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- INTRODUCTION- N 



Les sommets d e  la c a p s i d e  de  l 'adénovirus semblent e t r e  le  point d e  

f ragi l i té  d e  la s tructure du virus.  Par d ia lyse  4 4 O C  contre un tampon 3 

b a s s e  force ionique,  le v i rus  perd s e s  pentons e t  s i  la d ia lyse  5e poursuit  à 

température ambiante,  i l  perd a u s s i  s e s  molécules d e  IIIa e t  l e s  hexons péri- 

pentonaux (PRAGF e t  a l .  , 1 96 8 ) 

De plus, les protéines d e  l ' apex sont  à l 'or igine d e  ce r t a ines  propriétés 

du v i rus  (cytopathogénicit6 , h6magglutination) et jouent un r61e important 

lors d e  l ' infection : d a n s  l 'adsorption du v i rus  sur  la  ce l lu le  hOte e t  proba- 

blement dans  la décaps idat ion  du génome. 

Deux d e s  protéines de  l ' apex  ont é t é  iso1és:le penton e t  la  f ibrelet  

c a r a c t é r i s é s  (PETTFRSPON, HOGLUND, 1969 ; PFTTERESON e a .  , 1968) .  Nouç avons 

purifié e t  ca rac té r i sé  la b a s e  du penton e t  la protéine IIIa. 

L'environnement du JTIa d a n s  le  virus e t  la maturation d e  c e t t e  protéine 

ont  également é t é  é tud iés .  Nous nous sommes a u s s i  in téress4s  à l las,semblage 

d e  la  b a s e  et d'e la  fibre. La base e t  la  fibre, isol6eq e t  pu:ifir5eç, ont été 

u t i l i s é e s  pour l '6 tude  "in vitro" d e  c e t  assemblage .  



HISTORIQUE - GENERALITEE , Ï 



1 - GENERALITES . i___i 
A . Découverte - Class i f i ca t ion  

De forme icosaédra le ,  d e  t a i l l e  relat ivement rédui te  (7'l nm d e  

d iamètre) ,  l 'adénovirus e s t  un virus non enveloppéta  DNA double brin. 

I s o l é  pour la  première fo is  par ROWE (1953), i l  e s t  retrouvé chez  neuf 

e s p è c e s  animales.  

Chez  l 'homme, t rente  cinq sérotypes ont  maintenant é t é  découverts  

(GREEN - e t  a l .  , 197 9). Une première c l a s s i f i ca t ion ,  proposée par ROSEN 

(1960), l e s  répertoriait  en t ro is  sous-groupes d ' ap rès  leur capaci té  à 

hémagglutiner d e s  érythrocytes d e  r a t  ou d e  s inge .  En 1965,  HUEBNER 

l e s  c l a s s a i t  en  quatre sous-groupes d 'après  leur pouvoir oncogène. 

Récemment,deux équipes  viennent  d e  proposer une nouvelle  ckassification, 

en c i n q  sous-groupes, se lon  deux cr i tè res  d i s t inc t s  : 

1 - le poids moléculaire d e  quelques  polypeptides d e  structure 

(WADELL, 1 97 9). 

2 - l 'homologie d e s  DNA (GREEN e t  a l . ,  1979). - 
C e s  deux c las s i f i ca t ions  sont  concordantes.  La c la s s i f i ca t ion  d e  

GREENet - a l .  e s t  représentée  dans  l e  tableau 1 ,a ins i  que  quelques  ca rac -  

t è res  communs aux virus d 'un meme sous-groupe. 

Le DNA d e s  virus d 'un  même SOUS-qroupe ont une  teneur en b a s e  (G+C) 

équivalente ,  ce qui  ref lè te  l 'homologie d e s  DNA. De p lus ,  l e s  séquencéç  d e  

DNA d a n s  l a  région transformante d e s  virus son t  homologues à l ' intér ieur  

d 'un  même sous-groupe (J. K. MACKEY - e t  al.  , 197 9). La différence q u i  

e x i s t e  ent re  l e  DNA d e  deux vi rus  d e  groupes d i s t inc t s  se retrouve a u  

n iveau d e  ce r t a ines  protéines : la  longueur d e  l a  fibre va r i e  d 'un sous-groupe 

à l ' a u t r e ,  a i n s i  que l e  poids moléculaire d e s  protéines V,  V I ,  VI1,et c ' e s t  

sur  c e t t e  dernière observation que  Wadel l  a proposé c e t t e  c l a s s i f i ca t ion  

en c inq sous-groupes (WADELL, 1979). 



Ui 
Tableau 1 : Class i f i ca t ion  d e s  Adénovirus humains d ' a p r è s  Green e t  a l . ,  (1979) 

.. 
Groupe 

A 

B 

.d 

C 

- - 

D 

E 

La c l a s s e  d e s  v i rus  d e s  types  32 à 35 e s t  encore  indeterminée . 
. J  

AR : à l ' in tér ieur  du groupe ; B R : avec  l e s  aut res  types  . 

Types  

12,  1 8 ,  31 

3 , 7 ,  11, 
14,  16 ,  
2 1 

1, 2 ,  5,  6 

8 ,9 ,1O,  13 
1 5 , 1 7 , 1 9 ,  

Homologie 

d e s  DNA 

A* : 48-69% 

B * : 
8-20% 

A * :  
89-94% 

B R : 
9-2 0% 

A * :  
99-100% 

B * :  
10-16% 

A * : 
94-99% 

DNA 

(% G + C) 

Bas: 

47 -4 9% 

in termé - 
dia i re  : 

49-52% 

Haut : 

57-59% 

H a u t :  
20 ,22 à 
30 

4 

57 -5 9% 

Haut  

B R : 
4-17% 

B R :  
4-23% 

Oncogé- 

n ic i t é  

Elevé e 

Fa ib le  

Aucun e 

Aucune 

Aucune 

* 

Transfor- 
mation d e s  
c e l l u l e s  

+ 

+ 

+ 

+ 

? 

Homologie 
d e s  régions  
transformantes 

A T F :  
35-17% 

B * :  
2-7% 

A i t :  
85-99% 

B a: 
2-1206 

A * :  
98-1 00% 

B * :  
1-15% 

- 

- 

Groupes d e  

Antigène T 

A 

Pathogénici té  

Epidemiologie 

infection d e s  vo ies  
respiratoire s . 
diar rhées  

D 

légère  
réac t ion  

a v e c  sérum 
+ T du 3 , 7 , 2  

Epidémies d e  
khratoconj onct iv i tes  
pharyngoconjonctivites 
pneumonies 

Epidémies d e  maladies 
respi ra to i res  a i a u e s  d e  
pharyngoconjonctivites 
keratoconjonctivi tes .  
Pneumonies 

B 

C 

' Pharyqocon~onc t ivTte  , 
pharyngite, 
pneumonie, c y s t i t e  
d ia r rhée .  Epidémies d e  mala 

d i e s  respi ra to i res  a igues .  

Infection v o i e s  réspi ra to i res  
c h e z  les enfants  - inféction 
du t i s s u  lymphoide . 



.On peut noter également que  l e s  v i rus  appartenant  à un meme 

groupe ont  d e s  propriétés biologiques vo i s ines  t e l s  q u e  l 'hémagglutinat ion,  

l e  pouvoir oncogène e t  la  transformation. Les virus du groupe A son t  

fortement oncogénes,ceux du groupe B l e  sont  faiblement e t  ceux d e s  

groupes C e t  D n e  le  sont  pas .  Mais, les  v i rus  d e  ces quatre groupes 

son t  tous  transformants ;in vi tro".  . 

.B . Les  protéines d e  l ' adénovirus .  

1 . Les protéines s tructurales.  

Les protéines d e  structure d e  l 'adénovirus ont é t é  mises  en 

.évidence par electrophorèse e t  immuno-électrophorèse en aga rose  

(VALENTINE ,PEREIRA, 1965 ; GINSBERG e t  a l .  , 1966), puis  l e s  polypeptides - 
correspondants  ont  é t é  identifié en ge l  d e  polyacrylamide-SDS (MAIZEL 

e t  a l .  , 1968 ; ANDERSON e t  a l .  , 1973) (fig. 1). C e  sont ,presque toutes ,  - 
d e s  protéines ta rd ives ,  c ' e s t  à d i re  syn thé t i sées  après  l e  début  d e  la  

répl icat ion du DNA vira l ,  L'iodination enzymatique,  l 'emploi  d ' a g e n t s  

pontants  , d'immunsé.rumsl spéci f iques  ont permis d'Etablir un modele 

hypothétique pour l 'arrangement d e  ces protéines dans  le  virion. (EVERITT 

e t  a l . ,  1975)(fig. 2). - 
La c a p s i d e  d e  l 'adénovirus e s t  cons t i tuée  d e  252 capsomères  : 

240 hexons  e t  12 pentons : 

- . l e s  hexons sont  s i tués  sur  l e s  vingt  f a c e s  e t  l e s  t rente ari3tes d e  

1' icosaèdre .  I l s  son t  cons t i tués  d e  trois  ~ o l y ~ e p t i d e s  identiques de 

120 000 d e  poids moléculaire (BOULANGER e t  PUVION , 1974). Trois d e s  

protéine: mineures sont  a s s o c i é e s  à l 'hexon : l e  VI,  l e  VITi, l e  

IX (EvERITT e t  al .  , 1975). Elles son t  monomèriques e t  ont  un poids 
* 

moléculaire respectif  d e  23 000 (23 K) , 14 000 (14 K) e t  12 000 (12 K) 

Les deux premières dérivent  de  précurseurs plus lourds : le pVI (27 K) 

e t  le pVIII (26 K) (OBERG e t  a l .  , 197 5 ; EDVARDSSON e t  a l ,  , 1976) ; - - 
l a  troisi&me, l e  IX, e s t  trouvée dans  l e s  "groupes d e  neuf". Ces 

"groupes d e  neuf" son t  cons t i tués  d e  neuf hexons  e t  du IX, e t  son t  

obtenus par d issocia t ion  du v i rus  au deoxycholatd d e  sodium 

(DOC) 5 56" ,  pendant 90 secondes  (RUSSEL e t  a l  197 1 ) .  1 

W K : kilodalton 



Fiqure 1 : A - Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide-SDS de virus 

purifi6,marqué B l a  méthionine s3' (b) et  d'un ex t ra i t  

to ta l  de ce l lu les  infectées (cl (Andersson et a l ,  , 1 9 7 3 )  

o b c d  

B - Protéines produites au  stade tardif  de l ' infect ion. 

(d'aprds WEBER e t  a l , ,  1977)  
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Le M a é t é  trouve au s t a d e  prEcoce du c y c l e  viral, 

avant  l a  syn thèse  du DNA (PERSSOI1 e t  a l . ,  1979,  BOUL&\IGER - 
e t  a l . ,  1979).. I l  n ' e s t  pas  exclu  que  c e t t e  protéine a i t ,  en  p lus ,  un rOle 

fonctionnel  d a n s  l a  t ranscript ion d e s  gènes  précoces .  

- l e s  pentons occupent  l e s  douze  sommets d e  l ' i cosaèdre .  I l s  son t  

cons t i tués  d e  deux types  d e  protéines (VALENTINE e t  PEREIRA, 1965) : 

1 - l a  b a s e  du penton, insé rée  d a n s  l a  c a p s i d e ,  et entourée d e  

cinq hexons d i t s  "péripentonaux". 

2 - la  fibre, f ixée su r  l a  b a s e ,  d e  forme al longée e t  terminée par 

un renflement. 

Au niveau d e s  hexons péripentonaux se trouve l a  protéine IIIa 

(EVERITT e t  a l . ,  1973). 

Plusieurs protéines s o n t  a s s o c i é e s  au DNA : V I  VII, X e t  55 K 

(WINNACKER, 197 8) e t  l a  IVa 2 (MIRZA e t  WEBER, 197 9). 

Le VI1 (17,5  K) dérive lui  a u s s i  d 'un précurseur p lus  lourd le pVII 

(2 1 K) (ANDERSSON e t  al .  , 197 3) .  

D 'au t res  protkines n 'on t  pas  encore  é t é  loca l i sé  : i l  s ' a g i t  du IVal, 

du  XI, d u  XII . 

2 . Les protéines non s t ruc tura les .  

D 'au t res  protéines ont  é t é  mises en évidence  d a n s  d e s  ext ra i t s  d e  

c e l l u l e s  infec tées  ( ~ i g .  1). C e  sont  d e s  protéines viro-induites qu i  n 'ent rent  

p a s  d a n s  l a  s tructure du v i rus  mature. On connai t  peu d e  c h o s e  à leur su je t  

e t  l e  rb le  d e  ce r t a ines  commence seulement à @tre é lucidé .  I l  faut  en  d i s -  

tinguer deux so r t e s  : c e l l e s  syn thé t i sées  avant  l a  répl icat ion du DNA viral : 

l e s  protéines précoces ,  e t  c e l l e s  syn thé t i sées  après  l a  répl icat ion : l e s  

protéines ta rd ives .  

1 - Les protéines précoces  son t ,  au  moins, au  nombre d e  13  (SABORIO 

e t  OBERG, 1976). La plus é tudiée  e s t  l a  protéine 72 K qui  possède  

une af f in i té  pour l e  DNA simple brin (VAN DER VLIET e t  a l .  , 1975a) 

e t  qui  aurai t  un rBle d a n s  la  répl icat ion (VAN DER VLIET, SUSSENBACI-' 



* 197513, VAN DER VLIFT e t  a l .  , 1977). Les  protéines E 15K 

e t  E 42-55 K auraient  un r81e d a n s  la transformation d e s  

ce l lu les  (T,EVINSON e t  LEVIlVF, 197 7 ; BFRK e t  SHARPP, 1977). 

Récemment, i l  a été suggéré q u e  la  E 19  K I  protéine g iycosylée  

e t  a s s o c i é e  3 l a  membrane d e  la c e l l u l e  hbte ,  pouvait c rée r  un 

environnement favorable pour l ' express ion d e s  gènes  d e  l ' adénovirus  

(PERSSON e t  a l ,  , 1979b). La protéine 50 K I  trouvée chez  l e s  

intermédiaires,  aurai t  un rO1e d a n s  l ' a s semblage  du v i rus  

(PERSSON e t  al .  , 1979a). 

2 - Les protéines tardives non s t ruc tura les  sont  la 100 K I  e t  l e s  

protéines pVI, PVII, PVIII. C e s  protéines n ' ex i s t en t  pas  d a n s  l e  

virus mature,mais on l e s  trouve d a n s  l e s  intermédiaires d ' a s s e m -  

blage.  L e  pVI, pVII, pVIII son t  l e s  précurseurs du VI, du VII, du 

VI11 (ANDERSON e t  a l .  , 1973 ; OBERG e t  a l .  , 1975). 

C . Le qénome. 

Le DNA d e  l 'adénovirus e s t  un DNA doube brin, cons t i tué  d e  35 000 

pai res  d e  b a s e s .  Ses  séquences  terminales son t  d e s  séquences  répét i t ives  

inversées  (WOLFSON e t  a l . ,  1972 ; GARON e t  a l . ,  1972). Le DNA e s t  

c i rcular isé  par une protéine,  la  55 K I  qu i  se l i e  d e  façon covalente  a u  

dernier  nucléotide du co té  5' d e  l 'extrémité d e s  deux cha înes  (ROBINSON 

e t  a l  1973 ; REKOPH e t  al.  , 1977). Trois aut res  protéines : l e  V I  l e  VII, * I 

l e  X I  r i ches  en  arginine,  son t  l i é e s  e l l e s  a u s s i  au  DNA mais d e  manière 
R* 

non covalente  (WINNACKER , 197 8). L 'ensemble du DNA e t  de Ses  protéines 

a s s o c i é e s  cons t i tue  ce qu'on appelle  : l e  nuclol'de ou "core" viral.  Son 

organisat ion pourrait e t r e  du meme type que  c e l l e  d e  la  chromatine 

(CORDEN e t  a l . ,  1976). 

A F : ."Early" symbole u t i l i s é e  pour l e s  protéines précoces  

**:Revue générale 



II - Le c y c l e  lytique d e  l 'adénovirus - Morphogénèse du virion. 

La plus grande part ie  d e s  é tudes  sur  l e  c y c l e  viral  a é t é  f a i t e  sur  

l e s  ce1 lu les  KB ou HeLa,  c e l l u l e s  humaines maintenues en  culture,  en  

suspens ion  ou en couche monocellulaire. Le c y c l e  lytique dure 36 h.  

A. Adsorption e t  pénétration - - 
L'infection ce l lu la i r e  débute  quand l e  virion pénétre dans  l e  cyto-  

plasme e t  dépend donc d e  l ' intéract ion in i t ia le  ent re  l a  ce l lu le  e t  l e  

v i rus .  L'adénovirus s ' a d s o r b e  sur  la  ce l lu le  par l 'extrémité d i s t a l e  d e  

s a  fibre. Puis le  virus pénétre d a n s  le  cytoplasme,  s o i t  directement 

(MORGAN - e t  a l . ,  1969), s o i t  par invagination d e  l a  membrane d e  la  

c e l l u l e  (CHARDONNET e t  DALES, 1970a, q. 

Les  part icules retrouvées d a n s  le  cytoplasme,  une heure après  

l ' infect ion,  sont  s e n s i b l e s  à l a  DNase  (SUSSENBACH, 1967 ; LAWRENCE 

e t  GINSBERG, 1967 .; LONBERG-HOLM e t  PHILIPSON, 1969 ; BOULANGER 

e t  HENNACHE, 1973) e t  ont  changé d e  dens i t é  (SUSSENBACH, 1967 ; 

MIRZA e t  WEBER, 197 9). C e s  part icules ont perdu leur act ivi té  hémag- 

glut inante (SUSSENBACH, 1967). Elles  ont donc perdu quelques  composants ,  

mais  l ' a n a l y s e  d e  ces par t icules  en ge l  d e  polyacrylamide-SDS, n e  révé le  

l ' a b s e n c e  d 'aucune protéine (MIRZA e t  WEBER, 197 9 ; LYON e t  a l .  , 197 8) 

bien qu 'une  légère variat ion stoechiométrique pour l a  fibre e t  l e  penton 

s o i t  observée  (LYON e t  a l .  , 197 8). 

La libération du  matériel génétique d a n s  l e  noyau se fai t  à proxi- 

mité d e s  pores d e  l a  membrane nucléa i re  (CHARDONNET e t  DALES, 1970 H ). 
, I* 

Le DNA sor t  d e  la  c a p s i d e  s o u s  forme d e  core  v i ra l  (MORGAN e t  al .  , 1969 ; 

LONDBERG-HOLM e t  PHILIPSON, 1969, 1974),qu.e l ' on  

retrouve dans  l e s  ext ra i t s  cytoplasmiques e t  nucléa i res .  Au niveau du noyau, 

l e  DNA e s t  l ibéré s o u s  forme d e  complexe a v e c  l a  protéine terminale, avec 

perte du V,  du VII, du IVaZ. Le DNA peut d è s  lors  Btre t ranscri t ,  répliqu6. 

De nouvel les  part icules v i r a l e s  vont se former. On dis t ingue deux p h a s e s  

d a n s  l e  c y c l e  viral  : l a  phase  précoce e t  la  phase  tardive (Fig 3). 



Courbe d e  c r o i s s a n c e  d e  l 'nd6novi rus  2 

(PHILIPSON e t  LINBERG* 1974) 

- vi rus  in t race l lu la i re  mesuré  par foyers  d e  f l uo re scence  

( ~ - a  s y n t h d s e  d e  l ' an t i gdne  hexon 

&--A synth6s t .  du DNA v i r a l  

-..- --  RNA v i raux  
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B . La p h a s e  p récoce .  - 
La phase  précoce d e  l ' infect ion dure jusqu 'à  ce q u e  l a  réplicat ion du 

DNA vira l  commence. Cer ta ines  protéines précoces  continuent  à ê t re  synthéti- 

s é e s  au s t a d e  tardif (LENS e t  a l .  , 1976). Les RNA polymérases ce l lu la i r e s  

son t  r e sponsab les  d e  la transcription d'es gènes  viraux précoces.  

Les  mRNA précoces  sont  t ranscr ip ts  d e  quatre régions  du DNA : deux sur 

le brin r e t  deux sur  l e  brin 1,et peut-@tre d 'une  cinquième sur l e  brin 1 

Les brins r e t  1 du  DNA sont  déf in is  par l e  s e n s  d e  transcription : 

- le brin r e s t  t ranscri t  d e  gauche à droite  . 
- le brin 1 e s t  t ranscri t  d e  droi te  à g a u c h e .  

La ca r t e  génétique (Fig. 4) montre l e s  protéines l o c a l i s é e s  d a n s  ces 

régions.  

Les  mRNA matures dérivent d e  précurseurs,  par raboutage  ou "splJcing". 

(Ce phénomène s e r a  expliqué pour les gènes  tardifs) .  I l s  possèden t  l e s  carac-  

tè r i s t iques  d e s  mRNA d e  ce l lu les  eucaryotes  : kls ont  une  extrémité 5'  "coiffée" 
7 7 

(m G ,A p ~ m  p N  ou rn G ~ , A ~  p ~ m  pNP e t  une séquence  poly(A1du co té  3 '  
5 A 

C .  La phase  tardive.  - - 
1 : La réplicat ion.  - 

La réplicat ion v i ra le  commence 8 à 12 H. après  l ' infect ion e t  marque le  

début  d e  l a  p h a s e  tardive. Les  s y n t h è s e s  macromoléculaires d e  l a  ce l lu le  hOte 

son t  inhibées,  à l 'exception d e s  rRNA, qyi  interviennent dans  la  

traduction d e s  protéines tardives. 

L'enzyme qu i  a s s u r e  l a  répl icat ion du DNA viral  e s t  d 'or ig ine  ce l lu la i re :  

c ' e s t  l a  DNA polymérase If  .La PNA polymérase a intervient  également 

(ARENS - e t  a l . ,  1977 ; ABBOUDd HORWITZ, 1979). 

D e s  proltéines v i ra les  son t  indispen'sables à l a  répl ica t ion .  11 s ' a g i t  

d e  la  72 K e t  d e  l a  55 K. La 7 2  K a ' u n  r61e dans  l ' ini t iat ion e t  l 'é longation d e s  

chaines,  mais  son fonctionnement e s t  inconnu (VAN DER VLIET e t  a l .  , 1977). 

La 55 K a ,  e l l e  a u s s i ,  un rO1e d a n s  l a  répl icat ion (STILLMAN e t  BELLET, 1979). 

Son rBle h y p ~ t h é t i q u e  e s t  expliqué fig. 5. (REKOSH e t  a l .  , 1977). - - 

* : revue qhé~aie. 
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Fiqure 5 : Modèle d e  réplicat ion (REKOSH et al .  , 1977) 

La protéine terminale se l ierai t  à un résidu dc e t  

servi ra i t  d' amorce pour la replicat ion 



. - 2 . Transcription e t  tradiliction. 

,Tous l e s  mRNA tardi fs ,  à l ' except ion  du mRNA d e  l a  IVa2, son t  t ranscripts  

sur  le  brin r du DNA (carte  génétique,  fig. 4 ) .  

Comme l e s  mRNA précoces : 

i l s  son t  t ranscripts  par les enzymes ce l lu la i res  (wEINMANN 

e t  a l .  , 1974) 

- i l s  ont  une extrémitéficoiffée" et  une séquence  poly (A) du cBté 3' 

(MOSS et KOCZOT, 197 6 ; PHILIPSON e t  al.  , 197 1) .  
'rC - i l s  proviennent d 'un  précurseur (LEMAY, 1978). 

C ' e s t  par l ' é tude  d e s  mRNA d e s  g è n e s  tardifs  d e  l 'adénovirus, q u e  l e  

phénomène d e  raboutage a é t é  démontré pour la  première fois .  Les mRNA 

matures d e s  protéines codées  sur  l e  brin r ,  à droite  d e  la  position 1 6 , 6  sur la 

ca r t e  génét ique ,  s 'hybrident  avec  différentes zones  non contiguës du DNA. 

C e c i  s lobse rve ,en  microscopie électronique,par l a  formation d e  boucles .  C e s  

mRNA possèdent  tous ,  à leur extrémité S ' ,  t rois  memes séquences  c o d é e s  

sur  le DNA aux pos i t ions  1 6 , 6  ; 1 9 , 6  ; 2 6 , 6  (CHOW e t  a l . ,  19773:. A la Suite 

d e  ces s é q u e n c e s v i e n t  la  zone  codante  pour la protéine. L e  "spl ic ing"  con- 

s i s t e  en la  juxtaposition d e  séquences  d e  RNA c o d é e s  par d e s  zones  non 

ad jacen tes  du DNA génomique. Un modèle pour expliquer un t e l  phénomène a 

é t é  proposé par KLESSIG (1 974) (fig. 6). Le raboutage se produit après  

l 'addit ion du poly (A) (NEVINS e t  DARNELL, 197 8b). 

Les mRNA matures sont  t ransportés au  cytoplasme pour leur traduction. 

Les séquences  d i t e s  "de  té te"  seraient un bon emplacement pour la  fixation d e  

l a  pet i te  sous-unité  ribosomale (ZIFF e t  EVANS, 1978). 

D. Morphoqénèse v i ra le  : assemblaqe  d e s  protéines du virion . - - 
L'étape f ina le  d e  1' infect ion,  l a  morphogénèse v i ra le ,  débute  v e r s  la 

10- 14éme heure ap rès  l ' infect ion e t  se déroule d a n s  l e  noyau. De nombreuses 

é t u d e s  ont  é t é  f a i t e s  pour comprendre l e s  mécanismes e t  determiner l e s  é t apes  

qu i  conduisent  à l a  formation d 'une  part icule v i ra le  infec t ieuse ,  à partir d e s  

protéines e t  du DNA nouvellement syn thé t i sés .  l 

6 

Plusieurs é t a p e s  sont  n é c e s s a i r e s  : 

- l ' assemblage  d e s  protomères en capsomères  

- l e  transport d e s  protéines au noyau.  

- l a  formation d e  la  c a p s i d e .  

- l ' incorporation du DNA dans  l e s  v i r ions .  

+e : revue csénéralc 
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Fiqure 6 : Maturation d e s  mRNA:le raboutage ou "splicingt '  

Modèle d e  KLESSIG (1977) 

Les mRNA sont  d 'abord s y n t h é t i s é s  s o u s  la  forme d e  mRNA 

précurseurs, Puis ,  la formation d e  boucles permet l ' excis ion  

d e s  séquences  d 'espacements .  La maturation commence par 

l e  raboutage d e s  séquences  d e  t e t e ,  auxquel les  viendra se 

l ier ,  d a n s  une seconde é tape ,  la zone d e  structure.  



1 . Assemblage d e s  protomères en capsornhres et transport  d e s  p ro té ines  - 

au noyau'. 

Peu de  c h o s e s  son t  connues  sur  l ' a s semblage  d e s  polypeptides en protéines 

multimèriques. C e t  assemblage  se ra i t  immédiat puisqu'on trouve les capsomères  

comme produit d e  synthèse ,dans  d e  s sys tèmes  "in vitro", à partir d ' ex t ra i t s  

d e  c e l l u l e s  K B ~ W L H E M ,  GINSBERG, 1972). I l  faut  cependant  noter que  d a n s  d ' au t res  

"in v i t ro" ,  cons t i tués  par d e s  ext ra i t s  d e  c e l l u l e s  d e  germes d e  blé ou 

d e s  c e l l u l e s ' a s c i t e s  E r l ich  ' , l e s  sous-uni tés  n e  s ' a s s e m b l e n t  pas  

(OBERG - e t  a l .  , 1975). L 'é tude  d e  mutants défec t i fs  pour l e  transport d e  l 'hexon, 

te l  que  l e  H5 t s  147, confirme l ' a s semblage  d e s  polypeptides en capsomères  

d a n s  l ' ex t ra i t  cytoplasmique (KAUFMANN, GINSBERG, 197 6). I l  semblerai t  q u e  

c e  so i t  une condition du transport  au'noyau (GINSRFRG e t  LUCTW, 1978). Par 

a i l l eu r s ,  l e s  mutants défec t i fs  pour l e  transport d e  l 'hexon permettent d e  

supposer  l ' ex i s t ence  d ' u n e  protéine d e  transport.  Le pVI pourrait jouer c e  

rOle (KAUFMANN, GINSBERG, 1976). ~e transfert  d a n s  l e  noyau sera i t  rapfde:  

moins d e  s ix  minutes (VELICER ,GINSBERG, 197 0). 

, In vivo 
) --,--- 

L'atialyse d e  l ' a s semblage  d e s  protéines e t  d e  l ' encaps idat ion  du 

DNA e s t  un moyen d,'approche pour étudier l e s  probl&mes qui  s e  posent  lors  , 

d e  l a  formation d 'une  part icule infec t ieuse ,  c ' e s t - à -d i re  d ' u n e  particule 

complexe,  biologiquement ac t ive ;  problèmes t e l s  que  : 

- l ' intéract ion d e s  protéines ent re  e l l e s ,  en vue d e  former une  

structure ordonnée s t ab le  : l a  c a p s i d e .  

- le c l ivage  protéolytique d e s  précurseurs .  

- l ' encaps idat ion  du DNA. 

Pour l ' adénovirus ,  l ' a s semblage  a é t é  é tudié  : 

- par l ' a n a l y s e  d e s  part icules intermédiaires d ' a s semblage  en 

ge l  d e  polyacrylamide-SDS (ISHIBASHI ,MAIZEL, 1974 b ; 

EDVARSSON e t  a l . ,  1976 ; SUNDQUIST e t  - a l . ,  1973 ; D'HALLUIN 

e t  - al .  , 1978b) 

- par l ' é tude  d e  mutants bloqués à un s t a d e  d e  l ' assemblage  

(WEBER, J. , 1976 ; D'HALLUIN e t  a l .  , 197 8 a ) .  

Les  intermédiaires d ' a s semblage  ont é t é  i s o l é s  par ultracentrifugation, 

sur  gradient  d e  suc rose ,  d e  chlorure d e  césium ou d e  métrizamide. L 'étude d e  ces 

intermédiaires,  d e  leur composition e n  isrotéines e t  d e  leur contenu en nNA,  a permis 



d e  montrer que  l e  virus se forme par pénétration du  DNA d a n s  une  c a p s i d e  

préformée, e t  non p a s ,  par l 'organisat ion d e s  protéines s t ruc tura les  en 

c a p s i d e ,  autour du core  viral.  

Les différents  intermédiaires d '  assemblage  q u i  ont  é t é  i s o l é s  son t  d e s  

c a p s i d e s  v i d e s ,  c 'es t -à-d i re  s a n s  DNA, d e s  intermédiaires l ége r s ,  d e s  

intermédiaires lourds,  d e s  jeunes virions e t  enfin d e s  vir ions matures. Les  

principales é t a p e s  d e  l a  maturation du virus e t  l e s  différents  processus  qu i  y 

prennent part sont  schémat i sés  su r  la  fig. 7 .  La teneur en DNA d e s  d i f férentes  

par t icules  y e s t  indiquée. 

L 'étude d e s  protéines d e  ces intermédiaires a permis d e  montrer : 

- l ' ex i s t ence  d e  ce r t a ines  protéines qu i  n ' appara i s sen t  jamais 

d a n s  le v i rus  mature 

- le c l ivage  d e  ce r t a ins  précurseurs pour donner d e s  protéines 

d e  structure . * 

La 100 K I  la 50 K I  l a  39 K n 'exis tent  p a s  d a n s  l e  virus mature 

(EDvARDSSON e t  a l . ,  1976 ; D'HALLUIN e t  a l . ,  1978bI.La 50 K jouerait  un 

rb le  d a n s  l a  maturation, peut -etre  comme protéine "d 'échaffaudage" 

(PERSSON e t  a l .  , 197 9a ). 

Le c l ivage  d e s  précurseurs se fai t  en cours  d ' a s semblage  : s e u l s ,  l e s  

précurseurs son t  t rouvés d a n s  les intermédiaires ; c ' e s t  l e  c a s  pour l e s  

protéines VI, VI11 e t  VI1 du virus qu i  s e  trouvent s o u s  forme d e  précurseurs : 

PVI, PVIII e t  PVI J d a n s  l e s  intermédiaires (ISHIBASHI e t  MAIZEL, 1974 b ; 

EDVARDSSON e t  - a l . ,  1976 ; WEBER, J . ,  1976). Le c l ivage  e s t  une  d e s  é t a p e s  

f ina les  d e  l a  maturation e t  transformerait les jeunes vir ions en vir ions matures. 

On n e  connai t  p a s  l 'enzyme responsable  du c l ivage ,  mais c ' e s t  un enzyme 

dépendante  du virus : WEBER (1 97 6', 7H!-11?'~ i' WEBER , Iq3S) 
I 

L'entrée du DNA d a n s  l a  c a p s i d e  e s t  'un p rocessus  rapide (WEBER, 

1976 ; D'HALLUIN e t  a l . ,  1978b).Elle se ferai t  après  la  perte d e  la  39 K e t  ,- 

d e  l a  50  K I  mais avant  l ' en t rée  du V e t  du pVII (D'HALLuIN e t  al .  , 1978 b ; 
EVERITT e t  al.  , 1977). 

-) in vitro. ------- 

Une seconde voie  d 'approche pour comprendre les mécanismes 
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Fiqure 7 : Schéma de l'assemblage de l'adénovirus. 

(d'après D'HALLUIN et al.  , 1978a, 197 8b) 



qui interviennent dans  la formation du virus cons i s te  à assembler 

"in vitro" l e s  différents composants du virus (comme ce la  a déjà 

é t é  fai t  pour de  nombreux virus (' . FRAENKEL -COl\IRAT e t  WAGNER 

1 97 6). 

Une, première étude a é té  fai te par WINTERS e t  RUSSEL (197 1). 

En absence d' arginine, la production virale décroit d e  1' ordre de  

3 à 4 fois. Mais le  DNA synthétisé e s t  capable  d e  s 'assembler  

en virion quand on ajoute d e s  extraits de  cel lules  infectées en 

présence d'arginine. 

Une seconde étude a é t é  fai te par PEREIRA e t  WRIGLEY (1974). 

I l s  ont dissocié  du virus par action du déoxycholate d e  sodium, 

à 56; pendant 90 secondes pour obtenir de s  groupes d e  neuf 

hexons. Ces  groupes d e  neuf hexons sont consti tués d e  capsomères 

hexons e t  de  protéine IX. A bas  pH, i l  y a réassociation de c e s  

structures comme l e  montre la microscopie électronique. I ls  ont 

obtenu différents s tades  de  r6association (Fig. 8) dont de s  

structures 8 vingt faces .  Chacune des  faces  e s t  constituée d'un 

groupe d e  neuf hexons : i l  manque les  hexons péripentonaux 

e t  l e s  pentons des  sommets pour obtenir une capside virale 

complète. 

Récemment,Tibbetts a montré que sur simple ,incubation des  

caps ides  vides de  l'adénovirus du type 3 avec du DNA, celui-ci 

pénétrait dans la  capside.*^ n vitro" comme "ln vivo: c ' e s t  par 

son extrémité gauche que le DNA pénétre. (TIBBETTE; 197 9). 

1 III . L'apex d e  la capside.  1 
L'apex d e  la capside joue un r61e important pour l e  virus : l e s  

protéines qui la constituent sont responsable de  certaines propriétés virales 

(hémagglutination, effet cytopathogène) et' sont à l 'origine de  mécanismes 

importants dans  l e  cycle  lytique (adsorption , décapsidation). 

A Structure. - - 
Les douze sommets de  la capside sont occupés par l e s  pentons, e t  lé  

IIIa e s t  localisé au niveau d e s  hexons peripentonaux. EVFRITT e t  s e s  colla- 

borateurs (1973) ont proposé un schéma pour rendre compte d e  l'arrangement 



anneau de 5 n o n a m i i c s  

d e  f o r  m e  l c o s a ~ d r l q u e .  

Fiqure 8 : Assemblage "in vi tro" d e  l'adénovirus. 

Reconstitution d e  la caps ide  i3. partir d e s  groupes d e  

neuf hexons (ou nonamère), obtenus par d issocia t ion  

du v i rus  au déoxycholate d~ sodium (DOCI. 

Différentes é t a p e s  d e  réassoc ia t ions  sont  

obtenues(PERE1RA et WRIGLEY, 1974). 



2 3  

~ t r u c t u r a l  de s  uni tés  apicales  (Fig. 9a). Le penton complet,  vue  en microscopie 

électronique,  e s t  montré en f igure 9 b. 

B . Synthèse d e s  protéines ap ica les .  

Les gènes  codants pour l e  IIIa, l a  base  du penton e t  la  fibre sont s i tués  

sur  l e  brin r du DNA. I ls  ont é t é  loca l i sés  plus précisément par microscopie 

électronique,  hybridation DNA-RNA, traduction "in vi tro" e t  par la méthode 

d e  "marker rescue"  a - (Table 2 ) .  Les mRNA matures d e  c e s  protdinès sont ,  

comme ceux  d e s  autres protéines tardives ,  formés par raboutage mais l e  mRNA 

d e  l a  fibre possède trois aut res  séquences  "de te te"  en plus d e s  trois premières 

dé j à  c i t é e s  et dont l e s  extrémités 5' sont  s i tuées  aux posit ions 7 6 , 9  ; 7 8 , 6  ; 

84,7 (CHOW, BROKER, 197 8).  C e s  trois séquences  pourraient représenter  d e s  

é t ape s  intermédiaires dans  l a  maturation du mRNA. 

C . Etude biochimique. 

Les  protéines d e  structure d e  1' adénovirus sont  syn thé t i sées  en grarld 

excè s  e t  seulements 10 3 20% d e  c e s  protéines sont  assemblées  en virus. 

Les protéines non encapsidées  peuvent donc é t re  obtenues purifiées e t  

s o u s  forme nat ives ,  en dehors du virion, partir d'un lysa t  cel lulaire.  

1 - Le penton complet. 
- 

Le penton peut @tre re laché du virion par d ia lyse  contre d e  

l ' eau  d i s t i l l ée  (LAVER e t  a l , ,  1969) ou contre un tampon à b a s s e  

force ionique t e l  que l e  Tris-maléate 5 mM, pH 6 ,2  (PRAGE 

a., 1970). 

Le poids moléculaire du penton complet a é t é  est imé i3 400 000 par 

PETTERSSON e t  HOGLUND (1 96 9) , à 500 000 par WADELL (d' abrès PHILIPPON, 

LINDBERG, 1974). Son coefficient  d e  sédimentation e s t  de  10,s S (PETTERSSON 

HOGLUND, 196 9). Par microscopie électronique, ces deux m e m e s  

auteurs ont  montré le contour pentagonal d e  l a  ba se  e t  une cavi té  

en  son centre.  La b a s e  e s t  const i tuée  d e  plusieurs sous-unités. 

La sensibi l i té  d e  l a  b a s e  3 l a  Trypsine varie pour l e s  adénovirus 

d 'un même sous-groupe. 

La ba se  du penton e s t  séparable d e  la fibre par traitement du 

penton à l a  pyridine 8% (PETTERSSON e t  HOGLUND, 1969), par 2,5 'M 



Fiqure 9 : Les protéines d e l ' a p e x .  

A : Organisation généra le  (EvERITT e t  a l .  , 1973) 

B : Microscopie électronique d u  penton complet (base  + fibre) 

(LAVER e t  a l . ,  1969) 



Proté ines  

-- 
Adénovirus 2 

Tab leau  2 : Local i sa t ion  d e s  g è n e s  c o d a n t s  pour l e s  pro té ines  d e  l ' apex  : 

le IIIa : l e  III  ( b a s e  du  penton) : l e  IV  ( la  fibre) 

Adénovirus 5 

Local isat ion 

Par 

micrqscopie 

6 lectron l aue  
(a) 

- 

38-46 

8 6 , 3 - 9 1 , s  

R Le "marker r e s c u e "  e s t  b a s é  su r  la  formation ou non d e  

p lages ,après  infect ion d e s  c e l l u l e s  par un mélange d e  

DN'A double  brin d 'un  mutant thermosens ib le  e t  d ' un  d e s  

fragments d e  res t r ic t ion  du  v i rus  du  type  s a u v a g e .  

a)  CHOW et a l , ,  197733 

b) LEWIS e t  a l .  , 1977 

c) ARRAND, 1978 . 

d)  FROST7WILLIAMS, 197 8 

T,ocalisation Local i sa t ion  par 
Par X 

Trnduct ion "marker r e s c u e "  

" in  vi t ro" 

des mRNA 
(b) 

2 4 , l - 4 0 , 9  

2 9 , l - 5 7  

85,O-190 

J .  ARRAND 
(c) 

27 , s -57  

- 

89-96 - 

FROST 
(d) 

3 1 , s - 3 7 , 3  

- 
8 9 , s - 9 7 , s  



chloridrate d e  guanidine ( NORRBY,.SKAARE.T, 1967).  La l iaison 

ent re  ces deux protéines n ' e s t  donc  pas  covalente .  

2 - l a  fibre. - 

La fibre a é t é  la  seconde  protéine d e  l 'adénovirus a e t r e  c r i s t a l l i sée  

(MAUTNER, PEREIRA, 197 1) .  La longueur d e  la  fibre var ie  suivant  l e  sous-  

groupe du virus (Tableau 31Pour l 'adénovirus du type 2 ,  l e s  dimensions 

d e  l a  fibre son t  l e s  su ivan tes  : 

- longueur: 2 0 nm. 

- diamètre d e  la t ige : l .  5-2. 0 nm . 
- sphérule terminale : 4 nm.  

La fibre d e  l 'adenovirus 2 a un pHi d e  6 , l  e t  un coefficient  d e  

sédimentat ion d e  6 , l S  (PETTERFSON ,HOGLUND, 1968). T,a fibre nat ive 

e s t  cons t i tuée  d e  trois  sous-uni tés  p o l y p e p t i d i q ~ e s ~ d e  m ê m e  poids 

moléculaire chacune (62 000) , c e  qui  lui confère un poids moléculaire 

d e  186 K (SUNDQUIST - e t  a l . ,  1973a).Dans d e s  condit ions dénaturantes ,  

DORSETT e t  GINSBERG (1975) trouvent pour la  sous-unité  d e  l 'adénovirus 5 

(du même s o u s  groupe que  l ' adénovirus  2) un coeff ic ient  d e  sédimentation 

d e  3S ,Mds  l ' une  d e s  t rois  sous-uni tés  n ' a  pas  l a  meme charge que  l e s  

deux aut res  e t  se s i tuera i t  au niveau d e  l a  sph&rule. 

ISHIBASHI e t  MAIZEL (19741) ont  montré que  l a  fibre é t a i t  g lycosylée  

e t  .qu 'e l le  pouvait e t re  marquée par l a  glucosamine radioact ive.  

Sa composition en a c i d e s  aminés a é t é  déterminée par SUlFDQUIPT 

e t  a l  (1 9 7 3  (Tableau 4). - 
3 La protéine IIIa. - 

Les  polypeptides du IIIa e t  d e  l a  fibre n e  sont  p a s  toujours bien 

r é s o l u s  en ge l  d e  polyacrylamide-SDS c a r  l e  polypeptide IIIa a un poids 

moléculaire apparent,légérement plus é levé  que  c e l u i  d e  la  fibre :.il 

e s t  és t imé à 66 000. 

La IIIa n ' é t a i t  pas  encore  i so lé  e t  peu d e  c h o s e s  é t a i en t  connues 

sur  s a  biochimie. Cependant ,  un marquage au P~~ d e  ce l lu les  infec tées  

montre que  la  IIIa e s t  une phosphoprotéine (RUSSEL, BLAIR, 1977 ; 

PXELROD . , 1978 ; AKUSJARVI e t  al .  , 197 8). Le marquage au P~~ du IIIe 

d i spa ra i t  au cours  d e  la c h a s s e  : i l  aura i t  donc un renouvellement 

rapide.  Le IIIa e s t  la  s e u l e  protéine d e  structure phosphorylée. 



Fou? groupe  Longueur d e  la f ibre  

Tableau  3 : Longueur de  la f ibre  de  l ' adenovi rus  s e lon  le sous-groupe  

( d '  a p r è s  PHILIPQl\T et LINDBERG , 1 974) 

Tableau  4 : c o m p o s i t i o n  en a c i d e s  aminés  d ' a p r è s  Sundquis t  e t  a l . ,  (1973s) - 
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D . Immunologie. - - - 
Le penton porte plusieurs déterminants antigéniques : 

- l e  déterminant P (vALENTINE-PEREIRA, 1965), porté par l a  base  du penton 

e s t  spécifique du groupe. 

Le déterminant 6 , spécifique du type, localisé au niveau du renflement 

terminal de  la  fibre. 

- le déterminant 8 ,  spécifique du sous-groupe, situé sur la  t ige de  la  

fibre (VALENTINE, PEREIRA, 1965 ; PETTERSSON e t  al. , 1968). 

L e  IIIa e s t  lui auss i  antigénique (EVERITT e t  a l . ,  1975). 

Aucune des  trois protéines de  l 'apex n'induit la formation d'anticorps de  

neutralisation. 

E . Proprié tés  physiologiques. 
d - 
1. Hémaqslutination . - 

L'hémagglutination des  érythrocytes de  rat  ou de  singe par les adénovirus 

a permis à ROSEN (1 960) de  Faire une première classification.  

Le virion intact provoque une hémaglutination compléte, Le penton ou 

la fibre, purifiés, provoquent une hémagglutination indirecte quand on ajoute un 

immunsérum hétérotypique (Fig . 10a) . Un immunsérum homotypique inhibe la 

capacité hémagglutinante de la fibre (PETTERSSON et al.  , 1968) (Fig. lob).  

C ' e s t  donc par l'extrémité de  s a  fibre que l'adénovirus réagit avec l e s  érythrocytes. 

2.  Le point d 'at tache aux recepteurs membranaires de  la cellule hbte . - 

Le nombre de  r6cepteurs spécifiques sur la  membrane des  cellules KB e s t  

d'environ 104. Ld fibre pure, en concentration 10 d 100 fois plus élèVée q\e l e  

nombre de  récepteurs, inhibe l'attachement du virus (PHILIPSON e t  al.  , 1968). 

La fibre, fixée sur sephakgepermet d'isoler l e  récepteur ,membranaire par 

chromatographie d'affinité (HENNACHE, BOULANGER, 1977). 

3 . Le point de  decapsidation , - 

Pour la décapsidation du virus, après s a  pénétration dans l e  cytoplasme, 

la perte d'un ou de  plusieurs pentons semble constituer une première é tape 

pour la libération du DNA viral. Il a maintenant é té  clairement montré que c e s  



A , Hémagglutination compléte par les d o d e c m s  (const i tué par 

1' aggrégat  d e  12 pentons),par un dimère d e  pentons ou d e  f ibres 

9 

B ,  Hémagglutination incompléte par un monomère d e  penton ou d e  

fibre. L' addition d 'un sérum hé térotypique rend 1' agglutination 

complète.  

C , Inhibition d e  l 'hémagglutination par :  

a - aggreg6t d e  virion. 

v 

s 

A- HA campléte. 6- H A incornpléte . 

a 

membrane 4 

de rouge ceilule )$$( 

C 

 CIL;^ =serum hétbrotyplque contre l e  ponton 

6 3  .sériim hétarotypique con t re  la f i b r e  

L. .. 

b - encombrement s tér ique  du aux anticorps anti-hexons, f ixés 

sur  l e s  hexons péripentonaux. 

Ir 

c -Inhibition de 1.hérnagglutination - 

( 1,) sommets du v i r i o n  

\ & 

c - par les anticorps antif ibres spéci f iques  d e  type ,  

I 

(d '  ap rès  PHKIPSON , PETTER SSON*(~ 97 3)) 

6: revue générale 
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part icules avaient  perdu quelques  composants  (LONDBERG-HOLM, PHILIPSON, 

1969 ; MIRZA,WEBER, 197 9) mais l ' a n a l y s e  par é léc t rophorèse ,  n e  r évé le  

l ' a b s e n c e  d ' aucune  protéine part icul ière,  s e u l e  une  légère va r i a t ion  stoechio-  

métrique e s t  observée  pour l a  b a s e  e t  l a  fibre (LYON e t  al .  , 1978). Cependant  

l e s  par t icules , i so lées  du cytoplasme après  pénétration du  v i rus ,  sont  préc ip i tées  

en moins grande quanti té  par un sérum anti-penton qu'un sérum dlrigé contre  l e  virus 

entier  (CHARDONNET, DALES, 197 Ob). Une d e s  prcmièfres é t a p e s  d e  l ' infect ion 

pourrait donc  @tre  l a  perte  d 'un ou p!usieurs pentons, ou un changement d e  

conformation spa t i a l e  d e  ce r t a ins  pentons (LONBERG-HOLM, PHILIPSON , 1974). 

4 L'effet cytopathoqène.  - 

Lors d e  l ' infect ion d 'une  ce l lu le  par l ' adénovirus ,  on d is t ingue deux 

ef fe ts  cytopathogènes  : 

- l ' e f f e t  précoce,qui s e  ca rac té r i se  par l e  détachement d e s  c e l l u l e s  d e  

leur support d e  verre.  I l  se produit quand l e s  c e l l u l e s  sont  in fec tées  par un 

innoculum viral  t r è s  r iche.  

- l ' e f f e t  tardif ,  qu i  provoque l a  l y s e  d e  la  ce l lu le  e t  l a  libération d e  la  

descendance  v i ra le .  

L 'effet  cytopathogène précoce e s t  du au penton : l e  même phénomène e s t  

observé quand l e s  c e l l u l e s  sont  mises  en  p résence  d e  pentons purifiés.  Et 

c 'est ,  plus précisément, la  b a s e  du penton qui  e s t  responsable  du p rocessus  

puisqu'on n e  l ' obse rve  plus quand l e  penton e s t  traité à la  t rypsine ou quand 

on a ajouté au milieu d e s  anticorps anti-baseS.Les anticorps anti-f ibres son t  

incapables  d e  produire l ' inhibition d e  c e  phénomène (PFTTERSSON e t  H o G L Ü ~ ; ,  1969) 

5 . Inhibition d e  l a  multiplication v i ra le  e t  d e s  syn thèses  macromoléculaires - 
d e  l a  ce l lu le  hbte.  

La fibre inhibe l a  multiplication v i ra le  à 50% quand on l ' a jou te  à 35 ,ug/lO 6 

c e l l u l e s  KB. La b iosynthèse  du DNA, RNA e t  protéines e s t  inhibée après  un 

temps d e  l a t ence  d e  20 25 h.(LEVINE,GINSBERG, 1967). La fibre se l i e  au 

DNA cel lu la i re ,  natif ou dénaturé,  à b a s s e  force ionique. Elle  empecherai t  

a i n s i  l 'act ion d e s  d i f fé ren tes  polymérases (LEVINE, GINSBERG, 1968). Mais  

l a  fibre n e  pourrait pas  Btre responsable  d e  l l a r r@t  d e s  syn thèses  macromolé- 

cu la i re s  "in v i v o  ", c a r  l a  concentration d e  fibre employée d a n s  ces expér iences  

éxcéde  l a  concentrat ion f inale durant l ' infec t ion .  De plus ,  d a n s  l e s  c a s  

d ' infec t ions  par d e s  mutants thermosensibles,défectifs d a n s  l a  syn thèse  d e  



r ihre  5 3 9 .  5 " ,  on ohscrvc. quanti  rnême u n e  inh ib i t ion  d e s  s y n t h 6 s e s  c e l l u l a i r e s  

a l o r s  q u e  la s y n t h è s e  d e  la  f i b r e  e s t  b l o q u é e  (WILLIAMS e t  a1 1974) .  -. ' 



1 -  - TRAVAUX PERSONNELS - 1 -- -- 



- Sa purification e t  carac tér isa t ion  (Article 1) 

- Sa maturation et encaps idat ion  (Article 2) 



INTRODUCTION. 

Le IIIa a é t é  m i s  en  év idence  par ge l  d e  polyacrylamide-SDS comme 

cons t i tuan t  d e  l a  c a p s i d e  d e  1' adénovirus   AN DER SOI^ - e t  a l .  , 1 cf7 3 ; FVERITT 

e t  a l .  , 1973 ;1975). Il  a é t é  loca l i sé  au niveau d e  l 'apex,associC aux 
_I_ 

hexons péripentonaux. En ef fe t ,  l a  d ia lyse  d e s  par t icules  virales,ayant  

perdus leurs  pentons,contre un tampon à b a s s e  force ionique et i tcmphrature 

ambiante,  l ibère simultanément hexons péripentonaux e t  IIIa (PRAGT: e t  - al .  , 

197 O). 

Nous avons purifié le  IIIa à partir d e s  composants  viraux solubles, 

contenus  d a n s  l e s  ext ra i t s  d e  c e l l u l e s  infec tées  par l 'adénovirus d c  

type  2,et à partir du v i rus  mature. La protéine purifiée a servi  à s a  carac té-  

r i sa t ion  physico-chimique (ar t ic le  1) c 'es t -à-d i re  A la détermination d c  son 

poids  moléculaire,de son coefficient  de  sédimentation d e  son pFTi e t  d e  s a  

composit ion en ac ides  aminés.  

Puis ,nous nous sommes in té ressés  à c e t t e  protéine dans  le v i rus ,  à son 

environnement e t  à s a  maturation lors d e  l ' a s semblage  du virus (art icle  2 ) .  

I l  a é t é  montré qu ' i l  y 60  molécules d e  IIIa par virion e t  que  l e  IIIa dérive 

au  cours d e  l a  maturation v i ra le  d 'un  pr6curseur:le pIIIa, par c l ivane  pro- 

téolyt ique.  Le blocage au s t ade  d e  l ' assemblage  d e s  part icules c h e z  d e s  mutants 

dé fec t i f s  pour l e  IIIa tend à prouver un rOle du IIIa au cours  d e  la morphogenèse 

v i ra le .  
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Protein I I I a  from human adenovirus 2 was shown t o  ex i s t  as a major soluble 

antigenic component i n  the infected ce1 1 pool of v i rus  materi al , when the ce1 1 

ex t rac t s  were analyzed in two-dimensional immunoelectrophoresis ayainst  hyperim- 

mune ant iv i r ion se ra .  Protein I I I a  was purif ied t o  apparent homojeneity by three 

methods, two using virus pa r t i c l e s ,  one using infected-ce11 lysates  as s t a r t i n ~  

na t e r i a l .  The three methods gave s imi lar  y ie lds  of I I I a .  

Protein I I I a  behaved as a spherical molecule with a sedimentation coeff ic ient  

of 6 .0  S ,  a f r i c t iona l  r a t i o  of 1.@2 and a molecular weight of Ii5,?-3P t_ 1,80r) in 

i t s  native s t a t e ,  suggestive of the existence of one single polypeptide u n i t .  

T h e  N-terminus of the  IIIa was  found t o  b e  glycine.  The amino ac id  

composition revealed  an unusually high content  of s e r i n e ,  glycine and proline 

and a low content  of lys ine .  Isoelectrophoret ic  ana lys i s  revealed a heteroqeneous 

population with a major band a t  pI 5 . 95  and a minor band a t  pI 6 . 0 8 .  

Only group-specific ant isenic  determinants were detected in I I I a ,  which 

did not seem to  induce neutral izinn antibodies.  



Introduct ion 
- 

The polypeptide covposi t i  on of adenovi ruses has been s  tirdicri h y  ~ o d i  um 
dodecyl s u l f a t e  (SDS) - polyacrylamide ?el e l ec t rophores i s ,  a f t c r  d i ~ s o r i a t i o n  

of the v i rus  p a r t i c l e s  i n  SDS with heat ing ( h i z e l  e t  al  . , 196Pa;inci i, ; Pcreira  ---- 
and Skehel , 1971, E v e r i t t  e t  a l . ,  1373 ; I\.ndcrson e t  al  . , 1073) .  Thc polypriptide -- -- --p. 

pa t t e rn  of humfin fidcnoviril~ typc 7 (HAd?) shows ninc n:a,jor bfinds, of which e igh t  

have been as5iqned thiis f a r  t,o a n t i c e n i c a l l y  d i s t i n c t  strirctrrral  r n t i t , i c <  

(Phi1 inson and Lindber?,  1974). P t  l e a s t  seven protein s p e c i e s ,  nilr41cr~d I I ,  I I I ,  

I I I a ,  IV, VI, VITI and IX (accordin: t o  the  accepted nomenclatirrc fo r  IlPd2 

pro te ins  ; E v e r i t t  --- e t  - -  a l . ,  I O 7 3  ; Pnderson e t  a l . ,  1973, cconst,itiitc  th^ outer  - -- . -- - 
port ion of t he  caps id ,  whereas two riajor spec ies  ( V  and V I I )  a r c  a n  i n t e r ~ r a l  

p a r t  of the  DF.16-containinn i n n ~ r  core (rlaizel e t  a l . ,  106Cb ; Cusscll c t  a l . ,  
- - 

1371 ; Everi t t  e t  a l . ,  1073) --- 

Most of the capsid p ro t e in î  of adenovir i~ses  a r e  foirnd a s  soliihle an t iqenic  

components i n  t he  excess pool of v i rus  mater ial  synthesized b y  the infcc ted  ce11 , 
a f e a t u r e  which has f a c i l i t a t e d  the  p u r i f i c a t i o n ,  cha rac t e r i za t ion  a n d  immuno- 

log ica l  i d e n t i f i c a t i o n  of the v i rus  capsid subunits  (Phi l ipson  and Lindberg, 

1974) .  The two-dimensional imriunoelectrophoresis technique (Lai i re l l ,  1?55) has 

been silccessful l y  appl ied t,o the d e t e c t i o n ,  ident , i f ica t ion  and qiranti f i c a t i o n  

of the major HFd2 so luble  a n t i w n i c  componcnt~ (Plartin c t  a l . ,  1C)7') ; Martin e t  - -  - - 
a l . ,  197C ; Boulanqcr e t  a l . ,  1VQ). 
- -- 

In t h i s  s tudy,  i t  i s  shown t h a t  a  prolonncd innunizat ion of r abb i t  with 

hinhly pu r i f i ed  HAd2 p a r t i c l e s  yave a n t i s e r a  reveal inq an e x t r a  peak of ~ a , j o r  

v i r a l  an t igen .  This ant igen wds i d e n t i f i e d  as  belonoinq t o  the c a p s i d  p ro te in  

TIIa.  The present  r epo r t  descr ibes  i t s  p u r i f i c a t i o n ,  and s o ~ c  of i  t s  physical , 
cherni cal and irnmunolo~ical cha rac t e r i  s t i  C S .  



Materi al s  and Pethods 

. Cells -- 

KB ce1 1 s  were grown in spinner cul tiire in Eagle's basal nirrliiirl ~~iil-iplrmented 

wi t h  5% horse serim. tleLa ce1 1  s  a n d  himan embryoni c  kidney ( t i E K )  cc.1 l vwrc clrown 

as monolayers in Ea j l e ' s  niinimal essent ia l  medium supplementcd w i  tti l n  r a l f  

serurn. HeLa and tltl( ce1 1  rnonolayers were used fo r  virus t i t r a t i o n 5  h y  t t i c  plaque 

method . 

. Virus 

HAd2 wild-type (kT) was propaqated in KB ce1 1s .  t1Pjd2 temprral iirc-scnsi t ive  

mutant H Z  - t s  115 has been isolated a f t e r  ni trous acid treatment o f  ;i IIT 

stock and phenotypi cal ly  characteri zed as a  f i  ber-defective ts-miitdn t 

(Martin e t  a l . ,  1978).  HZ - t s  115 was cul tured a t  permissive teripcratiircl (33")  

fo r  mutant stock production, and a t  non-permi ssive ternperatiirt. ( 3 9 '  r g \  f o r  pro- 

duction of HZ - t s  115 soluble antirjens. HCd3 was kindly providcd h,y 

Dr R.G.  Plarusyk. 

Polyspecific antiserum against tlAd2 virion was obtained hy m i i l  t,i ple 

subcutaneous in ject ions  i  nto rabbi t of virus pa r t i c les  puri f i ed  by t ~ o  silccessive 

bandings in self-generatincj CsCl yradients.  The injections were niirlr i n  10 X 50 ,ul 

al iquots a t  7 days in tervals  and the animal was exsannuinated a f t c r  10-17 weeks. A 
total  amount of 2 . 0 - 2 . 5  rng of antiqen w a s  injecteci. 

Vonospecific antiserum towards protein I I Ia  was made by inject ion in to  

a  rabbi t  of I I Ia  - anti  I I Ia  antibody precipi ta te  freshly Formcd w i t h i n  the 

agarose gel o f  several cross immunoelectrophoresis plates (Flartin el, - - -  a l . ,  -. 1975) .  

The antigen mixtures used were extracts  of c e l l s  infected wi t h  Il? 1 5  115 a t  
- - 

r e s t r i c t i ve  temperature, in which nei ther  f ree  f i be r  nor conipl~tc  pcnton super- 

imposed w i  t h  I I I a  in the two-dimensional pattern.  P, preci p i  t a t i  n q  a n t  i scrum was 

thus obtained. P, non-precipi ta t ing anti  serilm against  TI Ia was obtai ncrl by injection 

in to  a  rabbit  of protein I I Ia  purif ied from virils par t ic les  as clcsc.rihcd bclow. 

The presence of anti  I I Ia  antibody was detected by immunoselcct,ion o f  lahcled I I Ia  

on protein A of Staphylococci~s aureus ce1 1s Js  dcscribcd bclow. A h ~ ) i i i  0. 2 mq of - 
IIIa antigen w a s  used per rabbit .  

. - Extraction pnd puri f i  cation of HAd2 protein I I  Ia 

The method used was basically the high s a l t ,  acid urea and a lkal ine  urea 

extraction of vir ion low molecular weiyht proteins described by Everi t t  and 

Philipson (1974). However, i t  was found t ha t  111a was recovered a t  v n r i a n c ~  in 

c i t he r  the ac id ic  or alkaline urea ex t r ac t .  Since the f i r s t  s t ep  W Ï I ~  (1 d ia lys is  

of the virus preparation against 0.0C5 M Tris-MC1 buffer ,  pH 8 . 3 ,  a trcatment 



which has been shown t o  remove pentons and a l t e r  the  ve r t i ce s  of the  adenovirion 

(Laver e t  a l . ,  196S), the e f f i c i ency  of t h i s  s t e p  n ight  be conditioned by the 

vi rus  concentrat ion used. 

The method of E v e r i t t  and Phi1 ipson (1974) was therefore  used a t  d i f f e r e n t  

concentrat ions of v i rus  p a r t i c l e s .  I t  was est imated t h a t  1  PJ of adenovirus 

pro te in  corresponds t o  3.4-3.5 X 1pl2  physical v i rus  par t i  c l e s .  

. Clethod 1 : -------- 
Extract ion of I I I a  from HAd2 a t  low concentrat ion of v i r ions  (1.0-1.5 mg 

of pro te in  per m l  ) .  130-1517 mg of v i rus  in  0.005 r"i Tris-tlC1 b u f f e r ,  pl !  8 . 1  was 

mixed with an equal volume of 10 il urea and incubated f o r  3C niin a t  25". Solid 

NaCl was added t o  a f i n a l  concentrat ion of 2 . 2  K, and fi.1 voliime of 1 M Na c i t r a t e  

b u f f e r ,  pH 3.1.  The mixture was incubated f o r  20 hr a t  4" and ccnt r i fuged  a t  

110,000g f o r  15 hr a t  a * .  The supernatant  of the  high s a l t ,  ac id  urea e x t r a c t ,  

contained 30-35 m v  of p r o t e i n ,  e s s e n t i a l l y  as  pro te ins  I I ,  1113, V, V I ,  VII, 

VI11 and IX (Fiq 2 a ) .  

The acid e x t r a c t  was dialyzed aga ins t  Ci.PlM K phosphate b i i f fc r ,  ptl 6 . 1 ,  

containiny! 4 FI urea and 1 mV phenylmethylsulfonylfluoride ( P V S F ) ,  a n d  chromatogra- 

phed on a  column ( 1  x l n  cir;) of hydroxyapati t e  equi l  ib ra ted  in  the sarie biiffer 

(Boulançer and Puvion, 1973). 12-15 m? of pro te in  was loaded on the  colunn. A 

l i n e a r  g rad ien t  of K phosphate bu f fe r ,  pH G.0, ranging from 0.01 t o  (7.V 

(100 ml t o t a l  volurne), and containin5 4 1Î urea and 1 mM PMSF was appl  icd t o  the 

colunn, and 1 ml f r a c t i o n s  were co l l ec t ed  with a flow r a t e  of 2 ml/hr .  Each 

f r a c t i o n  was monitored f o r  absorbance a t  278 nm and r e s i s t i v i t y ,  and analyzed 

in  SDS-polyacrylamide g e l .  Protein I I I a  was found i so l a t ed  in  a f i r s t  peak 

e l u t e d  a t  0.02 il K phosphate ( F i g .  3b) ; I I I a  co-eluted w i t h  p ro te in  VI in  a  

second peak a t  @.O8 F1 (F ig  3c)  and t r a c e s  of I I I a  were a l so  foirnd asqociated 

with pro te ins  I I  and IV e l u t i n g  in  a  peak a t  0.10 

Methob-;l 
Extract ion of I I I a  from t ! P d 2  a t  high concentrat ion of v i r ions  (2.5-3.0 mg 

of pro te in  per m l ) .  8C-100 rn? of v i rus  i n  0.005 r l  Tris-MC1 b u f f e r ,  pti C .  1  was 

t r e a t e d  wi t h  5 Fi urea and 2,2 Pl NaCl in  0 . 1  M Na c i t r a t e  buf fer  , pH 3 . 1 ,  as in  

method 1. AFter c e n t r i f u g a t i o n ,  the  superna tan t  was found t o  contain 20-25 mg 

of p ro t e in ,  as  p ro t e ins  V ,  VI, VII, VI11 and X .  The p e l l e t  was then ex t rac ted  

with C.25 II g lyc ine  - NaOH buf fe r ,  ptl 8.6, containinrj  5 Y urea ,  2 Pl NaCl, 0.05% 

2-mercaptoethanol and 1 ml1 Pi?SF, a t  a concent ra t ion  o f  1.0-1.5 al- of p ro te in  



per  rtil For 30 hr a t  4 O  with s t i r r i n ?  ( E v e r i t t  and Phi l ipson,  1974).  PLfter  cen- 

t r i  f u ~ a t i o n  a t  14C,O@@g f o r  15 hr a t  4", t he  superna tan t ,  r e f e r r ed  t o  a s  high 

sa l t -u rea -a lka l ine  e x t r a c t ,  was found t o  contain pro te ins  I I ,  I I I ,  I I I a ,  IV 

and I X  ( f i 5 .  2d ) .  This e x t r a c t  was dialyzed aga ins t  O.C2 M Tr i s - acê t a t e  bu f fe r ,  

ptl C.3,  contai  ning 4 M u rea ,  0; .05% 2-mercaptoethanol , and 1 m r l  PMSF, concentrated 

by p r c c i p i t a t i o n  with G volumes of acetone a t  - 20" overnight agd the  p r e c i p i t a t e  

dissolvcd in  0 . 1  M Tris-phosphate,  bu f f e r  pH e . 6 ,  containing 4 M u rea .  12-15 mg 

of protcin was thus  recovered, as pro te ins  I I ,  I I I a  and IX ( E v e r i t t  and Phi l ipson ,  

1974).  These pro te ins  were furth'er separated by chromatography on QAE-A 25 

Sephadex equi 1  i  b ra ted  in  0 . 1  bl Tris-phosphate bu f fe r ,  pE e.6 ,  4 M urea ,  C.01X 

2-rnerc~lptoethanol . Protein IX e lu t ed  wi t h  t he  s t a r t i n c  bu f fe r  ; prote in  I I I a  

with i tic s t a r t i n c  bu f fe r  con ta in in i  0 .5 I l  NaCl, and pro te in  I I  e;i",~ C.5  i l  IlaCl i n  

0 . 7 5  Pl ( ; ! I l ) ,  formate b u f f e r ,  pH 3 . 4 ,  4 M urea .  

. Plethod - - - - - - - -  3 : P u r i f i c a t i o n  of pro te in  I I I a  from the  HP.d2-infected ce11 pool 

The Hrd2 so luble  corponents were ex t r ac t ed  with fluorocarbon and the  ce11 

e x t r a c t  precipi  t a t e d  wi t h  amrioniilri s u l f a t e  a t  55% sa tu ra t ion  and pH 6 . 5 ,  as  

previously descr ibed (Boulanger and Puvion, 1973).  The p r e c i p i t a t e ,  redissolved 

in  0 .05 Il Na phosphate, pH C . P ,  was chromato~raphied  on D U E - P  50 Sephadex equi-  

l i b r a t c d i n t h e s a i r i e b u f f e r .  I I I a e l u t e d i n t h e v o i d  v o l u m e a l o n g w i t h f i b e r  

and protein IX (Bou1 anoer and Puvion, 1973).  

The non-retained mater ial  was concentrated by precipi  t a t i o n  wi t h  ammonium 

s u l f a t e  ( 5 5  % s a t u r a t i o n ,  pH 6 . 5 )  and the  p r e c i p i t a t e  redissolved in  0.01 M Tr i s -  

phosphate b u f f e r ,  ptl C.6, containing 4 M u r ea ,  0.01% 2-mercaptoethanol and 1 mbi 

PKSF. I I I a  was p u r i f i e d  by chronatography on CPE-!, 25 Sephadex e q u i l i b r a t e d  in  

t he  sai:ie b u f f e r ,  as  described above, and e lu t ed  a t  0.517 NaCl . 

I n  c e r t a i n  ca ses ,  an ex t r a  s t e p  of p u r i f i c a t i o n  on hydroxyapatite in  0.01 M 

K phosphate b u f f e r ,  pH 6 . C ,  containinri 4 p l  urea ,  and I m i l  PblSF, was necessary 

t o  el i lninate  ce11 pro te in  c o n t a ~ i n a n t s .  Protein I I I a  was e lu t ed  a t  0.02 M K 

phosphate, as i n  method 1 .  

. Pol yacryl ar:i de ?el analysi  s  - --- 

a )  Analytical - - - -  ---------- SDS polyacrylamide - -  - - -  - - - - - - - . l - - , - - - - - - -  r e l  e l ec t rophores i s  ------- 

Saiiiples were dissolved in  an aqual vol urne of ~ a m p l e  bu f fe r  and 

heated f o r  2 min a t  100". Sample t i i f f e r  consis ted of 0.0625 11 Tris-HC1 

buf fe r ,  pH 6 . 8 ,  containing G il urea ,  4Y> SDS and 10U-nercaptoethanol . 

Polypeptides were analyzed in an SDS-contai ni ng 17.5% polyacryl amide gel 

(acrylamide : bisacry lan ide  r a t i o  of 50:0.235) over la id  by a  5% spacer  

vel (acrylamide : bisacry lan ide  r a t i o  of 5C:1.33) in  a  discont inuous 

buf fer  system (Laemmli, 1970). The e l ec t rophores i s  was c a r r i e d  out  a t  a  
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c o n s t a n t  v o l  t ane  o f  3 5  V ,  w i  t h  brorriophenol b l u e  as rnarker.  I n  c e r t a i n  

cases  cl s  were i a i p r c j n a t e d  wi  t h  PPO ( 2 , 5  d i  pheny loxazo le )  and exposed 

t o  Kodak X-Oriat i? filrri (Oonncr and Laskey, 1974). 

b )  P m 1  --,- y t i c a l  ----,, p o l y a c r y l  -, --- - - - - - - - J - - - - - - - - - -  amide r e l  e l e c t r o p h o r e s i s  

N a t i v e  saniples werc e l e c t r o p h o r e s e d  a t  2.5 ml ,  p e r  s l o t  i n  s l a b  

? e l  o f  7.5% p o l y a c r y l a ~ i d e  (ac ry la t v ide  : b i s a c r y l a m i d e  r a t i o  o f  5C:1.33) 

I ~ i i f f e r e d  w i t h  0.375 V T r i s - t ' C l ,  pH 8.2. The r e s o l v i n r ~  c;el was o v e r l a i d  

by  a  spacer  ce1 made o f  3% p o l y a c r y l a m i d e  (ac ry lam ide  : b i s a c r y l a m i d e  

r a t i o  o f  10:2.5)  i n  C .  125 M Tr is-HC1 b u f f e r ,  p l i  6.8. The e l e c t r o d e  b u f f e r  

was C.C511 T r i s  + C.3C4 11 q l y c i n e ,  pl! C . 3 .  

c )  Two . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  d imens i  ona l  a n a l y s i s  - - - -  [i ------------------- s o e l e c t r i  c  focusin:/SDS-ne1 - - - -  ---------- e l e c t r o p h o r e s i  ------- s) 

T h i s  was per forp ied a c c o r d i n q  t o  t h e  method o f  O u F a r r e l l  (1975) ,  

w i t h  m i n o r  m o d i f i c a t i o n s .  KB ce11 e x t r a c t s  were p repared  by s o n i c a t i n ~  

G 5 X 1 l a b e l e d  c e l l s  i n  0 .5  ml l y s i s  b y f f e r  ( 9 . 5  !4 u rea ,  C.52 SDS, 2% 

Nonidet -P 40, 5? 2-mercaptoethano l ,  and 5% amphol ines,  c o n s i s t i n g  o f  

3.4% pl i  5 - 7  and 1.6% pli 3 .5-10) .  A l  i q u o t s  (10-25 p l  ) o f  t h e  superna tan t ,  

c o n t a i n i n ?  a t  l e a s t  250,COC cpm were a p p l i e d  t o  t h e  f i r s t  d imens ion 

i s o e l e c t r i c  f ocus iny  ? e l .  T h i s  ? e l  was prepared as d e s c r i b e d  b y  O u F a r r e l l  

( 1 9 7 5 ) ,  excep t  t h a t  t h e  ar ipho l ine  c o n c e n t r a t i o n  was i n c r e a s e d  t o  575, con-  

s i s t i n s  of  a  ?:l r a t i o  of ptl 5-7 t o  pH 3.5-10 arnpholines (LKB, Sweden). 

Cels were focused a t  400 V f o r  20 h r .  

I s o e l e c t r i c  p o i n t s  o f  p r o t e i n s  were e s t i m a t e d  b y  r e f e r e n c e  t o  t h e  

ptl g r a d i e n t  d e t e r v i n e d  by  a n a l y s i  s  of a  para1 l e 1  i s o e l  e c t r i c  f o c u s i n g  

g e l .  T h i s  g e l  was s l  i c e d  i n t o  1-cm p ieces  and i n c u b a t e d  i n  2 m l  de ion i zed ,  

dcyassed d i s t i l l e d  w a t e r  f o r  1 h r  a t  room t e n p e r a t u r e .  The pP o f  each 

saniple was deterr : ined i n  a  s t a n d a r d  ptl me te r .  

The second dimension SDS g e l  was p repared  as d e s c r i b e d  above. The 

f i r s t  d imens ion j e 1  was immersed f o r  1 h r  a t  room tempera tu re  i n  18 ml o f  

e c l u i l i b r a t i n ~  b u f f e r  (10.5 ilil o f  d i s t i l l e d  water ,  2 . 5  ml o f  1.25 M T r i s -  

t:C1 b u f f e r ,  ptl 6 . G ,  4 ml o f  10"/,DS, 1 ml o f  2-mercaptoethano l )  w i  t h  

g e n t l e  s h a k i n y  , p r i o r  t o  t h e  second e l  e c t r o p h o r e s i  S .  

. Iniri i~inol or i i  c a l  t e s t s  

a )  _ _ _ _ _ _ - _ _ _ - _ - _ - - - _ _ _ _ _ _ _ _ j _ _  Double inirnunodi f f u s i  on was per formed _ _ _ _ _ _ - -  i n  O .  9% a9arose ( I n d u s t r i e  

B i o l o ~ i q u e  F rança ise ,  France) c o n t a i n i n g  0.14 FI NaCl, and b u f f e r e d  wi  t h  

0.02 Il Na b a r b i  t a 1  b u f f e r ,  pl! C . 6 .  

b )  Two-dimensional immunoelec t rophores is  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  - - - - - - -  

T h i s  was c a r r i e d  o u t  a c c o r d i n 9  t o  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  b a s i c  tech -  

n i q u e  o f  L a u r e l 1  (1965) which has been d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  e lsewhere 



(Plartin e t  -- a l . ,  1975 ; Plartin e t  a l . ,  1978). -- 

c )  Iriniunoprecipi t a t ion  ------ - ---  ------- 

P l  iquots (2C p l )  of labeled antigen sar-ples were mixed with 60 pl of 

NTT-la buffer (50 mF5 Tris-HC1 , pt! 7.5, 0.15 11 NaC1 , 5 mfl  sodium EDTC , 

C.05% Nonidet Pm, 0.02% sodium azide) supplemented with C . 2 %  bovine 

soriin CI u i n ,  and wi t h  20 y 1  of preimnuni~ed or  iminunized rabbi t cerum. 

Incubation was fo r  18 hr a t  O". 

Immune complexes were collected by adsorption to  inactivated 

Staphylococcus aureus c e l l s  (Cowan 1 s t r a i n  ; Kessler, 1975). An ---- -- 
al iquot (lri pl  ) of a 2G% (w/v ) washed ce11 suspension ( i n  NET-N buffer)  

wùs nddcd to  the precipitat ion reaction and incubated fo r  30 min a t  room 

teniperature. Cells were pelleted and washed three times i n  NET-t4 buffer .  

Labeled antigens were eluted from the S. aureus c e l l s  by resuspension of ---- 

the ce11 pe l l e t  in 25 p l  of SDS-~ample buf fe r ,  heated fo r  2 min a t  100' 

and appl ied di r e c t l y  t o  the SDS-polyacryl ami de ?el . 

. Gel f i  1 t r a t ion  chromatography -- - - . - -- - - -- - 

The apparent molecular weicjht of native protein I I Ia  was estimated by 

molecular sieve chromatoyraphy on Sephacryl S-200 superfine (Pharmacia Fine Chemicals 

The C O  l umn ( 1C0 x 1.5 cm) was equi 1 ibrated in (!.O?\! Tri s-tIC1 buffer ,  ptl 8.1 ,  

contai tiinq 0 . 5  Pl NaC1 , 1 mP Ua EDTA and 107, nlycerol . The f l  ow ra te  was 

10 ml/hr, and 1 . 9  ml f rac t ions  were collected a t  4O. The column was cal ibra ted 

wi t t i  the fol lowinq markers : b e ~ f  1 iver  catal  ase (247,@0C), rabbi t riilscle 

glycerol-3-phosphodehydrojenase (136,000), bovine serum alburin (67,COC), 

oval buri1 n ( ~ 2  , S C @ )  , bovine pancreakîc r i  bonucl ease ( 12,6CO) . Serum al bumi n ( 5  mc) , 
ovalbumin (10 mg) and ribonuclease (10  mg) were depicted by adsorption a t  270 nm.  
I n  order to  obtain good resolution between serum albumin and ovalbumin, twice as 

rnuch ovalbumin as serum albumin was used. EC international  units  (IU) of r~lycerol -  

3-phoçphodehydrogenase and 13,000 IU of catalase were loaded ont0 the column and 

assaycd A S  dcscribed below, 

. -. Sucrose - -. - densi - - ty gradient centrifugation ----- 

The sedimentation coeff ic ient  of protein I I Ia  was estimated by veloci ty 

sedimentation through a l i nea r  gradient  (5-27%,w/v ) in 0.C211 Tris-tlC1, ptl 8.1, 

containing 1 M.I.laC1, 1P% glycerol , 1 rntfila EDTA. The ~ r a d i e n t s  were centrifuged 

f o r  21  hr a t  49,OOC rpm and 4" in a Beckman SI! 50.1 rotor .  0 .2  ml f rac t ions  

were col lccted through the bottom. The followin? riarkers were used : E .  col i 
- -  

al ka1 i ne :~liosntiatase ( G  .OS) and yeast  3-phosphoglycerate kinase (3 .1  S )  . 



6 IU o f  ; ~ l k a l i n c  p i~ospha tase  and 18 I U  o f  3 -phosphog lycera te  k i n a s e  were loaded 

on each g r a d i e n t  and assayed as d e s c r i b e d  be low.  

. /',mino a c i d  a n a l y s i s  

Samples o f  p r o t e i n  I I I a  co r respond in9  t o  0 .3 -0 .5  mg o f  p r o t e i n  were 

h y d r o l y z e d  f o r  24 and 72 h r  a t  llOo w i t h  5 . G  N HC1 i n  sea led  tubes  under  n i t r o -  

yen, and ana lyzed i n  a Beckman 14ul t ichrom amino a c i d  a u t o a n a l y z e r .  

. N- t e r n i i n a l  amino a c i d  -- -- 

N-term ina l  amino a c i d  d e t e r m i n a t i o n  was per formed a c c o r d i n g  t o  t h e  method 

o f  Casola --- e t  a l  (1974) ,  u s i n ?  l d ~ - ~ ~ ~ ~ - ~ l  (1011 ~ C i / m n o l  , 0.5 nCi /ml  . CEA, Saclay,  

F r a n c e ) .  Au to rad iog raphy  o f  two-din iensiondl  t h i n  l a y e r  p l a t e s  were made Dy 

exposurc t o  Kodak "Kodi r e x  " P i  l m .  

. /!denovirus n e u t r a l  i z a t i o n  t e s t  

The n e u t r a l i z i n n  a c t i v i t y  o f  t h e  a n t i s e r u m  towards p r o t e i n  I I I a  was 

detern i ined by i n h i b i t i o n  of  p laque f o r m a t i o n  i n  HeLa ce11 monolayers  ( P e t t e r s s o n  

and t logl und, 1?6!?). 

. P r o t e i n  

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  was assayed b y  t h e  method o f  Lowry e t  a l .  (1951), - 
u s i n g  bov ine serum a l  bumin as s tandard .  

. R a d i o a c t i v e  l a b e l i n g  - --- ---- 

tlPd2 r i i i t u r e  p a r t i c l e s  were labe led  b y  add inn  " ~ - ~ a i  i n e  (225 mCi/mmol ; 

Amershnm, Enc land)  f rom 18 t o  3P h r  p o s t - i n f e c t i o n  ( p . i . ) ,  a t  0.5 C i / m l  i n  Y 
c u l t u r e  ~i iedium c o n t a i n i n g  107, of t h e  c o n c e n t r a t i o n  of v a l i n e  i n  normal medium. 

P u 1  se-1 abe l  i ng was per formed i n KB ce1 1  suspension c u l  t u r e s  , rnock 

i n f e c t c d  o r  i n f e c t e d  w i t i i  HAd2 a t  a  m . 0 . i .  of 1C0 PFU/ce l l .   nethio ne thionine 
(50-100 C i / n l l  ; 7CC-8C0 Ci/mmol , Pmershari, Engl and),  was added f o r  30 min  a t  Y 
d i f f e r e n t  t i rnes p . i  . i n  a  m e t h i o n i n e - d e p r i v e d  medium, and t h e  c e l l s  were harves- 

t e d  j u s t  a f t e r  t h e  p u l s e .  Tor  chase exper i rnents ,  t h e  c e l l s  were c e n t r i f u g e d  and 

resuspcricied i n  medi uri c o n t a i n i n ?  a  norriial c o n c e n t r a t i o n  o f  c o l d  m e t h i o n i n e .  

. Enzymes and enzymat i c  assays ----- -- 

Arninopeptidase 1': (ami no a c i d  a r y l  av idase )  f r o m  hog k i  dney (EC 3.4.11.2)  

was purchased f r o m  Coehr inqe r  (îdannheim, I lest-Germany), ho9 k i d n e y  l e u c i n e  

aminopept idase (EC 3 .4 .  11.1)  f rom Sigma ( S a i n t - L o u i s ,  !IO., USA) and b a k e r ' s  

y e a s t  ca rboxypep t idase  Y ( E C  3 . 4  12.-)  f rom P i e r c e  Chemicals (Rock fo rd ,  111. USA) 

H y d r o l y c > i ~  w i t h  an inopep t idase  o r  ca rboxypep t idase  were per formed a t  37" f o r  



30 h r  w i  tti a r a t i o  o f  enzyme : s u b s t r a t e  o f  3: 1CO and a d d i t i o n  o f  enzyme i n  

t h r e e  a l i q u o t s  a t  0,8 and 20 h r .  

Eeef  1 i v e r  c a t a l a s e  ( E C  1 .11 .1 .6 ) ,  r a b b i  t muscle g l yce ro l -3 -bhospha te  

d e h y d r o ~ e n a s e  (GDH, E C  1.1. 1 .8 ) ,  bov ine  p a n c r e a t i c  r i b o n u c l e a s e  ( E C  3.1.1.  221, 

F .  c o l  i a l  ka1 i n e  phosphatase ( E C  3 . 1  3 .1 )  and y e a s t  3-phosphog lycera te  k i n a s e  - -- - 

(PGK, EC 2 . 7 .  2 . 3 )  were purchased f r o m  Boehr inge r .  

Ca ta lase  i n  g r a d i e n t  o r  chromate-raphy f r a c t i o n s  was assayed by  t h e  method 

o f  f i c ï j c i eye r  (1955) .  PCK was assayed acco rd in?  t o  Bücher (1955) and GDH a c c o r d i n g  

t o  Ki%cbc, (1955);  a l k a l i n e  p h o s ~ h a t a s e  was assayed by  t h e  method o f  Bessey e t  a l .  

( 1 9 4 6 ) .  P.11  assays were adapted w i t h  r i i n o r  m o d i f i c a t i o n s  t o  t h e  Roche-Kontron 

roto ch ci*^ I I  ri-3G c e n t r i f u g e  a n a l y z e r  (unpubl  i shed).  

Thc i  noriencl a t u r e  proposed by  Ginsberg e t  a l  . ( 1960) f o r  t h e  m a j o r  c a p s i d  

coniporients o f  HAd2 (hexon, penton base, penton and f i b e r )  i s  used.  The ref i la inder 

o f  t h c  s t r u c t u r a l  p r o t e i n s  a r e  r e f e r r e d  t o  a c c o r d i n g  t o  t h e  t e r n i n o l o q y  proposed 

by P?a iz t . l  e t  a l .  (1960 b ) ,  and ~ n d e r s o n  e t  a l .  (1973) .  ... - 



Resul t s  

Ev idcnce f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  c a p s i d  p r o t e i n  I I I a  as  a  m a j o r  s o l u b l e  a n t i g e n i c  --- - - - - - -- 
component i n  t !Ad2- in fec ted  ce11 e x t r a c t s  : i d e n t i f i c a t i o n  o f  l I I a  on two- - . . - - - ---- 
d imens iona l  immunoe lec t rophores i s .  

* ------ ----- 

R,ibbi t a n t i s e r u m  o b t a i n e d .  by  h y p e r i n m u n i z a t i o n  o f  a n i m a l ~  w i  t h  p u r i f i e d  

HAd2 v i r i o n  r e v e a l e d  an e x t r a  peak (peak 4 ) ,  o f  i r n ~ u n e  p r e c i p i t a t e  i n  two- 

d imens iona l  i rnmuno-e lec t rophores is  (2D- IE)  ( F i g .  l a ) ,  n o t  found thus  f a r  w i t h  

p r e v i o u s  se ra  ( P l a r t i n  e t  a l  . , 1975 ; k l a r t i n  e t  a l . ,  1978).  i lecause t h i s  e x t r a  

peak r i i i ~ h t  cor respond t o  a  ce11 o r  c u l t u r e  medium serum f r a c t i o n  c o n t a m i n a t i n g  

t h e  v i r i o n  p r e p a r a t i o n ,  e x t r a c t s  o f  t l l \d2- in fec ted c e l l s  l a b e l e d  l a t e  p . i  . 
(20 t o  36 h r )  were ana lyzed  w i t h  t h e  same a n t i s e r u m  i n  2D-IE. F i g .  l b  shows 

t h a t  t h e  ex t rapeak  was l a b e l e d ,  sugges t ing  i t s  v i r a l  o r i ~ i n .  

The i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  v i r a l  component co r respond ing  t o  t h i s  peak 4 

was c a r r i c d  o u t  as f o l l o w s .  The p r e c i p i t a t i o n  l i n e  v i s i b l e  on a  s t a i n e d  d r i e d  

p l a t e  o f  2D-IE and c o n t a i n i n g  t h e  p r e c i  p i  t a t e  o f  1  abe led  a n t i g e n - a n t i  body complexes 

was s c r a t c h c d  o f f  t h e  p l a t e ,  d i s s o c i a t e d  i n  SDS-urea-sample b u f f e r  w i t h  h e a t i n q  

a t  100° f o r  2 m in  and ana lyzed  i n  SDS-polyacry lamide g e l ,  w i t h  l a b e l e d  t?P,d2 

v i r i o n  as  n iarker .  F i g .  I d  shows t h a t  t h e  a n t i y n  c o n t a i n e d  i n  p r e c i p i t a t e  

peak 4 o f  F i g .  1 a  and b (!JT e x t r a c t )  and o f  F i g .  1 c(t12 t s  115 e x t r a c t )  m i g r a t e d  - 
as a  m a j o r  p o l y p e p t i d e  o f  about  6 6 , C C O  d a l t o n s  (66 K ) ,  co r respond ing  t o  t h e  

m a j o r  p o l y p e p t i d e  I I I a  o f  t h e  HPd2 v i r i o n .  D i s c r e t e  bands of l o w e r  m o l e c u l a r  

w e i g h t  spec ies  were v i s i b l e  and n i j h t  cor respond t o  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n s  

i n  t h e  immune p r e c i p i t a t e ,  o r  t o  p r o t e o l y s i s  o f  t h e  I I I a .  

P, s i r i i  l a r  t echn ique  o f  c u t t i n g  o u t  t h e  p r e c i p i t a t e  o f  a n t i g e n - a n t i  body 

complexes forrned w i t h i n  t h e  agarose g e l ,  was used t o  o b t a i n  a  monospec i f i c  

a n t i  seruil i. The immune p r e c i  p i  t a t e s  o f  s e v e r a l  2D-IE p l a t e s  (15-2C p l a t e s )  

were i n j e c t e d  i n t o  a  r a b b i  t. tlowever, w i  t h  a  HP,d? IIT e x t r a c t ,  peak 4 was 

p a r t i a l l y  nasked by  penton (peak 3 )  and f i b e r  (peak 5 ) .  t12ts 115 mu tan t  was - 
used t h e r e f o r e  as t h e  absence o f  s y n t h e s i s  of a n t i g e n i c a l l y  d e t e c t a b l e  f i b e r ,  

and t h u s  t h e  absence o f  penton,  rendered  e a s i e r  t h e  v i z u a l i z a t i o n  and e x t r a c t i o n  

o f  pedk 4 ( F i g .  1 c ) .  

I n  o r d e r  t o  determine whether t h e  a n t i g e n  p r e s e n t  i n  p r e c i p i t a t e  peak 4 

o f  2D-TC belonged t o  a  v i r i o n  component, a n t i  HAd2 v i r i o n  p o l y s p e c i f i c  serum and 

monospeci f i c  a n t i s e r u m  a g a i n s t  "component 4 "  were r e a c t e d  i n  2D-IE w i t h  deoxy 

c h o l ù t e - t r e a t e d  tlAd2 v i r i o n s .  T h i s  t r e a t m e n t  has been found  t o  d i s r u p t  t h e  v i r u s  

c a p s i d  ( R u s s e l l  e t  a l . ,  1971) and a l s o  t h e  penton i n t o  i t s  pen ton  base and f i b e r  

m o i e t i e s  (Boud in  e t  a l . ,  1979).  F i g .  1 e  and f shows 



Ident i f ica t ion of the antigen I I Ia  of HadS. ( a )  Two-dimensional (20) 

imnunoelectrophoresi s of NT-infected ce1 1 ex t r ac t ,  1 abel ed wi t h  35~-ne th ion ine  

from 20 t o  36 h r  p . i .  Staining : Coomassie blue. ( b )  Correspondinq aiitoradiogram 

pat tern .  ( c )  2D-analysis of ex t rac t  from c e l l s  infected w i t h  f iber-defective 

HZ - ts 115 nutant  a t  r e s t r i c t i v e  temperature. ( d )  SDS-polyacryl amide qel analysis  

of immuno precipi ta te  peaks formed in agarose with H 2  -- t s  115-infccted laheled 

ex t rac t s  as i n  ( c )  : (1) hexon peak ; ( 2 )  penton base pcak ; ( 4 )  1 I I a  ; ( 5 )  
Fiber peak ; ( v )  control Had2 v i r ion.  ( c )  Had2 vir ion t rea ted wi tli 0.5% 

deoxycholate (DOC) and analyzed against  a polyspecific ant iv i r inn serum, ( f )  
HAd2 virion t rea ted with 0.5% DOC and analyzed against  the monospecific an t i -  

I I I a  . Loads were usually 10-20 111 o f  antigenic ex t rac t  (3-5 mg of protein/ml) 

and 100-200 pl of antiserum. 
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and  S1)S-polydc-iylamide rjci cindlysis permit ted  t h e  i d e n t i f i c c ~ I i o n  oI p t o i ( \ i n  1110 

a s  on(.  of t h e  major s o l u b l e  s t r u c t u r a l  c o m p o n e n t s  of t h c  1-TAd2 c7cipc;ici. 

, Extract ion a n d  p u r i f i c a t i ~ n  of prote in  I I Ia  

Thc d i f f e r e n t  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e s  u s e d  g a v e  approxirnatc ly  i h t \  s;ime 

y i e l d .  In method 1 ,  from 139-1 59 mq of pur i f i ed  v i r u s ,  2 . 0 - 2 . 2  rnq of JI12 w a s  

o b t a i n e d ,  v i z .  a  y i e l d  of 1 . 4 - 1 . 7 % .  In method 2 ,  from 80-109 mq of v i r ion ,  

1 . 0 - 1 .  5 rng of I I Ia  w a s  o b t a i n e d ,  v i z .  a  y i e l d  o f  1 . 2 - 1 . 7 % .  Method  3 u s c d  t h e  

pool  of infected-ce11 m a t e r i a l  a s  s t a r t i n g  rnater ia l  : 1 . 0 - 1 .  5 rnq of TIIa w a s  

obtiiincxrl lrom 90-100 mf of materla1 non-rc ta inet i  on DT'Al'-Scph~i<lc~x, vl;.. a  

r ecovpry  of 1 .  0-1.  6%. 

t fowever ,  v i r ion-ex t rac ted  prote in  IIIa w a s  no t  recoverct i  in t h c  

f r a c t i o n ,  d e p c n d i n q  upon t h e  c o n c e n t r a t i o n  of v i r u s  u s e d .  Ac sliiown on l'iq. 2 a ,  

moçt of t h e  IIIa w a s  r e c o v e r e d  in t h e  a c i d  u r e a  e x t r a c t ,  ~ l l o n y  w ~ t h  p r o l e i n s  I I ,  

V I  VI, VII, VITI and  IX, when low c o n c e n t r a t i o n s  of v i r u s  w e r r  u ç e d .  A c e r t a i n  

amount  of IlIn w a s  o l s o  c x t r a c t c d  l>y a l k a l i n c  u r e a  containinci  [ lu l ier  ( 1  i q .  2b).  

At hicrhcir c o n ( - c n t r a t i o n s  of v i r u s ,  most or  t h e  I I Ia  rcm;iinc~d in ttic j - , c ~ l l r . t  of 

t h e  acicl u re~3  L r c ~ ~ t r n c n t  and  w a s  e x t r a c t i b l e  a t  a l k a l i n c  pJ1, ~ i l o n q  w i t h  p ro te ins  

I I , I I I ,  J V  anci IX. Thc  d i f fe ren t  d i s t r i b u t i o n  o f  I I Ia  ln t h e  h igh  ticil low c o n c e n t r a t i o n  

rnethods w e r e  repecî tedly  o b t a i n e d  by s e v e r a l  o p e r d t o r s  ( t w i c e  e n c h ) .  

1113 i s o l a t e d  from the  TTAd2-infected ce11 poo l  of s o l u b l e  c o m p o n e n t s  w a s  

refcrrc-.tl t o  a s  " s o l u b l e  I l l a " ,  w h e r e a s  IIIù i s o l a t e d  frorn v i r u s  p i i - t i c l c ~ s  w a s  

r e f e r r ~ i l  t o  a s  "v i r ion-ex t rac ted  I I Ia" .  M o s t  of t h e  p h y s i c o c h c m i c a i  and  h i o c h e m i c a l  

ana lys r~ . ;  w e r e  p e r f o r q e d  c o m p a r a t i v e l y  on both  t y p e s  of I I Ia .  Amino s c i d  c o m p o s i -  

t ion <inr i lyses  w e r e  cari-ied ou t  on ly  on v i r ion-ex t rac ted  p ro te in  I I Ia .  

. Pthysica1 p a r a m e t e r s  of t h e  p ro te ins  I I Ia  

T h e  b e h a v i o r  of prote in  IIIa in s u c r o s e  d c n s i t y  qi-ndient and  in qel 

f i l t r a t ion  chromatography  permit ted t h e  d e t e r m i n a t i o n  of p h y s i c a l  pa ra inc te r s  S a n d  D. 

T h e  sed i rnen ta t ion  c o e f f i c i e n t  w a s  found t o  b e  S = 6.  O 2 0 .  1  X ~ o - ~ ~ s c T .  The d i f -  

f u s i o n  c o e f f i c i e n t  D l  de te rmined  by g e l  f i l t r a t ion  chromatography ,  w a s  c s t i m a t e d  
-7 - 1 

t o  h e  D = 7.  85 2 0. 10 X 1 0  cm.sec  . r roq l  t h e  amino  a c i d  c o m p o ç i t i o n  ( s e c  below) 

a  pcirtial s p e c i f i c  v o l u m e  of = 0.7 20 1 0. 002 ml/y w a s  c a l c u l a t e d .  l'rorri S I  D and  V I  
a molc~cular  w e i g h t  of 6 5 , 4 3 0  2 1, 1300 w.;is c a l c u l a t e d  which  w a s  c l o s c  to t h e  v a l u e  

of 6 6 , 0 0 0  d e t e r m i n e d  for t h e  moleculnr  w ~ i q h t  of t h e  po lypep t ide  u n i t  of 1113 

(An<iori;on et a l .  , 1 9 7 3 ) .  

The S t o k e s  r a d i u s  w a s  found t o  b e  2 . 7  2 0 .  1  nm, and  t h e  f r i c t i o n a l  r a t io  f/fo = 

1 .  02 0 .  01. T h i s  g a v e  an  a x i a l  r a t i o  ol 1 .  0 ,  w h a t e v e r  t h e  h y d r a t a t i o n  of t h e  p ro te in  

molccu lc  ( S i e q e l  a n d  M o r t y ,  : ?G6 ; ?Tr \ sc l i~ rncyer  rind TTaschemcyer,  1 V1). T h e  

71 i 5 \ ! a \ ~ , p r  T T V - , - '  * \ *  > l r r  i r , v  > &i-r\r virinrl-pyt. ,--.+or' r ,r  r o l l  ' ~ \ p  :TT?,  



F i g u r e  2 - 
E x t r a c t i o n  of p r o t e i n  I I I a  f r o n  HAd2 v i r i o n  a t  l o w  ( a ,  b )  o r  h i g h  ( c ,  d, 

e )  v i r u s  p a r t i c l e  c o n c e n t r a t i o n s .  ( v )  : s t a r t i n g  v i r u s  m a t e r i a l  ; ( a )  : a c i d -  

u rea  e x t r a c t  ; ( b )  a l k a l i n e  u r e a  e x t r a c t  ; ( c )  : a c i d  u r e a  e x t r a c t  ; ( d )  : 

a l k a l i n e  u r e a  e x t r a c t  ; ( e )  : rerna in ing p e l l e t  a f t e r  a c i d  and a l k a l i n e  urea 

e x t r a c t i o n .  



Emin0 ac id  composition of HAd2 prote in  I I I a  

Amino Acid ( a )  1101 pcr  1OC ml of a1 1 

ami no aci  d rccovcrcd 

As p 

( h )  Thr 

( b )  S r r  

filil 

Pro 

Gl y 

P-1 a 

( c )  va1 

tIa1 f-Cys 

Flc t 

( c )  I l e  

( c )  Leil 

TY r  
Phe 

LY s 
I l i  s 

Ar9 

Trp 

( a )  Averaqe of four  dcterminat ions on 24  h r  acid hydrolyzates  

( h )  Extrapol a tcd t,o 7cro tiriic! hydrolysi s 

( c )  Rased on the averaqe value of two 71 hr hydrolysis  

(d) '  P l i l  : not determined 



F Io(  1 I o1111oroI i c  ! ~ ~ - o p ~ r t  ior, o f  t I I ( $  , ) r o l o i  r , 1 1 , I  - - - - - - . . - - - 

Pt-ol(liri T T T ( î  c l i r t inn  (ît 0.P' Pl K pho5phatc t,ilffcr froin h y r i r t ~ ~ y ~ r ~ ) ~ \ l  i t r .  

af t e r  CI (  i (1-iirca r x t r a c t ~ o n  frori t he  v i r i o n ,  miqrated a s  a irnic l i ip  r , l - i , ~ rp  I~and 

111 cD?-rin l vncrylnniidc r ~ c l  ( P i ? .  3 b ) ,  and as a bl urrcd band i n  non-(\ 1 :  ,oc1 a t i  n o  
7.',"' p o l  y~cry lamir lc  ncl ( F i q .  3 i  , J ) .  This b l i ~ r r c d  h n n d  s i ~ ~ l r i c ~ , t c ( ~  ( I I ~ I C ~  ini(-ro- 

hctcroci(~nci t y  i n  c l e c t , r i c  charqc of p ro tc in  rnolcciilcçl of 1 t i ~  s a ~ v  111)l ypcptlrle 

s i  712. 

Iihcn anal y7ed by i  s o l e c t r i c  f o c i ~ s i  nq, two uncvci-i coryonori 1 s b ~ ( \ i - ( \  1 oiirirl 

i n  t h e  p rcparn t ions  of v i r ion-ex t rac tc t l  I I T a  : n rii,?lor hanrl w i  t h  n 1 7 1  o r  ' ) .% ,  

a n d  r7 minor band w i t h  a pT G.OI:, t h i s  l a t t c r  b d n d  rcprcscn t in r ]  10-1'1 / of the  

t o t a l  p r o t ~ i n  bijlk, a s  cictrrmincri by sconninn of stainiltl i*iono~linirri~,iori,ii 

i ~ o f o c u 5 i n q  pol yacryl anil de ricl s .  Two-diriensional an;il ysi s  ( 1  qoicct 1- i t fncirsi  n q /  

SDS-qcl c l e c t r o p h o r c s i s )  of the  sanlplcs or vi r ion-cx t rnc tc t l  I I I n  coiil i~.rlicd t h a t  

t he  m i  nor p ro tc in  spcc i c s  of pli 6 . W  minratctl a s  CI polypcpt idc  01' l , r ~ i l i ~ l  riolocrilar 

wei(jtit (66,CiOC) as  t-tic! ni;ijor s p c c i o s ,  cxcludinq t hc j ~ o s s i b i l  i t v  of soilit i1iinor 

p ro t co ' l y t i c  c l e n v ; i ~ c  occilrri  nri dilri n q  the  cx t r a c t  ion c ? ~ î d  piir i i i c f i t  i o n  i t-occdilre 

( l ' i3.  4 ) .  Thc T l  l n  c l \ i t  i n 0  w i 1 t 1  17ro\()ir1 V I  1 roll1 Iiydroxya1)oLi t~ , I I  1 )  O\ Il V 

phoçpti(i1c ( 1 - i n .  i c )  fociicc.cl , i t  (i  iinioiic 111 of '1.9'7 ( n o t  hown). 

. Biochciiiical chn rac t c r i s l . i c s  of' proi:ei n ' I I  1;i - -- -- - - - - - - - -. . - - ... - -. - - - .- . . -- - . . . . . -- - .-. - 

Ariino ac id  coriiposi t i o n  n n n  l y s i s  of prot.cin T T  [ a  i-cvc,-ilcri n ti i q t i  rcirit.rnt 

of aspni*t ic  and ~ l l ~ l t c î ~ ~ i c  a c id  (277'). Scr inc  2 n d  v lyc inc  wi,i-cl ; i l  so ioiinrl i n  j r e a t  

(îrriount , and pro1 ine  accoilntcd Tor riorc than Y'"' n f  1 . 4 ~  tot.;il (1i11i n n  , i i  i (1 t-ccovered. 

Ra:ir ;~i:iino a c i d s ,  and p a r t i c u l  d r 1 . y  I y ~ i n c ,  wrr. poor'I)l i-cl~I*c~:i1ril.c-~ii , i n ( l  c y s t i n e  

was oriiy dc t cc tnh l c  i n  t r a c e  ariniints ( T a l ~ l c  1 I .  
1 ~ l v c . i n c  w a s  round N - ~ l , i n ç y l , i t i ~ c ~  iriiino ; i r * i c l  of  vii lon-cjctror-t c r l  IIT,i, suqqest i i ,c j  

an 1inl.iIoc.i-r~d N--tel-mincs. ' i ' l i iq  l iyp01Ii r~ir ;  \A~;I', ronI l r r t i r~I  \>y [ t h ( '  L~rc;it:-(Io~n of 

protciri T T T ; i  in  t l~r p r e s r n c c  or aminopcptit i ; isc M (i'iq ? P ) . J I I ~ ~  c r . c ~ i r d  to ho more res i s t a  

t o  I c ~ i i c i n r  , . rninoyirpticIas~ (rfq. 3 d ) ,  biit r e v r a l ~ d  çcns i t i vc  to c f i r hnxy l ) cp l I r l a s~  Y 

inclurlincl p ro l ine ,  f rom t h e  C-cnd  of n polypcp t idc  chfiin.  S incc  thlr;  r -a i - l )oxypcpt idase  

hrfs loi in(1 to h a v e  s o v ~  nmirlasc n r t iv i tv  (Tlaynshi a n d  ITfita, 1977 ; Hayash i  et 

SI, , 1 0 7 1 ) ,  i t  mtqht nmot be p ~ s s ! l ) l e  to ;isr;css if t h c  cf i rboxyl  cncl o f  t h r  TTTn cho in  wac; 

blockccl l ~ y  arnldifici i t ion.  
. - Iiririiiino - - l oq ical  - p rope r t i e s  of I I  Ta - 

Atlcnovi rus typc 7-, type 5- and typc? 3-i nTcct et1 cc1 1 ex t r; ictr ,  wc.rc. t c s t e d  

by tloiil-ilc iri1mirnodi f f u s ion  dqa ins t  the prcci  pi t a t i  nc; nn1.1-11 Ta scriilii. Onc c o n t i -  

nrioiir, p r ~ c i p i t a t i o n  l i n e  was ob ts ined  betwccn typcs  :, 5 and 3 c x t r a c t s ,  with no 
vi:il,lo c , n u r  hctwccn typcs  2 sncl 3 ,  ? a n d  5 and types  5 and 3 e x t r a c I f , ,  s r r r~qest ing 

1,hc prrbscnce of  on1 y qroiip-speci f i  c dcternii nants  i n  I I  I a  ( no t  chown) I'lhrn 



I l l -  BA 

F i g u r e  3 -- -- - - - -- 

Pn lyac ry lam ide  j e 1  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p r o t e i n  I I I a ,  SDS-denatured ( a - f ) ,  

o r  as n a t i v e  sample ( g - j ) .  ( a )  : c o n t r o l  v i r i o n  ; ( b )  : I I I a  o b t a i n e d  f r o m  hyd ro -  

x y n p ~ i t i  t e  a t  0.02 M K phosphate ( 8 ~ 9  o f  p r o t e i n ) ,  ( c )  I I I a  e l u t e d  f r o m  hyd roxy -  

a p a t i t e  a t  C.08 H and con tamina ted  w i t h  p r o t e i n  V I  ; ( d )  I I I a  (same as i n  c )  i n -  

cubated w i  t h  l e u c i n e  ami nopep t idase  ; ( e )  II I a  d i g e s t e d b * w i  t h  aminopept idase M ; 

( f )  : l I I n  d i q e s t e d  w i t h  ca rboxypep t idase  Y ; ( 9 )  c o n t r o l  hov ine  seriim a lbumin  ; 

( h )  : c o n t r o l  HAd2 hexon ; ( i )  : p u r i f i e d  I I I a  ( 4  y g  o f  p r o t e i n )  ; ( j )  : p u r i f i e d  III; 

( 1 2  pg) .  Arrowhead i n d i c a t e s  t h e  p o s i t i o n  o f  p r o t e i n  V I  spontaneous breakdown 

p r o d u c t  i n  v i r i o n  and v i r i o n - e x t r a c t e d  p r o t e i n  samples ( i ,  d, e ) .  Arrows i n d i c a t e  

c leavage  p r o d u c t s  o f  I I I a  o c c u r r i n g  i n  t h e  presence o f  aminopept idase M ( e ) .  



F i q u r e  4 

Two dimensional  ge l  a n a l y s i s  o f  p r o t e i n  I I I a .  V i r i o n - e x t r a c t e d  I I I a  o b t a i -  

ned from hyd roxyapa t i t e  a t  0.02 M K phosphate as i n d i c a t e d  under methods was 

analyzed by  i s o e l e c t r i c  f ocus ing  i n  a  f i r s t  dimension ( l n ) ,  and SDS-polyacry- 

lamide i n  a  second dimension ( 2  il). A major  spot  focuscd a t  pH 5 .95  and a minor 

spo t  a t  6.06, both cor responding t o  t he  po lypep t ide  I I I a  (66,000 da1 t ons )  o f  

the  v i r u s  marker ( v ) .  



dssayerl by the plaque technique,  both precipi tat in!  and non-precipi tat ing 

ant i  I I  Ia ser0. revealed no neutral iza t ion  a c t i v i  ty  : no s ign i f i can t  redirction 

of plaque nuniber b u t  a  4-5 fo ld  reduction of f luorescent  focus formation were 

observctl. This suyqests t h a t  protein I I I a  was not a  major neut ra l iz ing  anti9en. 

. Tirle-course, synthesis  of HAd2 protein I I I a  . - - -  ------ ---- 
6 iicl ;I ce11 riioriolayers ( 6  X 10 c e l l s  per f l a s k ) ,  infected with HAd2 were 

pulse-liibeled fo r  30 min with "5-iiethionine a t  0 ,  4 ,  6 ,  8 ,  l C ,  12, 1C and 24 hr 
p . i .  Aster the pulse,  the c e l l s  were harvested,  disrupted by three cycles of 

freezing a n d  thawing in hypotonic buffer  (0 .01  r1 Tris-\{Cl, pl4 7.8,  containing 

1 . 5  riil"-riicrcc7ptoethano1, 2 aifJ P.la EDTA and 1 mM PPISF) and centrifuqed a t  1,000 (J 

f o r  5 i11ir1 .  

P l  iquots of each supernatant were incubated wi t h  d i f f e r e n t  ant i  sera  

and i i:ii;iiitio-preci pi t a t e s  were anal yzed on a  one-dimensional SDS-polyacryl amide 

g e l .  Anti-1113 serum revealed the presence of protein I I Ia  a t  1 C  hr p . i . ,  with 

a  aiaxiriur!~ of syrithcsis a t  2P-24 hr p . i . ,  i  . e . ,  following c lose ly  the time-course 

syntht,sis o f  hexon and of o ther  l a t e  v i rus  proteins (not  shown). 



Discuss ion  

' t ic  :,rot e i r i  II I a  froni iiui!ian adenovi r u s  t y p e  2 e x i s t s  as an independant  

c a l ~ s i c l  o t t i  i y r l  { r i  t h e  v i r i o r i  aiid as a  n ia jo r  s o l u b l e  component i n  t h e  i n f e c t e d  

ce1 l ~ O O I  o t  v i r u s  i ~ i a t c r i d l  . I t s  s y n t h e s i s  occu rs  l a t e  i n  t h e  i n f e c t i o u s  c y c l e ,  

ctrtd iLt ( o t ~ ! ( ~ i ~ ~ I ~ u r ~ l r y  t o  1 \ ( ~ ~ 0 r i  p r o t e i  n.  I I I a  has been p u r i f i e d  t o  apparen t  hoiiioge- 

r l e i t y  i r uill ! I I (  v i r i o n  ( v ~ r i o r i - e x t r a c t e d  I I I a )  o r  f rom t h e  ce11 poo l  o f  v i r u s  

s o l u ! ~  I c i  ~o i i i l ~o r l c r i t s  ( s o l u b l e  I I  I a )  . Two p u r i f i c a t i o n  procedures  were used t o  

o b t d  \II 1 1 l J raviil t i / \d l  v i r i o n ,  based on t h e  a c i d  u r e a  and a l  ka1 i n e  u r e a  e x t r a c -  

t i o r i  it1i~~Ii1.1~1 c l i ~ v c i  l  opecl by E v e r i  t t and P t i i l  i p s o n  (1974) t o  o b t a i n  l o w  m o l e c u l a r  

we ig l i  t v i r,roii r i t ao te i r i s .  The cho ice  f o r  one o r  t h e  o t h e r  procedure  depends upon 

t h e  c o i l i c r l t t ~ d t i o n  of v:rus p a r t i  c l e s  i n  t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l .  

i ' t  1 o u  cor icer i t ra t i o r i s  o f  v i r u s  p a r t i c l e s  (1  .O-1.5 mg o f  v i r u s  p r o t e i n  

p i > r  I I  , ( u i % r * i i ; > o n d i i i g  t o  3 . 5 - 5 . 0  X 1012 p l i y s i c a l  p a r t i c l e s  p e r  m l ) ,  I I I a  was 

rr1covi.t i ~ t ?  i ' i d l l l l y  i n  t h e  a c i d  u rea  e x t r a c t  ( F i g .  2 a ) .  A t  r e l a t i v e l y  h i g h  concen- 

t r~i t  1 0 1  c i  v i  r i o r i s  ( 2 . 5 - 3 . 0  riig o f  v i r u s  p r o t e i n  p e r  m l  , cor respond ing  t o  Ca. 

U . U -  i . U  i. 1 ~ ' ~  p a r t i c l e s  per i i i l )  niost o f  t h e  I I I a  was s o l u b i l i r e d  b y  a l k a l i n e -  

ureo t t  i ~ ~ i  tlsit,rl! (F i ( ; .  2 d ) .  T h i s  was p o s s i b l y  due t o  t h e  i n 1  t i a l  s t e p  o f  v i r u s  

SUS, IL I IS  v i l  c l i ~ l y s i s  L~c ]a i r i s t  hypotonie 0.005 F I  Tr is-HC1 b u f f e r ,  ptl 8.1, a  t r e a t ~ i e n t  

w h ~ c t !  i \ i ~ c ,  occri shown t o  d i s r u p t  t h e  v e r t e x  s t r u c t u r e s  o f  t h e  v i r i o n  and p a r t i -  

c u l i i t . l y  t J r e l e ~ i s e  pcr i ton capsortiers (Lave r  e t  a l . ,  1969).  

V i  r i o n - c ~ x t r a c t e d  o r  s o l u b l e  I I I a  betiaved i n  t h e  saine way i n  sucrose den- 

s i  ty c l t  ,id i i ~ r i t  o r  g e l  - f i  1 t r a t i o n  chroniatooraphy , sugges t inq  sirni 1 a r  p h y s i c a l  pa ra -  

iiieter.., . : 1 1 1  put.i f i e d  HAd? p r o t e i  r i  I I I a  had LI r e l a t i v e l y  t i i g h  s e d i r i e n t a t i o r i  c o e f -  

f i c i c i r i t  (6.0 S )  aiicl bcl isved as s p h c r i c a l  -shsped p r o t e i n  n io lecu le  w i  t h  a  

Stol\(>., i , i ~ l i i l s  o f  2 . 7  riiii i n  qcl f i l  t r a t i o r i  on Sephacry l  S-200. a f r i c t i o n a l  

r ~ ~ t i u  0 1  1 .O?, drtd t l r i  a x - 1 ~ 1  r i i t i o  c l o s e  t o  1. The i l i o lecu ld r  we igh t  o f  t h e  

Ill\cl;.' I l  1 ,I i ~ o  l yl)" l , t idc u i i i  t tiLis bcci i  p rev  i o u s l y  cs t i i i i c t tcd  t o  bc 66,000 

i n  SUL,- I J O I ~ L ( C ~  y l a i ~ i i d ~  gc1 (Andersou e t  a l . ,  1973).  The p h y s i c a l  parameters o b t a i n e d  --- 

t ic rc~ l i c r ' i l i~  t t i 'd t i i e  c a l  c u l a t i o n  o f  dri appdreri t  i i i o l e c u l a r  w e i g h t  o f  65,430 2 1 ,800  

fur  i . t i ~ 8  i i d t i v c  I l l a ,  whict-i i i i i p l i e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  s i n g l e  p o l y p e p t i d e  u n i t  

i r i  ~ i r ' u t i . i t i  I I I a .  

/', 1 1 1 1  ~ r o i i c  t e rogene i  t y  i n  i s o e l e c t r i c  f ocus1  ng was f o u n d  i n  I I I a  p r e p a r a t i o n s  

I t ' O  of I I I a  focus i r i g  a t  a  p I  o f  5.95 aricl 10-15% a t  6.08. I I I a  has been 

four~cl  t. 1 1  oric o f  t h e  1  a t e  phosphory l  a ted  p o l y p e p t i d e s  i n  adenovi r u s - i  n f e c t e d  

cc1 \ , ~ i i ~ \  t - i ~ ~ .  ii\a,jor phophory l  a t e d  s t r u c t u r a l  p o l y p e p t i d e  i n  t h e  adenovi r i o n  ( R u s s e l l  

cirid I i l ~  I I  1-1)) .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  d i i ' f e rence  observed i n  p I  v a l u e s  r e -  

t l c c t i  > ( J i  i i i i i  r ior  v a r i a t i o n  i n  t h e  phosphory la ted  s t a t e  o f  v i  r i o n - i n c o r p o r a t e d  1 I I a .  



The anino acid composition of MAd2 I I I a  shohed features  common with the 

other virion proteins such the richness in dicarboxylic amino acids and 

leucine and the sca rc i ty  of cystein and h i s t i d ine .  However, an unusual feature 

of I I Ia  appeared t o  be i t s  hiqh content in se r ine ,  glycine and prol ine ,  and i t s  

low content in lysine (Table 1 ) .  

Ir\r.iunolo~i cal study of I I  Ia wi t h  preci pi ta t ing and non-precipi t a t ing  an t i -  

sera showed t ha t  I I Ia  carried apparently only group-specific antigenic determi- 

nants, and t ha t  I I Ia  did n o t  induce detectable neutralizinq antibodies.  The 

wcak neutra l iza t ion ac t i v i t y  of these sera observed only with the FFU technique 

and not in plaque formation l ike ly  corresponded t o  virion aggregation in the 

case of the precipi ta t inq anti-serum and t o  delayed eclipsing in the case of 

the non-preci pi ta t ing anti  -serurn (\,!adel 1 , 1970). 

Virion-incorporated I I Ia  was sensi t ive  t o  aminopeptidase . digestion and 

glycine was detected as f ree  Ill-terminal ami no croup, sug9esti ng an unbl ocked 

N-terminus. & I l  the known primary t ranscr ip t ion products of the type 2 

adenovi rus appear to  be N-acetyl ated (Jcrnval 1 e t  al . , 1971 ; Roui anger e t  al . , -- -- 

197C ; Boudin e t  a l .  1079 ; Boulancer e t  a l . ,  1979). Free M-ends have been found 

only i n  the cleavage groducts of N-blocked precursors PVII (Sun? e t  a l . ,  1977) 

and P V I  (Sun- e t  a l . ,  l97C). I I Ia  appeared a l so  to be sensi t ive  t o  carboxypeptidase y> --- 
digestion and t o  possess therefore a non-amidified C-terminus. In the fol  lowing 

paper (Boudin e t  a l . ,  197J),  i t  i s  suc:ested t ha t  I I Ia  ( o r  a precursor t o  I I I a )  --- 

i s  clcavcd by proteolysis  a t  a s tage between assenbly intermediate pa r t i c les  

ancl ruature v i  r ions.  
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Evidence i s  presented t h a t  a  tlP.d2 p r o t e i n  I I I a  p recu rso r  ( P I I I a )  o f  

67,000 da l t ons  e x i s t s  i n  asserb ly  i n t e r n e d i a t e s  and younT v i r i o n s  and i s  proces- 

sed i n t o  p r n t e i n  I I I a  (h6,OOO d a l t o n s ) .  Th i s  cleavage i s  sunyested t o  occur  a t  

the  N- te rn inus ,  and a t  a  l a t e  s taae o f  v i r u s  v a t u r a t i o n ,  between young and 

na tu re  v i r i o n s .  S i x t y  copies of I I I a  were found t o  be p resen t  p e r  mature 

v i r i o n  o r  asseribly in ter rnedia te  p a r t i c l e ,  v i z .  one moleci l le per  penton base 

subun i t .  The P I  1 I n  po ly7cp t ido  was a n t i c e n i c a l l y  d i f f e r e n t  f r o n  J I l a ,  w i t h  a  

weaker a n t i c c n i c  r c a c t i v i t y  towards a n t i - I l l a  seruiri. Th is  d i f f e r e n c e  i n  a n t i y e -  

n i c i t y  r i i n h t  r c f l e c t  a  v a r i a t i o n  i n  th ree- r i i nens iona l  s t r u c t u r e  between the  

P I  1 l a  po l  ylic.ptitlc and 1 I l a ,  r c5 i l l  t i n o  frorii p r o t e o l y t i c  cleavaqe. Imrriunopreci- 

p i  t a t i o n  o f  dcoxyckiol a t e - d i  s r i lp ted t!Pd3 v i r i o n s  us inc a n t i  - 1  1 I a  serum suy jes t s  

soriie i n t e r a c t i o n  hctveen I I I a  and t h e  core p r o t e i n  VI1 i n  n a t u r e  v i r i o n s .  

f - o i ~ r  t s  iiiiit.(înts r ' c f e c t i v ~  i n  v i r i o n  assembl y and accumul a t i  n~  eriipty 
. - 

p a r t i c l e s  at, 39.5"'1' wcrc s t i i ( ! i c t l  w i t h  r cca rd  t o  the occurcncc o f  III<? ant iqen  

i n  the  ce11 pool o f  \ o l u b l e  ( in t igens  : 115 t s  5 P ,  1-!3 t s  4, tl7 t s  11.2 and 112 
. -. 

t s  101 were shown t o  be pheno t yp i ca l l y  I I I a - d e f e c t i v e ,  and t o  belon9 t o  t h ree  - 
comple r~en ta t ion  croups.  I l 7  ..-. t s  . 4 and k!? -. t s  112 were i n  t he  same coinplenientation 

qroup, whereas 145 t s  t e  and 112 t s  1C1 f e l l  i n t o  tuo  separate nroups. Only t h e  
. -- 

115 t s  58 l e s i o n  has been p r e c i s e l y  l oca ted  i n  the  I I I a  Tene. The I I I a  

a n t i r e n  appear?, t h c r e f o r e ,  t o  be a  s e r o l o ~ i  ca l  na r ke r  f o r  adenovirus assembly. 



I n t r o d u c t i o n  

P r o t e i n  I I I a  f rom human adenovirus t ype  2 (HAdk) c o n s t i t u t e s  one 

- o f  the  major  s t r u c t u r a l  components o f  the  v i r u s  caps id  (Anderson e t  a l . ,  

. 1973 ; E v e r i t t  e t  a.1 ., 1973). I n  a  preceding paper (Lemay e t  a l . ,  197S), 

i t  has been shown t h a t  t h i s  p r o t e i n  can be de tec ted  a t  a  l a t e  s tage a f t e r  

i n f e c t i o n  as one o f  t h e  n a j o r  so lub le  a n t i y e n i c  components i n  t h e  excess pool  

o f  v i r u s  c i a te r i a l  , as a re  hexon, penton base, complete penton and f i b e r .  

Some o f  t he  phys ica l  , biochemical  and i m m u n o l o ~ i c a l  cha rac te r i  s t i c s  o f  I I I a  

have been repor ted  (Lemay e t  a l . ,  1979). 

The topo j raphy  o f  I I I a  and o f  t he  o t h e r  v i r i o n  conponents has been 

t e n t a t i v e l y  determined by sequent ia l  d i s i n t e g r a t i o n  o f  t h e  v i r i o n  (Maize l  - e t  

a l . ,  1968b ; Laver e t  a l . ,  19G8 ; Prage e t  a l . ,  1970; Russel l  e t  a l . ,  1971 ; - 
E v e r i t t  e t  a l . ,  1973), o r  by chemical c r o s s - l i n k i n c  and enzymatic i o d i n a t i o n  

o f  t he  v i r i o n  subuni ts  ( E v e r i t t  e t  -5 a l  1975). 

The present  stucly deals  w i t h  the s to i ch iome t r y  and topo logy  o f  p r o t e i n  

I I I a  w i t h i n  the adenovi r ion,  and i t s  m o d i f i c a t i o n  du r i ng  the  v i r u s  ma tu ra t i on  

process. Th is  ana l ys i s  was a ided  by the use o f  t enpe ra tu re -sens i t i ve  mutants 

d e f e c t i v e  i n  l a t e  events  i nvo l ved  i n  caps id  morphogenesis : HZ - t s  112 ( D ' H a l l u i n  

e t  a l . ,  197Ca), HZ - t s  4 (Khi  t t o o  and \Jeber, 1977), t12 - t s  101 ( M a r t i n  e t  a l . ,  

1978) and H5 - t s  58 ( F r o s t  and \!il 1  i a ~ s ,  1978, Edvardsson et al. , 1978) .  



! l a t e r i  a l  s  and rlethods 

V i  ruses 

Euman adenovi r us  t ype  2  (HP.d2), w i  1  d t ype  (NT), o r i g i  na1 l y  o b t a i  ned 

frorn J.F. \ J i l l i a m s  (Carnec i -He l lon  I n s t i t u t e ,  P i t t s b u r ~ h ,  PI\.) was propa- 

gated a t  37" on Ki3 ce1 1  s  n a i n t a i n e d  i n  suspension c u l t u r e .  

The HP.d2 tempera tu re -sens i t i ve  mutant H2 - t s  112 was i s o l a t e d  a f t e r  

n i t r o u s  a c i d  t reatment  o f  a  !,!T s tock  and p h e n o t y p i c a l l y  cha rac te r i zed  ( M a r t i n  

e t  a l  . , 1972 ; D ' t l a l l  u i n  e t  a l  . , 1978%). 

H2 -- t s  4, a  mutant d e f e c t i v e  f o r  DNP. encaps ida t ion  (Yeber -- e t  a l . ,  1975 ; 

K h i t t o o  and I.!eber, 1977) was a  generous g i f t  fron! J. I 'eber (Sherbrooke, 

Québec). 

The adenovi r us  5  i l iutant t!5 - t s  58 \vas o r i ~ i n a l  l y  i s o l a t e d  by 

J.F. !,!il l iams ( \ ! i l 1  iams e t  a l . ,  1971) and was ob ta i ned  f rom I4.C. Russel l  

( F i l l ,  London, U.K.). 

V i r us  was t i t r a t e d  by  t he  plaque assay o r  by t h e  f l u o r e s c e n t  focus 

u n i t  assay (FFU, P h i l i p s o n  e t  a l . ,  1968) a t  37" f o r  t h e  !iT and 33' f o r  t h e  

t s  mutants.  The r e s t r i c t i v e  temperature was 39'5 f o r  t h e  t s  mutants.  - 

. C e l l s  

KB c e l l s  were grown i n  sp inner  c u l t u r e  i n  Eag le ' s  basal  medium 

supplemented w i t h  5% horse serum. HeLa c e l l s  were grown as monolayers i n  Eag le ' s  

minimum essen t i  a l  medium supplemented w i  t h  10% c a l  f serum. t?eLa were used ' f o r  

p laque assays. The ce1 1s were i n f e c t e d  a t  a  n u l  t i p l  i c i  t y  of i n f e c t i o n  o f  25 t o  

50 PFU per  c e l l .  

. Rad ioac t i ve  l a b e l  in: 

Adenovi rus  p a r t i  c l  es were 1  abel ed by addi  ng 14c-val  i ne (250-300 

m C i  /mm01 , Amersham, En51 and) f rom 18 t o  31! h  p. i . a t  0.5 pC i /m l  i n  a  v a l  i ne- 

depr i ved  c u l t u r e  medium (104 o f  t h e  concen t ra t i on  o f  v a l  i n e  i n  normal medium). 

Adenov i r ions used as c o n t r o l s  were e x t r a c t e d  w i t h  f l uo roca rbon  and p u r i f i e d  by 

conven t iona l  techniques (Green and Pina, 1C63). 

Pulse-chase l a b e l i n g  exper iments were performed i n  KB c e l l s  (G x  10 
b 

ce1 1  s/iiil ) i n  r ie th ion ine-depr i ved  mefidi w um. L - ( 3 5 ~ ) - m e t h i o n i n e  ( 5 î  p C i / m l  , 
70G-800 Ci/mnol, Pmersham, U.K.)  was added f o r  3C min  a t  d i f f e r e n t  t imes p . i .  

C e l l s  were harvested j u s t  a f t e r  t h e  pu lse  o r  chased by  



5 d i l u t i o n  t o  3 X 1 C  ce l l s /m l  i n  normal medium. 

I n f e c t e d  ce1 1  s  r e r e  1  abel  l e d  w i  t h  32~ -o r t hophospha te  as f o l  lows : 

C e l l s  were taken a t  18 h  p . i . ,  c e n t r i f u g e d  and washed two t imes  i n  phosphate 

f r e e  c u l t u r e  medium. The o r i g i n a l  c u l t u r e  medium was saved. The ce1 1  s  were 

resuspended a t  6 X 10' ce1 l s /m l  i n  phosphate-free medium and l a b e l e d  f o r  1 h  
3  2 w i  t h  50 pCi/rnl  o f  Na P-orthophosphate (2CCmCi/mmol , he rsham,  U.K. ) . The 

chase was performed by d i l u t i n s  t h e  c e l l s  i n  t he  o r i g i n a l  c u l t u r e  medium a t  
5 3  X 10 c e l l s / m l  . 3 2 ~ - l a b e l e d  v i r u s  and assembly i n t e rmed ia te  p a r t i c l e s  werc 

e x t r a c t e d  and p u r i f i e d  as descr ibed  below. 

. P u r i f i c a t i o n  o f  adenovi r us  p a r t i c l e s  and o f  assernbl\/ i n t e r n e d i a t e s  ( I P Î I  

Three ma jo r  species o f  HPd2-IIT p a r t i c l e s  c o n s t i t u t i n g  t h e  successive 

s teps i n  v i r i o n  assenbly have been cha rac te r i zed  i n  t h e  f o l l o w i n g  sequence : 

1.31-5-111 , 1.?70-1!1 , 1.345 Young v i r i o n s  (YV), and 1.345 mature v i r i o n s  (MV), 

i v i t h  r e fe rence  t o  t h e i r  buoyant c lens i ty  (q/ml= f ) i n  CsCl (D1t !a l lu in  e t  a l . ,  

1971b). The method o f  e x t r a c t i o n  o f  t he  p a r t i c l e s  f r o n  i n f e c t e d  ce11 n u c l e i ,  

and o f  p a r t i c l e  i s o l a t i o n  on sucrose d e n s i t y  g rad ien t s  and CsCl c j radients 

a f t e r  r e v e r s i  b l e  f i x a t i o n  has been d e s c r i  bed i n  d e t a i l  e lsewhere (D ' t l a l  l u i n  

e t  a l  . , 1978 a, b ) .  

For  r a p i d  i s o l a t i o n  o f  t h e  bu1 k  o f  I N  p a r t i c l e s  o r  t o p  components o f  

p=1.30-1.31 ( I s h i b a s h i  and Ma ize l ,  197c) another  procedure was used. The IN 

and v i r i o n  p a r t i c l e s  were e x t r a c t e d  w i t h  f l uo roca rbon  and separated on p r e f o r ~ e d  

d i s c o n t i  nuous CsC1-cjlycerol g r a d i e n t  made as folbws : @'.C r? l  o f  ~ = 1 . 4 5  CsCl i n  

402 o l y c e r o l  , 1 .a nl o f  f=1.33 CsCl i n  26% g l y c e r o l  and 1 .4  m l  of ~ = 1 . 2 5  CsCl 

i n  0.02 M Tr is - t i c1  b u f f e r ,  ptl 7.4. The ce11 l y s a t e  (1.5 m l )  was loaded on t op  

o f  t h e   radient and t he  c r a d i e n t  was c e n t r i f u g e d  f o r  3  h  a t  35,000 rpm i n  a  

Beckman Sb/ 5C r o t o r .  Mature and young v i r i o n s ,  ?=1.345, banded a t  t h e  t o p  o f  

t he  y=1.45 l a y e r .  A band o f  l i g h t  II? p a r t i c l e s  was ob ta ined  on t o p  o f  t h e  P=1.33 

l a y e r  and t h e  v i r u s  so l ub le  components remained i n  t h e  t o p  zone a t  t he  l i m i t  

o f  t he  ~ . = 1 . 2 5  l a y e r .  

. Immun01 o g i  c a l  analyses 

Rabbi t p o l y s p e c i f i c  anti-HAd2 v i r i o n  p r o t e i n  component serum 

and r a b b i t  monospeciSic a n t i - I I I a  serum were ob ta ined  as descr ibed  i n  

t he  preceding paper (Lervay e t  a l  . , 1379). 

b )  Two-dimensional (2D1 imrnunoel ec t rophores i  s  ---------------- -- -------------- ------- 
2.û immunoelectrophoresis was c a r r i e d  o u t  accord ing  t o  a  

m o d i f i c a t i o n  o f  t he  bas i c  technique o f  Laure l1  (1965) ,  and has been 

descr ibed  i n  d e t a i l  e l  sewhere ( M a r t i n  e t  a l . ,  1978).  



c )  Imniunopreci p i  t a t i o n  ------ ---- ------- 

10-20 p l  o f  a l  i quo t s  o f  35~ -me th i on ine  o r  " ~ - v a l  i ne-1 abeled 

a n t i g e n  s o l u t i o n s  were mixed w i t h  15 y 1  o f  preimnune o r  i m ~ u n e  

rabb i  t serum and CO 1  o f  NET-?! b u f f e r  ( 50mM T r i  s-HC1 , pH 7.5, l-' 
15P rnM NaC1 , 5 mF! Na EDTA, 0.05"1Joriidet-P 40, 0.02"1,Ma az i de )  sup- 

plei i iented w i  t h  0 .02%bovine serum a l  bumin, and incuba ted  a t  4" f o r  

18 h. Immune coriplexes were adsorbed t o  i n a c t i v a t e d  Staphylococcus 

aureus ce1 1  s  (Cowan 1 s t r a i n ,  Kess ler ,  1975). An a l  i q u o t  (10 \ i l )  o f  

a  50% (w:v) washed S.  aureus ce11 suspension i n  NET.N b u f f e r  was 

added t o  t he  immune p r e c i p i  t a t i o n  m i x t u r e  and incuba ted  f o r  30 min 

a t  rooiri temperature.  -A--. S. aureus ce1 1  s  were pe l  l e t e d  by c e n t r i f u g a t i o n  

and l a b e l e d  an t igens  were e x t r a c t e d  by hea t i ng  t he  ce11 p e l l e t  i n  25 p l  
of SDS-urea sample b u f f e r  f o r  2  min a t  100" and analyzed d i r e c t l y  on 

SDS-polyacryl ami de !el . 
. A n a l y t i  c a l  -- SDS-polyacryl ami de ge l  e l e c t r o p h o r e s i  s  

Samples were d i sso l ved  i n  an equal vo lune o f  ~ a m p l e  b u f f e r  (0.0625 M 

T r i  s-HC1 , pH 6.8, con ta i  n i  ng 6 :1 urea,  4% SDS, and 10% 2-mercaptoethanol ) 

and heated f o r  2  min a t  100". Po lypep t ides  were analyzed i n  an SDS-containinq 

15.52 polyacry lan i ide ge l  (acry lamide : bysacrylamide r a t i o  o f  50 : 0.235) 

o v e r l a i d  by a  5% spacer 9e l  (ac ry lamide  : b isac ry lamide  r a t i o  o f  50 : 1.33) 

i n  t he  d iscon t inuous  b u f f e r  system o f  Laemmli (1970).  The g e l s  were s ta i ned  

w i t h  Coomassie b r i l l a n t  B lue R-25C, d r i e d  under vacuum and exposed t o  Kodak 

Kodi rex f i  i m .  

. Complementation t e s t s  

HeLa ce11 monolayers were doub l y - i n f ec ted  a t  an i n p u t  m u l t i p l i c i t y  

o f  5  PFU of each o f  two - t s  mutants pe r  c e l l .  A f t e r  2 h  adso rp t i on  a t  33", 

unadsorbed v i r u s  was r i n s e d  o f f  and t h e  c e l l s  t r e a t e d  f o r  30 m in  w i t h  an 

ant iserum acjainst  tIP.d2 v i r i o n ,  a t  a  d i l u t i o n  o f  1:lCG-1:20C. The c e l l s  were 

r i n s e d  again  and f u r t h e r  incubated a t  39.5" f o r  an a d d i t i o n a l  p e r i o d  o f  40 h.  

Con t ro l  ce11 c u l t u r e s  were s i n g l y  i n f e c t e d  i n  p a r a l l e l  w i t h  10 PFU o f  each 

mutant per  c e l l .  A t  t h e  end o f  t h e  i n c u b a t i o n  per iod ,  t h e  c e l l s  were scraped 

f rom the  d ishes i n t o  t he  c u l t u r e  medium, d i s r u p t e d  by t h r e e  c y c l e s  o f  f r e e z i n g  

and thawinq, and t he  v i r u s  p roduc t i on  t i t r a t e d  us ing t h e  f l u o r e s c e n t  focus 

assay a t  33°C. 

Conplementation index ( C I )  was cjiven as t he  r a t i o  o f  y i e l d  o f  t he  

double i n f e c t i o n  t o  t h a t  o f  the  h i g h e r  o f  t h e  two s i n ~ l e  i n f e c t i o n s  a t  39.5", 

expressed as FFU/m1. Complementation was cons idered as p o s i t i v e  when the  C I  

was a t  l e a s t  10 (!Ji 11 i a n s  e t  a l .  , 1971 ; P?ar t i  n  e t  a l .  , 1978). 



. Comparative f i  nger-pri  nt ing 

Comparative f inge r -p r in t ing  of 67,CW (67K) precursor  ( P I I I a )  and the  

66K product ( I I I a )  were ca r r i ed  out  on p ro t e in  bands i s o l a t e d  from SDS-polya- 

cryl  ami de ?el  and p a r t i  a l  l y  hydrolyzed wi t h  i ncreasi  ng amounts of pro tease  

(Cleveland -- e t  al  . , 1377).  

. Proteases  

Staphylococcus aureus protease VC, was purchased f ron  Fliles Laborator ies  

(Slouqh, U . K . ) .  Aminopeptidase M and leuc ine  aminopeptidase were purchased 

from Roehringer (Kannheim, B . D . R . ) .  Labeled pro te in  samples were hydrolyzed 

with 0 .02 ,  0.05,  0.10 and 0.20)ig of enzyme, r e spec t ive ly .  Sone sanples  were 

hydrolyzed with a mixture of t he  th ree  enzjnes i n  t he  same amounts. 

. Frotein 

Protein concentrat ion was assayed by the  method of Lowry e t  a l . ,  

( 1 0 5 1 ) ,  usinq bovine serum albumin a s  the  s tandard .  

. Ce11 fract ionat ion 

It  should  be  noted tha t  the  d i s t i nc t ion  be tween cy tqp la smic  and  

nuc lea r  ex t r ac t s  w a s  purely s t r a t e g i c ,  and t h a t  nuc lea r  l e a k s  were  no t  c o n s i d e -  

red.  Nucle i  were  prepared a s  fol lows . c e l l s  w e r e  swol len  in hypotonic  r e t i cu -  

l ocy te  s tandard buffer for 10 min a t  Cl0, and d i s rup ted  by three  s t r o k e s  of a 

tight-fit t ing g l a s s  Dounce  homogenizer.  A p e l l e t  w a s  obta ined  by cent r i fuga t ion  

a t  1 , 0 0 0 g  for 1 5  m i n ,  referred to  a s  t he  nuc lea r  ex t r ac t  whereas  t h e  superna-  

tan t  w a s  referred t o  a s  t he  cy top la smic  ex t r ac t .  Both nuc lea r  and  c y t o p l a s m i c  

ex t r ac t s  were  d i s s ~ l v e d ,  with hea t ing ,  in an  equa l  volume of SDS-sample 

buffer and ana lyzed  in SDS-polyacrylamide ge l .  



'ïlic c;~oic:liic~irietr;/ ol p r  otc.ln I I Ia  in rniiture a d e n o v i r i o n s  w a s  s t u d i e d  by two  

d i f f e r e n t  nietliotls : ( 1 )  :'1 ,irining of t h e  a u t o r a d i o g r a m s  of s e v e r a l  g e l  t r a c k s  of 

f r e s h l y  p repdred ,  SI )'.-LI, <:CI--iiiercdptoethanol-clir s o c i a t e d ,  1 4 c - v a l i n e - l a b e l e d  HAd2 

p a r t i c l e s  ds slic~wii i i i  l ' i c i  2 k j  iinci c.  The  arnount oi  I I Ia  w a s  d e t e r m i n e d  in r e l a t i o n  

t o  prote in  TV, ( IV  I ~ c d r r i c ~  t he  po lypep t ide  s u b u n i t  of t h e  f ibe r ) .  T h i s  g a v e  a n  a v e r a g e  

v a l u e  of 1 .  88 O. U', loi t h e  i ~ i t i o  of l a b e l  in  l ~ < i n d s  I I Ia  : IV. Assuming  a molecu la r  

w e i g h t  of GGJ? ior tlic, llIci polyprpticle u n i t ,  a n d  of 62K for t h e  IV p o l y p e p t i d e  u n i t  

(Anderson e t  < i l .  , 1 Y /  O ,  I I  nurril)c~r 01 6 1 .  6 t 1 .  8 c o p i e s  of I I Ia  pe r  v i r ion  w a s  c a l c u l a t e d .  

N o  c o r r c 1 c S t i o i i  L V ' I '  I I I  i i l i '  I I I  I l i c *  i l 1 1  ( ( ' 1  I I I I J  V , I I I I I ( <  ( .ol~Lerit of IIIù (Lerriciy e t  a l ,  , 1079) 

and t h e  otliei vil l o r i  i o i ~ i ~ ~ c ) i i t ~ i ~ t : ~ ,  but v d l i n e  se~c~riis t o  b e  e v e n l y  d i s t r i b u t e d  among 

t h e  vi r ion pr o tc in:~wli t . i i  i*oiiipcir i son  is rnddt. bcltween arnino a c i d  c o m p o s i t i o n  of 

t o t a l  I lAd2 virioii , i i i t l  i i i , i i o r  c.,ipsicl pi o t e l n s  (I)tirlipson ùnd P e t t e r s s o n ,  1973) .  

( i i)  Q ~ ~ i n t i t o t i v t ~  t~s t i r i id t ion hy 2-11 immunoe lec t rophoreç iç  of I I Ia  a n d  f iber  

p o l y p e p t i d e s  c ~ o i ~ t ~ i i r i t ~ c l  I I I  , iclenovirions d i ~ s o c i ~ i t e d  wi th  O.  5% N a  d e o x y c h o l a t e  (DOC) 

for 90 s e c  ( i t  Oc , '  . ' l ' l i < .  . ' - 1 )  ~riiriiur~o~~lec~tioplioi~~sis t e c h n i q u e  h a s  b e e n  s h o w n  t u b e  

'a u s e f u l  niethoci f o i  c4u,iiititic:ttion Af IIAd:! s o l u l ~ l e  cornponen ts  ( M a r t i n  e t  a l .  , 1975) .  

and  t o  yudniilcitci ~iritlclC~iiic. corriponcnts of t h e  ddenovi r ion ,  s u c h  a s  t h e  pen ton  b a s e  

(Boudin e t  < i l .  , 197 9 ) .  Il h l i i r ~  c i ~ l  l ( , r  e n  t c o n c e n t r d t i o n s  ol v i r i o n - e x t r d c t e d ,  DOC- t rea ted  

IIIa a s  ~ t d n d ~ i i c l r ; ,  i c  i i c * t ~ ' t t  ~ i i j ~ i ~ r i s t  LI po1yspc:citic [inti-HAd2 v i r ion  s e r u m ,  i t  w a s  

p o s s i b l e  t o  ol,t<iiri ~ ~ ~ i l i l ) r ~ i ! i c ) n  c u r v e s  ( l iv ing tlic~ arnount of prote in  IIIa in a g i v e n  

imrnunc pr t.c.ij,it ~ i l t ,  p t . ,  i l  . 'l'lie pr o l t  iri conler i t  ol Ltich st'inddrd sdiriples w a s  d e t e r m i n e d  

by t h e  mctliod 0 1  i.c?wi \, <,[-,il., ( 1  9 ' )1),  a n d  t h e  ericlosetl  s u r f d c e  ùied oI  t h e  p r e c i p i t a t e s ,  

e x p r e s s e d  a s  ~ ( l i i ~ i i  c r i i ~ l  liliieter :;, obtd ined  tjy i iutoniatic q u a n t i t a t i v e  i m a g e  a n a l y s i s  

(Boudin e t  , i l .  , l ' ) /O) .  i11111 , i i  c.,ilit)rcition c u r v e s  w e r e  obt,?inetl witli pur i f i ed ,  

D O C - t r c , i t ~ ~ ~ l ,  i i t ~ c ~ i  I < , i i . i c > c l  ,iij,iirist tlie sarrie Cint iseru~r i  C I ~ ;  ttic.it u s c d  for I I Ia  c a l i b r a t i o n .  

T h i s  irririiuriolo,~ i i  , i l  i i i 1 8 i  1 1 1  ~ t l  0 1  ,i:,:,<iyiiiq tlie cintiqcnic c o n t e n t  of 11Ad2 v i r i o n s  g a v e  

a v a l u e  ot 1 .  00 I O. I I /  [ o r  [ t i c !  r ~ i t i o  ol IIId : f ik)<.r  i n  I IOC-treated v i r u s  p a r t i c l e s ,  v i z .  

a number  ol 0 7 .  5 ' . , o[)1t2s of IIId per vif ion.  I'or irnmunological  r e a s o n s  g i v e n  
Ih. 

below . a : ; i o ~  i i i ~ ~ i i i ~  1 1  1 %  iiicly of I l l . i L l  M i1 .11  i I I  w ~ i s  oiily pos::il)lis wi th  t h e  g e l  

s c d n n i n g  i~ic.tlroti. i l  1 ' )  iiit~tlior! clcive t d t l o  of l t lci  : IV oI 1 . 7 8  2 O .  05  for t h e  1. 315-IM 

p a r t i c l e ,  ( - o i i ~  . B [ / , I ~  1 1  i I I I ~ I I I I I , ~ ~ ~  oi ,ibout f ive  I I Ia  s u b u n i t s  per  e p e x  p r o j e c t i o n  (4. 85 $r (1.151 
/\ 

. - L v l d ~ > i ~ c t  - - ' ( J I  ( l i t  , . I I I ( I  ut ~ ) t u l e i r l  I I I ù .  d u t - ~ n q  t h e  HAd2 ~ n f e c t i o u s  c y c l e  - - - - - - - - -- 

I tioiiii I I I  i I I I  l t ) ,  JDY-~el  d r i d l y s i s  o f  e x t r a c t s  o f  whole KB c e l l s  

i r i f c ~ L i d  i ~ i i l l  i l i i l . '  i i i ( I  ~~ i i I~ . r - Id t>cl i i< i  w i t l ,  3 5 ~ - i i i e t l i i o i i i r i e  f o r  30 iliin n t  18 h 

p.  1 .  i t v e ~ i  led t t io  I I I  cSk,crice of t h e  w c l l - d e f i n e d  tlAd2 v ~ r i o n  corjponents I I ,  

!! ' , 1 I ' O ,  ' 1 ,  I d ,  ' n / '  vc'i.1 t t  t ) t  '11. - , 1 ? 7 3 ) ,  v i r i o n  coriponent p r e c u r s o r s  



P-VI, P-VI11 ( I sh ibash i  and M a i ~ c l ,  1974 ; 6 b e r q  e t  a l . ,  1975) and P-VIT 

(Anderson etal. , 1 973 \ ,  and non-virion p r o t ~ i n s  s u c h  a s  the  100 K s p e c i e s  

and  the  7 2  K DNA-binding protein (Van Der Vliet and  Levine ,  1970 ; Anderson 

e t  a l .  , 1973 ; Linn6 e t  a l .  , 1977 ; Van Der Vliet e t  a l .  , 197 8). 

After a  c h a s e  of  20 h ,  t he  c l e a v a g e  products  appea red ,  v i z .  VI, VIII, 

and VII, whe reas  the  apparen t  molecular  weight  of t h e  72 K protein sh i f ted  t o  

75K (Tig. l c )  . An i n c r e a s e  in incorporation of l a b e l  i n to  t h e  major bands  I I  

(hexon polyepept ide) ,  III  (penton b a s e ) ,  IV ( f iber ) ,  V (core-1 protein) and  IX 

w a s  a l s o  obse rved .  

The i n c r r a s e  of  rad ioac t iv i ty  in band IV m<isked a s l i gh t  change  in 

t he  migration o f  I I Ia ,  which superimposed with bcintl IV in t,he c h a s e  pa t te rn .  

This  d e c r e a s e  in apparen t  molecular  weiqht  of I I Ia ,  changing  from 67 K t o  66 K 

w a s  c l ea r ly  v i s i h l r ~  in the  c h d s e  pat tern of cy top la smic  a n d ,  e s p t c i a l l y ,  nuc l ea r  

e x t r a c t s  ( I 'iq. 1 i 1,  in which the bands  IIIa  and IV were  be t te r  

r e so lved .  

. Molecular  weiqht  of t he  IIIa polypept ide in HAd2 vir ion 

T h e  a p p a r ~ n f  molecular  weight  of t he  IIIa po lypept ide  uni t  w a s  compa-  

red in  t h e  niciturf? virion (MV) and IM par t ic les .  Two c l a s s e s  of IM pa r t i c l e s  were  

ex t r ac t ed  from WT-infected ce11 nuc l e i  and i so l a t ed  on s u c r o s e  and CsC1  

g rad i en t s  a f te r  r eve r s ib l e  f ixat ion : l ight  IM banding  a t  f' = 1.  31 5 ,  and h e a v y  

I M  a t  P .= 1 .  370 (L3'Halluin e t  a l .  , 197813). 1 .  315-IM accumulated in 142 ts 112- 

in fec ted  c e l l s  maintained a t  non-permiss ive  tempera ture  (D'Hal luin e t  a l .  , 1978a). 

Young v i r ions  (W) were  ob ta ined  by pulse- labe l ing  c e l l s  in fec ted  with H2 e l  12 

for  30 min a t  18 h p. i. a t  39 .5 '  and c h a s i n g  a t  33' for 2 h. The peak of rad io-  

a c t i v i t y  a t  f' = 1 . 3 4  5 in C s C  1 cor responds  mainly t o  young v i r ions  conta in ing  

pa r t i a l l y  c l eaved  precursors  (Edvardsson e t  a l .  , 1976 ; D'I-Talluin e t  a l .  , 1978b) .  

Tiq.  2 11 s hows  tha t  t h e  1.  31 5-1 M pa r t i c l e s  con ta ined  a  polypept ide o f  

67K in p l a c e  of p o l y ~ e p t i d e  IIIa  (66K) presen t  in mature  v i r ions  (r i - .  2  G),. 

1. 370-IM pa r t i c l e s  a l s o  p o s s e s s e d  a  67K s p e c i e s  (Fig.  2  e ,  f ) .  W pa r t i c l e s  of 

HZ & 112 obta ined  af ter  a  2  h -chase  a t  33' showed a  part.ia1 c l e a v a q e  of t h e  

precursors  P-VI, P-VI11 and P-VI1 (30-50% of P-VI1 w a s  c l e a v e d  into c o r e  protein 

VII) , t h e  d i s a p p e a r a n c e  of a  50K s p e c i e s ,  pos s ib ly  a  maturation protein (D'Hal luin 

e t  a l  1978 a ,  b  ; Persson  e t  a l .  , 197 9) and the  a p p e a r a n c e  of core  protein V. -. 1 

In addi t ion  t o  t h e s e  modi f ica t ions ,  some  67K w a s  s t i l l  v i s i b l e  , whereas  a 66K 

polypept ide corresponding t o  IIIa appeared  ( ~ i g .  2g) .  
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P o l y p e p t i d e  a n a l y s i s  o f  LIT-tIArl7 and 1'2 t s  112 p a r t i c l r s  l a h c l c d  w i t h  
32 3  5  

( P) -or thophosphate  ( a )  o r  ( S ) -me th ion ine  ( h - j )  . ( a ,  h )  1.315-111 p n r t i c l e  
o f  H7 t s  112 ; ( c ,  il) I!T-HPd7 m o t i l r r  V i r i o n  ; (P .  f )  1.37-TI.? p n r t i i l r  o f  I,!T-l3dZ ; - 
( g )  1.345-yoi~ng v i r i o n  o f  II7 t s  117 a f t c r  1 h - p i i l s c - l n h c l i n n  a t  Î ( 3 . 5 "  and 

2 h - ~ h a s e  a t  33' ; (h) P? t s  112 1.315-IM ; (i) 1.345-yoiinq v i r i o n  o f  112 t s  112 - - 
a f t e r  1 h - p u l s e  a t  39.5" and Ch -chase a t  23" ; ( j )  t i i l  t s  I l ?  1315 -II.! o b t a i -  -- 

ned a t  39.5'. S l o t  ( f )  i s  t h e  same as ( e )  w i t h  a  p ro lonqed  t i n e  o f  cxpos i i re  on 

f i l m .  S l o t s  ( )  and ( i )  r e p r e s e n t  two d i f f e r e n t  s tages of  yoilnn v i r i o n  m a t u r a t i o n ,  

as shown b y  t h e  d i f f e r e n t  degree of p rocess in9  o f  P-VI1 i n t o  V I I .  



At a la ter  s t a g e  of evolut ion of the YV pa r t i c l e s  in to  MV pa r t i c l e s ,  when 

70-80% of the  P-VI1 w a s  c l e a v e d  in to  VI1 (8 h c h a s e  a t  33') n o  t r ace  of 67 K 

polypept ide  remained v i s i b l e  (Fig. 2i) .  The apparent  p roces s ing  of 67K in to  

'66K s e e m e d ,  therefore,  t o  occur  a t  a f a s t e r  r a t e  than tha t  of P-VI1 in to  VII. 

. Phosphorylat ion of IIIa in I M  and MV p ~ r t i c l e s  .- 

The change  in apparent  molecular weight  of 67K in to  66K might r ep re sen t  

e i ther  proteolyt ic  c l e a v a g e  o r  a modif icat ion,  such  a s  phosphorylat ion,  of I IIa  
3 2 

be tween the  s t a g e  of IM and MV par t ic les .  P-labeling of H2 & 112 IM par t ic leç  

showed thnt  t he  1.315-IM pa r t i c l e s  which accumula ted  a t  39. S o l  and which 

evo lve  in to  mature v i r ions  upon shift-down (D'Halluin e t  a l . ,  1978a) ,  con ta in  

four major phosphoproteins  migrating a s  polypept ides  of apparent  molecular 

weight  67K, 50K, 39K and 2 8 K ,  and two minor s p e c i e s  of 90K and 24K re spec t ive ly  

( r i g .  2a). T h i s  su( jycs ted  thd t  protein I I Ia ,  a major phosphorylated protein in 

t he  mature virion (Russel l  and Blair, 1977) and p re sen t  in phosphorylated form 

in 1 .  3 1 5 - I M  pcir t i c l c s ,  w a s  phosphorylated a t  an  e a r l y  s t a g e  poss ib ly  precedinq 

i t s  en t ry  in to  IM par t ic les .  However ,  addi t iona l  phosphorylat ion might not  b e  exc luded .  

. Precursor-product r e l a t i onsh ip  of 67K and IIIa 

35 
The 67K polypept ide from P-methionine-labeled HZ WT 1.31 5 - I V  parti-  

c l e s  e lec t rophoresed  in PDS-polyacrylamide g e l ,  and band IIIa £rom mature v i r ions  

were  c u t  or( d s ta inèd  ge l  and hydroly?ed with d i f fe ren t  concent ra t ions  of 

S. au reus  pro tease  V8, and the  pep t ides  resu l t ing  from t h e  par t ia l  p ro teo lys iç  

ana lyzed  in SDS-polyacrylamide g e l  (Cleve land  e t  a l .  , 1977) Fig. 3 shows  

tha t  t he  pept ide  pdt terns  were  s imilar  for 67K and IIIa with minor d i f fe rences  in 

t he  20-24K (inci t h e  48-52K z o n e s  of t he  SDS ge l .  T h e s e  pept ide  finger-prints 

had n o  re la t ionship  with the  other  major virion pro te ins  s u c h  a s  hexon,  penton 

b a s e  (not  shown) ,  or l iber  (Fig. 3k- m). 

. Antiqenici ty  of IIIa in IM pa r t i c l e s  

When 1 . 3 1  5-IM pa r t i c l e s  of WT, H2 tç 112 ,  and  H2 tç 191  were  d is rupted  

wi th  DOC and ana lyzed  in 2-D immunoelectrophoresis ,  on ly  two ant igen p e a k s  

were  found : hcxon and f iber  (Fig. 4 ) .  Nei ther  I I Ia ,  penton b a s e ,  comple te  penton 

were  v i s i b l e .  Wowever, po lypept ides  III (penton b a s e )  and  IIIa were  p re sen t  in 

t h e s e  p a r t i c l e s ,  and were  d e t e c t e d  in SDS-polyacrylamide g e l s  (Fig. 2b) apparent ly  

i n  t h e  s a m e  stoichiometr ic  r a t i o  t o  hexon and fiber po lypept ides  a s  in t h e  mature 

vir ion (Fig. 2c ) .  Similar ly,   ent ton b a s e  and  IIIa were  no t  d e t e c t e d  in DOC-treated 

I M  pa r t i c l e s  in double diffusion t e s t s  (iîrot shown).  
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Comparat ive f inger-pr ints  in SDS-polyacrylamide q e l  of 67K from 

1.315-IM par t ic le  and o f  IIIa from HAd2 mature vir ion.  Gel s l i c c s  were  hydro- 

lyzed  i n  g e l  with 0 . 0 0  (a.  b ) ,  0 .02  (cf g ) ,  '-1.05 c l .  h l .  0 .  10 ( e l  i) , 0 . 2 5 ~ ~ ~  

( f .  j) of S. au reus  pro tease  V 8  for  30 min. (b-f) IIIa : ( a ,  q - J )  6 7 K  band : (vl 

con t ro l  HAdZ vir ion.  For compar i son .  S. aureus  p r o t e a s e  Vdfinger-pr ints  of 

HAdZ f ibe r  polypept ide a r e  presen ted  (k-rn) .  Fiher w a s  hydrolyzed wlth 

O .  00 (k) . 0 . 0 5  (1) and 0 .20  p g  (rn) of p ro t ea se  V 8  in t h e  s a m e  condi t ions  a s  above .  

(a-j)  and (k-m) a r e  sÉpara te  g e l s .  Note  that  t h e  c ros s - l i nk lnq  of the  polyacrylamlde 

g e l  ( a c r ~ l a m i d e  : bisacry lamide  r a t i o  of 5 1 : l .  3 3 )  i s  u s e d  t o  s e p a r a t e  low 

molecular  weiqht  pep t ides  but is not adequa te  t o  r e ç o l v e  t h e  67K and IIIa  bands. 
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Two-dimensional immunoelectrophoresi s p a t t e r n  o f  1.315- IP1 o f  t!2 t s  101 - 
d i s r u p t e d  w i t h  0.5% deoxycholate ( D O C ) .  Peak 1 corrcsponds t o  hexon antigen, 

peak 5 t o  f i b e r  a n t i j e n .  Flo penton base, complete penton nor  I I I a  peak were 

v i s i b l e .  



T a b l e  1 

Coniplementation i n d i c e s  betweén I I I a - d e f e c t i v e  

t s  mutants  o f  HZ and H5 adenov i ruses - 
X 

Mutant  115 t s  58 - H2 - t s  4 t!2 t s  101 - M2 - t s  112 

* Complementation i n d i c e s  ( C I )  were c a l c u l a t e d  f rom t h e  v i r u s  

y i e l  ds. As  i n d i c a t e d  i n  Methods, compl emen ta t i on  was c o n s i  dered 

as p o s i t i v e  when t h e  CI was 10. 



The absence o f  a n t i g e n i c  r e a c t i v i t y  m igh t  r e f l e c t  a  change i n  confor-  

mat iona l  s t a t e  o f  E7K i n  t h e  IN, o r  t h e  masking o f  ant ic ien ic  determinants  by 
14 

o t h e r  v i r a l  cornponent(s) . C-val i ne - l abe led  IjT 1.315-IH, 1.345 Y V  and EIV par -  

t i c l e s  were t h e r e f o r e  d i  s rup ted  w i  t h  DOC, then  incubated w i  t h  a n t i  - 1 I I a  serum 

and t h e  a n t i j e n - a n t i b o d y  complexes c o l l e c t e d  by  adso rp t i on  on t0  S.aureus c e l l s .  

Y V  p a r t i c l e s  were ob ta ined  by l a b e l i n g  ! iT - in fec ted  c e l l s  f o r  1 h a t  a  l a t e  

stage a f t e r  i n f e c t i o n  (24 h )  and chas ing f o r  6  h. P a r t i c l e s  ob ta i ned  a t ~ = 1 . 3 4 5  

i n  CsCl con ta ined  ~ a i n l y  Y V  as evidenced by t h e  incomplete  p rocess ing  o f  P-VI1 

i n t o  VI1 ( F i c .  5 f ) .  

As shown i n  F i o .  5c, a  67K po l ypep t i de  was t h e  ma jo r  a n t i g e n i c  compo- 

nent  se l ec ted  f rom the  DOC-disrupted IF.1 by t h e  I I I a - a n t i b o d y ,  a long  w i t h  ano- 

t h e r  component o f  1  ower mol ecu l  a r  we igh t  (56V) which m ig ra ted  i n  SDS-polyacry- 

lamide ge l  e l e c t r o p h o r e s i s  as po l ypep t i de  IVa2 o f  t he  mature adenov i r i on  

(Anderson -- e t  a l . ,  1973). Traces o f  hexon po lypep t ide  were o f t e n  v i s i b l e ,  and 

1 i k e l y  corresponded t o  nonspec i f i c  t r app ing ,  as suggested by t h e  p r e c i p i  t a t i o n  

o f  s i r n i l a r  amounts of po l ypep t i de  II w i t h  a  preimmune r a b b i t  serum ( F i g .  5d, 

i ) . I n  Y V ,  II I a  a l  so c o p r e c i p i  t a t e d  w i  t h  a  56K p r o t e i n  and w i  t h  d i  s c r e t e  

p r o t e i n  species r n i g ra t i ng  as v i r i o n  p r o t e i n s  II, III, V, and as immature v i r u s  

p r o t e i n  100K, 39K and P-VI11 (F i r j .  5e) .  Ciost o f  these po l ypep t i des  were a l s o  

p r e c i p i  t a t e d  by a  preinmune serum ( F i g .  5d).  A n t i - I I  l a  a n t i  body p r e c i p i  t a t i o n  

o f  components o f  @OC-disrupted mature v i r i o n s  showed t h r e e  major  spec ies 

corresponding t o  I I I a ,  V and V I I ,  a long  w i t h  s i g n i f i c a n t  amounts o f  56K ( F i g .  5h).  

S to i ch i ome t r i c  a n a l y s i s  performed by ge l  scanning revea led  t h a t  8-10 copies 

o f  VI1  were p r e c i p i  t a t e d  per  copy of I I I a .  

. Temperature-sens i t ive  mutants o f  tlAd2 and HAd5 pheno t yp i ca l l y  I I I a - n e g a t i v e  

and b l  ocked i n v i  r i o n  morphogenesi s  

H5 ts 5 8  as bee shown t o  ma i n  t he  r e g i o n  of t h e  tiAd5 yenome cor res -  
riFrost 8 Williams,. f978)  

pondin5 t o  I I I a  geneF The n u t a n t  1s b locked i n  v i r i o n  morphogenesis and accu- 

mu1 a tes  enpty  p a r t i c l e s  a t  non-permissive temperatures (Fdvardsson et al. , 1978). 

Three o t h e r  mutants o f  tiAd2 accumulat inc~ t he  same type o f  empty p a r t i c l e s  

were s t u d i e d  i n  complernentation t e s t s  w i t h  t h e  H5 - t s  5C : H Z  t s  112 ( D ' H a l l u i n  - 
e t  -. a l .  , l978a) ,  t i2 - t s  101 ( I f a r t i n  - e t  a l .  , 1978), and H2 t s  4 (Kh i  t t o o  and - 
Gleber, 1C77). As shown i n  Table 1, these f o u r  mutants f e l l  i n t o  t h r e e  complemen- 

t a t i o n  groups, HZ t s  4 and H2 t s  112 be long ins  t o  t he  same group. - - 

E x t r a c t s  o f  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  each o f  these mutants a t  permiss ive 

(33")  o r  non-permissive temperatures (39.5") were s tud ied  a n t i  j e n i  c a l  l y  i n  

ZD immunoelectrophoresis.  F i g .  6 shows t h a t  f o r  these mutants t h e  amount of 

so l ub le  I I I a  a n t i g e n i c  component was reduced, and was a lmost  t o t a l l y  absent i n  

e x t r a c t s  o f  t!? t g  4 c u l t u r e d  a t  39.5". The s e r o l o g i c a l  phenotype was there fo re  

I I I a - n e g a t i v e  f o r  these f o u r  ts -mutants  b locked a t  a  l a t e  stage o f  v i r i o n  mor- 

phogenes i s. 
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Figure 5 

A n t i - I I  l a  immunoselection on S.aureus ce1 1 s o f  capsid a n t i  yens Crom DOC- 
d i s rup ted  p a r t i c l e s .  ( a )  Top conponents o f  \!T-tIAd2 ; (b)  Control  tlli.d2 Y i r i o n  ; 

( c )  t op  components o f  IdT-tlAd2 incubated w i t h  a n t i - I I I a  serum ; ( d )  DOC-treated 

young v i r i o n s  (YV) i ncubated  w i t h  a preimnune serum ; ( e )  DOC-treated Y V  
incubated w i t h  an t i -11 Ia  ; ( f )  c o n t r o l  Y\' ; ( g )  cont ro l  matiire v i r i o n s  ; ( h y q  
DOC-treated na ture  v i r i o n  incubated w i  t h  a n t i  -1 1 l a  ; (i ) DOC- t rea t~d  nature . IL':,! 

d 

v i  r i o n  i ncubated w i  t h  preinmune qcrrim. 



Two-dimensional immuno-clcct . rophorct ic p a t t e r n  o f  c c l l s  i n f c c t c d  w i t h  

d i f f c r e n t s  -- t s  mutants o r  t ypes  7 and 5 adenovir i ises,  a t  pe rmiss iv r  ( 3 3 " )  o r  non 

permiss ive  (39.5")  temperat,rircs. Pcak 1 : hexon an t , i r i ~n  ; pcak 7 : f r c c  pcnton 

hase ; peak 3 : complete penton wit,h ho th  f i h c r  and pcnton h ï ~ q c  a n t i q r n i c  de te r -  

minants  ; peak ! : an t igen  1TTa  ; pcak 5 : f r c c  f i h c r  a n t i q r n .  Thc dccrcase o f  

I I I a  peak between t h e  33" and 39.7"  p a t t ~ r n s  i s  ohvioirc.   flot^ f h a t  thc 

anti-HP.d2 seruri r evea l  s o n l y  qroi ip s p c c i f i c  ant.iqcns hcxon, pcnton base and 1 I I a  
i n  tlAd5 pa t t e rn .  
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Discuss ion 

P.pproximately 60 copies of conponent I I I a  were es t i r l a t ed  t o  occur i n  

HAd2 v i r i o n s ,  as c a l c u l a t e d  from data ob ta ined  by two d i f i e r ~ n t  methods : (i) 

scanni ng o f  14c-val  i ne -1  abeled v i r i o n  po lypep t ides  e lect rophoresed i n  SDS- 

polyacrylamide gel , and estimation of the  amount of 1TT;i r c l a ~ i v c  to 

fiber ; ( i i )  2 - C  immunoelect rophoret ic  quan t - i t a t i on  of I I I a  

a n t i ~ e n  i n  DOC-disrupted v i r i o n s .  Both nethods gave s i m i l a r  r e i u l t s .  I n  the  

topograph ica l  mode1 o f  t h e  tIAd? v i r i o n  proposed by Ever i  tt ~t - - a l  . , ( 1975), I I I a  

was p laced a t  each of t he  twe lve  v e r t i c e s  o f  t he  v i r u s  icosahedron, hav ing 

con tac t s  wi t h  b o t h  penton base and per ipen tona l  hexons, and was o i i tward ly  

access ib le .  The nunber o f  60 I I I a  cop ies per  HAd2 v i r i o n  siiqqests t h a t  the re  

i s  one molecule of I I I a  pe r  each of t h e  r i v e  penton base subi in i ts  (Ooiidin e t  

a l . ,  1979). I n  t h e  preceding paper (Lemay e t  a l . ,  1-70) i t  has hecn shown t h a t  - 
I I l a  i s  a  sphe r i ca l  n o l e c u l e  c o n s i s t i n g  o f  one po lypep t ide  u n i t  o f  65,500 

da l t ons .  No d i s u l f i d e  bond was f o m e d  between I I I a  and e i t h e r  the hexon o r  

penton base po l ypep t i de  u n i t s .  P diagonal  m i g r a t i o n  o f  po lypep t ide  spots  

was ob ta ined  i n  two-dimensional SDS-polyacrylari ide ?e l  when t+l\d2 v i r i o n  was 

d i s s o c i a t e d  w i t h  SDS-urea sample b u f f e r  i n  t h e  f i r s t  dimension ge l  and w i t h  

o r  w i t h o u t  2-mercaptoethanol i n  t he  second dimension (da ta  no t  shown). 

Pulse-chase experirnents o f  KB c e l l s  i n f ec ted  w i t h  IIT-tlAd2 s u ~ g e s t e d  

a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  I I I a  po lypep t ide ,  w i t h  a  chanqe i n  apparent mo lecu la r  

w e i j h t  f rom 67K t o  6SK. Th i s  m o d i f i c a t i o n  was d i f f i c u l t  t o  see, due t o  t he  

chase o f  l a b e l  i n t o  t h e  n e i ~ h b o r i n g  ma jo r  f i b e r  po lypep t ide  ( F i ? .  1 ) .  The 

same m o d i f i c a t i o n  was observed a t  a  l a t e  stage i n  t he  assembly pathway o f  

t!Ad? v i r i o n s  when a  67K po lypep t ide  present  i n  Ii.1 p a r t i c l e s  O; p=1.315 and 

~ 1 . 3 7  disappeared d u r i n g  t h e  n a t u r a t i o n  o f  Y V  p a r t i c l e s  (p=1.34Ç)to  MV par-  

t i c l e s .  The f o l l o w i n g  sequence o f  events has been suqqested : 1.315-Ir4$.37-If l+ 

1.3115-YV+ 1.345-lPV ( D ' t l a l l u i n  --- e t  a l . ,  1978b). 

The 1.315 I M  p a r t i c l e s  of H2 - t s  112 accumulat inq a t  3q.5" evo l ve  

i n t o  mature v i r i o n s  upon sh i f t -down t o  330(D1Hal l u i n  e t  a l . ,  1378a) when Il2 
t s  112 - i n f e c t e d  c e l l s  were pu lse - labe led  a t  39.5" and chased a t  33", l a b e l  - 
appeared i n  1.345-YV, and t h e  change i n  apparent r i o l ecu la r  weight  o f  I I I a  

became even more v i s i b l e ,  w i t h  the  s in i l l t aneous  presence o f  t he  G7K precursor  

and 66K produc t  i n  some Y V  p a r t i c l e s  ( F i ? .  2 ) .  The precursor..~product re - la t ion -  

s h i p  between t h e  67K and 66K ( I I I a )  po lypep t ides  was demonstrated by finger; 

p r i n t i n g  i n  SDS-polyacrylamide ge l  ( F i g .  3 ) .  I n  the  HAd? - t s  3 mutant 

i n  which t h e  mu ta t i on  a f f e c t s  t he  group o f  p r o t e i n s  II Ia-Y-RPK, i t  has heen 

a l ready  observed t h a t  I I I a  reso lved  i n t o  severa l  bands r n i ~ r a t , i n n  between 6CK 

and 66K (t!eber e t  a l . ,  1977). 



The poss ib i l i ty  of a modification such  a s  phosphorylation of 67K, t o  

expla in  th i s  molecular weight change is unl ike ly  s i n c e  the  67K ~ p e c i e s  was  

a l ready phosphorylated in the 1. 3 15-IM (Fig. 2a) .  In addit ion,  phosphorylation 

of the  72K single-strand DNA-binding protein (Linné e t  a l . ,  1977) resul ted  in 

an apparent  inc rease  in molecular weight,  from 72K to  75K. However, a difference 

in the  degree  of phosphorylation between the  67K and 66K s p e c i e s  or some other 

modification might provoke the  migration sttift observed (Fig. 1 ) .  A pro- 

teolyt ic  c l eavage ,  removing 10-15 amino ac id  r e s idues  might be an a l te rnate  

explanation. Since g lycine  h a s  been fbund a t  the  N-terminus of virion-extracted 

IIIa (Lemay e t  a l . ,  1979) th is  c l eavage  would occur a t  the  N-terminal end of t h e  

67K polypeptide cha in ,  a s  in the  c a s e  of P-VI1 (Sung e t  a l . ,  1977) and of P-VI 

(Sung e t  al .  , 1978). However, some proteolysis  a t  the  C-end could not  be  

excluded.  The precursor t o  IIIa would b e  processed during the maturation of W 

par t ic les  a t  a f a s t e r  r a t e  than P-VI1 (Fig. 2 ) ,  poss ib ly  by a virus-coded,  or 

virus-induced protease (Weber, 197 6 ; Bhatti and Weber ,  197 8). 

Although polypeptide 67K was  present  in IM part icles  (Fig. 2 ) ,  no 

IIIa antigen w a s  de tec  table  in 2 -D immunoelec trophoresis  of DOC-disrupted IM 

par t ic les  (Fig. 4 ) .  It  should  b e  noted that  t h e s e  part icles  were not fixed prior 

t o  purification and DOC-treatment and that  a modification of the antigenici ty 

d u e  t o  the  fixation procedure cannot  be invoked. Several  explanations miuht b e  

proposed : (i) The 67K precursor t o  IIIa had an antigenici ty different from that of 

the  IIIa product ; ( f i )  The antigenic s i t e s  carr ied by the  67K s p e c i e s  did not 

r e s i s t  the  DOC-treatment of the  IM part icles  ; (iii)  Some or al1 of the  antigenic 

determinants  of the  IIIa precursor were masked by another virus component,  the  

l inkage of which r e s i s t e d  DOC ; (iv) These d i f ferent  hypotheses  a re  not mutually 

exclus ive .  

It w a s  found tha t  IIIa ant igenic component present  in the ce11 pool 

of HAd2 caps id  components  r e s i s t ed  DOC-treatment (not shown) , which excludes  

the  second hypothesis .  The possibi l i ty of another viral  component binding 

to  IIIa, with the  resul tant  masking of IIIa ant igenic s i t e s ,  was  explored by 

immunoprecipitation of DOC-disrupted virion and IM par'ticles by anti-IIJa 
' 

serum. A major protein of 56K dal tons  was  a lways  found coprecipi tated with 

IIIa when immunoprecipitation w a s  performed with DOC-treated IM par t ic les  

(Fig. 5 ) .  The migration of th is  protein in SDS-polyacrylamide gel corresponded 

roughly t o  that  of IVa2, a minor polypeptide of mature vir ions (Anderson g 
a l . ,  19731, The poss ib le  presence  of contaminating anti-IVa2 antibody in the  - 



antiserum w a s  unlikely s i n c e  IVa2 w a s  never coprecipi tated with IIIa from 

infected ce11 ext rac ts .  The same 5 6 K  s p e c i e s  w a s  found coprecipi tated with 

IIIa from DOC-disrupted W and MV part icles  (Fig. 5 ) .  Since IIIa is antigeni-  

c a l l y  fully expressed in mature vir ions (Lemay e t  a l .  , 197 9 ) ,  the hypothes is  

of ant igenic determinant masking by the 5 6 K  polypeptide might be  ruled out.  However 

the poss ib i l i ty  of proteolytic breakdown of IIIa generat ing a major 56K s p e c i e s  

canno t  be  excluded.  

These  re su l t s  sugges t  tha t  some of the  antigenic determinants present  

in IIIa a r e  absen t  from the  6 7 K  precursor. Never the less ,  sufficient ant igenic 

s i t e s  remained avai lable  o n t h e  6 7 K  precursor t o  produce soluble complexes with 

anti-IIIa antibody s e l e c t e d  by adsorption ont0 S. aureus  c e l l s ,  although insufficient  

t o  genera te  an antigen-antibody la t t ice  within the  agarose  gel .  This change in 

antigenici ty might ref lec t  a difference in three-dimensional s tructure between 67K 

and IIIa r e l a t ive  t o  the  proteolytic c leavage.  Similar modifications of penton b a s e  

antigenici ty upon maturation have been observed and studied in de ta i l  e l sewhere  

(D'Halluin e t  a l .  , 1980). 

Coprecipi tat ion of s ignif icant  amounts of VI1 and V with IIIa anti-serum 

s u g g e s t ç  a neighbor re la t ionship  between IIIa and the  core  protein VI1 in MV 

par t ic le ,  confirming previous r e su l t s  of chemical  cross-l inking of IIIa and VI1 

within the  virion of HAd2 (Everitt e t  a l .  , 197 5). In addit ion,  the da ta  indica te  a 

major difference in the  structure of caps id  ve r t i ces  between W and MV par t ic les .  

Although resu l t s  of immunoprecipitation have  t o  be  interpreted careful ly,  s toichio-  

metric a n a l y s i s  by g e l  scanning revealed that  8-10 cop ies  of VI1 were coprecipi tated 

per copy of IIIa. 



As I I I a  rnight be i m p l i c a t e d  i n  caps id  morphoyenesis, severa l  adenov i rus 

t s  mutants de fec t i ve  i n  v i r i o n  morpho!enesis ( H U  t s  58, t.12 t s  4, 112 t s  101 and - - - - 
H2 - t s  112) were s tud ied  : a l 1  appa ren t l y  p h e n o t y p i c a l l y  I I I a - d e f e c t i v e  a t  

39.5" ( F i g .  6 ) .  The mutants  f e l l  i n t o  t h ree  complementation croups, one c o n t a i -  

n i n g  bo th  H Z  - t s  4 and H2 - t s  112. Only  H5 - t s  58 has been napped p r e c i s e l y  i n  

t h e  I I I a  r eg ion  ( F r o s t  and I ~ l i l l i a m s ,  1978). The HZ - t s  4 muta t ion  has been 1,ocated 

i n  t h e  I I I a - V  gene reg ion ,  and a  mu ta t i on  i n  co re  p r o t e i n  V has been suggested 

(Kh i  t t o o  and Neber, 1977). A l  1  these mutants accumul a te  e~1pt.y p a r t i  c l  es a t  39.5", 

and, f o r  HZ t s  - 101 and H2 - t s  112, these p a r t i c l e s  have been shown t o  be assembly 

i n t e rmed ia tes  e v o l v i n ç  i n t o  mature , v i r i o n s  upon sh i f t -down t o  3 3 O  ( D '  t la l  1  u i n  

e t  a l . ,  1978a ; M a r t i n  e t  a l . ,  1978).  

The absence o r  decrease o f  t he  a n t i g e n i c  c o ~ p o n e n t  peak i n  7-D immuno- 

e l e c t r o p h o r e s i s  p a t t e r n s  would r e f l e c t ,  t he re fo re ,  a b l ock  i n  r i a t u r a t i o n  process 

o f  adenovirus I F ?  p a r t i c l e s ,  w i t h  no matu ra t ion  c leavage O F  the  p recu rso r  ( P I I I a )  

t o  I I I a ,  and P I I I a  r e m a i n i n j  i n  t h e  ce11 pool and i n  t he  IH p a r t i c l e  as a  

weakly a n t i g e n i c  67K p r o t e i n  species.  Thus t h e  absence o f  de tec tab le  I I I a  

a n t i g e n  i n  2-D imnunoelect rophores is  would be e q u i v a l e n t  t o  t h e  absence 

o f  cleavage o f  P-VI1 t o  V I I ,  as observed i n  SDS-po l yac r y l a~ ide  ge l  

f o r  assembly-defect ive - t s  mutants ( D ' H a l l u i n  e t  a l . ,  1378a), o r  f o r  systems 

i n h i b i  t i n g  t h e  v i r i o n  assembly ( I i a rocqu ie r  and Bou1 anger, 1975). 
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CONCLUSION 

Le polypeptide IIIa n 'a  é té  que relativement r6cemment reconnu dans les  

extraits d e  cel lules  infectées e t  dans le  virus mature comme un d e s  composants 

majeurs de la  capside du virion (ANDERSON e t  al .  , 197 8 ; EVERITT et al.  , 1973). 

C ' e s t  une protéine phosphorylée (RUSSEL,BLAIR, 1977 ; AXELROD, 1978), qui 

apparait au s tade tardif .  Son taux'de synthèse maximal, déterminé par 

expérience d e  marquage bref puis de  c h a s s e ,  e s t  vers  la 20-24éme heure 

après infection. 

Le IIIa a é té  purifié à partir du virus mature e t  à partir de s  composants 

solubles,d 'extraits  d e  cellules infectées par l 'adénovirus d e  type 2. Trois 

mgthodes d e  purification ont é té  ut i l i sées  suivant que le  matériel d e  départ 

é ta i t  du virus à b a s s e  ou à haute concentration, ou des  antigènes solubles.  

Pour extraire l e  IIIa du virus,  on uti l ise un milieu urée,  à forte concentration 

sa l ine ,  à pH acide quand la solution virale e s t  peu concentrée,A pH basique 

quand e l le  e s t  plus concentrée. La purification e s t  achevée par chromatographie 

sur hydroxyapatite dans  le  premier c a s ,  sur QAE-sephadex dans le  second cas .  

Le IIIa de s  antigènes solubles e s t  extrait par chromatographie sur DEAE-sephadex 

puis sur QAE -sephadex. C e s  trois méthodes ont d e s  rendements équivalents, 

e t  l e s  IIIa,ainsi i s ~ l é s ~ m o n t r e n t  l es  memes caractérist iques physico-chimiques. 

La détermination des  paramètres physiques a permis le  calcul du poids 

moléculaire du IIIa : i l  e s t  d e  65,5  K. Par s a  migration en gel  de  polyacrylamide- 

SDS, on lui attribue un poids moléculaire de  66 K .  Le IIIa e s t  donc une molécule 

monomérique, contrairement aux trois protéines majeures de  la capside.  Son 

coefficient d e  sédimentation de  6S, son coefficient de  friction de  1 / 0 2 ,  indiquent un' 

forme arrondie d e  la  molécule de  IIIa isolée .  

Une certaine hétérogénéité du IIIa e s t  suggérée par s a  migration en gel 

de  polyacrylamide en milieu non dissociant : i l  apparait comme une bande 

, diffuse. ~ ' i so&l&tmfoca l i sa t ion  du IIIa révéle deux bandes : une bande majeure 

d e  pHi égal  à 5,95  e t  une bande de  pHi 6 ,08  qui représente 10 à 15% de  

l 'ensemble. C e s  deux bandes ont le  m@me poids moléculaire comme l e  inontre 

un gel  bidimensionnel. La différence de charge des  deux composés peut alors 

etre le  résultat  d 'une différence dans le degrès de  phosphorylation e t  non pas 

ce lu i  d'un clivage pr~téolyt ique.  



L'ant igénic i té  du IIIa avai t  dé jà  é t é  notée  '(FVERITT e t  - a l .  , 1975). Un 

immunsérum spéci f ique  du  IIIa r évé le  le ITIa d e s  v i rus  du type 2 ,  3 ,  5. Les 

a r c s  d e  précipi tat ion se raccordent  parfaitement, ce qui  traduit l ' ident i té  d e s  

différents  ant igènes  t e s t é s .  Les  anticorps sont  donc spéci f iques  d e  groupe 

e t  n '  ont  aucun effet  neut ra l i sant  sur  l e  virus.  

C ' e s t  grdce A son antigénici té  que  l e  IIIa peut e t r e  v i sua l i sé  par 

immuno-6léctrophorèse en double dimension que  c e  so i t  à partir d e s  antigènes 

so lub les  ou du virus d i s s o c i é  a u  déoxycho la te  d e  sodium (DOCI. Ce t t e  

technique  permet d e  quantifier l e  taux d e  protéines (MARTIN - e t  a l . ,  L 1975) 

e t  d e  comparer les ant igènes  ent re  eux. C e c i  a permis d e  montrer d 'une  

part,une différence d 'ant igénic i té  ent re  l e  IIIa d e s  intermédiaires e t  ce lu i  

d u  v i rus  e t ,  d 'aut re  part,  une diminution du pic IIIa d a n s  d e s  ext ra i t s  d e  

c e l l u l e s  infec tées  par d e s  mutants bloqués au niveau d e  l ' a s semblage  : 

le H2 t s  4 ,  l e  H2 t s  112,  le H2 t s  101 e t  l e  H5 t s  58 ,  à tempgrature 

non permissive. Ce t t e  méthode nous  a également r ense ignés  sur l e  nombre de  

IIIa par virus.  Le t a u x  d e  IIIa e s t  comparé 3 ce lu i  d e  la  f ibre ,  dont on connait  

le nombre par part icule v i ra le  : 12. I l  y a 5 molécules d e  IIIa pour 1 molécule 

d e  f ibre,  soi t60 molécules d e  IIIa par virion. C e c i  e s t  confirmé par dens i -  

tométrie d e  l 'autoradiogramme en g e l  d e  polyacrylamide-SDS du viruc marqué 

à la  va l ine  14c. Or la b a s e  du penton e s t  cons t i tuée  d e  5 sous-uni tés  : i l  

y aura i t  donc une  molécule d e  IIIa par sous-unité p e n t o n a l e .  D 'aut re  part, 

les immuns-complexes formés par les anticorps ant i  -1IIa incubés  avec  l e  

virus e t  se l ec t ionnés  sur  S. Aureus ~ o n t i e n n e n t ~ o u t r e  l e  I I Ia ,  du V I  du VII, 

e t  une protéine d e  56 K. Donc,  bien que  le  IIIa so i t  une protéine a c c e s s i b l e  

d e  l 'extérieur  d e  l a  caps ide  (EVERITT et al .  , 1973),  e l l e  se ra i t  a u s s i  en relat ion - 
a v e c  l ' intér ieur  d e  la  caps ide .  La l iaison IIIa-VI1 avai t  dé jh  é t é  notée  par 

EVERITT (£VERITT e t l .  , 197 5). Le scanning d e  l 'autoradiographie d u  g e l  

r é v é l e  8 à 10 molécules d e  VI1 par IIIa, Pour la  protéine d e  56 K , i l  e s t  impos- 

s i b l e  d e  d i re  si  elle correspond à un produit d e  dégradation du IIIa ou à la  IVa2 

qui  a le m ê m e  poids moléoulaire. Puisque l e  IIIa e s t  une  protgine externe 

EVERITT - e t  ai.  , 1973, 1975) e t  q u ' i l  semble  au vois inage  d e  protéines in ternes ,  

il e s t  poss ib le  q u e  le IIIa incorporé au v i rus  a i t  une fokme al longée e t n o n  p a s  

la  forme arrondie q u ' e l l e  a l ' é t a t  i so lé .  

Dans  d e s  ext ra i t s  d e  c e l l u l e s  infec tées  par l 'adénovirus d e  type 

sauvage ,  WEBER (1 97 7) a renlarqué que  le  IIIa pouvait e t r e  résolu  en trois bandes 



d e  66 à 68 K. L'analyse  en gel  d e  polyacrylamide-EDE d e s  composants  du virus 

e t  d e s  intermédiaires montre une variat ion d e  migration au  niveau du  IIIa : ce lu i  

d e s  intermédiaires migre plus lentement. Son poids moléculaire e s t  d'environ 

67 K. Le IIIa d e s  i ntermédiaires peut  a lors  é t r e  un précurseur du IIIa du 

v i rus  mature : l e  PIIIa : 

d'une part ,  la  transformation du PIIIa en  IIIa peut-être su iv ie  par 

1' ana lyse  en g e l  d e  polyacrylamide-SDS , d e s  intermédiaires d '  un 

mutant,  l e  HZ t s  112,  lors d 'un marquage ?i 39'5 su iv i  d 'une  c h a s s e  

à 3 2 " .  

- d 'au t re  part,  l 'homologie ent re  l e s  deux protéines e s t  montrée par 

protéolyse limitée selon la  technique d e  CLEVELAND (1977). 

Le PIIIa e t  l e  IIIa s o n t  phosphorylés e t  le changement d e  poids 

moléculaire n e  peut  a lors  qu 'e t re  du à une protéolyse du PIIIa en IIIa.  

Par dansyla t ion ,  on trouve l e  glycocolle  comme résidu N Terminal du  IIIa. 

C e  processus  pourrait &tre ana log ie  au c l ivage  du PVI e t  du pVII qu i  libère 

une extrémité N terminale : alanine pour l e  VI1 (SUNG et a l .  , 1977),  lysine 

pour l e  VI (SUNG e t  al .  , 197 8) alors  que  l e s  deux précurseurs sont  N acéty lés  

Le PIIIa différe a u s s i  du  IIIa du virion par son antigénici té .  En immuno- 

éléctrophorèse bidimensionnelle ,  les intermédiaires d i s s o c i é s  au DOC 

semblent  n e  pas  .contenir d 'ant igène  IIIa a lors  que  ce lu i -c i  e s t  r eve lee  par 

électrophorèse en  ge l  d e  polyacrylamide-SDS. Cependant ,  i l  e s t  encore  

antigènique puisqu ' i l  peut etre  précipité par adsorption d e  l 'immun-complexe 

a v e c  S.Aureus. Le pouvoir antigénique du PIIIa e s t  donc beaucoup plus  

fa ib le  que  c e l u i  du IIIa. 

L'immun-précipité, formé par incubation d 'ant icorps  anti-IIIa avec  d e s  

intermédiaires,  cont ient ,  en plus du PIIIa, l a  même protéine de  5 6  k dé j4  

ent ra inée  avec  le IIIa du virus mature. 

L 'étude d e  mutants bloqués d a n s  l ' a s semblage ,  montre une dimminution 

du taux d ' an t igène  IIIa en  immuno-électrophorèse bidimensionnelle : l e s  

ext ra i t s  d e s  c e l l u l e s  infec tées  par les mutants : H2 t s  -112, H2 t s  101,  H2 t s  4 
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e t  135 t s  58, ont  un pic d e  IIIa fortement diminuélà température non permissive.  

C e s  mutants son t  défec tueux dans  l ' encaps idat ion  du DNA à température 

res t r ic t ive  : aucune t race  d e  DNA n ' e s t  déce lée  dans  l e s  part icules du HZ t s  4 ,  du 

H5  t s  58 Q(H'ITOQ,WEBER 1977 ; EDVARSSON e t  a l . ,  1978);  un segment d e  DNA 

d e  7-1 l S  e s t  incorporé d a n s  l e s  part icules du HZ t s  112 (D'HALLUIN e t  a l ,  , 

,197 8 a) Déjà KHITOO e t  WEBER (1 977) avaient  parfois observé une migration plus 

l en te  du IIIa pour le mutant HZ t s  4. C e s  quat re  mutants appart iennent  A trois 

groupes d e  complémentation différents  : le HZ ts 4 e t  le H2 t s  112 appart iennent  

au  meme groupe . La mutation du H5 t s  58 e s t  loca l i sée  au niveau du gène  du IIIa 

(FROST-WILLIAMS, 197 8) e t  ce11 e du H2 t s  4 dans  l a  région codante  pour 

le IIIa e t  l e  V. N i  la  mutation du HZ t s  112,ni c e l l e  du HZ t s  101 n ' o n t  é t é  

l o c a l i s é e s .  

Le IIIa pourrait donc  avoir un rOle important pour l a  formation d e s  par- 

t i cu les  matures in fec t i euses .  



La base du penton : s a  purification e t  caractérisation.  

(Article 3) 



88 
Introduction 

Aux douze sommets d e  l a  c a p s i d e ,  s e  trouvent les pentons avec  une 

proj ect ion f ibreuse.  C e s  pentons ont pu é t r e  purifiés (PETTERSSON, HOGLUND , 
1969) a i n s i  que la fibre i s o l é e  à partir d e s  ext ra i t s  d e  ce l lu les  in fec tées  par 

l ' a d é ~ o v i r u s  2 .  Dans ces e x t r a i t s ,  l a  b a s e  du penton e s t  en très  fa ib le  

quant i té  e t  n e  peut p a s  &tre séparée  du penton complet.  L'obtention d e  l a  

b a s e  par d issocia t ion  du penton (NORRBY,SKAARET, 1967 ; NEURATH e t  a l . ,  - 
1968 ; PETTERSON, HOGLUlVD, 1968) entraine une  al térat ion d e  la  s t ruc ture  

d e  l a  protéine e t  ce l l e -c i  n e  peut pas  é t r e  u t i l i s é e  pour une  é tude  physico- 

chimique. 

C ' e s t  pourquoi nous  avons  cho i s i  d ' i so le r  l a  b a s e  du penton à partir 

d e  mutants d e  l ' adénovirus  2:le HZ t s  115 e t  l e  H2 t s  125,  mutants thermo- 

s e n s i b l e s  defec t i fs  d a n s  la  syn thèse  d e  fibre à température res t r ic t ive  

(MARTIN - e t  a l . ,  1978). Dans  ces condit ions,  on n ' a  pas  d e  formation d e  pentons- 

comple ts ,e t  la  b a s e  s e u l e  s 'accumule  d a n s  les ext ra i t s  ce l lu la i res  e t  peut  

é t r e  purifiée. L a  b a s e  i so lée  a é t é  c a r a c t é r i s é e .  Son poids moléculaire,  

son pHi, son coefficient  d e  sédimentation e t  s a  s tructure quaternaire ont. 

é t é  déterminé . 
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I l ? ~ i t b  rir Rrrhrrrhr.x /Ir Viwilnqir* A'ri. 102 rlr 1'INSF;KM. I'lncr rlr Vcrdltn, 1,illr. Frn1tcr, n ~ i d  
' ~ ~ I I ~ I I '  rit, I'l111~ii1111,qir~ 1 1 r ~  1Ji1.1t.s. lll,T(', \rillrj~r~/; k'rrtitrr, 

I1sin)r t\vei Irnilic*r;ltiirr-uf~iisilivi~ miit:iiils of hiim:in atlriii~viriis 2. FI, Is-l 15 :inri I I ,  
(s-125. Ilcith rIi*fr~c.livc~ in fihc-r ~ i r i ~ t l i i ~ ~ t i ~ i r i  :il :{!).Y. il \v;is ~ i r i s s i h l ~ ~  tn i s r~ l : i t r~  ; i l i l ~ r . c ~ e ~ i : i l ) l ~ ~  

: i in~)ii i iIs  i t i '  v ~ * r I i , %  I ~ : I ~ I ~ I I I I I ~ ~ ~  ~ I I I ~ I ~ I I I I ~  I I : I ~ I > )  I I I - V I I ~ I I  of  fil)i,r ~ i v ~ ~ , j i ~ ~ ~ I i c ~ t i ,  'l'hc, I I I , I I ~ , I I I  I I ; I ~ , -  
w:ts ~ ~ i r i l i i ~ l  Iiy I.'r~riii c~slr:ic~li~~ii. :iinnicii~iiiiii sii1f;ilc~ 1irc~c.i)iiI:iliiiii. 1 ) 1 ~ ; A I . ; - S c ~ l l l i : i r l 1 ~ ~ ,  : i t i i I  

hyclrri?cynli:iliti; c.hroni:iliigr:~~ihy. Tho fin:il ~irotliirl \vils h c i r n r ~ r ~ - n c ~ ~ i i s  hy I\vr1-rlitnc~ii,~ir111:11 
immii i iorir~r~.rr~l ihor~~~~is.  :in:iIyiic.:tI i i Itr:i~c~ntrifi i~;itioii ,  ~ ~ ~ ~ - l i n i , ~ : i c r y i : ~ r n i r ~ c ~  cc.1 ~ . I I . , . I I . ~ >  

11ht1rt-sis, :iiii! i*11~lri111 rn i i~ r~~s ( . i~ l iy  "Ytiv 1 ) ( 3 1 1 t c 1 1 i  t):isv t h i l s  isi11:it~~el h:iiI :i S ~ ~ I ~ ~ I ~ ~ I ~ I I I : ~ I ~ I I I I  

cocbffiricwt of !). 1 S :iiiel :in :ilq~:iri.iil mii11~riil:ir \\.c,iphl of :ihoiil. T>iN).l)OO SI nic.hiriiiii~ric. : i i i ; i l v  

'i'lirt ~)ctntoii of hurnan :itlrnovii.iis is :I com- 
111c.x striictiirct consisting of ;i sh:ift pro,i(v~- 
tion (the fihcr) ;itt:ichctl to th0 vrr tos  c:tp- 
somclr ;~iichorc*tl in thc  cl:il)sitl, I lir so-c;i l l~~l 
penton hase (Valentin? and I'crrirn, l!l(ir>). 
The complete peiiton has alreatly hcen piiri- 
fier1 and characterizrd (Pcttrrsson antl 
Hiigliind, 196!)). fTowrvcr, hcc:iiiso of i t s  
lahility and scarcity in t h e  excess pool of 
atlcnovirus-soluble cornponents, the  freo 
penton base has  not y e t  heen extensively 
purified and characteriwd a s  an independant 
striictriral entity. F r e e  pcnton hasr  antigen 
has  been previously obtained by  disruption 

' Prpscnt iirlrir~sn: Dcpnrtmrnl nf Mirrnhinlom, 
I~iir~c~itlr!iin tlvr Ilnivc*rsiliil 1!:is(.l. ('Il-lor>ii l!:isc~l, 
Swilzc-r1:iritl. 
. * Aiithor tn  whnm sll corrc~spnntlrnrc shoultl hc 
~<ldre~se<t. 

of cornl)lct,c pcnton \vit h c.oiic8c~iit ,.:il ~ t l  ~ i i : i -  
nirline-H(:l (Norrhy an11 Sk:i;irrt . I'bfi7), 
form;irnidc (Nc>iir:it h cl nl , I!MiS). :irirl p y r -  
(lin(. (I 'rllrrsson niitl l ~ o ~ l i t r i t l .  I!Mi!)) A11 
l hoçc. procc~tliii.c~s 1 ) i . ( ~ , i t  t 1io ni:ilot. clt,;i\\  - 
hack of al tc~rina t he striict ~ir;il ;iritl fiin(.- 
tional integrity of the  protcvn, n hic.11 c:irinoi 
t h r r r a f t ~ r  h r  i ~ s ~ t l  Tor fiirt h r r  ~ ) h v ~ i ~ : i l  :ii-itl 

irnmiino1ogir:il c.h:ir:ict ci.i~:rt ioti I<ol:it ioti 
of prnton h;isc ;intigcn frnm :itl(.novirii.: 
type  5-i~ifcclctl cc.ll rlxtr;ic( i)y l)t.c~l,:ir:i(ivc* 
polyacrylanlitlc gr1 clrct rnpliorc~si.: li:i.; I ~ o c n  
descrihctl, but  the  Iow final rclrovc3ry :ippcars 
to  hc  t h r  miin limita1 ion of t lit.; Icc~hriicliic~ 
(Winkers cf n l . ,  1070). 

Two temperattire-sensitivr (ts) miitnnts 
of human aclrnoviriis t y p r  2 (1-1,). 11, ts-115 
niid 11, 1s-125, which \\lclro i<r) l : i tc . ( l  in oiir 
i:it,or;itory h:~vca ticvun foiiritl t o 1 , ~  ( l i b f ( ~  i ive. 

in fiher synthcsis a t  thc  rcstric~tivc t(.m- 
peraturt. 39.Y (Martin et n l . ,  1975, 1978). 

125 
O O ~ ~ - C > ~ W ~ ~ / O I  nizr,- i l f o 2  no~o 
Copyri~ht O 1979 hy Araclrmic f ' r r ~ ~ .  Inc. 
All r i ~ h t q  of rrprduction in  nny form rrsrrv~rl. 



At thc  Iatv sf,:i~(> of infection of KT3 rcll 
ciiltnres with t,hrlsc. fihcr ( - - )  miitants iit 
39.R, frcc vclrtrx capsorner is Sound arcil- 
mulated a s  on(. of the  m q o r  structural anti- 
gens in the  pool of virus-soliible components. 
Thc samc acriirniiiation of frclc. pcnton h:isr 
n t  t h r  nonpc~rmissivc~ tcmpcrat,urr h;is iilso 
hcrn notetl with ts fiher (--)  mutants of 
type 5 adrnoviriis (Itussrll ct n l . ,  1972). 
This stiitly rl~lsrrih(,s th(> piirifir:ltion wntl 
ch:ir;ic-trrizatiori of th(> :iilonoviriis typo 2 
pclnton base ohtainerl with the  miitants 
HL ts-115 antl H, ts-125. 

V I T ~ I S  n n d  roll.  Hiiman i i r l~novir~is  typc 2, 
wilrl type (WT), originiilly ohtained from 
Dr. .J. F. Williams (C;trncgie - Mcllon Insti- 
tu te ,  Pit tsburgh,  l'a.) \vas grown on KI3 
cc~lls maint;iinc~rl in siispc>nsinn ciiltiirc. :LI 
:i r I O 5  ct~llslml iii 1~::iglc's minimal c.sscnti;il 
m(~diiim siipplcrnc~iitc~rl wit h 5%) hors() stviim. 

Atl(~noviriis t ypcb 2 tornr)c~r:it iircl-sclnsitivcb 
mii1:iiilç FI,  1s-1 15 :ii i t l  I I L  1s-125 h:irrca t ) c ~ ~ i i  

içol;~to(l ;iffor nitroiis ;ic-itl ti'clatmt>nt of :i 

wild-type stock iintl phcnotypic:tlly charac- 
t<v-iï,cd a s  fih(~r-tlc~foc~i ivct f s-miit:ints (M:irt in 
0 1  u t . ,  I!i78). 

(:c~lls were infrcted iit ii miiltiplicity of 
inf(1ction of 25 to 50 PFlJ per  ccll. 

I1md~rr17on r!/ l x -  11.5 c i ? ~ r i  ls-185 sol7rhlr' 
crnlrqc?ns. A t  Xf i  h r  a f t ~ r  infection rit 39.5". 
t,hc H ,  ts-115- o r  II, ts-125-infcctcd rclls 
wc>rc1 harvç~st rd ,  wiish(v1 in isotonic mc.- 
diiim, tint1 tlisriiptotl hy th re r  (.ycl(ls of 
frclrzing ancl thawing in 0.01 M Tris-H(:l, 
pH 8.0. The virils mat<>rial was  t h ~ n  PX- 
tractetl twice wit h fliioroc:irhon ( F r m n  1 I V ,  
a s  prc1viously tlrsc.riht~rl (i3oiil;inger iirirl 
I'iivion, 1!)7:3), Althoiigh no infrctioiis virions 
were productld a t  nonpermissive tempc>iA;c- 
ture ,  possible incomplrtc virus particles or  
assembly intermediates were scpar:ited 
from the  pool of soluble romponcnts hy 
centrifugation in a Beckmann Tl 5-50 cent ri- 
fuge with an SW-27 rotor for 90 min at 
20,000 rpm anrl4". The pellet was discardctl 
and the  supernatant constituted the  source. 
of soluhle antigens. 

I'7/n:/i~flfiO?l Of' f l d ( l ~ l f ~ f ~ ~ ~ l ~ ~  /)('?lfO?l /)f1.Yf1. 

Al1 t,hc opi,r;il ion,% \\.c,;.r. :~~rit l icct~cl  a t  4', 
\vit.h i  ni^ ~)ht+iryinic: hyisrilfonyl fluoride 
wlrltd in ;ili hi1fft.i-s ;is l)rc!toase inhibitor. 
Thr Hz ts-115- or  1 l 2  ts-125-soliihle com- 
ponents wt~t-o firsl 11i-cc*ipitatr(l with am- 
moniiirn s i i l S ; i t ( ~  :it  T,T)?/r s;itiiratinn and p H  
fi.5 for 18 hi. ;ii  . ln. Th(& ~)rcbcipit.at.e formed 
was collt~t-t(~tl. clissoivotl in 0.05 M sodium 
~ihos~)Iiwtt~ hiiSfimi.. pl1 6 . H .  :inci fiirther frac- 
titrn:ttc~rl hy ioi~-oxc~h:i i i~(~ c~hromntngraphy 
on I>l+;A I~;-S(~l)li;itl(~x A-50 (I'hiirmacia Fine 
Chcmic:ils) c~~iiilihr:it.ctl iii t,hc samc buffer. 
'i'hr çoliimii (15 x 2.0 mi ) ,  refrigerated a t  
4", was lo;trl(~tl \vit h 50 t,o 80 mg of protein 
ciht.:ii ric.rl froin 2 l i t . t a r s  of iiifcv-tctl crlls. 

Aft (lr ; I I I  c~stc~iisivc~ r i n s i i i ~  wit.h the equili- 
1,r;iting hiiffor, ;t litio:it. gr:itli(>nt of NaCI in 
0.05 M sotliiini ~,hosph:itc hiiffer, pH 6.8, 
ranging Srom 0.0 to fi.5 'V (200-ml total  
voliimr) \v:is :il)plirld tir th(. cc~iiimn ancl 3-ml 
fractions \vcrtl rollcc~tc~l with a Row ra te  of 
12 n~li l ir .  I.;:ic.h ft.:irt ioii w;is monit orcd for 
:ihsorh;iiiccl ; i l  278 nni ;ititl foi. rc~sistivity 
ancl nniilyzcd h.v roc*lïtnlt irnmiinorlectro- 
~)horclsiç ; i ~ : i i i i . s i  ;in ;iiit,i-;i<l(~rioviriis itnti- 
sc\riiin. ;is iI,~sc.i.il,c~tl l ~ b l o \ { *  

'i'hr fr;ic,t,ioiis i~oi.t~oi;lioiicti~~~ t o  t he  peak 
of penton h:isc> oliitc~rl ; i l  0. 12 NaCI w r r e  
~ ) o o l ( ~ i  ;incl rc~l)i~~c'il)it:ii(~(I \vil h :immonium 
sii1f;itc~ ;it T)T)',iI s;it ii i . ; i t  i on  : i i i r l  I )H (i.5. The 
pi'cicipit:rtc: w;is clissc~l\~c~tl l n ,  anrl rlialyzed 
;ip;iinst, 0.01 IV ~)cd,isqiiiin phosphate, p H  
6.H itnrl f'iii.t.hc~i. ( 3 1 1  i.oin:il o , ~ i . : ~ ~ ~ i i c ~ l  on a hy- 
(1roxy:il);ilitc (8oliiriii.i. 1 lytlrosy:ip:itite was  
homtx-ni titi(^. ;ic~c~oitlinc; 1.0 th(> mcthnd of 
Main O /  r r l .  (l!iT>!ii. 'l'hcl (solunin (0.9 x 9 cm) 
w:is rcliiilil~i.;il(~rl i i i  0.01 M ~)ot;issiiim phos- 
phiitc. hiiSf(li-, p l i  G.8. iintl tlic (.lution was 
pc!rformc>tl \rit h ;I Iinr1:ii 0.02 i o  0.50 M po- 
t,:issiiim ~)hoslih:itc, p.;itlic*rit. ;it ;i constant  
p l i  of G.X. l ' I l (% I'i.;ic~l ioiis ~ ~ o i . i ~ o s ~ ~ o ~ i ( l i n g  to 
th(. rn:iii! ~ ~ * ; i l i  c s l i ! t  c l r i  : i f  O .  1 M phosphate 
mvc.rt. poolclci iintl : t i ( 1  I ) tBnr  01, hase was con- 
c.crît.rat,ctl 11'; pi-oc*i)\itiilioii with ammonium 
sillf:ite ;il 55% s:it rii.:it ioii :iii(I pH 6.6 .  

Pol!/~i( ' t . ! / ln I I I  ;ri(',  g r p l  1~1c.ctroph.oresia. 
Nat.ivc8 s;irnpl(~s ~vc~r (>  c.lcctrophoresed at 
:Ti mA p r r  tiiht. (in tlisr gel) o r  2.5 mA p e r  
slot. (in slah s cl) in (if%- polyacrylamide gel 
(acrylamidc:his;irrrylnmitlr rat io,  30:O.g) 
hiirf(lrc,tl \ ï i l . h  0.:>,75 M Tris-1-ICl, pH 8.9 
:intl ovc~rl;~yc~i.c~tl wit.ti :i sp:iccr gel made of 



:3% polyacrylamitle (acrylamide:bisacryl- 
amide ratio, 102.5) iri 0.125 M Tris-HC1 
huffer, pH 6.8. Thc  elect,rode hiiffer was  
0.05 M Tris-0 384 M glycine, pH 8.3. 
Polypoptidc an:ilysis w:ts cwricd out in 
sodiiim dodccyl siilf:itc (S1)S)-containing 
po1y:icryl:tmitlc gol. S:iml)los wcrc rlenatrirctl 
by  htlating for 2 min at 100" in an cqiial 
voliimc~ of 4% S1)S. 1 0 f X l  2-inerc.:iploc.t h:innl, 
6 M iirea ancl analyzctl on 15.5% polyacryl- 
amide slab gel (ratio of acrylamide:hisacryl- 
amide, 50:0.235) ovt~rliiycred by a 3% spacer 
gel (rat io of acrylamide:hisarrylamidc, 
50:1.3,7) in th r  discontiniioiis SDS-biiffcr 
system of 1 ,a~mmli  (1970). 

Pr rpnrn  lion of «v/rscrn I'olyspecific 
antiscrum :igainst iirlc~noviriis type  2 w;is 
obtained by miiltiple injections in thc  rahhit 
of virus particles piirified hy two ('sC1 hand- 
ings (Martin cf n l . ,  1!175). 

Monosp~cific ;tntisc~riim :i~;i inst  t h r  pc.n- 
ton hase was  matle hy repc>aterl injections 
in the  rabhit of the  immune prc~cipitatc~ of 
penton base-anti-pcnton base antibody 
freshly formed within the  aRarosp gel of 
several cross-immunoclcct rophoresis plates 
(Martin ct a l .  , 1!)75). 

Cross-7mmvnoclccirophor(~sis A modifi- 
cation of t h e  basic tcchniqiic drs(~rihcr1 hy 
~ , ; i u r c l ~ l 9 6 5 )  w;ts iiscltl fort  wo-tlimcwsion:il 
immunoelcctrnphort~sis :intl has bcen dc- 
scrihrd in dctail c>l.;(\whcrc (M;irtin ci crl., 
1975). Quantifient ion of immune preripit atc. 
peaks was  mat](> hy t wo tliff(1rc~nt mc.t hotls. 
(i) t he  m e a s u r c m ~ ~ n t  of t h r  poak iirrits, in 
sc111;irr millimc~lot-s. iisinc 1 h(1 MOI' / / \  M 
01-system for c~ii;inlit:itivc~ ini:igc. an:ilysis 
(Kontron - Messgcvïit e); (ii) \veighing of 
traiisf<>r piipclr t1r:iwn on 1 h(. prc'c~ipitiitc. 
oiitlino. 

Rocket t  immiir ioc~l~~c~trol~horc~s is  w:ls 
performrd accortling to thc  met hod of Wceke 
(1973). 

Adenovimrs ncrrtrrrl7xntiorr / ps t .  Tho 
ncutralizing activity of t he antiscriim was 
determined by  two techniqi~t .~ .  Scrial two- 
fold dilutions of the  antiscriim werc. assayed 
for inhibition of cytopii th~c clff(~c1 or  inhibi- 
tion of plaque formation on H c l ~  cc11 mono- 
iayers (Philipson rI a l . ,  1968; P ~ t t c r s s o n  
and Hoglund, 1969) 

CeIl-dctrrching (C l ) )  nclîcjct?/ o f  pcnton 

IXISP. Aliqiiots (0.25 ml) of t~vofol(l serial 
dilutions of penton hasc i i i  F,;iglcts minimal 
c>ssential rntbdiiin~ \vcrcx ;itltlrtl to twicc- 
wnshctl monolaycrs of II(.I,:i ccllls in t e s t  
tii1)c.s (3 x 1 Oi c(1lls ~ w r  t 111x3). The  cctlls w r r c  
prior I;ihc>l(~l for 24 h r  ith 1 'Fllthymidine 
( 1  0 /~(:i/nil, .10 ('ilmmol). A f ter  inciibation 
at 37" for 2 hr ,  1 hr. mc>tliiim containing the  
cc'lls t1et;iciiotl from tliv ~l;tss w:ts rcmoved 
and i ts  ratlio;ictivity w:is clctcrmined on 
filter. The ccll.: rctmaining attached to t h e  
siipport wcrc. thon rr~siispcnded in 0.25 ml 
of 1 M NaOlI nrirl coiintctl for radinartivity. 
T h r  titckr c~c,r.rc~sl)oritls to tlio rc.ciproca1 of 
the tlili~tion of' 110rifori h:iw ;tiiti)_rcn giving 
50% of gl; iss-(l(~t:~rh~~(l  ~ ~ 1 1 s  (nnc CD unit 
pcr O 25 ml of t hc i:tmplr). 

Ancil?l/rctr/ rt l /rcrr .c~~~lr .~f?cc~cifro~r.  Sedi- 
mcntatioii corffic~onts n t  s:imj~lc~s t i i~solved 
in 10 mM pot;i-siiim phwph:itr huffcr, 
pH 6.8 (1-2 niK of ~ ~ r o f ( ~ i n l r n l )  trrcrc deter-  
minotl at 20'  ;in(l 50,750 rpm in the  Model E 
Spinco t i l t  i-nec-ni rifiicc., ii'infi. Schlirron 
optirs. Th(. ~rtlimc~ril:itior~ v:ilrics wcrc cx- 
t rapolattd I O  zci-o c*r,ncriit r:itiori. 

I c o  r o ~  h:i nipl(~s were  
nclgativcly \tiiin(vl u ith 2% iir;inyl acctate,  
pl1 4.6, ;lnrl c.uiiniinr(l in t h ( ,  TIllmisrop 1 
(.lrctron rnicro\c-ol)c. 

l . o l r / r r  O I I  I 1 t o r r  The  
isoclcrtrir pnint\ o f  ~)rotc.iii s:irnpl(~s were  
tlctci-mint.d in :in i~ooI~~o1rofoc i i s in~  unit 
(1,KII 21 17 Miilt i1)hor) IJ~ic~ctrof(ici isin~ 
w:is pchrfornic~tl for Iii hi. ; i t  600 V in 5% 
~)olyac3ryl:irnirl(~ f c l l  ir:ii io of :i(~rylnmidc: 
I)is;ic*ryl:imitl~~, Z ! )  0 0 )  \i il h 1 0 r A  Anil)holinc, 
p l i  4 -6 .  rl'l~o pl 1 E I . ; I ~ ~ I O I I ~  ive\:, orminer1 
;it I hc ont1 01' t hc. :-II ti 1)) inc6:iii.; of ii contact 
tnic-rtrc~l(~c~l rcltl(%, 

A I ) / I I I O  t!( I I{  t i t t ~ r l , / ~ r \  S : I ~ I I I ~ I ~ ~ ~  oÎO.25 to 
O 50 mK of r)r')l(.iti 14 ~ i ' ( %  hvtli.r~lv~c~tl in .;calecl 
t iihcs iindcr riii roattii \r i t  11 i f i  N H(:l a t  
110" for 24 :incl 'i2 11r. 'Th(> hyrli.oly.;ntr~s wcre  
analyzctl on a 1it~cIini:in Miiltic'hrom 13 amino 
;icitl :~iitoan:iIyï.ct' 

N-tcrnr~rrnl  i1)71 I ~ I O  ncrd ~ r ? / ~ ~ I ? y s i s  The  
N-terminal rc*sitliio \tr:is rlctc.rmined b,y a 
modlfic;itinri of th(> I(>rhnicliic tlrscribed by 
(:;isol;i~I n/:(I!)71), iisirig '4C'-labcled dansyl 
chloritl(. (DNS-C'I; bp :id 104 mCitmmo1, 
O 5 m('i/ml, (:KA, S:iclny). F'orty micro- 
gr:tms of pc~nton h a w  (corresponding t o  



:il)~)roximatc~ly 100 pmol of native protcin 
of 400,000 tl;\ltons antl 500 pmol of poly- 
~)(lptid(. siihiinit of 80,000 t1;lltons werc hcat- 
tlon:ltiirrd : ~ t  100" for 5 min wit h 0.5%) SI)S, 
prior to dansylation. The  reaction mistiirc, 
m;idc i i ~  in mitrotiihc, contained: 25 pl of 
SIIS-rlrn:itiirc~tl pcmt on hase solution, 5 pl 
of 2 M NI{,-t)icart)on;~te, pH 9.6, antl 10 pl 
of "(:-Iahcletl DNS-CI soliition in acctone. 
T h r  microti~htl was shakcn on a Vortex 
mixcr iintl inciihatetl a t  37" for 4 hr. Cold 
20% trichloroarrtic acitl (50 pl) and 5 pl 
of carrier hovine serum alhrimin (10 mglml) 
werc then addrd.  After standing on ice for 
1 hr,  the microtiih(a was  centrifugetl and 
tho protvin procipitiitr m'as washed t w i c ~  
with 50 pl of 1 N H(:l ;mtl hytlrolyzetl with 
25 pl of 5.6 N HCI a t  1 10" for 16 hr ,  a f t w  
placing the  m i c r o t u h ~  within a sealerl test 
tuhc containing 1 ml of 5.6 N HCl a t  t h t  
hottom. Th(. hyrlrolysiitcs werr  tlric>tl in il 

v:tciiiim (Iosicc:itor ;\nt1 clxt rnctod four timcç 
with rcrlistillod nriitr;ilizrd c th r r .  l'ho 
( t h o r  c1utr;ict.: w c w  1hc.n rc~tlissolv(~tl in 
X pl of netton('-acetic ;teid ( 2 1  by voliimc) 
and spottrd onto a 5 x 5-cm polyamitlc 
shcct.  Thin-layrr chromatography was 
ci~rrircl out in 1.5% formir acid (first dimc.n- 
sion) antl hc.nzc~ne-acc.tic acitl (90: 10 hy 
voliimc~; sc.ront1 dimension). Aftcr heing 
tlricd, t hc t hin-laycr pl;it c>s wcrr aiitor:itlio- 
pr;iphcd (Tiriiilangcr cl n 1.  , 1978). 

lotlinntion ofpcnton hnsc. Piirificrl nativo 
penton hasr was lahcled i?, i ~ i t m  with '?'I 
(NaI ,  210 pCi/pl), iising t h r  chlor;imine-T 
mcbt,hod (Fliint clr and (;rc~rnwtrorl, l!Ki2). 
T h r  specifit activity ohtaincd was  5 x 10" 
cpmlpg of protcain. 

Gr1 filtrtrtinn chmmntogrnph!l. Tho ap- 
parent molrtiilar wrlight of native pt.nton 
hase was estim;tted hy molt~cirlar .;icvc 
chrom:itogr:il'hy on S<.pharosr 4 R (1'h:ir 
maria Finv (:hemic;lls). Tho coliimn 1100 
x 2.5 cm) was ccluilihr;itctl in 0.1 M Tris- 
HCI buffer, pH 8.5, containing 0.2 M NaCl. 
The column was calibrated with the  follow- 
ing markers: adcnovirus type 2 virions, 
apoferritin, E s c h ~ r i r h i n  coli P-galactosi- 
dase, and bovine seriim albumin. 

LSn,don?rcl~ase acfivity. The method of 
Reifet 0 1 .  (1977) was usetl. Two microgranis 
of purified adenovirus 2 DNA, labeled with 

I'"Çlth'jmit1iiic~ (SI )  ; iv t  2000 cpni PR')  w a s  
incuhiitc?tl \vit li \)clnt on  \);tsc. ~)r rpara t ions  in 
0.5 ml of 0.01 :II 'I'ris - I1(11 l)iiff(>r, pH 7.4, 
ront:iiiiiiil: 0. 1 111 N:i('l :iiitl 0.001 A9 MgCl, 
for 4 hi. : ~ t  :{Y'. 'l'htl rt>:ic+t ioi, was stopped 
11y ;itltlit.ioii o f  sotliiiiii 1i;I)TA :incl sarkosyl, 
111) to 0.W2 :Il ; i i i t l  2"i . rcspc~ctively. DNA 
w:is thon ;~ii:ilyzctl hy c-csntrifugation in a 
nriitr;il siirrns(s gr:ltlicnt (5-2096) made 
111) in 0.01 bl Tris - 1 l ( ' 1  hiiffer, p H  7.4, 
contairiing 1 ,Il N;i('I ; i i i t l  0.001 M sodium 
T';I>TA. T h c  gi.:irlirbnt s \vtrcl ccntrifilged for 
5 h r  a t  :L5,000 rpm xntl 4" in i l I l  S W  41 rotor.  
I4'ractions \irtlrll coll t~t ,r t l  di.ol)wisc from t h e  
bottoin anrl ;iss:iyo(l foi  :icitl-prccipitable 
rnrliouc.tivit y .  

Onc iinit of c~nrlr~~iii~~lc~;isr. was tlefined a s  
t,hc :imoiirit of cliizymcx whirh caused one 
tloi~hlc-st.r;iritl hi-cl;il< I)ci' niolcciile of Ad 2 
TINA in 1 hr :it 37", iising 1 p g  of subst ra te  
{)NA p ~ r  ;iss:iy, IIIIII( .~.  thc st,nndard condi- 
tions nit.~il ioiic~cl :iliovc> ( l i c b i f  cl n l . ,  1077). 

l'iiiific~tl 1 ,y l~ '  2 :itic~iiovirris particles, dis- 
riipl,(>tl 1j.v (li;~lysis ;i~:iinst 0.005 M Tris- 
in;ilc:itt~ hiifSc.rq pi~l  6.4 (I,avilr ct al . ,  1969) 
was iisc~l ils posit ivct cboiit rot of cndonuclease 
:ictivit.y. Th( \  ;rrnoi~iit OS ~ w n t o n  hase protein 
in ;irloiioviriis 1i:wt i r l t '  1v;is cstimated by a 
t hcorclf ic.;il c~:il(~iil:ii ion I~ i i s t~ t l  on the exist- 
encc of 12 vrrt c.s c,:ipsomcrs composed of 
fivr siil~iiiiits of 85,000 tli~ltons: The value 
of :>,..'><z \ur;is tlliir; fo11r1tl. 

1 / 1 7  I'ri>t (lin concentrations were  
rlctc~rmincvl i)y t i l(> mclt.tiod of 1,owry et al. 

1 !Vil), I I ~ I I I C  l~o1,i11(1 stlrilm albi~min 8s 
st:ind;ii.tl. 

Ili,/'lr ) !cf  itr~itr l r~.ossli t tkil ig rengents .  
C;liit;ii.:iIil(~h y(Ic1 ( 2 5 Y  ) w:is purchased from 
M(1rck (I):ii.mst:irlt, 11. F.A.) .  Dimethyl- 
siihci.iniitl;it c 2 ,  clitliiol)isisi~csinimidylpropio- 
niito), i ~ i i t l  1,  ,if-(lifliioro-X,R1-dinitrodiphenyl 
siilfonc~ \vc.rcS ~)tw(.h;rscvl from Pierce Chemi- 
c:i1 Co., (Iloc.i<l'oi~tl, 111.). I'cnton base (1.0-1.5 
m ~ / m l j  \v:is ro;irt.c~tl wit,h each of the  cross- 
linking rc.iigcnts ;it final concentrations of 
5 ,  10, 2.5, 50, ilntl 100 rnM for 1 h r  a t  room 
t,rmpc~r:itirrc~. 'I'he rrnctinn was stopped by 
addition of S I X  iip to 1% and heating for 
2 min a t  100". Tho crosslinked material was 
then analyzntl in SDScontaining pore- 
gratlirnt polyacrylamide gel ranging from 
4 to 18% in :icrylamidc concentration. 



Although both Hz ts-115 and H, ts-125 
were used a t  the btlginnin~ of this work for 
purification of penton hase, most of the 
biochemical studicbs thon conccrned the 
H, ts-125 penton base, which is now rou- 
tinely prepared for reconstruction experi- 
ments of complete penton in  vitro (to be 
published). 

P?wifîcation of the H z  ts-11.5 and H z  t.7-12.5 
Penton Rase 

Fluorocarbon (Freon 118) extraction com- 
bined with high-speed centrifugation iised 
as the first step of separation of soliihle 
antigens from virus particlcs is a widely 
employed pro ce dur^ (Pettersson and Hi3g- 
lund, 1969; Rnulangrr and Puvion, 1973). 
Although cells infectcd with H, ts-115 or 
H, ts-125 mutant a t  nonpermissive tcm- 
peratitre do not produce detectahle amounts 
of mature virus particles, the first step was 
still used in order to eliminate roll tlchris, 
and possible incomplrte virus particles. 
The Freon extract was then precipitated 
with ammonium sulfate a t  55% saturation 
and pH 6.5. The precipitate formed for 18 hr  
at 4" was then redissolverl in 0.05 M sotlium 
phosphate buffer, pH 6.8. 

Analysis of this precipitate hy polyacryl- 
amide gel electrophoresis and two-dimen- 
sional immunoelectrophorcsis rcvc:iletl that 
it contained two major components identi- 
fied by comparison with WT components 
(Martin ct al., 1975; Roulangrr and Piivion, 
1976) as hexon and penton hasr (Figs. l c  
and d). No detectable fiher antigrn was 
founrl, either in two-dimensional plat?, or in 
acrylamide gel (peak and band 5). 

The next step consister1 of DF;AF;-Sepha- 
dex A-50 chromatography of the ammonium 
sulfate precipitate. This method has hcen 
shown to separate the three mltjor adcno- 
virus type 2-soluble antigens, hchxon, pcn- 
ton, and fiber: WT adenovirus type 2 fiber 
is not retained on the ion-exchanger under 
our conditions and elutes in the c3xcluded 
peak; penton eluted a t  0.1 M NaCl. and 
hexon a t  0.3 M NaCl in 0.05 M sotlium phos- 
phate buffer, pH 6.8 (Boulanger and I'iivion, 
1978). When ammoniiim sii1f:ttr prrcipitate 

I<'IG. 1. l m r n i ~ n o l o ~ ~ r : i l  :~iicl 1 1 i ~ ~ : ~ i i f ~ t n i r ~ i I  ;in;ilysis of 
c~str;irIs o f  rc.lls i i i f ' f ~c l r~~ l  ~v1111 \ U '  ;irl i~ritrviriis (a, h) 
i l  i h 1 s i  1 I l 1 Y .  A m m i ~ i i i i i m  siilfate 
l ~ r ~ ~ r i l ~ i I : ~ t o ~  \vf>rf? : I~~:IIJJ~IYI III 1 u 1 ,  i l ~ n i ~ ~ r ~ s i ~ i r i ; ~ l  iminttno- 
r lr~rtroy>horr~sis i:i. ( C I  :ic;iinx,i Ioo fil ( i f  WT-adcno- 
v i r ~ l s  Rntiçc,riirn. ; i i i r l  i n  iioii~Iiss11r~i:i1ing 6'1 r~olyacry l -  
;iniid(> tlisr cri 01. (11. 7'1ic. i l i f ' f c~ r~~r i l  ~>r~:iki; o f  i i n rn~ ine  
~w<~c' i l ) i t : i l r  on Il10 III:III.~ ;~rir l  1i:iiirls < ln  t h e  gels cor- 
rc,spnnrl to: 1. hr-uiii i: 2. fr(v3 11rnton h:ist-: 3. ant igrn ic  
t1rtcrmin:iril. o f  filxsi. ~.tirit:iiiir-tl i n  I hv c o m l ~ l r l c  prnton; 
4. : in t igrn i r  t l r l f ~ r n i i n : ~ i i t  of I l i f s  y ionlo~i h:isc o f  thc 
t ~ o i i i y ~ l r ~ t t ~  lwnl i i i i :  Ti, f i . r~ ,  fili<.r I(:iiiil x most l i k r l y  
~ ~ o r r ~ ~ s ~ i o ~ ~ t l s  I o  : ~ ~ ~ ~ r c ~ ~ ~ : ~ l ~ ~ s  of  1111, ~~I~IIIIIII ti:isrl, I ' rn t r in  
lo:itls \i.(.rrx: (a) 120 lit; (11) IO0 l i~ :  (c') ,10 p g :  ((1) 100 PR. 
SI: i i i i inr:  ( ' i i om: i~s i (~  tli.illi:~ril IIIIIP 11-250. . 

of H, ts-115 or f i L  ts- 12.5 Frcwn cxtract was 
chrom;rto~r;tpht.tl 017 1)lCAF;-Srphadex, two 
major p ~ i i k s  wclro oht:iinctl with the NaCl 
gradient,: Thc first pritk c'liitrd between 
0.075 and 0.150 hf N;iC'I, with a maximum 
a t  0.125 M,  and the srcontl hrtwccn 0.2 
antl 0.3 M NaCl. llockctt immiinoclectro- 
phorrsis performetl with an antiserum 
against ;idenoviriis p:irt iclcs shnwetl that 
these two peaks helongcrl to two tlifferrnt 
viriis antigtlns ;ititl ;)c.rmit 1 otl t hr fr;ictiona- 
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Fia. 2. Rockett immunoelectrophoresis analysis 
of chromatop:iphic fractions from DEAE-Sephadex. 
Arrirnonium sulfiite precipitate of H, ts-115 or H, 
ts-125, as an:ilyzetl in Figs. lc and cl, was fractionated 
on a 1)EAE:-St.l>hatlex A-50column. The NaCl gradient 
was :ij~plird :IL fraction 30. A 5-pl sample of tht, frac- 
lions from 0.08 to 0.40 M NaCl were cross-immuno- 
electrophorcsctl against 100 pl of anti-adenovirus 2 
immune serurn. The absorbances of fractions 45 and 
62 a t  278 nm were 0.3 and 0.6, respectively. Fractions 
40-53 correspond to penton base antigen, fractions 
66-80 to hexon antigen. The anode is at the top of the 
plate. Staining: Coomassie brilliant blue R-250. 

tion of these virus components with mini- 
mum overlapping and reciprocal contamina- 
tions (Fig. 2). The first peak (fractions 40-53) 
corresponded to vertex rapsomers, the 
st~contl peak (57-77) corresponded to hexon 
capsorner, as shown by analytical electro- 
phoresis on polyacrylamide gel and crossed 
immunoelectrophoresis. 

The fractions corresponding to each peak 
were pooled :ml adenovirus-soluble antigens 
were concentrated by precipitation with 
55% ammonium sulfate. A t  this stage, the 
ponton base was still contaminated by traces 
of hexon, as  shown by two-dimensional 
immunoelectrophoresis (Fig. 3a) and ana- 
lytical polyacrylamide gel electrophoresis 
(Fig. 3b). 

Purification was achieved by chromatog- 
raphy on a hydroxyapatite column. Penton 
base eluted a t  0.125 M potassium phos- 
phate, whereas contaminating hexon eluted 
a t  0.18 M (Boulanger and Puvion, 1976). 
The fractions containing the  penton base 
antigen were pooled and further subjected 

to a precipitation with ammonium sulfat 
a t  55% saturation. Penton base thus ol 
tained was found to be devoid of most ce111 
lar and viral contaminants (Figs. 3c-e 
The final recovery is ra ther  low: From f 
to 80 mg of starting material, 1.0 to 1.6 tr 
of purified penton base was obtained. 

Analytical Polyacrylamide Gel Electrc 
phoresis 

The native adenovirus penton base puri 
fied as  described above gave one major band 
in polyacrylamide gel electrophoresis O 
pH 8.9 (Figs. 3d and e). A minor band, which 
was often visible on nondissociating poly- 
acrylamide gel, disappeared on dissociatiny 
SDS-polyacrylamide gel and most likely 
corresponded to  some aggregated form O 

Flc. 3. T&o-dimensional immunoelectrophoresis and 
polyacrylami~le gel analysis of penton base a t  different 
stages of purification. (a, b) Penton base preparation 
after DEAE-Sephadex chromatography (ammonium 
sulfate precipitate of fractions 41-51 of Fig. 2). (c, d, e) 
Penton base after hydroxyapatite chromatography, 
1, hexon; 2, penton base; x, possible oligomers of 
penton bases. Protein loads were: (a) 5 pg; (b) 60 p ~ ;  
(c) 6 pg; (d) 20 pg; (e) 10 pg. Antiserum: (a) 100 pl 
(c) 150 pl. (b) Dise gel; (d, e) dots  of a slab gel. 
Staining: Coomassie brilliant blue R-250. 
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Pic,. 4. Analytical SI)S-pnlyacryl:irnirlr gr1 rlrct,ro- 
phorrsis of prnton hase, prrpariifion. (:i) cnntrol virion 
( X 0 j i ~  o f  proIrin); (h. r )  ~~iii.ifii~tl prnton 11:isr; (1.1) 2 118; 
((.) X pg. Staining: ('ocirn:issir hrilli;irit l i l i i ~  13-250. 
( v )  ;~iitor:iiliciqrnm of I " ( ' l ~ ~ ; i l i n c ~ - l : i l ~ e ~ I ~ ~ t l  :itlr,novirion 
(20.000 eprn). T h r  anotlr is ai th(% hoitr)m. 

pcnton bascs. The iiniqiic h:intl sccn on 
SDS-polyacrylamidc gc.1 p:ittc.rn of freshly 
purified penton base (Figs. 4h antl c) cor- 
responded to the  major component I I I  of 
adenovirion, according to the nomrnrlatiirr 
of Maizcl cf nl. (1968). The apparent molecii- 
Iar weight of the  v(.rtcx capsomcr polypcp- 
tide unit is estimatcd to be 85,000 (Anderson 
~>f  n l . ,  197.7; Philipson and J,intlbcrg, 1974). 

Aging of pcnton hase nt In  rcsiiltcrl in 
t hcl :ippc\:irancr of disrrt>î O h:intls on SIE- 
polyacrylamide gel, with molec*ular weights 
ranging from 55,000 to 25,000, without de- 
tectable loss of immiinological reactivity in 
two-dimensional immiinoelcctrophoresis 
(not shown). 

The purified penton hase gave one single 
symmetrical peak in cross-immunoelectro- 
phoresis (Figs. 3c and 7d-f), with a migra- 
tion intermediate between hcxon (the most 
anodic peak) and complcte penton (Fig. la). 

14'rc, 5 Elrcti-on m r r r o ~ ~ n p h  nf piirifictl penton b ~ n e  
n r ~ a t i v r l y  cont r:i.;t-tl \$ ~li i 2": iiranyl n c r t a t ~ ,  pH 4.6. 
r 150.000 Ii i . ;~t  lq:til;irpi~mc~nt nf a pcnton h a ~ e  show- 
ing a p~nt:ipoii.iI coiil (itir .. I .:WO,0OO 

The monospccific :in! isrnirn prcpared against 
penton base revc:~lctl also prnton hase of 
adenovirus type 5 ,  coiifirming thc prcsence 
of group-spccific dctcrminants on vertex 
capsomcr (Pctt crsson and F-ingliind, 1969; 

Pro w Il ., . 111 
Leil  . . . IIIR 

a. IV - IV 

b 775K *" " V I  

Y VI1 

Pro 

FIG. 1;. N-tri-minal tlrfrrmin;itir>n :incl polypeptide 
analysis o f  cornplrtka pcwton prrpnration a g r d  a t  4" 
for 30 days.  (a.  h)  Aiit,nrarliograms of I1'CIDNS-amino 
w i t l  two-tlirnrnsion:il r h r o m n t n ~ r a m s .  (c-r) Coomas- 
sir hliir-stainr~tl S1)S-lioly:irryl:inlirIr gr l .  (a ,  c) A ~ e d  
r)(,nton hrsforr aminol>c.ptitl:isr iligrsl.ion. (h, cl) A ~ e d  
pc%nt.on :iftrr arninnpr~ptielasr t l i ~ r s t i o n .  '(el Control 
type 2 arlrnovirion. (O). Orifin; spot. 1, DNS-OH; 
spot  2. I INS-Nll , ;  slini 3. DNS-F-lysinr; spot. and 
srncL:ir cl. hrr:ikrlo\on l~re)r l i i r l~  o f  t h r  /"(:IDNS-CI 
r r ; igrnt .  



TARI,F:  1 than tha t  of soliihlr hrxnn (nniilangcr ct n l . ,  

COMPARATIVI~  AMINO ACID <'~MI~OSITIONS 1078). 
OF PENTON I~ASP. I'KNTON. 1~'rnr :~.  A N I )  

I ~ E X ~ N  OF ADFNOVTRIIP TYPE 2 I;;Icctron M~crnscopil  

Amino Pcnt on Complt4c Frrc 
a ~ i d "  hasv pmton fihcbr" Hrxon' 

Asp 1n.4 13.5 
Thrd 6.1 0 . 3  
Svr " 6.0 8.6 
(;Ill 12.1 X. 5 
Pro 5. X 7 .4  
G ~ Y  7.4 7.2 
Ala 7.9 6.7 
Val" 6.1 5.9 
U-(:ys 1.0 Nnt rlt,t.rrtahl(' 
Mct. 2.0 1.9 
Ilrc 4.2 4.8 
1,e11~ 9.2 8.4 
Tyr 3.2 3.2 
Phe 3.8 3.6 
LYS 6.8 4 .8  
His 1.9 1.4 

5.3 3.8 
Trp* 0. 9 1 . 1  

" Given as  niimhcr of r<~sidurs prr 100 Avrrag(> of 
three d~terminations. 

Sandqiiist pl nl.  (1973h) 
" Boulan~er ri o l .  (1978). 
"xtrapolated to zero-tima hydrolysis 
' Rased on the 72-hr hytlrnlysis valiic. 
' Each hexon polypeptirir chnin hns one frcr rystrinc- 

(JRrnvaI et o l . ,  1974b). 
O Determineri hy the method nf Lii i  and C'hangf 1971) 

Philipson and L i n d b e r ~ ,  1974). Thrrt. was 
no  cross-reaction with adenoviriis type‘ 5 
o r  type  2 fiber. 

When assayed by the  cytopathic cffcrt 
o r  plaque formation, t he  anti-(prnton hase) 
antiserum showed no neutralization activity, 
suggesting tha t  t he  p u r i f i d  prnton hasv 
structure had no major nriitralizing activity. 

Purified vertex capsomers s rd imentrd  
a s  a single symmetrical peak in 0.01 M po- 
tassium phosphate buffer, p H  6.8, with an 
.9 ,,,, value of 9.1 -ç 0.1 S. 

Isoelectric Point Dctcminn t ion  

The  isoelectric point was  found to  he  5.8 
for the penton base, viz., 0.1 p H  ilnits highcr 

The piirifird vertex c.:ipsomcrs were  con- 
trollod hy clcctron tnicrnqcopy, aftcr  neg- 
ative staining with iii-:inyl acctate. The 
prcparations cxnminctl w r r c  foiinrl t o  b~ 
drvoitl of froc filwrs :intl of c*omplrte pen- 
tons. T h r y  wclrcl con\t ~t iit(v1 of roiighly 
polygonal striictiircs of 7.5 tn 8.0 nm in 
di:imrtrr, wit h a c ~ n t  riil ravit y of nhoiit 
:1 nm in diamctcr. Th(> pentagonal oiltline, 
previoiisly tliscc~rti(~t1 (T'c~ttcrsson and Hog- 
Ii~ntl. 1960), w:is frc,rliic%nt ly ohqcrved (Fig. 5). 

Aminn  Acid Composi t~on 

Tahlc 1 s h o ~ r s  t hc :imirio acirl composition 
of isolatcd pcntnn hast>, cnmpnred ~14 th  tha t  
of hcxon, complet(. ~ w n t o n ,  :incl frce fiber 
(Sundqiiist PI (il . ,  11173h). The  penton base 
appcarrd rclativrly poor in hydroxy amino 
;icids, and rich in t1ic:irhouylic nmino acida 
:incl in Iciicinr. It a l ~ o  contninctl significant 
amnilnts of cystcinc3 

A f:iint spot of 1 "('IDNS-proline was 
const:~ntly visihlcl on the  aiitoradiograms 
of thin-1ayr.r t \vo-dimc~nsional chromato- 
grams,  siigpcsting th(> existence of a non- 
hlockrd N-tci-miniis for  t he  penton base 
l'rot cin o r  t tic ocacsiirrt.nc.c. of rndnpeptidase 
:intl/or c>uolir.pt i t l : i ~ c l  tligclst ion. T h r  same 
N-trrrnin;il nmino ;ic~tl ;in:ilysis was per- 
fnrmrd on soliihlo ntlcnoviriis 2 fiher and 
coml)lctcl pc.nton. No indication of free 
N-tcv-miniis wns foilncl for the  isolated fiber 
nor in frcsh pr rpwnt ion  of complete pen- 
ton. Howclvcr. iiring of complcte penton 
nt 4" for 10 to  30 tiays rr~vealed two spots 
nf dansyl amino :icitls, corresponding to  
prnlinc ancl leiicinc~ (I'ig. Ga). When the  
agrd prcp;tr:~tion of complete penton was  
siihjectetl to aminopeptidase digestion for 
21 h r  a t  37" (Iriicinr aminopeptidase, Sigma 
C h . ;  r:itio of enzyme t o  subs t ra te ,  1:50), 
only the spot, of proline w;is t l r t e c t ~ d  (Fig. 6b). 

Whcn the  ; ~ g r d  prcparation of complete 
penton was an:ilyzed on SDS-polyacryl- 
amitlr p l ,  t h e  polyprptide band of 85,000 
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I:iltons (X5K) corresponrling t o  the  pvnton 
):iscl iinit h;td almost disappcared, whereas 
.hrrc hiintls of rcsprctivc moleciilar wcights 
i4K, 32K, and 22.5K were  visible (Fig.  62). 
A Stcr aminopeptidase digestion, t he  pr rp-  
ar;itinn of q r d  penton base showed only 
t \ \ o  bands of 32K and 22.5K, with an in- 
ci.c~isc of stainingof the 32K species (Fig. Gd). 

I)ctcr~ninntiov of the Q~tnternnr? l  Str?lct7rrc 
O/ tlrc Nntivc f'rnton Hnsc 

Il'oiir rliffcv-cnt approachrs wcrc. iiscd to 
t l c ~ t ~ ~ r m i n c  th(. niimhclr of polypcpt id(> siih- 
iinits in tho vclrtc>x ca])somclr. 

( r i )  Molcr~rlrtr. ~crcight cs t i~)~nt ior r  of' tlrrl 
rt(r/ir~, lt)~ot(~itr lu4 g ( ~ / ~ f i l t ) ~ ~ t i o t )  c\tro7t/n,tog- 
r.trl)lt!y. l'ho nat.ivc pc,nt,on h;iscb c$li~t,rd from 
:I c.oliiinii OS  S(>l)h;irosc 4 13 I)rlt,wcvln E .  col; 
p-g;il;ietosidnsr. (MW 515,000) antl ;tpofcr- 
rit in ( MW 4G7,OOO). It,s ;~pl); ir(~nt moIvr111:ar 
\vclight :il)l)('iir('(l thcrc>forc. 1,o hcb ahoiit 
500,000. 

(II)  Stoirlr ior)rcir!l of' pr8t7/rtn hrrsc, a n d  
/i1)1'1, ~ ~ o l , ~ l / ) o ~ ) t i d ~ ~ . s  i ~ r  ( r ( fc~ro~~l i ) - io~~.  I{'r(>shly 
~ ) i - ( ~ ~ ) ; i r ~ ~ I  ;i(I(~iiovir~is p;irt i(-Ivs, l:~hol(vl with 
1 l 'lfr:ilincl. ~ ' ( ~ r ( >  don;ltiir(><l hy h(l;it.ing 

:imitlo g ~ l .  Scanning of t,hr ;iiit,oi;irliiigrnms 
o f  sc*vc~r;il gcal tracks of tlissociat,iid adcno- 
virioiis, a s  shown in Fig. ilv, g ; i v ~  an :ivcragc 
v;iliicb of2.Ofi for th(. ratio of lahrl of h;inrls 
I l  J:IV, th(. pnlypcptidr~s of pentnn hast>, 
; i i i ( I  fil)oi.. tbc~sl)t~rtivc~ly. No correction was 
ii i ; i t lc* foi. l h r  v:ilincl c-ontvnt of protcins, 
qiiicc ;iiniiio aritl iinalysis shows tha t  valinc 
\ i ; i \  I I I  siini1:ir :imoiints in pcnton h:isr :in4 
f i I 1 ( 1 v  ('1';it)Io 1 ). 

( ( ' j  ( ' ~ ~ ~ \ . \ I / / t / i t t / ( /  O/ / ) ( , I / /O~/  I J ~ S O  ~ ) i l ) / / ~ / / t ~  
N;rtivc~ ~)cliiton h;tsc. was tentativcly cross- 
l i i i l<c, t l  with ~li i taraldchytle.  dimcthyl siih- 
c~i.iinitl:ito, tlithiobis(siiccinimidyl propio- 
ii:itcl). :iii<I 4.4'-tlifliioro-:l,:!'-(linitrorliphcnyl 
stilfonc., :it v;irious concentriitions of r r a -  
gclnts (10 to  100 mM). The  first t h rcc  rea- 
~ c ~ i i t s  ara spccific for the  c-amino group 
of lysiri(~s, ;inrl thc fast ont* for the  tyrosint. 
ph(1nol ring. The  crosslinkctl protliicts wc.rcl 
;~n;ilyzctl in SDS-containing pore-gr:itlient 
g(bI. r : i n ~ i n g  from 4 to  18% in acrylamidc 
c~oiirc~iiti-:itic,ii. 

At Iow conccntrdinns of r ragents ,  no 

crosslinl<crl spc.cirs c,oiiltl I ) P  i ( l ~ , i i l  i liotl (lx- 
cept  traces of spclc-ic.s of 170.000 cl;illons, 
which most likcly c~ori.c~sl)oiitl(~(l Io tliinc.rs 
of penton bases (not shoa,ii).  A t  hich con- 
centrat ions of reag(.nt,s, th(' ~ ) r ~ i i t  on hase 
suhiinit hantl of 85,000 tl;iltoiis clisiij,l)(t:irs, 
and h i ~ h  molrciilar \vcbichl c~i-oss;iiikc~tl m;i- 
terial rcmainetl a t  thc top of th(b ~ ( . 1  (not 
shown). Scrics of rrossliiil<t~tl olipoinrlrs 
of pentoiî hase suhiinits w(lr(> ~ i ( ~ \ ~ o r  obsc.r\:r~d. 

fd) Qri,n,n,t7fir(rt,ior/ n/' / i ~ t t  { / J I /  l)r(.s(z fi??(/ 

,fil)cr nr~tiqcv.q i ~ r  n r i c~~o t~ i t io t r .  Tho Lwo- 
tlimensional immiinoel~~c. t . ro l~hor~~sis  t ~ r h -  
niclixb has h rcn  showii to ho ;i iisc~f'iil int~t,hotl 
for clii;int,ificiit,iori of ; i t l ~ ~ i i o \ ~ i i ~ ~ i s - s o I ~ i h l ~ ~  
;intigrns (Milrtinrt n i . ,  1!)75). IJsiny~ pc'nf on 
h;tse iso1;~tcd a s  tlrsrrihrtl iihovc* ;iiitl piiri- 
ficd fiticr (lioiilangri. anrl T'iivion, l!)'i:l) a s  
st;intl;irtls, i t  w;is ~)ossil)l(\ 1 0  ol,f:iin r;ilihra- 
tion curvcs g-iving tt.hc ;iinouiit of pc)iton 
hascl antl f ihw ;inl.igc~ns iri  ;i civcln immiincb 
prc.ril)it;itcl pc.;tk. 'I'h(1 1)rotoin c-onl.c*rit of 
the  st;inrl;ii-tl s:tmpl(~s was tlc~l.c*rininctl hy 
the  mcthorl of 1,owry nl. (1951) anrl thp 
siirf;irc~ of the  prc~-il)il,;il(~s \v;is csl)rc~ssrcl 
r~ithcsr ;is mi1ligr:iins of lr:ii1sf(~i. I,:il)clr r u t  
;~lnng tho pc:~k oiiiliiir~ (Mii1.1 in c i  o l .  , 1975) 
or ils scl\~:irc miI l i~ncl (~rs  ot)l;iiri(~(l hy auto- 
matic cliinnt.itntivc irn;tgc~ :in;ilysis. This 
c;llihr;ition t.ochnicjiic. is illiist,r:it.c~tl in Figs. 
7a-- K. 

Trc~atment of :itlcnoviriis p:irtirlos with 
0.5% sodiiim t1rosychol:ilo for 1.5 min a t  
51;" h:is hrien sho1r.n t o  clisriipt t , h ~  capsid 
into corc>s, y-oii~": of ninv lic>sons. iind :i.l)c?t 
st.riictiirc~s coiisislirig of ~~c~ril,t~iil,oii;iI h(ssoiis 
antl ~wnt.ons (Ji.iis,sc~ll ri  trl. , 1971; T'clrrira 
antl Wriglcy, 1971). F i ~ i i i * c ~  711 s h o ~ v s  t,h:it. 
p ~ n t o n  w;ts ;ils0 tlissoc~i;ilc~(l inlo i ts  cnm- 
pon<~nt s ,  p(lrit on 1~:isi~ (/x':ili 2) iiiitl fihrr 
( p c ~ k  5). c;ilihr:il ion rbrlrvcls of frc~o pcn- 
ton hiisc and frcv fih(8r :int,igc~iis ti.clated 
in the  s:inir way \vit,h O.T,cb. rlcouychol;~t,e 
(Fit, 7g) ~ R V ( I  t , h ~  follouinc riitios of pcn- 
ton hnscx:fiher ant ipc.n riincinr from 2.08 t o  
2.27 in tliff(v-ent pr(ll>;~rat ions of tltwxycho- 
l:it,r-t,rciitcd atlcnovirion, 1ïit.h an av r rage  
valiic (!f 2.2. 

Rinlrig7cnl i?ffccl r ! f '  I'r rr torr Ilrrsc 
A c1c:ir-ciit ccll-rlrt,;iching cffcct was  

foiind at a lcvel of 0.1 t,o 0.2 p g  of pcnton 
hnsr prntrin pcr :i x I O 5  c ~ l l s .  



I:,,;, ;, ~lniilllil~~~fl~ir~i~ llll\( h,~,l of I~sf imn[ i i~f i  nf11,'nt (III Ii:i,<c, :iritl f i l i c - i .  I>I.~I! vit1 !vil Iiiii t !if3 :~rIr~iioviricin. Inrrrnainp 
fIiim,i[irs nr fl,>i>nyrhf,l;l(,~-irr;ltpd fi1ic.r an<! ppntii,i h:isr nnt.ip,-ii n.rpi.i- r r r i ss - immi innr~ l r r l r r~ f ih r i r rd  ~pn ins i  
CO1ls~;ll,~ :imfiiints of ;itl<%ni,vii.ii': 2 :lntisc-riim. A fr\v r~unmliif,s rif iiiirniiiir~ ~ r i . r ~ ~ i r i i i : i t r *  ~>cs:~k': t hiis nhtainrd with 

isnl:ilrd fihpr (:a-c) 2nd wi lh prnlon h:iw (cl-f) n r r  prrsc-ntrtl 1ivi.f'. I,r>nrlg \r.rrc1: (ni 2 FI; (h)  3 PI; (c) 5 
(Ehrr prfltr*in rnnrrn(ratinn: 0.55 mglml); ((1) 1 pl; ( r )  2 pl; (f) X pl (licsnton h:isf3 lirolr-in ~ ~ n r r l i t r n t i ~ n :  0.41 tTlg/ml). 
(8) ('niihrntiotl ciirvr3s ~ h t n i n r r l  wi1.h prntnn hasr fm) nnd tvilh f ihrr  (a) (h) I)~nxvrholnlr-disriiptrd ndrnnvirion 
(60 prrilpin) showing the spp:lrntion of pr9nlrin 1i:isr 2 from fil1rr 5 ziliiilnits Of !hi. ~ o m p l r t r  pcnton. 
Calihra1,iori ciirvcs, as i n  g, givr th r  respc.ctivp nmoiints nf 2 p p  of prnton hasr in prnk 2 and of 0.9 pg of 
f i h ~ r  in  prak 5. 

Endort trrlcnsc Acfii~if?y of Pcnton Rnw 

No detectable endonuclease activity was 
found associatcd with the penton hasr a t  
the finaT stage of purification (hydroxyapa- 
tite colirmn) nor after tHe DEAE-Sephatlex 
A-50 chromatography step. In contrast, an 
endonuclease activity was present in thc 
original Freon extract of H, ta-115 and 
H2 ts-125 infected cells. 

DISCUSSION 

The chcmical and immunolofical stiidy 
of adcnovirits vcrtrx capsomcr has thtrs f;ir 
been impaircd by the vrry small amounts, 
if any, of free penton hase in aderiovirus 
WT-infected ceIl extracts (Fig. Ib) com- 
pared to complete penton and frec fihrr. 
Penton base can be obtained from isolated 
complete penton by separation of the base 

f ron~ t hr fihcr nioicty with urea, giianidine, 
or d ~ t c r g c n t  (I'hilipson and Pettersson, 
1973). Howrvrr, thr  pcnton base has been 
foiind to hc a vcry lahile structure, sensi- 
tivc to protc~olytic cnaymes '(revicwed by 
Philipson and Pcttcrsson, 1973), a feature 
which r ~ n t l r r s  thr  hiorhcmical and immuno- 
logical char:ictcrization of ponton base 
isolatcd iindcr dcnatiiring ronditiona dif- 
ficiilt. It  has also hcrn siiggrsted that free 
penton hnsc forind in  infected ce11 extract 
rcsiilts from an artifactiial disruption of 
coml)lctr prnton. Thc rcstilts of ouf ~ W O -  

dimcnsioiial inimiinnrlcctrol~horctic analy- 
s r s  of frrqhly prcl)arctl WT-infected cell 
extracts sccms to riile out this hypothesis 
antl s i i ~ ~ r s t c t l  that pcnton base as  auch 
prccxist,~ 117 ~ i v o  (Fig. la). This confirmed 
earlier sti~dies of the synthesis and trans- 
port of adenovirus proteins in pulse-chase 
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~ e s t e d  that  the polypeptidr :34K had Ieilcinc 
on the N-entl antl was sc.nsitive to amino- 
peptitlase hyrlrolysis iip to  a proline resitlile 
and a 32K polypeptide corc. The nonmodi- 
fietl 22.5K spc~t*irs might thcrrforc corrr- 
spond to t h r  N-ont1 pircc ~v i th  a hlockcd 
N-tcrminiis. Thiis. thc occurrence of proline 
a s  the N-terminal amino acid in the pcnton 
h;isc and coml)lct c pcnt nn prep;lrations 
would likely rc.prc.st>nt t hv rrsiilt of "spon- 
tancous" cndo- :tntl rxol)rotc-olyt ic cle:ivagrs 
a t  specific points of the prriton hase poly- 
peptide chain. 

One of the open cliirstions concrrning the 
striicture of pcnton hasr c:ipsomcr m'as the 
numher of polypeptidr siihiinits containrd 
in the nativr protc8in. 1~'ivc. siihiinits havr 
heen suggestt.tl (Philipson and I,intlherg, 
1074), mainly on the hasis of a Incal pcntag- 
onal symmetry at the apex of the arleno- 
virus icosaherlron, :incl on a rooghly pen- 
tagonal contoilr in electron microscopy 
(Pettersson and Hbgliind, 1969). Cross- 
linking with hifrinctional r c i i~en t s  h:ts provrtl 
to hg a iisefiil method for t h r  t1rtermin:i- 
tion o? the qiiiiternwy stri~cti irc of oligornrric 
proteins (1)avics and Stark,  1970; Coggins 
~t n l . ,  1976) and has brcn si~cccssfiilly ap- 
plier1 to  adenoviriis 2 hrxon protcin (noil- 
langer and T'iivion, 1974). Mowcvcr, in 
contrast to  hexon, no prcfrr r<~d rrosslinkrd 
oligomeric spccics of pcnton hasc siibiinits 
corresponrling to  pentamcrs wcre dctect ed, 
even a t  low concentrations of protein and 
high concentrations of hifiinetional rcagents. 
Reactions with high cont.c.ritr:ition of pcnton 
base resulted in crosslinkccl m;ltcrial wit h 
high molecular weight which coiil(1 not pcne- 
trate the polyacrylamidc gel. This suggcstcrl 
that  there were no ncighhoring lysinr resi- 
dues in the penton base oligomeric cdifictb, 
a t  least in the hridge span of the bifiinc- 
tional reagents user1 hcre,  and that intrr-  
molecular crosslinks took place more rcadily 
than intramolecular ones. This also implird 
a relative abundance of lysine resiclilcs a1 
the  surface of the penton hase, explaining 
i ts  sensitivity to trypsin digestion (Petters- 
son and Hoglund, 1!)69). 

In gel-filtration chromatography, native 
penton base behaved as  a protein with a 
molecular weight of about 500.000. In SDS- 

po1yacryl:imitlr pl rlrlct rolihorcsis, a molec- 
ular w c i ~ h t  of 8r).OOO \lr:is foiincl for the prn- 
ton hasr ciihiinit . Stoiehiomttric analyses 
of pcnton h:i.;t\ iintl fit)cxr componcnts of 
adcnovirion ~ v o r ( ~  pci.formotl hy two dif- 
frrcnt ;in;ilyt ic:il n1c.t hnds: ( i )  scanning of 
SUS-gr1 xiit or:irlio~i':inis of ["Clvaline- 
liihrlc~l ;i(lci~ovti.ii.: p:irtic~lc~s clissociated 
with ST)S g : i v ~  : I I I  ;~\(~i.:iec. i.:~Iio of pcnton 
hnsv t o fil)t$r of  2 (Ni. ( I I )  ( ~ i i : i r i t  it:itivc csti- 
mat ion hy t u  o-c\iinc~ii~ioi~;il ~rnniiinoelcctro- 
phoresis of ~ , c ~ i i t  or1 h;~çta :iiicI fil~cr antigens 
cnntain(~tl in :itl(nrio\ ii.iori cli.;qocintrd with 
deoxycho1:itt~ r:l\ cl :III ;i~c~i.;igt~ ratio of 2.2. 
Assiiniing th;\(  prn ton  lxisr is constituted 
of fivr siihunits of 85,000 (laitons, and that  
fihrr is composc.c\ of 1 lirc~t, sithilnits of 62,000 
tlaltons (T'hilip$on :iii(I Ilitirlbcrg, 1974), 
the thcorctie;tl viiliie for t h r  ratio of penton 
hase to fihcr 11 oiil(l hr 2.28. This corresponds 
ivith oiir ~ïptv- imrnt  al d;it a.  IL sccms t h e r e - I +  
fore rcasnn:~hlr t o  c.oncliirlr that  the pento ~ ! u i  

tlaltons. 
rC, hase 1s formcd o f  fivr siit)iinit s of 85,000 

An intrigiiin~: i .c>sii l t  is the vali~e of 9 S 
foiinrl foi.  th^ ~c~tlirnt>nt:ition coefficient of 
thc n;it ivc prnt oii t>:isv. This v;iliic is con- 
griicnt \vit h t l i c 3  v;iItit* ~)rrvioiisly estimated 
hy iiitlirrrt tcrhnic~iic~s (Wilhtllm and Gins- 
hrrg ,  1972). Ilowv~ver, t his srrlimentation 
corfficirnt s r r m s  loug for ;i glohii1;lr protein 
of425,000 (liilt 011s. Horsr splrcn apoferritin, 
with :i molccil1:ir \v(>ixht of 467,000, and a 
fr1ction:il c,ocfficicnt of 1 .14,  characteristic 
for ;i ro11,~hly sl>heric;il molrculc, has a sedi- 
mchnt i t t  i c ~ i i  c~oc~ffiririit of 17.6; ,Jack bean 
rirch:isc ( I X : l , O O O  tl:iltons) has a frictional 
t~orfficicnr of 1.18 and a srdimentation coef- 
ficirnt of 18.6 (Sohcr, 1970). The value of 
!) S iml>lir~s ;in t~long;itctl sh;ipo for adeno- 
virils vcrtcx cnpsomer, with a frictional 
ratio f'//,, grea t r r  than 1 .Fi. A roiighly conicai 
morphology has alrrady hecn tlescribed for 
the h;iscl of the prnton, 13 nm in hcight and 
9 nm in diamcter a t  its hasc (1,aver et al., 
1969). 

Electron microscopy shows that the pen- 
ton hase had a roiintl or  roughly pentagonal 
contour, with ii cctntral cavity. This observa- 
tion and the sedimentation data suggested 
that  the vertex capsomer is seen standing 
on end on the microscopie grid. The central 
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v;i\ II ! t*oii lr l r n n s t i t i i t e  t h e  a t t a c h m e n t  s i te  

111 O i r ~  filic*r ~ i r o j c c l i o n .  In t h i s  case, the pcn-  

IIIII 1 i : i ~  \voiild br secn f r o m  i t s  external  pole. 

XII c~iic1oiiiiclc:isc ; ic t iv i ty  u7as fot ind RSSO- 

c-i:itc,tl n ith t h e  p c n t o n  base p c a k s  o f  h y -  

iIrc~\y:il~:ititc anr l  DEAN-Scphndru chrn-  

i i i : i t  ci~i*;il>hy. M o t v ~ v c r ,  o i i r  an t  i - (penton 
li;is(,) i i nmi ine  s c r i i m  h:is been  shourn t o  
Iiliti~k t hc (~ndon i i c l rasc  of a r l r n o v i r u s  t y p r s  
2 ,  :!. :i i i t l  5 (M:ir i isyk, 1)ersonal commi in ica-  

-?4 
I iriii). T h i s  ;iiitisci.iim w;is prepai'crl .by i i i -  
,ic~c~liciiik in t h e  r a h h i l  o f  p c n t o n  hase an t i -  

~ c ~ i i - ; i i i t  ihot ly  c o m p l c x ~ ~ s  former1 in agarosc 
p l 1  c l i i v i i i ~  t w o - d i m ~ n s i o n a l  immi inoe lec t ro -  
~ i l ic i rc~s is  o f  cc l l  e x t r a c t s  per fo rmed at l o w  
icinic. $ t rcng th .  T h i s  con f i rms  t h a t  t h e  pen-  

ton - ; i~soc ia t rd  enrlont ic lcasc fo i ind  in t l i f -  
f (~i .cnt ;it lci invirus sc ro typcs  ( M a i u s y k  ct nl . ,  
I!lÏ.'>) c*orrcspn~ids t o  an c n z y m c  o f  ccll i i l : ir 

or ic i t i ,  srlj;ii'ahlr f r n m  p c n t o n  h;iscb at  high 
io i i i r  s t rc~n@h (Itclif c f  nl . ,  1977). T h e  id2 
ts-12.; j>c'nton base is n o w  r o u t i n e l y  prr- 
1);ir(>rl in o i i r  Iahni.atory f o r  t w  111tro ;isscmhly 

s l i i t l y  M ilh the W T a t l e n o v i n i s  2-soli ihlc fibtrr. 

. ~ Iliik ti~11.1i II:I,~ III~I~I~ SII~I~IIII~I~~II \>y 1 h~ ( ' ~ ~ i i l r ~ ~  N:iIioii;il 
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Conclus ion 

l a  b a s e  du penton a é t é  i so lée  à partir d e s  protéines so lub les  produites 

par deux mutants : le H2 t s  115 e t  l e  H2 t s  125. La purification s ' e f fec tue  

en  trois  é t a p e s  s u c c e s s i v e s  : 

- la  chromatographie su r  colonne d e  DFAE-sephadex. 

- la  chromatographie sur  colonne d 'hydroxyapati te  

- l a  précipitation au  sul fa te  d'ammonium à 55% d e  saturation 

La pureté du produit final e s t  montrée par : 

- élec t rophorèse  en ge l  d e  polyacrylamide-SDS . 

- 1' immuno-électrophorèse bidimensionnelle  . 

- la  microscopie é lec t ronique .  

La protéine a gardé s a  forme nat ive  au cours  d e  son ext rac t ion ,  comme 

l e  montre son ant igénic i té  inchangée,  e t  l a  microscopie électronique.  

La b a s e  du penton induit la  formation d 'ant icorps  spéci f iques  d e  groupe : 

les anticorps d i r igés  contre la  b a s e  d e  l ' adénovirus  2 révèlent  a u s s i  l a  

b a s e  d e  l 'adénovirus 5. Les anticorps n ' o n t  aucun pouvoir d e  neutral isat ion 

su r  le virus. 

L 'analyse  en a c i d e s  aminés d e  la b a s e  montre un contenu é l e v é  en 

a c i d e s  aminés dicarboxyliques e t  en leucine,et  une faible teneure e n  a c i d e s  

aminés hydroxylés . L'ac ide  aminé en posi t ion N terminal e s t  bloqué, 

comme pour l 'hexon (JORNVALL y e t  al .  , 1974 : BOULANGER e t  al .  , 1978) e t  - 
les précurseurs du  VI,  du VI1 (SUNG e t ,  , 1977, 197 8). 

Le pHi d e  la  b a s e ,  déterminée par i s o e l ~ c t r o f o c a l i s ~ t i o n  e s t  d e  5 ,8 , '  

La b a s e  du penton e s t  cons t i tuée  d e  plusieurs sous-unités.Son contour 

pentagonal ,  observé en  microscopie é lec t ronique ,  avai t  été montré par PETTERSSOR 

e t  HOGLUND, 1969). C e c i  f a i sa i t  penser  à une structure pentamérique pour l a  

protéine nat ive  (PHILIPSON, 1974). Le " scanning"  d 'autoradiographie du v i rus  

ana lysé  en ge l  d e  polyacrylamide-SDS e t  l ' é t u d e  en immuno-élkctrophorèse du 

v i rus  d i s s o c i é  au  DOC confirment l e  nombre d e  5 pour l e s  sous-uni tés  de- la 

b a s e .  Le poids moléculaire théorique e s t  donc  d e  4 2 5  OOr) .  Cependant ,  l e  

poids moléculaire déterminé par chromatographie d e  tamisage 



moléculaire,  e s t  un peu plus é l evé  : i l  e s t  d 'environ 5 Q Q  000. 

Par ,centrifugation sur  gradient  d e  suc rose ,  on trouve un coefficient  d e  

sédimentat ion d e  9 , l S .  Vu son poids moléculaire,  la  b a s e  nat ive doi t  e t re  d e  

forme al longée.  

Les  propriétés du  v i rus  at t r ibuées à la  b a s e ,  par l ' é tude  du penton complet  

soumis à différents  t rai tements (addition d ' an t i co rps  spéc i f iques ,  ou hydrolyse 

par l a  trypsine) (PETTERSSON e t  HOGLUND, 1969) ont  ét6 vérif i6es pour l a  

b a s e  i s o l é e  : la  b a s e  pure peut reproduire l ' e f f e t  cytopathogène du virus mais 

n ' a  aucune ac t iv i té  endonucléasique.  Une t e l l e  ac t iv i té  avai t  é t é  trouvée 

a s s o c i é e  à la  b a j e  (MARUSYK e t  a l , ,  1975) ,  mais se ra i t  d i s s o c i é e  d e  la b a s e  

à haute  force ionique (REIF e t  a l .  , 1977) .  



Partie III L 
Assemblage de  la ba se  e t  de  la  fibre 

en penton complet 



"in vivo" la  b a s e  du penton e t  la  f ibre son t  a s s o c i é e s  en penton 

complet '(VALENTIl\JE, PEREIRA, 1965). C e t  a s semblage  e s t  s t a b l e  puisque  c ' e s t  

sous  l a  forme d e  penton qu 'on  trouve la  plus grande part ie  d e  l a  b a s e  synthé-  

t i s é e  e t  q u e  l e  penton complet e s t  purifiable d e s  ant igènes  so lubles .  La 

b a s e  e s t  d i s soc iab le  d e  la  fibre en tampon guanidine,EIcL INORRBY, SKAARET 

1967), formamide (IUEURATH e t  - al .  , 1968) e t  pyridine 8% (PETTERSGON e t  HOGLUND 

1969) e t  en DOC 0 ,5% porté à 56' , (BOUDIN e t  al .  , 1979). La l ia ison entre - 
c e s  deux protéines n ' e s t  donc pas  covalente.  

Nous nous sommes in té ressés  à c e t t e  a s soc ia t ion  d e  l a  b a s e  e t  d e  la  

f ibre en penton. Nous avons recherché l e s  f ac teur s  qui  influencent c e t t e  

a s soc ia t ion  e t  qui interviennent donc dans  1' intéract ion ent re  ces deux 

protéines.  

Nous avons é tudié  l a  formation du penton : 

1 - "in vivo" d a n s  d e s  ext ra i t s  ce l lu la i r e s  cytoplasmiques ou nucléaires. 

2 - "in vitro" , d a n s  l e s  ext ra i t s ,  par addition d e  b a s e  ou d e  f ibre 

purifiées. 

3 - " in  vitro", hors  d e s  ext ra i t s  cel lulaires,par  incubation d e s  deux  

protéines purif iées : la  b a s e  du penton d ' u n e  part,  l a  fibre 

d ' au t re  part. 

Ce t t e  é tude  e s t  basée, principalement,sur 1' immuno-éléctrophorèse 

bidimensionnelle qui  permet d e  v isual i ser  l ' a s soc ia t ion  d e  l a  b a s e  e t  d e  

la  f ibre  en penton (MARTIN e t  a l .  , 1975). 

La fibre i so lée  s e r a  notée  par F I  l a  b a s e  du penton par BP,avec, en  

indice:. wt, quand la protéine se ra  c e l l e  d e  1' adénovirus 2 d e  type sauvage  ; 

un nombre, correspondant  au numéro du mutant thermosensible d e  1' adénovirus2 

quard la  protéine se ra  i s o l é e  d e  mutants .  



Matér ie l  e t  méthodes 

A .. Culture d e  c e l l u l e s .  - - 
1 - ce l lu les  KB en suspens ion .  - 

Les  ce l lu les  KB son t  maintenues en  suspension à 37O, d a n s  du milieu 

d e  Eagle,modifié par Joklik e t  contenant  5% d e  sérum d e  chcvat d6.cat-n. 

plé men té .  

2 - ce l lu les  HeLa en monocouche. 

-Les  ce l lu les  HeLa sont  cul t ivées  d a n s  d e s  f lacons  Falcon à 37O, d a n s  

du  milieu minimum e s s e n t i e l  (MEM),contenant 10% d e  sérum d e  

veau  décomplémenté. 

B . L'infection v i ra l e .  - - 
L'adsorption du v i rus  se fai t  à 37 dans  du milieu s a n s  sérum, pendant 

une  heure ,  après  concentrat ion d e s  ce l lu les .  Puis l e s  c e l l u l e s  sont  d i luées  

à leur  concentrat ion in i t i a l e .  On ajoute du sérum d e  veau à 2% final .  Puis 

les c e l l u l e s  son t  mises  a l a  température voulue. 

C . Séparation cyt!Dplasme-noyau:. , - - 
Les  ext raf is  cytoplasmiques  e t  nucléa i res  ont  é t é  f a i t s  à partir d e s  

c e l l u l e s  HeLa. L'infection e s t  arrétée par lavage  d e s  c e l l u l e s  à l ' e a u  physio- 

logique à 4 ' .  Les c e l l u l e s  son t  repr ises  par du RSB  ris 2 0  mM, KCl 1 0  mM 

Mg Cl2 1)'s mM,pH 7 .4 )  l a i s s é e s  10 mn d a n s  la  g l a c e  e t  c a s s é e s  par dix 

coups  d e  DOUNCE. On centr ifuge dix minutes à 650 g ,dans  une centr ifugeuse 

Sorvall RC3. Le surnageant  cons t i tue  l ' ex t ra i t  cytoplasmique,  le  culot  

con t i en t  l e s  noyaux. Pour éliminer le cytoplasme accroché aux noyaux, 

ceux-c i  son t  l avés  d a n s  du RSB-Triton 0 ,25% e t  après  avoir donné 10 coups  

d e  DOUNCE,on centrifuge à nouveau. Les noyaux son t  a lors  repris  d a n s  un 

tampon à 0,1% Triton f inal  e t  p a s s é s  2 0  secondes  aux ul tra-sons.  Après une 

centrifugation d e  10 mn à 12 000 g ,  on recuei l le  l e  surnageant .  

D . Purification d e s  proté ines .  - - 
1 - Préparation d e s  ant igènes  so lubles  . 
...- 

La préparation d e s  antigt3nes so lubles  e s t  f a i t e  à partir d e s  

ce l lu les  KB. Les c e l l u l e s  infec tées  son t  l avées  avec  du PBS 

, (solution isotonique de chlorure d e  sodium tamponnée en phosphate) 



Puis  l e s  ce l l u l e s , ap rè s  une  cen t r i fuga t ion  d e  10 mn 3 '650  g, s o n t  c o n c e n t r é e s  
r 

dix  fo i s  d a n s  du Tris hypotoniqiic ( T r i s  10 mM - NaCl  50 mM-KBTA 

1 mM,pH 8. 1). C e s  é t a p e s  se font A 4 9  

Puis  l e s  c e l l u l e s  sont  c o n g e l é e s - d b c o n ~ ~ , l é e s  par t ro t s  fo i s .  A 

l ' ex t r a i t  c e l l u l a i r e ,on  a jou te  a lors  une  quan t i t é  é q a l e  d e  r r6on  113 et 

on homoqénéfse  t rois  minutes à l 'u l t ra-Turrax avan t  d c  centr i fuger ,  ' 

,, 25 minutes ,a  6 5OOq (dans  une  cen t r i fuqeuse  $ortwill RC3). T,a 

p h a s e  a q u e u s e  e s t  r ep r i s e  , d6posi.e su r  un grad ien t  d i s con t inu  de, 
' 1  

chlorurc  d e  c6s lum et ccn t r i fuqbe  d a n s  u n e  u l t racent r i fuqcuse  Aeckman L2 

80 m m  A 2 5  K,dans u n  rotor SW 4 1 .  

T,e riradient e s t  cons t i t ué  comme s u i t  c 

- 2 m l  d e  C s C l  (le dens i t é  1 , 4  5 ;  40% glycero l  

- 3 m l  d e  CsC1 tie dens t t f .  1 ,33 :  26% qlycero l  

- 3 m l  d e  CsC1 d e  densl tE 1 , 2 5  

T,a fr<iction s u p 6 r l c r i r c ~ , c o r r c s p o n ~ i n n t  r7ux a n t t q h e s  s o l u h l e s , e s t  

r cp r i s e  rit prbcipl tbe au  sulfi i tc d'ammonium A 55% d c  sa tu ra t i on ,  

pcndant  1 6  heu re s  à 4 ". Le precipi té  e s t  e n s u i t e  d i s s o u t  d a n s  du  phos- 

phatr: d c  sodium S O  rnM , pFI 6 , 8  e t  d l a ly sEe  con t r e  c e  meme tampon,  

2 - Purification d c s  protbincs .  - 
T,a f i h r e  e t  le pcnton complet s o n t  I so l6s  3 pr7rtlr  CS composan t s  

s o l u b l e s  d e  l 'adilnovirus du type s a u v a q e ,  cu l t iv6  3 3 7 '  pendant  

36 h c u r c ç  t and i s  que  la Imsc rlii penton e s t  c e l l e  du TT2 t s  125  ou 

dit 112 ts 1 1  5 ,  cu1tfvf.s A 39: pendant  36 h c u r e s ,  

T,rs an t lqenes  so lub le s  sont  chrornatoqraphiès  sur  DEAC-Sephadex, 

TJa fibre e s t  6 l u é e  d a n s  l e  pic  e x c l u .  La b a s e  du  penton e t  l e  penton 

s o n t  k lués  par un grad ien t  d e  chlorure  d e  sodium d a n s  le tampon de  

piîosphate d e  sodium 50 mM,pT-1 6 .  8 ,  ,i une  force ionique co r r e spondan t  . 3 

à 0,12 M NaCl .  (BOULANGER e t  PUVION, 1973) .  
' II 

L'6lutlon d e s  pro tb ines  e s t  su iv i e  par l ec tu re  d e  l a  DO 2 7 0  nm. L e s  'frac- 

t ions  r ecue i l l i e s  son t  d e  3 ml. Les t ubes  co r r e spondan t  aux p i c s  s o n t  rassernbl0ç 

, prbcipi tbs  au su l f a t e  d',ammonium b 55% d e  sa tu ra t i on ,  r ep r i s  d a n s  



un tampon phosphate d e  potassium 10 rnM,pH 6. 8 e t  d i a lysés  contre l e  même 

tampon. 

La purification e s t  achevée  par p a s s a g e  sur  colonne d'hydroxyapatite.  

Les protéines sont  é l u é e s  par un gradient  d e  phosphate  d e  potassium,de 10 m M  

à 500 mM. La fibre e s t  é l u é e  à 0 , 2  M l  la  b a s e  e t  le penton à 0 , l M .  

Les p ics  d e  protéines sont  à nouveau repé rés  par  lec ture  d e  l a  DO à 

278 nm. Les  fract ions correspondantes sont  préc ip i tées  au  sul fa te  d'ammonium 

repr i ses  d a n s  du tampon phosphate  e t  dialysées! con t re  le meme tampon. La 

fibre e s t  a lors  conservée  à - 20' e t  l a  b a s e  e t  l e  penton à - 7 0 '  c a r  i l s  - , ,  

son t  particulièrement s e n s i b l e s  à toute protéolyse. De  m e m e  , pour évi ter  l a  

dbgradation du  penton e t  d e  l a  b a s e ,  leur extract ion se fa i t  en présence  d e  

p, M. S. F. (fluorure d e  phenyl methyle sulfonyl)  aux taux d e  I mM d a n s  tou tes  les 

solu t ions .  

E - Marquaqe. - - 

Aux c e l l u l e s ,  l avées  en milieu privé e n  méthionine, on a jou te  

d e  la  methionine 3% ( ~ m e r s h a m  ",K. ) à 20 pci/mi, à la  

69éme heure quand l e s  ce l lu les  son t  maintenues à 32'. Le 

marquage dure a lors  3 heures .  

1% 
2 . A l a  va l ine  . - 

14 Les c e l l u l e s  sont  marquées à l a  va l ine  C ( ~ m e r s h a m ,  280 m ~ i / m n  

d è s  la 16 6me heure jusqu 'à  la  fin du cyc le .  

14c. 3 . A la  glucosamine - - 

La g lucose  amine 1 4 c  e s t  a joutée  i l a  14éme heure d e  

1' infectionlà 100 pCi/l (act ivi té  speci f ique  6 0 , 8  ~ i / m M o l e ,  

2 7  9 p ~ i /  mg) .  La glucosamine v ient  du  CEA. 

F - Determination du taux d e  proté ines .  - - 
Le taux d e  protéines e s t  déterminé par l a  méthode d e  LOWRY e t  a l .  ,( 195 1) - 

G - Techniques electrophorét iques . -. - 
1 - Gel  d e  polyacrylamide,SDS. - - 

L'électrophorèse e s t  f a i t e  en plaques ve r t i ca les .  Les échant i l lons  

sont  dénaturées  à 100 O ,  pendant 2 mn,après y avoir ajouté un volume 



E 

é g a l  d e  tampon Tris-HC1, pH 6 .8 ;  4% SDSjlO% mercapto-ethanol; 6 M uree  

e t  0,O 1% d e  bleu d e  bromophenol. I l s  sont  d é p o s é s  sur un gel  d ' e s p a -  

cement  : 5% acrylamide (rapport acrylamide-bisacrylamide 50 : 1 , 3 3 )  

d a n s  un tampon Tris-HcL 0 ,195 M, pH 6 , 8 ;  SDS 0 ,1%.  Le g e l  d e  r6so- 

"ution e s t  fa i t  à partir d ' u n e  solution d 'acrylamide  d e  17 ,5% (rapport 

acrylamide-bi~~acrylamide 50 : 0 , 2 3 5  ) d a n s  un tampon Tris-HC1 

0,375M,pH 8,9; SDS 0,1%. 

Le tampon d 'é léc t rophorèse  e s t  une solution d e  Tris  01025M, glycine; 0.192 M; 

. SDS O , ] % .  L 'é léc  trophorèse dure 16 heures ,  à un vol tage  constant  d e  30 
- . 

1 vo l t s  ( 3  ) .  

Les  g e l s  sont  a lors  colorés  bleu d e  coomass ie  R 250 ou passésdans  u n e  solu 

tion d e  DMSO-PPO 20%,avant d l @ t r e  s é c h é s  e t  autoradiographiés.  

2 - ~mmuno, é l éc  trophorèse bidimensionelle ,  - .  

C ' e s t  la  technique deLAURELL (1 965) e t  modifiée par WEEKE (1 973). 

C ' e s t  une éldctrophorèse sur plaque horizontale (1 10 x 90) 

en agarose  1% d a n s  du tampon ~ é r o n a l , ~ ~  8.6, 0,2 Mftampon d 'éléctro-  

1 phorèse) .  La première migration se fa i t  sous  100 vo l t s  aux borüs d e  l a  

p laque ,  ce l le-c i  é t an t  réfr igérée par un courant d ' e a u ,  pendant 80 

minutes. Puis l e  gel  e s t  coupé en bandes  d e  2 cm d5e large,  10 cm d e  

long,correspondarit à chaque  échantillon, qui  son t  t ranspor tées  sur une 

seconde  plaque (100 x 100) pour l a  seconde dimension.  On 

cou le  12h-11 d 'aga rose  à 1% contenant  du sérum dir igé cont re  les 

ant igènes  viraux en quant i té  variable s u i v a n t  l a  quanti té  d u  dépot.  

La migration dure 16 h ,  à 25-30 vo l t s  aux bords d e  l a  plaque. 

Les plaques sont  a lo r s  p r e s s é e s  sous  du papier  absorbant  

pendant  4 5  m'n, puis  l a v é e s  au sérum physiologique 30 min, à l ' eau  

d i s t i l l é e  15  m n ,e t  s é c h é e s  avant  d ' e t r e  colorées  a u  bleu d e  coomass ie  

bri l lant  R 250. 

On su i t  l e  m e m e  procédé que  pour l ' immun&l~ct rophorèse  

bidimensionnelle  précedemment décr i te .  Mais  on a joute  à l ' agarose  1%,  

100 ij /ml d e  lect ine d e  lent i l les  LCA pour l a  première dimension. 



H - Préparation d e s  immunsérums. - - 
1 - Sérum anti-adénovirus 2.  - - 

Le sérum polyspécifique e s t  obtenu par une s é r i e  d e  4-5 injections, 

à un lapin ,  d e  v i rus ,d issocié  par sonicat ion e t  di lué,de moitié,avec d e  

l ' ad juvant  d e  Freund complet. 

2 - Serum an t ibase  du penton. - 
On in jec te  à un lapin l ' a r c  d e  précipitation ,ant icorps-ant igènq 

obtenus par i m m u n o ~ é l ~ c t r o p h o r è s e  bidimensionnelle  des- an t igènes  du 

H2 t s  1 15,obtenus à 39". Une d iza ine  d e  plaques d e  Laurel1 s o n t  

f a i t e s  d a n s  c e  but. On découpe 1' agarose  d e  part e t  d ' au t re  du  tracé 

du pic. L 'agarose  receui l l i  e s t  fragmenté e t  repr is  d a n s  du sérum 

physiologique avant  d ' ê t r e  d i lué  avec  l ' ad juvant  d e  Freund. 

Sérum aritifibre d 'adénovirus 5. 

On in jec te  à un lapin l ' a rc  d e  precipitation correspondant  à l a  

fibre, obtenu par immuno-éléctrophorèse d e s  ant igènes  so lub les  d e  

1' adéiiovirus contre un sérum polyspecif ique.  

1- ~mmuno-pr6cipi tat ion par la  protéine A d e  s taphylococcus  Aureus. - 
La technique a é t é  décr i te  par CRAWFORD e t  LANE (1 977).  Le  complexe 

antigène-anticorps e s t  adsorbé sur  l a  protéine A d e  S. Aureus. 10 pl d e  

l a  solution d ' an t igène  son t  incubés, pendant une  nuit,à 4' avec  10 pl 
/ 

d'immunsérum, 7 5 pl  d ' u n e  solu t ion  de  NENT-N (Tris-HC1 50 mM/pH 7 . 4 ,  

NaCl  150 rnM, EDTA 5 mM, NONIDET P. 4 0  0 ,  Q5% e t  sérum albumine bovine 

Le lendemain,  on a joute  10 p l  d e  l a  suspension d e  S. Aureus e t  après  

avoir l a i s s é  une demi-heure à température ambiante pour q u e  se forme le 

complexe,  on lave  l e  précipi té ,  on l e  reprend en tampon dénaturant ,  e t  on l e  

c h a u f f e  à 100" pendant 2 mn. Le précipi té  e s t  ana lysé  sur  g e l  d e  polya- 
1 

crylarnide-SDS. 



L- Hydrolyse enzymatique.  - 
1 - l e s  exopept idases .  -- 

Les incubations son t  f a i t e s  à 37",  pendant 18 H. L'enzyme e s t  

ajouté 1 OU 2% f ina l  (Poids/poids).  L 'aminopeptidase M provient d e  

Boehringer (Mannheim, BPR) , la  carboxypept idase  Y d e  Miles  (Slough, 

UK) . 
2- hydrolyse part iel le  par endopept idases .  

Les d iges t ions  enzymatiques par t ie l les  ont  é t é  r é a l i s é e s  se lon  l a  

méthode d e  CLEVELAND (1977) pour l e s  protéines purifiées. Les  

échant i l lons  sont  dénaturés  en milieu SDS-glycérol par chauffage à 

100° ,  pendant 2 mn. Puis l 'enzyme e s t  ajouté à différentes d o s e s  

( 9 0 5  pg; O, 1 pgO, 2 5 pcj. L' incubation enzymatique dure une  demi, 

heure à 37 O .  Puis l 'hydrolyse e s t  a r re tée  par chauffage à 100°, 2 mn. 

Les  enzymes u t i l i sé  s son t  : 

- l a  protéase  d e  S. Aureus V8 (Miles ,  Slough U. K. ) 

K - Adsorption d e s  anticorps antifibre d e  l ' adénovirus  5 sur  l a  fihre du 2 .  - 

Les  anticorps d i r igés  contre la  fibre d e  l ' adénovirus  du type 5 sont  

précipi tés  au  su l fa te  d'ammonium à 33% d e  saturat ion.  Puis I l s  son t  repr is  

d a n s  du sérum physiologique e t  d ia lysé  contre l ' e a u  physiologique. Le 

mélange :fibre d e  l 'adénovirus 2 e t  antifibre d e  l ' adénovirus  5, e s t  incubé 

pendant  20 h, à 4". Plusieurs di lut ions d e  l a  solut ion d 'ant icorps  ont  é t é  

e s s a y é e s .  



Resultats  EzI 
A , Assemblaqe "in vivo" d e  la  fibre e t  d e  l a  b a s e  . - - 

D e s  ce l lu les  HeLa sont  i n f e c t é e s l à  32; par l'a&pinovirus 2 d e  type sauvage ,  

par d e s  mutants fibre (-) : le H2 t s  115 e t  H2 t s  125 e t  un mutant dont l a  

s y n t h è s e  d e  fibre e t  d e  b a s e  e s t  diminuée : l e  H2 t s  104 (MARTIN e t  a l . ,  "1 ~78). 

L'infect ion e s t  arretée à la  64éme heure,  apr&s un marquage à la méthionine 

3 5 ~  d e  3 heures .  Pour chaque ext ra i t ,  nous  avons séparé  l e  cytoplasme,des 

noyaux. Le contenu d e  chacune  d e s  fract ions e s t  ana lysé  en  immuno-éléctropho- 

r è s e  bidimensionelle.  Le pic 1, c e l u i  qui  migre l e  p lus  loin v e r s  l ' anode , ,  

correspond à l 'hexon;  l e  2 à l a  b a s e  du penton; l e  3 a u  penton complet,avec l e  

déterminant b a s e  e t  l e  déterminant fibrelet l e  pic 5 à l a  fibre seu le .  

Le profil d e s  différents  ext ra i t s  cytoplasmiques e s t  montré sur l a  f igure 1 

Pour l e  virus du  type sauvage e t  pour l e  i b : ~ t a n t  H2 t s  104, i l  e x i s t e  peu d e  b a s e  

d e  yx nton l ibre . Pour le mutant H2 t s  115, i l  y a peu d e  penton complet 

tandis  qu 'une  grande quanti té  d e  b a s e  e s t  accumulée.  D e  plus ,  ce pic e s t  

hé térogène,  ce qui  traduit une cer ta ine  dégradation d e  l a  base .  La fibre e t  l a  

b a s e  semblent s ' a s s o c i e r  difficilement. Pour l e  mutant H2 t s  125,  l e  taux d e  

fibre syn thé t i sée  e s t  moindre q u e  pour l e  virus sauvage.  Dans  cer ta ins  

e x t r a i t s ,  e l l e  e s t  méme s y n t h é t i s ê e  en défaut  par rapport à l a  b a s e  : i l  

n ' e x i s t e  pliis d e  fibre libre, e t  l e  pic d e  la  b a s e  du penton e s t  augmenté, Chez  

ce mutant,  l a  f ibre e t  la b a s e  semblent  avoir l a  même capac i t é  à s ' a s semble r  

que  c h e z  l e  sauvage.  

Le profil d e s  fract ions nucléa i res  e s t  identique pour l e s  4 virus t e s t é s .  

R ig .  2) .  I l  y a peu ou pas  d e  penton complet pour l a  fraction du  HZ t s  104 : 

l e  pic d e  b a s e  e s t  diminué. 

B As semblase  " in  v i t roU,dans  les ext ra i t s  ce l lu la i res .  - 
3 * 

1 - Incubation avec  un e x c è s  d e  b a s e  du penton purifiée@P125 ) - 
Les ext ra i t s  ce l lu la i r e s  obtenus à 32 O ont  é t é  iqcubes ,  20 heures, à 4 "  

après  addition d e  b a s e  du penton purifiée, du H2 t s  125, l a  fibre é t a n t  en  

e x c & s  d a n s  chacune d e  ces fractions. Par la technique  d'irnrnuno- 

é l é ~ t r o ~ h o r è s e ,  on observe  une  augmentation du  p ic  du penton tandis  

que  ce lu i  d e  la  fibre diminue, t raduisant  donc un assemblage .  Des  

mi>lécules d e  BP 125 a jou tées  à l ' ex t ra i t  s e  son t  donc assemblées  e n  



Figure 1 . Autoradiographie d e s  i m m u n o ~ l ~ c t r o p h o r è s e s  bidimensionnelles  - -  
d e s  ext ra i t s  cytoplasmiques(l0 pl) d e  ce l lu les  in fec tées  : 

(a) par l 'adénovirus 2 d e  type sauvage  ; (b) par l e  H2 t s  125 ; 

(c) par l e  H2 t s  115 : (dl par le HZ t s  104. 120 p l  d'immun- 

sérum anti-adénovirus son t  incorporés d a n s  l ' a g a r o s e  pour 

la  seconde  dimension. 

1 : Hexon : 2 : b a s e  du  penton : 3 : penton (base  + f ibre)  

5 : Fibre  



Fiqure 2 : Autoradiographie des  immuno.~l~ctrophorèses bidimensionnelles 

d e s  extraits nucléaires (20 pl) de  cel lules  infectées par a) l 'adénovirus 2 : 

b) le  H2 t s  125 : c) le H2 t s  115 : d) le  H2 t s  104. 20 pl  d'immunsérum 

anti-adenovirus 2 sont incorporés a I 'agarose pour la seconde dimension. 

1) Hexon ; 2) base  du pentOq ; 3) penton : 5) fibre 



penton,en se l iant  5 la fibre excédentaire.  Cet  assemblaqe  e s t  observé dans  

l 'extrai t  cytoplasmique,  comme d a n s  l ' ex t ra i t  nucléaire.  L 'assemblage  

dans  les ex t ra i t s  provenant d e s  c e l l u l e s  infec tées  par ie  virus d e  type 

sauvage  e s t  montré figure 3,Le meme assemblage  e s t  observe dans  l e s  

fract ions ce l lu la i r e s  provenant d e s  mutants.  

Le pourcentage d e  fibre a s semblee  peut e t re  quantifi6 pnr pes6e  

du papier calque,découpé selon l e  t racé d e s  p ics  d e  fibre libre e t  d e  

fibre assemblée .  Après addition d e  b a s e  du penton,  I P  pourccntaqe d e  

fibre .assemblée  auqmente. 

2 .  Incubation avec  un exc2s  d e  fibre purifiée (Fwt), - ..--- 

a - Avec d e s  ext ra i t s  ce l lu la i res  obtenus  à 3 2 "  ......................................... 

Quand l e s  extrai ts ,cytoplasmiqueç e t  nucléa i res ,  d e s  c e l l u l e s  

infec tées  par l 'adénovirus 2 de  type sauvaqe sont  inciihXs 7 0  h c u r ~ s  

;1 4" ,  avec  d e  l a  fibre purffi4e d e  I 'ad6novirus 2 d u  tvpc sfiuvaqc, i l  

n ' y  a pas  auamentation du pic du penton. 

. De merne avec  les cxtr2j ts  de.: crllilles infectfies 

par l e s  mutants ,  i l  y a peu o u  pas  d e  formation dc n o ~ i v c l l ~ s  moll.cules 

de penton après  incubation avec  d e  la fibre Fwt ,  sauf pour l ' ex t ra i t  

cytoplasmique d e  ce l lu les  in fec tées  par l e  H2 t s  175,quand la h a s e  

libre e s t  syn thé t i sée  en exciis par rapport i la fibrc. D3ns ce drrnier  

c a s ,  i l  y a a s semblage  .. .Pour rendre comptc dc la formatron d e  

nouvelles  m%lécules d e  penton,autrement que  pnr 1';iiiomcntatiofi du pic 

correspondant  en  immuno-éléctrophorèse bidimensionclle ,  noiis avons 

incubé c e t  ext ra i t .  non marqué. avec  d e  la f ihr r  Fwt , rnorqii6 i la 
14 

val ine  C.  Par autoradiographie d e  la plaque d'6l&ctrophorèse, 

on voi t  de la  radioact ivi t6 d a n s  l e  pic d e  fibre libre comme dans  l e  

pic du dé te rminmt  fibre du penton. 

C e t  a s semblage  entre la b a s e  e t  l a  fibre a eqalement Et6 démontré 

par immuno-précipitation. A l 'extrai t  du H2 t s  1 2 5 ,  incubé avec  la  fibre 

Fwt , va l ine  14c, on ajoute d e s  anticorps d i r i g f s  contre la  b a s e  du 

penton. L'immun-précipité e s t  adsorbé su r  S.Aureus. Aprds dénaturat ion,  

le  complexe e s t  analysé  sur ge l  d e  polyacrylamfde-SDS : seu le ,  la  fibre 

du penton nouvellement formé apparai t  sur  1' autorad toqraphie, 



Fiqure 3 : Assemblage en penton par addition d'un excès  de  base  du 

penton du HZ t s  125 (BPlZ5) dans l e s  extraits de  ce l lu les  infectées 

par l e  virus de  type sauvage. 

a) e t  b) cytoplasme : 10 pl ; immunsérum anti-adénovirus 120 pl.  
c) e t  d) noyaux 20 pl ; immunsérum anti-adénovirus 20 yl .  

b) e t  d) addition de  2.5 p a d e  BPlZ5 

On observe l'augmentation du pic du penton, e t  diminution du pic 

d e  fibre en b) e t  d).  Le pic d e  base  du penton e s t  moins visible à 

c a u s e  de  l 'excès  d e  base  ajouté. 

1) Hexon ; 2) base  du penton ; 3) penton 

5) fibre 



avec des  extraits cellulaires obtenus à 39.; - - - - - - -  4 - - - - - - - - - - - - . - - - - .  - - - -  - - - - - -  
Ces  memes expériences ont é té  h i t e s  avec des  extraits obtenus a 39". 
Pour l e s  extraits obtenus à partir de  cellules infectées par 

l'adénovirus 2 ,  de  type sauvage, l es  profils obtenus sont identiques à 

ceux obtenus à 32O. 

Pour les  extraits obtenus par l'infection des  mutants, i l  n ' y  a plus 

de  fibre synthétisée e t  donc pas d e  penton . Dans c e s  conditions, la 

base du penton de  l 'extrait total du H2 t s  125, comme cel le  de  l 'extrait 

total du H2 t s  104 s 'assemble après incubation avec la fibre du type 

sauvage ( ~ w t )  (fig. 4 ) .  La base  du penton ob teneà  39 "  e s t  donc capable 

de  s 'assembler avec de  l a  fibre ajoutée à l ' extra i t .  

C - Assemblase "in vitro" du penton,à partir de  . ses  deux protéines purifiées : - - - 
base  e t  fibre . 

1 - Assemblage entre la base du penton du H2 t s  125 (BP 125) .et - 
la fibre de  l'adénovirus 2 (Fwt) . 

La fibre Fwt e t  la base  BP12s,mélangées, sont incubées 20 heures, 

4". En immun&léctrophorèse bidimensionnelle, on observe un pic 

correspondant au penton (fig. Sa).  Si la fibre e s t  marquée à la 
14 

valine C ,  la  radioactivité s e  retrouve au niveau du pic de  fibre 

excédentaire e t  au niveau du determinant fibre du penton. (fig. 5d). 

Par un excès  de  fibre, on élimine le pic de  base e t  par un excès  

de  base  on élimine le  pic de fibre (Fig. 5 b,c ). 

Assemblage entre la base  du penton du H2 t s  115 e t  la fibre Fwt . 
Aucun assemblage n 'es t  décelé en immuno-éléctrophorèse 

bidimensionnelle,aprBs incubation de  la  base  du H2 t s  11 5 e t  de  la 

fibre de  l 'adénovirus 2 de  type sauvage. 

3 - - Assemblage entre la base  du penton du H2 t s  125 ( ~ ~ 1 2 5 )  e t  la 

fibre du même mutant [ ~ 1 2 5 ) .  

De m ê m e ,  l 'incubation de  la base  du H2 t s  125 e t  de 1 a fibre, 

de  c e  m é m e  mutant, synthétisée A 32 O ,  n e  donne pas naissance à des  

molécules de  pentons. 



Fiqure 4. : Assemblage d a n s  un ext ra i t  ce l lu la i r e  (20 pl) (cytoplasme + 
noyau) d e  c e l l u l e s  in fec tees  par l e  H2 t s  125 à 3 g 0 ,  par addition d e  

fibre Fwt (4 yg) en  bl.120 p l  d'immunsérum ant&dénovirus s o n t  

incorporé s la  g é l o s e  en seconde  dimension.  

1) Hexon ; 2) b a s e  : 3) Penton ; 5) f ibre 



Fiqure 5 : Assemblage en  penton,de l a  b a s e  du  penton (BP ) e t  d e  l a  fibre 
125 

(Fwt) purif iées.  Le penton formé e s t  d é t e c t é  par  i m m u n o , ~ l ~ c t r o p h o r è s e  

bidimensionnelle  (immunsérum antLarlénovirus 2 : 120 pl) : 

a) BP125 3 , 3  pg ; Fwt 3 ,2  p g .  

b, BP125 3 , 3 p g  ; Fwt 2 , 3  p g .  

( toute l a  fibre e s t  a s semblée )  

1 , 6  pg ; Fwt 
14 

BP125 
marquée la va l ine  C : 8 )ig 

( toute la  b a s e  e s t  a s semblée )  

d) autoradiographie d e  l a  plaque c) '? 



D . Recherche d e s  conditions d ' a s semhlaqe  . - - 
1 . Modification d e s  condit ions d e  l ' a s semblaue  "in vitro" . hors d e s  

ext ra i t s  ce l lu la i r e s ,  

â - Modification du mil ieu.  
, _--__ _ ----- ------ ---- . . 

->-le PH,  

Le milieu d'incubation e s t  amené à différents  pH : pH 5 , 5 ,  

pH 6;8 ; pH 8,2, par d e s  tampons phosphates.  Le pH 5 , 5  é t an t  

inférieur aux pHi d e s  protéines é tud iées ,  l e  pH 6,8,voisin d e  l a  

'neutral i télétant  u t i l i sé  comme tampon d e  référence  e t  l e  pH 8,2, 

nettement supérieur aux pHi. Aucune modification n 'appara i t  dans  

l 'assemblage,aux d i f férentes  condit ions d e  pH u t i l i sées .  

+ la  force ionique .  

La b a s e  du penton e t  l a  fibre son t  incubées  d a n s  l e s  

condit ions su ivan tes  : 0 , l  M ; 0,2 M e t  0 , 3  M NaCl  en tampon 

phosphate d e  potassium 10 mM, pH 6.8.. Aucune modification d a n s  

l ' assemblage  n ' e s t  observ&dans  c e s  différentes condit ions.  

-) Pré-incubation d e  l a  f ibre avec  un sérum anti-fibre d e  l 'adénovirus i 

T,a fibre p o s s è d e  deux groupes d e  déterminants  ant igéniques 

(VALENTINE e t  PEREIRA, 1965) : l e s  déterminants  s p é c i  f iques d e  

type ,s i tués  au  niveau d e  la  sphérule ;  l e s  déterminants  spéci f iques  d e  

sous-groupe- , l e  long d e  l a  t ige.  

Si  l a  part ie  d e  l a  fibre q u i  réagi t  avec  la  b a s e  contient  d e s  

déterminants  spéc i f iques  d e  sous-groupe ou s i  ceux-ci  son t  

s i t u é s  a proximité d e  l a z o n e  d 'assemblage ,  la  fibre complèxée aux 

anticorps spéci f iques  d e  sous-groupe: devra i t  s ' a s semble r  avec  une 

ef f icac i té  moindre que  l a  fibre libre. 

La fibre du v i rus  d e  type sauvage,  incubée 20 h à 4 " ,  avec  

d e s  anticorps d i r igés  contre l a  fibre d e  l 'adénovirus d e  type 5, 

s ' ass$mble  avec  l a  b a s e  avec  une eff icaci té  é g a l e  A cel%le d e  l a  

f ibre l ibre,  non complexée avec  l e s  ant icorps.  

-!hydrolyse enzymatique d e  l a  fibre. 

Nous avons  recherche que l l e  extrémité d e s  c h a i n e s  polypep- 



t idiques é t a i t  impliquée d a n s  1' assemblage .  

Dans ce but ,  nous avons traité l a  fibre à la  carboxypeptidase Y 

ou à l 'amino-peptidase M, avant d e  l ' incuber avec  d e  la b a s e  du 

penton. Les deux enzymes employés son t  d e s  exopept idases ,  l a  

première ag i s san t  à partir d e  l 'extrémité C terminale,  la seconde 

à partir d e  l 'extrémité N terminale e t  n e  s o n t  p a s  arrgtées par un 
! 

rés idu  de  proline. Les so lu t ions  enzymatiques sont  employées en 

rapport enzyme-substrat d e  1%. 

L'action d e  l 'aminopeptidase M sur la  fibre n ' influe pas  sur- 

l e  taux d '  assemblage.  

La fibre na t ive  trai tée à la carboxypeptidase Y,  bien qu 'encore  

antigknique, ne  s ' a s s e m b l e  plus avec  la b a s e  (fig. 6 a ) .  L'action 

d e  l 'enzyme e s t  a r re tée  par addition d e  PMSF (fluorure de phenyle 

methyle sulfonyld,  avant  d '  ajouter la  b a s e  du penton. L'hydrolyse 

d e  la  f ibre par la  carboxypeptidase Y semble  donc inhiber l ' a s sem-  

b lage  avec  la  b a s e  du penton. De plus ,  en g e l  d e  polyacrylamide- 

SDS (fig.6 c )  on voit  que  la chaîne  polypeptidique d e  la  fibre, 

t ra i tée  par la c a r b o x y p e p t i d a ~ e  Y, perd 2 0 0 0  à 3000 d e  poids molé- 

cula i re .  L 'aminopeptidass M n'la aucun ef fe t ,  mais on s a i t  que  

l 'extrémité N terminale d e  la chaîne  polypeptidique d e  l a  fibre 

e s t  bloquée par N acé  tylation, 

2 . Protéolyse du penton, in tac t  ou d i s soc ié  en ses deux sous-uni tés ,  - .  

Puisque l ' ac t ion  d e  la  carboxypeptidase Y semble empécher tout 

a s semblage  entre l a  b a s e  e t  l a  f ibre,  nous avons comparé l 'hydrolyse par cet 

enzyme,du PentOn nat i f  e t  du pentOn traité au DOC, l e  DOC d i s soc ian t  la base et 

la  fibre (BOUDIN e t  a l .  , 1978) .  La carboxypeptidase y e s t  e-mployée 

au  rapport enzyme-substrat  d e  2 % .  Nous avons prélevé d e s  échanti l lons 

à différents  temps d e  l 'hydrolyse.  L'action enzymatique e s t  arrêtée 

par dénaturation, à 100°, en milieu SDS, mercaptoéthanol,  urée. Les 

produits d e  la  digest ion enzymatique sont  a n a l y s é s  sur  g e l  d e  polyacry- 

lamide-SDS (fig. 7 ) .  

La cinét ique d e  dégradation d e  la b a s e  e s t  l a  méme,qu!elle so i t  



Fiqure 6 : Inhlbition d e  l ' assemblage entre la ba se  du penton BP (3 pg) 125 

e t  l a  fibre Fwt (4 pg), par digest ion d e  la fibre par la  carboxypeptidase Y : 

a) libre nat ive  : b) fibre hydrolyske par l 'enzyme, immuns6rum : 100 p l  

c) ge l  d e  polyacrylamide-SDS, 1 - fibre native ; 2 - fibre t ra i tée  à 

la carboxypeptidase Y ; 3 - f ibre trai tée à I 'aminqpeptidase M. 



Fiqure 7): Hydrolyse par l a  carboxypept idase  Y du penton,  natif en  a )  e t  

d i s s o c i é  a u  DOC en  b). 

Les temps d 'hydrolyse  sont ,  d e  gauche  à droi te ,  d e  1 mn, 2 mn, 

5 mn, 10 mn,30 mn, 1 heure,  2  heures ,  4  heures ,  8 heures  e t  

2 4  heures.  
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a s s o c i é e  ou non à s a  fibre. La digest ion d e  l a  fibre differe su ivant  

qu ' e l l e  e s t  a s s o c i é e  ou non à l a  b a s e  : 

- toute l a  fibre e s t  hydrolysée d è s  l a  8éme heure quand l a  fibre 

e s t  sépa rée  du penton. Près d e  l a  moitié d e  la  fibre e s t  dé jà  

hydrolysée à l a  2éme heure. 

- quand l a  fibre e s t  encore a s s o c i é e  à l a  b a s e ,  la  moitié d e  l a  

f ibre,  seulement  e s t  hydrolysée au bout d e  24 heures .  

L'extrémité C terminale d e s  cha ines  polypeptidiques d e  la fibre 

semblent  donc e t r e  protégées par l a  base ,dans  la  molécule d e  penton. 

3 - . . ROle d e s  chaînons  glycanniques d e  l a  fibre dans  l ' a s semblage  du  

penton : Etude d e  la  glycosylation d e  la  fibre l ibre e t  d e  l a  fibre 

l.iée à la  b a s e  du penton. 

a - givc_o s l s t i _ o g  -d_e_ 1s -fJb~g . 
8 

Par incorporation d e  glucosamine radioact ive ,  ISHIBASHI 

e t  MAIZEL (1 974a) ont  montré q u e  la  fibre d e  l 'adénovirus,  

incorporée ou non d a n s  l e  virion, e s t  g lycosylée .  Il  y aurai t  

deux molécules d e  glucosamine par cha îne  polypeptidique. 

I l  n 'y  a p a s  d'incorporation d e  g a l a c t o s e ,  n i  d e  fucose ,  n i  d e  

n ~ a n n o s e  . La fibre se ra i t  l a  s e u l e  protdine tardive du virus 

a Btre g lycosylée .  Une protéine prdcoce,  l a  E 19K,  e s t  a u s s i  

g lycosylée  (ISHIBASHI e t  MAIZEL, 1974a ; P.ERSSON e t  al .  , 1979). 

La fibre purifiée a une migration re tardée  en immuno-éléctro- 

phorèse bidimensionnelle  quand on a joute  à l ' aga rose ,  pour la  ' 

première dimension,  d e  la  lec t ine  d e  lent i l le  (L. C .  A. ) (fig. 8 1 .  

Dans ces condi t ions ,  l e  pic d e  fibre e s t  net tement é larg i  par 

rapport au  p ic  d e  f fb re  obtenu en 1' absence  d e  lect ine.  C e c i  semble  

traduire une ce r t a ine  hétérogénéité  de  1- glycosylat ion d e  l a  

fibre. 

I l  é t a i t  donc permis d e  se demander si la  glycosylat ion 

d e  l a  fibre, ou l e  taux d e  glycosylat ion,ne pouvait pas  conditionner 

l ' a s semblage  d e  la  b a s e  e t  d e  la  fibre. Dans  ce but ,  nous avons  

purifié l a  fibre e t  le penton complet,marquées à la glucosamine 
14 

C l  e t  ana lysé  l e s  peptides marque s à la  glucosamine 14C,  

obtenus par hydrolyse enzymatique part iel le .  



Fiqure 8 : Immuno-affino-éléctrophorèse d e  la  fibre. Le dépot  d e  fibre 

e s t  d e  4 pg. 

a) plaque témoin en  a b s e n c e  d e  LCA. 

b) LCA : 100 pg/ ml, pour la  première d imens ion .  

t 
On l a i s s e  migrer deux heures  pour l a  l é r e  dimension.  Dans  c e s  

cond i t ions ,  on obse rve  net tement l a  différence d e  migration d e  l a  

fibre,en présence  ou e n  a b s e n c e  d e  LCA.  -- 
r , 

", 1 
i \ '- ;p: 

.i-ir 



14 
La fibre e t  l e  penton, marqués à l a  glucosamine C l  ont  

é t é  dénaturés  là 100; en milieu SDS-glycérol. Les quant i tés  d e  

pentons complets  e t  d e  f ibre  ont é t é  ca lcu lées  d e  façon a avoir 

l a  méme concentration d e  f ibre d a n s  les deux c a s ,  so i t  6 pg. 

Les  échant i l lons  sont  a lors  incubés  pendant une demi-heure,à 

37", avec  respectivement 0,05 p g  ; 0 , 0 1  pg  e t  0 , 2 5  pg d e  

chymotrypsine ou d e  protéase  d e  S.Aureus V8.  L 'hydrolyse 

enzymatique e s t  arr3tée par chauffage à 100". Les échant i l lons  

sbn t  a lors  ana lysés  sur  g e l  d e  polyacrylamide-SDS (20% acryla-  

mide). L'autoradiographie du gel  (fig. .9 ) montre que  l e s  poly- 

pept ides  marqués sont  identiques pour la fibre libre e t  c e l l e  du 

penton. Les  concentrat ions d 'enzymes u t i l i sées  son t  l e s  mêmes 

pour les solu t ions  d e  fibre l ibre e t  c e l l e  d e  penton: l e  rapport 

enzyme-substrat  e s t  donc  différent ,  l e  penton é tan t  cons t i tué  

d e  b a s e  e t  d e  fibre. Ce'ci peut donc expliquer l e  retard observé 

d a n s  l 'appari t ion d e s  produits d e  c l ivage  du penton trai té  à l a  

chymotryps ine.  

Puisque l 'extrémité C terminale d e s  cha ines  polypeptidiques 
'h 

d e  l a  fibre semble e t r e  impliquéedans l ' intéract ion a v e c  l a  b a s e ,  

nous  avons  trai té  à la  carboxypeptidase Y la f ibre  marquée à la 
14 

glucosamine C. Le ge l  d e  polyacrylamide-SDS montre 

le changement d e  poids moléculaire d e s  cha înes  polypeptidiques, 

mais  le marquage pers is te .  Les chaïnons  glycanniques n e  sera ient  

p a s  loca l i sés  au vois inage  d e  l 'extrémité C terminale d e s  

c h a f h e s  bu  moins, p a s  d a n s  l e s  20 à 30 rés idus  d ' a c i d e s  aminés 

d e  l a  cha îne  polypeptidique ) e t  n ' interviendraient  pas  directement 

d a n s  l ' a s semblage  avec  la  b a s e .  

Une aut re  quest ion é t a i t  d e  savoir  s i  la  fibre non glycosyl6e 

é t a i t  capab le  d e  s 'assembler .  Nous avons a lors  é tudié  la  syn- 

t h è s e  d e s  ant igènes  viraux par d e s  ce l lu les  infec tées  en présence  

d e  Tun icamycine . 



14  
Fiqure 9 : Compara ison  d e s  pep t ides  marqués  à l a  g lucosamine  C l  prove- 

nant  d e  la d iges t ion  enzymat ique  d e  la fibre d e s  a n t i g è n e s  s o l u b l e s  

(FI) e t  d e  la  f ibre  du  penton ( ~ p ) .  Les  e n z y m e s  u t i l i s é 6  s o n t  l a  

chymotryps ine  (CT) e t  l a  p ro t éase  d e  S. Aureus V 8  ; aux d o s e s  d e  

0 , 0 5  pg ,  O,1 p g  e t  0 , 2 5  pg. Gel  polyacry lamide  (20%)-SDS. 



E_t@e d e  l 'jncorporation d e  a l u c o s a m i n ~  radioact ive dans  la  f ibre,  - - - -  - - - - - -  _ _ - _ - _ _ _ _ _ _ _  

s yn-4 ti-s 6 e erigléç e_n c-e-d g _Tun Lc amyc in e- - 
1. 

Nous avons ajout6,dans le  milieu d e  culture d e s  ce l lu les  

HeLa infec tées  par I 'adénovirus 2 ,  d e  la tun icarnycine, ;i 

dif férents  temps d e  l ' infect ion e t  différentes d o s e s .  La 

tunicarhycine e s t  un antibiotique inhibiteur d e  1.7 qlycosylation 

(TAKATSUKI e t  TAMURA, 197 1 ; SCHWARTZ e t  a l .  , 197 6). r l l e  

inhibe spécif iquement la N glycosylat ion.  

La tun icarnycine a é t é  ajoutée A 1 heure ,  8 heure e t  

19 ,30  heure après  infect ion,  aux d o s e s  d e  2 , s  pq/ml e t  
3 

5 pg/ml. 50 F i  d e  glucosamine H e s t  a joutée  :i la 2 1 éme heure 

après  l ' infect ion.  Les ce l lu les  sont  receui l l ies  ii la 7 / l 6 m e  heure 

La radioact ivi té  d e s  différents  échant i l lons  e s t  rapport6 e d a n s  

l e  tableau 1120 p l  d e  chaque 6chantillon sont  prCcipités au .TCA et déposé 

sur  f i l t re  pour l e  comptage.) 

Tableau 1 : 

ph---- 

Tm ajoutée à: 

. 

2,5ug/rnl 

2 9 1 3  cprn 

3781 cpm 

8 2 5 6  cpm 

r - 

V> 
a, 
'a, 
C, 

U 
a, 

'44 

G 
4 

ul 
a, 
7 
d 

a, 
U 

5ug/ml 

2134  cprn 

4177  cpm 

9756 cpm 

c e l l u l e s  non infec tées  

tdinofn s a n s  tunicamycine 

l h  post  infection 

Tm ajoutée  8 h post infection 

20 h pos t  infection 

17154 cpm 

10403 cpm 



L'incorporation de  la glucosamine radioactive,par rapport 

aux cellules témoins infectées en absence de  tunicamycine, e s t  

réduite de  : 

- 4 fois ,  quand la  turr icamycine e s t  ajoutée ;3. la  première 

heure post-infection. 

- 2,s fois,quand e l le  e s t  ajoutée à l a  8éme heure (c' est,&. 

dire au début de  la phase tardive). 

- 1,2 fois,quand e l le  e s t  ajoutée à l a  20éme heure post-infection. 

L'autoradioqraphie d u  gel montre une diminution de  la 

radioactivité au niveau de  la fibre. L'inhibition 

d e  la glycosylation de  la fibre de  l'adénovirus 2 par la turr icanycine 

e s t  donc fonction de  la  période du cycle viral. L'antibiotique e s t  

beaucoup plus efficace quand i l  e s t  ajouté au début de  l'infection. 

I l  e s t  impossible de  dire s i  la réduction de  la  g lycosyla t io~  de  

l a  fibre e s t  due : 

- à un effet direct de  la tunicamycine sur la glycosylation 

de  la  fibre. Dans ce c a s ,  la durée de  l 'action de  la 

tumicanycine intervient. 

- à une conséquence de  la  non-glycosylation de  la protéine 

précoce glycosylée, la E 19  K, ou d e  protéines cellulaires 

- ou s i  l 'absence d'effet de  la tun icamycine sur la glyco- 

sylation de  la fibre après la 8éme heure n 'es t  pas due,  

simplement,à un changement de  la perméabilité de  la 

membrane cellulaire au cours de l'infection. 

L'analyse en é léc t~ophorèse  bidimensionnelle de  c e s  extraits 

permet $'observer la  formation du penton. Le taux de  penton conlplet 

e s t  à peu près constant par rapport à l 'extrait  obtenu, en ~ b s e n c e  

d e  turr ycamycine, m e m e  quand celle-ci  e s t  ajoutée à la première 

heure après infection : la  fibre semble donc capable de  s 'assembler 

en présence d'un inhibiteur de la N glycosylation. 



Tableau 2 

Ad2wt 

H2 t s  125 

H2 t s 1 1 5  

H 2 t s 1 0 4  

Comparaison du profil d e s  ext ra i t s  cytoplasmiques 

d e  ce l lu les  infec tées  par différents  mutants,obtenus par 

immuno-éléctrophor8se bidirnensionnelle.  

On c o n s t a t e  que ,  même à température permissive 

(32'1, l e  penton du  H2 t s  115 s ' a s s e m b l e  mal e t  q u e  pour 

le HZ t s  125, i l  y a peu ou pas  d e  fibre syn thé t i sée  e n  

exc6s .  

Phénotype 
à 39" 

(WT) " ,  

F- (-) 

F (-1 

? (4 

1 

Production d e s  ant igènes  à 32 O C 

HX 

+++ 

+++ 

+++ 

+++ 

BP 

+ 

+ 

+++ 

+ 

P 

++ 

++ 

- + 
++ 

F 

++ 

- + 
++ 

++ 



Le penton e s t  l'un d e s  composants majeurs de  1' adénovirus (VALENTINE, 

PEREIRA, 1965).& le trouve dans  l e  virion e t  à l ' é ta t  "soluble" , c ' e s t  à dire 

non incorporé dans  les  particules virales; 

Dans l e s  fractions cytoplasmiques d e s  cellules infectées par le  virus 

d e  type sauvage,  l 'analyse immuno-él6ctrophorétique bidimensionnelle révéle 

l 'hexon, l e  penton complet (base + fibre), l a  base  du penton e t  la fibre à 

l ' é ta t  libre: La fibre e t  l a  base  du penton pourraient donc s 'assembler en 

penton dans  l e  cytoplasmelavant d'  Rtre transprotées au noyau 

Nous avons,  dans l e s  mêmes conditions, infecté des  cel lules  à 32",  

température permissive, par d e s  mutants thermosensibles fibre (-1 ( ~ 2  tç 115 

e t  HZ - t s  125), ou par d e s  mutants pour lesquels  le taux d e  fibre e t  d e  base  

sont diminuées, l e  H2 tç 104 ( penton (-1). Les fractions cytoplasmiques de  

c e s  cel lules  sont  comparées avec cel le  obtenue après infection par le  virus 

de  type sauvage.  Un tableau comparatif e s t  présenté (tableau 2 ) .  

La reponse '  des cel lules  infectées par l e  HZ ts 104 e s t  à peu p rè s  

identique à ce l l e s  infectées par l e  virus d e  type sauvage. 

Dans l e s  fractions cytoplasmiques d e s  cellules infectées par le  

H2 ts 115, on observe une accumulation d e  la base  du penton libre. Le pic 
ï, ,, 

e s t  large e t  hétérogene. Cec i  correspond vraisemblablement à une degradation 

de  la  base .  La base  e s t  une protéine fragile, facilement protéolysée. La 

base  du H2 ts 115, m é m e  à une température permissive serai t  encore plus 

fragile que ce l l e  du type sauvage. Le taux d e  fibre synthétisée e s t  comparable 

à ce lu i  d e s  extraits  d e  cel lules  infectées par l e  virus d e  type sauvage. 

s L'aptitude d e  ces deux protéines à s 'assembler semble plus faible que ce l les  

du virus d e  type sauvage. 

Les cellulehs synthétisent moins de  fibresquand e l les  sont infectées par 

l e  H2 1ç 125, que lors d e  l'infection par l e  virus de  type sauvage. La fibre du 
. , 

HZ & 125 e s t  parfois synthetisée en défaut par rapport  au taux de  base  du 

penton : i l  n 'y  a pas de  fibre libre, celle-ci  se trouve entièrement assemblée 

en penton. L'assemblage entre l a  base  e t  la fibre du H2 tç 125 semble auss i  



Tableau 3 

Incubation "in vi tro" d a n s  les ext ra i t s  d e  

ce l lu les , infec tées  par le vi rus  d e  type  sauvage 

ou par les mutants H2 t s  125,  H2 t s  115 e t  H2 t s  104, 

par addition d 'un  e x c é s  d e  b a s e  du  penton (BP12$) 

ou d e  f ibre (Fwt). 

(1) C : cytoplasme d e s  c e l l u l e s  infec tées  

(2) N : noyau d e s  c e l l u l e s  in fec tées  



e f f i cace  que  pour l e  virus du  type sauvage,  en dép i t  du fait  que  l a  cha ine  

polypeptidique unitaire d e  l a  fibre d e  c e  mutant s o i t  d e  plus faible poids 

moléculaire que  c e l l e  du type  sauvage (D'HALLUIN e t  al .  , 197 9). 

Dans l e s  ext ra i t s  nuc léa i res  d e s  ce l lu les  infec tées  à 3 2 O ,  on n e  

retrouve pas  ou t rès  peu d e  penton complet. L ' infect ion d e s  ce l lu les  e s t  

a r rê tée  à la  72éme heure (ceci correspond à une infection d e  24 h à 37") 

pour obtenir une synthèse  maximum d e s  composants  so lub les ,  avec  une  in- 

corporation minimum dans  l e  virus.  I l  n ' y  a pas  d e  penton complet bien q u e  l a  

b a s e  du penton e t  la  fibre so ien t  en excès .  Plusieurs explicat ions s o n t  

poss ib les  : 

- soi t  une fui te  préférentiel le ,du penton non incorporé d a n s  l e  v i rus ,  

du noyau vers  l e  cytoplasme,lors  du fractionnement ce l lu la i re ,  ce q u i  

semble peu probable , 

- soi t  une accumulation du penton dans  le cytoplasmelavant  un 

transport massif p lus  tardif dans  l e  c y c l e  viral .  Cependant  nous  

n 'avons  jamhis observé  d e  différences s igni f ica t ives  d a n s  les taux 

d e  penton du cytoplasme au cours d e  l a  p h a s e  tardive du cycle .  

- so i t ,  plus vraissemblablement,  une incorporation rapide  d a n s  les 

vir ions intranucléaires d e s  pentons t ranspor tés  au nucléoplasme: 

En faveur d e  c e t t e  hypoth&se,  plaide l e  f a i t  que  l 'on trouve du 

penton dans  l e s  intermédiaire& d ' a s s e m b l a g e  t rès  précoces ,  comme 

l e s  part icules s a n s  DNA, d e  dens i t é  1 , 3 1 5  en  C s C l  (D'HALLUIN 

al .  , 1978) .  Le penton n e  vient  pas  r éa l i se r  l a  "fermeture" d e  l a  - 
caps ide  d e  l 'adénovirus.  I l  e s t  présent  au  s t a d e  d e  l a  morphogénèse 

e t  i l  semble bien q u e  la  caps ide  reçoive  son contenu en DNA par un 

orif ice,  s i tué  sur une  f a c e  d e  l ' i cosaédre  (LEMAY e t  BOULANGER, 

communication pers  onel le) .  

Pour évaluer  la  c a p a c i t é  d e  l a  b a s e  du penton e t  d e  l a  fibre, synthë-  

t i s é b s  en e x c è s  lors d e  l ' infec t ion ,  à s ' a s semble r  e n  pgnton, nous avons  

a jouté  à c e s  ext ra i t s  so i t  d e  l a  b a s e  du penton purifiée du H2 ts 125, s o i t  

d e  l a  f ibre[ fwt) ( tableau 3) .  

La b a s e  BPI2 5 ,  a joutée  aux différents extrai ts ,cytoplasmiques ou 

nucléaires,  obtenus à 32 O ,  s ' a s s e m b l e  avec  la  fibre, excédenta i re  d e  ces 

ext ra i t s .  C e t  assemblage  e s t  observé a u s s i  d a n s  l ' ex t ra i t  d e  ce l lu les  



infec tées  par l e  HZ & 115, pour lequel  l ' a s semblage  d e s  deux protéines 

semble  "in vivo" p lus  diff ici le  que  pour l e s  aut res  v i rus  é tudiés .  Le 

défaut  d ' a s semblage  en penton du H2 tç 115 pourrait provenir d 'une  modifi- 

ca t ion  d e  la  b a s e ,  qu i  semble  plus sens ib le  à la  dégradation que  c e l l e  du 

virus. du  type sauvage .  L'addition d e  fibre d e  type sauvage dans  c e s  memes 

ext ra i t s  n 'augmente pas  , l a  quanti té  d e  penton complet d e  l ' ex t ra i t .  

Dans  l e s  ex t ra i t s  cytoplasmiques ,  en généra l ,  la  b a s e  excédenta i re  e s t  

- en fa ib le  quanti té  par rapport au  penton,et n e  s ' a s s e m b l e  pas  aprè s addition 

d e  f ibre,  sauf d a n s  l e s  ex t ra i t s  cytoplasmiques du H2 ts 1 2 5  pour l e sque l s  

i l  n ' e x i s t e  pas  d e  f ibre  libre. Dans  ce c a s ,  la  b a s e  semble ê t re  syn thé t i sée  

en e x c è s  e t  peut é t r e  a s semblée .  

Dans  l e s  ex t ra i t s  nuc léa i res ,  l a  b a s e  du penton, plus abondant e que  

d a n s  l ' ex t ra i t  cy toplasmique,  n e  s ' a s s e m b l e  p a s  non plus avec  la  fibre 

a joutée .  Puisque d a n s  c e s  ex t ra i t s  : (1) i l  e x i s t e  un e x c è s  d e  b a s e  e t  d e  

fibre ; (2) que l a  f ibre en e x c è s  e s t  capab le  d e  s ' a s semble r  en p résence  d e  

la  b a s e  du H2 - t s  125 ; (3) e t  que  l a  b a s e  n e  s ' a s s e m b l e  pas  avec  un surplus 

d e  f ibre du virus d u  type sauvage ,  l a  b a s e  d e  l ' ex t ra i t  pourrait @tre respon- 

s a b l e  d e  ce non-assemblage.  

La b a s e  du penton d e s  ext ra i t s  d e  c e l l u l e s  infec tées  par le  H2 & 125  e t  

H2 g 104 à 39' e 2 t  capab le  d e  s ' a s semble r  aprés  addition dans  l lext ;ai t ,  

d e  l a  fibre. C e c i  exclu t  l 'hypothèse  d e  dégradation d e  la  b a s e  au cours  du 

fractionnement ce l lu la i re  pour expliquer le non assemblage  d e  la b a s e  obtenue 

à 32". I l  semble q u e  toute l a  b a s e  capab le  d e  s ' a s semble r  5 température 

permissive e s t  a s semblée ,  e t  que  la  b a s e  l ibre s o i t  modifiée e t  devienne 

incapable  d e  s 'assembler .  En outre,  une modification d e  la b a s e  pourrait peut-etre 

expliquer l a  d i f férence  d e  migration observée  ent re  l a  b a s e  d e s  ex t ra i t s  obtenus à 

.32' e t  c e l l e  d e s  ext ra i t s  obtenus  à 39' : l a  b a s e  d e s  ext ra i t s  ? 39" migre 

plus loin vers  l ' anode  (fig. 1 0  ) en immuno,él~ctrophorése bidimensionnelle.  

La b a s e  du  penton du H2 tç 125,obt&fiue 6 396, eT 1t3 f'ibre du v i rus  du type 

sauvage,purifiées, s ' a s semblen t  en penton par  incubation du mélange d e s  deux 

protéines$ 4O, pendant  20 heures(pour permettre un maximum d ' a s s e m b l a g e  ) .  

En modifiant l e  pH e t  la force  ionique du milieu dlincubation,on n 'obse rve  
- 

aucune modification du taux d ' a s semblage ,  ce qui  suggère qu ' i l  s ' a g i t  d 'une  

reconnaissance  d e  s i t e s  protéiques ou interviennent  peu l e s  ac ides  aminés à 

groupements ion i sab les .  La fibre t rai tée à l a  carboxypeptidase Y n e  s ' a s s e m b l e  

plus.  Elle r e s t e  ant igénique puisqu 'e l le  e s t  r évé lée  en i r n m u n o ~ l ~ c t r o p h o r è s e  



Figure 10 : Différence d e  migration en immuno~é léc t rophorèse  d e  la  b a s e  

du penton du virus du type sauvage  a) e t  d e  c e l l e  du mutant H2 t s  1 2 5 ,  

obtenue à 3g0dJ.La première semble  incapable  d e  s ' a s semble r  avec  un 

e x c è s  d e  fibre, tandis  que  l a  seconde  s ' a s s e m b l e .  



bidimensionnelle .  En gel  d e  polyacrylamide,on voit  que  c e t t e  fibre a perdu 

un fragment d e  cha ihe  polypeptidique,de 2000 à 3000 d e  poids moléculaire. 

Ce peptide pourrait ê t r e  indispensable A l ' assemblage  e t  pourrait contenir  

l a  partie d e  l a  f i b r e  qu i  interagit  avec l a  base .  C e c i  semble Atre confirmé 

par l a  c iné t ique  d 'hydrolyse du penton complet  e t  du penton d i s s o c i é  au DOC, 

par la  carboxypeptidase Y. La v i t e s s e  d e  dégradation d e  la  b a s e  par l 'enzyme 

e s t  la  m e m e  q u e  l e  penton soi t  d i s s o c i é  ou non,  en DOC. Mais  c e l l e  d e  l a  

f ibre e s t  beaucoup plus  rapide {dSs la 2éme heure) quand l e  penton e s t  

d i ~ ~ ~ ~ i e . ~ a  b a s e  du penton,dans le penton complet ,semble donc protéger la  
- 

fibre d e  l ' ac t ion  d e  l 'enzyme e t  c e l l e  c i  n ' e s t  dégradée qu'au bout d e  
- 

24 heures A 37' .  L'extrémité C terminale d e s  cha ines  d e  la  fibre contiendrai t  

donc  la séquence  d ' a c i d e s  aminés qui a s s u r e  , l ' assemblage  avec  l a  b a s e ,  

probablement au niveau d e  la  cavi té  cen t ra le ,  vue  au  microscope électronique 

(PETTERSSON, HOGLUIVD, 1969 ; BOUDIN e t  a l .  , 1979). 
L ' )r 

Cet te  extrémité C terminale ne  semble p a s  contenir d e  chaînons  
c 14 

glycanniques: la  fibre marquée cl l a  glucosamine C I  t r a i t ée  Ci l a  carboxypep- 

t idase  Y ,  r e s t e  radioact ive malgré une p e r t e  d e  2000 A 3000 d e  poids molé- 

cula i re .  La part ie  glycanniqurne semble p a s  intervenir d a n s  l ' assemblage  en t re  

la  b a s e  e t  l a  fibre. 

De plus, l 'addit ion d e  tun icatnycine,dans l e  milieu d e  culture d e s  ce l lu les  

infectées, n 'empéche pas  l ' assemblage  d e  la  fibre avec  la  b a s e  du penton, 

meme quand l ' an t ib io t ique  e s t  ajouté au s t a d e  précoce d e  l ' infect ion.  C e c i  

suggbre que  les rés idus  d e  sucre  n ' interviennent  probablement p a s  d a n s  

l ' a s semblage  : ni  d a n s  l e  s i t e  d ' a s semblage ,  n i  comme s igne  d e  reconna i s sance  

d e s  fibres c a p a b l e s  d e  s 'assembler .  

Nous avons  a lors  comparé l e s  peptides radioactifs,obtenus par digest ion 

par  la  chymotrypsine ou par l a  protéase d e  S.Aureus V8,de la  fibre l ibre e t  

d e  l a  fibre du  penton, marquées à la  glucosamine 14C. Les memes peptides - 
s o n t  obtenus. Il  y aura i t  donc l e  m e m e  nombre d e  s i t e s  d e  glycosylat ion 

d a n s  l e s  2 c a s .  

L'effet d e  l a  tun icamycine sur  l e  marquage d e  l a  fibre fa i t  pense r  que  

l a  l iaison sucre-proteine e s t  d e  nature N glycosydique.  La l iaison N glycosidique 

e s t  retrouvée généralement dans  l e s  g l y c ~ r o t é i n e s  v i ra les .  Pour vérifier 



Tableau 4 

Fwt 

F125 

Assemblage "in vi tro" du penton par incubation d e  

l a  b a s e  du penton e t ' d e  l a  fibre purifiée. La b a s e  du  penton 

e s t  extrai te  d e s  composants  so lubles  du HZ t s  125 ou du 

HZ t s  115 ,  obtenus à température non permissive ( 39' ) 

La fibre e s t  purifiée d e s  composants  so lubles  du v i rus  

d e  type  sauvage cult ivé à 37 ou du HZ t s  125, cul t ivé  

à température permissive (32 O ) .  

* NT : Non Tes  t é  

+ 

- 

- 

NT* 
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l a  nature d e  c e t t e  l i a i son ,  nous avons  étudié e n  milieu a lca l in  l a  s t ab i l i t é  

d e  c e t t e  l iaison.  Différentes concentrat ions d e  soude son t  employées,  

var iant  d e  1 mN à 500 mN. Les échant i l lons  s o n t  l a i s s é s  1 h à 37'. En g e l  

d e  polyacrylamide-SDS, on cons ta te  que la  radioact ivi té  due  à l a  glucosamine 

d e  l a  fibre marquée d ispara i t  à la  m & m e  v i t e s s e  que  la  radioact ivi té  polypepti-1 

d ique .  L'hydrolyse d e  la  partie glycawique n e  semble p a s  ê t r e  f avor i sée  par 

rapport 6 l 'hydrolyse  d e  l a  chafne protéique. C e c i  confirmerait une  l ia ison 

N glycosidique.  La labi l i té  en milieu a lca l in  d e  l a  cha îne  protéique d e  l a  

fibre peut s ' expl iquer  par s a  r i c h e s s e  en sé r ine  e t  thréonine (22% a u  to ta l ) .  

"In v i t ro" ,  hors d e s  ext ra i t s  cel lulaires,on observe  l ' a s semblage  en. 

penton d e  la  b a s e  e t  d e  la  fibre,purifi'ées. Les  r é su l t a t s  d e s  incubations f a i t e s  

avec  différentes b a s e s  e t  différentes f ibres s o n t  résumées  dans  l e  tableau 4 .  

L'assemblage  en penton e s t  obtenu avec  la  f ibre du virus du  type sauvage  e t  

l a  b a s e  du penton du H2 t s  125, mutant pour l eque l  l a  formation du penton,à 

32O, e s t  normale comparativement au  taux du penton d e s  composants  so lubles  

du virus d e  type sauvage.  La b a s e  du H2 t s  115 purifiée n e  s ' a s s e m b l e  pas  

avec  l a  fibre du virus du type sauvage.  C e c i  confirme l a  mauvaise c a p a c i t é  

d e  c e t t e  b a s e  à s ' a s semble r  même "in vivo", à température permissive. 

La fibre du H2 t s  125 a été purifiée. Elle  n e  s ' a s s e m b l e  pas  " in  vi tro" 

avec  l a  b a s e  ext ra i te  d e s  composants  so lubles  du H2 t s  125. "ln vivo" l ' a s -  

semblage  a l ieu ,mais c e t t e  fibre a perdu une  v ingta ine  d ' ac ides  aminés  par 

rapport à la  fibre du sauvage.  

Toutes ces expér iences  n 'excluent  p a s  l a  poss ib i l i té  d ' ex i s t ence  d 'un  

fac teur  nécessa i re  à l ' a s semblage  d e  la b a s e  e t  d e  l a  fibre,ou au  maintient 

de  l a  structure assemblée .  

Si c e  facteur e x i s t e ,  i l  s e ra i t  é lue  avec  l a  fibre ou avec  l a  b a s e t a u  

cours  d e  leur purification bien qu ' i l  ne .  so i t  p a s  v i s ib le  en ge l  d e  polyacry- 

lamide-SDS.On n e  peut p a s  dire non p lus ,  s i  l a  b a s e  l ibre d e s  e x t r a i t s  

ce l lu la i res  n e  s ' a s s e m b l e  pas  parce qu ' e l l e  e s t  modifiée ou s i  l a  Base  e s t  - 

dégradée  parce que  non assemblée .  

L 'assemblage  d e  la  b a s e  e t  d e  l a  fibre a é t é  su iv i  par immuno-éléctro- 

phorèse bidimensionnelle,méthode qui permet d e  détec ter  directement l a  for- 

mation de  penton. L'autoradiographie d e  p laques  sur l e sque l l e s  e s t  d é p o s é e  

d e  l a  fibre r ad ioac t ive  , incubée avec  d e  la  b a s e  ou avec  un ext ra i t  ce l lu la i re  non 

marqué, montre d e  la  radioact ivi té  au  niveau d u  pic du penton,et donc  l a  



1 3 6  

formation de  nouvelles molécules. Par autoradiographie de gel polyacrylamide-SDS, 

on voit que les immun-complexes formes par incubation d'anticprps-antibasesde 

penton avec ces extraits,au préalable incubés avec la  fibre,entraînent de la 

fibre marquée. Ceci e s t  une nouvelle preuve de l 'assemblage. 





Dans c e t t e  é t u d e ,  nous  nous sommes i n t é r e s s é s  5 deux d e s  protéines d e  

l ' apex d e  la  c a p s i d e  : l e  IIIa e t  la b a s e  du penton,  e t  à 18assemb!age d e  l a  

b a s e  avec  la fibre. 

Nous avons  i so lé  l e  IIIa à partir du  v i rus  mature, e t  à partir d e s  compo- 

s a n t s  so lubles  du virus.  Le IIIa e s t  une  protéine monomérique d e  65 500 dal tons .  Le 

IIIa e s t  s o u s  forme arrondie à l ' é t a t  i s o l é ,  mais  s a  forme e s t  probablement 

- p l u s  a l longée  quand il  e s t  inséré d a n s  la  c a p s i d e ,  expliquant l e s  

d i f férences  d 'ant igénic i té  du IIIa obse rvées  ent re  l e s  intermédiaires d ' a s semblage  

l e s  part icules matures- .  le IIIa se trouve au vois inage  d e s  hexons péripentonaux 

du  V du VII, e t  peut  @tre du IVa2. Il  ya  une  molécule de  IIIa par sous-unité  d e  base  d u  

Penton ,. Le IIIa dé-rive d 'un précurseur: l e  PIIIa,de 67 000 dal tons  d e  poids 

moléculaire. Chez  d e s  mutants bloqués,dans l ' a s semblage  du virus, au s t ade  

d1intermédia i res ,ne  renfermant pas  d e  DNA (H2 t s  4 e t  H5 t s  58), ou seulement un frag . 

ment (H2 t s  112),  i l  y a peu d 'ant igène  IIIa à température res t r ic t ive .  Le 

IIIa pourrait jouer un r61e d a n s  la  maturation du v i rus .  

La b a s e  du penton a é t é  purifiée à partir d e s  composants  so lub les  

d 'un  mutant , le H2 t s  125 ou l e  H2 t s  115,  obtenus  à température r e s t r i c t ive  

Elle e s t  cons t i tuée  d e  5 sous-uni tés  d e  85 000, ce qui  lui confère un poids 

théorique d e  425 000. L'extrémité N terminale d e  ses c h a î n e s  semble  b loquée  

par N acétylat ion.  

C e s  deux protéines : le IIIa e t  l a  b a s e  du penton son t  ant igéniques  

mais n i  l ' une ,  n i  l ' au t re  n ' induisent  l a  formation d 'ant icorps  neut ra l i sant  

le virus, bien q u e  d e  t e l s  ant igénes  so ien t  l o c a l i s é s  au niveau d e l ' a p e x  d e  

l a  c a p s i d e  (PHILIPSON, PETTERSSON, 197 3 ) .  

La b a s e  du penton d e s  composants  so lub les  du virus e s t  t rouvée princi- 

palement sous  sa forme assemblée .  L ' a s semblage  entre la b a s e  e t  l a  fibre 

se fa i t  probablement d a n s  le cytoplasme,  avant  transport aux .noyaux comme 

le montre l e  fractionnement cel lulaire.  I l  dépendrai t  peu du pH ou d e  la 

force  ionique du milieh. L1extrémit6 C terminale d e  l a  fibre se ra i t  impliq;ée 

d a n s  l ' assemblage  a v e c  l a  b a s e .  

a *  

Le taux d e  l 'assemblage'in vivo e t  in v i t r o d é p e n d  d e  l 'or igine d e  

proté ines  :si e l l e s  proviennent du v i rus  du  type sauvage ou d e  mutants .  

Puisqu'on observe  d e s  variat ions d a n s  l a  r econna i s sance  d e s  s i t e s  pour 



l ' a s semblage  en penton parmi l e s  mutants d 'un  s e u l  type de virus,il s e ra i t  

i n t é ressan t  d 'étudier  l ' assemblage  entre la b a s e  du penton d e  l 'adénovirus 2 

e t  lc7 fibre d e  virus d 'un type différent,  e t  méme d 'un s o u s  groupe différent.  

Par blocage d e  cer ta ins  a c i d e s  aminés,on e s s a i e r a  d e  déterminer l e s  r é s idus  

impliqués dans  l ' a s semblage  du penton. Une é tude  plus poussée  devrai t  

nous  permettre d e  determiner s i  l ' assemblage  d e  la b a s e  et de  la fibre dépend 

ou non d 'un  facteur d ' a s semblage  viral ou viro-induit. 
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