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Résumé

La phosphatidylinositol-4-kinase de type Illo. est une kinase de lipide eukaryote
ubiquitaire qui synthétise le phosphatidylinositol-4-phosphate PtdIns(4)P de la membrane
plasmique. Ce phosphoinositide est d’autant plus important qu’il tient un rdle majeur dans
différentes voies de signalisation cellulaire, le traffic vésiculaire ainsi que dans 1’identité des
organelles. De plus, la PIK4A humaine est un facteur essentiel pour la réplication du virus de
I’hépatite C (VHC). En effet, le recrutement du complexe de réplication du VHC par la protéine
virale NS5A a la membrane du reticulum endoplasmique permet la formation d’un réseau
membranaire a I’origine de la structuration des complexes de replication viraux.

La PI4KA est une kinase imposante (2102 résidus, 240 kDa pour la PI4KA humaine)
qui posséde un domaine kinase C-terminal d’environ 400 résidus précédé d’un domaine formé
de répétitions Armadillo pour lequel aucune fonction n’a été determinée. Le rdle ainsi que le
repliement des 1500 résidus N-terminaux de PI4KA ne sont pas connus a ce jour.

Afin d’en savoir plus sur la structure tri-dimensionnelle de la PI4KA humaine, nous

avons utilisé des outils bio-informatiques afin de délimiter et de modéliser les modules et
domaines la composant. Nous avons pu ainsi les exprimer et les produire en bactérie et en
cellules d’insecte afin de vérifier nos hypothéses. Nous avons pu conclure que PI4KA est
composee de deux modules. Le module N-terminal (1100 résidus), est composé de deux
domaines dont un solénoide a. Les résultats obtenus par diffusion des rayons X aux petits
angles (SAXS) nous permettent de définir leur agencement potentiel.
Le second module (1000 résidus), le module C-terminal, est I’enzyme-core. Son analyse nous
a permis d’identifier une similitude remarquable avec les sérine/thréonine kinases, comme
mTor, apparentées aux phosphatidylinositol-3-kinases. Nous avons défini au début du module
C-terminal de PI4KA trois domaines putatifs que nous avons nommeés DI, DIl et DIIl. Nos
collaborateurs ont montré qu'ils sont essentiels a I’activité kinase de la protéine ainsi qu’a la
replication du VHC. Le domaine DI a été caractérisé et a permis la validation d’une nouvelle
paramétrisation de la molécule de N, N-dimethyl-dodecylamine oxide (LDAO) pour des
simulations de dynamique moléculaire. Enfin, la PI4KA humaine dans son entier a été
exprimeée en cellules d’insecte puis purifiée, et un premier test d’interaction avec les
membranes a été initie.

Mots clés
PI4KA; Bio-informatique, Modélisation; Expression ; Purification; LDAO; SAXS, NS5A
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[. Levirus de I'hépatite C

A. Hépatite C : probléme de santé publique mondial

Il peut étre défini trois principales infections virales chroniques de par le monde : le SIDA
causé par le VIH, I’hépatite B provoquée par le virus de I'hépatite B (VHB) et I’hépatite C.
L’hépatite C est une maladie du foie provoquée par un virus, le VHC, maladie présente dans le
monde entier. L’OMS a evalué a plus de 350 000 par an le nombre de déces liés a des
pathologies hépatiques provoquées par ce virus pour lequel il existe 130 a 150 millions de
porteurs chroniques. Environ 15 a 45% des personnes infectées se débarrassent spontanément
du virus dans les 6 mois tandis que pour les autres, ’infection évoluera vers la forme chronique
de la maladie®.

La prévalence du VHC (figure 1) est plus élevée en Asie centrale et orientale, ainsi qu’en
Afrique du Nord. Suite a une campagne d’éradication de bilharziose menée dans les années 50
dans des conditions insuffisamment stériles, I’Egypte est devenu le pays le plus touché par ce
virus. Un intérét tout particulier est depuis porté aux campagnes de prévention contre le VHC
en Egypte, notamment en ce qui concerne les soins médicaux (transfusions sanguines,
réutilisation d’aiguilles usagées) 2.

Pacific
Ocean

™~

Prevalence of
Hepatitis C
Virus Infection

() >2.9%
@ 2.0%-2.9%
@ 1.0%-1.99

Figure 1- Prévalence mondiale du virus de I'hépatite C chronique en 2012 3
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1) Avancées majeures de la recherche sur le VHC

En 1975 a été mis en évidence un nouvel agent pathogene responsable d’hépatites autre que les
hépatites A et B. Ces hépatites sont alors nommées non-A non-B2.

Le virus VHC lui-méme sera identifié 15 ans plus tard, par Choo et al, dans le sérum d’un
patient diagnostiqué hépatique non-A non-B%.

Cette découverte permit des avancées quant aux études in vivo de I’agent pathogéne mais ne
rendit pas possible les expériences in vitro. En effet, pendant plusieurs années, aucun modéle
cellulaire n’a permis la bonne réplication du virus. La mise au point d’un systéme de réplicon
dans des cellules Huh-7 HCC humaines en 1999 constitua alors une avancée majeure,
permettant 1’étude de la réplication intracellulaire du VHC, la découverte d’agents antiviraux
et une meilleure compréhension des résistances aux médicaments. L’étude du cycle de
réplication virale entier ne sera permise que suite a I’isolation de la souche d’hépatite C
fulminante JFH1 en 2003, souche capable de se répliquer spontanément dans un certain nombre
de lignées cellulaires®.

Les principales étapes marquantes de 1’étude moléculaire et cellulaire du VHC sont répertoriées
dans la chronologie ci-dessous

Définition de Identification de
; ‘i I'organisation du JFH1, souche du
Mise en évidence . ,
de 'hépatite non- génome viral et du ) Prerpler clone VHC a forte
A non-B processing de la infectieux de VHC capacité
polyprotéine réplicative
1975 1989 1996 1999 2003 2005
\ y, \ / . / . / .
Production de VHC
Identification d Premiére structure Obtention du infectieux
€ I\I/cljclo Y 3D d’une protéine systeme de recombinant en
virale du VHC réplicon culture tissulaire

Figure 2 (Adapté de 4) - Chronologie des événements marquants la recherche sur le VHC.

2) Mode de transmission

Le virus de I’hépatite C est un virus transmissible par contact sanguin direct. Le mode de
transmission prépondérant du virus est fortement associé a une inégalité en matiére de santé
entre les pays. Ainsi, dans les pays peu développés ou en voie de développement, les infections
par le VHC sont en grande partie dues aux procédures médicales insuffisamment stériles
(transfusion sanguine, dialyse rénale) tandis que dans les pays développés, la premiére source
d’infections provient de [I’utilisation de seringues usagées pour injection de drogue ou bien
I’utilisation de drogues elles-mémes contaminées.

Le VHC peut aussi étre transmis verticalement de la mere a I’enfant et par rapport 