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- INTRODUCTION.




Les sommets de la capside de 1'adénovirus semblent &tre le point de
fragilité  §e 1a structure du virus, Par dialyse & 4°C contre un tampon &
basse force ionique, le virus perd ses pentons et si la dialyse ce poursuit a

température ambiante, il perd aussi ses molécules de IIla et les hexons péri-
pentonaux (PRAGE et al., 1968)

De plus, les protéines de 1'apex sont & l'origine de certaines propriétés
du virus (cytopathogénicité , hémagglutination)et jouent un réle important
lors de l'infection * dans 1'adsorption du virus sur la cellule hote et proba-

blement dans la décapsidation du génome,

Deux des protéines de 1'apex ont été isolés:le penton et la fibre et
caractérisés (PETTERSSON,HOGLUND, 1969 ; PFTTTERSSON et al., 1968). Noug avons

purifié et caractérisé la base du penton et la protéine Illa,

L'environnement du ITla dans le virus et la maturation de cette protéine
ont également été étudiés, Nous nous sommes aussi intéressés & 1'asgemblage
de la base et de la fibre. La base et la fibre, isolées et purifiées, ont &té

utilisées pour !'étude "in vitro" de cet assemblage.



_ HISTORIQUE - GENERALITES .




1 - GENERALITES.

A ., Découverte - Classification .

De forme icosaédrale, de taille relativement réduite (70 nm de
diameétre), 1'adénovirus est un virus non enveloppé, 3 DNA double brin,
Isolé pour la premiére fois par ROWE (1953), il est retrouvé chez neuf

espéces animales,

Chez 1'homme, trente cing sérotypes ont maintenant été découverts
(GREEN et al., 1979). Une premiére classification, proposée par ROSEN
(1960), les répertoriait en trois sous-groupes d'aprés leur capacité 3
hémagglutiner des érythrocytes de rat ou de singe. En 1965, HUEBNER
les classait en quatre sous-groupes d'aprés leur pouvoir oncogéne,
Récemment,deux équipes viennent de proposer une nouvelle classification,

en cing sous-groupes, selon deux critéres distincts :

1 - le poids moléculaire de quelques polypeptides de structure
(WADELL, 1979).

2 - I'homologie des DNA (GREEN et al,, 1979).

Ces deux classifications sont concordantes. La classification de
GREEN et al, est représentée dans le tableau 1,ainsi que quelques carac-

téres communs aux virus d'un méme sous-groupe.

Le DNA des virus d'un méme ‘sous-groupe ont une teneur en base (G+C)
équivalente, ce qui refléte 1I'homologie des DNA. De plus, les séquencés de |
DNA dans la région transformante des virus sont homologues a !'intérieur
d'un méme sous-groupe (J.K. MACKEY et al,, 1979). La différence qui
existe entre le DNA de deux virus de groupes distincts se retrouve au
niveau de certaines protéines : la longueur de la fibre varie d'un sous-groupe
a 1'autre, ainsi que le poids moléculaire des protéines VvV, VI, VIT et c'est
sur cette derniére observation que Wadell a proposé cette classification

en cing sous-groupes (WADELL, 1979),



Groupe Types Homologie DNA Oncogé- 'rl‘nr:gcs)flo;;s dI::mo’loigies Groupes de| Pathogénicité
des DNA (% G +C) nicité region ige
cellules transformantes Antigéne T Epidemiologie
12, 18, 31| A%¥ : 48-69% | Bas: Elevée + Ax . infection des voles
35-17% respiratoires .,
A A diarrhé
B : 47 -49% B %! rarrhees
. 8-20% 2-7%
3,7, 11, |A=%: intermé- Ax: | Pharyrgoconjonctivite ,
- S, iai - - [¢) :
14, 16, 89-94% diaire: Faible + 85-99% B pharynglFe,
B 21 o pneumonie,; cystite
B x: 49-52% B *: , 4
diarrhée , Epidémies de mala:
9-20% 2-12% ) )
dies respiratoires aigues,
Ax: Ax: Infection voies réspiratoires
c 1, 2.5, 6 99-100% Haut : Aucun e + 98-100% C ggetz.sles ler:rfagtsid- inféction
B *: B * : 1Ssu ympholde .
10-16% 57-59% 1-15%
8,9,10,13 | A x:
15,17,189, 94-99% Haut: Epidémies de
. + — ¢
D 20,22 a Aucune D keratoconjonctivites
30 B *: 57-59% pharyngoconjonctivites
4-17% prieumonies
légére Epidémies de maladies
Bx: réaction respiratoires aigues de
2 - ; i
E 4 4-23% Haut Aucune : avec sérum pharyngoconjonctivites
T du 3,72} keratoconjonctivites,
# 1 ’
Pneumonies
Tableau 1 : Classification des Adénovirus humains d'aprés Green et al., (1979) <

La classe des virus des types 32 & 35 est encore indeterminée .

A % : & l'intérieur du groupe

B #* : avec les autres types



On peut noter également que les virus appartenant & un méme
groupe ont des propriétés biologiques voisines tels que !'hémagglutination,
le pouvoir oncogéne et la transformation. Les virus du groupe A sont
fortement oncogénes/ceux du groupe B le sont faiblement et ceux des
groupes C et D ne le sont pas. Mais, les virus de ces gquatre. groupes

sont tous transformants ," in vitro".

B . Les protéines de 1'adénovirus.

1 , Les protéines structurales.

Les protéines de structure de 1'adénovirus ont été mises en
évidence par electrophorése et immuno-électrophorése en agarose
(VALENTINE ,PEREIRA, 1965 ; GINSBERG etal., 1966), puis les polypeptides
correspondants ont été identifié en gel de polyacrylamide-SDS (MAIZEL
et al., 1968 ; ANDERSON et al., 1973) (fig. 1). Ce sont presque toutes,
des protéines tardives, c'est a dire synthétisées aprés le début de 13
réplication du DNA viral, L'iodination enzymatique, 1'emploi d'agents
pontants, d'immunsérums: spécifiques ont permis d'établir un modale
hypothétique pour 1'arrangement de ces protéines dans le virion, (EVERITT
et al., 1975)fig. 2).

La capside de 1'adénovirus est constituée de 252 capsoméres :

240 hexons et 12 pentons :

~-les hexons sont situés sur les vingt faces et les trente arédtes de
I'icosaédre. Ils sont constitués de trois polypeptides identiquesg de
120 000 de poids moléculaire (BOULANGER et PUVION, 1974). Trois des
protéines mineures sont associées a 1l'hexon : le VI, le VIII, le
IX (EVERITT et al., 1975). Elles sont monomériques et ont un poids
moléculaire respectif de 23 000 (23 K)*, 14 000 (14 K) et 12 000 (12 K)
Les deux premilres dérivent de précurseurs plus lourds : le pVI (27 K)
et le pVINI (26 K) (OBERG et al., 1975 ; EDVARDSSON et al,, 1976) ;
la troisiéme, le IX, est trouvée dans les “groupes de neuf", Ces
"groupes de neuf" sont éonstitués de neuf hexons et du IX, et sont
obtenus par dissociation du virus au deoxycholate de sodium ‘

(DOC) 4 56°, pendant 90 secondes (RUSSEL et al., 1971).

¥ K : kilodalton



' POIDS
1 PROTEINES
MOLECULAIRE#
o1 —
v 0~ i 120,000 Hexon
No— : 100K (1) 100,000 Nonatructurnl
Vo "k 5,000 Precuranr protein’
i R5.0ND Penton base
Y AOK An.0AN Nanatruetural
77K 72.000 DNA-hinding protein
Min 6,000 Poripentonal
v £2.000 Fiher, glycoaylnted
TVl t1Vinr o nni Virinn romponent
Vi [ Va2 oK TV 55,000 Virion enmponenl.
50K 50,000 Fmpty shell virion compon
1 v 48 500 Minor core protein
A"l ARK 46,000 NNA hinding protein
16K 36,000 Mavea slnwer in chnae’
12K 32,000 Minnr pratein”
Va (27K (PVH 26.,000. Preatimed procursnr ta VI
vm Vh (26K (P Vi) 24.000 Precuranr profein”
v 23.000 Nty
X PVI! (VI 20,000 Precurane (o VI
(Vim 10 000 Cleavape intermedinte of 1
Vi1 18 500 Majer core protein
X MK 14,000 Nonstruetural®
x1 vin 13.000 Ninemey
X1 1% 12.000 Ninrmer
11K t1.0onn Nonatructiral
X (IR Internnl virion component
X1 f.000 Internnl virian component
Xu 5.000 Internal virinn component.
- A - : -B -

Figure 1 : A - Autoradiographie d'un gel de polyacrylamide~SDS de virus
purifié, marqué a la méthionine 835 (b) et d'un extrait

total de cellules infectées (c) (Andersson et al,, 1973)

B - Protéines produites au stade tardif de l'infection.
(d*aprés WEBER et al,, 1977)




base du penton @
groupe de “neuyf hexons

A

hexons péripentonsux €&
fibre —

T — ~_____ hexon
s e base du penton

—_—

.“. e fibre
QRN oo ... protéine du. nucléoide
QNS .. protéline associée & |hexon .B-
“ ----- —— protéine majeure du nuclboide
p—3 protéine sssociée 4 ‘hexon
-

Figure 2 : Modele de structure de 1'adénovirus
A : schéma de la capside externe
(PHILIPSON et PETTERSSON, 1973)

B : Schéma général de l'adénovirus 2
(EVERITT et al., 1975)




Le IX a été trouvé au stade précoce du cycle viral/ ,

avant la synthése du DNA (PERSSON et al,, 1979, BOULANGER

et al,, 1979).. Il n'est pas exclu que cette protéine ait, en plus, un rdle

fonctionnel dans la transcription des génes précoces,

- les pentons occupent les douze sommets de l'icosaédre. Ils sont

constitués de deux types de protéines (VALENTINE et PEREIRA, 1965) :

1 ~ la base du penton, insérée dans la capside, et entourée de
cing hexons dits "péripentonaux".
2 - la fibre, fixée sur la base, de forme allongée et terminée par

un renflement,

Au niveau des hexons péripentonaux se trouve la protéine IIla

(EVERITT et al,, 1973).

Plusieurs protéines sont associées au DNA : V, VII, X et 55 K
(WINNACKER, 1978) et la IVa 2 (MIRZA et WEBER, 1979).

Le VII (17,5 K) dérive lui aussi d'un précurseur plus lourd le pVII
(21 K) (ANDERSSON et al., 1973).

D'autres protéines n'ont pas encore été localisé : il s'agit du IVa

du XI, du XII ,

1I

2 . Les protéines non structurales.

D'autres protéines ont été mises en évidence dans des extraits de
cellules infectées (Fig. 1). Ce sont des protéines viro-induites qui n'entrent
pas dans la structure du virus mature, On connait peu de chose a leur sujet
et le role de certaines commence seulement & etre élucidé. Il faut en dis-
tinguer deux sortes : celles synthétisées avant la réplication du DNA viral :
les protéines précoces, et celles synthétisées aprés la réplication : les

protéines tardives.

1 - Les protéines précoces sont, au moins, au nombre de 13 (SABORIO
et OBERG, 1976). La plus étudiée est la protéine 72 K qui posséde
une affinité pour le DNA simple brin (VAN DER VLIET et al,, 1975a)
et qui aurait un réle dans la réplication (VAN DER VLIET SUSSENBACH
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1975b, VAN DER VLIET et al., 1977). Les protéimes E* 15K

et E 42-55 K auraient un role dans la transformation des

cellules (LEVINSON et LEVINF, 1977 ; BFRK et SHARPP, 1977).
Récemment, il a été suggéré que la F 19 X, protéine glycosylée

et associée d la membrane de la cellule hote, pouvait créer un
environnement favorable pour l'expression des génes de 1'adénovirus

(PERSSON et al,, 1979b). La protéine 50 K, trouvée chez les

intermédiaires, aurait un role dans l'assemblage du virus

(PERSSON et al,, 1979a).

2 - Les protéines tardives non structurales sont la 100 K, et les
protéines pVI, PVII, PVIII. Ces protéines n'existent pas dans le
virus mature, mais on les trouve dans les intermédiaires d'assem-
blage. Le pVI, pVII, pVIII sont les précurseurs du VI, du VII, du
VIII (ANDERSON et al,, 1973 ; OBERG et al., 1975).

C . Le génome,

Le DNA de l'adénovirus est un DNA doube brin, constitué de 35 00Q
paires de bases. Ses séquences terminales sont des séqguences répétitives

inversées (WOLFSON et al,, 1972 ; GARON et al,, 1972). Le DNA est

circularisé par une protéine, la 55 K, qui se lie de fagon covalente au
dernier nucléotide du co6té 5' de l'extrémité des deux chames (ROBINSON
et al,, 1973 ; REKOSH et al., 1977). Trois autres protéines : le V, le VII,
le X, riches en arginine, sont liées e‘lles aussi au DNA mais de maniére
non covalente (WINNACKER **, 1978). L'ensemble du DNA et de ges protéines
associées constitue ce qu'on appelle : le nuclolde ou "core™ viral. Son
organisation pourrait &tre du méme type que celle de la chromatine

(CORDEN et al., 1976).

* F : "Early" symbole utilisée pour les protéines précoces

*%.Revue générale
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II - Le cycle lytique de 1l'adénovirus - Morphogénése du virion,

La plus grande partie des études sur le cycle viral a été faite sur
les cellules KB ou Hela, cellules humaines maintenues en culture, en

suspension ou en couche monocellulaire, Le cycle lytique dure 36 h.

A. Adsorption et pénétration

—

L'infection cellulaire débute quand le virion pénétre dans le cyto-
plasme et dépend donc de l'intéraction initiale entre la cellule et le
virus. L'adénovirus s'adsorbe sur la cellule par l'extrémité distale de
sa fibre. Puis le virus pénétre dans le cytoplasme, soit directement
(MORGAN et al., 1969), soit par invagination de la membrane de la
cellule (CHARDONNET et DALES, 1970a,B.

Les particules retrouvées dans le cytoplasrﬁe, une heure aprés
'infection,sont sensibles & la DNase (SUSSENBACH, 1967 ; LAWRENCE
et GINSBERG, 1967 ; LONBERG-HOLM et PHILIPSON, 1969 ; BOULANGER
et HENNACHE, 1973) et ont changé de densité (SUSSENBACH, 1967 ;
MIRZA et WEBER, 1979), Ces particules ont perdu leur activité hémag-
glutinante (SUSSENBACH, 1967). Elles ont donc perdu quelques composants,
mais l'analyse de ces particules en gel de polyacrylamide-SDS, ne révéle
l'absence d'aucune protéine (MIRZA et WEBER, 1979 ; LYON et al,, 1978)
bien qu'une légere variation stoechiometrique pour la fibre et le penton

soit observée (LYON et al,, 1978).

La libération du matériel génétique dans le noyau se fait A proxi-
mité des pores de la membrane nucléaire (CHARDONNET et DALES, 19701 ).
Le DNA sort de la capside sous forme de core viral (MORGAN _e_t__gl, 1969 ;
LONDBERG-HOLM et PHILIPSON, 1969, 1974) ,due 1'on
retrouve dans les extraits cytoplasmiques et nucléaires. Au niveau du noyau, .
le DNA est libéré sous forme de complexe avec la protéine terminale, avec

perte du V, du VII, du IVa,. Le DNA peut dés lors &tre transcrit, répliqué,

¢
De nouvelles particules virales vont se former. On distingue deux phases

dans le cycle viral : la phase précoce et la phase tardive (Fig 3).
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B . La phase précoce.

La phase précoce de !'infection dure jusqu'a ce gue la réplication du
DNA viral commence. Certaines protéines précoces continuent & etre synthéti~
sées au stade tardif LEWIS et al., 1976). Les RNA polymérases cellulaires

sont responsables de la transcription des génes viraux précoces.

Les mRNA précoces sont transcripts de quatre régions du DNA : deux sur
le brin r et deux sur le brin [ et peut-&tre d'une cinquiéme sur le brin 1

Les brins r et 1 du DNA sont définis par le sens de transcription :

- le brin r est transcrit de gauche a droite .

- le brin 1 est transcrit de droite a gauche .

La carte génétique (Fig. 4) montre les protéines localisées dans ces

régions,

Les mRNA matures dérivent de précurseurs, par raboutage ou "splicing”.
(Ce phénoméne sera expliqué pour les génes tardifs). Ils possédent les carac-
téristiques des mRNA de cellules eucaryotes : ils ont une extrémité 5' "coiffée"
7GS'A me pN ou m7G5.Am me pN) et une séquence poly(A)du coté 3'

(LE MAY;,’, 1978).

{(m

C. La phase tardive.

1. La réplication.

La réplication virale commence 8 & 12 H, aprés l'infection et marque le
début de la phase tardive. Les synthéses macromoléculaires de la cellule héte

sont inhibées,a l'exception des rRNA, qui interviennent dans la
traduction des protéines tardives.

L'enzyme qui assure la réplication du DNA viral est d'origine cellulsire;
c'est la DNA polymérase §.La DNA polymérase « intervient également
(ARENS et al., 1977 ; ABBOUD & HORWITZ, 1979).

Des proféines virales sont indispensables A la réplication. Il s'agit
de la72 Ketde la 55K. La72 K a un role dans 1'initiation et 1'élongation des
chaines, mais son fonctionnement est inconnu (VAN DER VLIET et al., 1977).
La 55 K a, elle aussi, un role dans la réplication (STILLMAN et BELLET, 1979).
Son role hypothétique est expliqué fig. 5. (REKOSH et al., 1977). |

Y N PR Y

% :reyue denerale,
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.2 . Transcription et traduction.

‘Tous les mRNA tardifs, 3 l'exception du mRNA de la 1Va2, sont transcripts

sur le brin r du DNA (carte génétique, fig. 4).
"Comme les mRNA précoces :

- ils sont transcripts par les enzymes cellulaires (WEINMANN
et al., 1974)
- ils ont une extrémité<"coiffée" et une séquence poly (A) du coté 3
(MOSS et KOCZOT, 1976 ; PHILIPSON et al., 1971). |
- ils proviennent d'un précurseur (LEMAY, 1978)*:

C'est par l'étude des mRNA des génes tardifs de 1'adénovirus, que le
phénoméne de raboutage a été démontré pour la premidre fois, Les mRNA
matures des protéines codées sur le brin r, a droite de la position 16,6 sur la
carte génétique, s'hybrident avec différentes zones non contigués du DNA,
Ceci s'observe,en microscopie électroniquelpar la formation de boucles. Ces
mRNA possédent tous, a leur extrémité 5', trois mémes séquences codées
sur le DNA aux positions 16,6 ; 19,6 ; 26,6 (CHOW et al., 1977a.. A la suite
de ces séquences, vient la zone codante pour la protéine. Le "splicing" con-
siste en la juxtaposition de séquences de RNA codées par des zones non
adjacentes du DNA génomique, Un modéle pour expliquer un tel phénoméne a
été proposé par KLESSIG (1974) (fig. 6). Le raboutage se produit aprés
1'addition du poly (A) (NEVINS et DARNELL, 1978b).

Les mRNA matures sont transportés au cytoplasme pour leur traduction,
Les séquences dites "de téte" seraient un bon emplacement pour la fixation de

la petite sous-unité ribosomale (ZIFF et EVANS, 1978).

D. Morphogénése virale : assemblage des protéines du virion .

L'étape finale de l'infection, la morphogénése virale, débute vers la
10- 14éme heure aprés l'infection et se déroule dans le noyau. De nombreuses
études ont été faites pour comprendre les mécanismes et déterminer les étapes
qui conduisent & la formation d'une particule virale infectieuse, & partir des

protéines et du DNA nouvellement synthétisés. :

.

Plusieurs étapes sont nécessalres :

I'assemblage des protoméres en capsoméres.

- le transport des protéines au noyau.

la formation de la capside.

l'incorporation du DNA dans les virions.

|

% vovue denerale.
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Les mRNA sont d'abord synthétisés sous la forme de mRNA
précurseurs, Puis, la formation de boucles permet 1'excision
des séquences d'espacements, La maturation commence par
le rabou_tage des séquences de téte, auxquelles viendra se

lier, dans une seconde étape, la zone de structure,
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1 . Assemblage des protoméres en capsomeéres et transport des protéines

au noyau.

Peu de choses sont connues sur l'assemblage des polypeptides en protéines
multimérigques. Cet assemblage serait immédiat puisqu'on trouve les capsoméres
comme produit de synthése dans de s systémes "in vitro",a partir d'extraits
de cellules KB{WILHEM GINSBERG,1972). Il faut cependant noter que dans d'autres

systémes "in vitro", constitués par des extraits de cellules de germes de blé ou
des cellules ascites Erlich " | les sous-unités ne s'assemblent pas
(OBERG et al., 1975). L'étude de mutants défectifs pour le transport de 1'hexon,
tel que le HS ts 147, confirme l'assemblage des polypeptides en capsomeéres
dans l'extrait cytoplasmique (KAUFMANN,6 GINSBERG, 1976). Il semblerait que
ce soit une condition du transport au noyau (GINSBERG et LUTIW, 1978). Par
ailleurs, les mutants défectifs pour le transport de 1'hexon permettent de
supposer l'existence d'une protéine de transport, Le pVI pourrait jouer ce
réle (KAUFMANN, GINSBERG, 1976). Le transfert dans le noyau serait rapide -
moins de six minutes (VELICER ,GINSBERG, 1970).

2 . Assemblage viral ,

L'analyse de l'assemblage des protéines et de l'encapsidation du
DNA est un moyen d'approche pour étudier les problémes qui se posent lors -
de la formation d'une particule infectieuse, c'est-a-dire d'une particule

complexe, biologiquement active; problémes tels que :

- l'intéraction des protéines entre elles, en vue de former une
structure ordonnée stable : la capside.
- le clivage protéolytique des précurseurs.

- 'encapsidation du DNA.

Pour 1'adénovirus, l'assemblage a été étudié :
- par l'analyse des particules intermédiaires d'assemblage en
gel de polyacrylamide-SDS (ISHIBASHI ,MAIZEL, 1974b ; ‘
EDVARSSON et al., 1976 ; SUNDQUIST et al., 1973 ; D'HALLUIN
et al,, 1978b)

- par l'étude de mutants bloqués a un stade de l'assemblage

(WEBER, J., 1976 ; D'HALLUIN et al., 1978a).

Les intermédiaires d'assemblage ont été isolés par ultracentrifugation,

sur gradient de sucrose, de chlorure de cesium ou de metrizamide. L'étude de ces

intermédiaires, de leur composition én protéines et de léur contenu en DNA, a permis
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de montrer que le virus se forme par pénétration du DNA dans une capside
préformée, et non pas, par l'organisation des protéines structurales en

capside, autour du core viral,

Les différents intermédiaires d'assemblage qui ont été isolés sont des
capsides vides, c'est-a-dire sans DNA, des intermédiaires légers, des
intermédiaires lourds, des jeunes virions et enfin des virions matures, Les
principales étapes de la maturation du virus et les différents processus qui y
prennent part sont schématisés sur la fig. 7. La teneur en DNA des différentes

particules y est indiquée,
L'étude des protéines de ces intermédiaires a permis de montrer :

- I'existence de certdines protéines qul n'apparaissent jamais
dans le virus mature
- le clivage de certains précurseurs pour donner des protéines

de structure . -

La 100 X, 1a 50 K, la 39 K n'existent pas dans le virus mature
(EDVARDSSON et al., 1976 ; D'HALLUIN et al., 1978b),La 50 K jouerait un
role dans la maturation, peut-&tre comme protéine "d'échaffaudage"

(PERSSON et al., 1979a ).

Le clivage des précurseurs se fait en cours d'assemblage : seuls, les
précurseurs sont trouvés dans les intermédiaires ; c'est le cas pour les
protéines VI, VIII et VII du virus qui se trouvent sous forme de précurseurs :
PVI, PVIII et PVII/dans les intermédiaires (ISHIBASHI et MAIZEL, 1974b ;
EDVARDSSON et al,, 1976 ; WEBER, J., 1976), Le clivage est une des étapes
finales de la maturation et transformerait les jeunes virions en virions matures,
On ne connait pas l'enzyme responsable du clivage, mais c'est un.- enzyme

dépendante du virus : WEBER (1976, W% (' WEBER, 1912)

L'entrée du DNA dans la capside est un processus rapide (WEBER,
1976 ; D'HALLUIN et al., 1978D) . Elle se ferait aprés la perte de la 39 K et
de 1a 50 K, mais avant l'entrée du V et du pVII (D'HALLUIN et al., 1978 b ;
EVERITT et al., 1977).

— in vitro,

Une seconde voie d'approche pour comprendre les mécanismes
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qui interviennent dans la formation du virus consiste 3 assembler
"in vitro" les différents composants du virus{comme cela a déja
été fait pour de nombreux virus ( - FRAENKEL ~CONRAT et WAGNER
1976).

Une, premiére étude a été faite par WINTERS et RUSSEL (1971).
En absence d'arginine, la production virale décroit de 1'ordre de
3 & 4 fols. Mais le DNA synthétisé est capable de s'assembler
en virion quand on ajoute des extraits de c;ellules infectées en

présence d'arginine,

Une seconde étude a été faite par PEREIRA et WRIGLEY (1974).

Ils ont dissocié du virus par action du déoxycholate de sodium,

a 56° pendant 90 secondes pour obtenir des groupes de neuf
hexons. Ces groupes de neuf hexons sont constitués de capsomaéres
hexons et de protéine IX, A bas pH, il y a réassociation de ces
structures comme le montre la microscopie électronique, Ils-ont
obtenu différents stades de réassociation (Fig. 8) dont des
structures 3 vingt faces. Chacune des faces est constituée d'un
groupe de neuf hexons : il manque les hexons péripentonaux

et les pentons des sommets pour obtenir une capside virale

compléte,

Récemment Tibbetts a montré que sur simple ‘incubation des
capsides vides de 1'adénovirus du type 3 avec du DNA, celui-ci
pénétrait dans la capside,'I n vitro" comme "in vivo", c'est par

son extrémité gauche que le DNA pénétre. (TIBBETTS, 1979),

l III , L'apex de la capside-_]

L'apex de la capside joue un r6le important pour le virus : les
protéines qui la constituent sont responsable de certaines propriétés virales
(hémagglutination, effet cytopathogéne) et sont & l'origine de mécanismes

importants dans le cycle lytique (adsorption , décapsidation).

A , Structure.

Les douze sommets de la capside sont occupés par les pentons, et le
IIla est localisé au niveau des hexons peripentonaux, EVERITT et ses colla-

borateurs (1973) ont proposé un schéma pour rendre compte de 1'arrangement
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structural des unités apicales (Fig. 9a). Le penton complet, vue en microscopie

électronique, est montré en figure 9 b,

B . Synthése des protéines apicales.

Les génes codants pour le IIla, la base du penton et la fibre sont situés
sur le brinr du. DNA, Ils ont été localisés plus précisément par microscopie
électronique, hybridation DNA-RNA, traduction "in vitro" et par la méthode
de "marker rescue" " {Table 2). Les mRNA matures de ces protéines sént,
comme ceux des autres protéines tardives, formés par raboutage mais le mRNA
de la fibre posséde trois autres séquences "de téte" en plus des trois premiéres
déja citées et dont les extrémités 5' sont situées aux positions 76,9 ; 78,6 ;
84,7 (CHOW, BROKER, 1978). Ces trois séquences pourraient représenter des

étapes intermédiaires dans la maturation du mRNA,

C . Etude biochimique.

Les protéines de structure de 1'adénovirus sont synthétisées en grand
excés et seulements 10 & 20% de ces protéines sont assemblées en virus,
Les protéines non encapsidées peuvent donc &tre obtenues purifiées et

sous forme natives, en dehors du virion, a partir d'un lysat cellulaire.

1 - Le penton complet,

Le penton peut étre relaché du virion par dialyse contre de
l'eau distillée (LAVER et al,, 1969) ou contre un tampon & basse
force ionique tel que le Tris-maléate 5 mM, pH 6,2 (PRAGE et
al,, 1970).

Le poids moléculaire du penton complet a été estimé a 400 000 par

PETTERSSON et HOGLUND (1969), & 500 000 par WADELL(d'abrés PHILIPSON,
LINDBERG, 1974). Son coefficient de sédimentation est de 10,5 S (PETTERSSON

HOGLUND, 1969). Par microscopié électronique, ces deux mémes
auteurs ont montré le contour pentagonal de la base et une cavité
en son centre. La base est constituée de plusieurs sous-unités,
La sensibilité de la base a la Trypsine varie pour les adénovirus

d'un mé&me sous-groupe,

La base du penton est séparable de la fibre par traitement du

penton 3 la pyridine 8% (PETTERSSON et HOGLUND, 1969), par 2,5 M



24

—n

W

Figure 9 : Les protéines d€l'apex.

A : Organisation générale (EVERITT et al., 1973)
B : Microscopie électronique du penton complet (base + fibre)

(LAVER et al., 1969)
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Adénovirus 2 Adénovirus 5
Localisation Locaéi_ﬁation Localisation par
par Traduction L "marker rescue"
micrnscople "in vitro"
électronique des mRNA J.ARRAND TROST
Protéines (a) (b) (c) (a)
111 24,1-40,9 27,5=-57 31,5-37,3
a -
111 38-46 29,1-57 - ' -
v 86,3-91,5 85,0-100 89-96 . 89,5-97,5

Tableau‘z : Localisation des génes codants pour les protéines de l'apex :

le ITTa : le IIT (base du penton) ; le IV (la fibre)

* Le "marker rescue" est basé. sur la formation ou non de
plages'aprés infection des cellules par un mélange de
DNA double brin d'un mutant thermosensible et d'un des

fragments de restriction du virus du type sauvage,

a) CHOW et al,, 1977b

b) LEWIS et al,, 1977

c) ARRAND, 1978

d) FROST5WILLIAMS, 1978
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chloridrate de guanidine (NORRBY,SKAARET, 1967). La liaison

entre ces deux protéines n'est donc pas covalente,
2 - la fibre.

La fibre a été la seconde protéine de 1'adénovirus a &tre cristallisée
(MAUTNERlPEREIRA, 1971). La longueur de la fibre varie suivant le sous-
groupe du virus (Tableau 3)Pour 1'adénovirus du type 2, les dimensions

de la fibre sont les sulvantes :

- longueur:20 nm.
- diamétre de la tige:1,5-2,.0 nm.

- sphérule términale : 4 nm.

La fibre de !'adenovirus 2 a un pHi de 6,1 et un coefficient de
sédimentation de 6,15 (PETTERSSON ,HOGLUND, 1968). La fibre native
est constituée de trois sous~unités polypeptidiques,de méme poids
moléculaire chacune (62 000) , ce qui lui confére un poids moléculaire
de 186 K (SUNDQUIST et al., 1973a).Dans des conditions dénaturantes,
" DORSETT et GINSBERG (1975) trouvent pour la sous-unité de 1'adénovirus 5
(du méme sous groupe que l'adé’novirus 2) un coefficient de sédimentation
de 35, Mads l'une des trois sous-unités n'a pas la méme charge gue les

deux autres et se situerait au niveau de la sphérule.

ISHIBASHI et MAIZEL (1974a) ont montré que la fibre était glycosylée

et gu'elle pouvait etre marquée par la glucosamine radioactive.

Sa composition en acides aminés a été déterminée par SUNDQUIST

et al (1973 (Tableau 4).

3 - La protéine IIla.

Les polypeptides du IIla et de la fibre ne sont pas toujours bien
résolus en gel de polyacrylamide-SDS car le polypeptide IIIa a un poids
moléculaire apparent 1égérement plus élevé que celui de la fibre :.il

est éstimé & 66 000.

La IIla n'était pas encore isolé et peu de choses étaient connues
sur sa biochimie, Cependant, un marquage au P32 de cellules infectées
montre que la IlIa est une phosphoprotéine (RUSSEL, BLAIR, 1977 ;
AXELROD ., 1978 ; AKUSJARVI et al, , 1978). Le marquage au P32 du IlIa
disparait au cours de la chasse : il aurait donc un renouvellement

rapide. Le IITa est la seule protéine de structure phosphorylée,
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Soug groupe Longueur de la fibre
en nm
A 28 - 31
B 9 — 11
C 23 - 31
D 12 - 13 7
P‘* 17 - 18

Tableau 3: Longueur de la fibre de 1'adénovirus selon le Sous-groupe

(d'aprés PHILIPON ‘et LINDBERG, 1974) g
nompre .de nombre de
résidus pour residuys pour

100 1 His
Lys G0 ¢ 0 s
His 0s p oo 1
Ary 1h 02 2
Asp B o 18
Thee g o I
Ser’ 2 b o Vi
Gle [ B I <
Pro L AT -
Gly S5 00 1
Ala 60 4 G Y
val S B A A ;
e 50 ¢ 0 (
Leu LI T Iy
Tyr 28 4 o ]
’be 204 0 i
Met 15 .01 2t
Trp [ !
TEalf eyt 07 4 0.t° |

Total 137 residies or 15,0000 dattony
e .

Tableau 4 : Composition en acides aminés d'aprés Sundquist et al, , (1973a)
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D . Immunologie,

—
—

Le penton porte plusieurs déterminants antigéniques :

- le déterminant B (VALENTINE-PEREIRA, 1965), porté par la base du penton
est spécifique du groupe,

~ le déterminant § , spécifique du type, localisé au niveau du renflement
terminal de la fibre.

- le déterminant §, spécifique du sous-groupe, situé sur la tige de la
fibre (VALENTINE, PEREIRA, 1965 ; PETTERSSON et al , 1968},

Le IIla est lui aussi antigénique (EVERITT et al., 1975).

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

neutralisation,

. Propriétés physiologiques.

E
i

. Hémagglutination.

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

a permis & ROSEN (1960) de faire une premiére classification.

Le virion intact provoque une hémaglutination compléte, Le penton ou
la fibre, purifiés, provoquent une hémagglutination 1nd1fecte qguand on ajoute un
immunsérum hétérotypique (Fig. 10a). Un immunsérum homotypique inhibe la
capacité hémagglutinante de la fibre (PETTERSSON et al., 1968) (Fig. 10b).

C'est donc par l'extrémité de sa fibre que 1'adénovirus réagit avec les érythrocytes,

2, Le point d'attache aux recepteurs membranaires de la cellule hote .

Le nombre de récepteurs spécifiques sur la membrane des cellules KB est
d'environ 104. L& fibre pure, en concentration 10 3 100 fois plus élévée que le
nombre de récepteurs, inhibe 1'attachement du virus (PHILIPSON et al,, 1968),

La fibre, fixée sur sephatrovsg permet d'isoler le récepteur ‘membranaire par

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

3 . Le point de decapsidation

Pour la décapsidation du virus, aprés sa pénétration dans le cytoplasme,
la perte d'un ou de plusieurs pentons semble constituer une premiére étape

pour la libération du DNA viral. Il a maintenant été clairement montré que ces
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Figure 10 :

A . Hémagglutination compléte par les dodecons (constitué par

1' aggrégat de 12 pentons),par un dimére de pentons ou de fibres

B. Hémagglutination incompléte par un monomére de penton ou de
fibre. L'addition d'un sérum hétérotypique rend 1'agglutination
compléte,

C . Inhibition de 1'hémagglutination par:
a - aggregdt de virion.
b - encombrement stérique ‘du aux anticorps anti-hexons fixés
sur les hexons péripentonaux,

c - par les anticorps antifibres spécifiques de type.

(d'aprés PHILIPSON, PETTERSSON™(1973)}

X: revue geénérale
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particules avaient perdu quelques composants (LONDBERG-HOLM,PHILIPSON,
1969 ; MIRZA /WEBER, 1979) mais l'analyse par éléctrophorése, ne révéle
I'absence d'aucune protéine particuliére, seule une légére vari ation stoechio-

métrique est observée pour la base et la fibre (LYON et al., 1978). Cependant

les particules, isolées du cytoplasme aprés pénétration du virus, sont précipitées

en moins grande quantité par un sérum anti-penton qu'un sérum dtrigé contre le virus
entier (CHARDONNET, DALES, 1970b). Une des premiéres étapes de l'infection
pourrait donc eétre la perte d'un ou plusieurs pentons ou un changement de

conformation spatiadle de certains pentons (LONBERG—HOLM, PHILIPSON, 1974).

4 L'effet cytopathogéne.

Lors de 1l'infection d'une cellule par 1'adénovirus, on distingue deux

effets cytopathogénes :

- 'effet précoce,qui se caractérise par le détachement des cellules de
leur support de verre, Il se produit quand les cellules sont 1nfectées par un
innoculum viral trés riche. -

- I'effet tardif, qui provoque la lyse de la cellule et la libération de la

descendance virale,

L'effet cytopathogéne précoce est du au penton : le méme phénoméne est
observé quand les cellules sont mises en présence de pentons purifiés. Et
c'est plus précisément,la base du penton qui est responsable du processus
puisqu'on ne l'observe plus quand le penton est traité i la trypsine ou quand
on a ajouté au milieu des anticorps anti-bases.Les anticorps anti-fibres sont

incapables de produire l'inhibition de ce phénoméne (PFTTERSSON et HOGLUND:, 1969)

S5 _._Inhibition de la multiplication virale et des synthéses macromoléculaires

de la cellule hote,

La fibre inhibe la multiplication virale & 50% quand on 1'ajoute 3 35 ',ug/IO6
cellules KB, La biosynthése du DNA, RNA et protéines est inhibée. aprés un
temps de latence de 20 & 25 h_(LEVINE’GINSBERG, 1967). La fibre se lie au
DNA cellulaire, natif ou dénaturé, a basse force ionique, Elle empecherait
ainsi l'action des différentes polymérases (LEVINE,GINSBERG, 1968). Mais
la fibre ne pourrait pas eétre responsable de 1'arrét des synthéses macromolé-
culaires "in vivo " car la concentration de fibre employée dans ces expériences
éxcéde la concentration finale durant l'infection. De plus, dans les cas

d 'infections par des mutants thermosensibles,défectifs dans la synthése de
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0

fibre 4 39.5°, on ohserve quand méme une inhibition des synthéses cellulaires

alors que la synthése de la fibre est bloquée (WILLIAMS et al., 1974).

.. -
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PARTIE I : J

Le IIla :

~ Sa purification et caractérisation (Article 1)

- Sa maturation et encapsidation (Article 2)
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INTRODUCTION,

Le IIla a été mis en évidence par gel de polyacrylamide-SDS comme
constituant de la capside de 1'adénovirus (ANDERSON et al., 1973 ; FVERITT
et al,, 1973;1975). Il a été localisé au niveau de l'apex,associé aux
hexons péripentonaux. En effet, la dialyse des particules virales, ayant
perdus leurs pentons,contre un tampon a basse force ionique et A température
ambiante, libére simultanément hexons péripentonaux et IITla {PRAGT et al.,

1970),

-

Nous avons purifié le Illa a partir des composants viraux solubles,
contenus dans les extraits de cellules infectées par 1'adénovirus de
type Zlet & partir du virus mature. La protéine purifiée a servi  sa caracté-
risation physico-chimique (article 1) c'est-a-dire A la détermination de son
poids moléculaire,de son coefficient de sédimentation de son pHi et de sa

composgition en acides aminés,

Puis,nous nous sommes intéressés a cette protéine dans le virus, A son
environnement et & sa maturation lors de 1'assemblage du virus (article 2).
11 a été montré qgu'il y 60 molécules de IIla par virion et que le IIla dérive
au cours de la maturation virale d'un précurseur:le pllla, par clivage pro-
téolytique. Le blocage au stade de l'assemblage des particules chez des mutants
défectifs pour le IIla tend & prouver un role du Illa aucours de la morphogénése

virale,
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Summary

Protein IIla from human adenovirus 2 was shown to exist as a major soluble
antigenic component in the infected cell pool of virus material, when the cell
extracts were analyzed in two-dimensional immunoelectrophoresis acainst hyperim-
mune antivirion sera. Protein IIla was purified to apparent homogceneity by three
methods, two using virus particles, one using infected-cell 1lysates as starting
material. The three methods gave similar yields of Illa.

Protein IIla behaved as a spherical molecule with a sedimentation coefficient
of 6.0 S, a frictional ratio of 1.02 and a molecular weight of 65,430 + 1,800 in
its native state, suggestive of the existence of one single polypeptide unit.

The N-terminus of the IITa was found to be glycine. The amino acid
composition revealed an unusually high content of serine, glycine and proline
and‘a low content of lysine. Isoelectrophoretic analysis revealed a heterogeneous
population with a major band at pI 5.95 and a minor band at pI 6.08.

Only group-specific antigenic determinants were detected in IIla, which
did not seem to induce neutralizing antibodies.
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Introduction

The polypeptide composition of adenoviruses has been studied by sodium
dodecyl sulfate (SDS) - polyacrylamide cel electrophoresis, after dissociation
of the virus particles in SDS with heating (Maizel et al., 1%6%aand b ; Pereira
and Skehel, 1971, Fveritt et al., 1973 ; Anderson et al., 1973). The polypeptide
pattern of human adenovirus type ? (HAd2) shows nine major bands, of which eight
have been assiqned thus far to anticenically distinct structural entities
(Philipson and Lindbern, 1974). At least seven protein species, numbered 11, III,
I1Ta, IV, VI, VIITI and IX (accordino to the accepted nomenclature for HAd2
proteins ; Everitt et al., 1973 ; Anderson et al., 1972), constitute the outer

portion of the capsid, whereas two major species (V and VII) are anintearal

1971 5 Everitt et al., 1973)

Most of the capsid proteins of adenoviruses are found as soluble antigenic
components in the excess pool of virus material synthesized by the infected cell,
a feature which has facilitated the purification, characterization and immuno-
Togical identification of the virus capsid subunits (Philipson and Lindberg,
1974). The two-dimensional immunoelectrophoresis technique (Laurell, 1965) has
been successfully applied to the detection, identification and quantification
of the major HRdZ soluble anticenic components (Martin et al., 1976 5 Martin et
al., 197& ; Boulanger et al., 1979).

In this study, it is shown that a prolonced immunization of rabhit with
highly purified HAd? particles cave antisera revealina an extra peak of major
viral antigen. This antiqgen was identified as belonqing to the capsid protein
ITIa. The present report describes its purification, and some of its physical,
chemical and immunological characteristics.



Materials and Methods

. Ce]]i

KB cells were qrown in spinner culture in Eaqle's basal medium supplemented
with 5% horse serum. Hela cells and human embryonic kidney (HEK) celis weve grown
és monolayers in Eagle's minimal essential medium supplemented with 10" calf
serum. Hela and HEK cell monolayers were used for virus titrations by the plaque
method.

. Virus

_—”_WJAdZ wild-type (MT) was propagated in KB cells. HAd? temperaturc-sensitive
mutant H2 ts 115 has been isolated after nitrous acid treatment of a UT
stock and phenotypically characterized as a fiber-defective ts-mutant
(Martin et al., 1978). HZ ts 115 was cultured at permissive temperature (33°)
for mutant stock production, and at non-permissive temperatuf@ (39"5Y for pro-
duction of H2 ts 115 soluble antigens. HAd3 was kindly provided by
Dr R.G. Marusyk.

.Antisera

Polyspecific antiserum against HAdZ virion was obtained by multiple
subeutaneous injections into rabbit of virus particles purified by two successive
bandings in self-generatinag CsCl1 c¢radients. The injections were made in 10 X SOIN

aliquots at 7 days intervals and the animal was exsancuinated after 10-1? weeks. A
total amount of 2,0-2.5 mg of anticen was injected,

Monospecific antiserum towards protein IlIa was made by injection into
a rabbit of IIla - anti Illa antibody precipitate freshly formed within the
agarose gel of several cross immunoelectrophoresis plates (Martin et al., 1975).
The antigen mixtures used were extracts of cells infected with H2 ts 115 at
restrictive temperature, in which neither free fiber nor complete penton super-
imposed with IlIa in the two-dimensional pattern. A precipitating antiserum was
thus obtained. A non-precipitating antiserum against IIla was obtained by injection
into a rabbit of protein I1la purified from virus particles as described below.
The presence of anti IIla antibody was detected by immunoselection of Tabeled I1la
on protein A of Staphylococcus aureus cells as described below. About 0.2 mg of
IIIa antigen was used per rabbit,

. Extraction and purification of HAd2 protein II1la ‘
The method used was basically the high salt, acid urea and alkaline urea
extraction of virion low molecular weight proteins described by Everitt and
Phitipson (1974) However, it was found that IIla was recovered at variance in
either the acidic or alkaline urea extract. Since the first step was a dialysis
of the virus preparation against 0.005 M Tris-HC1 buffer, pH €.1, a treatment
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which has been shown to remove pentons and alter the vertices of the adenovirion
(Laver et al., 1969), the efficiency of this step might be conditioned by the

virus concentration used.

The method of Everitt and Philipson (1974) was therefore used at different
concentrations of virus particles. It was estimated that 1 mg of adenovirus
protein corresponds to 3.4-3.5 X 1012 physical virus particles.

. Method 1 :

Extraction of IIla from HAd2 at Tow concentration of virions (1.0-1.5 mg
of protein per ml). 130-150 mg of virus in 0.005 M Tris-t!C1 buffer, pH .1 was
mixed with an equal volume of 10 M urea and incubated for 3C min at 25°. Solid
NaCl was added to a final concentration of 2.2 M, and (.1 volume of 1 M Na citrate
buffer, pH 3.1. The mixture was incubated for 20 hr at 4° and centrifuged at
110,000g for 15 hr at 4°, The supernatant of the high salt, acid urea extract,
contained 30-35 ma of protein, essentially as proteins IT, ITla, V, VI, VII,
VIIT and IX (Fig 2a).

The acid extract was dialyzed against 0.C1M K phosphate buffer, pH 6.8,
containing 4 M urea and.1 mM phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF), and chromatogra-
phed on a column (1 x 10 cm) of hydroxyapatite equilibrated in the same buffer
(BouTlanger and Puvign, 1973). 12-15 mag of protein was loaded on the colurn. A
linear gradient of k phosphate buffer, pH 6.8, ranging from 0.01 to 0.50 M
(100 m1 total volume), and containing 4 M urea and 1 mM PMSF was applied to the
column, and 1 ml fractions were collected with a flow rate of 2 ml/hr. Each
fraction was monitored for absorbance at 278 nm and resistivity, and analyzed
in SDS-polyacrylamide gel. Protein Illa was found disolated in a first peak
eluted at 0.02 M K phosphate (Fig. 3b) ; IIla co-eluted with protein VI in a
second peak at 0.08 M (Fig 3c) and traces of I1Il1a were also found associated
with proteins II and IV eluting in a peak at 0.10 M.

. Method 2

Extraction of 11la from HAd2 at high concentration of virions (2.5-3.0 mg
of protein per m1). 80-100 mg of virus in 0.005 M Tris-HCI] buffer, pH £.1 was
treated with 5 1M urea and 2,2 M NaCl in 0.1 M Na citrate buffer, pH 3.1, as in
method I. After centrifugation, the supernatant was found to contain 20-25 mqg
of protein, as proteins V, VI, VII, VIIT and X. The pellet was then extracted
with 0.25 M glycine - NaOH buffer, pH 8.6, containing 5 M urea, 2 M NaCl, 0.05%
2-mercaptoethanol and 1 mM PMSF, at a concentration of 1.0-1.5 ma of protein
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per ml for 30 hr at 4° with stirrina (Everitt and Philipson, 1974). After cen-
trifugation at 14C,000q for 15 hr at 4°, the supernatant, referred to as high
salt-urea-alkaline extract, was found to contain proteins II, III, IIla, IV

and IX (fig. 2d). This extract was dialyzed aqgainst 0.C2 M Tris-acétate buffer,
pH &.3, containinag 4 M urea, 0.05% 2-mercaptoethanol, and 1 mM PMSF, concentrated
by precipitation with 6 volumes of acetone at - 20° overnight and the precipitate
dissolved in 0.1 M Tris-phosphate, buffer pH £.6, containing 4 M urea. 12-15 mg
of protein was thus recovered, as proteins II, IIla and IX (Everitt and Philipson,
1974). These proteins were further separated by chromatography on QAE-A 25
Sephadex equilibrated in 0.1 M Tris-phosphate buffer, pk 2.6, 4 M urea, 0.01%
2-mercaptoethanol. Protein IX eluted with the starting buffer ; protein Illa

with the startina buffer containing 0.5 M NaCl, and protein II with £.5 M HaCl in
0.75 M (Hi1), formate buffer, pH 3.4, 4 M urea.

. Method 3 : Purification of protein Illa from the HAd2-infected cell pool

The HAd2 soluble components were extracted with fluorocarbon and the cell
extract precipitated with ammonium sulfate at 55% saturation and pH 6.5, as
previously described (Boulanger and Puvion, 1973). The precipitate, redissolved
in 0.06 ¢ Ma phosphate, pH 6.2, was chromatographied on DEAE-A 50 Sephadex equi-
Tibrated in the same buffer. IIla eluted in the void volume along with fiber
and protein IX (Boulancer and Puvion, 1972).

The non-retained material was concentrated by precipitation with ammonium
sulfate (55 9%saturation, pH 6.5) and the precipitate redissolved in 0.01 M Tris-
phosphate buffer, pH 8.6, containing 4 M urea, 0.01% 2-mercaptoethanol and 1 wM
PMSF. IIla was purified by chromatography on QRE-A 25 Sephadex equilibrated in
the same buffer, as described above, and eluted at 0.5M MNaCl.

In certain cases, an extra step of purification on hydroxyapatite in 0.01 M
K phosphate buffer, pH 6.8, containina 4 M urea, and 1 mM PMSF, was necessary
to eliminate cell protein contaminants. Protein Illa was eluted at 0.02 M K
phosphate, as in method 1.

. Polyacrylamide cel analysis

Samples were dissolved in an aqual volume of sample buffer and
heated for 2 min at 100°, Samp]e bu ffer consisted of 0.0625 M Tris-HC]
buffer, pH 6.8, containing 6 M urea, 4% SDS and 107 2-mercaptoethanol.
Polypeptides were analyzed in an SDS-containing 17.5% polyacrylamide gel
(acrylamide : bisacrylamide ratio of 50:0.235) overlaid by a 5% spacer
cel (acrylamide : bisacrylamide ratio of 5C:1.33) in a discontinuous
buffer system (Laemmli, 1970). The electrophoresis was carried out at a
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constant voltage of 35 V, with bromophenol blue as marker. In certain
cases qels were impregnated with PPO (2,5 diphenyloxazole) and exposed
to Kodak X-Omat P film (Bonner and Laskey, 1974).

Native samples were electrophoresed at 2.5 mA per slot in slab
cel of 7.5% polyacrylamide (acrylamide : bisacrylamide ratio of 50:1.33)
buffered with 0.375 M Tris-HC1, pH &.2. The resolvinc gel was overlaid
by a spacer cel made of 3% polyacrylamide (acrylamide : bisacrylamide
ratio of 10:2.5) in C.125 M Tris-HCl buffer, pH 6.8. The electrode buffer
was C.CEM Tris + C.384 M qlycine, pt £.3,

This was performed according to the method of 0'Farrell (1975),
with minor modifications. KB cell extracts were prepared by sonicating

5 X 106 Tabeled cells in 0.5 m1 lysis byffer (¢.5 M urea, C.5% SDS, 2%
Monidet-P 40, 5% 2-mercaptoethanol, and 5% ampholines, consisting of
3.47 pH 5-7 and 1.6% pH 2.5-10). Aliquots (10-25 P]) of the supernatant,
containing at least 250,000 cpm were applied to the first dimension
1soé1ectr1c focusing cel. This gel was prepared as described by 0'Farrell
(1975), except that the ampholine concentration was increased to 5%, con-
sisting of a 2:1 ratio of pH 5-7 to pH 3.5-10 ampholines (LKB, Sweden).
Cels were focused at 4C0 V for 20 hr.

Isoelectric points of proteins were estimated by reference to the
pH gradient determined by analysis of a parallel isoelectric focusing
gel. This gel was sliced into 1-cm pieces and incubated in 2 ml deionized,
decassed distilled water for 1 hr at room temperature. The pH of each
sample was determined in a standard pH meter.

The second dimension SDS qel was prenared as described above. The
first dimension gel was immersed for 1 hr at room temperature in 18 ml of
equilibratine buffer (10.5 ml of distilled water, 2.5 ml of 1.28 M Tris-
FCT buffer, pH 6.8, 4 m1 of 10% SDS, 1 ml of 2-mercaptoethanol) with
gentle shakinc, prior to the second electrophoresis.

. Immunological tests

Biolocique Francaise, France) containing 0.14 M NaCl, and buffered with
0.02 M Na barbital buffer, pH £.6.

This was carried out according to a modification of the basic tech-
nigue of Laurell (1965) which has been described in detail elsewhere
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(Martin et al., 1975 5 Martin et al., 1978).

Aliquots (2C u1) of labeled antigen samples were mixed with 60 pi of
NET-N buffer (50 mM Tris-HC1, pH 7.5, 0.15 M NaCl, 5 mM sodium EDTA,
C.05% Nonidet P20, 0.02% sodium azide) supplemented with 9.2% bovine
serun albumin, and with 20 Pl of preimmunized or immunized rabbit serum.
Incubation was for 18 hr at 4°.

Immune complexes wefe collected by adsorption to inactivated
Staphylococcus aureus cells (Cowan I strain ; Kessler, 1975). An
aliquot (10 yl) of a 207 (w/v) washed cell suspension (in NET-N buffer)
was added to the precipitation reaction and incubated for 30 min at room

temperature. Cells were pelleted and washed three times in NET-N buffer.
Labeled antigens were eluted from the S. aureus cells by resuspension of
the cell pellet in 25 P] of SDS-sample buffer, heated for 2 min at 100°

and applied directly to the SDS-polyacrylamide cel.

. Gel filtration chromatography

The apparent molecular weight of native protein Illa was estimated by
molecular sieve chromatography on Sephacryl S-200 superfine (Pharmacia Fine Chemicals
The column (100 x 1.5 cm) was equilibrated in 0.02M Tris-HC1 buffer, pH 8.1,
containing 0.5 M NaCl, 1 mM Na EOTA and 10% alycerol. The flow rate was

-10 m/hr, and 1.9 ml fractions were collected at 4°. The column was calibrated

with the following markers : beef Tiver catalase (247,000), rabbit muscle
glycerol-3-phosphodehydrogenase (136,000), bovine serum albumin (67,000),

ovalbumin (43,500), bovine pancreakic ribonuclease (12,600). Serum albumin (5 mc),
ovalbumin (10 mg) and ribonuclease (10 mg) were depicted by adsorption at 278 nm.
In order to obtain good resolution between serum albumin and ovalbumin, twice as
much ovalbumin as serum albumin was used. &C international units (IU) of g]ycefo]—
3-phosphodehydrogenase and 13,000 IU of catalase were loaded onto the column and
assayed as described below,

. Sucrose density gradient centrifugation

The sedimentation coefficient of protein IIla was éstimated by velocity
sedimentation throuch a linear gradient (5-27%,w/v ) in 0.02M Tris-HCl, pH 8.1,
containing 1 M NaCl, 10% glycerol, 1 mM Na EDTA. The aradients were centrifuged
for 21 hr at 49,000 rpm and 4° in a Beckman Sl! 50.1 rotor. 0.2 ml fractions
were collected through the bottom. The followina markers were used : E. coli

alkaline phosphatase (6.0S) and yeast 3-phosphoglycerate kinase (3.1 S).
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6 IU of alkaline phosphatase and 18 IU of 3-phosphoglycerate kinase were loaded
on each gradient and assayed as described below.

. Pmino acid analysis

Samples of protein Illa correspbndﬁng to 0.3-0.5 mg of protein were
hydrolyzed for 24 and 72 hr at 110° with 5.6 N HC1 in sealed tubes under nitro-
acen, and analyzed in a Beckman Multichrom amino acid autoanalyzer.

. N- terminal amino acid

N-terminal amino acid determination was performed according to the method
of Casola ct al (1974), using 14C-DNS—C1 (104 mCi/mmol, 0.5 mCi/ml, CEA, Saclay,
France). Autoradiography of two-dimensional thin layer plates were made by
exposure to Kodak "Kodirex "film.

. Adenovirus neutralization test

The neutralizina activity of the antiserum towards protein IIla was
determined by inhibition of plague formation in Hela cell monolayers (Pettersson
and Hoglund, 1269). ’

. Protein

Protein concentration was assayed by the method of Lowry et al. (1951),

using bovine serum albumin as standard.

. Radioactive labeling

HAd2 mature particles werelabeled by addinc 14C—Vah’ne (285 mCi/mmol
Amersham, Encland) from 18 to 30 hr post-infection {p.i.), at 0.5 PCi/m] in
culture medium containing 10% of the concentration of valine in normal medium.

Pulse-Tabeling was performed in KB cell suspension cultures, mock
infected or infected with HAd2 at a m.o.i. of 100 PFU/cell. L(35S)-methionine
(50-100 yCi/m]; 70C-8C0 Ci/rmmol, Amersham, England), was added for 30 min at
different times p.i. in a methionine-deprived medium, and the cells were harves-
ted just after the pulse. For chase experiments, the cells were centrifuged and

resuspended in medium containing a normal concentration of cold methionine.

. Enzymes and enzymatic assays

Aminopeptidase M (amino acid arylamidase) from hog kidney (EC 3.4.11.2)
was purchased from Boehringer (Mannheim, ltest-Germany), hog kidney leucine
aminopeptidase (EC 3.4. 11.1) from Sigma (Saint-Louis, MO., USA) and baker's
yeast carboxypeptidase Y (EC 3.4 12.-) from Pierce Chemicals (Rockford, IT1. USA).
Hydrolysis with aminopeptidase or carboxypeptidase were performed at 37° for
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30 hr with a ratio of enzyme : substrate of 3:1C0 and addition of enzyme in
three aliquots at 0,8 and 20 hr.

Beef liver catalase (EC 1.11.1.6), rabbit muscle glycerol-3-hhosphate
dehydrogenase (GDH, EC 1.1. 1.8), bovine pancreatic ribonuclease (EC 3.1.4. 22),

E. coli alkaline phosphatase (EC 3.1 3.1) and yeast 3-phosphoglycerate kinase
(PGK, EC 2.7. 2.3) were purchased from Boehringer. "

Catalase in gradient or chromatoagraphy fractions was assayed by the method
of Berameyer (1955). PGK was assayed according to Blicher (1955) and GDH according
to Krebs (1955); alkaline phosnphatase was assayed by the method of Bessey et al.
(1946). A11 assays were adapted with minor modifications to the Roche-Kontron
Rotochem 11 A-36 centrifuge analyzer (unpublished).

. Nomenclature

The nomenclature proposed by Ginsberg et al. (1966) for the major capsid’
components of HAdZ2 (hexon, penton base, penton and fiber) is used. The remainder
of the structural proteins are referred to according to the terminology proposed
by Maizel et al. (1968 b), and Anders on et al. (1973).
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Results

. Evidence for the existence of capsid protein II1lIa as a major soluble antigenic

component in HAdZ-infected cell extracts : identification of IIla on two-

dimensional immunoelectrophoresis.

Rabbit antiserum obtained by hyperinmunization of animals with purified
HAdZ virion revealed an extra peak (peak 4), of immune precipitate in two-
dimensional immuno-electrophoresis (2D-IE) (Fig. la), not found thus far with
previous sera (Martin et al., 1075 ; Martin et al., 1978). Because this extra
peak micht correspond to a cell or culture medium serum fraction contaminating
the virion preparation, extracts of HAdZ-infected cells labeled late p.i.
(20 to 36 hr) were analyzed with the same antiserum in 2D-IE. Fig. 1b shows
that the extrapeak was labeled, suggesting its viral origin.

The identification of the viral component corresponding to this peak-4
was carried out as follows. The precipitation line visible on a stained dried
plate of 2D-IE and containing the precipitate of labeled antigen-antibody complexes
was scratched off the plate, dissociated in SDS-urea-sample buffer with heatina
at 100° for 2 min and analyzed in SDS-polyacrylamide gel, with labeled HAd?2
virion as marker. Fig. 1d shows that the antigen contained in precipitate
peak 4 of Fig. 1 a and b (NT extract) and of Fiqg. 1 c(H2 ts 115 extract) migrated
as a major polypeptide of about 66,0C0 daltons (66 K), corresponding to the
major polypeptide IIla of the HAd2 virion. Discrete bands of lower molecular
weight species were visible and miaht correspond to contaminating proteins
in the immune precipitate, or to proteolysis of the I1lla.

A similar technique of cutting out the precipitate of antigen-antibody
complexes formed within the agarose gel, was used to obtain a monospecific
antiserum. The immune precipitates of several 2D-IE plates (15-2C plates)
were injected into a rabbit. However, with a HAd2 UT extract, peak 4 was
partially masked by penton (peak 3) and fiber (peak 5). H2ts 115 mutant was
used therefore as the absence of synthesis of antigenically detectable fiber,
and thus the absence of penton, rendered easier the vizualization and extraction
of peak 4 (Fig. 1 c). |

In order to determine whether the antigen present in precipitate peak 4
of 2D-I1E belonged to a virion component, anti HAd2 virion polyspecific serum and
monospecific antiserum against "component 4" were reacted in 2D-1E with deoxy
cholate-treated HAd2 virions. This treatment has been found to disrupt the virus
capsid (Russell et al., 1971) and also the penton into its penton base and fiber
moieties (Boudin et al., 1979). Fig. 1 e and f shows



Figure 1

Identification of the antigen I11a of Had2. (a) Two-dimensional (2D)
immunoelectronhoresis of WT-infected cell extract, labeled with EGS—mothionine
from 20 to 36 hr p.i. Staining : Coomassie blue. (b) Corresponding autoradioqgram
pattern. (c) 2D-analysis of extract from cells infected with fiber-defective
H2 ts 115 mutant at restrictive temperature. (d) SDS-polyacrylamide qel analysis
of immuno precipitate peaks formed in acarose with HZ2 ts 115-infected Tabeled
extracts as in (c) : (1) hexon peak ; (2) penton base peak ; (4) 11Ia 5 (5)
Fiber peak ; (v) control Had? virion. (c) Had2 virion treated with 0.5%
deoxycholate (DOC) and analyzed against a polyspecific antivirion serum. (f)
HAd2 virion treated with 0.57% DOC and.analyzed against the monospecific anti-
[T1a. Loads were usually 10-20 pl of antigenic extract (3-5 mg of protein/ml)
and 100-200 P] of antiserum,
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that tie antogen of pean 4 oxistoa uy g virion component, Thus the coodig o 20-10
and SDS-polyacrylamide gel analysis permitted the identification of protein 111a

as one of the major soluble structural components of the HAd2 capsid,

. Extraction and purification of protein IIla

The different extraction procedures used gave approximately the same
yield, In method 1, from 130+-150 mg of purified virus, 2.0-2,2 mg of 1ITa was
obtained, viz, a yield of 1,4-1,7%. In method 2, from 80-100 mg of virion,
1.0-1.5 mg of TIla was obtained, viz. a vield of 1.2—1.7%.Method 3 used the
pool of infected-cell material as starting material : 1,0-1,5 mg of I1la was
obtained from 90-100 mf of material non-retained on DFAL-Sephadex, viz. a
recovery of 1,0-1.6%.

However, virion-extracted protein Illa was not recovercd in the same
fraction, depending upon the concentration of virus used. As shown on Tig. 2a,
most of the IIla was recovered in the acid urea extract, atong with proteins II,
V, VI, VII, VIII and IX, when low concentrations of virus were used. A certain
amount of ITla was also extracted by alkaline urea containing buffer (I'ig, 2b),
At higher concentrations of virus, most of the IIla remaincd in the pelict of
the acid urea treatment and was extractible at alkaline plf, along with proteins
IT,I1I, TV and IX. The different distribution of IIla in the high and low concentration
methods were repeatedly obtained by several operators (twice each).

[Ila isolated from the HAdZ-infected cell pool of soluble components was
referred to as "soluble 111a", whereas Illa isolated from virus particles was

referred to as "virion-extracted IIIa". Most of the physicochemical and biochemical
analyses were performed comparatively on both types of ITla., Amino acid composi-

tion analyses were carried out only on virion-extracted protein IIla.

. Physical parameters of the proteins 1lla

The behavior of protein IIla in sucrose density gradient and in gel
filtration chromatography permitted the determination of f)hysical parameters S and D,
The sedimentation coefficient was found to be S =6.0+ 0,1 X 10—135(:0. The dif-
fusion coefficient D, determined by gel filtration chromatography, was estimated
to bhe D=7,85+0.10X 10_7 cvm.sec—l, From the amino acid composition {see below)
a partial specific volume of V= 0.720+ 0.002 ml/g was calculated. 'rom S, D and -\7,
a molecular weight of 65,430 + 1,800 was calculated which was close to the value
of 66,000 determined for the molecular weight of the polypeptide unit of IIla
(Anderson et al,, 1973),

The Stokes radius was found to be 2,7 + 0.1 nm, and the frictional ratio f/fo =
1.02 + 0,01, This gave an axial ratio of 1.0, whatever the hydratation of the protein
molecule (Siegel and Monty, 1366 ; Haschemeyer and Haschemeyer, 1973). The
come values o § ord Tow o ove oond for o otther virlon-extrasted T11a or anlihle la

&3,
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Figure 2

Extraction of protein IlIla from HAd2 virion at low (a, b) or high (c, d,
e) virus particle concentrations. (v) : starting virus material ; (a) : acid-
urea extract ; (b) alkaline urea extract ; (c) : acid urea extract ; (d) :
alkaline urea extract ; (e) : remaining pellet after acid and alkaline urea
extraction.



Table 1

Amino acid composition of HAd? protein 111a

Amino Acid (a) Mol per 100 m1 of all

amino acid recovered

Asp , 10.2
(h)y  Thr 5.8
(b)  Ser 10.4
G 11.8
Pro 8.3
Gly 10.8
Mla 8.5
(c) val 5.3
Half-Cys tracrs
Mot 1.2
(c) Ile 3.5
(¢) Leu 7.4
Tyr 3.4
Phe 4.0
Lys 2.3
His 1.9
Arg 5.2
Trp . ND (d)
(a) Averace of four determinations on 24 hr .acid hydrolyzates
(b)  Extrapolated to zero time hydrolysis
(c) Based on the average value of two 72 hr hydrolysis
(dY  ND : not determined ”

ERItLy

Pt
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Flectrophoretic nroperties of the protein fiia

Protein I1Ta elutine at 0.02 M K phosphate buffer from hydroxyapatite

~after acid-urea extraction from the virion, migrated as a unique sharp band
in SDS-polvacrylamide gel (Fia. 3b), and as a blurred band in non-dissociating
7.5% polyacrylamide qel (Fig. 3 i, j). This blurred band suancsted some micro-
heteroaencity in electric charqe of protein molecules of the same polypeptide

size.

lhen analyzed by isolectric focusina, two uncven components vere {ound

n

in the preparations of virion-extracted IITa : a major band with a nl of 5.65,
and a minor band with a pl 6.08, this latter band representing 10-1657 of the
total protein bulk, as determined by scannina of stained monodimensional
isofocusing polyacrylamide nels., Two-dimensional analysis (isolectiric focusinqg/
SDS~qel electrophoresis) of the samples of virion-extracted IIla contirmed that
the minor protein species of pH 6.08 miarated as a polypeptide of sarme mnlecular
weight (66,000) as the major species, excluding the possibility of some minor
proteolytic cleavace occurrina during the extraction and puritfication procedure
(Fig. 4). The T11a  elutina with protein VI from hydroxyapatite oo b 06 M K

phosphate (Fia. 3c¢) focused at a uniaue pl of 5.95 (not <hown).

. Biochemical characteristics of protein T1la

Amino acid composition analysis of protein ITfa revealed a hinh content
of aspartic and qlutamic acid (227). Serine and clycine were also found in oreat
amount, and proline accounted for more than &Y of the total aminn acid recovered.
Basic amino acids, and particularly lysine, were poorly represented and cystine

was only detectable in trace amounts (Table 1).
Glveine was found as N-danaylated amino acid of virlon-extracted T1Ta, suggestiyiqg

an unblocked N-terminvs, This hypothesis was contirmed by the break-down of

protein ITla in the presence of aminopeptidase M (Fig 2e).71la seemed to be more resista
leucine nminopeptidase (Fig. 3d), but revealed sensitive to carboxypeptidase Y
digestion (I'tg. 3f), an exopeptidase which can remove all the amino acids

including proline, trom the C-end of a polypeptide chain, Since this carhoxypeptidase

has been Lound to have some amidase activity (TTayashi and I1ata, 1972 ; Hayashi et

al,, 1973), it might not be possible to assess if the carboxyl end of the T1Ta chain was

blocked by amidification.
. Immunological properties of Tlla

Adenovirus type 2-, type 5- and type 3-infected cell extracts were tested
by double immunodiffusion anainst the precipitating anti-ITTa serum. One contif 
nuous precipitation line was obtained between types 2, 5 and 3 extracts, with no
visible spur hetween types 2 and 3, 2 and 5 and types 5 and 3 extracts, sudqesting

the presence of only qroup-specific determinants in ITIa (not shown). When
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Figu re 3

Polyacrylamide gel electrophoresis of protein IIla, SDS-denatured (a-f),
or as native sample (g-j). (a) : control virion ; (b) : IIlla obtained from hydro-
xyapatite at 0.02 M K phosphate (8pg of protein), (c) Illa eluted from hydroxy-
apatite at .08 M and contaminated with protein VI ; (d) Illa (same as in c¢) in-
cubated with leucine aminopeptidase ; (e) IIla digested"with aminopeptidase M ;
(f) : Illa digested with carboxypeptidase Y ; (a) control bovine serum albumin ;
(h) : control HAd2 hexon ; (i) : purified Illa (4 i of protein) ; (j) : purified Illa
(12 pg). Arrowhead indicates the position of protein VI spontaneous breakdown
product in virion and virion-extracted protein samples (i, d, e). Arrows indicate

cleavage products of Illa occurring in the presence of aminopeptidase M (e).
3 o L

e



figure 4

Two dimensional gel analysis of protein Illa. Virion-extracted I11la obtai-
ned from hydroxyapatite at 0.02 M K phosphate as indicated under methods was
analyzed by isoelectric focusing in a first dimension (1D), and SDS-polyacry-
lamide in a second dimension (2 D). A major spot focused at pH 5.95 and a minor
spot at 6.08, both corresponding to the polypeptide I1la (66,000 daltons) of
the virus marker (v). ,?R;i)

S 7
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assayed by the plaque technique , both precipitating and non-precipitating
anti Illa serd revealed no neutralization activity : no significant reduction
of plaque number but a 4-5 fold reduction of fluorescent focus formation were
observed. This suqggests that protein IIla was not a major neutralizing antigen.

. Time-course, synthesis of HAdZ protein IIla

Hel.a cell monolayers (6 X 106 cells per flask), infected with HAdZ were
pulse-Tabeled for 30 min with 35S—methion1ne at 0, 4, 6, &, 10, 12, 18 and 24 hr
p.i. After the pulse, the cells were harvested, disrupted by three cycles of
freezing and thawing in hypotonic buffer (0.01 M Tris-HC1, pH 7.8, containing
1.5 mM Z2-mercaptoethanol, 2 mM Na EDTA and 1 mM PMSF) and centrifuged at 1,000 g

for H min.

Aliquots of each supernatant were incubated with different antisera
and immuno-precipitates were analyzed on a one-dimensional SDS-polyacrylamide
gel. Anti-II1la serum revealed the presence of protein IIla at 10 hr p.i., with
a maximum of synthesis at 20-24 hr p.i., i.e., following closely the time-course
synthesis of hexon and of other late virus proteins (not shown).



Discussion

The protein Illa from human adenovirus type 2 exists as an independant
capsid ontigen in the virion and as a major soluble component in the infected
cell pooul ot virus material. Its synthesis occurs late in the infectious cycle,
and 15 contemporary to hexon protein. 11la has been purified to apparent homoge-
neity trom the virion (virion-extracted IIIa) or from the cell pool of virus
soluble components (soluble Illa). Two purification procedures were used to
obtain tlla trom HAAZ virion, based on the acid urea and alkaline urea extrac-
tion method developed by Everitt and Philipson (1974) to obtain low molecular
weight virion proteins. The choice for one or the other procedure depends upon
the concentration of virus particles in the starting material.

At Tow concentrations of virus particles (1.0-1.5 mg of virus protein
per mt, corresponding to 3.5-5.0 X 1012 physical particles per ml), Illa was
recovercd mainly in the acid urea extract (Fig. 2a). At relatively high concen-
trations of virions (2.5-3.0 ma of virus protein per ml, corresponding to ca.
0.8-1.0 ¥ 1013 particles per ml) moét of the 11la was solubilized by alkaline-
urea treatment (Fig. 2d). This was possibly due to the initial step of virus
suspension dialysis against hypotonic 0.005 M Tris-HC1 buffer, pH 8.1, a treatment
which has Deen shown to disrupt the vertex structures of the virion and parti-
cularly tu release penton capsomers (Laver et al., 1969).

Virion-extracted or soluble Illa behaved in the same way in sucrose den-
sity gradient or gel-filtration chromatoaraphy, suggesting similar physical para-
meters. the purified HAd2 protein Illa had a relatively high sedimentation coef-
ficient (6.0 S) and behaved as a spherical-shaped protein molecule with a
Stokes radius of 2.7 nm in gel filtration on Sephacryl S-200, a frictional
ratio ol 1.02, and an axial ratio close to 1. The molecular weight of the
HAdZ Lo polypeptide unit has been previously estimated to be 66,000
in SUS-poulyacrylamide gel (Anderson et al., 1973). The physical parameters obtained
here permitted the calculation of an apparent molecular weight of 65,430 * 1,800
for the native Illa, which implied the existence of a single polypeptide unit
in protein Illa.

il

M\ microheterogeneity in isoelectric focusing was found in ITla  preparations
with ob-40. of IIla focusing at a pl of 5.95 and 10-15% at 6.08. Illa has been

found Lo be one of the late phosphorylated polypeptides in adenovirus-infected

cell: nd the major phophorylated structural polypeptide in the adenovirion (Russell
and Blair, 1977). It is possible that the difference observed in pl values re-
flects some minor variation in the phosphorylated state of virion-incorporated Illa.
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The amino acid composition of HAd2 Illa showed features common with the
other virion proteins such the richness in dicarboxylic amino acids and
leucine and the scarcity of cystein and histidine. However, an unusual feature
of I1la appeared to be its high content in serine, glycine and proline, and its
Tow content in lysine (Table 1).

Immunological study of I1la with precipitating and non-precipitating anti-
sera showed that Illa carried appérent]y only group-specific antigenic determi-
nants, and that IIla did not induce detectable neutralizina antibodies. The
weak neutralization activity of these sera observed only with the FFU technique
and not in plaque formation 1ikely corresponded to virion aggregation in the
case of the precipitating anti-serum and to delayed eclipsing in the case of
the non-precipitating anti-serum (Vladell, 1970).

Virion-incorporated IIla was sensitive to aminopeptidase . digestion and °
glycine was detected as free N-terminal amino aroup, suqcesting an unblocked
N-terminus. A1l the known primary transcription products of the type 2
adenovirus appear to be N-acetylated (Jdrnvall et al., 1274 ; Boulanger et al.,
197& ; Boudin gﬂ;gl, 1279 ; Boulancer et al., 1979). Free N-ends have been found
only in the cleavage products of N-blocked precursors PVII (Sung et al., 1977)
and PVI (Sung et al., 1978). IIla appeared also to be sensitive to carboxypeptidase j
digestion and to possess therefore a non-amidified C-terminus. In the following
paper (Boudin et al., 1979), it is suggested that Illa (or a precursor to IIla)
is cleaved by proteolysis at a stage between assembly intermediate particles
and mature virions.
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Summary

Evidence is presented that a HAAZ protein Illa precursor (PIlla) of
67,000 daltons exists in-assembly intermediates and young virions and is proces-
-sed ?nto protein IITa (66,000 daltons). This cleavage is suncested to occur at
the M-terminus, and at a late stace of virus maturation, between young and
mature virions. Sixty copies of I11a were found to be present per mature
virion or assembly intermediate particle, viz. one molecule per penton base
sybunit. The PIIla polyneptide was antirenically different from II1la, with a
weaker anticenic reactivity towards anti-1I11a serum. This difference in antice-
nicity micrht reflect a variation in three-dimensional structure between the
PITIa polypeptide and Illa, resultino from proteolytic cleavace. Immunopreci-
pitation of deoxycholate-disrupted HAd? virions usinc anti-IIIa serum sucgests

some interaction between I11la and the core protein VII in mature virions.

Four ts mutants defective in virion assembly and accumulating empty
particles at 39.57C were stucied with recard to the occurence of Illa antigen
in the cell pool of soluble antigens : HS ts 58, 12 ts 4, H2 ts 112 and HZ2
ts 101 were shown to be phenotypically Illa-defective, and to belonc to three
complementation aroups. 1'2 ts 4 and H2 ts 112 were in the same complementation
aroup, whereas Ht ts 58 and HZ2 ts 101 fell into two separate aroups. Only the |
H5 ts £8 lesion has been precisely located in the Illa rene. The Illa

anticen appears, therefore, to be a serolocical marker for adenovirus assembly.



Introduction

Protein IIla from human adenovirus type 2 (HAd2) constitutes one
-of the major structural components of the virus capsid (Anderson et al.,
g_1973‘2 Everitt et al., 1973). In a preceding paper (Lemay et al., 1979),

it has been shown that this protein can be detected at a late stage after
infection as one of the major soluble antigenic components in the excess pool
of virus material, as are hexon, penton base, complete pentoh and fiber.

~ Some of the physical, biochemical and immunological characteristics of IIla
have been reported (Lemay et al., 1979).

The topocraphy of IIla and of the other virion components has been
tentatively determined by sequential disintegration of the virion (Maizel et
al., 1968b ; Laver et al., 1968 ; Prage et al., 1970; Russell et al., 1971 ;
Everitt et al., 1973), or by chemical cross-linking and enzymatic iodination
of the virion subunits (Everitt et al., 1975).

The present study deals with the stoichiometry and topoloay of protein
IITa within the adenovirion, and its modification during the virus maturation
process. This analysis was aided by the use of temperature-sensitive mutants
defective in late events involved in capsid morphogenesis : H2 ts 112 (D'Halluin
et al., 1978a), H2 ts 4 (Khittoo and leber, 1977), H2 ts 1C1 (Martin et al.,
1978) and H5 ts 58 (Frost and Villiams, 1978, Edvardsson et al,, 1978).



Materials and Methods

Viruses

Human adenovirus type 2 (HAd2), wild type (WT), originally obtained
“from J.F. Williams (Carneci-Mellon Institute, Pittsburch, PA.) was propa-
".qgated at 37° on KB cells maintained in suspension culture.

The HAd? temperature-sensitive mutant H2 §§_112 was isolated after
nitrous acid treatment of a YT stock and phenotypically characterized (Martin
et al., 197¢ ; D'Halluin et al., 1978&).

H2 ts 4, a mutant defective for DMA encapsidation (Weber et al., 1975 ;5
Khittoo and Vleber, 1977) was a generous gift from J. Veber (Sherbrooke,
Québec).

The adenovirus 5 mutant FE5 ts 58 was oricinally isolated by

J.F. YMilliams (Milliams et al., 1971) and was obtained from W.C. Russell
(Mi11, London, U.K.).

Virus was titrated by the plaque assay or by the fluorescent focus
unit assay (FFU, Philipson et al., 1968) at 37° for the YT and 33° for the
ts mutants. The restrictive temperature was 39°5 for the ts mutants.

. Cells

KB cells were grown in spinner culture in Eagle's basal medium
supplemented with 5% horse serum. Hela cells were arown as monolayers in Eagle's
minimum essential medium supplemented with 10% calf serum. Hela were used for
plaque assays. The cells were infected at a multiplicity of infection of 25 to
50 PFU per cell.

. Radioactive labeling

Adenovirus particles were labeled by adding 14C—vah’ne (250-300
mCi/mmol, Amersham, England) from 18 to 3C h p.i. at 0.5 FCi/m] in a valine-
deprived culture medium (10% of the concentration of valine in normal medium).
Adenovirions used as controls were extracted with fluorocarbon and purified by
conventional techniques (Green and Pina, 1963).

Pulse-chase labeling experiments were performed in KB cells (6 x 106

cells/ml) in methionine-deprived mézﬁium,L—(3SS)—methionine (5C FCi/m],
700-200 Ci/mmol, Amersham, U.K.) was added for 3C min at different times p.i.
Cells were harvested just after the pulse or chased by ’



dilution to 3 X 105 cells/ml in normal medium.

Infected cells were labelled with 32P-orthophOSphate as follows :
Cells were taken at 18 h p.i., centrifuged and washed two times in phosphate
free culture medium. The original culture medium was saved. The cells were
resuspended at 6 X 106 cells/ml in phosphate-free medium and labeled for 1 h
“with 50 pCi/ml of Na2P-orthophosphate (200mCi/mmol, Amersham, U.K.). The
~ chase was performed by diluting the cells in the original culture medium at
3 X 10°
extracted and purified as desckibed below.

cells/ml. 32P-1abe1ed virus and assembly intermediate particles were

. Purification of adenovirus particles and of assembly intermediates (IM)

» Three major species of HAd2-UT particles constituting the successive
steps in virion assembly have been characterized in the following sequence :
1.215-In , 1.270-IM , 1.345 young virions (YV), and 1.345 mature virions (MV),
with reference to their buoyant density(g/mi= p) in CsCl (D'Halluin et al.,
1978b). The method of extraction of the particles from infected cell nuclei,
and of particle isolation on sucrose density gradients and CsCl gradients
after reversible fixation has been described in detail elsewhere (D'Halluin
et al., 1978 a, b).

For rapid isolation of the bulk of IM particles or top components of
p=1.30-1.31 (Ishibashi and Maizel, 1974) another procedure was used. The IM
and virion particles were extracted with fluorocarbon and separated on preformed
discontinuous CsCl-glycerol gradient made as folbws : 0.8 ml of p=1.45 CsCl in
40% glycerol, 1.4 ml of p=1.33 CsCl in 26% glycerol and 1.4 ml of p=1.25 CsCl
in 0.02 M Tris-HC1 buffer, pH 7.4. The cell lysate (1.5 ml) was loaded on top
of the aradient and the cradient was centrifuged for 3 h at 35,000 rpm in a
Beckman SK 5C rotor. Mature and young virions, p=1.345, banded at the top of
the p=1.45 layer. A band of light IM particles was obtained on top of the p=1.33
layer and the virus soluble components remained in the top zone at the limit
of the ¢=1.25 layer.

. Immunological analyses

Rabbit polyspecific anti-HAd? virion protein component serum
and rabbit monospecific anti-IIIa serum were obtained as described in
the preceding paper (Lemay et al., 1979).

2D immunoelectrophoresis was carried out according to a
modification of the basic technique of Laurell (1965), and has been
described in detail elsewhere (lMartin et al., 1978).



3SS—methiom'ne or 14C-vah’ne-]abeled

10-20 P] of aliquots of
antigen solutions were mixed with 15 P] of preimmune or immune
rahbit serum and €0 P] of NET-M buffer ( 50mM Tris-HC1, pH 7.5,
150 mM NaCl, 5 mM Na EDTA, 0.05% Nonidet-P 40, 0.02% Na azide) sup-
plemented with C.02% bovine serum albumin, and incubated at 4° for
18 h. Immune complexes were adsorbed to inactivated Staphylococcus

aureus cells (Cowan I strain, Kessler, 1975). An aliquot (10 Pl) of

a 50% (w:v) washed S. aureus cell suspension in NET.N buffer was

added to the immune precipitation mixture and incubated for 30 min

at room temperature. S. aureus cells were pé11eted by centrifugation
and lTabeled antigens were extracted by heating the cell pellet in 2t p]
of SDS-urea sample buffer for 2 min at 100° and analyzed directly on

SDS-polyacrylamide cel.

. Rnalytical SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

Samples were dissolved in an equal volume of sample buffer (0.0625 M
Tris-HC1, pH 6.8, containing 6 M urea, 4% SDS, and 10% 2-mercaptoethanol)
and heated for 2 min at 100°. Polypeptides were analyzed in an SDS-containing
15.5% polyacrylamide gel (acrylamide : bysacrylamide ratio of 50 : 0,235)
overlaid by a 5% spacer c¢el (acrylamide : bisacrylamide ratio of 50 : 1.33)
in the discontinuous buffer system of Laemmli (1970). The gels were stained
with Coomassie brillant Blue R-25C, dried under vacuum and exposed to Kodak
Kodirex fiim.

. Complementation tests

HeLa cell monolayers were doubly-infected at an input multiplicity -
of 5 PFU of each of two ts mutants per cell. After 2 h adsorption at 33°,
unadsorbed virus was rinsed off and the cells treated for 30 min with an
antiserum acainst HAd2 virion, at a dilution of 1:100-1:200. The cells were
rinsed again and further incubated at 39.C° for an additional period of 40 h.
Control cell cultures were singly infected in parallel with 10 PFU of each
mutant per cell. At the end of the incubation period, the cells were scraped
from the dishes into the culture medium, disrupted by three cycles of freezing
and thawing, and the virus production titrated using the fluorescent focus
assay at 33°C.

Complementation index (CI) was given as the ratio of yield of the
double infection to that of the higher of the two single infections at 39.5°,
expressed as FFU/ml. Complementation was considered as positive when the (I
was at least 10 (Yilliams et al., 1971 ; Martin et al., 1978).



. Comparative finger-printing

Comparative finger-printing of 67,000 (67K) precursor (PIIla) and the
66K product (IIla) were carried out on protein bands isolated from SDS-polya-
crylamide gel and partially hydrolyzed with increasing amounts of protease
(Cleveland et al., 1977).

. Proteases

Staphylococcus aureus protease V8 was purchased from Miles Laboratories
(STough, U.K.). Aminopeptidase M and leucine aminopeptidase were purchased
from Boehringer (Mannheim, B.D.R.). Labeled protein samples were hydrolyzed
with 0.02, 0.05, 0.10 and O.ZOAyg of enzyme, respectively. Some samples were
hydrolyzed with a mixture of the three enzymes in the same amounts.

. Protein

Protein concentration was assayed by the method of Lowry et al.,
(1951), using bovine serum albumin as the standard.

. Cell fractionation

It should be noted that the distinction between cytnplasmic and
nuclear extracts was purely strategic, and that nuclear leaks were not conside-
red, Nuclei were prepared as follows * cells were swollen in hypotonic reticu-
locyte standard buffer for 10 min at 0°, and disrupted by three strokes of a
tight-fitting glass Dounce homogenizer, A pellet was obtained by centrifugation
at 1,000qg for 15 min, referred to as the\nuclear extract whereas the superna-
tant was referred to as the cytoplasmic extract., Both nuclear and cytoplasmic
extracts were dissnlved, with heating, in an equal volume of SDS-sample

buffer and analyzed in SDS-polyacrylamide gel.



Results

The stoichiometry of protein Illa in mature adenovirions was studied by two
different methods : (i) Scanning of the autoradiograms of several gel tracks of
freshly prepared, SDS-weca-mercaptoethanol-dissociated, l4(3—valine—labeled HAd?2
particles as shown in 'iy 2 b and ¢. The amount of IIla was determined in relation
to protein’1v, (IV being the polypeptide subunit of the fiber), This gave an average
value of 1,88 + 0.05 for the ratio of label in bands 1Ila : IV, Assuming a molecular
weight of 66K for the [lla polypeptide unit, and of 62K for the IV polypeptide unit
(Anderson et al., 1973), a number of 61.6 + 1.8 copies of IIla per virion was calculated.
No correction was made tor the dittering valine content of Ila (Lemay et al,, 1979)
and the other virion coniponents, but valine seems to be evenly distributed among

the virion proteins, when comparison is made between amino acid composition of

total HAA2 virion and major capsid proteins (Philipson and Pettersson, 1973).

(i1) Quantitative estimation by 2-D immunoelectrophoresis of I1I1a and fiber
polypeptides contained in adenovirions dissociated with 0, 5% Na deoxycholate (DOC)
for 90 sec at 50, The Z2-D immunoelectrophoresis technique has been shown to be
a useful method for quantitication of HAd2 soluble components (Martin et al., 1975),
and to quantilate antigenic components of the adenovirion, such as the penton base
(Boudin et al., 1979). Using diffcrent concentrations of virion-extracted, DOC-treated
I1Ia as standards, rcacted against a polyspecitic anti-HAd2 virion serum, it was
possible to obtain ¢ulibration curves giving the amount of protein IIla in a given
immune precipitate peab, The protein content ol the standard samples was determined
by the method ot Lowiy ¢t al,, (1951), and the enclosed surface area of the precipitates,
expressed as squuai e millimeters, obtained by automatic quantitative image analysis
(Boudin et al., 1979). Similar calibration curves were obtained with purified,
DOC-treated, tibor reacted against the same antiserum as that used for ITla calibration.

This immunological wethod ol assaying the antigenic content of HAd?2 virions gave

a value of 1,90 1+ 0,07 Tor the ratio of Illa : fiber in DOC-treated virus particles, viz.

a number of 62.% + . coples of l1Ta per virion. For immunological reasons given '
below, a stotchiomele study ol HM‘,K.\M particltes was only possible with the gel
scanning method. This method gave a ratio of [Ila : IV of 1,78 + 0,05 for the 1,315-IM
particle, (‘()l1('.‘;[/'\)!5‘11:1(]’;: nuimber ol about five Ila subunits per apex projection (4. 85 + 0.15)
Lvidence tor processing of protein I11a during the HAdZ infectious cycle
oo wtiown o big b, SDS-ael analysis of extracts of whole KB cells
infected viith HAGD and pulse-labeled with 3bS—methionine for 30 min at 18 h

p.oi. revealed the presence of the well-defined HAd2 virion components 11,

PIT, Illa, Wy v, 1K flveritt et al., 1973), virion component precursors



P-VI, P-VIII (Ishibashi and Maizel, 1974 ; Oberg et al., 1975) and P-VII
(Anderson et al,, 1973), and non-virion proteins such as the 100 K species
and the 72 K DNA-binding protein (Van Der Vliet and Levine, 1970 ; Anderson
et al., 1973 ; Linné et al,, 1977 ; Van Der Vliet et al., 1978).

After a chase of 20 h, the cleévage products appeared, viz, VI, VIII,
and VII, whereas the apparent molecular weight of the 72 K protein shifted to
75K (Fig. lc). An increase in incorporation of label into the major bands II
(hexon polyepeptide), IIT (penton base), IVb(fiber), V (core-1 protein) and IX

was also observed.

The increase of radioactivity in band IV masked a slight change in
the migration of IIla, which superimposed with band IV in the chase pattern.
This decrease in apparent molecular weight of Illa, changing from 67 K to 66 K
was clearly visible in the chase pattern of cytoplasmic and, especially, nuclear
extracts ( g, 1 i ), in which the bands ITla and IV were better

resolved.

. Molecular weight of the 111a polypeptide in HAd2 virion

The apparent molecular weight of the IIla polypeptide unit was compa-
red in the mature virion (MV) and IM particles. Two classes of IM particles were
extracted from WT-infected cell nuclet and isolated on sucrose and CsCl
gradients after reversible fixation : light IM banding at f = 1,315, and heavy
IMat P =1,370 (D'Halluin et al., 1978b). 1.315-IM accumulated in H2 ts 112~
infected cells maintained at non-permissive temperature (D'Halluin et al., 1978a).
Young virions (YV) were obtained by pulse-labeling cells infected with H2 ts 112
for 30 min at 18 h p.i. at 39.5° and chasing at 33° for 2 h. The peak of radio-
activity at f’z 1.345 in CsCl corresponds mainly to young virions containing

partially cleaved precursors (Edvardsson et al., 1976 ; D'Halluin et al,, 1978b).

Tig. 2 b shows that the 1,315-1 M particles contained a polypeptide of
67K in place of polypeptide II1a (66K) present in mature virions (Fia. 2 c).
'1.370-IM particles also possessed a 67K species (Fig. 2 e, f). YV particles of
H2 ts 112 obtained after a 2 h-chase at 33° showed a partial cleavage of"t‘he
precursors P-VI, P-VIII and P-VII (30-50% of P-VII was cleaved into core 'protein
VII), the disappearance of a 50K species, possibly a maturation protein (D'Halluin
et al., 1978 a, b ; Persson et al., 1979) and the appearance of core protein V.
In addition to these modifications, some 67K was still visible , whereas a 66K

polypeptide corresponding to IIla appeared (Fig. 2g).
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Eigure 2

Polypeptide analysis of WT-HAA? and M2 ts 112 particles labeled with
(32P)-orthophosphate (a) or (355)—methionine (b-3). (a, b) 1.315-IM particle
of H2 ts 112 ; (c, d) UT-HAd? mature virion ; (e, f) 1.37-TM particle of LT-HAd2 ;
(g) l.ggﬁ-young virion of H? ts 112 after 1 h -pulse-Tabelinn at 39.57 and
2 h -chase at 33° 5 (h) H2 ts 112 1.315-IM ; (i) 1.345-younq virion of 12 ts 112
" after 1 h -pulse at 39.5° and &h -chase at 33° ; (j) M2 ts 112 1315 -1M obtai-
ned at 32.5° Slot (f) is the same as (e) with a prolonaed time of exposure .on
film. Slots (q) and (i) represent two different stages of youna virion‘ﬁaturation,
as shown by the different deqree of processing of P-VII into VII,




At a later stage of evolution of the YV particles into MV particles,“When )
70-80% of the P-VII was cleaved into VII (8 h chase at 33°) no trace of 67 K
polypeptide remained visible (Fig. 2i). The apparent processing of 67K into

66K seemed, therefore, to occur at a faster rate than that of P-VII into VII.

. Phosphorvylation of IIla in IM and MV particles

The change in apparent molecular weight of 67K into 66K might represent
either proteolytic cleavage or a modification, such as phosphorylation, of Iila
between the stage of IM and MV particles. 32P-—labeling of H2 ts 112 IM particles
showed that the 1,315-IM particles which accumulated at 39.5°, and which
evolve into mature virions upon shift-down (D'Halluin et al., 1978a), contain
four major phosphoproteins migrating as polypeptides of apparent molecular
weight 67K, 50K, 39K and 28K, and two minor species of 90K and 24K respectively
(Fig. 2a). This suggested that protein IIla, a major phosphorylated protein in
the mature virion (Russell and Blair, 1977) and present in phosphorylated form

in 1.315~-IM particles, was phosphorylated at an early stage possibly preceding

its entry into IM particles. However, additional phosphorylation might not be excluded.

. Precursor-product relationship of 67K and IIla

The 67K polypeptide from 35S—me.thionine-labeled H2 WT 1,315-IM parti-
cles electrophoresed in SDS-polyacrylamide gel, and band IIla from mature virions
were cut off & stained gel and hydrolyred with different concentrations of
S. aureus protease V8, and the peptides resulting from the partial proteolysis
analyzed in SDS-polyacrylamide gel (Cleveland et al., 1977) Fig. 3 shows
that the peptide patterns were similar for 67K and IIla with minor differences in
the 20-24K and the 48-52K zones of the SDS gel. These peptide finger-prints
had no relationship with the other major virion proteins such as hexon, penton

base (not shown), or fiber (Fig. 3k—m).

. Antigenicity of Illa in IM particles

When 1.315-IM particles of WT, H2 ts 112, and H2 ts 101 were disrupted
with DOC and analyzed in 2-D immunoelectrophoresis, only two antigen peaks
were found : hexon and fiber (Fig. 4). Neither 1Ila, penton base, complete penton
were visible. However, polypeptides III (penton base) and Illa were present in
these particles, and were detected in SDS-polyacrylamide gels (Fig. 2b) apparently
in the same stoichiometric ratio to hexon and fiber polypeptides as in the mature
virion (Fig. 2c). Similarly, penton base and 1Ila were not detected in DOC-treated

IM particles in double diffusion tests (mot shown).
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Figure 3

Comparative finger-prints in SDS-polyacrylamide gel of 67K {rom
1.315-IM particle and of IIIa from HAd2 mature virion, Gel slices were hydro-
lyzed 1n gel with 0.00 (a, b), 0.02 (c, @), 0.05 (d, h), 0,10 (e, 1) , 0.25 pg
(f, §) of S. aureus protease V8 for 30 min. (b-f) 1IIa : (a, g-j) 67K band : (V)
control HAdZ virion, For comparison, S.aureus protease V§finger~-prints of
HAd2 fiber polypeptide are presented (k-m), T'iber was hydrolyzed with
0.00 (k), 0.05 (1) and 0,20 Jite (m) of protease V8 in the same conditions as above,
(a-J) and (k-m) are s&parate gels. Note that the cross-linking of the polyacrylamide
gel (acrylamide : bisacrylamide ratio of 59:1.33) is used to separate low

molecular weight peptides but is not adequate to resolve the 67K and IITa bands.




H2ts101
IM-DOC

Figure 4

Two-dimensional immunoelectrophoresis pattern of 1.315-1M of H2 ts 101
disrupted with 0.5% deoxycholate (DOC). Peak 1 corresponds to hexon antigen)
peak 5 to fiber antigen. Mo penton base, complete penton nor I1la peak were
visible. '
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Table 1

Complementation indices between IIla-defective

ts mutants of H2 and H5 adenoviruses X

Mutant H5 ts 58 H2 ts 4 K2 ts 101 H2 ts 112
H5 ts 58 - 3,235 96 30
H2 ts 4 - - 382 3
H2 ts 101 - - - 35
H2 ts 112 - - - -
*

Complementation indices (CI) were calculated from the virus
yields, As indicated in hﬁthods,comp]ementation was considered

as positive when the CI was 2 10.

R,



The absence of antigenic reactivity might reflect a change in confor-
mational state of €7K in the IM, or the masking of antigenic determinants by
other viral component(s). 14C-vah‘ne-]abe]ed WT 1.315-IM, 1.345 YV and MV par-
ticles were therefore disrupted with DOC, then incubated with anti-IIla serum
and the anticen-antibody complexes collected by adsorption onto S.aureus cells.
YV particles were obtained by labeling WT-infected cells for 1 h at a late
‘stage after infection (24 h) and chasing for 6 h. Particles obtained at £=1.345
~1in CsC1 contained mainly YV as evidenced by the incomplete processing of P-VII
into VII (Fig. 5f).

As shown in Fig. 5c, a 67K polypepticde was the major antigenic compo-
nent selected from the DOC-disrupted IM by the IIla-antibody, along with ano-
ther component of lower molecular weight (56K) which migrated in SDS-polyacry-
lamide gel electrophoresis as polypeptide IVa? of the mature adenovirion
(Anderson et al., 1973). Traces of hexon polypeptide were often visible, and
likely corresponded to nonspecific trappina, as suggested by the precipitation
of similar amounts of polypeptide II with a preimmune rabbit serum (Fig. 5d, |
i). In YV, 1IIa also coprecipitated with a 56K protein and with discrete
protein species migrating as virion proteins II, III, V, and as immature virus
protein 100K, 39K and P-VIII (Fig. 5e). Most of these polypeptides were also
~ precipitated by a preimmune serum (Fig. 5d). Anti-IIla antibody precipitdtion
of components of DOC-disrupted mature virions showed three major species
corresponding to IIla, V and VII, along with significant amounts of 56K (Fig. 5h).
Stoichiometric analysis performed by gel scanning revealed that 8-10 copies
of VII were precipitated per copy of Illa.

. Temperature-sensitive mutants of HAd2 and HAd5 phenotypically IIla-negative

and blocked in virion morphogenesis

HS ts 58 ?as be%Q shown to qu in the region of the HAd5 cenome corres-
) «(Frost & Williams, 1978) . o .

ponding to Illa geneF The mutant is blocked in virion morphogenesis and accu-

mulates empty particles at non-permissive temperatures (Edvardsson et al., 1978),

Three other mutants of HAd2 accumulating the same type of empty particles

were studied in complementation tests with the H5 ts 58 : H2 ts 112 (D'Halluin

et al., 1978a), h2 ts 101 (Martin et al., 1978), and H2 ts 4 (Khittoo and

Weber, 1977). As shown in Table 1, these four mutants fell into three complemen-
tation groups, H2 ts 4 and H2 ts 112 belonging to the same group.

Extracts of cells infected with each of these mutants at permissive
(33°) or non-permissive temperatures (32.5°) were studied antigenically in
2D immunoelectrophoresis. Fig. 6 shows that for these mutants the amount of ,
soluble IIla antigenic component was reduced, and was almost totally absent in -
extracts of H2 t§ 4 cultured at 39.5°. The serological phenotype was therefore
ITla-negative for these four ts-mutants blocked at a late stage of virion mor-
phogenesis.
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Figure 5

Anti-I1T1a immunoselection on S.aureus cells of capsid antigens from DOC-
disrupted particles. (a) Top components of WT-HAd2 ; (b) Control HAd2 ¥irion 3
(c) top components of WT-HAd? incubated with anti-I1Ia serum ; (d) DOC-treated
young virions (YV) incubated with a preimmune serum ; (e) DOC-treated YV
incubated with anti-IITa ; (f) control YV ; (q) control mature virions ; (h}ng
DOC-treated mature virion incubated with anti-IITa ; (i) DOC-treated mature. oo%)

e

virion incubated with preimmune serum.



Fiaure 6

Two-dimensional immuno-electrophoretic pattern of cells infected with
differents ts mutants of types ? and 5 adenoviruses, at permissive (33”) or non
permissive (39.50) temperatures. Peak 1 : hexon antiaen ; peak 7 : free penton
hase ; peak 3 : complete penton with both fiber and penton base antiqenic deter-
minants ; peak 4 : antigen IT1Ta ; peak 5 : free fiber antiqen. The decrease of
1ITa peak between the 33° and 32.5" patterns is obvious. lote that the
anti-HAd2 serum reveals only aroup specific antiqgens hexon, penton base and I11la
in thS pattern,
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Discussion

Approximately 60 copies of component IIla were estimated to occur in
HAd? virions, as calculated from data obtained by two different methods : (i)
scanning of 14C-vah’ne-]abe]ed virion polypeptides electrophoresed in SDS-
polyacrylamide gel , and estimation of the amount of IITa relative to
fiber ; (ii) 2-D immunoelectrophoretic quantitation of Illa
anticen in DOC-disrupted virions. Both rethods nave similar results. In the
topographical model of the HAd2 virion proposed by Everitt et al., (1975), Illa
was placed at each of the twelve vertices of the virus icosahedron, having
contacts with both penton base and peripentonal hexons, and was outwardly
accessible. The number of £0 IIla copies per HAd? virion suqcests that there
is one molecule of IIla per each of the five penton base subunits (Boudin et
al., 1979). In the preceding paper (Lemay et al., 1979) it has been shown that
I11a is a spherical molecule consisting of one polypeptide unit of 65,500
daltons. No disulfide bond was formed between IIla and either the hexon or
penton base polypeptide units. A diagonal migration of polypeptide spots -
was obtained in two-dimensional SDS-polyacrylamide qel when HAd2 virion was
dissociated with SDS-urea sample buffer in the first dimension gel and with -
or without 2-mercaptoethanol in the second dimension (data not shown).

Pulse-chase experiments of KB cells infected with !T-HAd? su@gested
a modification of the IIla polypeptide, with a change in apparent molecular
weicht from 67K to 66K. This modification was difficult to see, due to the
chase of 1abel into the neichboring major fiber polypeptide (Fig. 1). The
same modification was observed at a late stage in the assembly pathway of
HAd2 virions when a 67K polypeptide present in IM particles of p=1.315 and
f1.37 disappeared during the maturation of YV particles (p=1.345)to MV par-
ticles. The following sequence of events has been suagested : 1.315-11M4l.37-1Hy
1.345-YVy 1.345-1"V (D'Halluin et al., 1978h).

The 1.315 IM particles of H2 ts 112 accumulating at 3°.5° evolve
into mature virions upon shift-down to 33°(D'Halluin et al., 1978a) when H2
- ts 112 -infected cells were pulse-Tabeled at 39.5° and chased at 33°, label
appeared in 1.345-YV, and the change in apparent molecular weight of IIla
became even more visible, with the simultaneous presence of the G7K precursor
and 66K product in some YV particles (Fia. 2). The precursoryproduct relation-
ship between the 67K and 66K (IIla) polypeptides was demonstrated by finger=
printing in SDS-polyacrylamide cel (Fig. 3). In the HAd2 ts 3 mutant

in which the mutation affects the group of proteins Illa-Y-8CK, it has been
already observed that IIIa resolved into several bands miaratina between 6EK
and 66K (Veber et al., 1977).




The possibility of a modification such as phosphorylation of 67K, to
explain this molecular weight change is unlikely since the 67K species was
already phosphorylated in the 1.315-IM (Fig. 2a). In addition, phosphorylation
of the 72K single-strand DNA-binding protein (Linné et al,, 1977) resulted in
an apparent increase in molecular weight, from 72K to 75K. However, a difference
in the degree of phosphorylation between the 67K and 66K species or some other
modification might provoke the migration shift observed (Fig. 1). A pro-
teolytic cleavage, removing 10-15 amino acid residues might be an alternate
explanation, Since glycine has been found at the N-terminus of virion-extracted
Illa (Lemay et al., 1979) this cleavage would occur at the N-terminal end of the

67K polypeptide chain, as in the case of P-VII (Sung et al,, 1977) and of P-VI

(Sung et al,, 1978). However, some proteolysis at the C-end could not be
excluded, The precursor to IIla would be processed during the maturation of YV
pai*ticles at a faster rate than P-VII (Fig. 2), possibly by a virus-coded, or

virus-induced protease (Weber, 1976 ; Bhatti and Weber, 1978).

Although polypeptide 67K was present in IM particles (Fig. 2), no
IITa antigen was detectable in 2-D immunoelectrophoresis of DOC~-disrupted IM
particles (Fig, 4). It should be noted that these particles were not fixed prior
to purification and DOC-treatment and that a modification of the antigenicity
due to the fixation procedure cannot be invoked, Several explanations might be
pfoposed : (1) The 67K precursor to IIla had an antigenicity different from that of
the IIla product ; (ii) The antigenic sites carried by the 67K species did not
resist the DOC-treatment of the IM particles ; (iii) Some or all of the antigenic
determinants of the 1Ila precursor were masked by another virus component, the
linkage of which resisted DOC ; (iv) These different hypotheses are not mutually

exclusive.

It was found that IIla antigenic component present in the cell pool
of HAd2 capsid components resisted DOC-treatment (not shown), which excludes
~ the second hypothesis. The possibility of another viral component binding
to IIla, with the resultant masking of Illa 'antigenic sites, was explored by
immunoprecipitation of DOC-disrupted virion and IM particles by anti-IIla
serum, A major protein of 56K daltons was always found coprecipitated with-
IIla when immunoprecipitation was performed with DOC ~treated IM particles
(Fig. 5). The migration of this protein in SDS-polyacrylamide gel corresponded

roughly to that of IVa2, a minor polypeptide of mature virions (Anderson et

al,, 1973). The possible presence of contaminating anti-IVa2 antibody in the




antiserum was unlikely since IVa2 was never coprecipitated with I1Ia from

infected cell extracts. The same 56K species was found coprecipitated with

I11a from DOC-disrupted YV and MV particles (Fig. 5). Since ITla is antigeni-

cally fully expressed in mature virions (Lemay et al,, 1979), the hypothesis

of antigenic determinant masking by the 56K polypeptide might be ruled out. However
the possibility of prgteolytic breakdown of IIla generating a major 56K species

cannot be excluded.

These results suggest that some of the antigenic determinants present
in IIIa are absent from the 67K precursor. Nevertheless, sufficient antigenic
sites remained available onhthe 67K precursor to produce soluble complexes with
anti-IIla antibody selected by adsorption onto S, aureus cells, although insufficient
to generate an antigen-antibody lattice within the agarose gel, This change in
antigenicity might reflect a difference in three-dimensional structure between 67K
and IIla relative to the proteolytic cleavage. Similar modifications of penton base
antigenicity upon maturation have been observed and studied in detail elsewhere

(D'Halluin et al., 198n0).

Coprecipitation of significant amounts of VII and V with IIla anti-serum
suggests a neighbor relationship between IIla and the core protein VII in MV
particle, confirming previous results of chemical cross-linking of 1IIa and VII
within the virion of HAd2 (Everitt et al., 1975). In addition, the data indicate a
major difference in the structure of capsid vertices between YV and MV particles.
Although results of immunoprecipitation have to be interpreted carefully, stoichio-
metric analysis by gel scanning revealed that 8-10 copies of VII were coprecipitated ‘

per copy of Illa,



As I1Ia might be implicated in capsid morphocenesis, several adenovirus
ts mutants defective in virion morphogenesis (HE ts 58, HZ ts 4, H2 ts 101 and
H2 ts 112) were studied : all apparently phenotypically Illa-defective at
39.5° (Fig. 6). The mutants fell into three complementation croups, one contai-
ning both H2 ts 4 and HZ ts 112. Only H5 ts 58 has been mapped precisely in
the IIla region (Frost and Williams, 1978). The H2 ts 4 mutation has been located
in the IIla-V gene region, and a mutation in core protein V has been suggested
(Khittoo and Weber, 1977). Al1 these mutants accurmulate empty particles at 39.5°,
and, for H2 s 101 and H2 ts 112, these particles have been shown to be assembly
intermediates evolving into mature virions upon shift-down to 33° (D'Halluin
et al., 1978a ; Martin et al., 1978).

The absence or decrease of the antigenic component peak in 2-D immuno-
electrophoresis patterns would reflect, therefore, a block in maturation process
of adenovirus IM particles, with no maturation cleavage of the precursor (PIIIa)
to IIla, and PIIIa remaining in the cell pool and in the IM particle as a
weakly antigenic 67K protein species. Thus the absence of detectable IIla
antigen in 2-D immunoelectrophoresis would be equivalent to the absence

of cleavage of P-VII to VII, as observed in SDS-polyacrylamide el
for assembly-defective ts mutants (D'Halluin et al., 1978a), or for systems
inhibiting the virion assembly (llarocquier and Boulanger, 1975).
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CONCLUSION

Le polypeptide Illa n'a été que relativement récemment reconnu dans les
extraits de cellules infectées et dans le virus mature comme un des composants
- majeurs de la capside du virion (ANDERSON et al., 1978 ; EVERITT et al., 1973).
C'est une protéine phosphorylée (RUSSEL,BLAIR, 1977 ; AXELROD, 1978), qui
apparait au stade tardif . Son taux de synthése maximal, déterminé par
expérience de marquage bref puis de chasse, est vers la 20-24éme heure

aprés infection,

Le II1a a été purifié & partir du virus mature et a partir des composants
solubles,d'extraits de cellules infectées par l'adénovirus de type 2. Trois
méthodes de purification ont été utilisées suivant que le matériel de départ
était du virus 3 basse ou & haute concentration, ou des antigénes solubles,

Pour extraire le IITa du virus, on utilise un milieu urée, a forte concentration
saline, & pH acide quand la solution virale est peu concentrée,3 pH basiqgue
quand elle est plus concentrée, La purification est achevée par chromatographie
sur hydroxyapatite dans le premier cas, sur QAE-sephadex dans le second cas.
Le ITla des antigénes solubles est extrait par chromatographie sur DEAE-sephadex
puis sur QAE ~sephadex, Ces trois méthodes ont des rendements équivalents, A

et les IIla ainsi 1solés‘montrent les mémes caractéristiques physico-chimiques.

La détermination des paramétres physiques a permis le calcul du poids
moléculaire du IIla : il est de 65,5 K. Par sa migration en gel de polyacrylamide.
SDS, on lui attribue un poids moléculaire de 66 K, Le IIla est donc une molécule
hmonomérique, contrairement aux trois protéines majeures de la capside. Son
coefficient de sédimentation de 68, son coefficient de friction de 1,02, indiguent un.

forme arrondie de la molécule de IIla isolée.

‘Une certaine hétérogénéité du IIla est suggérée par sa migration en gel
de polyacrylamide en milieu non dissociant : il apparait comme une bande
diffuse, L'isoéléctrofocalisation du IIla révéle deux bandes : une banae majeure
dé pHI égal & 5,95 et une bande de pHi 6,08 qui représente 10 & 15% de
l'ensemblve. Ces deuﬁc bandes ont le méme poids mplécﬁlaire comme 1e~“monffé
un gel bidimensionnel, La différence de charge des deux composés peut alors
etre le résultat d'une différence dans le degrés de phosphorylation et non pas

celul d'un clivage protéolytique.
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L'antigénicité du Illa avait déja été notée (FVERITT et al., 1975). Un
immunsérum spécifique du I1la révéle le IIla des virus du type 2, 3, 5. Les
arcs de eprécipitation se raccordent parfaitement, ce qui traduit 1'identité des
différents antigénes testés. Les anticorps sont donc spécifiques de groupe

et n' ont aucun effet neutralisant sur le virus,

C'est grace A son antigénicité que le IIla peut etre visualisé par
immuno-&léctrophorése en double dimension gue ce soit 3 partir des antigénes
solubles ou du virus dissocié au déox ycholate de sodium (DOC). Cette
technique permet“de quantifier le taux de protéines (MARTIN et al., 197 5)
et de comparer les antigénes entre eux. Ceci a permis de montrer d'une
part, une différence d'antigénicité entre le IIla des intermédiaires et celui
du virus et, d'autre part, une diminution du pic IITa dans des extraits de
cellules infectées par des mutants blogués au niveau de 1'assemblage :
le H2 ts 4, le H2 ts 112, le H2 ts 101 et le HS5 ts 58, a température
non permissive, Cette méthode nous a également renseignés sur le nombre de
ITIa par virus. Le taux de IIla est comparé A celui de la fibre, dont on connait
le nombre par particule virale : 12, Il y a 5 molécules de IIIa pour 1 molécule
de fibre, soit60 molécules de IIla par virion, Ceci est confirmé par densi-

4 tométrie de 1'autoradiogramme en gel de polyacrylamide.SDS du virus marqué
a la valine 140. Or la base du penton est constituée de 5 sous-unités : il
y aurait donc une molécule de IIla par sous-unité pentonale. D'autre part,
les immuns-~complexes formés par les anticorps anti -I1Ta incubés avec le
virus et selectionnés sur S. Aureus contiennent/outre le I11a, du V, du VII,
et une protéine de 56 K, Donc, bien que le IITa soit une protéine accessible
de l'extérieur de la capside (EVERITT et al,, 1973), elle serait aussi en relation
avec l'intérieur de la capside, La liaison IIIa-VII avait déjé été notée par
EVERITT (EVERITT et al., 1975). Le scanning de 1'autoradiographie du gel
révéle 8 3 10 molécules de VII par Illa. Pour la protéine de 56 K, il est impos-
sible de dire si e_:lle correspond & un produit de dégradation du IIla ou a la IVa2
qui a le mé&me poids molégulaire, Puisque. le IIla est une protéine externe
EVERITT_ejj_l. , 1973, 1975) et qu'il semble au voisinage de protéines internes,
il est possible que le IIla incorporé au virus ait une forme allongée et"non'pas

la forme arrondie qu'elle a a l'état isolé,

Dans des extraits de cellules infectées par l'adénovirus de type

sauvage, WEBER (197 7) a remarqué que le IIla pouvait &tre résolu en trois bandes
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de 66 3 68 K, L'analyse en gel de polyacrylamide~SDS des composants du virus
et des intermédiaires montre une variation de migration au niveau du IIla : celui
des intermédiaires migre plus lentement. Son poids moléculaire est d'environ
67 K. Le IIla des intermédiaires peut alors &tre un précurseur du IITa du

virus mature : le PIIla :

«~ d'une part, la transformation du PIIla en IIla peut-&tre suivie par
l'analyse en gel de polyacrylamide-SDS, des intermédiaires d'un
mutant, le H2 ts 112, lors d'un marquage a 39°5 suivi d'une chasse
a32°,

- d'autre part, l'homologie entre les deux protéines est montrée par

protéolyse limitée selon la technique de CLEVELAND (1977).

Le PIIla et le IIla sont phosphorylés et le changement de poids
moléculaire ne peut alors qu'étre du a une protéolyse du PIlla en IIla.
Par dansylation, on trouve le glycocolle comme résidu N Terminal du IIla.
Ce processus pourrait &tre analogﬁe au clivage du PVI et du pVII qui libére
une extrémité N terminale : alanine pour le VII (SUNG et al., 1977), lysine
pour le VI (SUNG et al,, 1978) alors que les deux précurseurs sont N acétylés
Le PIlla différe aussi du IITa du virion par son antigénicité. En immuno-
éléctrophorése bidimensionnelle, les intermédiaires dissociés au DOC
semblent ne pas -contenir d'antigéne IIla alors que celui-ci est révélee par
électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS, Cependant, il est encore
antigénique puisqu'il peut &tre précipité par adsorption de 1'immun-complexe
avec S.Aureus. Le pouvoir antigénique du PIIla est donc beaucoup plus

faible que celui du IIla,

L'immun-précipité, formé par incubation d'anticorps anti-IIIa avec des
intermédiaires, contient, en plus du PIlIa, la mé&me protéine de 56 k déjé

entrainée avec le IIla du virus mature.

L'étude de mutants bloqués dans l'assemblage, montre une dimminution
‘du taux d'antigéne IIla en immuno-électrophorése bidimensionnelle : les

extraits des cellules infectées par les mutants : H2 ts'112, H2 ts 101, H2ts 4
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et HS ts 58, ont un pic de IIla fortement diminué,d température non permissive,
Ces mutants sont défectueux dans l'encapsidation du DNA 3 température
restrictive : aucune trace de DNA n'est décelée dans les particules du H2 ts 4, du
HS ts 58 KHITOQ,WEBER 1977 ; EDVARSSON et al., 1978); un segment de DNA

de 7-118 est incorporé dans les particules du H2 ts 112 (D'HALLUIN et al,,
1978 a) Déja KHITOO et WEBER (1977) avaient parfois observé une migration plus
lente du ITla pour le mutant H2 ts 4. Ces quatre mutants appartiennent a trois
groupes de complémentation différents : le H2 ts 4 et le H2 ts 112 appartiennent
au méme groupe . La mutation du HS ts 58 est localisée au niveau du géne du Illa
(FROST-WILLIAMS, 1978) et celle du HZ ts 4 dans la région codante pour

le I1Ta et le V. Ni la mutation du H2 ts 11'2,ni celle du H2 ts 101 n'ont été

localisées,

Le IIla pourrait donc avoir un roéle important pour la formation des par-

ticules matures infectieuses.
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Partie IT .

La base du penton : sa purification et caractérisation.

(Article 3)
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Introduction

Aux douze sommets de la capside, se trouvent les pentons avec une
projection fibreuse, Ces pentons ont pu &tre purifiés (PETTERSSON,HOGLUND,
1969) ainsi que la fibre isolée a partir des extraits de cellules infectées par
1'adénovirus 2. Dans ces extraits, la base du penton est en trés faible
q\iantité et ne peut pas &tre séparée du penton complet, L'obtention de la
base par dissociation du penton (NORRBY,SKAARET, 1967 ; NEURATH et al.,
1968 ; PETTERSONIHOGLUND; 1968) entraine une altération de la structure
de la protéine et celle-ci ne peut pas étre utilisée pour une étude physico-~

chimique,

C'est pourquoi nous avons choisi d'isoler la base du penton a partir
de mutants de l'adénovirus 2:le H2 ts 115 et le H2 ts 125, mutants thermo-
sensibles defectifs dans la synthése de fibre a température restrictive
(MARTIN et al., 1978). Dans ces conditions, on n'a pas de formation de pentons.
complets, et la base seule s'accumule dans les extraits cellulaires et peut
etre purifiée, La base isoclée a été caractérisée, Son poids moléculaire,
son pHi, son coefficient de sédimentation et sa structure quaternaire ont.

été déterminé
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Using two temperature-sensitive mutants of human adenoviras 2, H, ts-115 and H,
ts-125. both defective in fber production at 3057, it was possible to isolate appreciable
amonts of vertex capsomer (penton base) devoid of fiber projection, The penton hasoe
wits purificd by Freon extraction, ammonium sulfate precipitation, DEAB-Sophadex, and
hydroxyapatite’ chromatography. The final product was homogeneous by Lwo-dimensimal
immunaelectrophoresis, analytieal wlteacentrifugation, SD8~polyacrylamide gel eloctro
phoresis, and electron microseapy.” The penton base thus isolated had a sedimentation
coufficient of 9.1 5 and an apparent molecular weight of about. 500,000, Stoichiomerie analy-
sig of the penton base and fiher components of adenavirion, perfarmed hy hiochemical
and immunological methads, sugpested that there are five subunits of 85000 daltons per
penton base structure, This finding and the sedimentation datac implied an elongated shape
for the vertex capsomer. The penton hase had an isoelectrie point of 5.8, No free Notermmna
aminn acid was deteetable and the amina acid composition showed i relatively high content
of diearboxylic amino acids, leneine, and sigmifieant amounts of eysteine, The penton hase
Wl i eell-detaching effeet, but did not seem to induee neatrabizing antibodics No endo
nticlease activity was found associated with the purified penton hase obtained after hy-

droxyapatite chromatography. or even after the DIEAE-Sephades step.

INTRODUCTION

_ The penton of human adenovirus is a com-
plex structure consisting of a shaft projec-
tion (the fiber) attached to the vertex cap-
somer anchored in the capsid, the so-called
penton base (Valentine and Pereira, 1965).
The complete penton has already been puri-
fied and characterized (Pettersson and
Haglund, 1969). However, hecause of its
lability and scarcity in the excess pool of
adenovirus-soluble components, the free
penton base has not yet heen extensively
purified and characterized as an independant
structural entity. Free penton base antigen
has been previously obtained by disruption

' Present address: Department of Microbiology,
Biozentrum der Universitit Rasel, CH-4006 Ragsel,
Switzertand,

.- * Author to whom all correspondence should be
addressed,

of complete penton with concentrated gua-
nidine—=HCI (Norrby and Skaaret, 1967),
formamide (Neurath ef al., 1968), and pyri-
dine (Pettersson and Hoglund, 1969). All
these procedures present the major draw-
back of altering the structural and fune-
tional integrity of the protein, which cannot
thereafter be used for further physical and
immunological characterization.  Tsolation
of penton base antigen from adenovirus
type h-infected cell extract by preparative
polyacrylamide gel electrophoresis has been
described, but the low final recovery appears
to be the main limitation of this technique
(Winters et al., 1970).

Two temperature-sensitive (ts) mutants
of human adenovirus type 2 (H,), H, ts-115
and H, 1s-125, which were isolated in our
ltboratory have heen found to be dofective
in fiber synthesis at the restrictive tom-
perature 39.5° (Martin et al., 1975, 1978).

0042-6X22/79/010125-14$02.00/0
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At the late stage of infection of KB cell
cultures with these fiber () mutants at
39.5°, free vertex capsomer is found accu-
mulated as one of the major structural anti-
gens in the pool of virus-soluble components.
The same accumulation of free penton base
at the nonpermissive temperature has also
heen noted with ts fiber (—) mutants of
type b adenovirus (Russell ot al., 1972).
This study describes the purification and
characterization of the adenovirus type 2
penton base obtained with the mutants
H, ts-115 and H, ts-125.

MATERIALS AND METHODS

Virus and cell. Human adenovirus type 2
wild type (WT), originally obtained from
Dr. JJ. F. Williams (Carnegie - Mellon Insti-
tute, Pittsburgh, Pa.) was grown on KB
cells maintained in suspension culture at
3 % 107 cells/mlin Kagle’s minimal essential
medium supplemented with 5% horse serum,

Adenovirus type 2 temperature-sensitive
mutantd H, ts- 115 and H, 15125 have been
isolated after nitrous acid treatment of a
wild-type stock and phenotypically charac-
terized as fiber-defective ts-mutants (Martin
e al., 1978).

Cells were infected at a multiplicity of
infection of 25 to 50 PFU per cell.

Production of (s-115 and 18-125 soluble
antigens. At 36 hr after infection at 39.5°
the H, ts-115- ar H, ts-125-infected cells
were harvested, washed in isotonic me-
dium, and disrupted by three cycles of
freezing and thawing in 0.01 M Tris-HCI,
pH &.0. The virus material was then ex-
tracted twice with fluorocarbon (Freon 113),
as previously deseribed (Boulanger and
Puvion, 1973). Although no infectious virions
were produced at nonpermissive temperi-
ture, possible incomplete virus particles or
assembly intermediates were separated
from the pool of soluble components by
centrifugation in a Beckmann 1. 5-50 centri-
fuge with an SW-27 rotor for 90 min at
20,000 rpm and 4°. The pellet was discarded
and the supernatant constituted the source
of soluble antigens.

Purification. of adenovirus penton base,

All the operations were conducted at 4°,
with 1 mm phenvimethylsulfonyl fluoride
added in all buffers as protease inhibitor.
The H, ts-115- or H, ts-125-soluble com-
ponents were first precipitated with am-
monium sulfate at 55% saturation and pH

5 for 18 hr at 47, The precipitate formed
was collected, dissolved in 0.05 M sodium
phosphate buffor, pH 6.8, and further frac-
tionated by ion-exchange chromatography
on DIAI-Sephadex A-A0 (Pharmacia Fine
Chemicals) equilibrated in the same buffer,
The eolumn (16 x 2.0 em), refrigerated at
4°, was loaded with 50 to 80 mg of protein
obtained from 2 liters of infeeted cells,

After an extensive rinsing with the equili-
brating buffer, a lincar pradient of NaCl in
0.05 M sodium phosphate buffer, pH 6.8,
ranging from 0.0 to 0.0 M (200-m] total
volume) was applied to the column and 3-ml
fractions were colleeted with a flow rate of
12 ml/hr, Fach fraction was monitored for
absorbance at 278 nm and for resistivity
and analyzed by rockett immunoelectro-
phoresis against an anti-adenovirus anti-
serum, as deseribed below,

The fractions corvesponding to the peak
of penton base chited at 0.12 M NaCl were
pooled and reprecipitated with ammonium
sulfate at 55% saturation and pH 6.5, The
precipitate was dissolved in, and dialyzed
against, 0.01 M potassium phosphate, pH
6.8 and further ehromatographed on a hy-
droxyapatite column. Hydroxyapatite was
home-made, according to the method of
Main ef af. (1959). The column (0.9 x 9 cm)
was equilibrated in 0.01 M potassium phos-
phate buffer, pH 6.5, and the elution was
performed with a linear 0.02 to 0.50 M po-
tassium phosphate gradient at a constant
pH of 6.5 The fractions corresponding to
the main peak cluted 2t 0.1 M phosphate
were pooled and the penton base was con-
centrated hy preeipitation with ammonium
sulfate at H5% saturation and pH 6.5.

Polyacrylamnide gel  electrophoresis.
Native samples were electrophoresed at
5 mA per tube (in dise gel) or 2.5 mA per
slot (in slab geb) in 6% polyacrylamide gel
(acrylamide:hisacrylamide ratio, 30:0.8)
buffered with 0.375 M Tris-HCI, pH 8.9
and overlayered with a spacer gel made of



Ad, PENTON BASE

3% polyacrylamide -(acrylamide:bisacryl-
amide ratio, 10:2.5) in 0.120 M Tris-HCI
buffer, pH 6.8. The electrode bhuffer was
0.0h M Tris-0384 M glycine, pH 8.3.
Polypeptide analysis was carried out in
sodium dodecyl sulfate (SDS)-containing
polyacrylamide gel. Samples were denatured
by heating for 2 min at 100° in an equal
volume of 4% SDS, 10% 2-mereaptoethanol,
6 M urea and analyzed on 15.5% polyacryl-
amide slab gel (ratio of acrylamide:bisacryl-
amide, 50:0.235) overlayered by a 3% spacer
gel (ratio of acrylamide:bisacrylamide,
50:1.33) in the discontinuous SDS-buffer
system of Laemmli (1970).

Preparation  of antisera. Polyspecific
antiserum against adenovirus type 2 was
obtained by multiple injections in the rabbhit.
of virus particles purified by two CsCl band-
ings (Martin ef al., 1975).

Monospecific antiserum against the pen-
ton base was made by repeated injections
in the rabbit of the immune precipitate of
penton base-anti-penton base antibody
freshly formed within the agarose gel of
several cross-immunoelectrophoresis plates
(Martin et al., 1975).

Cross-tmmunoclectrophoresis. A modifi-
cation of the basic technique deseribed by
Laurell1965) was tised for two-dimensional
immunoelectrophoresis and has been de-
scribed in detail elsewhere (Martin et al.,
1975). Quantification of immune precipitate
peaks was made by two different methods:
(i) the measurement of the peak areas, in
square millimeters, using the MOP/AM
01-system for quantitative image analysis
(Kontron-Messgerite); (ii) weighing of
transfer paper drawn on the precipitate
outline.

Rockett immunoelectrophoresis  was
performed according to the method of Weeke
(1973).

Adenovirus meutralization test. The
neutralizing activity of the antiserum was
determined by two techniques. Serial two-
fold dilutions of the antiserum were assayed
for inhibition of cytopathic effect or inhibi-
tion of plaque formation on Hel.a cell mono-
layers (Philipson et al., 1968; Pettersson
and Hoglund, 1969).

Cell-detaching (CD)} activity of penton

hase. Aliquots (0.25 ml) of twofold serial
dilutions of penton base in Eagle's minimal
essential medium were added to twice-
washed monolayers of Hel.a cells in test
tubes (3 X 107 cells pertube). The cells were
prior labeled for 24 hr with ["H]thymidine
(10 nCi/mil, 30 Ci/mmol). AfLer incubation
at 37° for 2 hr, the medium containing the
cells detached from the glass was removed
and its radioactivity was determined on
filter. The cells remaining attached to. the
support were then resuspended in 0.25 ml
of 1T M NaOH and counted for radioactivity.
The titer corresponds to the reciprocal of
the dilution of penton base antigen giving
50% of glass-detached eells (one CD unit
per 0.25 ml of the sample).

Analytical wltracentrifugation. Sedi-
mentation coefficients of samples dissolved
in 10 mM potassium phosphate buffer,
pH 6.8 (1-2 mg of protein/ml) were deter-
mined at 207 and 59,750 rpm in the Model E
Spinco  ultracentrifuge, using Schlieren
oplics. The sedimentation values were ex-
trapolated Lo zero coneentration,

Electron  microscopy  Samples  were
negatively stained with 2% uranyl acetate,
pH 4.6, and examined in the ISimiscop 1
electron microscope, ,

Isoclectric point determination.  The
isoelectric points of protein samples were
determined in an isoelectrofocusing unit
(LKB 2117 Multiphor).  Eleetrofocusing
was performed for 16 hr at 600V in 5%
polyacrylamide gel (ratio of acrylamide:
hisacrylamide, 29:0.9) with 10% Ampholine,
pH 4-6. The pll pradient was determined
at the end of the run by means of a contact
microclectrode,

Amino aerd anolysis, Samples of 0.25 to
0.50 myr of protein were hvdrolyzed in sealed
tubes under nitrogen with 5.6 N HCI at
1107 for 24 and 72 hr. The hydrolysates were
analyzed on a Beckman Multichrom B amino
acid autoanalyzer, :

N-terminal amina acid analysis. The
N-terminal residue was determined by a
modification of the technique desceribed by
Casolaet al.-(1974), using "*C-labeled dansyl
chioride (DNS-Cl; sp act 104 mCi/mmol,
0.5 mCi/ml; CEKA, Saclay). Forty micro-
grams of penton base (corresponding to
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approximately 100 pmol of native protein
of 400,000 daltons and 500 pmol of poly-
peptide subunit of 80,000 daltons were heat-
denatured at 100° for 5 min with 0.5% SDS,
prior to dansylation. The reaction mixture,
made up in microtube, contained: 25 ul of
SDS-denatured penton base solution, 5 ul
of 2 M NH,-bicarbonate, pH 9.6, and 10 ul
of "C-labeled DNS-CI solution in acetone.
The microtube was shaken on a Vortex
mixer and incubated at 37° for 4 hr. Cold
20% trichloroacetic acid (B0 ul) and H ul
of carrier bovine serum albumin (10 mg/m})
were then added. After standing on ice for
1 hr, the microtube was centrifuged and
the protein precipitate was washed twice
with 50 ul of | N HCH and hydrolyzed with
25 wl of 5.6 N HCI at 110° for 16 hr, after
placing the microtube within a sealed test
tube containing 1 ml of 5.6 N HCI at the
bottom. The hydrolysates were dried in a
vacuum desiceator and extracted four times
with redistilled neutralized ether. The
ether extracts were then redissolved in
3 ul of acetone-acetic acid (2:1 by volume)
and spotted onto a 5 X b-em polyamide
sheet. Thin-layer chromatography was
carried out in 1.5% formic acid (first dimen-
sion) and benzene-acelic acid (90:10 by
volume; second dimension). After being
dried, the thin-layer plates were autoradio-
graphed (Boulanger et al., 1978),

Todination of penton base. Purified native
penton base was labeled in vitro with '*°]
(Nal, 210 uCi/ul), using the chloramine-T
method (Hunter and Greenwood, 1962),
The specific activity obtained was 5 x 104
cpm/pg of protein.

Gel filtration. chromatography. The ap-
parent molecular weight of native penton
base was estimated by molecular sieve
chromatography on Sepharose 4 B (Phar-
macia Fine Chemicals). The column (100
x 2.5 em) was equilibrated in 0.1 M Tris-
HCl buffer, pH 8.5, containing 0.2 M NaCl.
The column was calibrated with the follow-
ing markers: adenovirus type 2 virions,
apoferritin, FEscherichia coli B-galactosi-
dase, and bovine serum albumin.

Bndonuclease activity. The method of
Reifet al. (1977) was used. Two micrograms
of purified adenovirus 2 DNA, labeled with

["Clthymidine (sp act 2000 cpm ug™') was
incubated with penton base preparations in
0.5 ml of 0.01 3 Tris-HCI buffer, pH 7.4,
containing 0.1 M NaCl and 0.001 M MgCl,
for 4 hr at 37 The reaction was stopped
by addition of sodium KIYTA and sarkosyl,
up to 0.02 M and 2%, respectively. DNA
was then analyzed by centrifugation in a
neutral sucrose gradient (5-20%) made
up in 0.01 M Tris-HCI buffer, pH 7.4,
containing 1 M NaCl and 0.001 M sodium
FDTA. The gradients were contrifuged for
5 hr at 35,000 vpm and 47 in an SW 41 rotor.
Fractions were colleeted dropwise from the
bottom and assayed for acid-precipitable
radioactivity,

One unit of endonuclease was defined as
the amount of enzyme which caused one
double-strand break per molecule of Ad 2
DNA in 1 hr at 37", using 1 g of substrate
DNA per assay, under the standard condi-
tions mentioned above (Reif of al., 1977).

Purified type 2 adenovirus particles, dis-
rupted by dialysis against 0.006 M Tris~
maleate buffer, pH 6.4 (Laver ef al., 1969)
wag used as positive control of endonuclease
activity, The amount of penton base protein
in adenovirns particle was estimated by a
theoretical ealculation based on the exist-
ence of 12 vertex cupsomers composed of
five subunits of 85,000 daltons: The value
of 3.5% was thus found.

Protein.  Protein concentrations were
determined by the method of Lowry et al.
(1951}, using bovine serum albumin  as
standard,

Bifuwetional erosslinking reagents.
Glutaraldehyde (25%) was purchased from
Merck (Darmstadt, R.F.A.). Dimethyl-
suberimidate, dithiobis(succinimidylpropio-
nate), and 4,4’ -diftuoro-3,3'-dinitrodiphenyl
sulfone were purchased from Pierce Chemi-
cal Co., (Rock{ord, TIL). Penton base (1.0-1.5
my/ml) was reacted with each of the cross-
linking reagents at final concentrations of
5, 10, 25, 50, and 100 mM for 1 hr at room
temperature. The reaction was stopped by
addition of SDS up to 1% and heating for
2 min at 100°. The crosslinked material was

then analyzed in SDS-containing pore-

gradient polyacrylamide gel ranging from
4 to 18% in acrylamide concentration.
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RESULTS

Although both H, ts-115 and H, ts-125
were used at the beginning of this work for
purification of penton hase, most of the
biochemical studies then concerned the
H, ts-125 penton base, which is now rou-
tinely prepared for reconstruction experi-
ments of complete penton in vitro (to be
published).

Purification of the H, ts-115 and H, ts-125
Penton Base

Fluorocarbon (Freon 113) extraction com-
bined with high-speed centrifugation used
as the first step of separation of soluble
antigens from virus particles is a widely
employed procedure (Pettersson and Hog-
lund, 1969; Boulanger and Puvion, 1973).
Although cells infected with H, ts-115 or
H,; ts-125 mutant at nonpermissive tem-
perature do not produce detectable amounts
of mature virus particles, the first step was
still used in order to eliminate cell debris,
and possible incomplete virus particles.
The Freon extract was then precipitated
with ammonium sulfate at 55% saturation
and pH 6.5. The precipitate formed for 18 hr
at 4° was then redissoived in 0.05 M sodium
phosphate buffer, pH 6.8.

Analysis of this precipitate by polyacryl-
amide gel electrophoresis and two-dimen-
sional immunoelectrophoresis revealed that
it contained two major components identi-
fied by comparison with WT components

- (Martin et al., 1975; Boulanger and Puvion,
1976) as hexon and penton base (Figs. lc
and d). No detectable fiber antigen was
found, either in two-dimensional plate, or in
acrylamide gel (peak and band 5).

The next step consisted of DEAE-Sepha-
dex A-50 chromatography of the ammonium
sulfate precipitate. This method has been
shown to. separate the three major adeno-
virus type 2-soluble antigens, hexon, pen-

ton, and fiber: WT adenovirus type 2 fiber

is not retained on the ion-exchanger under
our conditions and elutes in the excluded
peak; penton eluted at 0.1 M NaCl, and
hexon at 0.3 M NaClin 0.05 M sodium phos-
phate buffer, pH 6.8 (Boulanger and Puvion,
1973). When ammonium sulfate precipitate
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F16. 1. Immunolagical and hioechemieal analysis of
extracts of cells infeeted with W adenovirus (a, b)
and with H, ts-115 (e, b ot 39050 Ammonium sulfate
precipitates were analyzed in twe dimensional immimno-
electrophoresis (a, 100 ul of WT-adeno-
virus antiserum. and in nondissociating 6% polyacryl-
amide disc gel (h, dj. The different peaks of immune
precipitate on the plates and bands on the gels cor-
respond to: 1, hexon; 2, free penton base; 3, antigenic
determinant of fiher contained in the complete penton;
4, antigenic determinant of the penton base of the
complete penton: 5, frée fiber. Rand x most likely

<) agaanst

corresponds Lo agpregates of The penton base, Protein
loads were: () 120 g (b) 100 0 () 40 pgs (D 100 pg.
Staining: Coomassie hrilhant blue R-250. |

of H, ts-115 or H, ts-125 Freon extract was
chromatographed on DICAE-Sephadex, two
major peaks were obtained with the NaCl
gradient: The first peak eluted between

0.075 and 0.150 M NaCl, with a maximum

at 0.125 M, and the second bhetween 0.2
and 0.3 M NaCl. Rockett immunoelectro-
phoresis performed with an antiserum
against -adenovirus particles showed that
these two peaks belonged to two different
virus antigens and permitted the fractiona-
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F16. - 2. Rockett immunoelectrophoresis analysis
of chromatographic fractions from DEAE-Sephadex.
Ammonium sulfate precipitate of H, ts-115 or H,
ts-125, as analyzed in Figs. l¢ and d, was fractionated
ona DEAE-Sephadex A-50 column, The NaCl gradient
was applied at fraction 30. A 5-ul sample of the frac-
Ltions from 0.08 to 0.40 M NaCl were cross-immuno-
electrophoresed against 100 ul of anti-adenovirus 2
immune serum. The absorbances of fractions 45 and
62 at 278 nm were 0.3 and 0.6, respectively. Fractions
40-53 correspond to penton base antigen, fractions
56-80 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 capsomers, the
second peak (57-77) corresponded to hexon
capsomer, as shown by analytical electro-
phoresis on polyacrylamide gel and crossed
immunoelectrophoresis.

The fractions corresponding to each peak
were pooled and adenovirus-soluble antigens
were concentrated by precipitation with
55% ammonium sulfate. At this stage, the
penton 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 at 0.125 M potassium phos-
phate, whereas contaminating hexon eluted
at 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
at 55% saturation. Penton base thus o!
tained was found to be devoid of mast cell
lar and viral contaminants (Figs. 3c—e
The final recovery is rather low: From &
to 80 mg of starting material, 1.0 to 1.6 m
of purified penton base was obtained.

Analytical Polyacrylamide

Gel Electr
phoresis .

The native adenovirus penton base purj
fied as described above gave one major band
in polyacrylamide gel electrophoresis a
pH 8.9 (Figs. 8d and e). A minor band, which
was often visible on nondissociating poly.
acrylamide gel, disappeared on dissociating
SDS-polyacrylamide gel and most likely
corresponded to some aggregated form o

a 2 ) !’5. ‘

Fi1G. 8. TWo-dimensional immunoelectrophoresis and
polyacrylamide gel analysis of penton base at different
stages of purification. (a, b) Penton base preparation
after DEAE-Sephadex chromatography (ammonium
sulfate precipitate of fractions 41-51 of Fig. 2). (¢, d, e)
Penton base after hydroxyapatite chromatography.
1, hexon; 2, penton base; x, possible oligomers of
penton bases. Protein loads were: (a) b ug; (b) 50 ug;
(c) 6 pg; (d) 20 ug; (e) 10 pug. Antiserum: (a) 100 ui:
(c) 150 ul. (b) Dise gel; (d, e) slots of a slab gel.
Staining: Coomassie brilliant blue R-250.
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F1a. 4. Analytical SDS-polyacrylamide gel electro-
phoresis of penton base preparation. (a) control virion
(80 jugr of protein); (h, ¢) purified penton hase; (h) 2 ng;
(¢) 8 pg. Staining: Coomassie brilliant blue R-200.
(v) autoradiogram of {"'Clvaline-labeled adenovirion
(20,000 cpm). The anode is at the bottom.

penton bases. The unique band seen on
SDS-polyacrylamide gel pattern of freshly
purified penton base (Figs. 4b and ¢) cor-
responded to the major component IIT of
adenovirion, according to the nomenclature
of Maizel et al. (1968). The apparent molecu-
lar weight of the vertex capsomer polypep-
tide unit is estimated to be 85,000 (Anderson
et al., 1973; Philipson and Lindberg, 1974).

Aging of penton base at 47 resulted in
the appearance of diserete bands on SDS-
polyacrylamide gel, with molecular weights
ranging from 55,000 to 25,000, without de-
tectable loss of immunological reactivity in
two-dimensional immunoelectrophoresis
(not shown).

Immumnological Characteristics

The purified penton base gave one single
symmetrical peak in cross-immunoelectro-
phoresis (Figs. 3¢ and 7d—f), with a migra-
tion intermediate between hexon (the most
anodic peak) and complete penton (Fig. 1a).
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Fra. 5. Electron micrograph of purified penton base
negatively contrasted with 2% uranyl acetate, pH 4.8,
* 150,000, Inget; Fnlargement of a penton bage show-
ing a pentagonal contour. > 1,360,000,

The monospecific antiserum prepared against
penton base revealed also penton base of
adenovirus type 5, confirming the presence
of group-specific determinants on vertex
capsomer (Pettersson and Haglund, 1969;
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F16. 6. N-terminal determination and polypeptide
analysis of complete penton preparation aged at 4°
for 30 days. (a, b) Autoradiograms of ["*C]DNS-amino
acid two-dimensional chromatograms. (c~e) Coomas-
sie blue-stained SDS-polyacrylamide gel. (a, ¢) Aged
penton hefore aminapeptidase digestion. (b, d) Agvd
penton after aminopeptidase digestion. (¢) Control
type 2 adenovirion. (0), Origin; spot 1, DNS-OH;
spot 2, DNS-NH,; spot 3, DNS-e-lysine; spot and
smear 4, breakdown products of the ["CJDNS-CI
reagent.
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TABLE 1

COMPARATIVE, AMINO ACTD COMPOSITIONS
oF PENTON BAsE, PENTON, FIRER, AND
HEXON OF ADENOVIRUS TYPE 2

Amino  Penton Complete Free

acid" base penton fiher”  Hexon®
Asp 10.4 13.5 13.1 14.0
Thr? 6.1 U] 111 7.7
Ser 6.0 R.6 11.2 7.2
Glu 12.1 8.5 6.4 9.0
Pro h.8 7.4 5.2 6.3
Gly 7.3 7.2 8.5 7.0
Ala 7.9 6.7 6.5 7.2
Valr 6.1 59 5.3 5.4
Y%-Cys 1.0 Not detectable 0.7  Traces’
Met. 2.0 1.9 1.5 1.7
Tler 4.2 4.8 5.0 - 3.6
Leu” 9.2 8.4 9.9 7.9
Tyr 3.2 3.2 2.8 5.6
Phe 3.8 3.6 2.9 4.5
Lys 6.8 4.8 6.0 4.5
His 1.9 1.4 0.8 1.7
Arg 5.3 3.8 1.5 5.3
Trp? 0.9 1.1 1.6 1.3

" Given as number of residues per 100. Average of
three determinations.

" Sundquist. ef al. (1973b).

* Boulanger et al. {1978),

1 Extrapolated to zero-time hydrolysis.

* Based on the 72-hr hydrolysis value.

/ Each hexon polypeptide chain has one free cysteine
(Jornval et al., 1974b),

? Determined by the method of Liu and Chang (1971).

Philipson and Lindberg, 1974). There was
no cross-reaction with adenovirus type 5
or type 2 fiber.

When assayed by the cytopathic effect
or plaque formation, the anti-(penton bhase)
antiserum showed no neutralization activity,
suggesting that the purified penton base
structure had no major neutralizing activity.

Analytical Ultracentrifugation

Purified vertex capsomers sedimented
as a single symmetrical peak in 0.01 M po-
tassium phosphate buffer, pH 6.8, with an
Sa0w Value of 9.1 = 0.1 S.

Isoelectric Point Determination

The isoelectric point was found to be 5.8
for the penton base, viz., 0.1 pH units higher

than that of soluble hexon (Boulanger et al.,
1978).

FElectron Microscopy

The purified vertex capsomers were con-
trolled by electron microscopy, after neg-
ative staining with uranvl acetate. The
preparations examined were found to be
devoid of free fibers and of complete pen-
tons. They were constituted of roughly
polygonal structures of 7.5 to 8.0 nm in
diameter, with a central cavity of about
3 nm in diameter. The pentagonal outline,
previously discerned (Pettersson and Hog-
lund. 1969), was frequently observed (Fig. b).

Amino Acid Composition

Table 1 shows the amino acid composition
of isolated penton hase, compared with that
of hexon, complete penton, and free fiber
(Sundquist ef al., 1973b). The penton base
appeared relatively poor in hydroxy amino
acids, and rich in dicarboxylic amino acids
and in leucine. It also contained significant
amounts of cysteine.

N-Terminal Amino Acid

A faint spot of [""CJDNS-proline was
constantly visible on the autoradiograms
of thin-layer two-dimensional chromato-
grams, suggesting the existence of a non-
blocked N-terminus for the penton base
protein or the oceurrence of endopeptidase
and/or exopeptidase digestion, The same
N-terminal amino acid analysis was per-
formed on soluble adenovirus 2 fiber and
complete penton. No indication of free
N-terminus was found for the isolated fiber
nor in fresh preparation of complete pen-
ton. However, aging of complete penton
at 4° for 10 to 30 days revealed two spots

~of dansyl amino acids,  corresponding to

proline and leucine (Fig. 6a). When the
aged preparation of complete penton was
subjected to aminopeptidase digestion for
24 hr at 37° (Jeucine aminopeptidase, Sigma
Co.; ratio of enzyme to substrate, 1:50),
only the spot of proline was detected (Fig. 6b).

When the aged preparation of complete
penton was analyzed on SDS-polyacryl-
amide gel, the polypeptide band of 85,000
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laltons (8HK) corresponding to the penton
rase unit had almost disappeared, whereas
:hree bands of respective molecular weights
34K, 32K, and 22.5K were visible (Fig. 6¢).
After aminopeptidase digestion, the prep-
aration of aged penton base showed only
two bands of 32K and 22.5K, with an in-
crease of staining of the 32K species (Fig. 6d).

Determination of the Quaternary Structure
of the Native Penton Base

FFour different approaches were used to
determine the number of polypeptide sub-
units in the vertex capsomer.

(a) Molecular weight estimation of the
wative protein by gel-filtration chromatog-
raphy. The native penton base eluted from
a column of Sepharose 4 B between K. coli
B-galactosidase (MW 515.000) and apofer-
ritin (MW 467,000}, Tts apparent molecular
weight  appeared therefore Lo be about
500,000, '

(h) Stoichiometry of penton hase and
fiber polypeptides in adenovivion. Freshly
prepared adenovirus particles, labeled with
{V"Clvaline, were denatured by heating
in SDS-2-mercaptoethanol—urea and elec-
trophoresed in SDS-containing polyacryl-
amide gel, Seanning of the autoradiograms
of several gel tracks of dissociated adeno-
virions, as shownin Fig. 4v, gave an average
value of 2.06 for the ratio of label of bands
HITV, the polypeptides of penton bhase,
and fiber, respectively. No correction was
made for the valine content of proteins,
sinee amino acid analysis shows that valine
was in similar amounts in penton hase and
fiher (Table 1),

() Crosslinking of penton base subunits.
Native penton base was tentatively cross-
linked with glutaraldehyde, dimethyl sub-
erimidate,  dithiobis(succinimidyl  propio-
nate), and 4,4’-difluoro-3,3’-dinitrodiphenyl
sulfone, at various concentrations of rea-
pents (10 to 100 mM). The first three rea-
gpents are specific for the e-amino group
of lvsines, and the last one for the tyrosine
phenol ring. The crosslinked products were
analyzed in SDS-containing pore-gradient
grel, ranging from 4 to 18% in acrylamide
concentration,

At low concentrations of reagents, no

crosslinked species could be identified ex-
cept traces of species of 170,000 daltons,
which most likely corresponded tn dimers
of penton bases (not shown). At high con-
centrations of reagents, the penton base
subunit band of 85,000 daltons disappears,
and high molecular weight erossiinked ma-
terial remained at the top of the gel (not
shown). Series of crosslinked olignmers
of penton base subunits were never observed,

(d) Quantification of penton base and

fiber antigens in adenovirion. The two-

dimensional immunoclectrophoresis tech-
nique has been shown to be a useful method
for quantification of adenovirus-soluble
antigens (Martinef al., 1975). Using penton
base isolated as described above and puri-
fied fiber (Boulanger and Puvion, 1973) as
standards, it was possible Lo obtain ealibra-
tion curves giving the amount of penton
base and fiher antigens in a given immune
precipitate peak. The protein content of
the standard samples was determined by
the method of Lowry ef al. (1951) and the
surface of the precipitates was expressed
either as milligrams of transfer paper cut
along the peak outline (Martin ef /.| 1975)
or as square millimeters obtained by auto-
matic quantitative image analysis. This
calibration technique i illustrated in Figs,
Ta--y.

Treatment of adenovirus particles with
0.5% sodium deoxycholate for 1.5 min at
56° has been shown to disrupt the capsid
into cores, groups of nine hexons, and apex
structures consisting of peripentonal hexons
and pentons (Russell ef al., 1971; Pereira
and Wrigley, 1974). Figure Th shows that
penton was also dissociated into its com-
ponents, penton base (peak 2) and fiber
(peak 5). The calibration eurves of free pen-
ton base and free fiber antigens treated
in the same way with 0.5% deoxycholate
(Fig. 7g) gave the following ratios of pen-
ton base:fiber antigen ranging from 2.08 to
2.27 in different preparations of deoxycho-

late-treated adenovirion, with an average

value of 2.2.

Biological Effect of Penton Base

A clear-cut cell-detaching effect was
found at a level of 0.1 to 0.2 pg of penton
hase protein per 3 x 107 cells.
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1 7. Immunatogical method of estimation of peatan base and fiber protein within the adenovirion. Inereasing
quantities of deoxycholate-treated fiher and penton hase antigen were cross-immunoelectrophoresed against
constant amounts of adenovirus 2 antiseram. A few examples of immiume precipitate peaks thus abtained with
isolated fher {a—c) and with penton base (d-f) are presented here. Loads were: (20 2 ul; (0 3 pli () 5 pl
(fiher protein concentration: 0.55 mg/mb); () 1 pl; (0) 2 uli (N B ub (penton hase protein concentration: 0.41 mg/mi).
() Calibration curves ohtained with penton base (M) and with fiber (@), (h) Denxycholate-disrupted adennvirion
(60 pg of protein) showing the separation of penton hase 2 from fiher 5 subunits of the complete penton.
Calibration curves, as in g, give the respective amounts of 2 ug of penton base in peak 2 and of 0.9 pg of

fiber in peak 5.

Endonnelease Activity of Penton Base

No detectable endonuclease activity was
found associated with the penton base at
the final stage of purification (hydroxyapa-
tite column) nor after the DEAE-Sephadex
A-50 chromatography step. In contrast, an
endonuclease activity was present in the
original Freon extract of H, ts-115 and
H, ts-125 infected cells.

DISCUSSION

The chemical and immunological study
of adenovirus vertex capsomer has thus far
been impaired by the very small amounts,
if any, of free penton base in adenovirus
WT-infected cell extracts (Fig. 1b) com-
pared to complete penton and free fiber.
Penton base can be obtained from isolated
complete penton by separation of the base

from the fiher moicty with urea, guanidine,
or detergent (Philipson and Pettersson,
1973). However, the penton base has been
found to be a very labile structure,, sensi-
tive to proteolytic enzymes (reviewed by
Philipson and Pettersson, 1973), a feature
which renders the biochemical and immuno-
logical characterization of penton base
isolated under denaturing conditions dif-
ficult. It has also heen suggested that free
penton hase found in infected cell extract
results from an artifactual disruption of
complete penton. The results of our two-
dimensional immunoclectrophoretic analy-
ses of freshly prepared WT-infected cell
extracts seems to rule out this hypothesis
and suggested that penton base as such
preexists in vivo (Fig. 1a). This confirmed
earlier studies of the synthesis and trans-
port of adenovirus proteins in pulse-chase
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gested that the polypeptide 34K had leucine
on the N-end and was sensitive to amino-
peptidase hydrolysis up to a proline residue
and a 32K polypeptide core. The nonmodi-
fied 22.5K species might therefore corre-
spond to the N-end piece with a blocked
N-terminus. Thus, the occurrence of proline
as the N-terminal amino acid in the penton
base and complete penton preparations
would likely represent the result of “spon-
taneous” endo- and exoproteolytic cleavages
at specific points of the penton hase poly-
peptide chain.

One of the open questions concerning the
structure of penton base capsomer was the
number of polypeptide subunits contained
in the native protein. Five subunits have
been suggested (Philipson and Lindberg,
1974), mainly on the basis of a local pentag-
onal symmetry at the apex of the adeno-
virus icosahedron, and on a roughly pen-
tagonal contour in electron microscopy
(Pettersson and Hoglund, 1969). Cross-
linking with bifunctional reagents has proved
to be, a useful method for the determina-
tion of the quaternary structure of oligomeric
proteins (Davies and Stark, 1970; Coggins
et al., 1976) and has been successfully ap-
plied to adenovirus 2 hexon protein (Bou-
langer and Puvion, 1974). However, in
contrast to hexon, no preferred crosslinked
oligomeric species of penton base subunits
corresponding to pentamers were detected,
even at low concentrations of protein and
high concentrations of bifunctional reagents.
Reactions with high concentration of penton
base resulted in crosslinked material with
high molecular weight which could not pene-
trate the polyacrylamide gel. This suggested
that there were no neighboring lysine resi-
dues in the penton base oligomeric edifice,
at least in the bridge span of the bifunc-
tional reagents used here, and that inter-
molecular crosslinks took place more readily
than intramolecular ones. This also implied
a relative abundance of lysine residues at
the surface of the penton base, explaining
its sensitivity to trypsin digestion (Petters-
son and Héglund, 1969).

In gel-filtration chromatography, native
penton base behaved as a protein with a
molecular weight of about 500,000, In SDS-~

polyacrylamide gel electrophoresis, a molece-
ular weight of 85,000 was found for the pen-
ton base subunit. Stoichiometric analyses
of penton base and fiber components of
adenovirion were performed hy two dif-
ferent analytical methods: (i) scanning of
SDS—gel autoradiograms of ["*C)valine-
labeled adenovirus  particles  dissociated
with SDS gave an average vatio of penton
base to fiber of 2.06. (i) quantitative esti-
mation by two-dimensional immunoelectro-
phoresis of penton base and fiber antigens
contained in adenovirion dissociated with
deoxycholate gave an average ratio of 2.2,
Assuming thal penton base is constituted
of five subunits of 85,000 daltons, and that
fiber is composed of three subunits of 62,000
daltons (Philipson and Lindberg, 1974),
the theoretical value for the ratio of penton
base to fiber would be 2.28. This corresponds

with our experimental data: It seems there-f%

fore reasonable to conelude that the pento
base is formed of five subunits of 85,000
daltons. ‘

An intriguing result is the value of 9 8
found for the sedimentation coefficient of
the native penton base. This value is con-
gruent with the value previously estimated
by indirect techniques (Wilhelm and Gins-
berg, 1972). However, this scdimentation
coefficient seems low for a globular protein
of 425,000 daltons. Horse spleen apoferritin,
with a molecular weight of 467,000, and a
frictional cocfficient of 1.14, characteristic
for a roughly spherieal molecule, has a sedi-
mentation ceoefficient. of 17.6; Jack bean
urcase (483,000 daltons) has a frictional
coefficient of 1.18 and a sedimentation coef-
ficient of 18.6 (Sober, 1970). The value of
9 8 implies an elongated shape for adeno-
virus vertex capsomer, with a frictional
ratio f/f, greater than 1.5. A roughly conical

morphology has already been described for

the base of the penton, 13 nm in height and
9 nm in diameter at its base (Laver-et al.,
1969).

Flectron microscopy shows that the pen-
ton base had a round or roughly pentagonal
contour, with a central cavity. This observa-
tion and the sedimentation data suggested
that the vertex capsomer is seen standing
on end on the microscopic grid. The central

RLET
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vavity eould constitute the attachment site
nf the fiber projection. In this case, the pen-

ton hase would be seen from its external pole..

No endonuelease activity was found asso-
ciated with the penton base peaks of hy-
ihroxvapatite and DEAE-Sephadex chro-
matography. However, our anti-(penton
hase) immune serum has been shown to
block the endonuclease of adenovirus types
2.3, and 5 (Marusyk, personal communica-
tion). This antiserum was prepared-by in-
jeetions in the rabbit of penton base anti-
ren-antibody complexes formed in agarose
wel during two-dimensional immunoelectro-
pharesis of cell extracts performed at low
ionie strength. This confirms that the pen-
ton-associated endonuclease found in dif-
ferent adenovirus serotypes (Marusyk ef al.
1975) corresponds to an enzyme of cellular
origin, separable from penton hase at high
ionic strength (Reif of af., 1977). The H,
1s-125 penton base is now routinely pre-
paredin our lahoratory forin witro assembly
study with the WT adenovirus 2-soluble fiber.,
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Conclusion

S

1.a base du penton a été isolée a partir des protéines solubles produites
par deux mutants : le H2 ts 115 et le H2 ts 125, La purification s'effectue

en trois étapes successives :
~ la chromatographie sur colonne de DFAE-sephadex.
- la chromatographie sur colonne d'hydroxyapatite .
- la précipitation au sulfate d'ammonium a 55% de saturation.
La pureté du produit final est montrée par :
- électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS.
- I'immuno~électrophorése bidimensionnelle.
- la microscopie électronique ,

La protéine a gardé sa forme native au cours de son extraction, comme

le montre son antigénicité inchangée, et la microscopie électronique.

La base du penton induit la formation d'anticorps spécifiques de groupe :
les anticorps dirigés contre la base de 1'adénovirus 2 révélent aussi la
base de l'adénovirus 5, Les anticorps n'ont aucun pouvoir de neutralisation

sur le virus,

L'analyse en acides aminés de la base montre un contenu élevé en
acides aminés dicarboxyliques et en leucine, et une faible teneure en dcides
aminés hydroxylég . L'acide aminé en position N terminal est bloqué,
comme pour 1'hexon (JORNVALL et al., 1974 ;: BOULANGER et al,, 1978) et
les précurseurs du VI, du VII (SUNG et al., 1977,1978).

Le pHi de la base, déterminée par isoeléctrofocalisation est de 5,8,

La base du penton est constituée de plusieurs sous-unités ,Son contour .
pentagonal, observé en microscopie électronique, avait été montré par PETTERSSON
et HOGLUND, 1969). Ceci faisait penser a une structure pent’amériqﬁe pour la
brotéine native (PHILIPSON, 1974). Le "scanning" d'autoradiographie du virus
analysé en gel de polyacrylamide-SDS et 1'étude en 1m~muno~é1éctrophorésé'du
virus dissocié au DOC confirment le nombre de 5 pour les sous-unités de la
base. Le poids moléculaire théorique est donc de 425 00N0. Cependant, le

poids moléculaire déterminé par chromatographie de tamisage
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moléculaire, est un peu plus élevé : il est d'environ 500 000,

Par .centrifugation sur gradient de sucrose, on trouve un coefficient de
sédimentation de 9,1S. Vu son poids moléculaire, la base native doit &tre de

forme allongée.

Les propriétés du virus attribuées a la base, par l'étude du penton complet
soumis & différents traitements (addition d'anticorps spécifiques, ou hydrolyse
par la trypsine) (PETTERSSON et HOGLUND, 1969) ont été vérifiées pour la
base isoléé : la base pure peut reproduire 1'effet cytopathogéne du virus mais
n'a aucune activité endonucléasique. Une telle activité avait été trouvée

assoclée 3 la base (MARUSYK et al,, 1975), mais serait dissociée de la base

& haute force ionique (REIF et al., 1977).
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Partie II1

Assemblage de la base et de la fibre

en penton complet
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Introduction

"in vivo" la base du penton et la fibre sont associées en penton
complet (VALENTINE K PEREIRA, 1965), Cet assemblag}e est stable puisque c'est
sous la forme de penton qu'on trouve la plus grande partie de la base synthé-
tisée et que le penton complet est purifiable des antigénes sotubles. La
base est dissociable de la fibre en tampon guanidine,HcL fNORRBY, SKAARET
1967), formamide (NEURATH et al., 1968) et pyridine 8% (PETTERSSON et HOGLUND
1969) et en DOC 0,5% porté a 56°, (BOUDIN et al., 1979). La liaison entre

ces deux protéines n'est donc pas covalente,

Nous nous sommes intéressés a cette association de la base et de la
fibre en penton. Nous avons recherché les facteurs qui influencent cette
association et qui interviennent donc dans 1'intéraction entre ces deux

protéines,

Nous avons étudié la formation du penton :

1 - "in vivo" dans des extraits cellulaires cytoplasmiques ou nucléaires.

2 - "in vitro" , dans les extraits, par addition de pase ou de fibre
purifiées.

3 - "in vitro " hors des extraits cellulaires, par incubation des deux

protéines purifiées :la base du penton d'une part, la fibre

d'autre part.

Cette étude est basée’ principalementlsur I'immuno-éléctrophorése
bidimensionnelle qui permet de visualiser l'association de la base et de

la fibre en penton (MARTIN et al., 1975).

La fibre isolée sera notée par F, la base du penton par BP/ avec en
indice: wt, quand la protéine sera celle de 1'adénovirus 2 de type sauvage ;
un nombre, correspondant au numéro du mutant thermosensible de 1'adénovirus?

quand la protéine sera isolée de mutants, ‘ -



Matériel et mé thodes__l

A , Culture de cellules.

1 - cellules KB en suspension.

Les cellules KB sont maintenues en suspension a 37°, dans du milieu
de Eagle,modifié par Joklik et contenant 5% de sérum de <heval décem,

plémenté,

g_— cellules Hel.a en monocouche,

‘Les cellules HelLa sont cultivées dans des flacons Falcon & 37°, dans
du milieu minimum essentiel (MEM), contenant 10% de sérum de

veau décomplémenté.

B . L'infection virale.

L'adsorption du virus se fait & 37° dans du milieu sans sérum, pendant
une heure, aprés concentration des cellules. Puis les cellules sont diluées
a leur concentration initiale. On ajoute du sérum de veau a 2% final. Puis

les cellules sont mises a la température voulue.

C . Séparation cytoplasme=noyau - .

———— -

Les extraits cytoplasmiques et nucléaires ont été faits 3 partir des
cellules Hela, L'infection est arrétée par lavage des cellules a 1'eau physio-
logique a 4°, Les cellules sont reprises par du RSB (Tris 20 mM, KCl 10 mM
Mg Cl12 1,5 mM, pH 7.4) laissées 10 mn dans la glace et cassées par dix
coups de DOUNCE. On centrifuge dix minutes & 650 g,dans une centrifugeuse
Sorvall RC3. Le surnageant constitue 1'extrait cytoplasmique, le culot
contient les noyaux, Pour éliminer le cytoplasme accroché aux noyaux,
ceux-cl sont lavés dans du RSB-Triton 0,25% et aprés avoir donné 10 coups
de DOUNCE,on centrifuge & nouveau, Les noyaux sont alors repris dans un
tampon & 0, 1% Triton final et passés 20 secondes aux ultra-sons, Aprés une

A

centrifugation de 10 mn & 12 000 g, on recueille le surnageant.

D . Purification des protéines.,

npu—_

1- Préparation des antigénes solubles .

La préparation des antigénes solubles est faite i partir des
cellules KB, Les cellules infectées sont lavées avec du PBS

» (solution isotonique de chlorure de sodium tamponnée en phosphate)
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Puis les cellules aprés une centrifugation de 10 mn é,'GSO g, sont concentrées
dix fois dans du Tris hypotonique (Tris 10 mM - NaCl 50 mM-EDTA
ImM pH 8.1). Ces étapes se font A 49

Puis les cellules sont congelées~décongelées par trois fols, A
1'extrait ceilulaire/on ajoute alors une quantité égale de I'réon 113 et
on homogénéise trois minutes a 'ultra-Turrax avant de centrifugei',
w 25 minutes,a 6 500qg (dans une centrifugeuse Sorwall RC3), La

phase aqueuse est reprise

, déposce sur un gradient discontinu de.,

chlorure de céstum et centrifugée dans une ultracentrifugeuse Beckman 12

80 mm & 25 K,dans un rotor SW 41,
T.e gradient est constitué comme suit ¢

- 2 ml de CsCl de densité‘ 1,45, 40% glycerol
- 3ml de CsCl de densité 1,33, 26% glycerol
.- 3ml de CsCl de densité 1,25

La fraction supérieurc correspondant aux antigtnes solubles, est
reprise et précipitée au sulfate d'ammonium A 55% de saturation,
pendant 16 heures a 4°, Le précipité est ensuite dissout dans du phos-

phate de sodium 50 mM, pH 6,8 et dialysée contre ce méme tampon,

2 - Purification des protéines.

La fibre et le penton complel sont isolés & partir des composants
soluble s de l'adénovirus du type sauvage, cultivé A 37° pendant
36 heures tandis que la base du penton est celle du 172 ts 125 ou

du 12 ts 115, cultivés a 399 pendant 36 heures,

Les antigénes solubles sont chromatographiés sur DEAE-Sephadex,
La fibre est ¢luée dans le pic exclu. LLa base du penton et le penton
sont élués par un gradient de chlorure de sodium dans le tampon de .

phosphate de sodium 50 mM,pH 6.8, a une force ionique correspondant
a 0,12 M NaCl.(BOULANGER et PUVION, 1973),

L'élution des protéines est suivie par lecture de la DO & 278 nm. Les’ frac-
tions recueillies sont de 3 ml, Les tubes correspondant aux pics sont rassemblés

, préciplités au sulfate d'ammonium & 55% de saturation, repris dans
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un tampon phosphate de potassium 10 mM,pH 6. 8 et dialysés contre le mé&me

tampon.

La purification est achevée par passage sur colonne d'hydroxyapatite,
Les protéines sont éluées par un gradient de phosphate de potassium,de 10 mM

a 500 mM, La fibre est éluée 4 0,2 M, la base et le penton & 0, 1M,

Les pics de protéines sont & nouveau repérés par lecture de la DO a
278 nm. Les fractions correspondantes sont précipitées au sulfate d'ammonium
reprises dans du tampon phosphate et dialysées contre le mé&me tampon, La
fibre est alors conservée a - 20° et la base et le penton & - 70° car ils
sont particuliérement sensibles & toute protéolyse, De mé&me , pour éviter la
dégradation du penton et de la base, leur extraction se fait en présence de

P.M.S.F. (;fluorure de phenyl methyle sulfonyl) aux taux de 1 mM dans toutes les

solutions,
E - Margquage.

1. Ala methionineaSS .

—

Aux cellules, lavées en milieu privé en méthionine, on ajoute
de la methionine 3% (Amersham u.k. ) 4 20 uCi/ml, & la
69éme heure quand les cellutes sont maintenues a 32°, Le

marquage dure alars 3 heures,

l b
2 . Alavaline QC.

—

Les cellules sont marquées a la valine 14C (Amersham, 280 mCi/mn
dés la 16 éme heure jusqu'a la fin du cycle.

1
3 . A la glucosamine 4C.

La glucose amine 140 est ajoutée A la 14éme heure de
l'infection/é 100 pCi/1 (activité spécifique 60,8 Ci/mMole ,
279 pCi/ fag). La glucosamine vient du CEA.

F - Determination du taux de protéines.

-

Le taux de protéines est déterminé par la méthode de LOWRY et al.,(1951)

G - Technigues electrophorétiques

1 - Gel de polyacrylamide.SDS.

L'électrophorése est faite en plaques verticales, Les échantillons

sont dénaturées & 100°, pendant 2 mn apreés y avoir ajouté un volume
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égal de tampon Tris-HCl, pH 6.8; 4% SDS,;10% mercapto.ethanol; 6 M urée
et 0,0 1% de bleu de bromophenol. Ils sont déposés sur un gel d'espa-
cement : 5% acrylamide (rapport acrylamide-bisacrylamide 50 : 1, 33)

dans un tampon Tris-HcL 0,125 M pH 6,8; SDS 0,1%. Le gel de réso-
lution est fait & partir d'une solution d'acrylamide de 17,5% (rapport
acrylamide;bis_acrylamide 50 :0,235 )dans un tampon Tris-HCI
0,375M,pH 8,9; SDS 0,1%.

Le tampon d'éléctrophorése est une solution de Tris 0,025M, glycine; 0, 192 M;
- SDS 0,1%. L'él&ctrophorése dure 16 heures, & un voltage constant de 30

volts (3 volts/cm ).

Les gels sont alors colorés gy bleu de coomassie R 250 ou passésdans une solu

tion de DMSO-PPO 20%,avant d'etre séchés et autoradiographiés.

2 - Immuno_éléctrophorése bidimensionelle,

C'est la technique de LAURELL (1965) et modifiée par WEEKE (1973).
C'est une éléctrophorése sur plaque horizontale (110 x 90)
en agarose 1% dans du tampon ve'ronal,pH 8.6,0,2 M(tampon d'éléctro-
phorése). La premiére migration se fait sous 100 volts aux bords de la
plaque, celle-ci étant réfrigérée par un courant d'eau, pendant 80
minutes, Puis le gel est coupé en bandes de 2 cm de large, 10 cm de
long,correspondant & chaque échantillon, qui sont transportées sur une
seconde plague (100 x 100) pour la seconde dimension, On
coule 12ml d'agarose & 1% contenant du sérum dirigé contre les

antigénes viraux en guantité variable suivant la quantité du dépot,

La migration dure 16 h, & 25-30 volts aux bords de la plaque.

Les plaques sont alors pressées sous du papier absorbant
pendant 45 m'n, puis lavées au sérum physiologique 30 min, a l'eau
distillée 15 m n et séchées avant d'etre colorées au bleu de coomassie

brillant R 250.

-

3 - Immuno_affino_ electrophorése.

On suit le méme procédé que pour l'immunaéléctrophorése
bidimensionnelle précedemment décrite, Mais on ajoute a l'agarose 1%,

100 ¥ /ml de lectine de lentilles LCA pour la premiére dimension.
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H -~ Préparation des immunsérums.

—

1 - Sérum anti-adénovirus 2.

Le sérum polyspécifique est obtenu par une série de 4-5 injections,

a un lapin, de virus,dissocié par sonication et dilué de moitié avec de

'adjuvant de Freund complet.

2 - Serum antibase du penton,

Y

On injecte & un lapin !'arc de précipitation.anticorps-antigénes
obtenus par immuno_éléctrophorése bidimensionnelle des antigénes du
H2 ts 115, obtenus a 39°, Une dizaine de plaques de Laurell sont
faites ‘dans ce but, On découpe l'agarose de part et d'autre du tracé
du pic. L'agarose receuilli est fragmenté et repris dans du sérum

physiologique avant d'etre dilué avec l'adjuvant de Freund.

3 - Sérum antifibre d*adénovirus 5.

On injecte a un lapin l'arc de precipitation correspondant a la
fibre, obtenu par immuno-éléctrophorése des antigénes solubles de

l'adénovirus contre un gérum polyspecifique.

1 - Immuno.précipitation par la protéine A de staphylococcus Aureus.

La technique a été décrite par CRAWFORD et LANE (1977). Le complexe
antigéne-anticorps est adsorbé sur la protéine A de S. Aureus. 10 pl de
la solution d'antigéne sont incubés/ pendant une nuit a 4°, avec 10 pul
d'immunsérum, 75 pl d'une solution de NENT-N (Tris-HC1 50 lipH 7.4,
NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, NONIDET P.40 0,05% et sérum albumine bovine
al mg/ml).

Le lendemain, on ajoute 10 pl de la suspension de S, Aureus et aprés
avoir laissé une demi-heure a température ambiante pour que se forme le
complexe, on lave le précipité, on le reprend en tampon dénaturant, et on le
chauffe 3 100‘: pendant 2 mn. Le précipité est analysé sur gel de poiya-

crylamide~SDS,



1.- Hydrolyse enzymatique.

1 - les exopeptidases.

Les incubations sont faites a 37°, pendant 18 H, L'enzyme est
ajouté a1l ou 2% final (Poids/poids). L'aminopeptidase M provient de
Boehringer (Mannheim, BPR), la carboxypeptidase Y de Miles (Slough,
UK). |

&— hydrolyse partielle par endopeptidases.

Les digestions enzymatiques partielles ont été réalisées seloh la
méthode de CLEVELAND (1977) pour les protéines purifiées., Les
échantillons sont dénaturés en milieu SDS-glycérol par chauffage a
100°, pendant 2 mn., Puis l'enzyme est ajouté a différentes doses

(QOS Mg 0,1 ng,ZSpg}. L'incubation enzymatique dure une demi.
heure & 37°. Puis 1l'hydrolyse est arretée par chauffage a 100°, 2 mn,

Les enzymes utilisé s sont :

- la protéase de S.Aureus V. (Miles, Slough U.K.)

8

- la chymotrypsine (Worthington) -

K - Adsorption des anticorps antifibre de 1'adénovirus 5 sur la fibre du 2.

Les anticorps dirigés contre la fibre de 1'adénovirus du type 5 sont
préci‘pités au sulfate d'ammonium & 33% de saturation. Puis ils sont repris
dans du sérum physiologique et dialysé contre 1'eau physiologique. Le
mélange fibre de |'adénovirus 2 et antifibre de 1'adénovirus 5 est incubé
pendant 20 h a 4°. Plusieurs dilutions de la solution d'anticorps ont été

essayées.,
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Resultats

A, Assemblage "in vivo" de la fibre et de la base .

Des cellules HelLa sont infectées a 32° par l'adénovirus 2 de type sauvage,
par des mutants fibre (=) : le H2 ts 115 et H2 ts 125 et un mutant dont la
synthése de fibre et de base est diminuée : le H2 ts 104 (MARTIN et al., " 978).
L'infection est arretée & la 64éme heure, aprés un marquage & la méthionine
355 de 3 heures. Pour chaque extrait, nous avons séparé le cytoplasme des
noyéux. Le contenu de chacune des fractions est analysé en immuno-é&léctropho-
rése bidimensionelle, Le pic 1, celui qui'migre le plus loin vers 1'anode;.

correspond a l'hexon; le 2 & la base du penton; le 3 au penton complet,avec le

déterminant base et le déterminant fibre et le pic 5 & la fibre seule,

Le profil des différents extraits cytoplasmiques est montré sur la figure 1l
Pour le virus du type sauvage et pour le ipuwtant H2 ts 104, il existe peu de base
de penton libre . Pour le mutant H2 ts 115, il y a peu de penton complet
tandis qu'une grande quantité de base est accumulée. De plus, ce pic est
hétérogéne, ce qui traduit une certaine dégradation de la base. La fibre et la
base semblent s'associer difficilement. Pour le mutant H2 ts 125, le taux de
fibre synthétisée est moindre que pour le virus sauvage, Dans certains
extraits, elle est méme synthétis@e en défaut par rapport 3 la base : il
n'existe plus de fibre libre, et le pic de la base du penton est augmenté, Chez
ce mutant, la fibre et la base semblent avoir la méme capacité & s‘assembler

que chez le sauvage,

Le profil des fractions nucléaires est identique pour lues 4 virus testés,
(Fig. 2). Il y a peu ou pas de penton complet pour la fraction du H2 ts 104 :

le pic de base est diminué,

B Assemblage "in vitro",dans les extraits cellulaires,

P

1 - Incubation avec un excés de base du penton purifiéeﬁplzs)

Les extraits cellulaires obtenus & 32° ont été incubés, 20 heures, 3 4°
apré&s addition de base du penton purifiée, du H2 ts 125, la fibre étant en
excés dans chacune de ces fractions, Par la technique d'immur_to-
eléctrophorése, on observe une augmentation du pic du penton tandis
gue celui de la fibre diminue,fraduisant donc un assemblage. Des

molécules de BP 125 ajoutées a l'extrait se sont donc assemblées en



113

Figure 1 - Autoradiographie des immunogléctrophordses bidimensionnelles
des extraits cytoplasmiques(10 pl) de cellules infectées :
(a8) par 1'adénovirus 2 de type sauvage ; (b) par le H2 ts 125 ;
(c) par le H2 ts 115 ; (d) par le H2 ts 104. 120 pl d'immun-
sérum anti-adénovirus sont incorporés dans l'agarose pour

la seconde dimension,

1 : Hexon ; 2:basedupenton ; 3: penton (base + fibre)

5 : Fibre
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Figure 2 : Autoradiographie des immuno_éléctrophoréses bidimensionnelles
des extraits nucléaires (20 pl) de cellules infectées par a) l'adénovirus 2 ;
b) le H2 ts 125 ; c) le H2 ts 115 ; d) le H2 ts 104, 20 pl d'immunsérum

anti_adenovirus 2 sont incorporés a l'agarose pour la seconde dimension,

1) Hexon ; 2) base du penton 3) penton ; 5) fibre

®
Lk
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penton en se liant A la fibre excédentaire. Cet assemblage est observé dans
I'extrait cytoplasmique, comme dans l'extrait nucléaire. L'assemblage

dans les extraits provenant des cellules infectées par ie virus de type
sauvage est montré figure 3Le méme assemblage est observé dans les

" fractions cellulaires provenant des mutants,

Le pourcentage de fibre assemblée peut &tre quantifi® par pesée
du papier calqueldécoupé selon le tracé des pics de fibre libre et de
fibre assemblée. Aprés addition de base du penton, le pourcentage de

fibre assemblée augmente,

2. Incubation avec un excés de fibre purifiée (Fwt),

a - Avec des extraits cellulaires obtenus a 32°

Quand les extraits cytoplasmiques et nucléaires, des éellules
infectées par 1'adénovirus 2 de type sauvage sont incubés 20 heures
a 4°, avec de la fibre purifiée de 1'adénovirus 2 du type sauvage, il
n'y a pas augmentation du pic du penton.

. De méme avec les extraits de=s cellules Infectées
par les mutants, il y a peuou pas de formation de nouvelles molécules
de penton aprés incubation avec de la fibre Fwt, sauf pour l'extrait
cytoplasmique de cellules infectées par le H2 ts 125 quand la base
libre est synthétisée en excés par rapport 3 la fibre. Déns ce dernier
cas, il y a assemblage . .Pour rendre compte de la formation de
nouvelles mdlécules de penton autrement que par I'augmentation du pic
correspondant en immuno-é&léctrophorése bidimensionelle, nous avons

Incubé cet extrait, non marqué, avec de la fibre Fwt ,marqué 3 la

/
1 ~ .

valine 4C. Par autoradiographie de la plaque d'électrophorése,

on voit de la radioactivité dans le pic de fibre libre comme dans le

plc du déterminant fibre du penton,

Cet assemblage entre la base et la fibre a également été démontré
par immuno-précipitation, A !'extrait du H2 ts 125, incubé avec la fibre
Fwt , valine 14C:, on ajoute des anticorps dirigés contre la base du
penton, L'immun.précipité est adsorbé sur S. Aureus. Aprés dénaturation,
le complexe est analysé sur gel de polyacrylamide-SDS : seule, la fibre

du penton nouvellement formé apparait sur 1'autoradiographie,
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Figure 3 : Assemblage en penton par addition d'un excés de base du

penton du H2 ts 125 (BP ) dans les extraits de cellules infectées

125

par le virus de type sauvage,

a) et b) cytoplasme : 10 pl ; immunsérum anti-adénovirus 120 ul.
c) et d) noyaux 20 pl ; immunsérum anti-adénovirus 20 pl.

b) et d) addition de 2,5 pade BP125 .

On observe l'augmentation du pic du penton, et diminution du pic
de fibre en b) et d). Le pic de base du penton est moins visible a

cause de l'excés de base ajouté.

1) Hexon ; 2) base du penton ; 3) penton

5) fibre
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b - avec des extraits cellulaires obtenus & 39°%

e e e ke et am - - - wn e mm o = o - - -

Ces mémes expériences ont été faites avec des extraits obtenus a 39°,

~

Pour les extraits obtenus 3 partir de cellules infectées par
1'adénovirus 2, de type sauvagé, les profils obtenus sont identiques a

' ceux obtenus a 32°,

Pour les extraits obtenus par l'infection des mutants, il n'y a plus
de fibre synthétisée et donc pas de penton . Dans ces conditions, la
base du penton de 1'extrait total du H2 ts 125, comme celle de 1'extrait
total du HZ ts 104 s'assemble aprés incubation avec la fibre du type
sauvage (Fwt) (fig. 4). La base du penton obtenied 39° est donc capable

de s'assembler avec de la fibre ajoutée a l'extrait .

C Assemblage "in vitro" du penton,d partir de -ses deux protéines purifiées :

base et fibre .

1 - Assemblage entre la base du penton du H2 ts 125 (BP 125) et

-

la fibre de 1'adénovirus 2 (Fwt).

La fibre Fwt et la base BPle’mélangéesl sont incubées 20 heures,
4 4°, En immunagléctrophorése bidimensionnelle, on observe un pic
correspondant au penton (fig. 5a). Sila fibre est marquée a la
valine 14C, la radioactivité se retrouve au niveau du pic de fibre

excédentaire et au niveau du déterminant fibre du penton, (fig. 5d).

Par un excés de fibre, on élimine le pic de base et par un exceés

de base on élimine le pic de fibre (Fig. 5 b,c).

2 - Assemblage entre la base du penton du H2 ts 115 et la fibre Fwt ,

Aucun assemblage n'est décelé en immuno-£&léctrophorése )
bidimensionnellelaprés incubation de la base du H2 ts 115 et de la

fibre de 1'adénovirus 2 de type sauvage.

3 - Assemblage entre la base du penton du H2 ts 125 (BP125) et la

fibre du méme mutant { F125),

De meme, 1'incubation de la base du H2 ts 125 et de la fibre,
de ce m&me mutant, synthétisée A 32°, ne donne pas naissance a des

molécules de pentons,
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Figure 4 : Assemblage dans un extrait cellulaire (20 p!) (cytoplasme +
noyau) de cellules infectées par le H2 ts 125 & 39°, par addition de
fibre Fwt (4 pg) en b),120 pl d'immunsérum antiadénovirus sont

incorporé s & la gélose en seconde dimension,

1) Hexon ; 2) base : 3) Penton ; 5) fibre
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Figure 5. Assemblage en pentonlde la base du penton (BPIZS) et de la fibre

(Fwt) purifiées. Le penton formé est détecté par immuno.éléctrophorése

bidimensionnelle (immunsérum anti.adénovirus 2 : 120 pl) :

a) BP125 3,3 pg; Fwt 3,2 pg-
b) BP125 3,3 pg ; Fwt 2,3 pg.
(toute la fibre est assemblée)
c) BP125 1,6 pg ; Fwt marquée a la valine 14C : 8 jole}

(toute la base est assemblée)

d) autoradiographie de la plaque c)
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D . Recherche des conditions d'assemhlage.

—

1 . Modification des conditions de 1'assemblage "in vitro" , hors des

extraits cellulaires,

—.le pH.

Le milieu d'incubation est amené a différents pH : pH 5,5,
pH 6,8 ; pH 8,2, par des tampons phosphates. Le pH 5,5 étant
inférieur aux pHi des protéines étudiées, le pH 6, 8,voisin de la
'neutralité,étant utilisé comme tampon de référence et le pH 8,2,
nettement supérieur aux pHi. Aucune modification n'apparait dans

'assemblage aux différentes conditions de pH utilisées.

) la force ionique,

La base du penton et la fibre sont incubées dans les
conditions suivantes : 0,1 M ; 0,2 M et 0,3 M NaCl en tampon
phosphate de potassium 10 mM, pH 6. 8.. Aucune modification dans

1'assemblage n'est observédans ces différentes conditions.

-—) Pré-incubation de la fibre avec un sérum anti-fibre de l'adénovirus !

TLa fibre posséde deux groupes de déterminants antigéniques
(VALENTINE et PEREIRA, 1965) : les déterminants spéci figues de
type, situés au niveau de la sphérule; les déterminants spécifiques de

sous-groupe’ le long de la tige.

Si la partie de la fibre qui réagit avec la base contient des
déterminants spécifiques de sous-groupe ou si ceux-ci sont
situés & proximité de la zone d'assemblage, la fibre complexée aux
anticorps spécifiques de sous-groupe- devrait s'assembler avec une
efficacité moindre que la fibre libre.

La fibre du virus de type sauvage, incubée 20 h 4 4°, avec
des anticorps dirigés contre la fibre de l'adénovirus de type 5,
s'assemble avec la base avec une efficacité égale a celle de'la

fibre libre, non complexée avec les anticorps.

.....‘)hydro_lyse enzymatigue de la fibre.

Nous avons recherché quelle extrémité des chaines polypep-
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tidiques étalt impliguée dans l'assemblage,

Dans ce but, nous avons traité la fibre & la carboxypeptidase Y
ou a l'amino-peptidase M, avant de l'incuber avec de la base du
penton. Les deux enzymes employés sont des exopeptidases, la
premiére agissant a partir de 'extrémité C terminale, la seconde
a partir de l'extrémité N terminale,et ne sont pas arretées par un
résidu de proline, Les solutions enzymatiques sont employées en

rapport enzyme-substrat de 1%.

L'action de l'aminopeptidase M sur la fibre n'influe pas sur,

le taux d'assemblage.

La fibre native traitée a la carboxypeptidase Y, bien qu'encore
antigénique, ne s'assemble plus avec la base (fig. 6a). L'action
de 1'enzyme est arretée par addition de PMSF ({luorure de phenyle

methyle sulfonyle)lavant d'ajouter la base du penton. L'hydrolyse
de la fibre par la carboxypeptidase Y semblé donc inhiber 1'assem-
blagle avec la base du penton, De plus, en gel de polyacrylamide-
SDS (fig.6 ¢ ), on volit que la chaie polypeptidique de la fibre,
traitée par la carboxypeptidase Y perd 2000 & 3000 de poids molé-
culaire. L'aminopeptidase M n'a aucun effet, mais on sait que
I'extrémité N terminale de la chaine polypeptidique de la fibre
est bloquée par N acétylation,

2 . Protéolyse du penton, intact ou dissocié en ses deux sous-unités,

Puisque 1l'action de la carboxypeptidase Y semble empécher tout

assemblage entre la base et la fibre, nous avons comparé 1'hydrolyse par cet
enzyme,du Penton natif et du penton traité au DOC, le DOC dissociant la base et

la fibre (BOUDIN et al,, 1978). La carboxypeptidase y est employée

au rapport enzyme-substrat de 2%. Nous avons prélevé des échantillons
a différents temps de 1'hydrolyse. L'action enzymatique est arrétée

par dénaturation a 100° en milieu SDS, mercaptoéthanol, urée, Les
produits de la digestion enzymatique sont analysés sur gel de polyacry-

lamide~SDS (fig. 7).

La cinétique de dégradation de la base est la méme,qu’elle soit
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Figurej_i: Inhibition de 1'assemblage entre la base du penton BP125 (3 pa)

et la fibre Fwt (4 pg)l par digestion de la fibre par la carboxypeptidase Y :
a) jibre native ; b) fibre hydrolysée par l'enzyme, immunsérum : 100 Pl

c) gel de polyacrylamide-SDS, 1 - fibre native ; 2 - fibre traitée a
la carboxypeptidase Y ; 3 - fibre traitée & l'aminqpeptidase M,
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Figure ?): Hydrolyse par la carboxypeptidase Y du penton, natif en a) et

dissocié au DOC en b),

Les temps d'hydrolyse sont, de gauche a droite, de 1 mn, 2 mn,

S mn, 10 mn,30 mn, 1 heure, 2 heures, 4 heures, 8 heures et .
BHSH

24 heures, \tit;‘)
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associée ou non a sa fibre, La digestion de la fibre différe suivant

qu'elle est associée ou non 3 la base :

- toute la fibre est hydrolysée dés la 8éme heure quand la fibre
est séparée du penton, Prés de la moitié de la fibre est déja

hydrolysée a la 2éme heure,

- quand la fibre est encore associée a la base, la moitié de la

fibre, seulement est hydrolysée au bout de 24 heures,

L'extrémité C terminale des chaines polypeptidiques de la fibre

semblent donc étre protégées par la base,dans la molécule de penton,

3 . RoOle des chanons glycaenniques de la fibre dans 1'assemblage du

penton : Etude de la glycosylation de la fibre libre et de la fibre

liée 4 la base du penton.

i

- ah . -  — ah s =

a -La glvcosylation de la fibre .

Par incorporation de glucosamine radioactive,_ISHI):BASHI

et MAIZEL (1974a) ont montré gue la fibre de 1'adénovirus,
incorporée ou non dans le virion, est glycosylée, Il y aurait

deux molécules de glucosamine par chaie polypeptidique,

Il n'y a pas d'incorporation de galactose, ni de fucose, ni de
mannose | La fibre serait la seule protéine tardive du virus

a &tre glycosylée. Une protéine précoce, la E 19K, est aussi
glycosylée (ISHIBASHI et MAIZEL, 1974a ; PERSSON et al., 1979).

La fibre purifiée a une migration retardée en immuno-éléctro-
phorése bidimensionnelle quand on ajoute & 1'agarose, pour la
premiére dimension, de la lectine de lentille (L.C.A.) (fig. 8y,
Dans ces conditions, le pic de fibre est nettement élargi -par
rapport au pic de fibre obtenu en l'absence de lectine. Ceci semble
traduire une certaine hétérogénéité de 1= glycosylation de la

fibre,

Il était donc permis de se demander si la glycosylation
de la fibre, ou le taux de glycosylation,ne pouvait pas con"ditionner
1'assemblage de la base et de la fibre, Dans ce but, nous avons
purifié la fibre et le penton complet,marquées a la glucosamine
140, et analysé les peptides marqué s a la glucosamine 140,

obtenus par hydrolyse enzymatique partielle,
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Figure 8. Immuno-affino-éléctrophorése de la fibre. Le dépot de fibre
est de 4 pg. .

a) plaque témoin en absence de LCA.

b) LCA : 100 ug/ ml, pour la premiére dimension.

On lalsse‘migrer deux heures pour la lére dimension, Dans ces
conditions, on observe nettement la différence de migration de la

fibre,en présen'ce ou en absence de LCA.




126

La fibre et le penton, marqués & la glucosamine 140, ont
été dénaturés’é 1009 en milieu SDS-glycérol. Les quantités de
pentons complets et de fibre ont été calculées de fagon a avoir
la méme concentration de fibre dans les deux cas, soit 6 pg.
Les échantilions sont alors incubés pendant une demi-heure,é
37°' avec respectivement 0,05 pg; 0,01 pug et 0,25 pg de
chymotrypsine ou de protéase de S, Aureus V8, L'hydrolyse
enzymatique est arrétée par chauffage a 100°, Les échantillons
sont alors analysés sur gel de polyacrylamide-SDS (20% acryla-
mi;ie). L'autoradiographie du gel (fig. 9) montre que les poly-
peptides marqués sont identiques pour la fibre libre et celle du
penton. Les concentrations d'enzymes utilisées sont les mémes
pour les solutions de fibre libre et celle de penton; le rapport
enzyme-substrat est donc différent, le penton étant constitué
de base et de fibre, Ceci peut donc expliquer le retard observé
dans l'apparition des produits de clivage du penton traité a la

chymotrypsine,

ety = S ot L Y e e T DL I

‘ - ) 14
Hydrolyse par la carboxypeptidase Y de la fibre - glucosamine C |

Puisque l'extrémité C terminale des chaines polypeptidiques
de la abre semi:le etre impligquéedans l'intéraction avecmla base,
nous avons traité a la carboxypeptidase Y la fibre marquée ala
glucosamine 140. Le gel de polyacrylamide-SDS montre
le changement de poids moléculaire des chanes polypeptidiques,
mais le marquage persiste. Les chafnons glycanniques ne seraient
pas localisés au voisinage de l'extrémité C terminale des
chammes @u moins, pas dans les 20 & 30 résidus d'acides aminés
de la chaime polypeptidique ) et n'interviendraient pas directement

dans l'assemblage avec la base,

Une autre question était de savoir si la fibre non glycosylée
était capable de s'assembler, Nous avons alors étudié la syn-
theése des antigénes viraux par des cellules infectées en présence

de Tunicamycine
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Figure 9 : Comparaison deé peptides marquég & la glucosamine 14C, prove-
nant de la digestion enzymatique de la fibre des antigénes solubles
(Fl) et de la fibre du penton (Fp). Les enzymes utilisés sont la
' chymotrypsine (CT) et la protéase de S, Aureus V8 ; aux doses de

0,05 pg, 0,1 pg et 0,25 pg. Gel polyacrylamide (20%)~SDS.
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Nous avons ajouté dans le milieu de culture des cellules
HelLa infectées par l'adénovirus 2, de la tunicamycine, i
différents temps de l'infection et & différentes doses, La
tunicamycine est un antibiotique inhibiteur de 1a glycosylation
(TAKATSUKI et TAMURA, 1971 ; SCHWARTZ et al,, 1976), Flle |
inhibe spécifiquement la N glycosylation,

La tunicamycine a été ajoutée 3 1 heure, 8 heure et
19,30 heure aprés infection, aux doses de 2,5 pa/ml et
5 }Jg/ml. 50 uCi de glucosamine 3H est ajoutée a la 21éme heure
apréé, I'infection, Les cellules sont receulllies & la 24&me heure
La radioactivité des différents échantillons est rapporté e dans
le tableau 1{20 pl de chaque échantillon sont precipités au TGA et déposé

sur filtre pour le comptage.)

Tm ajoutée a:

2, 5ug/ml S5ug/ml
cellules non infectées 17154 cpm

_‘Eﬁ " témolin sans tunicamycine 10403 cpm

5

P 1h post infection 2913 cpm 2134 cpm
a Tm ajoutée 8 h post infection 3781 cpm 4177 ecpm
= 20 h post infection 8256 cpm 9756 cpm
I “ :

)

Tableau 1 :
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L'incorporation de la glucosamine radioactive, par rapport
aux cellules témoins infectées en absence de tunicamycine, est

réduite de :

- 4 fols, quand la tunicamycine est ajoutée a la premiére
heure post-infection, .

- 2,5 fois,quand elle est ajoutée & la 8éme heure (c'est. a.
dire éu début de la phase tardive).

- 1,2 fois,quand elle est ajoutée a la 20éme heure post-infection,

L'autoradiographie du gel montre une diminution de la
radiocactivité au niveau de la fibre. L'inhibition
de la glycosylation de la fibre de 1'adénovirus 2 par la tunicamycine
est donc fonction de la péricde du cycle viral, L'antibiotique est
beaucoup plus efficace quand il est ajouté au début de 1'infection.

Il est impossible de dire si la réduction de la glycosylatioh de -

la fibre est due :

~ & un effet direct de la tunicamycine sur la glycosylation
de la fibre. Dans ce cas, la durée de 1'action de la
tumicanycine intervient,

-3 une conséquence de la non-glycosylation de la protéine
précoce glycosylée, la E 19 K,ou de pfotéines cellulaires

- ou si l'absence d'effet de la tun icamycine sur la glyco-
sylation de la fibfe apreés la 8éme heure n'est pas due,
simplement’é un changement de la perméabilité de la

membrane cellulaire au cours de 1'infection.

L'analyse en éléctrophorése bidimensionnelle de ces éxtraits
permet g'observer la formation du penton. Le taux de penton complet
est & peu prés constant par rapport a l'extrait obtenu, en absence
de tur ycaMycine, méme quand celle-ci est ajoutée A la premiére
heure aprés infection : la fibre semble donc capable de s'assembler

en présence d'un inhibiteur de la N glycosylation,



Production des antigénes a 32° C
HX BP P T Phénotype
: a 39°
Ad,wt +++ + ++ o+ (wWT)
H2 ts 125 +++ + ++ + F (=)
H2 ts115 +4++ - +++ + ++ F (-)
H2 ts 104 +++ + ++ ++ P (=)
Tableau 2

Comparaison du profil des extraits cytoplasmiques
de cellules infectées par différents mutants obtenus par

immuno-éléctrophorése bidimensionnelle,

On constate que, méme a température permissive
(32°), le penton du H2 ts 115 s'assemble mal et que pour
le H2 ts 125, il y a peu ou pas de fibre synthétisée en

exces.

o
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DiscussionJ

Le penton est. l'un des composants majeurs de 1'adénovirus (VALENTINE,
PEREIRA, 1965),0n le trouve dans le virion et 3 1'état "soluble". c'est a dire

non incorporé dans les particules virales -

Dans les fractions cytoplasmiques des cellules infectées par le virus
de type sauvage, I'analyse immuno-éléctrophorétique bidimensionnelle révéle
l'hexon, le penton complet (base + fibre), la base du penton et la fibre &
1'état libre, La fibre et la base du penton pourraient donc s'assembler en

penton dans le cytoplasme,avant d'étre transprotées au noyau

Nous avons, dans les mémes conditions, infecté des cellules & 32°,
température permissive, par des mutants thermosensibles fibre (-) (H2 ts 115
et H2 ts 125), ou par des mutants pour lesquels le taux de fibre et de base
sont diminuées, le H2 ts 104 (penton (-)). Les fractions cytoplasmiques de
ces cellules sont comparées avec celle obtenue aprés infection par ie virus

de type sauvage, Un tableau comparatif est présenté (tableau 2),

La reponse - des cellules infectées par le H2 ts 104 est & peu prés

identique a celles infectées par le virus de type sauvage.

Dans les fractions cytoplasmiques des cellules infectées par le
H2 ts 115, on observe une accumulation de la base du penton libre. Le pic
est large et hétérogéne Ceci correspond vraisemblablement & une degradation
de la base. La base est une protéine fragile, facilement protéolysée. La
base du H2 ts 115, mé&me & une température permissive serait encore plus
fragile que celle du type sauvage. Le taux de fibre synthétisée est comparable
a celui des extraits des cellules infectées par le virus de type sauvage.

, L'aptitude de ces deux protéines & é'assembler semble plus faible que celles

du virus de type sauvage.

Les cellules synthétisent moins de fibresquand elles sont infectées par
le H2 ts 125, que lors de l'infection par le virus de type sauvage, La fibre du
- H2 ts 125 est parfols synthétisée en défaut par r apport au taux de base du
penton : il n'y a pas de fibre libre, celle-ci se trouve entiérement assemblée °

en penton, L'assemblage entre la base et la fibre du H2 ts 125 semble aussi



Extraits obtenus a Extraits obtenus a
32° 39°
Addition de Addition de Addition de * Addition de
Fwt ‘ BP125 Fwt BP125 ,
(1 c/ Wr - + - +
(2) N/WT - + - +
(1) CAs 125 z + o+
(2) N/ts 125 - +
(1) C/ts 115 - | + +
(2) N/ts 115 - +
(1) C/ts 104 - + +
(2) N/ts 104 - +
Tableau 3

Incubation "in vitro" dans les extraits de

.

cellules infectées par le virus de type sauvage
ou par les mutants H2 ts 125,‘ H2 ts 115 et H2 ts 104,

par addition d'un excés de base du penton (BPle)

ou de fibre (Fwt).

(1) C : cytoplasme des cellules infectées

(/n\\\\

W (2) N : noyau des cellules infectées

N
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efficace que pour le virus du type sauvage, en dépit du fait que la chaine
polypeptidique unitaire de la fibre de ce mutant soit de plus faible poids
moléculaire que celle du type sauvage (D'HALLUIN et al., 1979).

Dans les extraits nucléaires des cellules infectées & 32°, on ne
retrouve pas ou trés peu de penton complet, L'infection des cellules est
arrétée a la 72éme heure (ceci correspond a une infection de 24 h 3 37°)
pour obtenir une synthése maximum des composants solubles, avec une .in-
corporation minimum dans le virus., Il n'y a pas de penton complet bien que la
base du penton et la fibre soient en excés, Plusieurs explications sont

possibles :

- soit une fuite préférentielle ,du penton non incorporé dans le virus,
du noyau vers le cytoplasme,lors du fractionnement cellulaire, ce qui

semhle peu probable ,

- soit une accumulation du penton dans le cytoplasme,avant un
transport massif plus tardif dans le cycle viral, Cependant nous
n'avons jamais observé de différences significatives dans les taux

de penton du cytoplasme au cours de la phase tardive du cycle,

- soit, plus vraissemblablement, une incorporation rapide dans les

virions intranucléaires des pentons transportés au nucléoplasme,-

En faveur de cette hypothése, plaide le fait que 1'on trouve du
penton dans les intermédiaires d'assemblage trés précoces, comme
les particules sans DNA, de densité 1,315 en CsCl (D'HALLUIN et
al,, 1978). Le penton ne vient pas réaliser la "fermeture" de la
capside de l'adénovirus. Il est présent au stade de la morphogénése '
et il semble bien que la capside recoive son contenu en DNA par un
orifice, situé sur une face de l'icosaédre (LEMAY et BOULANGER,

communication personelle),

Pour évaluer la capacité de la base du penton et de la fibre, synthé-
. tisées en excés lors de l'infection, & s'assembler en p%nton, nous avons
ajouté. a ces extraits soit de la base du penton purifiée du H2 ts 125, soit

de la fibre|FPwt)(tableau 3).

La base BP125, ajoutée aux différents extraits,cytoplasmiques ou
nucléaires, obtenus a 32°, s'assemble avec la fibre excédentaire de ces

extraits, Cet assemblage est observé aussi dans l'extrait de cellules
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infectées par le H2 ts 115, pour lequel 1'assemblage des deux protéines
semble "in vivo" plus difficﬂe que pour les autres virus étudiés, Le
défaut d'assemblage en penton du H2 ts 115 pourrait provenir d'une modifi-
cation de la base, qui semble plus sensible & la dégradation gque celle du
virus du type sauvage. L'addition de fibre de type sauvage dans ces mémes

extraits n'augmente pas . , la quantité de penton complet de 1'extrait,

Dans les extraits cytoplasmiques, en général, la base excédentaire est
en faible quantité par rapport au penton, et ne s'assemble pas apré s addition
de fibre, sauf dans les extraits cytoplasmiques du H2 ts 125 pour lesquels
il n'existe ;;as de fibre libre. Dans ce cas, la base semble &tre synthétisée

en excés et peut &tre assemblée,

Dans les extraits nucléaires, la base du penton, plus abondant e que
dans l'extrait bytoplasmique, ne s'assemble pas non plus avec la fibre
ajoutée. Puisque dans ces extraits : (1) il existe un exc@s de base et de
fibre ; (2) que la fibre en excés est capable de s'assembler en présence de
la base du H2 ts 125 ; (3) et que la base ne s'assemble pas avec un surplus
de fibre du virus du type sauvage, la base de l'extrait pourrait &tre respon-

sable de ce non-assemblage.

La base du pentbn des extraits de cellules infectées par le H2 ts 125 et

H2 ts 104 & 39° est capable de s'assembler aprés addition dans l'ext}ait,

de la fibre, Cecli exclut l'hypothése de dégradation de la base au cours du
fractionnement cellulaire pour expliquer le non assemblage de la base obtenue

a 32°, Il semble que toute la base capable de s'assembler A température
permissive est assemblée, et que la base libre soit modifiée et devienne
incapable de s'assembler. En outre, une modification de la base pourrait peut-étre
expliquer la différence de migration observée entre la base des extraits obtenus &
"?’20 et celle des extraits obtenus & é9° :la base des extraits 4 39° migre

plus loin vers 1'anode (fig. 10 ) en immuno.éléctrophorése bidimensionnelle,

La base du penton du H2 ts 125,obtémue 4 39° et la fibre du virus du type
séuvage,purifiées, s'assemblent en penton par incubation du mélange des deux
protéines,d 4° pendant 20 heures(pour permettre un maximum d'assemblage )

En modifiant le pH et la force ionique du milieu d'incubation,on n'observe
aucune modification du taux d'assemblage, ce qui suggére gu'il s'agit d'une
reconnaissance de sites protéiques ou interviennent peu les acides aminés &
groupements ionisables. La fibre traitée & la carboxypeptidase Y ne s'aseemble

plus, Elle reste antigénique puisqu'elle est révélée en immuno_éle'ctrophorése



133

Figqure 10 : Différence de migration en immuno-éléctrophorése de la base
du penton du virus du type sauvage a) et de celle du mutant H2 ts 125,
obtenue 3 39°Q.La premiére semble incapable de s'assembler avec un

exces de fibrel tandis que la seconde s'assemble,
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bidimensionnelle. En gel de polyacrylamide,on voit que cet'te fibre a perdu

un fragment de chatne polypeptidique,de 2000 a 3000 de poids moléculaire.
Ce peptide pourrait etre indispensable A l'assemblage et pourrait contenir

la partie de la fibre qui mteragit avec la base, Ceci semble eétre confirmé

par 1@ cinétique d'hydrolyse du penton complet et du penton dissocié au DOC,

par la carboxypeptidase Y. La vitesse de dégradation de la base par 1'enzyme

est la méme que le penton s‘oit dissocié ou non, en DOC, Mais celle de la

fibre est beaucoup plus rapide (dés la 2éme heure) quand le penton est

dissocié.La base du penton dans le penton complet,semble donc protéger la
fibre de 'action de l'enzyme et celfe cin‘est dégradéé gu'au bout de “

24 heures a 37°. L'extrémité C terminale des chaines de la fibre contiendrait
donc la séquence d'acides aminés qui assure - l'assemblage avec la base,
probablement au niveau de la cavité centrale, vue au microscope électroniq‘ue

(PETTERSSON, HOGLUND, 1969 ; BOUDIN et al., 1979),

Cette extrémité C terminale ne semble pas conténir de chafnons
g‘lycannique}}:la fibre marquée a la glucosamine 140, traitée a la carboxypepQ
tidase Y, reste radioactive malgré une perte de 2000 3 3000 de poids molé-
cuiaire. La partie glycanniquene semble pas intervenir dans l'assemblage entre

la base et la fibre.

De plus, 1'addition de tun ican!yéine,dans le milieu de culture des cellules
infectées n'empéche pas l'assemblage de la fibre avec la base du penton,
meéme gquand l'antibiotique est ajouté au stade précoce de l'infection, Ceci
suggére que les résidus de sucre n'interviennent probablement pas dans
1'assemblage : ni dans le site d'assemblage, ni comme signe de reconnaissance

des fibres capables de s'assembler.

Nous avons alors comparé les peptides radioactifs, obtenus par digestion
par la chymotrypsine ou par la protéase de S, Aureus V8, de la fibre libre et
de la fibre du penton, marquées a la glucosamine 140. Les meémes peptides -
sont obtenus, Il y aurait donc le méme nombre de sites de glycosylation

dans les 2 cas,

L'effet de la tun icamycine sur le marquage de la fibre fait penser que
la liaison sucre-protéine est de nature N glycosydique. La liaison N glycosidique

est retrouvée généralement dans les glycq,ptotéine_s virales, Pour vérifier



BP125 BP1 15
Fwt + -
Fios - NT*
Tableau 4

Assemblage "in vitro" du pentpn par incubatiqn de
la base du penton et de la fibre purifiée, La base du penton
est extraite des composants solubles du H2 ts 125 ou du
H2 ts 115, obtenus a températlure non permissive (39° )

La fibre est purifiée des composants solubles du virus
de type sauvage cultivé a 37° ou du H2 ts 125, cultivé
a température permissive (32°),

% NT : Non Testé
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la nature de cette liaison, nous avons étudié en milieu alcalin la stabilité

de cette liaison, Différentes concentrations de soude sont employées,

variant de 1 mN & 500 mN, Les échantillons sont laissés 1 h &4 37°. En gel

de polyacrylamide-SDS, on constate que la radioactivité due a la glucosamine
de la fibre marquée disparait A la méme vitesse que la radioactivité polypepti+:
dique., L'hydrolyse de la partie glycamique ne semble pas eétre favorisée par
rapport A l'hydrol}}se de la chaine protéique. Ceci confirmerait une liaison

N glycosidique. La labilité en milieu alcalin de la chatne protéique de la

fibre peut s'expliquer par sa richesse en sérine et thréonine (22% au total).

“In vitro", hors des extraits cellulaires, on observe 1'assemblage en.
penton de la base et de la fibre, purifiées. Les résultats des incubations faites
avec différentes bases et différentes fibres sont résumées dans le tahleau 4.
L'assemblage en penton est obtenu avec la fibre du virus du type sauvage et
la base du penton du HZ ts 125, mutant pour lequel la formation du penton,a
32° est normale comparativement au. taux du penton des composants solubles
du virus de type sauvage. La base du H2 ts 115 purifiée ne s'assemble pas
avec la fibre du virus du type sauvage. Ceci confirme la mauvaise capacité

~

de cette base & s'assembler méme "in vivo", a température permissive.

La fibre du H2 ts 125 a été purifiée. Elle ne s'assemble pas "in vitro"
avec la base extraite des composants solubles du H2 ts 125, "[n vivo" 1l'as-
semblage a lieu Imais cette fibre a perdu une vingtaine d'aclides aminés par

rapport a la fibre du sauvage,

Toutes ces expériences n'excluent pas la possibilité d'existence d'un
facteur nécessaire a l'assemblage de la base et de la fibre,ou au maintient

de la structure assemblée,

Si ce facteur existe, il serait élué avec la fibre ou avec la base, au
cours de leur purification bien qu'il ne. soit pas visible en gel de polyacry-
lamide-SDSOn ne peut pas dire non plus, si la base libre des e xtraits
cellulaires ne s'assemble pas parce qu'elle est modifiée ou si la base est -

dégradée parce que non assemblée,

L'assemblage de la base et de la fibre a été suivi par immuno~gléctro-
phorése bidimensionnelle,méthode qui permet de détecter directement la for-
mation de penton. L'autoradiographie de plaques sur lesquelles est déposée
de la fibre radioactive , incubée avec de la base ou avec un extrait cellulaire non

marqué, montre de la radioactivité au niveau du pic du penton, et donc la
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formation de nouvelles molécules, Par autoradiographie de gel polyacrylamide-SDS ,

on voit que les immun-complexes formés par incubation d’anticorps-antibasesde
penton avec ces extraits, au préalable incubés avec la fibre entrafnent de la

fibre marquée., Ceci est une nouvelle preuve de 1l'assemblage,



-CONCLUSION .

137



Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a deux des protéines de
I'apex de la capside : le IIla et la base du penton, et a |'assemblage de la

base avec la fibre.

A

Nous avons isolé le IITa a partir du virus mature, et A partir des compo-
sants solubles du virus. Le Illa est une protéine monomérique de 65 500 daltons, Le
IITa est sous forme arrondie & 1'état isolé, mais sa forme est probablement
“plus allongée quand il est inséré dans la capside, expliquant les
différences d'antigénicité du Illa observées entre les intermédiaires d'assemblage o}
les particules matures . Le IIla se trouve au voisinage des hexons péripentonaux
du V du VII, et peut &tre du IVa2. Il ya une molécule de IIla par sous.unité de base du
penton ., Le IIla dé_rive d'un précurseur: le PIIla,de 67 000 daltons de poids
moléculaire. Chez des mutants bloqués,dans 1'assemblage du virus, au stade
d'intérmédiaires,ne renfermant pas de DNA (H2 ts 4 et H5 ts 58) ou ‘seulement un frag.
ment (H2 ts 112), il y a peu d'antigéne IIla & température restrictive, Le

IIla pourrait jouer un réle dans la maturation du virus,

La base du penton a été purifiée 3 partir des composants solubles
d'un mutant , le H2 ts 125 ou le H2 ts 115, obtenus a température restrictive
Elle est constituée de 5 sous-unités de 85 000, ce qui lui confére un poidé

théorique de 425 000. L'extrémité N terminale de ses chafthes semble bloquée
par N acétylation,

Ces deux protéines : le IIla et la base du penton sont antigéniques
mais ni l'une, ni 1'autre n'induisent la formation d'anticorps neutralisant
le virus, bien que de tels antigénes soient localisés au niveau del'apex de

la capside (PHILIPSON, PETTERSSON, 1973).

La base du penton des composants solubles du virus est trouvée princi-
palément sous sa forme assemblée, L'assemblage entre la base et la fibre
se fait probablement dans le cytoplasme, avant transport aux .noyaux comme
le montre le fractionnement cellulaire. Il dépendrait peu du pH ou de la
force ionique du milie'{}. L'extrémité C terminale de la fibre' serait impliquée

dans l'assemblage avec la base,

[ » - »
Le taux de l'assemblage in vivo et in vitro dépend de l'origine des
protéines :si elles proviennent du virus du type sauvage ou de mutants,

"Puisqu'on observe des variations dans la reconnaissance des sites pour
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1'assemblage en penton parmi les mutants d'un seul type de virus,il serait
intéressant d'étudier !'assemblage entre la base du penton de l'adénovirus 2
et la fibre de virus d'un type différent, et méme d'un sous broupe différent,
Par blocage de certains acides aminés,on essalera de déterminer les résidus
impligués dans l'assemblage du- penton, Une étude plus poussée devrait
.nous permettre de déterminer si 'assemblage de la base et de la fibreb dépend

ou non d'un facteur d'assemblage viral ou viro-induit,
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