
ho ~ ' O T ~ T C  G O A  pri-sentée a 

LgUniversite des Sciences et Techniques da Lille 

pour l'obtention du grade de 

DOCTEUR ES SCIENCES 

ANALYSE STRUCTURALE 

DE L'ADENOVIRUS HUMAIN 

le 28 octobre 1983 devant l e  Jury rompos2 de : 



Ce t r a v a i l  a &té r k a l i s é  : 

A L i l l e  

Au Labora to i r e  d e  Vi ro log ie  Molécula i re  , INSERM U 233* 

A Grenoble 

A l ' I n s t i t u t  Max Von Laüe e t  Paul  Langevin, 

Au Labora to i r e  Européen d e  Bio log ie  Moléculaire. 



Messieurs Montreuil,Hirth,Loucheux, 

vous m'avez fait l'honneur de juger cette thèse et 

je vous en remercie. 

Monsieur Pierre Boulanger, 

vous m'avez accueillie dans le Nord et vous mgaveh 

initiee à la virologie , puis vous m'avez encouragee à 
m'intéresser aux techniques physiques + Pour tout cela , 
aussi bien que pour vos conseils permanents et la grande 

liberté que vous m'avez laissée pour la conduite de ce 

travail,soyez profondément remercié, 

Monsieur Bernard Jacrot, 

avec patience vous avez guidé la biochîmiste que 

je suis parmi les physiciens ; votre enthousiasme et vos 

encouragements m b n t  constamment soutenue tout au long de 

ces années de rechercheseMerci, 



Ce travail est le résultat d'un effort d'équipe L I  

n'aurait pas été possible sans le concours de 

Carmen Berthet-Colominas 

Peter Timmins 

merci à tous deux pour votre cohlaboration efficace 
et sympathique, 

Aux équipes des laboratoires de Lille et Grenoble , 

merci infiniment pour votre aide amicale. 



L ' o b j e c t i f  d e  ce t r a v a i l  e s t  d e  c o n t r i b u e r  à i f a n a l y s e  

d e  l a  s t r u c t u r e  d e  l l a d é n o v i r u s  humain e n  u t i l i s a n t  

e s s e n t i e l l e m e n t  l e s  t e c h n i q u e s  d e  d i f f u s i o n  d e  n e u t r o r , ~  e t  d e  

r a y o n s  X ,  e n  a s s o c i a t i o n  a v e c  l a  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  e t  

l e s  m é t h o d e s  b i o c h i m i q u e s  c l a s s i q u e s ~  

En p r e m i è r e  p a r t i e ,  n o u s  r é s u m e r o n s  l e s  c o n n a i s s a n c e s  

a c t u e l l e s  s u r  l e  m a t é r i e l  é t u d i é ,  l ' a d é n o v i r u s ,  e t  nous  

t e n t e r o n s  d ' e x p o s e r  l e s  p r i n c i p e s  t h é o r i q u e s  e t  l e s  d o m a i n e s  

d ' a p p l i c a t i o n  d e s  t e c h n i q u e s  u t i l i s é e s .  

La s e c o n d e  p a r t i e  sera c o n s a c r é e  à l a  p r e s e n t a t i o n  d e  

n o s  r é s u l t a t s :  d e t e r m i n a t i o n  du p o i d s  m o l é c u l a i r e  d e  deux 

p r o t é i n e s  ( l a  f i b r e  e t  l a  b a s e  du p e n t o n ) ,  p u i s  é l a b o r s t i o n  

d ' u n  m o d è l e  s t r u c t u r a l  du v i r u s ,  



Les  t r a v a u x  e x p o s e s  dans  c e  mémoire f o n t  r é f é r e n c e  

i m p l i c i t e  à d ' a u t r e s  t r a v a u x  p e r s o n n e l s  p l u s  a n c i e n s  p o r t a n t  

s u r  l a  s t r u c t u r e  d e s  composan t s  de  l ' a d é n o v i r u s  e t  q u i  n k n t  

p a s  é t é  i n c l u s  i c i :  

1 ,  l s o l a t i o n  and c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  a  s l o w - m i g r a t i n g  c l a s s  

o f  a d e n o v i r u s  t y p e  2  hexons ,  

B o u l a n g e r ,  P , ,  Devaux, C o  e t  Lemay, Pq 

V i r o l o g y  (1978)  fi, 456-468. 

2, Compara t ive  o p t i c a l  p r o p e r t i e s  o f  f r e e  a n d  a s sembled  

hexons  capsomeres  o f  a d e n o v i r u s  t y p e  2, 

B o u l a n g e r ,  P z ,  Devaux, C r  e t  Loucheux, M I H *  

FEBS l e t t e r s  ( 1 9 7 8 )  85, 52-56, 

3, R e a c t i v e  s e r i n e  i n  human a d e n o v i r u s  p o l y p e p t i d e *  

Devaux, CI e t  Bou lange r  Pu 

V i r o l o g y  (1980)  102 ,  94-106, 

Les  t r a v a u x  e x p o s é s  o n t  f a i t  l ' o b j e t  d e s  p u b l i c a t i o n s  

s u i v a n t e s :  

4, M o l e c u l a r  we igh t  o f  a d e n o v i r u s  t y p e  2  capsomers ,  A new 

c h a r a c t e r i z a t i ~ n ~  

Devaux, C e ,  Z u l a u f ,  M. ,  B o u l a n g e r ,  P, e t  J a c r o t ,  B* 

J q  Mol, B i o l ,  ( 1 9 8 2 )  156, 927-939- 

5" N a t i v e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a d e n o v i r u s  p r o t e i n s :  on t h e  

o l i g o m e r i c  s t r u c t u r e  o f  t h e  f i b e r ,  

B o u l a n g e r ,  P, e t  Devaux Ce 

Biochem, Biophys* Resc Commun, ( 1 9 8 3 )  110, 913-918. 

6, S t r u c t u r a l  s t u d i e s  o f  a d e n o v i r u s  t y p e  2  by n e u t r o n  and  

X-ray s c a t t e r i n g .  

Devaux, C I ,  Timmins, PqA, e t  Be r the t -Co lominas ,  C I  

J ,  Mol. B i o l .  ( 1983)  166 ,  119-132c 

7, C r y s t a l  Pack ing  and s t o i c h i o m e t r y  o f  t h e  f i b r e  p r o t e i n  

a d e n o v i r u s  t y p e  2,  

Devaux, C I ,  Be r the t -Co lominas ,  C a ,  Timmins, Pa ,  

B o u l a n g e r ,  PI e t  J a c r o t ,  B1 

J e  Mol, B i o l ,  soumis  à p u b l i c a t i o n ,  



Abréviations 

Virus ----- 
TBSV Virus du rabougrissement buissonneux de la tomate* 

TYMV Virus de la mosalque jaune du navet, 

SBMV Virus de la mosaïque du haricot du sud. 

STNV Satellite du virus de la necrose du tabacl 

SV40 Virus de singe 

Cellules -------- 
AGMK Cellule de rein de singe vert d'Afrique. 

HeLa Cellules poussant en lignée continue et provenant de 

KB cancers humains. 

Réactifs -------- 
DOC dèsoxycholate de sodium 

SDS dodécyl sulfate de sodium 

PEG polyéthylèneglycol . 

D,Oe densité optique 

P.M. poids moleculaire 

rPm rotation par minute, 
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LES V I R U S  --------- 

L e s  v i r u s  s o n t  d e s  p a r t i c u l e s  c o m p l e x e s ,  d e  t a i l l e s  

d i v e r s e s ,  c o n s t i t u é s  d ' u n e  s e u l e  s o r t e  d ' a c i d e  n u c l é i q u e  ( D N A  

ou R N A )  p r o t e g é  p a r  une  c o q u e  p r o t e i q u e  o u  c a p s i d e ,  Ils 

p e u v e n t  ê t r e  e n v e l o p p e s  ou  n o n ,  c o n t i e n n e n t  u n e  o u  p l u s i e u r s  

p r o t e i n e s  e t  p a r f o i s  d e s  s u c r e s  e t  d e s  l i p i a e s s L e u r s  c a p s i d e s  

s o n t  t o u j o u r s  f o r m é e s  d ' u n  g r a n d  nombre d e  m o l é c u l e s  

p r o t é i q u e s  i d e n t i q u e s  o r g a n i s é e s  e n  u n e  s t r u c t u r e  s y m é t r i q u e  

h é l i c o ï d a l e  ou  c u b i q u e  ( q u a s i - s p h é r i q u e )  

L e s  v i r u s  n e  p e u v e n t  s e  r e p r o d u i r e  q u ' e n  i n f e c t a n t  u n e  

c e l l u l e  v i v a n t e  ( v é g é t a l e , a n i m a l e  ou  b a c t é r i e ) .  Ce s o n t  d e s  

p a r a s i t e s  o b l i g a t o i r e s  q u i  d é t o u r n e n t  l e  mécanisme 

e n z y m a t i q u e  d e  l a  c e l l u l e  h ô t e  à l e u r  p r o f i t *  S i  l ' o n  e x c e p t e  

l e s  v i r o ï d e s  ( p e t i t e s  m o l é c u l e s  d ' a c i d e  n u c l é i q u e ,  

i n f e c t i e u s e s ,  s a n s  c a p s i d e s  p r o t é i q u e s ,  mises e n  é v i d e n c e  
d a n s  l e s  p l a n t e s )  l e s  v i r u s  p e u v e n t  ê t r e  c o n s i d é r é s  comme l e s  

p l u s  s i m p l e s  f o r m e s  de  v i e ,  L ' a c i d e  n u c l é i q u e  v i r a l  p o r t e  

l ' i n f o r m a t i o n  g é n é t i q u e  n é c e s s a i r e  à sa p r o p r e  r é p l i c a t i o n  e t  

à l a  s y n t h è s e  d e  s e s  p r o t é i n e s .  C e t t e  s i m p l i c i t é  e s t  

r e l a t i v e  car l a  s t r u c t u r e  e t  l a  morphogénèse  d e s  v i r u s  f o n t  

a p p e l  à d e s  p r o c e s s u s  t r è s  é l a b o r e s  , b i e n  q u e  n e t t e m e n t  

m o i n s  c o m p l e x e s  q u e  c e u x  r é g i s s a n t  l a  c e l l u l e  e u c a r y o t e *  

C 'es t  p o u r q u o i  l e s  v i r u s  s o n t  d e v e n u s  un o u t i l  t r è s  u t i l i s é  

p a r  l e s  b i o l o g i s t e s  m o l é c u l a i r e s :  a u s s i  b i e n  p o u r  c o m p r e n d r e  

l e s  m é c a n i s m e s  d e  l ' i n f e c t i o n  v i r a l e  elle-même , q u e  comme 

m o d è l e s  p o u r  l ' é t u d e  d e s  g è n e s  e t  d e s  s t r u c t u r e s  m o l 6 c u l a i r e s  

à l ' i n t é r i e u r  d e  l a  c e l l u l e  v i v a n t e ,  
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Tumora in Cell Transforming 
DN A DNA newborn transfor. region T-antigen HA 

Croup Types homology (5 G + CY hamsters  mations homology' group' group. Fdthogenicity and epidemiology 

A 12.18,31 48-698 within Low. High: tumors in 
group; 8-20% 47-49 most animal8 
with other types in 4 months 

B 3,7.11,14.16, 89-9446 within Inter- Weak: tumors in 
21 group; 9-209(. mediate, a few animal8 

withothertypes 49-52 in 4-18 
months 

C 1.2,5.6 99-1Wk within High, 51-59 Nil 
group; 10-16s 
with other types 

D R,9,10.13.15. 94-9% within High. 57-59 Nil, Ad9 indueefi 
17.19,20,22. m u p ;  4-17% mammary R- 
23,24,26,26, withothertypes broadenomas 
27,28,29,30 in ra ts  

E 4 4-23% with ather High Nil 
types 

+ 55-71% within A 3 R  A~xociated with upper respiratory infections and 
gruup; 2-7% iliarrher; irolnted from stools of ehildren. 
w;!h other types 

+ 85-99% within H lA.R Commun (3. 7 ) ;  n i d e r a t e  t o  severe infections; ARD 
group; 2- 129 epirlemicn nmony military recmits (7, a h  8. 14, 21; 
with i~tht,r  types "bail r-olds" and :ievere illness (7); summer 

pharyngoroi:ju~~:tiral fever (PCI?) Q. 7); pharyngitis 
(3, 7); febnle pneiimonia (3, n; acute hemorrhagic 
cystitis (11, occasionally 21); disrrbea (Ifi, 21). 

+ 98-100% wiiliiix C' Most comrnori iesp. P. 1); mild t o  severe Inteetions 
gr<iup; 1 - 157 of upper respiratoii  tract ;espcially nsaopharynx) 01 
with nther types iiifants siid rl~ildren: latent intaetions of lyrnphdd 

tissue; readily ibi>lated from ihroat %nd snal s w a b  
nf childreii. 

+ N.D. 1) 2A-F Ad8 and Ad19 commonly enuse epidemic 
keratoeonju:-.ci.i,r;tie [EKC); isolat& h m  ntoo1. 

? N.D. Slight revr- :IA ARD epidemicx in military recruitri; eaune of EKC, 
tion with aevere PCF anci r>i~aumonia. 
Ad8 7.2- 
Lumur .*rd 

Undeter- 32,33,.14,35 
mined 

TABLEAU 1 --------- 
Classification des adenovirus humains d'après Green et al, 
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LES ADENGVIRUS -------------- 

Les  a d é n o v i r u s  s o n t  d e s  v i r u s  a n i m a u x  r e g r o u p a n t  p l u s  de  

90  s e r o t y p e s  r e p a r t i s  d a n s  d i f f é r e n t e s  e s p è c e s  ( h u m a i n e ,  

b o v i n e ,  s i m i e n n e ,  o v i n e ,  c a n i n e ,  p o r c i n e ,  é q u i n e ) ,  Mis e n  

é v i d e n c e  p a r  Rowe e t  a l e e n  1953  d a n s  d e s  c u l t u r e s  d e  t i s s u s  

a d é n o ï d e s  p r é l e v 6 s  c h e z  de  j e u n e s  e n f a n t s ,  i l s  f u r e n t  i s o l é s  

p a r  l a  s u i t e  d a n s  l e s  a m y g d a l e s  e t  l e s  s é c r é t i o n s  

n a s o p h a r y n g é e s  d e  s u j e t s  m a l a d e s , m a i s  é g a l e m e n t  d a n s  l e s  

feces  d e  s u j e t s  apparemment  s a i n s  ( E n d e r s  e t  a l , ,  1956 ;  

P e r e i r a  e t  a l * ,  1 9 6 3 ) *  

La c l a s s i f i c a t i o n  d e s  31 s é r o t y p e s  humains  ( v o i r  t a b l e a u  

1) e s t  b a s é e  e n  p a r t i c u l i e r  s u r :  

- l ' h o m o l o g i e  d e s  s é q u e n c e s  d e s  d é s o x y r i b o n u c l é o t i d e s  d a n s  l e  

DNA v i r a l  ( G r e e n  e t  a l * ,  1 9 7 9 ) ;  

- l e  p o u v o i r  o n c o g è n e ,  c ' e s t  à d i r e  l a  p o t e n t i a l i t s  d ' i n d u i r e  

d e s  t u m e u r s  c h e z  l e s  h a m s t e r s  n o u v e a u - n é s ,  Ce p o u v o i r  

n ' e x i s t e  q u e  d a n s  l e s  s o u s - g r o u p e s  A e t  B (Huebner  e t  a l e ,  

1 9 6 5 ;  T r e n t i n  e t  a l , ,  1 9 6 2 ) ;  

- l a  p a r e n t é  a n t i g é n i q u e  d e s  p r o t é i n e s  i n d u i t e s  p a r  l e  v i r u s  

d a n s  l e s  c e l l u l e s  t r a n s f o r m é e s o  Tous  l e s  s é r o t y p e s  h u m a i n s  

s o n t  c a p a b l e s  d e  t r a n s f o r m e r  d e s  c e l l u l e s  d e  r o n g e u r s  i n  

v i t r o  (Mac A l l i s t e r  e t  a l . ,  1 9 6 9 ) ;  

- l ' a g g l u t i n a t i o n  d e s  é r y t h r o c y t e s  i n  v i t r o  ( R o s e n ,  19601 ,  

P l u s i e u r s  s o u s - g r o u p e s  d i s t i n c t s  e x i s t e n t  du p o i n t  d e  

v u e  b i o l o g i q u e ,  mais t o u s  l e s  a d é n o v i r u s  p r é s e n t e n t  d e  

g r a n d e s  s i m i l i t u d e s  d e  s t r u c t u r e  e t  d ' o r g a n i s a t i o n :  i l s  n e  

s o n t  p a s  e n v e l o p p é s  e t  l e u r  c a p s i d e  , d e  s y m é t r i e  i c o s a e d r i q u e  

( f i g u r e  1 ) ,  p r o t è g e  un DNA d o u b l e  b r i n ,  I l s  s e  r e p r o d u i s e n t  

f a c i l e m e n t  d a n s  d e s  c e l l u l e s  p o u s s a n t  e n  l i g n é e  c o n t i n u e  ( K B  

ou HeLa) ,  s p é c i a l e m e n t  l e s  s e r o t y p e s  2 e t  5 du s o u s - g r o u p e  C 7  

, L a  d é g r a d a t i o n  douce  du  v i r i o n  p e r m e t  d ' o b t e n i r  d e s  

s o u s - s t r u c t u r e s  s t a b l e s  q u i  o n t  a i d e  à l l a a n l y s e  t o p o l o g i q u e  * ,, * 
d e s  c o m p o s a n t s  v i r a u x , D e  p l u s ,  u n  c e r t a i n  nombre d e  m u t a n t s  

t h e r m o s e n s i b l e s  e t  d e  d é l é t i o n  o n t  6 t é  i s o l & s  e t  

c a r a c t é r i s é s :  i l s  c o n t r i b u e n t  à 1 1 6 t u d e  d e  l a  m o r p h o g é n è s e  

v i r a l e *  



F i g u r e  1 

,hi+ a. f i d é n o v i r u s  d e  t y p e  2 o b s e r v 6  e n  m i c r o s c o p i e  é l e i : t n c n i q u e .  
, CILLiE,. 
b* (x 216000 1 

b* Schéma d ' u n  a d é n o v i r u s  e t  d e s  c o n s t i t u a n t s  m a j e u i s  de  l a  

c a p s i d e  ( d ' a p r è s  P h i l i p s o n  e t  P e t t e r s s o n ,  1 9 7 3 ) *  
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D e p u i s  l e u r  d e c o u v e r t e  l e s  a d e n o v i r u s  o n t  d o n c  é t é  
l a r g e m e n t  é t u d i é s ,  t a n t  p o u r  l e u r  s t r u c t u r e  q u e  p o u r  l e s  

i n t é r e s s a n t s  p r o b l è m e s  q u e  p o s e  l e u r  r e p r o d u c t i o n .  

De n o m b r e u s e s  r e v u e s  g é n é r a l e s  e x i s t e n t *  L e s  p l u s  

r é c e n t e s  s o n t :  

- S t r u c t u r e  d e s  p r o t é i n e s :  G i n s b e r g ,  1979, 

- O r g a n i s a t i o n  e t  e x p r e s s i o n  d e s  g è n e s :  F l i n t ,  1980;  Herissé,  

1982,  

- T r a n s c r i p t i o n :  Lemay, 1 9 7 8 ;  P h i l i p s o n ,  1979,  

- G é n é t i q u e :  D ' H a l l u i n ,  1980. 

- T r a n s f o r m a t i o n :  P e r r i c a u d e t  e t  a l , ,  1981* 

- R e l a t i o n  c e l l u l e  h ô t e - v i r u s :  B o u l a n g e r  e t  Lonberg-Holm, 

1 9 8 1 ;  B o u l a n g e r  e t  P h i l i p s o n ,  1981, 

1 s  ORGANISATION DE LA CAPSIDE ............................. 

l e  A r c h i t e c t u r e  d e  l a  c a p s i d e  d e s  v i r u s ;  c a s  d e  l ' a d é n o v i r u s ,  ............................................................. 

La c a p s i d e  d e s  v i r u s  a p o u r  f o n c t i o n  d e  p r o t é g e r  l ' a c i d e  

n u c l é i q u e .  E l l e  d o i t  d o n c  s e  p r e s e n t e r  comme u n  s y s t è m e  c l o s  

i m p é n é t r a b l e ,  e n  p a r t i c u l i e r  p a r  l e s  enzymes d e  d é g r a d a t i o n ,  

En 1 9 5 6 ,  C r i c k  e t  Watson f o n t  l q h y p o t h è s e  q u e  l a  c a p s i d e  

v i r a l e  e s t  c o n s t i t u é e  d ' u n i t é s  i d e n t i q u e s  q u i t  s ' a u t o -  

a s s e m b l e n t  e n  une  s t r u c t u r e  o b l i g a t o i r e m e n t  s y m é t r i q u e  

p o s s é d a n t  d e s  l i a i s o n s  é q u i v a l e n t e s *  La c o n s t r u c t i o n  d ' u n  

v i r u s  à p a r t i r  d ' u n  g r a n d  nombre d ' u n i t é s  i d e n t i q u e s  l i m i t e  

l e  nombre  d e  s t r u c t u r e s  fermées u t i l i s a b l e s  e t  p a r  c o n s é q u e n t  

l e  nombre  d e  gènes .  La s t r u c t u r e  l a  mieux a d a p t é e  p o u r  l a  

c o n s t r u c t i o n  d e s  v i r u s  d q a p p a r e n c e  s p h g r i q u e  e s t  l ' i ~ o s a è d r e ~  - 
C'es t  l e  p l u s  g r a n d  p o l y è d r e  r é g u l i e r  q u i  e x i s t e .  I l  a  20 

f a c e s  t r i a n g u l a i r e s  e t  12 s o m m e t s , e t  p o s s è d e  t r o i s  t y p e s  

d ' a x e  d e  s y m é t r i e :  o r d r e  5 a u x  sommets ,  3 e t  2 s u r  l e s  f a c e s  

e t  l e s  arê tes .  I l  e s t  p o s s i b l e  d e  m e t t r e  5 s o u s - u n i t é s  

p r o t é i q u e s  a u t o u r  d e  c h a c u n  d e s  douze  sommets ,  s o i t  a u  t o t a l  

60 s o u s - u n i t é s  q u i  s o n t  t o u t e s  d a n s  l e  même e n v i r o n n e m e n t +  Or 



F i g u r e  2 -------- 
Nombre d e  t r i a n g u l a t i o n  

@ 1. I c o s a è d r e  d e  b a s e  I = 1 p r é s e n t a n t  s a s  3 t y p e s  a de 

s y m é t r i e  ( 5 , 3 e t  2 1, 
2, Deux e x e m p l e s  d e  s u b d i v i s i o n  d ' u n e  face p a r  t r i a n g u l a t i n n s  

s u c c e s s i v e s  : 

a* T = 1 ,  4 ,  9 ,  16 e t  2 5  

b. T = 3, 12  e t  27, 

( d ' a p r è s  M a r t i n , 1 9 7 8 )  
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l a  p l u p a r t  d e s  v i r u s  o n t  p l u s  d e  60 s o u s - u n i t é s *  P o u r  l e s  

e x p l i q u e r ,  C a s p a r  e t  Klug  e n  1962 p r o p o s e n t  l a  t h é o r i e  d e  l a  

w q u a s i - é q u i v a l e n c e n e  Dans c e r t a i n s  a r r a n g e m e n t s ,  l e s  s o u s -  

u n i t e s  p e u v e n t  a v o i r  p r e s q u e  l e  même e n v i r o n n e m e n t  l o c a l  e t  

f o r m e r  d e s  l i a i s o n s  q u a s i - é q u i v a l e n t e s  a v e c  l e u r s  v o i s i n e s *  

P o u r  a u g m e n t e r  l e  nombre d e  s o u s - u n i t é s  à l a  s u r f a c e  d ' u n e  

c a p s i d e  c o n s e r v a n t  l a  s y m é t r i e  i c o s a é d r i q u e ,  c h a c u n e  d e s  20 

f a c e s  p e u t  se  s u b d i v i s e r  d e  f a ç o n  à c r é e r  l o c a l e m e n t  d e s  

pseudo-sommets  d ' o r d r e  6, L e s  n o u v e l l e s  f a c e s  o n t  t o u t e s  l a  

même s u r f a c e ,  m a i s  p a s  t o u t  à f a i t  l e  même e n v i r o n n e m e n t *  La 

f i g u r e  2 m o n t r e  comment p e u t  se  f a i r e  c e t t e  s u b d i v i s i o n  p a r  

t r i a n g u l a t i o n s  s u c c e s s i v e s l  Chaque v i r u s  e s t  d é f i n i  p a r  un 

nombre  d e  t r i a n g u l a t i o n  ( T ) ,  

La s t r u c t u r e  i c o s a é d r i q u e  a é t é  v é r i f i é e  s o i t  p a r  

m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e ,  s o i t  p a r  c r i s t a l l o g r - a p h i e  p o u r  d e  

nombreux v i r u s :  v i r u s  d e  p l a n t e s  ( T Y M V ,  TBSV,  e t c , ) ,  v i r u s  

a n i m a u x  comme l e  p o l i o v i r u s  ( F i n c h  e t  K l u g ,  1 9 5 9 )  e t  

l ' a d é n o v i r u s  (Horne  e t  a l , ,  1959) .  

TYMV e t  TBSV s o n t  d e s  T  = 3 q u i  p o s s è d e n t  180 s o u s -  

u n i t é s  i d e n t i q u e s ,  Dans TYMV ( K l u g  e t  a l , ,  1 9 6 6 1 ,  l e s  s o u s -  

u n i t é s  s o n t  r e g r o u p é e s  e n  p e n t a m è r e s  ( 1 2  x  5 ,  a u x  sommets 

d ' o r d r e  5 )  e t  e n  h e x a m è r e s  ( 2 0  x  6), a l o r s  q u ' e l l e s  s o n t  

r e g r o u p é e s  e n  d i m è r e s  ( 9 0  d i m è r e s )  d a n s  l e  TBSV. L ' é t u d e  

c r i s t a l l o g r a p h i q u e  à h a u t e  r é s o l u t i o n  d e  TBSV ( H a r r i s o n  e t  

a l . ,  1 9 7 8 )  a m o n t r e  q u e  t r o i s  c o n f o r m a t i o n s  d i f f é r e n t e s  
e x i s t e n t  p o u r  l e s  s o u s - u n i t é s ,  p e r m e t t a n t  l e u r  a r r a n g e m e n t  

d a n s  l a  c a p s i d e  d e  m a n i è r e  à r é a l i s e r  d e s  l i a i s o n s  q u a s i  

é q u i v a l e n t e s *  

Un cas p l u s  s u r p r e n a n t  e s t  c e l u i  du polyome ( T  = 7 )  d o n t  

l a  s t r u c t u r e  c r i s t a l l o g r a p h i q u e  ( ~ a y m e n t  e t  a l , ,  1 9 8 2 )  a  

m o n t r e  q u e  t o u s  l e s  c a p s o m è r e s  s o n t  d e s  p e n t a m è r e s .  Dans c e  

cas ,  l e s  c o n t a c t s  e n t r e  l e s  s o u s - u n i t é s  ne  p e u v e n t  p a s  ê t r e  

t o u s  q u a s i - é q u i v a l e n t s *  A l a  s u i t e  d e  c e  r é s u l t a t ,  Klug 

( 1 9 8 3 )  c o n s i d è r e  l e s  d i f f i c u l t é s  q u i  d o i v e n t  a p p a r a î t r e  d a n s  

l a  c o n s t r u c t i o n  d e  c a p s i d e s  p o s s é d a n t  d e s  nombres  de  ' 

t r i a n g u l a t i o n  é l e v é s ,  à p a r t i r  d ' u n i t é s  i d e n t i q u e s ,  11 

s u g g è r e  q u e  l a  q u a s i - é q u i v a l e n c e  s % p p l i q u e  a u x  p e t i t s  v i r u s  

( T  p e t i t s ) ,  mais q u e  l e s  p l u s  g r a n d e s  c a p s i d e s  d o i v e n t  

p r é s e n t e r  u n  a u t r e  mode d e  c o n s t r u c t i o n  , à l ' a i d e  d ' u n i t é s  

s p e c i a l i s é e s  a u x  d i f f é r e n t e s  p a r t i e s  d e  l t i c o s a è d r e o  



F i g u r e  3 -------- 

~ o d è l e  t o p o l o g i q u e  d e  l l a d é n o v i r u s  d e  t y p e  2 d ' a p r è s  E v e r i t t ,  

L u t t e r  e t  P h i l i p s o n  ( 1 9 7 5 )  



P a g e  6 + 

L ' a d é n o v i r u s  (T = 2 5 )  se p r é s e n t e  comme un v i r u s  

c o n s t i t u e  d e  c a p s o m è r e s  ( 2 5 2 )  q u i  n e  s o n t  p a s  t o u s  

i d e n t i q u e s ,  L e s  c a p s o m è r e s  s i t u é s  a u x  sommets s o n t  d a n s  u n e  
p o s i t i o n  d ' o r d r e  5 ,  e n t o u r e s  de  c i n q  a u t r e s  capsomères .  I ls 

s o n t  a p p e l e s  p e n t o n s  e t  s o n t  composés  d e  deux  p r o t é i n e s  

d i f f é r e n t e s :  l a  b a s e  du  p e n t o n  i n s é r é e  d a n s  l a  c a p s i d e  e t  u n e  

p r o j e c t i o n  e x t é r i e u r e ,  l a  f i b r e ,  Ceux s i t u é s  s u r  l e s  f a c e s  e t  

l e s  a rê tes  s o n t  e n t o u r é s  d e  s i x  a u t r e s  m o l é c u l e s ,  ce s o n t  l e s  

hexons .  I l  sera m o n t r é  p l u s  l o i n  q u ' a u  m o i n s  q u a t r e  a u t r e s  

p r o t 6 i n e s  d o i v e n t  i n t e r v e n i r  d a n s  l ' a r c h i t e c t u r e  d e  l a  

c a p s i d e ,  

2. L e s  p r o t e i n e s  d e  l a  c a p s i d e  .............................. 

L ' a d é n o v i r u s  e s t  e n t i è r e m e n t  d i s s o c i é  p a r  c h a u f f a g e  à 
100 O C  e n  p r é s e n c e  d e  d o d e c y l s u l f a t e  d e  s o d i u m  (SDSI6 

L t e l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  e n  m i l i e u  

d i s s o c i a n t  p e r m e t  d e  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  14 p o l y p e p t i d e s  

d i f f é r e n t s  d a n s  l ' a d é n o v i r u s  d e  t y p e  2 d i s s o c i 6 ,  Ils s o n t  

n u m é r o t é s  d e  II à X I I  s u i v a n t  l e u r  m i g r a t i o n  e n  g e l  ( M a i z e l  

e t  a l , ,  1968; A n d e r s o n  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) *  

P a r  p o n t a g e s  r é v e r s i b l e s ,  r é a c t i o n s  i m m u n o l o g i q u e s  e t  

m a r q u a g e s  s p é c i f i q u e s ,  c e s  p o l y p e p t i d e s  o n t  pu ê t r e  

i d e n t i f i é s  e t  l o c a l i s é s  d a n s  l e  v i r i o n  e t  d a n s  ses s o u s -  

s t r u c t u r e s  o b t e n u e s  p a r  d é g r a d a t i o n  s é q u e n t i e l l e .  Un m o d è l e  

t o p o g r a p h i q u e  a  é t é  p r o p o s é  p a r  E v e r i t t  e t  a l .  ( 1 9 7 5 )  

( f i g u r e  3) .  
L o r s  d e  l ' i n f e c t i o n  v i r a l e ,  l a  c e l l u l e  s y n t h é t i s e  

c e r t a i n e s  d e s  p r o t e i n e s  v i r a l e s  e n  e x c è s .  I l  e s t  d o n c  

p o s s i b l e  d e  l e s  p u r i f i e r  e n  q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  p o u r  d e s  

é t u d e s  s t r u c t u r a l e s r  La c o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  a m i n é s  e s t  

c o n n u e  p o u r  l a  p l u p a r t  d ' e n t r e  e l l e s  ( t a b l e a ü  21, a i n s i  q u e  

l a  s é q u e n c e  c o m p l è t e  p o u r  l a  p r o t é i n e  1 X  ( A l e s t r o m  e t  a l . ,  

1 9 8 0 ) ,  l t h e x o n  ( J o r n v a l l  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) ,  l a  f i b r e  (Herissé e t  

a l e ,  1 9 8 1 )  e t  l a  p r o t é i n e  V I 1  (Sung  e t  a l , ,  1 9 8 3 ) *  



II III I I I a  IV V V I  V I 1  V I 1 1  I X  

(1) ( 2 )  ( 3 )  ( 4 )  (5) ( 6 )  ( 7  (8 )  ( 9 )  ( 1 0 )  

LY S 3 . 9  6 . 8  2 . 3  5 . 8  6 . 5  5 . 4  1 . 6  2 . 9  
H i s  1 . 5  1 . 9  1 . 9  0 .9  0 . 4  t races 2 . 5  2 . 3  

A r g  4 . 7  5 . 3  5 .2  2 . 0  1 1 . 9  6 . 2  6 . 3  2 3 . 0  

AsP 1 4 . 6  1 0 . 4  1 0 . 2  1 3 . 1  6 . 4  8 . 8  5 . 4  5 . 8  

T h r  6 . 9  6 . 1  5 . 8  1 0 . 7  9 . 1  6 . 8  3 . 7  6 . 9  

Se r 6 . 3  6 . 0  1 0 . 4  1 1 . 7  5 . 5  9 . 0  2 2 . 4  3 . 5  

G l u  9 .4  1 2 . 1  11 .8  6 . 0  1 2 . 1  1 2 . 4  1 3 . 5  3 . 5  

P r o  5 . 9  5 . 8  8 . 3  5 . 8  9 . 3  1 0 . 4  1 . 5  6 . 9  

G ~ Y  6 . 8  7 . 3  1 0 . 8  8 . 0  6 . 6  9 . 8  2 5 . 8  6 . 4  

A l a  7 .2  7 . 9  8 . 5  6 . 3  9 . 5  8 . 7  8 . 0  1 9 . 0  

V a l  5 . 7  6 . 1  5 . 3  5 . 7  9 . 1  8 . 2  3 . 0  9 . 8  

M e t  2 . 9  2 . 0  1 . 2  2 . 1  0 . 5  0 . 5  0 . 4  1 . 7  

I l e  3 . 5  4 . 2  3 . 5  5 . 5  2 . 6  3 . 6  1 . 5  2 . 3  

Leu  7 . 9  9 . 2  7 .4  9 . 6  8 . 8  8 . 7  2 . 2  2 . 3  

T y r  5 . 9  3 . 2  3 . 4  2 . 9  0 . 7  t races 0 . 7  2 . 3  

P h e  4 . 6  3 . 8  4 . 0  2 .9  1 . 0  1 . 6  0 . 8  Cs 

T r p  1 . 3  0 . 9  ND 0 .7  ND ND ND 1.1 

1/2Cys  0 . 7  1 . 0  ND 0 . 5  N F  N F  ND O 

1. ~ o r n v a l l  e t  a l . ,  1981. ( s é q u e n c e )  

2 .  B o u d i n  e t  a l . ,  1 9 7 9  

3 .  Lemay e t  a l . ,  1 9 8 0  

4 .  Hérissé e t  a l . ,  1 9 8 1  ( s é q u e n c e  du g è n e )  

5 .  L a v e r ,  1 9 7 0  

6 .  L a v e r ,  1 9 7 0  

7 .  E v e r i t t  e t  a l . ,  1 9 7 4  

8 .  S u n g  e t  a l . ,  1 9 8 3  ( s é q u e n c e  d u  g è n e )  

9 .  E v e r i t t  e t  a l . ,  1974  

1 0 .   lestr rom e t  a l . ,  1 9 8 0  ( s é q u e n c e  d u  g è n e )  

ND n o n  d é t e r m i n é  

NF n o n  t r o u v é  

TABLEAU 2 --------- 
'L( 

C o m p o s i t i o n  e n  acides a m i n é s  des p o l y p e p t i d e s  d e  l ' a d 6 n o v i r i i s  d e  t y p e  2 .  
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a* L t h e x o n  ( p o l y p e p t i d e  I I )  e t  l e s  p r o t é i n e s  a s s o c i é e s ,  

L t h e x o n  d e  t y p e  2  ( F r a n k l i n  e t  a l , ,  1 9 7 1 )  e t  l ' h e x o n  d e  

t y p e  5  ( C o r n i c k  e t  a l * ,  1 9 7 1 )  o n t  é t é  c r i s t a l l i s é s ~  Ces 

é t u d e s  o n t  b i e n  é t a b l i  l e u r  carac tère  t r i m è r i q u e  , Le p o i d s  

m o l é c u l a i r e  d u  p o l y p e p t i d e  h e x o n  d e  t y p e  2 a é t é  c a l c u l é  à 
p a r t i r  d e  sa s é q u e n c e :  108000 (966  a c i d e s  a m i n é s ,  J o r n v a l l  e t  

a l * ,  1 9 8 1 ) .  Son e x t r e m i t é  N - t e r m i n a l e  e s t  a c é t y l é e ,  A p a r t i r  

d e s  d o n n é e s  d e  d i f f r a c t i o n  d e  r a y o n s  X s u r  d e s  c r i s t a u x  

d t h e x o n  d e  t y p e  2 ,  u n e  c a r t e  d e  d e n s i t é  à 6  1 a é t é  c a l c u l é e  

( B e r g e r  e t  a l * ,  19781,  E l l e  donne  l a  f o r m e  d e  l a  m o l é c u l e  e n  

a c c o r d  a v e c  l e s  o b s e r v a t i o n s  d e  l a  m i c r o c o p i e  é l e c t r o n i q u e  

( N e r m u t ,  1 9 7 5 ;  1979 ;  f i g u r e  4)f La m o l é c u l e  d ' h e x o n  p r é s e n t e  

u n e  b a s e  p s e u d o - h e x a g o n a l e  d e  52 % d e  c ô t é  a v e c  u n e  o u v e r t u r e  

c e n t r a l e  d ' e n v i r o n  30 1 d e  d i a m è t r e ,  e t  un  sommet 

t r i a n g u l a i r e  ( 8 0  % d e  c ô t é )  a v e c  un p e t i t  o r i f i c e  d e  10-15 1 
O 

d e  d i a m è t r e *  La h a u t e u r  t o t a l e  e s t  d ' e n v i r o n  110 A, De p l u s  

ces  e t u d e s  c o n f i r m e n t  l e s  m e s u r e s  d e  d i c h r o ï s m e  c i r c u l a i r e  e n  

m o n t r a n t  q u ' i l  e x i s t e  t r è s  p e u  d e  s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  

( t a b l e a u  3 ,  Day e t  a l , ,  1 9 7 2 ;  B o u l a n g e r  e t  L o u c h e u x - L e f e b v r e ,  

1 9 7 2 ) *  

L e s  h e x o n s  s o n t  d e s  p r o t é i n e s  f o r t e m e n t  immunogènes, 

T r o i s  s o r t e s  d e  d é t e r m i n a n t s  a n t i g é n i q u e s  s o n t  p r é s e n t s  s u r  

l a  m o l é c u l e :  d e s  d é t e r m i n a n t s  communs à t o u s  l e s  a d é n o v i r u s  

( s p é c i f i c i t e  d e  g r o u p e ) ,  communs a u x  a d é n o v i r u s  d ' u n  même 
s o u s - g r o u p e  ( s p é c i f i c i t é  d e  s o u s - g r o u p e )  e t  e n f i n  s p é c i f i q u e s  

du  s é r o t y p e *  S e u l s  l e s  d é t e r m i n a n t s  d e  t y p e  s o n t  a c c e s s i b l e s  

à l a  s u r f a c e  du  v i r u s  ( P e t t e r s s o n  e t  a l , ,  1 9 7 1 ) +  Les  

a n t i c o r p s  a n t i - t y p e  n e u t r a l i s e n t  l e  p o u v o i r  i n f e c t i e u x  v i r a l  

( N o r r b y ,  1 9 6 9 a ) *  

L e s  h e x o n s  s o n t  l e s  c a p s o m è r e s  m a j o r i t a i r e s  de  l a  

c a p s i d e  d a n s  l a q u e l l e  i l s  e x i s t e n t  a v e c  d e s  e n v i r o n n e m e n t s  

d i f f é r e n t s .  La d i a l y s e  du  v i r u s  à b a s s e  f o r c e  i o n i q u e  e t  pH 

6 - 6 , 5  p r o v o q u e  l e  d e p a r t  d e s  p e n t o n s  ( L a v e r  e t  a l * ,  1 9 6 9 ) :  l a  

p a r t i c u l e  v i r a l e  p r e n d  a l o r s  un a s p e c t  s p h é r i q u e  e t  l e  DNA 

i n t e r n e  d e v i e n t  s e n s i b l e  a u x  DNAses* A p r è s  q u e l q u e s  h e u r e s  à 
t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e ,  l e s  c i n q  h e x o n s  e n t o u r a n t  l e  p e n t o n  à 
c h a q u e  sommet ( l e s  h e x o n s  p é r i p e n t o n a u x )  s o n t  é g a l e m e n t  

d i s s o c i é s  d e  l a  c a p s i d e ,  I l s  e n t r a i n e n t  a v e c  e u x  l a  p r o t é i n e  

I I I a  ( P r a g e  e t  a l , ,  1970 ; E v e r i t t  e t  a l , ,  i 9 7 5 ) *  La c a p s i d e  
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f ih  Modèles  d t H e x o n  

\y 
a, d ' a p r è s  l a  c a r t e  d e  d e n s i t e  é l e c t r o n i q u e  à 6 1  

( B e r g e r  e t  a l * ,  1971) .  
b. d ' a p r è s  l a  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  (Nermut  e t  P e r k i n s ,  

1979). 



S t r u c t u r e  

P r o t é i n e  

Hélice f e u i l l e t  i n o r d o n n é e  
- 

Hexon ( 1 )  17% 26% 56% 

F i b r e  ( 2 )  < 10% 50 - 60% 40% 

TABLEAU 3 --------- 
P o u r c e n t a g e s  d e  s t r u c t u r e s  s e c o n d a i r e s  d é t e r m i n é s  p a r  

d i c h r o ï s m e  c i r c u l a i r e ,  

( 1 )  Day e t  a l ,  1972 

( 2 )  B o u l a n g e r  e t  L o u c h e u x - L e f e b v r e ,  1972- 



( f ) Rings of fiVe,forming shrll 

F i g u r e  5 -------- 

G r o u p e s  de 9 h e x o n s  e t  r e a s s o c i a t i o n  d e  g r o u p e s  d e  9 h e x o n s  

d ' a p r è s  P e r e i r a  e t  W r i g l e y  ( 1 9 7 4 ) *  
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r é s i d u e l l e  e s t  a l o r s  s t a b l e *  I l  f a u t  c h a u f f e r  à 56 O C  e n  

p r é s e n c e  d ' u n  d é t e r g e n t ,  p a r  exemple  l e  d é s o x y c h o l a t e  d e  

s o d i u m  (DOC, R u s s e l l  e t  a l * ,  1 9 7 1 ) ,  p o u r  casser  c e t t e  c a p s i d e  

e n  g r o u p e s  d e  9  h e x o n s  e t  l i b é r e r  l e s  n u c l é o l d e s ,  L e s  g r o u p e s  

d e  9 h e x o n s  ( f i g u r e  5 )  c o n s t i t u e n t  l e s  20 faces p l a t e s  d e  l a  
c a p s i d e  i c o s a é d r i q u e *  I ls  p o s s è d e n t  u n  a x e  d e  s y m é t r i e  

d ' o r d r e  3 e n  l e u r  c e n t r e ,  Chaque g r o u p e  d e  9 est  composé  de  9  

m o l é c u l e s  d ' h e x o n s  e t  d ' e n v i r o n  15  c o p i e s  d e  p r o t é i n e  I X  

( B o u l a n g e r  e t  a1.1979) d e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  12000 e n  gel-SDS, 

Ces g r o u p e s  d e  9  p e u v e n t  s e  r é a s s o c i e r  à pH 6 d a n s  un tampon 

0.1 M p h o s p h a t e *  La f i g u r e  5 m o n t r e  l e s  t y p e s  d e  

r é a s s o c i a t i o n  o b s e r v é s  e n  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e ,  Q u e l q u e s  

c a p s i d e s  v i d e s ,  d é p o u r v u e s  d e s  p r o t é i n e s  d e  l ' a p e x ,  o n t  é t é  
mises e n  e v i d e n c e  p a r  s é d i m e n t a t i o n  à l l é q u i l i b r l e  ( P e r e i r a  e t  

W r i g h l e y ,  1 9 7 4 ) *  La p r o t é i n e  I X  n e  s e m b l e  p a s  i n d i s p e n s a b l e  à 

l a  c o n s t r u c t i o n  d e  l a  c a p s i d e *  Un m u t a n t  d e  d é l é t i o n  ( d l  3 1 3 )  

n e  s y n t h é t i s a n t  p a s  d e  I X ,  p e u t  a s s e m b l e r  u n e  c a p s i d e .  Celle- 

c i  e s t  p e u  s t a b l e  e t  n e  p r o d u i t  p a s  d e  g r o u p e s  d e  9 l o r s  d e  

s a  d é g r a d a t i o n  ( J o n e s  e t  a l * ,  1978;  C o l b y  e t  S h e n k ,  1 9 8 1 ) ,  

D ' a u t r e s  p r o t é i n e s  s o n t  t r o u v é e s  a s s o c i é e s  a u x  hexons ,  

La p r o t é i n e  V I  (PM e n  gel-SDS: 2 4 0 0 0 ) , i s o l é e  s o u s  f o r m e  d ' u n  

d i m è r e  ( E v e r i t t  e t  P h i l i p s o n ,  1 9 7 4 )  e t  q u i  e s t  s o u v e n t  

p r é s e n t e  d a n s  l e s  p r e p a r a t i o n s  d e  g r o u p e s  d e  9 ,  m a i s  q u i  p e u t  

ê t r e  l i b é r é e  p a r  t r a i t e m e n t  a v e c  0.15 M NaCl ,  e t  l a  p r o t é i n e  

V I 1 1  (PM e n  gel-SDS: 1 3 0 0 0 ) ,  L e s  e x p é r i e n c e s  d e  p o n t a g e  

( E v e r i t t  e t  a l . ,  1 9 7 5 )  m o n t r e n t  q u e  l a  p r o t é i n e  V I  e s t  

a s s o c i é e  à t o u s  l e s  h e x o n s  d e  l a  c a p s i d e  a l o r s  q u e  l a  

p r o t é i n e  V I 1 1  n ' e s t  a s s o c i é e  q u ' a u x  h e x o n s  d e s  f a c e s *  Quand 

e l l e s  s o n t  a s s e m b l é e s  d a n s  l e  v i r u s ,  l e s  p r o t é i n e s  V I  e t  V I 1 1  

n e  r é a g i s s e n t  p a s  a v e c  l e u r s  a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e s  a l o r s  q u e  

l a  p r o t é i n e  I X  a  u n e  f a i b l e  a c t i v i t é  immunolog ique*  La V I  e t  

l a  V I 1 1  s e r a i e n t  à l ' i n t é r i e u r  d e  l a  c a p s i d e  e t  l a  I X  

p o u r r a i t  ê t r e  a c c e s s i b l e  d e  l ' e x t é r i e u r ,  b i e n  q u e  sa 

r é a c t i v i t é  a u g m e n t e  c o n s i d é r a b l e m e n t  q u a n d  l a  c a p s i d e  e s t  

d i s s o c i é e .  
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boLa  p r o t é i n e  I I Ia .  

L o r s  de  l a  d é g r a d a t i o n  d e  l a  c a p s i d e  l a  p r o t é i n e  I I I a  

e s t  l i b é r é e  en  même t e m p s  q u e  l e s  h e x o n s  p é r i p e n t o n a u x .  C 'es t  

l a  s e u l e  p r o t é i n e  s t r u c t u r a l e  d e  l l a d é n o v i r u s  q u i  s o i t  

p h o s p h o r y l é e  ( R u s s e l l  e t  B l a i r ,  19771,  Son p o i d s  m o l é c u l a i r e  

e s t  d e  66000 e t  il s l a g i t  d ' u n  monomère (Lemay e t  a l , ,  1 9 8 0 )  

Dans l e  v i r u s  l a  p r o t é i n e  I I I a  r é a g i t  e f f i c a c e m e n t  a v e c  s e s  

a n t i c o r p s  s p é c i f i q u e s . E l l e  p e u t  ê t r e  p o n t é e  a v e c  l ' h e x o n ,  l e  

p e n t o n  e t  une p r o t é i n e  i n t e r n e :  l a  p r o t é i n e  V I 1  ( l i é e  a u  D N A ;  

E v e r i t t  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) *  

c. Le p e n t o n  

Le  p e n t o n  e s t  compose  d e  2  p r o t é i n e s :  l a  b a s e  ( I I I ,  PM 

e n  gel-SDS: 8 5 0 0 0 )  e t  l a  f i b r e  ( I V ,  6 2 0 0 0 ) ,  a s s o c i é e s  d e  

f a ç o n  n o n - c o v a l e n t e  P a r  d i a l y s e  à b a s s e  f o r c e  i o n i q u e  , l e  

p e n t o n  c o m p l e t  e s t  l i b é r é  du  v i r u s ,  Pour  s é p a r e r  l a  b a s e  d e  

l a  f i b r e  il f a u t  u t i l i s e r  d e s  t r a i t e m e n t s  p l u s  f o r t s :  

c h l o r h y d r a t e  d e  g u a n i d i n e  2 , 5  M T  p y r i d i n e  20% ( N o r r b y  a n d  

S h a a r e t ,  1 9 6 7 ) ,  d é s o x y c h o l a t e  d e  sod ium ( B o u d i n  e t  al . ,  

1 9 7 9 ) ,  mais l a  s t r u c t u r e  o l i g o m é r i q u e  d e s  p r o t é i n e s  e s t  a:!.ors 

a l t é r ée l  Dans l a  c e l l u l e  l a  f i b r e  e t  l e  p e n t o n  c o m p l e t  s o n t  

t r o u v é s  en  e x c è s ,  m a i s  p a s  l a  b a s e  du p e n t o n -  C e l l e - c i  a  pu  

ê t r e  i s o l é e  à p a r t i r  d e  m u t a n t s  t h e r m o s e n s i . b l e s  ( H 2 t s  1 1 5 ,  

H 2 t s  1 2 5 ) ,  d é f e c t i f s  p o u r  l a  s y n t h è s e  d e  l a  f i b r e  (Boud in  e t  

a l * ,  1 9 7 9 ) .  

La  f i b r e  a p p a r a î t  e n  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  comme un 

b â t o n n e t  t e r m i n é  p a r  u n e  s p h é r u l e .  Sa l o n g u e u r  v a r i e  

c o n s i d é r a b l e m e n t  d ' u n  s é r o t y p e  à l ' a u t r e  (100  à 300 1 
e n v i r o n ) .  Pour  l e  t y p e  2  l a  l o n g u e u r  e s t  e n v i r o n  250 1, l a  

l a r g e u r  20 1 e t  l e  d i a m é t r e  d e  l a  s p h é r u l e  d e  40 1 ( V a l e n t i n e  

e t  P e r e i r a ,  1965) .  La f i b r e  e s t  g l y c o s y l é e ,  2 r i io l6cules  d e  Y- 

a c é t y l - g l u c o s a m i n e  é t a n t  d é t e r m i n é e s  p a r  f i b r e  ( I s h i b a s h i  e t  

M a i z e l ,  1974a) .  La f i b r e  d e  t y p e  5 a  &te c r i s t a l l i s é e  p a r  

M a u t n e r  e t  P e r e i r a ,  1971. 
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A l ' i n v e r s e  du  p e n t o n  q u i  e s t  s e n s i b l e  à l a  p r o t é o l y s e  

s p o n t a n é e ,  l a  f i b r e  n e  s e m b l e  p a s  a l t é r é e  p a r  l ' h y d r o l y s e  

t r y p s i q u e  ( P e r e i r a  e t  S k e h e l ,  1 9 7 1 ) *  I n  v i t r o  l a  f i b r e  p e u t  

s ' a s s e m b l e r  a v e c  l a  b a s e  du  p e n t o n  e x t r a i t e  d e s  m u t a n t s  à d e s  

pH e t  d e s  f o r c e s  i o n i q u e s  v a r i a b l e s .  L ' a c t i o n  d e  l a  

c a r b o x y p e p t i d a s e  Y ou A s u r  l a  f i b r e  p r o v o q u e  u n e  p e r t e  

d ' e n v i r o n  20 a c i d e s  aminés .  Dans ces  c o n d i t i o n s  l a  f i b r e  e s t  

i n c a p a b l e  d e  s ' a s s e m b l e r  à l a  b a s e n  I l  s e m b l e  d o n c  q u e  

l ' e x t r é m i t é  C - t e r m i n a l e  s o i t  i m p l i q u é e  d a n s  l ' a s s o c i a t i o n  

a v e c  l a  b a s e  du  p e n t o n ,  Le r é s i d u  g l u c o s a m i n e  n e  p a r a i t  p a s  

a f f ec t e  p a r  c e t t e  d é g r a d a t i o n  ( B o u d i n  e t  B o u l a n g e r ,  1 9 8 2 ) *  

La b a s e  du  p e n t o n  p o s s è d e  d e s  d é t e r m i n a n t s  a n t i g é n i q u e s  

communs à t o u s  l e s  a d é n o v i r u s  ( s p é c i f i c i t é  d e  g r o u p e )  e t  

d ' a u t r e s  s p é c i f i q u e s  du  s o u s - g r o u p e ,  mais e l l e  n e  p o s s è d e  p a s  

d e  s p é c i f i c i t é  d e  t y p e  ( W i l c o x  e t  G i n s b e r g ,  1961;  N o r r b y ,  

1 9 6 6 ) ,  E l l e  e s t  r e s p o n s a b l e  d e  l ' e f f e t  c y t o p a t h o g è n e  p r é c o c e  

( d é t a c h e m e n t  e t  a g r é g a t i o n  d e s  c e l l u l e s  i n f e c t é e s  q u i  s o n t  

c u l t i v é e s  e n  m o n o c o u c h e ) ( P e t t e r s s o n  e t  Hoglund ,  1 9 6 9 ) *  

La f i b r e  c o n t i e n t  deux  s o r t e s  d e  

d é t e r m i n a n t s :  s p é c i f i q u e s  du  s é r o t y p e ,  l o c a l i s é s  s u r  l a  

s p h é r u l e  t e r m i n a l e  ( P e r e i r a  e t  d e  F i g u e r e d o ,  1 9 6 2 )  e t  

s p é c i f i q u e s  du  s o u s - g r o u p e ,  l e  l o n g  d e  l a  t i g e ,  Les  d e r n i e r s  

n e  s o n t  p r é s e n t s  q u e  s u r  l e s  f i b r e s  l e s  p l u s  l o n g u e s  ( s o u s -  

g r o u p e s  B e t  C). L ' e x t r é m i t é  r e n f l é e  d e  l a  f i b r e  e s t  

r e s p o n s a b l e  d e s  r é a c t i o n s  d 1 h 6 m a g g l u t i n a t i o n  ( R o s e n ,  1960 ;  

N o r r b y ,  1 9 6 9 b ) ,  

La f i b r e  s e  f i x e  s u r  l e s  r é c e p t e u r s  m e m b r a n a i r e s  d e  l a  
c e l l u l e  ( e n v i r o n  l o 4  s u r  u n e  c e l l u l e  K B )  ( P h i l i p s o n  e t  a l * ,  

1 9 6 8 ;  Hennache e t  B o u l a n g e r ,  1 9 7 7 ) *  L e s  a n t i c o r p s  a n t i - f i b r e  

p r o v o q u e n t  l a  d i s s o c i a t i o n  du  p e n t o n  e n  b a s e  e t  f i b r e ,  

l ' e f f e t  é t a n t  p l u s  p r o n o n c é  a v e c  d e s  a n t i c o r p s  a n t i - s o u s -  

g r o u p e *  Un c h a n g e m e n t  c o n f o r m a t i o n n e l  d e  l a  f i b r e  p e u t  

e x p l i q u e r  c e t  e f f e t  (Boud in  e t  B o u l a n g e r ,  1 9 8 1 ) ,  
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II STRUCTURE D U  D N A  VIRAL ......................... 

Le génôme d e s  a d é n o v i r u s  e s t  une  m o l é c u l e  d e  D N A  d o u b l e  

b r i n ,  l i n é a i r e ,  de 35000 p a i r e s  d e  b a s e s  ( p o u r  l e  s o u s - g r o u p e  

c ; G r e e n ,  1970 ) *  L e s  s i t e s  d e  c o u p u r e  p o u r  p l u s  de  12 
e n d o n u c l é a s e s  d e  r e s t r i c t i o n  s o n t  a c t u e l l e m e n t  b i e n  é t a b l i s *  

De g r a n d e s  p o r t i o n s  d u  génôme d u  t y p e  2  o n t  é t é  s é q u e n c é e s  

( A l e s t r o m  e t  a l * ,  1 9 8 0 ;  Herissé e t  a l , ,  1981;  Herissé e t  

G a l i b e r t ,  1 9 8 1 ;  J o r n v a l l  e t  a l . ,  1981;  G i n g e r a s  e t  a l , ,  

1982) .  Une s é q u e n c e  t e r m i n a l e  r é p é t i t i v e  i n v e r s é e  e s t  

p r é s e n t e  a u x  deux  e x t r e m i t é s  d u  génôme (Garon  e t  a l * ,  1972 ;  

R o b e r t s  e t  a l , ,  1974) ,  Le DNA e x t r a i t  p a r  l e  c h l o r h y d r a t e  d e  

g u a n i d i n e  4M e s t  c i r c u l a i r e *  Une p r o t é i n e  (PM 5 5 0 0 0 )  e s t  

r e s p o n s a b l e  d e  c e t t e  c i r c u l a r i s a t i o n  ( R o b i n s o n  e t  B e l l e t t ,  

1974) .  E l l e  e s t  l i é e  à c h a c u n e  d e s  e x t r é m i t é s  5 '  du  DNA p a r  

un r é s i d u  d é s o x y c y t i d i n e  (Rekosh  e t  a l * ,  1 9 7 7 ) *  Le phénomène 

d l é p i s s a g e  ( o u  v s p l i c i n g f l )  d e s  R N A  a e t 6  p o u r  l a  p r e m i è r e  

f o i s  o b s e r v é  p o u r  l e s  a d é n o v i r u s  ( B e r g e t  e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  Chow 

e t  al . ,  1 9 7 7 )  a v a n t  d e  l ' ê t r e  p o u r  l e s  c e l l u l e s  e u c a r y o t e s ,  

I l  a p e r m i s  d e  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  l a  p r é s e n c e  d ' i n t r o n s  

( s é q u e n c e s  n o n  t r a d u i t e s )  s u r  l e  D N A ,  a i n s i  q u e  l a  

p o s s i b i l i t é  d e  p l u s i e u r s  c a d r e s  d e  l e c t u r e  d e  g è n e s  d o n n a n t  

n a i s s a n c e  à l a  s y n t h è s e  d ' u n  p l u s  g r a n d  nombre d e  p r o t é i n e s  

v i r a l e s  

III ORGANISATION D U  NUCLEOIDE ............................. 

~ i f f é r e n t e s  m é t h o d e s  e x i s t e n t  p o u r  e x t r a i r e  l e s  

n u c l é o l d e s  d u  v i r u s :  t r a i t e m e n t  à l ' a c é t o n e  ( L a v e r  e t  a l * ,  

1 9 6 8 1 ,  à l a  p y r i d i n e  10% ( P r a g e  e t  a l ,  1 9 6 8 ) ,  p a r  d.es 

d é t e r g e n t s  comme l e  s a r c o s y l  ( ~ r o w n  e t  a l * ,  1975)  o u  l e  DUC 

( R u s s e l l  e t  a l . ,  1971) ,  

Le  n u c l e o ï d e  c o n t i e n t  u n e  m o l é c u l e  d e  DNA v i r a l  

c i r c u l a r i s é e  p a r  l a  p r o t é i n e  55000  , 1070 c o p i e s  d e  p r o t é i n e  

V I 1  e t  180 d e  p r o t é i n e  V ( E v e r i t t  e t  a1 .1975) ,  La p r o L e i n e  

V I 1  (PM e n  gel-SDS 16500)  e s t  r e t r o u v e e  d a n s  t o u t e s  l e s  

p r é p a r a t i o n s  d e  n u c l é o ï d e s  ; e l l e  e s t  r i c h e  e n  a r g i n i n e  ( 2 3 $ )  
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e t  e n  a l a n i n e  ( 1 9 % )  ( L a v e r  e t  al . ,  1 9 7 0 ;  Sung e t  a l . ,  1 9 8 3 ) ,  

L 'examen d e  s a  s é q u e n c e  m o n t r e  q u a t r e  d o m a i n e s  t r è s  b a s i q u e s ,  

t r o i s  d ' e n t r e  e u x  p r é s e n t e n t  d e s  s i m i l i t u d e s  d e  s t r u c t u r e  

a v e c  l e s  h i s t o n e s  e t  l e  q u a t r i è m e  a v e c  l e s  p r o t a m i n e s  (Sung  

e t  a l , ,  1 9 8 3 ) ,  La p r o t é i n e  V (PM en  gel-SDS: 4 9 5 0 0 )  e s t  

d é t a c h é e  d u  n u c l é o ï d e  p a r  t r a i . t e m e n t  a u  s a r c o s y l l  C e r t a i n s  

a u t e u r s  (Hosakawa e t  S u n g ,  1976 ;  Vayda e t  a l . ,  1 9 8 3 )  

d é c r i v e n t  u n e  p r o t é i n e  t..t a s s o c i é e  a v e c  l e  DNA (PM en  gel-SDS: 

4000-6000) r i c h e  e n  a r g i n i n e  ( 5 4 %  ) e t  r e l a t i v e m e n t  p e u  

r e p r é s e n t é e  ( 1 2 5  c o p i e s / v i r i o n ) ,  

En m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  l e s  n u c l é o ï d e s  a p p a r a i s s e n t  

comme d e s  s t r u c t u r e s  c o m p a c t e s  e t  s p h é r i q u e s  d e  d i a m è t r e  660- 

670  1 (Brown e t  a l . ,  1975) .  L ' a b s e n c e  d e  p r o t é i n e  Y r e n d  

l e u r  s t r u c t u r e  m o i n s  c o m p a c t e ,  e t  d e s  s p h é r u l e s  ( 8  à 1 0 )  d e  

216 1 d e  d i a m è t r e  s o n t  v i s i b l e s .  A p r è s  d i a l y s e  à b a s s e  f o r c e  

i o n i q u e ,  l e  n u c l e o ï d e  a p p a r a î t  comme u n e  f i b r e  é p a i s s e  d e  200 

1 d e  d i a m è t r e  ( N e r m u t ,  1 9 8 0 ;  Vayda e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  Des 

s t r u c t u r e s  e n  w b i l l e s u  s o n t  é g a l e m e n t  o b s e r v é e s  e n  

m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  ( M i r z a  e t  Weber,  1 9 8 2 1 ,  e n  

p a r t i c u l i e r  l o r s q u e  l e  n u c l é o l d e  e s t  dépouvu  d e  p r o t é i n e  V e t  

t r a i t é  p a r  0.4 M N A C l  (Vayda e t  a l * ,  1 9 8 3 ) .  C o r d e n  e t  

a 1 . ( 1 9 7 5 )  s u g g è r e n t  u n e  s t r u c t u r e  d e  t y p e  n u c l é o s o m i q u e  p o u r  

l e  n u c l é o l d e  d ' a d é n o v i r u s c  L e s  e x p é r i e n c e s  r é a l i s é e s  à l ' a i d e  

d e  l a  n u c l é a s e  m i c r o c o c c a l e ,  n e  r é u s s i s s e n t  p a s  à r e p r o d u i r e  

l e  d iagramme d e  d i g e s t i o n  ( 2 0 0  p a i r e s  d e  b a s e s )  

c a r a c t é r i s t i q u e  d e  l a  c h r o m a t i n e  d e s  e u c a r y o t e s  ( T a t e  e t  

P h i l i p s o n ,  1979) .  L e s  p r o d u i t s  d e  d i g e s t i o n  du n u c l é o l d e  s o n t  

h é t é r o g è n e s ,  m a i s  s e m b l e n t  t o u j o u r s  p l u s  p e t i t s  q u e  l e  D N A  

d e s  nuc léosornes  c e l l u l a i r e s ,  Des monomères d e  1 1 s  s o n t  

n é a n m o i n s  m i s  e n  é v i d e n c e  : i l s  c o n t i e n d r a i e n t  150 p a i r e s  d e  

b a s e s  e t  6  c o p i e s  d e  l a  p r o t é i n e  V I 1  ( M i r z a  e t  Weber,  19821, 

L e s  m o r c e a u x  d e  D N A  r e l i a n t  c e s  monomères s e m b l e n t  ê t r e  d e  

l o n g u e u r  v a r i a b l e ,  l a  p r o t e i n e  V s e r v a n t  à m a i n t e n i r  

l ' e n s e m b l e  d e  l a  s t r u c t u r e  d u  n u c l é o ï d e  ( B o u l a n g e r  e t  

L o u c h e u x - L e f e b v r e ,  1982) ,  



Page  13 

I V  INFECTION DE LA CELLULE PAR U N  ADENOVIRUS ............................................ 

L o r s q u e  l e  v i r u s  p é n è t r e  d a n s  u n e  c e l l u l e ,  p l u s i e u r s  cas  

p e u v e n t  s e  p r é s e n t e r :  

- c y c l e  l y t i q u e :  s i  l a  c e l l u l e  e s t  p e r m i s s i v e  ( c e l l u l e s  

h u m a i n e s  HeLa ou  KB p o u s s a n t  e n  l i g n é e  c o n t i n u e  p o u r  l e s  

s é r o t y p e s  h u m a i n s ,  p a r  e x e m p l e )  l e s  v i r u s  s e  m u l t i p l i e n t  

e t  l y s e n t  l a  c e l l u l e  p o u r  ê t r e  l i b é r é s ;  

- c y c l e  a b o r t i f :  s i  l a  c e l l u l e  e s t  n o n  p e r m i s s i v e ,  

( c e l l u l e s  d e  s i n g e s  AGMK e t  v i r u s  h u m a i n s  , p a r  e x c a p l e )  

il y  a s y n t h è s e  d e  p r o t é i n e s  p r é c o c e s ,  d e  D N A  v i r a l  e t  d e  

c e r t a i n e s  p r o t é i n e s  t a r d i v e s ,  mais il n ' y  a p a s  d e  

p r o d u c t i o n  v i r a l e ;  

- t r a n s f o r m a t i o n :  s e u l s  c e r t a i n s  a d é n o v i r u s  p e u v e n t  

p r o v o q u e r  d e s  t u m e u r s  c h e z  l e s  h a m s t e r s  nouveau-nés  ( v o i r  

c l a s s i f i c a t i o n ) ,  m a i s  t o u s  p e u v e n t  t r a n s f o r m e r  l e s  c e l l u l e s  

d e  r a t  e m b r y o n n a i r e  " i n  v i t r o v  (Freeman  e t  a l , ,  1 9 7 6 ) ,  

La t r a n s f o r m a t i o n  i m p l i q u e  l ' i n t é g r a t i o n  a u  génôme 

c e l l u l a i r e  d e  s é q u e n c e s  v i r a l e s  ( à peu  p r è s  15% d e  

l ' e x t r é m i t é  g a u c h e  du  génôme v i r a l  ; Van d e r  Eb e t  a l .  

1 9 7 9 ) ,  e t  l ' e x p r e s s i o n  d e  p r o t é i n e s  p r é c o c e s , N o u s  n o u s  

c o n t e n t e r o n s  i c i ,  d e  r é s u m e r  l e s  g r a n d e s  é t a p e s  d u  c y c l e  

l y t i q u e *  

l a  F i x a t i o n  e t  p é n é t r a t i o n  du v i r u s  ................................... 

La p a r t i c u l e  v i r a l e  s e  f i x e  p a r  l a  f i b r e  à un r é c e p t e u r  

c e l l u l a i r e  ( P h i l i p s o n  e t  a l * ,  1 9 6 8 )  composé d e  t r o i s  e s p è c e s  

p o l y p e p t i d i q u e s  m a j e u r e s  ( 7 8 0 0 0 ,  6 0 0 0 0 ,  42000 ;  Hennache e t  

B o u l a n g e r ,  1 9 7 7 ) ,  Le v i r u s  p é n è t r e  d a n s  l e  c y t o p l a s m e  p a r  

r emaniement  d e  l a  membrane c e l l u l a i r e  (Hennache  e t  a l * ,  1 9 7 9 )  

e t  q u a n d  il e s t  r e t r o u v é ,  il a p e r d u  5% d e  s o n  p o i d s  e n  

p r o t é i n e s ,  p r o b a b l e m e n t  l e s  p e n t o n s  ( S u s s e n b a c h ,  1 9 6 7 ) .  La 

p a r t i c u l e  m i g r e  a l o r s  v e r s  l e  n o y a u  d a n s  l e q u e l  l e  DNA e s t  

i n j e c t é ,  s a n s  d o u t e  s o u s  f o r m e  d e  n u c l é o ï d e ( M o r g a n  a l * ,  

1969) .  Le D N A  v i r a l  p a r e n t a l .  o b s e r v é  d a n s  l e  noyau  , 3  à 6  h  

a p r è s  l ' i n f e c t i o n  , s e m b l e  o r g a n i s é  comme l a  c h r o m a t i n e  
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c e l l u l a i r e  ( S e r g e a n t  e t  a l * ,  1979 ;  T a t e  e t  P h i l i p s o n ,  1979 ;  

Vayda e t  a l . ,  1983)  a l o r s  q u e  ce n ' e s t  p a s  l e  c a s  d a n s  l e  

n u c l é o ï d e .  I l  y  a u r a i t  d o n c  un changement  d ' o r g a n i s a t i o n  du  

DNA l o r s  du p a s s a g e  d e  l a  membrane n u c l é a i r e  ou  d a n s  l e  

n o y a u ,  p a r  s u b s t i t u t i o n  d e s  p r o t é i n e s  i n t e r n e s  v i r a l e s  (V e t  

V I I )  p a r  d e s  h i s t o n e s  c e l l u l a i r e s  ( T a t e  e t  P h i l i p s o n ,  1 9 7 9 ) ,  

2. P h a s e  p r é c o c e  

L e s  mRNA p r é c o c e s  s o n t  s y n t h é t i s é s  à p a r t i r  d e  c i n q  

r é g i o n s  d u  genôme, A p r è s  l e u r  s y n t h è s e  l e s  R N A  s o n t  w c o i f f é s w  

(CAP, H a s h i m o t o  e t  G r e e n ,  1 9 7 9 ) ,  u n e  s e q u e n c e  p o l y  A e s t  

a j o u t e e  e t  f i n a l e m e n t  i l s  s u b i s s e n t  un é p i s s a g e  ( " s p l i c i n g n )  

( B e r k  e t  S h a r p ,  1 9 7 8 ) -  

P l u s i e u r s  p r o t é i n e s  p r é c o c e s  s o n t  mises e n  é v i d e n c e  

( j u s q u '  à 1 3 ,  d e  72000 à 10500  d e  PM e n  gel -SDS,  Harter e t  

a l . ,  1 9 7 6 ;  S a b o i o  e t  O b e r g ,  1976, H a r t e r  e t  L e w i s ,  1 9 7 8 ) *  

L e u r  r ô l e  n ' e s t  p a s  c o n n u ,  e x c e p t é  p o u r  l a  p r o t é i n e  72000 q u i  

p r é s e n t e  d e  l ' a f f i n i t é  p o u r  l e  DNA s i m p l e  b r i n  (Van d e r  V l i e t  

e t  L e v i n e ,  1 9 7 3 ) *  

3, R é p l i c a t i o n  e t  p h a s e  t a r d i v e  ............................... 

La r é p l i c a t i o n  du D N A  v i r a l  a l i e u  d a n s  l e  noyau  de  l a  

c e l l u l e  (Simmons e t  a l * ,  1 9 7 4 )  s a n s  i n t é g r a t i o n  a u  génôme 

c e l l u l a i r e ,  E l l e  commence 6 à 8h a p r è s  l ' i n f e c t i o n  e t  u t i l i s e  

l e s  D N A  p o l y m é r a s e s  04 e t x d e  l a  c e l l u l e  (Krokan e t  a l * ,  1 9 7 9 ) ,  

La p r o t é i n e  d e  72000 i n t e r v i e n t  d a n s  l ' i n i t i a t i o n  e t  

l ' é l o n g a t i o n  d e s  c h a i n e s  (Van d e r  V l i e t  e t  S u s s e n b a c h ,  1 9 7 5 ;  

Van d e r  Vliet  e t  a ,  1 9 7 7 ) ,  e t  l a  p r o t é i n e  d e  

c i r c u l a r i s a t i o n  ( 5 5 0 0 0 )  d a n s  l . Y n i t i a t i o n œ  En mêmc t e m p s  q u e  

l a  r é p l i c a t i o n  s ' e f f e c t u e ,  l e s  R N A  t a r d i f s  s o n t  s y n t h é t i s é s  

d a n s  l e  noyau  s o u s  f o r m e  d e  l o n g s  p r é c u r s e u r s ,  l e s  hnRNA, Ces 

R N A  s u b i s s e n t  l e s  mêmes m o d i f i c a t i o n s  q u e  l e s  mRNA p r é c o c e s  

a v a n t  l e u r  t r a n s p o r t  v e r s  l e  c y t o p l a s m e  ( v o i r  r e v u e  g é n é r a l e :  

N e v i n s  e t  Chen-Kiang,  1 9 $ 1 ) ,  L e s  p r o t e i n e s  t a r d i v e s  
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s t r u c t u r a l e s  s o n t  a l o r s  s y n t h é t i s é e s  a i n s i  q u e  l e s  p r o t é i n e s  

v i r a l e s  n o n - s t r u c t u r a l e s ,  comme l a  p r o t é i n e  100K (PM 1 0 0 0 0 0 )  

q u i  p o u r r a i t  j o u e r  u n  r ô l e  d a n s  l a  t r i m é r i s a t i o n  d e  l t h e x o n  

( G i n s b e r g  e t  a l . ,  1 9 7 4 ;  Gambke e t  D e p p e r t ,  1981 ;  Cepko e t  

S h a r p ,  1 9 8 2 ) -  La p l u p a r t  d e s  p o l y p e p t i d e s  d e  s t r u c t u r e  

p o s s è d e n t  u n e  e x t r é m i t é  N - a c é t y l é e  ( h e x o n ,  f i b r e ,  pVI ,  p V I I ;  

J o r n v a l l  e t  a l , ,  1 9 7 4 ;  Sung e t  a l , ,  1 9 7 7 ) ,  C e r t a i n s  s u b i s s e n t  

d e s  m o d i f i c a t i o n s  a p r è s  l e u r  s y n t h è s e :  l e  I I I a  e t  l e  100K 

s o n t  p h o s p h o r y l é s  ( R u s s e l l  e t  B l a i r ,  1 9 7 7 ) ,  l e s  p r t o t é i n e s  

p I I I a ,  pVI,  p V I I  e t  p V I I I  s o n t  c l i v é e s  e n  I I I a ,  V I ,  V I 1  e t  

V I 1 1  (Anderson  e t  a l , ,  1973 ;  Boud in  e t  al. ,  1980) .  

5, Morphogénèse  du  v i r i o n  ......................... 

La morphogénèse  d e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  s ' e f f e c t u e  à 
p a r t i r  d e  l e u r s  é l é m e n t s  c o n s t i t u t i f s  : D N A  e t  p r o t é i n e s .  Le 

p r o c e s s u s  d e  l ' a s s e m b l a g e  p e u t  ê t r e  é t u d i é  : 

i n  v i v o :  à l ' a i d e  d e s  p a r t i c u l e s  d é f e c t i v e s  p r o d u i t e s  a u  -- 
c o u r s  d e  l ' i n f e c t i o n .  Ces p a r t i c u l e s  s o n t  p a r f o i s  p l u s  

f a c i l e s  à i s o l e r  à p a r t i r  d e  m u t a n t s  t h e r m o s e n s i b l e s ,  q u i ,  

b l o q u é s  à c e r t a i n e s  é t a p e s  d e  l ' a s s e m b l a g e ,  a c c u m u l e n t  l e s  

p r o d u i t s  d e  l ' é t a p e  p r é c é d e n t e ;  

i n  v i t r o :  p a r  l ' é t u d e  d e s  i n t e r a c t i o n s  DNA-proteines e t  -- 
p r o t é i n e s - p r o t é i n e s ,  e t  p a r  l a  r e c o n s t i t u t i o n  d e  l a  c a p s i d e  

e t  l ' e n c a p s i d a t i o n  d u  D N A *  

a* L e s  p a r t i c u l e s  i n c o m p l è t e s .  

En g r a d i e n t  d e  c h l o r u r e  d e  c e s i u m ,  l e  v i r u s  m a t u r e  a d n e  

d e n s i t é  d e  1  ,3Qg/cm3 e t  d e s  p a r t i c u l e s  d e  d e n s i t é  p l u s  f a i b l e  

a p p a r a i s s e n t  ( 1 , 2 9 7 - 1 ,  307g/cm3). Ce s o n t  d e s  c a p s i d e s  v i d e s  

o u  p a r t i e l l e m e n t  v i d e s ,  c o n t e n a n t  d e s  morceaux  d e  DNA d e  

l o n g u e u r  v a r i a b l e  s u i v a n t  l e  s é r o t y p e  é t u d i é  e t  l a  méthode  d e  

p r é p a r a t i o n *  D'une  f a ç o n  g é n é r a l e ,  l ' e x t r é m i t é  g a u c h e  d u  

génôme e s t  t o u j o u r s  p r e s e n t e :  12 à 18% d u  D N A  v i r a l  p o u r  bd 3 
19T6) et Ad7 ( T i b b e t t s ,  1 9 7 7 ) ,  25 à 30% p o u r  Ad2 e t  

Adl2 ( B u r l i n g h a m  e t  a l , ,  1974) .  P a r f o i s  un  f r a g m e n t  d e  ENA 
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v i r a l  e s t  l i e  d e  f a ç o n  c o v a l e n t e  à un f r a g m e n t  d e  DNA 

c e l l u l a i r e  (Ad2: T j i a  e t  al . ,  1977 ;  Adl6:  Hammarskold e t  

a l m ,  1 9 7 7 ) .  
L e s  p a r t i c u l e s  i m c o m p l è t e s  a p p a r a i s s e n t  10h a p r è s  

l ' i n f e c t i o n  ( R o s e n w i r t h  e t  a l , ,  1974)  e t  e l l e s  s o n t  c a p a b l e s  

d ' é v o l u e r  e n  v i r u s  m a t u r e s  ( S u n d q u i s t  e t  a l , ,  19731,  

P r é p a r é e s  e n  c h l o r u r e  d e  c é s i u m  e l l e s  s o n t  t r è s  f r a g i l e s  e t  

l ' e m p l o i  d e  t e c h n i q u e s  p l u s  d o u c e s  d e  p u r i f i c a t i o n  ( F i c o l l ,  

M é t r i z a m i d e ) ,  a i n s i  q u e  l a  f i x a t i o n  d e s  c a p s i d e s  p a r  d e s  

a g e n t s  d e  p o n t a g e , s o n t  s o u v e n t  n é c e s s a i r e s .  

D ' H a l l u i n  e t  a l c  ( 1 9 7 8 )  i s o l e n t  e n  g r a d i e n t  d e  

s a c c h a r o s e  e t  a p r è s  c o n s o l i d a t i o n  d e s  p a r t i c u l e s  p a r  p o n t a g e  

r é v e r s i b l e  à l ' a i d e  d ' u n  d i - i m i d o - e s t e r  c l i v a b l e ,  d e s  

p a r t i c u l e s  d e  d e n s i t é  1 , 3 1 5 ,  1 , 3 7 0  e t  1 , 3 4 ~ ~ / c m ~  Les  

p a r t i c u l e s  1 , 5 1 5  s o n t  l e s  s e u l e s  a s s e m b l é e s  à t e m p é r a t u r e  non 

p e r m i s s i v e  P a r  l e  m u t a n t  H 2 t s l 1 2 *  E l l e s  n e  p o s s è d e n t  n i  l e s  
p r o t é i n e s  d u  n u c l e o ï c i e  V e t  V I L ,  n i  l e s  p r o t é i n e s  V I  e t  V I I I ,  

mais l e s  p r é c u r s e u r s  pVI e t  p V I I I  e t  2 p r o t é i n e s  non- 

s t r u c t u r a l e s  (39K e t  50K). En r e v a n c h e  , e l l e s  c o n t i e n n e n t  un 

p e t i t  m o r c e a u  d e  DNA 7-115,  c o n s t i t u e  d e  s e q u e n c e s  v i r a l e s  e t  

c e l l u l a i r e s  v a r i a b l e s *  L e s  p r o t é i n e s  39 e t  50K p o u r r a i e n t  

s e r v i r  à l ' a s s e m b l a g e c  

L e s  p a r t i c u l e s  1 , 3 7 0  ( 6 0 0 s )  c o n t i e n n e n t  d u  DNA m a t u r e  

( 3 4 S ) ,  mais p a s  l e s  p r o t é i n e s  V e t V I I ,  e t  e l l e s  o n t  p e r d u  l e s  

p r o t é i n e s  39 e t  5OK. Au c o n t r a i r e ,  E d v a r d s s o n  e t  a l ,  e n  1976 

i s o l e n t  e n  g r a d i e n t  d e  F i c o l l  d e s  p a r t i c u l e s (  550-670 S 

p l u s  l é g è r e s  q u e  l e  v i r u s  ( 7 5 0 S ) ,  p o s s é d a n t  t o u t e s  l e s  

p r o t é i n e s  d u  v i r u s  ou  l e u r s  p r é c u r s e u r s ,  a i n s i  q u e  l e s  

p r o t é i n e s  39 e t  50Kr 

bc  J e u n e s  V i r i o n s  

Des m a r q u a g e s  c o u r t s  à l a  I l e  h e u r e ,  s u i v i s  d e  c h a s s e  

j u s q u '  à l a  f i n  du  c y c l e ,  p e r m e t t e n t  d e  m e t , t r e  e n  é v i d e n c e  

d e s  p a r t i c u l e s  q u i  p r é s e n t e n t  t o u t e s  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  du 

v i r u s  ( d  = 1,34,  750S,  D N A  3 4 S ) ,  m a i s  e n  d i f f è r e n t  p a r  

l ' a b s e n c e  d e  c l i v a g e  d e  ses  p r é c u r s e u r s  pVI ,  p V I I  e t  p V I I I  

( I s h i b a s h i  e t  M a i z e l ,  1 9 7 4 b ) @  La d e r n i e r e  p h a s e  d e  
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Figure 6 -------- 

~ c h e m a  d'assemblage de la particule infectieuse d'après 

D'Halluin ( 1 9 8 0 ) ,  La composition en polypeptides est indiquée 

en dessous de chaque particule* 
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l'assemblage est une etape de maturation par clivage 

protéolytiqueg L'existence de mutants thermosensibles bloqués 

avant ce clivage, a permis de noter l'absence d'une protéase 

nécessaire à la maturation de pvII en V I 1  (H2tsl; Bhatti et 
Weber,1979)+ Certains mutants de ce type ne semblent pas 

~osséder de nuclëoïdes (H2ts104 ;D'Halluin et a1.1980 ) . 
Un schéma d'assemblage du virus est proposé par 

D'Halluin (1980, figure 6)* La capside est préformée à 
partir des protéines synthétisées par la cellule, puis le DNA 

est encapsidé probablement sans les protéines V et VI1 ou 

pVII, bien que certains auteurs pensent qu'il soit déjà sous 

forme de nucleoïde (Edvardsson et al*, 1976; Philipson, 

1979)e Une association stable a été réalisée in vitro entre 

la capside vide et l'extrémité gauche du D N A  double brin 

(Tibbetts et Giam, 1979)* La conformation du DNA ,ou son 

changement de conformation ,joue un rôle important lors de 

son encapsidation (D'Halluin et al., 1980)e Après formation 

du nucléoïde, les précurseurs subissent un clivage et la 

particule devient infectieuse* 
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LA STRUCTURE ------------ 

La connaissance détaillée de la structure d'un virus 

doit nous apporter des informations sur les différents 

composants de ce virus (protéines, acides nucléiques, lipides 

et sucres éventuellement), sur leur localisation et leur 

arrangement dans le virus, ainsi que sur les interactions 

mises en jeu. Ces informations, recueillies sur tous les 

intermédiaires disponibles, depuis les protéines nouvellement 

synthétisees jusqu'aux virus matures, devraient permettre de 

comprendre par quelles étapes structurales s'effectue la 

morphogénèse du virus dans la cellule* 

La détermination de la structure d'une molécule 

biologique peut se faire à plusieurs niveaux: 
- étude de l'enchaînement covalent des résidus ( acides 

aminés ou nucléotides ) : c'est la structure primaire ou 

séquence* Elle impose des contraintes qui définissent la 

façon dont la molécule va se replier pour atteindre sa 

conformation finale; 

- description des régions ordonnees de la molécule: parties 
en hélice ou en feuillet plissé des protéines, simple ou 

double hélice du DNA, C'est la structure secondaire; 

- structure tridimensionnelle décrivant l'arrangement dans 
l'espace de l'ensemble de la molécule, c'est la structure 

tertiaire ou conformationnelle, Elle donne des indications 

sur les résidus accessibles à la surface, donc sur 1-es 
possibilités d'interactions avec les molécules voisines; 

- association non covalente des molécules: structure 
oligomérique ou quaternaire, Elle est indispensable à 
l'activité biologique, 

Pour les petites molécules, une information structurale 

à l'échelle atomique est facilement accessible, mais pour des 
systèmes plus complexes comme les virus, obtenir ce genre 

d'informations est un énorme travail qui suppose la 

possibilité d'avoir des monocristaux, Ceci a et6 fait pour 

des petits virus comme le TBSV, le SBMV et le STNV,mais pas 

encore pour l'adénovirus+ 
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L ' a p p r o c h e  d e  l a  s t r u c t u r e  d ' u n  s y s t è m e  c o m p l e x e  

c o n s i s t e  donc à o b t e n i r  e n  p r e m i e r  l i e u  d e s  r e n s e i g n e m e n t s  

s u r  sa m o r p h o l o g i e ,  s a  c o m p o s i t i o n  c h i m i q u e  e t  l e s  

i n t e r a c t i o n s  d e  ses d i f f é r e n t s  é 1 6 m e n t s f  Les  é t u d e s  p l u s  

a p p r o f o n d i e s  s o n t  c o n c e n t r é e s  s u r  l e s  c o m p o s a n t s  q u i  p e u v e n t  

ê t r e  c r i s t a l l i s é s  e t  p r é s e n t e n t  un  i n t é r ê t  s t r u c t u r a l  o u  

f o n c t i o n n e l  , h e x o n  e t  f i b r e  p a r  e x e m p l e *  
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LES TECHNIQUES UTILISEES ........................ 

Aucune t e c h n i q u e  à e l l e  s e u l e  n ' e s t  c a p a b l e  d e  r e n d r e  

compte  d e  l ' e n s e m b l e  d 1  u n e  s t r u c t u r e :  c ' e s t  l l a c c u m u l a t i o n  

d e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  p a r  d i v e r s e s  a p p r o c h e s  q u i  v a  p e r m e t t r e  

d 1 6 1 a b o r e r  un m o d è l e  c o h é r e n t ,  r e p r é s e n t a t i f  d e  l a  r é a l i t é ,  
L ' é t u d e  d e  l a  s t r u c t u r e  d e s  v i r u s  s l e s t  r é a l i s é e  p a r  l a  

m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e ,  q u i  d o n n e  d i r e c t e m e n t  u n e  image  d u  

v i r u s ,  e t  p a r  l a  d i f f r a c t i o n  d e  r a y o n s  X quand d e s  c r i s t a u x  

é t a i e n t  d i s p o n i b l e s  ( R e v u e s :  F i n c h  e t  Holmes ,  1 9 6 7 ;  F i n c h ,  

1972 ;  H a r r i s o n ,  1 9 8 0 ) e  P l u s  r écemment ,  l ' a p p l i c a t i o n  d e  Pa 

d i f f u s i o n  d e  n e u t r o n s  à l ' é t u d e  d e s  v i r u s  e n  s o l u t i o n  a 

p e r m i s  d ' o b t e n i r  d e s  m o d è l e s  à b a s s e  r é s o l u t i o n  ( R e v u e s :  

J a c r o t ,  1 9 8 1 ;  Timmins e t  J a c r o t ,  1983) ,  

L ' é t u d e  s t r u c t u r a l e  d e s  a d é n o v i r u s  s ' e s t  e f f e c t u é e  

e s s e n t i e l l e m e n t  p a r  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  ( H o r n e  e t  a l * ,  

1959 ;  V a l e n t i n e  e t  P e r e i r a ,  1 9 6 5 ;  Nermut ,  1 9 7 5 ,  1 9 8 0 ) .  Les 

d é t a i l s  s t r u c t u r a u x  o n t  é t é  o b t e n u s  p a r  d e s  a p p r o c h e s  

i n d i r e c t e s :  

- e n z y m a t i q u e :  l ' a c t i o n  d e s  enzymes  ( p r o t é a s e s  ou  

n u c l é a s e s )  i n f o r m e  s u r  l ' a c c e s s i b i l i t é  o u  l a  

p r o t e c t i o n  d e  c e r t a i n s  s i t e s  d e  l a  p a r t i c u l e ;  

- immunolog ique :  a c c e s s i b i l i t 6  d e s  p r o t é i n e s  ou  d e  

c e r t a i n e s  z o n e s  d e  l a  p a r t i c u l e  a u x  a n t i c o r p s ;  

- c h i m i q u e :  l e s  r é a c t i o n s  d e  p o n t a g e  d o n n e n t  d e s  

r e n s e i g n e m e n t s  s u r  l e s  r e l a t i o n s  d e  v o i s i n a g e ,  

Nous a v o n s  v u  a u  p a r a g r a p h e  I2 q u e  l a  p l u p a r t  d e s  

p r o t e i n e s  d e  l v a d é n o v i r u s  o n t  é t é  i s o l é e s  e t  p u r i f i é e s ,  L e u r  

c o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  a m i n é s  e t  l a  s é q u e n c e  d e  q u a t r e  d ' e n t r e  

e l l e s  s o n t  c o n n u e s ,  La d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  s é q u e n c e  d u  DNA 

e s t  t r è s  a v a n c é e  e t  l ' o n  p e u t  p e n s e r  q u e  c e l l e  d e s  a u t r e s  

p r o t é i n e s  l e  s e r a  b i e n t ô t  P o u r  l ' i n s t a n t ,  s e u l e  l a  p r o t é i n e  

hexon  a é t é  c r i s t a l l i s é e  e t  sa  s t r u c t u r e  t r l i d i m e n s i o n n e l l e  à 
O 

2,9 A d e  r é s o l u t i o n  e s t  e n  c o u r s  d ' é t u d e  ( B u r n e t t  e t  al.,  

1 9 8 1 ) e  

11 n o u s  a  d o n c  s e m b l é  i n t é r e s s a n t  d ' u t i l i s e r  p o u r  

l ' é t u d e  d e  l a  s t r u c t u r e  de l l a d é n o v i r u s ,  d i f f é r e n t e s  

t e c h n i q u e s  p h y s i q u e s *  Nous a l l o n s ,  a v a n t  d e  p r é s e n t e r  n o s  

r é s u l t a t s ,  d o n n e r  q u e l q u e s  é l é m e n t s  d e  t h é o r i e  e t  

d ' a p p l i c a t i o n  d e  ces  t e c h n i q u e s  . 



Rayonnement Longueur d'onde Energie Elément Libre 

(A) ev diffuseur parcours 
1) 

Photons 5000 2. électrons variable 

Rayons X 1t5 8.10' électrons 100pm 

Neutrons 1 à 10 10-~-10-~ neutrons 1 mm 

Electrons O, 05-0,Ol 1 ~ 5  électrons 0,l à 1 pm 

Différents types de rayonnements utilisés pour l'étude des structures biologiques. 

"Le libre parcours moyen des particules donne l'ordre de grandeur des échantillons observables 

par transparence. 
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Ce c h a p i t r e  e s t  l a r g e m e n t  i n s p i r é  d e s  r e v u e s  s u i v a n t e s :  

- N e u t r o n s :  J a c r o t  ( 1 9 7 6 )  

Timmins e t  J a c r o t  ( 1 9 8 3 )  

C u i l l e l  ( 1 9 8 1 )  

- N e u t r o n s  e t  r a y o n s  X :  J a c r o t  ( 1 9 8 1 )  

- P o i d s  m o l é c u l a i r e s :  J a c r o t  e t  Z a c c a I  ( 1 9 8 1 )  

Z a c c a ï  e t  J a c r o t  ( 1 9 8 3 )  

- T e c h n i q u e s  p h y s i q u e s :  K,E* Van Holde  ( 1 9 7 1 )  

- M i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e :  R * W I  Horne  ( 1 9 7 7 )  

E t u d i e r  l a  s t r u c t u r e  d ' u n  o b j e t  r e v i e n t  à e n  d o n n e r  u n e  

image  d a n s  l ' e s p a c e ,  l a  p l u s  d é t a i l l é e  p o s s i b l e l  P o u r  

o b s e r v e r  l ' o b j e t ,  d i f f é r e n t s  t y p e s  d e  r a y o n n e m e n t s  p e u v e n t  

ê t r e  e m p l o y é s  ( t a b l e a u  4)e Quand l e  r a y o n n e m e n t  a r r i v e  s u r  

l e s  m o l é c u l e s  d e  l l é c h a n t i l l o n ,  d e u x  c a s  p e u v e n t  se  

p r é s e n t e r :  

- il e s t  a b s o r b é  e t  il t r a n s m e t  a l o r s  d e  l ' é n e r g i e  

à l a  m o l é c u l e :  c ' e s t  l a  d i f f u s i o n  i n é l a s t i q u e  u t i l i s é e  

e n  s p e c t r o s c o p i e  ( f l u o r e s c e n c e ,  i n f r a - r o u g e ) .  Les  

i n f o r m a t i o n s  s o n t  d ' o r d r e  dynamique ;  

- il e s t  d i f f u s é  e t  il n ' y  a p a s  d e  t r a n s f e r t  

d t e n e r g i e :  c ' e s t  l a  d i f f u s i o n  é l a s t i q u e  ( d i f f u s i o n  

c e n t r a l e  o u  d i f f r a c t i o n ) ,  Les r e n s e i g n e m e n t s  s o n t  a l o r s  

p u r e m e n t  s t r u c t u r a u x ,  Dans l e  c a s  d e  l a  l u m i è r e  ou  d e s  

é l e c t r o n s  l e s  o n d e s  s o n t  o b s e r v é e s  à t r a v e r s  u n  s y s t è m e  

o p t i q u e  ( l e n t i l l e s )  q u i  p e r m e t  d e  l e s  r e c o m b i n e r  p o u r  

f o r m e r  u n e  image  ( m i c r o s c o p i e  o p t i q u e  ou  é l e c t r o n i q u e ) ,  

a l o r s  q u e  d a n s  l e  c a s  d e s  r a y o n s  X ou d e s  n e u t r o n s  il 

n ' e x i s t e  p a s  d e  t e l  s y s t è m e  d ' o b s e r v a t i o n  d i r e c t e  d e  

l ' o b j e t .  I l  f a u t  m e s u r e r  s u r  un d é t e c t e u r  l a  

d i s t r i b u t i o n  s p a t i a l e  d e  l ' i n t e n s i t é  d e s  o n d e s  

d i f f u s é e s .  L ' i n f o r m a t i o n  s t r u c t u r a l e  e s t  a l o r s  

o b t e n u e  p a r  d e s  c a l c u l s  u t i l i s a n t  ces i n t e n s i t é s ,  
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Dans u n e  s o l u t i o n ,  l e s  m o l é c u l e s  ( v i r u s  ou  p r o t é i n e s )  

o n t  u n e  o r i e n t a t i o n  a l l é a t o i r e  l e s  u n e s  p a r  r a p p o r t  a u x  

a u t r e s ,  e t  l a  d i f f u s i o n  du  r a y o n n e m e n t  p e u t  ê t r e  c o n s i d é r é e  
comme due à une m a c r o m o l e c u l e  i s o l é e *  Les i n t e n s i t é s  

r e c u e i l l i e s  s e r o n t  u n e  moyenne r e p r é s e n t a n t  t o u t e s  l e s  

o r i e n t a t i o n s  d e  l a  p a r t i c u l e ,  

Au c o n t r a i r e ,  d a n s  u n  c r i s t a l  ( o u  d a n s  un g e l  o r i e n t é ) ,  

t o u t e s  l e s  m o l é c u l e s  s o n t  o r d o n n é e s  d a n s  u n e  même d i r e c t i o n *  

L ' i n f o r m a t i o n  c o n t e n u e  d a n s  l e  c r i s t a l  e s t  l a  même q u e  d a n s  

u n e  s o l u t i o n ,  m a i s ,  g r â c e  à l ' o r i e n t a t i o n  i d e n t i q u e  d e s  

p a r t i c u l e s ,  l e s  i n t e n s i t é s  s ' a j o u t e n t  e t  l a  p r é c i s i o n  d e  

l ' i n f o r m a t i o n  e s t  d ' a u t a n t  p l u s  a u g m e n t é e  q u e  l e  c r i s t a l  ( o u  

l ' é t e n d u e  d e  l a  p a r t i e  o r d o n n é e )  e s t  g r a n d *  Dans ce cas l e  

r a y o n n e m e n t  e s t  d i f f r a c t é  ( é l e c t r o n s ,  r a y o n s  X ou n e u t r o n s ) ,  

II* DIFFUSION DE NEUTRONS ET DE R A Y O N S  X PAR DES V I R U S  EN SOLUTION 

Quand l e s  m o l é c u l e s  d ' u n e  s o l u t i o n  d i f f u s e n t  l e s  r a y o n s  

X o u  l e s  n e u t r o n s ,  c h a q u e  a t o m e  d e  l a  m o l é c u l e  a u n e  

p r o b a b i l i t é  d o n n é e  d e  d i f f u s i o n  q u i  e s t  c a r a c t é r i s é e  p a r  u n  

nombre  b  ( l o n g u e u r  d e  d i f f u s i o n ) +  P o u r  l e s  r a y o n s  X ,  b  e s t  

p r o p o r t i o n n e l  a u  nombre  d ' é l e c t r o n s  d e  l ' a t o m e  a l o r s  q u e  p o u r  

l e s  n e u t r o n s ,  l a  d i f f u s i o n  e s t  d u e  a u x  n o y a u x  e t  l a  masse  d e  

l ' a t o m e  n ' i n t e r v i e n t  p a s  ( t a b l e a u  5 ) *  

A a n g l e  n u l ,  l ' i n t e n s i t é  d e s  o n d e s  d i f f u s é e s  e s t  

m a x i m a l e  p u i s  e l l e  d i m i n u e  p o u r  d e s  a n g l e s  d e  p l u s  e n  p l u s  

g r a n d s  s u i v a n t  l ' é c h a n t i l l o n  e t  l e s  c o n d i t i o n s  

e x p é r i m e n t a l e s .  La v a r i a t i o n  d e  l ' i n t e n s i t é  e s t  d é c r i t e  e n  

f o n c t i o n  du v e c t e u r  d e  d i f f u s i o n  q  q u i  i n d i q u e  l a  d i r e c t i o n  

o ù  h es t  l a  l o n g u e u r  d ' o n d e  du  r a y o n n e m e n t  i n c i d e n t ,  

2 0  es t  l ' a n g l e  d e  d i f f u s i o n ,  

Le v i r u s  p e u t  ê t r e  c o n s i d é r é  comme u n e  d i s t r i b u t i o n  d e  
4 

matière d i f f u s a n t e  r ( r )  e n  s o l u t i o n  d a n s  un s o l v a n t  d e  

d e n s i t é  -b pS* P(7) e s t  l a  d e n s i t é  a u  p o i n t  d e  c o o r d o n n é e  r 
d a n s  l e  v i r u s .  Pour  u n  o b j e t  s p h é r i q u e ,  e s t  l a  même p o u r  r 
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t o u s  l e s  p o i n t s  r s i t u é s  à une même d i s t a n c e  r d u  c e n t r e .  Une 

r e l a t i o n  m a t h é m a t i q u e ,  a p p e l é e  t r a n s f o r m é e  d e  F o u r i e r ,  e x i s t e  

e n t r e  P ( r )  e t  l e  v e c t e u r  d e  d i f f u s i o n  q,  

Le f a c t e u r  F p e u t  ê t r e  d é d u i t  d e s  i n t e n s i t é s  I (  ( 4 )  9  1 
m e s u r é e s  e x p é r i m e n t a l e m e n t ,  

Dans ce c a s  il r e s t e  à c o n n a i t r e  l e  s i g n e  d e  F 
( 9 )  

( g u i  e s t  + ou  -1  e t  p(r ) -ps  e s t  c a l c u l é  
e n  i n v e r s a n t  l a  r e l a t i o n  ( 1 ) ,  

La v a r i a t i o n  d e  1 e n  f o n i t i o n  d e  q  p r é s e n t e  un  maximum de  

d i f f u s i o n  a u  c e n t r e  e t  u n e  s é r i e  d e  maxima e t  mininia 

( i l l u s t r é e  à l a  f i g u r e  3 d e  l ' a r t i c l e  4 )  q u i  d é p e n d e n t  d e  l a  

d i m e n s i o n  d u  v i r u s  e t  d e  l a  d i s t r i b u t i o n  d e  l a  m a t i è r e  à 
l ' i n t é r i e u r  d e  l a  p a r t i c u l e *  

La c o n t r i b u t i o n  d e s  termes non  s p h é r i q u e s  d e s  v i r u s  

i c o s a é d r i q u e s  v a  l i m i t e r  l q a p p r o x i m a t i o n  s p h é r i q u e  à l i 6 t u d e  
O 

d e  3 o u  4 maxima p o u r  l e s  p e t i t s  v i r u s  ( 1 5 0  A d e  r a y o n )  aLofds  

q u e  p o u r  l e s  g r o s  v i r u s ,  l ' a p p r o x i m a t i o n  r e s t e  v a l a b l e  poL:r 

un p l u s  g r a n d  nombre  d e  maxima* 

l e  V a r i a t i o n  d e  c o n t r a s t e  

La d i f f é r e n c e  r ( r 1 - P ~  r e p r é s e n t e  l e  c o n t r a s t e ,  c ' e s t  à 
d i r e  l a  d i f f é r e n c e  d e  d e n s i t é  d e  d i f f u s i o n  e n t r e  Le v l r u s  ct 

l e  s o l v a n t  q u i  I l e n t o u r e *  C e t t e  d i f f é r e n c e  v a r i e  s u i v a n :  ' e  

s o l v a n t  u t i l i s é ,  S i  l e s  composants  v i r a u x  n e  s o n t  p a s  

h y d r a t é s  P ( r )  d 6 p e n d  d e  l a  ~ o r n p o s i t i o n  c k i m l q u e  e t  dcs 

L ferrents c o n s t i t c r a n t s  (ah Pd 3s vo lumes  s p é c i f i q u e s  d e s  d i  " "' 

n u c l é i q u e s ,  p r o t e i n e s ,  l i p i d e s ) *  Une fo r te :  h ÿ d ~ * ; . a t s t i o n  v a  
r é d u i r e  l a  d e n s i t é  d e  i a  matière e t  r j l ' ) - p S  GE: donne  p l z s  

d i r e c t e m e n t  l a  c o m p o s i t i o n  ekiirnique a u  rayon r i  
L ' i n f o r m a t i o n  c h i m i q u e  p o u r r a  ê t r e  o b t e n u e  s i  l a  d e n s i t é  du 



A m p l i t u d e  d e  d i f f u s i o n  d e  d i f f é r e n t s  a t o m e s  

p o u r  l es  n e u t r o n s  e t  l e s  r a y c n s  X 6  

Atome N e u t r o n s  Rayons  X 

Hydrogène  
D e u t é r i u m  
C a r b o n e  
A z o t e  
Oxygène 
Sodium 
Magnesium 
P h o s p h o r e  
S o u f r e  
C h l o r e  
P o t a s s i u m  
C a l c i u m  

b D e n s i t é s  d e  d i f f u s i o n  d e  d i f f é r e n t s  composés .  

- 0 , 5 6 2  
i) 0  6 , 4 0 4  
~ g o t é i n e  d a n s  H20 1 , 8 0 0  
P r o t é i n e  d a n s  D20 3 . 1 0 0  
R N A  d a n s  H20 3 , 5 4 0  
R N A  d a n s  D20 4 , 5 5 0  
D N A  d a n s  H20 3 , 5 4 0  
D N A  d a n s  D20 4 , 2 9 0  

TABLEAU 5 --------- 
a *  Les a m p l i t u d e s  d e  d i f f u s i o n  p o u r  d i f f e r e n t s  a t o m e s  s o n t  

~ 1 0 " '  cm, 

b. Les d e n s i t a s  de  d i f f i i s i o n  d i  d i f f k r a n < s  c 9 n ; ; î s e r  s o r t  

~ 1 0 - l ~  cm/A. 

( D ' a p r è s  J a c r o t ,  19811,  
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s o l v a n t  ( p s )  v a r i e ,  f a i s a n t  a i n s i  v a r i e r  l e  c o n t r a s t e  d e s  
d i f f é r e n t s  c o m p o s a n t s  du v i r u s *  

P o u r  r é a l i s e r  Pa v a r i a t i o n  d e  c o n t r a s t e  a v e c  l e s  r a y o n s  

X ,  il e s t  n é c e s s a i r e  d q u u é i l i s e r  d e  f o r t e s  c o n c e n t r a t i c n s  d e  

s e l s  ou  d e  s a c c h a r o s e  ( H a r r i s o n ,  1969 ;  L u z z a t i  e t  a l * ,  1.76). 

Cette  n é c e s s i t é  p e u t  e n t r a l n e r  l a  d é s t a b i l i s a t i o n  du v i r u s  e t  

m o d i f i e r  s a  s t r u c t u r e  e t  s o n  é t a t  d ' h y d r a t a t i o n *  A f o r t e s  

c o n c e n t r a t i o n s ,  l e  m i l i e u  n t e s t  p l u s  homogène. Les s e l s  o u  l e  

s u c r o s e  p é n è t r e n t  p e u  ou  p a s  w l f e n v e l o p p e  d l h y u r a t a t i o n u  

e n t o u r a n t  l e s  m a c r o m o l é c u l e s ,  Ceci e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  v r a i  

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

p e u v e n t  a l o r s  e t r e  c o n f o n d u s  a v e c  l e s  p r o t é i n e s +  De p l u s  

l ' a n n u l a t i o n  d e  l a  d e n s i t é  d e s  a c i d e s  n u c l é i q u e s  n e  p o u t  p a s  

ê t r e  e n t i è r e m e n t  o b t e n u e ,  

L e s  n e u t r o n s  s o n t  d i f f u s é s  d i f f e r e m m e n t  p a r  l ' h y d r o g è n e  

e t  l e  d e u t é r i u m  ( v o i r  t a b l e a u  5 ) *  La d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  

p o u v o i r s  d i f f u s a n t s  d e  ti20 ( -0 ,562 x 10-14cm/ i -3 )  e t  d e  D20 

(6.404 x 1 0 ~ ' ~ c m / I - ~ )  e s t  u t i l i s é e  p o u r  l ' é t u d e  d e  l a  

s t r u c t u r e  d e s  v i r u s .  L e  s o l v a n t  ( H 2 ~ / ~ 2 ~ )  p é n è t r e  f a c i l a m e n t  

d a n s  l e s  p a r t i e u l " e s ,  II e s t  p o s s i b l e  d e  t r o u v e r  l e  m é l a n g e  

H20/D20 a y a n t  l e  même p o u v o i r  d i f f u s a n t  q u e  c h a o u a  des 

c o n s t i t u a n t s  du v i r u s ,  Le c o n t r a s t e  e n t r e  l e  c o n s t i t u a n t  e t  

l e  s o l v a n t  d i s p a r a i t , p  c r l - ~ s  r e p r é s e n t a n t  a p p r o x i m a t l v c m e n t  
l a  c o n t r i b u t i o n  d v s  a u t r e s  c o n s t i t u a n t s  v i r a u x *  

La f i g u r e  7 m o n t r e  q u e  p o u r  418 d e  D20 l a  c o n t r i b d t i o n  
d e  l a  p r o t & j . n e  e s t  a n n u l e e  ( p o u r c e n t a g e  q u i  v a r i e  l é g è r e m e n t  

s u i v a n t  l a  compouitLon e n  a c i d e s  a m i n 6 s  e t  l e  volume 

s p e ~ i f i q u e ) ~  A 69% c B e s t  l e  R N A  q u i  d i s p a r a T t  e k  & 65% , Le 

DNA, La p r é s e n c e  d e  s e l  d a n s  l o  s o l v a n t ,  a c o n c e n t r a t i o n s  

u s u e l l e s  (0,l-0,2 & l ) ,  m o a l f i s  peu  son p o u v o i r  d i f f u s a n t ,  c e  

q u i  n ' e s t  p a s  l e  cas  a v e c  les r e y o n s  X, 



F i g u r e  7 

V a r i a t i o n  d e s  d e n s i t é s  d e  l o n g u e u r  d e  dif ' ;"us . ion clans l e  cas 

d e s  n e u t r o n s  e n  f o n c t i o n  d u  p o u r c e n t a g e  d e  D2c, 
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2* Analyse des données de la diffusion de neutrons* ................................................... 

(Jacrot et Zacqaï, 1981; Timmins et Jacrot, 1933). 

Le résultat d'une expérience typique de diffusion de 

neutrons aux petits angles par un virus sphérique est une 

série de courbes I(q) en fonction de q pour différents 
mélanges H20/~20. 

a. Approximation de Guinier: I o , ~ g .  

Si les mesures sont réalisées à très petits angles, la 

courbe de l'intensité est représentée par une loi 

exponentielle en fonction du rayon de giration Rg (Guinier et 

Fournet, 1955). 

= IO exp 

Le logarithme (Ln) de I(q) en fonction de q2 donne une droite 
dont l'extrapolation à l'origine permet de déduire Io, et La 

pente, Rg. 

- Io est llintensité l'origine; 

- Rg est le rayon de giration, 11 représente la 

répartition de la masse dans la particule* 11 peut ausoi se 

définir comme la somme des densites de diffusion de Xa 

particule : 

Cette représentation de l'intensité par ltéquaticFn (41 
n'est valable qu'aux trés p$ti&s angles. Son domaine de 

validité dépend de la forme de la particule, %ais deune façon 

générale elle est utilisab7e jusqu"  d e s  valeurs de q de 

l'ordre de ' R' Pour une sphère homoghne de rayon R on a: 
Rg = 

Si la sphère n'est pas hamogene Rg dépend du s o l v a n t *  

Io peut être mis en valeur a b s o l u e ?  c'est 3: d ire  
représenter llintensit& diEfus6e par une p a r t i c u l e  d d r s  u n e i  

k i  

solution traversée par un o e u t r c n ,  par cm2 e t  par sscoude. 
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I o  dépend  du nombre e t  d e  Xa n a t u r e  d e s  n o y a u x  d e  l a  

p a r t i c u l e ,  mais p a s  d e  l eur  a l i r 2 n g e m e n t  spatiale P o u r  N 

p a r t i c u l e s  i d e n t i q u e s  e n  s o l u k i o n  o n  a :  

( 5 )  I o  = N x ( f b - P s ~ ) 2  x A 

- A r e p r é s e n t e  l e s  p a r a m k t r e s  d e  L k e p é ~ i e n c e  

- V e s t  l e  vo lume  d e  l a  p a r t i c u l e  

- Ps l a  d e n s i t é  d i f f u s a n t e  du  s n l v a n k  

- f b  l a  somme d e s  l o n g u e u r s  d i f f u s a n t e s  d e  t o u s  l e s  a t o m e s ,  

b  a  é t é  c a l c u l e e  p o u r  c h a q u e  ac ide  a m i n e  e t  c h a q u e  b a s e  

n u c l & i q u e ,  S i  l a  c o m p o s i t i o n  d e  l a  m o l é c u l e  e u t  c o n n u e  t b -  Pd' 
p e u t  ê t r e  c a l c u l é ,  s i n o n  il e s t  p o s s l b l e  d q u t i l i s e r  u n e  

v a l e u r  moyenne p o u r  ].es p r o l é i n c s  e t  l e s  ac ides  n u c l é i q u e s  

( J a c r o t  e t  ZaecaX, 1981; C u i l l e l ,  2981), 

P o u r  une p a r t l  c u l e  chimiquemeri t  kioniogène ( p r o t é i n e ,  DMA 

ou R N A )  f b  et V s o n t  p r o p o ~ t i o n x n c l s  5 Ba masse i n c l é c u l a i r e  M, 

I o  e s t  donc  p r o p o r t i o n n e l  &. M: 

C & t a n t  1~ c o n c e n t r a t i o n  d e  ~ % c h a l i t i  l l o n e  c % s t  l a  s e u l e  

i n c o n n u e  qui d e m e u r e î  

C e t t e  m e s u r e  e s t  valab3.e pc?i4tc dei: i ;olvi , ioa~% diLin6es- IP 

e s t  p a r f o i s  n 6 c e s s n i r s  d 9 e x t r a p o 3 e ~  & ~ A n c e n t r a t i o n  n u l l e ,  

Pou;- un  m é l a n y ~  Cpr*okéiiie 5 F  A par- exemple) 

l e & q u a t i o î i  ( 5 )  d e v i e n t :  

Ce ? a l c u l  de  M sera  e ~ ~ ~ l c > - &  pour* Zzs p i * o d & i n e s  dails 

l % r t l c l e  1 e t  pour  l e  v i r u s  dncs  l?:+batr@:t: 4 ,+ 



b. D é t e r m i n a t i o n  d ' u n  rayon.  U t i l i s a t i o n  d e s  a u t r e s  maxima d e  

l a  c o u r b e ,  

R~~ e n  f o n c t i o n  du c o n t r a s t e  S/r ( c o u r b e  d e  Stuk:*man) 

p e r m e t  d e  d é d u i r e  Pe  Rg à " c o n t r a s t e  i n f i n i 9 ' @  Si l v é c h a n g e  d e  

p r o t o n s  e s t  u n i f o r m e  d a n s  l a  m o l é c u l e ,  il e s t  p ~ s z l b l e  

d ' o b t e n i r  l e  r a y o n  e x t é r i e u r  R p o u r  u n e  s p h è r e :  

S i  l f 6 c h a n g e  n ' e s t  p a s  u n i f o r m e ,  ce q u i  e s t  l e  cas ÛPun 

v i r u s ,  il y  a e r r e u r  p a r  s u r e s t i m a t i o n  ( W i t z ,  1983; Z a c c ~ S  et, 

J a c r o t ,  1983), 
L e  r a y o n  d q u n e  p a r t i c u l e  homogène p e u t  & g a l e m e n t  ê t r e  

donné  p a r :  

Aq  e s t  l a  d i s t a n c e  e n t r e  2 maxima s u @ @ e s s i . f s +  Plus l e  v i r u s  

sera  g r o s ,  p l u s  l e s  maxima s e r o n t  r a p p r o c h é s .  En pt3etaikre 

a n a l y s e  , l e  c h a n g e m e n t  d e  t a i l l e  d k n e  p a r t i c u l e  p e u t  donc  

ê t r e  o b s e r v é  p a r  c o m p a r a i s o n  d e s  k c a r t s  d e  maxima. De 

même,pour d e s  composes  d a n s  l e s q u e l s  l l a c i d e  n u c l é i q ~ : $  se  
t r o u v e  à l ' i n t é r i e u r  d ' u n e  coque p t q o t 6 i q u e ,  l e  -ayon 

e x t é r i e u r  d u  R N A  ou  DMA p e u t  êtrso o b t e n u  p a r  I a  m e s u r e  de; nq 

a u  p o i n t  d ' e x t i n c t i o n  d e  l a  p r o t é i n e  ( e n  g e n e r a l  40-45$ D,O), 
C. 

Pour  o b t e n i r  p l ü s  d e  d é t a i l s  s u r  l a  s t r u c t u r e  d u  v i r u s  

il f a u t  a v o i r  r e c o u r s  à d e s  t r a i t e m e n t s  d e  d o n n é e n  do lus 
c o m p l e t s .  

c, T r a n s f o r m é e  de  F o u r i e r  i n v e r s e  e t  a j u s t e m e n t  d\un m o d è l e  

# * 
L ' é q u a t i o n  ( 2 )  montre  qur3 F ( q j  p e u t  ê t r e  c a l c u l s  a 

p a r t i r  d e s  v a l e u r s  m e s u r é e s  d e  X ( q ) :  

e t  p a r  t r a n s f o r m é e  d e  P s u r i e ~  i n v e r s e  ûn  w b t i c n k  l a  i ~ i ~ s i t 6  

r a d i a l e  d e  d i f f u s i o n  (J<r> ( é g u a t i n n  3 j e  S i  ia c o n c e n k r s i i o n  

d e  l f é c h a n t i l l o n  e s t  c o n n u e ,  1 e d t  d b t z c u  en v ~ l e u a  *,bua31uc 

donc 7('(r) à c h a q u e  con t raabc  es? ;cl.; stria U r i e  <clra;llin 
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absolue donnant la quantité de protéines, acides nucléiques, 

lipides et eau à chaque rayon* Cette méthode a l'avantage de 
ne pas utiliser de connaissances à priori de l'organisation 

du virus, mais est limitée par la validité de l'approximation 

sphérique à des résolutions > 50 1, 
Une approche qui élimine les limites de la transformée 

de Fourier consiste à ajuster un modèle aux données 

observées* Le modèle se décompose en couches sphériques qui 

donnent une vue simplifiée de la composition du virus. Chaque 

couche est définie par un rayon extérieur ? un rayon 

intérieur et par sa densité de diffusion , Le principe 

consiste à comparer l'intensité calculée à partir du modèle à 
l'intensité observée expérimentalement* Les densités et 

rayons sont ajustés progressivement à partir d'un modèle 

simplifié construit en utilisant les données de la 

distribution radiale. Plusieurs programmes ont été écrits 

pour réaliser cet ajustement (DoSchneider et M1 Zulauf, non 

publié; Chauvin, 1978; Cusack, 1981)* Les paramètres dus à 
l'instrumentation étant fixés, les autres paramètres (Io, les 

rayons des couches, et les densités) varient successivement 

jusqu'à concordance des courbes calculées et expérimentales* 

Il s'agit maintenant d'interpréter , en termes ae 

composition chimique, la distribution radiale ainsi obtenue 

et sa variation avec le contraste* Cela revient en fait & 
calculer le volume occupé par chaque constituant (protéine, 

acide nucl&ique, eau etc.) dans chaque couche du modèle, 

Si un virus posséde deux composants: DNA c prothine, 

pour chaque couche du modèle, le pouvoir diffusant r l  à un 

contraste 1 est égal à la somme des pouvoirs diffusants de 

chaque composant occupant un volume donné* Pour Pa même 

couche, mais pour un contraste 2, l e  pouvoir diffusant P 2 
sera toujours égal à la somme des pouvoirs diffüsants de 

chaque composé occupant le même volume: 

contraste l : p l  =plprotéine x V I  4. ,DNA x V p  P 
contraste 2:P2 =P2protéine x V I  -+ 2DNA x Y2 
etc. 

P 
e l  et p 2  sont des données expérimentales 
P 1 ? P protéines, p , P 2 D N A  sont calculéea. comme rious 
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l ' a v o n s  d é j à  v u ,  à p a r t i r  d e  La c o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  a m i n é s  

e t  e n  b a s e s  n u c l ~ i q u e s ( v o i r  p a g e  2 7 ,  b ) *  

A p a r t i r  d e  ces  é q u a t i o n s  l e s  vo lumes  d u  DNA e t  d e s  

p r o t é i n e s  s o n t  c a l c u l é s  d a n s  c h a q u e  c o u c h e ,  

Le m o d e l e  e s t  év idemment  comparé  a u x  d o n n é e s  

b i o c h i m i q u e s  c o n n u e s  ( u n  m o d è l e  p o u r  l ' a d é n o v i r u s  e s t  d i s c u t é  

d a n s  l ' a r t i c l e  4 1, 

3* D i f f u s i o n  d e  r a y o n s  X ........................ 

Nous a v o n s  vu q u e ,  p o u r  u n e  é t u d e  e n  v a r i a t i o t ?  d e  

c o n t r a s t e ,  l e s  n e u t r o n s  s o n t  p r é f é r a b l e s  a u x  r a y o n s  Xe 
A p e t i t s  a n g l e s ,  l a  masse m o l é c u l a i r e  e t  l e  r a y o n  d e  

g i r a t i o n  p e u v e n t  a u s s i  e t r e  d 6 t e r m i n é s  p a r  l e s  r a y o n s  X ,  mais 

d e  t r è s  p e t i t s  a n g l e s  ( d o m a i n e  c o m p r i s  e n t r e  6 x  IO-^ e t  6 x 

10 -3 A - ' )  s o n t  p l u s  f a c i l e s  à o b t e n i r  a v e c  l e s  n e u t r o n s .  L e s  

r a y o n s  X s o n t  t r è s  b i e n  a d a p t 6 s  à l ' é t u d e  d e s  p r o t é i n e 8  e t  
O 

d e s  p e t i t s  v i r u s  ( d i a m è t r e  < 150 A ) ,  mais n e  c o n v i e n n e n t .  p a s  

p o u r  l e s  g r a n d s  v i r u s d  

En r e v a n c h e ,  s i  l e s  n e u t r o n s  s o n t  p r é f é r a b l e s  5 p e t i t s  

a n g l e s  ca r  d e s  q u a n t i t é s  f a i b l e s  s c n t  s u f f i s a n t e s  (fi/ lmg/ml ,  

100 A 200 1), p o u r  d e  g r o s  v i r u s ,  p l u s  g r a n d s  a n g l e s ,  ces  v 
q u a n t i t é s  d o i v e n t  ê t r e  a u g m e n t é e s  p o u r  o b t e n i r  un s i g n a l  e t  

l ' i n f o r m a t i o n  e s t  l imi t ée ,  Avec l e s  r a y o n s  X, d e  g r a n d e s  

c o n c e n t r a t i o n s  s o n t  r e q u i s e s  m a i s  d a n s  d e  t r è s  p e t i t s  volumes 

( e n v i r o n  1 à I O y i )  e t  d e s  p r é c i p i t é s  sont.  u t i l i s a b l e s ,  L e s  
m e s u r e s  s o n t ,  d a n s  c e  c a s ,  d é t e r m i n 6 e e  avec u n e  p l u s  g r a n d e  

p r é c i s i o n *  

P I i e  DIFFUSION DE NEUTRONS ET D 2  R A f O % S  X PAR DES PARTTCULES 
M - - m - - - - - - - - - - - - - - m , w - - - - -  

ALLOl\iC;EES ----- m m s m -  

II e s t  p o s s i b l e  cic d i  tan r1:,yon d e  g 5 r -  t i o n  

t r a n s v e r s e  e t  u n e  m a s s e  par I A ~ ; x ~ , &  de  lonp:fr:eur D r u *  u n e  
.$ n * p a r t i c u l e  a l l o n g é e  ( L u z z ~ ~ " ,  , i r b i l ) ,  La 1.e: r n r , E r i t :  ( 51  dei7 & n t :  
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où: B est la somme des longueurs de diffusion 
V est le volume (i3) des particules et L leur longueur 

O 

= est la longueur de diffusion par A +  
La masse par unité de longueur est mesurée à plus grands 

angles, Si l'échantillon est monodispersé, les mesures, dans 

une grande gamme de q, donnent la masse moléculaire et la 

masse par unité de longueur(ceci à été réalisé pour la fibre 

de l'adénovirus), 

IV* LA D I F F R A C T I O N  

La diffraction est une technique complexe largement 

utilisée ces dernières années pour résoudre la structure des 

macromol~cules (revue: McPherson, 1982)* 

Nous donnons, ici, quelques définitions très 

simplifiées* 

1. Notion de cristal, ..................... 
Un cristal est formé par la répétition d'un motif 

moléculaire ou atomique par translation d'une maille 16 long 

d'un rëseau tridimensionnelr Le réseau peut être défini comme 

l'empilement d'une infinité de plans réticulaires* 
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S o i t  u n  r a y o n n e m e n t  i n c i d e n t  ( é l e c t r o n s ,  r a y o n s  X ou 
n e u t r o n s )  a r r i v a n t  s u r  u n e  f ami l l e  d e  p l a n s  s é p a r é s  p a r  une  
d i s t a n c e  d*  P o u r  q u e  l ' i n t e n s i t é  d i f f r a c t é e  s o i t  maximum il 

f a u t  q u e  l e s  o n d e s  r é f l é c h i e s  s o i e n t  e n  p h a s e *  E l l e s  l e  
s e r o n t  s i :  

2d s i n 0  = n 2  ( l o i  d e  B r a g g )  

o ù  n  e s t  un e n t i e r *  L e s  o n d e s  r é f l e c h i e s  f o n t  l e  même a n g l e  
a v e c  l e  p l a n  q u e  l e s  o n d e s  i n c i d e n t e s ,  L e u r s  a m p l i t u d e s  
s ' a  j o u t e n t *  

Les v a l e u r s  d e s  a n g l e s  d e  Bragg p e r m e t t e n t  d e  d é t e r m i n e r  
l e s  d i m e n s i o n s  e t  l a  f o r m e  d e  l a  mai l le  é l é m e n t a i r e  d ' u n  
c r i s t a l *  Ceci e s t  p o s s i b l e  a v e c  un c r i s t a l  i s o l é ,  mais a u s s i  
a v e c  u n e  p o u d r e  c r i s t a l l i n e .  Une é t u d e  p l u s  complexe  
c o n s i s t e  à u t i l i s e r  l e s  a m p l i t u d e s  d e s  o n d e s  r é f l é c h i e s  p a r  
u n  m o n o c r i s t a l  p o u r  d é t e r m i n e r  l a  s t r u c t u r e  a t o m i q u e  du  
m o t i f ,  

Le c r i s t a l  e s t  d é c r i t  p a r  s o n  " g r o u p e  d ' e s p a c e n *  C e l u i -  
c i  d é p e n d  d e  l a  f o r m e  e t  d e s  d i m e n s i o n s  d u  r é s e a u  e t  d e s  
é l é m e n t s  d e  s y m é t r i e  e x i s t a n t  d a n s  ce r é s e a u  ( v o i r  f i g u r e  8 
e t  t a b l e a u  6 ) .  

T o u t  p l a n  r é t i c u l a i r e ,  ou  f a m i l l e  d e  p l a n s ,  e s t  d é f i n i  
p a r  r a p p o r t  à l a  mai l le  p a r  l e s  i n d i c e s  d e  Mil ler  h ,  k ,  1 

( f i g u r e  9 ) *  P o u r  c h a q u e  fami l le  d e  p l a n s  p a s s a n t  p a r  l e  
r é s e a u  du  c r i s t a l ,  un  v e c t e u r  p e u t  ê t r e  t r a c é *  I l  e s t  

1 p a r a l l è l e  a u x  p l a n s  e t  sa  l o n g u e u r  e s t  3 q u a n d  d  e s t  l a  

d i s t a n c e  e n t r e  l e s  p l a n s *  L e s  v e c t e u r s  s o n t  p r o j e t é s  s u r  un 
r é s e a u  a p p e l é  r é s e a u  r é c i p r o q u e ,  Chaque p o i n t  d u  r é s e a u  
r é c i p r o q u e  e s t  i d e n t i f i é  p a r  h ,  k ,  1 e t  s e  t r o u v e  a i n s i  r e l i é  
à u n e  f ami l l e  d e  p l a n s  d u  c r i s t a l *  On p e u t  d i r e , e n  

s i m p l i f i a n t , q u e  l e  r é s e a u  r é c i p r o q u e  e s t  l a  t r a n s f o r m é e  d e  
F o u r i e r  d u  c r i s t a l ,  I l  y  a r e l a t i o n  e n t r e  l e s  r a y o n s  
d i f f r a c t é s  e t  l e s  p o s i t i o n s  a u x q u e l l e s  i l s  p e u v e n t  ê t r e  
o b s e r v é s *  



- 
Triclinic Monoclinic 

9 

Orthorhombic 

a 
Rhombohedral Tetragonal Hexagonal 

Cubic 

F i g u r e  8 

L e s  s e p t  s t r u c t u r e s  f o n d a m e n t a l e s  d e s  r é s e a u x  c r i s t a l l i n s  

d ' a p r è s  S t o u t  e t  J e n s e n  ( 1 9 6 8 ) *  
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Number of Minimum Ilnit çell Diflrdction 
Crystal independent syrnmetry of edges and pattern 
system parameters Lattice unit cell angles6 symmetry* Space groups" 

Triclinic 

Monoclinic 

Orthorhombic 

Tetragonal 

TrigonaIl 
rhombohedral 

Hexagonal 

Cubic 

None 

Twofold axis 
parallel to b 

Three mutually 
perpendicular 
twofold axes 

FourfoV axis 
parallel to c 

Threefold axis 
parallel to c 

Sixfold axis 
parallel to c 

Threefold axes 
along cube 
diagonals 

TABLEAU 6 --------- 
Les  65 g r o u p e s  d ' e s p a c e  p e r m i s  p o u r  d e s  m o l é e u l e a  ne  

p r e s e n t a n t  n i  m i r r o i r  n i  s y m é t r i e  d t i . n v e r s i o n  ( m o l i c u l c s  

b i o l o g i q u e s ) .  



F i g u r e  9 

L e s  f a m i l l e s  d e  p l a n s  q u i  c o u p e n t  l e s  cô tés  ( a ,  b ,  c )  de  l a  

ma i l l e  s o n t  i d e n t i f i e e s  p a r  d e s  nombres  e n t i e r s  a p p e l é s  

i n d i c e s  d e  Miller ( h ,  k ,  1). 
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2* La diffraction de rayons X: conditions expérimentales, ......................................................... 

a. Méthode du cristal tournant: monocristale 

Pour obtenir un diagramme de diffraction, qui sera 

ensuite utilisé pour résoudre la structure, il faut orienter 

le cristal de façon à l'observer sous un angle qui satisfasse 
la loi de Bragg. L'information peut être recueillie sur un 

film photographique, Quand le plan considéré fait un angle 

avec le faisceau incident, une tache de diffraction est 

produite sur le filmo 

b. Méthode des poudres 

Une poudre de petits cristaux sans orientations 

particulières donne un diagramme de diffraction qui n'est 

plus fait d'une série de taches, mais d'anneaux autour de 

l'origine. Les informations sont considérablement réduites, 

mais les dimensions et la forme de la maille peuvent 

néanmoins être déterminées à partir de la mesure des 

diamètres des anneaux et de leur indexation. Cette méthode 

sera utilisée dans le cas de monocristaux de fibre* 

3. La diffraction en microscopie électronique 

L'image dsun objet est observée directement en 

microscopie électronique* Généralement, pour voir cet objet, 

il faut le colorer c'est à dire augmenter le contraste avec 

le support (Hall, 1955; Brenner et Horne, 1959). La 

coloration la plus utilisée est la coloration negative par un 

sel de métal lourd opaque aux électrons (acétate dvuranyl, 

phosphotungstate de sodium etc*), Le colorant se dépose 

autour des particules et pénhtre dans les partles creuses 
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r e v e l a n t  a i n s i  l e s  d é t a i l s  d e  s t r u c t u r e  d e  l a  s u r f a c e *  

En f a i t  l ' i m a g e  o b s e r v é e  e s t  f o r m é e  e n  d e u x  e t a p e s :  
l e  L ' o b j e t  d o n n e  un diagramme d e  d i f f r a c t i o n  a u  f o y e r  d e  

l a  l e n t i l l e  ( t r a n s f o r m é e  d e  F o u r i e r ) ;  

2, Le diagramme d e  d i f f r a c t i o n  r e d o n n e  l ' i m a g e  d e  

l ' o b j e t  ( t r a n s f o r m e e  d e  F o u r i e r  i n v e r s e ) .  

objet 
plan 

lentille de 
diffraction 

image 

D e  f i n s  m i c r o c r i s t a u x  p e u v e n t  ê t r e  o b s e r v é s  e n  

m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e ,  L ' image  f i n a l e  ( m i c r o g r a p h i e )  e s t  

s o u v e n t  p a u v r e  e n  i n f o r m a t i o n  s t r u c t u r a l e  à cau,;e d u  bpluSt d e  

f o n d  d û  à l a  t a i l l e  du c o l o p a n t ,  a u  s u p p o r t  e t  a u  mater iel  

i n o r g a n i s é  é v e n t u e l l e m e n t  p r é s e n t  d a n s  ka p r é p a r a t i o n u  Le 

diagramme d e  d i f f r a c t i o n ,  a u  c o n t r a i r e ,  e s t  t r è s  n e t  c a r  il 
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représente une moyenne de plusieurs motifs. Il peut être 

obtenu directement au plan focal du microscope, mais il est 

généralement plus commode d'utiliser un banc optique (Laser) 

pour obtenir ces diagrammes sur un grand nombre de 

micrographies. Cette façon de procéder permet de sélectionner 

les meilleures micrographies et les régions les plus 

ordonnées de l'image du cristal, ainsi que de contrôler le 

réglage du microscope (détection de l'astigmatisme et mesure 

de la défocalisation: contrôles importants à réaliser avant 

de mesurer les intensités et de faire un traitement d'image). 

Les micrographies sélectionnées sont micro 

densitométrées. Les diagrammes de diffraction sont alors 

calculés directement par l'intermédiaire d'un programme 

d'ordinateur et les intensités sont mesurées très 

precisement, La structure peut alors être calculée par 

synthèse de Fourier, Les taches de diffraction représentent 

ce qui vient de la matière biologique, Il est donc possible, 

à ce niveau, de construire un filtre qui élimine le bruit de 

fond avant de reconstituer l'image initiale. L'image filtrée 

est une projection de la densité électronique dans un plan 

perpendiculaire au faisceau d'électrons* 

Pour obtenir une information tridimensionnelle, le 

procede est répété en faisant varier l'orientation de 

lléchantillon ("tiltw)* La structure est alors reconstituee à 
partir d'une série de projections bidimensionnelles (Unwln et 

Henderson, 1975)*  

La résolution obtenue est limitée à la taille des grains 
du colorant ( Y 2 0 1 - ~ o A ) .  De plus, les Qchantillons 

biologiques sont tr&s sensibles à l'irradiation par les 

électrons, et des expositions prolongées peuvent provoquer 

des distorsions dans la structure,Un moyen d'augmenter la 

resolution est d'observer l'échantillon sans colorant , mais 

il est alors plus sensible à la destruction II faut dans 
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ce cas travailler à faible dose d'électrons et/ou utiliser 

des techniques de congélation de l'échantillon. 
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INTRODUCTION 
------me---- 

Dans un premier temps, avant d'aborder la structure du 

virus, jlai entrepris la détermination du poids moléculaire 

(PM) des protéines natives de la capside par diffusion de 

neutrons. Sept protéines semblent intervenir dans 

l'architecture de la capside, Le poids moléculaire de leurs 

chaînes polypeptidiques est bien caractérisé par gel de 

polyacrylamide-SDS (tableau 71, mais seule la structure 

oligomérique de l'hexon (trimère) est connue sans ambiguité. 

Elle a été confirmée par les études cristallographiques 

(Franklin et al*, 1971). La base du penton situee à un sommet 
d'ordre 5 est souvent considérée comme un pentamère. 

Les protéines hexon et penton (base du penton a fibre) 

sont considérées comme les protéines majoritaires de la 

capside et sont les plus étudiées4 Elles présentent 

l'avantage d'être obtenues en grande quantité dans les 

surnageants de lysats cellulaires lors de la purification du 

virus* Au début de ce travail, les poids moléculaires de la 

fibre, de la base du penton et du penton natifs, avaient été 
essentiellement obtenus par centrifugation à l'équilibre et 

filtration sur gel* Les valeurs publiées sont présentées dans 

le tableau 8. 

Les données de la diffusion de neutsons nous ont apporté 
de surprenants résultats quant 6. la stoechion6tsie de la base 
du penton et de la fibre* Les poids moléculaires trouvés pour 

la base du penton, le penton complet et la fibre, ne sont 

compatibles qu'avec une base du penton trimérique* Le PM 
trouvé pour la fibre est, quant à lui, intermédiaire entre 

celui d'un dimère et celui d'un trimère, 

A partir de ces résultats, l e u  poids mol6eulaires e% La 

stoechiométrie de ces deux protZines (La base du p e n c s n  et la 

fibre) ont été réexaminés. 

Les études suivantes ont ét& r6alisées: 

- détermination ou redétermination des par~irnhtres 

hydrodynamiques des protéines par u l t r acen t r iP lAr  .:;ion 

analytique, diffusion de lumigre et densito~6c.r-ie; 

- comparaison des résultats obtenus par  g e l s  en  ni Pie^ 

dissociant et non dissociant; 



P o l y p e p t i d e  P o i d s  m o l & c u l a i r e  

III ( b a s e  du p e n t o n )  

I I I a  a s s o c i e  a u x  hexons 

p e r i p e n t o n a u x  

I V  ( f i b r e )  

V p r o t é i n e  d u  n u c l e o i d e  

V I  a s s o c i é e  a u  II 

V I 1  p r o t é i n e  d u  n u c l e o i à e  

V I 1 1  a s s o c i é  a u  II 

I X  a s s o c i é  a u  II 

X p r o d u i t s  d e  

X I  d é g r a d a t i o n  d e s  4000-6000 

X I I  p r é c u r s e u r s  

TABLEA:! 7 
-----*a--- 

Po ids  m o l e c u l a i r e  d e s  p o l y p e p t i d e s  d e  ltadénovirus d e  t y p e  2 ,  

a *  d é t e r m i n é  d ' a p r è s  l ' é l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  d e  

polyacrylamide-SDS (Anderson e t  a l * ,  1 9 7 1 ) ~  

be c a l c u l é  d ' a p r è s  l a  s é q u e n c e  ( r 6 f & r v n e e s :  g 6 n 6 r a l j t s s  1, 

p a r a g r a p h e  12, 



Technique 

Protéine 
Centrifugation Filtration 5 

Cristallographie Séquence 
à l'équilibre sur gel 

Hexon 

Type Sauvage 
Base du Penton 

Mutant 

Penton - 400000~ 664000 

Fibre - 192-207000~ 180000 

T a b l e a u  8  --------- 
P o i d s  m o l é c u l a i r e s  de s  p r o t é i n e s  n a t i v e s  d e  l k d 6 n o v i r u s  

d e  t y p e  2+ 

l e  F r a n k l i n  e t  a l c 1 9 7 1 .  

2* S u n d q u i s t  e t  a l c 1 9 7 3 b *  

3, P e t t e r s s o n  e t  Hoglund , 1 9 6 9 +  

4, P e t t e r s s o n  e t  a 1 + 1 9 6 7 6  

5.  Lemay e t  B o u l a n g e s  ,1988 ,  
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- caractérisation par rayons X et microscopie électronique 
de petits cristaux de fibre (résultat preliminaire d'une 

étude à plus haute résolution de la fibre), 

1. DIFFUSION DE NEUTRONS ........................ 

Aux petits angles, l'intensité à l'origine 40 est 

proportionnelle à la masse moléculaire M (voir Généralités 

II, paragraphe II2). 
Io - O( M 

Le point important de cette détermination de M est la 

connaissance précise de la concentration c de l'échantillon, 

tous les autres paramètres pouvant être mesurés lors de 

l'expérience ou calculésm 

1. Mesure de la concentration ............................. 

La méthode la plus classique pour déterminer la 

concentration d'une solution de protéines est de réaliser A n  

dosage colorimétrique, Le plus courant est celui de Lowry, 

La détermination de la concentration se fait par comparaison 

avec une protéine connue, le plus souvent Pa sérum albumine 

bovine (BSA). Or, cette technique, si elle est une bonne 

approximation de la concentration relative, n'est pas une 

bonne détermination absolue, Plusieurs critiques peuvent lui 

être adressées: 

- elle donne une concentration relative à la BSA, Il faut 

donc admettre que toutes les proteines ont l e  même 

comportement vis à vis du colorant; 
- le dosage fait intervenir les l i a i s o n s  peptldiques des 

protéines, mais aussi les groupements phénoliques de 

certains acides aminés* Il depend done de la cam>osftBcn: 

- le dosage est sensible à certains compos6s presents 

dans les tampons (revue par Bensadoun et Weinstein, 

19761, 
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Un autre colorant utilisé est le bleu de Coomassie 

(technique de Bradford, 1976), Le dosage n'est pas sensible à 
la nature du tampon (Spector, 19781, mais varie beaucoup en 

fonction de la composition de la protéine (Pierce et Suelter, 

1977). 

11 semblait donc préférable d'utiliser une autre 

approche pour mesurer la concentrationc Elle a consi.sté à 
mesurer la composition en acide aminés de la solution de 

proteines en présence d'une référence de concentration 

connue: la norleucine. Un aliquot de protéine, de volume 

connu et dont lrabsorbance (Daoe densité optique) est 

mesurée, est hydrolysé 12, 24, 48 heures en prhsence d'une 

quantité connue de norleucine* Les acides aminés sont 

analysés quantitativement. Si les résultats sont ~orrigés 

pour le contenu en tryptophane et en cystéine, généralement 

détruits lors de l'hydrolyse, la concentration obtenue est 

plus fiable que celle mesurée par les dosages de protéines* 

L1hexon dont la séquence, le coefficient d'extinction 

moléculaire et la masse moléculaire sont connus, constitue un 

bon témoin. Lorsqutun certain nombre d'analyses quantitatives 

a été réalisé, la meilleure stratégie consiste à calculer le 

coefficient d'extinction moléculaire & d'après la loi de 

Beer-Lambert, pour chaque et & une longueur d'onde 

donnée ( 2  ) , 

c étant la concentration en mg/ml; 

1 la longueur de la cuve de mesure en cm;, 

D.O* la densité optique pour les proteines mesusée k 
278 nm, 

Il sera ainsi plus facile par ha suite de deduire la 

concentration de la mesure de l'absorbanee (tablenu 

2, Mesures de diffusion de neutrons9 
-----------------------------------.- 

Les mesures de diffusion de neutrons se font avec des 

solutions protéiques de 2 à 5 mg/ml, Les c o u r b e s  Ln I ( q )  en 



Capsid protein 

R ~ ( X )  
neutron X-ra y 

Hexon 1,450 350000 43iL0,B 43 

Pen ton base 1,145 246000 46f 2 ND 

Penton  1,03 0 362000 94*6 92 

Fibre  I 0,8 5 O 156000 75f11 75 

Fibre  II 0,850 298000 155*5 ND 

Fibre II 

TABLEAU 9 --------- 
Poids moleculaires (MW) déterminés d'après les mesures de 

diffusion de neutrons, 

les coefficients d'extinction moléculaires sont déduits 

des analyses d'acides aminés (voir texte). 

Fibre II est une préparation contenant des dimères de 

fibre 1. Le PM par unité de longueur et le rayon de giration 

transverse sont déterminés pour des valeurs de q<l.lh x IO-'! 

C a p s i d  protein 
Stokes 

M W radius (g  ) 

H e x o  n O 725 13 3,72 31 O OQO 5 7  

P o n t o n  0,730 10,55 2, 60 365 92 

F i b r e  O, 703 6,09 3,IO 16fOW 68 

TABLEAU 10 ---------- 
Poids moléculaires (MW) détermines d'après les paramètres 

hydrodynamiques ;. S et D, 
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f o n c t i o n  d e  q 2  d o n n e n t  l e  r a y o n  d e  g i r a t i o n  Rg e t  l ' i n t e n s i t é  

à l ' o r i g i n e  I o  d o n t  o n  d é d u i t  M ( t a b l e a u  9 ) *  
La c o u r b e  1 x q  e n  f o n c t i o n  d e  q2  ( q  < 1 , 1 4  x 1 0 - ' 8 )  

p e r m e t  d e  c a l c u l e r  M p a r  u n i t é  d e  l o n g u e u r  p o u r  l a  f i b r e  

(530/!)* 

II* DETERMINATION DES PARAMETRES HYDRODYNAMIQUE§ ................................................ 

M p e u t  ê t r e  c a l c u l é e  & p a r t i r  d e  l a  r e l a t i o n  d e  

S v e d b e r g :  
S M = - X  

R T  - 
3 (4 -  ~ ' ( 3 )  

où :  R est  l a  c o n s t a n t e  d e s  g a z  p a r f a i t s  

T es t  l a  t e m p é r a t u r e  a b s o l u e  

S  e s t  Le c o e f f i c i e n t  d e  s é d i m e n t a t i o n c  11 e s t  m e s u r é  

p a r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a n a l y t i q u e  à 49500 rpm e t  

c o r r i g é  p o u r  l e s  c o n d i t i o n s  s t a n d a r d s  S20 ,w 

(20°C,  e a u ) +  Dans l e  c a s  d e  l a  f i b r e ,  l e  c o e f f i c i e n t  d e  

s é d i m e n t a t i o n  dépend  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  c e t  

d o i t  ê t r e  e x t r a p o l é  & c o n c e n t r a t i o n  n u l l e *  I l  

e s t  i n d é p e n d a n t  d e  c p o u r  l v h e x o n  e t  l e  pen ton .  

D e s t  l e  c o e f f i c i e n t  d e  d i f f u s i o n *  II a été m e s u r é  

p a r  d i f f u s i o n  d e  l u m i è r e  e t  c o r r i g é  p o u r  l e s  

c o n d i t i o n s  s t a n d a r d s  D 2 0 , w e  Il e s t  i n d i f f é r e n t  à l a  

c o n c e n t r a t i o n  p o u r  l e s  t r o i s  p r o t & i n e s +  

F i b r e  U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  D i f f u s i o n  d e  P u m i è r e  
--..--- ---- 

C o n c e n t r a t i o n  x I O  13 
S20,w D2-, ,wxlO'i 

Rayon d e  

mg/mï S t o k e s  
- _  ___--- -.----- - 

0,283 65.9 3925 6 7 t 4  

0 ,885  5 * 7  3115 67.8 

2,024 5.4 - - 
5 * 7 9 4  11 . g > , I I  68.,0 

- 
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V e s t  l e  volume s p é c i f i q u e  p a r t i e l .  I l  e s t  s o u v e n t  c a l c u l é  à 
p a r t i r  d e  l a  c o m p o s i t i o n  en  a c i d e s  aminés  de  l a  p r c t é i n e ,  

mais  c e l a  p e u t  c o n d u i r e  à d e s  v a l e u r s  e r r o n e e s ,  

p r i n c i p a l e m e n t  d a n s  l e  c a s  de  composés  m u l t i m é r i q u e s  e t / o u  d e  

forme t r è s  a l l o n g é e  comme l a  f i b r e a l e  v mesure  l e  changement  

de  volume d ' u n e  s o l u t i o n  p a r  l ' a p p o r t  d q u n e  u n i t é  d e  masse  d e  

s o l u t é  ( i c i  d e   protéine^)^ Or l e s  p r o p r i é t é s  d ' h y d r a t a t i o n  
- 

a u t o u r  de  l a  mo lécu le  p e u v e n t  a f f e c t e r  v b  En e f f e t ,  

l ' h y d r a t a t i o n  d ' u n e  mo lécu l e  p r o t é i q u e  dépend d e  l a  n a t u r e  

d e s  a c i d e s  a m i n é s  e x p o s é s  à s a  s u r f a c e  e t  é v e n t u e l l e m e n t  d e  

l a  p r é s e n c e  d b u t r e s  composés(  s u c r e s  p a r  exemple )*  De p l u s ,  

l a  f i b r e  é t a n t  une m o l é c u l e  t r h s  a i l o n g é e ,  un p l u s  g r a n d  

nombre d ' a c i d e s  aminés  e s t  en  c o n t a c t  a v e c  l e  s o l v a n t .  I l  a  

é t é  mon t r é  e x p é r i m e n t a l e m e n t  que  l a  c o m p o s i t i o n  du s o l v a n t ,  
- 

son  pH e t  l a  t e m p é r a t u r e  a f f e c t e n t  v  ( D u r c h s c h l a g  e t  

J a e n i c k e ,  19821, I l  é t a i t  donc  p r é f @ r a b l e  d e  m e s u r e r  l e s  

d e n s i t é s  d e s  s o l u t i o n s  de  p r o t é i n e s  n a t i v e s  h t u d i é e s  ( d l  e t  

de  l e u r  tampon ( d s )  à I % i d e  d ' u n  d e n s i m h t r e  e t  d ' e n  d é d u i r e  

c  e s t  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  $ / m l t  Les r é s u l t a t s  s o n t  r e g r o u p é s  

dans  l e  t a b l e a u  IO* 

III* INTERPRETATION Q U A N T I T A T I V E  DES ELECTROPHORESES EN GEL DE .............................................................. 
POLYACRYLAMIDE-SDS 

Les p o l y p e p t i d e s  d e  P ' a d é n o v i r u s  s o n t  b i e n  s é p a r 6 s  p a r  

é l e c t r o p h o r è s e  s u r  g e l  d e  p o l y a c r y l a n i d ~  1TP5% en  m i l i e u  

d i s s o c i a n t  (SDSI* 11 e s t  donc p o s s i b l e  de  d é d u i r e  l e u r  

s t o e c h i o m é t r i e ,  c ' e s t  à d i r e  l e  nombre d e  c o p i e s  d e  cnaque 

p o l y p e p t i d e  p r é s e n t  d a n s  l e  v i r u s ,  a p a r t i r  d e  I a  mzsse 

p r o t é i q u e  de  chaque  bande d e  g e l I  La q i ~ a n t i t é  d e  inasse 

p r o t é i q u e  c o r r e s p o n d a n t  à chaque  c h a l n e  p o l y p e p t i d i q u e  p e u t  

ê t r e  c o n n u e , s o i t  e n  mesu ran t  Ici q u a r i t i t é  de  c o l o r a n t  115 $. l a  

p r o t 6 i n e  dans  chaque  bande ,  s o i t  e n  mesu ran t  l a  r a d i o a c t i v i t é  

l o r s q u e  l e s  p r o t é i n e s  s o n t  marquéesc  
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Le g e l  e s t  c o l o r é  a v e c  l e  b l e u  de  Coomassie  ( S E R V A )  q u i  
a b s o r b e  d a n s  l e  v i s i b l e  à 590 nm. Il s u f f i t  donc  d e  " b a l a y e r w  
l e  g e l  a v e c  un f a i s c e a u  lumineux  d e  l o n g u e u r  d ' onde  590 nm à 
l ' a i d e  d ' u n  d e n s i t o m è t r e  e n r e g i s t r e u r  d e  g e l ,  Un s p e c t r e  
d ' a b s o r p t i o n  du c o l o r a n t  e n  f o n c t i o n  d e  l a  m i g r a t i o n  e s t  
ob t enu ,  Chaque p i c  c o r r e s p o n d  à un p o l y p e p t i d e  e t  il e s t  
p o s s i b l e  d e  f a i r e  l ' a p p r o x i m a t i o n  que  l a  s u r f a c e  du p i c  e s t  
p r o p o r t i o n n e l l e  à l a  masse  p r o t é i q u e  c o l o r é e ,  La c o m p o s i t i o n  
du p o l y p e p t i d e  hexon e s t  b i e n  connue  d a n s  l e  v i r u s ,  s o i t  3 x  
240 = 720 c h a î n e s  p o l y p e p t i d i q u e s  de  masse m o l é c u l a i r e  108000 
( d ' a p r è s  l a  s é q u e n c e ) *  La s u r f a c e  du p i c  hexon cor t respond  

6 donc à une masse p r o t é i q u e  d e  77*8 x  10 p o u r  un v i r u s ,  c e  
q u i  pe rme t  d ' e s t i m e r  l e s  a u t r e s  s u r f a c e s  e n  terme d e  masse 
m o l é c u l a i r e e  O r ,  nous  a l l o n s  v o i r  q u ' i l  e x i s t e  d e s  l i m i t e s  à 
c e t t e  méthode:  

a. l a  p r o t é i n e  hexon e s t  l a  p l u s  r e p r é s e n t é e  d a n s  l e  v i r u s .  
Quand l e s  q u a n t i t é s  de  v i r u s  d i s s o c i é s  d é p o s é e s  s u r  g e l  
s o n t  s u f f i s a n t e s  pour  q u e  l e s  p i c s  de  III e t  de I V  s o i e n t  
v i s i b l e s  e t  m e s u r a b l e s  s u r  l e  s p e c t r e  d ' e n r e g i s t r e m e n t ,  
l e  p i c  d t h e x o n  d e v i e n t  s o i t  i n i n t e r p r é t a b l e ,  s o i t  
s o u s - e s t i m é  p a r  ~ a t ~ u r a t i o n  a u  n i v e a u  de l ' e n r e g i s t r e u r  
( c o u r b e  I O ) *  Pour  é l i m i n e r  c e t t e  c a u s e  d ' e r r e u r ,  d e s  
q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  d e  v i r u s  d i s s o c i é s  s o n t  d é p o s é e s  
s u r  g e l  e t  l a  mesure  d e s  s u r f a c e s  d e  p i e s  s e  f a i t  d a n s  
l e s  p a r t i e s  l i n é a i r e s  d e s  c o u r b e s ;  

b.. l a  r é p o n s e  a u  b l e u  de  Coomassie  v a r i e  l a r g e m e n t  d ' u n e  
p r o t é i n e  à l ' a u t r e  ( P i e r c e  e t  S u e l t e r ,  1977)*  Le d o s a g e  
p a r  l a  t e c h n i q u e  d e  B r a d f o r d  ( 1 9 7 6 )  d e  s o l u t i o n s  de  s e p t  
p r o t é i n e s  d i f f é r e n t e s ,  p u r i f i é e s  e t  d é n a t u r é e s  en  SDS, a  
été e f f e c t u é  à 595 rima Les  s p e c t r e s  d ' a b s o r p t i o n  e n  
f o n c t i o n  d e  l e u r  c o n c e n t r a t i o n  s o n t  mon t r é s  p a r  La 

f i g u r e  11*  La c o n c e n t r a t i o n  e s t  d é t e r m i n é e  a p a r t i r  d e  

l a  d e n s i t é  o p t i q u e  à 278 ou 280 nm e t  du c o e f f i c i e n t  

d % x t i n c t i o n  m o l é c u l a i r e  . Pour  p o u v o i r  comparer  l e s  

r é s u l t a t s  d e s  g e l s ,  nous  a v o n s  c a l c u l é  un f a c t e u r  d e  

c o r r e c t i o n  d e  c o l o r a t i o n  pou r  chaque  p r o t é i n e ,  p a r  

r a p p o r t  à l t h e x o n ,  



- 
A 

PEAK AREA 
Of  

GEL SCAN 

OJOO 

Penton bann 

F i g u r e  10 --------- 

V a r i a t i o n  d e  l ' i n t e n s i t e  d e  c o l o r a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  ( h e x o n ,  

b a s e  d e  p e n t o n  e t  f i b r e )  e n  f o n c t i o n  d e  l a  q u a n t i t é  ( e n  g)  

d e  v i r u s  d i s s o c i e  d e p o s é  s u r  g e l .  

- l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  p r o t é i n e s  de  c h a q u e  d é p ô t  e s t  c a l c u l é e  

à p a r t i r  d e  l l a b s o r b a n c e  à 278 nm, 

- l l i n t e n s i t &  d e  c o l o r a t i o n  d e  c h a q u e  b a n d e  p r o t é i q u e  e s t  
hl;S 

d é t e r m i n é e  p a r  l a  m e s u r e  d e  l a  s u r f a c e  du p i c  

. ' c o r r e s p o n d a n t ,  a p r è s  e n r e g i s t r e m e r i t  du  gelf 



fac teur  
cor tect  ion - 

1 Lysozyme 0.85 
2 BSA 0.93 
3 Hexon 1 .O 
4 Base penton 1.1 0 

5 Fibre 1.40 
6 Trypsinag9ne 1.50 

7 Ovalbumine 1.59 

prot eines 

#Jg 

F i g u r e  14 --------- 

Dosage p a r  l e  B l e u  d e  Coomass ie  ( B r a d f o r d ,  1976) d e  s e p t  

p r o t é i n e s  d é n a t u r é e s  p a r  0 * 1 %  d e  SDS, La c o n c e n t r a t i o n  d e s  

p r o t é i n e s  e s t  d é d u i t e  d e  l a  mesure d e  l t a b s o r b û n c e  278 ou  

280 nm ( &  é t a n t  c o n n u  p a r  a i l l e u r s ) +  

P o u r  u n e  même p r i s e  d ' e s s a i ,  l a  9-0, 2 595 nm v a r i e  

d ' u n e  p r o t e i n e  à l ' a u t r e ,  Un f a c t e u r  d e  c o r r e c t i o n  e s t  ,< 

I .  

c a l c u l é  p a r  r a p p o r t  à l ' h e x o n ,  



M W  
Protein mass Protein m a s  of polypeptide Number of copbs 

Capsid protein Per vir ion per a p e x  su bunit per apex 
x 10'6 x 10-6 x 10'3 

H e x o n  77.8 O 

Penton base 3.1 277 

I I I  a 7.3 658 

F i b r e  1.6 140 

TABLEAU 1 1  ---------- 
Poids moléculaires et stoechiométrie des protéines de l'apex 

déterminés d'après les gels de polyacrylamide-SDS colorés 

(voir article 1), 

~ n t i t d  Virale Marquage Rapport lx Rapport théorique 

\ I I I  nombre de c h r h a  

Penton soluble 

coloration 

Virion 

coloration 1 "95 

TABLEAU 12 
-----W...--- 

Stoechiométrie de la base du penton et de l a  fibre dans la 

particule virale et dans le penton, colorés su radioaeéifs. 

(à  droite, rapport théoraique dans le cas oh la base du penton 
est un pentamère ou un trimera et la fibre un trimère ou un 

dimère) * 
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Le t a b l e a u  11 m o n t r e  l a  masse m o l é c u l a i r e  d e  III e t  I V  

e t  l e u r  s t o e c h i o m é t r i e  p a r  a p e x *  Le  d o s a g e  p a r  l e  b l e u  d e  

Coomass ie  n ' a  p a s  pu ê t r e  e f f e c t u é  s u r  l e  I I I a  ( p a r  manque d e  

m a t é r i e l ) .  Le r é s u l t a t  p r é s e n t é  p o u r  c e t t e  p r o t é i n e  e s t  donc  

i n c e r t a i n ,  

Le t a b l e a u  12 compare  l e s  r a p p o r t s  b a s e  du  p e n t o n  s u r  

f i b r e ,  m e s u r é s  d ' a p r è s  l e s  g e l s  c o l o r é s  e t  r a d i o a c t i f s  ( v o i r  

a r t i c l e  1 1 ,  e t  l e s  r a p p o r t s  t h é o r i q u e s ,  e n  s u p p o s a n t  q u e  l a  

b a s e  du p e n t o n  e s t  s o i t  un p e n t a m è r e ,  s o i t  un  trimère, e t  l a  

f i b r e  un  t r imère o u  un d i m è r e .  

I V  ESTIMATION DU POIDS MOLECULAIRE DES PROTEINES NATIVES PAR 
-----------------------------------------------------------d 

ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE EN MILIEU N O N  ...................................................... 
DISSOCIANT 

S u r  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e ,  l e s  m o l é c u l e s  v o n t  m i g r e r  

é l e c t r o p h o r é t i q u e m e n t  e n  f o n c t i o n  d e  l e u r  masse m o l é c u l a i r e  

e t  d e  l e u r  c h a r g e  i o n i q u e .  En m i l i e u  d i s s o c i a n t  (SDS) 

l ' a p p o r t  d ' u n  e x c è s  d e  c h a r g e s  . n é g a t i v e s  dû  a u  SDS a n n u l e  l a  

c o n t r i b u t i o n  d e s  c h a r g e s  d u e s  a u x  m o l é c u l e s ,  e t  c e l l e s - c i  

m i g r e n t  u n i q u e m e n t  e n  f o n c t i o n  d e  l e u r  masse m o l é c u l a i r e .  S i  

p l u s i e u r s  p r o t é i n e s  d e  masse m o l ~ c u l a i r e  c o n n u e  s o n t  s o u m i s e s  

à une  é l e c t r o p h o r è s e  e n  même t e m p s  q u e  l e s  p r o t é i n e s  

i n c o n n u e s ,  il e s t  p o s s i b l e  d e  d é t e r m i n e r  p a r  c o m p a r a i s o n  l a  

masse m o l é c u l a i r e  a p p a r e n t e  d e s  s o u s - u n i t é s  p o l y p e p t i d i q u e s .  

Le l o g a r i t h m e  d e  M e s t  p r o p o r t i o n n e l  à l a  m i g r a t i o n  e t  u n e  

d r o i t e  d e  r é f é r e n c e  p e u t  ê t r e  t r a c é e *  

Au c o n t r a i r e ,  e n  g e l  non  d i s s o c i a n t ,  La c h a r g e  n e t t e  d e s  

p r o t é i n e s  n a t i v e s  e s t  l o i n  d ' ê t r e  n é g l i g e a b l e  e t  u n e  t e l l e  

d é t e r m i n a t i o n  e s t  i m p o s s i b l e r  P a r  e x e m p l e ,  l a  f i g u r e  2  d e  

l ' a r t i c l e  2  m o n t r e  q u e  l a  f i b r e ,  d o n t  l e  p o i d s  m o l é @ u l a i r e  

d o i t  ê t r e  124000 o u  186000 ,  m i g r e  comme une p r o t g i n e  

d ' e n v i r o n  400000* P o u r  t e n t e r  d e  s u p p r i m e r  c e t  i n c o n v é n i e n b ,  

n o u s  a v o n s  b l o q u é  l e s  c h a r g e s  p o s i t i v e s  d e s  m o l é c u l e s  par l e  

f l u o r e s c a m i n e  e t  n o u s  a v o n s  u t i l i s é  d e s  s y s t è m e s  d e  g e l  d e  

p o l y a c r y l a m i d e  e n  g r a d i e n t  d e  c o n c e n t r a t i o n  e t  à pH a l c â k r n  

(pH 9 * 4 ) *  Des p r o t é i n e s  o l i g o r n é r i q u e s  d e  h a u t  p î i d s  
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m o l é c u l a i r e  connu  s e r v e n t  d e  r é f é r e n c e ,  E l l e s  s o n t  b l o q u é e s  

p a r  l a  f l u o r e s c a m i n e ,  de  même que  l e s  p r o t é i n e s  i n c o n n u e s *  

E n t r e  700000 ( T h y r o g l o b u l i n e )  e t  90000 ( p h o s p h o r y l a s e  B) l e  

Ln M e n  f o n c t i o n  de  l a  m i g r a t i o n  e s t  une d r o i t e .  Les  . 
p r o t é i n e s  t é m o i n s  vendues  d a n s  l e  commerce s o n t  d e s  p r o t é i n e s  

pouvant  ê t r e  a s s i m i l é e s  à d e s  p r o t é i n e s  g l o b u l a i r e s *  O r ,  l a  

f i b r e  e s t  u n e  . molécu le  a l l o n g é e *  I l  s e m b l a i t  donc 

i n d i s p e n s a b l e  d e  comparer  s a  m i g r a t i o n  à c e l l e s  de  p r o t é i n e s  

f i b r e u s e s *  Malheureusement ,  à l ' é t a t  n a t i f ,  c e s  p r o t é i n e s  s e  
s o l u b i l i s e n t  mal d a n s  l e  tampon d l é l e c t r o p h o r è s e  e t  n e  

p é n è t r e n t  p a s  d a n s  l e  g e l  ( c ' e s t  l e  c a s  du c o l l a g è n e  e t  d e  l a  

myosine).  Le s e u l  r é s u l t a t  u t i l i s a b l e  f u t  c e l u i  du 

f i b r i n o g è n e  d e  boeuf.  La d r o i t e  d e , '  r é f é r e n c e  pe rme t  d e  

d é t e r m i n e r  un p o i d s  m o l é c u l a i r e  d e  3g.0000 pour  l e  f i b r i n o g è n e  

b loqué  p a r  l a  f l u o r e s c a m i n e ,  e t  d e  160000 pour  l a  f i b r e -  

f l uo re scamine .  

Les  t a b l e s  du  "Handbook.of B i o c h e m i s t r y u  (2nd e d i t i o n ,  
- \ 

CRC p r e s s )  i n d i q u e n t ,  p o u r  l e  f i b r i n o g è n e  d e  boeuf  , u n  p o i d s  

m o l é c u l a i r e  d e  390000 ( r é f é r e n c e  Enge e t  a l . ,  1958). O r ,  l e  

f i b r i n o g è n e  e s t  c o n s t i t u é  de  t r o i s  p a i r e s  de  c h a î n e s  A d  , BP, 
e t x ,  d e  PM en g e l :  A q  = 68000, B P  = 55000 e t  ?f = 45000 ( p o n r  

l e  f i b r i n o g è n e  b o v i n ) ,  s o i t  340000 pour  l a  p r o t é i n e  

nat ive .Ce c h i f f r e  e s t  c o n f i r m é e  p a r  l e s  données  de  l a  

c r i s t a l l o g r a p h i e  ( 330000; Tooney e t  Cohen, 1977). I l  semble  

donc d i f f i c i l e v ' d e  comparer  a v e c  p r é c i s i o n  l a  m i g r a t i o n  d e s  

p r o t é i n e s  f i b r e u s e s  e t  c e l l e  d e s  p r o t é i n e s  g l o b u l a i r e s ,  d e  

même q u e  de c o n c l u r e  à ' u n  comportement  i d e n t i q u e  p o u r  l a  

f i b r e  e t  l e  f i b r i n o g è n e  d a n s  c e  s y s t è m e  d e  g e l .  
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V e  ARRANGEMENT DES MOLECULES DE FIBRES DANS LE CRISTAL ET ......................................................... 
STOECHIOMETRIE -------------- 

1, Cristallisation ------------------ 

La fibre de l'adénovirus de type 5 a été cristallisée 

par Mautner et Pereira ( 1 9 7 1 )  par changement de pH de 6,8 à 

6,0+ Les cristaux obtenus étaient trop petits pour une étude 

cristallographique aux rayons X, mais des cristaux bi- 

dimensionnels avaient été observés en microscopie 

électronique. Cette méthode nta pu être appliquée avec succès 

pour la fibre de lladénovirus de type 2 (observation 

personnelle, confirmée par Green et al., 1983). Nous avons 

alors mis au point une méthode de cristallisation pour la 

fibre de type 2 qui a permis d'obtenir des petits cristaux 

(200-400 k m )  utilisables pour faire un diagramme de poudres 

aux rayons X et pour observer en microscopie électronique* 
La fibre purifiée (en solution dans un tampon phosphate 

de Na, 10 mM, pH 6,8) est concentrée par dialyse sous vide à 
l'aide d'un microconcentrateur Prodicon (Bio-Molecular 

Dynamics, Beaverton, Oregon), puis dialysée une nuit contre 

du phosphate de Na, 10 mM, pH 6,om La cristallisation est 

alors réalisée par la technique des "gouttes pendantes", en 

présence de polyéthylène glycol 6000 (PEG) (McPherson, 19761, 
La technique est décrite à la figure 12. Les cristaux 

apparaissent en 2 à 3 semaines à température ambiante* Pour 

des concentrations de fibre de 5 à 8 mg/ml et pour 3 à 5% de 

PEG, les cristaux obtenus sont de forme trianglulaire de 200- 

400 p m de côté, mais seulement de 10-20 p.ni d'épaisseur 

(figure 12)* Ils se présentent sous forme d'agrégats de 

petits cristaux. Il a été possible, récemment, d'obtenir de 

plus gros cristaux ( 800ym de côté, figure 17)  poussant 

isolément pour des concentrations particulières de fibre et 

de PEG (5.34 et 6.23 mg/ml pour 4% de PEG), 
L'augmentation progressive du phosphate de sodium (10 

500 mM) ainsi que l'addition de chlorure de sodium (10 à 500 

mM) ont empêché la cristallisation. De même, si les boites de 
cristallisation sont laissées A +4 O C  plutôt quf à la 



Figure 12 --------- 
Cristaux de Fibre de l'adénovirus de type 2. 

La cristallisation est réalisée dans des boites stériles de 

cultures de tissus en polystyrène (Linbro, Flow Laboratories) 

comprenant 24 cupules de 3,5 ml. 1 ml de phosphate de Na, 10 

mM pH 6,0 contenant X$ de PEG sont deposes au fond des 

cupules. 10 r l  du même tampon contenant la mêae quantité de 

PEG sont mélangés à 10 p l  de la solution protéique et déposés 

sur une lamelle de microscope (20x20 mm) préalablement 

siliconée (Aquasil 0.2%; Pierce, Rockford Illinois). La 

lamelle est retournée au dessus de la cupule dont les bords 

ont été graissés, La cristallisation se fait par diffusion de 

vapeur entre le tampon de la cupule et la llgoutte pendanteu 

en 2 à 3 semaines* 
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t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e ,  l a  c r i s t a l l i s a t i o n  n ' a  p a s  l i e u .  S i  l e s  
p r é p a r a t i o n s  d e  f i b r e  p u r i f i é e  à pH 6.8 s o n t  c o n g e l é e s  ( -  

20 OC) ou  l a i s s é e s  a u  r é f r i g é r a t e u r  (+4  O C ,  p l u s  d ' u n e  

s e m a i n e ) ,  e l l e s  n e  p e u v e n t  p a s  ê t r e  u t i l i s é e s  p o u r  l a  
c r i s t a l l i s a t i o n .  

L e s  c r i s t a u x  d i s s o u s  d a n s  u n  tampon t r i s - g l y c i n e  pH 8 - 9  

e t  s o u m i s  à u n e  é l e c t r o p h o r è s e  e n  g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e - S D S  

p r é s e n t e n t  u n e  b a n d e  d e  f i b r e  e x t r ê m e m e n t  p u r e ,  

2. C a r a c t é r i s a t i o n  du  c r i s t a l  d e  f i b r e :  d i m e n s i o n s  d e  7 ~ -  
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -=.  

mail le  e t  g r o u p e  d ' e s p a c e .  .......................... 

a, M i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e ,  

L e s  c r i s t a u x  s o n t  t r o p  é p a i s  p o u r  une  o b s e r v a t i o n  

d i r e c t e  a u  m i c r o s c o p e  é l e c t r o n i q u e ,  e t  d a n s  l e s  s t a d e s  

p r é c o c e s  d e  c r i s t a l l i s a t i o n  a u c u n  c r i s t a l  b i d i m e n s i o n n e l  

n ' e s t  o b s e r v é .  P o u r  o b t e n i r  d e s  i m a g e s ,  l e s  c r i s t a u x  s o n k  

écrasés d o u c e m e n t  à l ' a i d e  d t u n  h o m o g é n é i s a t e u r  ( P o t t e r )  

a v a n t  d e  l e s  d é p o s e r  s u r  d e s  g r i l l e s  r e c o u v e r t e s  d e  Formvar  

e t  d ' u n  m i n c e  f i l m  d e  c a r b o n e ,  L e s  p r é p a r a t i o n s  s o n t  c o l o r é e s  

n é g a t i v e m e n t  a v e c  u n e  s o l u t i o n  d ' a c é t a t e  d l u r a n y l  1% 21; 4,4, 

Deux i m a g e s  d i f f é r e n t e s  s o n t  o b s e r v é e s .  La f i g u r e  13 

p r é s e n t e  l a  v u e  l a  p l u s  f r équemment  r e n c o n t r é e ,  D 1 a s n è s  l a  

f o r m e  d e  l a  f i b r e  ( m o l é c u l e  a l l o n g é e  d e  200 x 20 1 t 6 ; r n i n é e  

p a r  une  s p h é r u l e  d e  40 1 d e  d i a m e t r e  ) n o u ~  a v o n s  

i n t e r p r é t é  l e s  q u a t r e  b a n d e s  b l a n c h e s  (200 comme un 

e m p i l e m e n t  d e  t ê t e s  d e  f i b r e s ,  l e s  q u e u e s  6tant d i s p o s é e s  

l o n g i t u d i n a l e m e n t *  

La f i g u r e  l 4 a  m o n t r e  d e  l a r g e s  z o n e s  o r d o n n é e s .  mals 

d i f f i c i l e m e n t  i n t e r p r é t a b l e s *  C e t t e  image c o n v i e n t  b i e n  

l ' a p p l i c a t i o n  d e  l a  t e c h n i q u e  d e  f i l t , r a t i o n  d q i m a g e *  L'image 
9 f i l t r é e  p r é s e n t e  u n e  s y m e t r i e  hexagona le  a v e c  a = 76 i x ,  



Figure 13 --------- 

a. Image de microscopie électronique ( x  280000) montrant 

une structure de 4 fortes bandes (largeur totale 200 A )  
O 

qui se répète tout les 580 A (encart: x 480000). 

b. Diagramme de diffraction optique cor-respondant à (a). 

c et d ,  Deux modèles possibles de l'arrangement longitudinal 

des molécules de fibres d'après (a), 

(détails: figure 1, article 3 ) .  



F i g u r e  1 4  
-.- ""------ 

a. lmage de microscopie & l e c t ~ n n i q u ç :  (x &800CO),  

b ,  diagramme de difiraccion de (a) ~ S t e n u  ?a;' tr ;n~.-uvrfioe OP 

F o u r i e r .  

c, Image de (a) r e c o n s t l t u e e  aprEs f i i t r a g e  ( e i s t , ? n c e  A-B = 
7 6 ; ) .  
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b. Rayons X. 

Un capillaire rempli avec une poudre de petits cristaux 

est soumis à un faisceau de rayons X à une distance 

échantillon-film de 10 et 100 cm, permettant une gamme de q = 
6 x 10-3 à 2A-'* La figure 15 montre les films obtenus et 

leur indexation* La résolution s'étend jusque 12 A. Les 

réflexions peuvent être indexées sur un réseau ayant une 

maille hexagohalee,oÙ a = b = 77A. o( = p= 900 et = 120 O 

suggérant un groupe d'espace hexagonal ou trigonal* Les 

résultats de la microscopie électronique confirment ces 

dimensions (figure 14)* Cependant une maille orthorho~b~que 

centrée avec b = a n  donne la même série de réflexions, 

Des observations précédentes il est possible de dgduire 

plusieurs points déterminants dans le choix de la symétrie: 

- les images de microscopie électronique (figure 14b) 
montrant une projection perpendiculaire à la direction 
de la fibre suggèrent un axe d'ordre 3 parallèle à cette 
direction.Le groupe d'espace est donc vraisemblablement 

trigonal ou hexagonal, puisqutil n'y a pas d'axe 3 dans 
un groupe d'espace orthorhombique; 

- la figure 13 montre la présence d'un axe d'ordre 2 
perpendiculaire à la direction de la fibre; 

- il n'y a pas d'extinctions systématiques dans la série 

des réflexions 001 (qui correspond à l'axe d'ordre 3 

ou 6),ce qui élimine un axe hélicoïdal* 

Les groupes d'espace possibles sont donc: P312, P 3 2 i  ou 

P622, en tenant compte du fait qu'une molécule biologique ne 

peut pas avoir un groupe d'espace qui comprend un centre 

d'inversion, 

3 .  Modèle d'assemblage des fibres dans le cristal* 

Pour expliquer les 4 rangées de têtes de fibres, il faut 

qu'il y ait au moins 2 mol~cules de fibres dans l'unité 

asymétrique. Le groupe d'espace P622 doit être éliminé czw il 

implique la présence d'un plus grand nombre de fibres que ne  

peut en contenir la maille, Nous avens choisi de construire 
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l e  m o d è l e  a v e c  P321 c a r  l ' e s p a c e  e s t  mieux r e m p l i ,  mais P312 

a u r a i t  a u s s i  pu ê t r e  u t i l i s é ,  Le modèle  e s t  p r o p o s é  à l a  
f i g u r e  16, 

4. D e n s i t é  du c r i s t a l  e t  s t o e c h i o m é t r i e  d e  l a  f i b r e .  .................................................... 

La d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  d e n s i t é  d ' u n  c r i s t a l  e s t  s o u v e n t  
d é l i c a t e ,  a u s s i  p l u s i e u r s  t e c h n i q u e s  o n t - e l l e s  é t é  c o m p a r é e s *  

a. G r a d i e n t  d e  F i c o l l ,  

Le  F i c o l l  400 ( P h a r m a c i a )  e s t  c o n s t i t u é  d e  
p o l y s a c c h a r i d e s  d e  h a u t s  p o i d s  m o l ~ c u l a i r e s  ( ~ 4 0 0 0 0 0 )  e t  s e s  
m o l é c u l e s  n e  p e u v e n t  p a s  d i f f u s e r  d a n s  l e  c r i s t a l  ( W e s t b s o ~ k ,  
1 9 7 6 ) -  Des g r a d i e n t s  d e  40-60% s o n t  p r é a l a b l e m e n t  f o r m e s  ( 5  
m l ) ,  l e  c r i s t a l  e s t  d é p o s é  a u  sommet e t  l e s  g r a d i e n t s  s o n t  
c e n t r i f u g é s  24 h à 10000 rpm. Une p é r i o d e  s u p p l é m e n t a i r e  de  

24 h  d e  c e n t r i f u g a t i o n  p e r m e t  d e  c o n t r ô l e r  q u e  l e  c r i s t a l  n ' a  
p a s  bougé*  Les d e n s i t é s  s o n t , m e s u r é e s  p a r  p e s é e s ,  l a  d e n s i t é  
l e  l o n g  d ' u n  g r a d i e n t  v a r i a n t  d e  1*17 à 1*25* 

b. Mélanges  o r g a n i q u e s .  

Les t e c h n i q u e s  c l a s s i q u e s  d e  d é t e r m i n a t i o n  d e s  d e n s i t é s  
d e  c r i s t a u x  c o n s i s t e n t  5 l e s  f a i r e  f l o t t e r  d a n s  d e s  méia t iges  
o r g a n i q u e s  (Low e t  R i c h a r d s ,  1 9 5 2 ) +  Des m é l a n g e s  d e  x y l k n e  ( d  
= 0 ,860)  e t  d e  t é t r a c h l o r u r e  d e  c a ~ b o n e  ( d  = 1.594) 
p e r m e t t e n t  d e  r é a l i s e r  d e s  g r a d i e n t s  de  1*00 à 1.30, J4es 

d e n s i t é s  s o n t  m e s u r é e s  à l ' a i d e  d e  g o u t t e s  d e  c h l o r u r 8 e  d e  
c é s i u m  d e  d e n s i t e  c o n n u e  ( d é t e r m i n é e  p a r  l ' i n d i c e  de  

r é f r a c t i o n ) *  Le c r i s t a l  d o i t  ê t r e  p r é a l a b l e m e n t  séché à 
l ' a i d e  d ' u n e  m i c r o s e r i n g u e *  Pour  c e t t e  e x p e r i e n c e  un a e s  

c r i s t a u x  a  é t é  f i x é  au g l u t a r a l d e h y d e  0,255, 



1 
( arbifrary 1 - unit 1 



b 

( arbitrary 
unit ) 

Figure 15 --------- 

Cristzux de fibre: diagrammes de poudre obtenus par 

diffraction de rayons X I  La distance entre l'échantillon et 

le film est de : ( a )  10 cm et ( 5 )  100 cm; 

(cl et ( d l  présentent les courbes d'enregistrement des 

films, 

(dktails: figure 3 ,  article 3 ) .  L 



F i g u r e  16 --------- 

M o d è l e  t r i d i m e n s i o n n e l  e x p l i q u a n t  l ' a r r a n g e m e n t  d e s  x o l e c u l e s  

d e  f i b r e  d a n s  l a  mai l le  h e x a g o n a l e *  

9 / / ~  L e s  p l a n s  1 à 4 c o r r e s p o n d e n t  a u x  4 f o r t e s  b a n d e s  

o b s e r r r e s  s u r  l a  m i c r o g r a p h i e  d e  l a  f i g u r e  14a .  

1 ' a r r a n g e m e n t  d e s  l l t ê t e s t l  d e  f i b r e s  ( s u p p o s é e s  
O 

s p h é r i q u e s  a v e c  un  d i a m è t r e  d e  36 A ) &  m o n t r é  e n :  

A :  p o u r  l e  p l a n  2 ,  

E: p o u r  l e s  p l a n s  1 e t  4 ,  

C :  p o u r  l e  p l a n  3. 
L e s  a u t r e s  p o s s i b i l i t e s  s o n t  d i s c : ~ t é e s  d a n s  L ' a r t i c l e  3. 
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c g  G r a d i e n t s  d e  P e r c o l l .  

Le P e r c o l l  ( P h a r m a c i a )  e s t  u n e  s u s p e n s i o n  d e  b i l l e s  d e  

s i l i c e  r e c o u v e r t e s  d e  p o l y v i n y l p y r o l i d o n e  q u i  p e r m e t  d e  

r é a l i s e r  d e s  g r a d i e n t s  d e  d e n s i t é ,  La s o l u t i o n  d e  P e r c o l l  à 
8 0 %  e s t  a j u s t é e  à pH 6 - 0  p o u r  c e t t e  e x p é r i e n c e ,  e t  

c e n t r i f u g é e  4 0  mn à 20000 rpm. L e s  d e n s i t é s  s o n t  m e s u r é e s  p a r  

p e s é e s  o u  à l ' a i d e  d e  b i l l e s  d e  c o u l e u r  v e n d u e s  p a r  le 

f a b r i c a n t .  Le  c r i s t a l  e s t  d é p o s é  s u r  l e  g r a d i e n t  p r é f o r m é b  

Une gamme d e  1.030 à 1,190 p e u t  ê t r e  réa l i sée*  

d m  R é s u l t a t s ,  

Les r e s u l t a t s  s u i v a n t s  o n t  é t é  o b t e n u s :  

T e c h n i q u e  D e n s i t é  

s a n s  f i x a t i o n  a v e c  f i x a t i o n  

F i c o l l  400 1,221 - 

P e r c o l l  1,110 1  * 120  
-- 

L e s  d e n s i t é s  o b t e n u e s  p a r  g r a d i e n t s  d e  F i c o l l  e t  mélsnge 

x y l è n e / t é t r a c h l o r u r e  d e  Carbone  s o n t  e n  a c c o r d *  Ce l l e  t r o u v e e  

p a r  g r a d i e n t  d e  P e r c o l l  e s t  b e a u c o u p  p l u s  f a i b l e *  P e r t o f t  e t  

a l *  ( 1 9 7 9 )  o n t  m o n t r é  q u e  l e s  d e n s i t é s  d e s  p a r t i c u 1 . e ~  

b i o l o g i q u e s  i s o l é e s  e n  g r a d i e n t  d e  P e r c o l l  é t a i e n t  t o u j o u r s  

p l u s  f a i b l e s  q u e  d a n s  l e s  a u t r e s  milieux. Nous a v o n s  donc  

é l i m i n é  c e t t e  mesure.  Des c r i s t a u x  d e  d e n s i t é  c o n n u e ,  

lysozyme ( d  = 1 * 2 4 5 )  e t  d alnyXase ( d  = 1 0 1 8 7 ) ,  o n t  p e r m i s  d e  

v é r i f i e r  l a  c o h é r e n c e  d e s  r é s u l t a t s e  . I I  

. b' ; 
\:(" , 
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e1 Stoechiométrie de la fibre* 

dc est la densité du cristal* 

M est la masse protéique. Elle est calculée a partir du PM 
P 
de la chaîne polypeptidique de la fibre (62200 d'après 

la s é q ~ e n c e ) ~  M = n x 62200 x 1.66 x n est le 
P 

nombre de chaînes polypeptidiques dans la maille du 

cristal; 

M ~ Z ~  = (v, - vp) x d H2 O ,est la masse de l'eau contenue 

dans le cristal ; 

Vc est le volume du cristal calculé dvapr*&s les 
6 O 3  dimensions de la maille (3*03 x 10 A ) *  

V est le volume de la protéine = M x ? , Le 
P P 

volume spécifique est déterminé par densitométrie 

(01703 cm3/g, voir tableau IO)* Le calcul de n est 

aussi effectué en utilisant le v déduit par Lemay et 

Boulanger (1980) d'après la composition en acides 
aminés (01729 cm3/g), 

d'où: 

M + ( V c  - M x;) 
P P 

Mp(l - j) 

d'où il est possible de tirer n en faisant varier la àensité 

du cristal, de 1.221 à 1.245, et le v de 0.703 01729 :  
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Le groupe d'espace (P321) et l'arrangement des molécules 

de fibres dans le cristal niautorisent que 12 molécules de 

fibre dans la maille donc, d'après la valeur de n, 24 chaînes 

polypeptidiques (58% de protéines dans le cristal), La fibre 

doit donc être un dimère. Cette conclusion dépend évidemment 

de la détermination correcte du groupe d'espace* Dans le cas 

d'un groupe d'espace orthorhombique (paragraphe 2b) la 

conclusion aurait éte une fibre trimérique. Bien que les 

images de microscopie électronique soient en faveur du groupe 

d'espace choisi, il faudra attendre les données de la 

cristallographie à haute résolution pour éliminer 

définitivement l'autre hypothèsep 

VI* CONCLUSION 

La diffusion de neutrons et la determination des 

paramètres hydrodynamiques, deux méthodes complètement 

indépendantes, donnent pour le penton complet de ltadénovirds 

de type 2 un poids moléculaire à l'état natif de 362-365000, 
Cette valeur est incompatible avec l'hypothèse habituellement 

admise d'une base du penton pentamérique (FM théorique: 

425000) et d'une fibre trimérique (PM théorique: 186OQO)+ Le 

PM total dans ce cas serait 661000* Far des expériences 

identiques nous avons montré que la base du penton du mutant 

H2ts 125, défectif pour la production de la fibre, possède un 
PM de 245000, suggérant un trimere (3 x 85000 = 255000)* Le 

PM du penton complet semble plutôt compatible avec une base 

du penton trimérique et une fibre dimerique (théoriquement 

255000 + 124000 = 379000)P Néanmoins la fibre Isolée 

présente, par les mêmes méthodes d'analyses, un PM de 156000- 

162000, ce qui est intermédiaire entre un trimère ( 3  x 62000 

= 186000) et un dimere (124000)Pûn ne peut pas remettre en 

cause le poids moléculaire de la sous-unite d e  la f i b r e  

puisqu'il est connu avec précision dvaprès la sbquence* Il 

est possible que celui du polypeptide de la base du penton 

soit légèrement différent du PM apparent d6termin6 par gel, 

mais la difference existant entre un trirnhre e t ,  un pentamère 
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(255000  p a r  r a p p o r t  à 425000)  e s t  t r è s  g r a n d e  e t  n e  p e u t  p a s  

ê t r e  e x p l i q u é e  p a r  u n e  v a r i a t i o n  du  PM d e  l a  c h a i n e  

p o l y p e p t i d i q u e *  

L ' a n a l y s e  d e  g e l s  q u a n t i t a t i f s  ( v i r i o n  e t  p e n t o n  

c o m p l e t )  c o n f i r m e  l e  c a r a c t e r e  t r i m é r i q u e  d e  l a  b a s e  d u  

p e n t o n ,  P a r  s é d i m e n t a t i o n  à l ' é q u i l i b r e ,  P e t t e r a s o n  e t  

Hoglünd ( 1 9 6 9 )  t r o u v e n t ,  p o u r  l e  p e n t o n  c o m p l e t ,  d e s  v a l e u r s  

(370-400000)  e n  a c c o r d  a v e c  n o s  r é s u l t a t s e  Au c o n t r a i r e ,  p a r  

f i l t r a t i o n  s u r  g e l  ( S e p h a c r y l  S-200 e t  S-300 ;  Lemay e t  

B o u l a n g e r ,  1 9 8 0 ) ,  l e  p e n t o n  c o m p l e t  a p p a r a l t  p l u s  l o u r d  

( 6 6 0 0 0 0 ) ,  mais l a  b a s e  du  p e n t o n  p r é s e n t e  un PM d e  256000  e t  

286000 ( H 2 t s  1 2 5  e t  t y p e  s a u v a g e  r e s p e c t i v e m e n t ) .  
L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  p o u r  l a  f i b r e  i s o l é e  s c n t  m o i n s  

n e t s .  L e s  v a l e u r s  t r o u v é e s  p a r  d i f f u s i o n  d e  n e u t r o n s  ( 1 1 6 0 0 0 .  

f i b r e  1; 49000-154000,  f i b r e  I I ) ,  p a r  l e s  p z r x n è t r e s  

h y d r o d y n a m i q u e s  ( 1 6 2 0 0 0 )  e t  pa,r g e l s  non d é n a t u r a n t s  ( 150000 )  

s o n t  homogènes ,  m a i s  n e  p e r m e t t e n t  p a s  d e  d é t e r m i s e r  l a  

s t o e c h i o m é t r i e  d e  l a  f i b r e .  Les r é s u l t a t s  o b t e n u s  p a r  

d i f f u s i o n  d e  n e u t r o n s  p o u r  l e  p e n t o n  c o m p l e t  ( 3 6 5 0 0 0  - 245000  

= 1 2 0 0 0 0 ) ,  a i n s i  q u e  l ' i n t e r p r é t a t i o n  q u a n t i t a t i v e  d e  

c e r t a i n s  g e l s  d é n a t u r a n t s ,  s u g g è r e n t  un  d imère .  L e s  v a l e u r s  

précédemment ,f 'publiées p a r  S u n d q u i s t  e t  a l * ,  1973b ( 2 0 7 0 0 0 ;  

s é d i m e n t a t i o n  à l ' é q u i l i b r e )  e t  Lemay e t  B o u l a n g e r ,  1980 

( 1 8 6 0 0 0 ;  f i l t r a t i o n  s u r  g e l )  s o n t  e n  f a v e u r  d ' u n  tr imère,  

C'est  l ' é t u d e ,  p a r  d i f f r a c t i o n  d e  r a y o n s  X e t  p a r  

m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e ,  d e  p e t i t s  c r i s t a u x  d e  f i b r e  q u i  

n o u s  a p e r m i s  d e  c o n c l u r e  q u e  l a  f i b r e  e s t  v r a i s e m b ï a b J . e n e n t  

un d i m è r e ,  Le  g r o u p e  d ' e s p a c e  du  c r i s t a l  ( P 3 2 1 ) ,  l e s  

d i m e n s i o n s  d e  Pa mai l le  e t  l e s  i m a g e s  de  m i c r c s c o p l e  

é l e c t r o n i q u e  r e d u i s e n t  l e  nombre  de  p o s s i b i l i t é u  

d ' a r r a n g e m e n t  d e s  f i b r e s  d a n s  l a  n a i l l e *  La d é t e r m i q ~ t i o n  d e  

l a  d e n s i t é  d u  c r i s t a l  p e r m e t  d e  s e l e c t i o n n e r  l e  m o d è l e  q u i  

r e n d  compte  d e  l ' e n s e m b l e  d e s  d o n n e e s @  Dans ce m o d ? l e ,  l a  

f i b r e  e s t  un d i m è r e ,  C e c i  e s t  e n  a c c o r d  a v e c  l e  m o d è l e  

s t r u c t u r a l  d e  G r e e n  e t  a l ,  ( 1983 )  p r e d i s a n t  U P  f i b r e  

d imér i rque  à p a r t i r  d e  l t 6 t u d e  d e  l a  s é q u e n c e  p r i m a i r e *  L e s  

p l u s  g r o s  m o n o c r i s i a u x  o b t e n u s  récemment  ( 8 0 0 x 2 0  r_ ml 
p r é s e n t e n t  u n  d iagramme d e  d i f f r a c t i o n  a i l a n t  j u s q u ' à  3 1 
( f i g u r e  17).Une é t u d e  à h a u t e  r é s o l u t i o n  c o n t i n u e r * a  d o n c  ce 

t r a v a i l *  



F i g u r e  17 --------- 
Cris ta l  d e  f i b r e  ( 800-1000pm ) o b t e n u  e n  3 s e m a i n e s  p o u r  

5 ,34  mg/ml d e  f i b r e  e t  4 $ d e  PEGc 
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Le c a r a c t è r e  t r i m e r i q u e  d e  l a  b a s e  du  p e n t o n ,  e t  

d i m e r i q u e  d e  l a  f i b r e ,  s e m b l e  d o n c  b i e n  é t a b l i .  Ces r é s u l t a t s  
p o s e n t  un i m p o r t a n t  p r o b l h m e  d e  s y m é t r i e  a u  n i v e a u  d e s  a p e x  
d u  v i r u s b  Pour  s a t i s f a i r e  l a  t h é o r i e  d e  C a s p a r  e t  K l u g  ( 1 9 6 2 )  
s u r  l a  q u a s i - é q u i v a l e n c e ,  une  p r o t é i n e  s i t u é e  à un sommet 
d ' o r d r e  5  d e v r a i t  p o u v o i r  é t a b l i r  c i n q  c o n t a c t s  i d e n t i q u e s  
a v e c  l e s  c i n q  h e x o n s  p é r l p e n t o n a u x *  I l  e s t  d i f f i c i l e  
d ' e x p l i q u e r  c i n q  p o s i t i o n s  é q u i v a l e n t e s  s u r  u n e  m o l é c u l e  
t r i m é r i q u e ,  mais il n e  f a u t  p a s  o u b l i e r  l a  p r é s e n c e  a u x  a p e x  
d ' u n e  a u t r e  p r o t é i n e  ( I I I a ,  monomère d e  66000  d e  PM) q u i ,  
l o r s  d e  l a  d é g r a d a t i o n  d e  l a  c a p s i d e  v i r a l e ,  se  d é t a c h e  e n  
même temps  q u e  l e s  h e x o n s  p é r i p e n t o n a u x *  E l l e  é t a b l i t  d e s  
c o n t a c t s  a v e c  l a  b a s e  d u  p e n t o n ,  l e s  h e x o n s  p é r i p e n t o n a u x  e t  
l a  p r o t é i n e  V I 1  ( E v e r i t t  e t  a l * ,  1975) .  L o r s  d e  l a  f o r m a t i o n  
d e  l a  c a p s i d e ,  il s e m b l e  q u e  l a  p r o t é i n e  P-IIIa s o i t  
a s s e m b l é e  t a r d i v e m e n t  (Mor in  e t  B o u l a n g e r ,  1 9 8 3 ) , m a i s  l a  

p r é s e n c e  d e  l a  p r o t é i n e  I I I a  e s t  i n d i s p e n s a b l e  à 
l ' e n c a p s i d a t i o n  ( D ' H a l l u i n ,  1 9 8 0 ) *  

I l  s e r a i t  donc  i n t é r e s s a n t  d ' é t u d i e r  l e s  i n t é r a c t i o n s  
e n t r e  l e s  p r o t é i n e s  d e  l ' a p e x  p o u r  c o m p r e n d r e  l a  r é a l i s a t i o n  
d e  l a  s y m é t r i e  d a n s  c e t t e  p a r t i e  d u  v i r u s *  
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We have determined the rnolacular weight of sorne of the adenovirus wrotype 2 
structural proteins: penton, pentori hase and fibre. Yhysical techniques, namely 
neutron scattering and hydrodynarnical measurements, indicate thilt the penton 
base is a trimer. This is confirnied by analysis of the virion composition based on 
quantitative gel scanning. This finding implies either that other prokins (e.g. 
protein IIIa) are essential in the architecture of the fivefold vertex of the virion, o r  
tha t  the usual assumption that icosahedral syinmetry invoives identical 
interactions related to  the symmetry of the virion does not hold. 

1. Introduction 
Thr icosahedrall capsid of adenovirus is considered as being rriade of three "'rnajor" 
oligomeric proteins. hexon, penton base and fibre (see reviews by Philipsori & 
Pettersson. 1973: Ginsberg, 1979). Thrse proteiris are found in large quantities in 
the infecîed cells as soluble proteins. the penton base being associated with the fibre 
to  form the coniplete penton. In addition, four othrr prot~ins found in the virion 
are termed "mirior" capsid proteins. these are proteins IIIa, VI. VI11 and I X .  They 
have been tentatively localized withirt the particle (Everitt et al . ,  1973, Houlanger 
4t al. ,  1979). I t  is generally assumed that the architecture of the capsid is defined by 
the three major proteins, the rninor proteins having jiist a stabilizing role (e.g. 
protein I X  : Jones & Schenk, 1979). 

For the validity of such an hypotlaesis, the prntons that are lovatcd on each 5-  
fold axis niust g>osscss a 5-fiild symmetry. Tt is  therefore usr~ally assurnecl that the 
periton base is a prritamer. The molecular weights of the polype~rtide chain of 
hexoii, penton hase and fibre have beeri determirieci t)y sodium dadeeyl sulphate/ 
polyacrylarnide gel electrophoresis. but onlj t h e  hexon lias beeii showri to be a 
trimer (Franklin et nl..  1971 : Cornick et a? , 1973; Boulanger 6 Puvion, 1974). The 
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molecular weights  of pen ton  base a n d  fibre h a v e  been s tudied by  indirect methods  
(Pet tersson & Hoglund,  1969; Boudin et al., 1979; L e m a y  & Boulanger, 1960). 

W e  h a v e  investigated th i s  question b y  varioiis physical methods  o n  pen ton  
base. comple te  penton a n d  isolated fibre of adenovirus serotype 2. W e  conclude 
t h a t  t h e  p e n t o n  base is a trirner. T h e  t r imeric  s t ruc ture  of' t h e  penton base 1s n o t  
compatible  wi th  t h e  generally a rcep ted  dis t inct ion between major  arid minor 
capsid proteins ,  b u t  ra ther  suggests t h a t  t h e  a p e x  protein IIla h a s  a fundanierital 
role in t h e  archi tecture of t h e  virion o r  i t  m a y  be  t h a t  t h e  dogma,  t h a t  icosahc(iral 
symine t ry  ensures  t h e  m a x i m u m  of identical interact ions between suburiits,  ia n o t  
strictly correct .  

2. Materials and Methods 
(a) I'rus and cells 

Humaii adenovirus serotype 2 mild-tvpe n a s  originally supplied by J F \Viilianis 
(Carnegie-i\lellori Iiistitute, 1'ittsl)urgh. PA) n i d  the aderioviriis serotype 2 ternpt*rature- 
sensitive mutant  H2(.~12T> has berri isolakd after nitrous treatmerit of a uild-type sto<.k aiid 
phenotypically charackrized as  a fibp-defertive ts mutant (Martin ~t al., 1978) Wild type 
and 1s mutants were grown iri KR cells maintained in suspension a t  3 x 105 rells/ml in Joklik- 
modified F I 3  medium ((:rand Island Bi«rhemical Co ) supplemerited with 5% (v/v) home 
serum. a t  37°C arid 33°C. wspectivel> 

(1)) Radioactive labelling 

Wild-type mature particles aiid structural proteins were labelled by addition of 
[i4Clvalirie (285 mCi/mmol, (:omrnissariat à I'Eiiergie Atomique, Saclay. Fraiire) or 
[35S]methionine (700 to $00 Ci/mmol; Amersham, U.K.) from 18 to 36 h post-infection a t  
0 5  pCi/ml in a culture medium contaiiiing IO(% of the concentration of valine or methioriine 
in riormal medium. Alterriatively, structural proteins were labelled with a mixLure of 
[14C]amino acids (45 to 60 mCi/milliatorn of C, 2 pCi/ml) from 18 to 36 h pst-infection. ,n a 
culture medium containing 104; of the normal amino acid concentration. 

(c) Production and purificalion of adenovirw str.uctura1 proteins 

Hexon, complete pn tor i  and free fibre wore isolated from the pool of viral material 
synthesized in excess by wild-type infeckd K B  cells and purified according to the 3-step 
procedure described by Boulariger & Puviori (1973). The free penton base was extrackd tTom 
H2ts125-infected KB cells and purified in the ssme way (Boudin et al., 1979). The complete 
pentoii was further purified from possible contaminatiun of penton base by sucrose density 
gradient ceritriftigation as described by Leniay & Boulanger (1980). The manipulations were 
conducted a t  4°C with sterilized buffers to ininimize the proteolysis of the pentor. base. All 
samples used for physical mettiods were arialysed by SDSt/polyacrylamide gel 
electrophoresis (Fig. 1) .  

(d)  Determinulion of the ~d inc t ion  couf$ci<,nt 

The extinction coefficients of pent,oii and fibre were determlned by two irieirpc.rident 
metliods. 

(i) -4 mino ncid artalyais 
A sample was first arialysrd for its ultraviolet light absorption in a Berkinan 

spwtrophotonieter ACTA 1'1. and a portion of the same s;tiriplt~ \ \ as  hydrolyscd i r i  :; >i !i('l 

t Abbreviation us& SIN ~(niiuiri dodecyl suiohate 



Fic:. 1 .  S1)S~~x)lyacrylarnidt. gel elrctrophoresis of' pirrititad capid protritis. (a)  and (1') ('oi~trol 
aùenovirus: (b) coniplete penhrn: (c) hexoti: (d) fibre: ( e )  penton base. (a )  to (d) and [e) and (f) were 
separate runs. 

for 24 h a t  105Oc' after addltiori of a kirown qiiantity of norleucine as an iliternal refi.rei1c.e 
The amino acid analysis was perforrned ut] a Rarik Hilger (Westaood. Margate, U K.) amiiio 
acid analyser. The amino arid compositions of fibre, pentori baw. penton and hexori uere 
similar to  those published (Sundquixt et al , 11973 : Fettersson & Hoglurid. 1969, Boudin et al., 
1979). The optical density of the sainpte u au thus correlakti u ith its amino acid content. and 
a f k r  correction for tryptophari ioss, a n  extinction coefficient vras ealculated. 

( i i )  Dry uvight 
t'ortiosis of about 1 mg of hexon. p n t o n  and fibre whose absorbante a a s  measured a t  

278 nm were dialysed extensively agairist distillecl ~ s t r r .  dried irr a home-iriade ceil 
thermostakd a t  RO°C for 24 h under vacuum and weighed. 

(e) S ~ u t r o n  .~catliri?iy 

The technique has been descrit~ed in d ~ t n i i  e l seuh~re  (Jarrot,  1976) Purif id  p ro t~ i i i  
solutions were ronceritrated to 2 to  5 mgInil in u niicrodialyqis systern (Amicoii N l 5 )  aiid 
dialysed against 0.01 M-sodiiim phosphate buffer (pH 6 8 )  contaiiiing O 2 N-Na('l, or agaiiîst 
t h r  same buffer made in D20 and adj11stt.d to pI) 6.8 T'hc rolutions were reiitriluged at  
10,000 revs/min for 10 min iri a Janctzki 'TH II 8,entrifugt. to clttnrnate possible precipitate 
Standard Hellma quartz ce114 (1 or 2 runi path lrngthj were used for irrirtrtrn ~lcatteririg aiid 
the protein concentration of sarnples Na8 measured dirc*rtly :il iliere cciis 

Data uere collected in the DI 1 carnenrrt nt ttir tu-istitirt I,nirc Langevin (Ibel. 1976), 
e q u i p p d  a ith a 64 x 64 cm2 position s~nsi t ive deteetor Tt& respo h ~ c  H ~ S  measurtd by the 
scatteriiig of water The folloa ing sanipit~ to-deteetor distaricat=s anti M avrlrrlgths (A )  vrsere 
used 1055 cm, h = 6 22 A :  170 rrn h = 7 99 A Esch s ~ t  ofdatz wns hrst  redured to a radial 
distribution of intensit-y corirc?t.d fol the buftc-r scattt'rinp antl t4rfectc>r ieymribe 
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Data analysis: the method of determiiiatiori of molecular weight hy neutron scatkririg iras 
been descril~ed by Jacrot & Zaccai (1981). I t  uses the scattering by water for the calibration 
of the incident beam. After calihration, the e~t~rapolatiori to  zero angle of the rcattered 
intensity divided by the concentration gives tlie moleciilar weight. The extrapolation iu 
obtained hy measurement a t  small angie in the angular range nhere the C:uiiiier 
approximation holds : 

/(O) is the iiiteiisity for a scattering angle 0 = 0. (b/h)(s in 8/2) is the sratteriiig veetor aiitl X 
the neutron \\ avelength. R, is the radius of gyratioii of the particle. \\ hich is also detrrmiiiod 
in the exp.rimeiit. 

(f) Determir~ation of apecijic f~olume Y 

The specific volume 2, is deduced from : 

where c is the concentration of the sample in g/l, d,, is the buffer density. and d ,  is the saniple 
deiisity . 

Hufft-r and sainple densities \wre deteriiiiiied ni th  a digital dr.iisimr~tvr I).\IA6(1 (.A l'aar. 
Graz, Austria). Calibration n a s  made ~ i t h  air arid distilled nater  Saniples. in  the 
coiirentration range from 3 to 8 mg/ml. were dialysed for 24 h against 001 0 >f-sodiurn 
phosphate (pH 6 8 ) ,  0.2 M - S ~ C I .  

(g) Drtrrmintztiotl of f h ~  sedimantation coefjicient 

Sedinientation roeffirierits were deterinilied in an analytical centrifuge (Centriscan >[SE. 
Crau 1t.y. Sussex. K ) rquipprd \\ ith u1traviolt.t or schliereii optics deptiidiiip on i>rott~iti 
concentration ( 0 2  to 5 mg/ml). Measuretnents werr performed a t  49,500 rers/min and 20 C' 
in 0010 31-phosphate (pH ü%), 0.2 ~-? iaCl .  The sedimentation coefficients were reduced to 
standard conditions 

(h )  Light-scaiiarit~g (photon corr~lation) 

.\leasuremeiits \rere perfàrmed M ith a 4W argon laser (Spectra I'h>sics) alid a 96-rlipr~riel 
digital autocorrrlator (Malvern Instruments. IT.K ) interfared tu a Kewlett Packard Y825 
calculator that  allowed on-line data arialysis Samples were filtered ttirougli Suc~leopor~ 
membrane filters (0.1 pm diam : Shandon) into a sraled quartz ceIl plared in a thermustztsd 
toluene hath. All experiments were pertorrried n t  223°C a t  a scattering angle of 63 9' 
measured second-order correlatiori functioii of the fluctuation scattered intensity 1(t) 

was analysed by fitting to  it  the following expression: 

g 2 ( ~ )  = 1 + R[C exp ( - I,, q2+) +- ( I  - C )  exp ( - » 2 q 2 T ) 1 2  
(Ziilauf & Eicke. 1979) In this rx~)ressCoii R is ai, iirstrurneiitaE c o ~ i s t ~ ~ i i t  arirl q = ( In  A ) I ~  
(si11 8/2) is the inodulus of the  scattcrirlg vtlctor ( A  beirig the \\ a\~u.I<~iigth of the laser light I I  the 
index of refraction of the solution, srid 0 the si.atterirrg ang!t?). There are 4 adjuhtal~le 
parameters: the 2 diffusion cocfficierit.i 8, and f i 2 .  the f ~ c t o r  I? of light cborresponding to 8, 
and B. Thtx reduced diffusion coefficient E120.w (appropriate t o  2O'C and the visc.osity of 
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waîer) is defined by the relation: 

where T is the temperature ( K )  and 9 the viscosity (mpoise) of the soivent nt t.hat 
temperature. This was calculated frotn the viscosity of water correct& for the salt by using 
the appropriate factors giveri in Tables (Haruibook of Ckemisty and Pi~ysics,  56th edit. CRC 
press). 

The rationale for analysing the observed c«rrelation function in terms of 2 exporientials is 
the following. Our preparations of periton were often fouiid to contain small amounta of 
aggregated molecules. In 1ight.scattering the contribution of the aggr~gates cannot be 
avoided but it can be detected in the correlation spectra by the slow relaxation (4) over 
which the fast diffusion relaxat,ion of the monomers ( D , )  is superimposed. Thus for the 
penton we found that 70% of the scattered light wau due to the monomers and 30% to 
aggregates. with an equivalent radius of 580 A. If those aggregates were globular they would 
scatter 380 times more lighe than the mononiers: in terms of concentration they 
corresponded, therefore, to a negligible contamination. ?u'evert,heless in phut,on correlatiori 
t.hese conf,ributions mu& be taken into account in order to obtain the true hpdrodynamic 
parameters of the penton. Aggregates were much leas problematic for the fibre. Their 
scattering cont)ributiori was so small that the D2 value would be equal to zero. We fnund that 
apgroximately 14/o of the scattered light was due to aggregates. 

(i) Analytical SDS/plyacrylamide gel elecfrophor~siti 

Samples were dissolved in an HDS-deriaturing mixture (62.5 m ~ - T r i s .  WCI, pH 6.8, 47, 
(njv) SDS, 10% (vjv) 4-rnercaptoethanol, 6 hi urea) and heated for 2 min at  100°C. 
Polypeptides were atialysrd on. a 17.5% (\s / v )  acrylamide. 0080,, (\s /\.) bisacqlarnldr sial) 
gel overlaid I>y a 5(>, acrylamidr. 0.137, I~isarrylamide stackiiig gel in the discoiitinuous 
buffer system of Laemmli (1970). Electrophoresis was carried out for 16 h a t  30 V in a Biorad 
mode1 220 apparatus. The gels urere stained with Coomassie brilliant blue R250 and scanned 
with an automatic scanning densitcmeter (Transidyne General Corporation, RFT , Michigan, 
U.S.A.) a t  580 nm. This analysis was rendered quantitative as explained in Resulta. 

3. ~ésu l t s  
(a)  Extinction coefficients o j  adrnoz~irzts rrudor cnpsid prot~ins 

The values obtsined from four indeperndrnt serics of aniinio aeid analyses for 
hexon, penton. penton hase and fibre are sumniarized in Table 1. 'Fhe valrie of 1.15 
deduced for hexon was iri good agreement witli previous determirialions (Ilau et al.. 
1972, Grütter  & Franklin, 1074). I n  addition, t h ~ y  were very similar to  those 
obtained frorni dry  weight determinatioris (resnits not shown). 

Figure 2 shows typical neutron scattering curves obtained with hexon, petiton 
base. penton and fibre. In the plot of the 1e)garithni of the intenwitv ~ l e r a ~ s  q 2 .  the  
square of the scattering vrctor. the !inesr part near th r  origin was i1sed t o  
determine both the  radius of gyration R, ancl the  iiitensity aé t he  origin [ ( O ) .  For 
the  hexon aiid the  pentori base. whieh have a raéher g1ol)ular shape (Vslentine & 
Pereira. 1965 : Leiriay & Boulariger, 1980, Serinut & Yerkiinü. t 979). this lincrzr plot 
t xtended ovrr  a rttthcr large aiigular. rangc. rallowing an accurate d~terniiratition of 
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TABLE 1 

Molecular ujeight ( M , )  and radius of gyration ( R , )  of adenovirus serotype 2 capsid 
protein deterrnined by neutron scattering 

Capsid protein 

Hexon 1.450 350.000 43 f ( ~ 8  
Penton base 1.145 246,000 4612  
Penton 1 V30 362.000 9416  
Fibre 1% 0,850 156.000 751I1 
Fibre 11% 0.850 298.000 15515 - 

The values were obtaineà from an average of a t  leaat 4 memurementa performeà on samples dis&>ived 
in water buffer. The protein concentrations ranging from 2 to 5 mg/ml were deduced frdrir Lheir 
absorl)ancr. a t  270 tim using &fi8. 

t Extinction coefficients ( E )  at 278 nm for 0.1\, proteiti solutio~i. 1 cm pathlength. Values \r.ere 
dedured from an average of 4 amitio acid aiialyses. 

5 Two t y p s  of fibre sample wew fourid : one referred to as fil)w 1 Y was likely to be a dim+,r of ~~«rn?al  
fibre (tilre 1. see the text). 

hoth R, and I ( 0 ) .  The curves for the cornplete prnton and the fibre had a inuch 
smaller linear doniain. as expected for elongated structures, thereby reduciiig the 
accuracy of their molecular weight determination. 

In Table 1 are summarized the values ohtained for the molecular weights and the 
radii of gyratiori from neutron scattering exy~riments. The inaccuraçy of the 
molecular weight deterniinations was mostly due to errors in estimations of proteiri 
conceiitratiori and statistical errors. They could br estiniated to be about IOc'& for 
pentoti base, penton and fibre, and 5'yo for the hexori. Radii of gyration were similar 

Molec~~lar uqeight ( h l , )  cniculated from hydrodynamic pc~ranttters Y ,  S nrld Il 
-- 

M,t LW,% 
Capsid  rotei in i * l0l3 (s) 1) x 10' frorn i;. x. I l  frorn neirt-<,n 

Hexon 0.725 13 3.7% 310,000 350.000 
Penton hase N I l  NI) ND NI) 246.000 
Periton O740 10.55 2.60 365.000 362,000 
Fibre 0.ïCl:3 &O!) 3.10 161 .MM 156 000 

t ('on-iparisoti l>t~t\ i~eti  the 'CI, valiirx rxlcr:lated from hydrodyiiatnic~ pararncters 1;. s aiid b> throiigh 
the Svedberg relation. 

f M ,  deterininecl bu neutron scattering 
NI). not detertiiined 
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Pic:. 2. Nrutn~ii srattrritig diagrariix of (a)  hcxoi:. ( O )  p r ~ t o r ~ .  ( e )  prttoti I>ast.. aircl (d) aiid ( t s )  til)rv. 
Sarnplea were rneaaured iri water buffer ((a).  (b) arid (c)) or PP20 bufïer ((d) aiid (e)). (a). (b). (c) aiid (d) 
The logarithrn of the scattered iiitensity I (arbitrar,~ units) versua scattering vector q2 né a sarnple to 
detector distance of 1055 cm. and (e) the logarith~n of  I x q aerstls $aat a sarnpie to datector distane of 
170 cm. This last repmwntation is umd to deduw the rnasa F>cr unit Iength and the transverse radius of 
grration. 

to those ol~tained from prelimiriar> stiidies witk X-ray stiiall-angle scatteriiig (riot 
shown). 

The radius of gyration fourid for the hexon (43 a] was srnalier than that 
previously piiblislied 45 .& (J,irrdquist, cited h j  It'hilipson & P~ttcsssori. 1973) and 
49 a (Berger et al., 1978) The vaIi~e found for the fibre specicv 1 kvas that expeckd 
from the geometrical dirriensions ajbserved in eleetrorn mirsoscupy. The sarriple 
referred to as fibre II was rneasiired in Ii,O arid D,C) arid gpve exsectly the sarrre 
scattering curve, lraciiiig to a inol~ceilar weighé arid a radius of gyration 
eorresponding to a dimer, riiade of kwo fibrc-s attaehed tail-to-tail (or kead-to- 
head). The existence of saich stable dimers laa~ already been regsorted (Norrby. 
1969; Philipson & Pettersson, 1973) Ori this sarnple, data were alsa rollected at a 
larger angle (A = 8 A .  ss inple- to-def~rk  distaiice 9f 170 r m )  to det,ermirie tkre mass 
per unit length. The results arc shown in Figure Z(t-). A transverse radius of 
gyration of 8-9 A was obtained arid ü. mstss per \allié IerigtR of 530 per fi. W ~ I C ~  were 
in good agreernerit with ttir hypothesis tliak one %ad dô%%rng vvith a taal-to-tail 
association of fibres 



(i) Srdint~~htcrtio~t roeJficientn (s) 

Thts valiies foiirid !>y analytical ceritrifugation for hexori (13 S )  arid prritori 
(105 S )  were in good agreerncnt \sith those already published (Grütter Sr Frariklin~. 
1974: l'rtterssoii Sr Hiiglung. 1901)). The coefficieiit of the fibre \vas strotiply 
drpndeiit or1 coiiceritrat,ioir as prerioiisly shoun for adenovirus s~ro type  3 fiE)re 
( h r s e t t  (iirisberg. Igli5) aiid was extrapolated for zero concentration to 6.09 S .  

( i i )  S p m " c  ~ o l u  m ~ s  ( Y )  

These are listed in Table 2. The values fouiid for hexori aiid penton are very 
sitrlilar t r )  those preriously deducrd frorn the ainino acid coinposition. whereas that 
fourid for the fibre was inuch sinalier. This 11 as probably due to the elongated forrii 
of the fibre. which had a large riuml)er of' ainino acids iii contact with the solverit. 
and to its glu(-osamirip residiies 

(iii) I)iff,tsiotr c o ~ J ' r i r t t t s  (d l  

These mere deterinined t)y light-smttering. Iri the case ofthe prnton the prescricr. 
of aggi~gates resiilted i r i  sorrie uncertainty in  the detertiiination of the coefficieiit of 
the iiionoirier. Ac<.ordiiig to the data discussed in Afaterials aiid Metliods the valu? 
calculated for its I ) , , , ,  uras 2.(jO(f 0.02) x I O - '  <.m2/s. Hexon and fibre samples 
were free of aggrrgate and the D20,w vallaes were 3 .72 (&0 .03 )~  I O - '  aiid 
3.1 O( + 0.04) + 1 O-' cn1?/s. respr<'ti\-ely 

R~siilts ot)taiiied for these t hree parwiii~ters are stiinniarized iii Table 2 atrd tlie 
rrioleciilar ~ e i g h t  of each protein was calrulateti frorn the relatioii 

This leti to rriolecillar weights of' 365.000 for tlie prntoii aiid 161 .(WH) for the fibre. 
which \vert. ver? siiiiilar to the tna,ss deducrd froin ne~itrori scattering. 

( d )  Ncrtr/nitig rd staitzud ndenotqirus polypeptides 

Adt.novir.iis proteiris (.an he sep:trat~d iri SI)S/polyacrylarriide gel electrophoresis 
accordirig to the molrcular weights of their su\>uriits (Anclersoii et ni., 19ï:t.) I t  is 
possible to deduce the stoichiornety of the polypeptide si~l>rrriits (i.e. the riurnber of 
copies perviriotl or per apex) frorri the mass of proteiri in e ~ r h  polypeptide baiid. 
dekrmined by scannirig the ratairid geB, If the rno~eeular weight of the capsoriicr 
s~it~uiiit is known. Imi this work the niolecular v.cights of the ~ :~ , iy i ,ep t id~  chains 
uere thosch c.alctilated front the prirriary sequrnce of tkle hexori (108.1 13: Jiirrivall rl' 
(11 . 1981 ) alid of fibre (61 925 : Werissé et rsl.. 11981 ) IIt is still unknawn for the p e n t o ~ ~  
base. A value of 83.000 ,Zb, is shed here detilucetl from SDS/poiyac*rylarnid~ gr1 
electrophoresis (Aiiderson el a l . .  B!)7:I: bce I)iseussiori) 
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FIG. 3. I)ye-bindiiig variat,ion of adrnovirtie structiiral pn)teiris witli (to<;massie brilliaiit blur in t'rie 

conditions of the Ilritdford (19'76) techni<;uc. ('tirves show the ahsorbatiw üt 595 nrii of ~ P X : : I ~  

( - A -- & - ). pnton base ( -A -A - ) and fibre ( - O - O -- ) corrected for bianl; a.r: ;r fiii~<*t.itac of' f iie 
prtjteivi a t n o ~ ~ ~ ~ t  IPg)  x~irastvrt~d s~k~(:trophot<>iiit~tric-ally at  278 iim u8iiip tlir c\orfiiL.i~nts i:>, pirsviori4) 
drterrninrd ('l'ahlt. I ). 

However. two iiiajor dra\vl)acks tnust b~ overconic. ( 1  ) The resporise ~ t f  r tic d) th usrd 
(('ooniassie t~liie) varies widrly frimi one proteiii to another (Pier(.t. K. Shir l t~r  
1977). l'rotein assays were thus perforrned ~ i t l i  Cooniassir bliie acrordirtp er) tt,r 
tec.hriiqut. dcsrriheit I>y Bradford (I971i\, using purified prep;zrûtioiis of' proteiris 
[hexoii. p n t o n  base aiid fibre) of iv'riich ronc*entrations \vf.re drterr11i:icd frorii t h  
al)sort)anïr a t  278 niil. Figure 3 sliows that the pentoii tmse and fi1)re ft,rrrithd irhs 
tlyt-prokiii c*ornplvxes thari did tl-ic. hexon. Tliis irr~plied tliat tkic op tic:^! drnsitlcx 
riieasurpd i r i  the pcriton baiid and iii the fibre Iiand rriust br. <.c,sr.t~tc.d 1). a factor of 
1.10 and l . , iO. resprctively. to assess the relative airroririt ofpro t r i i i~  111 thosc t):iriclz; 

(2 )  Due to the high nurnber of  hexori eapsorrrrrs in ttic i*ay);?,itl (140) tlhe 1ieu;iri 
baiid was rniich niorct iiiteiise tllaii tliat, of the pcnton hase and. rri :lie pattern of the 
scaiiiii~igs. the peak of thth hexon was satrlrated wheli ffie otlicr hnncfo \ .tg3 

riieasureab!e 7'0 oiercorne this difflculty gels Nerd iosdrd witii  irii.rc.a$irig ar;iounts 

of deristured adenovirits partirles (4 tri 1 0  pg/o;lot). The a11.a r d  t.;ic.li peak on gel 
s a r i s  was therr plotted against the protr~il-i load For tilt. Iicaori "nnd a ï i r i t a : i ~  phkt 
wax obtairird oiilj \vit11 tliç srnallcst loirds. ul;rrca,r t1it)sv %i. tlir othrr ~ + ~ ~ ~ t t ~ t r i c  
( ~ ~ ' i i t o r i  basr. fibre itiid I l l a )  only the 1;~rge:st iotids gave acc~iiratt. resiilts ( < i n r i  ricl$ 

sho~vii). This w lintsar variatioii of band stai~iirig l l ,vrx:{a piorr,iri lr;;i<i : ~ ~ i g h t  i:r 
was ohtained oriiy with th:. sinîillest loads \tlierea;l :or th< o t l i t b r  j~i'trteiiiq 
(peiito~i base. fibre and IIla) orily tlie l~trpeat loi~ct. gavr. acsc2roratc rehlrlti :d:xtii. itc,t 
sliown). Thus a lirit,ar variatiori of t)ar1t2 +taiii~rrg L3rî.\;,\ , r ; g ~ t r , i r >  Ioatl ~rirgltt br 

Sirice tlie iiiirnl)cr aiiif t he ~iiolt.c.iilat a eipht ( 3 1  Iiexor. l.:ij)i;orri:.rs En t ! i c x  ir , i t?,  

particltx are kiiowr~. i t  \\ :LS 1;)osslt)ii' io ~jrae t i l t ,  tiital I ~ ~ C Ç ~ .  t ) f  t ht- .jt fiez protch;ris 
preser~t iri the vir~ori and the it~irnljcsr ( i f  hutjar:its at each a jwa Th<.  rc ï i~l t i  RI.( 

slic)\+ n i i i  'l'able 3. ï'lic data.  ;ilthollgii !rot ut.?\;. üi - ir  tte, wt.rtx ii,c-ori~pal i h l t  i\ : t h  
tlie prt~t,nvt, of  five pol>,pepticlt: chairis c t f  pc.ittr>ii ~ r ~ ~ t ~  i i t  ~,HCIY r i p ( > ~  ' )ut 8t101lgiy 
siiggested, iii agwthrnent \\ ith tlir rnctlr,c.u;ar t~c.ight f1ett~l~iiriatiui; t!iat t hc. t)irllori 



Molc,r.utar ic3riyht cind stoirh iotnrtr!l r ? f  thr rrrujor c~dr ?co??ir~re scrot!yp(  fi,^!!^.,. ! 
po iyprp t id r ,~  rfetrrrn i n e d  I J ~  \cnril~i7tg i,S « stciinr.cl S /)iS:polyc~cryl«ttr /rlr qc! 

-----.- -. - - 
.Y, t i f  

Prtitr in rriass %<!tein nmsa poly~wpt,ide Si i t11b)i~i  . > Y  

1x.r virion {wr apex sui~uirit v < ~ p i l ~ ~  

('apxid pr~>teiii ( x  I O o !  ( x ( i w 3 )  p.' a f w x  

Hexcn 7 7  X t  O iOSl i) 
Pentori base 3 1 2.556 P-55 3 0 
IfIa 7 3 608 66% 9 2 
Fitm 1 O 133 62:s ,> .- ., - 

Data et)i.i.espoiid to wver~l gel scw~ininp;s ot' stüined proteinn. 
t The irniount of'~)i.oteiii present in est:h virus ~~)lypeptide band was dat6,ririinecl Tiott~ :.br nr?:; .>1'its 

psii o n  a gel sra.rinirig patt<.r~~. awniiiirig t h ü i  thr hexr>ir I )s r i t i  wpresciits 2 IO c.apst)mt.iy t.,c< 11 iti:i.tt> f > I  :? 
triinrtiie sssociüiiori of a rn)lylw.ptidt* subiiiiit of 10s 113. r i a n i ( ~ l ~  ri protrin ?ILL:.* of 7.7 i< x i O ' ' ' v l ~ ~ i o ~ ~  
1Sxcrpt For prott,iii Illa. tririch *as itot caliiirskd for dur i>inditig. results ï r < s i ~  t.i)rrt-<.t.ttil Il\ ;. !;it i f ~ r .  

rletrrniiiied iii r~xpwirnt.iit~ de!i<eril>rd i n  Fig. 3. 
: 1)1-terrniried t'rani ariiiiio xcid st8(4iicii(.t*   SI^ t!ir t r x t )  
$ i\i:c.ordiiig to i\~ldv~.soii rt 01.  (1!)1:3). 

l)ase uras a trirnt-.r. 2'tlt. tkatü ior piotciri IIIa prt.sent*.d ïr grc'ater PI r or &.*I~LS~ :t+x,* 

proteiri w a u  iio! avu i iah l~  in sntfic~iviit t ~ i ~ a ~ t i t i r s  iri a piirlhed f&)rrri to rnr'Lbi1r.r i a *  
sc\iisitlvity tr, ('ooinaasit. bIiich 

( e )  S c u ~ ~ r i  in y c f  r~uturrrdiogrrr tns c f f  i ub~ l l r t l  polypeptides i?l ndenociros pr[rlii.lc rl nd irC 
~oi'?lhlr pertlrrn 

I"4('jvalii1c-inbelled adrriovirus, (j59jniet!iionirre-IPL~>C~II~~ or l/141'~:tiirl:~o ucitE 
labelli.tî periton puiified in sticrosç. gradierith (frizrtiori 10-5 8 )  wcre diaso<.iarrd n itii 

S I S  and elec.trop)horeqed ori aii SDS/poij ac,ryla,niide gel ( I O  MM) to FiO.O(N3 c.ts/t iriri  

per gel d o t )  aiid a ~ l t o r a d i o g r a r ~ i ~  w e r ~  ac:ta~i~ed a t  iiiffvrerit t i n l e ~  of c?ii,upriit.. TL'IIP 
relative arxiount of ra(!it~t)~'tlvity in IIC'T~~OPI  t,;ise, tikxr nrid pxitwn l i i s  w;tn 

irieasiired hoth i r r  the virils anci in the soi1it)lr ptmttsri. 'I'ablc 4 ~I(.v,,J the tfiffîart,iit 
poiy~wptidr ratios ofrtailic,tP Corrcs,i,ir>ii wtis ii~:htie ti>r III,: iitifTert.ni%e iri ralliic~ or 
inethionirit* coriterlt repc,rtrbtl ilt the likratirre ( S i ~ i i d q ~ i ~ t  C E  r ~ l . ,  1973. Rc,iitl~ii ct (LI , 
1979 : ('. I)c~vailx, ~inpiikriishecd data) 

Tlie rrlativt.ly ividtl vai.Lrttiorr iii sc>,,t~lts sugtgct.itcs<i t l \ a$  t h c h  -ct:irlriiirg of 
aiitoratiiogrrtphctl gels \cas s rati3ir irti~irecist. trc.Riiiqut~. '!'ltr, espe~int~rfi t"l  rai;;, of 
~ ' ~ n t o n  hasr to fihrr v a r ~ e d  krorz: 1.68 t o  1.25 Ti1j.i ;ri:- bct\r#t:eii t!le rxp6wtn.d ratio s f  
1.35 if the pciiton i)it.,e \v:im triritrr srid ïtc,  filtre w:ts a trii~ir.:. (irialtv.rilar ~i.rgl,ts t~f' 

~xxntori base ancl fibre p(tIypep~idt>.; are K 5 , f Y b O  arit-1 t';?,&Ci, r.r-2 ix'ct rcelyl arir! i>t 2.i $6 
if  the  prtttorl base was a 1 t i t n ~ ~  :;l~iii th? lihrt' A <-ES is (iilr:f.r ':'II< ratio it>r jle~~t;tr~\t'r to 
trimer wouid be 2.28 'r'Eic r:if io of perrtoyi kg:tst t i ,  pl sitrin 111% wa.i 1b;t.i 

corrrsponded to 4.1 (toi)it.<i i j f '  poteixi iTla ~t ravI~ .~p=x,  ~ r '  the frc;iton i>,ise v ~1.i 

trinier. This valut, u:i& i.onritatil\ie witii t l i r '  rehlalts i:f 14oiirk;ti t i  ' 1 1  ( ) ! # # i r ) ,  who 
suggested fire vol i i rs  01' ; r t t t c i r )  JI Io :kt eai.lr ,tprAx-. 
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Summar . Fluorescanine-modification o f  arnino groups was used t o  elir:iriste the 
7+! i n  uence o f  basic cha rge  on the f inal migration posit ion o f  protein 's i n  aiKaline 
pH  polyacry lanide grad ient  gel  electrophoresis. As appl ied ta, adencvisus s t ruc-  
t u ra l  conponents, t h i s  t y p e  o f  anaiysis suggested the  f iber to  be coi,~p.ised o f  
th ree identical subur i i ts .  The  trimeric. na ture  o f  bo th  penton base O f iber  
there fore  displaces the  problem of  syriilnetry mismatching to  Fenton ba!\e and 
sur round ing hexons a t  each ver tex  o f  the adenovirus icosahedron. 

The  quaternary  s t r i i c t i l r e  o f  adenovirus capsid proteir is has been most 

of ten deduced f rom t h e  molecular weight o f  the const i tu t ing  polypept!ï!e subu- 

n i t ,  as determined b y  SDS-polyacrylamide gel electrophoresis o f  SDS-cietiatured 

proteins,  ar id lor  frorn the  physical parameters S, D,  and V obtained for  the 

isolated proteins in t h e i r  na t ive  s t ruc tu re  (reviewed i n  1, 2 ) .  Electron rni- 

croscopy o f  negat ively stained samples can alsc conf i rm the subun i t  compositiori 

o f  cer ta in  v i rus  rnacronoleçular cornporients. Th i s  is the  case for  adet-ovirus 

hcxon, i n  which th ree subun i ts  can be d i s ~ e r n e d ,  c i ther  in the nat ive capComer 

( 3 ) ,  o r  a f te r  cross- l i r ik ing w i th  bifurict ional reagent ( 4 ) .  The tr imer ic i:, dcture  

o f  t he  hexon is 170t s u r p r i ç i n g  since it has s i x  ne ighbours  in the  v i r ion  ( 1 , 3 ) .  

A three-fold synirnetry is  ~ornpat ib le  w i th  a E-iexavalent capsorner. 

However, two secent studies have shown that  the subun i t  cornposition o f  a 

v i r u s  morphological component ~ o c i l d  nei ther be rn fer red frot:i i t s  location on a 

symmetry axis. no r  from the nuinber o f  i t s  nesrest  rlcjighbours. X-rays c rys -  

tal lographic studies on polyonia v i r u s  capsid have suggestcd t h a l  -coor- 

d inated capsorners can b c  peiitamers 15). A d e n ~ v i r i i s  pentoi i  base ca,xomcr, 

- which is  posit ioncd on the  capsid f ive- fo ld àxis and is pcntavalerit ,  WJS thus  

far  considered as a pentarneric p rc t c i n  ( 1  , 6 } .  Neutron scat ter ing and sedimcri- 

tat ion data have r ccen t l y  revcaled the ptxriton b a i c  f.0 he carnposad of three 

polypept ide subur i i ts  ( 7 ) "  a resu l t  which w a s  consistent w i t h  pr :v ous sedi 
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mentation a n d  gel  f i l t r a t i on  analyses (2) ,  and w i th  the stoichiometric analysis o f  

penton base polypept ide w i th in  the  mature v i r i on  ( 7 ) .  

A l though the molecular weight o f  r ough l y  g lobu lar  molecules such as hexon 

o r  penton base can be unambiguously determined b y  neut ron scattering, major 

uncerta int ies remain f o r  elongated o r  f ib rous  proteins such as adenovirus f iber  

(7) .  The neut ron scat te r ing  diagrams obtained w i th  the  f iber  were compatible 

w i th  a p ro te in  molecule const i tuted o f  e i ther two o r  t h ree  identical polypeptide 

subunits o f  molecular we ight  62 ,000 (8.9). I n  the  experiments reported here, 

the oligomeric s t ruc tu re  o f  adenovirus t ype  2 f iber  was re-investigated b y  a 

pure ly  biochernical approach. It consisted o f  a molecular sieve electrophoresis o f  

chernically modified f i be r .  The  modification w i th  fluorescamine o f  f iber  amino 

groups elirninated the inf luence o f  basic charge on i t s  mobi l i ty  in polyacrylamide 

gradient  g e l  electrophoresis a t  alkal ine pH, 

MATERIALS AND hlETHODS 

. Fluorescaniine label ing o f  proteins.  Fluorescamine reaction was performed 
as follows. A f reshly prepared solu- t ion o f  fluorescamine (tioffrnan . La Roche 
Inc.)  i n  acetone a t  a concentration o f  5 mg per  ml was added to  the protei r i  
sample dissolved i n  0.2 M sodium bicarbonate bu f fe r ,  pli 8.2, while s t i r r i n g  
v igorously o n  a Vor tex  n i x e r .  Usuaily twice 5 lil o f  the  fluor.escainine solution 
'was added to  5 0  y l  o f  p ro te in  sample a t  0.5-1.0 mglml.  Fluorescaminc instan- 
aaneously reacted w i t h  pr imary  amines. Excess reagent rap id l y  hydrolyzed to  
nonfluorescent products.  Acetone was then evaporated ur ider a cu r ren t  o f  
nitrogen, and glycerol  added u p  to  15 8 f inal concentration, t o  allow layer ing 
on top o f  t he  polyacrylarnide gel. 

. Polyacrylamide g e l  electrophoresis. T h e  alkal ine ge l  system consisted o f  a 
polyacrylamide grad ient  slab ge l  (5-30 $1 w i th  an acrylamide to  bisacrylamide 
rat io of 5 0  : 1.33, cast  in 0.385 M Tr is - t iC I  hu f fe r ,  pH 9.4. The resolv ing 
gradient  ge l  was over la id  b y  a spacer ge l  made o f  5 % polyacrylamide 
(acrylamide : bisacrylamide ra t io  o f  5 0  : 1.33) i n  0 .3  M Tris-HCI, pH 8.9. The 
tank b u f f e r  was 0 . 0 5  Tr is-g lyc ine,  pH 9.4. Electrophoresis was performed a t  a 
cor~stant  voltage o f  1 0  Vlcrn and arrested when the  v is ib le band of f e r r i t i n  
marker h a d  migrated a distance o f  1.5 - 2 .0  cm from the top  o f  the gel  (usual- 
l y  72-96 h ) .  The gel was examined and  photographed under' U V  l i g h t  a t  366 nm, 
then f i xed and  stained w i t h  Coomassie blue R-250. 

. Molecular we ight  marlters. Standard proteins were reacted w i th  fluo- 
rescamine before being used as rnolecular weight markers (10) .  They were : hog 
thyrog lobu l in  (669 K d )  ; horse spleen f e r r i t i n  (440 K d )  bovine f ihr inogen (390 
Kd) ; adenovirus t y p e  2 hcxon (330 Kd, i n  i t s  na t ive  state]  : beef l i ve r  ca- 
talase (232 Kd )  ; beef  hear t  lactate dehydrogenase (140 K d )  : rabb i t  muscle 
phosphorylase F3 (92.5 K d )  ; aldolase (158 K d  ; c ~ m p o s e d  o f  four subuni ts)  ; 
bovine serumalbumin (67 K d  for the  monomer. 134 K d  fo r  the  d imer) )  ; oval- 
bun in  (43 Kd ) .  F e r r i t i n ,  catalase, bovine serum a l b ~ m i n ,  aldolase and oval- 
burnin werc separate components o f  the cal ibrat ion kit Combithek II (Boehr in-  
g e r l .  Phosphorylase B was contained in the LMW pro te in  cal ibrat ion k i t  (Phar- 
macla F ine Chemicals). Thyrog lobu l in  and lactate dehydrogenese were present  i n  
the HMW pro te in  cal ibrat ion kit ( i d ) ,  alung w i th  bov ine serumalbumin. catalase 
and fe r r i t i n .  Adenov i rus  t ype  2 hexon was ou r i f i ed  as previously dcscr ibed 
(11). Bov ine f ibr inogen was a g i f t  f rom Ur .  L. Trar iqu l  (CENG, Grenoble). 
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RESULTS 

A s  shown in Fig. 1, a l i near  c a l i b r a t i o n  c u r v e  was ob ta ined  w i t h  

f luorescamine-modif ied s t a n d a r d  p r o t e i n ç  in t h e  r a n g e  o f  molecular  we igh ts  f r o n  

8 0 , 0 0 0  t o  6 6 0 , 0 0 0  da l tons .  A d i s c r e t e  b r e a k  was v i s i b l e  in t h e  c u r v e  between 

high a n d  iow molecuiar  w e i g h t  domains. Fluorescarnine-iabei led hexon rn igrated 

as a p r o t e i n  o f  molecular  w e i g h t  3 3 0 , 0 0 0 - 3 5 0 , 0 0 0  dal tons,  a value cons is ten t  

w i t h  t h e  da ta  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  ( 2 )  a n d  w i t h  t h e  amino a c i d  sequence (12) .  

Migrat ion distance ( c  rn 1 

Fi ure 1 : Calibration curve of proteins electrophoresed i n  a 5 - 3 0  8 +- poyacrylarnide gradient gel r u n  i n  alkaline pf-i. Saanriard proteins were : 
thyroglobulin (Tg .  6 7 0  Kd)  ; fe r r i t i n  (Ft ,  4 4 0  K d )  bovine fibrinnger, (Fg,  3 9 0  
Kd)  ; adenovirus 2 hexon capsoincr (Hx ,  3 3 0  Kd) ; catalase ( C t ,  232  Kd)  ; 
aldolase (Al ,  158 Kd)  ; lactate dehydrogenase ( L i ,  1 4 0  K K )  ; pl-rcsphurylase b 
(Ph, 92.5 Kd)  ; serurnalbiiniin (Sa, 67 K d j  ; ovalbiiri in [ C v ,  43 Kd) .  Sa-1 
corresponded to the serumalburnin cionoSner, Sa-? ro i t s  d;nier;c form. Aldolase, 
which is r>ormally cornposed of ri subunits o f  39 Kd  (,\l-.U) di;socialed into 
isolated subunits (A l -1)  and pairs o f  subunits ( A l - 1 )  and reaygl-egated into 
multiple of subunit  pa i rs  (hexar-iers, h l - 6 ,  and octamer.s, AI-111. Note the curve 
break at about 80,000 between higi-i rno!eiular wcight aiid luw nio4eesular weight 
dornains. The arrowhead indicates the migration position c f  adentiviri~: 2 f iber 
(Fb)  i n  i ts  native form. lnset : gradient gel ohoto~jraphed undcr UbYighC at 
366 nm showing f l u o r e s c a r n ~ a b e i e c i  adenovirus 2 hexo:i : a ) ,  f iher IL>) af lJ  the 
series of oligomers of aldolase subunits ( c j .  Note the pr-:!;ence of f ibcr 
aggregates on top of  slot ( b ) ,  a pheciomenoiï whic.h bas !jesr: otten obssrved 
(1) .  
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A f t e r  ?. f luorescarnine modi f icat ion a n d  p r o l o n g e d  e lcc t rophores is  in a n  a lka l ine 

g r a d i e n t  ge l ,  r io s ign i f i can t  d i f f e r e n c c  i n  e lcc t rophore t i c  m i g r a t i o n  was observed  

betweer i  g l o b u l a r  a n d  f i b r o u s  p r o t e i n s  : f i b r i n o g e n  was pos i t i oncd  o n  ttie c u r v e  

a t  i t s  theore t i ca l  ~ i o l e c u l a r  w e i g h t  o f  3 9 0  K .  

Fluorescarnine-modif ied a d e n o v i r u s  f i b e r  m i g r a t e d  slightl.; s lowcr  than  

a ldo lase in i t s  n a t i v e  e n z y n a t i c  fo rm ( i .e .  te t ramer ic  associat ion o f  4 0  K d  

s u b u n i t )  and  s i g n i f i c a n t l y  f a s t e r  thar i  ( 2 3 2  K d )  catalase a n d  a ldo lasc s u h u n i t  

h e x a n e r  ( 2 4 0  K d ) ,  T h e  c a l i b r a t i o n  c u r v e  gave  f i b e r  a mulecular v ~ e i g h t  o f  

165 ,000  da l tons  (F ig .  l ) ,  a v a l u e  compat ib le  w i t h  a t r i m e r ,  and l o o  h i g h  for  a 

d i m e r  of a 62 K d  s u b u n i t .  

T h e  e lec t rophore t i c  mob i ! i t y  o f  a non-dena tu red  p r o t e i n  ~ a m p l e  deperlds 

u p o n  i t s  rnolecular w e i g h t  a n d  i t s  n e t  e lec t r i c  c h a r g e .  The in f lue r i ce  o f  t h e  

i n t r i n s i c  e l e c t r i c  c h a r g e  i s  f a r  froni b e i n g  negl ig ib le .  T h i s  is  exampi i f icd by 

e lec t rophore t i c  ana lys is  of a d e n o v i r u s  c a p s i d  p r o t e i n s  : t h e  f i b e r  m ig rs tes  in 

i l o n - d e n a t u r i n g  honlogerieous ac ry lan i ide  g e l  sloiver tt idtr t t i e  p e i i t o n  bsse a n d  

@ a  b c d e  f 

Fi ure 2 . Comparative ~ i ig ra t iu r i  o f  uriniodifird ( A )  ;ri7d f!uo:-escamine-niodifieci 
m g ~ p r 6 t i i n s  in polyacrylamide gradient pi. Gel ( A )  ; (;!,a.«) : lihll'l 
calibration k i t  proteins ithyroglok)ti l ir i, fer r i t i r i ,  catalase, lactatc dchydrogenase, 
and albumin) ; (b,c) : adenovirus 2 f ibér : ( e )  : adenovirus 2 pentrin ; I f )  : 
adenovirus 2 hexon. Gel (t3) ; (a)  fe r r i t i n  : (b,c) adenovirtis 2 t-iexon ; ( d )  
adenovirus 2 fiber ; (e )  HFvlW calibration k i t  morkers : ( f )  bovirie fibr~nogeri. 
Both gels, made of 5 - 3 0  8 polyncrylaciide. were dr ied  2 r .d  stairiad ic'ith 
Coomassie blue R-250.  The molecirlar weights o f  protein rnar'kcrs are qiven in  
kilodaltons. Arrowhcads indicate the position o f  the  i i t e r .  
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hexon o f  h ighe r  nolecular  weights (6,111. T h i s  major drawback has been p a r t l y  

overcorne b y  electrophoresis i n  acrylamide grad ient  gel. Prolonged 

electrophoresis in a pore gradient  gel  rïiinimizes the inf luence o f  the prote;risls 
I 

charge on the i r  f inal migration posit ion (13). However, th is  was not  th<: case 

fo r  the adenovirus s t ruc tura l  proteins.  As  shown i n  Fig. 2A.  n ~ t i - # L  i iber  

n ig ra ted  slower than hexon, even i n  grad ient  gel. T h i s  is  why it appenred 

necessary t o  eliminate the electr ic  charge parameter from the electru;b.~retic 

analysis. 

T h e  modif ication o f  proteins amino g roups  wi l l  increase the i r  i n t r i ns i c  

negative charge and a t  alkal ine pH al1 the  peptides and proteins wil l  migrate 

towards the  anode. The i r  f inal migrat ion w i l l  then o i i l y  depend upori rhe i r  

molecular weight. Fluorescamine has bet?n la rge iy  used fo r  f luorimetric risr,ay o f  

arnino acids (14 )  o r  f o r  f luorescent labeling o f  peptides and proteins ( 1 5  ,:6). 

The use o f  fluorescamine of fers a t  least two advantages : ( i )  it renders  the 

proteins v is ib le  unde r  UV l i gh t  d u r i n g  and  a f te r  migrat ion i n  gel ; [ji,' it 

blocks the basic amino groups. A f te r  fluorescamine-labe!ing, the nat ive hexon 

and f iber  migra ted i n  alkal ine gradient  gel  as proteins o f  330,000 and 165,000 

daltons, respect ively (Fig.  2 8 ) .  

The  qua te rna ry  s t ruc tu re  of the  f iber  remained a matter  o f  controversy.  

Cross- l ink ing o f  p ro te in  sar,iples w i th  a va r i e t y  o f  b i funct ional  reagenrs and 

subsequent analysis i n  SDS--polyacrylamide gel ,  a niethod. p ro f i tab ly  appl ied to 

the determination o f  the hexon oligomeric structcrre /4), was found t o  be 

unsuccessful i n  the  case o f  the f ib re  : no discrete band o f  p re fer red oligomi.ric 

species was displayed, even when electrophoresis was performed i n  gel.; c f  low 

acrylamide concentrat ion and/or  o f  low degree o f  b isacry lanide crosc -l,ril;ing 

(u i ipubl ished data) .  It has been recent ly  shown tha t  in chernical cross-l. i?king 

o f  proteins, cooperative cross- l ink ing events can occur,  resu l t iny  i n  rnixtuc-es o f  

covalently bound aggregates (17,181. Th i s  probably explains why rrcist o f  the 

cross-l inked f iber  material rernained on top  o f  the acrylamide gel, wkatever the 

experirnental condit ion, viz. when f iber was reacted a t  low concenrratinn to 

riiri imize the  intermolecular cross-linl<s, or. wheri lnw rcaqet j t  coricentratiori was 

used to  decrease the  cooperat iv i ty  phennrnerron (not  skiown). 

The  resu l  t s  o f  electrophoretic a c a i y s ~ s  07 tlu~rcscarn!ne- nodi fieci a d e n o v , r u ~  

f iber analyzed i n  alkal ine poiyacry l -mide gradient ge l  wcre t i i u s  i~ good 

agreement w i th  those obtained w i t h  conventiooial broph\sical 8ncthods . ; i~q~t'çl ing 

a t r imer ic s t ruc tu re  fo r  adenovrrus t iber (L,19). Tne tr irncric r lat i i rc  0 ,  ûotii 

f iber  and penton base thereforc displacc%s t l i e  syrn~ ie t ry -n ta lcb i rg  prob lc r i  : the 

penton base and sur round ing her:ur-s a t  each apex ot  t he  ~dcnov i r uç  capsrcl. 
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The adenovirus fibre is an elongated protein responsible 

for the attachment of, the virus to its receptor on the 

cellular membrane (Philipson et al., 1968; Hennache and 

Boulanger , 1978) and for viral hemagglutinating activity 

(Pettersson et al., 1968; Norrby, 1969). In the virus, the 

fibre is non-covalently linked to another protein, the penton 

base, to form the penton which is situated at each of the 

twelve five-fold axes of the icosahedral capsid (Horne et 

al., 1959; Valentine and Pereira, 1965). The polypeptide of 

the fibre of adenovirus type 2 consists of 581 amino acids 

for which the sequence is known (Herisse et al., 1981). A 

small amount of glucosamine is also associated with the fibre 

(Ishibashi and Maizel 1974). Although a molecular weight of 

207000 daltons has been obtained £rom equilibrium 

sedimentation (Sundquist et al., 1973) for the native fibre, 

suggesting a trimeric structure, Our previous studies by 

neutron scattering and hydrodynamic methods showed a 

molecular weight not higher than 156000-161008 which 

indicated difficulties in the use of these physical rnethods 

for such an elongated molecule and left open the 

possibilities that the fibre was a dimer or a trimer (Devaux 

et al., 1982). 

We report here the crystallization of the fibre protein 

£rom adenovirus type 2. Although the crystals obtained are 

not yet large enough for a high resolution X-ray structure 

deterrnination we have been able to obtain electron 

micrographs of stained crystals and X-ray powder patterns. 

The preparation and some electron microscopy of crystals from 

adenovirus type 5 fibre protein has previously been reported 

by Mautner and Pereira (1971). Fibre protein was purified 
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from the excess pool of proteins synthesized during KB ce11 

infection according to the three step method of Boulanger and 

Puvion (1974). Concentrated fibre (5-8 mg/ml) was dialysed 

overnight against l0mM sodium phosphate pH 6. We wewe not 

able to obtain crystals by the rnethod of Mautner and Pereira 

(1971) but successful crystallization was achieved by the 

hanging drop method using 3-5% polyethylene glycol 600n 

(Macpherson, 1976). Flat triangwlar crystals of about 200-5Bkl 

p m  in 2 dimensions but only about 10 k m  thick appeared af:ter 

one or two weeks. These crystals, negatively stained with 1% 

uranyl acetate were examined by electron microscopy. X-ray 

powder patterns of the native crystals wese also obtained. 

Electron microscopy (E.M.) of fibre crystals showed two 

principal views. The most common view was that shown in F i g .  

la. It is characterised by four strong bands with a total 

width of 215 p. The set of four bands is regularly repeated 

with a period which varies £rom picture to picture beti-een 

490 and 580 &. This variation is due to that of the dark 

domain between the successive sets.Within the dark domain a 

periodicity of 38h is observed perpendicular to the s i d i  

direction. Another view of the crystals, observed less 

frequently iç that shown in Fig, 2. These images have been 

submitted to filtration techniques to improve the pattern. 

The filtered image ( Fig. 26) shows an hexagonal latticc with 

a=b=768. We interpret these two categories of pictures Iqa 

and 2a) as due respectively to the longitudinal and lateral 

packing of the fibre. 

Individual fibre molecules appeax in the E,M. as 

structures of about 250g in length cornprisLng a h e a d  of 

dimensions 30-40& and a tail ~f about long by 15-20& 



wide (Valentine and Pereira, 1955). We attribute the st~ang 

banding in Fig. la to a side by side assembly of fibre heads. 

X-ray powder diffraction patterns extending to 

approximately 12 W resolution are shown in Fig. 3. They can 

be indexed unambiguously on a lattice having unit ce11 

dimensions of a=b=77 8, c=590 h,ol=~=90', and 0=12~', strongly 

suggesting a hexagonal or trigonal space group. However,a 

centered orthorhombic space group with b = a c  would give rise 

to the same set of lines. These dimensions are consistent 

with those observed in the electron-micrographs (Fig. 1 and 

Fig. 2). The projection shown in Fig. 1 suygests that the 

projection of the electron density along the fibre direction 

can be approximated to a step function of width of about 2fl0 

R (the four strong bands) repeating on a lattice of 590 W. To 
check that the X-ray and E.M. niodels were similar a step-- 

function of varying width was fitted to the intensities of 

the 001 reflections for which the first 8 orders are we?l 

separated £rom al1 general hkL reflections. The best fit was 

obtained for a step width of 205 8. 
To determine the symmetry of the crystal we have several 

pieces of evidence. The E.M. pictures (Pig.2) of the 

projections on to a plane perpendicular to the fibre axis, 

very strongly suggest a 3-fold parallel to the fibre 

direction. This makes an hexagonal or trigonal space group 

much more likely than an orthorhombic one .  I'he lack of any 

systernatic absences in the 00t reflections shows that this 

cannot be a screw axis. In addition F i g .  la shows an a p p a r e n t  

mirror symmetry suggesting that there is a 2 - fo ld  axis 

perpendicular to the fibre direction. The possible space 

groups are therefore P312, P321 or P622 as cpace groups 
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containing centres of inversion must also be excluded. It is 

clear £rom Fig. la and the space group considerations that 

there must be at least two molecules in the asymmetric unit 

as the four strong bands clearly correspond to projections of 

the fibre heads. We can exclude P622 as it would be 

impossible to accomodate 6 heads in the same plane as 

required by this space group. The E.M. picture corresponding 

to the projection parallel to the fibre axis favours the 

space group P321 rather than P312 as it shows equal densities 

at the positions (1/3,2/3) and (2/3,1/3). The latter space 

group would normally have different projected densities about 

these points. 

There are altogether four possible longitudinal packing 

schemes compatible with a two-fold axis perpendicular to the 

fibre direction. Two of these packings are shown in figures 

lc and Id. Molecules 1 and 2 are two independent molecules in 

the asymetric units and molecules 3 and 4 are their symmetry 

equivalents related by the two-fold axis.The two other 

possible packings are deduced £rom these by having molecule 2 

pointing in the opposite direction .If one considers the 

surface of the basal plane of the unit cell, the number of 

molecules per unit ce11 (see below),the size of the heads and 

of the tails,it is clear that only one tail can go through a 

plane of fibre heads.This will be the case with the two 

packings shown here.hn figure 4 we show a 3-dimensional mode1 

which is consistent with the packing of figure lc and the 

symmetry imposed by space group P321.The positions of the 

molecules in this model, have been calculated to have the 

most regular packing of the heads in planes 2 and 3 and let 

the tails of molecules 1 and 4 go through the Roles Xeft in 
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planes 2 and 3 respectively. In this model the projections of 

molecules 1 and 4 are lying on a two-fold axis (or are very 

close to).This is possible as these two molecules have ne 

overlap in the longitudinal projection.An alternative model, 

deduced £rom this one by a permutation of the packing planes 

of molecules 1 and 2 and of molecules 3 and 4, is less likely 

as molecules 2 and 3 do overlap in the longitudinal 

projection,and thus the variability of the longitudinal 

periodicity will be difficult to understand. 

The alternative longitudinal packing of figure Id will 

give rise to another 3-d model. In this case tails of 

molecules 1 must go through planes of heads of molecules 4 

and vice-versa. This will be achieved if these two molecules 

are organized following the packinq scheme A and C. Then 

molecules 2 and 3 will be packed in the same way: molecules 1 

and 2 (and molecules 3 and 4 ) having the same projection. 

For the same reason as above, a model with molecules 2 and 3 

packed following B is less likely. We have no evidence at 

present in favour of one model or the other. We may note that 

a model with a molecule lying on a 3-fold axis, the other in 

a general posi tion,al though compatible with the crystal 

density, is very unlikely, as it would generate in the E.M. 

picture bands of different protein density, a feature that 

seems incompatible with the images. A structure with two 

molecules lying on the 3-fold axis is incompatible with the 

density measurements (see below). 

In both models there are in each plane holes which are 

likely to be filled with uranyl acetate in negative staining. 

These holes are organized on a lattice which in projection 

can give rise to periodicities of 77<Fj/2 (66) 4, 77 /2  ( 3 8 )  8 
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etc. The periodicity of 38 % observed in several E.M. 

pictures can then be understood. With the 3-d models that we 

propose, these periodicities will be in register £rom plane 

to plane. The 66 periodicity is seen with a poor contrast, 

in a few pictures and with adjacent planes out of register, 

This is what is expected £rom Our model. 

A first consequence of the model is that the length of 

the fibre must be close to 270 fi to account for the banding 

pattern. A second consequence is in the stoichiometry of the 

fibre. The density of the crystals was measured in a 40-GP% 

(W/W) aqueous density gradient of Ficoll 4 (Pharmacia, 

Sweden) and also by floatation in Xylene/Carbon Tetrachloride 

mixtures. The Ficoll molecules are very large and cannqt 

diffuse into crystals (Westbrook, 1976). Sample dençities 

were measured by weighing. In this way the cryçtal density 

was determined as 1.221$0.005 gxcm-3. The rneasurement in 

Xylene/Carbon Tetrachloride gave a density of 1.24tfl.01 

gxcm-3. Assuming a protein specif ic volume of 0.7g3 cm3xg-1 

(Devaux et al. 1981),a monomer molecular weight of 62Bb78 and 

an average density of 1.23 £rom the above meaçurements wc 

calculate the number of monomers per unit cell to be 22.8. 

The space group and packing model allow only 12 molecules oT 

fibre per unit ce11 : thus the adenovirus fibre must be s 

dimer. This result is the first clear determination of the 

stoichiometry of the fibre and supports strong1.y the 

preferred model of Green et al. (1983) who have predicted 

£rom the amino acid çequence a striicture for the fibre 

monorners and who propose frsm this that its most l i k e l y  mode 

of aggregation is into a dimer although they cannot rule or" 

a trimeric molecule. A trimer waç indeed previouly suggested 
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by soulanger and Devaux (1983) on the basis of the mobility 

of fluorescamine modified fibre in a gel. Our new finding 

shows that this method also leads to an overestimate of the 

molecular weight for elongated proteins. We must note that 

Our determination relies on the correct assignement of the 

space group. With an orthorhombic space group of the nature 

discussed above the conclusion would be that the fibre is a 

trimer. Although the E.M. pictures makes such a space group 

very unlikely, to rule out definitely this hypothesis we must 

wait for X-ray single crystal data. 

Previous studies (Devaux et al. 1982) had shown that the 

penton base is a trimer posing the problem of how such a 

molecule could be located at a position of five-fold 

symmetry. We are now faced with a further problem of symmetry 

mismatch in understanding how a dimeric fibre can bind to a 

trimeric penton base. These questions can only be fully 

adressed when crystals large enough to permit a high 

resolution structure determination are available. 

We thank Dr. Elisabeth Hewat for help with the image 

reconstructions of electron micrographs, Didier Petite for 

producing cells and Joseph Sedita for his expertise in 

producing Fig.4. 

We are also grateful to Dr. Vivian Mautner for extensive 

discussions concerning her earlier work on crystals of type 5 

fibres. 
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Legend of figures 

Figure 1 

Electron micrograph and optical diffraction pattern of a 

crystal of adenovirus type 2 fibre. A crystal was gently 

crushed in a Potter homogeneizer, deposited on a carbon 

coated grid and negatively stained with 1% uranyl acetate 

(pH=4.4). Grids were examined in a Je01 100 CX electron 

microscope operated at 80KV. 

(a) The electron micrograph shows a structure of four strong 

bands of total width about 200 8 repeating every 580 g. This 

repeat distance is somewhat variable (500-580 89 but in al1 

cases the 200 & wide four-banded unit is conserved. Two 

light bands 150 & away £rom the strong bands can also be 

seen. The insert shows a repeat of 38 6 perpendicular to the 

580 R periodicity which is often observed. 

(b) Optical dif f raction pattern corresponding to (a). 

Several orders of the 580 & repeat parallel to the fibre axis 
can be observed. 

(c) and (d) Mode1 for longitudinal packing of fibre molecules 

consistent with the banding observed in (a). 

Figure 2 

(a) Electron micrograph showing another view of the crystal. 

The preparation of the grids is similar to that used in 

Figure 1. Micrographs were çcanned on an Optronics (P 1000) 
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rotating drum densitometer coupled to a Nord-10 computer. The 

bost ordered areas were extracted and Fourier image filtering 

was performed using the Semper-V system (Saxton et a1.,1979). 

(b) Fourier Transform of an area of 6400 x 6400 Pm 
(c) Inverse Fourier Transform after filtering. 

between points A and B corresponds to 76 S. 

The distance 

Figure 3 

X-ray powder diffraction pattern of adenovirus type 2 

fibre. Crystals were mounted in X-ray glass capillaries 

(Lindemann, 0.5 mm). The X-ray source was an Elliot GX 13 

rotating anode tube with electron beam size 1Q0 m x 1 mm on 

the anode. Scattering patterns were recorded on film (CEA 

Verken) using a double focussing system consisting of a 

Franks mirror and a quartz monochromator with cut angles of 

00 and 80 respectively. ~~ec'imen to film distances were 100 

mm (a) or 1000 mm (b) allowing observation in the range s = 

(10-3 - 0.3) fi. Intensities were integrated along circles , 
the center of the pattern being determined using the 

diffraction peaks. The scattering curves obtained are shown 

in 3c and 3d. The intensities of the diffraction peaks were 

obtained by integration of the peaks after substraction of 

the polynomial fitted background. Al1 the peaks may be 

indexed on a hexagonal lattice with a=b=77 A,~=fb=900, c=590 

R, ')(=1200. Due to the very long c axis the 0 1  reflections 

are well separated from the hk0 reflections The lowest angle 

film (3c )  shows the f irst nine 00& orders before the (100). 

At higher angles (3d) the reflections are predominantly of 



the hk0 type although general hkl reflections may also be 

present but not resolved. Thus the indices are given either 

as the tth (00e ; 3c) or h,k (3d). The 001 , 002 and 003 

reflections were measured with a shorter exposure. 

Figure 4 

A mode1 for packing of fibre molecules in the hexagonal 

unit cell. Shows a three dimensional packing of the malecuies 

which satisfies the major features of the E.M. and X-ray 

scattering data. The planes of tightly packed heads (1 to 4) 

correspond to the four strong bands obçerved in the E.M. 

(Fig.1) and are drawn to scale assuming a spherical head of 

diameter 38 8. The cylindrical tails are shown thinner than 

in reality for ease of visualization. The packing of heads 

within each plane is shown in A, B and C,Other models, al1 

based on the packing of heads shown in A, B and C are 

discussed in the text. 
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I c  I N T R O D U C T I O N  --------------- 

Les r é s u l t a t s  p r é s e n t é s  au c h a p i t r e  p r e c é d e n t  c o n c e r n e n t  
l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  e t  l a  s t o e c h i o m é t r i e  d t u n e  p r o t é i n e ,  l e  

p e n t o n  ( b a s e  du pen ton  + f i b r e ) ,  s i t u é e  l ' a p e x  d e  
l ' a d é n o v i r u s .  Dans un même temps,  nous  a v o n s  e n t r e p r i s  une 
é t u d e  à b a s s e  r é s o l u t i o n  d e  l a  s t r u c t u r e  g l o b a l e  du v i r i o n :  
o r g a n i s a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  d a n s  l a  c a p s i d e ,  e t  du DNA e t  d e s  
p r o t é i n e s  d a n s  l e  nuc léo1de .  

I l  e s t  b i e n  é t a b l i  p a r  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  que 
l l a d é n o v i r u s  e s t  un i c o s a è d r e  formé d t h e x o n s  s u r  l e s  faces e t  

d e  p e n t o n s  aux sommets. Les a u t r e s  p r o t é i n e s  s o n t  l o c a l i s é e s  
p l u s  a p p r o x i m a t i v e m e n t  d a n s  l a  n u c l é o c a p s i d e  p a r  d e s  méthodes  
i n d i r e c t e s , e t  l e s  i n t e r a c t i o n s  e x i s t a n t  d a n s  l a  p a r t i c u l e  
s o n t  p e u  connues.  Néanmoins p l u s i e u r s  modèles  o n t  pu ê t r e  
p r o p o s é s  à p a r t i r  d e s  données  de l a  m i c r o s c o p i e  é l e c t s o n i q u e  
e t  d e  l a  b ioch imie .  

Dans c e t t e  s e c o n d e  p a r t i e ,  nous  p r é s e n t o n s  l e s  r é s i a l t a t s  

d e  l l & t u d e  d e  l l a d é n o v i r u s  d e  t y p e  2 e t  d e  ses p r i n c i p a l e s  
s o u s - s t r u c t u r e s (  l e s  g r o u p e s  de 9 hexons  e t  l e s  n u c l é o f d e s  

e t  d ' u n  m u t a n t , l e  H s t s  1 1 2 , .  a ccumulan t  d e s  p a r t i c u l e s  
i n t e r m é d i a i r e s  d t a s s e m b l a g e , p a r  La d i f f u s i o n  d e  n e u t r ~ n s  e t  
d e  r a y o n s  X . Un modèle s t r u c t u r a l  à b a s s e  r e s o l u t i o n  e s t  
p r o p o s é  pour  l e  v i r u s  ; il s e r a  comparé a u x  modèles  d 6 j  à 
e x i s t a n t s .  

II* DIFFUSION DE NEUTRONS A PETITS ANGLES : DETERMINATION 
- - - O - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - L - - - - - - - - - - - - - - - m - - - - - -  

DU P O I D S  MOLECULAIRE 

1. Les é c h a n t i l l o n s  ------------------- 

I l  e s t  e s s e n t i e l ,  s u r t o u t  p o u r  l e s  m e s u r e s  à p r e c t s  

a n g l e s ,  que l e s  é c h a n t i l l o n s  s o i e n t  homogènes ( s o E u t i o n s  de  

p r o t é i n e s  ou de  v i r u s )  e t  dépourvus  dtagr&gats ou de  p roc ib i t s  

de  d é g r a d a t i o n *  



(~145000) 

Figure 18 --------- 

En microscopie électronique, les 'particules (1,29-1,31 g/cmj) 

du mutant H2ts 112 (a) apparaissent plus arrondies que les 

particules ( 1.34 g/cm3) du virus mature ( b ) .  Des zones plus 

sombres montrent que le colorant peut pénétrer dans les 

particules* Des trous sont parfois visibles dans la capside* 

tmCes particules ont éte caracterisées par D'Halluin et al. 
1 ..w (197bb; voir Genéralites 1 paragraphe 1V,Sa et tableau l 4 I v  
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Les particules virales sont prkparées suivant la 

technique de Boulanger et Puvion (1973) à partir de cuiturt?s 

de cellules KB infectées poussant en suspensionp Ces cultures 

sont maintenues à 3 7 O C  durant 36-40h pour l a  production du 

virus de type sauvage, et 5 3 9 , S a C  durant 24h (temperature 

non permissive) pour la production du mutant bloqué au : j tade 

dTintermédiairee Les cellules infectees sont soumises à 3 
cycles de congé la t ion -décong64a t t ion7  puis les partisulss 

virales sont extraites par le Freon 113 (~rifluoro6thaneZ et 

purifiées en gradient de densité (chlorure de c&sium), Le 

virus est isolé à sa densité de 1.34 g/crn3 et le mutant à La 

densité des intermédiaires 18gers, 1 . î 9 -  1.31 g/cm3 (€If Haliuin 

et al*, 1978a, b). L'état de purification et lrhamug6n6ité 

des échantillons sont contrales en microscopie electsonlque 

et en gel de polyacrylamide-SDS (figure 18), De plus,nous 

avons déterminé la composition en acides amines d u  rnutast  

HEts 112 (tableau 13 ).Elle montre une d i m i n u t i o n  de 

l'arginine de 30 $ et de lPaXanine de 15 % , ce qui. est 

normal en l'absence des protéines V I 1  et y (riahes en ces 

acides amines)" L'ensemble des résultats obtenus est en 

accord avec la caractérisation des particules du mutant n2$s 
112 publiée par D'Halluin et al., 1978be 

S E  Méthode de mesure* 

Par diffusion de neutrons, les preparations virale~ r o n t  

effectuées immédiatement avant les expérienies, et d i â 2 y s 6 e s  

contre un tampon tris-HCl 5 mM, 200 mM NaCI, pH 8 , l ,  Les 

concentrations sont relativement faibles: 01350 0,750 mg/ml 

pour le virus, 1*5  mg/ml pour le mutant, Les solutions de 

concentrations plus élevées ont tendance à prgcipiter, 
Le poids moléculaire est mesuré à petits angles par 

diffusion de neutrons , Il estddduit d e  Ici mesure Eac 7 s i .  

obtenue en extrapolant la courbe Ln I ( q l  en f c n c t i s n  de q 

(voir article 4 : d a t a  analysrs )*Le pt2.isiL c i 5 i é i q ~ a  e s t  

toujours la détermination précise de la concen t r td l ion ,  ETLb:  a 

ét6 deduite de la mesure de lf8bsnrbanee e t  du eoefJ??cient 

d'extinction rn~leculâlre~ 



LYS 
H i s  

Arg 

A s p  
T h r  

S e s  

G l u  

Pro  

G ~ Y  
Ala 

Val 

Met 

I l e  

Leu 

TY r 
Phe  

T r p  
1 /2Cys 

TABLEAU 13 ---------- 
C o m p o s i t i o n  e n  a c i d e s  a m i n é s  d u  v i r u s  d e  t y p e  sauvage (Ad2)  

e t  du m u t a n t  H 2 t s l 1 2 .  

( 1 )  d ' a p r è s  P o l a s a  e t  G r e e n  (1967b 

( 2 )  n o s  r e s u l t a t s  ( m o y e n n e s  d e  6 a n a l y s e s ) ,  
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as mesure de ltabsorbance* 

Le virus présente un maximum d'absorption à 258 nm 

caractéristique de la présence de DNAe Les solutions virales 

sont opalescentes et il est nécessaire de corriger la meswe 

de la densité optique (D*O*) par rapport à la diffusion* L? 

Ln DoOs en fonction du Ln A(1ongueur d'onde) entre 500 et 300 

nm est une droite* En extrapolant cette droite on obtient la 

mesure de la diffusion & 258 nm (voir figure 19). Le rapport 

258/278 est de 1,17 pour le virus qui contient 13,3% de DNA 

(Green et Pina, 1964) et de 0.84 pour le mutant qui contient 

2 5% de DNA* Le rapport est de 0.58 pour une protéine comme 

1 'hexon. 

bo mesure du coefficient d'extinction moléculairec 

La concentration est calculée d'après l'analyse 

quantitative des acides aminés d'un aliquot de volume confiu 

d'une solution de virus ou de mutant en présence d'un témoin 

interne, la norleucine* Le protocole est identique à celui 

utilisé pour les solutions de protéines* L'analyse es" 

corrigée pour le contenu en tryptophane détruit lors de 

l'hydrolyse, et pour le contenu en DNA viral. Les 

coefficients d'extinction moléculaire ( &  ) sont calcuL6s 

d'après la loi de Beer-Lambert* 

3. détermination du poids moléculaire, ...................................... 

Le tableau suivant présente les coefficients d'extintion 

déterminés par analyses d'acides aminés et les poids 

moléculaires calculés à partir de &, 
C 

A. 

Ad2 type sauvage 4*95  - 185 2 20 

H2ts 112 2,02 2.40 127 + 25 



F i g u r e  19 

S p e c t r e s  d  a b s o r p t i o n  e n t r e  500 e t  230 nm d u  v i r u s  ( a )  e t  du  

mu tan t  ( b ) .  E n c a r t :  D r o i t e s  r e p r é s e n t a n t  l e  Ln D e O e  e n  

f o n c t i o n  du Ln h e t  p e r m e t t a n t  d e  c o r r i g e r  l a  v a l e u r  d e  

l'absorbante. 
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La masse  m o l é c u l a i r e  du v i r u s  c a l c u l é e  à p a r t i r  du 

- 6  d é t e r m i n é  p a r  a n a l y s e s  d ' a c i d e s  aminés  e s t  de  185 + 20 x 10 , 
Elle  n ' e s t  q u e  d e  134 x  106 s i  l a  c o n c e n t r a t i o n  u t i l i s é e  e s t  
c e l l e  é t a b l i e  p a r  dosage  d e  Lowry, L e  t a b l e a u  14 donne l a  

masse m o l é c u l a i r e  t o t a l e  d e  chaque  p o l y p e p t i d e  d a n s  un v i r u s .  
C e t t e  masse  e s t  c a l c u l é e  à p a r t i r  du PM du p o l y p e p t i d e  e t  de 
s o n  nombre d e  c o p i e s  p a r  p a r t i c u l e  ( c e s  r e n s e i g n e m e n t s  
v i e n n e n t  s o i t  d e  n o s  r é s u l t a t s ,  s o i t  d e s  données  d e  l a  
l i t t é r a t u r e  e t  s e r o n t  d i s c u t e s  p a r  l a  s u i t e l *  Ce t a b l e a u  
permet  d e  c a l c u l e r  un p o i d s  m o l é c u l a i r e  t h é o r i q u e  p o u r  l e  

v i r u s  d e  157-162 x 106: c e  q u i  e x c l u t  l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  
t r o u v é  e n  u t i l i s a n t  l a  c o n c e n t r a t i o n  d é t e r m i n é e  p a r  l a  
méthode d e  Lowry, Green e t  a l 9  ( 1 9 6 7 )  o b t i e n n e n t  un PM de 

6  1 8 3 , 5  x 10 à p a r t i r  d e  l a  mesure  d e  l o n g u e u r  du DNA (PM = 24 
6  x 10 ) ,  e t  un pM d e  172 ,g  x  106 à p a r t i r  du c o e f f i c i e n t  de 

s é d i m e n t a t i o n  du DNA (PM = 23  x  1 0 ~ ) ~  Ces deux  t e c h n i q u e s  
s u p p o s e n t  un c o n t e n u  en  DNA d e  13.3% (Green e t  P i n a ,  1964)*  

Nous a b o u t i s s o n s , p o u r  l a  masse  m o l é c u l a i r e  du v i r u s  
m a t u r e ,  à une v a l e u r  p l u s  é l e v é e  (185  x 10') que c e l l e  

6  c a l c u l é e  à p a r t i r  du t a b l e a u  14 (157-162 x 10 ) *  P l u s i e u r s  
r emarques  p e u v e n t  ê t r e  f o r m u l é e s  s u r  l a  f i a b i l i t é  d e s  donné?s  
d e  ce t a b l e a u :  
a. l e  PM c a l c u l é  c o n d u i t  à un p o u r c e n t a g e  d e  DNA d a n s  l e  

v i r i o n  d e  14 ,2 -15 ,3 ,  a l o r s  que Green e t  P i n a  (1964)  
m e s u r e n t  un p o u r c e n t a g e  d e  1 3 , 3  à p a r t i r  d e  d o s a g e s  d e  
Lowry, d ' a z o t e  ( p r o t é i n e s ) ,  de  phosphore  (DNA) e t  du p o i d s  
s e c  ( v i r u s  c o m p l e t ) ,  On c o n s t a t e  donc une i n c e r t i t u d e  
s u r  l e  p o u r c e n t a g e  de  D N A  d a n s  l e  v i r u s ;  

b. l e  nombre d e  c o p i e s  du p o l y p e p t i d e  II ( h e x o n )  e s t  s a n s  

a m b i g u i t é ,  e t  nous  a v o n s  d é t e r m i n é  avec  p r é c i s i o n  l a  

s t o e c h i o m é t r i e  d e  l a  b a s e  du  p e n t o n  e t  de  l a  f i b r e  d a n s  
l a  p r e m i è r e  p a r t i e  de  c e s  t r a v a u x ;  

c. l a  s t o e c h i o m é t r i e  d e s  a u t r e s  p o l y p e p t i d e s  p r o v i e n t  d e s  
é t u d e s  s u i v a n t e s :  

.Y - Boudin e t  a l *  (1980)  t r o u v e n t  60 c o p i e s  d e  I I I a  p a r  . 
v i r i o n ,  s o i t  5  p a r  a p e x ,  p a r  deux  méthodes  i ndépen -  
d a n t e s :  e n r e g i s t r e m e n t  d e  gel-SDS e t  immunoélec t ropho-  

rèse q u a n t i t a t i v e  ( l e s  é c h a n t i l l o n s  s o n t  marqués  à l a  

v a l i n e  1 4 ~ ) e ~ a r  e n r e g i s t r e m e n t  d e  g e l  c o l o r é  au b l e u  

de  Coumassie  nous  a v o n s  t r o u v e  9 c o p i e s  d e  I I I a  
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de Coumassie nous avons trouvé 9 copies de IIIa 
par apex ,mais cette valeur est très incertaine 

dans la mesure où aucune correction n'avait pu 
être faite (voir chapitre précédent); 

- Boulanger et al. (1979) calculent 288 copies de 
polypeptides IX par virion et 14 par groupe de 9, par 
enregistrement de gel-SDS (échantillons marqués val1 4 ~ )  ; 

- Everitt et al* (1973) dosent les polypeptides VI, V et 
VI1 dans le virus après élution de gels préparatifs; 

- aucune valeur n'est rapportée pour le polypeptide VIII. 
Everitt et al. (1975) démontrent qu'il est ponté avec 

tous les hexons de la capside. On peut donc supposer 

qu'il existe un minimum de 240 copies de VIII. 
La masse de protéines calculée à partir de ces données 

est donc de 134-138 x 106. Ce chiffre pourrait être, en fait, 

légèrement plus grand car les polypeptides IVa2 et X-XI-XII 

(probablement des produits de dégradation de pVI, pVII, 

pVIII) n'ont pas été comptabilisés. De plus, la plupart des 

mesures proviennent d'enregistrements de gels-SDS ou de 

dosages dléluats de gels préparatifs et ces techniques 

peuvent conduire à des imprécisions, 
Le poids moïécuïaire du mutant H2tsl12 déterminé dans 

6 les mêmes conditions que ce1ui.d~ virus est de 127 x 10 , ce 

qui est cohérent avec l'absence des protéines VI1 ( 1070 

copies), des protéines V ( 180 copies) et d'une grande partie 
du DNA* La présence des protéines 39K et 50K (environ 12 et 

127 copies respectivement, observation personnelle) ne peut 
6 pas compenser une perte de masse 40 x 10 environ (tableau 

14), 
Les valeurs trouvées pour les PM du virus et du mutant 

sont moins précises que celles déterminées pour les 

protéines. Ceci est essentiellement dû à la difficulté de 

déterminer la concentration des solutions virales* En 

revanche, les incertitudes sur le pourcentage de DNA 

n'affectent pas de façon sensible cette détermination, car 

bien que les pouvoirs diffusant des protéines et du DN6 ne 

soient pas identiques, une différence du contenu en DNA de 1% 

ne modifie le PM que de 0.25%. 
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III, DIFFUSION DE NEUTRONS: V A R I A T I O N  DE CONTRASTE ET MODELES ............................................................. 

Les  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  s o n t  d i a l y s é e s  d a n s  d e s  tampons 
T r i s - H C 1  5 mM, N a C l  200 mM, pH 8 , l  c o n t e n a n t  0 ,  2 5 ,  40,  55 ,  

65 ,  e t  100% D20 e t  s o u m i s e s  à un f a i s c e a u  de  n e u t r o n s  à d e s  
d i s t a n c e s  é c h a n t i l l o n - d é t e c t e u r  d e  10 ,66  m e t  4 , 8 4  m; 

1, Modèle s p h é r i q u e  e t  i c o s a é d r i q u e  à 3 c o u c h e s  ( v i r u s  ....................................................... 
m a t u r e )  * -------- 

Un modèle s p h é r i q u e  à t r o i s  couches  e s t  a j u s t é  aux  
données  o b t e n u e s  à chaque c o n t r a s t e  H 2 0 / ~ 2 0  ( l e  p r i n c i p e  de  
c o n s t r u c t i o n  e s t  donné a u  c h a p i t r e  d e s  t e c h n i q u e s  I I let2 e t  
l e s  d é t a i l s  pou r  l e  modèle d e  l ' a d é n o v i r u s  s e  t r o u v e n t  d a n s  
l ' a r t i c l e  4). Chaque couche  e s t  d é f i n i e  p a r  son  r ayon  
e x t é r i e u r  e t  p a r  s a  d e n s i t é  de  d i f f u s i o n  Le t a b l e a u  15 

donne l e s  p a r a m è t r e s  du modèle;  Nous s a v o n s  que  t o u t  l e  DNA 

e s t  l o c a l i s &  d a n s  l e  n u c l é o ï d e ,  o r  l a  v a r i a t i o n  d e  c o n t r a s t e  

nous  m o n t r e  que  s e u l e  l a  couche  1 c o n t i e n t  du DNA ( l e  p o i n t  
d ' a n n u l a t i o n  p o u r  d e s  p r o t é i n e s  é t a n t  e n v i r o n  0 ,40 -0 ,42 ) ;  
C o n n a i s s a n t  l a  masse m o l é c u l a i r e  du v i r u s  ( 185 x 106)  , l e  
c o n t e n u  e n  D N A ,  p r o t é i n e s  e t  e a u  e s t  d é t e r m i n é  d a n s  chaque  

couche  d u  modèle  ( t a b l e a u  d a n s  l ' a r t i c l e  4) ;  De p l u s ,  nous  
d i s c u t o n s  d a n s  c e t  a r t i c l e  l a  p o s s i b i l i t é  de  c o n s t r u i r e  un 
modèle  i c o s a é d r i q u e  à p a r t i r  d e  c e  modèle s p h k r i q u e ,  

2, I n t e r p r é t a t i o n  du modèle,  

En u t i l i s a n t  nos  r é c e n t s  r é s u l t a t s  e t  l e s  données  de l a  
l i t t é r a t u r e ,  nous  a l l o n s  r e c o n s i d é r e r  l a  c o m p o s i t i o n  ch imique  
du v i r u s  en  t e r m e s  de q u a n t i t é  d e  m a t i g r e  d i f f u s a n t e :  l a  
masse  d i f f u s a n t e  t r o u v é e  e x p é r i m e n t a l e m e n t  d a n s  chaque  couche  

e s t  comparée à l a  masse d i f f u s a n t e  t h é o r i q u e  c a l c u l é e  pour  

chaque  p r o t é i n e  e t  pour  l e  DNA ( t a b l e a u x  1 4  e t  1 5 ) *  



A. Virus 

Couche 

Volume d e n s i t é  masse p o i n t  composition 

~ 1 0 % ~  d i £  fusan te  ( a )  d i f f u s a n t e  d ' annula t ion  chimique 
44 3g-3 

q .  p x10 c m  P V  

1 DNA + 

III 

348-420g 

P ro té ine  

P ro t é ine  

P ro t é ine  

B. Mutant ~ ~ t s 1 1 2  

Couche V P r (b) 

III 

Tableau 15 

Paramètres de chaque couche du modèle neutronique pour l e  v i r u s  e t  l e  mutant H2ts112. 

(a) les d e n s i t é s  sont  mesurees à 0% D O e t  données en  va leur  absolue. 2 

(b)  l a  v a r i a t i o n  de c o n t r a s t e  n ' a  pas  é t &  r é a l i s é  pour l e  mutant. 
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La couche  c e n t r a l e  du modèle  (1) de d i a m è t r e  606 %, e s t  
l a  s e u l e  à c o n t e n i r  du  DNA* Son p o i n t  d ' a n n u l a t i o n  e s t  0,55.  
I l  e s t  donc l o g i q u e  d e  compare r  c e t t e  couche  1 a v e c  l e  

n u c l é o l d e  v i r a l  q u i  c o n t i e n t  une  mo lécu l e  de  DNA d o u b l e  b r i n  
c i r c u l a r i s é e  p a r  2  m o l é c u l e s  de  p r o t é i n e s  55K e t  a s s o c i é e  aux  

p r o t é i n e s  V ,  V I 1  e tp .  Le t a b l e a u  14 permet  d e  c a l c u l e r  un 
p o u v o i r  d i f f u s a n t  t h é o r i q u e  d ' e n v i r o n  175 x  1 0 - ~ c m  pour  c e t t e  
c o m p o s i t i o n  du n u c l é o ï d e ,  a l o r s  que  l e  t a b l e a u  15 donne un 
p o u v o i r  d i f f u s a n t  e x p é r i m e n t a l  d e  178 x 1om8cm p o u r  l a  couche  
1, On p e u t  donc  s u p p o s e r  que  l a  couche  1 du modèle  r e p r é s e n t e  
l e  n u c l é o i d e ,  

Les deux  couches  e x t é r i e u r e s  (420-348 e t  348-303 1) o n t  
une é p a i s s e u r  t o t a l e  d e  117 1. La h a u t e u r  d e  l ' h e x o n  é t a n t  
d ' e n v i r o n  110 ( B e r g e r  e t  a l . ,  1978; Nermut,  19791,  il 

semble  que  c e s  deux c o u c h e s  r e p r é s e n t e n t  l a  c a p s i d e  v i r a l e ,  
c o n s t i t u é e  un iquement  d e  p r o t é i n e s .  Nous avons  vu a u  c h a p i t r e  
d e s  g é n é r a l i t é s  q u ' a u  moins s e p t  p r o t é i n e s  i n t e r v i e n n e n t  d a n s  
l a  c o m p o s i t i o n  d e  l a  c a p s i d e *  Le p o u v o i r  d i f f u s a n t  t h é o r i q u e  
d e  c e s  p r o t é i n e s  ( I I ,  III, I I I a ,  I V ,  V I ,  V I 1 1  e t  I X )  e s t  de  
303 x  10-~cm. Cependant  l ' e n s e m b l e  d e  l a  masse  d i f f u s a n t e  
e x p é r i m e n t a l e  d e s  c o u c h e s  II e t  III es t  de  359 x  1 0 - ~ c m :  un 
e x c è s  d e  18% d e  masse d i f f u s a n t e  e s t  donc d é t e c t é  
e x p é r i m e n t a l e m e n t *  Cet  é c a r t  p e u t  ê t r e  e n  p a r t i e  e x p l i q u é  p a r  
l a  d i f f é r e n c e  d e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  du v i r u s ,  mesuré  (185  x 

6  6 10 ) e t  c a l c u l é  (157-162 x  10 ), En f a i t ,  p l u s i e u r s  t y p e s  
d ' e r r e u r  peuven t  i n t e r v e n i r :  s o i t  l o r s  d e s  mesu re s  de  

d i f f u s i o n  d e  n e u t r o n s ,  s o i t  d a n s  l a  d é t e r m i n a t i o n  du p o i d s  
m o l é c u l a i r e  e t  du nombre d e  c o p i e s  d e  chaque p o l y p e p t i d e .  

L a  r é p a r t i t i o n  d e  ces  7 p r o t é i n e s  e n t r e  l e s  couches  II 

e t  III du modèle n ' e s t  p a s  e n t i è r e m e n t  r é s o l u e .  La f i b r e  e t  
l a  p r o t é i n e  I I I a  s o n t  l o c a l i s é e s  d a n s  l a  couche  l a  p l u s  
e x t é r i e u r e ,  L'hexon e t  l a  b a s e  du p e n t o n ,  d e  p a r t  l e u r  
h a u t e u r  110 1 e t  80-90 1 ( V a l e n t i n e  e t  P e r e i r a ,  1965, 

t m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e )  s o n t  r e p a r t i s  e n t r e  l e s  2 couche*. 
4c ,, 

II e t  III. La couche  III a  une é p a i s s e u r  d e  72 1 e t  un 
p o u v o i r  d i f f u s a n t  t o t a l  d e  255 x  10 -~cm.  La f r a c t i o n  
d i f f u s a n t e  t h é o r i q u e  v e n a n t  d e  l l h e x o n  p r é s e n t  d a n s  l a  couche 
e x t é r i e u r e  ( e n  s u p p o s a n t  sa  d e n s i t é  homogène, c e  q u i  n ' e s t  

229 5x72 p a s  l e  c a s )  es t  a p p r o x i m a t i v e m e n t  d e  ---h~- e t  c e l l e  v e n a n t  

du p e n t o n  d e  ?*. S i  l ' o n  a j o u t e  l e s  p o u v o i r s  d i f f u s a n t s  



F i g u r e  20 --------- 

Ajus t emen t  d ' u n  modèle s p h é r i q u e  à l ' i n t e n s i t é  I(q) d i f f u s é e  
p a r  l e  mutant  H 2 t s l 1 2  d a n s  0% D20. 

(+++) v a l e u r s  e x p e r i m e m t a l e s  ; 

(- ) v a l e u r s  d e s  i n t e n s i t é s  c a l c u l é e s à  p a r t i r  d ' u n  
modèle  à 2 couches .  
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c a l c u l é s  p o u r  l a  I I I a  e t  l a  f i b r e ,  l a  masse d i f f u s a n t e  p o u r  
l a  c o u c h e  III d o i t  ê t r e  a l o r s  a u  minimum d e  162xl0-'cm. 

La c o u c h e  II a u n e  é p a i s s e u r  d e  45A e t  un p o u v o i r  

d i f f u s a n t  d e  1 0 4 ~ 7 ~ 1 0 - ' c m .  E l l e  c o n t i e n t  a u  minimum l e s  

f r a c t i o n s  r e s t a n t e s  d l h e x o n  e t  d e  p e n t o n  s o i t  un p o u v o i r  
d i f f u s a n t  ' t h é o r i q u e  d e  7 6 , 6 ~ 1 0 - ~ c m  e n v i r o n .  

I l  r e s t e  à c o m p l é t e r  l a  c o m p o s i t i o n  d e  ces 2  c o u c h e s  e n  
l o c a l i s a n t  l e s  p r o t é i n e s  V I  e t  V I 1 1  q u i  o n t  é t é  c a r a c t e r i s é e s  

comme d e s  p r o t é i n e s  i n t e r n e s  p a r  E v e r i t t  e t  al .  ( 1 9 7 5 )  ( v o i r  
m o d è l e ,  f i g u r e  3 d a n s  l e s  g é n é r a l i t é s ) ,  e t  l a  p r o t é i n e  I X  

s i t u é e  e n t r e  l e s  h e x o n s  d e s  g r o u p e s  d e  9  ( B o u l a n g e r  e t  a l * ,  

1 9 7 9 ) *  L e  p o u v o i r  d i f f u s a n t  d e  ces  t r o i s  p r o t é i n e s  e s t  d e  

4 7 . 5 ~ 1  O-'cm. 

Nous p o u v o n s  f o r m u l e r  d e u x  h y p o t h è s e s  p o u r  e x p l i q u e r  l a  

f o r t e  d e n s i t é  d e  d i f f u s i o n  d e  l a  c o u c h e  l a  p l u s  e x t é r i e u r e  d e  

l a  c a p s i d e :  
- u n e  o u  p l u s i e u r s  ( o u  d e  g r a n d e s  p a r t i e s )  d e s  p r o t é i n e s  

V I ,  V I 1 1  e t  I X  s e r a i e n t  s i t u é e s  d a n s  c e t t e  c o u c h e ,  

p e u t - ê t r e  e n t r e  l e s  h e x o n s ,  ce q u i  e x p l i q u e r a i t  

l e u r  manque d e  r é a c t i v i t é  ( E v e r i t t  e t  al .  1 9 7 5 ) ;  
- l t h e x o n  a u r a i t  sa  p a r t i e  l a  p l u s  d e n s e  d i r i g é e  v e r s  

l ' e x t é r i e u r ,  R a p p e l o n s  q u ' i l  p o s s é d e  u n e  e x t r é m i t é  

t r i a n g u l a i r e  e t  u n e  e x t r é m i t é  h e x a g o n a l e  ( v o i r  m o d è l e ,  
f i g u r e  4 ) ,  c e t t e  d e r n i è r e  é t a n t  l a  p l u s  d e n s e  ( B u r n e t t ,  

c o m m u n i c a t i o n  p e r s o n n e l l e ) *  

I l  e s t  a c t u e l l e m e n t  d i f f i c i l e  d ' a d o p t e r  l ' u n e  o u  l ' a u t r e  
de  ces  h y p o t h è s e s  a v a n t  d ' a v o i r  r é a l i s é  d e  n o u v e l l e s  

e x p é r i e n c e s *  

3. R é s u l t a t s  p r é l i m i n a i r e s  p o u r  l e  m u t a n t  H 2 t s  112 .................................................. 

Les p a r t i c u l e s  du  m u t a n t  H2ts 112 n ' o n t  p a s  e n c o r e  é t & :  ./ 
é t u d i é e s  p a r  v a r i a t i o n  d e  c o n t r a s t e *  Néanmoins ,  1 2  c o u r b e  d e  
d i f f u s i o n  o b t e n u e  à 0% D20 m o n t r e  n e t t e m e n t  deux  maxima 

s u b s i d i a i r e s ,  e t  p e u t  ê t r e  c o m p a r é e  à c e l l e  du  v i r u s  d e  t y p e  

sauvage .  Il. e s t  p o s s i b l e  d ' a j u s t e r  u n  modè le  s p h é r i q u e  a u x  

d o n n é e s  d e  l a  d i f f u s i o n  du m u t a n t .  
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Un bon a j u s t e m e n t  ( f i g u r e  2 0 )  es t  o b t e n u  p o u r  u n  m o d è l e  

à 2  c o u c h e s  s p h é r i q u e s  d e  r a y o n s  e x t é r i e u r s  420 e t  348 %. 
L ' i n s u f f i s a n c e  d e s  d o n n é e s  e t  s u r t o u t  l ' a b s e n c e  d e  v a r i a t i o n  

d e  c o n t r a s t e  n e  p e r m e t  p a s  d ' a f f i n e r  l e  m o d è l e  e n  

i n t r o d u i s a n t  u n e  t r o i s i è m e  couche .  Le t a b l e a u  15  d o n n e  l e s  

p a r a m è t r e s  d e s  deux  c o u c h e s .  

L a  c o u c h e  e x t é r i e u r e  (420-348  1) a  l e s  mêmes r a y o n s  e t  

l a  même d e n s i t é  q u e  l a  c o u c h e  III du  v i r u s  m a t u r e  ( a u x  

e r r e u r s  d e  m e s u r e  p r è s ) .  La f o r t e  d e n s i t é  d a n s  l a  p a r t i e  

e x t é r i e u r e  d e  l a  c a p s i d e  ( 1 0 %  d ' e a u  s e u l e m e n t )  e s t  c o n f i r m é e  

i c i ,  Les  p r o t é i n e s  p r é s e n t e s  d a n s  l a  c o u c h e  e x t é r i e u r e  d u  

v i r u s  d o i v e n t  donc  t o u t e s  l ' ê t r e  d a n s  l a  c o u c h e  é q u i v a l e n t e  

du  mutan t .  

La p a r t i e  c e n t r a l e  ( d i a m è t r e  796 %) p r é s e n t e  a u  

c o n t r a i r e  u n e  d e n s i t é  f o r t e m e n t  d i m i n u é e :  s o n  p o u v o i r  

d i f f u s a n t  p a s s e  d e  2 8 3 , 1 ~ 1 0 - ~ c m  ( c o u c h e  1 e t  II d u  v i r u s  
8 m a t u r e )  à 95x10-  cm ( m u t a n t ) .  Le m u t a n t  H 2 t s l 1 2  n e  c o n t i e n t  

q u e  3 à 5% d e  DNA ( a u  l i e u  d e  13.3%) e t  n e  p o s s è d e  p a s  l e s  

p r o t é i n e s  i n t e r n e s  V e t  V I I ,  s o i t  u n e  p e r t e  d e  p o u v o i r  

d i f f u s a n t  d e  150 à 160x10-~cm.  

I l  f a u d r a  a t t e n d r e  d e s  d o n n é e s  p l u s  c o m p l è t e s ,  e n  

p e r t i c u l i e r  d e  l ' é t u d e  du  m u t a n t  p a r  v a r i a t i o n  d e  c o n t r a s t e ,  

p o u r  a v o i r  u n e  m e i l l e u r e  ' r é p a r t i t i o n  d e s  p o u v o i r s  d e  

d i f f u s i o n  d e s  p r o t é i n e s  e t  d u  DNA d a n s  c e t t e  p a r t i c u l e  

i n c o m p l è t e c  

I V ,  DIFFUSION DE R A Y O N S  X ......................... 

1. Les é c h a n t i l l o n s  

L e s  s o l u t i o n s  v i r a l e s  u t i l i s é e s  p o u r  l e s  m e s u r e s  p a r  

d i f f u s i o n  d e  n e u t r o n s  p e u v e n t  s e r v i r  p o u r  l a  d i f f u s i o r ?  d e  

r a y o n s  X à c o n d i t i o n  d e  l e s  c o n c e n t r e r .  E n v i r o n  1 p l  d e  

s u s p e n s i o n  à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  100-400 mg/ml e s t  

n é c e s s a i r e .  Un p r é c i p i t é  ou  u n  c u l o t  d e  c e n t r i f u g a t i o n  

p e u v e n t  é g a l e m e n t  ê t r e  u t i l i s é s *  Les  s o l u t i o n s  t r è s  d i l u é e s  

s o n t  l e  p l u s  s o u v e n t  c o n c e n t r é e s  p a r  d i a l y s e  s o u s  v i d e  
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( s y s t è m e  P r o d i c o n )  une n u i t  à un volume d e  POO p l .  
E v e n t u e l l e m e n t ,  c e t t e  f r a c t i o n  p e u t  e n c o r e  ê t r e  c o n c e n t r é e  
p a r  c e n t r i f u g a t i o n  ( 9 0 0 0 0  rpm,  1-5 mn; C e n t r i f u g e u s e  A i r f u g e ,  

Beckman), L e  g e l  o b t e n u  e s t  t r a n s f é r é  d a n s  d e s  c a p i l l a i r e s  d e  

0.5 mm d e  d i a m è t r e  (L indemann) ,  

Q u a t r e  t y p e s  d e  s t r u c t u r e s  o n t  é t é  é t u d i é e s  p a r  
d i f f u s i o n  d e  r a y o n s  X :  

l e  v i r u s  m a t u r e  
l e  m u t a n t  d ' a s s e m b l a g e  H 2 t s  112. 

l e s  g r o u p e s  d e  9 h e x o n s  e t  l e s  n u c l é o l d e s :  l e s  

s o u s - s t r u c t u r e s  du  v i r u s  o b t e n u e s  p a r  d é g r a d a t i o n  

d o u c e  d e  l a  n u c l é o c a p s i d e  ( D O C ,  5 6 O C ,  9 0 s )  
L ' o b j e t  d e  ces  é t u d e s  e s t  d e  d é c o u v r i r  l e s  o r g a n i s a t i o n s  
s t r u c t u r a l e s  du  v i r u s  i n t e r v e n a n t  d a n s  l e s  d iagrammes  d e  

d i f f u s i o n .  

2. Diagrammes d e  d i f f u s i o n  d e  r a y o n s  X, ....................................... 

Les m e s u r e s  s o n t  e f f e c t u e e s  à d e u x  d i s t a n c e s  
é c h a n t i l l o n - f i l m :  100 cm ( 6  x 1oW3 - < q - < 6 x 10-2 A O -  1 9 

p e t i t s  a n g l e s )  e t  10 cm ( 6  7 1om2 - < g - < 2;-1 moyens a n g l e s ) .  

Dans l v a r t i c l e  4 ,  n o u s  a v o n s  m o n t r é  que  l e  diagramme d e  
d i f f u s i o n  d e  r a y o n s  X p a r  l e  v i r u s  a u x  p l u s  p e t i t s  a n g l e s  e s t  

s e m b l a b l e  à c e l u i  o b s e r v é  p a r  d i f f u s i o n  d e  n e u t r o n s ,  e t  d u  5 
l a  d i f f u s i o n  d ' u n  o b j e t  q u a s i - s p h & r i q u e c  Aux p l u s  g r a n d s  
a n g l e s  a p p a r a î t  u n e  s é r i e  d e  maxima e t  minima quc n o u s  

c o n s i d é r o n s  comme v e n a n t  d e  l ' a r r a n g e m e n t  d e s  h e x o n s  d x n s  l a  

c a p s i d e  ( t a b l e a u  16  e t  a r t i c l e  



~ h é o r i e  V i r u s  H 2 t s l 1 2  

TABLEAU 16 
----mm---- 

Compara i son  d e  l a  v a l e u r  d e s  maxima ( e n  ) o b s e r v e s  p a r  

d i f f u s i o n  d e  r a y o n s  X ( d i s t a n c e  é c h a n t i l l o n - f i l m :  10 cm? p o u r  

l e  v i r u s  e t  l e  m u t a n t  H 2 t s l 1 2 , a v e c  l e s  maxima c a l c u l é s  

( c a l c u l  d e  Debye)  p o u r  l a  d i f f u s i o n  de  252 p o i n t  r é p a r t i s  s u r  

l a  s u r f a c e  d ' u n  i c o s a è d r e  T=25,Le m e i l l e u r  a c c o r d  e n t r e  l e s  

v a l e u r s  t h é o r i q u e s  e t  e x p é r i m e n t a l e s  e s t  o b t e n u  p o u r  u n e  
O 

d i s t a n c e  e n t r e  l e s  p o i n t s  d e  100 A, (S.CUSACK a  e f f e c t u é  ce 

c a l c u l )  
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b +  Les N u c l e o ï d e s +  

Pour  c o n t i n u e r  l ' i n t e r p r é t a t i o n  du diagramme d e  
d i f f u s i o n  d e  r a y o n s  X ,  l e s  n u c l é o ï d e s  o n t  é t é  é t u d i é s  a p r è s  
d i s s o c i a t i o n  d e s  v i r u s  a u  DOCc Ils s o n t  p u r i f i é s  en  g r a d i e n t  
d e  g l y c é r o l  ( B o u l a n g e r  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) ,  f i x é s  p a r  1% d e  
g l u t a r a l d é h y d e  pou r  m i n i m i s e r  l e u r  d é f o r m a t i o n  e t  soumis  a u  
f a i s c e a u  d e  r a y o n s  X ( f i l m  à 10 cm d e  l ' é c h a n t i l l ~ n ) ~  L e  

diagramme d e  d i f f u s i o n  mon t r e  un l a r g e  maximum d o n t  l e  c e n t r e  
O 

e s t  à e n v i r o n  29 A ( f i g u r e  21 ) ,  En r e c o n s i d é r a n t  l e  diagramme 
du  v i r u s ,  il est p o s s i b l e  de  v ~ i r  un maximum d i f f u s ,  
s u p e r p o s é  aux  maxima 31.7 e t  2 7 , 3  1 e t  v e n a n t  de  l a  
s t r u c t u r e  d e  l a  c a p s i d e .  Au c o n t r a i r e ,  l e  diagramme du mu tan t  

H 2 t s l 1 2  ( f i g u r e  2 1 )  e t  ceux  d e s  d i f f é r e n t e s  p r é p a r a t i o n s  d e  
g r o u p e s  de  9 hexons ,  p r é s e n t e n t  un minimum e n t r e  l e s  deux 
p i c s  à .v 32 e t  28 %. I l  semble  donc  que  l e  maximum à 29 1 
s o i t  c a r a c t é r i s t i q u e  d e  l a  s t r u c t u r e  du n u c i é o l d e .  

c. Les é c h a n t i l l o n s  c o l o r é s  p a r  l e  c h l o r u r e  d e  mercure ,  ....................................................... 

Af in  de  c o n n a î t r e  l ' o r i g i n e  d e  c e  maximum à 29 A ,  nous  
a v o n s  é t u d i é  l a  f i x a t i o n  d e s  i o n s  m e r c u r i q u e s  (Kg++) sbr l e  
v i r u s  e t  l e s  n u c l é o I d e s l  Ces i o n s  s o n t  connus  pou r  fo rmcr  d e s  
complexes  a v e c  l e s  a c i d e s  n u c l é i q u e s  (Thomas, 1 9 5 4 ) *  La 
f i x a t i o n  d e s  i o n s  H ~ + +  e s t  s u i v i e  p a r  s p e c t r o s c o p i e ,  e t  La 

d i f f u s i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s  c o l o r é s  es t  é t u d i é e  a u x  r a y o n s  X 

d a n s  l e s  mêmes c o n d i t i o n s  que  l e s  é c h a n t i ~ l o n s  n a t i f s .  Les  

p a r t i c u l e s  c o l o r é e s  s o n t  v é r i f i 6 e s  e n  m i c r o s c o p i e  
é l e c t r o n i q u e :  a u c u n e  d é g r a d a t i o n  ntappara:t,, 

- D i f f u s i o n  de r a y o n s  X P  
\< i 

I * 
>'. - 
' C  - 

La f i g u r e  7  de  l ' a r t i c l e  4 compare Les cl . :caes de  

d i f f u s i o n  (A) du v i r u s  n a t i f  e t  coloi .6  p a r  l e  c l . r l . ~ r u r e  d e  

mercu re  0,1% à ceux  ( B )  d e s  nuc l6oTdes  natifs e t  color&sP Les 

c l i c h é s  d e s  é c h a n t i l l o n s  c o l o r & s  p r é s e n t e n t  d e s  annoaux  d e  



F i g u r e  21 --------- 

Diagrammes de  d i f f u s i o n  d e  r a y o n s  X : 

( a l d u  v i r u s  ma tu re  - 1  e t  du mu tan t  H2ts i12  (---) 

(b) du n u c l é o l d e .  
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d i f f u s i o n  p l u s  f l o u s  que  c e u x  d e s  é c h a n t i l l o n s  n a t i f s e s e u l e  

l ' i n t e n s i t é  de  l ' a n n e a u  à 29 A est  f o r t e m e n t  augmentée.  

- S p e c t r e s  d t a b s o r p t i o n e  

Les  i o n s  m e r c u r i q u e s  s o n t  a j o u t é s  à d e s  s o l u t i o n s  

d i l u é e s  d e  v i r u s ,  n u c l é o ï d e s  e t  g r o u p e s  de  9 hexons*  La 

f i g u r e  22 mon t r e  l ' é v o l u t i o n  d e s  s p e c t r e s  d ' a b s o r p t i o n  d e  500 

à 230 nm a v e c  l ' a d d i t i o n  d e  ~ g + " ,  Des compara i sons  s o n t  

e f f e c t u é e s  a v e c  l e s  s p e c t r e s  o b t e n u s  pou r  d e s  s o l u t i o n s  de 

DNA seul.  e t  de p r o t é i n e s  (hexon  p u r i f i é ) ,  Un d é p l a c e m e n t  d u  

maximum d ' a b s o r p t i o n  du DNA ( f i g u r e  S 2 c )  de  258 à 272 nm e s t  

o b s e r v é  comme p r é v u  (Thomas, 1954; Yamane e t  Davidson ,  19613, 

Le même dép lacemen t  e s t  r e t r o u v é  pour  l e s  s p e c t r e s  d e s  

n u c l é o ï d e s  e t  du v i r u s  ( f i g u r e  22a  e t  b ) m  L e  maximum 

d ' a b s o r p t i o n  (278 nm) d e s  g r o u p e s  de  9  hexons e t  d e s  hexons  

p u r i f i é s  demeure i n c h a n g é ,  m a i s  l ' a d d i t i o n  d ' i o n s  m e r c u r i q u e s  

i n d u i t  r a p i d e m e n t  l e u r  a g r é g a t i o n ,  En e f f e t p l e s  i o n s  ~ g "  

pouvant  se f i x e r  s u r  l e s  r a d i c a u x  -SH l i b r e s  ( P f e i f f e r  e t  

Dorne,  1 9 7 1 ) ,  il n ' e s t  p a s  e x c l u  qu 'une  p e t i t e  p a r t i e  se  s o i t  

f i x é e  s u r  l e s  p r o t é i n e s  v i r a l e s  s i  d e s  -SH s o n t  exposSu 5 
l e u r  s u r f a c e  (il y  a 3 p o n t s  d i s u l f u r e  Cys-S-S-Cys e t  uri s e u l  

-SH l i b r e  d a n s  l ' h e x o n  i s o l é ,  J o r n v a l l  e t  a l * ,  1974 ) *  Les 

diagrammes d e  d i f f u s i o n  du v i r u s  e t  du n u c l é o ï d e  e n  p r i d e n c e  

d e  H ~ + +  p r é s e n t e n t  un r e n f o r c e m e n t  du maximum à 29 1, l e s  

a u t r e s  maxima a i n s i  que  l e  diagramme d e s  g r o u p e s  d e  9 s o n t  

i n c h a n g é s *  La v a r i a t i o n  du maximum d ' a b s o r p t i o n  du s p e c t r e  du 

n u c l é o l d e ,  a v e c  l ' a d d i t i o n  d e  ~ g + +  e t  l e  r e n f o r c e m e n t  d u  p i c  

à 29 A ,  nous  f a i t  c o n c l u r e  à l a  p r é s e n c e  d ' une  s t r u c t u r e  t r è s  
o r g a n i s é e  a u  n i v e a u  du DNA du n u c l 6 o i d e .  

d. Le mu tan t  H2ts l12 .  

Le diagramme de  d i f f u s i o n  du mu tan t  dVasse r f ib i age  HÎts112 

e s t  comparé c e l u i  du  v i r u s  ( f i g u r e  21,  t a b l e a u  1 6  Le 

mu tan t  n e  p o s s è d e  p a s  de  s t r u c t u r e  e n  n u c l e o l d e  ( a b s e n c e  de  

p r o t é i n e s  V e t  VI1 e t  d a u n e  g r a n d e  p a r t i e  du  DNR), 



Figure 22 --------- 

Déplacement du maximum d'absorption des échantillons de 258 

vers 272 nm en fonction des quanti.tés ( e n  kg) d'ions 
mercuriques ajoutées* 

a. virus (115 k g  soit 15 de DNA) 

b. nucléoïde ( 19 p g  soit 9 p g  de DHA) 

ce DNA seul ( 5 0  kg), 
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Le tableau 16 montre que la série des maxima, 

interpretée comme venant de l'arrangement des hexons dans la 

capside, est retrouvée chez le mutant* La figure 21 indique 

une forte diminution de l'intensité de la courbe de diffusion 

du mutant dans la région 30-261. Les deux pics à 321 et 231 

(dus à la diffusion des hexons de la capside) sont aussi 

présents chez le mutant, mais un minimum est nette~e?~t 
a 

visible à 29-301 révélant l'absence du large maximum à 29A. 

De plus, le diagramme de diffusion est inchangé quand ie 

mutant est coloré par ~ g + + *  

Nous avons donc mis en évidence un maximum i?i 291  

caractéristique de l'organisation interne du virus, 

er les groupes de 9 hexons. 

Le diagramme de diffusion du virus à moyens angles 

O-') a été interprété comme essentiellement du à ( 6x 1 om2< q<2A 
la disposition des hexons dans la capside (excepté le maximum 

à 29 A) .  Il semblait intéressant de poursuivre ce travail par 

l'étude des groupes de 9 hexans qui représentent les 20 facss 
triangulaires de lticasaèàre viral et d'observer les 

réassociations possibles. 

Les groupes de 9 hexons sont purifiés en gradient / je 

glycérol 10-40% (Boulanger et ah,, 1978)  après dégradation du 

virus au DOC, et dialysés contre un tampon 100 rnM phospka;e 

de sodium pH 6,2 (Pereira et WrSigley,  19741, 
Les diagrammes obtenus varlerit suivant les preparntions* 

L'examen des images de microscopie electronique fait 

apparaître des états dqassociation d i f f & r e n t s *  La figure 

23 (a) montre un état assez fréquemment o b s e r v ~ 6  dans lequel 

les groupes de 9 hexons sont empilés Ses uns sur Les autres* 

L%nalyse par gel de poiyacrylamide-SDS de ces  preparat,jons 

révèle la présence d5hexon, d e  prut61ncz IX, et aussi rie \ 
protéine VI. Everitt et alo ( 1 9 7 3 3  t r o u v e n t  qcqeen présence de 

150 mM NaCl la protéine VI est dhtach6e d u  g r o u p e  d e  9 ,  Wcus 

avons donc réalisé une nouvelle purification en a2outant 159 

mM de NaCl dans les gradients* Les gr%oupes de 9 âinsl obtz r jus  

ne contiennent plus que de I'kexon et de la prozéinp SX. 



F i g u r e  23 
-IYLI-.U-.-II- 

' 1  4 

Microscopie électroniqiie d e s  p i - o p a r a t i o n s  ae groupas d e  9 
hexons (coloration n é g a t i v e  lqasatate d'drznyi 1%) .  

(a) Empilements de groupes de 9 ( x  10&000) 

(b) Juxtapositions de groupes de 9 (x jOO000) a t  jirobpes de 

9 isoles. 
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Après dialyse en présence de 100 mM phosphate de Na pH 

6,2, on ne retrouve plus d'empilements en microscopie 

électronique, Les groupes de 9 ,  lorsquf ils sont réassociés, 

apparaissent juxtaposés en particulier par paire ou par 5 
(figure 23b) ainsi que l'avaient décrit Pereira et Wrighley 

(1974; voir généralités, figure S)* 
Suivant la méthode de purification nous obtenons donc 

deux types de réassociation: empilements (1) et 

juxtapositions (2). Le tableau 17 donne la série de maxima 

observés aux moyens angles (distance film-échantillon de 10 

cm) correspondant à chaque type d'association. Le diagramme 

de diffusion des empilements (1) présente trois maxima (102, 

56,9, 37,5 9 )  qui n'apparaissent pas dans 1 'autre 

préparation, ni dans le calcul de Debye correspondant à la 

diffusion théorique de 9 points disposés comme les nexons 

dans les groupes de 9, Ces maxima peuvent être interprétés 

comme les trois premiers ordres de diffraction correspondant 
O 

à une distance de 113 A entre les plans de groupes de 9 dans 
l'empilement, soit approximativement la hauteur de l'hexon 

(la position du le pic est impr6cise car très proche du 

faisceau direct; le calcul de la distance entre les plans est 

effectué à partir des valeurs des deux autres ordres de 

diffraction), Le diagramme de diffraction optique du cliché 

de microscopie électronique des empilements présente aussi 

trois maxima (105,7, 51,6 et 33,6)+ Ces valeurs different 

légèrement des valeurs determinées par rayons Xe En 

coloration négative les échantillons subissent souvent des 

contractions et les mesures sont alors sous-estiméese 
La seconde pr6paration ( 2 )  presente un diagramme de 

diffusion semblable au diagramme de diffusion théorique de 

points situés à 96,5 1 de distance sur une maille hexagonale 

infinie (tableau 17b)* 

Les diagrammes de diffusion des groupes de 9' hexans, fi 

I / 

bien qu'assez complexes (sans doute à cause de leurs é t a t s  

dfaggrégation différents) peuvent néanmoins s % x p l l q i ~ e r  comme 

la diffusion d'unités protéiques situées & 100 %: ce qui est 

compatible avec les résultats trwuvés, pour les capsides 

matures et quasi-vides, par diffusion de n e u t r o n 3  et de 

rayons Xe 



T h é o r i e  G r o u p e s  d e  9 h e x o n s  Maille h e x a g o n a l e  

( a )  1 2 ( b )  ( h , k )  

TABLEAU 17 ---------- 
Compara i son  d e  l a  v a l e u r  d e s  maxima o b s e r v é s  p a r  d i f f u s i o n  d e  

r a y o n s  X p o u r  d e u x  p r é p a r a t i o n s  d e  g r o u p e s  d e  9 h e x o n s  ( 1  e t  

2 )  a v e c :  

a. l e s  maxima c a l c u l e s  p o u r  l a  d i f f u s i o n  de  9 p o i n t s  s i t u é s  
O 

à 100 A d e  d i s t a n c e  l e s  u n s  d e s  a u t r e s  e t  a r r a n g é s  

d e  l a  même m a n i è r e  q u e  l e s  hexons  d a n s  Les g r o u p e s  

be l e s  maxima c a l c u l é s  s i  l e s  h e x o n s  s o n t  d i s p o s é s  s u r  une  

mail le  h e x a g o n a l e  i n f i n i e  à u n e  d i s t a n c e  i n t e r  h e x o n s  d e  

96,5 1. 
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V, CONCLUSION ------------- 

La d i f f u s i o n  de  n e u t r o n s  e t  de  r a y o n s  X p a r  l e  v i r u s  e t  
ses c o n s t i t u a n t s  nous  a  a p p o r t é  deux r é s u l t a t s  m a j e u r s  : l t u n  
c o n c e r n a n t  l a  c a p s i d e  e t  l ' a u t r e  l e  n u c l é o ï d e *  

Le v i r u s  m a t u r e ,  l e  m u t a n t  d ' a s s e m b l a g e  e t  l e s  g r o u p e s  
d e  9 hexons  p r é s e n t e n t  a u x  moyens a n g l e s  ( 6 x i 0 - ~ < ~ < 2 A - ~ ) ,  - - une 
s é r i e  d e  maxima que  nous  a v o n s  i n t e r p r é t é e  comme v e n a n t  de  
l ' a r r a n g e m e n t  d e s  hexons  d a n s  l a  c a p s i d e .  Cet te  s é r i e  e s t  
a b s e n t e  d a n s  l e  diagramme du nuc l éo ïde .  N o t r e  i n t e r p r e t a t i o n  
i m p l i q u e  une d i s t a n c e  d e  100 A e n t r e  l e s  h e x o n s  de  1î c a p s i d e  

O  
v i r a l e ,  donc une d i s t a n c e  d e  500 A e n t r e  deux  p e n t o n s  c ' e s t  à 
d i r e  e n t r e  deux  sommets d%rdrre 5 de l ' i c o s a è d r e .  Ces mesures  

c o n c o r d e n t  a v e c  c e l l e s  d u  modèle i c o s a è d r i q u e  c o n s t r u i t  & 
p a r t i r  d e s  données  de  l a  d i f f u s i o n  d e  n e u t r o n s  (mesure  d e  

l ' a r ê t e  d e  l f i c o s a è d r e :  520 A ) ?  e t  a v e c  l e s  mesu re s  
e f f e c t u é e s  p a r  Brown e t  a l ,  ( 1975)  p a r  m i c r o s c o p i e  

O 

é l e c t r o n i q u e  ( d i s t a n c e  hexon-hexon d e  107 A ) ,  A p a r t i r  d e  
c e t t e  d imens ion  d e  l ' a r ê t e  (E = 520 ; ) , l e  volume d e  
l ' i c o s a è d r e  v i r a l  e s t :  

8 O 3  s o i t  V = 3 , 1 0  x 10 A 

L e  p o i d s  m o l 6 c u l a i r e  d e  l ' a d é n o v i r u s  d e  t y p e  2 mesuré 
6  p a r  d i f f u s i o n  d e  n e u t r o n s  e s t  de  185x10 ( s o i t  1 6 0 x 1 0 ~  pour  

6  l e s  p r o t é i n e s  e t  25x10 pour  l e  DNA)* Nous pouvons donc,  e n  

u t i l i s a n t  les  volumes s p é c i f i q u e s  d e s  p r o t é i n e s  ( 0 , 7 3 c m ~ / ~ )  
e t  du DNA ( 0 , 5 3 c m ~ / ~ ) ,  c a l c u l e r  l e s  volumes occup6s  p a r  c e s  
deux  composants :  

s o i t  a u  t o t a l :  Vpro té ine  + V~~~ = ~ , I ~ x I o ~ A ~ .  Par  r a p p o r t  au 
volume g l o b a l  d e  l % c o s a & d r e  ca7cuZé à p a t p k i r  d e  n o t r e  
modèle ,  on t r o u v e  donc une d i f f é r e n c e  d e  30%:. ce  volume 

r é s i d u e l  e s t  v r â i s e m b l a b l ~ e m e n t  occupé par  l e  s o l v a n t *  



F i g u r e  24 --------- 

Comparaison du  modèle d ' a s s e m b l a g e  d e s  hexons  d a n s  l a  

c a % s i d e ,  d é d u i t  d e s  données  d e  l a  d i f f u s i o n  d e  r a y o n s  X e t  de  

n e u t r o n s  ( b  e t  c i ,  a v e c  l e  modèle ( a )  p r o p o s é  p a r  Nermut 

(1980) ,  d ' a p r è s  l a  m i c r o s c o p i e  c l e c t r o n i q u e  ( d i s c u s s i o n  d a n s  

l a  c o n c l u s i o n ,  p a r a g r a p h e  VI. 
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En m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  (Mermut e t  P e r k i n s ,  1979)  e t  

p a r  c r i s t a l l o g r a p h i e  ( B u r n e t t  e t  a l * ,  1981)  l t h e x o n  a p p a r a î t  
comme a y a n t  une b a s e  pseudo-  h e x a g o n a l e  d e  96x85 1 ( v o i r  
f i g u r e  La d i s t a n c e  e n t r e  l e s  p e n t o n s ,  mesurée  p a r  Nermut 
( 1975,  1980)  en  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e ,  e s t  d e  430 1. Ce 

d e r n i e r  p r o p o s e  un modèle  v i r a l  d a n s  l e q u e l  l e s  hexons  s o n t  
a s s e m b l é s  d a n s  l a  c a p s i d e  e n  un empi l emen t  compact ,  c ' e s t  à 

d i r e  q u e  l e u r s  b a s e s  h e x a g o n a l e s  s q e r n b o r t e n t  p a r f a i t e m e n t  
( f i g u r e  24a)*Dans  ce modèle ,  l e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l e s  

hexons  s o n t  a l o r s  d i f f e r e n t e s  s u i v a n t  q u ' i l  s ' a g i t  d e s  hexons  

du  même g roupe  d e  9 ,  d e s  hexons  de g s o u p e s  d e  9 d i f f é r e n t s  ou 
d e s  l îexons p é r i p e n t o n a u x ,  La d i s t a n c e  e n t r e  l e s  nexons  e s t  d e  

85  A e t  l e  volume e s t  de :  

L e  volume d e s  c o n s t i t u a n t s  v i r a u x  c a l c u l é  à p a r t i r  d e  l a  

c o m p o s i t i o n  c h i m i q u e  connue du v i r u s  ( v o i r  t a b l e a u  14 )  e s t :  

8 O 3  s o i t  un volume t o t a l  d e  1 ,86x10 A , II s ' a g i t  d 'un  volume 
minimum p u i s q u l i l  n e  t i e n t  paS compte du  c o n t e n u  e n  e a u  du  
v i r u s .  O r  c e  volume e s t  p l u s  g rand  que  celui du modèle d e  
Nermut (1980)  r e p r é s e n t a n t  l ' a s s e m b l a g e  compact  d e s  hexons  

d a n s  l a  c a p s i d e *  11 semble  donc q u e  c e t  a s semblage  ne  s o i t  
p a s  o o m p a t i b l e  a v e c  l e s  donnees  b i o c h i m i q u e s *  

Nous p r o p o s o n s  un modè1e d ' a s s e m b l a g e  d e s  hexons  d a n s  l a  
O 

c a p s i d e  à l a  f i g u r e  24b. 11s s o n t  d i s t a n t s  de  100 A e t  des 

e s p a c e s  v i d e s  e x i s t e n t  e n t r e  eux,  Ces e s p a c e s  peuven t  6 t r e  

r e m p l i s  p a r  d e s  p r o t é i n e s  de  stabi1lsa%ion: p r o t é i n e  I X  e n t r e  
l e s  hexons  d e s  g r o u p e s  d e  9 ,  p r o t é i n e  IZ7a e n t r e  l e s  p e n t o n s  - 
e t  l e s  hexons  p é r i p e n t o n a u x ,  e v e n t u e l l e m e n t  p r o t é i n e s  V I  e t  ',J 

VIII* 

Le v i r u s  m a t u r e  p r é s e n t e ,  en  o u t r e .  un maximum d e  29 1 
d a n s  s o n  diagramme d e  d i f f u s i o n  d e  rayons Xe Ce maximum e s t  

p r é s e n t  d a n s  l e  diagramme du  nuc ieoZde  e t  absent dans l e s  

diagrammes du g r o u p e  de  9 hexonz e t  d u  mutant; d ' a s s e m b l a g e r  
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De plus, l'intensité de ce maximum est renforcée par fixation 

d'ions mercuriques H ~ + +  sur le DNA* 
De nombreuses expériences ont déjà été réalisées pour 

établir la structure interne du virus (voir généralités), 

mais aucun modele n'a pu être proposé avec certitude* Le 

principal problème concerne l'existence hypothétique d'une 

structure de "type nucleosonefl, suggérée par Corden et alnen 

197!ja0r,l'action de la nuclease micrococcale sur le nuclébnde 

n'a pas conduit au diagramme de digestion caracteristique de 

la chromatine des eucaryotes et les produits de digestion du 

nucléoïde sont hétérogènes. Néanmoins, Mirza et Weber (1982) 

isolent des fragments de DNA de 150 paires de bases, associss 

à de lalprotéine VIIa 
Le rôle exact de la protéine V, également retrouvée d ~ r ~ s  

le nucléoïde, n'est pas connu, mais cette protéine semble 

indispensable au maintien de l'intégrité du nucleoï <e 

(Boulanger et Loucheux-Lefebvre, 1982) + Deux localisatioiis 

ont été proposees pour cette protéine: soit elle serait fix6e 

au DNA entre les unités répétitives de 150 paires de baszs 

(Mirza et Weber, 1982), soit elle constituerait une coque 

protéique protégeant le complexe DNA-protéine VI1 (Nermut, 

1980) 0 

Quelle que soit la structure exacte du nucl&oïde, nous 

avons mis en évidence,grâce à la diffusion de rayons X, 
l'existence d'une structure régulière condensée à lfintériecr 
du virus* 
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Structural Studies of Adenovirus Type 2 by 
Neutron and X-ray Scattering 

1,rthorotoire de C'irologie dlolccrrlaire ( 1  I\'S ER113 1'2.33) 
l'lace de Ferd nn. ,59045 I,ille, Fronce 

Bir ro))r«n .Molectrlnr H i o l q y  1,ahorcrtory 
(2rerrohi~ Otttstrrtion. c /o  Inslitrrt 1,arre-l,onget-in. f:rc.tkoble. Frrrnce 

SrnaIl-angle nrutroii ancl X-i.ay scattei.iiig have i)clrii rised to iiivrsti#:ite varioiis 
aspe(8ts of' the sti.iictiira1 orgaiiizatioii of' adeiioviiiis type 2 .  Srtition s(.attei.iiig 
allo\vs the deterriiiiiatioii of tlic, ratlia! disti~il)iitioii of U S A  aiid proteiii. \vlricili 
1)ecaricie of tlie higlily icosahedral foi~iir~of tlie 1.ii.11~ allows it to I)e descaribed in 
tt,i'ins of tlii~(,e icosahe<lral siiells. S-ray s<~at,teriiig shows tliat the distance 
iw~t\verii th(, inajoi cwat pioteins (tiexoiis) ici the ca1)sid is I O O +  1 .A. Eviclrnce was 
also ol)s<~r~ir<l for a11 oiganization i i i  tlir riitc1col)roteiii coi'e tliiit givr.s i'ise to a 
inaxiiniirii i r i  tlie S-ray seattering at 1129 .A - ' .  

1. Introduction 
;\(lrnovii~iis corisists of a doul~le  striincled »SA genome folded insitiç. an 
icosalietiral slii4l (7' = 25). tlit. caljsid. biiilt fiorn 240 ca1)sornel.s on tliç. faces aiitl 
eclges (tlie Iicbxons) and 12 capsoniers a t  the  rertices ( the  [)entons) (for re1.ieu.s. 
ser 1'hili~)soii k Pettei.sson. 1973 (iinsherg, 1979). In  addition a t  ieast foiir o thei  
pi*oteins 1)aiticil)ate in tlie ai~chitectiire of tlie (aapsid. IIIaf a t  the apiees ancl YI.  
\ - II1  antl 1S associatecl \vit11 the  l i~xoi ts  (Everit t  et (11..  197.5). Mild disriiption (if 
tlie \,iiioti ivleases t u o  si1 i>strtiz.t I I  ,.es : gronps of nine !iexons frorn the faces and a 
t i i i ~ ~ l t ~ o ~ ~ ~ ~ o t e i t i  (.orse (Sriiitli et r r l . .  l9ti.5. Riissell et al.. 1971) in which the I)SA i., 
iissoc-iiited nitli 1)i.oteiris \- aiid \ - I I  (I,a\er. et n l . ,  3968: l'rage et a l . ,  1970). 'rlir 

t I>t.rsriit atltlit~ss: Kiii.oli<~aii .\101~~r.i11:1~ f;iolog. I.al,c~~atory. Itistiti~t 1,ititr-l,ange\.iii. 15liS. RXO42 
( : r c ~ i i o l ~ l t ~ - c ~ ~ ~ t l ~ ~ x .  1:i.iiiic.r. 

:'l'lit, ~woteiiis ai.ta ti:itiit.rl fi.oiii tlic, ~)ositioii of' tlir.ii. ~)ol?'l)el'ti(le or1 sotliitrn tlo(ltL(.yi 
sitll~li:itt~/ln>lyn~~r?'Iil~~iitl(~ gel electi.o~~liori~sis 
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0(~22~~2S:iti;S:i/l 7111 i!)- 14 SO:3 tMb/O ( I9XB .\(.atirniic I'rrss Ii i r . .  (I,oi~tlori) i,t<i. 



striictiire of the major capsid protein. the hexoii. is iinder investigation by S-ray 
ri~ysta1logral)liy (Biirnett et al . .  1981). biit foi* the virus structiii-e inodeln are 
essentially based on a combination of biochemical evidence and electron 
microscol)y (Everitt el (12.. 1975 : Brown el nl . .  1975: Sermut. 1980). 

('apsid proteins of isometric viriises are known to be packed in a regular stiell 
(('aspar & Klug. 1962) biit Velay little is known about the organization of the 
nucleir acid-containing coip. In the small plant viruses no ordered striictiire has so 
far been detected in the single-stranded RSA (reviewed by Jacrot. 1981). In 
isonietric phage heads ( A  and P22) most of the double-stranded DS.1 is thought to 
be coiled into cylindrically concentric shells (Earnshaw 8 Harrison. 1977). In 
polyoma and ximiari virus 40 viriises. where the DSA is associated with c.ellular 
histones. a striictiire siinilar to eukaryotic chromatin is present with aboiit 20 
nucleosomes closely packed within the capsid (Germond et al.. 1975: Fe' R. Hirt. 
1974). The 1)ossible presence of siich a striirtiire in adenovirus haw also been 
investigated by riiicrococcal iiii(.lease treatment. Although ('orden et cil. (1976) 
have siiggested a nucleosoine-like striictiire. Tate 8 Phili1)son (1970) failed to find 
the typical 2(M) base-pair repeating pattern of eukaryotic chroinatin. Recently 
Mirza 8 Weber (1982) 1)rol)osed a model where adenovirus chromatin is niade of 
nucleosome cores witti 150 base-pairs of DSA associatecl with six moleciiles of 
protein VII. the linker DS.l being of irregiilar lengtli. 

To obtain further information. both on the packing of the proteins in the <.apsid 
and the proteins arid D S A  in the <*ore. we have performed ,Y-ray antl neutron 
scattering experiments on the viriis and its cornponents. Seiitroii small-angle 
scattering was iised in the angrilar range 3 x lV3  1 q 1 5  x 10-2 .A- '  
(q = ( I n  sin B)/A: 28 = scattering angle). Variation of the contrast using bufferi; of 
differpnt H20/2H20 rnok ratios allows the data to be interpreted in terms of a 
radial distribution of protein and DSA. A model consisting of three irosahedral 
shells will be proposed. Preliriiinary neutron scattering studies on adenovirus type 
5 have been reported by Randall et al. (1979). 

To investigate the organization of the different components within the virus, 
,Y-ray scattering was iised in the angular range 6 x 10-' 5 q 5 2 A-! X-ray data 
were measiired from sol rit ions of both virus and siibviral (.omponents. groiips of 
nine hexona and cores. 

2. Materials and Methods 
(a) Snmple pw/xiration 

( i )  l'rdrtrtio~c r~nd I>ro (ficrrtioti of r~irrr.u and x111it.irril cornporirnfa 
Human adeiioviriis tulle 2. origiiially siil11)lied hy .T F. Williarns (('airiegie JIellon 

Institute, l'ittsburg. l'a.) nas grown in K B  rells rnaintained in suspension at 37°C' for 10 h.  
i'irus was extrarted frorn iiiferted ce11s as prerioiisly described bÿ Boulanger & Privioii 
(1973). the last step of purification t~eiiig a wlf-generat,ing gradient of caesiiim c.hloride 
(Dhalluin et al . ,  1978). 

Silhviral romponcnts acre 11rel1awrl by dialysing AdYt  articles overiiight agaiiist 
O(NO ,i-Tris. H('1 (pH X.1 ) antl tieatiiig witli 0.50, sodium deoxyrliolate (DO(') at 5fi9(' for 



90s .  The differeiit cbomponents \\ei,e srl)araterl on a IO0, 'to 40°0 glycerol gradient 
(Boiilanger et al.. 1978). ('ores sediment a t  180 to 200 S and groulis of 9 hexoris a t  50 to  
60 S. ('ores nerP immediately fixed with Ioo giiitaraitlrliydr. 

. ( i i )  Samplrs for nerctro~i ?irrrtluritig 

Ad2 partirles from tlie ( '~ ( '1  giacliriit \ter? dialysrd against a huffer contaiiiirig 
0,005 >i-Tris.H('I. 0.200 11-Sa('l (pH 8.1 ). to  elinlinatt. ( ' ~ ( ' 1  and thrn dialysed agaiiist a 
sirnilar biiffer made up in tlie al)prof)riate f120/I)20 mixture and haviny pDX.1. 
(PD = pH,,,,,,,,+O3314 X+O.Oi(i S2 \vtiere .Y is tlie mol ratio D20/H20) .  Seriti,on 
ineasurements uere carried oiit iri standard quarte cells (Hellma France) of I or 2 nini 
pathlrngth. on saml)les csontaiiiing O. 25. 4 0  5.5. fi; and l(K~o, DzO. The D20 content of 
each sarnple was checkrd Ily neutron transmission (.lacrot. 1976). 

Yirus concentrations were (Irtermiiied I>y aI)sort)anc-e a t  258 rirri aftei. c-orwction for ligiit- 
scattering (('uillel pl  r d . .  197!)). risirig a Beckmann Acta 1.1 sl)c~c~trol~liotometer. Tlir 
extinctiori cboefficieiit c:;::' \vas rletsrriiiiit.tl \)y clriatititative amino acaid analysis (ftatik 
Hilger analysrr) of the viral 1)roteiii itsing nor.l(~iic~iiie as  an interna1 stant1ai.d as desc.ril,erl 
e1sruhei.r (Devaiix rl nl. .  1!)X2). ;\ 1)SA cbotitrnt of 13.:1",, \vas assiirnrd (Pifia k (:i.t.rii. 

lINi5). The extinction coefficient tliiis tlt~tt.rrnirit~d \vas CI?):.:;)., = 0.0crn2/mg. giviirg a 
concentration coi1sideral)ly lou-er tiiaii tliat foiiiid I)y tlie IAoa.ry itssay (Lo\vi.y ut ( i l . .  1951 ). 

Srimple conseiitrations tvt.rr iisrially in thr  range 0.5 to 0 8  mg/inl. althtr1ig1, orle 
nieasuremeiit n a s  lwrforrned i i i  H z O  \vitliorit removiiig the ( ' ~ ( ' 1  whew t,iie coiic~eritratlon 
rvaq 5.9 rnglml. Relatireiy low ronc,rritrations wcxi.e necrssiiry to avoid aggi~gation. \v l i i< . l~  
o(.ciirred eslwcially diiritig dialysis against JI20 ("oiitaiiiing solritions. 

(iii) Snnlples for .Y-rciy sctrlturitrg 
Virils froin the ( '~( '1 gradient and glirtaraldrhyt1~~-fixed coips frurn tire siacroscL gra<lir,iit 

were dialywd overriiglit agairist 0,005 JI-TrisH( '1  (pH 8.1) Iiiiffei. to  eliiniriate salt or 
glycerol. (:roirl)s of 9 hexons froni the glyt~c.1~01 gratlitbrit wew tlialysrd against tlie sanie 
biiffer or against 0.100 si-l)hosl)liatr (pH 5.0) (I'ert~ira & LYiig1t.y. 1974). 

Dialysed virus and srib\-ira1 coinponent- were 1)ellett.d into X-ray glaas cal)iliaries 
(Lindemann. 0.5 mm). Final  e el let volunies of 0.5 to 1.0 pl Lvrre iiw.d. Tlie cortcentiations 
were ûpproximately 200 t o  300 mg/ml for viriis aiid gi.oul)s of 9 hexons and 1(M) to 
150 mg/ml for cores. 

In another set of experirnerits vii,iis and subviral sornpoiients nere stained by adtiitioii of 
0 1 < ? 1 ~  mercuric ctiloride solutioii (Hg('12) dissolved in (I-(WK 11-TrisH('I (pH 8.1) \)i~ffei.. 
Vnt>oiiiid Hg2+ \vas reniovetl 1)y 2 11 ciialys~s agairist T r i s  Hi'l I)iiffcr. Ali maiiipiilatioiis 
neiy varricd oiit nt 4'('. 

Befow exposure to  S- ravs  ail s;inil)lss 11 r i r  exsinincd 1)y sodirirn dodc~byl 
s ~ i l ~ ~ h a t r / ~ x ~ l ~ ~ ~ r ~ l a n ~ i d r  gel r~iectiol)lioi~rsis to vri,ii) ttie protein coirii,usition aiitl t,y 
rlectroii niicroscol)y to  vtxrify tlir ovt>iall sti.u(:tural iiitegrit~.. For eiectrori iiiicros(-ol)y. 
negativr staining was carried orit tvit1i lu,, rirariyl ac8etate a t  !)II 4.4 oi. I o ,  st>diiiiii 
~)hosl)hotiiiigst~ate (pH 7). 

( I r  j I h t n  coll~ctiori 

(i) AYe/~tro~t .w~~tterittg 
Exlwrimcmts nerr  rairird out ori thc sniali-ariplr scrittei:iig irihti iimrrit l ) l l  (IbeI l9ifi 

Tiinniiiis K: May. 1981) a t  tlie Iiistitiit I.aiir kJarigei in. C;rerioi~le. hrwctra Gere re<.orde(l r)n 
tlie 64 (bnix(i4 rrn 1)lairai miiltidctrctnr. iisiirg *L ririctiorh %%a\ eierigtki ( A )  of 10 ( A h / h  = X",) 
aiid sanipie tletec40i3 ilistaricsrs of IOkifi rn aiid 4.X-C in dr~)en<iitig uii the angiilar iwige 
Iwirig iiivrutigated. A11 riiea~iirt~mt~rits \rere (aairit~d cilit at 5' i '  irsiiig a n  aiitotiiari<* 
c.onif)iiter-coiit~olled saniple cliaiigri 'fo olitairi th(. scattering ~ L I I  J e I(9) I ' C ' T S ~ I S  a t  a-1' 
git eii rontrast tlie folltru iiig niessrirrrn<~nts H ere pc~rforn~ed virus ir i  hiiffer sol rit ion t~iiffei 
soliiti«ri aloiir. direct bcam oc~~Iiic1ecl 1)) c*atfrniiiiri (ta) drtrririine the arnbirnt ba<.kgroiiii(i). 



water aiitl rtiil)ty ceII to  c.alil)i.att. tlir tlrtrc.tcii i.tLsl)oiisr aiid t~stal~lisli ati a l~so l i i t~~  st.;iIt.. 'l'li(. 
traiisinissiori of each sample \vas inrasiiircl tvitli tlie attt.iiiiatrt1 tlii,rct I)(.;iiii. 

Sarn1)lt.s \vew (*«irtairre<l i i i  staii(laid 1 niin or 2 iiirn cluartz crlls (Hrllriia. I:i.aii(.t.). \vliic.li 
weic masked \vit11 catlmiiirn siic.li tliat I O  x 7 nirn2 t j f '  tlir sarnl)le was t.sy)ost~(l to tlit. 
nt.ritroii I~rani.  Foi  exlwiimriits i r i  \vliicli sevei,al siil)sitliaiy rnasiina \vc.t.t> ~ i i i~as t i i~ t~~l  R 

c*olliniatio~i (listaiic~ of t\i.iw tilt. sariil~lt. <It.tt.c.toi. (1istaiit.t. \\.as iistvl. l'lit. i.;i\v tlata \\.rtr 
i,ediiced to a set of radially avc.i.agr(1 ciii.vrs. I)ackgiwiiii(l siil)ti,a(.trtl aiitl c.oi~ir~c.ti~tl fi>r 
diff~t.eiitial drtrctor iesl>oiist- iisiiig staii(lartl ~~i.ogi.ams ((ilrosli. I!jW>). 

(ii) S - r r e y  xcnttuvitig 
Scattriiiig ~)attri.ris \verch ic.cwi~<lrtl oii film (Kodak. So-Sri.eeii) iisiiig a (loiil~lr fi)<~iisiiig 

system rotisistiiig of a Frairks niirioi aiirl a (liiartz vrystal monoc-li~ornatoi. \vitIr a ïiit aiiglr 
of O' or 8-.  The S - i a y  soiiicat~ \vas ün lllliot ( :SI3 rotatirig anode tiibc a i t h  rlc.(.tr.oii I)t$arii 
size 1 (W) x l mm oii the anode. S1wc*irneti-to-f lrn distatices ~vere 100 rit in or I ( H H i  i r i i i i  

allowing o1)servatiori in th(. range q = 6 x to 2 . A - ' .  

( i )  .\etel,n,, scrcttrri~tg 
The <:orwctrd scattt.iiiig c.iirvtbs foc tlrr vit,iis in (Iiffererit H 2 0 / 1 ) 2 0  (~oiitiasts \vei.e 

aiialysrd in Z tvays. Tliose at  tlic sniallest airglrs a.cli.r iisetl to tlrtei~iiir~ta tlie iiift.iisity at  
tlir origiii [(O) aiid the radius of gyratiori II,. l'liis wüs dotic iii tlic tirst ~)lac,tb II?  iiivaiis of'a 
(iiiinirr ~i lot  (liil(q) i-ersits r12) \vi i ic~l i  in the t~g ion  / / K g  < I shoiil<t I)e liirrai. asitl \vliose slo\,t* 
givc.s R, aii(1 extray)olatioii to q := 0 givrs [(O). Tlicasr plots \vri.ra. Iio\vc~vci.. iiot v(.i.y 
satisfüctoi:\. as tlit- (iiiiiiiri zoiitS ( r l t l ,  < 1 ) \vas iiot \vell covt~rrrl aiid a siiiall at~ioiiiit of' 
aggrpgatiori i r i  tlie sarril)lrs trri<l(vi to  O\-prestiniate 110th [(O) i ~ r i < i  R,. 'l'liesr ~ ~ a i a i ; i t ~ t t ~ i ~ s  
weir ttit-rtafoir also (Irteimintd II? tittirig a Iow-resoltition 2-sIit.11 modtxl to tlir \viiolt~ of tlic 
crntral maximitni. In tliis wayl (0)  \vas ot)tained I)y rxtraj)o!atiiig tlir ino(1t.l t.iii.vt. to  (1 = 0 
aiici Kg calc.iilat~d from the tittrtl niodc~l. 

St~attt~riiig eiirvrs a t  higIit.i. anglt~s werr arialys~tl Iry a motiel-tittiiig al)l)i,oac.li iisiiig a 
Iwogram \vritttbi~ Iiy 11. Schneidri. aiid JI.  %rilaiif (S<.hiit.ider et rrl.. 1978). Tlit. apl~i'oat.li is as  
(it~seril>e<l hy Timniiris C\ .Ja<.iot. (I!fX.?) aiitl c-onsists of fittiiig the scattei.iiig fiiii(~tioii of a 
ino<lrl coml)osed of sl)liriical slit~lls of' vai~ial)lc. derisity. <~oiivoliitc~d ni th the iiistriii~it~tital 
srnearing l)aramc~trix to  the o1)s~rvcd scattei~itig crirvr. This pro(.ecIiii~ is c.aii.itvl oiit 
iri<lr~~en~lc~ritly for tlir s<~attrriiig crirvrr; mrasiirc.tl a t  cliffrrriit contrasts. Thcl niajoi ciittkr.ia 
for a caorrecat rnodt~l ai.? tlirn tlic, clriality of t~acli tit aiid tht. corrsistrnc.,v of tlir iiio(lt~ls 
ol>taiiit.cl as a friiii4ion of' tlit. coiitrast. 

( i i )  S-rri!g scrittrt.itig 
Earli filin \vas scaiined oii an 0l)ti.oiiix lJ10(Hi <Iriisitoirietei. iixiiig a 2.Spin iast~.r. srttiiig. 

r 7 Iliestl iiiirnri.ic.al [lata \vert, stoi,etl i i i  a 2-dintt>nsiorial array. \s-hi(ati roiiltl 1 ~ t a  visiializr~<l 
(lire(.tly on a Tektroiiix <lisl)iay triininal. Tlir data tvrw thrii c~ii~c~rilarly avei~agt~<l al)oiit tlitb 
Iwarn crriti.~. The I>ackgroiin<l. as n~casiiicd l)y tiir srattriirig of a siriiilai~ c,al)ill;ti:\ filled 
with al)prol)riatt, I)iiffer. \vas siibti~acted froin ~ a t l i  salnple sc:att,t,riiig <siiivc~. 

( a )  ,I'PII/I ~ I I  s c n t l ~ r ~ ~ ? q  

( i )  I ( 0 )  n r ~ d  R, 

Two irnportaiit inodel-iiidel)e~irlent pai.;riiieters obtainetl fi.orn tlie lowest i~i igle  
data are tlie interisity a t  tlie ol~ipiri I ( 0 )  and the radius of g> i.ntiori IZ,. 1:ipiir.e 1 sliows 



113 x IO-' cm-' A3 
Pic:. 1 .  l'lot of' Ri rprxtrn i~ecil)rocal c-oritrast lip (Stiiliiiiiann plot). H, \.alites ~ - e t v  (1et~t~nii~~atecl  LI^ a 

sample-deteetor distancae of IO.Cfii m fiom a low-wsolictioii 2-stirll nidel  (we (lata aiialysis). At  iritiiiitt- 
contrast. the R, of the partic-le is R:i9 .$. 

the plot of R: 1~ers11.9 recif)rocal contrast 1/P (Stiihrmanri plot). This is a straiglit 
line of positive slope indicating a particle with Iiighei- scattering density near tlie 
centre of mass as woiild be exl)ec.ted. Tlie radiiis of gyration a t  irifinite contrast is 
339 a. I t  is important tu note that this does not correspond to the radiiis of 
gyration of the particle envelope with homogeneous density biit to  that of a largcr 
particle. This is due to tlie inliomogeneity of exchange of labile hydrogens in 
different regions of the particle (Jacrot, 1976 : ( 'iisaclr, 1983). 

The plot of ,/l(O)lc versrts  contrast (Fig. 2 )  indicatcs an orernll niatch point foi. 
the viriis of 4fi.6Oo DzO. 

(ii) Moleczrlar weight 

Tlie intensity a t  the origin (I(O),  as defined above) can be iised to calculate the 
molecular weight of a particle in solutiori using the followirig exf)ression (.lacurot & 
Zaccai, 1981 ) : 

where: I , , ,  is the neutron intensity scattered bu a sample of NzO under iclenticni 
exl~erimerital conditions as the partir.le under investigation: Ts is tlie neutron 
transmission of the sarnple: TH?,) is the neutron transrnissiori of H,O: M is tlle 
molecular weight of the sarnple: 1 is the thickness of sarnlde in cm: IV, is the 

. Avogadro niirnber : c is tlie contheritration of sainple in mg/ml: ( L h  - psl i ) /M is the 
excess scattering lerigtli per dalton of sample ps is the staattering length density of 
tlie solvent: and i r i s  the particle volunir. 

The terni (Cb-ps l ' ) / l t l  cari be calculateci if '  the cheniical composition of tln> 
viriis is knowri as well as the excdiange of its labile h"vdrogen.;. Molerulai. weigtit 
measiirernents aiv usiially carried out in K 2 0  soivent w here the exchange 
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Fic:. 2. Varintiori of the xcluilw ioot of I (O)/c (in arbitrari uiiits) a i t h  the ~wrccntnye of I)ZO ir i  the 
huffer. [ ( O )  in the interisitu a t  the origin ohtained \>y extrripolilting the 2-shell mo<lel viir\.eS to q = O. 
e is the c.onceritration of the virics. This plot iiidicates a match point for the ririin of 45.A0,, !),O. 

parameter tloes not exist and thus C h/,lf ran be easily calrrilated. In addition 
any error in ps6 is minirnized because ps for H 2 0  is small. 

In this case an average valiie of C h/M taken from a wide range of proteins was 
used (Jacxrot & Zarrai, 1981). Similarly a C b / M  corresponding to an equirnolar 
base composition was used for the DSA. Thiis for aderiovirus dissolved in H,O. 
assuming a 1)SA content of 13.30, .  the expression ( 1 )  can he reduretl to .  

The conrentration as measiired froni tlie Lowry method was unwliable and final 
(.oncentrations nere determined by U.V. absorbante usina an extinrtion roeffirient 
determined frorn quantitative amino acid analysis (see Materials and Methods). 

The molecular weight thris obtained was i 85( + 20) x IOh. 

( i i i )  ,%Iorl~l fitting 

Models ronsistirig of three spherical sliells of variable scattering lengtli density 
were fitted to the data a t  each contrast. The effect due to the fibres attached to 
the pentons was ignored as these represerit only 1% of the viral inass. 

For tliis fitting the same shell radii and instrumental sniearing parameters were 
used for each contra& whilst the shell densities were allowerl to vary 
independently for eacli rontrast. The data a t  high contrast (particiitarl> 00, and 
l(M)O,, I>,O) were of signifirantly higher qiaality showing four sribsidiary maxima 
whereas the lower rontrasts nhowed only the first two maxima. 'J'lie fit of the 
model to the 1(lO0,, 1>20 data is showri in Figiire 3. 

The final model obtairied cwnsists of t hree shells of radii 303, 31s and 420 A.  The 
srattering length densities of earh shell for each coritrast are shourn in 'fable 1. 
Figure 4 is a plot of the scattering lengtli derisity of enrh shell as a fi~nction of 



dl-9 x  IO-^ 
Fit:. 3. Fit of tlir sl)heriral moclel t o  the intrnsity ( I ( r i ) )  scatteivd hy tlir virirx in I(W)",, 1 1 2 0 .  

(+  + +)  Exprimental raliirs: (--) the intensity ~*alcitlata<l nith instriimental smearing. froni the 
3-shell mode\. Dimensions and abwltite densitirs am given in Table 1 and are shonn in the inset. 

contrast. the linearity of each shell density with coritrast being an indication of 
the interna1 consistency of the niotiel. This Figure also shows that the excess 
scattering length density in the oirter two shells falls to zero at solvent scattering 
length densities corresponding to 1120 mole fractions of 0.42 aiid 0.43, showing 
them to be cornrioseci entirely of protein. The <.ore, on the other hand, has a 
match point of 0.55 mole fraction D20 consistent with a protein-DSA cornplex. 
Moreover, the scattering length densities being on an absolute scale and knowing 
the average scattering length density of DSA and of the proteiri we rnay calculatt~ 
the amount of each moiety in eacli shell, the residual volume being water. The 
excesi scattering length densities used were as follows (Timmins &k ?lacrot, 1982): 

»NA p-ps = ( 4 . 0 4 - f j k ~ ~ )  x l~)-"cm A-' 
Protein p-p,  = (2.43 -5-84,Yj x 10Ft4 cm A - 3 ,  

where k' is the mole fraction of D20 in the solvent. 
The perrentages and molecular weight of protein, DSA and \vater in each shell 

are given in Table 2. The total amount of water (~orresponds to 301>, of the virus 
volume. 

The mode1 described above is a spherical ar,proximation to the virus hiit 
electron microscopy shows adenoviriis to be a near 1~rfec.t T = 25 icosahedron. 

Ahaoltrte scattering l~ngth densities on (1 f~rnction qf contrast ( x 16'-" cm i-') 

O,, [),O 
Slic4l O 25 40 5.5 6.5 Io(! -- - 
I . ( L  303 .$ 1.48 (bMt 044 0 -020' -1.78 
1 J 3(h7-3-IX .% 1.78 (PM 0.32 - 0  - 1 . 1 0  -2.33 
I I I  34842U .i 2.19 0.M) ORO -068 - 1  1 -3.07 



FI(:. 4. \.aiiatioii of tlir al)solilttb sc~attt@iiirp Ietigtlr cleiisitirs \vitIl tlir 1wt.crtit;igr of' I),O i i i  Iiiit'fki f i ~ i ,  

eacbh shell of tlie riioclel. ( - + - + - ) O to 303 .A : (-O - O - ) : I O 3  to 34% .SI : ( -  + - + - :US to 
*zo 4. 

\Ire may therefore constriict f'roin oiii* sl)lieiic.al shell niodel of' radiiis 140 .A a rnoi,e 
realistic icosahetlral model wliirh foi tlie same sratteririg properties miist have tlie 
same volume as the s1)liei.e. We are tlierefore lecl to IJropose an icosalietlial inodel 
where the radius a t  the 5-foicl syrnmetry position is 496 L\ and the lengtll of the 
icosaliedi~al edge (penton-penton distance) is 520 .A. TIie volume of this rnodel like 
that of the spheriral niodel is 3.10 x 10'. A3. If a e  piit into this model. shells of the 
same tlii(*kness as foiind foi. the splieric.al model then the sliell ~oliimes for the two 
models are identical to  within loo and thus the contents of eacli sliell inay be 
interpreted in tlie same manner Altlioi~gli tlie ciifferences in srattering for tlie two 
models a t  higtier angles are riot sinil)ly cralrirlated. Bogarintsova cf al. (1975) Iiave 
shown that at least for an Iiomogeneoiis solid sphere and icosaheciroii the 
differences are rniiioi u l )  to the fifth stibsidiary maximiiiri. correspon<ling to tlre 
limit of oui experimental data. The sl)lierical and icosahedral shell ino<lels are 
coinpared iri Figrire 5 .  

T I B I X  2 
Prottein. DATA crnd wutter c o n t ~ n t  of errch shell 

FI at.tioti 3lolrc-iilai wriglit 

The i2i,iors iri  t l i ~  finc~tioiis air rtl~oiit I).O;i. tlii~s th<. 1)S.A content iii  sliell II is 
~)iolial)ly not sigiiific.aiit. 
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FU:. 3. Scl~r~~iatic ~ ~ . j ) i t ~ ~ ~ t i t a t i i ~ i i s  of' (a )  tt ir  sl)liesi~.al nioclrl of' iatliiis $10 .\ tittrd ts, tlit* n<>iit i . (sai  

scattering data atid (1))  tlir T = 25 icosalitvlial rnotlrl ~ r i o i c ~  rrl)i~rsrittati\.r of t l~r ~ < l t ~ t i < ~ v i i i i s  f i t i t i i .  

Ttir 2 inodrls tiavcs idt.titical \.t~lr~inrs (:l,lt)x Io8 X3)  atld t.a(liaI <listt.iI)~itio~~s ~ b f '  ~ ~ i o t ~ i t i  a111l 1)S.-\. 
Thr racliits of tlir icosalirdial nio<lrl a t  tlir 5-fol<l 1)r)sitioii is 4%; .% aiirl t l i t b  (listamii.<b 1n.ta.c.t~ii 2 aclj;ivr.t~t 
.>-fi;!<: pa~itioiis ( ~ w f ~ t o i ~ - - ~ w t i t o n )  is 320 .î(. 

S-1 . a~  scattering patterns froni soliitioris of native ~ i i i i s  at l o u i  angle- 
(6 x I O  < g 5 6 x IO-')  .$-' sliou tlie seiirs of maxinia and miriinia 
cliaractei.istic of a cliiasi-spherical pai.ti(.lle as scen also by neiitron watteririg. .At 
higher angles (6 x IO-' 5 cl 5 2 A - ' )  ariotlrei. series of niaxiina is obsei~erl \vlrit.Ii 
in this rase rriiist be due to interna1 sti.iirtiii.al ftlatiireq of the virus (Kg. ti(l9)) 'ïiie 
scattering pattern of a series of points 1)lacetl I ( H )  .A apart on a 7' = 25 1attic.e \vas 
cal(.ulated by means of a IJebyr (lOl.5) i.alciilation. sliown in Figiiw (;(a). arid 
exl~laiiis very well the dominant features of the scbattering l~attern \\'e thel-efo1.e 
c.onc.liide tliat the (1istanc.e 1)etween hrxoiis in the native virus is 1 0 0 & l  .A. 
('onseciuently the distance between atijatagnt 5-fold ~)ositioris (peritoris) is abolit 
5()0 a in good agreement with tlie $20 .A tleiived for the icosahedral rnotlel fi.oin 
neutron scatterinp. 

To fiirther in\'estigate the xcattci.irig pattern of' the virus ne  also rneasiired tlie 
scattering pattei.11 from vil-al corps aiitl gi.oiil>s of nine Iiexoris ohtaiiiecl by 
deoxycliolttte treatrnent. 

Isolatetl cores slio\\etl (Fig. B(r ) )  a single bro:ici inaxir~lurn at a sl)a(.in,g of 2:) .8. 
wIiic+h cati iii fnct also be seeri iri the native iriis pattern as a rlifftis~ peak 
iinilerlying tire Inore iletailecl pst tcSi.ri from tlie caf)ai<l st ri~ctiire. 

l'rel)airitioiis of groaips of riime Iiexoiis sliowetl a series of inaxima Cri the range 
fiwm 1/85 A - '  to 1/12 A - '  rattier sinnilar, to tliose found fi)r tlie viriis. l'lie 
iirirnhei aiid exact positio~is of these peoks New. howcler, dependent on t h  
prerise cbonditions of pi.el)aration. in ~)arti<~iilai their state of aggrpgation. L4 more 
detailed repoi.t of tlirse obsrrvations will 1 ) ~  ~)irblished at a later date 

( i i )  St,rilwd scrnll)lps 

'l'lie S-ray I)attei.ns ol)tained from saniples of virus staiiietli ~vitf-a tnri.c-iiiic. 
c*liloricle aiid native saml)les are roml,ai*etl in Figrire 7(a). The oriiy signilit.iint 
(liflererice bet\veen the two is tlie vei.y sti*orig eiiliniic*crnerit of a riria at 1:'21) - '  
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Fic:. 6. ('oiiil~arisoii bet\\-een (a)  ttie c.iirvca sliowinp; tlie scattering of a serks of points l ( N )  4 albart on 
a T = 2.5 latticr ot)tairied hy the 1)eliy caalctilation and tlie ciir\-es from X-ray scattering of (h)  the 
native \-iriis and (c )  cores. 

( O )  alid (cj RI.C the scbaris of'tlie X-ray tilms whese ttie I>ackgioiiiid lias !>ceri sitl~tractrd. 





in the stained sample. -4 similar result was obtained by staining soliitions of 
cores (Fia. 7(b)). The Ir29 ring is enhanced and a faint maximiiiii aplwatu at 
1/45 .A - ' .  Such an enliancement is not observed in stained groups of nine. 

To clieck the localization of the stain in the rarioiis components their ii \ .  

sl)ertra were recorded as a function of Hg2+ concentration. Both diliite solutions 
of viral cores and \-irus showed a shift in the absorption maximum fi-om 258 to 
272 iiin (not shown) as expected when Hg2+ ions form complexes with iiucleir 
acids (Tlioinas. 1954: Yamane R. Davidson, 1961). The spectrum of groril~s of nine 
was iinrhanged showing the normal 278 nm maximum in both native and stained 
States. This in itself. however, does not excliide the pssibility of Hg2+ binding to 
protein. The fact that  the X-ray patterns from g r o u p  of nine hexoiis  ai^ also 
iinchanged after staining strongly implies that little specific binding takes place 
and tliat the effects observed in the whole virus are chiefly due to binding to the 
DSA. 

4. Discussion 
Most structural studies on adenoviriis have iip till now been carrietl out iising 

elertron microscoj)y and biorhemical techniques. An important excel~tion is the 
high reeolution crystallographic study of the hexon (Biirnett et al.. 1981). The 
i.esiilts we present here t.oml)lement 1)revious studies and have the advantage that 
tliey are obtained from molecules maintained in the native state in soliition. -4 
number of important results emerge. The molecular weight foiind for tlia viriis 
from iieiitron scattering (1(35(f 20) x 106) is in agreement with that determined i;,~ 
Green et nl .  (1967) from electron microscopic measurement of DSA lengtli (DSA 
24.4 x 106: virus 183.5 x 106) and from the sedimentation coefficient of 1)S-4 (DSX 
23 x IOb: viriis 172.9 x 106) both assiiming a DSA content of 13.3O" iii tlie viriis 
(Pifia X. Green. 1965). This molecular weight determination allows iis at tlie saine 
time to place the scattering length densities in the neutron model on an absolute 
scale (Table 1) and to  determine the mass of proteins and DSA in eacti sliell of tlie 
mode1 (Table 2). We see from this model that the oiiter two shells aie composed 
eiitii.ely of protein biit the outer part is rather denser than the innei. part. Tlie 
total tliirkness of protein (117 .A) rorresponds rery closely to the heiglit of the 
Iiexoii as cletermined froin S - r a i  <~i~ystallograpliy and electron microscopy (Bei~gel- 
PI (11 . .  1978: Sermut, 1975). 

Tlie inediiim-angle S-ray pattern from the virus shows a series of niaxiiiia antl 
minima. Most of them are explained by the scattering of the capsid 1)roteins. the 
hexons. The main wsiilt obtained is the determination of a hexon-hexon t1istanc.e 
of 1(H) .A. \vliirh iinplies a ~wnton-penton dist,ance of about 500 A. This pentoii- 
~wnton distanre ran also be dediired froin the neutron model. Tlie Iiig1il.v 
irosaliedral sliape of adeiioviriis is well kiiown from electron inic+rosropy 
observation (Horne et ( 1 1 . .  1959): it is tlitls possil>le to extentl tlie inte~l)retatiori in 
ternis of a sl)lieriral model t o  one of an ~~~~~~~~~~~~~al iiiodel. Tlie eclpr of the 
irosaliecli.oii tl~iis obtaiiietl is 320 A. a valiie that c+oiitii.iiis the S-1.a' i~siilts. S -1-ay 
anci iieiitroii ineastireiiients of tlie hexoii-iiexori tlistaiic-e (IN) .A) aii<l penton- 
pnton  (listaiic~e (MM) to .'>-O ,A) ai-e i r i  good agreeiiieiit with the valiies of 107 



and 5.35 -4. i8esl)ec.tivrly tietei.niiiietl II? Hroa-ii rt  (11. (1975) hiit are corisiileiabiy 
greatei. than those of XO .4 and 430 .T\ (leterinint~(l !)y Seriniit (1975). 7'his 11,it.~ 
potverfiil (*onsti*aints ori the  \+ays in \vliiclr liesoiis can aggr3egatc in the ral)sitl. Irr 
addition. any ftitiire mode1 fi>i tlie 1)ositioiis of tlie othei  c.al)si(l ~)i,oteiiis tliat are 
associated witlr the Iiexon (Everit t  ~t f i l  . 1!)75) iiiiist be consistent witli the  radial 
densities foilncl foi. the neiitroii scattering ino<lel. 

?'lie c30ml)arisori between the  S- isay  scattering i)atteriis of nati\.e 1.ii.rts. ( .or~s  
and groul)s of nine hexons perniits the obsen atiori of a rnaximurn iri the  1tattri.ti 
f r o ~ n  ririis and (+ores a t  a spacing of 1/29 A - ' .  wliieh wr inteipi.et as beirig diie to 
the  packing of the I)S.4 in ttie c o i ~ .  I t  lias heen confiibmed that  ttiis maxirniiiri is 

effectively d u r  t o  the DS.4 by its cnliaric.ernent on staining with Hg('12. i \ l thot~gh 
staining also of the 1)roteins vàrtnot 1)e i~igo~~ously rx(*luded. the fact tliat 
scattering ~)attei.ris of gi,oiil)s of nine hexons are iinchanged with stairiing inil,lmes 
tha t  binding of mercriry a t  least t o  the  capsid is rathei low. 

'I'here have III) till now I~eeii roriti.adii.tory reports as t o  wlitxthei tlie a(leno\ iivs 
niic1eol)rotein <*oi.e rxontains a nricleosome-like sti.ii(~t~ire siiriilnt* to tliat of 
eiikaryotiv rliroiriatin (( 'oi-den el t c l . .  1976 : Tate  cY. I'>liilipson. 1079). I t  srerils 
neverthrless tha t  tliere exists a iiiiit ~.epeat  of about 150 base-pairs of 13SA 
assocaiated with basic 1)1*oteiii ' i - I l  (?ilii.zii cY- \Vebei.. 1982 Sato  & tIosoka\va. 19Xl) 
Althoiigli recently it lias been demonstrateci tliat the othei. (.ore protein (a') ih 

essential for the  iiitegrity of tlie csoi.e sti.tictiii.r (l%orilaiigei. <Y. Loiicliriix-lAefebvi*c>. 
1982). it is riot (llear wliethei. it is asso(+iatetl \vit11 linkei. DSA (Jliitza & \'i'el~ei.. 
1982) oi* a con1l)oiient of a cbor.e sliell (Sei~miit .  1080). Oiir wsults woulcl indivate 
tliat although wr (10 not observe the (.liai~actrr~istic S - r a y  sc,attei'i~ig of riukaiyotic. 
chrornatiri we l)iaeserit for tlie firxr time e\.i<leric~e foi ttie possibl- euistriic.t' of :l 

regiilai ronderised struct iiw. Fiii.tiliei, st riilies a1.r nec.cssaiy to  iiivestiga te wlietliei~ 
this str i i<~ture is riiei.ely a side-by-side aggi.egation of iiiicI~ol)i~otein filamrieiits a t  
29 a itistance or a niore ~ ~ o r i i ~ ) l e x  ii iic~leoson~e-like st  1.i1c.t lire. 

The arithoir, arr gi.atrfii1 t« 1'. .4. Hoiilaligri aiid f < .  .la<*rot f i i i  cotistitiit t.ric.oiii~ageiit~i~t 
arid tic~ll)fiil disciissions atiti S. ('risat~k foi. tht. I>t.l)ye ealriilatioti ill~istiati~tl i i i  Figiiir (!(a). 
\Ve tliairk also ('. ('oiisiir and 1). l'c,titc. foi ~~rodiit.tioii of virus stock uiirl c.rlls aticl i i .  
Tt+uc.lir for ttie amitio acid aiialysis. 

l'tiis work \vas siipl)orted 1)y the liistitiit Satiorial (Ir ia Saiitb r i  tlr la Kerheit,ht, 
niédirale (tT23:3). t l i e  ('entre Satioiial clr la Rec.I>c~i,c.iie Sc.ic~~ititic~iit~ (EK.4225) tlw 
Liiivrrsit.6 du Droit 6.t dc la Saiitb (i'Eltl11). tlie Jliiiistrir (It, I'liitliistrir 6.t tic la 
Kaetiet~t~lir, coiit iavt 80-7-02!)0. 
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L " u t i l i s a t i o n  d e  p l u s i e u r s  t e c h n i q u e s  p h y s i q u e s  

( d i f f u s i o n  de  n e u t r o n s  e t  d e  r a y o n s  X ,  c r i s t a l l o g t * a p h l e ,  

d i f f u s i o n  d e  l u m i è r e ,  c e n t r i f u g a t i o n  a n a l y t i q u e ) ,  combinée à 
d e s  a n a l y s e s  b i o c h i m i q u e s  p l u s  c l a s s i q u e s ,  nous  a  c o n - l u i t  21 
r é v i s e r  c e r t a i n e s  c o n n a i s s a n c e s  s u r  l a  s t r u c t u r e  d e  

l ' a d é n o v i r u s .  

Tout  d ' a b o r d ,  l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  d e  deux p r o ~ é i n e s  

v i r a l e s ,  l a  ba se  du p e n t o n  e t  l a  f i b r e ,  a  pu ê t r e  pr6ci::é* La 

b a s e  du p e n t o n ,  b i e n  q u b n t o u r é e  d e  c i n q  hcxons ,  e s t  un 

t r i m è r e ;  e t  l a  f i b r e ,  qui l u i  e s t  a s s o c i é e ,  es t  un d l E è r e c  

Ces r é s u l t a t s  p o s e n t  donc un problème d e  s y m é t r i e  a u  n i v e a u  

d e  l ' a p e x  d e  l a  c a p s i d e  e t  nous  o n t  amené à s u p p o s e r  un  r ô l e  

i m p o r t a n t  joué  p a r  l a  p r o t é i n e  P I I a ,  l o c a l i s é e  e n t r e  l e s  

hexons  e t  l e  penton.  

D ' a u t r e  p a r t ,  un modèle  s t r u c t u r a l  p o u r  l f a d é n o v i r u s  a 

été p r o p o s é  d ' a p r è s  n o s  r é s u l t a t s  d e  d i f f u s i o n  d e  n e u t r s r i s  e t  

d e  r a y o n s  Xe 

Les d i m e n s i o n s  d u  v i r u s  s o n t  p l u s  g r a n d e s  que  e c l l e s  

h a b i t u e l l e m e n t  m e s u r é e s  p a r  l a  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o c i q u e ,  Ces 

d i m e n s i o n s  e t  l a  d i s t r i b u t i o n  de  d e n s i t é  d e  l a  m a t i è r e  d a n s  

n o t r e  modèle ,  i m p o s e n t  d e s  c o n t r a i n t e s  d a n s  l r a s s e m b l a g e  d e s  

hexons  e t  dans  l a  r é p a r t i t i o n  d e s  p r o t é i n e s  m i n e u r e s  d~ l a  

c a p s i d e  ( V I ,  VI11 e t  IX)* De p l u s ,  une s t r u c t u r e  r é g u l i è r e  

( i?~ 1/29  1) a é t é  mi se  e n  é v i d e n c e  p a r  d i f f u s i o n  de  r a y m s  X ,  

à l ' i n t é r i e u r  du v i r u s *  E l l e  c o r r e s p o n d  5 l ' a r r a n g e m e n t  du 

D N A  e t  d e s  p r o t é i n e s *  

Nous nous p r o p o s o n s  d e  p o u r s u i v r e  e e  t r a v a i l  p a r  une 

é t u d e  à h a u t e  r é s o l u t i o n  d e  c r i s t a u x  d e  f i b r e *  E l l e  

c o m p o r t e r a  d ' a b o r d  l a  mi se  a u  p o i n t  d e  rnonoc r i s t aux ,  p u i s  l a  

r é a l i s a t i o n  d e s  é t u d e s  b i o c h i m i q u e s  i n d i s p e n s a b l e s  à 

l ' i n t e r p r é t a t i o n  d e s  c l i c h e s  d e  r a y o n s  X e  
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Nous v o u d r i o n s  é g a l e m e n t ,  t o u j o u r s  p a r  P t u t i l i s a t i ~ n  de s  

t e c h n i q u e s  p h y s i c o - c h i m i q u e s ,  p r é c i s e r  n o t r e  rnodelc 

s t r u c t u r a l  du v i r u s  e n  e n t r e p r e n a n t  une  s e r i e  d e  recherches  

p o r t a n t  s u r :  

- l a  c o m p o s i t i o n  c h i m i q u e  du  v i r u s  q u ' i l  s e r a i t  i n t e r e s s a n t  

d e  c o n n a î t r e  a v e c  p r e c i s i o n ,  p o u r c e n t a g e  d e  D N A  en 

p a r t i c u l i e r ;  

- l a  l o c a l i s a t i o n  d e s  p r o t é i n e s  V I ,  V I 1 1  e t  I X  d a n s  l a  

c a p s i d e ;  

- l e s  i n t e r a c t i o n s  p r o t e i n e s - p r o t é i n e s ,  notamment  c e l l e s  d e  

l a  p r o t é i n e  I I J a  a v e c  l q h e x o n  e t  l e  p e n t o n ;  

- l e s  i n t e r a c t i o n s  D N A - p r o t b i n e s ;  

- l e s  c h a n g e m e n t s  d e  s t r u c t u r e  d e  l a  p a r t i c u l e  v i r a l e  a u  

c o u r s  d e  l a  m o r p h o g é n & s e ,  p a r  l t & t u d e  d e s  i n t e r m é d i a i r e s  

d ' a s s e m b l a g e  ( p o u r s u i t e  d e s  e x p é r i e n c e s  a v e c  l e  m u t a n t  

H 2 t s l 1 2 )  e t  d e s  j e u n e s  v i r i o n s  ( à  l ' a i d e  du  m u t a n t  

h 2 t s 1 0 4 ) .  
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