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I N T R O D U C T I O N  



Le processus d'infection d e s  ce l lu les  KB par l 'adénovirus 

commence par l 'adsorption des  virions sur d e s  récepteurs spécifiques de  

la  membrane plasmatique de  la  cel lule  h6te ; l a  particule virale é tan t  

l iée  aux récepteurs cel lula i res  par l ' intermédiaire de  l 'ant igène fibre.  

Dans l e  but de  caractériser l e  récepteur d e s  ce l lu les  KB 

pour l 'adénovirus,  nous avons ut i l i sé  trois méthodes d 'approche différentes : 

l e s  deux premières mettent à profit l 'affinité d e s  structures membranaires 

pour cer ta ines  structures externes du virus (chromatographie d 'affinité e t  

immuno-adsorption) ; l a  troisième voie d'approche cons i s t e  à ponter de s  

particules d 'adénovirus sur d e s  ce l lu les  KB e t  à isoler l e s  complexes mem- 

branes-virions. 

Dans l e  premier système,  de s  molécules d e  fibre sont  f ixées 

sur une matrice insoluble,  l e  Sepharose 4 B par l ' intermédiaire d 'un bras 

diaminodipropylamine ; l es  groupements aminés d e  la fibre é tant  préalable- 

ment préservés par une réaction d e  citraconylation. 

Dans l a  deuxième méthode, nous orientons la fibre vers 

l 'extérieur,  tel le qu 'e l le  e s t  dans  l a  particule virale,  en fixant du penton 

sur d e s  immunoglobulines ant ibase  du penton l i ées  à un polymère insoluble,  

l e  Biogel d e  polyacrylamide P 
300' 

C e s  deux systèmes d'affinité permettent d ' i so le r ,  à partir 

d'un extrait d e  protéines d e  membrane d e  ce l lu les  KB, d e s  protéines s e  

liant spécifiquement à l a  fibre ou au penton e t  inhibant l 'adsorption d e  

1' adénovirus sur l es  ce l lu les .  



La dernière technique u t i l i sée  nous permet de  fixer d e s  

part icules virales sur d e s  cel lules  KB in tactes  e t  de  fixer l e  modèle 

obtenu (virus sur récepteur) en l e  liant d e  façon covalente à l ' a i de  du 

méthyl 4 -mercaptobutyrimidate, agent d '  amidination d e s  groupements 

ê-NI-J d e s  radicaux latéraux d e s  lys ines  d e s  protéines. Une oxydation 
2 

ultérieure permet l a  formation d e  ponts disulfure c l ivables  en milieu 

réducteur. 

L 'analyse  sur gel  d e  polyacrylamide dissociant  d e s  pro- 

té ines  réceptrices d e  l 'adénovirus,  i so lées  selon l e s  trois méthodes 

permet d 'en comparer l 'efficacité e t  la spécifici té e t  d 'élaborer un modèle 

quant à l a  structure e t  à l a  fonction du "récepteur" de  l 'adénovirus type 2 

présent à l a  surface d e s  cel lules  KB. 



H I S T O R I Q U E  



Les adénovirus furent découverts  en 1953 par ROWE, 

HUEBNER, GILMORE, PARROT e t  WARD ( 1 ) dans  d e s  cul tures  d e  

t i s su  d 'amygdale humaine. I l s  sont responsab les  d e  cer ta ines  affections 

respiratoires humaines (pharyngites a igues ,  bronchopneumopathies, f ièvre 

pharyngo-conjonctivale) , d e  conjonctivites (de  type foll iculaire,  kérato- 

conjonctivite épidémique), d e  ce r ta ines  affections d iges t ives  (adénite 

mésentérique aigtte) e t  d e  cer ta ines  infections inapparentes.  Les  virus 

peuvent pers is ter  t rès  longtemps à l ' é t a t  la tent  dans  l e s  amygdales,  l e s  

végétations adénof'des e t  l e s  ganglions lymphatiques. 

CLASSIFICATION DES ADENOVIRUS. 

En 1962, TRENTIN e t  col l .  ( 2 ) e t  HUEBNER e t  col l .  ( 3 ) 

mettent en évidence l e  pouvoir oncogène d e  ce r ta ins  sérotypes d 'adénovirus ,  

c 'es t -à-di re  l a  propriété d ' induire d e s  tumeurs chez  d e s  animaux, en l 'occu- 

rence l e  hamster nouveau-né. 

32 sérotypes humains ont  é t é  i so l é s  e t  c l a s s é s  par  GREEN 

( 4 ) suivant leur pouvoir oncogène : 

- Les adénovirus du groupe A (sérotypes 12,  18, 31) sont  

hautement oncogènes.  I l s  peuvent induire d e s  tumeurs chez  l e s  hamsters 

nouveau-nés deux mois après 1' injection d e  vi rus  purifié. 

- Les adénovirus du groupe B (sérotypes 3 ,  7 ,  11 ,  14,  16 ,  

21) sont  faiblement oncogènes.  Les tumeurs n e  sont induites q u e  4 à 18 

mois après  1' infection. 

- Les adénovirus du groupe C (sérotypes 1 ,  2 ,  5 ,  6) n e  

sont pas  oncogènes.  Mais ,  en  1967, FREEMAN e t  coll .  ( 5 ) ont  mis en 

évidence leur capac i té  à induire l a  transformation maligne d e  ce l l u l e s  

embryonnaires d e  ra t ,  "in vitro". 



B - STRUCTURE DE L'ADENOVIRUS. 

1 O )  Données morpholoqiques. 

6 
De poids moléculaire total d e  175.10 daltons e t  de  densi té  

1 ,345 ,  l e s  adénovirus sont const i tués  d'un nucléorde central  d ' ac ide  

désoxyribonucléique entouré d 'une caps ide  protéique externe. 

En 1959, par d e s  é tudes  en microscopie électronique, 

HORNE ( 6 ) montre que la  particule virale e s t  dépourvue d '  enveloppe, 

c e  qui la  rend rés i s tan te  à l 'éther,  au chloroforme ou au désoxycholate d e  

sodium e t  lui  permet d e  supporter bertaines variations d e  température e t  

de  PH. 

a) La capside externe : La caps ide  protéique externe a l a  forme ---------------- 
O 

d'un icosaèdre,  polyèdre régulier d e  720 A de diamètre, comportant 20 f aces  

égales  qui sont des  triangles équilatéraux unis par 30 aretes  e t  possédant 

12 sommets. 

L'icosaèdre a une symétrie 5 ,  3 ,  2 : 

- Posé sur un sommet, l ' icosaèdre  a un contour pentagonal ; 

en le faisant  tourner d11/5 de  tour l a  structure e s t  identique. L' icosaèdre 

possède 6 axes  d e  symétrie d'ordre 5 passant  chacun par deux sommets 

opposés.  

- Posé sur une face  ou une arête ,  l ' icosaèdre a un contour 

hexagonal. Il a 10 axes  de  symétrie d'ordre 3 passant  par l e  centre  d e  

deux f aces  opposées e t  15 axes  d e  symétrie d 'ordre 2 passan t  par l e  milieu 

d e  deux aretes  opposées.  

La caps ide  externe e s t  const i tuée de  252 unités morpholo- 

giques,  l e s  capsomères,  qui s 'assemblent  en respectant  l a  symétrie 5/3/2, 

donc occupant sur l ' icosaèdre d e s  positions équivalentes : 

- 240 "hexons",  d e  forme hexagonale, s i tués  sur l e s  f aces  

e t  l e s  arêtes  d e  l ' icosaèdre .  



- 12 "pentons",  d e  forme pentagonale, s i tués  à chaque 

sommet d e  la  caps ide  e t  prolongés par une spicule,  d e  longueur variable 

suivant l e s  sérotypes selon VALENTINE e t  PEREIRA ( 7 ) e t  désignée 

SOUS l e  nom d e  "fibre". 

b) L e  nucléorde central  : Des  coupes ultrafines d'adénovirus ------------------ 
O 

révèlent un nucléorde central  opaque aux électrons,  d e  400 à 450 A, sen- 

s ible  à l a  DNase e t  à la  trypsine, donc consti tué de  DNA e t  d e  protéines. 

Le DNA viral e s t  linéaire e t  bicaténaire,  son poids molé- 
6 culaire e s t  d e  22.10 daltons,  s a  longueur d e  1 2 ~ .  Il n ' ex is te  qu'une 

L 

seule  molécule d e  DNA par virion. 

2 O )  Données immunoloqiques. 

Les cel lules  eucaryotes infectées  par l e s  adénovirus pro- 

duisent un excès  d e  matériel viral, en particulier des  antigènes solubles  

retrouvés dans  l e  milieu d e  culture cellulaire.  C e s  antigenes correspondent 

aux sous-unités structurales de  l a  caps ide  vira le  : 

- L'antigène A, spécifique du groupe, f ixe le  complément d e  

la  même façon avec un immunsérum homologue ou hétérologue ; il correspond 

à l 'hexon. 

- L' antigene B I  responsable d e  l 'effet cellulo-détachant, 

e s t  consti tué du capsomère d e  sommet (base du penton) a s soc i é  à la  fibre. 

- L' antigène C , spécifique du type, réagissant  uniquement 

avec un immunsérum homologue, e s t  libéré du penton ; il e s t  formé d'une 

fibre terminée par une sphérule. 

3") Données biochimiques. 

- L'hexon e s t  une holoprotéine riche en ac ides  aminés 

dicarboxyliques (25 %), a s s e z  riche en sérine,  thréonine, leucine e t  

alanine. Les ac ides  aminés basiques  (lysine,  hist idine,  arginine) n e  

consti tuent que 10 % des  ac ides  aminés totaux. 



BOULANGER e t  PWION, en 1 973 ( 8 ) , montrent que  

l 'hexon e s t  un trimère dont l a  sous-unité polypeptidique a un poids  molé- 

cula i re  d e  120.000 se lon MAIZEL e t  col l .  1968a ( 9 ) ; CROWTHER e t  

FRANKLIN, 1972 ( 10 ) .  

Sa séquence d e  1000 ac ides  aminés e s t  en cours  d e  déter-  

mination par PHILIPSON e t  PETTERSSON, 1973 ( 11 ) e t  JORNVALL e t  c o l l . ,  

1974 b ( 12 ) .  On y trouve 17 rés idus  d e  méthionine e t  7 demi-cystéine 

donc vraisemblablement 3 ponts disulfure. 

- Le penton,  comme l 'hexon,  e s t  r iche  en  ac ides  aminés 

dicarboxyliques (20 %) e t  pauvre en  ac ides  aminés ba s iques  (1 1 , s  %) mais  

en diffère par s a  r i c h e s s e  re la t ive  e n  cys té ine .  Son po ids  moléculaire est 

voisin d e  500.000,  300.000 pour l a  b a s e  du penton cons t i tuée  d e  5 sous -  

uni tés  polypeptidiques identiques e t  200.000 pour l a  f ibre composée d e  

3 sous-uni tés  polypeptidiques différentes.  

La composition en  polypeptides contribuant au maintien d e  

l a  structure d e  l 'adénovirus 2 a é t é  é tudiée  par l a  technique d 'électropho- 

r è s e  en ge l  d e  polyacrylamide en  présence d e  lauryl su l fa te  d e  sodium 

(SDS) par MAIZEL e t  coll.  en 1968 ( 13, 14 ) ; 9 polypeptides majeurs 
a , b  

ont é t é  a i n s i  dé t ec t é s  (II à X). 

En 197 1 ,  PEREIRA et SKEHEL ( 15 ), puis  en  1973, EVERITT 

e t  coll .  ( 16 ), ANDERSON e t  coll .  ( 17 ) dénombrent 12 polypeptides : 

- Les polypeptides I I ,  III, IV ont  é t é  identif iés aux  compo- 

s an t s  d e s  capsomères  : l 'hexon (II), l a  b a s e  du  penton (III) e t  l a  f ibre (IV), 

- Les polypeptides IVal, e t  IVa2, s i t ué s  entre l e  IV e t  le 

V n e  son t  p a s  encore identif iés.  

- Les polypeptides V e t  VII, r i che s  en arginine,  son t  a s s o c i é s  

au  DNA ; l e  polypeptide VI1 e s t  l a  protéine majeure du "core".  

- Les autres  polypeptides son t  a s s o c i é s  à l 'hexon. D e s  

dégradations séquent ie l les  du  virion montrent que  l e  polypeptide VI e s t  

a s s o c i é  à tous  l e s  hexons  d a n s  l a  proportion d e  2 par capsomère.  

Les  polypeptides VI11 e t  iX son t  a s s o c i é s  aux groupes 

d e  9 hexons  composant les f a c e s  tr iangulaires d e  l ' icosaèdre .  



FIGURE No 1 

Localisation d e s  protéines dans l a  particule virale de  l 'adénovirus type 2 

Modèle proposé par PHILIPSON ( 18 1 



FIGURE No 2 
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Le polypeptide IIIa e s t  a s soc i é  aux hexons péripentonaux. 

- De peti ts  polypeptides X ,  XI, XII migrent au niveau du 

front de  migration. Les polypeptides XI e t  XII semblent provenir d e  l a  

dégradation d'autres polypeptides d e  poids moléculaire plus é levé.  

C - PROCESSUS D'INFECTION DE CELLULES PERMISSIVES PAR L'ADENOVTRUS. 

Des ce l lu les  humaines poussant en lignée continue e t  

provenant soi t  d'un cancer buccal (KB) soit  d 'un épithelioma du co l  utérin 

(HeLa), sont infectées par l 'adénovirus à une multiplicité d'infection d e  

10 PFU par cel lule  (un i té  formant plage). 

1 O)  Adsorption de  l 'adénovirus sur la  cel lule  hôte. 

Le processus d'infection commence par l 'adsorption d e s  

virions sur l a  surface cellulaire. 

D'après LONBERG-HOLM et  PHILIPSON ( 20  ) , en  moins 

d e  30 minutes,à 37"C, d e s  milliers d e  particules virales sont adsorbées  

sur chaque cel lule .  Au bout d 'une heure, 80 à 90 % d e s  virus sont f ixés  

sur la  membrane cellulaire mais seulement 6 à 10 % d e s  particules adsor- 

bées  peuvent provoquer une infection ; leur durée de  demi-vie e s t  d'environ 

15 minutes. 

D e  plus ,  20  % d e s  virus fixés semblent ê t re  réfractaires 

à l a  décapsidation,  i l s  doivent ê t re  a t tachés  à d e s  ce l lu les  non viables  

ou à d e s  fragments cellulaires.  

a) Concept d e  "récepteur cellulaire" : En fin d'adsorption l e s  virus  sont  ............................. 
at tachés  sur l a  surface cellulaire par d e s  récepteurs spécifiques d e  l a  

membrane plasmatique d e  la  cel lule  hôte. 

- En 1968, PHILIPSON e t  al.  ( 2 1 ) montrent que l e  compo- 

sant  viral consti tuant les points d e  contact  entre  le virus d 'une part e t  l e s  

récepteurs cel lula i res  d 'autre part, e s t  fort probablement l 'antigène fibre. 



En effet ,  c e t  antigène hautement purifié inhibe, dans l e s  conditions 

physiologiques, la  fixation du virion sur la  membrane cellulaire.  

La capacité maximum d e  liaison serait  d e  150 n g  de  fibre 

pour 1 mg d e  protéines d e  membrane plasmatique. 

La fixation du virus sur la  cel lule  dépendrait d e  l a  longueur 

d e  la  fibre car  l'adénovirus type 5 ,  possédant d e  longues fibres,  s 'adsorbe 

plus fermement sur l a  cel lule  h8te que l'adénovirus type 7 à courtes  fibres ; 

d'autre  part l e  type 5 pénétre plus rapidement e t  en forte proportion dans 

l e  noyau, alors que l e  type 7 e s t  préférentiellement dirigé vers  l e s  lyso- 

somes e t  l e s  vacuoles où il semble res ter  "sequestré" pendant plusieurs 
' 

heure S .  

D'après PHILIPSON e t  coll.  ,en 1968 ( 22 ) ,  il ex is te  10 
4 

s i t e s  récepteurs pour l 'adénovirus type 2 e t  10 à 100 fo is  plus d e  s i tes  

récepteurs par cel lule  pour l 'antigène fibre seul  que pour le  virion corres- 

pondant. C e s  s i t e s  consti tuent 0 ,015 % des  protéines d e  membrane plas- 

matique selon HUGHES e t  MAUTNER,en 1973 ( 23 ). 

La reconnaissance d e  t e l s  s i t e s  e t  la  non-équivalence 

numérique peuvent être attribués soit  au couplage d e s  peti tes protéines d e  

fibre sur d e s  s i t e s  inaccessibles  aux virions pour d e s  raisons d'empêche- 

ment stérique, ou soit  à la possibil i té que possède l e  virion d e  s 'accrocher 

à plusieurs s i t e s  récepteurs par plusieurs fibres. 

- RUSSELL, Mac INTOSH e t  SKEHEL, en 1971 ( 24 1, essa ien t  

d e  solubil iser l e  complexe "membrane-adénovirus" par d e s  extractions 

douces  en employant d e s  détergents t e l s  que l e  désoxycholate d e  sodium 

1 % (D. O.C.) ou leTriton X 100 1 % qui  la issent  intactes  les  act ivi tés  

biologiques. 

Une extraction douce avec  du D.O.C. 0,s % à Z°C, pendant 

45 minutes, enlève 31 % d e s  protéines d e  membrane e t  60 % d e s  glyco- 

protéines. C e s  protéines seraient à l 'extérieur d e s  membranes d e  surface ; 

une te l le  localisation pour d e s  s i t e s  récepteurs viraux semble logique. 

D'autre part, le traitement d e s  membranes de  ce l lu l e s  KB 

avec du D. O.C. 1 % détruit 80 % d e  l 'activité d e  l iaison fibre-membrane, 

ce qui  e s t  un argument d e  plus en  faveur d e  l a  fixation d e  l'adénovirus par 

s a  fibre sur l e s  récepteurs cellulaires.  



Cependant, d 'après  HUGHES e t  MAUTNER, en 1973 ( 25 ) , 
on ignore encore actuellement si l e s  récepteurs spécifiques d e  chaque 

adénovirus, s i tués  sur l e s  membranes d e  ce l lu les  KB, sont tous sens ib les  

aux détergents . 
BUTTERS e t  HUGHES, en 1974 ( 26 1, ont montré par 

3 double marquage de  ce l lu les  KB à l a  glucosamine H e t  à la  méthionine 

3 5 ~ ,  puis extraction des  protéines d e  membrane par l e  Triton X 100, que le 

complexe "membrane-virus" é ta i t  s tab le  e t  que 3 polypeptides majeurs 

glycosylés sont responsables de  l'adsorption d e  l 'adénovirus type 5 sur 

les ce l lu les  KB, leurs poids moléculaires apparents é tant  d e  92.000, 
L 

72.000 e t  62.000 daltons. 

b) Inhibition d e  1' adsorption:*~éversible --------- : Les fibres d e  oertains adénovirus, 

produits en  grand excès  dans  l e s  ce l lu les  infectées ,  peuvent réagir  d e  

façon stochiométrique avec les récepteurs d'un certain nombre de  

sérotypes d'adénovirus. 

SHORTRIDGE e t  BIDDLE ,en 196 8 ( 27 ), inhibent d e  façon 

réversible l'hémagglutination de  l 'adénovirus type 5 à 1' aide d 'une  oc 1 

globuline d e  sérum humain, d e  faible poids moléculaire e t  s 'a t tachant  à 

1' antigène fibre. 

Les récepteurs de  l a  plupart d e s  virus peuvent ê t re  satures  

par un excès  d e  virus. En effet, MORI e t  coll .  ( 28 ) montrent que l e  

virus influenza peut saturer les s i t e s  récepteurs érythrocytaires du virus 

polyoma mais, par contre, le virus polyoma n e  peut saturer que quelques 

uns  d e s  récepteurs du virus influenza. 

Il exis te  également, d 'après  HUGHES e t  MAUTNER,en 1973 

( 29 1, une inhibition d e  50 à 60 % avec l a  concanavaline A, lect ine qui 

se fixe sur l e s  groupements oc glycosyles.  On ignore cependant si l e  s i t e  

d e  fixation e s t  le même pour l a  lect ine e t  pour l a  fibre. 

R Irréversible : Philipson, en 1968 ( 30 ) ,  montre que ---------- 
les récepteurs d'adénovirus 2 d e s  ce l lu les  HeLa n e  sont pas  inactivés par 

d e s  protéases à spécificité étroite comme l a  trypsine ou l a  chymotrypsine ; 

au contraire, l 'adsorption du virus e s t  augmentée apr&s action d e  c e s  

enzymes. Les protéases à spécificité large comme l a  subt i l is ine détruisent 



l e s  récepteurs.  

Par contre, d 'après  NEURATH e t  coll.  , en 1969 ( 3 1 ) )  l e s  

récepteurs d'adénovirus 7 d e s  membranes érythrocytaires sont détruits  

par l a  trypsine e t  la  chymotrypsine. 

Les récepteurs d'adénovirus 2 ont un temps de  demi- 

régénération d e  s ix  heures après  traitement d e s  ce l lu les  à la  subti l isine.  

Pour l e  poliovirus, après traitement d e s  ce l lu les  à l a  trypsine, l a  régéné- 

ration e s t  de  une à deux heures. Quant au virus coxsackie  B I  l a  régéné- 

ration a lieu au bout de  deux jours après traitement par l a  chymotrypsine. 

Selon SHEN e t  GINSBURG, en 1968 (32), alors q u e  l a  

trypsine relache une grande partie d e s  carbohydrates d e  l a  ce l lu le  sous 

forme d e  glycopeptides, i l  e s t  possible  que l a  sensibi l i té  des  récepteurs 

aux enzymes protéolytiques résul te  d e  l a  perte, e t  non d e  la  destruction,  

de  la  partie responsable d e  l ' interaction "virus-cellule" qui s e ra i t  un 

polysaccharide. 

Certains réact i fs  chimiques réagissent  avec l e s  composants 

protéiques d e s  membranes cel lula i res  ; i l s  ont é t é  u t i l i s é s ,  en particulier, 

pour l 'étude d e s  récepteurs érythrocytaires de  l 'adénovirus type 7. 

En 1970, NEURATH e t  col l .  (33) inhibent sélectivement 

c e s  récepteurs en modifiant leurs  groupements carboxyliques par le 

1 cyclohexyl 3 (2 morpholinoéthyl) carbodiimide paratoluène sulfonate. 

Une protéine à groupement carboxylique e s t  donc impliquée lors d u  proces- 

sus  d '  adsorption. 

Les mémes auteurs inactivent l 'activité hémagglutinante 

de  l 'adénovirus type 7 avec l a  2 - 3 butane-dione, réactif spécifique d e  

l 'arginine. Par contre,  n i  le formaldéhyde, réactif d e s  groupements aminés 

l ibres,  n i  l e s  réact i fs  d e s  groupements sulfydryles n' inactivent les récep- 

teurs érythrocytaires (34). 

c)  Augmentation du  taux d'adsorption : En 1968, PHILIPSON ( 35 ) .............................. 
montre que l 'adsorption de  l 'adénovirus 2 sur les ce l lu les  KB ou HeLa e s t  

augmentée après traitement d e s  ce l lu les  intactes  par l a  trypsine. 



BOULANGER e t  coll.  ( 36 ) obtiennent également une 

augmentation d e  l'adsorption après action d e  l a  neuraminidase sur l e s  

ce l lu les  h6tes.  Si l e  traitement par l a  neuraminidase e s t  suivi  de  

l 'action d 'une fucosidase,  l 'adsorption e s t  encore accrue.  C e  phénomène 

peut s 'expliquer soi t  par une diminution de  l a  rigidité membranaire après 

désialidation,  soi t  par une diminution d e  l'empêchement stérique,  soit  

par une diminution d e  charges électriques répulsives permettant une 

meilleure interaction "virus-récepteur" . 
On peut a s s i s t e r  aus s i  à un réarrangement de  l a  surface 

cellulaire par sui te  d'une réduction d e s  forces répulsives entre les sous- 

unités membranaires, d'oi'i une cer ta ine aggrégation. L'augmentation d e  

l'adsorption, dans  ce cas, e s t  l a  conséquence d'une densi té  plus grande d e  

récepteurs au niveau des  membranes, selon l e s  régions de  la surface d 'une 
, 

même cellule.  

d) Facteurs affectant l e  pourcentage d '  adsorption : L' adsorption du virus ........................................ 
implique une séquence d'évènements conduisant d'une liaison lâche  à une 

l iaison étroite,  l a  progression d e  ce t t e  séquence peut dépendre de diffé- 

rents  facteurs. 

- Le pourcentage d'adsorption du virus dépend d e  la concen- 

tration en récepteurs donc du nombre d e  ce l lu les  par ml. Si l 'on emploie 

une quantité d e  virus inférieure i3 l a  saturation e t  s i  l a  concentration en 

ce l lu les  r e s t e  constante ,  1' adsorption du virus suit  approximativement 

une cinétique d'ordre 1. 

Selon VALENTINE e t  ALLISON ( 37 ), l a  fréquence de  

coll ision d'un virion avec l a  surface cellulaire,  par mouvement brownien, 
4 e s t  1 0  fois supérieur5 à l a  fréquence d'attachement, l 'efficacité 

d'adsorption e s t  donc excessivement basse .  

- PHILIPSON,en 1967  ( 38 ),montre que l a  température joue 

sur le maximum d e  fréquence d e  col l is ions  entre le  virion e t  l a  cel lule ,  d e  

te l le  sorte que le pourcentage d'adsorption décroi't lorsque la  température 

diminue. 



D'autre part, l a  diffusion d e s  récepteurs sur l a  surface 

cellulaire dépend de  l a  température ca r  l a  v i scos i té  d e s  membranes, r i ches  

en  l ipides,  varie de  façon importante d e  0°C à 37°C. 

- L'interaction "virus-récepteur" e s t  également sens ib le  

aux changements d e  pH. D'après NEURATH e t  HARTZELL, en 1970 ( 39 1, 

l 'adsorption d e  l 'adénovirus type 7 sur d e s  membranes érythrocytaires 

e s t  maximum si l e  pH e s t  si tué entre 5,s e t  8 ,7 .  

- Selon l e s  m e m e s  auteurs,  l 'attachement optimum d e  l 'adé- 

novirus 7 sur les membranes érythrocytaires requiert une concentration 

sal ine d e  0 , l  M. 

e) Mécanisme d e  l'adsorption : Le virus ,  dans un premier temps, réagit  ....................... 
avec une ou plusieurs sous-unités de  récepteurs spécifiques s i t ués  sur 

l a  surface d e  l a  cel lule .  

La liaison "v irus-cellule" se formerait entre l e s  rés idus 

arginine non terminaux chargés positivement sur l a  fibre du virion e t  l e s  

groupements cbi'bonyl d e s  acides  aspartique e t  glutamique ion isés  néga- 

tivement sur le récepteur. 

Chaque é tape  dans l 'établissement d e s  ponts multivalents 

e s t  d i te  "réversible" ; le virus adsorbé sur une cel lule  peut en ê t re  d i ssoc ié  

par lavages répétés  ou par incubation dans  un milieu dépourvu d e  virus. 

A la  fin d e  ces é tapes  d e  "pontage",  l 'adsorption devient 

irréversible. Des  cat ions  divalents participent à l a  liaison "récepteur- 

virus" car  leur suppression par l 'éthylène diamine tétra acétate  (E. D. T. A.)  

conduit à une dissociat ion,  mais l e s  particules vira les  fermement adsorbées 

sur l a  membrane cellulaire par plusieurs récepteurs ou ce l l e s  qu i  ont dé j a  

pénétré dans  l a  cel lule  rés is tent  à ce t t e  dissociation.  

2 O )  Pénétration du virus à l ' intérieur de  l a  cel lule .  

La pénétration du virus à l ' intérieur de  l a  cel lule  e s t  la  

seconde étape du début d e  l ' interaction "virus-cellule". Elle peut être 

mesurée par l a  perte de  l a  sensibil i té aux anticorps d e s  centres  infectieux, 



quoique ce crit6re n e  soit  pas  très spécifique à l 'intérieur même d e  la  

cel lule .  

a) R81e d e  l a  température : La pénétration virale a lieu rapidement,en ------------------- 
quelques minutes l e s  particules vira les  adsorbées sont  incorporées dans 

l a  cel lule  ; ce t t e  é tape e s t  presque terminée 30 minutes après l'adsorption. 

Le virus entre alors,  à l ' intérieur d e  l a  cellule,  en phase d 'écl ipse .  

En 1967, LAWRENCE e t  GINSBERG ( 40 ) montrent que, 

pour l 'adénovirus, l e s  phases  d e  pénétration e t  d ' éc l ipse  sont inhibées 

à b a s s e  température. Pour mieux étudier ce t te  deuxième 6tape du début d e  
L 

l ' interaction,  on adsorbe l e  virus sur les cel lules  à O°C pour bloquer les 

é tapes  suivantes conduisant à l a  perte irréversible d e  l ' infectivité,  on 

réchauffe ensui te  brutalement à 37OC pour initier l a  pénétration du virus 

dans  l a  cel lule  e t  pour favoriser une meilleure synchronisation d e s  phénok 

mènes. 

b) Expérimentation : Le virion doit suivre un processus particulier pour -------------- 
passer  l a  barrière d e  l a  membrane cellulaire.  

En 1962, DALES (4 1) suggère que l e s  particules virales sont 

ingérées par phagocytose, puis en t a s sées  dans  l e  cytoplasme, dans d e  

larges  inclusions.  

PHILIPSON, en 1968 ( 42 ) , montre que l e s  particules 

d'adénovirus sont dégradées au cours d e  leur pénétration dans  l a  cellule 

h8te e t  que quelques produits d e  dégradation sont  retrouvés d a n s  l e  milieu 

extracellulaire : 5 à 8 % d e  radioactivité protéique sont a insi  re je tés  

pendant l a  phase de  pénétration ( 4 3 ) . 
MORGAN e t  coll .  , en  1969 ( 44 ) ,observent en  microscopie 

électronique, 10 minutes après  l e  début de  l ' interaction "virus-cellule", 

à 37"C, quelques particules virales à l 'intérieur d e  vacuoles d e  phagocy- . 
tose ,  près d e  l a  surface cellulaire. La phagocytose, avec rupture de  l a  

vacuole dans  l e  cytoplasme, aurait pu justifier d e  l 'entrée de  quelques 

particules.  



En 1970, CHARDONNET e t  DALES ( 45, 4 6 )  révèlent que  

l e s  particules virales s e  déplacent d e  l a  surface cellulaire vers  l e  cyto- 

plasme par pinocytose pour venir s e  loger au voisinage du noyau afin d 'y  

poursuivre leur décapsidation.  

D'après  SUSSENBACH ( 47 ) , peu d e  temps aprés  leur 

pénétration à l 'intérieur de  l a  cel lule ,  l e s  particules vira les  ont l'appa- 

rence d e  virions intacts  mais e l l e s  ont perdu leur activité hémagglutinante 

(due aux pentons) e t  leur densi té  augmente d e  1,34 à 1 ,35  c e  qu i  correspond 

à une perte de  5 % en protéines par rapport au virion intact .  Le penton 

représente 5 % de  l a  masse  totale des  protéines du virion. C e s  particules 
L 

ont donc perdu leurs pentons et, par conséquent, leur pouvoir infectieux e t  

leur pouvoir hémagglutinan t. 

La perte d'une te l le  protéine d e  structure aurait l ieu lors 

du passage  du virus à travers l a  membrane plasmatique ; cet te  perte relâche 

l a  structure icosaèdrale d e  l a  particule virale lui  permettant d'acquérir 

une forme sphérique décelée  dans  l e s  répliques de  "freeze-etching" d e  

ce l lu les  infectées,  par BROWN e t  BURLINGHAM en 1973 ( 4 8  ) . 
Selon LONBERG-HOLM e t  PHILIPSON ( 4 9 ) , l a  demi-vie 

du virion intact  a s soc i é  aux ce l lu les  e s t  de  15 minutes. Les particules 

d'adénovirus intracytoplasmiques n'ont qu'une v i e  transitoire d a n s  l e  

cytoplasme ; e l les  sont ultérieurement a l térées  en particules sens ib les  

à la  désoxyribonucléase,  principalement au niveau ou à 1' intérieur du 

noyau (50, 51,  52, 53) .  

c) Processus d e  pénétration : Contrairement donc aux virus  éthéro-sensibles ...................... 
(herpès, influenza, sendaijqui semblent fusionner avec l a  membrane cellu- 

la i re  e t  libérer leur contenu dans  l e  cytoplasme, l 'adénovirus pourrait 

passer  directement à travers l a  membrane cellulaire.  C e  mode d e  pénétra- 

tion néces s i t e  une caps ide  virale intacte ou peu altérée. 

Cependant, un certain nombre d e  virions s'accumulent à 

l ' intérieur d e  vacuoles d e  phagocytose où l 'on peut l e s  retrouver intacts  

trois heures après l e  début de  l ' infection, bien que l a  plupart d e s  virus 

l ibres aient alors disparu du cytoplasme. 



A l 'a ide d e  l a  microscopie électronique, différents auteurs 

( 54, 55, 56, 57 1, décrivent la  migration d' adénovirus à 

l 'intérieur du cytoplasme, dans  des  vésicules  lysosomiales. Ce t t e  migra- 

tion, relativement lente pour l'adénovirus type 7, e s t  plus rapide pour l e s  

types 2 e t  5. C e s  particules virales sont détectées  à une fréquence rela- 

tivement bas se  e t  il semble que l e s  adénovirus présents dans l e s  lysosomes 

y soient "sequestrés"  e t  n e  correspondent pas  à d e s  particules infectieuses:  

ils n e  donneront pas  d e  progéniture virale. 

3') Décapsidation du qénome viral. 
I 

La décapsidation e s t  l e  processus qui rend le  DNA viral 

parental sensible  à 1' action d e  la  désoxyribonucléase. En d' autres termes, 

c ' e s t  une altération intracellulaire d e  la  capside virale qui rend le génome 

viral accessible  aux systèmes enzymatiques cellulaires qui effectuent son 

décodage. 

Après la  première é tape d e  l'infection aboutissant à une 

altération morphologique du virus, MORGAN e t  coll., en 1969 ( 5 8 ), 

visualisent,  à l 'intérieur d e  l a  cel lule ,  l a  nucléoprotéine de l 'adénovirus 

sortant d e  la  capside virale e t  franchissant l a  membrane nucléaire. 

HUANG e t  BALTIMORE, en 1970 ( 59  , affirment qu ' i l  

e s t  maintenant certain que l 'acide nucléique viral parental n 'a  p a s  besoin 

d' &tre entièrement dépouillé d e s  protéines du virion pour commencer s a  

transcription ou même s a  réplication. Les acides  nucléiques n 'exis tent  

pas  entièrement "nus" à l 'intérieur d e  la  cel lule  e t  sont toujours associés 

à d e s  protéines virales ou m ê m e  cellulaires.  

a) Localisation du processus : Les membranes plasmatique e t  nucléaire,  

a ins i  que les lysosomes, sont souvent impliqués dans  les phénomènes d e  

décapsidation, mais leurs rules respectifs diffèrent d'un virus à l 'autre. 

Pour l 'adénovirus, les étapes d e  décapsidation sont loca l i sées ,  selon les 

auteurs,  à différents endroits d e  la  cellule.  

DALES, en 1962 ( 60 ), par la  microscopie électronique, 

retrouve, en quelques minutes, d e s  particules libres à nucléoyde dense  aux 

abords d e  la  matrice cytoplasmique périnucléaire au niveau des  pores du 



noyau. L e  processus d e  décapsidation se situerait  au niveau d e  l a  mem- 

brane nucléaire. 

Pour JOKLIK, en 1965 ( 61 ), l e s  virus animaux seraient  

décapsidés  à l 'intérieur ou au voisinage des  vés icu les  d e  phagocytose. 

En 1969, LONBERG-HOLM et  PHILIPSON ( 62 ) local isent  

l a  première é tape  de  décapsidation au niveau d e  l a  membrane plasmatique,  

conduisant à une particule dont l e  DNA peut ê t re  solubilisé à 70 % par l a  

DNase. En effet ,  l ' absence d e  virus intact ,  l ibre,  dans l e  cytoplasme 

serai t  en accord avec l 'exis tence d'un complexe intermédiaire "virus- 

récepteur cellulaire".  De plus,  les virions proches de  l a  surface cel lula i re  

paraissent moins altérés que ceux' s i tués  à l ' intérieur du cytoplasme. I l s  

suggèrent donc que les virions soient partiellement décapsidés  lors d e  leur 

libération de  l a  membrane dans le cytoplasme. 

Mais, pour MORGAN e t  a l .  , en 1969 ( 63 ), l 'altération 

d e  l a  capside e t  du nucléofde aurait plutôt lieu sur l e s  virions l ibres ,  à 

l ' intérieur du cytoplasme. Les particules virales subissent  une modification 

structurale. Le nucléorde deviendrait granulaire, tandis que,  l e s  faces  

cr is ta l l ines  s 'estompant,  la  surface du virus prendrait une apparence diffuse. 

En 1972, OGIER e t  co l l .  ( 64 ) ont prouvé que l e  DNA 

d'adénovirions extrait d e s  lysosomes,  bien que res tant  infectieux, é ta i t  

devenu sensible  à l a  DNase pancréatique,ce qui  suggère une décapsidation 

partiel le d e s  particules d'adénovirus absorbés par phagocytose e t  enfermées 

à l 'intérieur d e s  lysosomes. On ignore encore comment le pouvoir infectieux 

peut alors rés i s te r  a l 'action d e  l a  DNase lysosomale. 

b) Processus :D'après LAWRENCE ET GINSBERG, en 1967 ( 65 ), 19 % 

d e s  virus adsorbés à 4 OC sur l e s  ce l lu les  e t  réextraits  par lavage sont 

décapsidés .  La libération intracellulaire du DNA viral commencerait d è s  le 

début d e  l'incubation à 37OC. 

Nos résul ta ts  obtenus en  1973 ( 66 ) sont compatibles 

avec les études  fa i tes  "in vivo" par LONBERG-HOLM, PHILIPSON e t  

MORGAN ( 67, 6 8  ) e t  "in vitro" par BOULANGER e t  WAROCQUIER 

( 69 ) sur l a  dégradation d e s  adénovirions par d e s  préparations d e  

membranes plasmatiques e t  nucléaires i so lées  d e  cel lules  KB. 



On peut donc suggérer que la  décapsidation e s t  un processus  

à deux temps, l 'é tape init iale s e  déroulant à l a  surface d e  l a  ce l lu le ,  au  

niveau d e  l a  membrane plasmatique, l a  décapsidation complète s 'achevant 

à l a  membrane nucléaire. 

Une heure après la  pénétration virale A l ' intérieur de  l a  

cel lule ,  93 % du virus intracellulaire a son matériel protéique acido-pré- 

cipitable (acide trichloracétique 5 %) e t  son DNA sensible  A l a  désoxy- 

ribonucléase. C e  taux maximum dépend des  conditions d e  culture d e s  

ce l lu les ,  d e  l 'adsorption, d e s  méthodes de  lavage e t  d e  l a  préparation 

d e s  extraits  cellulaires.  

D'autre part, l e s  protéines re lachées  lors d e  l a  décapsi-  

dation ont une densité d e  1 / 3 1  e t  sont insolubles dans l 'ac ide trichlora- 

cétique. La décapsidation n'implique donc aucune dégradation profonde 

d e s  protéines d e  caps ide  en peti ts  peptides. 

c) Participation du métabolisme cellulaire : En 1967, LAWRENCE e t  .................................. 
GINSBERG ( 70 ) démontrent que l a  synthèse protéique n ' e s t  pas  indis-  

pensable au développement d e  l a  sensibil i té à l a  désoxyribonucléase. 

D'autre part PHILIPSON, en 1967 ( 71 ), étudie  l'effi- 

cac i té  d e  la  décapsidation en présence d'actinomycine D e t  d e  puromycine, 

inhibiteurs respect i fs  d e  l a  synthèse d e  RNA DNA-dépendante e t  d e  l a  

synthèse protéique. Il n e  constate  aucune action de  c e s  inhibiteurs méta- 

boliques. Le processus d e  décapsidation ne  paraît donc pas nécess i te r  l a  

synthèse d e  RNA, ni  ce l l e  de  protéines cellulaires.  

Si la  décapsidation d e  1' adénovirus nécess i te  1' intervention 

d 'une activité enzymatique cellulaire quelconque,cette enzyme n ' e s t  p a s  

synthétisée après l ' initiation d e  l ' infection, mais e s t  préexistante dans  l a  

cel lule  avant toute invasion virale. 

d) Action d e  différents facteurs sur l a  décapsidation : MORGAN, en 1969 ........................................... 
( 7 2  ) , après blocage d e s  systèmes énergétiques cel lula i res  par 

les arséniates ,  note l a  pénétration d e  nombreux virions altérés dans  le 

cytoplasme mais l a  libération d e  l a  nucléoprotéine n 'a pas  lieu. Le 



processus d e  décapsidation nécessi terai t  donc de  l 'énergie. 

La température joue également un r81e sur l a  décapsidation. 

En effet, après exposition d e s  ce l lu les  infectées trois heures à O°C, 

LAWRENCE e t  GINSBERG ( 73 ) n e  décèlent aucune décapsidation du  

DNA viral. Dès  que l'on incube à 37OC, le  pouvoir infectieux se perd 

rapidement tandis qu'apparaft l a  sensibil i té Zi l a  désoxyribonucléase. La 

décapsidation ne  s e  déroulerait donc correctement qu'au-dessus d e  30°C 

(la température d e  32°C e s t  ut i l isée  pour l a  culture d e  cer ta ins  mutants, 

d i t s  thermosensibles). 

Les rayons ultra-violets agissent  différemment selon l e s  

virus.  En 1964, ~OKLIK ( 74 ) i e l a t e  qu'un poxvirus, inactivé par 

irradiation aux U.V. , n ' e s t  pas  décapsidé dans  l e s  ce l lu les  HeLa. Il 

postule que le traitement aux U.V. affecterait une protéine virale agissant  

comme inducteur de  l a  décapsidation. 

Cependant, il n ' es t  pas  evident que l 'adénovirus possède 

une protéine inductrice similaire sens ib le  aux U.V. En fai t ,  l a  v i t e s se  e t  

l 'étendue d e  l a  décapsidation sont identiques que l e  virus soi t  traité ou 

non par les U.V. Aucun composant viral ,  sensible  aux U.V., n ' e s t  donc 

indispensable à l a  décapsidation de  l'adénovirus. 

4") Entrée d e  l a  nucléoprotéine dans  l e  noyau d e  l a  cel lule .  

D'après LAWRENCE e t  GINSBERG, en 1967 ( 75 ) ,  l a  

séparation complète du DNA viral e t  d e s  protéines d e  caps ide  se déroule 

après le transfert d e  la  particule virale au noyau. 

Par d e s  é tudes  en microscopie électronique, MORGAN e t  

coll .  ( 76 ) ,  en 1969, montrent laprogressiondelanucléoprotéine 

d'adénovirus vers  l e s  pores d e  l a  membrane nucléaire dans  lesque ls  l e  

nucléol'de d e n s e  e s t  littéralement " injecté"  , l a i ssan t  dans  le cytoplasme 

une caps ide  vide. 



En 1969, LONBERG-HOLM e t  PHTLIPSON ( 77 ) calculent 

que l a  moitié du produit, partiellement décapsidé au niveau d e  l a  membrane 

plasmatique, entre rapidement dans  le noyau oSi le DNA viral e s t  dépouillé 

d e s  protéines du nucléofde. 

MORGAN, en 1969 ( 78 ) ,  puis CHARDONNET e t  DALES, 

en 1970 ( 7 9 ) , montrent en microscopie électronique que,  deux heures 

après  l ' incubation, au niveau d e s  pores nucléaires,  l a  plupart d e s  particules 

vira les  possédant un centre  dense  ont disparu e t ,  à leur place,  apparaissent 

d e s  caps ides  vides ,  quelques unes  apparaissant dégradées.  

Il y a donc eu migration des  particules d'adénovirus au 

voisinage d e s  pores nucléaires.  La capside e s t  fortement altérée e t  une 

fine coque entoure l a  nucléoprotéine. 

En m ê m e  temps, l a  chromatine s'accumule dans  le noyau 

tandis qu 'à  proximité d e s  particules les membranes nucléaires e t  cytoplas- 

miques se renflent vers  l'intérieur du noyau, créant a ins i  une sorte d e  

poche. 

La caps ide  virale se rompt e t  le nucléofde viral se décharge 

directement dans l a  poche nucléaire pour passer  ensui te  dans  l e  noyau, 

l a i ssan t  dans  le cytoplasme périnucléaire un "fantbme" d e  caps ide  vide. 

On ignore tout d e s  mécanismes par lesquels  l ' ac ide  nucléique 

viral e s t  débarrassé d e s  prothines d e  type "histone" du nucléofde. C e  

DNA sera  d'abord transcrit en RNA messager,  lui-même traduit en  protéines 

vira les  d i t e s  "précoces",  c a r  précédant la  réplication du DNA viral .  C e s  

protéines précoces sont nécessa i res  aux phases  suivantes qui sont  l a  

réplication du DNA viral ,  puis l a  transcription d e s  gènes  "tardifs" (génes 

d e s  protéines capsidales) .  



Schéma récapitulatif de s  différentes é tapes  du  

proces s u s  d '  infection. 

A Virus l ibre extracellulaire 

B Complexe virus - récepteur cellulaire (adsorption) 

B '  Virus in tact  dans  une vacuole d e  phagocytose 

C Virus partiellement décap s idé  intracellulaire 

D Décapsidation intracytoplasmique 

E Nucleoiiie vi ra l 'au  niveau d 'un pore nucléaire 

F Capside vide 

G Nucléoprotéine à l ' intérieur du noyau 

H DNA viral  dans  le noyau 

FIGURE No 3 

cytoplasme 

noyau 



1. Adsorption d e  1' adénovirus sur l a  surface cellulaire 

( x  150.000) 

2. Pénétration d e  l 'adénovirus à l ' intérieur de  l a  cel lule  

( x 150.000) 

3. Virus intact à l ' intérieur des  vacuoles d e  phagocytose 

( x 75.000) 

4 .  Passage de  l a  nucléoprotéine d e  la  capside vira le  dans  

le  noyau de  la  cel lule  ( x 150.000) 



FIGURE No 4 

Photos de microscopie électronique 

d'après MORGAN et coll. (80) 



lère PARTIE 

ISOLEMENT PAR CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE OU IMMUNO- 

ADSORBANT D'UNE GLYCOPROTEINE DE MEMBRANE DE CELLULES KB, 

RECEPTEUR DE L'ADENOVIRUS TYPE 2 .  



INTRODUCTION 

Principe d e  l a  chromatographie d'affinité. 

La chromatographie d 'affinité e s t  une nouvelle méthode d e  

fractionnement d e  macromolécules mise au point, en 1968, par CUATRECASAS 

e t  a l .  ( 81 ) ,  e t  basée  sur les propriétés biologiques spécifiques des  

substances  à isoler.  

Sur un polymère insoluble (support) on f ixe par l ia ison 

covalente un ligand, molécule complémentaire du s i t e  actif de  l a  protéine 

à séparer.  Si sur ce support-ligand on p a s s e  une solution complexe de  

protéines,  seu les  ce l les  ayant une affinité pour l e  ligand s 'y  f ixent  de  

façon spécifique e t  réversible. Les autres protéines non retenues par l e  

gel  passen t  dans l'effluent. 

Dans un second temps l a  protéine accrochée au ligand e s t  

é luée  brutalement par simple changement d e  pH ou d e  force ionique. 

Cet te  technique peut ê t re  appliquée à un grand nombre de  

systèmes macromolécule. -ligand. Elle permet d ' isoler ,  par exemple, des  

enzymes,  d e s  anticorps,  d e s  antigènes,  d e s  acides  nucléiques,  d e s  pro- 

téines d e  transport, d e s  protéines répresseurs ,  de s  récepteurs d'hormones 

ou d e  médicaments, d e s  complexes polyribosomiaux ou multienzymatiques. 

Elle peut également être ut i l isée  dans cer ta ins  c a s  pour concentrer des  

solutions di luées  de  protéines e t  pour séparer l e s  différents composants 

obtenus lors d 'une modification chimique spécifique d 'une  protéine purifiée. 

En fa i t ,  c e  n ' e s t  pas  une véritable chromatographie, c ' e s t  

un simple déplacement répondant à l a  loi  du "tout ou r ien"  à moins que 

plusieurs protéines ne  soient suscept ibles  d e  s e  fixer sur  l e  ligand d'où 

l 'ut i l isation d e  techniques très spécifiques e t  particulières à l a  macromo- 

lécule à isoler. 



Cependant l e s  avantages d e  c e t t e  méthode de  fractionnement 

sont  importants : 

-L'isolement de  la  macromolécule, basé  sur s a  fonction 

biologique, e s t  plus sélectif que l e s  méthodes c lass iques .  

- Le principe même de  la  séparation permet d'éliminer d e s  

contaminants (protéases.  . .) e t  s a  rapidité, d 'éviter une  dénaturation d e  

l a  macromolécule. 

- La liaison macromolécule-ligand protège les  s i t e s  act i fs ,  

s tab i l i se  la  structure tertiaire e t  conserve l a  conformation native d e s  pro- 

té ines .  

2") Application à l ' isolement d'un récepteur viral cellulaire.  

Dans l e  c a s  présent,  la  chromatographie d'affinité e s t  

u t i l isée  dans l e  but d ' isoler  les récepteurs viraux d e s  membranes d e  ce l lu les  

KB . 
D' après HUGHES e t  MAUTNER (82), l e s  récepteurs cellu- 

la i res  ne  consti tuent que 0,015 % d e s  protéines de  membrane plasmatique 

d e s  ce l lu les  KB. Devant ce faible pourcentage, l e  problème e s t  d e  choisir  

"un modèle chromatographique" nous permettant d'obtenir l e  meilleur ren- 

dement possible.  

Lors d e  l 'adsorption, première é tape dans  le  processus  

d'infection virale,  l e s  virions s 'at tachent sur l a  surface cel lula i re  par d e s  

récepteurs spécifiques de  l a  membrane plasmatique d e  l a  cellule-h6te. Le 

composant viral consti tuant les points d e  contact  entre l e  virus e t  l e s  

récepteurs cel lula i res  e s t  fort probablement l 'antigène fibre. 

Le lien entre l 'adénovirus e t  l a  cel lule  KI3 étant l a  fibre, 

d 'autre  part la  protéine à isoler étant l e  récepteur cellulaire,  il semble 

logique d e  s e  servir d e  l 'antigène fibre comme ligand e t  d e  le  fixer sur un 

support insoluble, tout en la i ssan t  libre son s i t e  actif qui  possède une 

affinité pour cer ta ines  protéines de  membranes cel lula i res .  



MATERIEL ET METHODES 

Le choix du support dans la  chromatographie d'affinité e s t  

t rès  important. Il doit posséder l e s  quali tés suivantes : 

- Le polymère sur lequel on at tache le  ligand doit avoir 

une structure réticulaire suffisamment l%che pour permettre aux macromo- 

lécules  d e  pénétrer e t  d e  sortir librement à travers la  matrice, e t  facil i ter  

l a  fixation de  la  protéine à isoler. 

- Il doit ê t re  s table  e t  posséder d e  nombreux groupements 

chimiques susceptibles d 'ê t re  modifiés pour former des  l ia isons covalentes  

lors d e s  réactions de  couplage gel-ligand. 

- Les interactions avec l a  protéine à isoler doivent ê t re  

t rès  fa ibles  de  manière à minimiser l e s  interactions non spécifiques. 

Les deux polymères l e s  plus employ6s sont  : 

- soit  le Sepharose activé au CNBr 

- soit  le Biogel d e  polyacrylamide activé au glutaraldéhyde. 

1 - / UTILISATION DU SEPHAROSE 4 B / 

A - PREPARATION DU GEL ------------------- 

1 O )  Structure du Sepharose. 

Introduit par HTERTEN en 1962 ( 83 ),  c ' e s t  l e  support 

actuellement l e  plus employé dans  la  chromatographie d'affinité. L'agarose 

e s t  consti tué par d e s  c h a k e s  l inéaires d e  D-galactose lié à du 3,6- 

anhydro L-galactose par d e s  l ia isons or 1,4. C e s  disaccharides sont r e l i é s  

entre eux par des  l ia isons P 1,3. 



La structure spat ia le  comporte d e s  régions hé l i co~da le s  

alternant avec d e s  c h a k e s  en conformation désordonnée appelée " r andm 

coi l" .  Ce t te  diversité de  structùre lui confère d e s  propriétés particuliéres : 

une grande perméabilité assoc iée  à une grande rigidité e t  une facul té  de  

retenir l ' e au  échangeable. Les ge l s  d 'agarose seraient composés d e  régions 

c reuses  dont l e s  ouvertures sont capables  d e  la i sser  passer  de  t rès  grosses  

molécules en solution. C e s  régions sont re l iées  entre e l l e s  par une  matrice 

dense  formée de  structures en hél ices  (REES, 84 ) .  

Trois types de  ge l  d 'agarose sont commercialisés sous  l e  

nom de  "Sepharose" (~harmacia)  : 2 B, 4 B e t  6 B ; i l s  correspondent à des  

concentrations respectives en aga;ose de  2 ,  4 e t  6 %. 

Le Sepharose 4 B e s t ,  de  loin,  l e  plus employé ; c ' e s t  celui  

que nous avons chois i  en premier essai.ROBINSON e t  a l .  ( 85 ) ont 

montré que le Sepharose 2 B s e  réticule trop lors de  l 'activation e t  perd 

donc s a  grande porosité ; l e  Sepharose 6 B présente,  lu i ,  l ' inconvénient 

d e  ne permettre qu'un débit trop lent. 

2") Réticulation e t  activation du Sepharose 4 B par le 

bromure d e  cyanosène.  

PORATH ( 86 ) consei l le  de  réticuler l 'agarose.  Bien que les 

groupements hydroxyles ac t ivables soient alors diminués , de  grands 

avantages sont obtenus,  en particulier une augmentation d e  la  s tabi l i té  

aux b a s e s  e t  à la  chaleur,  e t  une insensibil i té aux bactéries e t  aux en- 

zymes. 

Un certain degré d e  réticulation e s t  obtenu spontanément 

lorsque l e  ge l  e s t  activé par l e  bromure de  cyanogène. 

AXEN e t  VRETBLAD ( 87 ) ont découvert que les  fonctions 

hydroxyles d e s  polysaccharides peuvent réagir avec l e s  halogénures de  

cyanogène pour donner d e s  groupements imino carbonates cycliques réactifs.  

Parallèlement i l  s e  forme d e s  groupements carbamates inactifs (voir Fig. 5 ) 

e t  un certain nombre de  réticulations entre l e s  chames  polysaccharidiques. 



Le bromure d e  cyanogène e s t  d i ssous  préalablement dans 

1' acétonitrile, solvant organique miscible à l ' eau (MARCH e t  a l .  ,88 ) 

ou dans  l e  N-méthyl-2-pyrrolidone (NISHIKAWA e t  BAILON, 89 ) puis 

ajouté à une suspension d e  ge l  dans l 'eau en ajustant d e  façon continue l e  

pH à 11 durant 10 minutes, temps d'activation.  

Le nombre d e  groupements réac t i fs  obtenu e s t  proportionnel 

à l a  quantité d e  bromure de  cyanogène ajoutée,  ce qui  permet d e  coupler 

plus ou moins d e  ligand ou de  bras. 

Du Sepharose 4 B activé au bromure d e  cyanogène e s t  

disponible commercialement (Pharmacia) . 

3") Fixation du bras sur le  Sepharose activé.  

a) Intérêt d'un bras : --------------- 
1 - CUATRECASAS, d è s  1968 ( 90 ) , montre l a  nécess i té  ------------- ---- ---- ----- 

d'un bras maintenant l e  ligand à une certaine dis tance du support, de  

manière à éviter tout encombrement stérique qui gênerait l a  l ia ison macro- 

molécule-ligand . 
D'aprèsLOWE ( 9 1  ), l 'adsorption e s t d ' a u t a n t  plus forte 

que le bras e s t  long ; cependant,  la  longueur optimum du bras e s t  de  0 , 8  * 
à 1,O nm, c e  qu i  correspond à un enchamernent d e  6 à 8 carbones ; au-delà, 

le bras a tendance à s e  replier,  donc à s e  rapprocher du support, ce qui  

e s t  contraire à 1' effet recherché. 

Le bras l e  plus ut i l isé  e s t  une chaîne carbonée comportant 

une fonction amine primaire à chacune d e  s e s  extrémités,  c e  qu i  permet d e  

l a  coupler au support activé d 'une part e t  au ligand d'autre part. 

2 - Autre .................... intérêt d 'un bras : Il a 6té démontré par NEURATH .................... 
e t  coll.  , en 1970 ( 92 ) , par des  blocages spécifiques de  groupements 

latéraux d 'ac ides  aminés, que c ' é ta ien t  l es  groupements aminés d e  la 

protéine fibre qui  réagissaient  avec les groupements carboxyliques des  gly- 

coprotéines d e  l a  membrane d e s  ce l lu ies  réceptrices.  Il y avait  donc 

intérêt a l a i sser  intact  c e s  groupements aminés e t  a coupler l a  fibre sur l e  



support insoluble par l e s  radicaux carboxyliques, en uti l isant une molé- 

cu l e  "bras" intermédiaire diaminée. 

En l 'occurence nous chois issons le diamino-dipropyl-amine, 

bras à 6 atomes d e  carbone e t  possédant un groupement NH hydrophile qu i  

favorise dans  une étape ultérieure l a  fixation bras-ligand. Une d e s  amines 

s e  fixe à l'irrrino carbonate cyclique du Sepharose activé e t  forme trois 

dérivés N-substitués ; imino carbonate ou amino-Sepharose, carbonate e t  

isouréide (voir Fig. 5 ) . 

b) Préparation de  l'amino-Sepharose : ............................. 

6 g de  gel  d e  Sepharose 4 B activé au CNBr sont mis à 

gonfler dans  600 ml de  HCl 1 mM, à température ambiante, pendant une 

nuit ; puis lavé très rapidement, en un quart d 'heure,  sur verre fri té,  avec 

HC1 1 mM, à l a  concentration de  200 ml par g d e  gel ,  ce qui a pour but 

d'éliminer l e  dextran e t  le lactose qu i  préservent l 'ac t ivi té  du sepharose 

en poudre. Le volume d e  ge l  gonflé obtenu e s t  d e  3 , s  ml par g d e  Sepha- 

rose .  

Le ge l  lavé,  on ajoute immédiatement, en moins d e  15 

secondes,  35 mM de  diamino-dipropyl-amine ramené à pH 10 avec HC1 6 N I  

en agitant avec une baguette de  verre e t  en refroidissant dans  la  glace 

car  l a  réaction e s t  exothermique ; on l a i s se  sous agitation douce une nuit  

à 4OC. 

Ensuite, l 'amino-Sepharose e s t  lavé par 200 volumes d'eau 

d is t i l l ée  pour éliminer l e s  amines l ibres.  On peut l e  stocker dans  l 'eau 

en présence d 'azide de  sodium 1 %,, . 

Il  permet d e  vérifier 1' efficacité d e  1' amino-Sepharose 

préparé. 

A 0 , 3  ml d e  ge l ,  mis dans  1 ml d e  borate d e  sodium saturé,  on 

ajoute 3 gouttes de  solution aqueuse 3 % de  2, 4 ,  6 trinitro benzène sulfo- 

na te  d e  sodium. On l a i s se  2 heures à température ambiante. 

Le ge l ,  après lavage 3 l ' eau dis t i l lée ,  doit présenter une 

couleur orange,  témoin d e  l a  fixation du diamino-dipropyl-amine sur le  

Sepharose 4 B activé au CNBr. 



4 O )  Couplaqe du liqand sur 1' amino-Sepharose. 

a) Problèmes posés  par l a  fibre : ......................... 

Dans l e  "modèle chromatographique" proposé nous avons 

chois i  l a  fibre comme ligand puisque, lors d e  l 'adsorption, c ' e s t  l e  lien 

entre l e  virus e t  l a  cel lule  ; mais plusieurs problèmes se posent : 

1 - Pontages inter-fibres : ---- ------------ ----------------- 

Durant l a  réaction d e  couplage du ligand fibre avec l a  

matrice insoluble,  effectuée à l 'aide d'un dérivé de  la  carbodiimide, i l  

peut s e  produire des  pontages inte~moléculaires  entre groupements amines 

e t  carboxyliques appartenant à différentes molécules de  ligand. 

2 - Blocaxe d e s  g~oupements  aminés d e  l a  fibre : ---- ----- ...................................... 

Comme nous l 'avons dé jà  souligné page 31 , d e s  blocages 

spécifiques d e s  groupements réactifs d e  cer ta ins  acides aminés de protéines 

de  membranes d e  ce l lu les  réceptrices e t  de  particules d'adénovirus ont 

montré que l e s  groupements aminés d e  l a  fibre réagissaient  avec l e s  ac ides  

aminés dicarboxyliques des  glycoprotéines d e  membrane. Il y a donc 

avantage à préserver au maximum l e s  groupements aminés de  l a  fibre. 

Le blocage des  fonctions NH2 d e  la  fibre par l a  méthode à 

l 'anhydride citraconique nous a permis d e  fixer l a  fibre par son extrémité 

carboxylique avec un rendement deux fois  supérieur à ce lu i  obtenu avec 

un lot témoin d e  fibre non traité par l 'anhydride citraconique (Fig. 5 ) .  

Les réactions de  couplage bras-ligand effectuées ,  dans un 

second temps nous débloquons l e s  fonctions NH de  l a  fibre par une 
2 

réaction de  décitraconylation, afin d e  lui  resti tuer son s i t e  d' affinité 

pour cer ta ines  protéines de  membranes cellulaires.  

b) Citraconylation d e  l 'antigène fibre : .............................. 

Selon l a  technique dbcrite par BOULANGER e t  P W I O N  ( 93  ) , 

l a  protéine d e  structure fibre de  l 'adénovirus e s t  purifiée par relargage, a 
55 % d e  saturation en sulfate d'ammonium pH 7,O à 4OC pendant une nui t ,  



d'un surnageant d'ultracentrifugation préparative d' adénovirus type 2, 

après extraction au Fréon 113. L e  précipité obtenu e s t  séparé par centri- 

fugation, repris e t  dialysé contre du tampon phosphate d e  sodium' 50 mM 

pH 6 , 8  pour supprimer toute trace d e  sulfate d'ammonium. Les contamina- 

t ions sont  éliminées par ultracentrifugation à 100 000 g pendant 90 minutes. 

Le surnageant e s t  alors chromatographié sur DEAE-Sephadex A rés ine 
50' 

échangeuse d ' ions équilibrée en tampon phosphate de  sodium 50 mM 

pH 6 , 8  ; à ce t te  force ionique e t  à ce pH, l a  fibre n 'es t  pas  retenue par 

l a  rés ine e t  sort dans l e  pic exclu que l'on concentre au SO ( N H ~ ) ~  à 4 
55 % de  saturation une nuit à 4OC. 

Le précipité, fibre partiellement purifiée, e s t  séparé par 

ultracentrifugation à 2 000 g pendant 15 minutes, repris e t  d ia lysé contre 

du phosphate de  potassium 10 mM pH 6 , 8  une nuit à 4OC. ,Une seconde 

purification e s t  fa i te  sur hydroxyapatite équilibrée en phosphate d e  potas- 

sium 10 mM pH 6 ,8 ;  lors du passage  du gradient s 'é ta lant  de  50 mM à 

500 mM en phosphate d e  potmsium, l a  fibre s ' é lue  en phosphate de  potas- 

sium 0,22 M. 

50 mg de  fibre d'adénovirus, sous  un volume d e  5 m l  sont 

d ia lysés  une  nuit contre du tampon bicarbonate d'ammonium 50 mM ; l e  

pH e s t  a jus té  à 8 , 2  - 8 ,4  avec d e  l a  soude 2 N .  

6 fois d e  su i te ,  à 20 minutes d ' intervalle,  on ajoute 5 1 r 
d'  anhydride citraconique. Il e s t  possible  de  suivre l'évolution d e  l a  réaction 

par l a  clarification progressive du mélange réactionnel. Apri?s 2 heures 21 

température ambiante, sous agitation, on dialyse 24 heures contre de  

l ' eau  dis t i l lée  amenée à pH 9 par addition d 'une goutte d'ammoniaque 

concentrée (Thèse Brigitte DEBUIRE, 1973, 94). 

c) Couplage d e  l a  fibre citraconylée sur l'amino-Sepharose : ................................................. 

30 mg de  fibre citraconylée sont d ia lysés  contre du tampon 

borate d e  sodium O ,  1 M pH 8 ,5 /NaC1 1 M pendant une nuit à 4OC puis 

additionnés d e  1-cyclohexyl-3 (2-morpholino éthyl) carbodiimide metho- 



paratoluène sulfonate, activateur d e  l a  réaction d e  couplage, à une concen- 

tration finale de  O ,  1 M. On ajoute alors le ge l  sous forme d'amino-Sepharose 

(6 g ) e t  on l a i s s e  l a  réaction s e  dérouler 3 heures à température ambiante 

sous faible agitation. 

La fibre citraconylée non couplée e s t  éliminée par filtration 

sur verre frité. Le ge l  e s t  rincé par un volume d e  tampon borate d e  sodium 

0 , l  M pH 8 ,5 /NaC1 1 M puis lavé alternativement par un volume d e  ce 

même tampon, puis un volume de tampon acétate  de  sodium 0 , l  M pH Q,5/ 

NaCl 1 M cinq fois  d e  suite. Le ge l  a insi  préparé peut ê t re  conservé à 

4OC en tampon borate de  sodium 0 , l  M pH 8,5/NaC1 1 M. 

La quantité de  fibre' f ixée par gramme d'amino-Sepharose 

e s t  déterminée par un dosage de  protéines par l a  méthode de  LOWRY ( 95 ) 

avant e t  après l e  couplage. L'efficacité de  fixation e s t  d e  5 mg d e  fibre 

par g d e  gel .  

d) Réaction d e  décitraconylation : .......................... 
La réaction d e  décitraconylation permettant de  débloquer 

l e s  fonctions aminées d e  l a  fibre s 'effectue en milieu acide (SINGHAL e t  

ATTASSI, 96). 

Le "gel-bras-fibre citraconylée" e s t  préalablement rincé en 

tampon glycocolle 0 ,2  M HG1 pH 2,8/NaC1 1 M pour éliminer toute trace 

d e  tampon borate d e  sodium pH 8 , 5 ,  puis l a i s s é  16 heures à 4°C dans  le 

m ê m e  tampon g l ~ c o c o l l e  pH 2,8.  

La réaction de  décitraconylation terminée, l e  "gel-bras- 

fibre décitraconylée" e s t  équilibré en tampon borate de  sodium 0 , l  M 

pH 8 ,5 ;  i l  e s t  alors prêt à employer pour la  chromatographie d'affinité. 

Remarque : On effectue sur l e  surnageant, après la  réaction d e  déci-  

traconylation, un dosage  d e  protéines qui s ' avère  être négatif, ce qui 

permet de  vérifier que l a  fibre ne  s ' e s t  pas décrochée du gel  e t  que seu l  

l e  radical  citraconyl a été enlevé lors de  ce t t e  réaction. 



Préparation d e  l a  " fibre-amino-Sepharose" 

a) Activation du Sepharose 4 B par le bromure d e  cyanogène. 

b) Couplage du bras  "diamino-dipropyl-amine" sur l e  Sepharose 

act ivé (R = S CH^)^ - NH -  CH^)^). 

c) Réaction d e  N-citraconylation de  l a  fibre d'adénovirus type 2 .  

d) Couplage d e  la  fibre N-citraconylée sur la amino-Sepharose 

e t  réaction de  décitraconylation en milieu acide (1). 

Les fibres couplées  à l'amino-Sepharose par leur groupement 

citraconyl sont l ibérées lors  du traitement acide (2) .  



FIGURE No 5 

Préparation de la "fibre-amino-Sepharose" 



B - CONTROLE DE L'EFFICACITE DU GEL D'AFFINITE .......................................... 

Si l a  fixation sur l'amino-Sepharose de  l a  fibre citraconylée 

s ' e s t  effectuée dans le bon s e n s ,  après l a  réaction d e  décitraconylation 

l 'extrémité aminée d e  l a  fibre doit  retenir l e s  anticorps d'un immunsérum 

antifibre. 

Passage sur l e  s e l  d'un immunsérum antifibre. 

Sur 4 m l  d e  fibre-amino-Sepharose, on adsorbe 1 ml d 'un 

immunsérum d e  lapin antifibre d'adénovirus type 2,  dia lysé 24 heures à 

4 OC contre du tampon borate d e  sodium 0 , l  M pH 8,5/NaC1 1 M puis 

dilué au 1/4 par addition d e  3 ml du même tampon. L'adsorption se déroule 

à 4"C,  sous  faible agitation, pendant une nuit. 

Le surnageant e s t  recueil l i  après centrifugation à 7000 tours/ 

minute pendant 15 minutes e t  l e  gel  rincé par 2 fois 5 ml d e  tampon borate 

d e  sodium 0 , l  M pH 8,5/NaC1 1 M. 

L'élution e s t  effectuée par 5 ml d e  tampon glycocolle- 

HC1 0 , 2  M pH 4 ,5 /NaC1 1 M pendant une heure à 4OC, sous agitation. 

Le surnageant e t  l 'é luat  sont d ia lysés  une nuit contre du 

P. B. S. puis concentré à 0 , 5  ml sur minidiaflo (membrane PM 10). 

2 O )  Test  d' immuno-précipitation en pré s ence  de  fibre. 

Dans deux sér ies  d e  4 tubes à hémolyse, soit  5 0 p l  d ' é lua t ,  

soi t  5 0 p l  d e  surnageant concentrés sont incubés en présence d e  2 5 0 ~ 1  d e  

fibre marquée à l a  méthionine 3 5 ~ .  

Dans une troisième sér ie ,  l 'é luat  ou le surnageant sont 

remplacés par 5 0 p l  d'un immunsérum natif antifibre e t  ser t  de  témoin 

d' immuno-précipitation spécifique. 

Dans une quatrième sér ie ,  la  fibre e s t  incubée en présence 

d e  50 1 d'un immunsérum lapin anti-globulines d e  rat  e t  sert  d e  témoin Y 
d'immuno-précipitation non spécifique. 



L'incubation se déroule à 37°C pendant 3 heures.  Le com- * 
plexe "antigène-anticorps" formé e s t  filtré sur fibre d e  verre, r incé 5 fois 

par 5 ml d e  P. B. S. à 4OC e t  l a  radioactivité comptée dans  5 ml d e  liquide 

de  scintillation à b a s e  de  toluène. 

C - ISOLEMENT D'UN RECEPTEUR PROTEIQUE DE MEMBRANE ................................................. 

1 O )  Extraction d e s  protéines d e  membrane. 

D'après  BUTTERS e t  HUGHES, en 1974 ( 97) ,  l e s  protéines 

d e  membrane sont solubil isées des  détergents te ls  que l e  désoxycho- 

la te  d e  sodium (D. O. C . )  ou l e  Triton X l O 0 .  

Le culot  de  membranes plasmatiques, préparé selon l a  

technique décrite page 99 , e s t  resuspendu dans 2 , 5  ml de  P.B. S . ,  

amené à une concentration finale d e  0 ,5  % en désoxycholate d e  sodium 

par addition de  125 1 d e  D. O.C. 10 % , homogénéisé dans  un appareil  d e  P 
Dounce par 3 aller-retours du piston de  type B puis l a i s s é  30 minutes à 

0°C. 

Les protéines de  membrane, solubi l isées  par l e  détergent,  

s e  retrouvent dans le surnageant après centrifugation à 4OC pendant 20 

minutes à 6000 g. Le D. O.C. e s t  éliminé par dia lyse à 4OC pendant 

48 heures contre du tampon Tris 0 , 0 1  M pH 8/NaC1 0 ,05  M. 

Sur deux aliquotes nous effectuons d 'une part un dosage  d e  

protéines par la  méthode d e  LOWRY ( 98 1, d'autre  part une mesure d e  l a  
3 

radioactivité H e t  3 5 ~  dans 5 m l  d 'un liquide de  scinti l lat ion,  le mélange 

de  BRAY ( 99 ) .  

2 O) Chromatographie d' affinité. 

Le ge l  d e  " Sepharose-bras-fibre décitraconylée "préalable- 

ment préparé e s t  coulé dans une colonne de  20 cm de  hauteur e t  d e  1 , 5  c m  

d e  diamètre. Le débi t  d e  la colonne e s t  d e  2 ml/heure, (la bofte d e  v i t e s se  

d e  l a  pompe péristaltique LKB employée e s t  du rapport 3/125 l e  calibre 



d e s  tuyaux étant  de  1 ,10  mm). La chromatographie s e  déroule sous  réfri- 

gération à 4 OC en recueillant d e s  fractions d e  1 , 5  ml. 

Sur l e  sommet du ge l ,  on dépose les  protéines d e  membrane 

extraites par le D. O. C. 0 , 5  % e t  dia lysées  ensui te  contre du tampon Tris 

0 ,01  M pH 8/NaC1 0 ,05  M afin d'éviter l es  adsorptions non spécifiques.  

La colonne e s t  r incée en tampon Tris 0 ,01  M pH 8/NaC1 0,15 M. 

Une première élution e s t  effectuée en tampon Tris 0 ,01  M 

pH 8/NaC1 0 , 6  M, puis une deuxième élution e s t  menée avec l e  même 

tampon mais d e  force ionique plus é levée,  NaCl 1 M. 

Sur chaque fraction recueil l ie nous suivons d 'une part l a  

rés is t ivi té  e t  d 'autre part nous mesurons l a  radioactivité 3~ e t  3 5 ~  dans  

5 ml d e  mélange d e  Bray à l ' a ide d 'un spectrophotomètre à scintillation 

liquide (~ntertechnique) . 

D - TESTS D'ACTIVITE DE LA PROTEINE ISOLEE ..................................... 

1 O )  Réaction d'immuno-précipitation d e  l 'antiqène fibre. 

Dans une première sér ie  de  tubes  à hémolyse, nous dépo- 

sons 100 1 d 'éluat  0 , 6  M NaCl, obtenu à partir d'un extrait  d e  membranes Y 
non marquées, puis 250 1 d e  fibre marquée à l a  méthionine 3 5 ~ .  L'incuba- Y 
tion se déroule 1 heure à 20°C. 200 1 d'un immunsérum monospécifique Y 
sont ensui te  additionnés e t  nous la i ssons  incuber de  nouveau 2 heures 

37°C. 

Dans une deuxième sér ie  de  tubes  à hémolyse nous rempla- 

çons l 'é luat  par 100 1 d e  P.B. S . ,  c e  qui nous permet d e  connartre le Y 
pourcentage d'immuno-précipitation spécifique. 

Dans une troisième série l'immunsérum antifibre e s t  rempla- 

cé par un immunsérum d e  lapin antiglobulines d e  rat ,  qu i  nous permet d e  

calculer l'immune-précipitation non spécifique. 

Après l a  seconde incubation en  présence d e  l'immunsérum, 

l e s  trois sé r ies  d e  tubes  à hémolyse sont f i l t rés  sur f ibre de  verre. Les  

fi l tres sont r incés 3 fois  par 5 ml d e  P.B. S. e t  l a  radioactivité comptée 

dans  5 ml d'un liquide scinti l lant  à b a s e  de  toluéne. 



2 O )  Cinétique d'adsorption virale sur les ce l lu les  KB. 

L'adsorption d e  l 'adénovirus type 2 e s t  étudiée sur l e s  

ce l lu les  KB en absence e t  en présence de  différentes quanti tés d e  protéines 

retenues sur l e  gel  "fibre-amino-Sepharose" puis é luées  en NaC1 0,15 M 

ou en NaCl 0 , 6  M. 

Dans 3 sé r ies  de  tubes  à hémolyse contenant différentes 

quanti tés d 'éluat  O, 15 M ou 0.6 M en NaCl (25 g ,  5 0 p g ,  75 y g ) ,  on Y 
ajoute 10 1 d'adénovirus marqué par un mélange d 'ac ides  aminés 1 4 c ,  r 
so i t  7500 cpm. Le volume e s t  a justé  à 1 ml par addition de  P.B. S. 

Une série d e  t u b e s ~ n e  contient pas  d e  "récepteur" e t  sert  

d e  témoin d'adsorption maximale du virus sur l e s  ce l lu les  KB. 

Une dernière sér ie  d e  tubes contient,  à la  place d e  l 'é luat ,  

50 g de  protéines de  membrane extraites au D. O. C .  0 ,5  %. Y 
L' incubation "virus-protéines" se déroule à 4 OC, pendant 

2 heures.  
7 

4 x 10 ce l lu les  KB reprises dans  1 ml d e  P.B. S. sont 

ensui te  ajoutées dans chacun d e s  tubes .  L'adsorption du virus sur l e s  

ce l lu les  KB a lieu à 37OC, sous agitation. 

A différents temps 15 ,  30, 45,  60, 90 e t  120 minutes, on 

prélève un tube d e  chaque série.  Les  cel lules  sont centrifugées 10 minutes 

à 2000 tours/minute e t  le surnageant de  chaque tube réparti dans  4 fioles 

d e  comptage à raison de  500 1 par fiole. La radioactivité e s t  comptée Y 
dans  8 ml d e  liquide de  Bray, au compteur à scintillation. 

3') Analyse en gel d e  polyacrylamide dissociant .  

Les pics exclu e t  é lués  du gel  d'affinité sont ana lysés  par 

électrophorèse en ge l  d e  polyacrylamide dissociant ,  en plaque, selon l a  

technique décrite page 103 , après dilution au-demi dans un volume éga l  

d e  tampon d e  dépôt d e  LAEMMLI ( 100 ) .  

Dans différents godets formés dans  l e  ge l  d 'espacement 

sont  déposés  : 



- soit  20 1 d'adénovirus type 2 témoin dont l e s  polypeptides Y 
servent d e  marqueurs. 

- soit  50 1 d e  l a  fraction non adsorbée sur le  g e l ,  en Y 
NaCl O ,  05 M. 

- soit  50 1 d e  la  fraction éluée en NaCl 0,15 M. Y 
- soi t  50 1 d e  l a  fraction éluée en NaCl 0 ,6  M. Y 
- soit  40 1 d 'extrait  d e  membranes D. O. C. 0 , 5  % de  Y 

départ. 

Après migration électrophorétique, l e  ge l  e s t  mis en auto- 

radiographie selon l a  méthode par 'fluorographie d e  BONNER e t  LASKEY (101). 

II - / ESSAIS SUR LE BIOGEL DE POLYACRYLAMIDE P300 / 

A - MODELE CHROMATOGRAPHIQUE ............................ 

Sur un gel d e  polyacrylamide P act ivé au glutaraldéhyde 
300 

on fixe d e s  immunoglobulines anti-base du penton préparées c h e z  le lapin. 

On met ensui te  en contact  avec du penton d' adénovirus type 2 ,  l e s  immuno- 

globulines fixées sur l e  ge l  retiennent préférentiellement l 'extrémité b a s e  

du penton, l a  fibre r e s t e  dirigée vers l 'extérieur comme l ' indique la 

figure 6. 

Si l 'on fait passer  sur l e  gel  a ins i  préparé un extrait  d e  

membranes d e  cel lules  KB, seu les  les protéines possédant une affinité 

pour l a  fibre s' adsorbent sur le gel ,  on les  é lue  par simple abaissement 

d e  pH. 

B - PREPARATION DU GEL ------------------- 

1 O )  Structure du Bioqel d e  polyacrylamide. 

INMAN e t  DINTZIS (102 ) ont introduit l e s  premiers dérivés 

d e  polyacrylamide ut i l isables  en chromatographie d'affinité. Les  gels  d e  



polyacrylamide synthétiques sont disponibles commercialement chez  

Bio Rad ; i l s  s e  présentent sous forme de  b i l l es  ayant une ta i l le  e t  une 

porosité dé terminées. 

Les s tabi l i tés  physique e t  chimique sont supérieures à 

ce l l e s  d e  1' agarose,  i l s  supportent d e s  pH compris entre 2 e t  1 1 e t  peuvent 

ê t re  traités par un grand nombre d e  solvants organiques. I ls  possédent,  en 

outre, un très grand nombre de  groupements modifiables, carboxamide, qui 

sont responsables  du caractère hydrophile e t  de l a  faible adsorption non 

spécifique d e s  macromolécules sur ce support. 

C ' e s t  l e  Biogel P 
3 O0 

que nous ut i l isons,  l a  tai l le d e s  grains 

varie d e  100 à 200 mesh e t  l a  limite d 'exclusion,  ca lcu lée  pour d e s  protéines 

globulaires,est  d e  400.000 daltons. 

2') Activation du Bioqel de  polyacrylamide par l e  qlutaral- 

déhyde. 

WESTON e t  AVRAMEAS (103 ) ont mis au point une technique 

d'activation d e s  immunoadsorbants par l e  glutaraldéhyde, modifiée par l a  

sui te  par TERNINCK e t  AVRAMEAS (104). 

5 grammes de  Biogel d e  polyacrylamide P sont mis à 
3 O0 

gonfler dans  500 m l  d 'eau dis t i l lée ,  à température ambiante pendant une 

nui t ,  puis l avés  sur verre frité par trois volumes d'eau dis t i l lée .  Le volume 

d e  gel  gonflé obtenu e s t  d e  25 m l  par g de  Biogel P 300' 
Le gel  gonflé e t  

lavé peut ê t re  conservé dans  l 'eau dis t i l lée  à 4 OC, en présence d 'azide 

d e  sodium 0 ' 1  O/, , . 
A 100 ml d e  gel  hydraté, on ajoute 500 ml d 'une solution 

d e  glutaraldéhyde à 6 % dans  du tampon phosphate de  sodium 0 , l  M pH 7,  

fai te à partir de  l a  solution de  glutaraldéhyde commerciale de  25 % (Merck). 

La suspension e s t  incubée sous faible agitation dans une étuve à 37°C 

durant une nuit.  

Le ge l  act ivé e s t  ensu i te  lavé sur verre fri té par 20 fois 

500 m l  d 'eau dist i l lée.  Il e s t  recommandé de  n e  pas  stocker l e  g e l  sous 

ce t t e  forme plus d 'une semaine à 4 OC. 



3 O )  Fixation d e s  immunoglobulines anti-base du penton. 

a) Préparation d e s  immunoglobulines : 
---------------------.-------- 

On injecte à un lapin, par voie intradermique, d e  l a  b a s e  

du penton d'adénovirus type 2 ,  quatre fois d e  sui te ,  à dix jours d ' intervalle;  

l a  b a s e  du penton ayant é t é  purifiée préalablement sur gel  de  polyacrylamide 

en milieu urée. 

Lorsque l e s  immunoglobulines anti-base du penton sont 

synthét isées ,  20 ml du sang du lapin sont prélevés d a n s  des  tubes  à 

hémolyse préalablement r incés  avec du sérum physiologique. Après rétrac- 

tion du cail lot  à 37OC pendant trois heures,  le sérum e s t  recueil l i  par 

centrifugation à 3000 tours/minute, 10 minutes. 

Les immunoglobulines sont purifiées par précipitation en 

sulfate d'ammonium à 33 % d e  saturation, une nuit,  à 4OC. Après centri- 

fugation à 5 000 tours/minute pendant 15 minutes, l e  précipité d'immuno- 

globulines e s t  repris dans  5 ml d e  P.B. S. e t  dialysé 24 heures à 4°C contre 

du P.B. S. pour éliminer toute trace d e  sulfate d'ammonium. 

Un dosage d e  Lowry, après dia lyse,  nous  permet d e  connaf- 

tre la  concentration en immunoglobulines ; e l l e  e s t  de  25 mg/ml soi t  200 mg 

dans un volume final de  8 ml. 

b) Fixation d e s  immunoglobulines anti-base du penton sur l e  Biogel P ......................................................... 300 
activé . ----- 

A 10 m l  de  Biogel P300 activé au glutaraldehyde, on ajoute 

1 ,2  ml, soit  30 mg d'immunoglobulines anti-base du penton, dilué dans  10 ml 

de  P. B. S. On l a i s s e  adsorber durant un week-end , à 4 OC, sous  fa ible  

agitation. 

Le surnageant e s t  recueil l i  par centrifugation à 5000 tours/ 

minute pendant 10 minutes. Plusieurs lavages  sont ensu i te  effectués par 

10 ml d e  P. B .  S. jusqu'au retour à O d e  l a  densi té  optique lue 5 280 nm. 

Un dosage de  Lowry effectué sur l e  surnageant d'adsorption 

e t  les lavages nous permet d e  connaftre l a  quantité d'immunoglobulines 

anti-base du penton fixée sur le Biogel ; e l le  e s t  de  25 mg pour 10 m l  d e  

P300 activé.  



c) Blocage à l a  lysine d e s  groupements aldéhydiques libres. .................................................. 
I l  e s t  possible  que d e s  groupements aldéhydiques du gluta- 

raldéhyde res tent  act i fs ,  n'  ayant p a s  réagi avec les immunoglobulines. 

Lors de  l 'é tape suivante,  pour éviter que l e  penton n e  se fixe sur l'un d e  

ces groupements aldéhydiques e t  non sur les immunoglobulines d e  lapin ,, 
on l e s  inactive en effectuant un blocage par l a  lysine.  

Après fixation des  immunoglobulines ant ibase du penton, 

à 10 ml d e  Biogel P 
300' on ajoute 10 ml de  lysine 0 , l  M pH 7 , 4 .  On 

l a i s s e  à température ambiante, pendant 18 heures. 

Le gel  e s t  ensuite lavé par 2 volumes d e  P.B. S . ,  puis 

2 fois 50 m l  d e  tampon glycocolle 0 , 2  M amené à pH 2 , 8  par du HC1 1 N I  

1 fois 20 m l  d e  tampon phosphate bipotassique 0 ,2  M e t  enfin par 2 volumes 

d e  P.B.S. 

4 O )  Couplaqe du penton sur les immunoglobulines anti-ba se 

du penton. 

- Le penton e s t  purifié comme l a  fibre, selon l a  technique 

décr i te  précédemment, à partir d'un surnageant d'ultracentrifugation pré- 

parative d'adénovirus type 2 ,  précipité au sulfate d'ammonium à 55 % d e  

saturation, puis chromatographié sur colonne d e  DEAE-Sephadex, rés ine 

échangeuse d ' ions ,  équilibrée en tampon phosphate deL sodium 0 , 0 5  M 

pH 6,8. 

Alors que l 'antigène fibre pas se  dans  le pic exclu,  l e  penton 

e s t  retenu sur la  rés ine e t  s 'é lue à l a  concentration d e  0 , l  M en chlorure 

d e  sodium, lors du passage  d'un gradient en NaCl dont l e s  concentrations 

varient d e  0 ,05  M à 0,5  M. 

- A 10 ml d e  "Biogel P300-immunoglobulines anti-base du 

penton:' on ajoute 20 mg d e  penton purifié sur colonne d e  DEAE-Sephadex. 

On l a i s s e  adsorber à 4OC, pendant une nuit. Le surnageant e s t  recueil l i  

après  10 minutes d e  centrifugation 3 5000 tours/minute e t  le g e l  lavé par 

2 f o i s  10 m l d e  P.B.S. 

Un dosage d e  Lowry effectué sur l e  surnageant e t  l e s  

lavages  nous permet de  calculer l a  quantité d e  penton fixée sur l e s  immuno- 



Modèle ~h roma to~raph ique '  du penton-immunoad sorbant 

a) Couplage d e s  anticorps anti-base du penton (Ig B P) d e  

l 'adénovirus type 2 sur d e s  bi l les  d e  Biogel d e  polyacrylamide 

P,,, (PAAL 

b) Fixation du penton (P) sur le Biogel- anticorps anti-base 

du penton (B P = b a s e  du penton ; F = fibre). 

c) Chromatographie d '  affinité sur 1' immunoad sorbant d'un extrait  

d e  protéines d e  membrane de  cel lules  KB ( M b ) .  

d) Elution (E) d'un récepteur cellulaire (R C) en  milieu acide.  



Modèle chromatographique du penton-immunoadsorbant 

P A A  

FIGURE No 6 



globulines ; elle e s t  de  5 mg pour 10 m l  d e  Biogel couplé aux immunoglo- 

buline S. 

5 O )  Fixation-Pontaqe du"Bioqe1-immunoc~lobulines anti  b a s e  

du penton - penton" . 
Après adsorption du penton, i l  e s t  nécessa i re  d e  maintenir 

l e s  structures é tab l ies ,  en fixant le ge l  obtenu par dispersion 

sous agitation dans  250 m l  d e  glutaraldéhyde 2 , s  % en  tampon Hépès 

0 , l  M pH 7 , 4 ,  pendant une heure à 4 OC. 

Les groupements aldéhydiques res tés  l ibres sont bloqués 

par addition de  2 5  m l  d e  lysine 1 M pH 7 , 4 ,  ce qui amène l a  concentration 

finale en lysine à 0 , l  M. On l a i s se  incuber à température ambiante pendant 

18 heures puis l e  ge l  e s t  r incé par 4 volumes de  P.B. S. 

C - CONTROLE DE L'EFFICACITE DE L'IMMUNOADSORBANT ................................................ 

Si l'immunoadsorbant a bien fixé l e s  f ibres en position 

adéquate,  c 'est-à-dire leurs extrémités d i s ta les  l ibres e t  access ib les ,  

c e  ge l  doit en principe fixer les anticorps d 'un immunsérum antl-fibre. 

1") Immunoadsorption sur l e  s e l  d'un immunsérum anti-fibre. 

Sur 2 m l  de  "Biogel-immunoglobulines anti-base du penton- 

penton", on adsorbe 0 , 5  ml, soit  27 mg d'immunsérum anti-fibre type 2 

dilué au 1/4 dans  1 , 5  ml d e  P. B.  S. L' adsorption s e  déroule à 4 OC, sous  

faible agitation, pendant une nuit.  

Le surnageant e s t  recueil l i  après  centrifugation à 7000 tours/ 

minute pendant 15 minutes e t  le gel lavé par 4 volumes d e  P. B. S. La quan- 

tité d'immunoglobulines anti-fibre fixée sur le gel e s t  d e  1 , s  m g  ; on l a  

détermine par différence après dosage d e  protéines sur  le surnageant e t  

les deux premiers r inçages.  L'élution e s t  effectuée par 2 ml de  tampon 

glycocolle-HC1 0 , 2  M pH 2 ,8 /NaCl  1 M , pendant une heure, à 4OC, sous  

agitation. L'éluat e s t  dialysé une nuit  contre du P. B. S. 



2 O )  Test d '  immunoprécipitation en présence de  fibre. 

Dans une première sér ie  d e  tubes à hémolyse, 1 0 p g  d 'é luat  

sont incubés en  présence de  20 g d e  fibre marquée à l a  l e u d n e  3 ~ ,  so i t  

20.000 cpm. 
Y 

Une deuxième sér ie ,  où l 'é luat  e s t  remplacé par 10 g /1 
d' immunsérum anti-fibre, sert  de  témoin d '  immunoprécipitation spécifique. 

Dans une dernière sér ie ,  témoin d e s  immunoprécipitations 

non sp6cifiques,  l a  fibre e s t  incubée en présence d e  10 gd'immunsérum 

d e  lapin anti-globulines d e  rat. 
Y 

Dans chaque tube, on ajoute 1 OOpg d e  sérumalbumine bovine 

comme entraiheur. Le volume final e s t  a justé  à 500 1 par addition de  Y 
P. B. S. L' incubation se déroule à 3 7 OC pendant 3 heures. 

* 
Le complexe "antigène-anticorps" formé e s t  filtré sur fibre 

d e  verre, rincé par 5 fois  5 ml d e  P.B. S. à 4OC, puis compté d a n s  5 ml 

d e  liquide de  scinti l lat ion à base  d e  toluène. 

D - ISOLEMENT D'UNE PROTEINE DE MEMBRANE ....................................... 

1°)  Extraction des  protéines d e  membrane de  ce l lu l e s  KB. 

Les  membranes d e  ce l lu les  KB, doublement marquées aux 
3 ac ides  aminés 14c e t  à l a  glucosamine H l  sont séparées  sur gradient 

discontinu de  sucrose,  selon l a  technique décr i te  page 99 . 
Différents procédés d'extraction d e  protéines d e  membrane, 

par l e s  détergents ont é t é  essayés .  

- Lors d e  l 'extraction au Fréon 113, les lipides sont  él iminés 

dans  l a  phase inférieure organique. Cet te  méthode e s t  rapide mais  très 

drastique e t  cer ta ines  protéines peuvent être dénaturées ou res te r  piégées  

dans  le précipité présent à l ' interphase. 

- Avec le Triton X l O 0  0 '25 %, l 'extraction e s t  sa t i s fa i san te  

les protéines n e  sont pas  dégradées. Cependant, bien qu'ayant l 'avantage 

d 'ê t re  un détergent non ionique, l e  Triton a 1' inconvénient d e  se dialyser 

t rés  difficilement. 
l 



- L'extraction au désoxycholate de  sodium 0 ,5  % e s t  l a  

méthode l a  plus douce,  c ' e s t  celle que nous retiendrons. 

De  plus nous uti l isons l a  fraction dialysable du D.  O. C. , 

il s 'élimine donc facilement, par l a  sui te ,  par simple dialyse contre du 

P.B. S. à 4OC pendant 48 heures.  

2 O )  Immunoadsorption sur l e  s e l  d'un extrait de  protéines 

d e  membrane. 

L'extrait de  protéines d e  membrane d e  cel lules  KB, obtenu 

par traitement au D. O. C.  0 , 5  % , sous  un volume d e  10 m l  après  dia lyse 

contre du tampon borate d e  sodium 0 , l  M pH 8,5/NaC1 1 M e s t  adsorbé 

sur 10 ml d e  "Biogel-immunoglobulines anti-base du penton - penton" 

préalablement préparé, pendant une nuit a 4OC sous agitation. Le surna- 

geant e s t  recueil l i  par centrifugation à 6000 g,  pendant 15 minutes e t  

l e  Biogel rincé quatre fois en P. B. S. 

L'élution du Biogel e s t  effectuée par 10 ml de tampon 

glycocolle-HC1 0 , 2  M pH 2,8/NaC1 1 Ml pendant 30 minutes, à 4 OC, 

sous  agitation. L'éluat e s t  recueil l i  après centrifugation à 6000 g pendant 

15 minutes, d ia lysé une nuit à 4OC contre d e  l 'eau bidist i l lée,  lyophilise,  

puis repris dans 1 ml d e  P. B. S. 

Le Biogel e s t  ramené à pH 7 , 4  par d e  nombreux r inçages  

en P.B.S. 

Sur une aliquote de  chaque fraction (surnageant, l avages ,  

éluat)  on détermine le dosage  de  protéines e t  l a  radioactivité. 

E - TESTS D'ACTIVITE DU "RECEPTEUR" ISOLE ..................................... 

1 O )  Adsorption virale sur l e s  cel lules  KB. 

a) En fonction d e  l a  quantité d e  "récepteur". ................................... 
L'adsorption d e  l'adénovirus e s t  étudiée sur l e s  ce l lu les  KB 

en absence ou en présence d e  diffkrentes quanti tés d e  "récepteur" isolé  

sur l e  Biogel P300. 



Dans d e s  sér ies  d e  tubes à hémolyse contenant différentes 

quanti tés d e  "récepteur" (1 g ,  2 g ,  4 p g .  5 p g .  7 , 5 p g ,  10 g ,  e t  20 g), Y 
14 Y on ajoute 1 0 r l  d'adénovirus type 2 marqué à l a  thymidine C l  so i t  

P 
4000 cpm. Le volume e s t  ajusté à 1 ml par addition de  P. B. S. Le taux d e  

protéines e s t  déterminé selon l a  méthode de  Lowry. Une sér ie  d e  tubes 

ne  contient pas  d e  "récepteur" e t  sert  d e  témoin d e  l'adsorption maximale 

du virus sur les ce l lu les  KB. 

L'adénovirus e s t  l a i s s é  en contact  avec le "récepteur" 

pendant 2 heures à 4°C.  
7 

4 x 10 cel lules  KB reprises dans  1 ml d e  P. B.  S. sont 

ensui te  ajoutées dans  chaque tube e t  le volume ajusté à 3 ml par addition 

d' 1 ml d e  P. B. S. L'adsorption du virus sur l e s  cel lules  KB se déroule à 

20°C pendant 3 heures sous agitation. 

Les cel lules  sont centrifugées 10 minutes à 600 g e t  

l e  surnageant de  chaque tube réparti dans  6 f ioles  de  comptage à raison 

de.500 1 par fiole. On compte, dans  10 ml d e  liquide d e  Bray, l a  radio- r 
activité contenue dans  l e  surnageant e t  correspondant au virus non adsorbé 

sur l e s  ce l lu les  KB. 

Pour contr6le, l e  culot  d e  ce l lu les  KB, après un lavage en 

P. B. S. , e s t  repris dans  500 1 d e  P.B. S. additionné dl1 m l  de  Hyamine P 
10 X e t  l a i s sé  24 heures à 37°C. L'homogénat d e  cel lules  obtenu e s t  

réparti dans  5 fioles de  comptage à raison d e  300 1 par fiole. La radio- Y 
activité e s t  comptée dans  10 m l  d e  liquide d e  Bray e t  correspond au virus 

adsorbé sur l e s  membranes de  ce l lu les  KB. 

On considère que l a  radioactivité propre à l a  protéine isolée  

e s t  trop faible (0,03 % pour 1 g d e  "récepteur",  0 ,5  % pour 20 g) pour Y 
interférer avec l a  radioactivité correspondant au virus. 

Y 

b) En fonction du temps d'adsorption sur l e s  cel lules .  

On fai t  une cinétique d'adsorption de  l 'adénovirus sur  l e s  

cel lules  KB en absence ou en présence d e  différentes concentrations de  

"récepteur". 



Dans 3 sé r ies  de  tubes à hémolyse contenant différentes 

quanti tés d e  "récepteur"(0 g ,  35 g,70 g ,  150 g soit  O 1, 50 1, 100 1, P P P  Y P P 
150 )il) , on ajoute 10 1 d' adénovirus type 2 marqué par un mélange 

P 
Y 

d'acides  aminés 1 4 c  à raison d e  7500 cpm/lO 1/56 g . Le volume e s t  P P 
ajusté  à 1 ml par addition d e  P.B. S. La préincubation "virus-récepteur" 

se déroule pendant une heure à 20°C. 

Dans un second temps, on ajoute dans chaque tube 4 x 10 
7 

cel lules  KB lavées  dans du P.B. S. pour éliminer toute trace d e  milieu e t  

reprises dans  1 ml d e  P. B. S. On l a i s s e  l'adsorption s e  dérouler sous 

agitation à 37OC. 

A différents temps '15, 30. 45, 60. 90 e t  120 minutes, on 

prélhve un tube d e  chaque série.  Les cel lules  sont centrifugées 10 minutes 

à 2000 tours/minute e t  le surnageant d e  chaque tube réparti dans  4 f ioles  

d e  comptage à raison d e  500 1 par fiole. La radioactivité e s t  comptée P 
dans  8 ml d e  liquide d e  Bray au compteur à scinti l lat ion.  

Une sér ie  d e  tubes n e  contient pas  de  "récepteur" e t  se r t  

d e  témoin d e  l 'adsorption virale sur l e s  cel lules  KB. 

Le témoin temps O correspond h 10 1 d e  virus dans  2 ml Y 
d e  P. B. S. , sans  addition d e  "récepteur",  n i  d e  ce l lu les  KB, réparti  dans  

4 f ioles d e  comptage. 

Dans une dernière sér ie  de  tubes,le "r6cepteui"est remplacé 

par 50 1, soi t  67,5 g d 'extrait  init ial  de  protéines d e  membrane obtenu Y I" 
par traitement au D. O. C . 0.5 %. C e  témoin nous permet de  comparer 

1' activité d e  l 'extrait  D. O. C. brut avant toute purification du "récepteur" 

par passage  sur le ge l  immunoadsorbant, avec l 'ac t ivi té  de  ce "récepteur" 

é lué du gel.  

c) Après action d'un enzyme protéolytique sur le récepteur. ................................................ 

Le récepteur e s t  préincubé une nuit  à 37OC en présence 

d e  trypsine dont l 'activité e s t  ensui te  inhibée à l ' a ide d e  diisopropyl- 

fluorophosphate. On compare alors le taux d'adsorption virale sur  l e s  

ce l lu les  KB du virus seu l ,  du virus préincubé avec l e  "récepteur", e t  

enfin du virus préincubé avec un "récepteur" traité préalablement par l a  

trypsine. 



Dans une sé r ie  d e  tubes à hémolyse, 25 1 de  récepteur, Y 
soi t  1 7 , s  g ,  sont traités par 50 1 d'une solution d e  trypsine à 2 mg/ml P r 
d e  tampon Tris 0 , l  M pH 8,  so i t  100 g d'enzyme. Le volume e s t  a justé  Y 
à 1 ml par addition d e  925 1 d e  tampon Tris 0 , l  M pH 8. L'incubation se P 
déroule une nuit à 37OC à l a  sui te  d e  laquelle on ajoute 10 1 d 'une )" 
solution d e  diisopropylfluorophosphate à 1 % dans l 'éthanol à 25 % pour 

arrêter l a  réaction. 

Après inhibition d e  l 'activité enzymatique, 10 1 d'adéno- Y 
virus type 2 marqué par un mélange d 'acides  aminés 1 4 c  (7500 cpm/lO )il) 

sont ajoutés au milieu réactionnel. L'incubation a l ieu à 20°C pendant 

une heure. 

Le témoin virus seul  e s t  obtenu en ajoutant à 1 ml d e  

P. B .  S. 10 1 d'adénovirus marqué 1 4 c .  L! incubation a lieu à 20°C pendant r 
une heure. 

Pour le témoin virusJkécepteur" , à 25 1 de  "récepteur", Y 
soit  17.5 g ,  on ajoute 10 1 d'adénovirus marqué 1 4 c .  Le volume e s t  P J' 
ajusté  à 1 ml par addition de  975 1 d e  P. B. S. L' incubation s e  déroule d e  P 
l a  même façon que précédemment. 

Dans chaque sér ie  d e  tubes,  témoins ou non, sont  ajoutées 
7 

2 x 10 cel lules  KB reprises dans  1 ml de  P. B. S. e t  l 'adsorption du virus 

sur les cel lules  s e  déroule durant 90 minutes à 37°C. Les ce l lu les  sont 

ensui te  centrifugées à 1500 tours/minute pendant 10 minutes. Le surnageant 

contenant l e  virus non adsorbé e s t  réparti dans  4 f ioles  d e  scinti l lat ion 

pour chaque tube, à raison d e  500 1 par fiole. Le comptage d e  l a  radio- P 
activité e s t  effectué au compteur à scintillation dans 8 ml de  liquide d e  

Bray. 

2 O )  Adsorption virale sur l e s  hématies d e  rat. 

On fait  une cinétique d' adsorption d e  1' adénovirus sur d e s  

érythrocytes de  ra t  ou R .  B. C.  (Rat Blood Cell)  , en absence  ou en  présence 

de  "récepteur". 

Les érythrocytes sont obtenus en ponctionnant l e  s inus  

caverneux du rat  à l ' angle  interne d e  l 'oeil.  Après centrifugation douce à 

1000 tours/minute pendant 5 minutes pour éliminer le sérum, le culot  



d'hématies e s t  lavé par 20 ml d e  P.B.S. contenant 20 1 d 'héparine.  P 
0 , s  m l  d e  culot d e  R .B .  C.  sont ensui te  repris dans 3 ml d e  P.B. S. pour 

obtenir une dilution finale de  15 %. 

Dans 3 sér ies  d e  tubes à hémolyse contenant 10 p l  d 'adé- 
/ 

novirus type 2 marqué par un mélange d 'ac ides  aminés 1 4 c  à ra ison de  

7500 cpm/lO 1, sont ajoutés : P 
- dans  l a  première sér ie  50 1, soit  35 g d e  "récepteur" r Y 
- dans  l a  deuxi&me sér ie  20 1,soit 30 g d'extrait  brut d e  Y 

membranes d e  ce l lu les  KB 
P 

- dans  l a  troisière sér ie  1 ml d e  P. B.  S. , ce t te  s é r i e  servant 

d e  témoin de  l'adsorption virale sur l e s  hématies de  rat. 

Le volume e s t  a justé  à 1 ml par addition d e  P.B. S. L'incuba- 

tion "virus-protéines" s e  déroule pendant 1 heure à 20°C. 

Dans un second temps 0 , l  ml d'un culot  d 'hématies de  rat  

a 15 % sont ajoutés dans chaque tube, ce qui amène l a  dilution f inale  en 

R .  B.  C .  à 1,45  %. L'adsorption se déroule à 37 OC sous agitation douce. 

A différents temps, 15,  30,  45,  60, 90 e t  120 minutes,  on 

prélève un tube d e  chaque série.  Les hématies de  rat sont  centrifugées à 

1000 tours/minute pendant 5 minutes e t  le surnageant contenant le virus 

non adsorbé e s t  précipité par l 'ac ide trichloracétique (T. C . A . )  à 10 % 

pendant 30 minutes à O°C puis filtré sur filtre d e  fibre de verre. Le précipité 

e s t  rincé par 5 fois  5 ml de  T. C. A. 5 % e t  une fois 5 m l  d 'é thanol  95'. 

Les f i l t res  sont ensui te  séchés  e t  l a  radioactivité comptée dans 5 ml d e  

liquide scinti l lant  à base  de  toluène. 

3") Etude du "récepteur" par électrophorèse sur qel de  

polyacrylamide. 

La protéine obtenue après élution du gel  immunoadsorbant 

en tampon glycocolle 0 , 2  M pH 2,8, e t  appelée "récepteur" d ' ap rè s  son 

act ivi té ,  e s t  analysée en gel d e  polyacrylamide en plaque,  en milieu 

dissociant  (lauryl sulfate de  sodium) selon l a  technique décrite page 103. 



Les échanti l lons à analyser sont  di lués  au-demi par 

addition d'un volume égal  d e  tampon d e  dépôt de  LAEMMLI (105 ) ,chauffés  

à 100°C pendant 3 minutes,puis déposés  dans des  godets formés dans  le 

gel  d 'espacement : 

- soit  50 1 d e  l a  fraction non adsorbée sur l e  g e l  immuno- r 
adsorbant 

- soit 50 1 d e  la  fraction retenue sur le1i3iogel-anti-base P 
du penton-pentonMet é luée en tampon glycocolle - HCl 0,2M pH 2 , 8 /  

NaCl 1 M. 

Aprss migration électrophorétique, l e  gel e s t  mis en auto- 

radiographie selon l a  méthode par 'fluorographie de  BONNER e t  LASKEY (1 06). 



RESULTATS 

HROMATOGRAPHIE D' AFFINITE SUR SEPHAROSE 4 B 

- FIBRE D'ADENOVIRUS 

A - CONTROLE DE L'EFFICACITE DU GEL ................................ 

Après fixation d e  la  fibre ci traconylée sur l'amino-Sepharose 

e t  réaction d e  décitraconylation, i l  e s t  nécessa i re ,  avant l 'emploi,  d e  

vérifier que l a  fibre e s t  orientée dans  le bon s e n s ,  l 'extrémité NH2 dirigée 

vers  l 'extérieur,  l e  gel  doi t  alors ê t re  capable  d e  retenir l e s  anticorps 

d 'un immunsérum monospécifique anti-fibre. 

1') Adsorption sur le q e l  d'un immunsérum anti-fibre. 

Sur 4 ml d e  "fibre-amino-Sepharose", on adsorbe 1 ml 

d'immunsérum spécifique anti-fibre type 2 ,  soi t  55 mg d e  protéines t o t a l e s ,  

dilué au 1/4 dans  du P.B. S. L'adsorption s e  déroule à 4OC pendant une 

nuit .  Les protéines non adsorbées sont él iminées par centrifugation, l e  

ge l  rincé plusieurs fois  par du P.B. S . ,  puis élu6 par 5 ml de  tampon 

glycocolle-HCl 0 ,2  M pH 4,5/NaC1 1 M pendant une heure à 4 O C .  

Test d'  immuno-précipitation. 

Des  t e s t s  d'immuno-précipitation sont effectués  en  présence 

d e  250 1 d e  fibre d'adénovirus type 2 marquée à l a  méthionine 3 5 ~  (soit  P 
30.000 cpm) sur 50 1 d 'é luat  d ia lysé  contre du P.B. S. puis concentré,  l-' 
sur 50 1 d e  surnageant concentré,  sur 50 1 d '  immunsérum total  d e  départ  P Y 
anti-fibre e t  sur 50 1 d 'un immunsérum témoin d e  lapin antiglobulines d e  

rat .  
P 

Après incubation pendant 3 heures 37OC, l e  précipité 

~ g *  - Ac formé e s t  filtré e t  r incé sur fibre d e  verre,  l a  radioactivité 3 5 ~  

retenue sur l e  f i l tre e s t  comptée dans  5 ml d'un liquide d e  scintillation 

à base  d e  toluène. 



R 
La radioactivité représente l e  complexe "fibre-anticorps 

anti-fibre" formé lors de  l a  réaction d'immuno-précipitation. 

- Pour l'immunsérum total anti-fibre : 24 000 cpm soit  80 % 

de  la  radioactivité d e  départ. j 

- Pour l ' é lua t  : 21 000 cprn soit  70 %. 

- Pour l e  surnageant : 15 000 cpm soit  50 %. 

- Pour l'immunsérum d e  lapin antiglobulines d e  ra t  : 

3500 cpm soit  12 % représentant l e s  immuno-précipitations 

non spécifiques. 

L'éluat contient donc d e s  anticorps anti-fibre ca r  i l  donne 

à peu près l e  meme pourcentage d'immuno-précipitation en présence de  

fibre qu'un immunsérum total  anti-fibre. Dans l e  gel  "fibre-amino-Sepha- 

ro se" ,  l a  fibre e s t  bien orientée puisqu'elle e s t  capable  de  retenir  des  

anticorps monospécifiques anti-fibre d '  adénovirus type 2 .  

B - EXTRACTION DES PROTEINES DE MEMBRANE PAR LE .............................................. 
DESOXYCHOLATE DE SODIUM 

Les ce l lu les  KB doublement marquées fucose 3~ e t  acides  

aminés 1 4 c  sont homogénéisés dans  du R.S.B. e t  fractionnés dans  un 

premier temps sur gradient discontinu d e  sucrose.  La fraction membranes- 

mitochondries, recueil l ie à l ' interphase des  concentrations en sucrose d e  

30 % e t  50 %, e s t  fractionnée par ultracentrifugation sur un deuxième 

gradient discontinu de  sucrose.  Les membranes cytoplasmiques,  prélevées 

à l ' interphase d e s  concentrations en sucrose d e  45  % e t  55 % sont  centri- 

fugées e t  l e  culot  repris dans  10 ml d e  P.B. S./désoxycholate d e  sodium 

0 , s  %. 

La solubilisation d e s  protéines d e  membrane par l e  détergent 

se déroule à O°C pendant 30 minutes. Les protéines extraites par l e  D. O.C. 

se retrouvent dans  l e  surnageant après  centrifugation. Le D. O. C .  e s t  

ensui te  éliminé par dia lyse contre du tampon borate d e  sodium 0 , l  M 

pH 8,5/NaC1 0 , 5  M ; l e  volume final  d e s  protéines extraites e s t  d e  1 2  ml. 



Un dosage  d e  Lowry nous  permet d e  calculer  l a  quant i té  d e  

protéines ext ra i tes  par l e  D. O.C.  en  partant d e  4 l i t res  d e  ce l l u l e s  KB. 

Nous trouvons une  concentration d e  1 , 4  mg/ml so i t  un total  d e  1 6 , 5  mg 

d e  protéines. 

L e  double radioactivi té comptée sur une al iquote d e  100 1 
3 Y dans  5 mlde l iqu idedeBray  e s t d e  40.000cpm 1 4 c  e t d e  17.500 cpm H so i t un  

6 6 3 
t 0 t a l d e 4 ~ 8 . 1 0  cpm 1 4 c  e t d e 2 , 1 . 1 0  cpm H d a n s  12 mld ' ex t r a i t  

D.  O. C .  0 , 5  %. (cpm = coups par minute). 

C - CHROMATOGRAPHIE DlAFFINITE ............................ 

Sur une colonne d e  g e l  d e  "Sepharose-bras-fibre décitra-  

conylée"  , préalablement préparé, nous  déposons  2 , 5  ml d'un extra i t  

D. O. C. 0 , 5  % d e  protéines d e  membrane, doublement marquées à la  

glucosamine 3~ e t  à l a  méthionine 3 5 ~ ,  e t  d i a ly sée s  contre  du tampon 

Tris 0 , 0 1  M pH 8 m a C l  0 , 0 5  M. Le r inçage d e  l a  colonne e s t  ef fectué  

par 20 ml d e  tampon Tris 0 , 0 1  M pH 8/NaC1 0 , 1 5  M. La double radio- 

ac t iv i té  e s t  comptée sur une al iquote d e  50 1 d e  chaque fraction d e  1,s ml, r 
dans  5 ml d e  l iquide d e  Bray. Un volume d e  20 ml d e  tampon d e  r inçage  

e s t  suffisant  pour fa i re  décroître l a  radioact iv i té  jusqu'à 30 cpm d e  l a  

l igne d e  b a s e  après  so r t i e  du pic exclu.  

L'élution d e  l a  colonne e s t  ef fectuée  d a n s  un premier 

temps par 20 ml d e  tampon Tris 0 , 0 1  M pH 8f iaC1 0 , 6  M puis  d a n s  un 

second temps par 20 ml d e  tampon Tris  0 , 0 1  M pH 8 / N a ~ 1  1 M. La r é s i s -  

t ivi té  e t  l a  radioact iv i té  sont  t e s t é e s  sur chaque  fraction e t  le résu l ta t  

représenté  sur  l a  figure 7.  

Pour l e s  doubles marquages,  les fenêtres  du compteur son t  

rég lées  d e  façon à avoir moins d e  0 , l  % d e  p a s s a g e  d e  l a  radioact iv i té  
3 

H dans  l e  c a n a l  1 4 c  ( 3 5 ~ ) .  

Un pic exclu  , hétérogène,  contenant  d e s  proté ines  dou- 
3 3 5 

blement marquées à l a  glucosamine H e t  a l a  méthionine S, sort entre  

l e s  fract ions 2 e t  12. C e s  protéines n e  sont  p a s  re tenues  sur l e  g e l  e t  

n 'ont  aucune affinité pour l e  ligand,donc pour l a  fibre. 
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Un deuxième pic,  contenant d e s  protéines doublement 

marquées, apparaft entre l e s  fractions 13 e t  20, lors du rinçage en tampon 

Tris 0 ,01  M pH 8/NaC1 O,15 M. 

Entre l e s  fractions 30 e t  45 sort l e  pic élué en tampon Tris 

0,O 1 M pH 8/NaC1 0 , 6  M. I l  correspond à d e s  protéines doublement 
3 

marquées à la  glucosamine H e t  à l a  méthionine 3 5 ~ .  C e s  glycoprotéines 

ont une affinité pour la  fibre sur laquelle e l les  se fixent de  façon spécifique 

e t  réversible e t  sont é luées  par un changement d e  force ionique qui rompent 

l e s  l ia isons l e s  retenant au ligand. 

D - TESTS D'ACTIVTTE DE LA PROTEINE ISOLEE ...................................... 

1 O )  Réaction d'immuno-précipitation en pré sence  d '  antigène 

fibre. 

Des réactions d'immuno-précipitation sont effectuées en 

présence d e  250 1 d 'antigène fibre d'adénovirus type 2 marquée à la  Y 
méthionine 3 5 ~  (soit  30.000 cpm) , sur 100 1 d 'é luat  NaCl 0.6 M dialysé r 
contre du P. B. S. Dans une sér ie  témoin l 'é luat  e s t  remplacé par du P. B. S. 

Après une préincubation pendant 1 heure à 20°C,  200 1 7 
d'immunsérum monospécifique anti-fibre type 2 préparé chez  l e  lapin sont  

ajoutés dans  chaque tube e t  une nouvelle incubation a lieu à 37OC pendant 

2 heures.  

Dans une troisième sér ie  1' immunsérum anti-fibre e s t  

remplacé par un immunsérum de  lapin antiglobulines d e  rat .  

Le complexe 'lprotéine-fibre*", formé lors de  la  première 

incubation, e s t  précipité par l'immunsérum spécifique d e  l a  fibre lors d e  l a  

deuxième incubation puis filtré sur filtre de  fibre d e  verre e t  laradioact ivi té ,  

retenue sur l e  filtre, comptée dans 5 m l  d'un liquide d e  scintillation à b a s e  

d e  toluène. 

- Pour l 'é luat  NaCl 0 , 6  M 12.300 cpm sont précipités,  

soit  4 1 % d e  la  radioactivité d e  départ. 

- Pour l'immunsérum d e  lapin anti-fibre nous obtenons 

27.900 cpm soit  83 % de  l a  radioactivité de  départ ,  

représentant l e s  immuno-précipitations spécifiques.  



- Pour l'immunsérum d e  lapin antiglobulines d e  ra t ,  

5700 cpm sont précipités so i t  1 9  % d e  l a  radioactivité d e  

départ ,  représentant l es  immuno-précipitations non 

spécifiques. 

L' immuno-précipitation spécifique l i ée  à l a  fibre e s t  d e  

41 % - 1 9  % = 22 % pour 1'Bluat en NaCl 0 , 6  M. 

2") Cinétique d'adsorption virale sur les cel lules  KB. 

Dans 5 sér ies  d e  tubes à hémolyse, 10 1 d'adénovirus 
14 Y 

type 2 marqué par un mélange d 'ac ides  aminés C sont  incubés sous un 

volume d e  1 ml, pendant 2 heures à 4OC, en absence ou en présence de  

25 )ig, 50 g ou 75 p g  d'éluat  0 , 6  M ou de  5 0 /ig de  protéines d e  membrane Y 
extraites au D. O. C. 0 , 5  %. 

7 
4 x 10 cel lules  KB sont ajoutées dans chaque tube e t  

l 'adsorption du virus sur l e s  ce l lu les  s e  déroule à 37OC pendant 15,  30, 

45,  60,  90 ou 120 minutes. A c e s  différents temps un tube de  chaque 

série e s t  prélevé, centrifugé e t  la  radioactivité du surnageant, réparti 

dans 4 f ioles ,  e s t  comptée dans  8 ml d e  liquide de  Bray. 

Les résul ta ts  sont reportés dans  la  figure 8. 

L' adsorption d e  l 'adénovirus, sansVrécepteur': sur  l e s  

ce l lu les  KB e s t  rapide ; en 30 minuteslà 37OC, 75 à 80 % du virus e s t  

adsorbé sur l e s  ce l lu les ,  soit  seulement 20 à 25 % d'inhibition d'adsorption. 

En présence d e  25 g de"récepteur"ou d e  50 g d e  protéines Y P 
de  membrane extraites au D. O. C . ,  l 'adsorption du virus sur l e s  ce l lu les  

n e  varie pas.  

Mais en présence de  50 g ou d e  75 g deUrécepteur',' f Y 
l 'adsorption e s t  inhibée. Cet te  inhibition d'adsorption e s t  de  45 % e t  d e  

55 % respectivement en présence de  50 g e t  75 g denrécepteuf', Y Y 
La chromatographie d'affinité surmfibre-amino-Sepharose" 

de  protéines d e  membrane extraites au D. O. C .  0 , s  % a permis d ' isoler  

une protéine inhibant l 'adsorption d e  l 'adénovirus sur les ce l lu les  KI3 

donc ayant une affinité pour ce virus. 



FIGURE No 8 

% virus non adsorbé 

temps d'incubation à 37OC en minutes 

Cinétiques d '  adsorption virale sur l e s  ce l lu les  KB en  présence 

de  récepteur i so lé  sur "fibre-amino-Sepharose" 

Les cinétiques d' adsorption d e  1' adénovirus type 2 ,  marqué 

14c, sur l e s  ce l lu les  KB sont é tudiées  en absence (. e) ou en 

présence d e  quanti tés c ro issan tes  d e  récepteur cellulaire obtenu par 

chromatographie d'affinité sur "fibre-amino-Sepharose" d'un extrait  d e  

protéines d e  membrane de  ce l lu les  KB. 

* - * Virus préincubé avec 25 )rg d e  récepteur cellulaire.  

---- A Virus préincubé avec 50 g d e  récepteur cellulaire. P 
m. -. -. -.i Virus préincubé avec 75 g d e  récepteur cellulaire. y. 
A A Cinétique d'adsorption obtenue en présence de  50 g P 

d'extrait  brut d e  protéines d e  membrane. 



3 O )  Analyse en ge l  d e  polyacrylamide d i s soc ian t .  

Les différentes f rac t ions  d e  l a  chromatographie d 'aff ini té 

surnfibre-amino-Sepharose"sont ana ly sée s  sur gel d e  polyacrylamide en 

plaque,  en milieu S. D. S. Les  r é su l t a t s  sont représen tés  dans  la figure 16 

(p i s tes  a à e) . Les masse s  moléculaires d e s  différents polypeptides son t  

c a l cu l ée s  se lon leur position par rapport aux polypeptides marqueurs d e  

l 'adénovirus type 2 (p is te  a).  

La fraction non adsorbée sur l e  ge l  d 'aff ini té e t  é l uée  en 

NaCl 0 ,05  M e s t  t r ès  hétérogène e t  comprend d e  nombreux polypeptides 

d e  poids  moléculaires var iables  (p i s te  b). 

Les fract ions re tenues  sur  l e  g e l  e t  é l u é e  avec le tampon 

d e  r inçage NaCl  0 ,15  M (p i s te  c) ou avec  l e  tampon d 'élut ion NaCl  0 ,6  M 

(p i s te  d) n e  présentent  pas  d e  di f férences  au point d e  vue  composition 

polypeptidique bien que l e s  rapports  stochiométriques n e  soient  pa s  l e s  

mêmes. La composition en polypeptides d e  c e s  deux fractions e s t  t rès 

complexe,  les poids moléculaires var ient  d e  100.000 à 25.000,  cependant 

on peut  d is t inguer  s ix  c l a s s e s  majeures d e  polypeptides dont les masse s  

moléculaires respec t ives  son t  d e  78.000,  74.000, 55.000,  42 .000 ,  

40.000 e t  34.000.  

ISOLEMENT SUR LE BIOGEL DE POLYACRYLAMIDE P300 

1 IMMUNOADSORBANT 

A - TEMOIN D'ADSORPTION SUR LE GEL D'UN IMMUNSERUM .................................................. 
ANTI-FIBRE ---------- 

2 5  mg d '  immunoglobulines anti-base du  penton on t  été 

f ixées  sur 10 ml d e  ge l  d e  polyacrylamide. Dans  un second temps ,  5 mg 

d ' an t igène  penton sont  couplés  sur l e s  immunoglobulines par l eu r  extrémité 

b a s e  du penton,  l a i s s an t  l ibre  l 'extrémité fibre du penton. 

I l  e s t  néce s sa i r e ,  avan t  l 'emploi ,  d e  t e s t e r  l e  g e l  a ins i  

préparé. Si le modèle chromatographique e s t  bien r éa l i s é ,  la  f ib re ,  é tan t  

d i r igée  vers  l ' extér ieur ,  doit  ê t r e  c apab l e  d e  retenir  l e s  ant icorps  d'un 

immunsérum anti-fibre. , 



1") Adsorption sur l e  s e l  d'un immunsérum anti-fibre. 

Sur 2 ml d e  "gel-immunoglobulines anti-base d e  penton- 

penton" , on adsorbe 0 , 5  ml d'immunsérum spécifique anti-fibre type 2 

dilué au 1/4 dans du P. B. S. , so i t  27 mg d e  protéines totales.  

L'adsorption s e  déroule à 4°C pendant une nuit. Après 

él imination,  par centrifugation, d e s  protéines non adsorbées e t  plusieurs 

lavages  du gel  en P. B. S. , nous é luons par 2 ml d e  tampon glycocolle 0 , 2  M 

pH 2,8/NaC1, pendant 1 heure à 4°C.  

2 O )  Tes t s  d'immuno*précipitation. 

Des  t e s t s  d'immuno-précipitation en présence d e  fibre 

sont  effectués.  

100 1, so i t  20 g ,  d e  fibre d 'adénovirus type 2 marquée 
2 r P 

à l a  leucine J ~ ,  à raison d e  20.000 cpm/100 1, sont incubés 3 heures à iU 
37OC en présence : 

- soi t  d e  10 g d e  protéines d e  l'immunsérum d'e départ  P 
anti-fibre type 2 ,  

- soi t  d e  10  g d e  protéines d e  l 'é luat  d ia lysé  contre du 

P.BeS. , 
P 

- soi t  d e  1 0  g d e  protéines d 'un immunsérum témoin d e  Y 
lapin antiglobulines de  rat .  

L'incubation e s t  r éa l i s ée  pendant 2 heures à 37°C. Le 
k 

précipité antigène - anticorps formé e s t  filtré e t  lavé sur filtre d e  fibre 
3 

d e  verre e t  l a  radioactivité H comptée dans  5 ml d e  liquide d e  scint i l la-  

tion à b a s e  de  toluène. 

La radioactivité retenue sur l e  filtre correspond à l a  fibre 

marquée l i é e  à l 'anticorps anti-fibre, c e  qui peut nous donner une idée 

d e  l a  quanti té d e  complexe Ag - Ac formé lors d e  l a  réaction d'immuno- 

précipitation. La moyenne d e  plusieurs expériences nous donne : 

- Pour l'immunsérum total anti-fibre:16.000 cpm soi t  80 % 

d e  la  radioactivité d e  départ. 

--. 



- Pour l fé luat : l  7.500 cpm soi t  87,5 % d e  la  radioactivité 

d e  départ. 

- Pour l'immunséruni d e  lapin antiglobulines de  rat:2000 cpm 

soi t  10 % représentant l e s  immuno-précipitations non 

spécifiques. 

Le pourcentage d'immuno-précipitation obtenu pour l 'é luat  

e s t  supérieur à ce lu i  obtenu avec l'immunsérum anti-fibre de  départ  ce qui 

voudrait dire que l e s  anticorps anti-fibre de  l'immunsérum s e  sont  concen- 

trés lors du passage  sur l e  gel  en s e  couplant spécifiquement sur l a  fibre. 

La technique d e  préparation du gel  immuno-adsorbant a donc 

eu pour résul ta t  d'orienter la  fibre, vers  l 'extérieur, l u i  permettant d e  

retenir d e s  protéines cel lula i res  ayant une affinité pour elle.  

B - ADSORPTION SUR LE GEL D'UN EXTRAIT DE PROTEINES DE ................................................... 
MEMBRANE ---------- 

1 O )  Extraction d e s  protéines d e  membrane. 

L'adsorption s e  faisant en milieu isotonique P.B. S . ,  

l 'extrait  brut de  protéines de  membrane , obtenu par action du désoxy- 

cholate  de  sodium, e s t  d'abord dialysé contre ce m e m e  tampon. 

2 O )  Immuno-adsorption sur le s e l  d'un extrait  d e  protéines 

de  membrane. 

Sous un volume d e  10 m l  de  P. B .  S . ,  15 mg de protéines d e  

membrane de  ce l lu les  KB doublement marquées aux ac ides  aminés 1 4 c  e t  
3 

à la  glucosamine H ,  solubi l isées  par l e  D. O. C .  0 ,5  %,sont adsorbés sur 

10 ml d e  "Biogel P300-immunoglobulines anti-base du penton-penton", 

pendant une nuit à 4 OC, sous agitation. 

Après élimination du surnageant par centrifugation e t  

plusieurs lavages en P. B .  S. , le Biogel e s t  é lué par 10 ml de  tampon 

glycocolle 0 , 2  M pH 2,8/NaC1 1 M,  pendant 30 minutes à 4OC, sous 

agitation. L'éluat e s t  recueil l i  par centrifugation; dia lysé contre d e  l ' eau  



dis t i l lée  e t  lyophilisé. La poudre obtenue après lyophilisation e s t  reprise 

dans  1 ml d e  P.B.S. 

Le taux de  protéines obtenues e s t  de  100 g e t  l a  radio- r 
activité totale t rès  faible (1 100 cpm/l ml) donc négligeable par rapport 

à l a  radioactivité apportée par l e  virus lors d e s  t e s t s  ultérieurs. 

C - TESTS D'ACTWITE SUR LE RECEPTEUR ................................ 

1') Adsorption d e  l'adénovirus sur l e s  cel lules  KB. 

a) En fonction d e  l a  quantité d e  récepteur : ................................. 

Dans plusieurs sér ies  d e  tubes à hémolyse, 10 1 d'adéno- f 
virus type 2 marqué à la  thymidine 1 4 c  à raison de  4 000 cpm/lO 1/14 g .  r Y 
sont incubés en présence d e  O g ,  1 g .  2 g ,  4 g ,  5 g ,  7.5 g ,  1 0 y g  P P P P P  Y 
ou 20 g del'récepteur': L'incubation se fait  sous  un volume de  1 ml, à Y 
4 OC pendant 2 heures.  

7 
4 x 10 cel lules  KI3 repr ises  dans  2 ml d e  P.B.'s. sont 

ensui te  ajoutées dans  chaque tube e t  on l a i s s e  l 'adsorption du virus  sur 

l e s  cel lules  s e  dérouler pendant 3 heures,  à 37"C, sous  agitation. 

Le surnageant contenant l e s  particules virales non adsorbées 

sur l e s  cel lules  KB e s t  recueil l i  par centrifugation e t  réparti d a n s  6 f ioles 

à scintillation. La radioactivité e s t  déterminée par dissolution d e  l 'échan- 

tillon dans 10 m l  d e  liquide d e  Bray. 

Pour contrôle, l e  culot de  cel lules  contenant le virus 

adsorbé sur l e s  membranes e s t  d i ssous  dans 500 1 d e  P. B. S. e t  1 ml Y 
d e  Hyamine 10 X I  pendant 24 heures à 37OC. L'homogénat e s t  réparti  dans  

5 fioles e t  la  radioactivité comptée dans  10 m l  de  liquide de  Bray. 

Le résul ta t  e s t  représenté par l a  figure 9. 

La quantité d e  virus non adsorbé sur l e s  cel lules  croft en 

fonction de  l a  concentration enl'récepteurl' Le plateau e s t  at teint  pour 

d e s  valeurs s i tuées  entre 50 1 e t  75 1 soit  d e  5 g à 7 , s  g d e  récepteur. P P r Y 



FIGURE No 9 

y 1  de  solution d e  récepteur isolé sur l e  Biogel d e  polyacrylamide 

Activité sur l 'adsorption virale du récepteur cellulaire isolé du 

Biogel immunoadsorban t 

14 
L'adsorption d e  l 'adénovirus type 2 ,  marqué C l  sur les  ce l lu les  Ki3 e s t  

é tudiée en présence d e  quanti tés croissantes  de  récepteur cel lula i re  i so lé  sur 

Biogel immunoadsorbant. 

Jk * Radioactivité retrouvée dans le  surnageant après adsorption 

d e  l 'adénovirus sur l e s  cel lules  KB et correspondant au virus 

non adsorbé. 

. - . - . - . Radioactivité retrouvée dans le  culot  cellulaire e t  correspon- 

dant au virus adsorbé sur l e s  cel lules .  
\ 



La courbe représentant le virus adsorbé sur l e s  membranes 

d e  cel lules  KB e s t  complémentaire d e  l a  première e t  décroit pour atteindre 

un minimum entre 50 1 e t  75 1 d e  solution de'kécepteui: Y Y 
Leurécepteur membranaire" préincubé avec l e  v i rus ,  bloque 

les fibres e t  empêche l 'attachement ultérieur d e  l 'adénovirus sur l e s  

ce l lu les  ICB. On a s s i s t e  à un phénomène d'inhibition d'adsorption du virus  

sur l e s  cel lules  KB en présence de'fiécepteurl' 

b) Cinétique d 'adsorption sur l e s  ce l lu les  : .................................. 

Une cinétique d e  l 'adsorption d e  l 'adénovirus sur l e s  

ce l lu les  KB e s t  effectuée en présence d e  différentes quanti tés deUrécepteur'.' 

Dans quatre sér ies  d e  tubes à hémolyse, 10 1 d'adénovirus 
14 Il 

type 2 marqué par un mélange d 'acides  aminés C sont incubés en pré- 

s e n c e d e  O 1, 50 1, 100 1, 150 l d ' u n e  solution deï-écepteut 'à  100 g/m1 Y Y P Y 
sous  un volume d e  1 ml d e  P. B. S . ,  pendant 30 minutes à 4OC. 

Y 
Dans une sé r ie  témoin, 10 1 d e  virus sont incubés  dans  r 

l e s  mêmes condit ions,  en présence d e  50 1 soi t  6 7 , s  g d 'extra i t  brut l-' Y I 

d e  protéines d e  membrane. 

Dans un second temps, on ajoute dans  chaque tube 4 x 10 
7 

ce l lu les  KB repr ises  dans  1 ml d e  P. B. S. L'adsorption du virus sur  les 

ce l lu les  a lieu à 37OC sous  agitation ; e l le  e s t  arrêtée à différents temps, 

15,  30,  45,  60,  90 e t  120 minutes, en prélevant un tube d e  chaque  sér ie  

que  l 'on centrifuge. Le surnageant contenant l e  virus non adsorbé e s t  

répart i  dans  4 f io les  e t  l a  radioactivité comptée dans  8 ml de  l iquide d e  

Bray. 

Les  résu l ta t s  sont reportés dans  l a  figure 10. 

D'après  l e s  courbes,  l 'adsorption du virus sur les ce l lu les  

e s t  rapide ; 78 % d e  l a  radioactivité e s t  adsorbée en 30 minutes à 37OC, 
- 3 ce qui représente une constante  d'adsorption d e  1 2 , 8  x 10 /ml/minute. 

D'autre part ,  l 'adsorption e s t  inhibée en présence d e  

'bécepteur': l e  pourcentage d i  inhibition atteint  un maximum d e  90 % pour 

150 1, soi t  15 g de'i-écepteur': d'oh une cons tan te  d'adsorption d e  6 ,4 ,  P r 3  
3 , l  e t  1 , l  x 10 /ml/minute pour d e s  quant i tés  respect ives  d e  protéines 



Cinétiques d'adsorption virale sur les  cellules KB en présence de 

récepteur isolé sur immunoadsorbant 
- 

3. . . 

Les cinetique s b ad sorptlon 8; li.nrll&novitus 2-t ''ai ntr 

l e s  cellules KB sont étudiées en absence ( O------ a ) ou en présence 

de  quantités croissantes de  récepteur cellulaire obtenu par chroma- 

tographie d'affinité sur immunoadsorbant d'un extrait de  protéines de  

membrane de  cellules KB. 

a.-.-.+ Virus préincubé avec 5 p g  de récepteur cellulaire. 

A--- A Virus préincubé avec 10 g de récepteur cellulaire. Y 
. - . . . - -a  Virus préincubé avec 15 g de récepteur cellulaire. P 

- A  Cinétique d'adsorption obtenue en présence de 50 g 

d'extrait brut de  protéines de  membrane. 
Y 



cpm 1 4 c  virus non adsorbé 

FIGURE No 10 
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A - Cinétiques d'adsorption virale sur l e s  ce l lu les  KB en présence d e  récepteur 
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B - Inhibition d e  l'adsorption virale en fonction d e  l a  concentration en  récepteur 

-. .----. 



éluées  d e  5 g ,  10 g e t  15 g. P r Y 
La cinétique d'adsorption, effectuée après  incubation du 

virus en présence d e  67,5 g d'extrait brut d e  protéines de  membrane n e  P 
présente pas  d e  différence avec ce l l e  du témoin virus s ans  "récepteur". 

Le passage  de  c e t  extrait sur l e  Biogel a permis d ' isoler une protéine 

inhibant l'adsorption de  l 'adénovirus sur l e s  cel lules  KB. 

c)  Nature protéique du'kécepteur": Adsorption virale après  action d e  ......................................................... 
protéase sur le'kécepteur": 

25 1 de  solution de'técepteur': soit 1 7 , 5  g de  protéines, P ? 
sous un volume d e  1 ml, sont traités par un enzyme protéolytique, l a  

trypsine, pendant une nuit à' 37°C; un inhibiteur spécifique de  l 'enzyme 

( le  di i  sopropylfluoropho sphate) permet d t  arreter la  réaction enzymatique. 

10 p l  de  solution d' adénovirus type 2 marqué par un mélange 

d 'ac ides  aminés l4c à raison d e  7500 cpm/lO 1 sont a lors  a joutés  dans Y 
chaque tube. L'incubation "virus-recepteur traité" a l ieu à 20°C pendant 

une heure. 
7 2 x 10 cel lules  KB repr ises  dans  1 m l  d e  P.B. S. sont 

ajoutés à chaque tube e t  l 'adsorption du virus sur l e s  ce l lu les  se déroule 

à 37°C pendant 90 minutes. Le surnageant obtenu aprss  centrifugation, 

contenant le virus non adsorbé, e s t  réparti dans  4 f io les  e t  la  radioactivité 

comptée dans 8 ml d e  liquide de  Bray. 

L e  résultat  e s t  représenté dans  la  figure 11. 

Après action d'un elîzyrrrie protéolytique, l a  trypsine,  

l ' inhibitjon dtadr;orption obtenue en présence de1I-écepteupnon t ra i té  e s t  

levée.  Le virus s 'adsorbe au m ê m e  taux que l e  virus témoin. La trypsine 

semble agir, "in vitro",  sur 1e'kécepteur"isolé d e s  ce l lu les  KB d e  l'adéno- 

virus type 2 ,  alors qu 'e l le  n ' inactive p a s ,  "in vivo", les récepteurs 

d'adénovirus type 2 des  cel lules  HeLa ( 107 ) .  



FIGURE No 11 

% virus non adsorbé 
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temps d'incubation à 37OC e n  minutes 

Cinétique d'adsorption virale après action de  l a  trypsine sur le récepteur 

14 
Les cinét iques  d'adsorption d e  l 'adénovirus type 2 ,  marqué C, sur l e s  

ce l lu les  KB sont étudiées en absence (a----a) ou en présence de  

15 g d e  récepteur cellulaire (.t r *).  

m.-.-. i Cinétique d'adsorption obtenue après traitement d e  1 7 , 5  g P 
d e  récepteur cellulaire par un enzyme protéolytique, l a  

trypsine. 



2 O )  Adsorption d e  l 'adénovirus sur l e s  hématies d e  rat .  

Dans 3 sé r ies  d e  tubes à hémolyse, 10 1 d'adénovirus P 
type 2 marqué par un mélange d 'ac ides  aminés 1 4 c  sont  préincubés en 

présence d e  35 g de1;écepteurY en absence d e  'i-écepteur!'ou en présence P 
d e  30 g d e  protéines d e  membrane extraites au D. O. C . L'incubation a P 
lieu sous  un volume de  1 ml de  P.B. S. pendant 1 heure à 20°C. 

Dans un second temps,dans chaque tube, on ajoute 100 1 Y 
d'un culot  d'hématies d e  rat  e t  on l a i s se  l'adsorption s e  dérouler à 37OC 

pendant 15,  30, 45,  60, 90 ou 120 minutes. A c e s  différents temps un 

tube de  chaque série e s t  prélevé, centrifugé e t  l a  radioactivité du 

surnageant, après précipitation à l ' ac ide trichloracétique 10 % e s t  comptée 

dans  5 ml d e  liquide d e  scintillation à base  d e  toluène. 

Les résul ta ts  sont représentés dans  l a  figure 12. 

L'adsorption d e  l'adénovirus sur l e s  hématies d e  rat  e s t  

rapide,  en 15 minutes 80 % d e  l a  radioactivité e s t  adsorbée. 

En présence d 'extrait  brut de  protéines d e  membrane 

l ' inhibition de  l 'adsorption par rapport au virus témoin n ' e s t  que d e  5 %. 

Par contre,  en présence d e  35 g d e  'kkepteur"llinhibition d'adsorption P 
d e  l 'adénovirus sur l e s  hématies e s t  d e  28 % par rapport au témoin virus 

sans'kécepteur': 

Le"récepteur"iso1é sur Biogel immunoadsorbant inhibe 

donc l 'adsorption de  l 'adénovirus sur l e s  hématies de  ra t .  Cependant, 

c e t t e  inhibition e s t  inférieure à ce l l e  obtenue avec l e s  cel lules  KB qui 

semble un meilleur syst&me cellulaire.  

3") Analyse sur q e l  d e  polyacrylamide dissociant .  

La fraction non retenue sur le  Biogel immunoadsorbant e t  

ce l l e  é luée  en tampon glycocolle 0 , 2  M pH 2 , 8  sont analysées  sur ge l  

d e  polyacrylamide en plaque en milieu S.D.  S. Les résul ta ts  sont repré- 

sen tés  dans  la  figure 16 (pis tes  f e t  g ) .  Les masses  moléculaires sont  

ca l cu l ées  selon leur position par rapport aux polypeptides marqueurs 

d e  l 'adénovirus type 2 (pis te  a) .  



FIGURE N o  12 
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Cinétique d'adsorption virale sur d e s  hématies d e  rat  en présence 

d e  récepteur cellulaire isolé  sur immunoadsorbant 

14 
Les c inét iques  d'adsorption d e  l 'adénovirus type 2 ,  marqué C ,  sur 

l e s  hématies d e  rat  sont étudiées en  absence ( O- a ) e t  en présence 

( A  .-.-.-. A ) d e  35 g d e  récepteur cellulaire.  Y 
--- i Cinétique d'adsorption obtenue en présence d e  30 g d 'extrait  

brut de  protéines de  membrane. 
r 



La fraction non re tenue sur l e  g e l  (p is te  f) e s t  t r ès  

hétérogène. Cependant l a  fraction re tenue sur l e  'gel  d e  polyacrylamide- 

immunoglobulines ant i -base  du penton-penton"puis é l u é e  en tampon 

glycocol le  0 , 2  M pH 2 , 8  (piste e) révèle  quatre  polypeptides majeurs 

d e  m a s s e  moléculaire d e  100.000,  78.000,  42.000 e t  34.000. 



DISCUSSION 

La technique d e  chromatographie d'affinité ut i l i sant  le 

Sepharose 4 B comme support insoluble nous a permis d ' i soler  un complexe 

glycoprotéique possédant  une cer ta ine  affinité pour l a  fibre. Cependant,  

l e s  résul ta ts  obtenus n e  sont pas  sa t i s fa i san ts .  La .quantité de't-écepteur" 

é luée e s t  t rès  faible.  Du point d e  vue quali tat if ,  l a  spécifici té du't-écep- 

teupvis-a-vis d e  l 'antigène fibre, évaluée par l a  technique d'immuno- 

précipitation n ' e s t  que  d e  20 % ; l ' inhibition d'adsorption d e  l 'adénovirus 

sur l e s  ce l lu les  KB en présence de'kécepteu? n ' e s t  que d e  35 % par rapport 

à un témoin virus sans'kécepteur': De  plus ,  l e s  polypeptides obtenus en 

ge l  d e  polyacrylamide dissociant  sont  nombreux, on n e  dist ingue que  

s ix  c l a s s e s  majeures d e  masse moléculaire 78.000, 74.000, 55.000, 

42.000, 40.000 e t  34.000. 

Le modèle chromatographique ut i l i sé  n ' e s t  donc p a s  idéal. 

D'une part ,  l a  citraconylation d e  l a  fibre apporte une fonction carboxylique 

en N terminal, une cer ta ine  population d e  fibres peut donc s e  fixer sur 

l'arnino-Sepharose par l e  radical  ci traconyl,  ce qui e s t  contraire au but 

recherché. C e s  fibres seront él iminées lors d e  l a  réaction d e  déci t ra-  

conylation. 

La majorité d e s  molécules d e  fibres s e  f ixent donc sur 

l'amino-Sepharose par une fonction carboxylique autre que  c e l l e  du  

groupement ci traconique : C terminal ou amino-acide dicarboxylique ; 

l 'extrémité N terminale d e  l a  fibre e s t  alors dirigée dans  l e  bon s e n s ,  vers 

l 'extérieur. Cependant,  l e s  possibi l i tés  d e  l ia isons  sur l e  support sont  

nombreuses, comme nous pouvons l e  voir sur l a  figure 13 : 

- so i t  l a  fibre s e  fixe sur l'amino-Sepharose par l a  sphérule, 

l e  s i t e  d'affinité pour le'kécepteur cellu1aire"est alors 

bloqué e t  l a  probabilité d ' i so le r  lelkécepteur"est nul le  (a). 

- soi t  l a  fibre se f ixe  sur l'amino-Sepharose par les chafhes  

la téra les  s i tuées  l e  long d e  l a  molécule, i l  se c r é e  alors 

un certain empechement s tér ique,  l a  sphérule devenant 

plus ou moins acces s ib l e  au 'kécepteul?'. La probabilité 

d ' i soler  l e  récepteur': dans  ce c a s ,  e s t  p lus  ou moins 



FIGURE No 13 

Accessibilité "Récepteur (RC) - fibre (F)" en fonction du point d ' a t tache  

d e  la  fibre sur l'amino-Sepharose (ASp) 



é l evée  selon l 'empêchement stérique (b). 

- so i t  l a  fibre se f ixe  sur  l e  support,  l a  sphérule dir igée 

vers  l 'extérieur ; nous  sommes dans  l e s  condit ions 

optimales d ' a cce s s ib i l i t é  au"récepteur1; c ' e s t  le c a s  l e  

p lus  favorable. La probabilité d ' i soler  lelkécepteul"est  

a lors  très grande (c). 

Stat ist iquement,  les fibres doivent  s e  trouver fixées au 

support insoluble par n'importe que l le  fonction carboxylique (b) e t  une 

faible population d e  f ibres seulement e s t  f ixée  selon le c a s  l e  p lu s  favo- 

rable  (c). 

Le problème e s t  donc d 'orienter  l a  fibre selon ce c a s  idéal ,  

l a  sphérule d i r igée  vers  l 'extérieur.  C ' e s t  ce que  nous  proposons dans  

l e  deuxième modèle chromatographique ut i l i sant  l e  ge l  d e  polyacrylamide 

'300 
comme polymère insoluble e t  oil l e  ligand n ' e s t  p lu s  la  f ibre ,  mais 

l e  penton, accroché sur  l e  support par son extrémité " b a s e  du penton" ,  

par l ' intermédiaire d'un anticorps ant i -base  du penton, l a i s s an t  a i n s i  

l ibre l 'extrémité "fibre" (figure 14).  

Le 'i-écepteui" i so l é  dans  c e  c a s  permet u n e  inhibition 

d 'adsorption d e  l 'adénovirus sur les ce l l u l e s  KI3 d e  p lus  d e  70 % par 

rapport a un témoin virus sans'kécepteur'l  Son affini té pour l 'adénovirus 

semble donc plus  importante qu ' avec  le récepteur i so lé  sur  l e  gelnfibre- 

amino-Sepharose'.' 

D' autre part ,  l a  spéci f ic i té  d e  l iaison d u  'kécepteur"sur 

leUBiogel-anti-base du penton-pentori' semble meilleure q u e  sur le ge l  

d 'aff ini té;  en effe t ,  l ' analyse  sur  ge l  d e  polyacrylamide d i s soc i an t  permet 

d e  n e  dis t inguer  que  quatre polypeptides majeurs d e  m a s s e  moléculaire 

d e  100.000,  78.000,  42.000 e t  34.000. 



FIGURE No 14 

Modèle chromatographique du "Biogel-anti-base du penton-penton" 

Des  anticorps anti-base du penton (AB) d e  l 'adénovirus type 2 sont 

couplés  à d e s  bi l les  de  Biogel d e  polyacrylamide P (BG) à l 'aide 
300 

d e  glutaraldéhyde (M e t  IV). 

Le penton de  l 'adénovirus e s t  adsorbé sur l e  Biogel-anti-base du 

penton e t  le complexe immunoadsorbant fixé ensui te  en présence de  

glutaraldéhyde ( M e t  w ) .  



Dans cet te  première partie,  nous avons mis au point 

deux systèmes d'affinité permettant d ' isoler  à partir d e  membranes de  

ce l lu les  KB, d e s  protéines se liant d e  façon spécifique à la f ibre ou 

au penton d e  l 'adénovirus. 

Dans la  seconde partie de  notre travail ,  nous avons 

e s sayé  d ' isoler 1e"récepteur"lié sous l a  forme d'un complexe à d e s  parti- 

cu l e s  virales isolées .  Pour ce l a ,  nous uti l isons un agent de  pontage 

formant des  l ia isons imido-ester, C e s  l ia isons sont c l ivables  dans  un 

second temps, ce qui nous permet d 'analyser  l e  complexe sur g e l  de  

polyacrylamide dissociant  e t  d 'en comparer l e  résul ta t  avec c e l u i  obtenu 

dans  les deux premières méthodes u t i l i sées  (Sepharose ou ~ i o g e l ) .  



2 è m e  PARTIE 

IDENTIFICATION ET ISOLEMENT D U  SITE RECEPTEUR D'ADENOVIRUS 

PAR ATTACHEMENT COVALENT DES VIRIONS A LA MEMBRANE CELLULAIRE. 



INTRODUCTION 

TRAUT e t  co l l . ,  en 1973 ( 108 ) ,  mettent au point une 

technique d e  pontage entre différentes protéines vois ines  s i tuées  sur 

l a  sous-unité 30 S d e s  ribosomes dlEschérichia co l i ,  d e  façon à préciser 

l a  topographie d e s  protéines ribosomales . 

Nous avons uti l isé c e t t e  méthode dans  l e  but d e  fixer d e  

façon covalente d e s  particules vi ra les  sur l e s  'fécepteur9'membranaires 

d e s  ce l lu les  KB. Le méthyl 4-mercapto butyrimidate, en milieu réducteur, 

provoque une amidination des  groupements & -NH d e s  lys ines  d e s  
2 

protéines cel lula i res  e t  virales.  Le pas sage  en milieu oxydant permet l a  

formation d e  ponts disulfure. Après extraction par d e s  détergents non 

ioniques,  l e  complexe "virus-membrane" e s t  i so lé  en gradient d e  sucrose  

puis ana lysé ,  après rupture d e s  ponts disulfure en milieu réducteur,  sur 

ge l  d e  polyacrylamide en plaque en milieu dissociant .  



MATERIEL ET METHODES 

A - PREPARATION DU COMPLEXE VIRUS-RECEPTEUR MEMBRANAIRE ...................................................... 

1 O )  Marquaqe des  cel lules .  

8 
500 ml d e  ce l lu les  KB en  suspension, soit  2 x 10 ce l lu les ,  

sont marquées à l ' a ide de  1.5 mCi d e  méthionine 3 5 ~  (activité spécifique : 

460 ~ i / m M o l )  selon la  technique décrite page 98. 

2 O) Saturation desns i tes  récepteurSIpar d e s  particules 

v i ra les ,  

Après 24 heures de  marquage, l e s  cel lules  KB sont  recueil l ies 

par centrifugation à 1500 tours/minute pendant 10 minutes à 4 ° C  e t  repr ises  

dans  16 ml d e  tampon HMS. On ajoute 4 ml d 'une suspension d e  particules 

d'adénovirus titrant 1013 pfu/ml (pfu = unité formant plage) e t  correspondant 
5 

à 1014 particules physiques, soit  5 x 10 particules physiques par cellule.  

L'adsorption du virus sur les  ce l lu les  se déroule à O°C, 

pendant 2 heures,  sous agitation. 

3 O )  Amidination d e s  protéines vira les  e t  cel lula i res .  

Les virions non adsorbés sont él iminés par centrifugation 

à 1500 tours/minute, pendant 10 minutes, à 4OC e t  l e s  ce l lu les  reprises 

dans  10 m l  d e  tampon HMS contenant du mercapto-éthanol (5 mM) e t  du 

méthyl 4-mercapto butyrimidate à l a  concentration finale d e  5 mg/ml, 

selon l a  technique mise au point par TRAUT e t  coll .  , en 1973 ( 10 9 ) . 
La réaction d '  amidination s 'effectue à O OC pendant 

30 minutes. 



4 O )  Formation d e s  ponts disulfure. 

Les ce l lu les  sont centrifugées à 1500 tours/minute, 

pendant 10 minutes, à 4 OC, pour éliminer l e  mercaptoéthanol  e t  le méthyl 

4-mercapto butyrimidate en excès .  Le culot cel lula i re  e s t  repris dans  

10 ml d e  tampon HMS contenant d e  l 'eau oxygénée (100 mM), l 'oxydation 

se déroulant à O°C, pendant 90 minutes. 

5 O )  Extraction du comp1exe"adénovirus-récepteur 

membranaire 1' 

Les ce l lu les  sont recuei l l ies  par centrifugation à 1500 tours/ 

minute, pendant 10 minutes, à 4°C  e t  resuspendues dans  1 ml d e  tampon 

HMS contenant duTriton X 
1 O0 

0 , 2 5  % ; l 'extraction du complexe s 'effectue 

à 0°C pendant 1 heure. Les ce l lu les  sont alors centrifugées à 5000 tours/ 

minute, pendant 15 minutes, à 4°C.  

Un témoin, correspondant aux cel lules  s a ines ,  e s t  effectué 

dans  l e s  mêmes condit ions,  excepté  l a  première é tape,  c e l l e  d e  l 'adsorp- 

tion virale,  qui e s t  alors supprimée. 

B - ISOLEMENT DU COMPLEXE VIRUS-RECEPTEUR SUR GRADIENT ..................................................... 
DE SUCROSE ----------- 

Le surnageant d e  l a  dernière centrifugation, contenant l e s  

complexes "adénovirus -récepteurs membranaires " pontés, e s t  déposé au 

sommet d'un gradient continu d e  sucrose  25 % - 40 % (poids/volume) 

préparé en tampon T r i s H C l  0 ,05 M pH 8/NaC1 0 ,2  M/EDTA 0 , 0 1  M . 
Les gradients sont  centrifugés à 25000 tours/minute, 

pendant 80 minutes, à 4"C,dans l e  rotor SW 4 1 d e  l'ultra-centrifugeuse 

Spinco. 

Les gradients sont recueil l is  par fractions de  300 1 e t  

l a  radioactivité déterminée sur une aliquote d e  50 1. 
Y 

Y 
Les fractions correspondant à l a  sédimentation d 'un témoin 

adénovirus marqueur sont rassemblées ,  d ia lysées  pendant 48 heures contre 

d e  l 'eau d i s t i l l ée ,  puis lyophil isées.  



C - ANALYSE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE DISSOCIANT .............................................. 

Les ponts disulfure sont rompus, en milieu réducteur, par 

chauffage à 100°C pendant 2 minutes d e s  complexes "adénovirus- 

récepteur" repris ,  après  lyophilisation, dans  50 1 d e  tampon Tris-HC1 r 
0,0625 M pH 6,8/mercapto éthanol 5 % /  S.D.  S. 2 %/urée 3 M. 

Les protéines du récepteur sont  ana lysées  par électropho- 

r è s e  sur ge l  d e  polyacrylamide en plaque,  en milieu S. D. S. selon la  

technique décri te page 103. 



RESULTATS 

A - EXTRACTION DU COMPLEXE VIRUS-RECEPTEUR MEMBRANAIRE ...................................................... 

Les protéines d e  l 'adénovirus e t  ce l les  d e  l a  membrane 

plasmatique d e  l a  cel lule  KB sont pontées à l ' a ide  du méthyl 4-mercapto 

butyrimidate, l e  complexe ainsi  formé e s t  extrait par un détergent non 

ionique, l e  Triton X1 O O .  

La radioactivité totale d e s  ce l lu les  marquées à l a  méthio- 
8 

nine 3 5 ~  e s t  de  9 x 10 cpm e t  ce l l e  des  protéines extraites par le 
6 

détergent e s t  d e  7 x 10 cpm ; 0,75  % d e s  protéines cel lula i res  sont  donc 

solubi l isées  par le Triton X 
100' 

B - ISOLEMENT DU COMPLEXE EN GRADIENT DE SUCROSE ............................................... 

Les protéines extraites par l e  Triton sont déposées  au 

sommet d'un gradient continu d e  sucrose 25 % - 40 %. Après ultra- 

centrifugation, l e s  gradients sont recuei l l is  par fraction d e  300 1 dont Y 
on détermine l a  radioactivité sur une aliquote d e  50 1. Les résu l ta t s  Y 
sont représentés sur la  figure 15. 

Après réaction de  pontage d e s  protéines virales e t  cellu- 

la i res ,  l e  complexe "virus-récepteur", extrait  par l e  Triton X 
100' 

sédimente jusqu'à l a  moitié du gradient d e  sucrose (courbe a ) .  Le pic de  

radioactivité correspondant au complexe se s i tue  entre les fractions 17 

e t  20, à l a  même position que d e s  particules d'adénovirus type 2 ,  marquées 

par un mélange d 'ac ides  aminés 1 4 c  e t  sédimentant dans  l e s  memes condi- 

tions. Les fractions correspondant au complexe "virus-récepteur" sont 

rassemblées ,  d ia lysées ,  puis lyophilisées.  La radioactivité e s t  de 

17 500 cpm, c e  qu i  représente 0,002 % du marquage d e s  protéines cellu- 

laires tota les  e t  0 , 2  % des  protéines d e  membrane extraites par le 

Triton X1 O O .  



FIGURE N o  15 

Fraction No. 

Isolement d e s  complexes "adénovirus-récepteur" en gradient d e  sucrose 

3 5 Des ce l lu les  KB marquées à l a  méthionine S saturées  à O°C avec d e s  

particules d'adénovirus (courbe a ) ,  e t  d e s  ce l lu les  KB servant d e  contrdle 

(courbe b ) ,  sont pontées par du méthyl 4-mercapto butyrimidate e t  

soumises à une extraction au Triton X Les extraits  Triton sont  analyses  
100 '  

en gradient de  sucrose.  Les fractions 1 7  à 20  correspondent à l a  position 

d'un adénovirus marqueur. 



Pour l e  témoin correspondant aux ce l l u l e s  s a ine s  (courbe b ) ,  

l a  plupart d e s  protéines d e  membrane ex t ra i t es  par l e  Triton r e s t e  au 

sommet du  gradient. 

C - ANALYSE DU COMPLEXE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE EN ................................................... 
MILIEU DISSOCIANT ------------------ 

La composition polypeptidique d e s  protéines d e  membrane 

complexées  à l 'adénovirus ,  puis i so l ée s  en gradient  d e  sucrose ,  e s t  

déterminée par électrophorlfse sur  ge l  d e  polyacrylamide en p l aque ,  en 

p résence  d e  S. D. S. , après  rupture d e s  ponts disulfure e n  milieu réducteur. 

La figure 16 (p i s te  i ) nous  montre q u e  l e s  proté ines  

ce l lu la i res  i so l ée s  à partir du complexe "virus-récepteur" sont cons t i tuées  

de trois  sous-uni tés  polypeptidiques majeures d e  m a s s e  moléculaire 

78  000,  60 000 e t  42  000 e t  d e  t ro is  polypeptides mineurs d e  m a s s e  mole- 

cula i re  115 000, 88 000 e t  34 000. 

Pour l e  témoin correspondant aux ce l l u l e s  s a iné s  (p is te  j), 

une  s e u l e  sous-unité polypeptidique, d e  masse  moléculaire 115 000 e s t  

r évé lée  ; e l l e  appart ient  probablement à un matériel ce l lu la i re  sédimentant  

comme d e s  part icules v i ra les .  



Analyse par électrophorèse en ge l  d e  polyacrylamide des  récepteurs cel lula i res  

4) Chromatographie d'affinité sur "fibre-amino-Sepharose" d'un extrait d e  .............................................................. 
membrane d e  cel lules  KI3 marquées à l a  méthionine 3 5 ~ .  
--_--_--_-^__---__------------------------------ 

a - Position cles marquetirs polypeptidiques d e  1' adénovirus 

II : 120 000, III : 85 000, III : 68 000, IV : 65 000, 
a 

V : 4 8  500, VI : 24 000, VI1 : 18 500, IX : 12 500. 

b - Fraction non adsorbée sur la  fibre-amino-Sepharose eL 

eluée en NaCl 0 ,05  M. 

c - Fraction éluée en NaCl 0,15 M. 

13 - Fraction Bluée en NaCl 0 ,6  M. 

f - Fraction non retenue sur le  Biogel. 

g - Fraction retenue e t  é luée  en milieu acide.  

C) Pontage d e s  particules d'adénovirus sur les protéines d e  surface des  ------.------------------------------------------------------ 

. cel lules  KB. I --------- 
h - Position des  marqueurs polypeptidiques d e  l 'adénovirus. 

i - Fractions 17 a 20 du gradient a d e  la  figure 15, rassem- 

b lées ,  d ia lysées  e t  lyophilisées.  

j - Fractions 1 7  à 20 du gradient b d e  l a  figure 15. 

a - g et ha- j correspondent à d e s  migrations séparbes  dans  deux systèmes 

d e  ge l  differents : soi t  1 7 , s  % en  acrylamide, rapport acrylamide : bisa- 

crylamide 150 : 1 (a - g) ; soit  12 % en acrylamide, rapport acrylamide : 

bisacrylamide 37 , s  : 1 (h - j) . 
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FIGURE No 1 6  

Analyse par électrophorèse en gel de polyacrylamide 

des récepteurs cellulaires 

\ 



DISCUSSION 

D'après  PHILIPSON e t  col l .  , en  1968 ( 110 ) ,  il ex i s t e  
4 

10 "sites récepteurs"spécif iques d e  l 'adénovirus type 2 à la su r face  
5 

d 'une  ce l lu le  KB. En adsorbant 2 x 10 par t icules  v i ra les  par c e l l u l e ,  on 

a une saturat ion d e s  ''sites récepteurs"si tués sur  la  membrane d e  l a  

c e l l u l e  hôte.  

Selon LONBERG-HOLM e t  PHILIPSON, e n  1974 ( 11 1 ) , 
l 'adsorption s e  déroulant à O°C, aucune part icule v i ra le  ne  peut  pénétrer 

à l ' intérieur d e  l a  ce l lu le  ; l e s  vir ions res ten t  donc sur  l a  membrane 

externe  cytoplasmique d e  l a  ce l lu le  KE3. 

L'amidination d e s  protéines v i ra les  e t  ce l lu la i res  par 

l e  méthyl 4-mercapto butyrimidate permet, lors  d 'une oxydation douce,  

i d e  ponter l e s  protéines dul 's i te  récepteur'' à c e l l e s  d e  la caps ide  vi ra le .  

Les  complexes "virus-récepteur" sont ext ra i ts  pa r  d e s  

détergents  non ioniques puis i so l é s  par sédimentation e n  gradient  d e  

sucrose .  Les protéines pontées  3 l 'adénovirus const i tuent  0 ,002  % d e s  

proté ines  ce l lu la i res  to ta les  e t  0 , 2  % d e s  protéines d e  membrane extra i tes  

I 
t 

par le Triton X l O 0 .  

L 'analyse  du complexe en ge l  d e  polyacrylamide e n  milieu 

d i s soc i an t ,  après  rupture d e s  ponts disulfure par réduction,  n o u s  révèle  

que  5 sous-uni tés  protéiques d e  masse  moléculaire 88 000,  78  000 ,  

60 000, 42 000 e t  34 000 semblent  ê t re  p résen tes  d a n s  ler 's i te  récepteur" 

d e  l 'adénovirus s i tué  à l a  surface  d e  l a  c e l l u l e  KE3. 



D I S C U S S I O N  



BUTTERS e t  HUGHES (1 1 2 ,  11  3) à l ' a ide d e  détergents non 

ioniques, te ls  que le  désoxycholate de  sodium ou leTriton X 
100 '  

ont 

extraits  des  membranes plasmatiques d e  cel lules  KB, 4 c l a s s e s  majeures 

d e  glycoprotéines de  masse moléculaire 92 0 0 0 ,  72 0 0 0 ,  62 000  e t  34  000 ; 

dans c e s  mêmes conditions, on peut obtenir l e s  récepteurs spécifiques 

responsables d e  l'adsorption de  l 'adénovirus. 

1°) Dans l e  but d e  retenir l e s  protéines de  membrane d e  

ce l lu les  KB impliquées dans l 'attachement de  l 'adénovirus, nous avons 

comparé deux systèmes de  ge l  d'affinité : 

- La chromatographie d'affinité sur "fibre-amino-Sepharose" 

e s t  l a  technique la  plus simple car  l a  cellule-hbte synthétise en  excès  

1' antigène soluble fibre dont l a  purification e s t  relativement fac i le .  

Cependant l e  pourcentage élevé de  radioactivité glucosa- 
3 

mine H (9 % à 1 0  %) e t  méthionine 3 5 ~  (16 % à 17 %) adsorbée sur  le ge l  

"fibre-amino- S~pha rose"  , e s t  incompatible avec l e  taux très fa ib le  de  

protéines réceptrices calculé par HUGHES e t  MAUTNER, en 1973 ( 114 ) ; 

en effet ,  selon c e s  auteurs, l e s  composants responsables  de l 'attachement 

de  l 'adénovirus à la  surface d e  l a  cel lule  Ki3 représenteraient 0 , 0 1 5  % des 

protéines totales de  membrane plasmatique. 

D'autre part, l e  matériel obtenu par ce t t e  méthode semble 

peu spécifique vu l 'hétérogénéité d e s  espèces  protéiques re tenues sur l e  

gel  ; l ' analyse par électrophorèse sur gel  de  polyacrylamide en milieu 

dissociant  révèle une composition polypeptidique trop complexe pour ê t re  

ce l l e  du "récepteur". 

Toutefois, l a  chromatographie d' affinité d'un extrait  de  

membranes plasmatiques sur "fibre-amino-Sepharose" enrichit le matériel 

retenu en facteurs ayant une activité d'inhibition d e  1' adsorption de  



l 'adénovirus sur les ce l l u l e s  Ki3 e t  dont l a  composition en polypeptides 

révèle  s i x  c l a s s e s  majeures d e  masse  moléculaire 78 000,  74 000,  

55 000,  42 000,  40 000 e t  34 000. 

Le manque d e  spéci f ic i té  d e  ce système d 'aff ini té peut  

e t re  dti à l a  présence d e s  nombreux groupements aminés c r é é s  au  cours  

d e  l 'act ivation du Sepharose par l e  bromure d e  cyanogène e t  à une  orien- 

tation défavorable d e s  molécules d e  fibre. 

- Le système immunoadsorbant, oi4i l e s  molécules d e  penton 

sont f ixées  à d e s  part icules d e  g e l  d e  polyacrylamide par l ' intermédiaire 

d'immunoglobulines anti-base du penton,  a l ' avantage d 'orienter  l e s  molé- 

c u l e s  d e  fibre t e l l e s  qu ' e l l e s  l e  sont  dans  une part icule d 'adénovirus.  

Le pourcentage d e  radioactivi té g l u c o s a m i n e - 3 ~  (1 % à 

1 , 2 5  %) e t  m é t h i ~ n i n e - ~ ~ ~  ( 0 , s  % à 1 %) re tenue sur l 'immunoadsorbant 

e s t  moins é levé  que  ce lu i  obtenu avec  l e  ge l  "fibre-amino-Sepharose". 

L'act ivi té spécif ique d ' inhibit ion d 'adsorption d e  l 'ad6no- 

virus sur l e s  c e l l u l e s  KB e s t  supérieure avec l e  matériel é lué  par chroma- 

tographie sur  le g e l  d e  "polyacrylamide-immunoglobulines ant i -base  du . 

penton-pen ton" qu' avec  ce lu i  é lué  du ge l  "fibre-amino-Sepharose" . 
De p lus ,  l ' ana lyse  par électrophorèse sur  g e l  d e  polyacryl- 

amide en  milieu d i s soc ian t  révèle  que  4 c l a s s e s  majeures d e  polypeptides 

sont  re tenues  sur l ' immunoadsorbant, d e  masse  moléculaire 100 000,  

78 000, 42 000 e t  34 000. C e  qui  e s t  en accord avec l e s  r é su l t a t s  d e  

MEAGER, BUTTERS e t  HUGHES, en 1976 (115) ; c e s  auteurs  ont  i so lé  d'un 

extrai t  fréon d e  ce l l u l e s  KB partiellement purifié puis  chromatographié sur 

une colonne d 'aff ini té fibre-Sepharose, un composant glycoprotéique 

majeur d e  masse  moléculaire 75 000. 

2') Pour déterminer l e s  e s p è c e s  polypeptidiques fa i san t  part ie  

intégrante du " s i t e  récepteur" spéci f ique d e  1' adénovirus,  d e s  par t icules  

v i ra les  sont  pontées  sur  d e s  c e l l u l e s  KB e t  le complexe'Virus- récepteur':  

extrai t  par un détergent  non ionique, e s t  i solé  par centrifugation e n  gradient  

d e  sucrose .  



La composition du 'Site récepteur" analysée par électropho- 

r è s e  sur ge l  d e  polyacrylamide en milieu dissociant ,  après  rupture d e s  

ponts disulfure, révèle trois sous-unités polypeptidiques majeures d e  

masse  moléculaire 78 000, 60 000 e t  42 000 a in s i  que deux e spèces  

mineures d e  masse  moléculaire 88 000 e t  34 000. 

Les sous-unités d e  masse  moléculaire 78 000, 4 2  000 e t  

'34 000 sont communes aux trois systèmes é tudiés .  Bien que du phényl- 

méthyl-sulfonyl fluoride soit  ajouté d a n s  l e s  tampons, i l  n ' e s t  p a s  exclu 

que  l e s  polypeptides 42  000 e t  34 000 soient d e s  fragments protéolytiques 

d 'une glycoprotéine d e  masse  moléculaire plus é levée  te l le  que la 78 K. 

La 42 K peut correspondre à l a  sous-unité de  l 'ac t ine  présente d a n s  l e s  

membranes cel lula i res  e t  qui serait  soi t  l iée  aux glycoprotéines dul 's i te 

récepteur" soi t  retenue d e  façon non spécifique sur l a  colonne d 'affinité 

ou sur 1' immunoadsorbant. 

Dans l e  modèle d'attachement du virus à l a  membrane 

cel lula i re  proposé par LONBERG-HOLM e t  PHILIPSON, en  1974 (1 16), l e  

vi rus ,  par s a  f ibre,  interagit réversiblement dans  un premier temps avec 

une ou plusieurs sous-unités protéiques du " s i t e  récepteur". Dans  c e  c a s ,  

l a  sous-unité d e  masse moléculaire 78 000, retenue sur l e  gel  d'affinité 

e t  sur 1' immunoadsorbant e t  trouvée également dans  l e s  complexes virus- 

ce l l u l e s ,  pourrait être le composant responsable  d e  la  première interaction 

avec l a  fibre. 

D'autres sous-unités du "récepteur",  capables  d e  diffuser 

à travers l a  membrane cel lula i re ,  s 'addit ionneraient,  dans  un second temps,  

avec l e  complexe init ial  in stableMvirus- récepteur",  pour former d e s  

l ia isons  multivalentes plus s tables .  

Les résul ta ts  obtenus lors  d e s  réact ions  d e  pontage d e  

l 'adénovirus sur son "récepteur",  n e  permet pa s  d 'est imer s i  l e s  autres 

sous-unités sont présentes  au moment d e  l 'adsorption ou s i  e l l e s  apparais- 

sent  après l a  première é tape  d e  l iaison entre l a  fibre d e  l 'adénovirus e t  

l a  glycoprotéine 78 K. Cependant,  l e s  résul ta ts  obtenus avec l a  chroma- 

tographie d 'affinité e t  l 'immunoadsorbant, suggèrent que l a  4 2  K e t  la 

34 K participent à ce t t e  premi&re é tape.  Les sous-unités 88 K e t  60 K 



pourraient étre d e s  e spèces  protéiques vo is ines  du " s i t e  récepteur" e t  

pontées par l e  diimidoester. 

Si l a  4 2  K correspond bien à l a  sous-unité de  l ' ac t ine ,  les 

tubules d' ac  t ine cytoplasmiques pourraient être en é t roi te  relation avec 

l e s  " s i t e s  récepteurs" d e  l 'adénovirus e t  ê t re  impliquées dans le transport 

d e  l 'adénovirus à travers l e  cytoplasme comme l'ont suggéré récemment 

DALES e t  CHARDONNET, en 1973 (1 17 ) .  



C O N C L U S I O N  



A partir d e  membranes plasmatiques purifiées de  ce l lu les  KB 

ou à partir de  cel lules  ent ières ,  d l ' a ide de  détergent non ionique tel  que 

l e  Triton X I o 0  , nous avons pu solubiliser l es  "si tes récepteursl'de l 'adéno- 

virus type 2 .  Les protéines d e  ce s i t e  sont marquées à l a  fois par la  m é -  
3 thionine 3 5 ~  e t  par l a  glucosamine H,et leur activité e s t  détruite par l a  

trypsine. Ce  'bite récepteurJ'semble être consti tué de  trois sous-unités 

protéiques majeures de  masse moléculaire 78 000, 42  000 e t  34 000. 

Les m ê m e s  résul ta ts  sont obtenus avec d e s  extraits  de  

membranes plasmatiques purifiés à l ' a ide de  deux techniques totalement 

différentes,  l a  chromatographie d'affinité e t  l e  gel  immunoadsorbant, ou 

à partir d e  cel lules  entières dont on extrait l e  'bite récepteur"sous forme 

d e  complexe "virus-récepteur membranaire". 

C e s  protéines ont une affinité pour l a  f ibre  ou l e  penton 

d e  l 'adénovirus type 2 e t  inhibent l'adsorption d e  l 'adénovirus sur l e s  

cel lules  KB comme sur l e s  érythrocytes de  rat. Elles participent donc à 

l a  structure du 'bite r6cepteur"mernbranaire de  1' adénovirus. 

Dans l e  but de  purifier plus avant le 'b i te  récepteur"nous 

envisageons de  coupler l e s  deux techniques d 'affinité,  chromatographie 

surlYibre-amino-Sepharose"suivie d 'une immunoadsorption surlBiogel d e  

polyacrylamide-immunoglobulines anti-base du penton-penton! 

D'autre part, différentes l ignées cel lula i res ,  permissives 

ou non permissives pour 1' adénovirus (mutants cel lula i res  thermosensibles), 

seront é tudiées  quant à l 'affinité d e  leurs protéines d e  membrane pour l a  

fibre. 

Nous nous proposons également d'étudier, en microscopie 

électronique,  l e s  modifications apportées au niveau d e s  protéines de  

membrane lors d e  l'infection à haute  multiplicité d e s  cel lules  KB par 

l 'adénovirus type 2, afin de  proposer un modèle possible  pour la  structure 

e t  l a  fonction dul'récepteur"de l 'adénovirus s i tué  sur l a  membrane plasma- 

tique d e s  cel lules  KB. 



A P P E N D I C E  T E C H N I Q U E  



I - / SOLUTIONS / 

1 O )  Tampon phosphate  i so tonique  P. B .  S. 

Solution A NaCl  . 8 g 

KC 1 0 , 2  9 

POq H N a 2 ,  12 H20 2 . 9  g 

PO4 Hz K 012 g 

Dissoudre  d a n s  100 ml d ' e a u  d i s t i l l ée .  

Solution B MgC12 0 , l  g 

Dissoudre  d a n s  100 ml d ' eau  d i s t i l l ée .  

Solution C CaC12 0 , l  g 

Dissoudre  d a n s  100 ml d ' e a u  d i s t i l l é e .  

Mélanger les t ro is  so lu t ions  A, B I  C .  

Ajuster l e  pH à 7 , 4  a v e c  HC1 1 N. 

Compléter à 1 l i t re  a v e c  d e  l ' e a u  d i s t i l l ée .  

2') R .  S.B. 

NaCl  

Tris 

MgC12 



Tampon H. M. S. 

Hépès : acide 4-(2 -hydroxyéthyl) -1 -pipérazine-éthane 

sulfonique 0 ,05  M pH 7 , s  

MgC12 

Sucrose 

4 O )  Milieux scinti l lants.  

a) Milieu à base  d e  toluène : ...................... 
P. P. O. (2 ,5  paradiphényl oxazole) 5 g 

P.  O. P. O. P. (1,4-di(2-5)-phényl oxazolyl)benzène 0 , 3  g 

Toluène 1000 ml 

b) Liquide d e  Bray : 

Naphtalène 

P. P. O. 

P. O. P. O. P. 

Ethylène glycol 

Ethanol 

Dioxane 

11 - / CULTURE DE CELLULES / 

1 O )  Multiplication d e s  cel lules .  

Les ce l lu les  KB en suspension sont  maintenues,  en phase 

exponentiel le d e  c ro i ssance ,  à 37"C,dans un flacon à barreau magnétique 

ayant une v i t e s se  de  rotation d e  300 tours/minute e t  contenant du  milieu 

d e  Eagle modifié par JOKLIK (Grand ~ s l a n d  Biological Co) e t  additionné d e  

5 % d e  sérum d e  cheval inactivé préalablement 30 minutes à 5 6 O C .  



2 O )  Marquaqe d e s  membranes. 

Le marquage d e s  ce l lu les  plasmatiques sur leur partie 

protéique e s t  effectué sur un litre d e  ce l lu les  KB à l ' a ide d e  0 , 2 5 p C i  

d'un mélange d 'ac ides  aminés 1 4 c  par ml d e  milieu de  culture (activité 

spécifique 40 Ci/atome de  carbone) ou à l ' a ide d e  2 ,s  C i  d e  méthionine Y 
3 5 ~  par m l  d e  milieu d e  culture (activité spécifique 498 Ci/mMole). 

- 

Durant les trois premières heures de  marquage, l e s  

cel lules  sont concentrées deux fois  puis di luées  par addition d 'un volume 

égal  de  milieu de  culture frais contenant 5 % d e  sérum d e  cheval  e t  

l a i s sées  sous  agitation à 37OC pendant 20 heures.  

De l a  même façon, un deuxième litre de  ce l lu les  KB e s t  
3 

marqué sur l a  partie glycanique par 4 C i  de  glucosamine H par ml d e  P 
milieu d e  culture (activité spécifique 12 Ci/mMole). 

- .  - - -  - .. 

111 - / PHEPARATION DES MEMBRANES / 

1 

Les membranes plasmatiques d e  cel lules  KB sont préparées 1 
selon la  méthode d e  WARREN modifiée ( 118). I 

Après 24 heures d e  marquage l e s  deux l i t res  de  ce l lu les  KI3 1 
sont recuei l l ies  par centrifugation à 4OC pendant 10 minutes à 500 g e t  

lavées  une fois  dans  du P. B. S. (phosphate Buffered Saline = solution I 
isotonique tamponée en phosphate). 

Les ce l lu les  sont resuspendues dans 7 ml d e  R .  S.B. 

(Reticulocyte Standard ~ u f f e r )  e t  l a i s s é e s  8 minutes à O°C. 

L'éclatement d e s  ce l lu les  e s t  réal isé  dans  un homoçténéi- I 
sateur d e  Dounce par 20 aller-retours du piston de  type B. L1homogénat 1 
e s t  ramené à une concentration d e  10 % en sucrose par addition de 1 ml 

d e  sucrose 80 %/ MgC12 5 m M  puis réparti,  à raison d e  5 ml par gradient, 

au sommet d e  deux gradients discontinus d e  sucrose préparés comme 

l 'indique l a  figure 17 . La centrifugation est effectuée, à 4OC, pendant 

15 minutes Zi 1500 g. 



/ Cellules  KB marquées / 

Dép6t sur gradieht discontinu d e  sucrose 

I centrifugation 4OC 15 minutes 1500 g _ 

couche lipidique ,-# l---J 
5 ml homogénat en sucrose 

Cytosol + ribosomes + 10 %/MgC12 5 mM 

7,5  ml sucrose 30 %/MgC12 5 mM 

r Membranes + mitochondr* 

5 m l  sucrose 50 %/MgC12 5 mM 
Noyaux + ce l lu les  

I-Fraction membranes/mitochondries à l ' interphase 30 %-50 % d e  sucrose 
-- 

- 
- 

- - --  - -  

I 
1 dilution e t  centrifugation 4OC, 20 mn, 5860 g 

I I 
Culot repris e t  déposé au fond d'un gradient discontinu d e  sucros  

1 
\\ss 
L\\.LL 

centrifugation SW 27, 4OC, 2 h, 24000 t mn 4 
1 d t  9 ml sucrose 40 %/MgC12 5 mM 

9 m l  sucrose 45 %/MgC12 5 mM 
Membranes cytoplasmiques+~ 

9 ml sucrose 55 %/MgCl 5 mM 2 
Mitochondries 

9 ml dépot membranes/mitochondrie 
en sucrose 65 %/MgC12 5 mM 

1 .  Fraction membranes plasmatiques d l ' interphase 45 % - 55 % d e  sucrose 1 

1 dilution e t  centrifugation 4 OC, 20 mn,5860 CJ 

Culot repris dans  DOC 0 , s  %, 30 mn, O°C 

/ Surnageant = Extrait d e  membranes plasmatiques / 



Les membranes, alors grossièrement séparées ,  sont  

d i sposées  sous  l a  forme d ' une  bande, s i tuée 5 l a  l imite de s  concentrations 

30 % e t  50 % en sucrose,  que l 'on recuei l le  à l ' a ide  d 'une pipette 

Pasteur e t  dilue 3 fois  avec du MgCl 5 mM. 
2 

Les membranes sont sédimentées par centrifugation à 

5860 g pendant 20 minutes à 4OC e t  le culot  repris d a n s  18  ml d e  sucrose  

65 %/MgCl 5 mM e s t  homogénéisé dans  un appareil d e  Dounce par 
2 

3 aller-retours du piston d e  type B. L'homogénat e s t  réparti au fond d e  

deux tubes d e  nitrate d e  ce l lu lose ,  à raison d e  9 ml par tube, en  passan t  

avec précaution, à l ' a ide  d 'une seringue d e  10 ml, à travers l e s  couches  

d 'un gradient discontinu d e  sucrose  préformé comme l ' indique l a  figure 17. 

Les gradients sont centrifugés à 4OC pendant deux heures  à 24 000 tours/ 

minute dans  l e  rotor SW 27 d e  l 'ultra-centrifugeuse Spinco. 

La bande s i tuée  entre l e s  concentrations 45 % e t  55 % en 

sucrose correspond aux membranes plasmatiques pur i f iéeqe l le  e s t  prélev6e 

à l ' a ide  d 'une pipette Pasteur,  d i luée dans  du  MgCl 5 mM, puis centrifu- 
2 

g é e  pendant 20 minutes à 5860 g .  

L e  culot  de  membranes plasmatiques e s t  repris dans  10 ml 

d e  P.B. S. e t  l e s  protéines extraites par du désoxycholate de  sodium 0 , 5  % 

selon la  technique décri te page 38. 

IV - / PREPARATION DE L'ADENOVIRUS / 

1 O )  Culture d e  ce l lu les .  

Nous avons ut i l i sé  d e s  ce l lu les  KB maintenues en  phase 

exponentielle d e  c ro i ssance ,  en suspension à 37OC d a n s  un flacon à 

agitateur magnétique tournant à une v i t e s se  d e  rotation d e  300 tours/ 

minute (dit "flacon à culture en suspension") e t  contenant du milieu 

minimum d e  Eagle modifié par JOKLIK (Grand Island Biological Co) e t  

additionné d e  5 % d e  sérum d e  cheval  inactivé préalablement 30 minutes 

à 56°C. 



2 O )  Inoculation du virus. 

7 Les  cel lules  sont concentrées à 10 cellules/ml dans  un 

flacon à culture en suspension contenant du milieu d e  Eagle modifié par 

JOKLIK, additionné d e  1 % d e  sérum d e  veau foetal. 

L'inoculation d e s  ce l lu les  par l 'adénovirus s e  fa i t  à raison 

d e  20 particules infectieuses par cel lule .  

Après une heure d'adsorption à 37"C,la concentration 
5 cel lula i re  e s t  ramenée à 2 x 10 cellules/ml en ajoutant du milieu d e  

culture f ra is  contenant 5 % d e  sérum d e  cheval.  Les ce l lu les  sont  l a i s s ée s  

en incubation à 37OC pendant 32 heures,  durée du cyc l e  d e  multiplication 

viral sur cel lules  maintenues en culture en suspension.  

3 O )  Marquaqe du virus au 14C. 

Le marquage du virus e s t  effectué 8 heures  après l 'adsorp- 

tion, soi t  sur l e  DNA viral à l ' a ide  d e  O, 1 p C i  d e  thymidine 1 4 c  par ml 

d e  milieu d e  culture (activité spécifique : 50 mCi/mMole), soi t  sur l e s  

protéines virales à l ' a ide  d e  0 .1  C i  d'un mélange d ' ac ides  aminés 1 4 c  Y 
par ml d e  milieu d e  culture (activité spécifique : 140 mCi/mMole). 

4 O )  Extraction d e  1' adénovirus. 

A l a  fin du cyc le  d e  multiplication, l e s  ce l lu les  sont  

centrifugées à 4 OC, 10 minutes à 600 g ,  e l l e s  sont l avées  3 fois dans  

du P. B.  S. e t  remises  en suspension dans  10 ml d e  tampon Tris 0 , 0 1  M 

pH 8 ,  ~/EDTA 1 mM (EDTA : s e l  disodique d e  l 'ac ide éthylène diamine 

tétracétique ; Tris : amino-2 -hydroxy méthyl-2-propanediol-l , 3). 

Les cel lules  sont ensui te  soumises à une sér ie  d e  trois 

congélations-décongélations succes s ives ,  passages  d e  - 70°C à + 37°C. 

Les  particules vi ra les  sont alors extraites par homogénéi- 

sation en présence d e  10 ml d e  Fréon 113 (trifluoroéthane) ( 119 ) dans 

un homogénéisateur Ultra Turrax, suivie d 'une centrifugation à 4OC, 

25 minutes à 700 g.  



La phase aqueuse,  supérieure, e s t  seu le  retenue,  mais 

l l in terphase,a insi  que l a  phase o r g a n i q ~ e ~ p e u v e n t  ê t re  réextraites par 

10 ml d e  tampon Tris 0 ,01  M pH 8,  ~ / E D T A  1 mM. 

5 O )  Concentration du virus. 

- 
Les phases  aqueuses  sont réunies  e t  déposées  soigneu- 

sement sur un "coussin"  fai t  d 'une solution d e  chlorure d e  caesium 

(CSCL)  d e  densi té  1 ,43 .  

Après une heure d e  centrifugation à 4OC, à 20 000 tours/ 

minute dans  l e  rotor SW 25-2 d 'une centrifugeuse Spinco, l a  bande 

opalescente  virale qui s ' e s t  formée au-dessus  du couss in  d e  C s C l  e s t  

recueil l ie.  La densi té  d e  l a  suspension virale e s t  a jus tée  alors à 1,34  

par addition de  CsC1, sol ide ,  le volume final é tant  d e  5 ml. 

Ce t te  solution e s t  ensui te  centrifugée à 4OC, 20  heures, 

à 30 000 tours/minute dans  l e  rotor Spinco SW 65.  La  bande vira le  qui  

apparaît au milieu du gradient d e  densi té  e s t  recuei l l ie  goutte à goutte 

en ponctionnant l e  fond du tube avec une aiguil le.  

6") Conservation du virus. 

La préparation virale e s t  d ia lysée  2 heures à 4OC contre 

du tampon Tris 0 ,01  M pH 8 , l  avec 4 renouvellements du tampon de  

dia lyse .  

Le virus e s t  ensui te  conservé à - 20°C dans  du glycérol 

50 %, ce qui  empêche s a  congélation e t  son éventuel le  inactivation par 

sui te  d e  ce t t e  décongélation. 



V - / PREPARATION DE L'IMMUNSERUM ANTFIBRE / 

L'immunsérum antif ibre e s t  préparé c h e z  l e  lapin  par  

in jec t ion ,  par  voie  intradermique, d e  fibre purif iée,  quat re  fois d e  s u i t e ,  

à d ix  jours d ' in terval le .  

Lorsque les immunoglobulines son t  s y n t h é t i s é e s ,  20 ml 

du  sang  du lapin son t  p ré levés  d a n s  d e s  tubes  à hémolyse  préalablement - 
r i n c é s  a v e c  du sérum physiologique.  

Après rétract ion du ca i l lo t  à 37°C pendant  t ro is  heures ,  

le sérum e s t  recuei l l i  par centr ifugation à 3000 tours/minute, 10 minutes.  

La spéc i f i c i t é  du sérum p r é l e v j  e s t  t e s t é e  e n s u i t e  par 

réac t ion  d' Ouchterlony e n  p r é s e n c e  d 'un mélange d '  an t igènes  viraux 

type  2 .  

V I  - / ELCCTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE DISSOCIANT / 

1 O )  Préparation d e s  échant i l lons .  

Une a l iquote  d e  c h a q u e  fraction à ana lyse r  e s t  d i l u é e  au 

demi  d a n s  un volume é g a l  d e  tampon d e  dépôt  Tris-HC1 0 ,125 M pH 6 , 8  

con tenan t  10 % mercapto-éthanol ,  4 % S. D. S. , 6 M u r é e ,  b leu  d e  

bromophénol 0 , 0 0  1 %. 

Les échan t i l lons  a i n s i  préparés son t  chauffés  pendant  

3 minutes à 100°C pour d i s s o c i e r  complètement les proté ines  e t  d e p o s é s ,  

s o u s  un volume d e  20 à 50 1, sur  d e s  g e l s  d e  polyacrylamide e n  plaque 

( sys tème  Biorad). 
Y 

2 O )  Gel  d e  résolu t ion .  

30 ml d e  g e l  à 1 7 , 5  % e n  acrylamide s o n t  préparés  à partir 

d ' u n e  solut ion s tock à 30 % e n  acrylamide (poids/volume) e t  2 % en 

N-N'bis-mé thylène-acrylamide.  



Les concentrations f ina les  dans  l e  ge l  d e  séparation sont  

Tris-HG1 0,375 M pH 8,9/S. D. S. 0 , l  %. Les ge l s  sont  polymérisés 

chimiquement par addition d e  0 ,05 % (volume/volume) d e  TEMED 

(tétraméthylène diamine) e t  d e  0 , l  % en persulfate d'ammonium frafche- 

ment préparé. 

3 O )  Gel d 'espacement.  

Le ge l  de  résolution e s t  surmonté d 'un gel  d 'espacement  

d e  1 c m  d e  hauteur e t  permettant une meilleure concentration d e s  protéines. 

C e  ge l  e s t  d e  3 % en acrylamide (rapport acrylamide : bis-acrylamide 

1 0 :  2 ,5 )  e t con t i en t  0,125 MTris -HClpH 6 , 8 e t 0 , 1  % d e S . D . S .  Il 

e s t  polymérisé chimiquement d e  l a  même façon que l e  ge l  d e  séparation. 

4 O )  Elec trophorèse. 

Selon la  technique décr i te  par LAEMMLI ( 120 ) , l e  

tampon d'électrophorèse e s t  un tampon Tris-HC1 0,025 M pH 8,3/glyco- 

co l l e  0,192 M/S.D. S. 0 , l  %. 

L'électrophorèse e s t  effectuée sous  un voltage continu 

d e  30 volts  (courant cons tan t ) ,  pendant 16 heures ,  jusqu'à ce que  l e  

marqueur bleu de  bromophénol soi t  parvenu à l 'extrémité inférieure du 

ge l .  

Après migration é l ec  trophorétique, l e  ge l  e s t  analysé  par 

autoradiographie ou fluorographie se lon la méthode décr i te  par BONNER 

e t  LASKEY ( 12 1) .  

Le gel  e s t  déshydraté par trois bains  succes s i f s  d e  

DMSO (diméthyl sulfoxyde) d e  30 minutes, puis traité pendant 3 heures 

par une solution d e  P. P .  O. à 20 % dans  l e  DMSO. Le gel  e s t  ensui te  

réhydraté pendant une heure dans  d e  l 'eau d i s t i l l ée  (le bain d ' eau  renou- 

ve lé  plusieurs fois), puis séché  à chaud sous  vide (système ~ i o r a d )  

pendant 90 minutes. 



Les films u t i l i sés  pour l 'exposition sont  de s  films Kodak 

RP Roya l  X-Omat. Le film e s t  révélé 1 0  minutes dans un bain d e  révéla- 

teur L X  24  dilué au 1/5,  r incé à l ' eau  d i s t i l l ée ,  puis f ixé  1 0  minutes 

dans  un bain d e  fixateur AL4 dilué 5 fois e t  enfin r incé une nuit  sous  

courant d 'eau.  
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