: Contains: RecNam... Bal SARS coron... 7140 7140 62% 0o B80.05% 4376 PODCEFS1

RecName: Full=Replicase polyprotein 1a; Short=ppia; AltName: Full=DRF1a polyprotsin; Contains: RecMam. .. 7133 7133 62% 0.0 79.66% 4380 POCETT."

Rechame: Full=Replicase polyprotein 1ab; Shori=ppiab; AltName: Full=ORF1ab polyprotein; Contains: Rec... 5084 6258 05% 0.0 5258% |6930 POCAWS

RecName: Full=Replicase polyprotgin 1ab; Short=pplab; AtMame: Full=ORF1ab polyprotein; Contains: Rec... . HB49 B129 9E% 0.0 50.84% 7078 KONTCT

RecMame: Full=Replicase polyprotein 1ab; Short=ppiab; AllName: Full=-0RF1ab polyprotein; Contains: Rec... . BB45  B150  95% 0.0 51.41% 7182 POCEW4 n

w2 polyprotein 1a; Shori=pp1a; AltName: Full=ORF1a polyprotein; Contains: RecNam... Bal CoV 2792005 5726 5726 47T% 0.0 8331% 4388 POCEFS1

Rachi:

mnnnmnmmmmmm

Figure 18 : Résultat d’alignement via BLAST de la séquence de polyprotéine réplicase de
SARS-CoV-2.

3.2. Analyse des protéines via Prosite

Prosite a été utilisé pour la recherche de domaine indiquant I’appartenance & une famille
protéique et la recherche de sites et motif de fonctionnement protéique.
3.2.1. Protéine membranaire

La figure suivante montre les motifs protéiques retrouvés suite a I’analyse par Prosite.

sp-PODTCS-
VME1_SARS2  + P PS00005 PKC_PHOSPHO_SITE Protsin kinase C phosphoryiation site :
(sp-PODTCS-VME (222 aa)
1_SARS2) 99-101: sfR
Predicted feature:
PS00001 ASN_GLYCOSYLATION N-glycosylation site - MOD_RES 99 Phosphoserine [condition: S]
5-8: NGTT 172 -174: TSk
Predicted feature: Predicted feature: _ -
CARBOHYD 5 N-linked (GlcNAc...) asparagine  [condition: N] MOD_RES 172 Phosphothrecnine [condition: T]
PS00006 CK2_PHOSPHO_SITE Casein kinase Il phosphorylation site : 184 - 186: saR
9-12 Predicted feature:
A Tve MOD_RES 184 Phosphoserine [condition: 5]
Predicted feature:
MOD_RES 9 Phosphothreonine [condition: T) H . A ’
Figure 19 : Résultats d’analyse de la
212-215: SssD s ‘= . .
sequence protelque de protel ne membranaire
Predicted feature:

MOD_RES 212 Phosphasarine [condition: S] de SARS-CoV-2 avec Prosite.
PS00008 MYRISTYL N-myristoylation site :
79 - 84: GIainM

126 - 131: GTilTR

Les motifs retrouvés sont :

34
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- Unssite de glycosylation porté par I’asparagine (N) qui occupe la 5™ position au niveau de
la séquence, donc N(5) et le motif est NGTI ;

- Deux sites probables pour phosphorylation, 1I’un est porté par T(9) pour motif TVEE et
I’autre est porté par S(212), pour le motif SSSD ;

- Deux sites de N-myristoylation, porté chacun par G(79) et G(126) pour les motifs :
GIAIAM et GTILTR. Ces sites servent probablement a la fixation de la protéine avec la
membrane de I’enveloppe viral ;

- Et finalement, trois sites de phosphorylation par protéines kinase C, chacun est porté par
résidu sérine (S) et qui sont : S(99), S(172) et S(184).

3.2.2. Nucléoprotéine
La figure suivante montre les domaines et motifs protéiques retrouvés suite a I’analyse par

Prosite.
hits by profiles: [2 hits (by 2 distinct profiles) on 1 sequence]

Upper case represents match positions, lower case insert positions, and the "-' symbol represents deletions relative to the matching profile.

ruler: 1 100 200 300 400 500 600 700 800 200 1000
sp-PODTCO-

NCAP_SARS2 : ! @10 2a)

(sp-PODTCO-NCA W RIS

P SARS2)

PS51928 COV_N_NTD Coronavirus nucleocapsid (CoV N) protein N-terminal (NTD) domain profile :

48 - 175: score = 55.653

NTASWFTALTQHGK - EDLKFPRGQGVPINTNSSPDDQIGYYRRATRr IRGGDGKMKDLSP
RWYFYYLGTGPEAGLPYGANKDGIIWVATEGALNTPKDhIGTRNPANNAAIVIQLPQGTE
1PKGFYAEG

Predicted feature:
DOMAIN 48 175 CoV N NTD [condition: none]

PS51929 COV_N_CTD Coronavirus nucleocapsid (CoV N) protein C-terminal (CTD) domain profile :

247 - 364: score = 50.581

TKKSAAEASKKPRQKRTATKAYNVTQAFGRREgpeQTQGNFGDQELTRQGTDYKHWPQIAQ
FAPSASAFFGMSRIGMEVTPSGTWLTYTGAIKLDDKDPNFKDQVILLNKHIDAYKTFP

Predicted feature:
DOMAIN 247 364 CoV NCTD [condition: none]

hits by patterns with a high probability of occurrence or by user-defined patterns: [33 hits (by 6 distinct patterns) on 1 sequence]

1 100 200 00 400 S0 SO0 FO0 SO0 200 1000y
ruler:
PUDTCQ_ * *hde & * & .io +
sp- H Ha e 4t i
NCAP_SARS2 Fat ek {419 aa)
(sp-PODTCA-NCA it
P SARSZ?) i

Figure 20 : Résultats d’analyse de la séquence protéique de nucléoprotéine de SARS-CoV-2
avec Prosite.
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Les domaines et motifs retrouvés sont :

Deux domaines de nucléocapside pour Coronavirus (I’un est N-terminal 48-175 et I’autre
est C-terminal 247-364) ;

12 sites de N-myristoylation, porté chacun par G(25), G(44), G(71), G(120), G(175),
G(178), G(179), G(200), G(204), G(214), G(244) et G(328), respectivement pour les
motifs : GSNQNG, GLPNNT, GVPINT, GLPYGA, GSRGGS, GGSQAS, GSQASS,
GSSRGT, GTSPAR, GGDAAL, GQTVTK et GTWLTY. Ces sites servent probablement
a la fixation de la protéine avec la membrane de I’enveloppe viral ;

3 sites de glycosylation porté par I’asparagine (N) qui occupe les positions 47, 192 et 269
au niveau de la séquence avec les motifs NNTA, NSSR et NVTQ ;

6 sites de phosphorylation par caséine kinase Il, qui sont portés par : S(78), S(79), T(115),
T(141), S(250) et S(412) ;

Un site de phosphorylation par protéine kinase AMPc et GMPc dépendent pour le motif
RRAT ;

10 sites de phosphorylation par protéines kinase C, portés par résidu sérine (S) ou thréonine
(T) et qui sont : T(91), S(105) et T(141), S(183), S(187), S(193), S(201), S(235), T(247) et
S(255) ;

Et finalement, un site d’amidation pour le motif FGRR.

3.2.3. Petite protéine d’enveloppe

La figure 21 montre les motifs protéiques retrouvés suite a I’analyse par Prosite pour la

petite protéine d’enveloppe.

Les domaines et motifs retrouvés sont :

Au niveau de la séquence de la position 1 a 75 est occupé par le profil de protéine de
I’enveloppe de Coronavirus ;

Deux sites de glycolisation de type N-liée, portés chacun par asparagine : N(48) et N(66) ;
Et finalement, un site de phosphorylation par protéine kinase C porté par sérine S(67).

3.2.4. Glycoprotéine de spicule (Spike)

La figure 22 A, 22 B et 22 C montrent les domaines et motifs protéiques retrouvés suite a

I’analyse par Prosite pour la glycoprotéine de spicule.

Les domaines et motifs retrouvés sont :
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hits by profiles: [1 hit (by 1 profile) on 1 sequence]

Upper case represents match positions, lower case insert positions, and the -' symbol represents deletions relative to the matching profile.

ruler: 1 100 200 300 400 500 600 700 800 Q00 1000
sp-PODTC4-

VEMP_SARS?2

(so-POTCAVEM (i 0%

P SARS2)

PS51926 COV_E Coronavirus envelope (CoV E) protein profile :

1-75: score = 27.870

-~ -MYSFVSEETGTLIVNSVLLFLAFVVFLLVTLAILTALRLCAYCCNIVNVSLVKPSFY
VYSRVKNLNSS - - - -RVPDLLV-— -~~~ - -

hits by patterns with a high probability of occurrence or by user-defined patterns: [3 hits (by 2 distinct patterns) on 1 sequence]

ruler: 1 100 200 300 400 500 600 700 800 Q00 1000
sp-PODTC4- R

VEMP_SARS?2

(sp-PODTCA-VEM ' : (75 aa)

P SARS?)

PS00001 ASN_GLYCOSYLATION N-glycosyilation site :

48 - 51: NVSL

Predicted feature:
CARBOHYD 48 N-linked (GIcNAc...) asparagine [condition: N]

66 - 69: NSSR

Predicted feature:
CARBOHYD 66 N-linked (GIcNAc...) asparagine [condition: N]

PS00005 PKC_PHOSPHO_SITE Protein kinase C phosphorylation site :

67 - 69: SsR

Predicted feature:
MOD_RES 67 Phosphoserine [condition: S]

Figure 21 : Résultats d’analyse de la séquence protéique de petite protéine d’enveloppe de
SARS-CoV-2 avec Prosite.

- Deux domaines pour glycoprotéine spike de Betacoronavirus, un domaine de sous unité S1
N-terminal de 9-303, contenant 3 ponts disulfures, respectivement entre cystéines : 15-136,
131-166 et 291-301, un domaine de sous unité S1 C-terminal de 334-527 contenant
également 3 ponts disulfures entre cystéines : 336-361, 379-432 et 391-525 ;

- Deux domaines pour glycoprotéine spike de Coronavirus, un pour le profil de la région de
sous unité 2 heptade répétée 1 (HR1) entre 896-1001 et I’autre est pour le profil de la région
de sous unité 2 heptade répétée 2 (HR2) entre 1143-1225 ;
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hits by profiles: [4 hits (by 4 distinct profiles) on 1 sequence]

Upper case represents match positions, lower case insert positions, and the *-' symbol represents deletions relative to the matching profile.

1 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
ruler:
sp-PODTC2-
SPIKE_SARS2 . e — <
KE_SARS2)

PS51922 BCOV_S1_NTD Betacoronavirus spike (S) glycoprotein S1 subunit N-terminal (NTD) domain profile :

9 -303: score = 49.266
PLVSSQCVNLTTR------- TQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSVLHSTQd1FLPFFSN
VTWFHAIHVSGTNGTKRFDNP-VLPFNDGVYFASTEKSNIIR- - -~ - GWIFGTTLDS

KTQSLLIV--- -NNATNVVIKVCEFQFCNDPFLGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTF
EYVSQPFLMDLEGKQGNFKn1lrefvFKNIDGYFKIYSKHTPInlvrdlpQGFSALEPLVD
LPIGINITRFQTLLALHRSYLTpgdsssgWTAGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDA
VDCALDPLSETKCTL

Predicted features:

DOMAIN 9 303 BetaCoV S1-NTD [condition: none]
DISULFID 15 136 [condition: C-x"-C]
DISULFID 131 166 [condition: C-x"-C]
DISULFID 291 301 [condition: C-x™-C]

Absent feature:
DISULFID 143 245 [condition not true: C-x*-C]

PS51921 BCOV_S$1_CTD Betacoronavirus spike (S) glycoprotein S1 subunit C-terminal (CTD) domain profile :

334 - 527: score = 64.510

NLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFT
NVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDF TGCVIAWNSNN - - - LDSKVGGNY
NYLYRLFRKSNLKpFERDISTEIYQAGSTPCNG---------------- WESEEEEEE GF
NCYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAP-ATVCGP

Predicted features:

DOMAIN 334 527 BetaCoV S1-CTD [condition: none]

DISULFID 336 361 [condition: C-x*-C]
DISULFID 379 432 [condition: C-x*-C]
DISULFID 391 525 [condition: C-x*-C]

PS51923 COV_S2 HR1 Coronavirus spike (S) glycoprotein S2 subunit heptad repeat 1 (HR1) region profile

896 - 1001: score = 50.311
IPFAMQMAYRFNGIGVTQNVLYENQKLIANQFNSATGKIQDSLSSTASALGKLQDVVNQN
AQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDKVEAEVQIDRLITGRL

PS51924 COV_S2 HR2 Coronavirus spike (S) glycoprotein S2 subunit heptad repeat 2 (HR2) region profile

1143 - 1225: score = 29.395

PELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQE
LGKYEQYIKWPWYIWLGFIAGLI

hits by profiles with a high probability of occurrence: [1 hit (by 1 profile) on 1 sequence]

Upper case represents match positions, lower case insert positions, and the -' symbol represents deletions relative to the matching profile.

1 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
ruler:

sp-PODTC-

SPIKE_SARS? :
(sp-PODTC2-SPI G- (127323)
KE_SARS2 ) .

PS50311 CYS_RICH Cysteine-rich region profile :

1235-1254:  score = 14.622

CemtsccsclkgecscgseC

Figure 22 A : Résultats d’analyse de la séquence protéique de la protéine de spicule de SARS-
CoV-2 avec Prosite.
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- 22 sites de glycolisation de type N-liée, portés chacun par asparagine : 17, 61, 74, 122, 149,
165, 234, 282, 331, 343, 603, 616, 657, 709, 717, 801, 1074, 1098, 1134, 1158, 1173 et

1194 ;

hits by patterns with a high probability of occurrence or by user-defined patterns: [78 hits (by 6 distinct patterns) on 1 sequence]

ruler:

sp-PODTC2-
SPIKE_SARS2

KE_SARS2 )

+ 4R 244 B4
X { b 4es 4
(sp-PODTC2-SP1  t—HHHHH

200 300 400

*4 +

*

PS00001 ASN_GLYCOSYLATION N-glycosylation site :

17 - 20: NLTT

Predicted feature:
CARBOHYD 17

61 - 64: VT

Predicted feature:
CARBOHYD &1

74-7T: NGTK
Predicted feature:
CARBOHYD 74

122 -125: NATH

Predicted feature:
CARBOHYD 122

149 - 152 NKSW
Predicted feature:
CARBOHYD 149

165 - 168: NCTF

Predicted feature:
CARBOHYD 165

234 - 237: NITR
Predicted feature:
CARBOHYD 234
282 - 285: NGTI

Predicted feature:
CARBOHYD 282

33 -334: NITH

Predicted feature:
CARBOHYD 331

343 - 346: NATR

Predicted feature:
CARBOHYD 343

603 - 606: NTSH

Predicted feature:
CARBOHYD 803

M-linked (GlcMAc...) asparagine

N-linked (GlchAc...) asparagine

M-linked (GlcMAc...) asparagine

MN-linked (GlcNAC...) asparagine

M-linked (GlcMAc...) asparagine

N-linked (GlcMNAC...) asparagine

N-linked (GlchAc...) asparagine

MN-linked (GlcMNAc...) asparagine

M-linked (GlcMNAc...) asparagine

M-linked (GlcMNAc...) asparagine

MN-linked (GlcMAc...) asparagine

+e +
lﬁ fll et

Gy 600

+ 44

TH—1++
H+

[condition: N]

[condition: N]

[condition: N]

[condition: NJJ

[condition: N]

[eondition: NJ

[condition: N]

[condition: N]

[condition: N]

[condition: N]

[condition: N]

F00 800 900

+ " *oe

(18 IR B I B
i i

616 - 619: NCTE

Predicted feature:
CARBOHYD 616

657 - 660: NHSY

Predicted feature:
CARBOHYD 857

709 -T12: NHST
Predicted feature:
CARBOHYD 709

747 - T20: NFTT

Predicted feature:
CAREBOHYD 77

801 - 804: NF5Q
Predicted feature:
CARBOHYD 801

1074 - 1077: NFTT

Predicted feature:
CAREBOHYD 1074

1098 - 1101: NGTH

Predicted feature:
CARBOHYD 1008

1134 - 1137: HNTV

Predicted feature:
CARBOHYD 1134

1158 - 1161: NHTS
Predicted feature:
CARBOHYD 1158

173 - 1176: HASV

Predicted feature:
CARBOHYD 1173

1164 - 1197: NESL

Predicted feature:
CARBOHYD 1194

N-linked (GlcNAc...) asparagine

N-linked (GlchAc...) asparagine

N-linked (GlcNAc...) asparagine

N-linked (GlcNAc...) asparagine

N-linked (GlchAc...) asparagine

N-linked (GlcNAc...) asparagine

N-linked (GlchAc...) asparagine

MN-linked (GlcNAc...) asparagine

M-linked (GlchNAc...) asparagine

M-linked (GlcNAc...) asparagine

N-linked (GlcNAc...) asparagine

(1273 aa)

[condition: N]

[condition: N]

[condition: NJI

[eandition: NJ

[condition: N]

[eandition: NJ

[condition: N]

[condition: N]

[condition: N]

[condition: N]

[condition: N]

Figure 22 B : Résultats d’analyse de la séquence protéique de la protéine de spicule de SARS-

CoV-2 avec Prosite.

- 14 sites de phosphorylation par protéine kinase C portés par Thréonines : 19, 76, 95, 302,
376, 415, 632, 998, 1105 et sérines : 555, 680, 813, 1037 et 1147 ;



Partie 3

Résultats et discussions

- 14 sites de phosphorylation par caséine kinase 11, qui sont portés par sérines : 50, 151, 221,

816, 982, 1147, 1196 et thréonines : 108, 250, 284, 734, 827, 1136 et 1160 ;

PS00005 PKC_PHOSPHO_SITE Frotsin kinase C phosphorylation site :

PS00006 CK2_PHOSPHO_SITE Casein kinase Il phosphorylation site :

19-21: TR 50 - 53; stqn
Predicted feature: Predicted feature:
MOD_RES 19 Phosphothreonine [condition: T] MOD_RES 50 Phosphoserine [condition: ]
76 - 78: ThR 108 - 111: Ttip
Predicted feature: Predicted feature:
MOD_RES 76 Phosphothreonine [condition: T] MOD_RES 108 Phosphothreonine [condition: T}
95 -97: Tex 151 - 154: SWmE
Predicted feature: Predicted feature:
MOD_RES a5 Phosphothreonine [condition: T] MOD _RES 151 Phosphoserine [condition: 5]
302 - 304: Tik 221 - 224: salk
Predicted feature: Predicted feature:
MOD_RES 302 Phosphothreonine [condition: T] MOD_RES 21 Phosphoserine [condition: 5]
376 - 378: T 250 - 253: TpeD
Predicted feature: Predicted feature:
MOD_RES 316 Phosphathreonine [condition: T] MOD_RES 250 Phesphethreonine [condition: T
415 - 417: Tk 284 - 28T: Titn
Predicted feature: Predicted feature:
MOD_RES 415 Phosphothreonine [condition: T] MOD_RES 284 Phesphethreonine [condition: T
555 - 557: SnK 734 -73T: Tsvi
Predicted feature: Predicted feature:
MOD_RES 555 Phosphosering [condition: 5] MOD RES 734 Phosphothreonine [condition: T1
632 - 634: TWR 816 - 819: sfik
Predicted feature: Predicted feature:
MOD_RES 632 Phosphothreonine [condition: T] MOD_RES 816 Phosphoserine [condition: S]
680 - 682: SpR 827 - 830: Tlap
Predicted feature: Predicted feature:
MOD_RES 680 Phosphoserine [condition: S] MOD_RES az27 Phosphothreonine [condition: T)
813 -815: skR 982 - 985: srln
Predicted feature: Predicted feature:
MOD_RES 813 Phosphoserine [condition: S) MOD_RES 982 Phasphaserine [condition: S]
998 - 1000: TER 1136 - 1138: TvyD
Predicted feature: Predicted feature:
MOD_RES 998 Phosphathreonine [condition: T] MOD_RES 136 Phasphothrecnine [condition: T]I
1037 - 1039: skR 1147 - 1150: SfkE
Predicted feature: Predicted feature:
MOD RES 1037 Phosphoserine [condition: S] MOD_RES 1147 Phosphoserine [condition: ]
1105 - 1107 TqR 1160 - 1163: Tsp
Predicted feature: Predicted feature:
MOD_RES 1105 Phosphathreonine [condition: T) MOD_RES 1160 Phosphothrecnine [condition: T)
1147 - 1149: sFK 1196 - 1199: 51iD
Predicted feature: Predicted feature:
MOD_RES 1147 Phosphoserine [condition: S] MOD_RES 1196 Phosphoserine [condition: S]
PS00008 MYRISTYL MN-myristoylation site 476 - 481: GStpCH
- B0d: : PS00004 CAMP_PHOSPHO_SITE cAMP-
72-77: 6TngTK 545 - 550: 6LtgTG Lolis S = = e —
dependent protein kinase phosphorylation site
89-94: vyfas 601 - 606: GTntsn 908 - 913: GIgVTQ )
356 - 359: KRiS
184 - 189: GNFKNL 848 - 653: GCliGA 910 - 915: GVLGNY
232-237: GINiTR 867 - 672: GAgicA 971 - 976: GALSSV 528 - 531: KKST
- 316: -674: 1093 - 1098: GVFvsH
-6 sryars 669 - 674; Iy N PS00016 RGD Cell attachment sequence
381 - 386: GVspTK 700 - 705; GAENSV 1131 - 1136: GIvnNT
403 - 405: RGD
431-436: GCViAM 757 - 762: GsFcTQ 171 - 1176: GInasv
446 - 451: GEnyNY 880 - 885: GTits6 1246 - 1251 GCCsCG

Figure 22 C : Résultats d’analyse de la séquence protéique de la protéine de spicule de SARS-CoV-2 avec
Prosite.
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- 25 sites de N-myristoylation caractérisant les glycines : 72, 89, 184, 232, 311, 381, 431,
446, 476, 545, 601, 648, 667, 669, 700, 757, 880, 889, 908, 910, 971, 1093, 1131, 1171 et
1246 et qui servent probablement a I’encrage avec la membrane de I’enveloppe viral ;
- Deux sites de phosphorylation par protéine kinase AMPc dépendent pour le motif
(356)KRiS(359) et (528)KKsT(531) ;
- Et finalement, un motif d’attachement cellulaire représenté par la séquence
(403)RGD(405).
3.2.5. Polyprotéine réplicase la

La figure 23 A et 23 B montrent les domaines et motifs protéiques retrouvés suite a I’analyse
par Prosite pour la polyprotéine réplicase la.

Les domaines et motifs retrouvés sont :

- Domaine globulaire Nspl de Coronavirus de la position 12 a 127 ;

- Domaine Nspl C-terminal de Betacoronavirus de la position 148 4 179 ;

- Domaine Nsp2 N-terminal de Coronavirus de la position 183 a 456 contenant 3 régions de
doigts de zinc occupant les positions : 200-236, 323-344 et 370-416 regroupant au total 12
résidus portant de zincs : C(200), C(231), H(234), H(236), C(323), C(326), C(341), C(344),
C(370), C(373), H(382) et C(416) ;

- Domaine moyen Nsp2 de Coronavirus de la position 458 a 688 ;

- Domaine Nsp2 C-terminal de Coronavirus de la position 690 a 818 ;

- Domaine Nsp3a Ubl de Coronavirus de la position 821 & 929 ;

- Macro domaine de la position 1025 a 1194 ;

- Domaine Nsp3c-N de Sarbecovirus de la position 1231 a 1359 ;

- Domaine Nsp3c-M de Betacoronavirus de la position 1367 & 1494 ;

- Domaine Nsp3c-C de Betacoronavirus de la position 1496 a 1561 ;

- Domaine Nsp3d Ubl de Coronavirus de la position 1565 & 1620 ;

- Domaine de I’appartenance a la famille de peptidases C16 de la position 1634 a 1898
contenant : un site actif qui composé de deux résidus d’acide aminé C(1674) et H(1835)
d’activité papaine like protéase, un doigt de zinc de type C4 de la position 1752 a 1789 ;

- Domaine de liaison a I’acide nucléique Nsp3e de Betacoronavirus de la position 1911 a
2021 ;
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hits by profiles: [21 hits (by 21 distinct profiles) on 1 sequence]

Upper case represents match positions, lower case insert positions, and the - symbol represents deletions relative to the matching profile.

1 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
ruler:

sp-PODTCA-
R1A_SARS2
(sp-PODTC1-R1A
_SARS2)

PS51940 SARS_NSP3C_N Sarbecovirus Nsp3c-N domain profile :
(4405 aa)
1231 -1359:  score =68.012

PS51962 GOV_NSP1 - Coranavinus (CoV) Nsp globular domain profie : KIKACVEEVTTTLEETKFLTENLLLYTDINGNLHPDSATLVSDIDTTFLKKDAPYTVGDV
12-121:  score=438685 VQEGVLTAVVIPTKKAGGTTEMLAKALRKVPTDNYITTYPGQGLNGYTVEEAKTVLKKCK
:x([y st wlquunvlvm.\mt.wlI—‘;:\r;»muuu mx.l(‘(;\‘v: ;;IKI:;\HWE;S SAFYILPSI
LLRKNG
Predicted feature: PS51941 BCOV_NSP3C_M Betacoronavirus Nsp3c-M domain profile :
DOMAIN 12 127 CoV Nsp1 globular [condition: none] = =
PS51963 BCOV_NSP1_C Befacoronavirus (BetaCoV) Nsp1 C-terminal domain profile 1 367 1494_ score = 61 482
148 -179: score = 18.539 ) )
ELGTOPYEDF QEMNTIIISSGVERELMACLIG ILGTVSWNLREMLAHAEETRKLMPVCVETKAIVSTIQRKYKGIK IQEGVVDYGARFYFYT
Predicted feature: SKTTVASLINTLNDLNETLVTMPLGYVTHGLNLEEAARYMRSLKVPATVSVSSPDAVTAY
DOMAIN 148 179 BetaCoV Nsp1 C-lerminal [condition: none] NGYLTSSS

PS51989 COV_NSP2 N Coronavirus (CoV) Nsp2 N-terminal domain profile -

183-456:  score= 117132 PS51942 BCOV_NSP3C_C Befacoronavirus Nsp3c-C domain profile :

TRYVDNNFCGPDYPLECTkd11aragkasCTLSEQLDF IDTKRGVYCCREHEHETAWYT
ERSEKSYELQTPFEIKLAKKFOTFNGRCPHFVFPLIS 1TKT TQPRVEKKKLDGFNGRIRS

V-~ YPUASPHECHQHCLSTLHKEDHEGE T SMQTGDEVICAT - COFCGTENL TKEGATIC 1496 - 1561: score = 23.328
VLPQUAVVK AEVhnesplk Ui | RKGERTIAEGECVESYVGCHN
EAMPRISAIESCITNG -EGSELINELERLQC TPEEHFIETISLAGSYKDWSYSGQSTQLGIE - - - - FLKRGDKSVYYTSNPTTFHLDG-EV
Predicted features:
DOMAIN 183 458 CoV Nsp2 N-terminal [condition: none] IT---FDNLKTLLS
METAL 200 Zinc 1 [eondition: C] aroup: 1] . A
REGION 200 236 C2H2 [condition: none] aroup: 1] Predicted feature:
METAL 231 Zinc 1 [condition: €] aroup: 1]
METAL 234 Zinc 1 [condition: H] group: 1] DOMAIN 1496 1561 DPUP
METAL 238 Zinc 1 [condition: H] group: 1]
METAL 323 Zinc2 (sonditon: C] loroup:2] PS51944 COV_NSP3D_UBL Coronavirus Nsp3d Ubl domain profile :
REGION 323 344 o4 [condition: rone] [group: 2]
METAL 32 Zinc2 [condition: C] fgroup: 2]
METAL 3 zZine 2 [condiition: C] [group: 2] 1565 - 1620: score = 23.056
METAL 344 Zinc 2 [condition: C] lgroup: 2]
e P - o P VRTIKVFTTVDNINLHTQUVDMSMTYGQQFGPTYLDGADVTK TKPHNSHEGKTFYV
REGION 70 416 C2HC [condition: none] fgroup: 3]
ML G8 B Eer I lgroup: 3] PS51124 PEPTIDASE_C16 Peptidase family C16 domain profile :
METAL 382 Zinc 3 conditien: H] lgroup: 3] =
METAL 216 Zinc 3 [oondition: C] [aroup: 3]

PS51990 COV_NSP2_M Coronavirus (CoV) Nsp2 middle domain profile : 1634 -1898:  score = 60.973

YYHTTDPSFLGRYMSALNHtKKWKYPQVNGL TSIKWADNNCYLATALLTLQQIELKFNPP

458 - 688: =71.245
S ALQDAYYRARAGEAANFCALILAYCNKTVGELGDVRETMSYLFQHANLDSCKRVLNVVCK
KVNINIVGDFKLNEEIALTLASESASTSAFVE TVKGLDYKAFKQIVESCGHFKVTKGKAK
KGANNIGEQKSTLSPLYAFASE-~ RSIFSRTLETAQNSVRAVLQKAATTILDGISQ tCGQQTTLKGVEAVMYMGTL SYEqTkKGVQIPCTCGKQATKYLVQQESPFVMMSAPPAQ
YSLRLIDAMME TSDLATNNLYVMAYTTGGVOLTSOWLTHI FGTVYEKLKPVLDWLEEKS YELKH- -GTFTCASEYTGNYQCGHYKhITSKETLYCIDGALLTKSSEYKGPITDVFYKEN
KEGVEF LrDGHE IVKF 1STCACE TVGGOTVTCAKE TKESVOTF FKLVNKF LAL SYTTTIKPVTYKLDGVVCTEIDPKLDN
Predicted feature: Predicted features:
DOMAIN 458 686 CoV Nsp2 middle [condition: none] DOMAIN 1634 1898 Peptidase C16 [condition: none]
; . ) ACT_SITE 1674 For PL-PRO activity [condition: C]
PS51991 COV_NSP2_C Coronavirus (CoV] Nsp2 C-terminal domain prefile : 7N FING 1752 1789 CAtype [oondition: C-x*-C]
690 - 818: score = 44 488 ACT_SITE 1835 For PL-FRO activity [candition: H]
ADSTTTGGAKLKALHLGETFVTHSKGLYRKCVKSREETGLLMPLKAPKETTFLE - - GETL NAB : 3 Joic acid-bil in orofile -
PTEVLTEEVWLKTGDLQP]eqPTSEAVEAPLVGTPVC TNGLMLLETKDTEKYCALAPNMM FS51845/ BCOV_NEP38.| Betacoronevis I ackihinding (NAB) :
VTHITETLGS 1911-2021:  score = 47.007
Predicted feature: PIDLVPHQPYPNASFONFKFVCDNI - KFADDLNQLTGYK - - KPASRELKVTFFPDLNGOV
DOMAIN G90 818 CoV Nsp2 C-terminal [condition: none] VATDYKHYTPSFEKGAKLLHICP TVWHVNNATNKATYKPNTWC TRCLWS TKPVET
PS51943 COV_NSP3A_UBL Coronavirus Nspda Ubl domain profile Predicted feature:
virus :
- - DOMAIN 1911 2021 MNudeic acid-binding [condition: none]
821-929: = 56.608
score PS51994 BCOV_NSP3E_G2M Batacoronavirus Nsp3e group 2-specific marker (G2M) domain prof
TKVTFGDOTVIEVQGYKS - VNI TFELDERTDKVLNEKCSAYTVELGTEVNEFACYVADAY
TKTLOPVSELL TPLGIDLDEWSMATYYLFDESGEFKL ASHMYCSFYPPOE 2046 - 2155:  score = 27.824
PS51154 MACRO Macro domain profile - PVSEEVVENP - TIQKD-VLEC - NVKTTEVWGDT ILKPANNS - LKITEEVGHTOLMAAYVD
NSSLTIKKPNELSRVLGLETLAT HGLAAVNSVPWOT TAN YAKPFLN
KWSTTTH

1025-1194:  score =18.014

WNSFSGYLKLTDHVYIKNADIVEE akkvKPTVVVHAANVYL KHGGGVAGALNKA nnamg Predicted feature:

vesddyiatnGe LEVGGESCVLSGHNLA - KHELHVVGPNVINKG - - ED DOMAIN 2046 2155 G2M [condition: none]
IOLLKSAYENF NOHEVLLAPLLSAGLFGADP IHSLRVEVDTVRTH v
YLAVFOKNLYOKLVSSFLEMK PS51982 COV_NSP3_Y3 Coronavirus Nsp3 Y3 domain profile :

2660 - 2763:  score=43.724

QSDIEVTGDSCNNYMLTYNKVENMTPRDLGAC IDCSARHINAQVAK SHNTAL TWNVKDFH
SLSEQLRKQIRSAAKKNNLPFELTCATTROVWNWIT TKIALKGG

Predicted feature:
DOMAIN 2660 2783 CoV MNsp3 Y3 [condition: none]

Figure 23 A : Résultats d’analyse de la séquence protéique de polyprotéine réplicase la de
SARS-CoV-2 avec Prosite.
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- Domaine Nsp3e de groupe de marqueur spécifique 2 de Betacoronavirus de la position

2046 & 2155 ;
- Domaine Nsp3 Y3 de Coronavirus de la position 2660 a 2763 ;
- Domaine Nsp4 C-terminal de Coronavirus de la position 3165 & 3263 ;

- Domaine de protéase principale de Betacoronvirus de la position 3264 a 3569, contenant

un site actif a activité protéase 3CL composé de deux résidus aminoacides : H(3304) et

C(3408) ;

- Domaine du cofacteur Nsp7 de I’ARN polymérase dépendante de I'ARN du Coronavirus

de la position 3860 a 3942 ;

PS51046 COV_NSPAC Coronavirus Nspd C-terminal (Nsp4C) domain profile - PS551950 COV_NSP8 C: irus RNA. RNA (RdRp) Nsp8 cofactor domain profile :
3165 - 3263: score = 40,913 3943 - 4140: score = 75.721
VVFNGVSFSTFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDV] LPLTQYNRYLALYNKYKYFSGAMDTT ::‘::‘:?;m‘m““;:”w“ww iy ::: KKSL MIPKSEFORI vﬁ:‘:l[i
DAL L S R R PLTTAAKLMWWIPDYHTYENTCOGTTF TYASALWEIQQVVIMDSKIVOL SE TSMONSPNL
Predicted feature: AWPLIVTALRANSAVELQ
DOMAIN 3165 3263 NspdC [condition: none] Predicted feature:
DOMAIN 3943 4140 RdRp Nsp8 cofactor [condition: nona]

PS51442 M_PRO Coronavirus main protease (M-pro) domain profile :

PS51951 COV_NSP9_SSRNA_BD Ci irus Nsp@ single: RNA (ssRINA)-binding domain profile :

3264 - 3569: score= 154,193

SGFRKMAFPSGEVEGCMVQVTCGTTTLNGLWLDOVVYCPRHVICTSEDMLNPNYEDLLIR
KSHHNF LVQAGNVQLRVIGHSMONCVLELKVDTANPK TPRYKFVRIQPGQTF SVLACYNG
SPSGVYQUAMRPNF TIKGSFLNGSCOSVGFNIDYDOVSFCOYMHHME LPTGVHAGTDLEGN
FYGPEVDRQTAQAAGTDTT I TVHVLAWL YAAV THGORWE LHRF TTTLNDFNLVAMKYNYE Predicted feature:

4141 - 4253: score = 47,646

NMELSPVALROMSCAAGTTQTACTDOMAL aYYNT TKGGRFVLALLSDLODLKWARF PESD
GTETI¥TELEPPCRFVTDTPEGPEVEYLYF IKGLNNLNRGMVLGSLAATVRLG

PLTQDHV i LGPLSAQTGIAVLDMCASLKEL LgNGMNGRT I LGSAL L EDEF TPFOVVRQC

] DOMAIN 4141 4253 Nspf ssRNA-binding [condition: none]
Predicted features: PS551952 COV_EXON_MTASE_COACT Coronavirus (ColV) ExoN/MTase coactivator domain profile :
DOMAIN 3264 3569 Peptidase C30 B [cond?l?on: none] 4254-4392:  score = 61.100
ACT—SITE 3304 For 3CL-PRO amlw [mndl“on: H] AGHATEVPANS TVL SFCAFAVDAAKAYKDYLASGGOP TTHCVEKMLC THTGTGQATTVTPE
ACT_SITE 3408 For 3CL-PRO activity [condition: CJ ANMDOE SFGGASCCLYCRCHIDHPNPEGF COLKGKYVQIPT TCANDPVGF TLENTVCTVE
= GMAKGYGCSCOQLREPMLY
PS51949 COV_NSPT Coronavirus RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) NspT cofactor domain profile ; Predicted features:
. _ DOMAIN 4254 4392 ExoN/MTase coactivator [condition: nomne]
3360-3042:  score=32510 METAL 4327 Zinc 1 [condition: C)
SKMSDVKCTSVVLLSVLOQLAVESSSKLWAQCVQLHNDTLLAKDTTEAF EKMVSLLSVLL . ———
SHOGAVDTHKLCEEMLDNRATLO METAL 4330 Zinc 1 [eondition: C]
e — METAL 4336 Zinc 1 [condition: H]
Tec i Medume: METAL 4343 Zinc 1 [condition: C]
DOMAIN 3860 3042 RdRp NspT cofactor [eondition: none] METAL 4370 Zine 2 [condition: C]
METAL 4373 Zinc 2 [condition: C]
METAL 4381 Zinc 2 [condition: C]
METAL 4383 Zinc 2 [condition: C]
hits by patterns: [1 hit (by 1 pattern) on 1 sequence]
4 100 200 JFOO A0 500 600 FO0 SO0 SO0 1000
ruler:
sp-PODTC1-
R1A_SARS2
(sp-PODTC1-R1A
_SARS2)
FPS00867 CPSASE_2 Carbamoyl-phosphate synthase subdomain signature 2 :
2061 - 2068: [confidence level: (-1)] WVLECMVKT
Ll
(4405 aa)

Figure 23 B : Résultats d’analyse de la séquence protéique de polyprotéine réplicase la de

SARS-CoV-2 avec Prosite.
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- Domaine du cofacteur Nsp8 de I’ARN polymérase dépendante de I'ARN du Coronavirus
de la position 3943 a 4140 ;
- Domaine Nsp9 de liaison a I'ARN simple brin de Coronavirus de la position 4141 & 4253 ;
- Domaine coactivateur ExoN/MTase de Coronavirus de la position 4254 a 4392, contenant
8 résidus porteurs de Zn: C(4327), C(4330), H(4336), C(4343), C(4370), C(4373),
C(4381), C(4383) ;
- Sous-domaine de signature de la carbamoyl-phosphate synthase 2 de motif VLECNVKT,
occupant les positions de 2061 a 2068.
3.2.6. Polyprotéine replicase lab

La figure 24 A et 24 B montrent les domaines et motifs protéiques retrouvés suite a I’analyse
par Prosite pour la polyprotéine réplicase 1ab.

Les domaines et motifs retrouvés sont :

- Domaine globulaire Nspl de Coronavirus de la position 12 a 127 ;

- Domaine Nspl C-terminal de Betacoronavirus de la position 148 4 179 ;

- Domaine Nsp2 N-terminal de Coronavirus de la position 183 a 456 contenant 3 régions de
doigts de zinc occupant les positions : 200-236, 323-344 et 370-416 regroupant au total 12
residus portant de zincs : C(200), C(231), H(234), H(236), C(323), C(326), C(341), C(344),
C(370), C(373), H(382) et C(416) ;

- Domaine moyen Nsp2 de Coronavirus de la position 458 a 688 ;

- Domaine Nsp2 C-terminal de Coronavirus de la position 690 a 818 ;

- Domaine Nsp3a Ubl de Coronavirus de la position 821 & 929 ;

- Macro domaine de la position 1025 a 1194 ;

- Domaine Nsp3c-N de Sarbecovirus de la position 1231 a 1359 ;

- Domaine Nsp3c-M de Betacoronavirus de la position 1367 a 1494 ;

- Domaine Nsp3c-C de Betacoronavirus de la position 1496 a 1561 ;

- Domaine Nsp3d Ubl de Coronavirus de la position 1565 & 1620 ;

- Domaine de I’appartenance a la famille de peptidases C16 de la position 1634 a 1898
contenant : un site actif qui composé de deux résidus d’acide aminé C(1674) et H(1835)
d’activité papaine like protéase, un doigt de zinc de type C4 de la position 1752 a 1789 ;

- Domaine de liaison a I’acide nucléique Nsp3e de Betacoronavirus de la position 1911 a
2021 ;
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- Domaine Nsp3e de groupe de marqueur spécifique 2 de Betacoronavirus de la position
2046 a 2155 ;

- Domaine Nsp3 Y3 de Coronavirus de la position 2660 a 2763 ;

- Domaine Nsp4 C-terminal de Coronavirus de la position 3165 a 3263 ;

- Domaine de protéase principale de Betacoronvirus de la position 3264 a 3569, contenant
un site active a activité protéase 3CL composé de deux résidus aminoacides : H(3304) et
C(3408) ;

- Domaine du cofacteur Nsp7 de I’ARN polymérase dépendante de I'ARN du Coronavirus
de la position 3860 a 3942 ;

- Domaine du cofacteur Nsp8 de I’ARN polymérase dépendante de I'ARN du Coronavirus
de la position 3943 a 4140 ;

- Domaine Nsp9 de liaison a I'ARN simple brin de Coronavirus de la position 4141 & 4253 ;

- Domaine coactivateur ExoN/MTase de Coronavirus de la position 4254 a 4392, contenant
8 résidus porteurs de Zn: C(4327), C(4330), H(4336), C(4343), C(4370), C(4373),
C(4381), C(4383) ;

- Domaine de la nucléotidyl transférase (NiRAN) associée au Nidovirus RdRp de la position
4399 a 4653 ;

- Domaine Nsp12 de I’ARN polymérase dépendante de I'ARN (RdRp) de Coronavirus de la
position 4757 a 5324, contenant un site actif composé de 3 résidus aminoacides S(5151),
D(5152) et D(5153) ;

- Domaine catalytique RdRp de ssSRNA positif des virus de la position 5004 & 5166 ;

- Domaine de liaison au zinc des Coronaviridae (CV ZBD) de la position 5325 a 5408,
contenant 12 résidus porteurs de zincs : C(5329), C(5332), C(5340), C(5343), C(5350),
C(5353), H(5357), H(5363), C(5374), C(5379), C(5396) et H(5399) ;

- Domaine de I'hélicase centrale de virus a ARN (+), de la position 5581 a 5932, contenant
un domaine hélicase liaison a I’ATP pour des virus a ARN (+) de la position 5581 a 5781
et un motif de liaison au nucléotide triphosphate de la position 5606 a 5613 ;

- Domaine exoribonucléase 3’-5" (ExoN) de Nidovirus, de la position 5997 a 6212, contenant
un site actif a 5 résidus aminoacides : D(6015), E(6017), E(6116), H(6193) et D(6198) et 8
résidus aminoacides pour liaison au zinc : C(6132), C(6135), C(6151), H(6154), H(6182),
C(6186), H(6189) et C(6204) ;
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- Domaine guanine-N7-méthyltransférase (N7-MTase) du Coronavirus de la position 6221 a
6452, contenant une région de liaison au sterile alpha motif (SAM) de la position 6256 a
6262, une région de liaison au Guanosine-P3-adenosine-5’,5’-triphosphate (GpppA-
binding) et 4 résidus aminoacides pour liaison au zinc : C(6377), C(6398), C(6409) et
H(6412) ;

- Domaine Nsp15 d’oligomérisation N-terminal de Coronavirus de la position 6453 & 6513 ;

- Domaine Nspll N-terminal de Arterivirus / NSP15 moyen Coronavirus (AV-
Nsp11N/CoV-Nspl15M), de la position 6514 a 6639 ;

- Domaine endoribonucléase spécifique de I’uridylate nidoviral (NendoU), de la position
6656 a 6795, contenant un site actif de 3 résidus aminoacides : H(6686), H(6701) et
K(6741) ;

- Domaine 2’-O-méthyltransférase (2’-O-MTase) de Nidovirus, de la position 6800 & 7094,
contenant un site actif composé de 4 résidus aminoacides : K(6844), D(6928), K(6968) et
E(7001) ;

- Sous-domaine de signature de la carbamoyl-phosphate synthase 2 de motif VLECNVKT,
occupant les positions de 2061 a 2068 ;

- Un domaine de lipocaline de motif GTS..KFYGGWHNM, occupant la position de 4982 a
4993.
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Upper case represents match positions, lower case insert positions, and the ™' symbol represents deletions relative to the matching profile.

i 100 200 o0 400 Fol 600 Too 800 00 1000
ruler:

sp-PODTDA-
R1AB_SARS2
(sp-PODTD1-R1A
B_SARSZ)

(7096 aa)
PS51962 COV_NSP1 Coronavinis (CaV) Nept globuler domein profie : PS51940 SARS_NSPIC_N Sarbecovirus Nsp3c-N domain profile :
12-127: score = 43,885
THVQLSLEVLqVROVLURGFGISVEE - -VLS EARGHLKDGT CELVEVEKGYL - -PQLEQ 1231-1359:  score =68.012
e APHGI-HUELVAELEGEQYGRSGE TTGVLUPIVGE LPVAYIY KIKACVEEVTTTLEETKFLTENLLLYIDINGNLHPDSATLVSDIDITFLKKDAPYIVGDV
O iy VQEGVLTAVVIPTKKAGGTTEMLAKALRKVPTDNYT TTYPGQGLNGY TVEEAKTVLKKCK
SAFYILPST
DOMAIN 12 127 CoV Nsp1 globular [condition: none]
PS51863 BCOV_NSP1_C Betacoronavirus (BstaCoV) Nsp? C-terminal domain profile - F351841 BCOV_NSP3C_M Betacoronavirus Nsp3c-M domain profile :
- 179: =10
score = 19530 1367-1494:  score = 61.482
ELGTDPYEDFQENMMTKHS SGVERELHRELIG
Pradicted featrs: TLGTVSHHLREMLAHAEETRKLMPVCVE TKATVSTIQRKYKGIKIQEGVVDYGARF YFYT
— W T e ] SKTTVASLINTLNDLNE TLVTMPLGYVTHGLNLEEAARYMRSLEVPATVSVSSPDAVTAY
NGYLTSSS
PS51989 COV_NSP2ZN Coronavirus (GoV) Nsp2 N.terminal domain profile -
183-456:  score = 117.192 B R e Tl W
TRYVONNFCGPDGYPLECTkd] larapkaSCTLSEQLDE IDTKRGVYCCREHEHE TAWYT - -
ERSEKSYELQTPFEIKLAKKFOTF HGECPNFVF LIS LTKT IQPRVERKKLDGFMGRIRS 1496 - 1561:  score = 23.328
TUmeoneae - CoFEGTENLTKEGATTES
T e e e e e TPEEHF TETISLAGSYKDWSYSGOSTQLGIE - - - -FLKRGDKSVYYTSAPTTFHLDG - EV
KCAVMVPRASANLGCNHTGVYG -EGSEGLUDHLLETLQK IT---FDNLKTLLS
Predicted features: Predi i re:
DOMAIN 183 456 CoV Nsp2 N-terminal [condition: none] oLy
METAL 200 Zine 1 fcondition: C] faroup: 1] DOMAIN 1496 1561 DPUP [condition: none]
REGION 200 236 C2H2 [condition: none] [aroup: 1]
METAL 231 Zine 1 [condition: C] [aroup: 1] PS51944 COV_NSP3D_UBL Coronavirus Nsp3d Ubl domain profile :
METAL 234 Zinc 1 [condition: H] faroup: 1]
METAL 236 Zinc 1 [condition: H] [group: 1] 1565-1620:  score = 23.056
LB i e [z (] lgroup: 2] VRTIKVF TTVONINLHTQUVDMSHTYGQQF GP TYLDGADVTK IKPHNSHEGK TFYV
REGION 323 3 Ca [condition: none] faroup: 2]
METAL 3z Zine 2 [condition: C] faroup: 2]
B e £ ald [FEEiin) lgroup: 2] PS51124 PEPTIDASE_C16 Peplidase family C16 domain profile -
METAL 344 Zine 2 [condition: C] [aroup: 2]
METAL 370 Zine 3 [eondition: C] Toroup: 3] UETRLE  EETORERTE
REGION 370 416 C2HC [condition: none] Taroup: 3] YYHTTDPSFLGRYMSALNHEKKHKYPQUNGLTSTKWADNNCYLATALLTLOQIELKFHPT
" ALQDAYYRARAGEAANFCALILAYCHKTVGE LGDVRE TMSYLFQHANLDSCKRVLNVVCK
METAL 373 zZine3 [condition: C] foroup: 3] e it s T e T by STt neesksond
METAL 382 Zinc 3 [eondition: H] foroup: 3] VELKH--GTFTCASEYTGNYQCGHYKNL TSKETLYC IDGAL LTKSSEYKGPTTOVEYKEN
METAL s ) Joonditon: €] — SYTTTIKPUTYKLDGUVCTE IDPKLON
) 5 N Predicted features:
PS51990 COV_NSP2_M Coronavirus (Col) Nsp2 middle domain profile : DOMAIN 1634 1898 Peplidase C16 [ooniicn: none]
ACT SITE 1674 For PL-PRO activity [condition: C] group: 1]
458 - 688: score = 71.245 INFING 1752 1780 Chiype fcondition: C-x*-C]
KVNINIVGDFKLNEETATTLASFSASTSAFVETVEGLOVKAFKQIVESCGNFKVTKGKAK ACT.SITE 1835 For PL-PRO activity [condition: H] group: 1]
LSPLYAFASE - - AARVVRSTFSRTLET, QKAATTILDGISQ § § .
¥SLRLIDAMMF TSDLATHNLYVMAYT TGGVWOLTSQWLTNIFGTVYEKLKPVLDWLEEKF e B Oy AN S R WA S stsoorurevre ep Se/pudeciacice’ mcng] (MR N comam prewes
KEGVEFLDGHE IVKF ISTCACETVGGQIVTCAKETKESVOTFFELVNKFLAL 1911-2021:  score =47.007
H - PIDLVPNOPYPNASFONFKFVCDNI-KFADDLNQLTGYK - - KPASRELKVTF FPDLNGDV
Pmdmd r“h",e' L P IRCLWSTKPVET
DOMAIN 458 688 CoV Nsp2 middle [condition: none] Predicted feaure:

B . . DOMAIN 1911 201 Nucleic acid-binding [condition: none]
PS51981 COV_NSP2_C Coronavirus (CoV) Nsp2 C-terminal domain profile :
PS51954 BCOV_NSP3E_G2M Betacoranavirus Nsp3e group 2-specific marker (G2M) domain profile :

690 - 818: score = 44 488 2046 - 2155:  score = 27.824
ADS1IIGGAKLKALNLGETFVTHSKGLYRKCVKSREETGLLMPLKAPKETIFLE - -GETL T s (ITEEVGAT M
PTEVLTEEVVLKTGDLOPL eqPTSEAVEAPLVGTPVC TNGLMLLETKDTEKYCALAPHMM e AT S ‘

VTNNTFTLKGG A —
Predicted feature: DOMAIN 2048 2155 GIM [condition: none]
DOMAIN 680 18 CoV Nsp2 C-terminal [condition: none)
PS51943 COV_NSP3A_UBL Coronavirus Nsp3a Ubl domain profile : PS51802 COV_NSP3_Y3 Coronavirus Nsp3 Y3 domain profile -
2660-2763:  score=43.724
821-929: score = 56.608
QSDLEVTGDSCNNYMLTYNKVENMTPROLGAC IDCSARHINAQVAKSHHIAL IWNVKDFM
TKVTFGDOTVIEVQGYKS - VNI TFELDERTDKVLNEKCSAYTVELGTEVNEF ACVVADAY SLSEQLRKQIRSAMKKNNLPFKLTCATTRQUINATTKIALKGE
TKTLQPVSELLTPLGIDLDEWSMATYYLFDESGEFKLASHMYCSFYPPDE Predicted feature:
DOMAIN 2660 2763 CoVNsp3Y3 [eondition: none]

ES51154 |MACRO " Mecro dormain profife - PS51848 COV_NSPAC Coronavirus Nsp4 C-terminal (Nsp4C) domin profile :

1025 -1194:  score = 18.014 3165-3263:  score=40.013
. - - WWFNGVSFSTFEEAALCTFLLNKEMYLKLRSDVILPLTQYNRYLALYNICYKYFSGAMDTT
VHSFSGYLKLTONVY IKNADIVE EakkvicP TVWVNAANVYLKHGGGVAGALNKAL nn ang e e e Ty
vesddyiathee LKVGGSCVLSGHNLA - KHCLHVWGPNVNKG - - ED )
o Predicted feature:
IQLLKSAYENF HQHEVLLAPLLSAGIFGADPIHSLRVEVDTVRTN v
YLAVEOKNLYDKLVSSELEN. DOMAIN 3165 3263 NspdC [eondition: none]

Figure 24 A : Résultats d’analyse de la sequence protéique de polyprotéine réplicase lab de
SARS-CoV-2 avec Prosite.
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PS51442 M_PRO Coronavirus main profease (M-pro) domain profile -

3264 -3569:  score =154 183

SGFRKMAF PSGRVEGCHWQVTCGTTTLHGLWLDDVVYCPRHVICTSEDMLNPRYEDLLIR
KSHHMF LVQAGNWQL RV TGHSMQUCV LKL KVDTANPKTREYKFVRTQRGOTF SVLACYHG
SPSGVYQCAMRPNF TIKGSFLNGSCGSVGFNIDYDOVSFCYMHIME LD TGVHAGTDLEGH

PS51657 PSRV_HELICASE (+)RNA virus helicase core domain profile -

5581-5932:  score=27.299

MOKYSTLOGPPGTGKSHFAIGLALYYPSARIVY TAC
SHARVDALCEKALKYLPIDkCSri ipararvec [DKFKVISTLEGyvFcTvnalpet 1aD
IVVEDEISMATNYDLSVVNARL RAKHYVY LGDPAQLPAPRTLLTKGT LEpeyfnsvCRLM

FYGPFVIRG TAQAAG T T TVIVLAULY AR NGDRKF LIRE 11T LNDF NLVAMKYIYE KTIGPDHFLGTCRRCPAE TVDTVSALWYDNKL KAHKDKSAQCF - -KMFYKGVT T - - - -
PLTQOIVA T L GPLEAQTG1AVL DHCASLKELLQNEMNGRT TLGSALLEDEF TREDVVIRE -HDvssainrpqiguvrefltrnpanrkavFispynsqnavaskilGLPTQTVDSSQGSE
SGEVTFG YDYVTFTQTTETAHS - CHVNRFIVATTRAKVGTLCISORDLYDKLQFTSLETPRRNVAT
Predicted features: iy
DOMAIN 3264 3569 Peplidase C30 [condition: nons] Predicted features:
ACT_SITE 3304 For 3GL-PRO activity [eondition: H| aroup: 1] DOMAIN 5581 5762  (+)RMA virus helicase ATP-binding [condition: none]
ACT SITE 3408 For 3CL-PRO activity [candition: C] [group: 1] NP_BIND 5606 5613 NTP [condition: none]
- Absent feature:
PS51840 COV_NSPT C RNA RNA (RaRp) Nsp7 cofactor domain profile :
- [condition not true: unknown]
3860 -3942:  score =32810 -
PS51953 NIV_EXON Nidovirus 3-5' exoribonuclease (Exol) domain profile :
SKHSDVKC TSVWLL SVLQOLRAVESSSKLWAQCVQLINDTLLAKDTTEAFEKMVSLLSVLL
SHOGAVDINKLCEEMLDNRATLY 5007-6212:  score=62.678
Predicted feature: MF I TREEATRHVRANLGF BVEGCHATREAVGTNLPLQLGF S TGVILVAVPTGYVDTPHNT
DOMAIN 3860 3942 RdRp Nsp7 cofactor [condition: none] DFSRVSAKPPRGIQF KHL LPLHYKGLPKRVVRIK IVGMLSDTLKNLSDRVVFVLNAHGFE
LTSHKYFVKTGPERTECL CDRRATCFSTASDTYACHHHS TGFDYVYNPFIDVQUWGF TG
PS51050 COV NSP8 G i BAA RNA (RdRp) Nsp8 cofastor domain profils HLQSNHDLYEQ-VHGHAHVASCOATMTRCLAVHECFV
Predicted features:
ELHLB  CEETEIE] DOMAIN 567 6212  ExoN [eonditon: none]
ATASEFSSLPSYAAFAT KKLKKSLAVAK E ifion:
KHADQAHTOMYKQARSEDKRAKVT SAMQTHL FTHLRKLDNDALRNT THNARDGCVPLNTT T (L (EEwtim: &) faroup: 1]
PLTTAAKLMVWIPDYNTYKNTCDGTTF TYASALWEIQQVVDADSKIVQLSE ISMONSPHL ACT SITE 8017 [condition: E] [group: 1]
GUHCLYIEESBaRc ACT_SITE 6116 [condition: (ED]] [group: 1]
Predicted feature: METAL 6132 Zine 1 [condition: C) (group: 2]
DOMAIN 3843 4140 RdRp Nsp8 cofactor [condition: none] METAL 6135 Zinc 1 [condition: C] [group: 2]
PS51951 COV_NSPY_SSRNA_BD Coronavirus Nsp single-stranded RNA (ssRINA)-binding domain profil : METAL 6151 Zinc 1 [eondiion: C lgroup: 2]
METAL 6154 Zinc 1 [condition: H] [group: 2]
41414253 score = 47,646 METAL 6182 Zine 2 (condition: H] [group: 3]
NHELSPVALRGHSCAAGT TQTACTODNAL 3YVHT TKGGRFVLAL LSDLODLKNARF PKSD METAL 5186 Zinc 2 fcondition: C] group: 3]
GTETIYTELEPPCRFYTDTPKGEKVKYLYFTKGLNNL HRGHVL GSLAATVRLO N o )
Predicted feature: METAL 6189 Zinc2 [condition: H] [group: 3]
recicted feature: . ACT SITE 6193 [condition: H] lgroup: 1]
DOMAIN 4141 4253 Nsp@ ssRNA-binding [condition: none] ACT SITE 6198 eondition: D] fgroup: 1]
P851952 COV_EXON_MTASE COACT C« irus (CoV) domain profile : METAL 6204 Zinc 2 [condition: C] [group: 3]
4254 -4392:  score = 61.109 PS51954 COV_NT_MTASE C irus (CoV) guanine-N7- (N7-MTase) domain profile :
AGHATEVPANSTVL SFCAFAVDAAKAYKDYLASGGOPTTHCVEMLCTHTGTGOATTVTPE
ANMDQE S FGGASCCLYCRCHIDHPNPKGF CDLKGKYVQTPTTCANDPYGFTLKNTVETVC 6221-6452.  score = 110.466
GHUKGYGESCOQLREPHLG YPIIGDELKINAACR KAAL LADKF PVLHDI GNPKATK CVPQADVEKFYDAQP
Predicted features: CSDKAYKiEELFYSYATHSDKF TDGVCLFWNCNVDRYPANS IVCRFDTRVLSNLHLPGLO
. i GESLYVHKHAFHI! «Q S VPLESATCLT
DOMAIN 4254 4392 ExoN/MTase coactivator [condition: none] RCNLGGAVCRHHANEYRLYLDAYNMMISAGE SLIWVYKQFDTYNLWNTF TRLQ.
METAL 4327 Zinc 1 [conditi [group: 1] Predicted features:
METAL 4330 Zinc 1 [condition: C] [group: 1] DOMAIN 6221 6452 N7-MTase [condition: none]
METAL 4338 Zinc 1 [condition: H] lgroup: 1] BINDING 6256 6262 SAM [condition: D-x-G-x-P-x-[GA]]
METAL 4343 Zinc 1 [conditi lgroup: 1] REGION 6330 6353  GpppA-binding [condition: none]
METAL 4370 Zinc 2 [condition: C] laroup: 2] METAL G377 Zinc [condition: C] [group: 1]
Lot i i ] lgroup: 2] METAL 6398 Zine [condition: C] faroup: 1]
METAL 4381 Zine 2 [eondition: C] lgroup: 2] METAL 6409 Zinc [condition: C] faroup: 1]
METAL 4383 Zine 2 [condition: C] [group: 2] METAL 6412 Zinc [condition: H] [group: 1]
PSS1947 NIRAN  Nidovirus RdRp R peotie : PS51860 COV_NSP15_NTD Coranavirus (CoV) Nspt5 Noterminal oligomerization domain profile :
4389-465%:  score = 30.056 6453-6513:  score =31105
LNV VEAAR- LTPOOTETSTOVARARCIPhOSVAGFAKFLETRCCRS R Dein SLEHVAFIVVHKGHF DGQQGEVPYST INNTVY TKVDGVDVEL FEHKTTLPVHVAFELUAK
Lids NL¥NL ALTKYTN
AL £ KETLVTYNC venpdil; Predicted feature:
ALLETVGRE T Tar [ . .
B sl ey DOMAIN 6453 6513 Nsp15 N-terminal oligomerization  [condition: nene]
Predicted feature: PS51961 AV_NSP11N_COV_NSP15M Arterivirus Nsp11 N-terminalicoronavirus NSP15 middle (AV-Nsp11N/CoV-Nsp15M) domain profile =
(LE R [E20 it 6514-6639:  score = 42039
PS51948 COV_NSP1Z RORP Ot Nsp 12 RAA A ReRn & prolie NTKP VPV ELHILGYD A TY THOYKRDAPAHTS TIGVESHEd 1 akkpTE TTeARL TV
= = . FFDGRVIGOVDL FRHARNGYL TTEGSVKGLOPSVGPKOASL NgVTLTGEAV- - -KTOFNY.
4757 -5324:  scorem 34272 T
HLSFREL LVYAANAMHAASGHLL LOKET TCFSYRAL TIMVAF QIVEPGHERKOF VIFAY Predicted feature:
SKEGFFREGSSVE LKHFF FAQDGNAATSON TV YRYNLFTHCDIRQLLFVWEVVDRYFCYD DOMAIN 6514 6638 AV-Nsp11NiCoV-Nsp15M [condition: nene]
GOC THANOV TVNHL DAL EF O KARLYYTISYSYEDGDAL FAYTKRIVIETTTOMNL
EYATS) SEFYEGHHHALET PS51858 NENDOU Nidovira! uridylate-specific endoribenuciease (Nendol)) domain profile :
VAV L MGHD VIR CDRAMENAL RTMAS LV LARINT TCCSL SHAF VRLANTCAGVL S
EMVMOGGSL! LS TOGNS. Q 56 - 6795:  score = 70476
HELLYE CL VRISV DFVIEFYAY LRKHF ST LSDOAVAC FHS TYASOGL VAS TKNFKS. o UL LGLAKRIE SPE
VLYYGHIVTHSLAKCWTETOL TRGPIER € SOHTHLVEGEOVVYLPYPOPSRILGAGCTY -
DOTVETDGTEHTFRFWSLATIAYPL TKHPHOEYATYFHL ¥1 QY TREL HOFL TG DAYS. T ppyp (S SEVESVIOLLLDDEVE HIRGQRESS IV
V0 THONTSRMEPE Y PN TENTVLY
Predicted features: Predicted features:
Nap12 F RNA DOMAIN 6656 6795 NendoU [condition: none]
DO 4z=T =aad p:";'melm [eondition: none] ACT_SITE 6686 [condition: H] lgroup: 1]
ACT SITE 5151 foondition: 5] Ioroup: 1] ACT STE 6701 [conditon: foroup: 1]
ACT SITE 5152 feondiion: D] foroup: 1] ACT SITE 6741 [condition: K] faroup: 11
ACT_SITE 5153 feondition: D) foroup: 1] PS51955 NIV_2_O_MTASE Nidovirus 2-O-methyltransferase (2-0-MTase) domain profile :
PS50507 RDRP_SSRNA_POS RdRp of positive ssRINA viruses catalytic domain profile : 6800-7004:  score=126.727
SQAWQPGVAMPNLYKMDRMLL EKCDLQNYGDSATLPKGIMANVAKYTQLCQYLNTLT LAV
5004 -5166:  score = 8.200 PYHMRYIHFGAGSDKGVAPGTAVLRQWLPTGT LLYDSDLHDFVSDADS TLIEDCAThE S
PHLMGKDYPKCORAMPIM. LRIMAS LVLARKHTTCC 5LSHRFYRLANECAQVLSEMVICS KDL TTSDMYORKTKNY tkendskeGFF TYTCGFTQOKL ALGGSVATKTTEHSNADLY
GSLYVKPGETSSEDATTAYANSVFNLCQaVTANVRALLstdgnkiadkyvrnlahrlvec
TyrnrdvdtdfunefyAVLRKHF SHMLLSDOAVVCENS YASQG SSYSLFDMSKFPLKLRGTAYHSLKEGQINDMILSLLSKGRLLIRENNRYYISSOVLY.
~ N ~ Predicted features:
PS51653 CV_ZBD Coronaviridas zinc-binding (CV ZBD) domain profile - P
DOMAIN 6800 709  Ndovius-iype SAN-dependentZ- - consion: nons]
5325 -5408:  score =33.035
AVGACVLCNSQTSLRCGACTRRPFLCCKCCYDHVTS TSHKLVLSVNPYVENAPGEDVTON (e G . T group: 1]
TOLYLGGMSYYCKSHKPPTSFPLE ACT_SITE 6928 [condition: D] [group: 1]
Predicted features: ACT_SITE 6968 [condition: K] [group: 1]
DOMAIN 5325 5408 CV ZBD [condition: none] ACT_SITE 7001 [cendition: E] [group: 1]
METAL 5329 Zine 1 [condition: C] lgroup: 1] "Uer:
METAL 5332 Zine 1 [condition: C] [aroup: 1]
. sp-PODTDA-
METAL 5340 Zine 2 [condition: C] foroup: 11 30 R e
METAL 5343 Zine 1 [condition: C] [group: 2] (sp-PODTD1-R1A
METAL 5350 Zinc 1 [condition: [CH]] [oroup: 1] B_SARS2)
METAL 5353 Zinc 2 via tele nitrogen [condition: [CH]] [group: 2]
METAL 5357 Zine 2; via pros nitrogen [eondition: [CH]) lgroup: 2] PS00867 GPSASE_2 Carbamoyl-phosphate synthase In signature 2:
METAL 5363 Zinc2 [condition: [CH]] [group: 2] §
METAL 5374 Zine 3 [conaition: C] lgroup: 3) 2081 -2088: [confidence level: (-1)] vLecHvkT
METAL 5379 Zine 3; via pros nitrogen [condition: [CHI] [group: 3]  PS00213 LIPOCALIN Lipocaiin signature -
METAL 5396 Zinc 3 [condition: C] [group: 3] 4982 - 4093 confick ovel: (-11]
METAL 5390 Zine3 [condition: [CH]) [group: 3] e e s NEnr s

Figure 24 B : Reésultats d’analyse de la sequence protéique de polyprotéine réplicase lab de

SARS-CoV-2 avec Prosite.
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3.3. Analyses des protéines via I-TASSER server et I’outil SOPMA

Le serveur I-TASSER est une plate-forme en ligne appartenant a I’université de Michigan
aux Etats-Unis et qui implémente les algorithmes basés sur I-TASSER pour les prédictions de la
structure et de la fonction des protéines. Il permet aux utilisateurs universitaires de générer
automatiquement des prédictions de modéle de haute qualité de la structure 3D et de la fonction
biologique des molécules de protéines a partir de leurs séquences d'acides aminés.

Malheureusement, c’est & cause de grands nombres des requétes recu a chaque instant par
cette plateforme que nous n’avons obtenu que la réponse a notre requéte relative a la protéine spike,
en attendant toujours les réponses aux autres requétes qui peuvent durer de quelques heures, voire
guelques semaines ou mois.

3.3.1. Glycoprotéine de spicule (spike glycoprotein)

Dans les protéines, la structure secondaire (figure 25) est définie souvent par des
arrangements de liaisons hydrogéne entre les groupements amide et carbonyle du squelette
peptidique (les liaisons hydrogene impliquant les chaines latérales des acides aminés ne sont pas
prises en considération dans la structure secondaire). Ces arrangements peuvent donner naissance
a des structures en hélice, feuillet et coude qui représentent pour la protéine spike (28,59%, 23,25%
et 3,38% respectivement, ainsi que le 44,78% restant est occupé par de pelote aléatoire ou Randon
coil, d’aprés I’analyse par I’outil SOPMA). La prédiction de la structure secondaire de protéine
peut permettre, dans certaines mesures, d’exprimer la structure tridimensionnelle des protéine la
figure 26 montre la structure secondaire de la protéines spike résultant de I’analyse via I-TASSER

Server.
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Predicted Secondary Structui

20 40 &0 80 1ee 12e 148

Sequence MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSVLHSTQDLFLPFFSNVTWFHATHYSGTNGTKRFDNPYLPFNDGYYFASTEKSNITRGWIFGTTLDSKTQSLLIVHNNATNVVIKVCEFQFCNDPF

Prediction C CHHSSCCCCCCCCCCCCCC CCC CCC CC CCCC CCCCCCC SCCCCSSSCCC CCCCCCCCC SCCCCCCC CCC CCCC

Conf.Score 9839877001810133677 7731 3637984RE897263777551. 7 T6764415854534865035999626626998976480206997
H:Helix; S5:5trand; C:Coil

le@ 1z@ 288 220 248 268 288 388
| | | | | | |
LGVYYHENNK SWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFKNLREFVFENIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETK
CCSSSCCCOCOCCCCCSSSSCCCCCOCHHHHHOCSSSSCCCCSSSSCCCCCSSSSSCCCCSSSSSCCCCOCSSSCCCCOCece cCec CCCSSSSCCCCCCCCrCE u CCCHHHC
B42546BBB7301241268747767723554233366226438253024530837705851 7428, 4. 998 14561444101 5@ 1
328 348 368 388 488 428 448 468
| | | | | | | |
CTLKSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFASY ISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCF TNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGK IADYNYKLPODF TGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRESN
SCCCCCCCCCCSS5CCCCCSSCc SCCCCCCCCCCECCCCCCoCreece CCCCCCSSCCCCCCCCCCCCCCHHHECCCCC (ol SCCCCCCCCCCCSSCCCCCCCCsSSCOCCCCCCCCsSECecc (]
32465E9888731076840210027998157766554310014556777310011 322192131124545266. 16652104758888851525764205767524551112677633411824335656444326651366764057.
488 588 528 548 568 588 668 628
| | | | | | | |
LKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLOSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNFNFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQDVNCTEV
CCCCCCOCCSSSSCCCCSSCCCCCCeCe CCCCC CCCCCCCCCCCCCCCCCSS5CCc CCCCCCCCSS55CCCC CCCC55555CCCCCC: CCCCC CCCCCes
58746764257635883 BB723821156512677 788414534885554366316436 3441113783799727998 7773 7 & 21
648 668 (:1:] 7ee 728 748 768 788
| | | | | |
PVATHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGCL. ECDIP ICASYQTQTNSF QSITAYTMSL IAIPTNFTISVTTEILPVSHMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLYYGSFCTQLNRALTGIAVEQDENTQE
CCCCC: CC CCC CCCC SCCCCCCCCCCCCCCCCe CCCCCCCC C ' CCCCCCCCCcceceeceece: SCCC! 'CCC CCC CCCC
B9881122011858850466167501532752431577 283 302465304401135566433345521399379548876778998238868 8- 7 777765378999
gee Bz@ B840 860 8@ see 920 248
| | | | | | | |
VFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLFNKVTLADAGF IKQYGDCLGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGHT QI 0o NGIGVTQNVLYENQKLIANG IGKIQDSLSS
HHE £SSCCCCCECe CCCCCCCCTHHE CSSSSCCCCCHH! (el el {HHCCCSSSCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHE CECCCCECES SSCCHHHHHHHHHHHHS S SHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
§98521188213313558 2417975897444477 12338837668547867877BEEEE999887753255133567315352488788663108441,
960 980 1eed 1628 1e48 1068 1ese 1iee

| | | | | | | |
TASALGKLQDVVNQNAQALNTLVKQLSSNFGATSSVLNDILSRLDKVEAEVQIDRLITGRLQSLQTYVTQQLIRAAEIRASANL AATKMSECVLGQSKRVDFCGKGYHLMSF PQSAPHGVVF LHVTYVPAQEKNFTTAPAICHDGKAHF PREGVFVSNGT

CCCCCCSSCOCCSSSSSCCCCCC CCC CSSSSSCCCSSSSCCC
1136 3367 8 B87622664542169847 8 159

1120 1148 1168 1188 1288 12ze 1z4e 1268

| | | | | | | |
HWFVTQRNFYEPQIITTONTFVSGNCOVVIGIVNNTVYDPLQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNE SLIDLQELGKYEQY IKWPIWY IWLGF IAGL TATVMVT IMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEPVLKGVKLHYT
S5555CCCCCCCCCCCCc LCCCCCCCCCCOCCCHHHHHHHHHCCCCOCCCCOCCHHHECCC U HHE L {HCC5555 5 CCCHHHHH-HHHAHHRHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCOCCOCCOCCCCOCCCHHHHES SCCCC
78699 18689982244468768887E 2167777 7886665343553454 75543042886552878 277633564445 1112206232330

e 200 4600 668 gee 1608

Figure 25 : Structure secondaire de la protéine spike de SARS-CoV-2 résultant suit a la
I’analyse in silico par SOPMA et I-TASSER server.
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La structure tridimensionnelle des protéines est la structure fonctionnelle et qui permet d’expliquer
les différentes interactions de la protéine avec son milieu.

Les structures tridimensionnelles de la glycoprotéine de spicule de SARS-CoV-2 prédite par
I-TASSER server possédant les score TM les plus importants sont mentionnées dans la figure 26

Ces structures sont comparables avec celles qui sont établis expérimentalement dans la méme

Structures prédites par I-TASSER

figure en bas.

Structures expérimentales

Configuration Configuration
fermee ouverte

Figure 26 : Structures tridimensionnelles de la protéine de spicule de SARS-CoV-2. Les deux
structures de haut sont les résultats de I-TASSER server ayant le score TM le plus élevé. Les
deux structures d’en bas sont obtenus d’une maniere in vitro. Les structures du haut sont
comparables avec les structure du bas.
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3.4. Prédiction des certaines caractéristiques physico-chimiques par le logiciel GPMAW
3.4.1. Protéine membranaire
Est une protéine de taille théorique moyenne de 25126,411 Da. Le pH isoélectrique théorique
de la forme oxydée de cette protéine est 10,17, alors que sa forme réduite (c’est-a-dire dans le cas
ou tous les résidus cystéines sont porteurs des groupements thiols avec réduits avec « H » est 9,69.
Elle est une protéine basique.
La figure suivante montre que cette protéine a un caractére hydrophobe plus important, ce
qui lui permet d’accrocher a la membrane de I’enveloppe viral.
v
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Figure 27 : Graphe d’hydrophobicité de protéine membranaire de virus SARS-CoV-2.
3.4.2. Nucléoprotéine
Est une protéine de taille théoriqgue moyenne de 45598,0187 Da. Le pH isoélectrique
théorique de la forme oxydée de cette protéine est 10,48, il fait de méme pour sa forme réduite.
Elle est une protéine basique.
La figure suivante montre que cette protéine a un caractére hydrophile plus important, ce qui

lui permet d’étre en contact avec I’environnement aqueux de la cavité virale.
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Figure 28 : Graphe d’hydrophobicité de nucléoprotéine de virus SARS-CoV-2.
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3.4.3. Petite protéine d’enveloppe

Est une protéine de taille théoriqgue moyenne de 8356,51 Da. Le pH isoélectrique théorique
de la forme oxydée de cette protéine est 9,21, alors que pour sa forme réduite est 8,46. Elle est une
protéine basique.

La figure suivante montre que cette protéine a un caractére hydrophobe plus important, ce

qui lui permet d’accrocher a la membrane de I’enveloppe viral.
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Figure 29 : Graphe d’hydrophobicité de petite protéine d’enveloppe de virus SARS-CoV-

3.4.4. Glycoprotéine de spicule

Est une protéine de taille théorique moyenne de 141048,09 Da. Le pH isoélectrique théorique
de la forme oxydée de cette protéine est 6,24, alors que pour sa forme réduite est 6,21. Elle est une
protéine acide.

La figure suivante montre que cette protéine a un caractére a la fois hydrophobe et hydrophile
en partie, c’est une caractéristique qui lui permet de s’accrocher a la membrane de I’enveloppe
viral d’une part et d’interagir via son fragment externe avec son ligand (ACE2) qui se trouve dans
I’environnement externe aqueux.
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Figure 30 : Graphe d’hydrophobicité de glycoprotéine de spicule de virus SARS-CoV-2.
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3.4.5. Polyprotéine réplicase 1a

Est une protéine de taille théorique moyenne de 489532,94 Da. Le pH isoélectrique théorique
de la forme oxydée de cette protéine est 6,01, alors que pour sa forme réduite est 6. Elle est une
protéine acide.

La figure suivante montre que cette protéine a un caractére polaire lui permettant de

s’interagir avec son environnement.
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Figure 31 : Graphe d’hydrophobicité de polyprotéine réplicase 1a de virus SARS-CoV-2.

3.4.6. Polyprotéine réplicase 1ab

Est une protéine de taille théorique moyenne de 793316,28 Da. Le pH isoélectrique théorique
de la forme oxydée de cette protéine est 6,33, alors que pour sa forme réduite est 6,30. Elle est une
protéine acide

La figure suivante montre que cette protéine a un caractére polaire lui permettant de

s’interagir avec son environnement.
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Figure 32 : Graphe d’hydrophobicité de polyprotéine réplicase 1ab de virus SARS-CoV-






Conclusion

Conclusion

Les protéines de SARS-CoV-2 jouent un r6le crucial dans I'infection par le SRAS-CoV-2,
la virulence I’autoassemblage et la continuation de cycle de vie de ce virion. Pour comprendre les
différents mécanisme différences entre les variants, déterminer et caractériser certaines régions
protéiques conservatives essentielles au bon fonctionnement des protéines et la survie de ce virus,
identifier les motifs et domaines protéiques fonctionnels et bien d’autres caractérisations, nous
avons, alors, procédé a prélever les séquences des plus importantes protéines a partir de la banque
des donnée Uniprot, les protéines choisies était au nombre de 6 protéines (protéine membranaire,
nucléoprotéine, petite protéine d’enveloppe, protéine spike, polyprotéine réplicase la et
polyprotéine réplicase 1ab). Ces protéines ont été affronté face aux plusieurs outils et programmes
bio-informatiques (BLAST Protein, Clustal Omega, COBALT, Jalview, Prosite, SOPMA, I-
TASSER server, GPMAW) afin de les caractériser. Ainsi, plusieurs conclusions ont été tirées :

- Pours au moins prées de la moitié des protéines examinées via BLAST I’espéce structuralement
la plus proche de SARS-CoV-2 est celle de Rousettus bat coronavirus HKU9, appartenant au
sous genre de Nobecovirus ;

- Plusieurs régions conservees essentielles & la fonction de ces protéines ont été mise a
I’évidence : la région (91)MWLSYFIA(98) pour la protéine membranaire, (114)GTG(116)
pour la nucléoproteéine, Q) MYSFVSEETGTLIVNS(16) et
(40)CAYCCNIVNVSLVKPSFYVYS(75) pour la petite protéine  d’enveloppe,
(860)VLP(862), (972)AIS(974), (1031)ECV/(1033), (1042)FCG(1044), (1212)KWPW/(1214)
pour la protéine spike, (1118)VGP(1120) pour la polyprotéine réplicase 1a, alors qu’on a pas
pu caractériser aucune région conservative pour la polyprotéine réplicase 1ab ;

- L’analyse via Prosite a permis de souligner plusieurs domaines et motifs fonctionnels ayant
une grande importance pour ces protéines, les plus importants de ces domaines et motifs sont :
les sites de N-myristoylation avec les glycines G(79) et G(126) possiblement pour I’encrage
membranaire pour la protéine membranaire, Deux domaines de nucléocapside pour
Coronavirus (N-terminal 48-175 et C-terminal 247-364) et 12 sites de N-myristoylation pour
la nucléoprotéine, le domaine protéine de I’enveloppe de Coronavirus occupant la position de
1 & 75 pour cette méme protéine, domaine de sous unité S1 N-terminal, domaine de 9-303 de
sous unité S1 C-terminal de 334-527, domaine sous unité 2 heptade répétée 1 (HR1) entre 896-
1001, sous unité 2 heptade répétée 2 (HR2) entre 1143-1225, 25 sites de N-myristoylation



Conclusion

utiles pour la fixation a membrane de I’enveloppe viral et le motif (403)RGD(405) nécessaire
a la fixation avec la protéine de surface ACE 2 de pneumocyte pour la protéine spike, domaine
Nspl de la position 12 & 127, domaine Nspl C-terminal entre 148 a 179, domaine Nsp2 N-
terminal entre 183 a 456, domaine moyen Nsp2 entre 458 a 688, domaine Nsp2 C-terminal
entre 690 & 818, domaine Nsp3a Ubl entre 821 a 929, macro domaine de la position 1025 a
1194, domaine Nsp3c-N entre 1231 & 1359, domaine Nsp3c-M entre 1367 a 1494, domaine
Nsp3c-C entre 1496-1561, domaine Nsp3d Ubl de la position 1565 a 1620, un site actif qui
composé de deux résidus C(1674) et H(1835) d’activité papaine like protéase, domaine de
liaison a I’acide nucléique Nsp3e entre 1911-2021, Domaine Nsp3e de groupe de marqueur
spécifique 2 entre 2046-2155, domaine Nsp3 Y3 entre 2660-2763, domaine Nsp4 C-terminal
3165-3263, site actif a activité protéase 3CL composé de deux résidus H(3304) et C(3408),
domaine du cofacteur Nsp7 de I’ARN polymérase entre 3860-3942, domaine du cofacteur
Nsp8 de I’ARN polymérase entre 3943 a 4140, domaine Nsp9 entre 4141 a 4253, domaine
coactivateur ExoN/MTase entre 4254 a 4392 tous ces domaines et motifs caractérisent la
polyprotéine réplicase 1a alors que pour la polyprotéine réplicase 1ab on a tous les domaines
et motifs caractéristiques de la polyprotéines réplicase 1la plus le domaine de la nucléotidyl
transférase (NiRAN) associée au Nidovirus RdRp entre 4399-4653, domaine Nspl2 entre
4757-5324, domaine catalytique RdRp de ssSRNA positif entre 5004-5166, domaine de liaison
au zinc entre 5325 a 5408, domaine de I'hélicase centrale entre 5581-5932, domaine
exoribonucléase 3’-5’ (ExoN) entre 5997-6212, domaine guanine-N7-méthyltransférase (N7-
MTase) entre 6221-6452, domaine Nspl5 entre 6453-6513, domaine (AV-Nspl1lN/CoV-
Nspl15M) entre 6514 a 6639, domaine (NendoU) entre 6656-6795, domaine (N7-MTase) entre
6221-6452, domaine Nspl15 d’oligomérisation N-terminal entre 6453 a 6513, domaine Nsp11l
(AV-Nsp11N/CoV-Nspl5M) entre 6514-6639 domaine (NendoU) entre 6656-6795, domaine
(2’-O-MTase) entre 6800-7094 ;

D’autre part la structure secondaire obtenue montre la protéine est formeée de 28,59% d’hélice
alpha, 23,25% de feuillet beta et 3,38% de coude, par ailleurs la structure tridimensionnelle
obtenue est comparable avec la méme structure résultante de I’expérimentation ;

Finalement, les caractéristiques physicochimiques des protéines tirées par GPMAW peuvent
étre utilisées pour aider dans des essais expérimentaux ou la séparation et la purification des
protéines de SARS-CoV-2.
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Code international des acides aminés

G - Glycine (Gly)

P - Proline (Pro)

A - Alanine (Ala)

V - Valine (Val)

L - Leucine (Leu)

I - Isoleucine (lle)

M - Methionine (Met)
C - Cysteine (Cys)

F - Phenylalanine (Phe)
Y - Tyrosine (Tyr)

W - Tryptophan (Trp)
H - Histidine (His)

K - Lysine (Lys)

R - Arginine (Arg)

Q - Glutamine (GlIn)

N - Asparagine (Asn)

E - Glutamic Acid (Glu)
D - Aspartic Acid (Asp)
S - Serine (Ser)

T - Threonine (Thr)
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