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LA BROUETTE ou LES GRANDES
INVENTIONS

Le paon fait la roue
Le hasard fait le reste
Dieu s'assoit dedans
et I'homme le pousse

Jacques Prévert

(Paroles)
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1- - Cellules
ACMK :

CV1

HEK :

HEK 293 :

Hela :

KB :

2- Autres abréviations

aa :
Ad2 WT :
Asp :
Arg :
Apex :

CH :
CsCl :
DBP :

DFP :
DMTB :

GON :
GClu :

hpi :

Jv .

MM :

LEXIQUE

cellules de rein de singe vert africain

lignée établie d'AGMK

cellules embryonnaires de rein humain

cellules HEK transformées par I'adénovirus

de type 5 et contenant I'extrémité gauche du
génome (du 270 au 4123e nucléotide)

cellules humaines en lignée continue, provenant
d'un carcinome épithélial du col utérin

cellules humaines en lignée continue, provenant
d'un carcinome de plancher buccal

acides aminés

adénovirus type 2 souche sauvage (Wild Type)
acide aspartique

arginine

zones apicales des icosaeédres viraux, comprenant
le penton complet et les hexons péripentonaux
cycloheximide

chlorure de césium

DNA Binding Protein (protéine se liant a ['ADM
monocaténaire)

diisopropyl fluorophosphate

dimethyl dithiobisbutyrimidate : agent de pontage
entre protéines

groupe de 9 hexons (hexons des faces)

acide glutamique

heure

heure post-infection

intermédiaires d'assemblage

jeunes virions

kilodaltons

masse moléculaire



mn : minute

PAGE SDS : électrophorése en gel de polyacrylamide SDS
(sodium dodecyl sulfate)

pTP : précurseur de la protéine terminale

TP : protéine terminale

S: coefficient de Svedberg

ts : thermosensible

Température Permissive : 33° C

Température restrictive : 39.5° C

ugG : unité génome

- tous les renseignements sont donnés pour Ad2 sauf spécification
- le génome viral est divisé arbitrairement en 100 UG
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I- GENERALITES

A- Classification (Tableau 0)

Les adénovirus sont des virus a ADN, non enveloppés, de forme
icosaédrique. lls furent mis en évidence par Rowe en 1953 dans les tissus
amygdaliens.

Ils sont responsables de troubles respiratoires (HILLEMAN and WERNER,
1954), de kératoconjonctivites et de gastroentérites (FLEWET et al., 1975 ;
FADEN et al., 1978).

Les 41 sérotypes humains actuellement identifiés sont répartis en 7 sous
groupes (de JONG et al., 1983).

Leur classification découle de plusieurs de leurs propriétés :
leur pourcentage en bases G+C (PINA and GREEN, 1965),
la longueur de leur fibre (NORRBY, 1967),
leurs propriétés d'hémagglutination (ROSEN, 1958),
le degré d'homologie de leur ADN (GREEN et al., 1979),
leur pourvoir oncogéne chez le hamster nouveau-né (HUEBNER,
1967).

B- Morphologie

1- La capside (Cf. Fig. 1)

La capside virale a un diamétre de 65 a 80 nm (HORNE et al.,
1959). Elle est composée de 87 % de protéines et 13 § d'ADN (GREEN and PINA,
1963). Les 20 faces de cet icosaédre sont constituées de 240 capsoméres appelés
hexons. Les capsomeéres de chaque sommet, de symétrie pentagonale, sont
appelés pentons ; ceux-ci sont composés de la base du penton prolongée de la
fibre.

2- LYADN viral

Il a une masse moléculaire approximative de 23.106, légérement
variable suivant le sérotype.
Ses 36000 paires de bases rassemblent l'information génétique du virion. Le
génome viral a été divisé arbitrairement en 100 unités génome.
L'ADN viral sédimente &8 34 S en gradient de saccharose alcalin.
La molécule d'ADN est bicaténaire, linéaire, a chacune de ses extrémités
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Figure 1 : Structure de la capside d'adénovirus d'aprés PHILIPSON et
PETTERSSON (1973)



Tableau O : Propriétés des sous-groupes d'adénoyirus humains

. Oncogénicite
. . ADN modele longueur
Sous-groupes Sérotype . . (a) %G+ C g .o (b) , chez le hamster
4 d'homologie d'hemagglutination de la fibre NOUVe aU-Né
(en nm)
A 12,18,31 48-69 (8-20) 48 Iv 28-31 (en 4 mois)
B 3,7,11, 8Y-94 (Y-20) 51 | I ' 9-11 Faible
14,16,21, (en 4 a 18 mois)
34,35
C 1,2,5,6  99-100 (10-16) 58 111 23-31 Nulle
1o 8,9,10, Y4-99 (4-17) 58 11 12-13 Nulle
13,15,17
19,20,22
23,24,25
26,27,28
29,30,32
33,36,37,
35,34
L 4 (4-23) 58 oI 17 Nulle
F 4u n.q. n.d. v 28-33 Nulle
G 41 n.d. n.d. v 28-33 Nulle
n.d. : non determiné

(a) : pourcentage d'homologie dans le sous-groupe. Les nombres entre parenthéses indiquent le pourcentage d'homologie par rapport aux
mumbres des autres sous-groupes.

(b) : I-Agglutination compléte des érythrocytes de singe. Il-Agglutination compléte des erythrocytes de rat. 1I1I-Agglutination par-
tielle des erythrocytes de rat. 1Y-Agglutination des erythrocytes de rat, visible seulement aprés addition d'antisera hété-
rotypiques.

Tire de WADELL, G., 1984; Molecular epidemiology of human adenovirus.
Curr. Top. Microbiol. Immunol. 110, 191-220
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existe une séguence terminale inversée d'une centaine de paires de bases
(ARRAND and ROBERTS, 1979), que l'on retrouve trés conservée dans l'ensemble
des différents sérotypes.
Une protéine de 55 K, la protéine terminale (TP), liée de facon covalente a
chaque extrémité 5' du ADN permet sa circularisation (REKOSH et al., 1977).
Dans la capside, la molécule d'ADN est associée a des protéines basiques
qui lui conferent une structure voisine de celle des nuciéosomes, appelée

nucléoide virale.

C- Les différents cycles viraux

1- Le cycle abortif (Cf. Tableau 1)

Le virus exprime partiellement son information. Souvent la
réplication de I'ADN n'a pas lieu, il n'y a jamais de progéniture virale. Les
adénovirus humains développent, par exemple, de tels cycles dans les cellules
de singes telles que les CV1 (KLESSIG and ANDERSON, 1975},

2- Le cycle transformant

Le pouvoir oncogéne de l'adénovirus fut mis en évidence chez le
hamster nouveau-né (HUEBNER et al., 1962). Néanmoins, seuls les adénovirus
des sous-groupes A (tel que I'Ad12), et B (tel que ['Ad3), possédent cette
capacité d'induire des tumeurs.

Par contre, tous les sérotypes d'adénovirus sont capables de transformer
des cellules de rats embryonnaires "in vitro". La transformation se traduit par
I'immortalisation de Ila culture cellulaire et [I'acquisition de caractéres
particuliers.

La transformation ne peut se produire qu'en I|'absence de la multiplication
du virus. Ainsi, les sérotypes d'adénovirus 2 et 5 (sous-groupe C), se
répliquant sur cellules de hamster, ne peuvent les transformer. Néanmoins, des
mutants thermosensibles de ces sérotypes transforment efficacement ces mémes
cellules (WILLIAMS, 1973).

L'initiation et le maintien de Ila transformation par immortalisation
des cellules en culture sont réalisés par l'extrémité gauche du génome de
I'adénovirus (GRAHAM et al., 1974a,b).



3- Le cycle lytique (Cf. Fig. 2)

Il aboutit a la lyse cellulaire et a la libération d'une grande
quantité de particules virales. L'adénovirus exprime alors la totalité de son
information génétique.

Le cycle lytique se divise en plusieurs étapes qui vont de la pénétration
du virus dans la cellule, l'expression de ses génes précoces (phase précoce), la
réplication de son ADN, I'expression de ses génes tardifs, et enfin a
l'assemblage de ses protéines tardives en de nouvelles unités infectieuses.

LLe cycle viral dure environ 30 heures.

L'assemblage ne s'effectuant que lors du cycle lytique normal, nous
n'étudierons en détail que ce cycle.

I1- CYCLE LYTIQUE

A-  Pénétration du virus dans la cellule hote (Cf. Fig. 3)

L'adénovirus se fixe par llintermédiaire de ses fibres a des récepteurs
spécifiques de la membrane cellulaire (LONDBERG-HOLM and PHILIPSON, 1969).
Le récepteur cellulaire est un complexe de trois polypeptides de masses
moléculaires 78, 42 et 34 K qui fut purifié par chromatographie d'affinité
(HENNACHE and BOULANGER, 1977).

L'adénovirus pénétre dans la cellule, probablement, par un phénoméne de
pinocytose (CHARDONNET and DALES, 1970). i perd, lors de cette étape, ses
pentons (PHILIPSON et al., 1968). Puis progressivement ses protéines, paral-
lélement sa sensibilité a la DNase augmente. Le mécanisme de transport du virus
dans le cytoplasme fait intervenir le réseau de microtubules (LUFTIG and
WEIHING, 1975 ; BELIN and BOULANGER, 1985). Lors de l'infection virale des
cellules en présence de vinblastine, substance dont I'action sur Ila cellule
provoque la formation d'un complexe de tubuline périnucléaire, les particules
sans pentons ne peuvent atteindre le noyau (LYON et al., 1978).

PHILIPSON et al. (1968) montrérent que I'ADN viral pénétre le noyau de la
cellule aprés que la particule ait perdu la majorité des protéines virales dans le
cytoplasme. Les protéines du nucléoide sont alors remplacées par des histones
cellulaires, formant une structure semblable a celle de la chromatine (chromatine
like) (SERGEANT et al., 1979 ; TATE and PHILIPSON, 1979 ; VAYDA et al.,
1983).
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Figure 3 : Représentation schématique de la pénétration de l'adénovirus 2
dans la cellule, pendant les 2 premiéres heures d'infection
d'aprés LONDBERG-HOLM et PHILIPSON (1969).
A- virion infectieux
B- attachement du virus au récepteur cellulaire
C- virus, dans le cytoplasme, ayant perdu ses régions
apicales

D- pénétration des nucléoides dans le noyau



B- Organisation des génes précoces

1} Généralités (Cf. Fig. 4)

Cing régions s'expriment avant la réplication de {'ADN viral. Les
zones E1A, E1B et E3 sont portées par le brin r, alors que les zones E2 et E4
sont codées par le brin | (Cf. Fig. 4).

Leur expression varie au cours du cycle. La région E1A est transcrite
peu aprés l'infection, tandis que les zones E1B et E3 sont plus tardives. Enfin,
la zone E2 s'exprime tout au long du cycle lytique.

2) La région E1

Cette région située a l'extrémité gauche du génome entre 0 et 12
UG est divisée en trois zones transcriptionnelles (CHOW et al., 1977 ; BERK et
al., 1979) appelées E1A, E1B et I'unité de transcription du polypeptide IX.

a) La zone E1A

lLa zone E1A (0 - 4,5 UG) est transcrite en trois ARNm,
ayant des extrémités 3' et 5' identiques mais des épissages différents. Les
ARNm 12 S et 13 S codent pour deux protéines de 289 et 243 AA
{PERRICAUDET et al., 1979). La traduction "in vitro" de ces ARNm met en
évidence en gel de polyacrylamide SDS des polypeptides de masses moléculaires
allant de 42 a 53 K. L'ARNm 13S code pour deux protéines de 53 K et 44 K en
gel de polyacrylamide SDS. L'ARNm 12 S est traduit en deux polypeptides de 47
K et 35 K (HARTER and LEWIS, 1978). Enfin, le messager 9S, qui n'est exprimé
que pendant la phase tardive code pour un polypeptide de 6 K (VIRTANEN and
PETTERSSON, 1983). .

Les produits de I'ARNm 13 S contrdélent positivement le taux de
transcription des autres régions précoces et de la région L1 (NEVINS, 1981).
L'action d'une substance, I'anisomycine, inhibant les synthéses protéiques révéle
que E2 et E3 sont les régions les plus dépendantes des produits de ETA (SHAW
and ZIFF, 1982).

E1A est également responsable du pouvoir transformant de |'adénovirus
comme nous le verrons plus loin.
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b) La zone E1B

Cette zone est localisée entre 4,6 et 12 UG. Deux ARNm de
22 S et 13 S sont exprimés précocément (lors de l'infection) a partir d'un
promoteur commun (PERRICAUDET et al., 1979).

Le messager 22 S code pour une phosphoprotéine de 58 K (GILEAD et al.,
1976 ; SCHRIER et al., 1979). Il semble que le messager 13 S ne code que pour
le polypeptide 19 K. La région codante de la 58 K chevauche celle de la 19 K.
Néanmoins chez ['Ad12 et I'Ad5 (BOS et al., 1981), il n'existe pas de peptides
trypsiques communs entre ces deux protéines qui sont vraisemblablement codées
dans des cadres de lecture différents.

La région E1B code également pour le polypeptide IX que l'on retrouve
associé a la capside au stade tardif. Son ARNm s'exprime précocement, et n'est
pas épissé (ALESTROM et al., 1980). |l recouvre une partie de la séquence
non-codante des messagers 22 S et 13 S (GINGERAS et al., 1982). Le rdle du
polypeptide IX sera détaillé dans le chapitre traitant de la structure de la

capside.
c) Le rdle des protéines de E1 dans la transformation cellulaire

- Le pouvoir oncogéne de l'adénovirus fut mis en évidence
chez le hamster nouveau-né par HUEBNER et al., (1962).
- La transformation cellulaire se déroule en deux phases :
D'une part, ['immortalisation des cellules primaires,
accompagnée de la modification de leur morphologie, est induite par l'expression
de la zone E1A (HOUWELING et al., 1980 ; van den ELSEN et al., 1983a).

. D'autre part, la transformation proprement dite,
caractérisée par |'apparition de colonies cellulaire poussant en multicouches,
nécessite la protéine 15 K de la zone E1B (van den ELSEN et al., 1983b). Le
polypeptide 58 K de cette méme zone est responsable du phénotype des cellules
capable d'induire des tumeurs chez il'animal (BERNARDS et al., 1983).

3- La région E2

Elle s'étend de 75 a 11 UG sur le brin | du génome (sens

droite-gauche «+—) et contient deux unités transcriptionnelles E2A et E2B.
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a) La zone E2A

- situee entre 66,5 et 61,6 UG (BAKER et al., 1979), son
seul produit est un polypeptide de 72 K de masse moléculaire apparente.
Son ARNm est produit a la fois pendant la phase précoce et la phase
tardive mais & partir de deux promoteurs différents.
La 72 K est une protéine multifonctionnelle qui posséde une trés haute
affinité pour [I'ADN monocaténaire. Elle intervient dans différents mécanismes

notamment :
a) Reégulation d'expression

- La 72 K autorégule sa propre production (CARTER
and JENSEN-BLANTON, 1978).

- Elle réprime, probablement au niveau
transcriptionnel, la zone E4 "in vitro" (HANDA et al., 1983) et "in vivo" (NEVINS
and WINKLER, 1980).

- Elle régule la stabilit¢é des ARNm de la zone E1
(BABICH and NEVINS, 1981).

B) Transformation

H5 ts 125, mutant thermosensible dans le géne de la 72
K, posséde une efficacité de transformation de l'ordre de 5 fois supérieure a
celle rencontrée chez le virus sauvage (GINSBERG et al., 1974 ; LOCAN et al.,
1981). La 72 K agit probablement a3 ce niveau par un mécanisme indirect

impliquant sa régulation négative de la zone EI1.
Y) Réle dans l'assemblage

La 72 K posséde un réle au niveau de ['assemblage des
particules (NICOLAS et al., 1983). Ces auteurs ont isolé le double mutant H5 r
(ts 107) 202, affecté sur le gene de la 72 K. Ce mutant a une croissance
indépendante de la température dans les cellules HelLa, par contre son
expression dans les cellules 293 (cellules HEK, transformées par |'adénovirus 5
et contenant son extrémité gauche) est thermosensible. En effet, dans ces
cellules, le taux de syntheése de son ADN a température restrictive (39°5) est 2
a 3 fois inférieur a celui du type sauvage. Bien qu'il accumule alors des
quantités de protéines tardives normales, l|'assemblage n'a pas lieu. Ce double
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mutant refléte également le rdole de la 72 K, par son interaction avec des
fonctions cellulaires, dans le phénoméne de dépendance vis-a-vis de ['héte.

b) La zone E2B

Cette région étendue est sous le contrdle des promoteurs de
E2A.

Les deux protéines codées dans cette zone sont :

- le précurseur de la protéine terminale, pTP, qui a une masse moléculaire
de 87 K et subit lors de la phase tardive un clivage protéolytique (CHALLBERG
and KELLY, 1981) pour former une projcéine de 55 K.

- I'ADN polymérase virale codée entre 24 et 14 UG qui a une masse
moléculaire de 140 K. On la retrouve étroitement associée au précurseur de la
protéine terminale dans les extraits de cellules infectées (LICHY et al., 1982).

Les fonctions de ces deux protéines seront détaillées dans le chapitre
traitant de la réplication. '

4- La region E3

DY

Cette zone s'étend de 75,9 &8 86 UG. Les nombreuses especes
d'ARNm déja décrites (BERK and SHARP, 1978 ; CHOW et al., 1979) peuvent étre
transcrites a partir du promoteur propre de cette zone (EVANS et al., 1977) ou
a partir du promoteur majeur tardif.

Les trois cadres de lecture sont utilisés par le codage de protéines.

Quatre protéines codées par la région E3 ont été mises en évidence , elles
ont des masses de 13 K, 14 K, 15,5 K et 19 K.

Le polypeptide de 19 K est en fait une glycoprotéine que ['on retrouve
associée a la fraction membranaire des cellules infectées (PERSSON et al.,
1979a).

Des mutants de délétion dépourvus de la totalité de la zone E3 ont une
croissance normale dans les cellules en culture. Les produits de la zone E3 ne
sont pas indispensables & ['expression de ['adénovirus dans les cultures
cellulaires.

5- La région E4

Elle se situe a l'extrémité droite du génome entre 99 et 91 UG.
Les trois cadres de lecture ont des régions codantes (HERISSE et al., 1981).
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La traduction "in vitro" d'ARNm sélectionnés (LEWIS et al., 1976) a permis
de mettre en évidence des protéines, dont les masses moléculaires apparentes
sont 24, 21, 19, 17 et 11 K.

Le polypeptide 24 K a une masse moléculaire réelle de 34 K (SARNOW et
al., 1984), on le retrouve associé a la 58 K de E1B. Un mutant de délétion de
cette zone, I'H5 dl 355, viabie, voit sa production virale réduite d'un facteur 50
par rapport a celle du type sauvage. !l réplique son ADN, mais transcrit peu
de messagers tardifs. De plus, il inhibe peu les synthéses cellulaires. Ces
caractéres de croissance sont communs a ceux des mutants de délétion de la 58
K de E1B (SARNOW et al., 1984).

H5 dl 366, possédant une délétion plus grande dans la zone E4, a le méme
phénotype que H5 dl 355. Cependant, il est plus défectif et ne peut croitre que
dans les cellules exprimant la zone E4 (HALBERT et al., 1985).

Le polypeptide de 11 K est associé a la matrice nucléaire. Le mutant H5 dI
341, délété dans la zone codante de ce polypeptide, réplique néanmoins son ADN
de fagon normale et est viable (SARNOW et al., 1982).

C- Réplication )

Le démarrage de la réplication de I'ADN viral ponctue le passage de la
phase précoce a la phase tardive. Pendant la phase tardive, la synthése de
I'ADN cellulaire est réduite de 90 %.

La réplication de I'adénovirus suit un mécanisme de déplacement de
brin (SUSSENBACH et al., 1972), elle peut débuter & chaque extrémité de la
molécule d'ADN (ARRAND and ROBERTS, 1979).

1- Initiation de la réplication

Chaque extrémité de Ila molécule -d'ADN est [iée de facon
covalente & la protéine terminale par un pont phosphodiester entre le résidu
déoxycytidilique 5' terminal et une sérine de la protéine terminale (DESIDERIO
and KELLY, 1981).

Lors de la réplication, le complexe pTP-DNA polymérase reconnait une
séquence hautement conservée entre la 9e et la 22e paire de bases a l'extrémité
du génome. Un dCMP s'apparie a8 un résidu dG proche de la zone 9-22 paires de
bases du brin matrice. L'ADN polymérase virale catalyse alors la réaction de
liaison covalente entre le pTP et le premier nucléotide (dCMP) apparié de la
chaine (STILLMAN et al., 1982). Le complexe pTP-dCMP ainsi formé sert
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d'amorce a la réaction d'élongation. Une protéine cellulaire de 47 K (NAGATA et
al., 1982) stimule l'initiation de la réplication (Cf. Fig. 5).

La maturation du pTP par clivage protéolytique n'est réalisée que pendant
la phase tardive.

2-  L'élongation (Cf. Fig. 6)

La protéine 72 K de la zone E2A, par son affinité pour I'ADN
monocaténaire, permet la fusion de I'ADN bicaténaire (CHALLBERG et al., 1980
; FRIEDFELD et al., 1983). L'étude du mutant thermosensible H5 ts 125 permet
de démontrer que seule la partie C-terminale de la 72 K est nécessaire a la
réaction d'élongation (FRIEDFELD et al., 1983).

Chez l'adénovirus, l'élongation de la chaine d'ADN est peu dépendante de
la concentration en ATP (de JONG et al., 1983). La sensibilité trés importante
de la polymérase virale aux 2'-3' ddNTP est comparable a celle de la
polymérase . Par contre ['aphidicoline n'inhibe la réaction d'élongation de
I'ADN viral qu'a des concentrations de l'ordre de 3 a 400 fois supérieures a

celle requise pour ['inhibition de I'ADN polymérase cellulaire de type .

D- Phase tardive

1-  Unité de transcription tardive

a) Le promoteur majeur tardif (Cf. Fig. 7)

Dés le début de la réplication de I'ADN viral commence la

transcription des génes tardifs qui sont principalement localisés sur le brin r a
droite du promoteur majeur tardif a 16,6 UG (EVANS et al., 1977). Elle permet
la formation d'un ARN précurseur nuciéaire de 28 S. L'ARN précurseur produit
5 familles d'ARNm appelées L1, L2, L3, L4, L5, possédant en commun trois
séquences de téte situées aux positions 16,6 ; 19,6 et 26,6 UG sur le brin r et
constituées de 200 nucléotides (BERGET et al., 1977).

A l'intérieur de chaque famille, les ARNm de taille variable ont une
extrémité 3' commune (CHOW et al., 1977 ; BERGET and SHARP, 1979).

Dix-huit espéces de messagers sont transcrites a partir du promoteur
majeur tardif. Celui de la région L5, codant pour la fibre posséde trois
séquences de téte x, y, z, en plus des séquences communes a tous les ARN
tardifs.
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b) Réle précoce du promoteur majeur tardif (MLP)

Des ARNm de la famille L1 ont été mis en évidence dés le
début du cycle viral (une heure aprés infection) (SHAW and ZIFF, 1980). Ces
messagers permettent la traduction des polypeptides 52-55 K. LEWIS et al.

(1985) montrent que deux polypeptides de 13,5 K et 13,6 K de la région Lo
sont également exprimés au stade précoce.

Par contre I'ARNm du polypeptide Illa de la région L1, qui posséde le
méme site de polyadénylation que les polypeptides 52-55 K, n'est transcrit que
tardivement.

Selon SHAW et ZIFF (1980), le rdle précoce du promoteur majeur tardif
pourrait étre un des facteurs de contrdle de la production des ARNm des
familles L2, L3, L4, LS.

c) Les ARNm ne dépendant pas du MLP
a) L'ARNm du polypeptide X

L'ARNm du polypeptide IX est dans ['unité de
transcription de la zone E1B. Sa synthése est intermédiaire entre celle des
messagers précoces et tardifs. Elle est insensible aux substances qui inhibent la
transcription des messagers tardifs (cycloheximide) (PERSSON et al., 1978).

L'ARNm du polypeptide IX n'est pas épissé, son extrémité 3' est commune
a celle des ARNm de la zone E1B.

B) ARNm du polypeptide IVa,

Le lVa2 est la seule protéine tardive codée par le brin
I (entre 15 et 10 UG). Elle posséde un promoteur propre qui s'étend de 16,1 a
15,7 UG, mais pas de séquence TATAA (TATA Box) (BAKER and ZIFF, 1981).
Ce promoteur est en compétition avec le promoteur majeur tardif (MLP) pour un
site de fixation de I"ARN polymérase 11 (NATARAJAN et al., 1984 ;

NATARAJAN et al., 1985).
d) Les ARN viraux associés {VA-RNAs)

[Is sont transcrits par I'ARN polymérase Ili (WEINMAN et

al., 1974) en grande quantité, lors de la phase tardive.



Tableau 2

: les protéines tardives

Protéines Région Nbre de MM MM Biosynthése Nbre de Localisation
structurales codante monoméres réelle apparente d'un précurseur copies par dans la
et élongation PAGE SDS virion capside
Hexon L3 311 108 120 - 252 Faces + régions
péripentonales
Base du penton L2 3 II1 (b) 63,3 85 - 12 Apex
ou 5 III (a)
Illa L1 1 II1 a 63,2 66 pllia 60 ou 74 (a) Apex
67
Fibre L5 2 1IVDb 61,9 62 - 12 Apex
ou 3 IV (a)
) L2 1 - 48,5 - 180 Protéine du nucléoide
VI L3 dimére ou - 24 pvl 27 450 Association aux
trimére monoméres hexons
VII L2 tétramére - 18,5 pvII20 1070 Protéine du nucléoide
ou hexamére monomére
VIII L4 monomére - 13 pVIII 26 210 (a) Association aux
pVIII 27 hexons
IX E1B trimére (a) - 12 - 247 (a) Association aux
monoméres groupes de 9 hexons
des faces

(a) VAN OOSTRUM et BURNETT,
(b) DEVAUX et al., 1985

1985
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Leur séquence se situe @ 30 UG sur le brin r du génome viral (MATHEWS,
1975), et code pour deux VA-RNAs (VA-RNA1 et VA-RNA2) d'une longueur
approximative de 160 nucléotides. Chaque VA-RNA est constitué de deux
espéces différant par leur extrémités 5'.

Un mutant de délétion sur le géne de VA-RNA2 s'exprime de facon
comparable au virus sauvage, alors que le mutant H2 dl 330 délété sur le géne
de VA-RNA1 & un taux de production 20 fois inférieur (THIMMAPAYA et al.,
1982).

L'espéce VA-RNA1 est nécessaire a la traduction des ARNm viraux tardifs,
elle interviendrait au niveau de l'initiation de la traduction (SCHNEIDER et al.,
1984,

2- Polypeptides tardifs : structures et propriétés

a) Introduction (Cf. Tableau 2)

La majorité des synthéses protéiques au stade tardif
concerne les protéines de structure de la capside. Néanmoins des protéines non
structurales, impliquées dans le mécanisme d'assemblage des capsides, sont
également traduites a ce stade (D'HALLUIN et al., 1978a ; OOSTEROM DRAGON
and GINSBERG, 1981 ; PERSSON et al., 1979b). Enfin, certaines zones
précoces comme la E2A, s'expriment encore au stade tardif (Van der VLIET and
LEVINE, 1973).

Tous les polypeptides viraux tardifs ont un taux de synthése maximal vers
la 20e heure apres infection (HORWITZ et al., 1969 ; WALTER and MAIZEL,
1974). L'expression des protéines de la cellule hoéte est alors compiétement
réprimée. Lors de l'infection virale, les antigénes viraux solubies sont produits
en large excés (HILLEMAN et al., 1955). Seulement 20 & 30 3 des hexons et 1 a
5 % des bases du penton et des fibres traduits seront assemblés dans les
particules (WHITE et al., 1969 ; EVERITT et al., 1971).

La premiére caractérisation des polypeptides de Il'adénovirus fut réalisée
par électrophorese en gel de polyacrylamide (MAIZELet al., 1968a). llIs
déterminérent une dizaine de polypeptides numérotés de 11 a X1l (Cf. Fig. 8).

Dans un premier temps, nous étudierons les caractéristiques de ces
polypeptides avant d'examiner leur rdle dans I'assemblage des particules.

b) L'hexon

Cette protéine majeure de la capside a été purifiée par
chromatographie (LEVINE and GINSBERG, 1967), électrophorése préparative en
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veine liquide (BOULANGER Et__il_.,bl%g), cristallisation (PEREIRA et al., 1968).

Le géne de |'hexon est situé entre 50,3 et 60,2 UG dans la région L3.

Le capsomere hexon, unité répétitive de la capside, est -un trimére de
polypeptide Il identiques (BOULANGER and PUVION, 1973 ; JORNVALL et al.,
1974a) possédant une masse moléculaire apparente de 120 K, une vitesse de
sédimentation de 12,9 S, et un point isoélectrique compris entre 5,4 et 6,1. Son
extrémité N-terminale est une Alanine N-acétylée (JORNVALL et al., 1974b).

La purification quantitative d'hexon de I'adénovirus de type 2 a permis de
déterminer la séquence des 966 AA qui lui confére une masse réelle de 108 K
(JORNVALL et al., 1981).

Deux classes d'hexons de mobilités différentes (PAGE SDS) ont été mises
en évidence (PETTERSSON, 1971 ; BOULANGCER et al., 1978a). Les hexons
lents ont une cinquantaine d'AA clivés a leur extrémité N-terminale, ils ne
peuvent étre assemblés en virions mais sont beaucoup plus antigéniques.

L'hexon posséde des déterminants antigéniques de groupe (X) et de type
(E) spécifiques (NORRBY et al., 1969). L'hexon est couramment représenté
comme un tronc de cbHne creux (PETTERSSON et al., 1967). L'étude en
cristallographie de rayons X a permis "d'affiner" cette image (BERGER et al.,
1978 ; BURNETT et al., 1985a ; BURNETT et al., 1985b). Le capsomere
pourrait étre schématiquement représenté avec un sommet triangulaire interne
reposant sur une base externe hexagonale par l'intermédiaire de trois piliers.
Cette structure posséde une symétrie en accord avec la nature trimérique de
I'hexon. Par ailleurs, la forme hexagonale trés dense de la base externe du
capsomére est conforme a sa fonction biologique.

c) Le penton

Les pentons occupent les douze sommets de I['icosaédre
viral. Le capsomére penton résulte de l'association non covalente entre deux
protéines structurales la base du penton et la fibre.

La dissociation du penton complet en ses constituants se produit sous
l'effet d'agents tels que la formamide (NEURATH et al., 1968), la pyridine
(PETTERSSON and HOGLUND, 1969), le déoxycholate de sodium (DOC)
(BOUDIN et al., 1979).

La vitesse de sédimentation du penton complet est de 11 S (PETTERSSON
and HOGLUND, 1969). Sa masse totale a longtemps été estimée entre 360 et 660
K. L'utilisation des techniques de diffusion de neutrons permit de déterminer
une masse totale de 365 K (DEVAUX et al., 1982).
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Une autre approche, par la détermination du taux de marquage des pro-
téines virales a l'aide d'un AA particulier par rapport a sa représentation dans
la séquence, donne une valeur de 502 K pour le penton complet (van OOSTRUM
and BURNETT, 1985).

a) La base du penton

Elle est codée par la famille de génes L2. Le
polypeptide Ill monomére de la base a une masse apparente de 85 K (ANDERSON
et al., 1973 ; EVERITT et al., 1973j. La base du penton a une vitesse de
sédimentation de 9,5 S. Elle a longtemps été considérée comme un pentamére. En
1982, DEVAUX et al. déterminérent une masse totale de 246 K laissant prévoir
une nature trimérique. Néanmoins, une nouvelle approche biochimique remet en
valeur ['hypothése d'une base pentamérique (van OOSTRUM and BURNETT,
1985).

L'extrémité N-terminale du polypeptide I|ll est bloquée par N-acétylation
(BOUDIN et al., 1979). La base est impliquée dans les effets cytotoxiques que
I'on observe dans les cellules infectées a haute multiplicité 8 heures aprés
I'infection (VALENTINE and PEREIRA, 1965). Le phénoméne de cytotoxicité
aboutit a la granulation du cytoplasme, a I'arrondissement des cellules et
finalement a leur détachement du support (PEREIRA, 1958 ; ROWE et al.,
1958). L'addition de sérum anti-penton au milieu de culture supprime I|'effet
cytotoxique (PETTERSSON and HOGLUND, 1969).

Une activité endonucléase est étroitement associée aux pentons
(BURLINGHAM et al., 1971). La dissociation de cette activité de la base n'est
possible qu'a haute concentration en sels (MARUSYK et al., 1975).

La base posséde des déterminants antigéniques de groupe et de type
(NORRBY, 1969).

B La fibre

Il s'agit de la seule protéine codée par la famille de
genes L5 a l'extrémité droite du génome.

Le polypeptide 1V, monomére de la fibre, a une masse moléculaire
apparente de 62 K (MAIZEL et al., 1968b ; DORSETT and GINSBERG, 1975). Il
est glycosylé par deux résidus N-acétylglycosylamine associés a sa chaine
polypeptidique. Son coefficient de sédimentation est 6 S. Sa longueur est l'un
des caracteres intervenant dans la classification des différents sérotypes
d'adénovirus.
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Des études structurales récentes suggérent que la fibre ne serait pas un
trimére comme il était acquis, mais un dimére dont la masse serait comprise
entre 156 et 207 K (DEVAUX et al., 1982 ; DEVAUX et al., 1984 ; GREEN et
al., 1983). De méme que pour la base, cette interprétation est & nouveau con-
troversée par d'autres travaux favorables a une structure trimérique (van
OOSTRUM and BURNETT, 1985). Pour un modéle de fibre trimérique, DORSETT
et GINSBERG (1975) proposent une structure composée de deux chaines iden-
tiques et une 3e différente. Un seul géne codant pour la fibre étant identifié,
la variation de la 3e chalne aurait été le résultat de modification
post-traductionnelle.

L'hypothése d'une fibre dimérique s'associant &8 une base du penton
trimérique (DEVAUX et al., 1982}, elle-méme située aux sommets (de symétrie
5) de l'icosaédre pose de nombreux problémes de conformation.

La fibre posséde un roéle dans I'attachement de la particule virale au
récepteur cellulaire. La fixation du virus sur la membrane cellulaire est inhibée
par l'addition d'anticorps antifibre (PHILIPSON et al., 1968).

d) Le polypeptide llla

La région L1 code pour ce polypeptide de masse moléculaire
apparente 66 K, et dont la vitesse de sédimentation est 6 S. Lors de son
association a la particule virale, le llla reste monomérique. Il est phosphorylé
par l'activité protéine-kinase associée au virus (BLAIR and RUSSEL, 1978). Le
llla est traduit sous la forme d'un précurseur N-acétylé, le plila, de masse
moléculaire 67 K (LEMAY et al., 1980 ; BOUDIN et al., 1980). Le clivage pro-
téolytique de ce dernier permet la formation du Illa. Cette protéine de
stabilisation est étroitement associée aux apex de la capside ou elle renforce les
liaisons entre pentons et hexons péripentonaux (DEVAUX et al., 1982 ; van
OOSTRUM and BURNETT, 1985). Un réle de partage entre les hexons péripen-
tonaux et les polypeptides VIl du nucléoide lui a également été conféré
(EVERITT et al., 1975).

e) Le polypeptide VI

Le géne codant pour le polypeptide VI est adjacent a celui
de 'hexon dans la région L3 ; les deux protéines sont lues dans le méme cadre
de lecture.

Le VI est un monomére de masse moléculaire apparente 24 K (MAIZEL et
al., 1968), synthétisé sous la forme d'un précurseur de 27 K, le pVi



-23-

(EDVARDSON et al., 1976). Des diméres et des triméres de 50 K et 72 K ont
été observés (LEMAY and BOULANGER, 1980). Les diméres ont une interaction
trés forte avec le polypeptide V (CHATTERJEE et al., 1985). 249 acides aminés
forment la chaine polypeptidique du pVI (AKUSJARVI and PERSSON, 1981). Le.
clivage protéolytique, lors de la maturation du virus, O6te 33 AA de la partie
N-terminale de la chalne. L'extrémité C-terminale du VI posséde une vingtaine
d'acides aminés hydrophobes consécutifs suivis d'une séquence de quatre AA
basiques, cette configuration, voisine de celle des protéines transmembranaires,
pourrait signifier un réle inconnu du pVI (AKUSJARVI and PERSSON, 1981).
Jusqu'a présent, le VI est classé comme protéine stabilisatrice de la
capside, de par son association étroite avec les hexons (EVERITT et al., 1975).

f) Le polypeptide VIlII

Sa zone codante appartient a la région L4. Un polypeptide
précurseur pVIll de masse moléculaire apparente 27 K est traduit (OBERG et
al., 1975).

Le pVIiIl est composé de 227 AA et a une masse moléculaire réelle de 24,7
K (HERISSE et al., 1980).

Le polypeptide mature VIII de masse apparente 13 K (MAIZEL et al.,
1968) résulte du clivage protéolytique du pVIIlI. Le VIII est associé aux hexons
des zones apicales et posséde un réle de stabilisation de la capside.

g) Le polypeptide IX

Le polypeptide IX a une masse moléculaire réelle de 14,3 K
; 139 AA forment sa chaine polypeptidique (ALESTROM et al., 1980). On ne lui
connait pas de précurseur. |l s'agit d'un des seuls polypeptides tardifs qui ne
dépende pas du promoteur majeur tardif.
Son association aux groupes de 9 hexons lui confére un rble structural
important. De plus, le fait que son ARNm soit exprimé au stade précoce
(PERSSON et al., 1979b) suggeére qu'il n'a pas uniquement un rdle structural.

h) Les protéines du nucléoide

Trois protéines, le V, le VIl et le u conférent a I'ADN viral
une structure "chromatine like" (MAIZEL et al., 1968b ; VAYDA et al., 1983).
Les génes codant pour le V et le VIl appartiennent a la famille L2. La
localisation de la région codante de u n'est pas connue.
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a) Le polypeptide Vi

La traduction de son ARNm produit le polypeptide
précurseur pVIl de masse moléculaire 20 K (EVERITT et al., 1973 ; ANDERSON
et al., 1973). Le polypeptide VIl de masse apparente 18,5 K provient du clivage
protéolytique du pVIl. La protéine VIl est un monomére, sa composition en
acides aminés réveéle une proportion importante de résidus basiques. En effet 23
% des AA sont des arginines. Cette structure la rapproche des histones
cellulaires.

A peu prés 1100 copies du polypeptide VIl sont présentes dans chaque
particule. Ceci confére un rapport de masse, entre I'ADN viral et le VII,
proche de 1 (CORDEN et al., 1976 ; SUNG et al., 1977). La moitié des
groupements phosphates acides de I'ADN viral peuvent étre neutralisés par les
résidus basiques des arginines des polypeptides VII (PRAGE and PETTERSSON,
1971 ; SUNG et al., 1983).

L'association de [I'ADN viral et des polypeptides VIl est une structure
stable et compacte, résistante aux sels et aux détergents teis que le DOC
(Deoxycholate de sodium) a 5 %.

En 1983, VAYDA et al. suggéraient que le VII, seul, serait nécessaire au
maintien de la structure "nucléosome like".

B) Le polypeptide V

Le polypeptide V est un monomére de masse apparente
48,5 K (MAIZEL et al., 1968b), dont il existe 180 copies par virion. Son
association a I'ADN viral est beaucoup plus labile que celle du polypeptide VII
(VAYDA et al., 1983). Paralléelement, sa composition en AA basiques est
beaucoup plus faible.
Le V établirait une liaison entre la base du penton et I'ADN viral
(EVERITT et al., 1973).

Y) Le polypeptide pu

Il a une masse trés faible, de 4 a 5 K. Sa séquence
d'AA est trés caractéristique, avec 69 % d'AA basiques dont 54 % sont des
arginines (HOSAKAWA and SUNG, 1976). 125 copies de ce polypeptide sont
associées a I'ADN au sein du nucléoide. Elles peuvent étre dissociées de ce
dernier, avec le polypeptide V, par traitement au NaCl 0,5 M (VAYDA et al.,
1983).



8) Structure générale du nucléoide

La structure du nucléoide viral est fréquemment
comparée 2 celle des nucléosomes cellulaires.

Dans la particule virale infectieuse de I'adénovirus, il n'existe pas
d'histones cellulaires, contrairement aux papovavirus.

Les histones cellulaires ont un réle de protection de I'ADN vis-a-vis des
nucléases. Ce méme rdle n'est pas clairement établi pour les protéines du
nucléoide. En effet, en 1976, CORDEN et al. observérent I'apparition de bandes
d'ADN de 200 a 1800 paires de bases, lors d'une digestion ménagée des nu-
cléoides viraux par la nucléase micrococcale.

Néanmoins ces résultats ne purent étre reproduits, les profils relativement
hétérogénes avec des fragments de tailles toujours inférieures ayant été obtenus
par la suite (VAYDA et al., 1983). Dans les mémes conditions, MIRZA and
WEBER (1982) obtinrent des fragments d'environ 150 paires de bases, chacun de
ces fragments associé a 6 polypeptides VI! serait espacé d'une séquence de
taille variable liée @ une molécule de V.

En fait des fragments discrets d'ADN viral ont été mis en évidence par
DANIELL et al., (1981), a partir d'extraits de noyaux de cellules infectées, 3
heures post infection. La sensibilité de I'ADN viral & la nucléase micrococcale
n'est pas la méme pour un ADN extrait d'un virion que pour cet ADN extrait
des noyaux de cellules infectées. L'ADN viral a une structure nucléosomique
vraie (associée a des histones cellulaires) dans le noyau avant l'assemblage du
virus (SERGEANT et al., 1979 ; TATE and PHILIPSON, 1979 ; DANIELL et al.,
1981).

La structure du nucléoide viral est composée de I'association du
polypeptide VIl et de I'ADN en un complexe, entouré d'une enveloppe de
polypeptide V. Le polypeptide p assurant la liaison entre ces deux sous
structures (CHATTERJEE et al., 1985).

i) Les polypeptides X-XII

Ce sont de petits polypeptides mis en évidence par MAIZEL
(1968a). Leur masse moléculaire apparente est comprise entre 5 et 7 K. Ni la
localisation de leur séquence codante, ni leur rdle ne sont connus.
Probablement, ils résultent du clivage des précurseurs tardifs. Le polypeptide pu
pourrait étre un de ces polypeptides (HOSAKAWA and SUNG, 1976).
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3- Polypeptides tardifs non structuraux

a) Le polypeptide IVa2 - 50 K

Maizel décrivit, en 1971, un polypeptide mineur de
I'adénovirus de masse moléculaire apparente 50-55 K : le lVaz. Le géne du lVa2
est localisé entre 18,1 et 11,3 UG (fragment de restriction S_mg IF) (PERSSON
et al., 1979b) et est transcrit par le brin gauche du génome (PETTERSSON et
al., 1976), | |

En 1978, LEWIS et al., traduisirent "in vitro" le polypeptide lVaZ, a partir
d'ARNm tardifs sélectionnés par hybridation au fragment de restriction Hind Il
C (7,5 - 17 UG).

Le lVa2
disparait lors de la maturation du virus. Des expériences de marquage montrent
qu'il n'est pas recyclé (PERSSON et al., 1979b).

Le IVa, posséde un réle dans l'échafaudage de la particule (D'HALLUIN et

2
al., 1978a).

est présent dans les particules virales non infectieuses, mais

b) La 100 K et fa 33 K (Cf. Fig. 9)

Ces deux protéines font partie de l'unité de transcription
L4.

a) La protéine 100 K

La 100 K est une phosphoprotéine tardive non
structurale synthétisée en grande quantité (RUSSELL and SKEHEL, 1972). Elle
est purifiée par chromatographie d'échange d'ions et d'affinité
(OOSTERON-DRAGON and GINSBERG, 1980).

Comme le IVaz, elle n'est pas associée aux particules infectieuses.

La 100 K est une protéine plurifonctionnelle qui intervient dans Ila
trimérisation de I‘hexon (GCAMBKE and DEPPERT, 1981a,b ; GAMBKE and
DEPPERT, 1983 ; CEPKO and SHARP, 1982 ; OOSTEROM-DRAGON and
GINSBERG,' 1980), ainsi que dans le transfert de celui-ci du cytoplasme vers le
noyau (GAMBKE and DEPPERT, 1983). Ces fonctions seront détaillées dans le
chapitre traitant de |'assemblage.
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B) 33-39K

La protéine 33 K posséde 227 AA ; sa masse réelle,
calculée a partir de la séquence nucléotidique est de 24,8 K ; le contenu élevé
de Glu et Asp peut expliquer la variation importante entre sa masse réeile et sa
masse apparente.

Une étude approfondie des peptides trypsiques de la 33 K et un
séquencage partiel de certains de ces peptides ont permis de montrer que la 33
K est lue dans 2 cadres de lecture différents (OOSTEROM-DRAGON and
ANDERSON, 1983). La partie N-terminale de la 33 K chevauche la partie C-termi-
nale de la 100 K sur 281 nucléotides. Cependant, la 100 K est codée dans le
premier cadre de lecture (MILLER et al., 1980), alors que dans cette zone la 33
K est lue dans le deuxiéme cadre ouvert (contrairement aux résultats prélimi-.
naires d'AXELROD, en 1978, la 33 K et la 100 K n'ont aucun peptide commun).

Immédiatement aprés cette zone codante chevauchante, I'ARNm de fa 33 K
est épissé. Les deux cents nucléotides 6tés décalent la zone codante de la partie
C-terminale de la 33 K dans le 3e cadre de lecture ouvert comme le montre
l'analyse des peptides trypsiques et le séquencage en AA partiel réalisés par
OOSTEROM-DRAGCON et ANDERSON en 1983,

La 33 K est la seule protéine tardive connue de l|'adénovirus dont I'"ARNm
soit épissé dans sa région codante. Jusqu'alors seuls des produits de E1A
possédant cette caractéristique avaient été identifiés (SMART et al., 1981).

La 33 K est absente des virions matures. Elle pourrait intervenir dans
I'échafaudage des particules.

Aucun mutant de cette protéine n'a été isolé et ceux de la 100 K ne

semblent pas affecter cette protéine.
c) La protéase virale : 23 K

La protéase virale fut mise en évidence grace a I'étude d'un
mutant thermosensible H2 ts 1 (WEBER, 1976) qui accumule des particules non
infectieuses. Ces particules contiennent les précurseurs non clivés des
polypeptides Illa, VI, VII et VIIlI. Le géne muté de H2 ts 1 fut localisé dans la
région L3 par des expériences de recombinaison intersérotypique (HASSEL and
WEBER, 1978). '
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La séquence nucléotidique de cette région révéle un cadre de lecture
ouvert entre 60 et 61,7 UG, pouvant coder pour un polypeptide de 23 K
(AKUSJARVI et al., 1981 ; KRUIJER et al., 1980).

L'ARNm et son produit de traduction sont formés en tres petites quantités
(AKUSJARVI et al., 1981), ceci explique que la protéase n'a pas encore été
visualisée en électrophorése. Néanmoins de nombreuses expériences montrent son
activité enzymatique liée aux noyaux des cellules infectées et aux particu‘les
infectieuses. Dans les particules intermédiaires, aucune activité n'est décelable.

La protéase reconnait le signal Gly-Ala. Elle posséde un réle fondamental
dans la maturation de la particule.

d) Les autres protéines non structurales

Trois autres protéines non structurales sont connues : deux
d'entre elles de 13,6 K et 13,5 K appartiennent a la région Lo et jouxtent le
MLP. La troisiéme est une 52-55 K codée par la région L1. Leurs ARNm ont la
caractéristique commune d'étre transcrits a des temps aussi bien précoces et
intermédiaires que tardifs (NEVINS and WILSON, 1981).

Aucune de ces protéines n'est associée aux particules virales.
Récemment, LEWIS et al. (1985) ont montré que la 13,6 K était localisée a
la périphérie du noyau.

E- Mécanismes communs aux assemblages viraux

1- Les capsides virales : leur structure

CRICK et WATSON émirent en 1957 I'hypothése selon laquelle les
capsides virales étaient formées de sous-unités protéiques répétées. Ceci
permettait une utilisation maximale de Il'information génomique.

CASPAR et KLUG (1962) proposérent en accord avec cette hypothése un
modéle géométrique icosaédrique (possédant 20 faces et 12 sommets), formé de
sous-unités répétitives : les capsoméres, comme base de la structure de
nombreux virus.

L'icosaédre, le plus simple, est formé de 60 sous-unités. La généralisation
du systéme permet d'obtenir des icosaédres du type 20 T, ou T est appelé
nombre de triangulation. Selon cette théorie, |'autoassemblage des sous-unités
synthétisées aboutit obligatoirement & une capside de symétrie icosaédrique de
taille définie.
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2- Mode d'assemblage viral : bactériophage

La connaissance  approfondie de la morphogénese  du
bactériophage P22, sa simplicité et surtout ses nombreux traits communs avec
l'adénovirus, en font un modeéle de base, permettant d'apréhender le mécanisme
complexe d'assemblage des adénovirus.

a) Généralités

Le bactériophage tempéré P22 infecte Salmonella
typhimurium. |l posséde une téte isométrique d'un diamétre de 600 K, et une

petite queue ; son ADN, double brin circulaire, a une masse approximative de
6
27.10

extrémité.

(RHOADES et al., 1968), et porte une séquence répétée a chaque

Le génome de P22 se décompose en douze génes (Cf. Fig. 10) (BOTSTEIN
et al., 1973 ; POTEETE and KING, 1977), dont onze sont contiglis. Le douziéme
géne code pour la protéine de la queue.

La nomenclature des douze protéines phagiques structurales et non
structurales va de gpl a gp26 (gpx signifie produit du géne x). Toutes ces
protéines ont été identifiées par électrophorése en gel d'acrylamide SDS
(BOLTSTEIN et al., 1973 ; POTEETE and KING, 1977).

Neuf d'entre elles appartiennent & la capside des bactériophages matures ;
les trois derniéres participent uniquement a l'élaboration de cette structure. Les
deux protéines majeures de P22 sont gp5 et gp8.

Gp5 est un polypeptide de 55 K qui constitue I'unité de base (capsomeére)
de la capside phagique.

Gp8, polypeptide de masse moléculaire 42 K, est absente de la particule
infectieuse.

Gp1, gp2, gp3 participent a I'empaquetage de I'ADN.

Les polypeptides gp7, gp16 et gp20, permettent l'injection de I'ADN dans
la bactérie.

Enfin, gpt, gpl, gpl0 et gp26 stabilisent la capside phagique avant
I'intégration des protéines gp9 de la queue.
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Figure 10 : Mécanisme d'assemblage des particules du phage P22 et carte du
génome viral d'aprés KING (1980).
La figure montre l'ordre d'interaction des protéines phagiques.
Le mécanisme peut é&tre divisé en trois étapes : assemblage d'une
précapside, empaquetage de |'ADN dans cette précapside, stabi-
lisation de la nouvelle capside formée (la structure entre
crochets est instable).

Le génome de P22 est représenté dans la partie inférieure.



b) Les régles de l'assemblage

Selon J. KING (1980), les régles de l'assemblage sont les
suivantes :

- la régulation de la polymérisation des sous-unités protéiques n'est
possible que si les protéines sont biosynthétisées dans un état ne permettant
pas une polymérisation spontanée. En effet, de nombreuses protéines de bacté-
riophages sont traduites sous une forme inactive, ne permettant pas d'interac-
tion spontanée.

- L'activation des sous-unités formées est réalisée par une liaison au site
actif d'une multiprotéine intermédiaire et éphémére. Cette liaison permet un
changement conformationnel de la sous-unité fixée, qui autorise I'attachement
d'une nouvelle sous-unité. On parle d'assemblage autorégulé.

- La protéine intermédiaire régule a la fois le taux de polymérisation et le
positionnement des protéines de structure. Ces protéines qui existent chez les
bactériophages ont été appelées protéines d'échafaudage. Chez le phage P22,
gp8 est la protéine d'échafaudage.

c) Formation de la précapside virale (Cf. Fig. 11)

Lors de son assemblage, . P22 forme une prététe qui
sédimente a 240 S. Elle est constituée de 420 molécules de gp5 et 200 de gp8,
ainsi que de quatre autres espéces mineures gpl, gp7, gpl6 et gp20 (KING and
CASJENS, 1974).

La prététe se présente sous l'aspect de deux couches protéiques
concentriques. Le rapport de 2 existant entre le nombre de sous-unités gp5 et
gp8, lui confére une structure particuliére.

L'addition de SDS aux précapsides relargue les protéines d'échafaudage
gp8 (KING and CASJENS, 1974). Néanmoins, |'étude en microscopie électronique a
permis de constater que la couche protéique externe est intacte aprés action du
détergent. Les produits gp8, localisés a l'intérieur de la prététe, doivent migrer
a travers les interstices de la couche des protéines gp5, lors de leur départ de
la prététe, au moment de l'insertion de I'ADN (GRIFFIN-SHEA, 1977). Des
mutants altérés dans le géne 8 produisent un taux normal de gp5, cependant
aucune prététe fonctionnelle n'est formée. Seules quelques structures aberrantes
sont observables (BOTSTEIN et al., 1973 ; EARNSHAW and KING, 1978).
L'incubation d'un systéme, constitué des protéines gp8 et gp5 purifiées sous
forme soluble et d'un extrait de bactéries infectées par un mutant défectif dans
la formation de la prététe, permet I'obtention de prététes biologiquement
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L'assemblage des précapsides et leur organisation d'aprés
FULLER et KING (1982).

A : bien que le produit du géne 1 ne soit pas nécessaire a la
polymérisation "in vitro", il est probable qu'il interagisse avec
d'autres protéines mineures "in vivo" pour former les structures
apicales.
B : représentation tridimensionnelle des protéines d'échafaudage
et de structure.



actives. Gp8 n'est retrouvée, qu'en quantités limitées dans la cellule infectée.
KING and CASJENS (1974) ont montré que gp8 est recyclée. En effet, aprés
leur relargage de la précapside, les produits du geéne 8 sont capables de réi-
térer la synthése d'une nouvelle capside. Ce mécanisme de recyclage semble
pouvoir se réaliser 5 a 7 fois.

GCp8 est impliquée a la fois dans l'initiation de la polymérisation et dans
'évolution de la formation de la capside.

Bien qu'elles soient associées a la prététe, les protéines mineures gpt,
gp7, gpl6 et gp20 n'interviennent pas dans son élaboration. En effet des
mutants sur les génes 7, 16 et 20 élaborent des prététes, mais ne peuvent
injecter leur ADN dans la cellule héte. Une mutation sur le gene 1 interdit
['empaquetage de I'ADN dans la précapside (BOTSTEIN et al., 1973).

d) Empaquetage de I'ADN

L'empaquetage de I'ADN du phage dans la prététe et le
départ des protéines d'échafaudage nécessitent les produits des génes 1, 2 et 3
(BOTSTEIN et al., 1973).

Gp2 et gp3 reconnaissent un site d'empaquetage sur |'ADN phagique ; la
précapside se lie a ce site par l'intermédiaire de gp5 situé a son apex
(EARNSHAW and CASJENS, 1980) ; dés lors la condensation de I'ADN dans la
téte commence. L'ADN condensé 250 fois par rapport a sa conformation en
solution (EARNSHAW and HARRISSON, 1977) est séparé de I'ADN concatémérique
par les produits des génes 2 et 3 (CASJENS and HUANG, 1982) lorsqu'il emplit la
téte.

L'empaquetage de I'ADN provoque une augmentation du rayon de la capside
de l'ordre de 10 %. L'entrée de I'ADN dans la prététe est couplée au départ des
protéines gp5. La capside résultante n'acquiert sa stabilité qu'avec l|'entrée des
protéines gp4, gpl0 et gp26 (STRAUSS and KING, 1984). L'absence de l'un de
ces produits provoque la perte de I'ADN encapsidé (BOTSTEIN et al., 1973) a
la fois "in vivo" et "in vitro",

Des phages viables ont été obtenus lors de l'incubation de procapsides
biologiquement activées avec un extrait de cellules infectées par un mutant sur
le géne 5 exprimant son ADN et les produits mineurs gpl, gp7, gp20, mais non
gp5 (POTEETE et al., 1979).
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e) Assemblage de la queue du phage P22

Le géne 9 de P22 code pour un polypeptide de masse molécu-~
laire 72 K (GOLDENBERG et al., 1982). Une structure trimérique de gp9,
appelée protrimére, est mise en évidence lors de I'assemblage "in vivo"
(GOLDENBERG et al., 1982). Ce protrimére est sensible &8 la trypsine a
température ambiante. Le passage a 30° C du protrimére développe sa résistance
au clivage trypsique. Cette nouvelle conformation est appelée trimére. Parallé-
lement, sa mobilité électrophorétique augmente (COLDENBERG et al., 1982). Six
triméres de gp9 s'associent de facon irréversible, bien que non covalente, sur
la téte du phage et y forment une base nécessaire 3 l'attachement a la bactérie
héte.

La queue du phage posséde une activité endoramnosidase qui digére
I'antigéne 0 de Salmonella typhimurium lors du processus d'adsorption (WRIGCHT
et al., 1980).

3- Assemblage de l'adénovirus

a) Introduction

Lors de la phase tardive du cycle infectieux, les synthéses
protéiques de la cellule héte sont complétement inhibées. Les polypeptides
viraux synthétisés sont rapidement détachés des polyribosomes et transportés
dans des intervalles de temps courts allant de 3 8 6 mn, dans le noyau de la
cellule héte ou a lieu I'assemblage (VELICER and GINSBERG, 1970).

b} Assemblage des capsomeéres
a) L'hexon

Cette protéine virale majeure représente 10 % des
protéines totales de la cellule a la fin du cycle lytique. L'assemblage d'hexons
en triméres est trés rapide (HORWITZ et al., 1969) et probablement
concommittant au transport du cytoplasme au noyau. Il fut rapidement mis en
évidence qu'un produit supplémentaire était nécessaire a la trimérisation de
i'Thexon. En effet, un systéme de traduction hétérologue d'ARNm d'hexon "in
vitro" produit une espéce reconnue uniquement par des anticorps formés contre
la sous-unité polypeptidique de I'hexon (STINSKI et al., 1974 ; GBERG et al.,
1975). Par contre, un systéme de traduction "in vitro" de polysomes de cellules
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infectées permet la formation d'hexons triméres (PERSSON et al., 1977). Un
autre produit viral semblait impliqué dans l'assemblage des hexons.

Les deux mutants thermosensibles H5 ts 17 et H5 ts 20 n'appartiennent pas
au méme groupe de complémentation que celui de I['hexon, bien qu'ils ne
puissent synthétiser de triméres a température non permissive. Le passage des
cultures cellulaires infectées par ces mutants, a température permissive pendant
15 minutes, permet l'assemblage des hexons (LEIBOWITZ and HORWITZ, 1975).
Le géne affecté dans ces deux mutants est celui codant pour la protéine tardive
non structurale 100 K (FROST and WILLIAMS, 1978).

La préincubation, dans un systéme de traduction "in vitro", d'extraits
cytoplasmiques de cellules infectées avec des anticorps dirigés contre le
polypeptide 100 K, inhibe la formation des triméres (OOSTEROM-DRAGON and
GINSBERG, 1981).

L'utilisation de marquages brefs de cellules infectées suivi de I'incubation
en présence d'anticorps monoclonaux anti 100 K et anti-—hexon’permettent de
dénaturer la liaison rapide du polypeptide Il nouvellement synthétisé sur le
polyribosome, au polypeptide 100 K (CEPKO and SHARP, 1982). L'accumulation
d'hexons triméres est paralléle &8 la baisse du taux de polypeptide 100 K. Les
complexes formés entre la 100 K et la protéine majeure de capside ont une masse
moléculaire de 800.000. La 100 K intervient dans cette réaction sous forme
oligomérique (CEPKO and SHARP, 1982).

L'étude de plusieurs mutants thermosensibles dans le géne de la 100 K
confirme son role important dans |'assemblage de triméres d'hexons (CEPKO and
SHARP, 1983).

Au cours du cycle infectieux la localisation de la 100 K, par I'utilisation
d'anticorps spécifiques, varie du cytoplasme au début de la phase tardive au
noyau ou elle s'accumule (GAMBKE and DEPPERT, 1983). La liaison entre les
polypeptides hexon et 100 K pourrait faire intervenir une sérine active. En
effet, le DFP (diisopropyl fluorophosphate) s'attache a ces groupements sérines
active ; or le DFP interagit avec les chaines d'hexon naissantes, mais cette
interaction disparafit lors de la trimérisation (DEVAUX and BOULANGER, 1980).

L'assemblage des capsoméres majeurs de l'adénovirus est comparable a celui
des protéines du manteau gp5 du phage P22, Dans les deux cas,
l'autoassemblage des sous-unités est impossible. Le mécanisme de trimérisation
chez I'adénovirus, de polymérisation chez P22, nécessite la présence d'une
protéine dite d'échafaudage (100 K ou gp8), dont la liaison a la chaine
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capsomérique naissante provoque des changements conformationnels autorisant la
liaison de nouvelles sous-unités.
100 K et gp8 sont absentes des particules infectieuses.

B) Le penton

La fibre est formée en large excés lors du cycle
lytique ; la base du penton synthétisée en faible quantité est le facteur limitant
de la formation des pentons complets (BOUDIN and BOULANGER, 1982).

L'accumulation des pentons complets dans le noyau est effectuée quelques
minutes aprés la traduction de ses constituants (VELICER and GINSBERG,
1970).

BOUDIN et BOULANGER (1982) réalisérent I'assemblage "“in vitro" des
pentons complets dans un systéme comprenant la fibre purifiée et un extrait de
cellules infectées par un mutant thermosensible, fibre défectif, H2 ts 125.
L'association observée entre la base accumulée dans les cellules et la fibre
purifiée du virus sauvage est un phénoméne réversible se produisant dans une
gamme de pH comprise entre 5,5 et 9. Cet assemblage n'est pas de type
spécifique puisque des chiméres de pentons entre les sérotypes 2 et 5 ont pu
étre obtenues (BOUDIN and BOULANGCER, 1982).

c) Les groupes de 9 hexons

La séparation des - composants viraux obtenues aprés
traitement du virus au DOC (déoxycholate de Na) (BOULANGER et al., 1978b)
sur gradient de glycérol met en évidence des groupes de 9 hexons constitués
des hexons des faces, associés aux polypeptides IX. Une particule virale est
composée de 20 groupes de 9 hexons, soit 180 hexons appartenant aux faces, et
douze groupes de 5 hexons associés au 12 sommets de l['icosaédre, soit 60
hexons péripentonaux. Si l'on considére le modéle d'hexons trimériques de
BURNETT et al., (1985a,b), la disposition interne des hexons en triangles
équivalents permet de créer deux types d'espaces entre les hexons voisins.
Donc, quatre grands espaces et trois petits existent dans chaque groupe de 9
hexons. Van OOSTRUM et BURNETT (1985) proposent |'association de trois
polypeptides 1X dans chaque grand espace des faces (Cf. Fig. 12)}. Ces
triméres de IX permettent d'assurer la solidité des faces, par ailleurs I'addition
d'hexons péripentonaux ne crée que de nouveaux petits espaces. Ceci explique
I'absence de polypeptides IX dans les structures apicales isolées.
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Figure 12 Modéle de distribution des protéines 1X en triméres a l'intérieur
des groupes de 9 hexons d'aprés van OOSTRUM et BURNETT
(1985).
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Par marquage, Van OOSTRUM et BURNETT (1985) montrent que 12 (et non
15) polypeptides X sont associés a chaque face. Ce chiffre conforte leur
hypothése de quatre triméres de IX présents par face.

Les groupes de 9 hexons représentent une étape de la morphogénése de la

capside.
d) Essais d'assemblage de capsides vides "in vitro"

Des groupes de 9 hexons purifiés s'aggrégent a bas pH et a

4° C et forment des structures multimériques (PEREIRA and WRIGLEY, 1974).

Par cette méthode, des associations par paires, rangs de cing et des
capsides a 20 faces dépourvues d'apex purent étre observées en microscopie
électronique (PEREIRA and WRIGLEY, 1974).

Néanmoins, la complexité de I|'adénovirus n'a jamais permis de réaliser des
systémes simples d'assemblage "in vitro" comme chez les phages.

Quelques étapes de la morphogénése ont cependant pu é&tre mises en
évidence par des expériences de marquage et l'utilisation de mutants

thermosensibles.
e) Les capsides vides

L'analyse en gradient isopycnique de CsCl de la progéniture
virale d'une culture cellulaire, 16 heures aprés infection, révéle plusieurs
bandes virales s'équilibrant a des densités différentes. Les modifications et les
réarrangements intervenant dans les capsides reflétent la cinétique
d'incorporation des différentes protéines virales. Des expériences de marquages
suivis de chasses ont montré que certaines particules vides étaient les
précurseurs des virions infectieux.

Les intermédiaires d'assemblage étant souvent trés instables il était
important de ne pas léser leur structure, afin que leur analyse polypeptidique
soit le reflet exact de la situation dans le noyau de la cellule.

L'inconvénient de l'ultracentrifugation est que certaines de ces particules
sont soumises a de haute force ionique, des méthodes d'extraction douces furent
donc mises au point.

- EDVARSSON et al. (1976) purifient les particules par passage sur
gradient de Ficoll avec ou sans fixation préalable et irréversible au
glutaraldéhyde des extraits nucléaires des cellules infectées, traités au

ultrasons.
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- D'HALLUIN et al. (1978b) lysent les noyaux des cellules au sulfate
d'ammonium (WALLACE and KATE, 1972), puis réalisent un gradient de saccharose,
Les particules prépurifiées obtenues sont alors consolidées par un agent
pontant clivable, le DMTB (dithiobisbutyrimidate) et repurifiées sur gradient
isopycnique de CsCl.

L'analyse par électrophorése en gel de polyacrylamide SDS (PAGE-SDS) des
polypeptides des capsides vides, apparaissant les premiéres lors du cycle
infectieux, permet différentes observations (ISHIBASHI and MAIZEL, 1974 ;
EDVARDSON et al., 1976 ; D'HALLUIN et al., 1978a) :

. les polypeptides formant le squelette de la capside sont présents (Il, III,

v, I1X) ;

. les trois protéines impliquées dans la stabilisation de la particule existent

sous forme de précurseurs pllila, pVI et pVIIl ;

. les polypeptides V et VIl associés a I'ADN viral sont absents ;

. des polypeptides n'existant pas dans le virus infectieux, 100 K, IVaz—SO

K, 33-39 K, sont associés aux particules ;

fréquemment, les capsides vides contiennent un fragment d'ADN
bicaténaire (D'HALLUIN et al., 1978a,b). Il pourrait étre le résultat d'une
incorporation peu spécifique du fait du processus d'extraction. Néanmoins,
des expériences d'hybridation montrent que la partie gauche du génome

est surreprésentée (CHEE-SEUNG and GINSBERG, 1982),

Des mutants thermosensibles de la région L1 tels que H2 ts 112
(D'HALLUIN et al., 1978a), H5 ts 58 (EDVARDSSON et al., 1978) et sur la
région L5 tels que H5 ts 142 (CHEE-SEUNG and GINSBERG, 1982), H2 ts 5
(EDVARDSSON et al., 1978) et H2 ts 125 (D'HALLUIN et al., 1980 ; D'HALLUIN
et al., 1982), possédent la caractéristique commune d'arréter leur morphogénése
au stade "particules vides" lors de leur croissance a température restrictive.
Cependant, certaines différences sont observées dans la présence
(EDVARDSSON et al., 1978 ; CHEE SEUNG and GINSBERG, 1982) ou non
(D'HALLUIN et al., 1978a) du précurseur du polypeptide VII dans ces
intermédiaires. La maturation possible des capsides vides formées, a température
restrictive dans les cultures cellulaires infectées par des mutants
thermosensibles tels que H2 ts 112, en virions infectieux aprés passage a tem-
pérature permissive confirme que les particules vides représentent un état
intermédiaire de la morphogénése virale et non un artefact de préparation. Les
capsides vides, sans ADN mais contenant les protéines d'échafaudages, sont
comparables de par leur composition polypeptidique aux prététes du phage P22.
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Le mode d'action des polypeptides 50 K et 33 K, ainsi que les interactions qu'ils
pourraient engendrer avec des protéines de structure n'ont jamais été décrits.

f) Intermédiaires lourds

Deux pics de sédimentation de 600 S et 750 S sont observés
apreés purification sur gradient de saccharose d'une culture cellulaire infectée par
['adénovirus sauvage (D'HALLUIN et al., 1978b).

La population 750 S aprés fixation au DMTB et purification sur gradient de
CsCl s'équilibre a la densité 1,34, densité du virus infectieux. Celle de 600 S
s'équilibre en deux pics de densités 1,31 et 1,37,

Le pic de densité 1,31 est représenté par les capsides vides. L'espéce
lourde s'équilibrant a 1,37 a une composition polypeptidique différente de celle
des virions matures et des capsides vides. En effet, les protéines d'échafaudage
50 et 39 K sont absentes, par contre, I'ADN viral est présent mais non encore

associé aux protéines du nucléoide.
g) Insertion de ['ADN viral

HAMMARSKJOLD et WINBERG (1980) travaillérent sur deux
souches différentes d'Ad16. La premiére souche était purifiée par plages ; la
seconde, obtenue aprés de multiples passages, avait une duplication des 390
paires de bases de l'extrémité gauche du génome a l'extrémité droite.

L'ADN de la souche purifiée par plages pénétrait dans la capside par son
extrémité gauche. Par contre, pour la seconde souche, la pénétration se
produisait, de fagon équivalente, par i'une ou I'autre extrémité. Ceci leur
permet de conclure que le signal d'encapsidation de I'ADN viral était localisé
entre les 100 et 390 premiers nucléotides de l'extrémité gauche du génome. Les
mutants thermosensibles affectés dans les régions L1 et L5 ne peuvent
empaqueter leur ADN. Or leur expression est bloquée au niveau des zones
apicales de la particule. Il est possible que I'ADN viral pénétre dans les

capsides a ce niveau.
h) Les jeunes virions
Le mutant thermosensible H2 ts 1 accumule a température non

permissive des particules de méme densité que le virion mature mais non
infectieuses (WEBER, 1976).
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L'analyse de ces particules appelées virions immatures ou jeunes virions
révéle que les précurseurs polypeptides pVIl, pVIIl, pVIll, pllla et pTP ne sont
pas clivés, par ailleurs aucun polypeptide de faible masse moléculaire (X-XI1)
n'est décelé.

Le clivage protéolytique de ces précurseurs se réalise lors du passage de
la culture cellulaire infectée par H2 ts 1 a température permissive. Une
progéniture virale infectieuse est alors produite (WEBER, 1976).

La mutation de H2 ts 1 fut localisée a la position 60 UG par analyse, par
enzymes de restriction, d'espéces recombinantes (HASSEL and WEBER, 1978) et
a la position (22191) par séquencage de I'ADN de la région mutée. Le géne dé-
fectif de H2 ts 1 est celui de la protéase virale, la 23 K, qui est I'un des
produits de la région L3 (AKUSJARVI et al., 1981).

i) Conclusion

Les étapes générales de I'assemblage de I'adénovirus sont
globalement connues et plusieurs modeéles ont été proposés. Néanmoins certains
points restent imparfaitement compris.

Nous citons I'exemple de la cinétique d'encapsidation des protéines du
nucléoide et l'existence d'intermédiaires d'assemblage lourds en découlant (Cf.
Fig. 13 a et b : schémas d'assemblages d'aprés D'HALLUIN et al., 1978a,b ;
Thése d'Etat (1980) et PHILIPSON, 1983). De méme le role des polypeptides pVI
et pVIIl est mal connu. Enfin, la nature des interactions des protéines
d'échafaudage avec les protéines de structure n'a pas encore été décrite.
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APPENDICE TECHNIQUE
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1- Culture cellulaires et virales

- les cellules KB sont cultivées en suspension, dans des spinners, sur milieu
F13 (Joklik modifié) (DIFCO) contenant 5 $ de sérum de cheval.

- les lignées cellulaires de Hela, 293 (cellules HEK transformées par I'Ad5)
et Hep2 sont cultivées en monocouches sur milieu Dulbecco contenant 10 %

de sérum de veau foetal.

=~ les différents stocks d'adénovirus sauvage et d'adénovirus mutants ont été
titrés par plage de lyse (D'HALLUIN et al., 1982).

- les mutants thermosensibles H2 ts 107, H2 ts 118, H2 ts 121 ont été
obtenus dans notre laboratoire (MARTIN et al., 1978), par traitement d'un
stock d'adénovirus sauvage par l'acide nitreux. Le mutant H5 ts 1 nous a

été donné par le Dr. Joe Weber (Sherbrooke, Canada).

Lors de l'infection, la culture cellulaire est centrifugée a 2000 rpm, le
culot cellulaire est repris dans du milieu frais, sans sérum (1/10 du volume
initial). Les virus sont ajoutés pour avoir une multiplicité d'infection de 10 & 20
particules par cellule. Aprés une heure de pénétration, les ceilules sont
ramenées a une concentration normale par addition de milieu frais et de 2 % a 10
% de sérum.

2- Isolement et purification des différentes particules

Les cellules récoltées aux différents temps indiqués dans le
texte, sont centrifugées a 2000 rpm. Le culot cellulaire est repris dans une
solution de Tris HCl hypotonique, qui permet leur fragilisation. Trois cycles de
congélation décongélation, permettent la rupture des membranes. Enfin, une
lyse totale est effectuée par addition d'un volume égal de Fréon 113 (BOUDIN et
al., 1980) et le broyage du mélange. Par centrifugation, a 10000 rpm pendant
20 mn dans des tubes corex, la majorité des membranes sont éliminées.

La phase aqueuse contenant les particules (IM et virions) est prépurifiée
par centrifugation sur rotor TST 60 Kontron a 32000 rpm, 1 heure, sur un
coussin de CICs (d1,43).
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Les bandes de particules sont alors séparées lors d'une deuxiéme
centrifugation sur un gradient discontinu de CICs constitué de 3 couches
successives de 1 ml. Respectivement, solution de CICs de densité 1,45 dans 40
% glycérol ; solution de CICs de densité 1,33 dans 20 % de glycérol ; solution
de CICs de d1,25 dans 5 % de glycérol). La séparation des particules est
effective aprés 3,5 h a 38000 rpm et a 4° C, dans un rotor TST 60 (Kontron).

Le gradient discontinu est remplacé, dans certaines expériences, par une
ultracentrifugation de 16 h, a 35000 rpm dans le rotor TST 60, du mélange de
particules dans une solution de CICs a une densité finale de 1,34 (le gradient
dans ce cas est autotransformant).

Les particules peuvent alors étre déposées sur gel de polyacrylamide SDS.

3- Conditions de marquage

a) Marquage avec différents acides aminés marqués

Dans tous les marquages effectués avec un acide aminé
radioactif, les cellules sont préalablement centrifugées a basse vitesse (2000
rpm), le culot cellulaire est lavé une fois dans du milieu de culture dépourvu
en I'AA qui sera ajouté sous forme marquée ultérieurement. Les cellules sont
resuspendues a haute concentration (107 cellules par ml), dans ce méme milieu.
L'AA marqué (Val 14C, Val 3H, Meth 35
et a la température indiquée dans le texte.

S), est alors ajouté, pendant le temps

Les cultures cellulaires sont chassées, par dilution des cellules jusqu'a une
. 5 aii :
concentration normale de 5.10” cellules par ml, dans du milieu frais contenant
un excés (10 fois) de I'AA froid correspondant au marqueur.

b) Marquage a l'acide phosphorique 32P (NEN)

Le marquage de particules a l'acide phosphorique dans les

cultures cellulaires est réalisé par incubation des cellules (concentration 2.10

cellules par ml), dans un milieu sans phosphate, contenant 2 % de sérum de

veau dialysé et une concentration de 100 pCi/mil de phosphate 32P.
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c) Marquage a l'acétate 14C (CEA, Saclay)
Ce marquage est réalisé par simple addition au milieu de
culture des cellules infectées d'acétate de sodium 14C a une concentration de 10

puCi/ml, pendant des temps s'échelonnant de 2 @ 16 heures apreés infection.

4-  Rupture des particules virales - isolement des sous-structures

Trois zones morphologiques sont identifiables sur la capside, il
s'agit des zones apicales, des faces et du nucléoide.

L'action d'un détergent doux, le déoxycholate de sodium (DOC) a 0,5 %, a
56° C pendant 90 secondes, permet la dissociation des virions en 3 entités
(BOULANGER et al., 1979).

. les groupes de 9 hexons de faces

. les zones apicales

. les nucléoides

2

Ces trois structure sont ensuite séparées grace a leur différentes vitesses

de sédimentation, sur gradient continu 10-40 % de glycérol, pendant 90 mn & 4°
C et a 35000 rpm sur rotor SW41 (Beckman) (BOULANGER et al., 1979).

5- Dissolution des gels d'acrylamide et comptage

L'électrophorése, suivant la méthode de Laemmli (1970), des
polypeptides viraux a lieu sur gel d'acrylamide 17,5 % (rapport acrylamide,
bisacrylamide 50/0,235) contenant du SDS.

La position des polypeptides des différents échantillons est déterminée par
comparaison avec celle des polypeptides d'un virus marqueur, dont la piste de
migration est colorée.

Chaque piste de gel est découpée en bandes de 2 mm qui sont alors
dissoutes a température ambiante pendant 1 heure dans un mélange d'acide
perchlorique a 60 % (0,2 mi) et d'H202 a 30 % (0,4 ml).

L'analyse de I'incorporation est alors effectuée par comptage de chaque
échantillon (dissout dans un liquide scintillation pour milieu liquide : Aqualyte)

a

dans un spectrométre a scintillation préalablement étalonné.
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6- Méthodes biochimiques générales pour la caractérisation de H2 ts
107

a) Assemblage des hexons triméres

Les hexons triméres ont une vitesse de sédimentation de
12 S, et sont donc aisément séparables des polypeptides |l monomériques
sédimentant a 3,5 S par ultracentrifugation. Les cellules infectées sont récoltées
a la 20e heure, aprés l'infection. Les culots cellulaires sont repris dans un
tampon Tris HCI hypotonique, congelés décongelés 3 fois et soniqués 3 fois 10
secondes, les extraits lysés sont déposés sur gradient sucrose 5-25 % et ultra-

centrifugés a 49 K, a 4° C, pendant 21 h dans un rotor SW50 (Beckman)
(LEMAY et BOULANGER, 1980).

b) Composition peptidique de la look et de la sok

La composition peptidique de la 100 K a été comparée a celle
de la 90 K par la technique de CLEVELAND et al. (1977). L'enzyme proté-
olytique utilisée a des concentrations croissantes était la protéase V8 de
staphylococcus aureus.

7- Techniques pour la caractérisation génétique de H2 ts 107

a) Complémentation

Les tests de complémentation entre les différents mutants
ont été réalisés suivant la technique décrite par MARTIN et al. (1978).

b) Recombinaison

Les cellules Hela sont co-infectées a 33° C par deux
mutants H2 ts 107 et H5 ts 1 & des concentrations de 10 particules infectieuses
de chaque mutant par cellule. Les cellules sont récoltées a la 96e heure, le
culot cellulaire obtenu aprés centrifugation a@ 2000 rpm, est repris dans du Tris
hypotonique et est congelé décongelé 3 fois.

Des dilutions de ces lysats cellulaires sont utilisées pour infecter des
cellules Hela a 33 et 39° C. Aprés pénétration, un milieu F13 gélosé contenant

5 % de sérum de veau foetal est ajouté dans les bofites.
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Aprés quelques jours, des plages de lyse sont obtenues. La fréquence de
recombinaison correspond au rapport du nombre de plages virales obtenues a

39° C sur le nombre le nombre de plages obtenues a 33° C.
c) Techniques de "marqueur rescue"

Les cellules sont transfectées par du complexe purifié
ADN-Protéine Terminale de H2 ts 107 et par des fragments d'adénovirus sauvage
(soit intégrés préalablement dans des plasmides, soit purifiés aprés coupure du
génome sur gel d'agarose), suivant la technique de précipitation au phosphate
de calcium (ARRAND, 1978).

d) Séquencgage par la méthode des didéoxy

Les fragments d'ADN de H2 ts 107 ont été clonés dans les
vecteurs M13 Mp18 et M13 Mp19 suivant les techniques développées par MESSING
(1983).

L'ADN des clones viraux obtenus a été séquencé suivant la méthode de
SANGER et al. (1977).

8- Réalisation des tests immunologiques

Les polypeptides 100 K et 90 K, découpés sur gel de
polyacrylamide, ont été transférés électriquement sur nitrate de cellulose.

Pour la localisation de polypeptides 100 K et 90 K dans les capsides, les
IM, préalablement "cassés" au DOC, sont immunoprécipités par les différents
séra suivant la méthode de KESSLER (1975), puis déposés sur gel de
polyacrylamide SDS et autoradiographiés.

Lors du test des séra anti 100 K N, anti 100 K W et anti 90 K, les IM
purifiés sont cassés au DOC et déposés sur gel d'acrylamide. Les gels sont
transférés électriquement (TOWBIN et al., 1977). Les complexes immunoprécipité
sont soit mis en évidence par addition de complexe IgG de mouton anti lapin
couplé a la peroxydase (IPF), soit grace a la protéine A de staphylococcus
auréus marquée a l'iode 125.
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9- Tests immunologiques

Ces tests sont réalisés suivant la technique de double coloration
des cellules. Apreés fixation au méthanol, les cellules sont incubées avec un
sérum anti-hexon (synthétisé chez le lapin), aprés plusieurs lavages, le sérum
de mouton anti-lapin est ajouté suivant la technique décrite par CEPKO et
SHARP (1983).

10- Chromatographie d'affinité

a) Préparation du matériel pour les colonnes d'affinité

Les cellules infectées ou non infectées sont marquées 3 la

Meth 33

Aprés centrifugation les culots cellulaires sont repris dans une solution 10 mM

S de la 2e a la 16e heure du cycle infectieux a température restrictive.

Tris HCI pH 8,1, et conservés ainsi 1/2 h a +4° C. Les lysats sont aiors
soniqués (3 X 5 secondes) avec une sonde Branson, aprés addition d'un demi
volume de NaCl 5 M, une deuxiéme sonication est effectuée. Les extraits sont
centrifugés a 10000 g 30 mn. Le surnageant est dialysé contre le tampon HEKT
d'équilibrage des colonnes (25 mM Hepes, pH 6,8 ; 50 mM KCI ; 2 mM EDTA ;
10 % éthyléne glycol ; 2 mM thioglycérol ; 0,1 mM PMSF). Une deuxiéme
centrifugation de 30 mn a 10000 g a lieu, puis 40 a 50.106 cpm des surnageants

obtenus, sont injectés sur chaque colonne.
b) Synthése de I'hexon sépharose

Le gel de sépharose 4B (pharmacia) est activé au bromure
de cyanogéne. Un méme volume (7 ml) d'hexon capsomérique (1,5 mg/ml) est
alors ajouté (ARNDT JOVIN et al., 1975).

Pour la colonne dénaturée, le gel d'hexon sépharose est chauffé 5 mn a
100° C. L'état physique de I'hexon lié au sépharose est contrdié pour les deux
colonnes par addition d'anticorps anti hexon capsomérique : 0,5 ml de sérum est
dilué au 1/2 dans du tampon HEKT, puis injecté sur les colonnes (seringues de
5 ml) d'hexon sépharose.

Les colonnes tests sont successivement élués par les tampons suivants
HEKT ; HEKT + 0,8 M KCl ; 0,2 M Gly HC! pH 7,8. Les éluats sont testés
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pour leur teneur en anticorps anti hexon suivant la méthode de test ELISA. De
cette facon, pour la colonne dénaturée 72 % des anticorps anti hexons étaient
élués dans le pic exclu ; pour la colonne native, 85 % d'anticorps anti hexons
étaient élués avec le tampon gly HCI pH 2,8 et les 25 % restants avec le tampon
HEKT + 0,8 M KCI.

Les deux colonnes, lors des expériences d'infection d'extraits cellulaires
infectés par H2 ts 121, sont éluées par les tampons suivants : HEKT ; HEKT +

0,2 M KCI ; HEKT + 0,8 M KCI ; HEKT + 0,8 M KCI + 5 M urée.

C- Synthése de la novobiocine sépharose

Deux grammes de CH sépharose 4B (Pharmacia) ont été mélangés
aprés lavage dans une solution 0,5 M NaCl, avec 1 mMole de novobiocine
dissoute dans de l'eau a pH 4,5 (l'acidification de |'eau est réalisée par addition
d'acide acétique).

La réaction de couplage entre le mélange novobiocine sépharose et un ml de
1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride a lieu pendant 16
heures a température ambiante et sous agitation douce.

Le gel est lavé aprés le couplage par, successivement, : 1 M NaCl ; 1 M
NaCl, 0,1. M Tris HCI pH 8,0 ; 1 M NaCl ; 0.05 M sodium formiate pH 4 ; 0,1 M
Tris HCI pH 8,0 ; HEKT.

Aprés injection du matériel a tester (extrait de cellules non infectées ;
infectées par Ad2 WT ou par H2 ts 107). L'élution de la colonne est réalisée par
les tampon HEKT ; HEKT + 0,1 mg par ml de novobiocine ; HEKT + 20 mM ATP
+ 25 mM acétate de magnésium ; HEKT + 0,8 KClI ; HEKT + 0,8 M KCI + 5 M
urée.



TRAVAUX PERSODNNELS



-50-

I- INTRODUCTION

Lorsque nous avons débuté ce travail, nous nous intéressions aux
différentes étapes de la morphogénése des particules virales. Nous voulions
éclairer le rdle de certaines protéines dans I'échafaudage du virus. Cette étude
nous a permis de mettre en évidence une cinétique d'entrée de polypeptides
dans la capside virale. Par ailleurs, nous nous sommes plus particuliérement
intéressés & la protéine non structurale tardive 100 K dont certaines propriétés
sont comparables a celles de la protéine d'échafaudage gp8 du phage P22. Mous
avons montré q'u'é‘la 100 K est une protéine possédant des domaines distincts
intervenant dans différents mécanismes lors du processus d'assemblage.

I1- ASSEMBLAGE DES PARTICULES

A- Etudes préliminaires

[l n'existe pas de systéme d'assemblage "in vitro" de capsides com-
plétes chez |'adénovirus, contrairement & ce qui a pu étre obtenu chez le phage
P22 (POTEETE et al., 1979). Seules quelques étapes, telles que l'autoassemblage
des groupes de 9 hexons (PEREIRA and WRIGLEY, 1974) ou ['assemblage de la
base et de la fibre en penton complet (BOUDIN and BOULANGER, 1982) furent
réalisées "in vitro",

C'est pour cette raison que nous avons tenté de développer un systéme de
maturation de particules vides "in vitro". Des extraits de noyaux de cellules
infectées a température restrictive par un mutant accumulant des capsides vides
ont été incubés avec des extraits cytoplasmiques de cellules infectées par
Ad2WT.

Maigré la variation de nombreux paramétres (température, conditions
ioniques et pH, temps d'infection des cellules), aucune particule infectieuse ne
put étre mise en évidence.

Nous avons alors essayé de mettre en évidence des structures
préassemblées en utilisant le mutant thermosensible H2 ts 107. Ce mutant ne
forme pas de capside a température restrictive, néanmoins il synthétise ses
protéines tardives qui présentent un profil antigénique normal. Nous avons
employé différentes techniques douces d'extraction de noyaux et de gradients de
saccharose ou de ficoll (D'HALLUIN et al., 1978a ; EDVARDSSON et al., 1976),
mais aucune prestructure n'a été identifiée.
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B- Cinétique d'incorporation des protéines virales dans la capside

d'adénovirus

BOULANGER et al. (1979) ont montré que la rupture des particules
virales par le déoxycholate de sodium produit trois sous-structures séparabies
sur gradient de glycérol. Ce sont respectivement :

- les zones apicales ou apex qui sont composés des hexons péripentonaux,
des bases et des fibres ainsi que des polypeptides Illa.

- les groupes de 9 hexons qui sont formés des hexons des faces, et des
polypeptides 1X.

- les nucléoides qui sont uniquement présents dans les virions infectieux
et qui résultent de ['association de I'ADN viral avec les polypeptides V et VII.

Les polypeptides VI, VIIl qui appartiennent structuralement aux groupes
de 9 en sont dissociés par le déoxycholate de sodium, et sédimentent avec les

apex.

1)  Répartition du marquage dans les sous-structures de capsides

Cette méthode d'analyse, combinée & des expériences de
marquage bref et de chasse, nous a permis de préciser |'ordre d'assemblage des
polypeptides lors de la formation de la capside. Notre but était d'analyser
I'évolution de [I'incorporation de Ila radioactivité dans les sous-structures.
L'expérience consistait (Cf. Tableau 3A) a infecter une culture cellulaire par de
I'adénovirus 2 type sauvage (Ad2 WT), puis a marquer radioactivement les
cellules, entre la 16e et la 17e h, par de la MC-—valine. Aprés un premier
prélévement effectué (a) a la 17e heure, la culture subissait une chasse par
addition de valine non radioactive jusqu'a la 18e heure. On ajoutait alors de la
cycloheximide qui empéche 1la formation de nouveaux intermédiaires
d'assemblage. Aprés une heure de ce blocage, soit a la 19e heure, un nouveau
prélévement avait lieu (b) suivi d'un second marquage a la 3H—valine pendant
une heure supplémentaire et d'un dernier prélévement (c) (Cf. Tableau 3A).

Aprés purification, les particules étaient dissociées au déoxycholate de
sodium, et les sous-structures ainsi obtenues étaient séparées sur gradient de

glycérol.
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a) Analyse des populations virales matures

La formation des capsides vides nécessite 60 a 80 mn
(D'HALLUIN et al., 1978a). Leur maturation en virus requiert une quarantaine
de minutes supplémentaires (WEBER and KHITTOO, 1983).
L'analyse des populations virales obtenues, dans les préléevements a et ¢
14 3
C en (a) et
essentiellement localisée au niveau des zones apicales. Or ces populations

(Cf. Fig. 14 a et c) montre que la radioactivité H en (c) est
proviennent d'intermédiaires débutés avant la période de marquage. les sites
d'incorporation de ces radioactivités (MC en (a), 3H en (c)) sont donc
representatifs des derniéres structures incorporées dans les capsides.

Le profil de la courbe b (Fig. 14b) montre que les groupes de 9 hexons
sont davantage marqués que dans les cas précédents. Le rapport d'incorporation
dans les trois sous-structures se rapproche du rapport observé lors d'un
marquage continu d'une culture infectée (32 % apex ; 46,3 % groupe de 9
hexons ; 21,3 % nucléoide). En fait, cette courbe représente une moyenne entre
des populations dont l|'assembiage a débuté avant le ler marquage et pendant

le ler marquage.
b) Analyse des intermédiaires d'assemblage

Le blocage a la cycloheximide empéche la formation de
nouveaux IM (SUNDQUIST et al., 1973), la population d'intermédiaires de
maturation que l'on visualise en (b) (Fig. 14b) représente donc les anciens IM
MC.

Par contre, dans les profils a et ¢ (Fig. 14 a et c), on note une trés forte

débutés lors du marquage

incorporation de radioactivité au niveau des zones apicales. Cette radioactivité
correspond a I'achévement de la construction des capsides d'IM. Le matériel
protéique constituant les zones apicales du virus a donc été apporté en dernier

dans les précapsides.

2- Analyse polypeptidique des sous-structures virales

L'analyse des espéces polypeptidiques marquées dans chacune
des sous-structures précédemment isolées sur gradient de glycérol, fut realisée
par électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS. Les bandes des gels étaient
découpées et dissoutes et la radioactivité de chaque fraction mesurée aprés
étalonnage.
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Figure 14 : Incorporation de 3H—valine et de 14C.-valine dans les IM et les
virus d'Ad2WT

a : Prélévement a aprés le ler marquage
b : Préléevement b aprés le blocage cycloheximide
c : Prélévement c aprés le 2éme marquage
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a) Analyse des protéines marquées de la population virale
équilibrée a d : 1,34

Aprés le premier marquage (Cf. Fig. 15 a,b,c), la
composition polypeptidique de chacune des fractions virales isolées est
qualitativement normale. Néanmoins, quantitativement, on observe une
incorporation trés forte dans les polypeptides Illa, IV de la zone apicale. Le
rapport au marquage du |l de la méme zone est infiniment supérieur au rapport
théorique.

Comme nous l'avons vu, les particules infectieuses et les jeunes virions
recueillis a ce point ont commencé a s'assembler avant le marquage. La
localisation de la radioactivité est donc représentative de protéines incorporées
tardivement.

Dans la figure 15 (courbes g, h, i), la surimposition du marquage 3H—Val
trés récent n'est révélée qu'au niveau des polypeptides V et pVIl. Il est
intéressant de constater que ces polypeptides ne sédimentent pas dans la zone
des nuciéoides, mais au niveau des groupes de 9 hexons (h) qui ont une
vitesse de sédimentation de 30 a 50 S.

Ceci signifie que lors de ['évolution d'un IM "terminé" en un jeune virion,
aucun polypeptide nouveau, mis a part le couple V - pVIl, ne pénétre dans la
capside. La sédimentation inhabituelle du V et du pVIl avec les groupes de 9
hexons peut s'expliquer par une association V-pVII-ADN, ne possédant pas
encore une structure nucléoique vraie.

Cela confirmerait I'existence d'un "“pré-nucléoide" ou la liaison ADN-pVIlI
n'est pas aussi forte qu'apreés le clivage protéolytique du pVil en VII.

b) Analyse des protéines marquées dans les populations de
capsides vides

Dans le profil des zones apicales isolées aprés le premier
marquage (Cf. Fig. 16a), l'incorporation de la 1L‘C—valine se répartit entre les
polypeptides [I, I, (lla, IV et pVI - pVIIl ; en outre, un pic important
correspondant & la protéine d'échafaudage 50 K est également visible. Dans les
groupes de 9 hexons (Cf. Fig. 16b), le profil obtenu est composé des
polypeptides [l et IX.

Lors du blocage par la cycloheximide (Cf. Fig. 16c¢c,d), on observe une
diminution de l'incorporation dans toutes les protéines virales. Cependant les
pics d'hexons diminuent beaucoup plus drastiquement que ceux représentant les
polypeptides pVl, pVIiii et llla.
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virus matures, déterminée apres dissolution des bandes de gel
de polyacrylamide.

a, b, ¢ : préléeévements aprés le ler marquage 14C\—Val

d, e, f : prélévement aprés le blocage cycloheximide

g, h, i : prélévement aprés le 2éme marquage “H-Val

—a  Micoyg O—a  3H-val

Gon : groupe de 9 hexons ; Apx : Apex ; Cor : nucléoides (cores)



Figur‘e 16

-56-

L}
a
s IM_APX 1 IM_GON
1
L]

35

CPM x 10‘2

w

~ e, IV
1
2 1 i
x 1
25 i
a i E
© o it
0" Pvi,Pvin I
I u'HSOK P i
i
AP 3 of i
{ 1‘\" i M :E e
% i
»oo ) .‘{ LMQ\T‘ (LN .'jl
e It f
IM_APX H IM_GON
i
sk 0oL 1}
\
e iV it
e ;)
o I
& I
x t
h
> 1
a v
(&) 5L i
i
¥
i
e
[N}
] |x
[
L W)
) “ 1S
20 40 10 30
FRACTION Na.

Incorporation de la 3H et 14C—valine dans les polypeptides des
IM, déterminée aprés dissolution des bandes de gel d'acrylamide
: prélévement aprés le ler marquage 1L!C-Val

4

b
, d : prélévement aprés le blocage cycloheximide
£z

o 0O o

G 3 x 3
prélévement aprés le 2éme marquage ~“H-Val

.



-57-

Enfin, aprés le deuxieme marquage a la 3H—valine (Cf. Fig. 16e,f), aucune
nouvelle radioactivité (3H) n'est incorporée dans les hexons, qu'ils soient des
faces (groupe de 9, courbe f) ou des apex (e}. Toute Il'incorporation est
localisée au niveau des polypeptides llla, pVI, pVIIl et IX pour les protéines
majeures ainsi que dans le doublet 50 - 39 K pour les protéines mineures.

L'ensemble de ces résultats suggére différentes interprétations possibles.

Le marquage extréme des zones apicales, par rapport au pourcentage
effectif qu'elles représentent dans les capsides, peut signifier qu'il s'agit de
régions trés actives. Pour les intermédiaires de maturation, on peut imaginer
qu'il existe un échange constant de ces zones avec le '"stock" d'antigénes
solubles non incorporés. Cette hypothése ne peut cependant étre appliquée aux
virus qui sont des structures stabilisées.

La deuxiéme hypothése est que I'échafaudage de la capside débute par les
faces et s'achéve avec ['apport des zones apicales nouvellement synthétisées et
marquées a 3H—Val.

Plus spécifiquement au niveau polypeptidique, ces résultats suggerent que
les derniéres protéines qui s'incorporent aux particules sont la llla associée aux
apex, ainsi que les pVI-pVIIl et la IX associées aux hexons des faces
(EVERITT et _al., 1975). L'arrivée tardive des polypeptides pVl et 1X est en
accord avec le rdle de stabilisation qu'on leur accorde.

Néanmoins, I'évolution permanente des différentes classes de particules au
cours du temps rend l'interprétation de ces résultats difficiles.

C'est pourquoi nous avons analysé un systéme comparable, mais ou
l'utilisation de mutants thermosensibles permettait une double synchronisation

des événements.

C) Processus d'assemblage des capsides de H2 ts 112

H2 ts 112 est un mutant thermosensible isolé aprés sélection a ['acide
nitreux (MARTIN et al., 1978). La mutation a été localisée dans la région L1
(D'HALLUIN et al., 1982), probablement sur le géne du polypeptide llla. H2 ts
112 accumule a température restrictive des IM, qui lors du passage des cellules
a température permissive, peuvent se maturer en virus infectieux (D'HALLUIN
et al., 1978b).

1- Double synchronisation du systéme d'infection

Une culture cellulaire était infectée par H2 ts 112 a température
non permissive, a la 16°™€ h un blocage a la cycloheximide était alors effectué



pendant une heure. A la 17e heure, la levée du bloc était immédiatement suivie

35S—méthionine. Un prélévement était

d'un marquage bref de 20 minutes a la
alors effectué. Une chasse de 2 heures avec excés de méthionine froide avait
lieu sur la culture restante (Cf. Tableau 3B).

Les intermédiaires d'assemblage étaient purifiés et analysés en gel de
polyacrylamide-SDS.

Le prélévement effectué aprés le marquage (Cf. Fig. 17, ligne p)
représente une population synchronisée par la mise en place du bloc
cycloheximide. Le matériel radioactif incorporé est représentatif des polypeptides
venant achever les préstructures bloquées jusqu'aiors.

L'autoradiographie du gel révéla une incorporation importante dans les
polypeptides Illa, 50 K, mais aussi pVI, pVIlIl et pVIil. Par contre, les
protéines I, Il et IV majeures en coloration au bleu de coomassie
n'apparaissent que trés peu radioactives.

Lors de la chasse (Cf. Fig. 17, ligne c), a température non permissive, le
profil de [I'autoradiographie reste globalement identique. Néanmoins, les
polypeptides llla et 50 K que l'on visualisait dans le ler prélévement sous forme
de doublets, ont évolué dans leur forme de plus haut poids moléculaire. Cette
variation de migration électrophorétique provient probablement d'un changement
du taux de phosphorylation de ces polypeptides.

L'absence d'incorporation de méthionine radiocactive dans les polypeptides
i1, i, 1v, 100 K et 39 K aprés le marquage bref tend a démontrer qu'une
structure capsidique vieille composée de ces éléments est déja formée. Cette
structure pourrait étre représentative d'une étape trés précoce de ['assemblage
ou interviennent les polypeptides d'échafaudage 100 K, 39 K et également 50 K
en moindre quantité. Les polypeptides marqués sur l'autoradiographie
correspondraient a la derniére étape de formation de I'IM purifié par
'ultracentrifugation. Il y aurait donc arrivée tardive des polypeptides llla,
pVI-pVill, pVIl, mais aussi de 50 K, ainsi que de 17 et 28 K.

L'obtention d'un profil d'incorporation similaire aprés la période de chasse
détruit I'hypothése selon laquelle les zones apicales seraient trés actives et en
échange constant avec le milieu extérieur. Si tel était le cas, la radioactivité
incorporée, lors du marquage bref, particuliérement dans le I1lla, devrait
décroitre au cours de la chasse, lors des échanges se produisant avec les
nouveaux polypeptides lila froids synthétisés, ce qui ne se produit pas.

Ces résultats ont été confirmés par un autre type d'expérience impliquant
le mutant H2 ts 112.
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Ligne P : prélévement aprés le marquage bref
Ligne C : prélévement aprés la chasse
V : virus Ad2 WT marqueur (MC—for'miate)



2-  Evolution des polypeptides marqués des particules de I'H2 ts 112,

lors du blocage a la cycloheximide et des variation de

température

Les cellules infectées par H2 ts 112 16 h a 39.5° C sont
marquées a la 35S-méthionine pendant 3/4 d'heure a 33° C ; aprés ce marquage,
les biosynthéses protéiques sont inhibées par I'addition de cycloheximide ‘a la
méme température. Des prélévements sont effectués aprés le marquage et a 1 et
2 heures de chasse en présence de cycloheximide a la méme température (Cf.
Tableau 3C). Les populations d'IM et de virus sont analysées sur gel de
polyacrylamide-SDS.

Aprés le marquage, les fractions récoltées lors de la purification a d
1,345 ne révélent aucune incorporation (Cf. Fig. 18A,B, Ligne a). Ceci est
normal, dans la mesure ou a peu prés 40 mn sont nécessaires pour maturer un
IM en virus a 37° C (a 33° C, le cycle est 2,5 fois plus long qu'a 39.5° C).

Aprés une heure de chasse a 33° C, on visualise les premiers virions
formés (Cf. Fig. 18C, ligne c) a partir des intermédiaires froids assemblés a
39° C et avec le matériel radioactif synthétisé lors du marquage a 33° C. Les
bandes les plus intenses sont celles du Illa, du pVI, VII, pVIIl et également
du V-50 K. Cette répartition des polypeptides radioactifs reste semblable sur
l'autoradiographie des particules de d : 1,34 obtenues aprés la 2e heure de
chasse (Cf. Fig. 18B, ligne e). Cependant le clivage pVII —= V|| s'est alors
produit et l'espéce 50 K a disparu. Les jeunes virions représentant la majorité
de la population aprés une heure de chasse ont donc évolués en virions
matures.

Les particules IM présentent un marquage beaucoup plus intense,
compréhensible étant donné leur accumulation a 39.5° C (Cf. Fig. 18A, lignes
b,d,f).

immédiatement aprés le marquage (Cf. Fig. 18, ligne b), les polypeptides
les plus marqués radioactivement sont le Illa, le 50 K, le pVI, le pVIIl et le
pVIl. Aprés une heure de chasse, nous observons une amplification du
marquage (Cf. Fig. 18, ligne d). Mais aprés deux heures de chasse, beaucoup
de vieux IM ayant déja évolués en virions, et la synthése de nouveaux IM étant
inhibée, on observe une décroissance générale de la radioactivité.

D- Mise en évidence de l'incorporation différentielle de la radioactivité

dans les deux especes d'IM de H2 ts 107

Le mutant thermosensible H2 ts 107 ne peut assembler de particule a
température restrictive. Néanmoins, le passage a la température permissive
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Figure 18 : Incorporation de la 35S-méthionine dans les populations de H2 ts
112 aprés un marquage bref a température permissive suivi d'un
blocage des biosynthéses protéiques a température permissive.

A : révélation aprés 16 h d'impression
B : révélation aprés 3 jours d'impression
ligne V : virus Ad2 WT marqueur ( 'C-formiate)

lignes a, c, e : population des virus (d : 1,34) récoltés aprés le
marquage (a), 1 heure de chasse (C), 2 heures de chasse (e)

lignes b, d, f : population d'IM (d : 1,29) récoltés apreés le
marquage (b), 1 heure de chasse (d), 2 heures de chasse (f).
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2

d'une culture cellulaire infectée par ce mutant a 39° C pendant 16 h, autorise
I'échafaudage de capsides a partir des antigénes solubles accumulés a 39.5° C.

Aprés ce changement de température, deux types de particules de d
1,285 et de d : 1,295 peuvent étre séparés sur gradient de CsCl. Leur composi-
tion polypeptidique et leur morphologie en microscopie électronique les rappro-
chent des particules vides isolées lors du déroulement du cycle de [|'adénovirus
sauvage et de nombreux mutants (EDVARDSSON et al., 1976 ; SUNDQUIST et
al., 1973 ; D'HALLUIN et al., 1978a,b}.

Cependant, l'existence d'un polypeptide de migration électrophorétique de
90 K différencie les capsides IM de H2 ts 107 de celles déja isolées.

Nous pensions que des cellules infectées par H2 ts 107, a 33° C, pendant

355 Meth a cette méme température, pendant 3 h,

48 h, puis marquées a la
avant la chasse de la culture en présence d'un excés de méthionine froide,
permettrait de visualiser les derniers polypeptides marqués pénétrant dans les
préparticules avant le blocage de nouveaux assemblages lors du passage &
température restrictive (Cf. Tableau 3D).

Les particules de d : 1,285 isolées lors de la chasse (Cf. Fig. 19C, ligne
c) possédent un profil ot les polypeptides 1, 90 K, Iil, pVIIl et pVIl sont
fortement marqués, alors que peu de 355—méthionine est incorporée dans les
polypeptides Illa et 50 K. La deuxiéme espéce, de d : 1,295 (Cf. Fig. 19,
lignes a,b), montre un profil radioactif ne différant de la premiére que par
l'augmentation trés forte de l'incorporation de 35S—méthionine dans les poly-
peptides Illa, 50 K, pVI. Nous avons vérifié que le blocage de I'échafaudage de
nouveaux assemblages était effectif. En effet, la radioactivité totale incorporée
dans l'ensemble des populations virales demeurait constante au cours de la
chasse (Cf. Tableau 4). Par contre, I'examen de !'incorporation dans chaque
espéce variait pendant ce méme temps.

En effet, on observait d'abord une diminution de I'incorporation dans les
IM de d : 1,285 et que parallélement elle augmentait dans les particules de d :
1,295 ; avant de diminuer également au profit de la population virus mature (d
: 1,34).

Ces résultats suggérent une évolution a 39.5° C entre les différents types
de particules de H2 ts 107 déja assemblées a 33° C. La variation de l'incorpo-
ration observée tend a exprimer une évolution entre les espéces allant des IM
1,285— aux IM 1,295 et aux virus 1,34. La conséquence de cette évolution se
traduit au niveau des polypeptides marqués (Cf. Fig. 19, lignes a,b,c) par
l'arrivée tardive des polypeptides llla, 50 K, pVI et pVilil.

Les différents types d'approches utilisées dans cette étude nous permettent
de déterminer une arrivée tardive des protéines des zones apicales et particu-
lierement du polypeptide Illa dans les particules, 2insi que des protéines per-
mettant la stabilisation de la capside 50 K, pVIl, pVIii. Le travail sur l'assem-



Figure 19 :
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1.295 1285

IM d'H2 ts 107 purifiés aprés passage de la culture de 33 a
39.5° C.

lignes a, b : particules de d : 1,295
ligne ¢ : particules de d : 1,285
ligne V : virus Ad2WT marqueur (MC—formiate)



Tableau 5 : Indice de complémentation

Mutant H2 ts 107 H5 ts 1 HZ2 ts 118 H2 ts 121 H5 ts 125
H2 ts 107 (1,2.10% 1,0 4,8 70 130
H5 ts 1 (3,7.10%) 1,4 100 50
H2 ts 118 (3,5.10%) 410 12
H2 ts 121 (1,4.10%) 21

H5 ts 125 (4,5.30%)
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blage nous a amené & travailler avec le mutant H2 ts 107 qui nous est rapide-
ment apparu extrémement intéressant par son incapacité a former aucun préas-
semblage a température restrictive et par sa capacité a y synthétiser tous les
polypeptides tardifs. Son phénotype suggérait une altération probable dans une
protéine d'échafaudage intervenant dans les étapes trés précoces de l'assem-
blage. Pour mieux comprendre ce phénoméne, nous avons voulu caractériser le

mutant H2 ts 107,

I1I- CARACTERISATION DE L'H2 ts 107. ROLES DE LA PROTEINE
D'ECHAFAUDAGE 100K

A- Premiére caractérisation

1-  Compiémentation

L'indice de compiémentation entre deux mutants est défini par le
rapport entre le taux d'expression virale dans des cellules coinfectées avec ces
deux mutants thermosensibles a température restrictive sur la somme de
I'expression de chacun des mutants, lors de la monoinfection des cellules :

Expression (tsX + tsY)

Cl

Expression (tsX) + Expression (tsY)

On considére que deux mutants se complémentent lorsque le rapport Cl est
supérieur a 10.

Pour déterminer grossiérement la zone affectée de H2 ts 107, nous avons
réalisé des tests de complémentation entre ce mutant et d'autres mutants ther-
mosensibles déja caractérisés. Nous avons choisi H5 ts 125 représentatif de la
zone E2A (FROST and WILLIAMS, 1978) ; H5 ts 1 (ARRAND, 1978) et H2 ts 118
(D'HALLUIN et al., 1982}, dont les mutations ont été localisées dans le géne de
la 100 K ; H2 ts 121 muté dans la région L3, dans le géne de I'hexon.

Le tableau 5 résume les résultats que nous avons obtenus. H2 ts 107 est
complémenté par H2 ts 121 et H5 ts 125 ; mais aucune complémentation ne
s'effectue avec M2 ts 118 et H5 ts 1.

La mutation de H5 ts 1 a été localisée entre 70 et 73 UG, sur le géne de la
protéine tardive non structurale 100 K.

Ce résultat nous a amené a tester I'hypothése selon laqueile H2 ts 107 était
affecté sur les étapes connues du cycle lytique impliquant la 100 K, soit la
trimérisation ou le transport de I'hexon.
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2- Trimérisation de I'hexon et son transport du cytoplasme au

noyau

L'analyse en immunoélectrophorése bidimensionnelle des antigénes
solubles de H2 ts 107, synthétisés a température permissive (Cf. Fig. 20a) et
restrictive (Cf. Fig. 20b) révéle des profils antigéniques normaux. La forte
accumulation d'antigénes solubles, surtout des zones apicales, observée a 39.5°
C, s'explique par le fait qu'aucun assemblage ne se produit a cette
température.

L'ultracentrifugation en gradient de saccharose d'extraits de cellules in-
fectées a température restrictive par I'H2 ts 107 et l'analyse des fractions
récoltées en gel de polyacrylamide-SDS montrent que H2 ts 107 assemble & 39.5°
C des hexons trimériques qui sédimentent a 12 S (Cf. Fig. 20 C). H2 ts 107
n'est donc pas affecté dans la fonction de trimérisation de |'hexon oU, comme
nous l'avons vu, la 100 K joue un rdle important.

Notre deuxiéme approche fut de vérifier si I'H2 ts 107 pouvait étre affecté
dans le transport de l'hexon entre le cytoplasme et le noyau. Pour cela, nous
avons infecté des cellules HelLa a température restrictive par différents mutants
affectés sur I'hexon (H2 ts 121) ; la 100 K (H2 ts 118, H5 ts 1, H2 ts 107) et
par Ad2 WT,

Nous avons révélé les hexons synthétisés dans ces cultures par un sérum
anti-hexon de lapin, puis ajouté un deuxiéme sérum anti IgG de lapin lié a la
fluorescéine. La localisation de la fluorescence au sein des cellules visualisée au
microscope, était le reflet de la localisation des hexons (Cf. Fig. 21, lignes
a,b,c,d). Les cellules infectées par le mutant hexon(-) H2 ts 121, ne pré-
sentaient, comme les cellules non infectées, aucune fluorescence. Notre sérum
était donc spécifique de I'hexon.

Les cellules infectées par H5 ts 1 n'ont révélé que quelques points de
fluorescence trés faible autour du noyau car notre sérum anti~-hexon
capsomérique ne réagit pas avec les monoméres d'hexon. Ceci nous a permis de
vérifier le rdle de la 100 K dans la trimérisation de I'hexon. En effet, H5 ts 1
est affecté sur cette fonction (Cf. Fig. 21b).

Le mutant H2 ts 118 (Cf. Fig. 21c) est capable de trimériser ses hexons,
cependant nous n'avons observé qu'une fluorescence nettement périnucléaire.
Aucun hexon trimére de H2 ts 118 ne semble pouvoir pénétrer dans les noyaux
des cellules infectées. Ceci permet de confirmer le rdle de la 100 K dans le
transport de [I'hexon (TASSERON-DeJONG et al., 1979 ; GAMBKE and
DEPPERT, 1981). La mutation de I'H2 ts 118 fut localisée dans le géne de la 100
K par des expériences de recombinaison génétique (D'HALLUIN et al., 1982).



Figure 20

-66-

Mise en évidence des triméres d'hexon chez le mutant H2 is 107.

a

e

immunoélectrophorése bidimensionnelle des antigénes solubles
de H2 ts 107 a température permissive

b : immunoélectrophorése bidimensionnelle des antigénes solubles
de H2 ts 107 a température restrictive

pic 1 : hexon

pic 2 : base du penton
pic 3 : penton

pic 4 : llla

pic 5 : fibre

¢ : analyse par électrophorése, aprés séparation en gradient de
saccharose, d'antigénes solubles de H2 ts 107 a 39.5° C
piste 3,5 S : hexon monomére —
piste 12 S : hexon trimére



Tableau 6 : Analyse par des endonucléases de restriction de 1'ADN de recombinants intersérotypiques
entre des mutants ts de Ad2 et Ad5

Rccomblnnn((h) Designation Bam HIT Hind 111 Bam HI Sma I Sma 1 Fco RI Sma I Fco RI Hind IIl Hiad TIT FEco RI

29.7 41,7 42.8 54 55.9 59.2 69 70.7 79.6 80.4 89.6
H2 ts 107 x N5 ts 5B R6 2 2 2 5 5 5 5 5 5 5 S
R7 2 5 5 5 5 5 S 2 5 5 5
R8 2 2 2 2 5 5 S 2 5 S 5
H?2 ts 107 x H5 ts 36 §1 2 2 2 S S 5 5 2 b b) 5
$2 2 5 5 2 2 2 5 S 5 5 2
[ 5] 2 S 5 2 2 2 5 S 2 2 2
bs 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 s(e)
b7 2 2 2 5 5 2 5 2 5 S 5
Bam HI Bam HI Xho 1 Eco RI Xho I Xho 1 Eco RI EcoRl1
29.7 42.8 53 59.2 68.4 70 70.7 89.6
H2 ts 107 x U5 ts | Sl 2 2 5 5 5 2 2 2
s2 5 5 2 5 5 2 2 2
S5 5 5 5 S 5 2 2 2
S8 S S 5 5 S 2 2 2
oA §

(b) Les nombres 2 et 5 apparaissant dans le tableau indiquent une séquence d'Ad2 ou d'Ad5 & cet unique site de clivage
(c) La composition de 1'ADN de 05 est celle d'un révertant

Tableau 6
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D'autres expériences, par sauvetage de la mutation avec des fragments d'ADN
du virus sauvage, ont permis de préciser entre 72,8 et 75,8 UG la région
rpg‘_tée.

B Enfin, les cellules infectées par H2 ts 107 (Cf. Fig. 21d) présentaient une
fluorescence répartie dans la cellule entiére, identique a celle observée lors de
I'infection avec le virus sauvage (Cf. Fig. 21a).

Ces expériences nous ont permis de montrer que si H2 ts 107 n'est pas
complémenté par les mutants affectés sur le géne de la 100 K, son phénotype
n'est pas non plus affecté dans les rdéles connus de cette protéine. Avant
d'envisager un nouveau réle a la protéine majeure non structurale tardive, nous

avons précisé la mutation de H2 ts 107 par différentes techniques génétiques.

B- Caractérisation génétique de la mutation de H2 ts 107

1- Recombinaison

Nous avons coinfecté des cellules par H2 ts 107 et H5 ts 1,
pendant 96 h a 33° C. La fréquence de recombinaison des mutants a été calculée
par comptage du nombre de plages virales formées lors d'un deuxiéme cycle
infectieux (réalisé avec les lysats cellulaires récoités a la fin du premier cycle)
a 33° C d'une part et a 39° C d'autre part.

Nous avons obtenu par cette technique une fréquence de recombinaison de
3a 4.10_3 entre H5 ts 1 et H2 ts 107. Ce taux est trés faible, par rapport aux
fréquences couramment obtenues entre des mutants affectés sur des régions
éloignées |'une de l'autre (HASSEL and WEBER, 1978).

Néanmoins, le fait qu'aucune complémentation ne soit possible entre les
deux mutants d'une part, et que leur fréquence de recombinaison soit trés
faible d'autre part, pourrait suggérer I'existence de différents domaines
fonctionnels sur le géne de la 100 K, les mutations de H5 ts 1 et H2 ts 107
étant dés lors représentative de deux domaines. Un tel résultat s'accorderait
avec ceux de OOSTEROM-DRAGON and GINSBERG {1981), qui obtinrent des
polypeptides 100 K, hybrides entre Ad5 et Ad2, fonctionnels.

D'autres recombinants entre H2 ts 107 d'une part et H5 ts 36 (défectif
dans la synthése de I'ADN) ou H5 ts 58 (défectif dans I'expression du
polypeptide 1lla) d'autre part furent réalisés dans le laboratoire.

L'ADN de ces recombinants fut analysé par digestion avec des
endonucléases de restriction. Le tableau 6 résume la position des séquences
spécifiques d'Ad2 et d'Ad5 dans ces recombinants.

L'analyse de ces résultats permit de déterminer la position de la mutation
de H2 ts 107 entre les coordonnées 68 et 70,7 UG, soit dans une zone

représentant moins de 3 % du génome (environ 1000 nucléotides).



Tableau 7 :

Sauvetage de la mutation de H2 ts 107
par des fragments de I'ADN d'Ad2 WT

U\

Nature de I'ADN

cotransfecté avec

le complexe ADN-TP H2 ts 107

Plasmide

pVM 504
pVM 508
pVM 509
pVM 543
pVM 565
pVM 511

Fragment de restriction

Hind 111B
Bst E 11B
pVM 508/Bgl IlI/Hind Il
pVM 508/Bst Ell, Kpn |

Controle simple transfection

ADN d'Ad2 WT
pVM 504
H2 ts 107

cellules non infectées

Localisation sur le

génome virale (en UQG)

59 ,3~75,9
59,5-65,9+67,8-75,9
59,5-65,9+75,8-75,9
72,8-75,9
59,5-68,2+69,9-75,8
63 ,6-65,9475,8~75 .9

72,8-89,1
67,8-98
69-72,8
67,8-71,4

Nombre de plages/
boite de pétri a
39.5% C

65




Figure 21 :

Localisation des hexons capsomériques dans des cellules
infectées.

e

par Ad2 WT
par H5 ts 1
: par H2 ts 118
: par H2 ts 107

o 0 T o

-68-
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2-  Sauvetage de la mutation par des fragments d'ADN de

l'adénovirus sauvage

La recombinaison du complexe ADN-TP d'H2 ts 107 co-transfecté
par précipitation au phosphate de calcium avec des fragments d'ADN de
différentes régions du génome du virus sauvage, permet ou non le sauvetage de
la mutation. Le résultat est visualisé par la formation de plages de lyse de
virus recombinants de type sauvage.

Nous avons utilisé cette méthode pour préciser la localisation de la mutation
de H2 ts 107. Nous nous sommes servis soit de fragments d'adénovirus sauvage
purifiés sur gel d'agarose et élués, soit de plasmides pBR 322 ayant intégrés
des zones précises du génome viral sauvage. Les séquences insérées dans les
différents plasmides qui ont été réalisés dans le laboratoire, ainsi que les
résultats qu'ils nous ont permis d'obtenir sont détaillés dans le Tableau 7.

La localisation de la mutation de H2 ts 107 a eté précisé par cette méthode entre
69 et 69,9 UG, soit sur un fragment de 300 nuciéotides.

Nous avons alors séquencé cette région par la méthode de terminaison des

chaines en utilisant le phage M13 comme vecteur.

3- Séquencage par la méthode "des dideoxy"

Les techniques de clonage dans M13 furent développées par
MESSING (1983). Nous avons utilisé cette méthode car elle nous permettait de
préparer facilement de grandes quantités d'ADN simple brin.

Nous avons digéré par l'enzyme de restriction Sau 3A, le fragment purifié
d'ADN d'H2 ts 107 66,5 - 70,3 UG (§9_<_:_ I - Xho 1). Les quatres fragments
d'ADN obtenus (680, 287, 180 et 180 paires de bases) furent clonés dans les
vecteurs mp18 et mpl19 (EGGERDING and PIERCE, 1983).

Dans le fragment _§§£ [-Sau 3A de 287 paires de bases, nous avons trouvé
aux deux positions 25082 et 25083 un changement de deux nucléotides. De cette
modification résulte un codon GCA remplacant le codon CAC du type sauvage.
Ceci entraine le changement de l'acide aminé acide aspartique en alanine. La
mutation de H2 ts 107 se situe au niveau du 324e acide aminé a partir de
'extrémité N-ter, de la 100 K.

Cette modification n'a pu é&tre provoquée par le traitement a l'acide nitreux
qui permit d'obtenir ce mutant (MARTIN et al., 1978). Il s'agit probablement
d'un mutant spontané sélectionné dans le systéme de cionage et l'inversion
apparue des deux nucléotides représenterait deux mutations par transversion
sur le méme codon.
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4- Conclusions

Nous avons déterminé que le mutant d'assemblage H2 ts 107 est
affecté sur le géne de la 100 K. Cependant, son phénotype est normal pour les
roles jusqu'alors connus de la 100 K (CEPKO and SHARP, 1982 ;
OOSTEROM-DRAGON and GINSBERG, 1981 ; GAMBKE and DEPPERT, 1981a,b ;
CAMBKE and DEPPERT, 1983).

Le cycle de H2 ts 107 se déroule a 39.5° C jusqu'a un stade plus tardif
que les autres mutants sur le méme gene. Le blocage de son information se
réalise au niveau de Il'assemblage de prestructure. Ceci implique un rdle
probable de fa 100 K & ce niveau. Ce role était déja soupconné, car la 100 K
est retrouvée associée aux jeunes virions (EDVARDSSON et al., 1976).

Nous avions remarqué que les particules immatures de H2 ts 107 possédent
une protéine de 90 K qui n'existe pas dans les IM d'adénovirus sauvage isolés
dans les mémes conditions. Or, CEPKO et al. (1981) coprécipitaient avec un
sérum monoclonal anti-hexon de ['hexon et un doublet 100 K - 95 K. Nous avons
voulu déterminer si la 90 K des IM de H2 ts 107 était apparentée a la 100 K

codée par la région L4 du génome viral.

C- Communautés entre la 100 K et la 90 K

1- Communautés structurales

AXELROD (1978) montra que la 100 K est phosphorylée. Nous

. 5 32
avons marqué a

P-H3P04 une culture cellulaire infectée par H2 ts 107. Les
particules IM purifiées et analysées en gel de polyacrylamide SDS, puis
autoradiographiées (Cf. Fig. 22B, ligne e) possedent un doublet 100 K - 90 K
32

P.

Nous avons précipité ces intermédiaires aprés leur rupture au

marqué au

déoxycholate de sodium par un sérum non immun (Cf. Fig. 22B, ligne f) et par
un sérum polyclonal anti-100 K (Cf. Fig. 22B, ligne g), que le professeur
DEPPERT nous avait gentiment donné. On observe sur cette figure que le sérum
anti-100 K permet la précipitation d'un doublet 100 K - 90 K. Ceci suggére soit
que la 100 K et la 90 K restent associées par voisinage aprés la désintégration
au DOC, soit qu'il existe des parentés antigéniques et conformationnelles entre
ces deux protéines. Deux autres peptides de 28 et 32 K sont précipités a la fois
par les séra anti-100 K et par le sérum non immun. lls ne sont probablement
pas apparentés a la 100 K.

14

Il est possible de déterminer par incorporation de C-acétate si une

protéine est N-acétylée (BOUDIN et al., 1983). Nous avons infecté une culture
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159K - - -
oK ‘ VI . il
Figure 22 : Analyse des protéines des IM d'H2 ts 107 aprés phosphorylation
ou N-acétylation.
B. V : virus Ad2 WT marqueur (MC—formiate)
e: IM 92'H2 ts 107 purifiés aprés marquage
au "°P - H PO,
f: IMdH2 ts %07 de (e) aprés précipitation par un sérum
non immun
g : IM d'H2 ts 107 de (e) aprés précipitation par un sérum
polyclonal anti 100 K
C. V : virus Ad2 WT marqueur (MC—formiate)

h, i, j, k : IM d'H2 ts 107 aprés N-acétylation au

“‘C-

acétate. Aprés 16 h de marquage a 39.5° (h), 2 heures de
chasse a 33° C (i), 4 h de chasse a 33° C (j), 6 h de
chasse a 33° C (k).
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de cellules par H2 ts 107 pendant 16 heures a 39.5° C dans un milieu contenant
du 14
4 et 6 heures. Les intermédiaires d'assemblage furent purifiés, et les

C-acétate. Nous avons ensuite chassé cette culture a 33° C pendant 0, 2,

polypeptides viraux soumis & une électrophorése sur gel d'acrylamide et
autoradiographiés. Le profil de la Fig. 22C montre |'évolution de l'incorporation
du 14
100 K N-acétylée augmente au cours de la chasse ; mais aucune bande de 90 K

C-acétate au cours de la chasse. On observe que la radioactivité dans la

n'apparait sur ['autoradioagraphie. Le polypeptide 90 K ne posséde pas son
extrémité N-acétylée.

Par la méthode de CLEVELAND et al. (1977), nous avons cherché a déter-
miner si 100 K et 90 K possédaient des peptides communs. Aprés séparation en
gel de polyacrylamide-SDS, les bandes correspondantes aux protéines 100 K et
90 K sont excisées puis digérées par la protéase V8 de Staphylococcus aureus a

différentes concentrations. Le profil de migration des peptides marqués a la
355— méthionine (Cf. Fig. 23A) est identique pour la majorité des espéces.
Néanmoins, la sensibilité de la 90 K a la protéase est beaucoup plus grande.

Le diagramme des peptides phosphorylés (Cf. Fig. 23B) révéle a la fois
pour la 100 K et la 90 K, une espéce majeure de 45 K. Toutefois, on observe
des variations entre certains peptides de faible masse moléculaire.

Ces résultats confirment la parenté structurale existante entre la 100 K et
la 90 K. Le fait que la 90 K ne soit pas N-acétylée suggére fortement qu'elle
résulte du clivage de la partie N-ter de la 100 K. Néanmoins, nous avons
vérifié que la mutation de H2 ts 107 ne crée pas de site de clivage protéolytique
du type Gly-Ala reconnaissable par une enzyme "trypsine like" comme Ia
protéase virale. En effet, le changement que nous avons observé chez H2 ts 107
transforme une séquence Ala-Asp en Ala-Ala.

Il est possible que le clivage de [a 100 K & son extrémité N-ter soit un
événement se produisant également chez le virus sauvage, dans certaines
conditions. La 90 K, éliminée dans le virus sauvage, subsisterait dans les

particules du mutant.

2- Communautés immunologiques

Plusieurs lapins ont été immunisés avec les polypeptides 100 K ou
le 90 K. Les sérums obtenus furent appeiés anti 100 K N, anti 100 K W et anti
90 K.

Aprés dissociation au déoxycholate de sodium, les intermédiaires de
maturation de H2 ts 107, d'adénovirus sauvage, et les protéines virales sont
séparés par électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS, puis transférés



Figure 23 :

-73-

4 ¥ - @
5 S _

EN
1%

Migration en gel d'acrylamide des peptides de la 90 K et de la
100 K obtenus aprés leur digestion a la protéase V8 de
Staphylococcus aureus.

A. marquage a la 3'SS—méthlonme
ligne V : virus marqueur Ad2 WT ( C—formiate)
lignes a, b, ¢, d : digestion de la 90 K par des
concentrations croissantes de la protéase V8
lignes e, f, g, h : digestion de la 100 K par des
concentrations croissantes de la protéase V8

32

B. marquage au "°P - H3PO 1
li V @ vi C-formiate
gne : virus marqueur a
i, j, k, | : digestion de la 90 K par des concentrations

croissantes de la protéase V8
m, n, o, p : digestion de la 100 K par des concentrations
croissantes de la protéase V8
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Figure 24 Précipitation apreés dissociation au déoxycholate de sodium des IM
d'H2 ts 107 et d'Ad2 WT par différents séra.

ligne a : Ad2 WT

ligne b : H2 ts 107

A : sérum anti 100 K N
B : sérum anti 90 K

C : sérum anti 100 K W
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électriquement sur une membrane de nitrate de cellulose ; enfin, ils sont
analysés avec nos différents sera (Cf. Fig. 24A, B, C). Nous avons révélé
les immunoprécipités par la protéine A de Staphylccoccus aureus marquée a '
125|.

Notre sérum anti 100 K W révele le doublet 100 - 90 K ainsi que l'hexon
(Cf. Fig. 24C : ligne a, Ad2 WT ; ligne b, H2 ts 107).

Le profil est comparable a celui que nous avions obtenu avec le sérum
anti-100 K du Pr. DEPPERT. Cependant, une bande de 70 K dans les {M de H2
ts 107 est également réveélée et correspond probablement a un produit de cli-

vage. Notre sérum anti-90 K nous a apporté le méme résultat, néanmoins,
I'hexon y est beaucoup moins visible (Cf. Fig. 24B a, b).

Par contre le sérum appelé anti 100 K N (Cf. Fig. 24A a, b) ne révéle pas
la 90 K mais une faible bande de 13,5 K coprécipitée avec la 100 K a la fois
dans les IM de H2 ts 107 (b) et dans les virus de Ad2 WT (a). Par ailleurs, un
extrait de cellules infectées par H2 ts 107, marquées au 14C-acé'ca'ce, traité
comme précédemment, puis incubé avec le sérum anti-100 K N et révélé a la
peroxydase indique la méme bande de 13,5 K & la fois en coloration et en
autoradiographie. Le sérum anti 100 K N révéle spécifiquement la partie
N-acétylée de la 100 K, clivée dans la 90 K,

Le fait que le polypeptide 13,5 K soit a la fois retrouvé chez I'Ad2 WT et

H2 ts 107 indique que le clivage est également réalisé chez le virus sauvage.

D- Importance de la 100 K et de la 90 K dans |'échafaudage des

particules

1-  Affinité de la 100 K pour les triméres d‘hexons

L'expression de H2 ts 107 & 39.5°C est bloquée lors de
I'échafaudage des capsides. Ceci implique un rdle de la 100 K dans ce
mécanisme. Elle posséde donc vraisemblablement un site d'affinité ou de liaison
pour [‘hexon trimérique.

Pour mettre en évidence cette affinité, nous avons utilisé des colonnes
d'affinité hexon-sépharose. Les capsoméres d'hexons purifiés (BOULANGER and
PUVION, 1974) ont été liés au sépharose préalablement activé au bromure de
cyanogéne.

Une colonne "témoin" consistait en la dénaturation dans le SDS a 100° C
pendant 5 mn d'hexon sépharose. Nous avons vérifié "I'état" des hexons
capsomériques dans les deux colonnes (matures et dénaturés) en
chromatographiant un antisérum anti-hexon capsomérique de lapin. Le profil
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d'élution obtenu en fonction de la concentration en sels, indique que la colonne
hexon natif - sépharose est capable de retenir a 100 % les anticorps spécifiques
des triméres. Sur la colonne hexon sépharose dénaturé au SDS, 72 % des
anticorps sont exclus, la dénaturation des antigénes n'a donc pas été totale.

Nous avons préparé pour les deux chromatographies des antigénes solubles
marqués a la 355—Met, a partir de cellules infectées a 39.5° C par le mutant
hexon(-) H2 ts 121. Ce mutant a été choisi pour éviter des interactions
possibles entre la 100 K et des hexons solubles. La figure 25 montre les profils
d'élution obtenus : en A avec la colonne native et en B avec la colonne
dénaturée. Dans la colonne dénaturée au SDS, toute la 100 K est éluée dans le
pic exclu. Alors que dans la colonne native, la protéine non structurale 100 K
n'est éluée de la colonne qu'a haute force ionique (0,8 M KCI + 5 M urée) (Cf.
Fig. 25A, d).

La fixation trés forte de la 100 K sur les hexons capsomériques de Ila
colonne native implique l'existence d'un site de liaison entre ces protéines et
par conséquent un rdle direct de la protéine tardive non structurale majeure
dans l'assemblage des hexons trimériques en capsides.

Nous avons voulu déterminer la localisation respective des polypeptides 100
K et 90 K au sein des IM de H2 ts 107.

2- Topographie de la 90 K et de la 100 K dans les IM d'H2 ts 107

La rupture de particules vides au DOC a 56° C (BOULANGER et
al., 1979), aboutit aux structures : groupes de 9 hexons et protéines de
l'apex, séparables en gradient de glycérol.
32Nous avons analysé ces fractions dans les IM de H2 ts 107 ayant incorporé
du

de 9 hexons, alors que la 100 K se situe au niveau des zones apicales.

P—H3P04. L'autoradiogramme indique que la 90 K est associée aux groupes

Parallélement, la précipitation par des immunséra (anti-hexon, anti base,
32p_|M de H2 ts 107 traitées au DOC (Cf.
Fig. 26) révele en (a) avec le sérum non immun un doublet 28-32 K, en (b) et

anti-llla et anti-1X) de particules

(c) avec respectivement les séra anti-hexon et anti-1X une coprécipitation
hexon-90 K et 1X-90 K ;

Enfin, en (c) et (d) avec respectivement les séra anti-base du penton et
anti-llla une coprécipitation du penton base-100 K et [lla-100 K.

La 90 K est associée aux protéines Il et IX représentatives des groupes de
9 hexons, alors que la 100 K coprécipite avec le llla ou la base du penton et
semble donc étre localisée au niveau des zones apicales.

Cette association va dans le sens de I'hypothése d'un échafaudage des



Figure 25 :

-77-

\'}
- P | "y
N - @D -“ =
la_ o  oup G~ SO M-ma/\v
wv_ - .
Vi- @
Vi e

B T LRIt T RN

Affinité de la 100 K pour des colonnes d'hexon sépharose

A : colonne d'hexon sépharose natif

B : colonne d'hexon sépharose dénaturé au SDS
ligne a : pic exclu

ligne b : élution 0,2 M KCI

ligne ¢ : élution 0,8 M KCI

ligne d : élution 0,8 M KCI + 5 M urée
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Précipitation des protéines phosphorylées des IM de I'H2 ts 107

aprés dissociation au déoxycholate de sodium par différents

séra

v

a : précipitation avec un
b : prééipitation avec un
C : précipitation avec un
d : précipitation avec un
e : précipitation avec un

: virus Ad2 WT (MC formiate) marqueur

sérum non immun
sérum anti hexon
sérum anti base
sérum anti llla

sérum anti 1X



Tableau 8 : Analyse des autoradiographies des fractions
d'Ad2 WT chromatographiées sur colonne de novobiocine sépharose

(80)

% d'incorporation dans le polypeptide
Fractions = —-————-ne—o ——- --- rapport 100K/iI
It 100 K [l 72-75 K 66-12 K

187 cycle(c)
pic exclu 10,4 5,3 8,1 7,2 68,9 0,51
élution novobiocine 23,2 20 13,2 5,1 38,5 0,86
&lution ATP+Mg' 28 34,9 10,5 4,7 21,8 1,20
élution 0,8 M KClI 6,8 18,2 7,0 17,4 57,4 2,67
éflution NaCl-Urée 8,8 23,8 3,5 14,9 48,9 2,70
éme (c)
2 cycle
pic exclu 28,7 11,3 14,7 ND'9) 45,2 0,39
élution novobiocine 11,2 23 18,7 ND 46,3 1,92
&lution ATP+Mg™ " 12 20,5 13,2  ND 54,1 1,71

a : Le doublet 72-75 K correspond a la forme phosphorylée et non
phosphorylée de la 72 K DBP

b : Les chiffres correspondent a !'ensemble des bandes ayant migré lors de
I'électrophorése entre le Illa (66 K) et le IX (12 K).

c : les fractions éluées avec le tampon novobiocine et ATP-—Mg++ ont été
réunies, dialysées et rechromatographiées sur la méme colonne novobiocine
sépharose.

d : non détectable
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capsides a partir d'une copolymérisation 100 K, hexon, penton, suivie de la
maturation par clivage de la 100 K en 90 K et 13 K. L'existence d'une 90 K,
liée aux groupes de 9 hexons suggére que ces groupes de 9 hexons, c'est-a-
dire les faces de l'icosaédre, sont constitués de matériel plus ancien que les
‘apex' ou se trouve la 100 K non clivée. Cela confirme les résultats de cinétique
de marquage des particules virales précédemment montrés.

E- Intervention de la 100 K dans I'encapsidation de I'ADN

La novobiocine (inhibiteur des gyrases et topoisomérases) inhibe
I'initiation de la réplication de I'ADN viral et son encapsidation (D'HALLUIN et
al., 1980).

Nous voulions identifier les protéines virales impliquées dans cette étape de

LY

l'assemblage grace a lI'action de la novobiocine. Nous avons chromatographié

35 s s
S-méthionine sur des colonnes

trois types d'extraits marqués a la
novobiocine-sépharose, pour essayer d'identifier des produits viraux ayant une
affinité pour la novobiocine.

Notre témoin était un extrait cellulaire non infecté (Cf. Fig. 27A). 98 & du
matériel injecté sur la colonne (ligne a) a été retrouvé dans le pic exclu (ligne
b). Néanmoins, des traces d'actine (42 K) ont été éluées en haute force ionique
et en urée 5 M (lignes e, f). Cette élution en haute force ionique résulte
davantage d'une adsorption non spécifique sur la colonne.

Le lysat de cellules infectées par Ad2 WT (Fig. 27B) présente un profil
plus complexe. Une grande partie du matériel est a nouveau éliminée dans le pic
exclu (ligne b) ; cependant, plusieurs espéces sont maintenant éluées : en (c)
avec de la novobiocine, et en (d) avec de I'ATP et du magnesium.

Ces espéces éluées sont déplacées beaucoup plus spécifiquement et
réellement attachées a la colonne par affinité par rapport aux éluats obtenus a
haute force ionique (KC! 0, 8 M) (e) et en urée 5 M (f).

Dans ces fractions ayant une affinité supérieure, on retrouve les
polypeptides 1I, IIl, Illa, IV, 100 K et des traces de 72 K.

L'analyse de l'autoradiogramme a permis de déterminer le pourcentage des
différents polypeptides dans les différentes fractions (Cf. Tableau 8). Les
fractions peptidiques obtenues en ¢ et d ont été mélangées et
rechromatographiées sur la méme colonne (Cf. Fig. 27D). On observe que lors
de cette deuxiéme élution, la majorité des protéines capsomériques i, llla, 1V
et une grande quantité d'hexons sont alors retrouvées dans le pic exclu (b).

Par contre I'élution spécifique par la novobiocine permet celle (c) de la 100
K et de I'hexon. Par rapport au premier cycle de chromatographie,



Figure 27 :
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Chromatographie d'extraits de cellules infectées ou non sur
colonne de novobiocine~-sépharose

: cellules non infectées

: cellules infectées par H2 Ad2 WT

: cellules infectées par H2 ts 107

: deuxiéme chromatographie des fractions éluées en B (c,d)

oOow>

: fraction injectée

: pic exclu

: élution par la novobiog'_ne

: élution par ATP + Mg

: élution par 0,8 M KClI

: élution par 0,8 M KCI + 5 M urée

-0 OO0

(b', c', d', e', f') correspondent & C (b, ¢, d, e, f) aprés
précipitation par un sérum anti 90 K
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I'enrichissement, dans cette fraction éluée par la novobiocine, en polypeptide
100 K par rapport & l'hexon passe de 0,86 a 1,92 (Cf. Tableau 8).
Dans ce cycle, aucune autre protéine n'a été éluée a haute force ionique.

H2 ts 107 étant muté dans le geéne de la 100 K, nous avons voulu connaltre
le comportement du couple 90 K-100 K. Nous avons alors réalisé la méme
chromatographie en injectant un extrait de cellules infectées a 39.5° C par H2
ts 107. ‘,

Sur l'autoradiographie (Cf. Fig. 27 C), on constate qu'il n'existe pas de
variation de comportement entre 100 K et 90 K. Ces deux polypeptides sont
toujours coélués,

Cependant si l'on compare le profil d'élution obtenu avec H2 ts 107 et Ad2
WT, on constate que le doublet 100 K ~ 90 K n'est pas élué en présence de
novobiocine (c) seule, mais nécessite ATP et magnésium (d).

Ces résultats suggérent une affinité indéniable de la 100 K pour Ia
novobiocine différente dans les mutants et le sauvage. Néanmoins, le mode
d'interaction et la signification de cette affinité restent a étudier. La 100 K
agit-elle directement sur la novobiocine ou par l'intermédiaire d'une protéine
cellulaire ?

L'affinité différente du doublet 100 K - 90 K de H2 ts 107 suggére une
altération globale de la structure de ces polypeptides.

Cependant la coélution 100 K - 90 K implique que le domaine N-terminal
n'est pas nécessaire a la liaison a la novobiocine.
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Cette étude sur l'assemblage de l'adénovirus nous a permis de mettre en
évidence une séquence d'entrée des protéines dans les particules virales. Nous
avons pu préciser les fonctions de deux classes de protéines non structurales
en fonction de leur cinétique d'incorporation. Par ailleurs, la protéine non
structurale, 100 K, s'est révélée étre une protéine plurifonctionnelle dans
laquelle quatre domaines peuvent étre définis.

Lors de la phase tardive du cycle lytique, les protéines traduites dans le
cytoplasme migrent vers le noyau ou se déroule le processus d'assemblage des
capsides qui aboutira a la propagation du virus.

L'analyse des sous-structures virales (apex, groupe de 9 hexons et
nucléoide), lors de nos expériences de double marquage sur le virus sauvage en
présence de cycloheximide, révéle l'arrivée, récente, de matériel marqué récent
au niveau des structures apicales. Ce résultat est particuliérement visible sur la
courbe c de la figure 14 ou les IM sont assemblés, aprés la levée du bloc
cycloheximide, avec du matériel neuf marqué a la 3H-vaHne.

Grace a l'étude des polypeptides radioactifs aprés les doubles marquages
du virus sauvage, ainsi qu'aux résultats obtenus avec H2 ts 112 lors de la
double synchronisation de son expression, nous avons pu faire une
discrimination entre les différents polypeptides d'une méme sous-structure
(apex, groupe de 9, nucléoide), ce qui nous a permis d'établir leur cinétique
d'entrée dans la capside.

Les pics de marquage (3H—Val) récent et, par conséquent, incorporé
tardivement dans les IM (Fig. 16e), se retrouvent dans les polypeptides
lllaz-IV et pVI-pVllil.

L'autoradiographie des IM de H2 ts 112 (Fig. 17, p) a confirmé et affiné ce
résultat. En effet, les bandes majeures révélées étaient Illa, 50 K et pVlI.
Enfin, les cinétiques de marquage des IM d'H2 ts 107 mettent en évidence que
la population de densité 1,285 est antérieure dans le déroulement du cycle viral
a la population de d : 1,295 vers laquelle elle évolue (Cf. Tableau 4} ; or la
figure 19 indique une nette augmentation de I'incorporation dans Iles
polypeptides Illa, 50 K, pV! et 28 K de la population 1,295 par rapport a celle
de 1,285,

Au niveau des faces des IM, le seul polypeptide incorporé tardivement
dans les particules (marqué a la 3H—Va|) est le polypeptide IX (Cf. Fig. 16).

Par l'analyse des populations virales'(Fig. 15 g, h, i), nous avons vérifié
qu'aucune protéine nouvelle n'est incorporée lors du passage "IM
ancien" a "virion mature", exception faite du couple 50 K-V-pVIl. Le pVIl étant
déja associé trés précocement aux IM, le pic de pVIl incorporé tardivement
correspond soit a3 un échange avec le pVIil déja présent dans les particules, soit

a une nouvelle incorporation.
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L'ensemble de ces résultats permet de proposer le schéma suivant :

- la capside se formerait par association des protéines capsomériques de
structure I, [, IV ;

- les polypeptides 100 K, 33-39 K, pVIl et pVIIl s'y associeraient trés
précocement.

- une deuxiéme classe de protéines, Illa, 50 K, pV! et IX serait
incorporée plus tardivement.

Nous pourrions définir la 1ére classe de polypeptides incorporés comme
polypeptides d'échafaudage. Ces protéines (33-39 K, 100 K, pVIl et pVIill)
permettraient |'échafaudage et la formation de la structure capsidique ; Elles
possédent la propriété commune d'étre soit totalement éliminées, soit modifiées
lors de la maturation des particules.

Les protéines arrivant plus tardivement seraient les protéines de
stabilisation - modification. Ainsi, le polypeptide X, par son association aux
groupes de 9 hexons (van OOSTRUM and BURNETT, 1985), et vraisem-
blablement le Illa, par son association aux zones apicales, permettraient Ia
stabilisation de la capside. Le polypeptide 50 K a jusqu'alors été considéré
comme protéine d'échafaudage (EDVARDSON et al., 1976 ; D'HALLUIN et al.,
1978 a,b) du fait de sa disparition lors de la maturation du virus. Néanmoins, il
s'est davantage révélé dans l'ensemble de nos expériences (Cf. Fig. 17, 18, 19)
comme une protéine de "stabilisation" pénétrant tardivement dans la capside.
Lors de I'étude des IM et des virons de H2 ts 112 (Cf. Fig. 17, 18), nous
avons trouvé une quantité importante de 50 K associée aux jeunes virions.
Cependant, il n'existe aucune identité 50 K - V, bien que les deux protéines
soient phosphorylées, leurs profils trypsiques sont totalement différents
(WEBER and KHITTOO, 1983), il n'est donc pas envisageable de considérer la
50 K comme un précurseur du V. De plus, la 50 K posséde un réle de protéine
de stabilisation avec son arrivée tardive, mais se comporte comme une protéine
d'échafaudage en se dissociant de la particule mature. Elle posséde donc un rdle
ambigl. Il est possible qu'elle soit interchangée avec le polypeptide V lors de
son incorporation dans la capside.

L'étude du mutant H2 ts 107 nous a permis d'étudier la protéine
d'échafaudage 100 K et d'observer son implication dans différentes étapes de la
morphogénése.

Les monoméres natifs des hexons se lient dans le cytoplasme a la protéine
100 K, pour y former des complexes de masse moléculaire 800 K (CEPKO and
SHARP, 1983). Cette association entre hexon et 100 K pourrait impliquer un
phénoméne de coopérativité, comme c'est le cas entre gp8 et gp5 du phage P22
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(FULLER and KING, 1982), permettant !'attachement sucessif des différents
monoméres au fur et a mesure des changement conformationnels.

Pour CEPKO et SHARP (1983), [l'apparition des trimeres d'hexons coincide
au relargage des polypeptides 100 K.

Cependant GAMBKE et DEPPERT (1981a) trouvent que la 100 K est
impliquée dans le transport des capsoméres majeurs de la capside. Nous avons
confirmé ce deuxiéme réle de la 100 K, avec [|H2 ts 118 qui accumule des
triméres d'hexon dans la région périnucléaire (Cf. Fig. 20). C'est donc
le domaine C-terminal ou la mutation de I'H2 ts 118 a été localisée, qui participe
a la réaction de transport. D'autre part, nous avons montré que H2 ts 107 est
muté au niveau du 324° AA de la protéine non structurale 100 K. Or les
capacités a trimériser et a transporter |'hexon ne sont pas affectées chez ce
mutant. Le phénotype d'H2 ts 107 est "assemblage négatif" (il ne réalise aucun
assemblage a température restrictive) ; nous savons également que la 100 K
s'associe précocement aux capsoméres ; De plus la 100 K a une grande affinité
pour I'hexon trimérique (Cf. Fig. 25) ; Enfin, chez H2 ts 107, elle se clive
rapidement en 90 K et 13 K.

Nous en avons déduit un troisiéme réle de la 100 K dans l'échafaudage des
capsides et leur assemblage.

En abordant le probléme de la pénétration de I'ADN viral dans la capside,
nous avons montré une forte affinité de la 100 K pour les colonnes de
novobiocine sépharose (Cf. Fig. 17b) (la novobiocine inhibe l'encapsidation de
I'ADN de l'adénovirus : D'HALLUIN et al., 1980. Nous avons pu en conclure
son implication directe, ou plus probablement indirecte par l'intermédiaire d'une
protéine cellulaire au niveau de I'encapsidation de I'ADN viral. Chez le mutant
H2 ts 107, nous n'avons pu constater aucune différence d'élution entre les
protéines 100 K et 90 K sur colonne de novobiocine sépharose. L'extrémité
N-terminale de la 100 K n'est donc pas la cible de cette affinité.

Nous savons que la 100 K, protéine d'échafaudage, "disparait" des
particules au moment de I'encapsidation de I'ADN. Il est possible que les deux
phénoménes soient indépendants. Mais l'implication, méme lointaine de la 100 K
dans l'encapsidation, la rapproche de la protéine gp8 du phage P22, En effet,
chez P22, le départ de gp8 entre les interstices des protéines de capside gp5
vers le milieu extérieur est couplé a l'entrée de I'ADN (GRIFFIN-SHEA, 1977).

Quatre domaines fonctionnels peuvent donc étre distingués sur la séquence
de la 100 K comme résumé sur le schéma ci-dessous. Nous en avons localisé
deux d'entre eux (transport et échafaudage). La fonction de trimérisation se
situe au centre de la zone codante de la 100 K mais n'a été localisée que sur 3
UG (ARRAND, 1978). La derniére fonction, impliquant la 100 K dans le

mécanisme d'encapsidation de I'ADN, reste a déterminer précisément.
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Zone codante de la 100K

AUG
léotide 24108 26523
[ 1 1 - ] i 1 i
UG 67,08 68,08 69.08 70,08 71,08 72,08 73,08 73.8
AA 1 120 240 360 480 600 720 805
H2 ts 1 “EIB’
Trimérisation de 1'hexon
(ARRAND, 1978) -
H2 ts 118
e .
0le dans 1'encapsidation Transport
e 1'ADN ? de 1'hexon
H2 ts 107
B e SN

Echafaudage de
la capside

Les différents domaines fonctionnels du polypeptide 100 K




CONCLUSIOGCN

L'étude d'une part des particules virales obtenues lors de marquage et de
blocage a la cycloheximide, et d'autre part des différents domaines fonctionneis
de la 100 K (a travers la caractérisation des mutants H2 ts 107 et H2 ts 113),
nous a permis de proposer le modéle d'assemblage des particules exposé dans la
discussion. Nous y avons fait intervenir :

la cinétique d'entrée des protéines tardives que nous avons déterminée
lors de l'échafaudage et de la stabilisation des particules

le réle que nous avons confirmé de la 100 K dans le transport des
hexons du cytoplasme au noyau

. la nouvelle fonction dans I|'échafaudage des particules que nous avons
définie pour la 100 K

. enfin, le rdle possible de la 100 K dans |'encapsidation du DNA

L'assemblage "in vitro" fait intervenir un grand nombre de paramétres
encore mal définis. C'est pourquoi l'analyse détaillée des différents domaines de
la 100 K par ['‘obtention de mutations ponctuelles dans ces domaines semble une

voie dans |'étude de l'assemblage.
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Morphogenesis of Human Adenovirus Type 2: Sequence of Entry
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The initial steps of adenovirus capsid morphogenesis and the sequence of entry of
structural and nonstructural proteins into assembly-intermediate (IM) particles were
investigated by pulse-chase labeling, temperature shifts, and cycloheximide inhibition
of particle formation. The experiments were performed on wild-type and two assembly-
defective, temperature-sensitive mutants, H2 ts 112 and H2 ¢s 107. The sequence of events
in the adenovirus assembly can be schematized as follows. (i) Hexons, pentons, and protein
IX assembled with scaffolding proteins 100K, PVIII, and PV1l, precursor to the major
core protein, to form a previral particle banding at a density of 1.285 in CsCl; (ii) additional
incorporation of maturation and/or stabilization proteins IIla, 50K, 39K, 28K, and PVI
led to 1.295 IM; (iii) exit of 100K, 39K, and 238K, and entry of viral DNA gave rise to 1.370
IM; (iv) dephosphorylation and/or exit of 50K and exchange with core protein V and
processing of precursors to VII, VI, VIII, and DNA-terminal protein resulted in formation
of infectious 1.345 virion. The polypeptide composition of the new class of assembly-
intermediate particles elicited by H2 ts 107 (1.285 IM), suggested that 100K, PVIII, and

also PVII might serve as scaffold components for adenovirus capsid building.

INTRODUCTION

As a result of biochemical and genetic
studies, several types of incomplete par-
ticles have been identified as structural in-
termediate steps of the adenovirus mor-
phogenesis pathway (D’Halluin et al,
1978a, b; Edvardsson et al, 1976, 1978; Ish-
ibashi and Maizel, 1974; Sundquist et al,
1973). Light, empty capsids precede heavy
intermediates containing full-length DNA,
but lacking the core structure (D’'Halluin
et al, 1978a). Encapsidation or modification
of core proteins leads to immature, non-
infectious viruses, the so-called young vi-
rions (D'Halluin et al.,, 1978a; Edvardsson
et al, 1976; Ishibashi and Maizel, 1974). Af-
ter cleavage of the precursors to capsid
proteins VI and VIII, and to core protein
VII, the young virions become mature, in-
fectious virions (Anderson et al, 1973;
Boudin et al, 1980; Edvardsson et al, 1976;
Ishibashi and Maizel, 1974). The sequence
of events has been reviewed recently
(Tooze, 1980).

! Author to whom requests for reprints should be
addressed.

Assembly of adenovirus capsid compo-
nents seems to require partner proteins,
in order to build the virus structural sub-
units and the intermediate particles cor-
rectly. Thus, the late, virus-coded 100K
protein appears indispensable to the as-
sembly of functional hexons, the major
capsid subunits (Cepko and Sharp, 1982;
Gambke and Deppert, 1983; Leibowitz
and Horwitz, 1975; Qosterom-Dragon and
Ginsberyg, 1980, 1981). Phosphoproteins 50K
and 39K, on the other hand, have been
suggested to be scaffolding proteins for
the light assembly-intermediate particles
(D’Halluin et al, 1978a, b; Edvardsson et
al, 1976; Ginsberg, 1979; Ishibashi and
Maizel, 1974; Persson et al, 1979; Philipson,
1979). Despite all these studies, the suc-
cessive steps and the mechanism of ade-
novirus capsid building and of particle sta-
bilization following the exit of possible
scaffolding proteins and the entry of viral
DNA and core proteins, remain poorly un-
derstood in terms of protein rearrange-
ments or protein-DNA interactions.

In the present study, the initial steps of
adenovirus 2 particle assembly and the
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maturation of the previral particles were
investigated with the aid of the wild-type
(WT) and two assembly-defective, tem-
perature-sensitive ({s) mutants, H2 ¢s 112
and H2 ts 107 (D'Halluin et al, 1981; 1978b;
Martin et al, 1973). H2 ts 112 has been
found to accumulate empty particles band-
ing at a density of 1.315 in CsCl and capable
of maturation into infectious virions upon
shift-down (D’Halluin et al, 1978b). H2 ¢s
107 fails to assemble capsid components
that are normally synthesized at the non-
permissive temperature (Martin et al,
1978). Partial disruption and polypeptide
analysis of virions and assembly inter-
mediate particles obtained in pulse-chase
labeling, temperature-shift, and/or cyclo-
heximide block experiments, gave insights
into the sequential entrance of proteins
into the capsid. This constituted an ap-
proach to the problem of the biological
function of the so-called “minor” capsid
proteins (Ginsberg, 1979; Philipson, 1979).

MATERIALS AND METHODS

Cells and virus. HeLa cells were grown
as monolayers in Eagle’s medium supple-
mented with 10% fetal calf serum. KB cells
were grown in suspension in Joklik-mod-
ified medium F3 (Difco) supplemented with
5% horse serum. They were infected at a
multiplicity of 100 fluorescent focus units
per cell (D’Halluin, 1978a) at 37° for the
WT, at 33° (the permissive temperature)
or at 39.5° (the nonpermissive tempera-
ture) for the ts mutants. H2 ¢s 112 and H2
ts 107 have been isolated in our laboratory
after nitrous acid mutagenesis (Martin et
al, 1978).

Isolation and purification of mature vi-
rions (M'V) and assembly-intermediate (IM)
particles. Since the IM particles produced
by H2 ¢s 112 at 39.5° were found to be
rather resistant to high salt, even without
fixation (D’Halluin et al, 1978b; and un-
published observations), a rapid technique
of isolation in CsCl gradient was developed.
Infected cells were harvested late after in-
fection (16-20 hr), centrifuged at low speed,
suspended in 0.01 M Tris-hydrochloride,
pH 8.1, and disrupted by three cycles of

freezing and thawing. The cell lysate was
thoroughly mixed with an equal volume of
Freon 113 (Boudin et al, 1980) and the
aqueous phase centrifuged at 32 krpm in
a Kontron TST 60 rotor for 1 hr at 4°, on
a cushion of CsCl (density 1.43). The par-
ticle band over the cushion was collected
and the different classes of virus particles
were further separated on a preformed
discontinuous gradient of CsCl in glycerol.
The lower phase consisted of CsCl at den-
sity 1.45 in 40% glycerol, the intermediate
layer of 1.33 CsCl in 20% glycerol, and the
upper phase of 1.25 CsCl in 5% glycerol.
The gradient was constituted of 1 ml of
each phase, and overlaid with 1.0 ml of the
virus particle suspension. Centrifugation
was performed in a Kontron TST 60 rotor
for 3.5 hr at 38 krpm and at 4°. Mature
virions (p: 1.34) accumulated at the inter-
phase of the 1.33-1.41 layer, the incomplete
particles (p: 1.29-1.30) over the 1.33 phase,
and the soluble antigens banded at the top
of the gradient in the 1.25 zone. The virions
and intermediate particles were then re-
banded in preformed continuous CsCl gra-
dients (ranging from 1.36 to 1.26 in density)
for 3 hr at 30 krpm in the Beckman SW41
rotor.

In some experiments IM particles were
isolated in a sucrose gradient. The gra-
dients containing 25 to 40% sucrose in 0.05
M Tris-hydrochloride, pH 8.0, 0.2 M Na(Cl,
0.01 M sodium EDTA were centrifuged at
85,000 g and 4° for 105 min in a Beckman
SW27 rotor over a cushion of CsCl (p: 1.43).
The IM particles sedimented at about 600
S (D’Halluin et al, 1978a, b).

Partial disruption of adenovirus particles
and isolation of subviral entities. Adeno-
virus has been shown to be readily dis-
sociated by heating for 90 sec at 56° in
0.5% sodium deoxycholate (Boulanger et al,
1979). Virus and assembly-intermediate
particles were dialyzed against 0.01 M Tris~
hydrochloride, pH 8.1, disrupted with 0.5%
deoxycholate, and the nucleoprotein core
(180-200 S) groups of nine hexons (30-50
S) and free capsomers (3-13 S) isolated by
centrifugation in a 10-40% glycerol gra-
dient for 90 min, at 35 krpm and 4°,in a
Beckman SW41 rotor (Boulanger et al,
1979). /
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SEQUENTIAL ENTRY OF PROTEINS INTO Ad2 PARTICLES

Pulse-chase labeling conditions. A 60- to
80-min period is required to form an as-
sembly-intermediate particle and the same
time for an IM particle to evolve into a
mature virion (D’Halluin et al.,, 1978a, b;
Edvardsson et al, 1976; Sundquist et al,
1973). Infected cells taken at 16 hr after
infection were centrifuged at 37° for 5 min
at low speed and resuspended at a concen-
tration of 2 X 107 cells/ml in a prewarmed
medium deficient in the amino acid used
for labeling. Labeling was performed with
[**CJvaline (2-5 uCi/ml), *H]}valine (20 uCi/
ml), or [®*S]methionine (5-20 uCi/ml), for
0.5 to 1 hr at 37 or 39.5° and for 2 hr at
33°. After the pulse, the cells were cen-
trifuged, diluted to a cell density of 2-5
X 10° cells/m! in medium containing a 10-
fold excess of cold valine or cold methio-
nine. Cell samples were withdrawn at dif-
ferent time“intervals during the chase pe-
riod at 37, 39.5, or 33°, as indicated in the
text. Protein synthesis and IM particle
formation were blocked by cycloheximide
(20 ug/mi).

Analytical polyacrylamide gel electro-
phoresis. Samples were dissolved in an
equal volume of sample buffer (0.0625 M
Tris-hydrochloride, pH 6.8, containing 6 M
urea, 4% SDS, 10% 2-mercaptoethanol, and
0.005% bromophenol blue, and heated for
2 min at 100°. Polypeptides were analyzed
in an SDS-containing 17.5% polyacryl-
amide gel (acrylamide/bis-acrylamide ra-
tio of 50:0.235) overlaid by a 5% spacer gel
(acrylamide/bis-acrylamide ratio of
50:1.33) in the discontinuous buffer system
of Laemmli (1970). The gels were stained
with Coomassie brilliant blue R-250, dried
under vacuum, and exposed to Kodak Royal
X-Omat S film.

Analysis of double-labeled material was
carried out as follows. Each polypeptide
was identified on the stained gel by the
position of the corresponding band of vi-
rion marker electrophoresed in a lateral
slot, and the gel track cut into 2-mm slices.
The gel slices were dissolved in 0.2 ml of
60 perchloric acid and 0.4 ml of 30% H,0,
for 1 hr at room temperature and the *H
+ 1C-labeled samples counted in aqueous
scintillation fluid (Aqualyte, Amersham,
U. K.}, in a liquid scintillation spectrometer
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(Intertechnique, France} corrected for
channel overflow.

Electron microscopy. Samples were
stained with 1% uranyl formiate, buffered
with 0.1 M Na-cacodylate, pH 7.0, and ex-
amined in a Hitachi HU-12 electron mi-
croscope.

Chemicals and radioisotopes. Sodium de-
oxycholate (DOC) was purchased from
BDH (Poole, U. K.). A 10% solution (w/v)
was made in water and dialyzed in the cold
against distilled water. The dialyzable
fraction obtained was lyophilized and used
for virus disruption. Cycloheximide (CH)
was purchased from Boehringer (Mann-
heim, Federal Republic of Germany), and
used at a concentration of 20 ug/ml of cell
culture. L-[**S]methionine (1400 to 1500
Ci/mmol) was purchased from the Ra-
diochemical Centre (Amersham, U. K.),
*Hlvaline (1 Ci/mmol) and [“C}valine
(275 mCi/mmol) from the Commissariat a
I’Energie Atomique (Saclay, France).

RESULTS

Fate of Label in the Different Parts of the
WT Virion and Assembly-Intermediate
(IM) Particle

Centrifugation of deoxycholate (DOC)-
disrupted virus particles in a glycerol gra-
dient separated the virus material into nu-
cleoprotein core, groups of nine hexons,
free capsomers, and DOC-released pro-
teins, the latter mainly belonging to the
apical zones of the virus icosahedron. Thus,
the top of the gradient contained penton
base (polypeptide III), fiber (IV), protein
I11a, and peripentonal hexons (polypeptide
IT), i.e., the five hexons surrounding each
penton (Boulanger et al, 1979; Philipson,
1979). However, the distinction between
core, groups of nine hexons originating
from the capsid faces and edges, and ver-
tices was purely strategic and may not cor-
respond stricto sensu to topologically de-
fined virus parts. For example, the two
pairs of precursor-products PVI-VI, and
PVIUI-VIII, were found at the top of the
gradient, cosedimenting with the vertex
components II, III, IIla, and IV. Capsid
components VI and VIII have been found
as hexon-associated proteins, and may also
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be present in the icosahedral faces (Everitt
et al., 1975; Philipson, 1979).

WT-infected HeLa cells maintained at
37° were labeled with ["*C]valine for 1 hr
at 16 hr after infection, then chased for 1
hr and protein synthesis and formation
of assembly-intermediate particles were
blocked by addition of cycloheximide (CH)
for 1 hr. After removal of the drug, the
cell culture was pulse labeled with
[*H]valine for an additional 1 hr. Cell sam-
ples were withdrawn after the C pulse
(A), after the chase in the presence of cy-
cloheximide (B), and after the 3H-labeling
(C). This double label and inhibition ex-
periment is schematized in Fig. 1a. Virions
and IM particles were isolated, disrupted
with DOC, and analyzed on a glycerol gra-
dient.

Figure 2 shows the profile of radioactiv-
ity in the different fractions of the par-
ticles, i.e., groups of nine hexons and apex
components for both the mature virion and
IM particle, and internal core for the virion.
Since 60 to 80 min is required to form a
mature virus particle (D’Halluin et «al,
1978b; Edvardsson et al, 1976; Sundquist
et al, 1973), the ['*C}valine label found in
virions after a 60-min pulse was likely to
represent proteins completing preformed
particles. As shown in Fig. 2a and Table
1, only a small fraction of the label (less
than 10% )was found in groups of nine hex-
ons, and most of the newly incorporated
proteins appeared in the vertex structures
and nucleoprotein core. A similar pattern
was obtained with the [PH]valine pulse,
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F1G. 1. Schematic drawing of pulse-chase labeling,
. cycloheximide-block, and temperature-shift experi-
ments performed on WT (a) and H2 ts 112 mutants
(b, ¢). The wavy lines indicate the periods of labeling.
Dashed lines indicate the addition of cycloheximide
(CH).
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Fi1G. 2. Ultracentrifugation analysis in a 10-40%
glycerol gradient of deoxycholate-disrupted WT vi-
rions and assembly-intermediate (IM) particles.
Square symbols, virions; round symbols, IM. Solid
symbols, “C label; open symbols, *H label. (a), Sample
A of Fig. 1; (b), sample B; (¢), doubly labeled IM par-
tiles of sample C; (d), doubly labeled virions of sample
(.. Fractions 5-8 corresponded to deoxyribonucleo-
1-rotein cores, fractions 18-21 to groups of nine hexons,
ad the top fractions 23-27 to apical components of
the virus icosahedron.

performed after the CH block (Fig. 2d).
After a 1-hr chase period in the presence
of CH, which is known to block the for-
mation of new intermediate particles, but
not to impair the maturation of IM par-
ticles into virions (D'Halluin et al, 1978a,
b; Edvardsson et al, 1976; Sundquist et al,,
1973), a significant amount of *C label was
found in the groups of nine hexons (Fig.
2b). This was still visible after an addi-
tional 1-hr chase (Fig. 2d and Table 1).
Analysis of pulse-labeled assembly-in-
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TABLE 1

LARELING FLow ENTERING THE DIFFERENT TOPOLOGICAL FRACTIONS OF WT ADENOVIRUS PARTICLE
IN PULSE-CHASE LABELING AND CYCLOHEXIMIDE-BLOCK EXPERIMENTS

Radioactivity?®

Sample® Core Groups of nine hexons Vertices Total
(A *C-IM — 1,869 (34.4) 3,558 (65.5) 5,427
(A) *C-MV 583 (20.2) 263 (9.1) 2,040 (70.7) 2,886
(B): *C-IM — 580 (30.0) 1,355 (70.0) 1,935
(B): *C-MV 1,770 (21.8) 2,102 (25.8) 4,239 (52.2) 8,111
(C): *C-IM —_ 1,982 (42.5) 2,681 (57.4) 4,662
(C): *H-IM —_ 2,746 (22.0) 9,757 (78.0) 12,503
(C): ¥C-MV 1,807 (15.7) 3,219 (28.0) 6,482 (56.4) 11,508
(C)y: *H-MV 1,328 (25.7) 1,236 (24.0) 2,600 (50.7) 5,164
Theoretical mass

IM« — 63,150 (58.7) 44,390 (41.3) 107,540
MV 28,525 (21.0) 63,150 (46.4) 44,390 (32.6) 136,065

“The samples (A}, (B), and (C) correspond to the labeling experiment schematized in Fig. 1a and depicted
in Figz. 2. IM = assembly intermediate particles; MV = mature virions.
® Radioactive label was expressed as counts per minute. Figures in parentheses represented percentages

of the total counts.

“The theoretical values for protein mass, expressed in kilodaltons, were based on the molecular weight of
each unique virus polypeptide (Anderson et al, 1973) and the number of polypeptide copies in the particle

(Philipson, 1979).

termediate particles revealed a strong in-
corporation of label into the vertex strue-
tures (Fig. 2a), and this was still more ev-
ident in the [PH]valine pulse, performed
after the CH block (Fig. 2¢). Table 1 sum-
marizes the gradient data. It was note-
worthy that the amount of label in the ver-
tex components of IM particles and virions
greatly exceeded the theoretical value of
the protein mass in this topological frac-
tion of the virus particle.

With the restriction about capsid pro-
teins VI and VIII as mentioned above, the
results with the WT might be interpreted
in at least three ways. (i) The [*H]valine-
labeled IM populations might represent
particles approaching completion, and in
this case, their capsid would finish at their
vertices; (ii) the *H-labeled particles cor-
responded to newly formed IM particles
assembling after the CH-block release,
which implied that the initiation of capsid
assembly occurred at the future vertices;
(iii? the vertices might be metabolically
active zones of IM particles, in equilibrium
with free, newly synthesized capsomers.

However, since a significant proportion of
the IM particle population matured into
virions during a 1-hr labeling, even in the
presence of cycloheximide (D’Halluin et al,
1978b), it appeared impossible to decide
between these three hypotheses, without
additional data obtained with mutants. The
labeling pattern of proteins in the different
virus particle fractions was next deter-
mined by SDS-polyacrylamide gel electro-
phoresis.

Polypeptide Labeling of Subviral Entities
in WT Virions and Assembly-Inter-
mediate Particles

Assembly-intermediate (IM) particles.
The IM particles pulse labeled with
[MClvaline for 1 hr showed the expected
pattern in groups of nine hexons (Fig. 3b),
i.e., polypeptides II (hexon) and IX (Bou-
langer et al, 1979). At the top of the gra-
dient, where vertex components and DOC-
released proteins sediment, *C label was
found in bands II, III (penton base), Ilia,
IV (fiber), precursors PVI and PVIII, and
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F1G. 3. Polypeptide composition of deoxycholate-disrupted IM particles of WT adenovirus. Groups
of nine hexons (GON) and apical components (APX), isolated as depicted in Figs. 1 and 2 were
analyzed in SDS-polyacrylamide slab gels. Gel slices (2 mm thick) were dissolved and radioactivity
counted in a liquid scintillation spectrometer. (a, b), sample A of Fig. 1; (¢, d), sample B, obtained
after cycloheximide block; (e, f), sample C, doubly labeled with *C + *H. Note that the ‘“new”
®H label was found mainly in the IIIa and PVI-PVIII zones.

in two additional species, 50K and 39K, Maizel, 1974; Sundquist et al, 1973). The
previously reported (D’'Halluin et al, 1978a, major labeled bands appeared to be II, 111,
b; Edvardsson et al, 1976; Ishibashi and IIla, 50K, PVI, and PVIII (Fig. 3a). During
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the chase in the presence of cycloheximide
(CH), the labeling decreased in all poly-
peptides, but less drastically in IIla, 50K,
PVI, and PVIII (Fig. 3c). After release of
the CH block, the “new” [*H]valine isotope,
which superimposed the “old” MC label,
mainly incorporated into [I1a, PVI, PVII],
in minor amounts in the III, 50K, and 39K
species of the apex fraction (Fig. 3e), and
in protein IX in the group of nine hexons
(Fig. 3f). Since CH blocked the formation
of new IM particles (D’Halluin et al,
1978a), it seemed that the last proteins to
enter the IM particles—or the most met-
abolically active components—were the
major [IIa, PVI, and PVIII, and the minor
50K, 39K, and IX polypeptides.

Muture virions. The [“*Clvaline pulse
mainly labeled proteins V and VII in the
core, proteins II and IX in the groups of
nine hexons, and proteins II, III, Iila, IV,
VI, and VIII in the apex fractions (Figs.
4a-c). Proteins [IIa and VI found in the
top fraction showed a relatively high de-
gree of labeling, compared with the poly-
peptide pattern of a control virion labeled
between 20 and 30 hr after infection. This
suggested that these proteins were “late”
proteins in the assembly process. In the
double label experiment, no detectable
[*H]valine label was found in the virion
apex, and only trace amounts were found
in the precursor of core protein VII in the
core fraction (Fig. 4i). *H-labeled core pro-
teins V and PVII were detected in the gra-
dient fractions corresponding to groups of
nine hexons (Fig. 4h), which confirmed that
young virions contained an immature nu-
cleoprotein core, with an affinity of PVII
{and possibly V) for DNA lower than that
of cleaved VII (Weber, 1976; D’Halluin et
al., 1980). In all virion samples proteins
[IIa and VI appeared among the most
strongly labeled components (Figs. 4a, d,
g). The results of pulse-chase labelings
with cycloheximide inhibition therefore
suggested that hexon and penton were the
most ancient protein components of the
capsid, and that the latest proteins to enter
the particle were IIla, PVI-VI, and PVIII-
VIII in the apex and hexon shell, and V
and PVII-VII in the core.

Double Synchronization of Assembly-Inter-
mediate Particle Formation in the H2
ts 112 Mutant

The difficulty of interpreting the data
obtained with the WT resided in the fact
that IM particles evolved into virions dur-
ing the pulse-chase labeling and that the
IM population represented various stages
of assembly and maturation. Cyclohexi-
mide inhibited the formation of new IM
particles, but did not prevent their mat-
uration (D'Halluin et al, 19784, b). Thus,
the WT system appeared only synchroniz-
able upstream with a CH block, but not
downstream. The assembly-defective tem-
perature-sensitive mutant H2 {¢s 112
(D’Halluin et al, 1978b; Martin et al., 1978)
rendered possible a double synchronization
of the IM particle formation: upstream,
using a CH block, and downstream, by
maintaining the cell culture at the non-
permissive temperature; no maturation of
IM particle occurred at 39.5° (Boudin et al,
1980; D’Halluin et al, 1978h). This exper-
iment is schematized in Fig. 1b.

H2 ts 112-infected cells maintained at
39.5° were treated with CH for 1 hr at 18
hr after infection, to block the formation
of new IM particles. CH was then re-
moved, and the cells pulse labeled with
[®*SImethionine for 20 min at the same
temperature. Cells were harvested just af-
ter the pulse and after 2 hr of chase at
39.5°. The period of labeling being short
compared with the duration of the for-
mation of IM particles (60 to 80 min), the
IM particles isolated were incomplete and
arrested in their formation by CH inhi-
bition, and finished their assembly by using
labeled material synthesized after CH re-
moval. Polypeptide analysis of pulse-la-
beled IM particles revealed that the label
was mainly localized in IIla and 50K, both
visible as doublets, in 39K, PVI, PVII], and
PVII, (Fig. 5, p). Labeled bands of hexon,
100K, penton base, 28K, 17K, and IX were
detectable. After 2 hr of chase at 39.5°, the
label still increased in II1Ia and PVI-PVII],
and the lower band of the IIIa doublet dis-
appeared; the 28K species became more
visible (Fig. 5, ¢). The amount of label did
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with groups of nine hexons (h).

not vary significantly during the chase pe-
riod in hexon, penton base, PVII, and IX;
the 50K sharpened in the upper band of

>
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FiG. 4. Polypeptide composition of deoxycholate-disrupted WT virions. Viral cores (COR),
groups of nine hexons (GON), and vertex components (APX), isolated as depicted in Figs. 1 and 2,
were analyzed in SDS-polyacrylamide slab gels. (a, b, ¢), sample A of Fig. 1; (d, e, f), sample B;
(g, h, i), sample C. Polypeptide VI appeared as one of the major components of the top of the
gradient, where apical proteins and deoxycholate-released capsid proteins sediment. This stoichi-
ometry was different from that observed for continuously labeled or stained virions (3). Note that
*H label was found in trace amounts in PVII within the cores (i), and in V and PVII cosedimenting
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the doublet, and the amount of 39K and
17K slightly increased (Fig. 5, c).
These patterns strongly suggested that
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F1G. 5. Pulse-chase labeling of protein components
of H2 ts 112 assembly-intermediate (IM) particles.
Formation of new IM was blocked by addition of cy-
cloheximide (CH) to an H2 s 112-infected cell culture.
The cells were pulse labeled with [*S)methionine for
20 min after release of the CH block and harvested
just after the pulse (p) or chased for 2 hr at 39.5°
(c). The IM particles were isolated in CsCl gradient
and the polypeptides labeled in IM particles were
analyzed in SDS-polyacrylamide gel. (v), Control ad-
enovirion.

an early step of IM particle morphogenesis
consisted of an assembly of hexons and
pentons, along with 100K, 50K, 39K, PVII,
and IX (the less radioactive and more sta-
ble bands), and that the incorporation of
IIla, 28K, and the pair PVI-PVIII occurred
later. [IIa and 50K were rapidly converted,
probably via phosphorylation (Boudin et
al, 1980; D’Halluin et «l, 1978a) to their
higher-molecular-weight form after a 2-hr
chase period (Fig. 5, ¢). This phosphory-
lation would therefore occur within the IM
particles. The interpretation of the poly-
peptide labeling data was based on the as-
sumption that proteins labeled last in IM
particles were assembled or incorporated
last. However, the hypothesis of an ex-
change of IM-incorporated proteins with
soluble proteins must be considered. After
the pulse labeling the cell cultures were

chased in the presence of a 10-fold excess
of cold amino acid. In the hypothesis of
some protein exchange, the label would de-
crease in certain bands. In fact, the label
increased or was constant throughout a
2-hr chase period at 39.5° in all bands con-
sidered. This was still more evident in the
following experiment performed with H2
ts 112 IM particles and virions.

FEvolution of Polypeptide Labeling in H2 ts
112 IM Particles and Virions during
Temperature-Shyft and Cycloheximide-
Block Experiments

HeLa cells infected with H2 ts 112 for
16 hr at 39.5° were transferred to the per-
missive temperature (33°) and pulse la-
beled for 45 min (i.e., a period equivalent
to 15 min at 39.5°) after the shift-down.
Cycloheximide was added just after the
pulse, in order to block the formation of
new IM particles, and maintained during
the chase at 33°. Aliquots of cell culture
were withdrawn at 0, 1, and 2 hr of chase
and IM particles and virions isolated and
analyzed in SDS polyacrylamide gels
(Fig. 1e).

As shown in Fig. 6, lane b, the most in-
tensively labeled bands in IM particles af-
ter the pulse were IIla and a doublet in
the 50K zone, suggesting the existence of
different degrees of phosphorylation for
the 50K species (D’Halluin et al, 1978a;
Persson et al, 1979; Weber and Khittoo,
1983). PVI-PVIII and PVII were also sig-
nificantly labeled. Traces of hexon (II),
penton base (III), 56K, 39K, and 28K were
visible. After a 1-hr chase (Fig. 6, lane d),
the label still increased in the major bands
II1a, 50K doublet, PVI-VIII, PVII, and in
the minor bands at 56K, 39K, and 28K, II,
and III. The label decreased in all bands
after 2 hr of chase in the presence of CH
(Fig. 6, lane f).

In the virion, the major bands observed
at the time of the pulse were I1I, IIIa, and
50K (Fig. 6, lane a). After 1 hr of chase in
the presence of CH (Fig. 6, lane ¢) the most
heavily labeled bands were [IIa, 50K, PVI-
PVIII, and PVIIL. After 2 hr of chase at 33°
with CH, IIla, PVI-PVIII, and PVII re-
mained the major labeled protein species;
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Fi6. 6. Evolution of polypeptide labeling during maturation of H2 ts 112 IM particles at 33°. H2
ts 112-infected cells at 39.5° were shifted down to 33° and labeled with [¥S]methionine for 45 min
at this temperature. Cycloheximide was added at the end of the labeling period to block the formation
of new M particles and maintained during the chase period at 33°. The experiment is schematized
in Fig. le. Cell samples were withdrawn at 0 hr, lanes a and b; 1 hr, lanes ¢ and d; and 2 hr,
lanes ¢ and [ of chase at 33° and virion and IM particles were isolated and analyzed on SDS-
polyacrylamide gels. Lanes a, ¢, and e, virions banding at a density of 1.345; lanes b, d, and f, IM
particles of 1.295-1.300 in density. (B) Represents a prolonged exposure of gel A. (v}, Control

adenovirion.

50K was replaced by a 48.5K species cor-
responding to core protein V, and PVII was
partially converted to VII (Fig. 6, lane e).
In contrast to the labeling pattern, the
stained gel showed that hexon and penton
were the two major components of IM par-
ticles and virions (not shown). This ex-
cluded the hypothesis that the labeled
bands in the IM particles could correspond
to aggregates of proteins constituting pre-
cores or preassembly edifices lacking hex-
ons and pentons.

The presence of PVII in the IM particles
has been previously observed (D’Halluin
et al, 1978a, b; Edvardsson et al, 1976;
Persson et al, 1979). The possibility that
PVII was bound to DNA fragments, or
core-like structures cosedimenting with IM
particles was examined by treating IM
samples with deoxyribonuclease I (50
ug/ml, 1 hr at room temperature) and re-
banding in a CsCl gradient. The PVII band
was still present in the IM particle fraction,
which seemed to rule out an artifact of
preparation (not shown). The finding of

particles cosedimenting with mature or
young virions (p: 1.345), containing un-
cleaved PVII, PVI, PVIII, and the phos-
phoprotein 50K, but lacking the core pro-
tein V (Fig. 6, lane c) suggested that ex-
change of proteins or postsynthetic
modifications occurred in the 50K-V zone,
at the time of cleavage of PVII into VII
(Fig. 6, lane e). This latter processing
slightly preceded that of PVI and PVIIL

Assembly of H2 ts 107 Particles upon Shifi-
Down to Permissive Temperature

H2 ts 107 has been characterized as an
assembly-defective mutant which fails to
assemble virions and IM particles at the
restrictive temperature (Martin et al,
1978). It might therefore represent a tool
for detecting early steps in assembly when
shifted down to permissive temperature.
KB cells in suspension were infected
with H2 ts 107 and pulse labeled with
[¥SImethionine at 16 hr after infection at
39.5°. The culture was then transferred to
33° and maintained for 3 hr at this tem-
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perature. Virions and IM particles were
isolated in a CsCl gradient and analyzed.
The labeling pattern of IM particles, band-
ing at a density of 1.29-1.30, resembled that
of H2 ts 112 IM particles (D’Halluin et al,
1978b), and the polypeptide composition of
H2 ts 107 virions was that of young, im-
mature virions (D’Halluin et al, 1978b;
Ishibashi and Maizel, 1974), with an in-
complete cleavage of PVII-VII (not shown).
This confirmed the results previously ob-
tained in temperature-shift experiments
with the assembly-defective H2 ¢s 112: the
virus material accumulated at the restric-
tive temperature assembled very rapidly
upon shift-down, resulting in a masking of
transient intermediate steps in assembly
(D'Halluin et al, 1978b). Electron micro-
scopic examinations of H2 ts 107 IM sam-
ples revealed particles rounder and less
polyhedral in shape than mature adeno-
virion, and reminiscent of those accumu-
lated by H2 ts 112 (D'Halluin et al, 1978b).
Hexon capsomers appeared less regularly
arranged than those of typical icosahedron.
Irradiating fibers were occasionally visible
(not shown).

Evolution of H2 ts 107 Particles upon Shift-
Up to the Restrictive Temperature

Since cellular metabolism is slowed down
at 33°, it seemed rewarding to study the
kinetics of appearance of the different
classes of IM particles formed by H2 ts 107
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at 33°, as well as their polypeptide com-
position and development on shift-up: 33°
would permit the detection of very tran-
sient steps in assembly, and the transfer
to 39° would block the formation of new
IM particles and reveal the possible pas-
sage from one class of particles to another.
KB cells were infected with H2 ts 107 at
33°, and pulse labeled with [**SJmethionine
for 3 hr at 48 hr after infection. The label
was chased for 2 hr at 33°, and the cultures
were then transferred to 39.5°, and main-
tained at this latter temperature for 1 and
3.5 hr. The different classes of particles
were analyzed in preformed CsCl gra-
dients. Two bands of IM particles were
found at densities of, respectively, 1.285
and 1.295, and a virion band at 1.345. Table
2 shows that label was constant throughout
the chase period at 39.5°, indicating that
no additional IM particles were assembled
at this temperature. The label increased
progressively in the virion band, and de-
creased significantly in 1.285 IM. The de-
crease was less pronounced in the 1.295-
IM species. This suggested that the IM
particles formed by H2 ts 107 at 33° were
capable of maturation at the nonpermis-
sive temperature. Prolonged periods of
chase revealed that H2 ¢ts 107 virions band-
ing at 1.345 were stable up to 15 hr at 39.5°
(not shown).

The polypeptide composition of the par-
ticles banding at the respective densities
of 1.285, 1.295, and 1.345, is shown in Fig.

TABLE 2

KINETICS OF LABELING OF THE DIFFERENT CLASSES OF PREVIRAL AND VIRAL PARTICLES
PRODUCED BY H2 ¢s 107°

Particles banding at density

Chase period Total
(temperature) 1.345 1.295 1.285 counts

2 hr (33°) 166 (8.2) 543 (27.1) 1296 (64.6) 2005
2 hr (33°) + 1 hr (39.5°) 849 (16.2) 1557 (29.7) 2834 (54.0) 5240
2245 (41.9) 1186 (22.1) 1924 (35.9) 5355

2 hr (33°) + 3.5 hr (39.5°)

~.

“H2 ts 107-infected cells were pulse labeled with [¥*S]methionine for 2 hr at 33°, and chased at 33° for 2
hr. The culture was then transferred to 39.5° and chased at the restrictive temperature for different periods
of time. Mature virions and assembly-intermediate particles were isolated in preformed CsCl gradient.
Results were given as counts per minute. Figures in parentheses represented percentages of the total label.
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7. The 1.345-particle pattern resembled
that of young virions with partial cleavage
of precursors to proteins VI, VIII, and VII
(Fig. 7A, lane d). The 1.285-IM particles
contained five major bands corresponding
to hexon (II), a 90K band, penton base (III),
PVIII, and PVIIL. Significant amounts of
IIIa and 50K were visible (Fig. 7A, lane c).
The 1.295-IM particles contained four ma-
jor additional polypeptide species: Illa,
50K, 28K, PVI (Fig. 7TA, lane a). Since pulse-
chase labeling kinetics of H2 ¢5 112 IM par-
ticles suggested that I1la, 50K, and the pair
of 28K-PVI, were proteins entering the
capsid later on (Figs. 5 and 6), this sup-
ported the hypothesis that 1.285 IM pre-
cedes the 1.295-IM particle in the as-
sembly pathway. This suggested a sequence
of events in the sense 1.285 IM — 1.295
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IM — 1.345 virion. Preliminary genetic
mapping and biochemical analyses of H2
ts 107 indicated that its mutation lies in
the 100K gene (to be published). The 90K
polypeptide which was also found in H2 ¢s
107-infected cells at 39.5° (Fig. 7B) might
be related to the virus-coded 100K; the 90K
might represent a breakdown product of
the 100K, or a 100K with an aberrant mo-
bility on SDS-gels. The finding of a 100K-
95K doublet coprecipitating with an an-
tihexon monoclonal antibody also sug-
gested a relationship between the 100K
protein and protein species in the 95K-90K
range (Cepko et al, 1981).

DISCUSSION

The early steps in virus assembly were
explored by pulse-chase labeling and cy-
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FI1G. 7. Polypeptide analysis of H2 ¢s 107 IM particles and H2 ¢s 107-infected cells. (A) KB cells
infected with H2 ts 107 at 33°, were labeled with [®s]methionine for 2 hr at 48 hr after infection.
The iabel was chased for 2 hr at 33°, and for an additional 3.5 hr at 39.5°. The different classes of
H2 ts 107 particles were isolated in CsCl gradient and analyzed in SDS-polyacrylamide gel. Lanes
aand b, IM particles banding at 1.295; lane ¢, IM particles banding at 1.285; lane d, particles banding
at 1.345. The polypeptide pattern of 1.345 particles resembled that of WT young virions, with

incomplete processing of precursors to VI, VIII,

and VII. (B), Labeled polypeptides in H2 ¢s 107-

infected cells. Infected-cell cultures maintained at 39.5° were pulse labeled for 1 hr at 17 hr
after infection, and cell samples harvested after 0 hr (lanes a and e), 2 hr (lanes b and f), 6 hr
(lanes ¢ and g) and 22 hr (lanes d and h) of chase at 39.5°. Lanes a-d, H2 ts 107-infected cells;
lanes e-h, WT-infected cells; (v), control virion. Note the presence of a 90K band under the virus-

coded 100K in the mutant-infected cells.
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cloheximide inhibition of assembly of pre-
viral particles. A double-synchronized sys-
tem was used: upstream, cycloheximide
blocked the formation of new assembly in-
termediate (IM) particles (D’Halluin et al.,
1978a, b; Edvardsson et al., 1976; Sundquist
et al., 1973); downstream, the nonpermis-
sive temperature (39.5°) prevented the
maturation of preformed IM particles pro-
duced by the assembly-defective mutant
H2ts112 (D’'Halluin et al, 1978b). Another
assembly-defective ts mutant, H2 ts 107
(Martin et al, 1978) was used in temper-
ature-shift and pulse-labeling experiments
to characterize the earliest steps in assem-
bly. The data obtained here provided new
information on the sequence of entry of
proteins into the adenovirus particle. They
suggest that an early step in assembly con-
sisted in an association of the major strue-
tural proteins hexons and pentons, and
minor [X to form a virus shell, with the
contribution of the virus-coded 100K, and
also PVIII and PVIIL. This step appeared
to be temperature-sensitive in H2 ts 107,
and to be the target for the inhibitor cy-
cloheximide (D'Halluin et al, 1978b). Sev-
eral lines of evidence supported the hy-
pothesis that the 100K plays a role as a
scaffolding protein for the assembly-in-
termediate particles. (i) The occurrence of
100K within the cell nucleus late in infec-
tion strongly suggested that the role of the
100K was not limited to that of a partner
protein required for hexon trimerization
(Cepko and Sharp, 1982; Gambke and Dep-
pert, 1981a, b, 1983; Oosterom-Dragon and
Ginsberg, 1980, 1981); (ii) 100K was present
within assembly-intermediate particles of
WT (D’Halluin et al, 1978a; Edvardsson et
al., 1976) and of assembly-defective mu-
tants (D’Halluin et al, 1978b; Edvardsson
et al, 1978); (iii) no IM particles were as-
sembled at the restrictive temperature in
the H2 ts 107, an 100K-defective temper-
ature-sensitive mutant which produced
normal amounts of hexon trimers (to be
published). PVIII and PVII also be-
haved as scaffolding proteins, since they
were found as virus-incorporated compo-
nents very early in the assembly process
(Fig. 7TA).

165

A somewhat surprising result was the
finding of large amounts of PVII within
H2¢s 112 and H2 £5 107-1M particles lacking
DNA, an observation previously reported
in WT (D'Halluin et al, 1978a, b; Edvards-
son et al., 1976). Another unexpected find-
ing was the presence of virus particles
banding at 1.345 and containing a full-
length genome, unprocessed PVII, protein
50K, but lacking core protein V (Fig. 6,
lanes ¢, e). This might be explained if 50K
is a phosphorylated form of core protein
V, dephosphorylated upon virus matura-
tion, as recently suggested (Weber and
Khittoo, 1983). Some protein exchange
and/or modifications would therefore occur
in the 50K-V species late in the assembly
pathway, simultaneous with the cleavage
of PVII-VIIL. Data shown in Fig. 6, lane e
also suggested that processing of PVII
preceded the other maturation cleavages
(PVI-PVIII). The presence of PVII in IM
particles, preceding the entry of viral DNA
(Fig. 6, lanes b, d), did not exclude the pos-
sibility that additional molecules of PVII
entered the capsid after (or during)
DNA encapsidation. However, the results
of double-labeling experiments suggested
that this proportion was low (Fig. 4).

The sequence of events in the adenovirus
morphogenetic pathway and the entry of
viral proteins into assembiy-intermediate
particles may be summarized as follows.
(i) Hexons, pentons, protein IX, scaffolding
protein 100K, PVIII, and PVII assembled
to form a previral particle banding at a
density of 1.285. (ii) Additional incorpo-
ration of stabilizing and/or maturation
proteins IIla, 50K (identified as a phos-
phorylated form of V; Weber and Khittoo,
1983), 39K, 28K, and PVI (a protein with
a high affinity for adenovirus double-
stranded DNA; Russell and Precious, 1982)
resulted in the formation of 1.295 IM; this
class of IM particles has been found to be
accumulated in H2 ¢s 112 at the nonper-
missive temperature (D’Halluin et al,
1978a, b). They band at 1.295-1.300 in a
nonfixed state, and at 1.310-1.315 after re-
versible fixation with a cleavable di-imi-
doester (D’Halluin et al, 1978a, b). The fix-
ation probably resulted in some shrinkage
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of the particles. (iii) The exit of 100K, 39K,
and 28K occurred upon entry of viral DNA,
leading to 1.370-IM particles (D’Halluin et
al., 1978a). (iv) The dephosphorylation or
exit of 50K and its replacement by an un-
phosphorylated core protein V (Weber and
Khittoo, 1983), and the processing of pre-
cursors to VII, VI, VIII, and DNA-terminal
protein, gave rise to mature, infectious
1.345 virions. The assembly-defective mu-
tant H2 ts 107 therefore revealed a new
step in the assembly pathway of human
adenovirus, occurring earlier in the se-
quence than the assembly-intermediate
particles accumulated by H2 ¢s 112. The
polypeptide composition of the H2 ts 107
IM particles suggested that 100K, PVIII,
and also PVII were involved at early stages
of capsid assembly, probably as scaffolding
components.
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Anslysis of 100K-defective temperature-sensitive adenovirus mutants confirmed the
mauitifunctional character of the nonstructural, virus-coded 100K protein. In addition to
its function in hexon trimerization (altered in H5¢sl), and its possible direct or indirect
role in hexon transport to nucieus (mutated in H2:2118), genetic and biochemical evidence
was presented that 100K play some critical role in the scaffolding process of adenovirus
capsid. This function appeared to be defective in H2t2107 and to map between coordinates
69.0 and 69.9, leftward from the H5¢s1 lesion (70-73 map units; Arrand, 1978). This cor-
responded to the central domain of the 100K protein, between amino acid 300 and 400
from the N end. DNA sequencing of cioned fragments of H2ts107 DNA overlapping the
mutation revealed two point mutations on the same codon at nucleotide 25,082 and 25,083
(GAC — GCA), corresponding to a nonconservative amino acid change (aspartic acid —
alanine) at position 324 in the 100K sequence. 100K of adenovirus 2 wiid type (WT) was
found to bind in significant amounts to novobiocin-afinity column, and to be coeluted with
hexon, penton, I1la, and cellular topoisomerase II activity, by novebiocin- or ATP-Mg**-
containing buffers. H2¢s107 100K also bound to novobiocin column, but the elution pattern
differed from that of WT, suggesting some alteration in the affinity of the mutated 100K
for novobiocin. The same behavior on affinity column as H2ts107 100K was observed for
90K, a cleavage product of the 100K, found in great abundance in H2t3107 at 39.5° and
corresponding to the C-terminal moiety of the 100K molecule. This implied that the “no-
vobiocin-binding” domain of the 100K was not confined at its N terminus, and was altered

in the H2¢3107 mutant. © 1986 Academic Press. Inc.

INTRODUCTION

The virus-coded 100,000-Da protein of
adenovirus has been termed “late non-
structural,” since it is synthesized in the
same phase of the viral cycle as the struc-
tural capsid proteins of the virion (Ander-
son et al, 1973) and it is not found in the
mature virus particle (Ishibashi and Mai-
zel, 1974; Edvardsson et al, 1978; D'Halluin
et al, 1978). The fact that nearly 10% of
the genome of human adenoviruses is de-
voted to the encoding of the 100K protein
has intrigued many authors (Cepko and
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Sharp, 1982, 1983; reviewed by Pettersson,
1984). From this theoretical consideration
and from several lines of experimental ev-
idence, it might be supposed that multiple
functions are carried by the 100K protein.

A functional role in the transport of
hexons to nucleus, and an involvement in
the structure of mRNA protein complex
and of nuclear matrix have been suggested
on the basis of data obtained with temper-
ature-sensitive mutants (Russell et al,
1972; Kauffman and Ginsberg, 1976), and
analysis of subcellular localization during
the cell cycle (Sundquist et al, 1977; Tas-
seron-De Jong et al, 1979; Hodge et al, 1977;
Gambke and Deppert, 1981). However, the
major function of the 100K appears to be
the hexon trimerization (Cepko and Sharp,
1982; QOosterom-Dragon and Ginsberg,
1981). All 100K-defective temperature-
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sensitive mutants characterized thus far
fail to assemble hexon trimers (the cap-
someric form of hexons) at the nonper-
missive temperature (Williams et al, 1971;
Ginsberg et al, 1974; Leibowitz and Hor-
witz, 1975; Frost and Williams, 1978; Ar-
rand, 1978; Qosterom-Dragon and Gins-
berg, 1981; Cepko and Sharp, 1983). Nascent
hexon polypeptides would thus trimerize
upon interaction with cytoplasmic 100K
oligomeric complex (Cepko and Sharp,
1982).

In the present study, we characterize an
assembly-defective {3 mutant of adenovirus
type 2, H2ts107 (Martin et al, 1978) which
fails to assemble virus capsids (Morin and
Boulanger, 1984), but normally forms
hexon trimers at the nonpermissive tem-
perature. H2¢s107 was found to map in the
gene encoding the 100K protein, confirming
the scaffolding role in the strict sense
(Casjens and King, 1975) of the nonviron
100K in capsid morphogenesis (Morin and
Boulanger, 1984).

MATERIALS AND METHODS

Cells and viruses. HeLa cells (originally
obtained from J. Williams, Carnegie-Mel-
lon Institute), Ad5-transformed HEK cells,
line 293 and Hep?2 cells (both from J. We-
ber, Sherbrooke) were grown as monolay-
ers in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
supplemented with 10% calf serum. KB
suspension cells (from M. Green, St. Louis)
were cultured in Joklik’s modified F13 me-
dium (GIBCO) supplemented with 5%
horse serum. Ad2 and Ad5 stocks were
produced in KB suspension cells and titered
using fluorescent focus assay (D’Halluin et
al, 1978), or plaque assay (D'Halluin et al,
1982). The wild-type (WT) of Ad2 was
originally supplied by J. Williams, and
Ad5WT by W. C. Russell (MRC, Mill Hill,
London). Ad2 mutants H2¢s107, H2ts118,
and H2t3121 were selected in our laboratory
(Martin et al, 1978). H2ts118 and H2ts121,
both phenotypically hexon-defective mu-
tants, belonged to two complementation
groups and were mapped in the gene for
100K and hexon, respectively (D'Halluin et
al, 1982). H2¢3107 appeared to be defective
in virion assembly (Martin et al, 1978). The
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temperature-sensitive mutant Hb5¢sl
(100K-minus) was obtained from J. Weber,
and H5t3125 (DNA negative) from W. C.
Russell. Isolation and purification of ma-
ture virion and of assembly intermediate
(IM) particles have been described else-
where (Morin and Boulanger, 1984). Dis-
ruption of particles with deoxycholate
(DOC) treatment and isolation of subviral
entities (nucleoprotein cores, groups of
nine hexons and vertex components) has
been described in detail in previous studies
(Boulanger et al, 1979; Morin and Boulan-
ger, 1984).

Phenotypic characterization of {3 mu-
tants. The mutant phenotype was deter-
mined by (i) two-dimensional immuno-
electrophoretic analysis of viral antigens,
(ii) polypeptide analysis of ts-infected cells
subjected to pulse-chase labelings, and (iii)
electron microscopy, centrifugation anal-
ysis, and polypeptide composition of par-
ticles produced at the nonpermissive tem-
perature (Martin et al, 1978).

Genetic characterization. Complemen-
tation tests between ¢s mutants were car-
ried out on HeLa cells as previously de-
scribed (Martin et al, 1978). Virus yields
were plaque titered on HeLa cells at 33°.
Genetic mapping was performed by inter-
serotypic recombination (D’Halluin et al,
1982).

Marker rescue of temperature-sensitive
mutations. Heterotypic marker rescue of
H2ts107 mutation was carried out using
cloned Ad5 DNA fragments overlapping
the 100K gene, or Ad5 DNA fragments pu-
rified by agarose gel electrophoresis. Plas-
mid recombinant pVM 504, derived from
pKH 47, contained the BamHI-EcoRI
fragment of Ad5 (59.5 to 75.9 map units).
This viral fragment corresponded to the
gene coding for the DNA-binding protein
(DBP) 72K and flanking sequences, includ-
ing the 100K gene, of which coding se-
quence has been positioned between 67.08
and 73.80 map units (Roberts et al, 1984).
The deleted derivative pVM508 was ob-
tained by deletion of BstEIl fragment
(spanning from 63.2 to 67.8 map units); the
pVM509 by deleting the Smal fragment
between 65.9 and 75.8 map units (D'Halluin
et al, 1984). The pVM543 contained the Ad5
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HindIII-EcoRI-fragment between 72.8 and
75.9; the pVM511 the region of Ad5 DNA
between coordinates 63.6 and 65.9, and be-
tween 75.8 and 75.9; the pVM565 the regions
59.5~68.2 and 69.9-75.8 of Ad5 DNA. Other
noncloned fragments of Ad5 DNA were
used, as indicated in Table 4. H2¢5107 DNA-
terminal protein complex, purified by CaCl-
guanidine equilibrium ecentrifugation
(D’Halluin et al, 1984) was coprecipitated
on 293 cells at 39.5° with Ad5 DNA frag-
ments or recombinant plasmids linearized
with EcoRI prior to cotransfection, using
the calcium phosphate technique (Arrand,
1978).

Biochemical studies. Sodium dodecyl
sulfate (SDS)-polyacrylamide gel electro-
phoresis was performed by the method of
Laemmli (1970) in 17.5% acrylamide slab
gels, with an acrylamide to bisacrylamide
ratio of 50:0.235 (Morin and Boulanger,
1974). Assembly of hexon capsomer was
determined by sedimentation through su-
crose gradients followed by SDS-gel elec-
trophoresis, as previously described (Le-
may and Boulanger, 1980). Quantitation of
hexon capsomeric form (12 S) and of hexon
polypeptide units (3.5 S) was achieved by
the scanning of gel autoradiograms, using
a Vernon scanner. Peptide fingerprinting
was carried out in 20% SDS-polyacryl-
amide slab gel (Cleveland et al, 1977).
Staphylococcus aureus V8 protease was
used as proteolytic enzyme.

Isotopes and radioactive labelings. In-
fected cell polypeptides were labeled with
(*®*SImethionine (600-700 Ci/mmol, Amer-
sham, U.X.) in a medium containing 2.5%
of the concentration of methionine in nor-
ma] medium, for periods of time ranging
from 2 to 4 hr. Label was chased by re-
placing the medium by a normal medium
prewarmed at the required temperature.
Labeling of cells with [®Plphosphate was
carried out by incubating infected HeLa
monolayer cells with 100 4Ci/ml carrier-
free ¥P (NEN) in phosphate-free culture
medium supplemented with 2% dialyzed
calf serum, for 4 hr at 16 hr after infection.
N-acetylated termini of viral proteins were
labeled by incubating infected HeLa cells
with 10 4Ci/ml sodium acetate (CEA, Sa-
clay) for 2 hr at 16 hr after infection. *=I-
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labeled Staphylococcus-protein A was pur-
chased from Amersham. ‘

Antibodies and immunological analyses.
Proteins eluted electrophoretically from
SDS-gels were used to raise antibody in
rabbits (Gambke and Deppert, 1981). Two
different rabbit anti-100K sera (referred to
as anti-100K-N and anti-100K-W, respec-
tively) and one anti-90K were obtained.
Guinea pig anti-100K serum was obligingly
provided by W. Deppert (University of
Ulm) and monoclonal anti-100K (5H X 100-
1) by W. C. Russell. Antisera against hexon,
IIIa, penton base, and IX were prepared in
rabbits (Boulanger et al, 1979; Boudin et
al, 1980). Immunoprecipitations were car-
ried out by the S aureus-protein A method
of Kessler (1975), as deseribed in detail
elsewhere (Boulanger et al, 1979). Western
blotting was accomplished according to the
method described by Towbin et al (1977),
using rabbit anti-100K or anti-90K sera.
Immune complexes were revealed on blots
by peroxidase-conjugated sheep anti-rab-
bit IgG (Institut Pasteur, Paris) or by =1-
labeled protein A (Amersham). Indirect
immunofluorescence microscopy was per-
formed with HeLa monolayer cells, using
the double staining technique (Cepko and
Sharp, 1983). Fluorescein-conjugated sheep
anti-rabbit IgG was purchased from Cap-
pel (Malvern, Pa.).

Affinity chromatography on hexon-Se-
pharose gel Sepharose 4B gel (Pharmacia)
was activated by cyanogen bromide and a
solution of hexon capsomers (1.5 mg/ml),
purified as previously described (Boulanger
and Puvion, 1973), was reacted with an
equal volume of activated gel (Arndt-Jovin
et al, 1975). About 15 mg of hexon was thus
coupled to 10 ml Sepharose 4B. Two 3-ml
aliquots of hexon-Sepharose gel were then
taken. One was used directly for affinity
chromatography and was referred to as
native hexon column. The other one was
heated at 100° for 5 min and was desig-
nated as SDS-denatured hexon column.
The physical state of hexon protein in both
cases was controlled by the ability of the
columns to retain anti-hexon antibody.
Rabbit antiserum (0.5 ml) against hexon
capsomer, prepared as previously described
(Boulanger and Puvion, 273) was diluted
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with an equal volume of HEKT buffer (25
mM HEPES, pH 6.8, 50 mM KCl, 2 mM
EDTA, 10% ethylene glycol, 2 mM thiogly-
cerol, 0.1 mM PMSF), and loaded on top of
a 5-ml hexon-Sepharose column. The col-
umn was rinsed with (i) HEKT buffer, (ii)
HEKT containing 0.8 M KCl, and (iii)
02 M glycine-HCI, pH 2.8, successively.
Hexon antibodies were assayed by the
ELISA technique, using hexon-coated
plates (Engvall and Perlmann, 1971). In
SDS-denatured hexon column chromatog-
raphy, 72% of hexon antibody was found
to elute in the void volume of the column
with the starting buffer, 23% with 0.8 M
KCl, and only 5% with glycine~-HCI, pH 2.8.
By contrast, 85% of specific antibody was
found to be retained on native hexon col-
umn, and to be eluted with acidic giycine
buffer and only 15% in the 0.8 M KCl frac-
tions. This suggested that most of hexon
antigen linked to Sepharose was still in its
native conformation, and also that SDS-
treated hexon was not completely dena-
tared, or had partially renatured after SDS
treatment, since it was capable of binding
about 30% of specific antibody.

Both hexon-Sepharose columns, equili-
brated in HEKT buffer, were loaded with
aliquots from the same cell extract and
eluted with the following buffers: (i) HEKT
buffer; (ii) HEKT containing 0.2 M KCl; (iv)
HEKT buffer with 0.8 M KCl; (v) HEKT
containing 0.8 M KCl and 5 M urea.

Novobiocin affinity column and topoiso-
merase assay. Two grams of dried 6-ami-
nohexanoyl-Sepharose (CH-Sepharose 4B,
Pharmacia) was swollen and washed with
0.5 M Na(Cl, then mixed with 1 mmol of
novobiocin dissolved in water acidified to
pH 4.5 with acetic acid. This corresponded
to a 25-fold molar excess of novobiocin over
the theoretical fixation capacity of the
resin. One milliliter of a solution of 1-ethyl-
3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide
hydrochloride (EDC, 50 mg/ml in water
adjusted to pH 4.5) was added to the Se-
pharose-novobiocin mixture and the cou-
pling reaction was allowed to proceed
overnight at room temperature with gentle
shaking. The gel was thoroughly washed
on a sintered glass filter with successive
solutions of: 1.0 M NaCl (a), 1.0 M NaCl,
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0.1 M Tris-HC), pH 8.0 (b), 1.0 M NaCl-0.05
M sodium formate, pH 4.0 (¢), (b) again,
0.1 M Tris-HC], pH 8.0 (d), then the equil-
ibrating buffer (HEKT). As schematized in
Fig. 1, the coupling reaction of novobiocin
to CH-Sepharose involved esterification of
the free 2'-hydroxyl group of the mannosyl
residue of novobiocin by the carboxyl func-
tion of the arm of CH-Sepharose. This
mode of coupling preserved the coumarinyl
moiety of the inhibitor and left it more ac-
cessible than in novobiocin-epoxy-Se-
pharose gel (Staudenbauer and Orr, 1981).
The following elution buffers were used: (i)
equilibrating HEKT buffer, (ii) HEKT
buffer containing 0.1 mg/ml novobiocin,
(iii) HEKT with ATP (20 mM) and Mg ac-
etate (25 mM), (iv) HEKT with 0.8 M KCl,
(v) 4 M NaCl-2 M urea.

The topoisomerase II activity was as-
sayed on plasmid pKH47 DNA as sub-
strate. One arbitrary unit of topoisomerase
II was defined as the quantity of enzyme
which relaxed 50% of circular negatively
supercoiled DNA in 10 min at 37°, under
the following conditions: 10 ul of sample
was incubated with 1.5 ug of plasmid DNA
in 50 ul of 50 mM Tris-HCl, pH 7.8, 0.1 mM
EDTA, 10 mM MgCl,, 0.5 mM dithiothre-
itol, 1 mM ATP, 1 mM PMSF, 10% glycerol
{buffer B), containing 25 ug of bovine serum
albumin per milliliter. Analysis of DNA
interconversions was performed by agarose
electrophoresis (Colwill and Sheinin, 1983).
The enzyme specific activity was calculated
from the enzyme units and the number of

E3Scemear
HE

ReH
R COCH,) Nt~

F1G. 1. Proposed mode of linkage of novobiocin to
6-aminohexanoy! agarose (CH-Sepharvee 4B). The
coupiing invoived covalent ester bond between 2'-hy-
droxyl group of the mannosyl moiety of novobiocin
with the carboxyl group of the spacer arm. R=H: no-
vobiocin; R=CO(CHy)sNH-: 6-aminohexanoyi-Se-
pharose.
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cpm of [®*S]methionine present in the sam-
ples.

Preparation of samples for affinity chro-
matography. AA2WT-, H2ts107-, and mock-
infected KB suspension cells infected at
39.5° were labeled with [®Slmethionine for
2 hr at 16 hr after infection. The cells were
pelleted and cell pellet was resuspended in
an equal volume of 10 mM Tris-HCl, pH
71.8. After standing on ice for 30 min, the
cell lyzate was sonicated (3 bursts of 5 sec
each with a Branson microtip), mixed with
half a volume of 5 M NaCl (final molarity
1.7 M) and sonicated again. After centrif-
ugation at 10,000 g for 30 min, the sample
was dialyzed against the equilibrating
buffer (HEKT) containing 20% glycerol,
and centrifuged again before chroma-
tography on hexon or novobiocin affinity
gels. Loaded on column was usually 40-50
X 10° cpm.

In vitro labeling of novobiocin. Novobiocin
(Boehringer-Mannheim) was labeled by O-
acetylation of the sugar residue of the
molecule. One hundred micromoles of no-
vobiocin (63.4 mg) in 0.5 ml pyridine was
reacted with 1 mg of [**Clacetic anhydride
(ca. 10 umol, 269 uCi/mg, 27.7 mCi/mmol;
Amersham) for 16 hr at room temperature.
4C-Acetylated novobiocin was separated
from pyridinium [*Clacetate by prepara-
tive thin-layer chromatography on silica
gel in solvent n-butanol:glacial acetic acid:
water (50:15:25). The yellow fluorescent
spots of “C-labeled novobiocin, easily rec-
ognizable from the blue spots of pyridinium
acetate, were scratched off the glass plate
under uv light and eluted with the chro-
matographic solvent. The eluate was then
lyophilized. The specific activity ranged
between 40,000 and 50,000 cpm/mg of no-
vobiocin. [**C]Novobiocin powder was dis-
solved in the gel overlay buffer, pH 7.5, and
used for probing adenovirus proteins.

Affinity labeling of adenovirus polypep-
tides with [“Chmovobiocin. Detection of no-
vobiocin-binding adenovirus proteins was
performed after SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis of cold adenovirus WT and
H2t3107 IM particles, using [**Clnovobiocin
as a probe and the gel overlay technique
developed by Otto (1983). Gel overlay
buffer: 20 mM HEPES, pH 7.5, 10 mM NaCl,
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1 mM EGTA, 15 mM 2-mercaptoethanol,
0.05% NaN3, 1% NP-40, 0.5% bovine serum
albumin, 0.25% gelatin. Each acrylamide
gel was incubated with 1 X 10° cpm of la-
beled novobiocin.

DNA cloning and sequencing. Bglll-D
fragment of H2t3107 DNA (nucleotide
23,086 to 28,174; 64.2 to 78.4 map units) was
cloned in BamHI site of pBR322. For DNA
sequencing, the recombinant plasmid was
digested with Xhol and Sacl, yielding a
fragment corresponding to nucleotide
23,924-25,255 (66.5-70.3 map units). This
fragment was then cleaved by Sau3A,
which generated four fragments, one of
680, one of 287, and two of 180 bp. The two
internal fragments were cloned in the
BamHI site of M13 mpl8 and M13 mpl9
(Eggerding and Pierce, 1983). The Sacl-
Sau3A fragment was inserted between the
Sstl and BamHI sites of M13 mpl8 and M13
mpl9, and the Sau3A-Xhol fragment be-
tween the BamHI and Sall sites. The four
fragments were sequenced using a com-
mercially available M13 sequencing kit
(Amersham). DNA polymerase Klenow
fragment and [«-*P}dATP were purchased
from Amersham.

RESULTS

Phenotype of H2ts107. H2¢s107 produced
excess amounts of capsid proteins, hexon,
penton base, penton, and fiber at both per-
missive and nonpermissive temperatures,
as did WT at 37°. However, the two-di-
mensional patterns of soluble antigens at
39.5 and 33° differed in the stoichiometry
of antigens. Compared to hexon and fiber
(peaks 1 and 5, respectively; Figs. 2a, b),
the vertex components IIla (peak 4) and
penton (peak 3) appeared as accumulated
at 39.5° (Fig. 2). This favored the hypoth-
esis of an assembly-defective {3 mutant.
H2t5107 failed to assemble any viral or
previral particle at 39.5° (Martin et al,
1978; Morin and Boulanger, 1984). The cap-
sid components accumulated at the non-
permissive temperature readily assembled
to form assembly intermediate particles
(or intermediate of maturation:IM) and
mature virions upon shift-down to 33°
(Morin and Boulanger, 1984).
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FiG. 2 Phenotypic characterization of H2¢5107. Two-
dimensional immunoelectrophoresis of H2:3107 sol-
ubie antigens synthesized at 33° (a), and at 39.5° (b).
The immune precipitate peaks correspond to 1, hexon;
2, penton base; 3, penton; 4, protein [I1a; 5, fiber (Bou-
din et al, 1980). Centrifugation analysis in sucrose
density gradient of H2¢s107 capsomers formed at 39.5°
(c). H2ts107-infected cells were labeled with [®S}-
methionine for 2 hr at 18 hr after infection, and cell
extracts were analyzed by velocity gradient centrif-
ugation. The polypeptide composition of each gradient
fraction was determined by SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis. Hexon capsomers (the trimeric form)
sediment at 12 S, the hexon polypeptide subunit
(polypeptide II) at 3.5S. (a), (b): Coomassie blue
staining; (c): autoradiogram.

Electrophoretic migration and immu-
nological reactivity of H2t5107 hexon cap-
somers, but also their behavior in velocity
gradient sedimentation, appeared normal
at the nonpermissive temperature. H2¢3107
trimerized the hexon polypeptide units (3.5
S) into functional capsomeric form of
hexon (12 S) with the same efficiency as
WT: after a 2-hr labeling period, 75-80%
of the hexon material was found in the
form of capsomeric hexons (Fig. 2¢, Ta-
ble 1).

RILTYv 32,24 20k,
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Similar centrifugation analysis of mem-
bers of two complementation groups of
phenotypically hexon mutants yielded dif-
ferent sets of data. In H2ts121, mutated in
the hexon gene (D'Halluin et al, 1982), low
amounts of label were found in both hexon
polypeptide and hexon capsomer zones, but
the trimerization rate was comparable
with that of WT (76%, Table 1). H2¢s118
has been mapped in the 100K gene (D'Hal-
luin et al, 1982), as H5tsl (Frost and Wil-
liams, 1978; Arrand, 1978). H2t3118 assem-
bled hexon trimers normally (Table 1), but
these hexons were unstable and degraded
during the chase period at 39.5° (Martin et
al, 1978; D’Halluin et al,, 1982). H5¢s1 failed
to assemble hexon trimers, and most of the
hexon label remained in the 3.5 S zone of
the gradient (Table 1), a result expected
from previous studies (Cepko and Sharp,
1983). H2¢3107 was therefore phenotypi-
cally characterized as an assembly-defec-
tive temperature-sensitive mutant, with a
normal hexon phenotype.

TABLE 1

OCCURRENCE OF HEXON TRIMERS IN ADENOVIRUS 2
WT AND 100K-DEFECTIVE ¢s MUTANTS AT 39°¢

Gradient zone® (%)
Virus 128 358
H2 WT 5164 (85.8) 850 (14.2)
H2ts107 3350 (75.8) 1067 (24.2)
H2t5118 5407 (78.9) 1440 (21.1)
Hbiesl 1640 (21.8) 5880 (78.2)
H2t5121 442 (76.0) 140 (24.0)

¢ HeLa cell monolayers infected with WT or s mu-
tants at 10 FFU/cell and 39.5° were labeled with
[®SImethionine for 2 hr at 18 hr after infection. In-
fected cell extracts were centrifuged in sucrose gra-
dients as previously described and gradient fractions
analyzed in SDS-gels (Lemay and Boulanger, 1980).

*The components sedimenting at 12 S correspond
to the capsomeric form of hexon (hexon trimers), the
3.5 S components to hexon polypeptide units (Lemay
and Boulanger, 1980). Figures in the Table represent
the amount of label found in the hexon polypeptide
bands of both 12 S and 3.5 S zones, as determined by
scanning of gel autoradiograms (arbitrary units of
peak surface). Figures in parentheses are percentages
of radioactive label in 12 S hexon capsomers and 3.5
8 hexon subunits.
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Complementation. Complementation
tests were carried out between H2ts107 and
other mutants of serotypes 2 and 5 with
temperature-sensitive lesions in the gene
for the 100K protein, viz.,, H2ts118 and
Hb5¢31. As control, the degree of comple-
mentation was also determined with the
hexon-minus mutant H2ts121, and the
DNA-negative H5¢3125. The results are
summarized in Table 2. Complementa-
tion occurred between H2ts107 and both
H2¢5121 (complementation index, CI of 70),
and H5¢5125 (CI of 130). There was no ap-
parent complementation between H2¢5107
amd either H5¢31 or H2ts118, suggesting
that the same gene product was affected in
these three mutants. Since both H5¢31 and
H2¢3118 have been mapped in the 100,000-
Da protein gene, H2£5107 would be mutated
in the gene coding for the 100K protein.
The genetic and biochemical data reported
below supported this hypothe315

Analysis of ts+ ¢ recombr-
nanis. HeLa cells were doubly infected with
5 PFU eadech of H2t3107 and H5¢sl and
maintained at 33° for 96 hr. The total virus
yield and the yield of t3+ recombinant vi-
ruses were measured by plaque titration
on HeLa monolayer cells at 33 and 39.5°,
respectively. Fifty plaques were isolated at
39.5° and tested for plaquing efficiency at
both temperatures. The recombination
frequency between H2t3107 and H5¢s1 was
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found to range between 3 and 4 X 1073, a
value significantly lower than those usually
obtained in heterotypic crosses (Hassel and
Weber, 1978; D'Halluin et al, 1982), but
scarcely surprising if both mutations con-
cerned the same gene (Oosterom-Dragon
and Ginsberg, 1981). Restriction nuclease
analysis of the genome of four ¢s+ viruses
confirmed that they were true recombi-
nants and not revertants. This implied that
H5¢s1 and H2¢3107 mutations were inde-
pendent but closely located lesions involv-
ing different functional domains of the
100K protein. This was supported by the
finding that hybrid heterotypic Ad2/Ad5
100K could be functional (QOosterom-
Dragon and Ginsberg, 1981).

Preliminary interserotypic recombina-
tion data obtained in crosses between
H2t3107 and H5¢358 and H5¢336 suggested
that H2¢s107 mapped between coordinates
69 and 80, as H2s118 (Table 3). All four
ts+ recombinants obtained in cross be-
tween H2t5107 and H5t31 possessed AdS5
sequences at the left of Xhol site at 68.4
map units (Asselbergs et al, 1983), and Ad2
sequences rightward from EcoRI site at
70.7, implying at least one recombination
event between 68 and 70.7 map units (Table
3). These data would position the H2¢s107
mutation leftward from coordinates 70-73,
where H5¢s1 has been previously mapped
(Arrand, 1978).

TABLE 2

COMPLEMENTATION OF H2¢3107 WrTH OTHER ¢ts MUTANTS OF ADENOVIRUS TYPES 2 AND 5

Compiementation index*

Mutant® H21s107 H5ts1 H2¢s118 H2ts121 H5¢s125
H23107 (12 x 109 1.0 48 0 130
H5¢s1 (3.7 X 10% 14 100 50
H2ts118 (3.5 X 109 410 12
H2ts121 (1.4 X 10% 21
Hb5¢s125 (4.5 X 10%

*The degree of complementation, expressed as the complementation index (CI), was calculated from the
virus yields by the formula CI = yield of the double infection:sum of yields of single infections at 39.5°. Figures
in parentheses are infection yields at 39.5° expressed as FFU per 2.5 X 10° cells. Complementation was considered

as positive when Cl was greater than 10.

4 H2ts118, H2¢5121, and H5¢s1 were phenotypically hexon-defective mutants. H5¢s1 and H2ts118 mapped in
the 100K gene, H2£5121 in the hexon gene (D’Halluin et al, 1982). H2¢5107 was phenotypically assembly-
defective. DNA-negative H5¢3125, mapped in the 72K DBP gene (Frost and Williams, 1978) was used as control.
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TABLE 3

DNA STRUCTURES OF ADENOVIRUS TYPES 2 (H2) AND 6 (H5) INTERTYPIC ts* RECOMBINANTS®

BamHI HindlIll BamHI Smal Smal EcoRl Smal EcoRI HindIII HindlIll EcoRl

Recombinant® Designation 297 417 428 64 656.9 59.2 69 70.7 79.6 804 89.6
H2t5107 Ré 2 2 2 ) [ b b b b 5 b
X H5¢s58 R17 2 b b b b b b 2 b b b
R8 2 2 2 2 [ b b 2 b b b
H2¢s107 $1 2 2 2 b 5 6 5 - 2 [ 5 [
X Hb5ts36 $2 2 3 5 2 2 2 5 6 5 6 2
$3 2 6 6 2 2 2 5 5 2 2 2
5 5 b 5 b 5 b 5 [ 5 b 6°
7 2 2 2 b 6 2 6 2 b b [

BamHI BamHI Xhol EcoRI Xhol Xhol EcoRI EcoRl

29.7 428 653 69.2 68.4 70 70.7 89.6
H2ts107 Si 2 2 [ 5 [ 2 2 2
X Hbtsl 82 [ 5 2 5 [ 2 2 2
85 [ [ b [ b 2 2 2
S8 [ 5 6 5 b 2 2 2

*The numbers 2 and 5 refer to Ad2 or Ad5 DNA sequences at the unique cleavage sites.
 The ts* recombinants were named according to the cross letter and plaque number (D’Halluin et al, 1982).
¢ This type of DNA structure might correspond to a revertant.
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Heterotypic marker rescue. H2ts107T DNA
terminal protein complex was coprecipi-
tated onto 293 cells with recombinant
plasmid containing different fragments of
Ad5 genome, or with Ad5 DNA restriction
fragment isolated in agarose gel. As shown
in Table 4, ts* recombinants were obtained
in cotransfection with Ad5 sequences lying
between coordinates 67.8 and 75.9, 67.8 and
71.4, and 69.0 and 72.8, which placed the
H2t3107 mutation between 69.0 and 714.
Since there was no virus rescue by plasmid
pVM565, deleted in Ad5 sequence between
68.2 and 69.9, this would suggest that the
H2¢3107 mutation lies between coordinates
69.0 and 69.9. Similar experiments, per-
formed with H2¢3118, another 100K mutant
(D’Halluin et al, 1982), placed the H2ts118
lesion between 72.8 and 75.8 map units
(Table 5), in the C-terminal domain of the
100K protein (coding sequence: 67.08 to
73.80 map units; nucleotide 24,108 to 26,522;
Roberts et al, 1984).
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DNA sequencing of H2ts107 mutant gene.
Nucleotide sequence determination of the
mutated region of the H2t3107 100K gene
revealed an apparent inversion of nucleo-
tides 25,082 and 25,083. The mutation from
codon GAC to codon GCA resulted in a
nonconservative change from aspartic acid
to alanine at position 324 from the N end
of the 100K protein. The apparent inversion
was likely to be due to two successive ad-
jacent mutations affecting the second and
third base of the same codon.

A computed version of the secondary
structure prediction analysis (Chou and
Fasman, 1978) of 100K proteins from wild-
type and H2:3107 mutant showed no de-
tectable change in their a-helix, S-sheet,
and random conformation. However, hy-
dropathy plot (Kyte and Doolittle, 1982)
revealed a lower accessibility of the hy-
drophilic domain situated between amino
acids 315 and 325 (not shown).

Biochemical analysis of H2t3107-nfected

TABLE 4

MARKER RESCUE oF H2t3107 TEMPERATURE-SENSITIVE MUTATION BY AdS DNA FRAGMENTS*

Source of Map coordinates of Number of plaques/dish

cotransfecting DNA rescuing fragment at 39.5°%
Plasmid
PVM 504 59.5-75.9 56
pVM 508 59.5-3 §+ 61.8-75.9 40
pVM 509 59.5-65.9 + 75.8-75.9 0
pVM 543 T2.8-75.9 0
pVM 565 59.5-68.2 + 69.9-75.8 0
pVM 511 63.6-85.9 + 75.8-75.9 0
Regtriction fragment
HindIII B ‘ T2.8-89.1 0
BstEIl B 67.8-98.0 65
pVM 508/ Bgill/ HindI11 69.0-7T2.8 9
pVM 508/ BstEIl B/ Kpnl 67.8-T1.4 5
Control single transfections
H2 WT DNA - 17
pVM 504 — 0
H2ts107 - 0
Mock-infected cells -— 0

* Monolayer celis (293) were cotransfected with H2£s107 DNA-terminal protein complex and cloned or non-

cloned AdS restriction fragments. Five micrograms of each DNA was coprecipitated per petri dish, with 3 ug

of herring sperm DNA as carrier.
® Average of three separate experiments comprising

two dishes each.
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TABLE 5
MARKER RESCUE OF H2¢5118 TEMPERATURE-SENSITIVE MUTATION BY CLONED Ad5 DNA FRAGMENTS®

Map coordinates of Number of plaques/dish
Plasmid rescuing fragment at 39.5°

pVM 504 59.5-75.9, 38
pVM 508 59.5-6§. + 67.8-75.9 45
pVM 509 58.5-66.9 + 75.8-75.9 0
pVM 543 T28-75.9 7
pVM 565 59.5-68.2 + 69.9-75.8 31
pVM 511 63.6-656.9 + 75.8-75.9 0
Control single transfections

H2 WT DNA — 2
pVM 504 -— 0
H2ts107 - 0
Mock-infected cells - 0

* Marker rescue experiments were performed as indicated in the legend to Tabie 4.

cell polypeptides. H2is107-infected Hela
cells were labeled with ®Simethionine for
1 hr at 17 hr after infection at 39.5°, and
chased for periods of time ranging from 0
to 22 hr. The polypeptides were analyzed
in SDS-polyacrylamide gel and compared
with the WT polypeptide pattern. As shown
in Fig. 3A, H2t5107 exhibited a doublet in
the 100K/90K domain of the gel, in place
of the 100K band found in WT, and great
quantities of 45K, and 15K species only
present in low amounts in WT. By contrast,
WT showed significant amount of label in
54K, 50K, pV1/pVIII and pVII scarcely vis-
ible in H2ts107. The 90K species appeared
to increase during the chase at 39.5°, but
100K remained visible throughout the
chase period (Fig. 3A). H2¢t5107 assembly
intermediate (IM) particles formed upon
shift-down to 33° and banding at a density
of 1.295-1.285 in CsCl have been recently
found to contain great quantities of
[®SImethionine label in a 90K protein spe-
cies, and occasionally a 90K/100K doublet,
with a predominance of the 90K band
(Morin and Boulanger, 1984). Both 100K
and 90K were found to be phosphorylated,
as shown by the *P-labeling pattern of
H2t5107 IM particles and to coprecipitate
with the anti-100K serum provided by W.
Deppert (Fig. 3B). These data and previous
observation of a 100K-95K doublet copre-
cipitating with an anti-hexon monoclonal

f 1.1 +34 dot.

antibody (Cepko et al, 1981), strongly sug-
gested that 100K and 90K were related
species.

Precursor-product relationship between
100K and 90K. Even after prolonged peri-
ods of chase at the nonpermissive temper-
ature (20-22 hr), 100K and 90K seemed to
coexist in H2¢3107-infected cells, and there
was no evidence of labeling flow from one
apecies to the other: the label in 90K in-
creased significantly during the chase pe-
riod, whereas the 100K label remained sta-
ble (Fig. 3A). If some structural relation-
ship existed between 100K and 90K species,
this would imply that only a limited pro-
portion of the 100K molecules could evolve
into 90K product.

H2¢3107-infected cells maintained at
39.5° for 18 hr were labeled with
[®™S]methionine, and virus-induced poly-
peptides were analyzed in SDS-gel. After
staining, the 100K and 90K bands were
eluted electrophoretically from the gel
slices and fingerprinted in SDS~polyacryl-
amide gel, using Staphylococcus V8 pro-
tease (Cleveland et al, 1977). The protease
digestion patterns proved the structural
identity of 100K and 90K species. The same
cleavage products were found in both hy-
drolyzates, albeit with different stoichi-
ometry, suggesting different protease sen-
sitivity in 100K and 90K: 90K appeared to
be more sensitive than 100K, since the
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FI1G. 3. SDS-polyacrylamide gel analysis of H2¢s107-infected cell polypeptides. (A) Infected HeLa
cells were puise-labeled with (®S}methionine for 1 hr at 17 hr after infection at 39.5° (lanes a, c),
and label chased for 22 hr at the same temperature (lanes b, d). Lanes 2 and b, H2t3107-infected
cells; lanes ¢ and d, Ad2 WT-infected cells. (B) ®P-Labeling pattern of H2:2107 assembly intermediate
(IM) particles formed upon temperature shift-down (33°), and banding at 1.285-1.295 in CsCl. Lane
e, untreated IM particles; lane f, deoxycholate (DOC)-disrupted H2t3107 [M particles reacted with
preimmune serum; lane g, DOC-disrupted H2¢3107 IM particles incubated with anti-100K serum
from W. Deppert. The immune complexes were selected onto S aureus cells. Besides major phos-
phoproteins 68K ([Ila), 39/40K, 32K, and 28K, a 100K/90K doublet and discrete bands ranging from
22K t0 15K are also visible. Note that the anti-100K serum coprecipitated large amounts of 32K and
28K with 100K/90K; the same 32K and 28K species were also found precipitated, although to a
lesser extent, by the preimmune serum. (C) “C Acetylation of H2ts107 proteins. Lane h, H2ts107-
infected ceils pulse-labeled with [**Clacetate for 2 hr at 16 hr after infection at 39.5°% lane i, 2 hr
chase at 39.5°; lane j, 4 hr chase; lane k, 6 hr chase. As in the ®S pattern (lanes a, b), pVI, pVIII,

and pVII are scarcely visible. Lane v, control ®S]methionine-labeled adenovirion.

same degree of cleavage occurred for lower
amounts of enzyme (Fig. 4A).

Since 100K has been found to be a major
phosphorylated viral protein (Russell and
Blair, 1977, Axelrod, 1978), H2ts107-in-
fected cells were labeled with P at late
times after infection, and ¥P-labeled 100K
and 90K were isolated and fingerprinted as
mentioned above. Both 100K and 90K %P
patterns showed great similarities in the
45K-25K molecular weight range, but also
some differences in the lower molecular
weight domain (Fig. 4B). A major polypep-
tide migrating with an apparent mol wt of
45K was found in both hydrolyzates. This
major phosphorylated peptide correspon-
ded to a minor species in [*S]methionine
pattern (Fig. 4A). Both ®S and ®P patterns
thus strongly suggested a structural rela-
tionship between 100K and 90K.

As for most of the primary translation
products of adenovurus (Joérnvall et al,
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1974), 100K is N acetylated and can be N
labeled tn vivo with [**Clacetate (Boudin et
al, 1983). H2¢s107-infected cell cultures
maintained at 39.5° were labeled with
(“Clacetate for 2 hr at 16 hr after infection,
and chased for different periods of time.
The major capsid proteins II, III, IV, and
V appeared to be labeled, as well as the
nonvirion protein 100K (Fig. 3C). No N la-
beling was detected in a 30K species even
after prolonged periods of chase (Fig. 3C,
lane k). This strongly suggested that 90K
derived from the 100K by cleavage at its N
terminus, as in the case of pVII and pVI
(Anderson et al, 1973; Tremblay et al,
1983). This was confirmed by the finding of
a["*Clacetate-labeled 13.5 kDa polypeptide
in H2¢3107 IM particles, reacting with the
anti-100K-N serum (Fig. 5).
Immunological studies. Three antisera
were raised in rabbits: two against elec-
trophoretically eluted 100K (referred to as
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FIG. 4 Peptide fingerprinting of H2:3107 100K and 90K in SDS-polyacrylamide gel. (A)
(*SMethionine pattern. (B) *P pattern. Protein bands were digested with 0.01 ug (lanes a, ¢, i, m),
0.05 ug (lanes b, £, j, n), 0.10 ug (lanes ¢, g, k, 0), 025 ug (lanes 4, h, 1, p) of Staphwococcus V8 protease.
Lanes a-d, i-: 90K; lanes e-h, m-p: 100K. Lane v: ™*S}methionine-labeled adenovirus marker. The
arrowheads in the right lane v indicate cleavage products from higher molecular weight components
of adenovirus, hexon and penton base, due to diffusion of protease from slot p. Differences in labeling
intensity of corresponding peptides suggest a higher protease sensitivity for the 90K species.

anti-100K-N and anti-100K-W, respec-
tively) and one against eluted 90K (anti-
90K). The anti-100K-N faintly revealed the
100K polypeptide band in western blotting,
but failed to react with the 90K species
(Fig. 5). The anti-100K-W and anti-90K
antibodies revealed both 100K and 90K
species. The anti-100K antiserum obtained
from W. Deppert also revealed both 100K
and 90K proteins (Fig. 3) as well as the
anti-100K monoclonal antibody obtained
from W. C. Russell (not shown). It might
therefore be concluded that 100K an< 90K
were antigenically related, confirming the
precursor-product relationship between
both proteins. The fact that anti-100K-N
antibody reacted only with 100K and not
with the 90K breakdown product suggested
that this latter antibody was directed
against the N-terminal moiety of the 100K,
cleaved off during its processing. Alter-
natively, the anti-100K-N antibody might
recognize conformational structures only
present in nonprocessed 100K. The first
hypothesis was supported by the finding of
an anti-100K-N-reacting peptide band of
moliecular weight 13.5K, present in IM par-
ticles of H2ts107 and in Ad2WT mature vi-
rions (Fig. 5). This peptide was likely to
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represent the N-terminal domain of the
100K.

Immunofluorescence microscopy. To de-
termine the influence of the different types
of 100K mutations on hexon assembly and
transport to the nucleus, infected Hela
monolayer cells were examined in immu-
nofluorescence microscopy, using the dou-
ble-staining technique with anti-hexon
trimer antibody followed by anti-rabbit
sheep y-globulin. Cells were taken at 30 hr
after infection at 39.5° with Ad2WT, 100K-
defective H2¢3107, H2¢3118, and H5¢s1 mu-
tants, and hexon-minus mutant H2s121.
As expected, H2:3121 (mutated in the hexon
gene) and H5¢s1 (which does not form cap-
someric hexons) elicited a faint cyto-
plasmic fluorescence. H23118 showed a net
perinuclear staining. H2¢3107 exhibited a
bright nuclear fluorescence, undistin-
guishable from that observed with WT, but
a fainter cytoplasmic staining (Fig. 6). This
confirmed that H2ts107 was capable of as-
sembling and transporting hexon trimers
to the nucleus, and suggested that H2¢s118
was altered in the hexon transport of nor-
mally assembled hexon capsomers.

Topology and neighbor relationships of
100K /90K in virus particles. The assembly

Py 29:
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F16. 5. Immunoiogical reactivity of 100K/90K with
different antisera. H2ts107 assembly intermediate
(IM) particies (lane b), and H2WT mature virions (lane
a) were analyzed in SDS-polyscrylamide gel, electro-
phoretically blotted on celluiose filter and reacted with
rabbit serum anti-100K-N (A), anti-90K (B), and anti-
100K-W (C). Immune complexes were revealed by *®1-
protein A. The anti-100K-N serum revealed a 13.5-
kDa protein species and traces of 100K in H2:5107 [M
particies (A), lane b. The anti-100K and anti-90K an-
tibodies reacted with both 100K and 90K proteins
present in H2t5107 IM, and with 100K present in trace
amounts in H2WT mature virions ((B) and (C) lanes
a). Nonspecific reaction or cross-reactivity occurred
between hexon polypeptide and anti-100K serum (C).
The 70-kDa band elicited by both anti-100K and anti-
90K antibodies in H2¢3107 IM particles was likely to
represent an intermediate cieavage product of the
100K.

intermediate (IM) particles of H2¢3107
formed upon shift-down to 33° contain vast
amounts of 930K and remnants of 100K
protein (Morin and Boulanger, 1984). IM
particles of H2ts107 were disrupted with
0.5% deoxycholate at 56° and subviral en-
tities separated in glycerol gradient (Bou-
langer et al, 1979). SDS-polyacrylamide gel
analysis of the gradient fractions showed
that 90K cosedimented with groups of nine
hexons, associated with hexon and protein
IX (not shown). No detectable 930K was
found associated with cores or vertex com-
ponents.

To confirm this result, topological anal-
ysis was performed using different types
of antibodies and immunoselection on S
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aureus-protein A. Pooled H2£3107 IM par-
ticles labeled with ®P and banding at a
density range of 1.295~1.285 were treated
with deoxycholate and reacted with anti-
sera against capsomeric hexon, penton
base, [IIa, and IX. The immune complexes,
adsorbed onto S. aureus cells, were ana-
lyzed in SDS-gel. The immunoprecipitates
obtained with anti-hexon and anti-IX con-
tained 90K and polypeptides II (the hexon
subunit) and IX. The anti-penton base co-
precipitated the polypeptide III along with
100K; the anti-IIIa serum coprecipitated
Ola and 100K (Fig. 7). Together with
the centrifugation data of deoxycholate-
treated IM particles, this suggested that
the nonprocessed 100K protein was asso-
ciated with the vertex components of the
capsid, penton base, and protein IIla, but
not with the peripentonal hexons, whereas
the 90K was mainly located at the faces
and edges of the icosahedron, associated
with groups of nine hexons.’

Affinity chromatography on hexon-Se-
pharoge column In hexon-100K complexes,
the hexon has been shown to be of mono-
meric form (Cepko and Sharp, 1983;
Gambke and Deppert, 1983). All the data
reported above strongly suggested a role
in capsid scaffolding of adenovirus 100K
protein, distinct from its role in hexon tri-
merization. A recognition site for hexon
capsomer might therefore exist on the
100K molecule distinct from the hexon
polypeptide binding site. Affinity chroma-
tography on hexon immobilized on a Se-
pharose colunmn was intended to deter-
mine whether 100K could interact with
trimeric hexon. Hexon covalently bound to
Sepharose gel and partially denatured with
SDS was used as control. Since competition
could occur between soluble 100K and hex-
ons present in infected cell extracts, HeLa
cells were infected with hexon-minus
mutant H2ts121 at the nonpermissive
temperature and the cell extract was chro-
matographed on native hexon- and SDS-
denatured hexon column. Found to be re-
tained on native hexon was 100K with a
high affinity: all detectable 100K was found
to elute with high-salt denaturing buffer
(0.8 M KC], 5 Mures) (Fig. BA). By contrast,
the 100K eluted quantitatively in the ex-
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F1G. 6. Immunofluorescence microscopy of Ad2 WT and ts mutants. HeLa monolayer cells were
infected at a multiplicity of infection of 25 FFU/cell, and incubated at 39.5° for 30 hr. The cells
were fixed and reacted with rabbit anti-hexon trimer serum, followed by flucrescein—conjugated
sheep anti-rabbit immunoglobulin. (a) Ad2 WT; (b) H5¢s1; (c) H2¢3118; (d) H2ts107. The fluorescent
pattern of hexon-mutant H2:5121 was similar to that of H5¢1 and was not presented in this figure.

cluded peak of the SDS-denatured hexon-
Sepharose column (Fig. 8B). This suggested
that 100K might associate with the cap-
someric form of hexon and not only with
monomeric hexon (Cepko and Sharp, 1982).
However, it could not be concluded that the
recognition site for hexon trimer was
unique, since the site on monomer might
remain accessible on hexon trimer. It has
to be noted that most of the penton base
and fiber were eluted from SDS-denatured

k0 432,35

hexon column at relatively low ionic
strength (Fig. 8B), and at a higher ionic
strength from native hexon-Sepharose
(Fig. 8A).

Affinity chromatography on novobiocin-
Sepharose column Novobiocin, an inhibitor
of procaryotic gyrases, has also been found
to be efficient on eucaryotic topoisomerase
I1. Novobiocin has two independent effects
on adenovirus metabolism: (i) inhibition of
viral DNA synthesis initiation, and (ii) in-
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FiG. 7. Neighbor analysis of 100K/90K in H2ts107
assembly intermediate (IM) particles. For better
clarity of the band pattern, H2t2107-infected cells were
labeled with BP at 39.5°, IM particies isolated after
shift-down, and treated with deoxycholate (DOC) at
56°. DOC-disrupted particles were incubated with dif-
ferent antisera and immune complexes selected on &
gurexs protein A. Lane a, preimmune serum; lane b,
anti-hexon; lane ¢, anti-penton base; lane d, anti-pro-
tein [Ila; lane e, anti-protein IX; lane v, control
(™Sladenovirus. Two intense bands of phosphoproteins
(32K and 28K) are immunoprecipitated with all sera
used (see also Fig. 3B), inciuding the preimmune
serum. Note that anti-penton base serum precipitates
the phosphorylated form of [IIa (68K), a resuit
scarcely surprising since vertex components [Ila and
penton base might be only partially disrupted by DOC
(Boudin et al, 1980).

hibition of DNA encapsidation, possibly via
an alteration of a negatively supercoiled
conformation of DNA, required for DNA
packaging (D'Halluin et al, 1980). Affinity
chromatography on novobiocin-Sepharose
was performed to determine which viral
protein(s) could bind the drug. Since 100K
was involved in capsid scaffolding, it might
also play a role (direct or indirect) in viral
DNA packaging. In the assembly pathway
of adenovirus, the entry of viral DNA has
been shown to occur simultaneously with
the exit of scaffolding proteins (D'Halluin
et al, 1978). To test this hypothesis, WT-,
H2t5107-, and mock-infected cell extracts
at 39.5° were chromatographed on novo-
biocin affinity gel. The results of affinity
chromatography of WT extracts on novo-
biocin column are presented in Fig. 9. Cell
and virus material (93-95% ) was excluded
from the gel and eluted in the void volume
of the column with the starting buffer
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(HKET). HKET buffer containing novo-
biocin (0.1 mg/ml) eluted 0.9-1.5% of the
total input label, ATP-Mg**-containing
HKET buffer 0.5-1.5%,high ionic strength
buffer 2.8-3.6% ,and denaturing urea buffer
1.8-2.0%.SDS-polyacrylamide gel analysis
showed that fractions eluted with novobio-
cin- and with ATP-Mg**-containing buff-
ers contained significant amounts of 100K,
along with the major capsid proteins
hexon, penton base, IIla, and fiber, and the
phosphorylated form of the DNA-binding
protein (DBP), 75K (Fig. 9B). Additional
amounts of 100K and of hexon were eluted
with high salt and urea, implying a high
degree of affinity for the immobilized li-
gand. The 100K species was indeed the vi-
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NMG. & Afiaity chramatagraphy of H2¢e12] -infectad
oel]l extracts ea hexsa-Sepharces eoiuma Hela
meaoclayer cells were infectad with hexoa-defective
mutant H2t»12] at the nompermissive temperature,
and labeled with (™S)methionine for 2 hr at 16 hr after
infection. Cell extracts were prepared as described in
the text and chromatographed on hexon affinity Se-
pharose gel. (A) Native hexon column; (B) SDS-de-
natured hexcn column. Lane a, excluded material
elutad in the void volume and with the rinsing buffer
(HKET): lane b, HKET + 0.2 M KCI; lane ¢, HKET
+ 0.8 M KCl; lane d, HKET + 0.8 M KCl + 5 M urea;
lane v, control adenovirion. Note that all detectable
100K was eluted in the void volume of the SDS-hexon
column (B, lane a), and with high ionic strength-de-
naturing buffer from the native hexon affinity gel (A,
lane d).
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NG 9. ARaity chrematography ea nevebiscin-Sepharess colama. Infectad Hals monolayer ceils
were labeled with (*Sjmethieaine for 2 hr at 16 hr after infection at 30.5° with (A) mock imoculum,
(B, D) Ad2 WT, (C) H22s107. Coll extracts (a: starting material) were leaded ca nevobiecia afinity
ool, and eluted with the sesseasive buffers (b), HKET: (¢}, HKET + ssvebiecin: (d), HKET + ATP
+ Mg*; (e), HKET + 0.8 M KCI; (1), 4 M NaCl + 2 M urea. (v) Control adenovirioa. (D) Fractions
from Ad2 WT extract eluted with HKET-novobioein buffer and corresponding to lane (B, ¢), re-
chromatographed on the same novobiocin eolumn. (C, lanes b'~f") H2t3107 chromatographic {ractions
immunoselected on S aureus cells, using anti-100K-W antibody. H2¢s107 100K-90K doublet was not
eluted with novobiocin-buffer (C, lanes ¢, ¢). Actin (42K) was the major celluiar component binding
to novebioein column in both infected and mock-infected extracta.

rus-coded 100K protein since it had no
mock-infected cell counterpart (Fig. 9A).
The occurrence of 100K in nonnegligible
quantities in the excluded peak of the col-
umn, along with the major capsid proteins
suggested that only a limited number of
100K molecules possessed an affinity for

9t 25

novobiocin, or novobiocin-binding compo-
nent(s). At high ionic strength, and to a
lesser extent with denaturing urea-buffer,
a major doublet band of 75K-72K, and dis-
crete protein species migrating as [Va2,
50K, 39K, pVI, pVIIl, and pVII were also
eluted (Fig. 9B, lanes e, f).
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Gel scanning of novobiocin-Sepharose
chromatographic fractions showed that
100K constituted 20% of the proteins eluted
with the novobiocin-containing buffer, and
85% of the material eluted with ATP-Mg?*
(Table 6). The fractions eluted with the no-
vobiocin-containing buffer were pooled, di-
alyzed against the equilibrating buffer, and
rechromatographed on the same novobio-
cin-Sepharose column in a second cycle of
affinity chromatography. There was an en-
richment in 100K species in the novobiocin
and ATP-Mg** eluates, compared with the
other capeid proteins (Fig. 9D and Table
4). The stoichiometry of 100K to hexon was
0.8 and 1.2 in novobiocin and ATP-Mg**
eluates of the first cycle of affinity chro-
matography, and 1.9 and 1.7, respectively,
in the second cycle (Table 6). High salt and
denaturing buffers eluted the pair 100K
hexon in a still higher ratio of 100K over
hexon (2.7, Table 6). Hexon, penton base,
[Ila and fiber appeared always as partner
proteins of the 100K in fractions eluted at
low ionic strength with novobiocin- or
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ATP-Mg**-containing buffer (Figs. 9B, D),
and DBP at high ionic strength or in de-
naturing buffer (Fig. QB,le, f). However, this
latter type of elution was less specific than
that using the soluble ligand novobiocin or
ATP-Mg**, and might correspond to non-
specific binding of proteins to the resin via
electric charges or hydrophobic interac-
tions.

The effect of the mutation on the novo-
biocin-binding property of H2ts107 100K
was analyzed by affinity chromatography.
H2ts1107-infected cell extracts labeled at
39.5° were chromatographed on novobio-
cin~-Sepharose gel. As shown in Fig. 9C, the
90K protein was found to behave as the
100K and to be retained on the column with
the same affinity. However, the H2t3107
100K-90K doublet behaved differently
from the WT 100K. No detectable 100K-
90K species were found in the novobiocin-
containing buffer and most of these pro-
teins appeared eluted at higher ionic
strength than in WT, with ATP-Mg ace-
tate-containing buffer, and with high ionic

TABLE 6

AUTORADIOGRAM SCANNING OF NOVOBIOCIN-APPINITY CHROMATOGRAPHIC FRACTIONS *

Percentage of label in polypeptide

Polypeptide ratio

Fraction I 100K 1 T2/75K°® 66-12K° 100K:11

First cycle*

Excluded peak 10.4 5.3 8.1 72 68.9 0.51
Novobiocin eluate 232 20.0 132 5.1 385 0.86
ATP-Mg** 28.0 34.9 10.5 4.7 21.8 124
0.8M KC! 8.8 182 7.0 17.4 574 267
NaCl-urea 88 238 35 149 489 270
Second cycie*

Excluded peak 28.7 113 147 ND* 452 0.39
Novobiocin eluate 11.9 23.0 18.7 ND 46.3 1.92
ATP-Mg?* eluate 12.0 205 132 ND 54.1 1.1

* Figures in Table corresponded to the average of the resuits of two novobiocin-Sepharose chromatographs,

as depicted in gels of Fig. 9.

*The T2K-75K doublet corresponded to the nonphosphorylated and phosphoryliated forms of the DNA-

binding protein.

‘ This portion of the gel lane scans corresponded to all bands migrating from IIla-fiber polypeptide doublet

band (66/62K) to protein IX (12K).

“ The {ractions eluted with novobiocin-containing buffer were pooled, dialysed, and rechromatographed onto

the same novobiocin-Sepharose column.
* ND: Not detected.
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strength and denaturing buffers (Fig. 9C,
lanes d-f, d'-f'). This suggested that the
mutation of H2ts107 altered the affinity of
100K for novobiocin, thereby affecting its
binding to the affinity column.

The results of novobiocin-Sepharose
chromatographs might be explained in at
least two ways: (i) The 100K protein (and
the 90K species) possessed a direct affinity
for novobiocin. (ii) The 100K interacted
with other viral or cellular protein(s) (e.g.,
topoisomerase [I) retained specifically on
the novobiocin gel. In both hypotheses, the
N-terminal domain of the 100K, processed
in 90K, would not be involved in its direct
or indirect binding to novobiocin affin-
ity gel.

Topoisomerase II activity was assayed
in novobiocin-eluted fractions from WT-,
H2¢5107, and mock extracts. Similar spe-
cific topoisomerase activities, ranging from
600 to 1200 mU/1000 S cpm were found
in all samples tested. This might suggest
the absence of virus-coded, or virus-in-
duced, or virus-stimulated topoisomerase-
like enzyme(s) in adenovirus-infected cells.
In an alternative hypothesis, cellular to-
poisomerase II activity could mask some
virus-coded enzyme(s).

Binding of [“Cnovobiocin probe with ad-
enomrus polypeptides. The capacity of 100K
and of other possible adenovirus structural
and nonstructural polypeptides to bind
with novobiocin was explored by another
method. H2WT-, H2t5107-, and mock-in-
fected cells at 39.5° were electrophoresed
on SDS-polyacrylamide gels and probed
with ["*Clnovobiocin after renaturation c:
the proteins by blotting on nitrocellulos:
filter (Towbin et al, 1974) or by the gel
overlay technique (Otto, 1983). No detect
able band of ["*Clnovobiocin-labeled com -
pound was found at the position of 100K,
hexon, or other defined virus polypeptides,
using both procedures (not shown). How-
ever, when polyacrylamide gel was rena-
tured in the presence of [*Clnovobiocin-
containing buffer, a discrete labeled band
was found in the H2¢3107 sample, and to a
lesser extent in the WT sample, within the
spacer gel at the limit of the resolving gel
(not shown). This suggested that the com-
ponent(s) binding the drug was formed of
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high molecular weight protein complex or
was covalently bound to DNA fragments
not entering the gel.

DISCUSSION

The results obtained with HZ2:3107
confirmed previous investigations. They
yvielded further evidence of the role of the
adenovirus-coded 100K protein in the scaf-
folding of virus particle (Gambke and
Deppert, 1981; Morin and Boulanger, 1984).
H2ts107 failed to assemble virions but was

" capable of assembling stable hexon trimers

at the nonpermissive temperature. Its le-
sion was mapped in the 100K gene, between
69.0 and 69.9 map units, leftward from the
H5¢31 mutation, and at a genomic distance
sufficient to allow interserotypic recombi-
nation to occur, albeit with a low frequency
(3-4 X 1079).

Comparison of the properties of H2¢s107
with the other 100K-minus mutants H5¢s1
and H213118 suggested that at least three,
and possibly four, independent functions
were carried on by the 100K protein.

(i) Trimerization of hexon, a property
altered in H5¢s1 (Russell et al, 1972; Cepko
and Sharp, 1983), as well as in most other
100K -defective mutants thus far isolated:
H5¢s17 and H5¢s20 (Leibowitz and Horwitz,
1975), H5¢5115 and H5¢s116 (Ginsberg et al,
1974; Oosterom-Dragon and Ginsberg,
1981). The trimerization function would be
located in the C-terminal moiety of the
100K molecule, since H5tsl has been
mapped between 70 and 73 map units (Ar-
rand, 1978; Frost and Williams, 1978), and
H5¢3115 between 70 and 75.9 (Oosterom-
Dragon and Ginsberg, 1981). However,
marker rescue of H5¢(3116 mutation by WT
DNA sequences between 67 and 70.7 (Oos-
terom-Dragon and Ginsberg, 1981) was in
apparent conflict with this latter assump-
tion: H2¢3116 failed to trimerize hexons,
and this would place the trimerization
function in the N-terminal region of the
100K molecule. These resuits were not con-
tradictory if one considers that a mutation
in one region of a protein can influence the
structure and function of a remote domain
of the same protein, and that the rescuing
fragment 67-70.7 overlapped coordinate 70.
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H2¢3116 might therefore lie to the right
from coordinate 70, in the C-terminal re-
gion—functionally speaking—of the 100K,
as in the other hexon-trimer-minus mu-
tants.

(ii) Hexon transport, affected in the
100K-minus mutant H2ts118. This role
would also be devoted to the C-terminal
end of the 100K, between 72.8 (determined
by the leftward coordinate of the rescuing
fragment) and 73.8 map units (the end of
the coding sequence of 100K gene). How-
ever, H5¢t3147, mutated in the precursor pVlI
to virion protein VI, also failed to transport
hexons to nucleus (Kauffman and Gins-
berg, 1976). An interpretation of these ap-
parent ambignities might be that a subtle
misassembly of hexon capsomers induced
by H2t3118 would render them tempera-
ture-sensitive and untransportable to nu-
cleus, a function normally assumed by pV1.

(iii) Scaffolding of adenovirus particle,
mutated in H2£3107 (Morin and Boulanger,
1984). This function would lie in the central
domain of the 100K, between amino acid
300 and 400 from the N end. In contrast
with other 100K mutants H5¢517 and
H5¢s20 (Leibowitz and Horwitz, 1975),
H5ts115 and H5£3116 (Oosterom-Dragon
and Ginsberg, 1981), and H5¢s147 (Kaufi-
man and Ginsberg, 1976), which could not
assemble infectious virus in the presence
of cveloheximide after the shift down from
39.5 to 32°¢, H2ts107 was capable of as-
sembling infectious particles upon shift-
down in the presence of the drug (Morin
and Boulanger, 1984). The H2¢3107 100K
protein synthesized at 39.5°0 might there-
fore assume its scaffolding function at
33°C, and nascent 100K protein was not re-
quired for intranuciear capsid assembly.
The results of affinity chromatography of
100K on hexon-Sepharose column sug-
gested that 100K possesses a binding site
for hexon capsomer different from the af-
finity site for unassembled monomeric
hexons (Cepko and Sharp, 1982, 1983;
Gambke and Deppert, 1983).

A 90K species was found in vast amounts
in assembly intermediate (IM) particles of
H2¢3107 formed after shift-down (Morin
and Boulanger, 1984). 90K was structurally
and antigenically related to 100K and was
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presumed to be a cleavage product of the
latter, generated by processing at its N
terminus (Figs. 3, 4), as for other virus
protein precursors (Tremblay et al, 1983).
The respective locations and neighbor re-
lationships of 100K and 90K within the IM
particles were determined by coprecipita-
tion with various antibodies of subviral
structures obtained after partial capsid
disruption. It appeared that 100K was as-
sociated with vertex components IIla and
penton base, whereas the 90K species was
found in groups of nine hexons constituting
the faces and edges of the capsid (Fig. 7).
This and previous results (Morin and Bou-
langer, 1984) suggested a maturation pro-
cess starting at the faces and edges and
ending at the vertices. In other words, the
components present in the faces and edges
of the capsid would be “older” in the as-
sembly pathway than the vertex struc-
tures. As an hypothesis, the scaffolding
protein 100K might migrate to the capsid
faces to be processed and released from the
particle upon virus maturation.

(iv) The 100K protein was also found to
be one of the major viral proteins retained
on novobiocin-Sepharose column (Fig. 9).
This association might be direct or be me-
diated by cellular or viral proteins, or both.
The property of 100K to bind with novo-
biocin was also present in the 90K species,
which suggested that the N-terminal do-
main of the 100K, processed into 90K, was
not implicated in the binding, either di-
rectly, or indirectly via conformational ef-
fect. The 100K-%0K doublet found in
H2ts107 extracts at 39.5° showed an elution
pattern from novobiocin column different
from that of WT. 100K was not eluted with
novobiocin-containing buffer, as was WT
100K, but eluted with ATP-Mg**, high salt
and denaturing buffers (Fig. 9). Both scaf-
folding function and novobiocin-binding
capacity of 100K-90K proteins appeared
therefore altered in the H2¢3107 mutant.
Two point mutations on the same codon
were found in the H2t3107 100K gene, re-
sulting in a nonconservative amino acid
change (aspartic acid to alanine) at posi-
tion 324 from the N-terminal end of the
100K, i.e., in a central, hydrophilic domain
of the 100K protein. Because both consisted
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of base transversions, these mutations
could not be due to nitrous acid treatment;
H2t3107 was most likely to be a sponta-
neous mutant isolated during the selective
procedure.
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