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Figure 1. L’activité endo-
nucléase de l’ARN polymé-
rase du virus de la grippe 
est portée par le domaine 
PA-Nter. A. Structure tridi-
mensionnelle du domaine 
PA-Nter. Les résidus formant 
le site actif sont annotés en 
fonction de leur position. 
B. Activité endonucléase 
manganèse-dépendante du 
domaine PA-Nter. Pour tou-
tes les lignes, les concen-
trations en ARN, en protéine 
(PA-Nter) et en manga-
nèse sont constantes, seul 
le temps de réaction varie 
entre les lignes 4 et 8 (res-
pectivement 5, 10, 20, 40 
et 80 minutes). La réaction 

est arrêtée par l’ajout d’EGTA (ethylene glycol tetraacetic acid) à une concentration finale de 1 mM. La ligne 1 correspond à l’ARN mis en 
présence de PA-Nter seul, la 2, l’ARN en présence de manganèse seul, la 3, l’ARN en présence de PA-Nter + manganèse + EGTA. C. Formule 
topologique de l’acide 2,4 dioxo-4-phénylbutanoïque. D. Inhibition de l’activité endonucléase de PA-Nter par l’acide 2,4 dioxo-4-phénylbu-
tanoïque. Les concentrations du domaine PA-Nter, de l’ARN et du manganèse restent constantes. Les réactions se déroulent sur 40 minutes, 
seule la concentration en inhibiteur augmente entre la ligne 2 et la ligne 9 (respectivement 0, 6.5, 13, 20, 26, 40, 65, 130 μM). Un témoin de 
digestion a été réalisé en incubant l’ARN avec 1 mM de manganèse (ligne 1).
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> La grippe est une maladie saisonnière 
occasionnant chaque année le décès de 
plusieurs centaines de milliers de per-
sonnes dans le monde. De plus, l’émer-
gence de nouvelles souches grippales 
entraîne périodiquement des pandé-
mies dévastatrices, comme ce fût le cas 
en 1918 lorsque la grippe provoqua la 
mort de plusieurs dizaines de millions 
d’individus. L’apparition de la souche 
aviaire H5N1 et sa transmission épisodi-
que à l’homme mettent actuellement en 

des cellules infectées. Le  complexe trimé-
rique initie la transcription de l’ARN viral 
par le biais d’un mécanisme hautement 
spécifique dénommé « vol de coiffe » 
(cap- snatching en anglais). Au cours de 
ce processus, l’ARN polymérase virale 
cible un signal chimique primordial pour 
initier la traduction du génome cellulaire 
en protéines, la coiffe des ARN messa-
gers (ARNm) cellulaires. La coiffe est en 
effet l’élément indispensable aux ARNm 
pour être reconnus et traduits par les 

 exergue la nécessité de développer de 
nouvelles molécules antivirales.

Le vol de coiffe
Pour se répliquer et proliférer, le virus 
de la grippe doit détourner plusieurs 
processus clés de la cellule hôte. L’ARN 
polymérase ARN-dépendante du virus, 
complexe hétéro-trimérique composé des 
sous-unités PB1, PB2 et PA (Figure 2A), 
est responsable de la réplication et de la 
transcription de l’ARN viral dans le noyau 
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 ribosomes. Le virus de la grippe est inca-
pable de produire ses propres ARNm coif-
fés. Sa stratégie consiste donc à récupérer 
la coiffe des pré-ARNm cellulaires présents 
dans le noyau en les excisant pour initier 
la transcription de son propre génome. 
Bien que sujet à discussion, ce mécanisme 
de vol de la coiffe a finalement fait l’objet 
d’un consensus [1]. La sous-unité PB2 
lierait de manière spécifique, par un site 
de fixation que notre laboratoire a réussi 
à caractériser [2], la coiffe des pré-ARNm 
cellulaires. L’ARNm serait ensuite clivé 
10-13 nucléotides en aval de la coiffe par 
une activité  endonucléase [1], qui fut un 
temps associée à la sous-unité PB2 [3] 

comportant un motif PD-(D/E)XK. Toutefois, 
la distance séparant les deux résidus aci-
des (acide aspartique, D) du motif PDLYDYK 
de PA-Nter est inhabituellement courte. De 
plus, la lysine « catalytique » (Lys-134) [7] a 
migré à une autre position dans la séquence 
primaire de la protéine. Enfin, la structure tri-
dimensionnelle souligne la présence, au sein 
du domaine, de deux atomes de manganèse 
coordonnés de manière similaire à ceux pré-
sents dans la  structure de EcoRV [6].
En plus de l’identification de sa structure 
proche de celle de certaines nucléases, nous 
avons montré que PA-Nter possède égale-
ment une activité endonucléase dépendante 
de la présence de manganèse (Figure 1B). 
Ces résultats corroborent parfaitement les 
données collectées sur l’activité endonu-
cléase de l’ARN polymérase virale à ce jour 
[8]. L’activité endonucléase de PA-Nter a été 
étudiée en détail et nous a permis de tester 
des molécules inhibitrices. L’acide 2,4-dioxo-
4-phenylbutanoïque (Figure 1C) fait partie de 
ces molécules [9], et son action inhibitrice 
dose-dépendante sur l’activité nucléase du 
domaine PA-Nter a pu  clairement être établie 
(Figure 1D).

Un nouveau scénario 
pour le vol de la coiffe
Nos données concernant le domaine PA-
Nter, combinées aux données déterminées 
précédemment par notre laboratoire pour le 
domaine de liaison de la coiffe de la sous-
unité PB2 [2], nous permettent de proposer 
un nouveau schéma pour le mécanisme du 
vol de la coiffe dans lequel la sous-unité PA 
est largement impliquée (Figure 2). La sous-
unité PB2 lierait spécifiquement, via son 
domaine de fixation, la coiffe des pré-ARNm 
cellulaires (Figure 2A). Cela permettrait de 
placer l’ARNm au niveau du site actif de l’en-
donucléase virale, que nous avons identifiée 
comme étant portée par le domaine amino-

puis à la sous-unité PB1 [4]. Ce morceau 
d’ARN coiffé serait subséquemment uti-
lisé en tant qu’amorce par la sous-unité 
PB1 pour initier la transcription de l’ARN 
viral. Ce schéma ne suggérait pas jusqu’à 
présent de rôle précisément décrit pour la 
sous-unité PA.

Rôle de la sous unité PA 
dans le vol de la coiffe
Nos études structurales et biochimiques 
[5] établissent pour la première fois un 
rôle fondamental pour la sous-unité PA 
dans le processus de vol de la coiffe, 
contredisant la vision généralement 
admise selon laquelle la sous-unité PB1 

abrite l’activité endo-
nucléase. Nous avons pu 
obtenir, purifier et carac-
tériser le domaine amino-
terminal de la sous-unité 
PA (PA-Nter). Des cristaux 
du domaine ont été obte-
nus à partir desquels nous 
avons résolu la structure 
tridimensionnelle de PA-
Nter par diffraction des 
rayons X. L’obtention de 
cette structure à haute 
résolution nous a alors 
permis d’identifier une 
similitude structurale avec 
le site actif de certaines 
nucléases, notamment 
EcoRV, enzyme de restric-
tion de type II [6]. Les 
résidus His-41, Asp-108, 
Glu-119 et Lys-134 de PA-
Nter (Figure 1A) se super-
posent à ceux du site actif 
de EcoRV. PA-Nter présente 
également une séquence 
similaire à celle de la 
superfamille des nucléases 

Figure 2. Mécanisme de vol de la coiffe. A. L’ARN polymérase du virus de la grippe fixe 
spécifiquement la coiffe d’un pré-ARNm cellulaire à l’aide du domaine de liaison de 
la coiffe porté par la sous-unité PB2. B. L’ARNm est clivé par le site endonucléase 
porté par la sous-unité PA. C. L’ARNm coupé est relargué par l’ARN polymérase virale 
alors que le morceau d’ARN coiffé bascule vers le site catalytique de la sous-unité 
PB1. D. Initiation de la transcription de l’ARNm viral à partir du morceau d’ARN coiffé. 
E. Élongation du transcrit viral par la sous-unité PB1.
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terminal de la sous unité PA. PA-Nter clive-
rait l’ARNm (Figure 2B). Il en résulterait un 
basculement du morceau d’ARNm coiffé vers 
la sous-unité PB1 (Figure 2C) qui utiliserait 
ce fragment pour amorcer la transcription 
des ARNm viraux (Figures 2D et 2E). Après 
leur transport du noyau vers le cytoplasme, 
ces ARNm viraux seraient alors reconnus 
par les ribosomes de la cellule infectée 
comme des ARNm endogènes et traduits en 
 protéines.

Bloquer le vol de la coiffe : 
une piste thérapeutique prometteuse
Notre étude du domaine PA-Nter a égale-
ment mis en évidence que  l’activité nuclé-
ase pouvait être inhibée par l’acide 2,4-
dioxo-4-phénylbutanoïque de manière dose 
dépendante. Compte tenu de la conservation 
des résidus du site actif entre les différentes 
souches virales, cette découverte ouvre de 
nouvelles perspectives quant à la concep-

tion de molécules antivirales et fait de 
PA-Nter une cible de choix pour bloquer 
le processus de réplication du virus de 
la grippe dans les cellules. La structure 
tridimensionnelle à haute résolution de 
PA-Nter que nous avons obtenue sera 
alors d’une grande utilité pour concevoir 
et sélectionner des inhibiteurs ration-
nellement conçus, spécifiques de l’ARN 
polymérase du virus de la grippe. ‡
New strategy for targeting influenza 
virus replication
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’instauration des essais cliniques a été une révolution médicale de la seconde moitié du XXe siècle.

En 2008, cette méthode d’acquisition du savoir s’essouffle. Les problématiques s’éloignent des préoccupa-

tions des cliniciens, l’applicabilité des résultats devient moins évidente, les recrutements se tarissent.

La nécessité d’un nouveau mode d’acquisition du savoir en médecine est la thèse ici développée par 

Philippe Abastado, cardiologue et docteur en épistémologie.

L’auteur s’adresse à l’honnête homme d’aujourd’hui intéressé par la médecine et les sciences humai-

nes. Philippe Abastado, promoteur de l’épistémologie appliquée, a déjà publié « Cholestérol, maladie 

réelle et malade imaginaire » aux Empêcheurs de penser en rond, Seuil, 1999.
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