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LEX IQUE 

1- Cellules 

AGMK : 

cv, : 

HEK : 

HEK 293 : 

HeLa : 

2- Au t res  abréviat ions 

cellules de re in  de  singe v e r t  afr icain 

l ignée établie d1AGMK 

cellules embryonnaires de  re i n  humain 

cellules HEK transformées p a r  l 'adénovirus 

de t y p e  5 e t  contenant l 'extrémité gauche du 

génome ( d u  270 au 4123e nucléotide) 

cellules humaines en l ignée continue, provenant 

d'un carcinome épithél ial  du col u t é r i n  

cellules humaines en lignée continue, provenant 

d 'un carcinome de plancher buccal 

aa : 

Ad2 W T  : 

Asp : 

A r g  : 

Apex : 

CH : 

CsCl : 

DBP : 

DFP : 

DMTB : 

GON : 

Glu : 

h :  

hpi : 

IM : 

JV : 

K :  

MM : 

acides aminés 

adénovirus t ype  2 souche sauvage (Wild Type)  

acide aspart ique 

arg in ine 

zones apicales des icosaèdres v i raux ,  comprenant 

le penton complet e t  les hexons péripentonaux 

cycloheximide 

ch lo ru re  de  césium 

DNA B ind ing  Protein (pro té ine se l iant  à l 'ADN 

monocaténa i re)  

d i isopropy l  f luorophosphate 

dimethyl  d i th iobisbutyr imidate : agent de pontage 

en t re  protéines 

groupe de 9 hexons (hexons des faces) 

acide glutamique 

heure 

heure post-infection 

intermédiaires d'assemblage 

jeunes v i r ions 

ki lodaltons 

masse moléculaire 



mn : 

PAGE SDS : 

pTP  : 

TP  : 

S :  

t s  : - 
Température Permissive : 

Température res t r i c t i ve  : 

UG : 

minute 

électrophorèse en  gel  de  polyacrylamide SDS 

(sodium dodecyl sul fate)  

précurseur  de  la pro té ine terminale 

protéine terminale 

coeff icient de Svedberg 

thermosensible 

33O C 

39.s0 C 

uni té  génome 

- tous les renseignements sont  donnés pour  Ad2 sauf spécification 

- le génome v i r a l  es t  d iv isé arbi t ra i rement en 100 UG 



TABLE DES MATIERES 

G E N E R A L I T E S  P 1 

1 -  GENERALITES 

II- 

A- Classification 

l- La Capside 

2- L'ADN v i ra l  

Les d i f férents  cycles v i raux  

1- Le cvcle abor t i f  

2- Le cycle transformant 

3- Le cycle l y t ique  

CYCLE LYTIQUE 

A- Pénétration du v i r u s  dans la cellule hôte 

B- Organisation des gènes précoces 

1 - Généralités 

2- La région El 

a) L a z o n e E 1 A  

c )  Le rôle des protéines de E l  dans la transformation cellulaire 

3- La région E2 

a) La zone E2A 

a) Régulation d'expression 

p) Transformation 

y) Rôle dans l'assemblage 

b) La zone E2B 

4- La réqion E3 

5- La région E4 

C- Réplication 

1- In i t iat ion de la réplication 

2- L'élongation 

D- Phase ta rd ive  

1- Un i té  de t ranscr ip t ion ta rd ive  

a) Le promoteur majeur t a rd i f  ~ 1 3  



b )  Rôle précoce du promoteur majeur t a r d i f  

c )  Les ARNm ne dépendant pas du MLP 

a )  LIARNm du polypeptide I X  

p) LIARNrn du polypeptide lVa2 

d) Les ARN v i r a u x  associés (VA-RNAs) 

2- Polypeptides t a rd i f s  : s t ruc tures e t  propr ié tés  

a)  l n t roduct ion 

b )  Lihexon 

c )  Le penton 

a) La base du penton 

pl La f i b re  

d )  Le polypept ide l 1 la  

e)  Le polypept ide V I  

f )  Le polypept ide V l l l  

g )  Le polypept ide IX  

h )  Les protéines du nucléoide 

a) Le polypept ide VI1 

p) Le polypept ide V 

y) Le polypept ide LI 

6) St ruc tu re  générale du nucléoïde 

i )  Les polypeptides X-XI I 

3- Polypeptides t a rd i f s  non s t ruc tu raux  

a)  Le polypept ide IVa2-50 K 

b )  La 100 K e t  la 33 K 

a) La protéine 100 K 

g) 33 - 39 K 

c) La protéase v i ra le  : 23 K 

d )  Les autres protéines non s t ruc tura les  

E- Mécanismes communs aux  assemblages v i r aux  

1- Les capsides v i ra les : leur  s t ruc tu re  

2- Mode dlassemblage v i r a l  : le bactériophage P22 

a) Généralités 

b) Les règles de  l'assemblage 

c )  Formation de la précapside v i ra le  

d )  Empaquetage de  I1ADN 

e) Assemblage de la queue du phage P22 

3- Assemblage de  l 'adénovirus 

a) 1 n t roduct ion 



b )  Assemblage des capsomères 

a) L1hexon 

I)) Le penton 

c)  Les groupes de 9 hexons 

d) Essais dlassemblage de capsides vides Ilin v i t ro l l  

e) Les capsides vides 

f )  Intermédiaires lourds 

g )  Insert ion de I1ADN v i ra l  

h )  Les jeunes v i r ions 

i )  Conclusion 

A P P E N D I C E  T E C H N I Q U E  

1- Cul ture cellulaires e t  virales 

2- Isolement e t  i ~u r i f i ca t i on  de di f férentes   articules 

3- Conditions de marquage 

a) Marquage avec d i f férents  acides aminés marqués 

b )  Marquage à l 'acide phosphorique 3 2 ~  

c)  Marquage à Ilacétate 14c  

4- Rupture des part icules virales - Isolement des sous s t ructures 

5- Dissolution des gels dlacrylamide e t  comptage de l ' incorporation 

6- Méthodes biochimiques générales pour  la caractérisation de HZ t s  

1 07 - 
a) Assemblage des hexons tr imères 

b )  Composition peptidique de la 100 K e t  de la 90 K 

7) Techniques pour  la caractérisation de H2 t s  107 

a) Complémentation peptidique de la 100 K e t  de la 90 K 

b )  Recombinaison 

c) Technique de marqueur rescue ~ 4 7  

d )  Séquençage de I1ADN par  la méthode des dideoxy P4 7  

8) Réalisation de tests immunologiques P4 7 

9) Tests dlimmunofluorescence ~ 4 8  

10) Chromatographie d 'af f in i té ~ 4 8  

a) Préparation du matériel pour  les colonnes d'af f in i té ~ 4 8  

b )  Synthèse de I'hexon sépharose 

c )  Synthèse de la novobiocine sépharose 



T R A V A U X  P E R S O N N E L S  ~ 5 0  

INTRODUCTION 

II- ASSEMBLAGE DES PARTICULES ~ 5 0  

A- Etudes préliminaires ~ 5 0  
B- Cinétique d'incorporation de protéines virales dans la capside P51 

d'adénovirus 

1 - Répartit ion du marquage dans les sous-structures des capsides 

a) Analyse des populations virales matures 

b )  Analyse des intermédiaires d'assemblage 

2- Analyse polypeptidique des sous-structures virales 

a) Analyse des protéines marquées de la population virale, de 

densité 1,34, aux di f férents points de prélèvement 

b )  Analyse des protéines marquées dans les populations de 

capsides vides, aux di f férents points de prélèvement 

C- Processus d'assemblage de H2 ts  112 

1 - Double synchronisation du système d'infection 

2- Evolution des polypeptides marqués des particules H2 - ts  112 

lors du blocage à la cycloheximide et  de la variat ion de  

température 

D- Mise en évidence de l ' incorporation différentiel le de la radioactivité 

dans les 2 es~èces  dllM de H2 t s  107 

III- CARACTERISATION DE I'H2 ts  107 - ROLE DE LA PROTEINE 

D'ECHAFAUDACE 

A- Première caractérisation de ItH2 t s  107 
- 

1 - Complémentation 

2- La trimérisation de Ithexon e t  son transport  d u  cytoplasme au 

noyau 

B- Caractérisation génétique de la mutation du H2 t s  107 

1- Recombinaison 

2- Sauvetage de la mutation par  des fragments d'ADN extra i ts  de 

la souche sauvage de I1adénovirus 

3- Séquençage par  la méthode "des didéoxy" 

4- Conclusions 



C- Communautés en t re  la 100 K e t  la 90 K 

1 - Communautés s t ructura les 

- phosphorylat ion 

- l è r e  précipi tat ion antigénique 

- N-acétylation 

2- Communautés immunologiques ~ 7 2  

D- Importance de la 100 K e t  de la 90 K dans l'échafaudage des ~ 7 5  

part icules 

1- Af f in i té  de la 100 K pour  les t r iméres d'hexons P75 

2- Topographie d e  la 100 K e t  de la 90 K dans les IM dtH2 t s  107 p76 - 
E- Intervent ion de la 100 K dans Itencapsidation de  l 'ADN P 79 

D I S C U S S I O N  - C O N C L U S I O N  P82 

B I B L I O G R A P H I E  P B  7 

A N N E X E S  pl14  



G E N E R A L  



1 -  GENERALITES 

A- Classification (Tableau O) 

Les adénovirus sont des v i r u s  à ADN, non enveloppés, de forme 

icosaédrique. I l s  f u ren t  mis en  évidence pa r  Rowe en  1953 dans les t issus 

amygdaliens, 

I l s  sont responsables de  t roubles respiratoi res (HILLEMAN and WERNER, 

1954) , de kératoconjonctivi tes e t  de  gastroentéri tes (FLEWET e t  al. , 1975 ; 

FADEN e t  al., 1978). 

Les 41 sérotypes humains actuellement ident i f iés sont  répar t is  en 7 sous 

groupes ( d e  JONC e t  al., 1983). - 
Leur classification découle de  plusieurs de  leurs  propr ié tés  : 

- leur  pourcentage en bases G+C (PINA and GREEN, 1965), 

- la longueur de leu r  f i b re  (NORRBY, 1967), 

- leurs  propr iétés d'hémagglutination (ROSEN , 1958), 

- le degré d'homologie de  leu r  ADN (GREEN e t  al., 1979), 

- leur  pourvo i r  oncogène chez le  hamster nouveau-né (HUEBNER, 

1967). 

B- Morphologie 

1- La capside (Cf.  Fig. 1)  

La capside v i ra le  a un diamètre de  65 à 80 nm (HORNE e t  al., 

1959). El le es t  composée de 87 % de  protéines e t  13 % d'ADN (GREEN and PI NA, 

1963). Les 20 faces de cet  icosaèdre sont constituées de 240 capsomères appelés 

hexons. Les capsomeres de chaque sommet, de  symétrie pentagonale, sont  

appelés pentons ; ceux-ci sont  composés de la base du penton prolongée de la 

f ibre. 

2- L'ADN v i ra l  

6 II a une masse moléculaire approximative de  23.10 , légèrement 

variable su ivant  le sérotype. 

Ses 36000 paires de bases rassemblent l ' information génétique du vir ion.  Le 

génome viral a été d iv isé arbi t ra i rement en 100 un i tés  génome. 

L'ADN v i r a l  sédimente à 34 S en g rad ien t  de  saccharose alcalin. 

La molécule d'ADN est bicaténaire, linéaire, à chacune de ses extrémités 



P E N T O Y  a n j E  
CROUPS OF 'fi-€ HEPONS 

PENTON *-O 

Fiqure 1 : Structure de  la capside d'adénovirus d'après PH l LI PSON e t  

PETTERSSON ( 1  973) 



Tableau Q : Propr ié tés des s~us-groupes d'adénoyi rus humains 
C 

ADN niodè 1 e 1 ongueur Oncogkni c i  t e  
S é r o t ~ ~ e  d'honologie( ' )  % + d 'he i iagg lu t ina t ion  ( b )  de I d  f i b r e  chez l e  hairister 

nouveau- né 
(en mi) 

A 12,18, 31 48-69 (8-20) 48 1 V 28-31 (en 4 mois) 
---- - -- -- 

13 3,7,11, 89-94 (9-20) 5 1 1 9-11 F a i b l e  
14,16,21, (en 4 à 18 mois) 
34,35 

-- 

C 1,2,5,6 99-100 (10-16) 5 8 III 23-31 N u l l e  
--- - - -- 

L, 8,9,10, 94-99 (4-17) 5 8 II 12- 13 N u l l e  
13,15,17 
19,20,22 
23,24,25 
26,27,28 
29,30,32 
33,36,37, 
3&,  39 

-- 

t 4 (4-23)  5 8 III 17 N u l l e  

F 4 1, n.d. n .d .  1  V 28733 Nul l e  
. -- - - -- ----- -- -- 

G 4 1 n.d. n.d. 1 V 28-33 N u l l e  

r i .  d. : non deteri i i i  ne 
(a )  : pourceiitaye d'hoiiioloy i e dans l e  sous-groupe. Les noiiibres er i t re  paren thèses i ridiquent l e  pourcentage d'hoiiiologie par rappo r t  aux 

iii~iiibres des autres sous-groupes. 
( b )  : 1 -Agg lu t i na t i on  coiiiplete des éry t l i rocy tes  de singe. 1 1-Agglut i  na t i  on coiiiplète des ery t t i rocy tes  de r a t .  II 1-Agg lu t ina t ion  par- 

t i e l  l e  des ery th rocy tes  de r a t .  IV-Agglu t i  nat ior i  des ery th rocy tes  de r a t ,  v i s i b l e  seuleiiient après a d d i t i o n  d ' a n t i  sera hété- 
r o  typ i ques . IW ,J 

T i  r e  de WADELL, G. , 1984, Molecul a r  ep idni i io logy o f  huiiiari aileriovi rus. 4 

Lut-r. Top. M i  c r o b i o l  . Iiiuriunol . -- 110, 191-220 
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existe une  séquence terminale inversée d 'une centaine de paires de  bases 

(ARRAND and ROBERTS, 19791, que  l'on re t r ouve  t r ès  conservée dans l'ensemble 

des d i f férents  sérotypes. 

Une protéine de  55 K, la protéine terminale (TP),  liée de façon covalente à 

chaque extrémité 5' du ADN permet sa c i rcular isat ion (REKOSH e t  al., 1977). - 
Dans la capside, la molécule d'ADN est  associée à des protéines basiques 

qui lui confèrent une  s t r uc tu re  voisine de  celle des nucléosomes, appelée 

nucléoide virale. 

C- Les d i f férents  cycles v i r aux  

1- Le cycle abo r t i f  (Cf. Tableau 1) 

Le v i r u s  exprime partiellement son information. Souvent la 

répl icat ion de l 'ADN n'a pas lieu, il n'y a jamais de  progéni ture  v i ra le.  Les 

adénovirus humains développent, pa r  exemple, de tels cycles dans les cellules 

de singes telles que  les CV1 (KLESSIG and ANDERSON, 1975). 

2- Le cycle t ransformant 

Le pouvoi r  oncogène de l 'adénovirus fut mis en évidence chez le 

hamster nouveau-né (HUEBNER e t  al., 1962). Néanmoins, seuls les adénovirus 

des sous-groupes A ( t e l  que 11Ad12), e t  B ( te l  que 11Ad3), possèdent cette 

capacité d ' indu i re  des tumeurs. 

Par contre, tous les sérotypes d'adénovirus sont capables de  t ransformer 

des cellules de ra t s  embryonnaires "in v i t ro" .  La transformation se t r a d u i t  pa r  

I'immortalisation de  la cu l tu re  cellulaire e t  l 'acquisit ion de caractères 

part icul iers.  

La transformation ne  peut  se produi re  qu 'en l'absence de la mult ipl icat ion 

du v i rus .  Ainsi,  les sérotypes d'adénovirus 2 e t  5 (sous-groupe C) ,  se 

rép l iquant  s u r  cellules de  hamster, ne peuvent les transformer. Néanmoins, des 

mutants thermosensibles de  ces sérotypes t ransforment efficacement ces mêmes 

cellules (WILLIAMS, 1973). 

L ' in i t iat ion e t  le maintien de la t ransformat ion par  immortalisation 

des cellules en cu l tu re  sont  réalisés pa r  l 'extrémité gauche du génome de  

l 'adénovirus (GRAHAM e t  al., 1974a, b )  . 



3- Le cycle l y t ique  (Cf .  Fig. 2 )  

II about i t  à la lyse cel lulaire e t  à la l ibérat ion d 'une grande 

quant i té  de par t icu les  virales. L'adénovirus exprime alors la tota l i té de  son 

information génétique. 

Le cycle l y t i que  se d iv ise en plusieurs étapes qui vont  de  la pénétrat ion 

du v i r u s  dans la cellule, l 'expression de ses gènes précoces (phase précoce), la 

répl icat ion de son ADN, l 'expression de  ses gènes tard i fs ,  e t  en f in  à 

l'assemblage de ses protéines tardives en de  nouvel les uni tés infectieuses. 

Le cycle v i r a l  d u r e  env i ron 30 heures. 

L'assemblage ne  s 'ef fectuant que  lo rs  du cycle l y t ique  normal, nous 

n'étudierons en détai l  que ce cycle. 

II- CYCLE LYTIQUE 

A- Pénétrat ion du v i r u s  dans la cellule hôte (Cf .  Fig. 3 )  

L'adénovirus se f i xe  pa r  l ' intermédiaire de  ses f ib res à des récepteurs 

spécifiques de la membrane cel lulaire (LONDBERG-HOLM and PHI LI PSON , 1969) .  

Le récepteur cel lulaire est  un complexe de t ro is  polypeptides de masses 

moléculaires 78,  42 e t  34 K qui fut pu r i f i é  pa r  chromatographie d 'af f in i té 

(HENNACHE and BOULANGER, 1977).  

L'adénovi r u s  pénètre dans la ce1 Iule, probablement , par  un phénomène de 

pinocytose (CHARDONNET and  DALES, 1970) .  1 1  perd,  lo rs  de cet te étape, ses 

pentons (PH I LI PSON e t  al. , 1968) . Puis progressivement ses protéines, parai- 

Ièlement sa sensibi l i té à la DNase augmente. Le mécanisme de  t ranspor t  du v i r u s  

dans le  cytoplasme fa i t  i n te rven i r  le  réseau de  microtubules (LUFTIG and 

WEIHING, 1975 ; BELIN and  BOULANGER, 1985) .  Lors  de l ' in fect ion v i ra le  des 

cellules en présence de  vinblastine, substance don t  l'action s u r  la cellule 

provoque la formation d'un complexe de tubu l ine périnucléaire, les part icules 

sans pentons ne peuvent  a t te indre le noyau (LYON e t  al., 1978) .  

PHILIPSON e t  al. (1968)  montrèrent  que  l 'ADN v i r a l  pénètre le noyau de  la 

cellule après que la par t icu le  a i t  pe rdu  la majorité des protéines v i ra les dans le 

cytoplasme. Les protéines du nucléo'ide sont alors remplacées pa r  des histones 

cellulaires, formant une s t r uc tu re  semblable à celle de  la chromatine (chromatine 

l ike)  (SERGEANT e t  al., 1979 ; TATE and PHI LI PSON , 1979 ; VAYDA e t  al., 

1983).  
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Figure 2 : Courbes de croissance de  l'Adénovirus 2 dans une culture de 

cellules KB en suspension d'après PH l L I  PSON e t  L I  NDBERG 

( 1  974) 

@-O concentration de  virus dans les cellules 

0-0 quantité dlhexon antigénique formé 

A- synthèse de  l 'ADN viral 

- ---- ARN viraux spécifiques 



Figure 3 : Représentation schématique de la pénétration de l'adénovirus 2 

dans la cellule, pendant les 2 premières heures d'infection 

d'après LONDBERG-HOLM et  PHI LI PSON (1969) .  

A- virion infectieux 

B- attachement du  virus au récepteur cellulaire 

C- virus, dans le cytoplasme, ayant perdu ses régions 

apicales 

D- pénétration des nucléoldes dans le noyau 



B- Oraanisation des aènes ~ r é c o c e s  

1 ) Généralités (Cf. Fig. 4) 

C inq  régions s'expriment avant la réplication de  l 'ADN v i ra l .  Les 

zones E lA ,  E l B  e t  E3 sont portées pa r  le brin r, alors que les zones E2 e t  E4 

sont codées pa r  le brin I (Cf .  Fig. 4). 

Leur expression var ie au cours du cycle. La région E1A est  t ranscr i te 

peu après l ' infection, tandis que les zones E1B e t  E3 sont p lus  tardives. Enfin, 

la zone E2 s'exprime tou t  au long du cycle lyt ique. 

2) La région E l  

Cette région située à l 'extrémité gauche du génome en t re  O e t  12 

UG est  divisée en t ro is  zones transcript ionnelles (CtiOW e t  al. , 1977 ; BERK e t  - 
al., 1979) appelées E lA ,  E1B e t  l 'un i té  de t ranscr ip t ion du polypept ide IX.  - 

a) La zone E1A 

La zone E1A ( O  - 4,s UG) est  t ranscr i te  en t ro is  ARNm, 

ayant des extrémités 3' e t  5 '  identiques mais des épissages d i f férents .  Les 

ARNm 12 S e t  13 S codent pour  deux protéines de 289 e t  243 AA 

(PERRICAUDET e t  al., 1979). La t raduct ion "in vitro1' de ces ARNm met en 

évidence en gel de  polyacrylamide SDS des polypeptides de masses moléculaires 

al lant de 42 à 53 K. L'ARNm 13s code pou r  deux protéines de  53 K e t  44 K en 

gel de polyacrylamide SDS. LIARNm 12 S est  t radu i t  en deux polypeptides de 47 

K e t  35 K (HARTER and LEWIS, 1978). Enf in,  le messager 9S, qui n 'est  exprimé 

que pendant la phase ta rd ive  code pour  un polypeptide de 6 K (VIRTANEN and 

PETTERSSON , 1983). 

Les produi ts  de  IIARNm 13 S contrôlent  positivement le taux  de 

t ranscr ip t ion des aut res régions précoces e t  de la région LI (NEVINS, 1981). 

L'action d 'une substance, I'anisomycine, inh ibant  les synthéses protéiques révèle 

que E2 e t  E3 sont les régions les plus dépendantes des produi ts  de E1A (SHAW 

and ZIFF, 1982). 

E I A  est également responsable du pouvoir  transformant de l 'adénovirus 

comme nous le ve r rons  p lus  loin. 



Figure 4 : Carte du génome de i'adénovirus 2 représentant les régions 

précoces et  leurs ARN messagers d'après RICHARDSON et 

WHESTPHAL (1  981 ) . 
- les crochets désignent la localisation des promoteurs 

- les lignes pointillées représentent les épissages des ARN 

- les flèches représentent le sens de la transcription 



b )  La zone E l  B 

Cette zone est  localisée ent re  4,6 e t  12 UG. Deux ARNm de 

22 S e t  13 S sont exprimés précocément ( lors d e  l ' infection) à p a r t i r  d'un 

promoteur commun (PERRICAUDET e t  al., 1979). 

Le messager 22 S code pour  une phosphoprotéine de 58 K (GILEAD e t  al., 

1976 ; SCHRIER e t  al., 1979). 11 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 l 'Ad1 2 e t  l'Ad5 (BOS e t  al., 1981 ) , il n'existe pas de peptides 

t ryps iques communs en t re  ces deux protéines qu i  sont vraisemblablement codées 

dans des cadres de lecture di f férents.  

La région E1B code également pour  le polypeptide IX  que l 'on re t rouve 

associé à la capside au stade tard i f .  Son ARNm s'exprime précocement, e t  n 'est  

pas épissé (ALESTROM e t  al., 1980). 1 1  recouvre une par t ie  de la séquence 

non-codante des messagers 22 S e t  13 S (GI NGERAS e t  al., 1982). Le rôle d u  

polypeptide I X  sera détail lé dans le chapi t re t ra i tan t  de la s t ruc tu re  de la 

capside. 

c )  Le rôle des protéines de  E l  dans la transformation cellulaire 

- Le pouvoir  oncogène de l 'adénovirus fut mis en évidence 

chez le hamster nouveau-né pa r  HUEBNER e t  al., (1962). 

- La transformation cel lulaire se déroule en deux phases : 

. D'une par t ,  I'immortalisation des cellules primaires, 

accompagnée de la modification de leur morphologie, est  indu i te  par  l 'expression 

de  la zone E1A (HOUWELING e t  al., 1980 ; van den ELSEN e t  al., 1983a). 

. D'autre part ,  la transformation proprement dite, 

caractérisée par  l 'apparit ion de colonies cel lulaire poussant en multicouches, 

nécessite la protéine 15 K de la zone E1B (van den ELSEN e t  al., 1983b). Le 

polypeptide 58 K de cette même zone est  responsable du phénotype des cellules 

capable d ' induire des tumeurs chez l'animal (BERNARDS e t  al., 1983). 

3- La réqion E2 

Elle s'étend de 75 à 11 UG su r  le brin 1 du génome (sens 

droite-gauche -) e t  contient deux uni tés transcript ionnelles E2A e t  E2B. 



a) La zone E2A 

- située ent re  66,s e t  61,6 UG (BAKER e t  al., 1979), son 

seul p rodu i t  est  un polypeptide de  72 K de  masse moléculaire apparente. 

Son ARNm est  p rodu i t  à la fois pendant la phase précoce e t  la phase 

tard ive mais à p a r t i r  de  deux promoteurs di f férents.  

La 72 K est  une protéine mult i fonctionnel le qui possède une t r ès  haute 

a f f in i té  pour  l 'ADN monocaténaire. El le in te rv ien t  dans d i f fé ren ts  mécanismes 

notamment : 

a) Régulation d'expression 

- La 72 K autorégule sa p ropre  product ion (CARTER 

and JENSEN-BLANTON, 1978). 
- Elle réprime, probablement au  niveau 

transcript ionnel, la zone E4 "in v i t r o "  (HANDA e t  al., 1983) e t  "in v ivo"  (NEVINS 

and WINKLER, 1980). 

- Elle régu le  la stabi l i té des ARNm de  la zone E l  

(BABICH and NEVINS, 1981). 

p) Transformation 

H5 t s  125, mutant  thermosensible dans le gène de  la 72 - 
K, possède une ef f icaci té de transformation de  l 'o rdre  de  S fois supér ieure à 

celle rencontrée chez le v i r u s  sauvage (C I  NSBERG e t  al., 1974 ; LOGAN e t  al., 

1981). La 72 K ag i t  probablement à ce niveau pa r  un mécanisme ind i rec t  

impliquant sa régulat ion négative de  la zone E l .  

y) Rôle dans l'assemblage 

La 72 K possède un rôle au niveau de  Ilassemblage des 

part icules (NICOLAS e t  al., 1983). Ces auteurs on t  isolé le double mutant  H5 r 

( t s  107) 202, af fecté su r  le gène de  la 72 K.  Ce mutant a une croissance 

indépendante de  la température dans les cellules HeLa, pa r  cont re  son 

expression dans les cellules 293 (cel lules HEK, transformées pa r  l 'adénovirus 5 

e t  contenant son extrémité gauche) es t  thermosensible. E n  ef fet ,  dans ces 

cellules, le taux  de  synthèse de son ADN à température res t r i c t i ve  ( 3 g 0 5 )  est  2 

à 3 fois in fé r ieu r  à celui du type  sauvage. Bien qu ' i l  accumule alors des 

quant i tés de  protéines tard ives normales, I1assemblage n'a pas lieu. Ce double 



mutant ref lète également le rôle de la 72 K, pa r  son interact ion avec des 

fonctions cellulaires, dans le phénomène de dépendance vis-à-vis de l'hôte. 

b )  La zone E2B 

Cette région étendue est sous le contrôle des promoteurs de  

E2A. 

Les deux protéines codées dans cet te  zone sont : 

- le précurseur  de la protéine terminale, pTP, q u i  a u n e  masse moléculaire 

de  87 K e t  sub i t  l o rs  de la phase t a rd i ve  un cl ivage protéolyt ique (CHALLBERG 

and KELLY, 1981 ) pour  former une protéine de  55 K. 

- l'ADN polymérase v i ra le  codée ent re  24 e t  14 UG qui a une masse 

moléculaire de 140 K. On la re t rouve étroitement associée au  précurseur  de la 

protéine terminale dans les ext ra i ts  de  cellules infectées (L ICHY e t  al., 1982). 

Les fonctions de ces deux protéines seront  détaillées dans le chapi t re 

t ra i tan t  de la répl icat ion. 

4- La réaion E3 

Cette zone s'étend de  75,9 à 86 UG. Les nombreuses espèces 

dlARNm déjà décr i tes (BERK and SHARP, 1978 ; CHOW e t  al., 1979) peuvent ê t r e  

t ranscr i tes à p a r t i r  du promoteur p r o p r e  de cet te zone (EVANS e t  al. , 1977) ou  

à p a r t i r  du promoteur majeur tard i f .  

Les t ro i s  cadres de lec ture  sont ut i l isés pa r  le codage de  protéines. 

Quatre protéines codées pa r  la rég ion E3 o n t  été mises e n  évidence , elles 

on t  des masses de  13 K, 14 K, 15,5 K e t  19 K. 

Le polypept ide de  19 K est en f a i t  une glycoprotéine que  l 'on re t rouve 

associée à la f rac t ion membranaire des cellules infectées (PERSSON e t  al., 

1979a). 

Des mutants de délétion dépourvus de la total i té de  la zone E3 on t  une 

croissance normale dans les cellules en  cul ture.  Les p rodu i t s  de  la zone E3 n e  

sont pas indispensables à l 'expression de  l 'adénovirus dans les cul tures 

cellulaires. 

5- La région E4 

El le se s i tue Si l 'extrémité d ro i te  du génome en t re  99 e t  91 UG. 

Les t ro is  cadres d e  lecture on t  des régions codantes (HERISSE e t  al., 1981 ). 



La traduct ion "in v i t r o "  dlARNm sélectionnés (LEWIS et  al., 1976) a permis 

de mettre en évidence des protéines, dont les masses moléculaires apparentes 

sont 24, 21, 19, 17 e t  11 K. 

Le polypeptide 24 K a une masse moléculaire réelle de 34 K (SARNOW e t  - 
al., 1984), on le re t rouve associé à la 58 K de  E l  B. U n  mutant de délétion de - 
cette zone, itH5 dl 355, viable, vo i t  sa product ion v i ra le  rédui te d'un facteur 50 

par  rappor t  à celle d u  type  sauvage. Il répl ique son ADN, mais t ranscr i t  peu  

de messagers tard i fs .  De plus, il inhibe peu les synthèses cellulaires. Ces 

caractères de croissance sont communs à ceux des mutants de délétion de la 58 

K de E l  B (SARNOW e t  al., 1984). 

H5 dl 366, possédant une délétion plus grande dans la zone E4, a le même 

phénotype que H5 dl 355. Cependant, il est p lus défecti f  e t  ne peut  cro î t re  que  

dans les cellules exprimant la zone E4 (HALBERT e t  al., 1985). 

Le polypeptide de 11 K est  associé à la matrice nucléaire. Le mutant H5 dl 

341, délété dans la zone codante de ce polypeptide, répl ique néanmoins son ADN 

de façon normale e t  est  viable (SARNOW e t  al., 1982). 

C- Réplication , 

Le démarrage de la répl icat ion de l 'ADN v i ra l  ponctue le passage de la 

phase précoce à la phase tardive. Pendant la phase tardive,  la synthèse de 

l 'ADN cel lulaire est  rédui te  de  90 %. 

La réplication de l 'adénovirus sui t  un mécanisme de déplacement de 

brin (SUSSENBACH e t  al., 1972), elle peut débuter à chaque extrémité de la 

molécule d'ADN (ARRAND and ROBERTS, 1979). 

1- In i t iat ion de la répl icat ion 

Chaque extrémité de la molécule -d 'ADN est liée de façon 

covalente à la protéine terminale p a r  un pont  phosphodiester ent re  le rés idu 

déoxycyt id i l ique 5 '  terminal e t  une sérine de la protéine terminale (DESIDERIO 

and KELLY, 1981). 

Lors  de la réplication, le complexe pTP-DNA polymérase reconnaît une 

séquence hautement conservée ent re  la 9e e t  la 22e pa i re  de bases à l 'extrémité 

du génome. U n  dCMP s'apparie à u n  résidu dG proche de la zone 9-22 paires de 

bases du b r i n  matrice. L'ADN polymérase v i ra le  catalyse alors la réaction de  

liaison covalente ent re  le p T P  e t  le premier nucléotide (dCMP) apparié de la 

chaîne (STILLMAN e t  al., 1982). Le complexe pTP-dCMP ainsi formé se r t  



d'amorce à la réaction d'élongation. Une protéine cel lulaire de  47 K (NAGATA - e t  

al., 1982) stimule l ' in i t iat ion de  la répl icat ion (Cf .  Fig. 5). - 
La maturat ion du pTP pa r  cl ivage protéo ly t ique n'est réalisée que  pendant 

la phase tardive.  

2- L'élongation (Cf .  Fig. 6) 

La protéine 72 K de la zone E2A, pa r  son a f f in i té  pou r  l 'ADN 

monocaténaire, permet la fusion de  I'ADN bicaténaire (CHALLBERG e t  al., 1980 

; FRIEDFELD e t  al., 1983). L'étude du mutant  thermosensible H5 t s  125 permet - 
de démontrer que seule la par t ie  C-terminale de la 72 K est  nécessaire à la 

réaction d'élongation (FRIEDFELD e t  al., 1983). 

Chez l 'adénovirus, l'élongation de la chaîne d'ADN est peu dépendante de  

la concentrat ion en A T P  ( d e  JONC e t  al., 1983). La sensibi l i té t rès  importante 

de la polymérase v i ra le  aux  2'-3' ddNTP est comparable à celle de la 

polymérase O ( .  Par cont re  I 'aphidicoline n ' inh ibe la réaction d'élongation de  

I'ADN v i r a l  qu'à des concentrat ions de l ' o rd re  de  3 à 400 fois supérieures à 

celle requise pou r  l ' inh ib i t ion de l 'ADN polymérase cel lulaire de t ype  c(. 

D- Phase t a rd i ve  

1- Uni té  de  t r a n s c r i ~ t i o n  ta rd ive  

a)  Le promoteur majeur t a r d i f  (Cf .  Fig. 7) 

Dès le débu t  de  la répl icat ion de  l'ADN v i r a l  commence la 

t ranscr ip t ion des gènes t a rd i f s  qui sont principalement localisés s u r  le brin r à 

d ro i te  du promoteur majeur t a r d i f  à 16,6 UG (EVANS e t  al., 1977). El le permet 

la formation d'un ARN précurseur  nucléaire de  28 S. L'ARN précurseur  p rodu i t  

5 familles diARNm appelées L I ,  L2, L3, L4, L5, possédant en commun t ro is  

séquences de tête situées aux  positions 16,6 ; 19,6 e t  26,6 UG su r  le brin r e t  

constituées de  200 nucléotides (BERGET e t  al., 1977). 

A l ' in tér ieur  de  chaque famille, les ARNm de  tai l le var iable on t  une 

extrémité 3' commune (CHOW e t  al. , 1977 ; BERGET and SHARP, 1979). 

D ix-hu i t  espèces de  messagers sont t ranscr i tes  à p a r t i r  d u  promoteur 

majeur tard i f .  Celui de  la région L5, codant pou r  la f ib re  possède t ro is  

séquences de tê te  x, y, z, en p lus  des séquences communes à tous les ARN 

tard i fs .  



Figure 5 : Modèle d'initiation de la réplication d'après Rekosh e t  al. (1977). - 
Le modèle est basé sur le fait que la protéine terminale agit 

comme amorce. 



Figure 6 : Modèle de réplication de l'ADN de l'adénovirus d'après LECHNER 

et KELLY ( 1  977) . La réplication commence à l'une ou l 'autre 

extrémité de l'ADN parental e t  progresse par le déplacement 

d'une c h a f n e .  
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F igure  7 : Synthèse des ARNm ta rd i f s  de  l 'adénovirus 2 d'après Z lFF 
(1980) . 
A. Transcr ip t ion e t  maturat ion des ARNm ta rd i f s  à p a r t i r  du 

promoteur majeur ta rd i f .  Les ARN messagers sont  "coiffés1'. 

B. Car te  des ARNm de l 'adénovirus 2 
Les ARNm d u  lVaZ e t  du polypeptide IX  ne dépendent pas 
du promoteur majeur t a rd i f .  Les espèces dépendant de 
l 'un i té  de  t ranscr ip t ion majeure ta rd ive  appart iennent à 5 
familles. A l ' in tér ieur  de  chaque famille le s i te de  poly- 
adényiat ion est  commun. 



b )  Rôle précoce du promoteur majeur t a r d i f  (MLP) 

Des ARNm de la famille LI on t  été mis en évidence dès le  

début  du cycle v i ra i  (une heure après infect ion) (SHAW and  ZIFF, 1980). Ces 

messagers permettent la t raduct ion des polypeptides 52-55 K. LEWIS e t  al. 

(1985) mont rent  que deux polypeptides de  13,s K e t  13,6 K de  la région Lo 

sont égaiement exprimés au stade précoce. 

Par cont re  IIARNm du polypept ide l l l a  de la région LI, qui possède le 

même site de polyadénylat ion que  les polypeptides 52-55 K, n'est t r ansc r i t  que 

tardivement. 

Selon SHAW e t  ZIFF (1980), le rôle précoce du promoteur majeur t a rd i f  

pour ra i t  ê t r e  un des facteurs de  contrôle de  la product ion des ARNm des 

familles L2, L3, LY, L5. 

c )  Les ARNm ne dépendant pas du MLP 

a) LIARNm du polypept ide IX 

LIARNm du polypept ide IX  est  dans l 'un i té  de 

t ranscr ip t ion de  la zone E1B. Sa synthèse est intermédiaire ent re  celle des 

messagers précoces e t  tardi fs.  Elle es t  insensible aux substances qui inh ibent  la 

t ranscr ip t ion des messagers ta rd i f s  (cycloheximide) (PERSSON e t  al., 1978). 

LIARNm du polypeptide IX  n 'est  pas épissé, son extrémité 3 '  est  commune 

à celle des ARNm de  la zone E1B. 

p) ARNm du polypept ide ]Va2 

Le IVa2 est  la seule protéine ta rd ive  codée pa r  le b r i n  

I (en t re  15 e t  10 UG). Elle possède un promoteur p ropre  qui s'étend de 16,1 à 

15,7 UG, mais pas de  séquence T A T A A  ( T A T A  Box) (BAKER and ZIFF, 1981). 

Ce promoteur es t  en compétition avec le promoteur majeur t a r d i f  (MLP) pour  un 

site de  f ixa t ion de  IIARN polymérase 1 1  (NATARAJAN e t  al., 1984 ; 

NATARAJAN e t  al., 1985). 

d) Les ARN v i r aux  associés (VA-RNAs) 

i l s  sont t ransc r i t s  par  I'ARN polymérase III (WEINMAN - e t  

al., 1974) en g rande  quanti té, lo rs  de  la phase tardive.  - 



Tableau 2  : l e s  p ro té ines  t a r d i v e s  

Proté ines Région Nbre de MM MM Biosynthèse Nbre de L o c a l i s a t i o n  

s t r u c t u r a l e s  codante monomères r é e l  l e  apparente d 'un  précurseur copies par  dans l a  

e t  é longa t ion  PAGE SDS v i r i o n  capside 
........................................................................................................................ 
Hexon L3 3  II 108 120 - 252 Faces + rég ions  

pér ipentonales 

Base du penton L  2 3  III (b)  63,3 85 - 12 Apex 

ou 5 III ( a )  

I I I a  L  1 1 III a 63,2 6  6  p I I I a  60 ou 74 (a)  Apex 

6 7 
F i b r e  L 5 2  I V  b  61,9 6  2  - 12 Apex 

ou 3  I V  (a )  

V L2 1 - 48,5 - 180 P r o t é i n e d u n u c l é o T d e  

V 1  L3 dimère ou - 2  4  pVI 27 450 Assoc ia t ion  aux 

t r i m è r e  monomères hexons 

V I  1  L2 t é t  ramère - 18,5 pVI I20 1070 Pro té ine  du nucléoïde 

ou hexamère . monomère 

VI11 L4 monomère - 13 p V I I I  26 210 (a )  Assoc ia t ion  aux 

p V I I I  27 hexons 

1  X E 19 t r i m è r e  (a )  - 12 - 247 ( a )  Assoc ia t ion  aux 

monomères groupes de 9  hexons 

des faces 

(a )  VAN OOSTRUM e t  BURNETT, 1985 

(b)  DEVAUX e t  a l . ,  1985 



Leur séquence se s i tue à 30 UG su r  le brin r du génome v i r a l  (MATHEWS, 

1975), e t  code pour  deux VA-RNAs (VA-RNA1 e t  VA-RNA2) d'une longueur 

approximative de 160 nucléotides. Chaque VA-RNA est  consti tué de  deux 

espèces d i f férant  par  leu r  extrémités 5'. 

Un  mutant de délét ion s u r  le gène de  VA-RNA2 s'exprime de  façon 

comparable au v i r u s  sauvage, alors que le mutant H2 dl 330 délété s u r  le gène 

de VA-RNA1 à un taux de product ion 20 fois in fé r ieur  (THIMMAPAYA e t  al., 

1982). 

L'espèce VA-RNA1 es t  nécessaire à la t raduct ion des ARNm v i r a u x  tardi fs,  

elle in terv iendra i t  au niveau de l ' ini t iat ion de la t raduct ion (SCHNEIDER e t  al., 

1 984. 

2- Polypeptides ta rd i f s  : st ructures e t  propr iétés 

a) In t roduct ion (C f .  Tableau 2)  

La majorité des synthèses protéiques au stade t a r d i f  

concerne les protéines de  s t ruc tu re  de la capside. Néanmoins des protéines non 

structurales,  impliquées dans le mécanisme d'assemblage des capsides, sont 

également t radui tes à ce stade (D'HALLUIN e t  al., 1978a ; OOSTEROM DRAGON 

and GINSBERG, 1981 ; PERSSON e t  al., 1979b). Enfin, certaines zones 

précoces comme la E2A, s'expriment encore au stade t a r d i f  (Van der  VL lET and 

LEVINE, 1973). 

Tous les polypeptides v i raux  ta rd i f s  ont  un taux de synthèse maximal ve rs  

la 20e heure après infect ion (HORWITZ et  al., 1969 ; WALTER and MAIZEL, 

1974). L'expression des protéines de la cel lule hôte est  alors complètement 

réprimée. Lors de l ' infect ion virale, les antigènes v i raux  solubles sont produi ts  

en large excès ( H I  LLEMAN e t  al., 1955). Seulement 20 à 30 % des hexons e t  1 à 

5 % des bases du penton e t  des f ibres t r adu i t s  seront assemblés dans les 

part icules (WHITE et  al., 1969 ; EVERITT e t  al., 1971 ). - 
La première caractérisation des polypeptides de l 'adénovirus fut réalisée 

pa r  électrophorèse en gel  de polyacrylamide (MA E Z EL e t  al., 1968a). I l s  

déterminèrent une  dizaine de  polypeptides numérotés de 1 1  à XI1 (Cf.  Fig. 8). 

Dans u n  premier temps, nous étudierons les caractérist iques de ces 

polypeptides avant d'examiner leur  rô le dans l'assemblage des particules. 

Cette protéine majeure de la capside a été pur i f i ée  pa r  

chromatographie (LEVINE and C I  NSBERG, 1967), électrophorèse préparat ive en 
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Figure 8 : Localisation des protéines tardives dans la capside virale 

(PH IL I  PSON , 1983). 

A- Modèle basé sur l'étude de pontages protéine-protéine 

(EVERITT e t  a l . ,  1975). 

B- Modèle schématique (PRECIOUS et  RUSSELL, 1982).  



veine l iqu ide (BOULANGER e t  al. , 1969), cr istal l isat ion (PEREI RA e t  al. , 1968). 

Le gène de  I 'hexon est  s i tué en t re  50,3 e t  60,2 UG dans la région L3. 

Le capsomère hexon, un i té  répét i t ive  de la capside, est un tr imère de  

polypept ide II identiques (BOULANGER and PUVION, 1973 ; JORNVALL e t  al., 

1974a) possédant une masse moléculaire apparente de 120 K, une vitesse de  

sédimentation de 12,9 S, e t  un po in t  isoélectrique compris ent re  5,4 e t  6,1. Son 

extrémité N-terminale est une  Alanine N-acétylée (JORNVALL e t  al., 1974b). 

La pur i f ica t ion quant i tat ive d'hexon de l 'adénovirus de  t ype  2 a permis de  

déterminer la séquence des 966 AA qui lui confère une masse réelle de 108 K 

(JORNVALL e t  al., 1981 ) . 
Deux classes d'hexons de  mobilités di f férentes (PAGE SDS) on t  été mises 

en évidence (PETTERSSON, 1971 ; BOULANGER e t  al., 1978a). Les hexons 

lents on t  une  cinquantaine dlAA cl ivés à leur  extrémité N-terminale, i l s  ne  

peuvent ê t r e  assemblés en v i r ions mais sont beaucoup p lus  antigéniques. 

L'hexon possède des déterminants antigéniques de  groupe (6) e t  de type  

(E) spécifiques (NORREY e t  al., 1969). L'hexon est couramment représenté 

comme un t ronc de cône c reux  (PETTERSSON e t  al., 1967). L'étude en 

cr is ta l lographie de  rayons X a permis "d 'af f iner"  cet te image (BERGER e t  al., 

1978 ; BURNETT e t  al., 1985a ; BURNETT e t  al., 1985b). Le capsomère 

pour ra i t  ê t r e  schématiquement représenté avec un sommet t r iangula i re  in terne 

reposant s u r  une base externe hexagonale pa r  l ' intermédiaire de  t ro is  pi l iers. 

Cette s t r uc tu re  possède une symétrie en accord avec la na tu re  t r imér ique de  

I'hexon. Par ai l leurs, la forme hexagonale t rès  dense de  la base externe du 

capsomère est  conforme à sa fonction biologique. 

c)  Le penton 

Les pentons occupent les douze sommets de  I'icosaèdre 

v i ra l .  Le capsomère penton résu l te  de  l'association non covalente ent re  deux 

protéines s t ruc tura les  la base du penton e t  la f ibre.  

La dissociation d u  penton complet en ses const i tuants se p rodu i t  sous 

l 'e f fet  d'agents te ls  que la formamide (NEURATH e t  al., 1968), la py r id ine  

(PETTERSSON and  HOGLUND, 1969), le déoxycholate de  sodium (DOC) 

(BOUDIN e t  al., 1979). 

La vitesse de  sédimentation du penton complet es t  de  11 S (PETTERSSON 

and HOGLUND, 1969). Sa masse totale a longtemps été estimée ent re  360 e t  660 

K. L 'ut i l isat ion des techniques de d i f fus ion de neutrons permit  de déterminer 

une masse totale de  365 K (DEVAUX e t  al., 19821. 



Une au t re  approche, par  la détermination du taux  de marquage des pro- 

téines v i ra les à l'aide d'un AA  par t icu l ier  par  rappor t  à 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 pa r  la famille de gènes L2. Le 

polypeptide III monomère de  la base a une masse apparente de 85 K (ANDERSON 

e t  al., 1973 ; EVERlTT e t  al., 1973). La base du penton a une vitesse de  

sédimentation de 9,s S. Elle a longtemps été considérée comme un pentamère. En 

1982, DEVAUX e t  al. déterminèrent une masse totale de 246 K laissant p révo i r  

une na tu re  tr imérique. Néanmoins, une nouvelle approche biochimique remet en 

valeur l 'hypothèse d'une base pentamérique (van OOSTRUM and BURNETT, 

1985). 

L'extrémité N-terminale du polypeptide III est  bloquée pa r  N-acétylation 

(BOUDIN e t  al., 1979). La base est  impliquée dans les ef fets cytotoxiques que 

l'on observe dans les ce1 Iules infectées à haute mult ip l ic i té 8 heures après 

l ' infect ion (VALENT1 NE and PEREIRA, 1965). Le phénomène de cytotoxic i té 

about i t  à la granulat ion du cytoplasme, à l 'arrondissement des cellules e t  

finalement à leu r  détachement du suppor t  (PEREIRA, 1958 ; ROWE e t  al., 

1958). L'addit ion de sérum anti-penton au milieu de cu l tu re  supprime l 'effet 

cytotoxique (PETTERSSON and HOGLUND, 1969). 

Une act iv i té  endonucléase est  étroitement associée aux pentons 

(BURLINGHAM e t  al., 1971). La dissociation de cet te act iv i té  de la base n'est 

possible qu'à haute concentration en sels (MARUSY K e t  al. , 1975). 

La base possède des déterminants antigéniques de groupe e t  de  type  

(NORRBY, 1969). 

p) La f i b re  

II s'agit  de la seule protéine codée pa r  la famille de 

gènes L5 à l 'extrémité dro i te  du génome. 

Le polypeptide IV, monomère de la f ibre,  a une masse moléculaire 

apparente de 62 K (MAIZEL e t  al., 1968b ; DORSETT and GINSBERG, 1975). 11 

est glycosylé p a r  deux résidus N-acétylglycosylamine associés à sa chaîne 

polypeptidique. Son coeff icient de sédimentation est 6 S. Sa longueur est  l'un 

des caractères intervenant dans la classification des d i f férents  sérotypes 

d'adénovirus. 



Des études structurales récentes suggèrent que la f i b re  ne serait  pas un 

tr imère comme il étai t  acquis, mais un dimère don t  la masse serai t  comprise 

ent re  156 e t  207 K (DEVAUX e t  al., 1982 ; DEVAUX e t  al., 1984 ; GREEN - e t  

al., 1983). De même que pou r  la base, cette in terpréta t ion est à nouveau con- - 
troversée pa r  d 'autres t ravaux  favorables à une s t r uc tu re  t r imér ique ( v a n  

OOSTRUM and BURNETT, 1985). Pour un modèle de  f i b r e  tr imérique, DORSETT 

e t  GINSBERG (1975) proposent une  s t ruc tu re  composée de deux chaînes iden- 

t iques e t  une 3e di f férente.  Un  seul gène codant pour  la f i b re  étant  identi f ié, 

la var ia t ion de la 3e chaîne aura i t  été le résu l ta t  de modification 

post-traductionnel le. 

L'hypothèse d 'une f i b re  dimérique s'associant à une base du penton 

t r imér ique (DEVAUX e t  al., 1982), elle-même située aux  sommets (de symétrie 

5 )  de I'icosaèdre pose de  nombreux problèmes de conformation. 

La f i b re  possède un rôle dans l'attachement de  la par t icu le  v i ra le  au  

récepteur cellulaire. La f ixa t ion du v i r u s  su r  la membrane cel lulaire est inhibée 

par  l 'addit ion d 'ant icorps an t i f i b re  (PHILIPSON e t  al., 1968). 

d )  Le polypept ide il la  

La région LI code pour  ce polypept ide de masse moléculaire 

apparente 66 K, e t  dont  la vi tesse de  sédimentation est  6 S. Lors  de  son 

association à la part icule virale, le l l l a  reste monomérique. II est  phosphorylé 

par  l 'act iv i té protéine-kinase associée au v i r u s  (BLAIR and RUSSEL, 1978). Le  

l l l a  est t r adu i t  sous la forme d'un précurseur  N-acétylé, le pl l la, de  masse 

moléculaire 67 K (LEMAY e t  al., 1980 ; BOUDIN e t  al., 1980). Le cl ivage pro-  

téolyt ique de ce dern ier  permet la formation du I l l a .  Cette protéine de  

stabi l isat ion est  étroitement associée aux  apex de  la capside où elle renforce les 

liaisons en t re  pentons e t  hexons péripentonaux (DEVAUX e t  al., 1982 ; van  

OOSTRUM and BURNETT, 1985). U n  rôle de partage e n t r e  les hexons péripen- 

tonaux e t  les polypeptides VI1 du nucIéoTde lui a également été conféré 

(EVERITT e t  al., 1975). 

e) Le polypept ide V I  

Le gène codant pour  le polypept ide V I  est adjacent à celu i  

de I 'hexon dans la région L3 ; les deux protéines sont  lues dans le même cadre 

de lecture. 

Le V I  est  un monomère de  masse moléculaire apparente 24 K (MAIZEL - e t  

al., 1968), synthét isé sous la forme d'un précurseur  de  27 K ,  le p V I  - 



(EDVARDSON e t  al., 1976). Des dimères e t  des tr imères de 50 K e t  72 K on t  

été observés (LEMAY and BOULANGER, 1980). Les dimères on t  une interact ion 

t r è s  f o r t e  avec le  polypept ide V (CHATTERJEE e t  al., 1985). 249 acides aminés 

forment la chaîne polypept id ique du pV I  (AKUSJARVI and PERSSON, 1981 ) . Le 

cl ivage protéolyt ique, lo rs  de la maturat ion du v i rus ,  ôte 33 AA de la par t ie  

N-terminale de la chaine. L'extrémité C-terminale du V I  possède une v ingta ine 

d'acides aminés hydrophobes consécutifs su iv i s  d 'une séquence de qua t re  A A  

basiques, cette conf igurat ion,  voisine de celle des protéines transmembranaires, 

pou r ra i t  s ign i f ie r  un rôle inconnu du p V I  (AKUSJARVI and PERSSON, 1981). 

Jusqu'à présent, le V I  est  classé comme protéine stabi l isatr ice de la 

capside, de  par  son association é t ro i te  avec les hexons (EVERITT e t  al. , 1975). 

f )  Le polypept ide V l l l  

Sa zone codante appar t ient  à la région L4. Un  polypept ide 

précurseur  p V l l l  de masse moléculaire apparente 27 K est t r adu i t  (OBERG - e t  

al., 1975). - 
Le p V l l l  est composé de 227 A A  e t  a une  masse moléculaire réelle de  24,7 

K (HERISSE e t  al., 1980). 

Le polypeptide mature V l l l  de  masse apparente 13 K (MAIZEL e t  al., 

1968) résul te du cl ivage protéolyt ique du p V I I  1. Le V I  Il est associé aux  hexons 

des zones apicales e t  possède un rôle de stabi l isat ion de  la capside. 

g) Le polypept ide IX  

Le polypept ide IX  a une masse moléculaire réelle de  14,3 K 

; 139 A A  forment sa chaine polypeptidique (ALESTROM e t  al., 1980). O n  ne lui 

connaît pas de précurseur .  II s'agit  d'un des seuls polypeptides t a rd i f s  qui ne 

dépende pas du promoteur majeur tard i f .  

Son association aux  groupes de 9 hexons lui confère un rôle s t ruc tu ra l  

important. De plus, le f a i t  que son ARNm soit  exprimé au  stade précoce 

(PERSSON e t  al., 1979b) suggère qu'il n'a pas uniquement un rô le  s t ruc tura l .  

h )  Les protéines du nucléoide 

Tro is  protéines, le V, le VI1 e t  le confèrent  à l 'ADN v i ra l  

une s t r uc tu re  I1chromatine l ike" (MAIZEL e t  al., 1968b ; VAYDA e t  al., 1983). 

Les gènes codant p o u r  le V e t  le VI1 appart iennent à la famille L2. La 

localisation de la région codante de  u n'est pas connue. 



a) Le polypeptide VI1 

La t raduct ion de son ARNm produ i t  le polypeptide 

précurseur p V l  l de masse moléculaire 20 K (EVERITT e t  al., 1973 ; ANDERSON 

e t  al., 1973). Le polypeptide VI1 de masse apparente 18,s K prov ient  du cl ivage 

protéolyt ique du pVI I .  La protéine V I  I est  un monomère, sa composition en 

acides aminés révèle une proport ion importante de résidus basiques. En ef fet  23 

% des AA  sont des arginines. Cette s t ruc tu re  la rapproche des histones 

cellulaires. 

A peu p rès  1100 copies du polypeptide VI1 sont présentes dans chaque 

part icule. Ceci confère un rappor t  de masse, ent re  l 'ADN v i ra l  e t  le VI I ,  

proche de 1 (CORDEN e t  al., 1976 ; SUNG e t  al., 1977). La moitié des -- 
groupements phosphates acides de l'ADN v i ra l  peuvent ê t re  neutralisés pa r  les 

résidus basiques des arginines des polypeptides VI1 (PRAGE and PETTERSSON, 

1971 ; SUNG e t  al., 1983). 

L'association de l'ADN v i ra l  e t  des polypeptides VI1 est une s t ruc tu re  

stable e t  compacte, résistante aux  sels e t  aux détergents tels que le DOC 

(Deoxycholate de sodium) à 5 %. 
En 1983, VAYDA e t  al. suggéraient que le V I  1 ,  seul, serait  nécessaire au 

maintien de la s t ruc tu re  "nucléosome like". 

pl Le polypeptide V 

Le polypeptide V est  un monomère de masse apparente 

48,5 K (MAIZEL e t  al., 1968b), don t  il existe 180 copies pa r  v i r ion.  Son 

association à l 'ADN v i ra l  es t  beaucoup p lus labile que celle du polypeptide VI1 

(VAYDA e t  al., 1983). Parallèlement, sa composition en AA  basiques est  

beaucoup p lus  faible. 

Le V établ i ra i t  une liaison en t re  la base du penton e t  l 'ADN v i ra l  

(EVERITT e t  al., 1973). 

Y )  Le polypept ide M 

Il a une masse t rès faible, de 4 à 5 K. Sa séquence 

dlAA est  t r ès  caractéristique, avec 69 % d 'AA basiques dont  54 % sont des 

arginines (HOSAKAWA and SUNG, 1976). 125 copies de ce polypeptide sont 

associées à l'ADN au sein du nucléoide, Elles peuvent ê t re  dissociées de ce 

dernier ,  avec le polypeptide V, pa r  traitement au NaCl 0,5 M (VAYDA e t  al., 

1983). 



6) St ruc tu re  générale du nucléoide 

La s t ruc tu re  du nucléoide v i r a l  est  fréquemment 

comparée à celle des nucléosomes cellulaires. 

Dans la part icule v i ra le  infectieuse de  l'adénovirus, il n'existe pas 

d'histones cellulaires, contrairement aux papovavirus. 

Les histones cellulaires on t  un rôle de protect ion de l'ADN vis-à-vis des 

nucléases. Ce même rôle n'est pas clairement établ i  pour  les protéines du 

nucléoide. En effet, en 1976, CORDEN e t  al. observèrent l 'apparit ion de  bandes 

d'ADN de 200 à 1800 paires de bases, lors d 'une digestion ménagée des nu- 

cléoides v i raux  pa r  la nucléase micrococcale. 

Néanmoins ces résul tats ne puren t  ê t re  reprodui ts,  les prof i ls  relativement 

hétérogènes avec des fragments de tail les toujours infér ieures ayant été obtenus 

p a r  la sui te (VAYDA e t  al., 1983). Dans les mêmes conditions, MIRZA and 

WEBER (1982) obt inrent  des fragments d 'environ 150 paires de bases, chacun de 

ces fragments associé à 6 polypeptides VI1 serai t  espacé d'une séquence de 

tai l le variable liée à une molécule de V. 

En fa i t  des fragments discrets d'ADN v i ra l  on t  été mis en évidence pa r  

DAN IELL e t  ai., (1  981 ) , à p a r t i r  d 'extrai ts de  noyaux de cellules infectées, 3 

heures post  infection. La sensibil ité de l 'ADN v i ra l  à la nucléase micrococcale 

n'est pas la même pour  un ADN ex t ra i t  d'un v i r i o n  que pour  cet  ADN ex t ra i t  

des noyaux de cellules infectées. L'ADN v i ra l  a une s t ruc tu re  nucléosomique 

vra ie  (associée à des histones cellulaires) dans le noyau avant I1assemblage du 

v i r u s  (SERGEANT e t  al., 1979 ; TATE and PHI LI PSON , 1979 ; DAN IELL  e t  al. , 

1981). 

La s t ruc tu re  du nucléoide v i ra l  est  composée de  l'association du 

polypeptide VI1 e t  de l'ADN en un complexe, entouré d 'une enveloppe de  

polypeptide V. Le polypeptide p assurant la liaison en t re  ces deux sous 

s t ructures (CHATTERJEE e t  al. , 1985) . 

i )  Les polypeptides X-XI I 

Ce sont de pet i ts polypeptides mis en évidence pa r  MAIZEL 

(1968a). Leur masse moléculaire apparente est  comprise ent re  5 e t  7 K. Ni  la 

localisation de leur  séquence codante, ni leur  rôle ne sont connus. 

Probablement, i l s  résu l tent  du clivage des précurseurs  tardi fs.  Le polypeptide ~i 

pour ra i t  ê t re  un de ces polypeptides (HOSAKAWA and SUNG, 1976). 



3- Polypeptides ta rd i f s  non s t ructuraux 

a) Le polypeptide IVa2 - 50 K 

bvlaizei décr iv i t ,  en 1971, u n  polypept ide mineur de 

l 'adénovirus de masse moléculaire apparente 50-55 K : le IVa2. Le gène d u  lVa2 

est localisé en t re  18,l e t  11,3 UG (f ragment de rest r ic t ion Sma IF )  (PERSSON - 
et al., 1979b) e t  est t ranscr i t  pa r  le brin gauche d u  génome (PETTERSSON - et 

al., 1976). - 
En 1978, LEWIS e t  al. , t radu is i ren t  "in v i t r o "  le polypeptide [Va2, à pa r t i r  

dtARNm ta rd i f s  sélectionnés par hybr idat ion au fragment de rest r ic t ion - Hind III 

C (7,5 - 17 UG). 

Le IVa2 est  présent dans les part icules virales non infectieuses, mais 

disparaît lors de la maturation d u  v i rus .  Des expériences de marquage montrent 

qu'il n 'est  pas recyclé (PERSSON e t  al., 1979b). 

Le IVa2 possède un rôle dans l'échafaudage de la par t icu le  (D'HALLUIN - et 

al., 1978a). - 

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

Ces deux protéines font  part ie de l 'uni té de t ranscr ipt ion 

a) La protéine 100 K 

La 100 K est une phosphoprotéine tard ive non 

structurale synthétisée en grande quant i té  (RUSSELL and SKEHEL, 1972). Elle 

est pur i f iée pa r  chromatographie d'échange d'ions e t  d'aff ini té 

(OOSTERON-DRAGON and GINSBERG, 1980). 

Comme le IVa2, elle n'est pas associée aux part icules infectieuses. 

La 100 K est  une protéine pluri fonctionnelle qui in te rv ien t  dans la 

tr imérisation de  I'hexon (GAMBKE and DEPPERT, 1981a,b ; GAMBKE and 

DEPPERT, 1983 ; CEPKO and SHARP, 1982 ; OOSTEROM-DRAGON and 

GINSBERG, 1980), ainsi que dans le t rans fe r t  de celui-ci du cytoplasme vers  le 

noyau (GAMBKE and DEPPERT, 1983). Ces fonctions seront détaillées dans le 

chapi t re t ra i tan t  de l'assemblage. 
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Figure 9 : Carte d u  génome de l'adénovirus. La partie inférieure de  la 

figure détaille le fragment EcoRI-F (70,7 à 75,9 UG).  Les ré- 

gions codantes pour les protéines 100 K ,  33 K ,  et  pVl l l y sont 

indiquées (OOSTERON-DRAGON and ANDERSON, 1983) .  



La protéine 33 K possède 227 A A  ; sa masse réelle, 

calculée à p a r t i r  de  la séquence nucléotidique est  de 24,8 K ; le contenu élevé 

de Glu e t  Asp peu t  expl iquer la var iat ion importante ent re  sa masse réelle e t  sa 

masse apparente. 

Une étude approfondie des peptides t ryps iques de  la 33 K e t  un 

séquençage par t ie l  de certa ins de ces peptides on t  permis de  mont rer  que la 33 

K est  lue dans 2 cadres de lec ture  d i f fé ren ts  (OOSTEROM-DRAGON and 

ANDERSON, 1983). La par t ie  N-terminale de  la 33 K chevauche la par t ie  C-termi- 

nale de la 100 K su r  281 nucléotides. Cependant, la 100 K est codée dans le 

premier cadre d e  lecture (MILLER e t  al., 1980), alors que dans cet te  zone la 33 

K est lue dans le deuxième cadre ouve r t  (contrairement aux  résu l ta ts  prélimi- 

naires dlAXELROD, en 1978, la 33 K e t  la 100 K n'ont aucun pept ide commun). 

Immédiatement après cette zone codante chevauchante, IIARNm de  la 33 K 

est épissé. Les deux cents nucléotides ôtés décalent la zone codante de  la par t ie  

C-terminale de la 33 K dans le 3e cadre de  lecture ouve r t  comme le montre 

l'analyse des peptides t ryps iques e t  le séquençage en  A A  par t ie l  réalisés pa r  

OOSTEROM-DRAGON e t  ANDERSON en 1983. 

La 33 K es t  la seule protéine ta rd ive  connue de l 'adénovirus don t  I'ARNm 

soit  épissé dans sa région codante. Jusqu'alors seuls des p rodu i t s  de  E I A  

possédant cette caractér ist ique avaient été ident i f iés (SMART e t  al., 1981 ). 

La 33 K es t  absente des v i r ions  matures. Elle pou r ra i t  i n te rven i r  dans 

l'échafaudage des part icules. 

Aucun mutant  de cet te protéine n'a été isolé e t  ceux de  la 100 K ne 

semblent pas a f fec ter  cet te protéine. 

c )  La protéase v i ra le  : 23 K 

La protéase v i ra le  fut mise en évidence grâce à l 'étude d'un 

mutant  thermosensible H2 - t s  1 (WEBER, 1976) qui accumule des part icules non 

infectieuses. Ces part icules contiennent les précurseurs  non  c l ivés des 

polypeptides I l l a ,  VI ,  V I  I e t  V I I I .  Le gène muté de H2 - t s  1 fut localisé dans la 

région L3 par  des expériences de recombinaison intersérotypique (HASSEL and 

WEBER, 1978). 



La séquence nucléotidique de  cet te région révèle un cadre de  lec ture  

ouve r t  ent re  60 e t  61,7 UG, pouvant  coder pou r  un polypeptide de 23 K 

(AKUSJARVI e t  al., 1981 ; KRUIJER e t  al., 1980). 

LiARNm e t  son p rodu i t  de  t raduct ion sont formés en t rès  peti tes quant i tés 

(AKUSJARVI e t  al., 1981), ceci expl ique que la protéase n'a pas encore été 

visualisée en électrophorèse. Néanmoins de nombreuses expériences montrent  son 

ac t i v i té  enzymatique liée aux  noyaux des cellules infectées e t  aux part icules 

infectieuses. Dans les par t icu les  intermédiaires, aucune act iv i té  n 'est  décelable. 

La protéase reconnaît le signal Gly-Ala. Elle possède un rôle fondamental 

dans la maturat ion de la part icule. 

d )  Les aut res protéines non s t ruc tura les  

T ro is  aut res protéines non s t ruc tura les  sont  connues : deux 

d 'en t re  elles de  13,6 K e t  13,5 K appart iennent à la région Lo e t  jouxtent  le 

MLP. La troisième est une 52-55 K codée pa r  la rég ion L I .  Leurs  ARNm on t  la 

caractér ist ique commune d 'ê t re  t ransc r i t s  à des temps aussi b ien précoces e t  

intermédiaires que  ta rd i f s  (NEVINS and WILSON, 1981 ) . 
Aucune de  ces protéines n 'est  associée aux  par t icu les  virales. 

Récemment, LEWIS e t  al. (1985) on t  montré que  la 13,6 K étai t  localisée à 

la pér iphér ie  du noyau. 

E- Mécanismes communs aux  assemblaaes v i r a u x  

1- Les carisides v i ra les : leur  s t r uc tu re  

CRICK e t  WATSON émirent en 1957 l 'hypothèse selon laquelle les 

capsides v i ra les étaient formées de  sous-un i tés protéiques répétées. Ceci 

permetta i t  une ut i l isat ion maximale de  If information génomique. 

CASPAR e t  KLUG (1962) proposèrent en accord avec cet te  hypothèse un 

modèle géométrique icosaédrique (possédant 20 faces e t  12 sommets), formé de  

sous-unités répét i t ives : les capsomères, comme base de  la s t r uc tu re  de  

nombreux v i rus .  

L'icosaèdre, le p lus  simple, est formé de 60 sous-unités. La généralisation 

du système permet d 'obtenir  des icosaèdres du t y p e  20 T,  où T est  appelé 

nombre de  tr iangulat ion. Selon cet te théorie, I'autoassemblage des sous-unités 

synthétisées about i t  obligatoirement à une capside de  symétrie icosaèdrique de 

tai l le définie. 



2- Mode d'assemblaae v i r a l  : bactériowhaae 

La connaissance approfondie de  la morphogénèse du 

bactériophage P22, sa simplicité e t  su r tou t  ses nombreux t r a i t s  communs avec 

l 'adénovirus, en f on t  un modèle de base, permettant  d'apréhender le mécanisme 

complexe d'assemblage des adénovirus. 

a l  Généralités 

Le bactériophage tempéré P22 infecte Salmonella 
O 

typhimurium. II possède une tête isométrique d'un diamètre de 600 A, e t  une 

pet i te  queue ; son ADN, double brin ci rcula i re,  a une masse approximative de  

27 .10~  (RHOADES e t  al., 1968). e t  po r te  une séquence répétée à chaque 

extrémité. 

Le génome de P22 se décompose en douze gènes (Cf.  Fig. 10) (EOTSTEIN 

e t  al., 1973 ; POTEETE and KING, 1977), don t  onze sont contigüs. Le douzième 

gène code pour  la protéine de  la queue. 

La nomenclature des douze protéines phagiques s t ruc tura les  e t  non 

structurales va de  gpl à gp26 (gpx  s igni f ie p rodu i t  du gène x ) .  Toutes ces 

protéines on t  été identi f iées pa r  électrophorèse en ge l  dlacrylamide SDS 

(BOLTSTEIN e t  al., 1973 ; POTEETE and KING, 1977). - 
Neuf d 'entre elles appart iennent à la capside des bactériophages matures ; 

les t ro i s  dernières par t ic ipent  uniquement à l'élaboration de cet te s t ruc ture .  Les 

deux protéines majeures de  P22 sont gp5 e t  gp8. 

Gp5 est  un polypept ide de  55 K qui const i tue l 'uni té de  base (capsomère) 

de  la capside phagique. 

Gp8, polypept ide de  masse moléculaire 42 K,  est absente de la part icule 

infectieuse. 

G p l  , gp2, gp3 par t ic ipent  à l'empaquetage de l'ADN. 

Les polypeptides gp7, gp16 e t  gp20, permettent  I'injectior. de  I1ADN dans 

la bactérie. 

Enf in,  gp4, gp1 , gplO e t  gp26 stabi l isent la capside phagique avant 

l ' in tégrat ion des protéines gp9 de la queue. 
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Figure 10 : Mécanisme d'assemblage des part icules du phage P22 e t  car te  du 

génome v i r a l  d'après KING (1980).  

La f i gu re  montre l ' o rd re  d' interact ion des protéines phagiques. 

Le mécanisme peu t  ê t re  d iv isé en t ro is  étapes : assemblage d'urie 

précapside, empaquetage de l 'ADN dans cette précapside, stabi- 

l isation de la nouvel le capside formée ( l a  s t r uc tu re  en t re  

crochets est  instable) .  

Le génome de  P22 est  représenté dans la par t ie  infér ieure.  



b )  Les règles de  l'assemblage 

Selon J. KING (1980), les règles de l'assemblage sont les 

suivantes : 

- la régulat ion de  la polymérisation des sous-unités protéiques n'est 

possible que si les protéines sont biosynthétisées dans un éta t  ne  permettant 

pas une polymérisation spontanée. En ef fet ,  de nombreuses protéines de  bacté- 

riophages sont t radu i tes  sous une forme inactive, ne permettant  pas d' interac- 

t ion spontanée. 

- L'act ivat ion des sous-unités formées est  réalisée par  une  liaison au site 

ac t i f  d'une mult iprotéine intermédiaire e t  éphémère. Cette l iaison permet un 

changement conformationnel de la sous-unité fixée, q u i  autor ise l'attachement 

d 'une nouvelle sous-unité. On par le d'assemblage autorégulé. 

- La protéine intermédiaire régule à la fois le taux de polymérisation e t  le 

positionnement des protéines de s t ruc ture .  Ces protéines qui ex is tent  chez les 

bactériophages on t  été appelées protéines d'échafaudage. Chez le phage P22, 

gp8 est  la protéine d'échafaudage. 

c )  Formation de la précapside v i ra le  (Cf .  Fig. 11 ) 

Lors  de son assemblage, P22 forme une  prétê te  q u i  

sédimente à 240 S. Elle es t  constituée de 420 molécules de gp5 e t  200 de  gp8, 

ainsi que de qua t re  autres espèces mineures gpl , gp7, gp16 e t  gp20 (KING and 

CASJENS, 1974). 

La pré tê te  se présente sous l 'aspect de  deux couches protéiqi les 

concentriques. Le rappor t  de  2 ex is tant  en t re  le nombre de  sous-unités gp5 e t  

gp8, lui confère une  s t r uc tu re  part icul ière.  

L'addit ion de  SDS aux  précapsides re largue les protéines d'échafaudage 

gp8 ( K I  NG and CASJENS, 1974). Néanmoins, l 'étude en microscopie électronique a 

permis de  constater que la couche protéique externe est  intacte après action d u  

détergent. Les p rodu i t s  gp8, localisés à l ' in tér ieur  de  la prétête, doivent  migrer 

à t r ave rs  les interst ices de  la couche des protéines gp5, lo rs  de  leur  dépar t  de 

la prétête, au moment de  l ' insert ion de  I1ADN (GRIFFIN-SHEA, 1977). Des 

mutants altérés dans le gène 8 produisent  un taux normal de  gp5, cependant 

aucune prétê te  fonctionnelle n 'est  formée. Seules quelques s t ruc tu res  aberrantes 

sont observables (BOTSTEIN e t  al., 1973 ; EARNSHAW and KING, 1978). 

L' incubation d'un système, consti tué des protéines gp8 e t  gp5 pur i f iées sous 

forme soluble e t  d'un ex t ra i t  de  bactéries infectées pa r  un mutant  défect i f  dans 

la formation de  la prétête, permet l 'obtention de  prétêtes biologiquement 
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Figure 11 : L'assemblage des précapsides e t  leur  organisation d'après 

FULLER e t  KING (1982).  

A : bien q u e  le produit  d u  gène 1 n e  soit pas nécessaire à la 

polymérisation "in vi tro1' ,  il est probable qu' i l  interagisse avec 

d'autres protéines mineures " in vivo" pour  former les structures 

apicales. 

B : représentation tridimensionnelle des protéines d'échafaudage 

e t  de structure.  



actives. Gp8 n'est retrouvée, qu'en quanti tés limitées dans la cellule infectée. 

KING and CASJENS (1974) on t  montré que gp8 est recyclée. En effet,  aprés 

leur relargage de  la précapside, les produi ts  du gène 8 sont capables de réi-  

té re r  la synthèse d'une nouvelle capside. Ce mécanisme de recyclage semble 

pouvoir  se réal iser 5 à 7 fois. 

Gp8 est  impliquée à la fois dans l ' in i t iat ion de la polymérisation e t  dans 

l 'évolution de  la formation de  la capside. 

Bien qu'elles soient associées à la prétête, les protéines mineures gpl, 

gp7, gp16 e t  gp20 n ' in terv iennent  pas dans son élaboration. En ef fet  des 

mutants su r  les gènes 7, 16 e t  20 élaborent des prétêtes, mais ne peuvent 

injecter leu r  ADN dans la cellule hôte. Une mutation s u r  le gène 1 i n te rd i t  

l'empaquetage de l 'ADN dans la précapside (BOTSTEIN e t  al., 1973). 

d )  Empaquetage de  l'ADN 

L'empaquetage de l'ADN du phage dans la prétête e t  le 

dépar t  des protéines d'échafaudage nécessitent les p rodu i ts  des gènes 1, 2 e t  3 

(BOTSTEI N e t  al., 1973). 

Gp2 e t  gp3 reconnaissent un si te d'empaquetage s u r  l 'ADN phagique ; la 

précapside se l ie à ce s i te p a r  l ' intermédiaire de gp5 si tué à son apex 

(EARNSHAW and CASJENS, 1980) ; dès lors  la condensation de l 'ADN dans la 

tête commence. L'ADN condensé 250 fois p a r  rappor t  à sa conformation en  

solution (EARNSHAW and HARRISSON, 1977) est  séparé de  l 'ADN concatémérique 

par  les p rodu i ts  des gènes 2 e t  3 (CASJENS and HUANG, 1982) lorsqu' i l  emplit la 

tête. 

L'empaquetage de l 'ADN provoque une augmentation du rayon de la capside 

de l 'ordre de  10 %, L 'entrée de I fADN dans la prétête es t  couplée au départ  des 

protéines gp5. La capside résul tante n'acquiert sa stabi l i té qu'avec l 'entrée des 

protéines gp4, gpl O e t  gp26 (STRAUSS and KING, 1984). L'absence de l'un d e  

ces p rodu i ts  provoque la per te  de l 'ADN encapsidé (BOTSTEIN e t  al., 1973) à 

la fois "in vivo'' e t  "in v i t ro" .  

Des phages viables o n t  été obtenus lo rs  de l ' incubation de procapsides 

biologiquement activées avec un e x t r a i t  de cellules infectées par  un mutant s u r  

le gène 5 expr imant son ADN e t  les produi ts  mineurs g p l  , gp7, gp20, mais non 

gp5 (POTEETE e t  al., 1979). 



e)  Assemblage de la queue du phage P22 

Le gène 9 de P22 code pou r  un polypept ide de masse molécu- 

la i re  72 K (GOLDENBERG e t  al., 1982). Une s t r uc tu re  t r imér ique de  gp9, 

appelée protr imère, es t  mise en évidence lo rs  de  l'assemblage "in v ivo"  

(GOLDENBERG e t  al., 1982). Ce protr imère est  sensible à la t r yps ine  à 

température ambiante. Le passage à 30' C du prot r imère développe sa résistance 

au cl ivage t rypsique. Cette nouvel le conformation est  appelée tr imère. Parallè- 

lement, sa mobilité électrophorétique augmente (GOLDENBERG e t  al., 1982). S ix  

t r imères de gp9 s'associent de façon i r réversib le,  b ien que  non covalente, su r  

la tête du phage e t  y forment une base nécessaire à l'attachement à la bactér ie 

hôte. 

La queue du phage possède une act iv i té  endoramnosidase qui d igère 

l 'ant igène O de  Salmonella typh imur ium lors du processus d'adsorption (WRIGHT 

e t  al., 1980). 

3- Assemblage de  l 'adénovirus 

a)  In t roduct ion 

Lors de  la phase tard ive du cycle infect ieux,  les synthèses 

protéiques de  la cellule hôte sont  complètement inhibées. Les polypeptides 

v i r a u x  synthétisés sont rapidement détachés des polyribosornes e t  t ransportés 

dans des interval les de  temps cour ts  allant de  3 à 6 mn, dans le noyau de  la 

cel lule hôte où a l ieu l'assemblage (VELICER and  GINSBERG, 1970). 

b )  Assemblage des capsornères 

a) L'hexon 

Cet te  protéine v i ra le  majeure représente 10 % des 

protéines totales de la cel lule à la fin du cyc le  ly t ique.  L'assemblage d'hexons 

en  tr imères est  t rès  rap ide (HORWITZ e t  al., 1969) e t  probablement 

concommittant au t ranspor t  d u  cytoplasme au  noyau. II fut rapidement mis en  

évidence qu 'un  p rodu i t  supplémentaire étai t  nécessaire à la t r imér isat ion de 

Ithexon. En effet,  un système de t raduct ion hétérologue dlARNm d'hexon "in 

vitro1' p rodu i t  une espèce reconnue uniquement pa r  des ant icorps formés cont re  

la sous-unité polypept id ique de  I 'hexon (STINSKI e t  al., 1974 ; OBERG e t  al., 

1975). Par contre, un système de t raduct ion "in v i t r o "  de  polysomes de  cellules 



infectées permet la formation d'hexons t r imères (PERSSON e t  al., 1977). U n  

aut re  p rodu i t  v i r a l  semblait impliqué dans l'assemblage des hexons. 

Les deux mutants thermosensibles H5 t s  17 e t  H5 t s  20 n'appart iennent pas - - 
au même groupe de complémentation que celui de  I'hexon, b ien qu ' i l s  ne  

puissent synthét iser de  tr imères à température non permissive. Le passage des 

cu l tures cellulaires infectées pa r  ces mutants, à température permissive pendant 

15 minutes, permet l'assemblage des hexons (LEIBOWITZ and HORVJITZ, 1975). 

Le gène affecté dans ces deux mutants est celui codant pou r  la protéine ta rd ive  

non s t ruc tura le  100 K (FROST and WILLIAMS, 1978). 

La préincubation, dans un système de  t raduct ion "in v i t r o " ,  d 'ex t ra i ts  

cytoplasmiques de cellules infectées avec des ant icorps d i r igés cont re  le  

polypept ide 100 K, inhibe la formation des tr imeres (OOSTEROM-DRAGON and 

GINSBERG, 1981). 

L 'ut i l isat ion de  marquages b r e f s  de cellules infectées su iv i  de  l ' incubation 

en présence d 'ant icorps monoclonaux ant i  100 K e t  anti-hexon permettent de  

dénaturer la l iaison rapide du polypept ide II nouvellement synthét isé su r  le 

polyribosome, au  polypeptide 100 K (CEPKO and SHARP, 1982). L'accumulation 

d'hexons t r imères est  parallèle à la baisse du taux de  polypept ide 100 K. Les 

complexes formés en t re  la 100 K e t  la protéine majeure de  capside on t  une masse 

moléculaire de  800.000. La 100 K in te rv ien t  dans cet te réaction sous forme 

oligomérique (CEPKO and SHARP, 1982). 

L'étude de  plusieurs mutants thermosensibles dans le gène de la 100 K 

confirme son rôle important dans l'assemblage de tr imères d'hexons (CEPKO and 

SHARP, 1983). 

A u  cours  du cycle infect ieux la localisation de  la 100 K, pa r  l 'ut i l isat ion 

d'anticorps spécifiques, va r ie  du cytoplasme au début  de  la phase tard ive au 

noyau où el le s'accumule (GAMBKE and DEPPERT, 1983). La l iaison en t re  les 

polypeptides hexon e t  100 K pou r ra i t  fa i re  in te rven i r  une  sérine active. En  

effet, le DFP (d i isopropy l  f luorophosphate) s'attache à ces groupements sérines 

act ive ; o r  le  DFP in terag i t  avec les chaînes d'hexon naissantes, mais cet te 

interact ion disparaî t  lors de  la t r imér isat ion (DEVAUX and  BOULANGER, 1980). 

L'assemblage des capsomères majeurs de  l 'adénovirus est  comparable à celui 

des protéines du manteau gp5 du phage P22. Dans les deux cas, 

l'autoassemblage des sous-unités est  impossible. Le mécanisme de  tr imérisat ion 

chez l 'adénovirus, de  polymérisation chez P22, nécessite la présence d 'une 

protéine d i t e  d'échafaudage (100 K ou gp8), dont  la l iaison à la chaîne 



capsomèrique naissante provoque des changements conformationnels autorisant la 

liaison de nouvelles sous-unités. 

100 K e t  gp8 sont absentes des part icules infectieuses. 

p) Le penton 

La f ib re  es t  formée en large excès lo rs  du cycle 

ly t ique ; la base du penton synthétisée en faible quant i té est  le facteur l imitant 

de la formation des pentons complets (BOUDIN and BOULANGER, 1982). 

L'accumulation des pentons complets dans le noyau est  effectuée quelques 

minutes apres la t raduct ion de ses consti tuants (VELI CER and GINSBERG, 

1970). 

BOUDIN e t  BOULANGER (1982) réal isèrent l'assemblage "in v i t ro "  des 

pentons complets dans un système comprenant la f i b re  pur i f iée e t  un ex t ra i t  de  

cellules infectées p a r  un mutant thermosensible, f i b re  défecti f ,  H2 - t s  125. 

L'association observée en t re  la base accumulée dans les cellules e t  la f i b re  

pur i f iée d u  v i r u s  sauvage est  un phénomène réversib le se produisant dans une 

gamme de pH comprise en t re  5,s e t  9. Cet assemblage n'est pas de type  

spécifique puisque des chimères de pentons ent re  les sérotypes 2 e t  5 on t  pu 

êt re  obtenues (BOUDIN and BOULANGER, 1982). 

c )  Les groupes de 9 hexons 

La séparation des . composants v i r aux  obtenues apres 

traitement du v i r u s  au DOC (déoxycholate de  Na) (BOULANGER e t  al., 1978b) 

s u r  grad ient  de  glycérol  met en évidence des groupes de 9 hexons constitués 

des hexons des faces, associés aux polypeptides IX.  Une par t icu le  v i ra le est  

composée de 20 groupes de  9 hexons, soit 180 hexons appartenant aux  faces, e t  

douze groupes de  5 hexons associés au 12 sommets de  I'icosaèdre, soi t  60 

hexons péripentonaux. Si l 'on considère le modèle dlhexons t r imèr iques de 

BURNETT e t  al., (1985a,b), la disposit ion in terne des hexons en t r iangles 

équivalents permet de créer deux types d'espaces ent re  les hexons voisins. 

Donc, quatre grands espaces e t  t ro is  pet i ts  existent  dans chaque groupe de 9 

hexons. Van OOSTRUM e t  BURNETT (1985) proposent l'association de t ro is  

polypeptides I X  dans chaque g rand  espace des faces (Cf .  Fig. 12). Ces 

tr imères de IX  permettent d'assurer la sol idité des faces, par  a i l leurs l 'addit ion 

d'hexons péripentonaux ne crée que de  nouveaux pet i ts espaces. Ceci expl ique 

l'absence de polypeptides I X  dans les s t ruc tu res  apicales isolées. 



Figure 12 : Modèle de distribution des protéines IX en trimères à l'intérieur 

des groupes de 9 hexons d'après van OOSTRUM et BURNETT 

(1985). 



Par marquage, Van OOSTRUM e t  BURNETT (1985) montrent  que  12 (e t  non 

15) polypeptides IX sont associés à chaque face. Ce ch i f f r e  conforte leur  

hypothèse de qua t re  tr imères de 1X présents pa r  face. 

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

capside. 

d )  Essais d'assemblage de capsides vides "in v i t r ou  

Des groupes de  9 hexons pur i f iés  s'aggrègent à bas pH e t  à 

4 O  C e t  forment des s t ructures multimériques (PEREIRA and WRIGLEY, 1974). 

Par cette méthode, des associations pa r  paires, rangs de c inq  e t  des 

capsides à 20 faces dépourvues d'apex p u r e n t  ê t re  observées en microscopie 

électronique (PEREIRA and WRIGLEY , 1974). 

Néanmoins, la complexité de l 'adénovirus n'a jamais permis de réaliser des 

systèmes simples d'assemblage "in v i t r o "  comme chez les phages. 

Quelques étapes de la morphogénèse on t  cependant pu ê t re  mises en 

évidence pa r  des expériences de  marquage e t  l 'ut i l isat ion de mutants 

thermosensibles . 

e)  Les capsides v ides 

L'analyse en grad ient  isopycnique de CsCl de la progéni ture 

v i ra le d'une cu l tu re  cellulaire, 16 heures après infection, révèle plusieurs 

bandes virales s'équi l ibrant à des densités dif férentes. Les modifications e t  les 

réarrangements intervenant dans les capsides ref lètent  la cinétique 

d' incorporation des di f férentes protéines virales. Des expériences de marquages 

suivis de chasses on t  montré que  certaines part icules vides étaient les 

précurseurs des v i r ions infectieux. 

Les intermédiaires d'assemblage étant souvent t rès  instables il était  

important de ne pas léser leur s t ructure,  a f in  que leur analyse polypeptidique 

soit le re f le t  exact  de la situation dans le noyau de la cellule. 

L' inconvénient de  l 'u l t racentr i fugat ion est  que certaines de ces part icules 

sont soumises à de  haute force ionique, des méthodes d 'extract ion douces fu ren t  

donc mises au point. 

- EDVARSSON e t  al. (1976) pu r i f i en t  les part icules par  passage su r  

gradient  de  Ficoll avec ou sans f ixat ion préalable e t  i r révers ib le  au  

glutaraldéhyde des ex t ra i t s  nucléaires des cellules infectées, t ra i tés au 

ultrasons. 



- D'HALLUIN e t  al. (1978b) lysent les noyaux des cellules au sulfate 

d'ammonium (WALLACE and KATE, 1972), pu is  réalisent un grad ient  de  saccharose. 

Les part icules prépur i f iées obtenues sont alors consolidées p a r  u n  agent 

pontant clivable, le DMTB (di th iobisbutyr imidate) e t  repurif iées s u r  grad ient  

isopycnique de CsCI. 

L'analyse pa r  électrophorèse en gel  de polyacry lamide SDS ( PAGE-SDS) des 

polypeptides des capsides vides, apparaissant les premières lo rs  d u  cycle 

infectieux, permet dif férentes observations ( ISH IBASHI and MAIZEL, 1974 ; 

EDVARDSON e t  al., 1976 ; D'HALLUIN e t  al. , 1978a) : 

. les polypeptides formant le squelette de la capside sont présents (11, 1 1  1, 

IV ,  l x )  ; 

. les t ro is  protéines impliquées dans la stabi l isat ion de la par t i cu le  existent  

sous forme de précurseurs  p l l l a ,  p V I  e t  p V l  Il ; 

. les polypeptides V e t  VI1 associés à I1ADN v i ra l  sont absents ; 

. des polypeptides n 'existant  pas dans le v i r u s  infectieux, 100 K. IVa2-50 

K,  33-39 K, sont associés aux part icules ; 

. fréquemment, les capsides vides contiennent un fragment d'ADN 

bicaténaire (D'HALLUIN e t  al., 1978a,b). II pourra i t  ê t re  le résu l ta t  d 'une 

incorporation peu  spécifique du fa i t  d u  processus d'extraction. Néanmoins, 

des expériences d 'hybr idat ion montrent que  la par t ie  gauche du génome 

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

Des mutants thermosensibles de la rég ion LI te ls que H2 t s  112 - 
(D'HALLUIN e t  al., 1978a), H5 - ts  58 (EDVARDSSON e t  al., 1978) e t  su r  la 

région L5 tels que  H5 - t s  142 (CHEE-SEUNG and GINSBERG, 1982), H2 - t s  5 

(EDVARDSSON e t  al., 1978) e t  H2 t s  125 (D'HALLUIN et  al., 1980 ; DIHALLUI N - 
e t  al., 1982), possèdent la caractérist ique commune d 'ar rê ter  leur morphogénèse - 
au stade "part icules vides1' lors de leur  croissance à température restr ic t ive.  

Cependant, certaines dif férences sont observées dans la présence 

(EDVARDSSON e t  al., 1978 ; CHEE SEUNG and GINSBERG, 1982) ou non 

(D'HALLUIN e t  al., 1978a) du précurseur  du polypeptide VI1 dans ces 

intermédiaires. La maturation possible des capsides vides formées, à température 

res t r i c t i ve  dans les cu l tures cellulaires infectées par  des mutants 

thermosensibles tels que H2 - t s  112, en v i r ions infectieux après passage à tem- 

pérature permissive confirme que les part icules vides représentent u n  état  

intermédiaire de la morphogénèse v i ra le  e t  non un artefact de préparation. Les 

capsides vides, sans ADN mais contenant les protéines d'échafaudages, sont 

comparables de pa r  leu r  composition polypept id ique aux prétêtes du phage P22. 



Le mode d'action des polypeptides 50 K e t  33 K, ainsi que  les interactions qu ' i ls  

pourra ient  engendrer avec des protéines de s t ruc tu re  n 'ont  jamais été décr i ts.  

f )  Intermédiaires lourds 

Deux pics de  sédimentation de 600 S e t  750 S sont observés 

après pur i f icat ion sur  grad ient  de saccharose d 'une cu l tu re  cellulaire infectée p a r  

l 'adénovirus sauvage (D'HALLU I N e t  al., 1978b). 

La population 750 S après f ixat ion au DMTB e t  pur i f icat ion su r  grad ient  de 

CsCl s'équi l ibre à la densité 1,34, densité du v i r u s  infectieux. Celle de 600 S 

s 'équi l ibre en deux pics de  densités 1,31 et  1,37. 

Le pic de densité 1,31 est  représenté p a r  les capsides vides. L'espèce 

lourde s 'équi l ibrant  à 1,37 a une composition polypept id ique d i f férente de celle 

des v i r ions  matures e t  des capsides vides. En effet,  les protéines d'échafaudage 

50 e t  39 K sont absentes, p a r  contre, l'ADN v i ra l  est  présent mais non encore 

associé aux protéines du nucléoïde. 

g) Insert ion de  l 'ADN v i r a l  

HAMMARSKJOLD e t  WINBERG (1980) t ravai l lèrent  su r  deux 

souches di f férentes d1Ad16. La première souche étai t  pur i f iée pa r  plages ; la 

seconde, obtenue après de  mult iples passages, avai t  une duplication des 390 

paires de bases de l 'extrémité gauche du génome à I'extrémité droite. 

L'ADN de la souche pur i f iée par  plages pénétrai t  dans la capside par  son 

extrémité gauche. Par contre, pour  la seconde souche, la pénétrat ion se 

produisai t ,  de  façon équivalente, p a r  l 'une ou l 'autre extrémité. Ceci leu r  

permet de conclure que le signal dlencapsidation de l 'ADN v i ra l  é ta i t  localisé 

en t re  les 100 e t  390 premiers nucléotides de l 'extrémité gauche du génome. Les 

mutants thermosensibles affectés dans les régions LI e t  L5 ne peuvent 

empaqueter leur  ADN. O r  leu r  expression es t  bloquée au niveau des zones 

apicales de la particule. II est  possible que  l'ADN v i ra l  pénètre dans les 

capsides à ce niveau. 

h )  Les jeunes v i r ions  

Le mutant thermosensible H2 - t s  1 accumule à température non 

permissive des part icules de  même densité que  le v i r i on  mature mais non 

infectieuses (WEBER, 1976). 



L'analyse de  ces part icules appelées v i r ions  immatures ou jeunes v i r ions 

révèle que les précurseurs  polypeptides p V I  , pV11, p V I  I 1, p l  l la e t  p T P  ne sont 

pas clivés, pa r  a i l leurs aucun polypept ide de  faible masse moléculaire (X-X I I )  

n'est décelé. 

Le cl ivage protéolyt ique de ces précurseurs  se réalise lors  du passage de  

la cu l t u re  cel lulaire infectée pa r  H2 - t s  1 à température permissive. Une 

progéni ture  v i ra le  infect ieuse est a lors produi te  (WEBER, 1976). 

La mutation de H2 t s  1 fut localisée à la position 60 UG pa r  analyse, pa r  - 
enzymes de restr ic t ion,  d'espèces recombinantes (HASSEL and WEBER, 1978) e t  

à la posit ion (22191) par  séquençage de  l 'ADN de la région mutée. Le gène dé- 

fect i f  de  H2 - t s  1 est celui de la protéase virale, la 23 K, qui est  Ilun des 

produi ts  de la région L3 (AKUSJARVI e t  al., 1981 ). 

i )  Conclusion 

Les étapes générales de I1assemblage de  l 'adénovirus sont 

globalement connues e t  p lusieurs modèles on t  été proposés. Néanmoins certains 

points res tent  imparfaitement compris. 

Nous c i tons l'exemple de la c inét ique d'encapsidation des protéines du 

nucléoide e t  l 'existence d' intermédiaires d'assemblage lou rds  en découlant (Cf. 

Fig. 13 a e t  b : schémas d'assemblages d'après DIHALLU I N  e t  al., 1978a,b ; 

Thèse dfEta t  (1980) e t  PH ILIPSON, 1983). De même le rô le des polypeptides p V I  

e t  p V l l l  est mal connu. Enfin, la nature des interact ions des protéines 

d'échafaudage avec les protéines de  s t r uc tu re  n'a pas encore été décri te. 
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P P E N D I C E  T E C H N I Q U E  



1- Culture cellulaires e t  virales 

1 1  - les cellules KB sont cultivées en suspension, dans des spinners, sur  milieu 

F I3  (Joklik modifié) (DIFCO) contenant 5 % de sérum de cheval. 

- les lignées cellulaires de HeLa, 293 (cellules HEK transformées par  ItAd5) 

e t  Hep2 sont cultivées en  monocouches su r  milieu Dulbecco contenant 10 % 

de sérum de veau foetal. 

- les di f férents stocks d'adénovirus sauvage e t  d'adénovirus mutants ont été 

t i t rés  par plage de lyse (D'HALLU IN e t  al., 1982). 

- les mutants thermosensibles H2 - t s  107, HZ t s  118, H2 t s  121 ont été - - 
obtenus dans notre laboratoire (MARTIN e t  al., 1978), par  traitement d'un 

stock d'adénovirus sauvage par  l'acide ni t reux. Le mutant H5 t s  1 nous a - 
été donné par  le Dr.  Joe Weber (Sherbrooke, Canada). 

Lors de l'infection, la cu l ture cellulaire est centrifugée à 2000 rpm, le 

culot cellulaire est repr is  dans d u  milieu frais, sans sérum (1/10 d u  volume 

init ial).  Les v i rus  sont ajoutés pour avoir une mult ipl icité d'infection de 10 à 20 

part icules par cellule. Après une heure de pénétration, les cellules sont 

ramenées à une concentration normale par  addition de milieu frais e t  de 2 8 à 10 

% de sérum. 

2- Isolement e t  Durif ication des différentes  articules 

Les cellules récoltées aux d i f férents temps indiqués dans le  

texte, sont centrifugées à 2000 rpm. Le culot cellulaire est repr is dans une 

solution de T r i s  HCI hypotonique, qui permet leur  fragilisation. Trois cycles de  

congélation décongélation, permettent la rup ture  des membranes. Enfin, une 

lyse totale est effectuée par addit ion d'un volume égal de Fréon 113 [BOUDIN - e t  

al., 1980) e t  le broyage du mélange. Par centrifugation, à 10000 rpm pendant - 
20 mn dans des tubes corex, la majorité des membranes sont éliminées. 

La phase aqueuse contenant les particules ( IM e t  v i r ions) est prépuri f iée 

par  centri fugation s u r  rotor TST 60 Kontron à 32000 rpm, 1 heure, sur  un 

coussin de CICs ( d l  , 43 ) .  



Les bandes de part icules sont alors séparées lors d'une deuxième 

E<kj centri fugation sur  un gradient discontinu de ClCs constitué de 3 couches 

~uccessives de 1 ml. Respectivement, solution de ClCs de densité 1.45 dans 40 

8 glycérol ; solution de ClCs de densité 1,33 dans 20 % de glycérol ; solution 

de ClCs de d l  ,25 dans 5 % de glycérol). La séparation des part icules est 

effective après 3,s h à 38000 rpm e t  à 4 O  C, dans un rotor TST 60 (Kontron). 

Le gradient discontinu est remplacé, dans certaines expériences, par une 

ultracentri fugation de 16 h, à 35000 rpm dans le rotor  TST 60, d u  mélange de 

part icules dans  une solution d e  ClCs à une densité finale de 1.34 ( le gradient 

dans ce cas est autotransformant) . 

Les particules peuvent alors être déposées su r  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 à basse vitesse (2000 

rpm) , le culot cellulaire est lavé une fois dans du milieu de cu l ture dépourvu 

en IIAA qui sera ajouté sous forme marquée ultérieurement. Les cellules sont 
7 resuspendues à haute concentration (10 cellules par  ml), dans ce même milieu. 

LIAA marque (Val ' & c ,  Val 'H, Meth 3 5 ~ ) ,  est  alors ajouté, pendant le temps 

e t  à la température indiquée dans le texte. 

Les cultures cellulaires sont chassées, par  di lut ion des cellules jusqu'à une 
5 concentration normale de 5.10 cellules par  ml, dans du milieu frais contenant 

un excès (10 fois) de IIAA f ro id  correspondant au marqueur. 

b) Marquage A l'acide phosphorique 3 2 ~  (NEN) 

Le marquage de particules à l'acide phosphorique dans les 

cultures celluiaires est  réalisé pa r  incubation des cellules (concentration 2.10 5 

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

veau dialyse e t  une concentration de 100 pCi lml  de phosphate 3 2 ~ .  



c )  Marquage à l'acétate 14c (CEA, Saclay) 

Ce marquage est réalisé par simple addit ion au milieu de 

cul ture des cellules infectées d'acétate de sodium 14c à une concentration de 10 

pCi/ml, pendant des temps s'échelonnant de 2 à 16 heures après infection. 

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

Tro is  zones morphologiques sont identifiables s u r  la capside, il 

s'agit des zones apicales, des faces e t  d u  nucléolde. 

L'action d'un détergent doux, le déoxychoiate de sodium (DOC) à 0,s %, à 

56O C pendant 90 secondes, permet la dissociation des v i r ions en 3 entités 

(BOULANGER e t  al., 1979). - 
. les groupes de 9 hexons de faces 

. les zones apicales 

. les nucléoïdes 

Ces trois s t ructure sont ensuite séparées grâce à leur différentes vitesses 

de sédimentation, su r  gradient continu 10-40 8 de glycérol, pendant 90 mn à 4O 

C e t  à 35000 rpm su r  ro to r  SW4l (Beckman) (BOULANGER - et al., 1979). 

5- Dissolution des aels d'acrvlamide e t  com~taqe 

L'électrophorése, suivant la méthode de Laemmli (1970), des 

polypeptides v i raux  a lieu sur  gel d'acrylamide 17,5 % ( rappor t  acrylamide, 

bisacrylamide 5010,235) contenant du SDS. 

La position des polypeptides des di f férents échantillons est déterminée par  

comparaison avec celle des polypeptides d'un v i rus  marqueur, dont la piste de 

migration est colorée. 

Chaque piste de gel est découpée en bandes de 2 mm qui sont alors 

dissoutes à température ambiante pendant 1 heure dans un mélange d'acide 

perchlorique à 60 % (0.2 ml) e t  d1H202 à 30 % (0.4 ml). 

L'analyse de l'incorporation est alors effectuée par  comptage de chaque 

échantillon (dissout dans un liquide scintil lation pour milieu l iquide : Aqualyte) 

dans un spectromètre à scintil lation préalablement étalonné. 



6- Méthodes biochimiques g h é r a l e s  pour la caractérisation de H2 t s  

107 - 

Assemblage des hexons trimères 

Les hexons trimères ont une vitesse de sédimentation de 

12 S, e t  sont donc aisément séparables des polypeptides II monomériques 

sédimentant à 3,s S par  ultracentri fugation. Les cellules infectées sont récoltées 

à la 20e heure, après l'infection. Les culots cellulaires sont repr is  dans un 

tampon T r i s  HCI hypotonique, congelés décongelés 3 fois e t  soniqués 3 fois 10 

secondes, les extrai ts lysés sont déposés s u r  gradient sucrose 5-25 % e t  ultra- 

centri fugés à 49 K, à 4O C, pendant 21 h dans un rotor  SW50 (Beckman) 

(LEMAY e t  BOULANGER, 1980). 

b) Composition peptidique de la look e t  de la sok 

La composition peptidique de la 100 K a été comparée à celle 

de la 90 K par  la technique de CLEVELAND e t  al. (1977). L'enzyme proté- 

olyt ique util isée des concentrations croissantes était la protéase V8 de 

staphylococcus aureus. 

7- Techniques pour la caractérisation génétique de HZ t s  107 

a) Cornplémentation 

Les tests de complémentation entre les di f férents mutants 

ont été réalisés suivant la technique décr i te par  MARTIN e t  al. (1978). 

b )i Recombinaison 

Les cellules HeLa sont CO-infectées à 33O C par  deux 

mutants HZ - t s  107 e t  HS t s  1 à des concentrations de 10 part icules infectieuses 

de chaque mutant par  cellule. Les cellules sont récoltées à la 96e heure, le 

culot cellulaire obtenu après centri fugation à 2000 rpm, est repr is  dans du T r i s  

hypotonique e t  est congelé décongelé 3 fois. 

Des di lut ions de ces lysats cellulaires sont utilisées pour  infecter des 

cellules HeLa à 33 e t  39O C. Après pénétration, un milieu FI3 gélosé contenant 

5 % de sérum de veau foetal est ajouté dans les boîtes. 



Après quelques jours, des plages de lyse sont obtenues. La fréquence de 

recombinaison correspond au rappor t  du nombre de plages virales obtenues à 

39O C su r  le nombre le nombre de plages obtenues à 33O C. 

C) Techniques de "marqueur rescuel' 

Les cellules sont transfectées par  d u  complexe pur i f ié  

ADN-Protéine Terminale de H2 - ts  107 e t  par des fragments d'adénovirus sauvage 

(soit intégrés préalablement dans des plasmides, soit pur i f iés aprés coupure du 

génome sur  gel dlagarose), suivant la technique de précipitat ion au phosphate 

de calcium (ARRAND, 1978). 

d) Séquençage par  la méthode des didéoxy 

Les fragments d'ADN de H2 t s  107 ont été clonés dans les 

vecteurs Ml3 llip18 et  Ml3 Mp19 suivant les techniques développées par  MESSING 

(1983). 

LIADN des clanes v i raux obtenus a été séquencé suivant la méthode de 

SANGER e t  al, ( 1  977). 

8- Réalisation des tests immunologiques 

Les polypeptides 100 K e t  90 K, découpés sur  gel de 

polyacrylamide, on t  été transférés électriquement su r  n i t ra te de cellulose. 

Pour la localisation de polypeptides 100 K e t  90 K dans les capsides, les 

IM , préalablement ~lcassésll au DOC , sont immunoprécipités par  les di f férents 

séra suivant la méthode de KESSLER (1975), pu is  déposés sur  gel de 

polyacrylamide SDS et  autoradiographiés. 

Lors du test  des séra ant i  100 K N, ant i  100 K W e t  ant i  90 K, les IM 

purif iés sont cassés au DOC e t  déposés sur  gel dlacrylamide. Les gels sont 

transférés électriquement (TOWBI N e t  al., 1977). Les complexes immunopr6cipité 

sont soit mis en évidence par  addit ion de complexe IgG de mouton ant i  lapin 

couplé à la peroxydase (IPF), soit grâce à la protéine A de staphylococcus 

auréus marquée à l'iode 125. 



9- Tests immunologiques 

Ces tests sont réalisés suivant la technique de double coloration 

des cellules. Après f ixation au méthanol, les cellules sont incubées avec un 

sérum anti-hexon (synthétisé chez le lapin), après plusieurs lavages, le sérum 

de mouton anti-lapin est ajouté suivant la technique décr i te par  CEPKO e t  

SHARP (1 983). 

Chromatographie d'aff inité 

a) Préparation du matériel pour  les colonnes d'af f in i té 

Les cellules infectées ou non infectées sont marquées à la 

Meth 3 5 ~  de la 2e à la 16e heure du cycle infectieux à température restr ict ive. 

Après centri fugation les culots cellulaires sont repr is dans une solution 10 mM 

T r i s  HCI pH 8,1, e t  conservés ainsi 112 h à +4O C. Les lysats sont alors 

soniqués (3  X 5 secondes) avec une sonde Branson, aprés addit ion d'un demi 

volume de NaCl 5 M, une deuxième sonication est effectuée. Les extrai ts sont 

centri fugés à 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 % éthylène glycol ; 2 mM thiogtycérol ; 0,1 mM PMSF). Une deuxiéme 
6 centri fugation de 30 mn à 10000 g a lieu, puis 40 à 50.10 cpm des surnageants 

obtenus, sont injectés su r  chaque colonne. 

b )  Synthèse de I'hexon sépharose 

Le gel de sépharose 48 (pharmacia) est act ivé au bromure 

de cyanogène. U n  meme volume (7  ml) d'hexon capsomérique (1,s mglml) est 

alors ajouté (ARNDT JOVlN et  al., 1975). - 
Pour la colonne dénaturée, le gel d'hexon sépharose est chauffé 5 mn à 

100° C. L'état physique de I'hexon l ié au sépharose est contrôlé pour  les deux 

colonnes par  addit ion d'anticorps anti hexon capsomèrique : 0,s ml de sérum est 

di lué au 112 dans du tampon HEKT, puis  injecté su r  les colonnes (seringues de 

5 ml) d'hexon sépharose. 

Les colonnes tests sont successivement élués par  les tampons suivants 

HEKT ; HEKT + 0,8 M KCI ; 0,2 M Gly  HCI pH 7,8. Les éluats sont testés 



pour leur teneur en anticorps ant i  hexon suivant la méthode de test ELISA. De 

cette façon, pour  la colonne dénaturée 72 % des anticorps ant i  hexons étaient 

élués dans le pic exclu ; pour la colonne native, 85 % d'anticorps ant i  hexons 

étaient élués avec le tampon g l y  HCI pH 2,8 e t  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 - t s  121, sont éluées par  les tampons suivants : HEKT ; HEKT + 

C- Synthèse de la novobiocine sépharose 

Deux grammes de CH sépharose 4B (Pharmacia) o n t  été mélangés 

après lavage dans une solution 0,s M NaCI, avec 1 mMole de novobiocine 

dissoute dans de l'eau à pH 4,s (I'acidification de l'eau est réalisée par addition 

d'acide acétique). 

La réaction de couplage entre le mélange novobiocine sépharose e t  un ml de 

1 -éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride a l ieu pendant 16 

heures à température ambiante e t  sous agitation douce. 

Le gel est lavé après le couplage par, successivement, : 1 M NaCl ; 1 M 

NaCI, 0,1- M T r i s  HCI pH 8 ,O ; 1 M NaCl ; 0.05 M sodium formiate pH 4 : 0,1 M 

T r i s  HCI pH 8,O ; HEKT. 

Après injection du matériel à tester (ext ra i t  de cellules non infectées ; 

infectées par Ad2 W T  ou par  HZ t s  107). L'élution de la colonne es t  réalisée par 

les tampon HEKT ; HEKT + 0,1 mg pa r  ml de novobiocine ; HEKT + 20 mM ATP 

+ 25 mM acétate de magnésium ; HEKT + 0,8 KCI ; HEKT + 0,8 M KCI + 5 M 

urée. 



T R A V A U X  P E R 3 O N l u E L S  



1 -  INTRODUCTION 

Lorsque nous avons débuté ce travai l ,  nous nous intéressions aux 

di f férentes étapes de la morphogénèse des part icules virales. Nous voulions 

éclairer le rô le de certaines protéines dans l'échafaudage du v i rus.  Cette étude 

nous a permis de mettre en évidence une cinétique d 'entrée de polypeptides 

dans la capside virale. Par ai l leurs, nous nous sommes p lus  particulièrement 

intéressés à la protéine non s t ructura le  tard ive 100 K don t  certaines propr iétés 

sont comparables à celles de la protéine d'échafaudage gp8 du phage P22. Flous 

avons montré que la 100 K est une protéine possédant des domaines d is t inc ts  

intervenant dans d i f férents  mécanismes lors du processus d'assemblage. 

II- ASSEMBLAGE DES PARTICULES 

A- Etudes préliminaires 

II n'existe pas de système d'assemblage "in v i t r o "  de capsides com- 

plètes chez l 'adénovirus, contrairement à ce qui a p u  ê t re  obtenu chez le phage 

P22 (POTEETE e t  al. , 1979). Seules quelques étapes, telles que I'autoassemblage 

des groupes de  9 hexons (PEREIRA and WRIGLEY, 1974) ou  l'assemblage de la 

base e t  de la f i b re  en penton complet (BOUDIN and BOULANGER, 1982) fu ren t  

réalisées "in vitro1'-. 

C'est pour  cette raison que nous avons tenté de développer un système de 

maturation de part icules vides 'lin v i t ro" .  Des ext ra i ts  de  noyaux de cellules 

infectées à température rest r ic t ive p a r  un mutant accumulant des capsides vides 

on t  été incubés avec des ex t ra i t s  cytoplasmiques de  cellules infectées pa r  

AdZWT. 

Malgré la var iat ion de nombreux paramètres (température, conditions 

ioniques e t  pH, temps d' infect ion des cellules), aucune par t icu le  infectieuse ne 

put ê t re  mise en évidence. 

Nous avons alors essayé de  mettre en évidence des s t ructures 

préassemblées en ut i l i sant  le mutant thermosensible HZ - t s  107. Ce mutant ne 

forme pas de capside à température restr ic t ive,  néanmoins il synthétise ses 

protéines tard ives qu i  présentent un pro f i l  antigénique normal. Nous avons 

employé di f férentes techniques douces d 'extract ion de noyaux e t  de gradients de 

saccharose ou d e  f icol l  (DfHALLUIN e t  al., 1978a ; EDVARDSSON e t  al., 19761, - 
mais aucune p res t ruc tu re  n'a été identif iée. 



TABLEAU 3 



B- Cinétique d' incorporation des protéines virales dans la capside 

d'adénovirus 

EGULANGER e t  al. (1979) on t  montré que la r u p t u r e  des part icules 

virales pa r  le déoxycholate de sodium produ i t  t ro is  sous-structures séparabies 

sur  grad ient  de glycérol.  Ce sont respectivement : 

- les zones apicales ou apex qui sont composés des hexons péripentonaux, 

des bases e t  des f ibres ainsi que des polypeptides I l l a .  

- les groupes de 9 hexons qui sont formés des hexons des faces, e t  des 

polypeptides IX . 

- les nucléoides qu i  sont uniquement présents dans les v i r ions infectieux 

et  q u i  résul tent  de  I1association de l 'ADN v i ra l  avec les polypeptides V e t  V I I .  

Les polypeptides VI ,  V I  l l qui appart iennent structuralement aux groupes 

de 9 en sont dissociés pa r  le déoxycholate de sodium, e t  sédimentent avec les 

apex. 

1 ) Répart i t ion du marquage dans les sous-structures de capsides 

Cette méthode d'analyse, combinée à des expériences de 

marquage b r e f  e t  de chasse, nous a permis de préciser l 'o rdre d'assemblage des 

polypeptides lors  de la formation de  la capside. Notre but étai t  d'analyser 

l 'évolution de l ' incorporation de la radioactivi té dans les sous-structures. 

L'expérience consistait  (Cf. Tableau 3A)  à infecter une cu l t u re  cellulaire par  de  

l 'adénovirus 2 t ype  sauvage (Ad2 WT), puis  à marquer radioactivement les 

cellules, en t re  la 16e e t  la 17e h, pa r  de la 14c-valine. Après un premier 

prélèvement effectué (a) à la 17e heure, la cu l tu re  subissait une chasse p a r  

addit ion de val ine non radioactive jusqu'à la 18e heure. On ajoutait alors de la 

cycloheximide qui empêche la formation de nouveaux intermédiaires 

d'assemblage. Après une heure de ce blocage, soit  à la 19e heure, un nouveau 

prélèvement avai t  l ieu ( b )  su iv i  d'un second marquage à la 'H-valine pendant 

une heure supplémentaire e t  d'un dern ie r  prélèvement ( c )  (Cf.  Tableau 3A). 

Après pur i f icat ion,  les part icules étaient dissociées au déoxycholate de 

sodium, e t  les sous-structures ainsi obtenues étaient séparées sur  grad ient  de  

glycérol  . 



a) Analyse des populations v i ra les matures 

La formation des capsides vides nécessite 60 à 80 mn 

(D'HALLU I N e t  al. , 1978a). Leur  maturation en v i r u s  requ ie r t  une quarantaine 

de  minutes supplémentaires (WEBER and KH I T T 0 0 ,  1983). 

L'analyse des populations virales obtenues, dans les prélèvements a e t  c 
3 (Cf. Fig. 14 a e t  c )  montre que la radioactivi té 14c  en (a ]  e t  H en (c)  est  

essentiellement localisée au niveau des zones apicales. O r  ces populations 

proviennent d'intermédiaires débutés avant la période de marquage. Les sites 

d' incorporation de ces radioactivités (14c en (a), 3~ en ( c ) )  sont donc 

representati fs des dernières s t ructures incorporées dans les capsides. 

Le p ro f i l  de la courbe b (Fig. 14b) montre que les groupes de 9 hexons 

sont davantage marqués que dans les cas précédents. Le rappor t  d' incorporation 

dans les t ro is  sous-structures se rapproche du rappor t  observé lo rs  d 'un 

marquage cont inu d 'une cu l tu re  infectée (32 % apex ; 46,3 % groupe de 9 

hexons ; 21,3 % nucléolde) . En fait, cette courbe représente une moyenne ent re  

des populations dont  l'assemblage a débuté avant le l e r  marquage e t  pendant 

le l e r  marquage. 

b) Analyse des intermédiaires d'assemblage 

Le blocage à la cycl.oheximide empêche la formation de  

nouveaux IM (SUNDQUIST e t  al., 1973). la population d'intermédiaires de 

maturation que l 'on visualise en  (b )  (Fig. 14b) représente donc les anciens IM  

débutés lors  du marquage 4 ~ .  

Par contre, dans les p ro f i l s  a e t  c (Fig. 14 a e t  c) ,  on note une t r ès  fo r te  

incorporation de radioactivi té au niveau des zones apicales. Cette radioactivi té 

correspond à l'achèvement de la construction des capsides dllM. Le matériel 

protéique consti tuant les zones apicales du v i r u s  a donc été apporté en  dern ier  

dans les précapsides. 

2-  Analyse polypeptidique des sous-structures v i ra les 

L'analyse des espèces polypeptidiques marquées dans chacune 

des sous-structures précédemment isolées su r  grad ient  de glycérol  , fut réalisée 

pa r  électrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS. Les bandes des gels étaient 

découpées e t  dissoutes e t  la radioactivi té de chaque fract ion mesurée après 

étalonnage. 



Figure 14 : Incorporation de 3 ~ - v a l i n e  et  de 14c-valine dans les IM e t  les 

virus d1Ad2WT 

a : Prélèvement a après le l e r  marquage 

b : Prélèvement b après le blocage cycloheximide 

c : Prélèvement c après le 2erne marquage 

M IM 3 ~ ~ a ~  
3 LL-d V i r  H-Val 



a) Analyse des protéines marquées de la populat ion v i ra le  

équi l ibrée à d : 1,34 

Après le premier marquage (Cf. Fig. 15 a,b,c) , la 

composition polypept id ique de  chacune des f ract ions v i ra les isolées est  

qual i tat ivement normale. Néanmoins, quantitativement, on observe une 

incorporation t rès  for te  dans les polypeptides I l l a ,  I V  de  la zone apicale. Le 

rappor t  au  marquage du II de  la même zone est inf in iment supér ieur au rappor t  

théorique. 

Comme nous l 'avons vu, les part icules infectieuses e t  les jeunes v i r ions  

recuei l l is à ce po in t  on t  commencé à s'assembler avant le marquage. La 

localisation de la radioact iv i té est  donc représentat ive de protéines incorporées 

tardivement. 

Dans la f i gu re  15 (courbes g, h, i ) ,  la surimposit ion du marquage 3 ~ - ~ a l  

t rès  récent n 'est  révélée qu'au niveau des polypeptides V e t  pV I I .  II est 

intéressant de constater que  ces polypeptides ne sédimentent pas dans la zone 

des nucléoides, mais au niveau des groupes de  9 hexons ( h )  qui on t  une 

vitesse d e  sédimentation de  30 à 50 S. 

Ceci signif ie que  lors de  l 'évolut ion d'un IM l'terminét1 en un jeune v i r ion,  

aucun polypeptide nouveau, mis à p a r t  le couple V - pVI I ,  ne pénètre dans la 

capside. La sédimentation inhabituel le du V e t  du p V l l  avec les groupes de 9 

hexons peùt  s 'expl iquer pa r  une association V-pVI 1-ADN , ne possédant pas 

encore une s t ruc tu re  nucléoîque vraie. 

Cela confirmerait  l 'existence d'un llpré-nucléo?dell où la l iaison ADN-pVII  

n 'est  pas aussi for te qu'après le cl ivage protéolyt ique du p V l  l en V I I .  

b )  Analyse des protéines marquées dans les populat ions de 

capsides v ides 

Dans le p r o f i l  des zones apicales isolées après le premier 

marquage (Cf. Fig. 16a), I1incorporation de la "c-valine se répar t i t  en t re  les 

polypeptides 11 ,  II 1, I l l a ,  I V  e t  p V I  - p V l l l  ; e n  outre,  un p ic  important  

correspondant à la protéine d'échafaudage 50 K est  également visible. Dans les 

groupes de  9 hexons (Cf. Fig. 16b), le p ro f i l  obtenu est  composé des 

polypeptides Il e t  IX .  

Lors  du blocage pa r  la cycloheximide (Cf.  Fig.  16c,d), on observe une 

diminut ion de l ' incorporation dans toutes les protéines virales. Cependant les 

p ics  d'hexons diminuent beaucoup p lus  drast iquement que ceux représentant  les 

polypeptides pV1, p V l  1 l e t  I 1 la. 



@ LILLE 

Figure 15 : Incorporation de  la 3~ e t  14c-valine dans les polypeptides des 

v i r u s  matures, déterminée après dissolut ion des bandes de  gel 

de polyacrylamide. 

a, b, c : prélèvements après le l e r  marquage 'Ic-v~I 

d, e, f : prélèvement après le blocage cycloheximide 

g, h, i : prélèvement après le 2ème marquage 'H-V~I 

14c-val  ~ - - i ]  ' H -va I 

Gon : groupe de 9 hexons ; A p x  : Apex ; Cor : nucléoides (cores) 



FRACTION No. 

Figure 16 : Incorporation de la 3~ et  14c-valine dans les polypeptides des 

IM, déterminée après dissolution des bandes de gel dlacrylamide 

a ,  b : prélèvement après le l e r  marquage 14c-val 

c,  d : prélèvement après le blocage cycloheximide 

e f : prélèvement après le 2ème marquage 3 ~ - ~ a l  



Enf in,  après le deuxième marquage à la 'H-valine (C f .  Fig.  16e,f), aucune 
3 nouvelle radioact iv i té ( H)  n'est incorporée dans les hexons, qu ' i l s  soient des 

faces (groupe de  9, courbe f )  ou  des apex (e) .  Toute l ' incorporation est  

localisée au niveau des polypeptides Il la, pV I ,  p V l  Il e t  I X  pou r  les protéines 

majeures ainsi que  dans le doublet 50 - 39 K pou r  les protéines mineures. 

L'ensemble de  ces résul tats suggère di f férentes interprétat ions possibles. 

Le marquage extrème des zones apicales, pa r  r appo r t  au pourcentage 

ef fec t i f  qu'elles représentent  dans les capsides, peut  s ign i f i e r  qu'il s'agit de  

régions t rès  actives. Pour les intermédiaires de  maturation, on  peu t  imaginer 

qu'il existe un échange constant de  ces zones avec le  "stock" d'antigènes 

solubles non incorporés. Cette hypothèse ne peut  cependant ê t r e  appliquée aux  

v i r u s  qui sont des s t ruc tu res  stabilisées. 

La deuxième hypothèse est  que l'échafaudage de la capside débute par  les 

faces e t  s'achève avec l 'apport  des zones apicales nouvellement synthétisées e t  

marquées à 3 ~ - ~ a l .  

Plus spécifiquement au niveau polypeptidique, ces résu l ta ts  suggèrent  que  

les dernières protéines qui s ' incorporent  aux part icules sont la l l l a  associée aux  

apex, ainsi que  les pVI -pVI I I  e t  la IX associées aux  hexons des faces 

(EVERITT e t  al., 1975). L 'arr ivée ta rd ive  des polypeptides p V I  e t  1X est en  

accord avec le rô le  de stabi l isat ion qu 'on leu r  accorde. 

Néanmoins, I1évolution permanente des di f férentes classes de part icules au  

cours du temps rend  l ' in terprétat ion de  ces résul tats d i f f ic i les.  

C'est pourquoi  nous avons analysé un système comparable, mais où  

l 'ut i l isat ion de  mutants thermosensibles permettait  une double synchronisation 

des événements. 

C)  Processus d'assemblage des capsides de  H2 t s  112 

HZ - t s  112 est  un mutant thermosensible isolé après sélection à l'acide 

n i t r e u x  (MARTIN e t  al., 1978). La mutation a été localisée dans la région L1 

(D'HALLUIN e t  al., 1982), probablement su r  le gène du polypept ide l l l a .  H2 - t s  

112 accumule à température res t r i c t i ve  des IM, qui lors  du passage des cellules 

à température permissive, peuvent se maturer en  v i r u s  infect ieux (D'HALLU I N 

e t  al., 1978b). 

1- Double synchronisation du système d' infect ion 

Une cu l tu re  cel lulaire é ta i t  infectée pa r  H2 - t s  112 à température 
ème non permissive, à la 16 h un blocage à la cycloheximide é ta i t  a lors effectué 



pendant une heure. A la 17e heure, la levée du bloc étai t  immédiatement suiv ie 

d'un marquage b r e f  de 20 minutes à la 35~-méth ion ine.  U n  prélèvement étai t  

alors effectué. Une chasse de  2 heures avec excès de méthionine f ro ide ava i t  

l ieu s u r  la cu l tu re  restante (Cf.  Tableau 36 ) .  

Les intermédiaires d'assemblage étaient pur i f i és  e t  analysés en  gel d e  

polyacrylamide-SDS. 

Le prélèvement effectué après le marquage (Cf. Fig. 17, l igne p )  

représente une  populat ion synchronisée par  la mise en place du bloc 

cycloheximide. Le matériel radioact i f  incorporé est représentat i f  des polypeptides 

venant  achever les p rés t ruc tu res  bloquées jusqulalors. 

L1autoradiographie du gel  révéla une incorporat ion importante dans les 

polypeptides I l la ,  50 K, mais aussi pVI ,  p V l l  l e t  p V l  1. Par contre, les 

protéines 11, III e t  I V  majeures en coloration au  b leu de  coornassie 

n'apparaissent que  t rès  peu radioactives. 

Lo rs  de  la chasse (Cf.  Fig. 17, l igne c) , à température non permissive, l e  

p ro f i l  de  I lautoradiographie reste globalement identique. Néanmoins, les 

polypeptides Il l a  e t  50 K que I1on visual isait  dans le l e r  prélèvement sous forme 

de doublets, on t  évolué dans leu r  forme de  p lus  hau t  po ids moléculaire. Cette 

var iat ion de  migrat ion électrophorétique prov ient  probablement d'un changement 

d u  t aux  de  phosphorylat ion de  ces polypeptides. 

L'absence d ' incorporat ion de  méthionine radioactive dans les polypeptides 

Il, III, IV,  100 K e t  39 K après le marquage b r e f  tend à démontrer qu'une 

s t r uc tu re  capsidique viei l le composée de  ces éléments est  déjà formée. Cette 

s t r uc tu re  pou r ra i t  ê t r e  représentat ive d'une étape t r ès  précoce de l'assemblage 

où in terv iennent  les polypeptides d'échafaudage 100 K, 39' K e t  également 50 K 

en moindre quanti té. Les polypeptides marqués s u r  I 'autoradiographie 

correspondraient  à la dern ière  étape de  formation de  I 'IM pu r i f i é  pa r  

l 'u l t racentr i fugat ion.  II y aura i t  donc a r r i vée  ta rd ive  des polypeptides 1 l la, 

pV I -pVI I  1 ,  pV11, mais aussi de  50 K, a insi  que de  17 e t  28 K. 

L'obtention d'un p ro f i l  d ' incorporat ion similaire après la période de  chasse 

dé t ru i t  l 'hypothèse selon laquelle les zones apicales seraient t r ès  act ives e t  en  

échange constant avec le mil ieu extér ieur.  Si te l  é ta i t  le cas, la radioact iv i té 

incorporée, lo rs  du marquage b re f ,  part icul ièrement dans le I l la, devra i t  

décroî t re au  cours de  la chasse, lo rs  des échanges se produisant  avec les 

nouveaux polypeptides Il la  f ro ids  synthétisés, ce qui ne se p rodu i t  pas. 

Ces résul tats o n t  été confirmés pa r  un au t re  t y p e  d'expérience impliquant 

le mutant  H2 t s  112. - 



28K, 
Pvi - 

PVI I 1' 

Figure 17 : Mise en évidence des derniers polypeptides incorporés dans les 

IM d1H2 ts 112. - 

Ligne P : prélèvement après le marquage bref  

Ligne C : prélèvement après la chasse 

V : virus Ad2 WT marqueur (14~- formiate )  



2- Evolut ion des polypeptides marqués des part icules de I'H2 t s  112, 

lo rs  du blocage à la cycloheximide e t  des var ia t ion de 

température 

Les cellules infectées pa r  H2 t s  112 16 h à 39.5O C sont - 
marquées à la 35~-méth ion ine  pendant 314 d 'heure à 33O C ; après ce marquage, 

les biosynthèses protéiques sont in hibées p a r  l 'addit ion de cycloheximide à la 

même température. Des prélèvements sont effectués après le marquage e t  à 1 e t  

2 heures de chasse en présence de cycloheximide à la même température (Cf .  

Tableau 3C). Les populations dl lM e t  de  v i r u s  sont analysées s u r  gel  de 

polyacry lamide-SDS. 

Après le marquage, les f ract ions récoltées lo rs  de  la pur i f icat ion à d : 

1,345 ne  révèlent  aucune incorporation (Cf .  Fig. 18A,B, L igne a ) .  Ceci est 

normal, dans la mesure où à peu près 40 mn sont nécessaires pour  maturer un 

lhil en v i r u s  à 37O C (à 33O C, le cyc le  est 2,s fois p lus  long qu'à 39.5' C) .  

Après une heure de chasse à 33O C, on visualise les premiers v i r ions 

formés (Cf .  Fig. 18C, l igne c )  à p a r t i r  des intermédiaires f ro ids  assemblés à 

39O C e t  avec le matériel radioacti f  synthét isé lors du marquage à 33' C. Les 

bandes les p lus  intenses sont celles du I l l a ,  du pVI ,  V11, p V l l l  e t  également 

d u  V-50 K.  Cette répar t i t ion des polypeptides radioacti fs res te  semblable su r  

I 'autoradiographie des part icules de  d : 1,34 obtenues après la 2e heure de  

chasse (C f .  Fig. 188, l igne e) . Cependant le cl ivage p V l  l --, V I  I s'est alors 

p rodu i t  e t  l'espèce 50 K a disparu. Les jeunes v i r ions représentant  la majorité 

de  la populat ion après une heure de  chasse on t  donc évolués en  v i r ions 

matures. 

Les part icules IM présentent  un marquage beaucoup p lus  intense, 

compréhensible étant  donné leur  accumulation à 39.5O C (Cf .  Fig. 18A, lignes 

b,d,fl. 

Immédiatement après le marquage [Cf .  Fig. 18, l igne b )  , les polypeptides 

les p lus  marqués radioactivement sont  le Il la, le 50 K,  le pV1, le p V l  Il e t  le 

pVI I .  Après une  heure de  chasse, nous observons une  amplification du 

marquage (Cf.  Fig.  18, l igne d). Mais après deux heures de  chasse, beaucoup 

de  v ieux IM ayant  déjà évolués en v i r ions,  e t  la synthèse de nouveaux IM étant 

inhibée, on observe une décroissance générale de la radioactivi té. 

D- Mise en évidence de I ' i n c o r ~ o r a t i o n  di f férent ie l le de la radioact iv i té 

dans les deux espèces dl lM de  H2 t s  107 

Le mutant  thermosensible H2 t s  107 ne peu t  assembler de part icule à - 
température res t r ic t ive .  Néanmoins, le passage à la température permissive 
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Figure 18 : Incorporat ion de  la 35~-méth ion ine dans les populations de  H2 t s  
112 après un marquage b r e f  à température permissive su iv i  d'un 
blocage des biosynthèses protéiques à température permissive. 

A : révélat ion après 16 h d'impression 
B : révélat ion après 3 jours  d t i m p r w i o n  
l igne V : v i r u s  Ad2 WT marqueur ( C-formiate) 

l ignes a, c, e : populat ion des v i r u s  (d : 1.34) récoltés après le  
marquage (a) ,  1 heure de  chasse (C) ,  2 heures de chasse (e)  

l ignes b, d, f : populat ion d t l M  ( d  : 1.29) récoltés après le 
marquage ( b ) ,  1 heure de  chasse ( d ) ,  2 heures de  chasse ( f ) .  





d'une cul ture cellulaire infectée par ce mutant à 39O C pendant 16 h, autorise 

I'échafaudage de capsides à pa r t i r  des antigènes solubles accumulés à 39.5O C. 

Après ce changement de température, deux types de particules de d : 

1,285 e t  de d : 1,295 peuvent être séparés sur  gradient de CsCI. Leur composi- 

tion polypeptidique e t  leur morphologie en microscopie électronique les rappro- 

chent des particules vides isolées lors d u  déroulement du cycle de l'adénovirus 

sauvage e t  de nombreux mutants (EDVARDSSON e t  al., 1976 ; SUNDQUIST - e t  

al., 1973 ; D'HALLUIN e t  al., 1978a,b). - 
Cependant, l'existence d 'un polypeptide de migration électrophorétique de 

90 K différencie les capsides IM de H2 t s  107 de celles déjà isolées. 

Nous pensions que des cellules infectées par  H2 - t s  107, à 33O C, pendant 

48 h, puis  marquées à la 3 5 ~  Meth à cette même température, pendant 3 h, 

avant la chasse de la cu l ture en présence d'un excès de méthionine froide, 

permettrait de visualiser les derniers polypeptides marqués pénétrant dans les 

préparticules avant le blocage de nouveaux assemblages lors d u  passage à 

température restr ict ive (Cf. Tableau 3D). 

Les particules de d : 1,285 isolées lors de la chasse (Cf.  Fig. 19C, l igne 

c) possèdent un prof i l  où les polypeptides 11 ,  90 K, III, p V l l l  e t  p V l l  sont 

fortement marqués, alors que peu de 35~-méthionine est incorporée dans les 

polypeptides l l la  e t  50 K. La deuxième espèce, de d : 1,295 (Cf. Fig. 19, 

lignes a,b), montre un pro f i l  radioactif ne di f férant de la première que pa r  

l'augmentation t rès forte de l ' incorporation de 35~-méthionine dans les poly- 

peptides Il la, 50 K, pV1. Nous avons vér i f ié 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, l'examen de l'incorporation dans chaque 

espèce var iai t  pendant ce même temps. 

En effet, on observait d'abord une diminution de l'incorporation dans les 

IM de d : 1,285 e t  que parallèlement elle augmentait dans les particules de d : 

1,295 ; avant de diminuer également au pro f i t  de la population v i rus  mature ( d  

: 1,34). 

Ces résultats suggèrent une évolution à 39.S0 C entre les différents types 

de part icules de H2 - ts  107 déjà assemblées à 33O C. La variation de I1incorpo- 

ration observée tend à exprimer une évolution entre les espèces allant des IM 

1,285- aux IM 1,295 e t  aux v i rus  1,34. La conséquence de cette évolution se 

t radui t  au niveau des polypeptides marqués (Cf. Fig. 19, lignes a,b,c) par  

l 'arr ivée tardive des polypeptides Il la, 50 K, pV I  e t  pVI  I 1. 

Les di f férents types d'approches utilisées dans cette étude nous permettent 

de déterminer une arrivée tardive des protéines des zones apicales e t  particu- 

lièrement du polypeptide l l l a  dans les particules, ainsi que des protéines per- 

mettant la stabilisation de la capside 50 K, pVI, pVI  Il. Le travai l  su r  I'assem- 
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Figure 19 : IM  d'H2 ts 107 purif iés après passage de  la culture de 33 à - 
39.s0 C. 

lignes a ,  b : particules de d : 1,295 

ligne c : particules de d : 1,285 

ligne V : v i rus  AdZWT marqueur (14c-forrniate) 





blage nous a amené à t ravai l ler  avec le mutant HZ - t s  107 qui nous est rapide- 

ment apparu extrêmement intéressant par  son incapacité à former aucun préas- 

semblage à température rest r ic t ive e t  par  sa capacité à y synthét iser tous les 

polypeptides tardi fs.  Son phénotype suggérait une altération probable dans une 

protéine d'échafaudage intervenant dans les étapes t rès  précoces de Itassem- 

blage. Pour mieux comprendre ce phénomène, nous avons voulu caractériser le 

mutant HZ t s  107. - 

III- CARACTERISATION DE L'H2 t s  107. ROLES DE LA PROTEINE 

D'ECHAFAUDAGE 1 OOK 

A- Première caractérisation 

1 - Complémentation 

L'indice de complémentation ent re  deux mutants est déf in i  pa r  le 

rappor t  ent re  le taux d'expression virale dans des cellules coinfectées avec ces 

deux mutants thermosensibles à température rest r ic t ive s u r  la somme de 

l'expression de chacun des mutants, lors  de la monoinfection des cellules : 

Expression ( tsX + tsY) 

Expression ( tsX)  + Expression ( tsY)  

3n considère que deux mutants se complémentent lorsque le rappor t  C I  est 

supérieur à 10. 

Pour déterminer grossièrement la zone affectée de H2 - t s  107, nous avons 

réalisé des tests de complémentation ent re  ce mutant e t  d'autres mutants ther-  

mosensibles déjà caractérisés. Nous avons choisi H5 - ts  125 représentat i f  de la 

zone E2A (FROST and WILLIAMS, 1978) ; H5 t s  1 (ARRAND, 1978) e t  H2 - t s  118 

(D'HALLU I N e t  al., 1982), dont les mutations ont  été localisées dans le gène de 

la 100 K ; H2 - t s  121 muté dans la région L3, dans le gène de Ithexon. 

Le tableau 5 résume les résul tats que nous avons obtenus. H2 - t s  107 est 

complémenté par  H2 - t s  121 e t  H5 - t s  125 ; mais aucune complémentation ne 

s'effectue avec H2 - t s  1 18 e t  H5 t s  1 . - 
La mutation de H5 - t s  1 a été localisée ent re  70 e t  73 UG, s u r  le gène de la 

protéine tard ive non structurale 100 K. 

Ce résul tat  nous a amené à tester l'hypothèse selon laquelle H2 t s  107 était  

affecté su r  les étapes connues du cycle ly t ique impliquant la 100 K ,  soit la 

trimérisation ou le t ranspor t  de I'hexon. 



2- Trimérisation de I'hexon e t  son t ranspor t  du cytoplasme au 

noyau 

L'analyse en immunoélectrophorèse bidimensionnel le des antigènes 

solubles de H2 - t s  107, synthétisés à température permissive (Cf .  Fig. 20a) e t  

res t r i c t i ve  (Cf.  Fig. 20b) révèle des prof i ls  antigéniques normaux. La for te  

accumulation d'antigènes solubles, sur tout  des zones apicales, observée à 39. S0 

C, s'explique pa r  le fa i t  qu'aucun assemblage ne se p rodu i t  à cette 

température. 

L 'u l t racentr i fugat ion en grad ient  de saccharose d 'ext ra i ts  de cellules in- 

fectées à température res t r i c t i ve  pa r  I'H2 - t s  107 et  l'analyse des f ract ions 

récoltées en gel de polyacrylamide-SDS montrent que H2 - t s  107 assemble à 39.S0 

C des hexons tr imériques qui sédimentent à 12 S (Cf.  Fig. 20 C). H2 - t s  107 

n'est donc pas affecté dans la fonction de tr imérisation de I'hexon où, comme 

nous l 'avons vu,  la 100 K joue u n  rôle important. 

Notre deuxième approche fut de vér i f i e r  si  I'H2 - ts  107 pouvait ê t re  affecté 

dans le t ranspor t  de  I 'hexon ent re  le cytoplasme e t  le noyau. Pour cela, nous 

avons infecté des ceilules HeLa à température res t r i c t i ve  par  d i f férents  mutants 

affectés s u r  I 'hexon (H2 t s  121 ) ; la 100 K (H2 t s  11 8, H5 t s  1, H2 t s  107) e t  - - - 
par Ad2 WT. 

Nous avons révélé les hexons synthétisés dans ces cul tures pa r  un sérum 

anti-hexon de lapin, pu is  ajouté un deuxième sérum ant i  IgG de lapin l ié à la 

fluorescéine. La localisation de  la fluorescence au sein des cellules visualisée au 

microscope, étai t  le ref let d e  la localisation des hexons (Cf.  Fig. 21, l ignes 

a,b,c,d). Les cellules infectées p a r  le mutant hexon(-) H2 - ts  121, ne pré- 

sentaient, comme les cellules non infectées, aucune fluorescence. Notre sérum 

étai t  donc spécifique de I'hexon. 

Les cellules infectées p a r  H5 - t s  1 n 'ont  révélé que quelques points de 

fluorescence t rès faible autour  du noyau car  no t re  sérum anti-hexon 

capsomérique ne réagi t  pas avec les monomères d'hexon. Ceci nous a permis de 

vér i f i e r  le rôle de  la 100 K dans la tr imérisation d e  I'hexon. En effet, H5 - t s  1 

est  affecté s u r  cette fonction (Cf. Fig. 21b). 

Le mutant H2 - t s  118 (Cf.  Fig. 21c) est  capable de t r imér iser ses hexons, 

cependant nous n'avons observé qu'une fluorescence nettement périnucléaire. 

Aucun hexon tr imère de H2 - t s  118 ne semble pouvoi r  pénétrer dans les noyaux 

des cellules infectées. Ceci permet de confirmer le rôle de la 100 K dans le 

t ranspor t  de I'hexon (TASSERON-DeJONC e t  al., 1979 ; GAMBKE and 

DEPPERT, 1981). La mutation de 11H2 - ts  118 fut localisée dans le gène de la 100 

K par  des expériences de recombinaison génétique (D'HALLUIN e t  al., 1982). 



Figure 20 : Mise en évidence des tr imères dlhexon chez le  mutant H2 t s  107. - 
a : immunoélectrophorese bidimensionnelle des antigènes solubles 

de  H2 t s  107 à température permissive 

b : immunoélectrophorese bidimensionnelle des antigènes solubles 
de  H2 t s  107 à température res t r i c t i ve  

pic 1 : hexon 
p ic  2 : base du penton 
p ic  3 : penton 
p ic  4 : l l l a  
p ic  5 : f i b re  

c : analyse pa r  électrophorèse, après séparation en grad ient  de  
saccharose, d'antigènes solubles de  H2 t s  107 à 39.5O C - 

piste 3,5 S : hexon monomère 
p is te  12 S : hexon t r imere 



Tableau 6 : Analyse par des endonucléases de restriction de 1 'ADN de recombinants intersérotypiques 

entre des mutants ts de Ad2 et Ad5 

Rccomb I nati t (b) D e s l g n a t l o n  BarnIl1 Illnd I I I  RnmtlI Sma 1 Sma 1 E c o R I  Sma 1 E c o R I  lllnd I I I  lltnd I I I  E c o R I  
29.7 4 1 . 7  4 2 . 8  54 5 5 . 9  59 .2  6 9  70 .7  7 9 . 6  8 0 . 4  8 9 . 6  

117 Cs 1 0 7  x 115 tfi 36 4 1 2 2 2 5  5  5 5  2 i 5 5  

6 2  2 5  S 2 2 2 5  5 s 5  
2 

# 3 2 5 5  2 2 2 5  5 2 2 2 

9 5  5  5 5 5  5  5  s 5  5 
5  SIC) 

9 7 2 2 2 5  5  2 5 2 5  5  5  ................................................................................................................. 
B a i  III Bam 111 Xho 1 Eco RI Xho 1 Xho 1 Eco RI EcoRI 

29.7 4 2 . 8  53 5 9 . 2  6 8 . 4  70 70 .7  8 9 . 6  
............................................................................................................... 

Tableau 6 

'-4 

(b) Les nombres 2 et 5 apparaissant dans le tableau indiquent une séquence d'Ad2 ou d'Ad5 à cet unique site de clivage 

(c) La composition de 1 'ADN de 05 est celle d'un révertant 



D'autres expériences, par  sauvetage de la mutation avec des fragments d'ADN 

du v i r us  sauvage, ont  permis de préciser ent re  72,8 e t  75,8 UG la région 

rgiutée. 
r : f  ' 

Enfin, les cellules infectées par  H2 - ts 107 (Cf. Fig. 21d) présentaient une 

fluorescence répart ie dans la cellule entière, identique à celle observée lors de  

l ' infection avec le v i r us  sauvage (Cf. Fig. 21a). 

Ces expériences nous ont  permis de montrer que si H2 t s  107 n'est pas - 
complémenté par  les mutants affectés su r  le gène de la 100 K, son phénotype 

n'est pas non plus affecté dans les rôles connus de cette protéine. Avant 

d'envisager un nouveau rôle à la protéine majeure non s t ruc tura le  tardive, nous 

avons précisé la mutation de H2 - t s  107 par  différentes techniques génétiques. 

B- Caractérisation génétique de la mutation de H2 t s  107 

1 - Recombinaison 

Nous avons coinfecté des cellules par  H2 ts  107 e t  H5 ts  1, - - 
pendant 96 h à 33O C. La fréquence de recombinaison des mutants a été calculée 

par comptage du nombre de plages virales formées lors d 'un deuxième cycle 

infectieux (réalisé avec les lysats cellulaires récoltés à la fin du premier cycle) 

à 33O C d'une p a r t  e t  à 39O C d 'autre part.  

Nous avons obtenu par  cette technique une fréquence de recombinaison de 

3  à 4.10-~ ent re  H5 - t s  1 e t  HZ - t s  107. Ce taux est t rès  faible, pa r  rappor t  aux 

fréquences couramment obtenues ent re  des mutants affectés su r  des régions 

éloignées l 'une de l 'autre (HASSEL and WEBER, 1978). 

Néanmoins, le fa i t  qu'aucune complémentation ne soit possible entre les 

deux mutants d'une par t ,  e t  que leur  fréquence de recombinaison soit t r ès  

faible d 'autre par t ,  pourra i t  suggérer l'existence de d i f férents  domaines 

fonctionnels su r  le gène de la 100 K, les mutations de H5 - t s  1 e t  H2 - ts 107 

étant dès lors représentat ive de deux domaines. Un tel résul tat  s'accorderait 

avec ceux de OOSTEROM-DRAGON and GINSBERG (1981 ) , qui obt inrent  des 

polypeptides 100 K , hybr ides ent re  Ad5 e t  Ad2, fonctionnels. 

D'autres recombinants entre HZ - t s  107 d'une pa r t  e t  H5 - t s  36 (défectif 

dans la synthèse de l 'ADN) ou H5 - t s  58 (défect i f  dans l'expression d u  

polypeptide Il la )  d 'autre pa r t  fu ren t  réalisés dans le laboratoire. 

L'ADN de ces recombinants fut analysé par  digestion avec des 

endonucléases de restr ict ion. Le tableau 6 résume la position des séquences 

spécifiques d'Ad2 e t  d'Ad5 dans ces recombinants. 

L'analyse de ces résultats permit de déterminer la position de la mutation 

de H2 - t s  107 ent re  les coordonnées 68 e t  70,7 UG, soit dans une zone 

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



Tableau 7 : Sauvetage de la mutation de H2 ts  107 

par  des fragments de l'ADN d'Ad2 WT 

Nature de l'ADN Localisation su r  le 

cotransfecté avec génome virale (en UG) 

le complexe ADN-TP H2 - ts 107 

Nombre de plages/ 

boite de pé t r i  à 

39.5O C 

Plasmide 

Fraarnent de restr ict ion 

Hind l l l B  

Bs t  E I I B  

pVM 508lBg1 I l /H ind  III 

pVM 5081Bst El l ,  Kpn I 

Controle simple transfection 

ADN d'Ad2 CVT 

pVM 504 

H2 t s  107 

ce1 Iules non infectées 



Figure 21 : Localisation des hexons capsomériques dans des cellules 

infectées. 

a : par Ad2 WT 

b : par H5 ts 1 - 
c : par H2 ts 118 - 
d : par H2 ts 107 - 



2- Sauvetage de la mutation pa r  des fragments d'ADN de  

l 'adénovirus sauvaae 

La recombinaison du complexe ADN-TP d1H2 - t s  107 CO-transfecté 

par  précip i tat ion au phosphate de  calcium avec des fragments d'ADN de  

di f férentes régions d u  génome d u  v i r u s  sauvage, permet o u  non le sauvetage de 

la mutation. Le résu l ta t  est visual isé pa r  la formation de  plages de lyse de  

v i r u s  recombinants de type  sauvage. 

Nous avons u t i l i sé  cette méthode pour  préciser la localisation de  la mutation 

de H2 - t s  107. Nous nous sommes serv is  soi t  de fragments d 'adénovirus sauvage 

pur i f i és  su r  ge l  d'agarose e t  élués, soit  de  plasmides pBR 322 ayant intégrés 

des zones précises du génome v i r a l  sauvage. Les séquences insérées dans les 

d i f férents  plasmides qui on t  été réalisés dans le laboratoire, a insi  que les 

résul tats qu ' i l s  nous on t  permis d 'obten i r  sont détail lés dans le Tableau 7. 

La localisation de  la mutation de  H2 - t s  107 a été précisé p a r  cet te méthode ent re  

69 e t  69,9 UG, soit  su r  un fragment de  300 nucléotides. 

Nous avons alors séquencé cet te région p a r  la méthode de terminaison des 

chaînes en u t i l i san t  le phage M l3  comme vecteur.  

3- Séquençage p a r  la méthode "des dideoxy" 

Les techniques de clonage dans M l 3  f u r e n t  développées p a r  

MESSING (1983). Nous avons u t i l i sé  cette méthode car elle nous permettait  de 

préparer  facilement de  grandes quant i tés  d 'ADN simple brin. 

Nous avons d igéré par  l'enzyme de rest r ic t ion - Sau 3A, le fragment pur i f ié  

d'ADN d1H2 - t s  107 66,s - 70,3 UG (Sac - I - - Xho 1 ) .  Les quatres fragments 

d'ADN obtenus (680, 287, 180 e t  180 paires de bases) f u r e n t  clonés dans les 

vecteurs mp18 e t  mp19 (EGGERDING and PIERCE, 1983). 

Dans le fragment Sac 1-Sau 3A de  287 paires de bases, nous avons t rouvé - - 
aux deux  positions 25082 e t  25083 un changement de  deux nucléotides. De cet te 

modification résu l te  un codon GCA remplaçant le codon GAC du type  sauvage. 

Ceci entraîne le changement de  l'acide aminé acide aspart ique en alanine. La 

mutation de H2 t s  107 se s i tue au  niveau du 324e acide aminé à p a r t i r  de  - 
l'extrémité N-ter, de  la 100 K.  

Cette modification n'a pu ê t re  provoquée pa r  le t ra i tement à I'acide n i t reux  

qu i  permit  d 'obtenir  ce mutant (MARTIN e t  al., 1978). 1 1  s 'agit  probablement 

d'un mutant  spontané sélectionné dans le système de  clonage e t  l ' invers ion 

apparue des deux nucléotides représenterai t  deux mutations pa r  t ransversion 

sur  le même codon. 



4- Conclusions 

Nous avons déterminé que le mutant d'assemblage H2 t s  107 est  - 
affecté s u r  le gène de  la 100 K. Cependant, son phénotype est normal pour  les 

rôles jusqutalors connus de  la 100 K (CEPKO and SHARP, 1982 ; 

OOSTEROM-DRAGON and GINSBERG, 1981 ; GAMBKE and DEPPERT, 1981a,b ; 

GAMBKE and DEPPERT, 1983). 

Le cycle de H2 - t s  107 se déroule à 39.5O C jusqu'à un stade p lus  t a r d i f  

que les autres mutants s u r  le même gène. Le blocage de son information se 

réalise au  niveau de I1assemblage de prest ruc ture .  Ceci implique un rô le  

probable de  la 100 K à ce niveau. Ce rôle étai t  déjà soupconné, ca r  la 100 K 

est re t rouvée associée aux  jeunes v i r ions  (EDVARDSSON e t  al., 1976). 

Nous avions remarqué q u e  les part icules immatures de  H2 - t s  107 possèdent 

une protéine de  90 K qui n'existe pas dans les IM d'adénovirus sauvage isolés 

dans les mêmes conditions. Or ,  CEPKO e t  al. (1981) coprécipitaient avec un 

sérum monoclonal anti-hexon de  I1hexon e t  un doublet 100 K - 95 K. Nous avons 

voulu déterminer si  la 90 K des 1M de H2 - t s  107 éta i t  apparentée à la 100 K 

codée p a r  la région L4 du génome v i ra l .  

C- Communautés en t re  la 100 K e t  la 90 K 

1 - Communautés s t ruc tura les  

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

avons marqué à 3 2 ~ - ~ 3 ~ 0 4  une  cu l tu re  cel lulaire infectée pa r  HZ - t s  107. Les 

part icules IM pur i f iées e t  analysées en ge l  de polyacrylamide SDS, pu i s  

autoradiographiées (Cf.  Fig. 228, l igne e) possèdent un doublet 100 K - 90 K 

marqué au  3 2 ~ .  

Nous avons préc ip i té  ces intermédiaires après leur  r u p t u r e  a u  

déoxycholate de  sodium pa r  un sérum non immun (Cf .  Fig. 228, l igne f )  e t  p a r  

un sérum polyclonal anti-100 K (Cf .  Fig. 228, l igne g ) ,  que le professeur 

DEPPERT nous ava i t  gentiment donné. On observe s u r  cet te  f igure que  le sérum 

anti-100 K permet la précip i tat ion d'un doublet 100 K - 90 K. Ceci suggère so i t  

que la 100 K e t  la 90 K restent  associées pa r  voisinage après la désintégrat ion 

au  DOC, soit  qu'il existe des parentés antigéniques e t  conformationnelles en t re  

ces deux protéines. Deux aut res peptides de 28 e t  32 K sont précip i tés à la fois 

pa r  les séra anti-100 K e t  pa r  le sérum non immun. I l s  ne sont probablement 

pas apparentés à la 100 K. 

II es t  possible de déterminer pa r  incorporat ion de  14c-acétate si u n e  

protéine est  N-acétylée (BOUDIN e t  al., 1983). Nous avons infecté une cu l t u re  



Figure 22 : Analyse des protéines des IM d1H2 t s  107 après phosphorylat ion - 
ou N-acétylation . 
B. V : v i r u s  Ad2 WT marqueur (14~- fo r rn ia te )  

e : IM $HZ t s  107 pur i f iés  après marquage 
au P -7 PO4 

f : IM dfH2 t s  3 07 de (e) après précipi tat ion par  un sérum 
non immun 

g : IM d1H2 t s  107 de (e) après précipi tat ion p a r  un sérum 
po lyc lona Ïan t i  100 K 

C. V : v i r u s  Ad2 WT marqueur (14c-formiate) 
h, i, j ,  k : IM d'HZ t s  107 après N-acétylation au 14c- 
acétate. Après 16 h de marquage à 39.5O ( h )  , 2 heures de 
chasse à 33O C ( i ) ,  4 h de chasse à 33O C ( j ) ,  6 h de 
chasse à 33O C ( k )  . 



de cellules pa r  H2 - t s  107 pendant 16 heures à 39.5O C dans un milieu contenant 

du 'OC-acétate. Nous avons ensuite chassé cet te cu l tu re  à 33O C pendant O, 2, 

4 e t  6 heures. Les intermédiaires d'assemblage f u ren t  pur i f iés,  e t  les 

polypeptides v i r aux  soumis à une  électrophorèse s u r  gel  d'acrylamide e t  

autoradiographiés. Le p ro f i l  de  la Fig. 22C montre l 'évolut ion de l ' incorporat ion 

du 'OC-acétate au  cours d e  la chasse. On observe que la radioact iv i té dans la 

100 K N-acétylée augmente au cours de  la chasse ; mais aucune bande de  90 K 

n'apparaît su r  Ilautoradioagraphie. Le polypept ide 90 K ne possède pas son 

extrémité N-acétylée. 

Par la méthode de CLEVELAND e t  al. (1977), nous avons cherché à déter-  

miner s i  100 K e t  90 K possédaient des peptides communs. Après séparation en 

gel  de  polyacrylamide-SDS, les bandes correspondantes aux  protéines 100 K e t  

90 K sont  excisées pu is  digérées p a r  la protéase V8 de  Staphylococcus aureus à 

d i f férentes concentrations. Le p ro f i l  de migrat ion des peptides marqués à la 

3 5 ~ -  méthionine (Cf.  Fig. 23A) est  identique pour  la majorité des especes. 

Néanmoins, la sensibi l i té d e  la 90 K à la protéase est  beaucoup p lus  grande. 

Le diagramme des peptides phosphorylés (Cf .  Fig. 23B) révèle à la fois 

pour  la 100 K e t  la 90 K, une  espèce majeure de  45 K. Toutefois, on observe 

des var iat ions en t re  certa ins peptides de faible masse moléculaire. 

Ces résul tats conf i rment la parenté s t ruc tu ra le  existante en t re  la 100 K e t  

la 90 K .  Le fa i t  que la 90 K ne soi t  pas N-acétylée suggère fortement qu'e l le 

résul te du cl ivage de la par t ie  N-ter de la 100 K. Néanmoins, nous avons 

vér i f i é  que  la mutation de H2 - t s  107 ne  crée pas de  s i te de  cl ivage protéo ly t ique 

du t y p e  Gly-Ala reconnaissable p a r  une enzyme " t ryps ine  l ike" comme la 

protéase virale. En effet,  le changement que nous avons observé chez H2 - t s  107 

transforme une séquence Ala-Asp en Ala-Ala. 

II est  possible que le cl ivage de  la 100 K à son extrémité N-ter soit  un 

événement se produisant  également chez le v i r u s  sauvage, dans certaines 

conditions. La 90 K, éliminée dans le v i r u s  sauvage, subsisterai t  dans les 

part icules du mutant. 

2- Communautés immunoloaiaues 

Plusieurs lapins on t  été immunisés avec les polypeptides 100 K ou 

le 90 K. Les sérums obtenus f u ren t  appelés an t i  100 K N, an t i  100 K CLJ e t  an t i  

90 K. 

Après dissociation a u  déoxycholate de  sodium, les intermédiaires de  

maturat ion de H2 - t s  107, d'adénovirus sauvage, e t  les protéines v i ra les sont  

séparés pa r  électrophorèse en ge l  de  polyacrylamide-SDS, pu is  t ransférés 
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Figure 23 : Migrat ion en gel d'acrylamide des peptides de  la 90 K e t  de la 
100 K obtenus après leu r  digestion à la protéase V8 de 
Staphylococcus aureus. 

A. marquage à la 35~-méth ion ine 14 l igne V : v i r u s  marqueur Ad2 WT ( C-formiate) 
l ignes a, b, c, d : digest ion de  la 90 K pa r  des 

concentrat ions croissantes de la protéase V8 
l ignes e, f, g, h : digest ion de  la 100 K p a r  des 

concentrat ions croissantes de la protéase V8 

B. marquage au 3 2 ~  - H3P0 
l igne V : v i r u s  marqueur4' 4 ~ - f o r m i a t e  
i, j, k, I : digestion de  la 90 K pa r  des concentrat ions 

croissantes de  la protéase V8 
m, n, O, p : digestion de  la 100 K pa r  des concentrat ions 

croissantes de  la protéase V8 
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Figure 24 : Précipitation après dissociation au déoxycholate de  sodium des IM 

d1H2 ts 107 e t  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 



électriquement su r  une membrane de n i t ra te  de cellulose ; enfin, i l s  sont 

analysés avec nos d i f férents  sera (Cf. Fig. 24A, B, C). Nous avons révélé 

les immunoprécipités par  la protéine A de Staphylococcus aureus marquée à If 
12S1 

Notre sérum ant i  100 K W révèle le doublet 100 - 90 K ainsi que I'hexon 

(Cf.  Fig. 24C : l igne a, Ad2 WT ; ligne b, H2 - t s  107). 

Le p ro f i l  est comparable à celui que nous avions obtenu avec le sérum 

anti-100 K du Pr. DEPPERT. Cependant, une bande de  70 K dans les IM de H2 

t s  107 est également révélée e t  correspond probablement à un produ i t  de cli- - 
vage. Notre sérum anti-90 K nous a apporté le même résultat,  néanmoins, 

I 'hexon y est  beaucoup moins v is ib le (Cf.  Fig. 24B a, b )  . 
Par contre le sérum appelé an t i  100 K N (Cf .  Fig. 24A a, b )  ne révèle pas 

la 90 K mais une faible bande de 13,5 K coprécipitée avec la 100 K à la fois 

dans les IM de H2 t s  107 ( b )  e t  dans les v i r u s  de Ad2 WT (a).  Par ail leurs, u n  - 
ext ra i t  de cellules infectées pa r  HZ - ts  107, marquées au 14~-acétate ,  t ra i té  

comme précédemment, pu is  incubé avec le sérum anti-100 K N e t  révélé à la 

peroxydase indique la même bande de 13,5 K à la fois en coloration e t  en 

autoradiographie. Le sérum ant i  100 K N révèle spécifiquement la par t ie  

N-acétylée de  la 100 K, cl ivée dans la 90 K. 

Le fa i t  que le polypeptide 13,s K soit à la fois re t rouvé chez l 'Ad2 WT e t  

H2 - t s  107 indique que le cl ivage est  également réalisé chez le v i r u s  sauvage. 

D- l m ~ o r t a n c e  de la 100 K e t  de la 90 K dans I'échafaudaae des 

part icules 

1- A f f in i té  de  la 100 K pour  les tr imères d'hexons 

L'expression de H2 - t s  107 à 39.S°C est  bloquée lo rs  de  

l'échafaudage des capsides. Ceci implique un rôle de la 100 K dans ce 

mécanisme. Elle possède donc vraisemblablement un si te d 'a f f in i té  ou de liaison 

pou r  I thexon trimérique. 

Pour mettre en évidence cette aff ini té, nous avons ut i l isé des colonnes 

d 'a f f in i té  hexon-sépharose. Les capsomères d'hexons pur i f iés  (BOULANGER and 

PUVION, 1974) on t  été l iés au sépharose préalablement activé au bromure de 

cyanogène. 

Une colonne "témoin" consistait en la dénaturat ion dans le SDS à 100° C 

pendant 5 mn d'hexon sépharose. Nous avons vér i f i é  llI'étatt' des hexons 

capsomériques dans les deux colonnes (matures e t  dénaturés) en 

chromatographiant un antisérum anti-hexon capsomérique de lapin. Le p ro f i l  



d'élut ion obtenu en fonction de la concentration en sels, indique que  la colonne 

hexon na t i f  - sépharose est  capable de retenir  à 100 % les anticorps spécifiques 

des trimères. S u r  la colonne hexon sépharose dénaturé au SDS, 72 % des 

ant icorps sont exclus, la dénaturat ion des antigènes n'a donc pas été totale. 

Nous avons préparé pou r  les deux chromatographies des antigènes solubles 

marqués à la 3 5 ~ - ~ e t ,  à p a r t i r  de cellules infectées à 39.S0 C p a r  le mutant 

hexon(-) H2 t s  121. Ce mutant a été choisi pour  év i ter  des interactions 

possibles ent re  la 100 K e t  des hexons solubles. La f igu re  25 montre les prof i ls  

d'élut ion obtenus : en A avec la colonne nat ive e t  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 s t ructura le  100 K 

n'est  éluée de la colonne qu'à haute force ionique (0,8 M KCI + 5 M urée)  (Cf.  

Fig . 25A, d )  . 
La f ixat ion t r ès  for te  de la 100 K su r  les hexons capsomériques de la 

colonne nat ive implique l 'existence d'un site de  liaison ent re  ces protéines e t  

par  conséquent un rôle d i r ec t  de la protéine ta rd ive  non s t ructura le  majeure 

dans l'assemblage des hexons tr imériques en capsides. 

Nous avons voulu  déterminer la localisation respective des polypeptides 100 

K e t  90 K au sein des IM de  H2 t s  107. - 

2- Topographie de  la 90 K e t  de la 100 K dans les IM d1H2 t s  107 

La r u p t u r e  de  part icules vides au  DOC à 56O C (BOULANGER e t  

al., 1979), about i t  aux s t ruc tu res  : groupes d e  9 hexons e t  protéines de  - 
l'apex, séparables en grad ient  de glycérol  . 

Nous avons analysé ces fract ions dans les 1M de H2 - t s  107 ayant incorporé 

du 3 2 ~ - ~ 3 ~ 0 4 .  L'autoradiogramme indique que la 90 K est  associée aux  groupes 

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

Paral lèlement, la précipi tat ion p a r  des immunséra (anti-hexon , ant i  base, 

an t i - l l l a  e t  an t i - l x )  de part icules '*P-IM de H2 - t s  107 traitées au DOC (Cf.  

Fig. 26) révèle en (a) avec le sérum non immun un doublet 28-32 K, en ( b )  e t  

(c )  avec respectivement les séra anti-hexon e t  anti- l  X une coprécipitat ion 

hexon-90 K e t  lx-90 K ; 

Enfin, en (c )  e t  ( d )  avec respectivement les séra anti-base du penton e t  

anti-'1 l la une  coprécipitat ion du penton base-100 K e t  l lla-100 K. 

La 90 K est associée aux  protéines II et  I X  représentatives des groupes de  

9 hexons, alors que  la 100 K coprécipite avec le l l l a  ou la base du penton e t  

semble donc êt re  localisée au  niveau des zones apicales. 

Cette association va dans le sens de l 'hypothèse d'un échafaudage des 
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Figure 25 : 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 KC1 

ligne c : élution 0,8 M KCI 

ligne d : élution 0,8 M KCI + 5 M urée 
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Figure 26 : Précipitat ion des protéines phosphorylées des IM de 11H2 t s  107 - 
après dissociation au déoxycholate de  sodium pa r  d i f fé ren ts  

séra 

14  V : v i r u s  Ad2 WT ( C formiate) marqueur 

a : précip i tat ion avec un sérum non immun 

b : précip i tat ion avec un sérum an t i  hexon 

c : précip i tat ion avec un sérum ant i  base 

d : précip i tat ion avec un sérum an t i  l l l a  

e : précip i tat ion avec un sérum ant i  1X 



Tableau 8 : Analyse des autoradiographies des fract ions 

d'Ad2 WT chrornatographiées s u r  colonne de novobiocine sépharose 

% d' incorporation dans le polypeptide 

Fractions ..................................... rappor t  100K / l l 
1 1  1 0 0 K  1 1 1  72-75K 66-12K 

ïer cycle ( c l  

p ic  exclu 

élut ion novobiocine 

éiution ATP+M~++ 

élut ion 0,8 M KCI 

élution NaCI-Urée 

2ème cycle ( c l  

p ic exclu 

él ut ion novobiocine 

élut ion ATP+M~++ 

a : Le doublet 72-75 K correspond à la forme phosphorylée e t  non 

phosphorylée de la 72 K DBP 

b : Les ch i f f res  correspondent à l'ensemble des bandes ayant migré lors de 

I'électrophorése ent re  le l l la (66 K )  e t  le IX (12 K )  . 
++ 

c : les fract ions éluées avec le tampon novobiocine e t  ATP-Mg on t  été 

réunies, dialysées e t  rechromatographiées sur  la même colonne novobiocine 

sép ha rose. 

d : non détectable 



capsides à p a r t i r  d'une copolymérisation 100 K, hexon, penton, suivie de la 

maturation par  cl ivage de  la 100 K en 90 K e t  13 K. L'existence d'une 90 K, 

liée aux groupes de 9 hexons suggère que ces groupes de 9 hexons, c'est-à- 

d i r e  les faces de I'icosaèdre, sont constitués de matériel p lus  ancien que les 

apex où se t rouve  la 100 K non clivée. Cela confirme les résul tats de  cinétique 

de marquage des part icules vi raies précédemment montrés . 

E- In tervent ion de la 100 K dans I'encapsidation de l 'ADN 

La novobiocine ( inh ib i teur  des gyrases e t  topoisomérases) inh ibe 

l ' ini t iat ion de la répl icat ion de l 'ADN v i ra l  e t  son encapsidation (D'HALLUIN e t  - 
al., 1980). - 

Nous voulions ident i f ie r  les protéines v i ra les impliquées dans cet te étape de  

l'assemblage grâce à l'action de la novobiocine. Nous avons chromatographié 

t ro is  types d 'ext ra i ts  marqués à la 35~-méth ion ine su r  des colonnes 

novobiocine-sépharose, pour  essayer d ' ident i f ier  des p rodu i ts  v i r a u x  ayant une 

af f in i té  pour  la novobiocine. 

Notre témoin étai t  u n  ex t ra i t  cel lulaire non infecté (Cf. Fig. 27A). 98 % du 

matériel injecté s u r  la colonne ( l igne a) a été re t rouvé dans le p i c  exclu ( l igne 

b) .  Néanmoins, des traces d'actine (42 K)  on t  été éluées en haute force ionique 

et  en urée 5 M (l ignes e, f ) .  Cette élut ion en haute force ionique résul te 

davantage d'une adsorption non spécifique s u r  la colonne. 

Le lysat  de  cellules infectées pa r  Ad2 W T  (Fig. 278) présente un p ro f i l  

p lus  complexe. Une grande part ie du matériel es t  à nouveau éliminée dans le p i c  

exclu ( l igne b) ; cependant, p lusieurs espèces sont maintenant éluées : en ( c )  

avec de  la novobiocine, e t  en  ( d )  avec de I 'ATP e t  du magnesium. 

Ces espèces éluées sont déplacées beaucoup p lus  spécifiquement e t  

réellement attachées à la colonne pa r  a f f in i té  p a r  rappor t  aux éluats obtenus à 

haute force ionique (KCI  0, 8 M) (e)  e t  en urée 5 Ni ( f ) .  

Dans ces fract ions ayant une  af f in i té supérieure, on re t rouve les 

polypeptides I 1, l il, Il la, IV,  100 K e t  des traces de 72 K. 

L'analyse de Ifautoradiogramme a permis de  déterminer le pourcentage des 

d i f férents  polypeptides dans les di f férentes fract ions (C f .  Tableau 8 ) .  Les 

fract ions peptidiques obtenues en c e t  d ont  été mélangées e t  

rechromatographiées su r  la même colonne (Cf .  Fig. 27D). On observe que lo rs  

de cet te deuxième élution, la majorité des protéines câpsomériques I I I  , Il la, I V  

e t  une grande quant i té  d'hexons sont alors retrouvées dans le p ic  exc lu  (b ) .  

Par contre l 'élut ion spécifique pa r  la novobiocine permet celle ( c )  de la 100 

K e t  de I'hexon. Par rappor t  au premier cycle de chromatographie, 
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Figure 27 : Chromatographie d 'extrai ts de cellules infectées ou non sur  
colonne de novobiocine-sépharose 

A : cellules non infectées 
B : cellules infectées par  H2 Ad2 WT 
C : cellules infectées pa r  H2 t s  107 
D : deuxième chromatographie-des fract ions éluées en B (c,d) 

a : fract ion injectée 
b : p i c  exclu 
c : élut ion pa r  la novobioç/ne 
d : élut ion par  ATP + Mg 
e : élut ion pa r  0,8 M KCI 
f : élut ion par  0,8 M KCI + 5 M urée 

(b',  c', dl, el, f") correspondent à C (b ,  c, d ,  e, f )  après 
précipi tat ion par  un sérum an t i  90 K 



l 'enrichissement, dans cet te f rac t ion éluée pa r  la novobiocine, en polypept ide 

100 K pa r  rappor t  à l 'hexon passe de  0,86 à 1.92 (Cf .  Tableau 8). 

Dans ce cycle, aucune au t re  protéine n'a été éluée à haute force ionique. 

H2 t s  107 étant  muté dans le gène de la 100 K, nous avons vou lu  connaître - 
le comportement du couple 90 K-100 K. Nous avons alors réalisé la même 

chromatographie en in jectant  un ex t ra i t  de cellules infectées à 39.5O C pa r  HZ 

t s  107. - 
S u r  I1autoradiographie (Cf .  Fig.  27 C) ,  on constate qu'il n 'existe pas de  

var iat ion de comportement ent re  100 K e t  90 K. Ces deux polypeptides sont  

toujours coélués. 

Cependant si l'on compare le p ro f i l  d 'é lut ion obtenu avec H2 t s  107 e t  Ad2 - 
WT, on  constate que le doublet  100 K - 90 K n 'est  pas élué en  présence d e  

novobiocine (c )  seule, mais nécessite ATP e t  magnésium (d l .  

Ces résul tats suggèrent  une  af f in i té  indéniable de  la 100 K pou r  la 

novobiocine dif férente dans les mutants e t  le sauvage. Néanmoins, le mode 

d ' interact ion e t  la s igni f icat ion de  cette a f f in i té  res tent  à étudier. La 100 K 

agit-elle directement s u r  la novobiocine ou pa r  l ' intermédiaire d 'une proté ine 

cel lu la i re ? 

L 'a f f in i té  d i f férente  du doublet  100 K - 90 K de  H2 - t s  107 suggère une  

al térat ion globale de  la s t r uc tu re  de  ces polypeptides. 

Cependant la coélution 100 K - 90 K implique que  le domaine N-terminal 

n 'est  pas nécessaire à la l iaison à la novobiocine. 



D I S . C U S S I O N  - C O N C L U S I O N  



Cette étude sur  l'assemblage de  l 'adénovirus nous a permis de  mettre en 

évidence une séquence d'entrée des protéines dans les part icules virales. Nous 

avons pu préciser les fonctions de  deux classes de protéines non s t ructura les 

en fonction de leur cinétique d' incorporation. Par ail leurs, la protéine non 

structurale,  100 K, s'est révélée êt re  une protéine pluri fonctionnelle dans 

laquelle quat re  domaines peuvent ê t re  définis. 

Lors  de la phase ta rd ive  d u  cycle lyt ique, les protéines t radui tes dans le 

cytoplasme migrent ve rs  le noyau où se déroule le processus d'assemblage des 

capsides qui aboutira à la propagation du v i rus.  

L'analyse des sous-structures virales (apex, groupe de 9 hexons e t  

nucléoide), lors de nos expériences de  double marquage s u r  le v i r u s  sauvage en 

présence de cycloheximide , révèle l 'arrivée, récente, de matériel marqué récent 

au niveau des s t ructures apicales. Ce résul tat  es t  part icul ièrement v is ib le  s u r  la 

courbe c de la f igure 14 où les IM sont assemblés, après la levée du bloc 

cycloheximide, avec d u  matériel neu f  marqué à la 3H-vaiine. 

Grâce à l 'étude des polypeptides radioactifs après les doubles marquages 

d u  v i r u s  sauvage, ainsi qu 'aux résul tats obtenus avec H2 - t s  112 lors de  la 

double synchronisation de  son expression, nous avons pu faire une 

discrimination ent re  les d i f férents  polypeptides d 'une même sous-structure 

(apex, groupe de 9, nucléoide), ce qui nous a permis d 'établ i r  l eu r  cinétique 

d 'entrée dans la capside. 

Les pics de marquage ( 3 H - ~ a l )  récent et,  par  conséquent, incorporé 

tardivement dans les IM (Fig. 16e), se re t rouven t  dans les polypeptides 

Il la2-IV e t  pVI -pVI  I 1.  

L'autoradiographie des IM de H2 - ts  112 (Fig. 17, p )  a confirmé e t  a f f iné ce 

résultat.  En effet, les bandes majeures révélées étaient I l l a ,  50 K e t  pV I .  

Enfin, les cinétiques de marquage des IM d'H2 - t s  107 mettent en évidence que  

la populat ion de densité 1,285 est  antérieure dans le déroulement du cycle v i r a l  

à la population de d : 1,295 vers  laquelle elle évolue (Cf.  Tableau 4) ; o r  la 

f i gu re  19 indique une nette augmentation de l ' incorporation dzns les 

polypeptides I l la, 50 K , p V I  e t  28 K de la populat ion 1,295 par  rappor t  à celle 

de 1,285. 

A u  niveau des faces des IM, le seul polypeptide incorporé tardivement 

dans les part icules (marqué à la 3 H - ~ a l )  est le polypept ide IX  (Cf.  Fig. 16). 

Par l'analyse des populations v i ra les (Fig. 15 g, h, i )  , nous avons vér i f ié  

qu'aucune protéine nouvelle n'est incorporée lors du passage "IM 

ancien" à l 'v i r ion mature", exception faite d u  couple 50 K-V-pVI 1 .  Le p V l  l étant  

déjà associé t r ès  précocement aux IM, le p ic  de p V l l  incorporé tardivement 

correspond soi t  à un échange avec le p V l l  déjà présent dans les part icules, soit  

à une  nouvelle incorporation. 



L'ensemble de  ces résul tats permet de proposer le schéma su ivant  : 

- la capside se formerait par  association des protéines capsomériques de 

s t ruc tu re  1 1 ,  III, I V  ; 

- les polypeptides 100 K, 33-39 K, p V l l  e t  p V l l l  s ' y  associeraient t rès  

précocement. 

- une deuxième classe de protéines, Il la, 50 K, p V I  e t  I X  serait  

incorporée p lus  tardivement. 

Nous pourr ions dé f in i r  la l è r e  classe de  polypeptides incorporés comme 

polypeptides d'échafaudage. Ces protéines (33-39 K, 100 K, p V l l  e t  p V I I I )  

permettra ient  l'échafaudage e t  la formation de  la s t r uc tu re  capsidique ; Elles 

possèdent la propr ié té  commune d 'ê t re  soit  totalement él iminées, soit  modifiées 

lors de  la maturat ion des particules. 

Les protéines a r r i van t  p lus  tardivement seraient les protéines de 

stabil isation - modification. Ainsi, le polypeptide IX, pa r  son association aux  

groupes de 9 hexons ( van  OOSTRUM and BURNETT, 1985) ,  e t  vraisem- 

blablement le I l la, pa r  son association aux  zones apicales, permettraient la 

stabil isation de la capside. Le polypept ide 50 K a jusqu'alors été considéré 

comme protéine d'échafaudage (EDVARDSON e t  al., 1976 ; D'HALLUI N e t  al., 

1978 a,b) d u  fa i t  de  sa dispar i t ion l o r s  de la maturat ion du v i rus .  Néanmoins, il 

s'est davantage révélé dans l'ensemble de  nos expériences (Cf .  Fig. 17, 18, 19) 

comme une protéine de "stabil isation" pénétrant  tardivement dans la capside. 

Lors de  l 'étude des IM e t  des v i r ons  de H2 t s  112 (Cf .  Fig. 17, 18), nous - 
avons t rouvé  une  quant i té  importante de 50 K associée aux  jeunes v i r ions.  

Cependant, il n 'existe aucune ident i té  50 K - V, b ien que  les deux protéines 

soient phosphorylées, leurs  p ro f i l s  t ryps iques sont totalement d i f férents  

(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 possède un rô le  de protéine 

de stabi l isat ion avec son a r r i vée  tardive,  mais se comporte comme une protéine 

d'échafaudage en se dissociant de la par t icu le  mature. Elle possède donc un rôle 

ambigü. Il est  possible qu'elle soit  interchangée avec le polypept ide V lors  de 

son incorporat ion dans la capside. 

L'étude du mutant H2 - t s  107 nous a permis d 'é tud ier  la protéine 

d'échafaudage 100 K e t  d'observer son implication dans d i f férentes étapes de la 

morphogénèse. 

Les monomères nat i fs  des hexons se l ient  dans le cytoplasme à la protéine 

100 K, pour  y former des complexes de  masse moléculaire 800 K (CEPKO and 

SHARP, 1983). Cette association en t re  hexon e t  100 K pou r ra i t  impliquer un 

phénomène de  coopérativité, comme c 'est  le cas en t re  gp8 e t  gp5 du phage P22 



(FULLER and KING , 1982), permettant l'attachement sucessif des d i f férents  

monomères au fur e t  à mesure des changement conformationnels. 

Pour CEPKO e t  SHARP (1983), l 'apparit ion des tr imères d'hexons coïncide 

au relargage des polypeptides 100 K. 

Cependant GAMBKE e t  DEPPERT (1981a) t rouven t  que  la 100 K est  

impliquée dans le t ranspor t  des capsomères majeurs de la capside. Nous avons 

confirmé ce deuxième rôle de la 100 K, avec I'H2 ts  118 qui accumule des - 
trimères d'hexon dans la région pér inucléaire (Cf.  Fig. 20). C'est donc 

le  domaine C-terminal où la mutation de I'H2 - t s  118 a été localisée, qui part ic ipe 

à la réaction de  t ranspor t .  D'autre par t ,  nous avons montré que  H2 t s  107 est  - 
muté au niveau du 324e AA de la protéine non s t ruc tura le  100 K. O r  les 

capacités à t r imér iser e t  à t ranspor ter  I 'hexon ne sont pas affectées chez ce 

mutant. Le phénotype d'H2 - t s  107 est  "assemblage négati f"  ( i l  ne réalise aucun 

assemblage à température res t r ic t ive)  ; nous savons également que  la 100 K 

s'associe précocement aux  capsomères ; De p lus  la 100 K a une g rande  af f in i té  

pour  I 'hexon t r imér ique (Cf .  Fig. 25) ; Enf in,  chez H2 t s  107, elle se c l ive - 
rapidement en 90 K e t  13 K. 

Nous en avons dédu i t  un troisième rôle de  la 100 K dans l'échafaudage des 

capsides e t  leur  assemblage. 

En abordant le problème de la pénétrat ion de  l'ADN v i r a l  dans la capside, 

nous avons montré une  for te  a f f in i té  de la 100 K pou r  les colonnes de  

novobiocine sépharose (Cf .  Fig. 17b) (la novobiocine inhibe I 'encapsidation de  

I'ADN de l 'adénovirus : D'HALLUI N e t  al., 1980. Nous avons pu en  conclure 

son implication directe, o u  p lus  probablement indirecte pa r  l ' intermédiaire d'une 

protéine cel lulaire au niveau de  I'encapsidation de  l 'ADN v i ra l .  Chez le mutant  

H2 - t s  107, nous n'avons pu constater aucune di f férence d 'é lut ion en t re  les 

protéines 100 K e t  90 K su r  colonne de  novobiocine sépharose. L'extrSmité 

N-terminale de  la 100 K n 'est  donc pas la c ib le de  cet te af f in i té.  

Nous savons que la 100 K, protéine d'échafaudage, "disparaît" des 

part icules au moment de  Ilencapsidation de  I'ADN. II est  possible que les deux 

phénomènes soient indépendants. Mais l ' implication, même lointaine de  la 100 K 

dans I'encapsidation, la rapproche de  la protéine gp8 d u  phage P22. En effet,  

chez P22, le dépar t  de  gp8 ent re  les interst ices des protéines de  capside gp5 

ve rs  le milieu ex té r ieu r  es t  couplé à l 'entrée de l 'ADN (GR1 FFI N-SHEA, 1977). 

Quatre domaines fonctionnels peuvent  donc ê t re  dist ingués s u r  la séquence 

de  la 100 K comme résumé su r  le schéma ci-dessous. Nous en avons localisé 

deux d 'entre eux  ( t ranspor t  e t  échafaudage). La fonction de  t r imér isat ion se 

s i tue au centre de  la zone codante de  la 100 K mais n'a été localisée que su r  3 

UC (ARRAND, 1978). La dernière fonction, impliquant la 100 K dans le  

mécanisme d'encapsidation de I'ADN, res te  à déterminer précisément. 
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Les d i f férents  domaines fonctionnels du polypeptide 100 K 



C O N C L U S I O N  

L'étude d'une p a r t  des part icules v i ra les obtenues lors  de marquage e t  de 

blocage à la cycloheximide, e t  d 'aut re  pa r t  des d i f férents  domaines fonctionnels 

de la 100 K (à t ravers  la caractérisation des mutants H2 - ts  107 e t  H2 - t s  118), 

nous a permis de proposer le modèle d'assemblage des part icules exposé dans la 

discussion. Nous y avons fa i t  i n te rven i r  : 

. la cinétique d'entrée des protéines tardives que nous avons déterminée 

lors de  I'échafaudage e t  de la stabil isation des part icules 

. le rôle que nous avons confirmé de la 100 K dans le t ranspor t  des 

hexons d u  cytoplasme au noyau 

. la nouvelle fonction dans l'échafaudage des part icules que nous avons 

définie pour  la 100 K 

. enfin, le rôle possible de la 100 K dans Ilencapsidation du DNA 

L'assemblage "in v i t r o "  fa i t  i n te rven i r  un grand  nombre de paramétres 

encore mal définis. C'est pourquoi  l'analyse détaillée des d i f férents  domaines de 

la 100 K pa r  l 'obtention de mutations ponctuelles dans ces domaines semble une 

voie dans l 'étude de l'assemblage. 
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Morphogenesis of Human Adenovirus Type 2: Sequence of Entry 
of Proteins into Previral and Viral Particles 

NATHALIE MORIN A N D  PIERRE BOULANGER1 

The initiai 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 ts 107. The sequence of events 
in the adenovirus assembly can be schematized as  follows. ( i l  Hexons. pentons. and protein 
1); assembled with scaffolding proteins 100K. PVIII, anci PVII, precursor to the major 
core protein. to form a previral particle banding a t  a density of 1.285 in CsCI; (iil additional 
incorporation of maturation and/or stübilization proteins IIIa, 50K. 39K. 28K. and PVI 
led to 1.295 IM; tiii) exit of lWK, 39K. and 2YK. and entry of viral DNA gave rise to 1.370 
IM; (iv) dephosphorylation and/or exit oi X K  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 eiicited by H2 t s  107 (1.285 IM), suggested tha t  100K. PVIII. and 
also PVII might serve as  scaffold components for adenovirus capsid building. 

INTRODUCTION Assembly of adenovirus capsid compo- 

As a result of biochemical and genetic nents seems to require partner proteins, 

studies, several types of incomplete par- in order to build the virus structural sub- 

ticles have been identified a s  structural in- units and the intermediate particles cor- 

termediate steps of the adenovirus mor- rectly. Thus, the late, virus-coded 100K 
phogenesis pathway et protein appears indispensable to the as- 
1978a, b; Edvardsson et a l .  1976,1978; Ish- sembly of functional hexons, the major 
ibashi and Maizel, 1974; Sundquist et uL, capsid subunits (Cepko and Sharp, 1982; 
1973). Light, empty capsids precede heavy Gambke and Deppert, 1983; Leibowitz 
intermediates containing full-length DNA, and Horwitz, 1975; Oosterom-Dragon and 
but lacking the core structure (D'Halluin Ginsberg, 1980,1981). Phosphoproteins 50K 
et a l ,  1978a). Encapsidation or  modification and 39K, on the other hand, have been 
of core proteins leads to immature, non- suggested to be scaffolding proteins for 
infectious viruses, the so-called vi- the light assembly-intermediate particles 

rions (D'Halluin et 1978~;  Edvardsson (D'Halluin et a l ,  1978a, b; Edvardsson et 

et 1976; Ishibashi and Maizel, 1974). ~ f -  "1. 1976; Ginsberg, 1979; Ishibashi and 
ter cleavage of the precursors to capsid Maizel. 1974; Persson et a l ,  1979; Philipson, 
proteins VI and ~111 ,  and to tore protein 1979). Despite al1 these studies, the suc- 
VII, the Young virions become mature, in- cessive steps and the mechanisrn of ade- 
fectious virions ( ~ ~ d ~ ~ ~ ~ ~  et 1973; novirus capsid building and of particle s ta-  
p di^ et 1980; ~ d ~ ~ ~ d ~ ~ ~ ~  et 1976; bilization following the exit of possible 

Ishibashi and Maizel, 1974). The sequence ~caffolding proteins and the entry of viral 

of events bas been reviewed recently DNA and tore protein% remain poorly un- 

(Tooze, 1980). derstood in terms of protein rearrange- 
ments or  protein-DNA interactions. 

'Author  to whom requests for reprints should be In the present study, the initial steps of 
addressed. 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 (ts) mutants, H2 ts 112 
and H2 ts 107 (D'Halluin et aL, 1981; 1978b; 
Martin et uL, 1978). H2 ts 112 has been 
found to accumulate empty particles band- 
ing a t  a density of 1.315 in CsCl and capable 
of maturation into infectious virions upon 
shift-down (D'Halluin et uL, 1978b). H 2  ts 
107 fails to assemble capsid components 
tha t  a re  normally synthesized a t  the non- 
permissive temperature (Martin et a l ,  
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 v i m .  HeLa cells were grown 
a s  monolayers in Eagle's medium supple- 
mented with 10% fetal calf serum. KB cells 
were grown in suspension in Joklik-mod- 
ified medium FIS (Difco) supplemented with 
5% horse serum. They were infected a t  a 
multiplicity of 100 fluorescent focus units 
per ce11 (D'Halluin, 1978a) a t  37" for the  
WT, a t  33" (the permissive temperature) 
or  a t  39.5' (the nonpermissive tempera- 
ture) for the ts mutants. H2 ts 112 and H 2  
ts 107 have been isolated in Our laboratory 
after nitrous acid mutagenesis (Martin et 
a l ,  1978). 

Isolation and puriJicution of mature vi- 
nons (MW and assembly-intermediate (iM) 
particles. Since the IM particles produced 
by HZ ts 112 at 39.5" were found to be 
rather  resistant to high salt, even without 
fixation (D'Halluin et a l ,  1978b; and un- 
published observations), a rapid technique 
of isolation in CsCl gradient was developed. 
Infected cells were harvested late af ter  in- 
fection (16-20 hr), centrifuged a t  low speed, 
suspended in 0.01 LM Tris-hydrochloride, 
pH 8.1, and disrupted by three cycles of 

freezing and thawing. The ce11 lysate was 
thoroughly mixed with an equal volume of 
Freon 113 (Boudin et aL, 1980) and the 
aqueous phase centrifuged a t  32 krpm in 
a Kontron TST 60 rotor for 1 h r  a t  4O, 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 a t  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  a t  38 krpm and a t  4'. Mature 
virions ( p :  1.34) accumulated a t  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 a t  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 h r  a t  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 
MTris-hydrochioride, pH 8.0,0.2 M NaCl, 
0.01 M sodium EDTA were centrifuged a t  
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 a t  about 600 
S (D'Halluin et d, 1978a, b). 

Partial d h p t i o n  of aakmviw particles 
and isolation of suiruira1 entities. Adeno- 
virus has been shown to be readily dis- 
sociated by heating for 90 sec a t  56" in 
0.5% sodium deoxycholate (Boulanger et al, 
1979). Virus and assembly-intermediate 
particles were dialyzed against 0.01 MTris- 
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, a t  35 krpm and 4', in a 
Bcckman SW41 rotor (Boulanger et aL, 
1979). 
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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 a t  16 h r  after 
infection were centrifuged a t  37" for 5 min 
a t  low speed and resuspended a t  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 
["Cbaline (2-5 pCi/ml), [3HJvaline (20 pCi/ 
ml,. or  [35S]methionine (5-20 pCi/ml), for 
0.5 to 1 hr a t  37 o r  39.5" and for 2 h r  a t  
33". After the pulse, the cells were cen- 
trifuged, diluted to a ce11 density of 2-5 
x 10j cells/ml in medium containing a 10- 
fold evcess of cold valine or cold methio- 
nine. Cell samples were withdrawn a t  dif- 
ferent tirneSntervals during the chase pe- 
riod a t  37, 39.5, o r  33". a s  indicated in the 
test.  Protein synthesis and IM particle 
formation were blocked by cycloheximide 
(20 pg/mi). 

.4nulytical polyaqlamide 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 a t  100'. Polypeptides were analyzed 
in a n  SDS-containing 17.5% polyacryl- 
amide gel (acryIamide/bis-acrylamide ra- 
tio of 50:0.235) overlaid by a 5% spacer gel 
(acrylamide/bis-acrylamide ra t io  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 a s  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 
6 0 5  perchloric acid and 0.4 ml of 30% H,Oz 
for  1 h r  a t  room temperature and the 3H 
+ "C-labeled samples counted in aqueous 
scintillation fluid (Aqualyte, Amersham, 
U. K. ), in a liquid scintillation spectrometer 

(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. 

Chernicals and rmiim'sotopes. 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 a t  a concentration of 20 pg/ml of ce11 
culture. L-[35S]methionine (1400 to 1500 
Ci/mmol) was purchased from the Ra- 
diochemical Centre (Amersham, U. K.), 
[3H]valine (1 Ci/mmol) and [l4C]va1ine 
(275 mCi/mmol) from the Commissariat à 
1'Energie Atomique (Saclay, France). 

RESULTS 

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

Centrifugation of deoxycholate (D0C)- 
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 
IIIa, and peripentonal hexons (polypeptide 
II), 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 se7w.u to topologically de- 
fined virus parts. For example, the two 
pairs of precursor-products PVI-VI, and 
PVIII-VIII, were found a t  the top of the 
gradient, cosedimenting with the vertex 
components II, III, IIIa, and IV. Capsid 
components VI and VI11 have been found 
as hexon-associated proteins, and may also 
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be present in the icosahedral faces (Everitt 
et a l ,  1975; Philipson, 1979). 

WT-infected HeLa cells maintained a t  
37" were labeled with [14C]valine for 1 h r  
a t  16 h r  after infection, then chased for 1 
h r  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  
ce11 culture was pulse labeled with 
L3H]valine for an additional 1 hr .  Ce11 sam- 
ples were withdrawn after  the  14C pulse 
(A), af ter  the chase in the presence of cy- 
cloheximide (B), and af ter  the 3H-labeling 
(C). This double label and inhibition ex- 
periment is  schematized in Fig. l a .  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 interna1 core for the virion. 
Since 60 to S0 min is required to form a 
mature virus particle (D'Halluin et a l ,  
1978b; Edvardsson et a l ,  1976; Sundquist 
et a l ,  1973), the [14C]valine label found in 
virions af ter  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 ['Hlvaline pulse, 

Fi(;. 1. Schematic drawing of pulse-chase labeling, 
cycloheximide-block, and temperature-shift experi- 
ments performed on WT ( a )  and HZ ts 112 mutants 
(b. c ) .  The wavy Iines indicate the periods of labeling. 
Dashed lines indicate the addition of cyclohexirnide 
(CH). 

FRACTION No. 

FE. 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; (bi. sample B; (c), doubly labeled IM par- 
! ,. les of sample C; (d), doubly labeled virions of sample 
( Fractions 5-8 corresponded to deoxyribonucleo- 
:.cotein cores. fractions 18-21 to h ~ o u p s  of nine hcxons. 
..nd the top fractions 23-27 to apical components of 
i tie virus icosahedron. 

performed af te r  the CH block (Fig. 2d). 
After a 1-hr chase period in the presence 
of CH, which i s  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 a l ,  1976; Sundquist et aL, 
1973), a significant amount of I4C 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 

Sarnple" Core Groups of nine hesons Vertices Total e,] 
(At: - Y - I M  
(A):  "C-ML' 
(B):  "C-IM 
(Bk "C-MV 
(CJ: "C-IM 
( C I :  $H-IM 
(C): : 'C-Mv 
(C): %-MV 

Theoretical rnass 
I l l c  - 63,150 (58.7) 44,390 (41.3) 107,540 
M Y r  28,525 (21.0) 69,150 (46.4) 44.390 (32.6) 136,0635 

"The samples ( A ) .  (BI, and (C) correspond to the labeling experiment schernatized in Fig. l a  and depicted 
in Fix. 2. 1M = 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 rnolecular 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 s t rong in- 
corporation of label into the vertex struc- 
tures  (Fiy. 2a), and this  was still more ev- 
ident in the ["Hlvaline pulse, performed 
af te r  the CH block (Fig. 2c). Table 1 sum- 
marizes the gradient data. I t  was note- 
worthy tha t  the amount of label in t he  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 VI11 a s  mentioned above, the 
results with the WT might be interpreted 
in a t  least three ways. (i) The [3H]valine- 
labeled IM populations might represent 
particles approaching completion, and in 
this  case, their capsid would finish a t  their 
vertices; (ii) the 3H-labeled particles cor- 
responded to newly formed IM particles 
assembling af ter  the CH-block release, 
which implied tha t  the initiation of capsid 
assembly occurred at the  future vertices; 
( i i i ~  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 l -h r  labeling, even in the 
presence of cycloheximide (D'Halluin et al, 
1978b), i t  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-poiyacrylamide gel electro- 
phoresis. 

Polgpeptide Labeling of S,zclruirtzl Entit ies 
in WT Virions and Assembly-Inter- 
mediate Particles 

.4ssembly-inte?7nediate (IM) particles. 
The IM particles pulse labeled with 
['%C]valine for 1 h r  showed the expected 
pattern in groups of nine hexons (Fig. 3b). 
Le., polypeptides II (hexon) and IX (Bou- 
langer et aL, 1979). A t  the top of the gra-  
dient, where vertex components and DOC- 
released proteins sediment, "'C label was 
found in bands II, III (penton base), IIIa, 
IV (fiber), precursors PVI and PVIII, and 
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FRACTION No. 

FIG. 3. Polypeptide composition of deoxycholate-disrupted IM particles of WT adenovirus. Groups 
of nine hexons (GON) and apical components (APX), isolated a s  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; (c. d), sample B. obtained 
after cycloheximide block; (e, f), sample C, doubly labeled with "C + 'H. Note tha t  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 a l ,  1973). The 
previously reported (D'Halluin et al, 1978a, major labeled bands appeared to be II, III, 
b; Edvardsson et a l ,  1976; Ishibashi and IIIa, 50K, PVI, and PVIII (Fig. 3a). During 
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the chase in the presence of cycloheximide 
(CH), the labeling decreased in al1 poly- 
peptides, but less drastically in IIIa, 50K, 
PVI, and PVIII (Fig. 3c). After  release of 
the CH block, the "new" [3H]valine isotope, 
which superimposed the  "old" '"C label, 
mainly incorporated into IIIa, PVI, PVIII, 
in minor amounts in the III, 50K, and 39K 
species of the apex fraction (Fig. 3e), and 
in protein IX in t he  group of nine hexons 
(Fig. 3f). Since CH blocked the formation 
of new IM particles (D'Halluin et a l .  
1978a), it seemed tha t  the last proteins to  
enter  the IM particles-or the most met- 
abolically active components-were the 
major IIIa, PVI, and PVIII, and the minor 
50K, 39K, and IX polypeptides. 

,+future uirior~s. The [14C]valine pulse 
mainly labeled proteins V and VI1 in the 
core, proteins II and IX in the groups of 
nine hexons, and proteins II, III, IIIa, IV, 
VI, and VI11 in the  apex fractions (Figs. 
4a-c). Proteins IIIa  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 h r  af ter  infection. This 
suggested tha t  these proteins were "late" 
proteins in the assembly process. In the 
double label experiment, no detectable 
[3H]valine label was found in the virion 
apex, and only trace amounts were found 
in the precursor of core protein VI1 in the 
core fraction (Fig. 4i). %-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 tha t  
of cleaved VI1 (Weber, 1976; D'Halluin et 
a l ,  1980). In al1 virion samples proteins 
IIIa and VI appeared among the  most 
strongly labeled components (Figs. 4a, d, 
g). The results of pulse-chase labelings 
with cycloheximide inhibition therefore 
suggested tha t  hexon and penton were the 
most ancient protein components of the 
capsid, and that  the latest proteins to enter 
the particle were IIIa, PVI-VI, and PVIII- 
VI11 in the apex and hexon shell, and V 
and PVII-VI1 in t he  core. 

Double Sgnchronization of Assembly-lnter- 
mediute Purticle F m u t i o n  in the HZ 
ts 11.2   mu tu nt 

The difficulty of interpreting the da t a  
obtained with the WT resided in the fact 
that  IR1 particles evolved into virions dur- 
ing the pulse-chase labeling and tha t  the 
IM population represented various stages 
of assembly and maturation. Cyclohexi- 
mide inhibited the formation of new IM 
particles, bu t  did not prevent their mat-  
uration (D'Halluin et a l ,  1978a. 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 t s  112 
(D'Halluin ~t ul., 1978h; Martin et ab,  1978) 
rendered possible a double synchronization 
of the IM particle formation: upstream, 
using a CH block, and downstream, by 
maintaining the ce11 culture a t  the non- 
permissive temperature; no maturation of 
IM particle occurred a t  39.5' (Boudin et a&, 
1980; D'Halluin et a l ,  1978b). This exper- 
iment is schematized in Fig. lb .  
HZ ts 112-infected cells maintained a t  

39.5" were treated with CH for 1 h r  at 18 
h r  af ter  infection. to block the formation 
of new IM particles. CH was then re- 
moved, and the cells pulse labeled with 
[35S]methionine for 20 min a t  the same 
temperature. Cells were harvested just af- 
ter the pulse and after 2 h r  of chase a t  
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 af ter  CH re- 
moval. Polypeptide analysis of pulse-la- 
beled IM particles revealed tha t  the label 
was mainly localized in IIIa and 50K, both 
visible a s  doublets, in 39K, PVI, PVIII, and 
PVII, (Fig. 5, p). Labeled bands of hexon, 
100K, penton base, 28K. 17K, and IX were 
detectable. After  2 h r  of chase a t  39.5", the 
label still increased in IIIa and PVI-PVIII, 
and the lower band of the IIIa doublet dis- 
appeared; the  28K species became more 
visible (Fig. 5, c). The amount of label did 
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FRACTION No. 

FIG. 4. Polypeptide composition of deoxycholate-disrupted WT virions. Viral cores (COR), 
groups of nine hexons (CON), and vertex components (APX), isolatcd as depicted in Figs. 1 and 2. 
were analyzed in SDS-polyacrylamide slab gels. (a. b, c), sample A of Fig. 1; (d, e, f), sample B; 
(g, h. i), sample C. Polypeptide VI appeared a s  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 
with groups of nine hexons (h). 

not Vary significantly during the chase pe- the doublet, and the amount of 39K and 
riod in hexon, penton base, PVII, and IX; 17K slightly increased (Fig. 5, c). 
the 50K sharpened in the upper band of These pat terns strongly suggested tha t  
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P C V  chased in the presence of a 10-fold excess 
...r * of cold amino acid. In the hypothesis of @ some protein exchange, the label wiiuld de- 

III LILLE crease in certain bands. In fact, the labei 
increased or was constant throughout a 

~ O K =  2-hr chase period a t  39.5O in al1 bands con- 
39K - sidered. This was still more evident in the 

2 8 K  - following experiment performed with H2 
P V I - z  ui, ts 112 IM particles and virions. 

PVlll 
PVII- .r* -0 - "11 Evolution of Pokypeptide hbel ing in H.2 ts 
1 7 ~ -  112 IM Particles and Virims duriyq 

Fic. 5. Pulse-chase labeling of protein componcnts 
of H2 ts 112 assembly-intermediate (IM) particles. 
Formation of new IM was blocked hy addition of cy- 
ciohexirnide (CH) to an H2 ts 112-infected cell culture. 
The cells were pulse labeled with [35S]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 s tep 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 tha t  the incorporation of 
IIIa, 28K, and the pair PVI-PVIII occurred 
later. IIIa and 50K were rapidly converted, 
probably via phosphorylation (Boudin et 
uL. 1980; D'Halluin et uL, 1978a) to their 
higher-molecular-weight form after  a 2-hr 
chase period (Fig. 5, c). This phosphory- 

' lation would therefore occur within the IM 
particles. The interpretation of the poly- 
peptide labeling da t a  was based on the as- 
sumption tha t  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  ce11 cultures were 

Temperature-ShiB and Cucloheximide- 
Bloch. Expem'ments 

HeLa cells infected with H2 t . ~  112 for 
16 h r  a t  39.5" were transferred to the per- 
missive temperature (33O) and pulse la- 
beied for 45 min (i.e., a period equivalent 
to 15 min a t  39.5') af ter  the shift-down. 
Cycloheximide was added just a f te r  the 
pulse, in order to block the formation of 
new IM particles, and maintained during 
the chase a t  33O. Aliquots of ceIl culture 
were withdrawn at O, 1, and 2 h r  of chase 
and IM particles and virions isolated and 
analyzed in SDS polyacrylamide gels 
(Fig. lc). 

As shown in Fig. 6, lane b, the most in- 
tensively labeled bands in IM particles af- 
ter  the pulse were IIIa 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), 
t he  label still increased in the major bands 
IIIa, 50K doublet, PVI-VIII. PVII, and in 
the minor bands a t  56K. 39K, and 28K, II, 
and III. The label decreased in al1 bands 
af ter  2 hr  of chase in the presence of CH 
(Fig. 6, lane f). 

In the virion, the major bands observed 
a t  the time of the pulse were III, IIIa, and 
50K (Fig. 6,  lane a). After 1 h r  of chase in 
the presence of CH (Fig. 6,  lane c) the  most 
heavily labeled bands were IIIa, 50K, PVI- 
PVIII, and PVII. After 2 h r  of chase a t  33O 
with CH, IIIa, PVI-PVIII, and PVII re- 
mained the major labeled protein species; 
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Frc;. 6. Evolution o i  polypeptide labeling tluriny maturation of H2 ts 11% IM particles a t  3 3 O  H2 
t s  112-infected cells a t  :iS.Jo were shifted down to 33' anci labelctl with ["Slrnethionine for 15 min 
a t  this temperature. Cyclohexiniide was addcd a t  the end of the labeling period to block the formation 
of new IM particles and maintained during the  chase period a t  33". The experirnerit is schematized 
in Fig. lc. Cell sarnples were withdrawn a t  O hr. lanes a and b; 1 hr. lanes c and d; and 2 hr. 
lanes L' and f of chase a t  3 3 O  and virion and IM particles were isolated and analyzed on SDS- 
polyacrylamide gels. Lanes a, c, and e. virions banding a t  a density of 1.345, lanes b, d. and f. IM 
particles of 1.295-1.300 in density. ( B )  Represents a proionged 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 VI1 (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 t h a t  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 (LL, 1978a. b; Edvardsson et (11, 1976; 
Persson et a l ,  1979). The possibility t ha t  
PVII was bound to DNA fragments, o r  
core-like structures cosedimenting with IM 
particles was examined by treating IM 
samples with deoxyribonuclease 1 (50 
pg/ml, 1 hr  a t  room temperature) and re- 
banding in a CsCl gradient. The  PVII band 
$vas 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 tha t  ex- 
change of proteins or  postsynthetic 
modifications occurred in the 50K-V zone, 
a t  the time of cleavage of PVII into VI1 
(Fig. 6, lane e). This la t ter  processing 
slightly preceded tha t  of PVI and PVIII. 

Assembly r>fH2 ts 107 Particles upon Shifi- 
Dozu?~ to Permissive Tentp+xltztre 

H2 ts 107 has been characterized a s  an 
assembly-defective mutant  which fails to 
assemble virions and IM particles a t  the 
restrictive temperature (Martin et a l .  
1978). I t  might therefore represent a tool 
for detecting early steps in assembly when 
shifted down to permissive temperature. 
KB cells in suspension were infected 
with HZ ts 107 and pulse labeled with 
[?3]methionine a t  16 h r  a f te r  infection nt 
39.5". The culture was then transferred to 
33" and maintained for 3 h r  a t  this  tem- 
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perature. Virions and IM particles were 
isolated in a CsCl gradient and  analyzed. 
The labeling pat tern of IM particles, band- 
ing a t  a density of 1.29-1.30, resembled tha t  
of H2 ts 112 IM particles (D'Halluin et a l ,  
1978b3, and the polypeptide composition of 
H2 ts 107 virions was that of Young, im- 
mature virions (D'Halluin et a l ,  197813; 
Ishibashi and Maizel, 1974), with an  in- 
complete cleavage of PVII-VI1 (not shown). 
This  confirmed the results previously ob- 
tained in temperature-shift experiments 
with the assembly-defectiGe H2 ts 112: the 
virus material accumulated a t  t he  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. 
Irradiatiny fibers were occasionally visible 
(not shown). 

a t  33", as  well as  their polypeptide corn- 
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 neu7 
IM particles and reveal the possible pas- 
sage from one class of particles to another. 
KB cells were infected with HZ ts 107 a t  
33", and pulse labeled with [''Slmethionine 
for 3 hr  a t  48 hr  af ter  infection. The label 
was chased for 2 h r  a t  33", and the  cultures 
were then transferred to 39.5", and main- 
tained a t  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 a t  densities of, respectively, 1.285 
and 1.295, and a virion band a t  1.345. Table 
2 shows that label Bras constant throughout 
the chase period a t  39.5O, indicating tha t  
no additional IM particles were assembled 
a t  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 tha t  the IM 
particles formed by H2 ts 107 a t  33" were 
capable of maturation a t  the nonpermis- 

Evolution of H2 ts 107 Particles upon Shi,ft- sive temperature. Prolonged periods of 
chase revealed tha t  H2 ts 107 virions band- 

Up '' Ihe Restrictive ing a t  1.345 were stable up to 15 h r  a t  39.5" 
Since cellular metabolism is slowed down (not shown). 

a t  33'. i t  seemed rewarding to study the The polypeptide composition of the par- 
kinetics of appearance of the  different ticles banding a t  the respective densities 
classes of IM particles formed by H2 ts 107 of 1.285, 1.295, and 1.345, is shown in Fig. 

TABLE 2 

KINETICS OF LABELING OF T?IE DIFFERENT CLASSES OF PREVIRAL AND VIRAL PARTICLES 
PROD~ICED BY H2 ts 107' 

Particles banding at density 
Chase period Total 
(temperature) 1.345 1.295 1.285 counts 

\ 

" H 2  ts  107-infected ceils were pulse labeled with ["Slmethionine for 2 hr at 33". and chased at 33O for 2 
hr. The culture was then transferred to 39.5' and chased at the restrictive temperature for diflerent periods 
of time. Mature virions and assembly-intermediate particles were isolated in preformed CsCl ~radient.  
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 
tha t  of young virions with part ial  cleavage 
of precursors to proteins VI, VIII, and VI1 
(Fig. ?A, lane d). The 1.285-IM particles 
contained five major bands corresponding 
to hexon (II), a 90K band, penton base (III), 
PVIII, and PVII. Significant amounts of 
IIIa and 50K were visible (Fig. 7A, lane c). 
The 1.295-IM particles contained four ma- 
jor additional polypeptide species: IIIa, 
50K, 28K. PVI (Fig. 7A. lane a). Since pulse- 
chase labeling kinetics of H2 ts 112 IM par- 
ticles suggested that  IIIa, 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 

IM - 1.345 virion. Preliminary genetic 
mapping and biochemical analyses of H2 
ts 107 indicated tha t  its mutation lies in 
the lOOK gene ( to be published). The 90K 
polypeptide which was also found in HZ ts 
107-infected cells a t  39.5' (Fig. 7B) might 
be related to the virus-coded 100K; the  90K 
might represent a breakdown product of 
the 100K, or a lOOK 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 lOOK 
protein and protein species in the 95K-90K 
range (Cepko et a l ,  1981). 

DISCUSSION 

The early steps in virus assembly were 
explored by pulse-chase labeling and cÿ -  

@ a b c  d @ v a b c d  e f ~h 

90K OOK- *:-Ill go,( 

I l  la &-Illa 
. - 

501 / -yK 
- ,  " - 1  

FIG. 7. Polypeptide analysis of H2 ts 107 IM particles and H2 ts 107-infected cells. ( A )  KB cells 
infected with H2 ts 107 a t  33O, were labeled with [S5s]methionine for 2 hr  a t  48  hr  after infection. 
The label was chased for 2 hr  a t  33O. and for an  additional 3.5 h r  a t  39.5O. The different classes of 
H2 ts 107 particles were isolated in CsCl gradient and analyzed in SDS-polyacrylamide gel. Lanes 
a and b, IM particles banding a t  1.295; lane c, IM particles banding a t  1.285; lane d, particles banding 
at 1.345. The polypeptide pattern of 1.345 particles resembled tha t  of WT young virions. with 
incomplete processing of precursors to VI, VIII, and VII. (B), Labeled polypeptides in H2 ts 10'7- 
infected cells. Infected-cell cultures maintained a t  39.5O were pulse labeled for 1 h r  a t  1'7 h r  
after infection, and cell samples harvested after O h r  (lancs a and e), 2 h r  (lanes b and f), 6 h r  
(lanes c and g) and '22 hr  (lanes d and h )  of chase a t  39.5O. Lanes a-d, H2 ts 107-infected cells; 
lanes e-h, WT-infected cells; (v), control virion. Note the presence of a 9OK band under the virus- 
coded IOOK 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  
H2 ts 112 (D'Halluin et a l ,  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 struc- 
tural proteins hexons and pentons, and 
minor IX to form a virus shell, with the 
contribution of the virus-coded 100K, and 
also PVIII and PVII. 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 lOOK plays a role a s  a 
scaffolding protein for the assembly-in- 
termediate particles. ( i )  The occurrence of 
lOOK within the ce11 nucleus late in infec- 
tion strongly suggested tha t  the role of the 
lOOK was not limited to t h a t  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) lOOK was present 
within assembly-intermediate particles of 
WT (D'Halluin et aL, 1978a; Edvardsson et 
uL, 1976) and of assembly-defective mu- 
tants  (D'Halluin et aL, 1978b; Edvardsson 
et uL, 1978); (iii) no IM particles were as- 
sembled a t  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 a s  virus-incorporated compo- 
nents very early in the assembly process 
(Fig. 7A). 

A somewhat surprising result was the 
finding of large amounts of PVII within 
H2 ts 112 and H2 ts 107-IM particles lacking 
DNA, an  observation previously reported 
in WT (D'Halluin et aL, 1978a, b; Edvards- 
son et u L ,  1976). Another unexpected find- 
ing was the presence of virus particles 
banding â t  1.345 and containing a full- 
iength genome, unprocessed PVII, protein 
50K, but lacking core protein V (Fig. 6, 
lanes c, c ) .  This might be explained if 5OK 
is a phosphorylated form of core protein 
V, dephosphorylated upon virus matura-  
tion, a s  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-VII. Data shown in Fig. 6, lane e 
also suggested tha t  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 t ha t  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 assembly-intermediate 
particles may be summarized a s  follows. 
(i) Hexons, pentons, protein IX, scaffolding 
protein 100K. PVIII, and PVII assembled 
to form a previral particle banding a t  a 
density of 1.285. (ii) Additional incorpo- 
ration of stabilizing and/or maturation 
proteins IIIa, 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 ts 112 a t  the nonper- 
missive temperature (D'Halluin et uL, 
1978a, b)..They band a t  1.295-1.300 in a 
nonfixed state, and a t  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 
a l ,  1978a). (iv) The  dephosphorylation o r  
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 b 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 ts 112. The 
polypeptide composition of the HZ ts 107 
IM particles suggested tha t  100K, PVIII, 
and also PVII were involved a t  early stages 
of capsid assembly, probably a s  scaffolding 
components. 
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Analyah of 100K-defaetive tampentumanritivcr u h o v i n u  mut.ntr confumed the 
muitifunctiod ehuretar of the n o m t r u ~  vkueded lûûK protein. In addition to 
itr function in hexon trimeriution (altered in HW1). and itr pouible h t  or i n d i i  
pole in hexon trisrport to nocleus (rnutatad in HZblU), panetic and bioehemial evidence 
rrs prwented thrt 1ûûK play mme c r i t i a l  mie in the d o l d i n g  procesa of adenovirus 
capoid. ThU function appeued to be defective in HZâa101 and to mrp between mordinates 
69.0 and 69.9. leftward from the HStrl lesion (70-73 map u n i e  Arrrrnd. 1978). Thk cor- 
maponded to the a n t r r l  domain of the lûûK protain, between amino acid 300 and 400 
from the N end DNA ssqwncing of e l o d  fragments of H21rlû7 DNA overlapping the 
mutation r e d d  tm point mutations on the same codon a t  nueleotide 25.m and 25,083 
(GAC - GCA). mmponding  to a nonconrarvative amino acid change (aspartic acid - 
daaine) a t  ponition 324 in the lûûK sequsaœ. lûûK of adenovinu 2 wiid type ((WT) w.e 
found to bind in signifiant am0011b to novobiocin-&ity column. and to be awluted with 
hexon. penton, III& and eslluiar topohmerue  II activitp. by novobioein- or ATP-M$+- 
containing buffexa. m l û 7  lûûK aiso bound to novobioein eolumn, but the elution pattern 
differed from that of WT. s-ting some alteration in the affinity of the m u t a d  lûûK 
for novobiocin. The some behavior on PLnnity eolumn aa H2t.8107 lOOK was obsewed for 
90K, a cleavage pmduct of the 100K, found in great abundance in H2tst07 a t  39.5' and 
corresponding to the C-terminai moiety of the lûûK moiecuie. This implied that the "no- 
vobiocin-binding" domain of the lûûK was not contined a t  ita N terminus, and was altered 
in the Fiai07 mutant. Q roes &demie RUS. lm. 

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 stmc- 
tural capsid proteins of the virion (Ander- 
son et d ,  1973) and i t  is not found in the 
mature virus particle (thibashi and Mai- 
zei, 1974; Edvardsson et a&, 1918; D'Halluin 
et d, 1978). The fact that nearly 10% of 
the genome of human adenoviruses is de- 
voted to the encoding of the lûûK 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 l00K protein. 

A functional roie 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 ce11 cycle (Sundquist et a&, 197% Tas- 
seron-De Jong et al, 1979; Hodge et a l ,  1977, 
Gambke and Deppert, 1981). However. the 
major function of the lûûK appears to be 
the hexon trimerization (Cepko and Sharp, 
1982, Oosterom-Dragon and Ginsberg, 
1981). Al1 1ûûK-defective temperature- 



sensitive mutants characterized thus far  
fail to assemble hexon trimers (the cap 
someric form of hexons) a t  the nonper- 
missive temperature (Williams et a i ,  1971; 
Ginsberg et a i ,  1974; Leibowitz and Hot- 
witz, 1975; Frost and Williams, 1978; Ar- 
rand, 1978; Oosterom-Dragon and Gins- 
berg, 1981; Cepko and Sharp, 1983). Nascent 
hexon polypeptides would thus trimerize 
upon interaction with cytoplasmic lûûK 
oligomeric complex (Cepko and Sharp, 
1982). 

In the present study, we characterize an 
aeeemblydefective ts mutant of adenovirus 
type 2, m l 0 7  (Martin et d ,  1978) which 
fails to assemble virus capsids (Morin and 
Boulanger, 1984), but normally forma 
hexon trimers a t  the nonpermissive tem- 
perature. HUsl07 was found to map in the 
gene encoding the 100K protein, coniirming 
the scaffolding role in the strict sense 
(Casjens and King, 19'75) of the nonviron 
lOOK in capsid morphogenesis (Morin and 
Boulanger, 1984). 

UTERULS AND MGPHODS 

Ceüs a d  vi- HeLa cells (originally 
obtained from J. Williams, Carnegie-Mel- 
Ion Institute), Ad&transformed HEX cells, 
line 293 and Hep2 cells (both from J. W e  
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 F U  me- 
dium (GIBCO) supplernented with 5% 
horse serum. Ad2 and Ad5 stocks were 
produced in KB suspension œlls and titered 
using fluorescent focus assay (D'Halluin et 
d ,  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 H2t8107, H2ts118, 
and H2ts121 were selected in our laboratory 
(Martin et a i ,  1978). H2ts118 and H2ts121, 
both phenotypically hexondefective mu- 
tants, belonged to two complementation 
groups and were mapped in the gene for 
1ûûK and hexon, respectively (D'Halluin et 
al, 1982). H2ts107 appeared to be defective 
in virion assembly (Martin et ai ,  1978). The 

temperature-sensitive mutant H5tsl 
(1ûûK-minus) was obtained from J. Weber, 
and H5ts125 (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 a i ,  1979; Morin and Boulan- 
ger, 1984). 

Phend& c h a m i o n  of ts mu- 
tanta 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 pulsechase labelings, and (iii) 
electron micn>scopy, centrifugation anal- 
ysis, and polypeptide compoeition of par- 
ticles produced a t  the nonpermissive tem- 
perature (Martin et d, 1978). 

CenetSc cha- . . Complemen- 

tation tests between ts mutanta were car- 
ried out on HeLa cells as previously de- 
scribeci (Martin et ai ,  1978). Virus yields 
were plaque titered on HeLa cells a t  33". 
Genetic mapping was performed by inter- 
serotypic recombination (D'Halluin et al, 
1982). 

Marke7 rescue of taperature-&ive 
mutations Heterotypic marker rescue of 
HUsl07 mutation was carried out using 
cloned Ad5 DNA fragments overlapping 
the 1ûûK gene, or Ad5 DNA fragments pu- 
rified by agarose gel electrophoresis. P!as- 
mid recombinant pVM 504, derived from 
p K .  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 sequencea, includ- 
ing the 100K gene, of which coding se- 
quence has been poaitioned between 67.08 
and 73.80 map units (Roberts et a i ,  1984). 
The deleted derivative pVM508 was ob- 
tained by deletion of BetEII fragment 
(spanning from 632 to 67.8 map units); the 
pVM509 by deleting the SmaI fragment 
between 65.9 and 75.8 map unita (D'Halluin 
et ai, 19û4). The pVM543 contained the Ad5 



HindIII-EcoRI-fragment between T2.8 and 
75.9; the pVM511 the region of Ad5 DNA 
between coordinates 63.6 and 65.9, and be- 
Ween 15.8 and 75.9; the pVM565 the regions 
59543.2 and 69.9-75.8 of Ad5 DNA. Other 
noncloned fragments of Ad5 DNA were 
useci, as indicated in Table 4. H2&101 DNA- 
terminal protein complex, purified by CeCl- 
guanidine equilibrium centrifugation 
(D'Halluin et ai ,  1984) was eoprecipitated 
on 293 cells at 39.5' with Ad5 DNA frag- 
ments or recombinant piasmids linearized 
with EcoRI prior to cotmmfection, using 
the calcium phosphate technique (Arrand, 
1978). 

Biochemiwl Mies Sodium dodecyl 
sulfate (SDS)-polyacrylamide gel electro- 
phoresis was performed by the method of 
Laemmli (1970) in 17.5% acryiamide slab 
gels, with an acrylarnide to bisacrylamide 
ratio of 5ûa.235 (Morin and Boulanger, 
1974). Assembly of hexon capsomer was 
determined by sedimentation through su- 
croee gradients followed by SDS-gel el* 
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). 
Strrphyloooccur a u m a  VB protease was 
used as proteolytic enzyme. 

Isotopes and radioactive Wings.  In- 
fected ce11 polypeptides were labeled with 
(%]methionine (600-700 Ci/mmol, Amer- 
sham, U.K.) in a medium containing 2.5% 
of the concentration of methionine in nor- 
mal 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 celle with plphosphate  was 
carried out by incubating infected HeLa 
monolayer cells with 100 pCiml carrier- 
free 9 (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 proteina were 
labeled by incubating infected HeLa cells 
with 10 pCiml sodium acetate (CEA, Sa- 
clay) for 2 hr at  16 Hr &ter infection. =I- 

labeled Staphylocoarus-protein A was pur- 
chased from Amersham. 

Anthdies and immundogical analysa 
Proteins eluted electrophoretically from 
SDS-gels were used to raise antibody in 
rabbita (Gambke and Deppert, 1981). Two 
Merent  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 senun was obligingly 
provided by W. Deppert (University of 
Ulm) and monoclonal anti-100K (5H X 100- 
1) by W. C. Russell. Antisera against hexon, 
iUa, penton base, and IX were prepared in 
rabbits (Boulanger et ai ,  1979; Boudin et 
ai, 1980). Lmmunoprecipitations were car- 
ried out by the S aumua-protein A method 
of Kesaler (1915), as described in detail 
elsewhere (Boulanger et ai, 1979). Western 
blotting was accomplished according to the 
method desvibed by Towbin et al (1977), 
using rabbit anti-100K or anti-90K sera 
Immune complexes were revealed on blots 
by peroxid~se-conjugated sheep anti-rab- 
bit IgG (Institut Pasteur, Paris) or by =I- 
labeled protein A (Amemham). 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.). 

AJinity ch.mmatogaphy an hextm-Se- 
phamse 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 Sephamse 4B. Two 3-ml 
aliquots of hexon-sepharose gel were then 
taken. One was used directly for ffinity 
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 
capaomer, prepared as previously describecl 
(Boulanger and Puvion, 1 3) w u  diluted gl e7 



with an equal volume of HEKT buffer (25 
mM HEPES, pH 6.8, 50 m M  KC1, 2 mM 
EDTA, 10% ethylene glycol, 2 m M  thiogly- 
cerol, 0.1 mM PMSF). and loaded on top of 
a 5-ml hexon-Sepharose column. The col- 
umn was b e d  with (i) HEKT b d e r ,  (ii) 
HEKT containing 0.8 M KC1, and (iii) 
0 2  M giycine-Ha, pH 28, successively. 
Hexon antibodies were assayed by the 
EUSA technique, using hexon-coated 
plates (Enpail  and Perlmann, lm). In 
SDSdenatured hexon column chromatog- 
raphy, 72% of hexon antibody was found 
to elute in the void volume of the column 
with the starting bde r ,  23% with 0.8 M 
KCl, and only 5% with glycine-HCl, pH 28. 
By contrast, 85% of specsc antibody was 
found to be retained on native hexon col- 
umn, and to be eluted with acidic glycine 
buffer and only 15% in the 0.8 M KC1 frac- 
tions. This suggested that most of hexon 
antigen linked to Sepharoee was still in its 
native conformation, and also that SDS- 
treated hexon was not compietely dena- 
turd, or had partially renatureà after SDS 
treatrnent, 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 ce11 extract and 
eluted with the following buffers: (i) HEXT 
bufTer; (ii) HEKT containing 0 2  M Km, (iv) 
HEKT buffer with 0.8 M KCI; (v) HEKT 
containing 0.8 M XCI and 5 M urea. 

Nodiocin qSiinlty cdumn and top&a- 
merrise assay. Two grams of dried &ami- 
nohexanoyl-Sepharme (CH-Sepharme 4B, 
Pharmacia) was swollen and washed with 
0.5 M NaCI, then mixed with 1 mm01 of 
novobiocin dissolved in water acidiied to 
pH 4.5 6 t h  acetic acid. This corresponded 
to a S f o l d  molar excess of novobiocin over 
the theoretical fixation capacity of the 
resin. One milliliter of a solution of l-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  m m  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 NaCI, 

0.1 MTris-HCl, pH 8.0 (b), 1.0 MNaCl-0.05 
M sodium formate, pH 4.0 (c), (b) again, 
0.1 M Tris-Ha, pH 8.0 (d), then the equil- 
ibrating b d e r  (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-Sepharoee. 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 bufiers were d. (i) 
eguilibrating HEKT buffer, (ii) HEKT 
b d e r  containing 0.1 mg/ml novobiocin, 
(iii) HEKT with ATP (2û mM) and Mg ac- 
etate (25 mM), (iv) HEKT with 0.8 M KC1, 
(v) 4 M NaCl-2 M urea. 

The topoisornerase II activity was as- 
sayed on plasmid pKH47 DNA as sub- 
strate. One arbitrary unit of topohmerase 
II was defined as the quantity of enzyme 
which relaxed 50% of circular negatively 
mpercoiled DNA in 10 min a t  3T0, under 
the following conditions: 10 pl of sample 
was incubated with 1.5 pg of plasmid DNA 
in 50 pl of 50 &Tris-HC1, pH 7.8,O.l mM 
EDTA, 10 mM MgC12, 0.5 md4 dithiothre- 
itol, 1 m M  ATP, 1 mMPMSF, 10% glycerol 
(buffer B). containing 25 pg of bovine serum 
albumin per milliliter. Analysis of DNA 
interconversions was performed by agarose 
electrophoresis (Colwill and Sheinin, 1983). 
The enzyme speciîlc activity was calculateri 
from the enzyme units and the number of 

RG. 1. Ropored mode of lin- of moobiocin to 
6-axninohcunoyl .q~.c (CH-Sephuocia 4B). The 
anipiing involved c o v ~ t  estsr bond betwwn 2'-hy- 
droxyl groap of the uunnoeyl moi- of nocrobiocin 
with the cuboxyl g m p  of the spicar uie R=H: no- 
vobiocin; R=CO(CH&NH-: ô-uninohcunayl-Se- 
ph-. 



cprn of mbe th ion ine  present in the sam- 
ples. 

Prepanatbn of ampies for U n i t y  ch* 
mztqpphy. Ad2WT-, H2ts107-, and mock- 
infected KB suspension cells infected a t  
39.5" were labeled with WJmethionine for 
2 hr at  16 hr after infection. The cells were 
pelleted and ce11 pellet was resuspended in 
an equal volume of 10 mbf Tris-HC1, pH 
7.8. After standing on ice for 30 min, the 
ce11 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 (HEXT) containing 2û% glycerol, 
and centrifuged again before chroma- 
tography on hexon or novobioein sfnnity 
gela. Loaded on column was usually 40-50 
x 10" cpm. 

In .ilitro M i n g  of nudimân 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 r4C]acetic anhydride 
(ca 10 -01, 269 &i/mg, 27.7 mCi/mmol; 
Amersham) for 16 hr at room temperature. 
"C-Acetylated novobiocin was separated 
from pyridinium ["Cketate by prepara- 
tive thin-layer chromatography on silica 
gel in solvent n-butano1:glacial acetic acid: 
water (50:15:25). The yellow fluorescent 
spots of "Glabeled novobiocin, easily rec- 
ognizable from the blue spots of pyridiiium 
acetate, were scratched off the glsss plate 
under UV light and eluted with the chro- 
matographie solvent. The eluate was then 
lyophiliized. The specüic activity rangeci 
between 40,000 and 50,000 cpm/mg of no- 
vobiocin. [14CjNovobiocin powder was dis- 
solved in the gel overlay bufFer, pH 7.5, and 
used for probing adenovirus proteins. 

&Rn* M i n g  of adenmirua pdypep 
ta& urith [u-n Deteetion of no- 
vobiocin-binding adenovirus proteins was 
performed after SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis of cold adenovirus WT and 
H2ts107 IM particles, using [lQovobiocin 
as a probe and the gel overlay technique 
developed by Otto (1983). Gel overlay 
bufier: 2û mMHEPES, pH 7.5,lO mM NaCl, 

1 mM EGTA, 15 mbf 2-mercaptoethanol, 
0.05 96 N& ,196 NP-40,0.5 % bovine serum 
albumin, 0.25% gelatin. Esch acrylamide 
gel was incubated with 1 X ld cpm of la- 
beled novobiocin. 

DNA daning and squendw Bgm-D 
fragment of H2ts107 DNA (nucleotide 
23,086 to 28,174; 642 to 78.4 map units) wss 
cloned in BamHI site of pBR322. For DNA 
sequencing, the recombinant plasmid was 
digested with iYhof and Sad, yielding a 
fragment componding to nucleotide 
23,924-25,255 (66.5-703 map units). This 
fragment was then cleaved by %&A, 
which genenited four fragmenta, one of 
ô80, one of 281, and two of 180 bp. The two 
interna1 fragments were cloned in the 
BamHI site of Ml3 mp18 and Ml3 mp19 
(Eggerding and Pierce, 1983). The Sad-  
Sau3A fragment was inserted between the 
SstI and BamHI sites of Ml3 mp18 and Ml3 
mp19, and the &&A-iYhoI fragment be- 
tween the BamHI and SaII sites. The four 
frsgments were sequenced using a com- 
mereially available Ml3 sequencing kit 
(Amersham). DNA polymerase Klenow 
fragment and [a-BfpIdATP were purchased 
from Amersham. 

Phadzlpe of HZts107. HUslûT produced 
excess amounts of capsid proceins, 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 
(pesks 1 and 5, respectively; Figs. 2% b), 
the vertex components UIa (peak 4) and 
penton (peak 3) appeared as accuxnulated 
at 39.5" (Fig. 2). This favored the hypoth- 
a i s  of an assemblydefective ts mutant. 
H2ts107 failed to assemble any viral or 
previral partide a t  39.5' (Martin et al, 
1978; Morin and Boulanger, 1W).  The cap- 
sid components ~ecumulated a t  the non- 
permissive temperature readily assembled 
to form assembly intermediate particles 
(or intermediate of maturation:IM) and 
mature virions upon shiftdown to 33' 
(Morin a ~ d  Boulanger, 19%). 



Frc. 2 Wewtypic ~~ of II2trlOl. Rso- 
dimenaional immuwalectmphorasu of H2&101 ml- 
&le antigena syuthesued a t  33O (a), and r t  39.5O (b). 
The immune precipitPtc p.kr a>rrsrpond to 1, hexon; 
2 penton bPea; 3. penton; 4. protein III% 5, fiber (Bou- 
din et al. 1980). Centrifugation analysis in auvoee 
denaity gradient of H2ts107 capomen formed a t  39.5" 
(c). WlW-infected cella were Iabeled with m)- 
methionine for 2 hr a t  18 hr  after infection, and ceIl 
extncts were analyzed by velocity gradient eentrif- 
ugation. The polypeptide composition of each gradient 
fraction aras determined by SDS-poiyacrylamide gel 
electrophoresis. Hexon upnomen (the trimeric form) 
A i m e n t  a t  12 S. the hexon polypeptide subunit 
(polypeptide II) a t  3.5s. (a). (b): Caornmaie blue 
stiining; (c): autoradiogram. 

Electrophoretic migration and immu- 
nological reactivity of H2ts107 hexon c a p  
somers, but also their behavior in velocity 
gradient sedimentation, appeared normal 
at the nonpermissive temperature. ~ 1 0 7  
trimerized the hexon polypeptide units (3.5 
S) into functional capsomeric form of 
hexon (12 S) with the same efficiency as 
Prr: after a 2-hr labeling period, 75-80% 
of the hexon material was found in the 
form of capsomeric hexons (Fig. 242, Ta- 
ble 1). 

R fk f! +-'32,34, jet. 

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). H2ts118 
has beea mapped in the lOOK gene (D'Hal- 
luin et al, 1982), as H5tsl (Frost and Wil- 
liams, 1978; Arrand, 1978). H2ts118 assem- 
bled hexon trimers normally (Table l), but 
these hexons were unstable and degraded 
during the chase period a t  39.5' (Martin et 
d ,  lm, D'Halluin et d, 1982). H5tsl failed 
to assemble hexon trimers, and most of the 
hexon label remained in the 3.5 S zone of 
the gradient (Table l), a result expected 
from previous studies (Cepko and Sharp, 
1983). H2ts107 was therefore phenotypi- 
cally characterized as an assembly-defec- 
tive temperature-sensitive mutant, with a 
normal hexon pheno type. LILLE O 

TABLE 1 

Gradient zoneb ( % ) 

Virus 12 S 3.5 S 

HeLa a l 1  monolyera infsctecl with WT or ta mu- 
t a n t ~  a t  10 FFUialI  .ad 39.5°'rere b l e d  6 t h  
~ l m e t h i o n i n e  for 2 hr a t  18 hr after infection. In- 
f d  œil extra& were a n t r i f u g d  in aacroee gra- 
dient. aa prwioualy described and gradient fractions 
d y d  in SDS-gelr (Lamy and Boukngrr. 1980). 

'The cornponenta d m e n t i n g  a t  12 S correspond 
to the a p o m e n c  fonn of hexon (hexon trimera), the 
3.5 S amponenta to hexon polypeptide unite (Lemay 
and Bouhger ,  1980). F i  in the Table represent 
the amount of label found in the hexon polypeptide 
ban& of both 12 S and 3.5 S zones, m determined by 
.anning of gel autoradiogruns (ubitrary unita of 
peak surface). F i  in puentheriei, ue percentsges 
of d o i r c t i v e  label in l!2 S hexon a p o m e m  and 3.5 
S hexon aubunita. 



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 l00K protein, viz., H2ts118 and 
ml. As control, the degree of comple- 
mentation was also determined with the 
hexon-minus mutant H2ts121, and the 
DNA-negative H5ts125. The results are 
summarized in Table 2. Complementa- 
tion occurred between HUslû'i and both 
H2ts121 (complementation index, CI of 70), 
and H5ts125 (CI of 130). There was no a p  
parent complementation between HUsl07 
m d  either H5tsl or H2&118, suggesting 
that the same gene product was dected in 
these three mutants. Since both H m 1  and 
H2ts118 have been mapped in the 100,000- 
Da protein gene, H2tslM would be mutated 
in the gene coding for the 100K protein. 
The genetic and biochemical data reported 
below supported this hypothesis. 

Analys29 of ts+ interserotypic reunnùi- 
na* HeLa cells were doubly infect44 with 

eit h of H2ts107 and H5tsl and 
maintain a t  33O for 96 hr. The total virus 
yield and the yield of fs-t recombinant vi- 
ruses were measured by plaque titration 
on HeLa monolayer cells a t  33 and 39.5". 
respectively. Fifty plaques were isolated a t  
39.5" and tested for plaquing efficiency at 
both temperatures. The recombination 
frequency between H2ts107 and H5tsl was 

found to range between 3 and 4 X 10-~, 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 ts+ *ses 
confirmed that they were true recombi- 
nants and not revertants. This implied that 
H5tsl and H2ts107 mutations were inde- 
pendent but closely located lesions involv- 
ing different functional domains of the 
lOOK protein. This wae supported by the 
finding that hybrid heterotypic Ad21Ad5 
100K could be functional (Ooeterom- 
Dragon and Ginsberg, 1981). 

Preliminary interserotypic recombina- 
tion data obtained in crosses between 
H2tsl07 and H W  and H5ts36 suggested 
that H2tsl07 mapped between coordinates 
69 and 80, as H2ts118 (Table 3). Al1 four 
ts+ recombinants obtained in cross be- 
tween H2ts107 and H m 1  p o d  Ad5 
sequences a t  the left of -1 site a t  68.4 
map units (Aseelbergs et d, 1983). and Ad2 
sequences rightward from EcoRI site a t  
70.7, implying at least one recombination 
event between 68 and 70.7 map units (Table 
3). These data would position the m l 0 7  
mutation leftward from coordinates 70-73, 
where H5tsl has been previously mapped 
(Arrand, 1978). 

TABLE 2 

Complementation indexs 

HZts107 (1.2 X Id)  1.0 4.8 70 130 
H5tal (a? x 107 1.4 100 50 
I-Eta118 (35 x ldf UO 12 
H2ts121 (1.4 X I d )  21 
H5ts125 (43  X le 

'The degree of complementation. expreaoed aa the complementation index (Ci), w u  dculated from the 
virus yields by the formula CI = yield of the double infectionsum of yieldn of single i n f e c t i o ~  at 39S0. Figures 
in p u e n t h m  are infection yields at 39.5' axpmaed os FFU per 25 X ldcella Complernenhtion WM amidered 
am poeitive when Ci WM greater than 10. 
' I-Etall8, H2b121, and H5ta1 were phenotypically hexon-defective mutants. HStrl and H2ts118 nupped in 

the 100K gene. H2te121 in the hexon gene (D'Halluin d d. 1982). m l 0 7  w u  phenotypiully u#mbly- 
defeetive. DNA-negative H5ta125, mapped in the7212 DBP gene (Froat and Williams, 1978) au nwd M control. 



TABLE 3 

DNA STRUC~URES OP ADENOVIRIJS TYPES 2 (H2) AND 6 (H6) ~NTERTYPIC ~~+.RECOYBINANT~* 

BamHI Hi~dI11 BamHl Smal SnwI EcoRI h a 1  EmRI HindlII HindIII EmRI 
Recombinantb Deaignation 29.7 41.7 42.8 64 66.8 69.2 69 70.7 79.6 80.4 89.6 

BamHI 
29.7 

BamHI Mt01 EcoRI Xhol XIloI EcoRI 
42.8 63 69.2 68.4 70 70.7 

EmRI 
89.6 

*The numbem 2 and 6 refer to Ad2 or Ad6 DNA eequencee a t  the unique cleavage eitea. 
' ~ h e  îa+ recombinants were named aeeording to the cross letter and plaque number (D'Halluin et aL, 1982). 
'l'hie type of DNA etructure might correepond to a revertant. 



H- mu~ker rescue. H2tslM 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, tsC recombinants were obtained 
in cotransfection with Ad5 sequences lying 
between coordinates 67.8 and 75.9,m.S and 
71.4, and 69.0 and 728, which placed the 
H2t.slO'i mutation between 69.0 and 71.4. 
Since there was no virus rescue by plasmid 
pVM565, deleted in Ad5 sequence between 
682 and 69.9, this would suggest that the 
H2ts107 mutation lies between coordinates 
ô9.0 and 69.9. Similar experiments, per- 
formed with H2ts118, 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 
1ûûK protein (coding sequence: 67.08 to 
73.80 map uaits; nucleotide 24,108 to 2 6 s  
Roberts et d,  1984). 

DNA mpumcing of H2tslû7 mutant gene. 
Nucleotide sequence determination of the 
mutated region of the H2tsl07 lOOK gene 
revealed an apparent inversion of nucleo- 
tides 25,082 and 25,083. The mutation from 
codon GAC to codon GCA resulted in a 
nonconsemative change from aspartic acid 
to alanine a t  position 324 from the N end 
of the lOOK protein. The apparent inversion 
wae likely to be due to two successive ad- 
jacent mutations afïecting the second and 
third base of the same codon. 

A computed version of the secondary 
structure prediction analysis (Chou and 
Fasman, lm) of lûûK proteins from wild- 
type and H2te107 mutant showed no de- 
tectable change in their n-helix, 8-sheet, 
and random conformation. However, hy- 
dropathy plot (Kyte and Doolittle, 1982) 
revealed a lower acœssibility of the hy- 
drophilic domain situated between amino 
acids 315 and 325 (not shown). 

Biahemkù anal* of H ~ l û 7 i ~ & e d  

TABLE 4 

MARKER RESCUE OP H2ts107 ~ T U R E - S ~ W T I W  MUTATION EY AdS DNA FRAGMENTS' 

Source of Map mordinatm of Nurnber of phques/dieh 
eotronsfecting DNA racuing fragment st 39.5" * /c"s. 

pVM 543 
pVM 565 
pVM 511 

Restriction fragment 
HindlII B 
BdtEII B 
pVM 508/&AYHindIII 
pMa W&rtEII W K p I  

Control single transfecüons 
H2 WT DNA 
PW 504 
H2b107 
Mock-infectai cells 

' Monoiayer cella (293) were cotranafected with H2ts107 DNA-termiml protein cornpiex a d  cloneci or non- 
eloned Ad5 restriction fragmenta. Five mierognmi, of each DNA w u  copreeipitatui per petri dis4 *th 3 
of hemng sperrn DNA aa c h e r .  

'Average of t h m  nepuate experirnents mmprieing two diehm e&. 



TABLE 5 

bfutiwx REsCtrPl OF H2bll8 T~PERATURE-SENSITIVE MUTATION BY CLOm Ad5 DNA FaitoYENTS. 

Map coordinates of Number of plaquddirh 
Plamid d n g  fragment at 39.S0 

Coritrol ringle transfectiom 
H2 WT DNA 
0- 
H2b101 
Md-infectai œllr 

- 

Marker rescue axpedmenta were performd M indimted in the iegemd to Table 4. 

ceU p i e  HUsl07-infected HeLa 
cells were labeled with plmethionine for 
1 hr a t  17 hr after infection a t  39.5'. and 
chased for periods of t h e  ranging from O 
ta 22 hr. The polypeptides were analyzed 
in SDS-polyacrylamide gel and compared 
with the WT polypeptide pattern. As shown 
in Fig. 3A, H2ts107 exhibited a doublet in 
the 1ûûWWK domain of the gel, in place 
of the 1ûûK band found in WT, and great 
quantities of 45K, and 15K species only 
present in low arnounts in WT. By contrast, 
WT showed significant amount of label in 
54K, 50K, pVI/pVIII and pVII scarcely vis- 
ible in H2tsl07. The 90K species appeared 
to increase during the chase a t  39.5', but 
lûûK remained visible throughout the 
chase period (Fig. 3A). HUsl07 assembly 
intermediate (IM) particles formed upon 
shiftdown to 33" and banding a t  a density 
of 1295-1235 in CsCl have been recently 
found to contain great quantities of 
$S)methionine label in a 9ûK protein spe- 
cies, and occasionally a 9ûDlûûK doublet, 
with a predominance of the 90K band 
(Morin and Boulanger, 1W). Both lûûK 
and 90K were found to be phosphorylated, 
as shown by the 9-labeling pattern of 
W l 0 7  IM particles and to coprecipitate 
with the anti-1ûûK serum provided by W. 
Deppert (Fig. 3B). These data and previous 
observation of a 1ûûK-95K doublet copre- 
cipitating with an anti-hexon monoclonal 

antibody (Cepko et aL, 1981), stmngly sug- 
gested that lûûK and 9ûK were related 
species. 

Precurstvr-@ud ?datimuhip betuwen 
lOOK and 90K. Even after prolonged peri- 
ode of ch- a t  the nonpermissive temper- 
ature (20-22 hr), lûûK and 90K seemed to 
coexist in IBkl07-infected cells, and there 
was no evidence of labeling flow from one 
species to the other: the label in 9ûK in- 
creased significantly during the chase pe- 
riod, whereas the lûûK label remained sta- 
ble (Fig. 3A). If some structural relation- 
ship existed between lûûK and 9ûK species, 
this would imply that only a limited pro- 
portion of the lOOK molecules could evolve 
into 90K product. 

HU8107-infected celb maintained at 
39.5" for 18 hr  were labeled with 
vbe th ion ine ,  and virus-induced poly- 
peptides were analyzed in SDS-gel. After 
staining, the lûûK and 9ûK bands were 
eluted electrophoretically from the gel 
slices and fingerprinted in SDS-polyacryl- 
amide gel. using S t a p h w  VS pro- 
tease (Cleveland et al, 1977). The protease 
digestion patterns proved the structural 
identity of lOOK and 9ûK species. The same 
cleavage products were found in both hy- 
drolyzates, albeit with difTerent stoichi- 
ometry, suggesting different protease sen- 
sitivity in lOOK and 90K: 9ûK appeared to 
be more sensitive than 1ûûK. since the 



RG. 3. SDS-poly.erylunide gel u u l y r i r  of H2fr l07- idsaal  œl l  polypeptida (A) I n f d  HaL. 
a l i n  m m  pulra-lakled d t h  F b e t h i o n i n e  for 1 hr  a t  17 h r  r i h r  infaction at a95' (Irnar 4 e). 
rnd I h l  c h a d  for 22 hr  a t  the w n e  temperature ( l r n a  b. d). h e m  a and b. Wlû? - in fœted  
ce lk  L w  c rad 6 M2 W T - i n f d  œlb. (B) 9 - L . h i i n g  pstrarn of lC?taiû? vwmbly  intermediace 
(IM) puticlea formed upon temperature s h i f t d o r n  (33"). rnd hnding a t  1285-1235 in CICI. kne  
r untreated IM p u t i c l m  lane C deoxycholace (D0C)disnipted H2tr107 ïM p u t i c l a  nicted d t h  
pmimmune r r u m ;  lins g. DûC-durupted W 1 0 7  IM p v t i c l a  ioerihtat r i t h  inti-1ûûK r r u m  
from W. Deppert  The immuns complexa w e n  w l d  onto S wmu a l k  &idem major ph-- 
phopmteinm 68K (III.). 39/4ûK. 32K. rnd 2SK, a 100U9ûK dwblet  .ad - hD& d n . g  from 
ZLI(. to 15K am a h  visible. Nota t t u t  rhe rnti-100K #ram mpmeipitatsd imp -ta of 32K i n d  
28K with 100W90K; the same 32K rnd 28K r p e i a  mm iIro f o o d  prscipitatsd although to a 
leuor extcnt. by the pnimmune serum. (C) 'y Aatylation of H a l 0 7  proteinm. Lino h. H2tr107- 
infeeted œlb puiselabelrd with ["tare for 2 hr a t  16 hr  r i t e r  infection a t  395'; l rae  i. 2 hr  
c h u s  a t  39.5"; Ime j. 4 hr ch-: Iane k. 6 h i  chlw.  An in the 5 pattern (lmea a b). pVi. pVi11. 
and pVi1 are r v e e l y  visible. LPne v. control ~ ~ e t h i o n i n t l a ù e l e d  rdenovirion. 

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

Since lûûK has been found to be a major 
phosphorylated viral protein (Russell and 
Blair, 19'77; Axelrod. 19'78). HUslO7-in- 
fected cells were labeled with 9 at  late 
times after infection, and 9- labeled 1OOK 
and 9ûK were ibolated and fingerprinteâ a s  
mentioned above. Both lûûK and 9ûK 9 
patterna showed great similaritiee in the 
45K-25K molecular weight range, but a h  
some difTerences 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 cortespon- 
ded to a minor species in [SbSlmethionine 
pattern (Fig. 4A). Both ?3 and patterns 
thus strongiy suggested a structural rela- 
tionship between lûûK and 90K. 

As for most of the primary translation 
products of adenovurus (Jornvall et al. 

19741, lûûK is N acetylated and can be N 
labeled in viw with ["Clacetate (Boudin et 
al. 1983). HUslW-infected ce11 cultures 
maintained a t  39.5" were labeled with 
["Clacetate for 2 hr a t  16 hr after infection. 
and chased for diffèrent periods of time. 
The major capeid proteins II. III, IV, and 
V appeared to be labeled. as well as the 
nonvirion protein lûûK (Fig. 3C). No N la- 
beling was detected in a 9ûK species even 
after prolonged periods of chase (Fig. 3C. 
lane k). This strongiy suggested that 90K 
derived from the lûûK by cleavage a t  its N 
terminus, as in the case of pViI and pVI 
(Anderson d al, 1973; Tremblay d al. 
1983). This was conîirmed by the finding of 
a [14C&cetate-labeled 13.5 kDa polypeptide 
in H2ts107 IM particles, reacting with the 
anti-1ûûK-N serum (Fig. 5). 

Immundo&d studies. Three antisera 
were raised in rabbits: two against elec- 
trophoretically eluted lûûK (referreà to as 



'L- .. 
Re. 4. Peptide iingerprinting of H2tr107 lOOK rrrd WK in SDS-polyaerylrmide gel. (A)  

mwethionine psttern. (B) 'CP pattern. Rotein hob nta digusted rith 0.01 ~c ( l  ( b e a  a. e. i. m). 
0.05 ( lana  b. f. j. n). 0.10 r<g (ha 5 g, k. O). 025 rg ( h m  d, h. L p) ofSt<rdr&wxmu V8 proterse. 
h a  a 4  i-1: WK: lmas t h .  m-p: lOOK L.ne r flbethionine-Wied idenoviw mukcr. The 
~ h e 8 d a  in the h e  v i d i u t e  cluvage p d u c t r  fmm higher molaculu reight mmponenb 
of d e a o v i w .  hexon aad penton bue, duc to dinurion of promue fmm dot p. Differenœa in kbeling 
inraluity of mmponding peptides ru([llat A higher pmteam uxuitivity for the WK species. 

anti-1ûûK-N and anti-1ûûK-W. respec- 
tively) and one against eluted 9ûK (anti- 
90K). The anti-1ûûK-N faintly revealed the 
lûûK polypeptide band in western blotting, 
but failed to react with the 90K species 
(Fig. 5 ) .  The anti-1WK-W and anti-!3OK 
antibodies revealed both lûûK and 90K 
species. The anti-1ûûK antiserum obtained 
from W. Deppert also revealed both lOOK 
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  1OOE anr i  90K 
were antigenically relateci, coniîrmiilg the 
precursor-product relationship between 
both proteim. The fact that  anti-1ûûK-N 
antibody reacted only with lûûK and not 
with the 90K breakdowu produet suggested 
that  thia latter antibody waa directed 
against the N-terminal moiety of the 1ûûK 
cleaved off during ita p m i n g .  Alter- 
natively, the anti-1ûûK-N antibody might 
recognize conformational structures only 
present in nonprocessed 1ûûK. The first 
hypothesis was supportmi by the finding of 
an anti-1ûûK-N-reacting peptide band of 
molecular weight 13.5% present in IM par- 
ticles of H2tslû'i and in A d 2 W  mature vi- 
rions (Fig. 5). This peptide vras likely to 

represent the N-terminal domain of the 
100K. 

Immunojwrrejaence microscopy. To de- 
termine the influence of the different types 
of lûûK mutations on hexon assembly and 
transport to the nucleus, infected HeLa 
monolayer cells were exarnined in imrnu- 
nofluorescence microscopy, using the dou- 
ble-staining technique with anti-hexon 
trimer antibody followed by anti-rabbit 
sheep 7-globulin. Cells were taken a t  30 hr 
&ter infection a t  39.5' with AMWT, 1ûûK- 
defective W 1 0 7 ,  HUsllS, and H5tsl mu- 
tants, and hexon-minus mutant HUsl21. 
As expected, H2te121 (mutated in the hexon 
gene) and Hfitel (which does not form cap 
someric hexons) elicited a faint cyto- 
plsarnic Buoreneence. H2ts118 showed a net 
perinuclear staining. m l 0 7  exhibited a 
bright nuclear fluorescence, undistin- 
guishable fmm that o k r v e d  with WT, but 
a fainter cytoplasmic staining (Fig. 6). This 
confirmed that H2tslUi waa capable of as- 
sembling and transporting hexon trimers 
to the nucleus, and suggested that HUsll8 
was altered in the hexon transport of nor- 
mally assembled hexon capeornem. 
Tapdogy and neighbor ndatùmdapt of 

100R/90K in virus partida The aaaembly 



RG. 5. Immunologiul W v i t y  of 100W90K with 
difierent antisera. H2tr107 rwmbly  inbmnediate 
(LM) putic la  (hne b). and HZWT mature viriom (lane 
a)  rere  rnalyzed in SDSpolyurylunide gel, electro. 
pboreaclliy b b t t d  on allulorc Blter and reacted witb 
d i t  xnim ~t i -100K-N (A). anti-WK (B). ind anti- 
100K-W (C). Immune complexes r e m  revuled by -1- 
protein A. The anti-100K-N m m  rwealed i 135- 
kûa proWin species a d  trams of l00K in iTfblû7 Rd 
p u t i c l a  (A). lane b. The rnti-100K .ad aati-WK M- 

tibodiai rcrvtd with botb lûûK and 90K proteins 
-nt in H2tr107 IM, and witb 1OOK present in trace 
amounu in H2WT mature virions ((B) and (C) luies 
a). Nonspecifie miction or cm-mactivi ty  a r u d  
berneen hexon polypeptide and anti-100K wrum (C). 
The Ïû-kDa band elicited by both mti-100K and anti- 
90K antibodiea in H2bl07 IM puticles w u  likely to 
reprrscnt i n  intermediate cleavage product of the 
100K. 

intermediate (IM) particles of HUslM 
formed upon shiftdown to 33' contain vast 
amounts of 9ûK and remnants of 100K 
protein (Morin and Boulanger. 1984). IM 
particles of H2ts107 were dierupted with 
0.5% deoxycholate a t  56' and subviral en- 
tities separated in glyceml gradient (Bou- 
langer et al, 1979). SDS-polyacrylamide gel 
analysis of the gradient fractions showed 
that  9ûK cmedimented with groupa of nine 
hexons, sssociated with hexon and protein 
IX (not shown). No detectable 90K was 
found assxiated with cores or vertex com- 
ponents. 

To confirm this result, topological anal- 
ysis was performed using different types 
of antibodies and immunoselection on S 

a u m - p r o t e i n  A. Pooled HUsl0'7 IM par- 
ticles labeled with - and banding a t  a 
density range of 1295-1285 were treated 
with deoxycholate and reacted with anti- 
sera against capsomeric hexon, penton 
base, IIIa, and IX. The immune complexes, 
adsorbeci onto S. aureus cells, were ana- 
lyzed in SDS-gel. The immunoprecipitates 
obtained with anti-hexon and anti-IX con- 
tained 9ûK and polypeptides II (the hexon 
eubunit) and IX. The anti-penton base co- 
precipitated the polypeptide III along with 
100K; the anti-IIIa serum coprecipitated 
ïIIa and 100K (Fig. 7). Together with 
the centrifugation data of deoxycholate- 
treated IM particles, this suggested that  
the nonprocessed 100K protein was ssso- 
ciated with the vertex components of the 
capsid, penton base, and protein IIIa, but 
not with the peripentonal hexons, whereas 
the 9ûK was mainly located a t  the faces 
and edges of the icosahedron. associated 
with groupe of nine hexons. 

M n i t y  ch-phy m k m - S e -  
p h a m  cdumn In hexon-100K complexes, 
the hexon has been shown to be of mono- 
meric form (Cepko and Sharp. 1983; 
Gambke and Deppert, 1983). Al1 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 
lOOK rnolecule distinct from the hexon 
polypeptide binding site. Affinity chroma- 
tography on hexon immobilized on a Se- 
pharoae colunmn was intended to deter- 
mine whether lOOK could interact with 
trimeric hexon. Hexon covalently bound to 
Sepharose gel and partially denatured with 
SDS was uaed as control. Since cornpetition 
could occur between soluble 100K and hex- 
ons present in infected ce11 extracts, HeLa 
cells were infected with hexon-minus 
mutant HUs121 a t  the nonpermissive 
temperature and the ce11 extract was chro- 
matographed on native hexon- and SDS- 
denatured hexon column. Found to be re- 
tained on native hexon was l00K with a 
high affinity: al1 detectable lOOK was found 
to elute with high-salt denaturing bufTer 
(0.8 MKCI, 5 M urea) (Fig. 8A). By contrast, 
the lOOK eluted quantitatively in the ex- 



FIG. 6. I m m u n o A u o ~ n œ  mirro.copy of Ad2 WT rnd t~ mutants. H e k  monoiayer a l la  were 
infected rt r multiplicity of infection of 25 FFU/ceil. and iocobated rt 39.5" for 30 hr. The cells 
were fixed and ructed witb rabbit mti-hexon trimer wrum. followed by f luonseein~njugated 
rheep anti-rabbit immuooglobulin. (a )  Ad2 W. (b) H&l; i c )  HZtrll8; (d) HZtrlûi. The fluorescent 
pittlni of hexoo-mutant H2tr121 w u  rimilu  to that of HSbl d was not prwented in this figure. 

ciuded peak of the SDS-denatured hexon- 
Sepharctse column (Fig. 8B). This suggeated 
tha t  lOOK might associate with the cap 
someric form of hexon and not only with 
monomenc 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. I t  has 
to be noted that most of the penton base 
and fiber were eluted from SDS-denahlred 

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

q B i n a  chmmdqpuphy a rwvobiocin- 
Sephrœe adumn Novobiocin, an inhibitor 
of procaryotic gyrases, has a h  been found 
to be efficient on eucaryotic topoisornerase 
II. Novobiocin has m o  independent effects 
on adenovirue metabolism: (i) inhibition of 
viral DNA synthesia initiation, and (ii) in- 



anernbly intersnediate (IM) p u t i c l a .  For bsttr 
duit)- of the band panaru. - l m - i n f d  a l l r  nir 

I.bcled +th 9 at 395'. EY p u t i c l a  inolatsd rita 
rhift-. and wtsd with deorycholata (DOC) u 
56'. DOCdisnipred partiel- w m  incubated with bii- 
ferent antinera and immune comalexa seiestui on S 

uiri-hexon; lme  c. uiti-penton bora; h a e  d. uiti-pro- 
rein 111% Iane e. mti-protein LX; lrne v. mntrol 
m j n o v i m a .  Two intense banda of phoaphoproteins 
f a  u d  B K )  are imrnunoprsRpitrted with a11 sera 
d cene a h  Fig. a8). k l u d i n g  the p i m m u n e  
=mm. Note t h i t  wti-pentan buc m m  pmipit.t.e-8 
the phoophorylared form of i I ia  (68K). a reauit 
v u t e l y  surprising s i n a  vertex components III. and 
penton b u c  might  be only put i l l ly  d u n i p u d  by DOC 
(Boudin et aL. 1980). 

h i~ i t i on  of DNA encapsidation. possibly via 
an alteration of a negatively supercoiled 
conformation of DN.4. required for DNA 
packagirig (D'Halluin et al, 1980). Affinity 
chromatography on novobiocin-Sepharoee 
was performed to determine which virrrl 
protein(s) could bind the drug. Since lOOK 
was involved in capaid scaffolding, it m a t  
Plso play a role (direct or indirect) in viral 
DNA packaging. In the assembly pathway 
of adenovirus, the entry of viral DNA has 
b e n  shown to m u r  simultaneoualy with 
the exit of scaffolding proteins (D'Halluin 
et a i ,  1978). To test this hypothesis, WT-, 
H2ts107-, and mock-infected ce11 extracts 
a t  39.5" were chromatographed on novo- 
biocin & n i e  gel. The results of afIinity 
chromatography of WT extracts on novo- 
biocin column are  presented in Fig. 9. Ce11 
and virus material (93-9546 ) was excluded 
from the gel and eluted in the void volume 
of the column with the starting buffer 

(HKET). HKET buffer containing novo- 
biocin (0.1 mg/ml) eluted 0.9-1.5% of the 
total input label, ATP-Mc-containing 
HKET b d e r  0.5-1.556 ,high ionic strength 
b d e r  2&3.6% ,and denaturing urea b d e r  
1.&20%. SDS-polyacrylarnide gel analysis 
showed that  fractions eluted with novobio- 
cin- and with AT' -Mc-eonta in ing  bufT- 
era containeci significant amounts of 100K, 
along with the major capsid proteins 
hexon, penton base, 111% and fiber, and the 
phoephorylated form of the DNA-binding 
protein (DBP), 75X (Fig. 9B). Additional 
amounta of lOOK and of hexon were eluted 
rith high d t  and orsr, implying a high 

of rd8nity for tàe immobilirsd li- 
gand The lOOK Ipseia r.r in-'-uui the vi- 

VI- * 

ircrnt HLbUl al rb. Bmgœrddm tamlpaiaue. 
rad Idmled with F)methionine for 2 hr a t  16 h r  &r 
infection. Cell er t r rc ts  r e m  p n p v a d  u dsrcribed in 
the taxt m d  efiromatogrrrphed on h u o n  a n i t y  S e  
pharum gel. (A) Native hexon column; (B) S D S d c  
mtumd hexon column. L m e  a, excluded miterial  
elutsd in the void volume uid  with the rinsing buffer 
(HKET): IMO b. HICET + O 2  M Ka; lane c. HICET 
+ O . B M K C I . I M O ~ H ~ E T + O . ~ M K C ~ + ~ M U ~ ~ ~ ;  
h e  v. matml  denovirion. Note that al1 detectable 
lOOK w u  elutcd in the void volume of the SDShexon 
mlumn (B. l m e  ai. u d  6 t h  hi& iooic rtrength-de- 
ruuiring buffer fmm the native haxon .ffinity gel (A. 
l lne d). 
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rua-coded 1OOK protein since i t  had no novobiocin, or novobiocin-binding compo- 
mock-infected e l 1  counterpart (Fig. 9A). nent(s). At high ionic strength, and to a 
The occurrence of lOOK in nonnegligible lesser extent with denaturing urea-buffer, 
quantities in the excluded peak of the col- a major doublet band of 75K-72K, and dis- 
umn, along with the major capsid proteins crete protein species migrating as Wa2, 
suggested that  only a limited number of 50K. 39K. pVi, pViII, and pVTI were also 
lûûK molecules p o s x i a d  an aiffinity for eluted (Fig. 9B, lanes e, O. 



Gel scanning of novobiocin-Sepharose 
chromatographie fractions showed that  
lOOK consatuted 2û% of the proteins eluted 
4 t h  the novobiocin-containing buffer, and 
35% of the material eluted with A T P - M e  
(Table 6). The fractions eluted with the no- 
wbiocin-containing buffer were pooled, di- 
dyzed against the equilibrating bufTer, and 
rechromatographed on the ssme novobio- 
cin-Sepharose column in a second cycle of 
d i n i t y  chromatography. There was an en- 
richment in lûûK species in the novobiocin 
and ATP-MgL' eluates, cornpared with the 
other capeid proteins (Fig. 9D and Table 
4). The stoichiometry of 1 O K  to hexon was 
0.8 and 12 in novobiocin and ATP-Mgt' 
eluates of the first cycle of afEnity chro- 
matography, and 1.9 and 1.7, respectively, 
in the second cycle (Table 6). High salt and 
denaturing buffers eluted the pair lOOK 
hexon in a still higher ratio of 1ûûK over 
hexon (21. Table 6). Hexon, penton base, 
IIla and fiber appeared always as partner 
proteins of the lûûK in fractions eluted a t  
low ionic strength with novobiocin- or 

ATP-MP-containing buffer (Figs. 9B, D), 
and DBP a t  high ionic strength or in de- 
naturing b&er (Fig. 9B$, f). However, this 
latter type of elution was lesa specific than 
that wing the soluble ligand novobiocin or 
ATP-Me,  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 lûûK 
was analyzed by afEnity chromatngraphy. 
HZtdlû7-infected ce11 extracta labeled a t  
39.5" were chromatographed on novobio- 
cin-Sephame gel. As shown in Fig. 9C, the 
90K protein was found to behave as the 
lûûK and to be retained on the eolumn with 
the same afiinity. However, the H2ts107 
1ûûK-90K doublet behaved differently 
from the WT 100K. No deteetable 1OK- 
90K species were found in the novobiocin- 
containing bufTer and most of these pro- 
teins appeared eluted a t  higher ionic 
rtrength than in WT, with ATP-Mg ace- 
tate-containing bufFer, and with high ionic 

TABLE 6 

Pemntage of label in polypeptide 
Polypeptide ratio 

Fraction 11 lOOK III 72/75Kb ûô-12Kc 100K:II 

First cycle' 

Excluded peak 
Novobiocin eluite 
A T P - M ~ ~ '  
O M  KC1 
NaCi-urt. 

h n d  cycle' 

Excludd puk  
Novobiocin tluite 
ATP-MO" etlute 

' Figura in Table corraspondmi to the average of the raultr of two novobiocin-Sephrrcwc chmmamgraphs. 
u depicvd in ph of Fig. 9. 

'The 7 2 K - f S K  doublet correspondcd to the nonphaphorylatcd and phapboryiited f o m  of the DNA- 
binding protein. 
'This portion of Lhe gel lane uuis corraponded to dl hndn rnigrating from UIa-iikr polypeptide doublet 

had (W62Ki to protein IX (1210. 
'The fracuonn eluted with novobiocin-containing buffer acre poolad, diilyzed. and rccfvomrtoqrrphmi onto 

the w n e  mvobiocin-Seph- column. 
' ND: Nor detected. 



strength and denaturing buffers (Fig. 9C, 
lanes d-f, dl-f ). This suggested that  the 
mutation of H2&107 altered the affinity of 
100K for novobiocin, thereby d k c t i n g  its 
binding to the affinity mlumn. 

The results of novobiocin-Sepharose 
chromatugraphs might be explained in a t  
least two ways: (i) The lOOK protein (and 
the 90K species) possessed a direct sffinity 
for novobiocin. (ii) The 100K interacted 
with other viral or  cellular protein(s) (e.g., 
topoisornerase II) retained specificaIIy on 
the novobiocin gel. In b t h  hypotheses, the 
N-terminal domain of the 100K, processeci . 

in WK, would not be involved in ita direct 
or indirect binding to novobiocin a n -  
iîy gel. 

Topoisornerase II  activity was assayed 
in novobiocin-elut4 fractions from WT-, 
HUsl07, and mock extracts. Similar spe- 
cific topoisornerase activitiea, ranging from 
600 to 1200 mU/lûOû =S cpm were found 
in al1 samples tested. This might suggest 
tfie absence of virus-coded. or  virus-in- 
duceci, or virus-stimukted topohmerase-  
like enzymds) in adenovirus-infected cells. 
In an  alternative hypothesis, cellular to- 
poisornerase II activity could mask some 
virus-coded enzyme( s). 

Binding of [uC)na>obiocin probe with ad- 
m ' r u s  polypeptides The capacity of lOOK 
and of other possible adenovirus structural 
and nonstructurai polypeptides to bind 
with novobiocin was explored by another 
methoà. H2WT-, HUsl07-, and mock-in- 
fected cells a t  39.5" were electrophoresed 
on SDS-polyacrylamide gels and probed 
with ["Cbovobiocin after renaturation o. 
the proteins by blotting on nitrocellulose 
Blter (Towbin et d ,  1974) or  by the gel 
overlay technique (Otto, 1983). No detect 
able band of ["@ovobiocin-labeled con; - 
pound was found a t  the position of 100K. 
hexon, or other defined virus polypeptides, 
using both procedures (not shown). How- 
ever, when polyacrylamide gel waa rena- 
tured in the presence of ['"C)~ovobiocin- 
mntaining buffer, a discrete labeled band 
was found in the H2ts107 sample, and to a 
lesser extent in the WT sample. within the 
spacer gel a t  the limit of the resolving gel 
(not shown). This suggested tha t  the com- 
ponent(s) binding the drug was formed of 

high molecular weight protein complex or 
was covalently bound to DNA fragments 
not entering the gel. 

DISCUSSION 

The resulta obtained with H2ts107 
confirmed previous investigations. They 
yielded further evidence of the role of the 
adenovirus-coded lûOK protein in the scat- 
folding of virus particle (Gambke and 
Deppert, 1981; Morin and Boulanger, 1984). 
H2ts107 failed to asaemble vinons but was 
capable of aseembling stable hexon trimers 
nt the nonpermissive temperature. lits le- 
sion was mapped in the l O K  gene, between 
69.0 and 69.9 map units, leftward from the 
HStsl mutation, and a t  a genomic distance 
sufncient to allow interserotypic recombi- 
nation to oanir, aibeit with a low frequency 
(3-4 x 10-~). 

Cornparison of the properties of H2ts10'7 
with the other 100K-minus mutants H5tsl 
and H2fs118 suggested that  a t  1-t three, 
and pomibly four, independent functions 
were carried on by the lOOK protein. 

(i) Trimerization of hexon, a property 
altered in H&l (Russell et al, 1912; Cepko 
and Sharp, 1983). as well as in most other 
1OOK-defective mutants thus far isolated: 
H5ts17 and H5ts20 (Leibowitz and Horwitz. 
1975). H5ts115 and H5ts116 (Ginsberg d al, 
1974; Oosterom-Dragon and Ginsberg, 
1981). The trimerization function would be 
located in the C-terminal rnoiety of the 
lOOK molecule, since H 5 h l  has been 
mapped between 70 and 73 map unita (Ar- 
rand, 1978; F m t  and Williams, 19781, and 
H5ts115 between 70 and 75.9 (Ooeterom- 
Dragon and Ginsberg, 1981). However, 
marker m u e  of H5ts116 mutation by WT 
DNA sequences between 6ï and 70.7 (00s- 
terom-Dragon and Ginsberg, 1981) was in 
apparent c o d i c t  with thia latter a s s u m p  
tion: HUs116 failed to trimerize hexons, 
and this would place the trimerization 
function in the N-terminal region of the 
lOOK molecole. These results were not con- 
tradictory if one considers that  a mutation 
in one region of a protein can inîiuence the 
structure and function of a remote domain 
of the same protein. and tha t  the r m i n g  
fragment 67-70.7 overlapped coordinate 70. 



iEta116 might therefore lie to the right 
from coordinate 70, in the C-terminal re- 
gion-functionally speaking-of the lûûK, 
as in the other hexon-trimer-minus mu- 
tan ts. 

(ii) Hexon transport, affected in the 
1ûûK-minus mutant H2ts118. This role 
would aiso be devoted to the C-terminal 
end of the 100K, between 728 (determined 
by the leftward coordinate of the rescuing 
fragment) and 73.8 map units (the end of 
the coding sequence of 1ûûK gene). How- 
ever, H5ts147, mutated in the precnrsor pVI 
to virion protein VI, a h  failed to transport 
hexons to nucleus (Kauffman and Gins- 
berg. 1976). An interpretation of these a p  
parent ambiguities might be t ha t  a subtle 
misassembly of hexon capsomers induced 
by H2ts118 would render them tempera- 
ture-sensitive and untransportable to nu- 
cleus. a function normally assumed by pVI. 

(iii) Scaffolding of adenovirus particle, 
mutated in H2tslû7 (Morin and Boulanger, 
1984 r.  This function would lie in the central 
domain of the lOK, between amino acid 
300 and 400 from the N end. In contrast 
with other lûûK mutants H5ts17 and 
H5ts2û (Leibowitz and Horwitz, 1975), 
H5tsll5 and H5ts116 (Oosterom-Dragon 
and Ginsberg, 1981), and H5ts147 (Kauff- 
man and Ginsberg, 1976), which could not 
assemble infectious virus in the presence 
of cyclohexi ide af ter  the shift down from 
39.5 to 3 2 O J  H2ts107 was capable of as- ? - sembling infectious particles upon shift- 
down in the presence of the drug (Morin 
and Boulanger, 1984). The HUsl07 1ûûK 
protein synthesized a t  39.5"fmight there- 

$-> fore m u m e  its d o l d i n g  function a t  
33'C. and nascent lOOK protein was not r e  
quired for intranuclear capsid assembly. 
The results of affinity chromatography of 
1ûûK on hexon-Sephame column sug- 
gested that lûûK posaesaes a binding site 
for hexon capsomer different from the af- 
Enity site for unassembled monomeric 
hexons (Cepko and Sharp, 1982, 1983; 
Gambke and Deppert, 1983). 

A 90K species was found in vast arnounts 
in assembly intermediate (IM) particles of 
H2tslû7 formed after  shif tdown (Morin 
and Boulanger. 1984). 9ûK was structurally 
and antigenically related to lûûK and was 

presumed to be a cleavage product of the 
latter, generated by processing a t  its N 
terminus (Figs. 3, 4). as for other virus 
protein precursors (Tremblay et a l ,  1983). 
The respective locations and neighbor re- 
lationships of lûûK and 90K within the IM 
particles were determined by coprecipita- 
tion with various ant ibdies  of subviral 
structures obtained after partial capsid 
disruption. I t  appeared that 1ûûK was as- 
sociated with vertex components IIIa and 
penton base, whereas the 9ûK species was 
found in groupa 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 star t ing a t  the faces and edges and 
ending a t  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 lûûK might migrate to the capsid 
faces to be p d  and released from the 
particle upon virus maturation. 

(iv) The lûûK protein was a h  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 lûûK 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 1ûûK-90K doublet found in 
iI2ts107 extracts a t  39.5' showed an elution 
pattern from novobiocin column different 
from that  of WT. lOOK was not eluted with 
novobiocin-containing buffer, as was WT 
100K. but eluted with ATP-Mg2+, high sal t  
and denatunng buffers (Fig. 9). Both scaf- 
folding function and novobiocin-binding 
capacity of 100K-90K proteins appeared 
therefore altered in the H2ts107 mutant. 
Two point mutations on the same codon 
were found in the H2ts107 l 0 K  gene, re- 
sulting in a nonconservative amino acid 
change (aspartic acid to aianine) a t  posi- 
tion 324 from the N-terminal end of the 
10K,  Le., in a central, hydrophilic domain 
of the lûûK protein. Because both consisteci 



of base transversions, these mutations 
could not be due to nitroua acid treatment; 
H2ts107 was most likely to be a sponta- 
neoua mutant isolated during the seleetive 
procedure. 
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