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L'adénovirus est le seul v i r u s  à DEIA à posséder des projections apicales 

appelées f ibres.  Celles-ci sont ancrées par  des liaisons non-covalentes au niveau 

de la base d u  penton, elle-même insérée dans ia capside à chacun des sommets. 

La f ib re  possède une s t ruc tu re  hautement asymétrique e t  in terv ient  dans 

plusieurs propriétés virales importantes (hémagglutination, adsorption v i ra le) .  

Dans u n  premier tenps, nous avons étudié la f i b re  de l 'adénovirus de t ype  

2 de type  sauvage : son assemblage avec la base d u  penton, sa polari té, sa 

glycosy lation e t  son comportement électrophorétique en fonction du degré de  

dénaturat ion on t  été étudiés. 

Dans un second temps, l 'étude de la f i b re  d u  mutant H2 t s  125 nous a 

permis de  localiser une zone importante dans le polypeptide de la f ib re  pour  

l ' in tégr i té s t ruc tura le  e t  fonctionnelle de la protéine. Une hypothèse pouvant  

expl iquer comment une mutation ponctuelle peut avoir  des effets s u r  la 

conformation de toute une protéine e t  donc su r  ses propr iétés physiologiques a 

été émise. 

Avant  d'aborder les t ravaux personnels nous rappelons les connaissances 

essentie!les au sujet de la s t ruc tu re  e t  de la mult ipl icat ion de l 'adénovirus en 

insistant  davantage su r  les données concernant la f i b re  e t  le penton complet 

( qu i  correspond au complexe : base du penton - f ibre) .  



b t N E R A L  T E S  



1- CLASSIFICATION 

Isolé pour la première fois par  ROWE e t  al. (1953), l 'adénovirus es t  u n  

v i r us  à DNA double brin, non enveloppé, de forme icosaèdrique et  de tail le 

relativement rédu i te  (70 nm de diamètre). 

L'ensemble des adénovirus constitue la famille des Adenoviridae, d iv is ib le  

en deux genres : les mastadéncvirus, p lus  de 90 espéces e t  les aviadénovirus, 

env i ron 18 espèces. il existerai t  peut  ê t re  un troisième genre, des v i r u s  

semblables aux adénovirus ayaot été t rouvés chez les animaux à sang f ro id  

{WIGAND et  al., 1982) (Tableau 1). Cette classification est fondée su r  l'absence - 
de protéines montrant une antigénicité croisée, e t  des dif férences morpho- 

logiques. Très peu d'homologies existent ent re  le DNA des mastadénovirus e t  des 

aviadénovirus. 

Chez l'homme, quarante e t  un sérotypes on t  été identif iés (UHNOO e t  al., 

1983). Une première classification, proposée par  ROSEN (1960), les i-épertoriai t  

en t ro is  sous-groupes d'après leur capacité à hémagglutiner des éry throcytes de 

r a t  ou de sincje. En 1967, HUEBNER proposait de les classer selon leur onco- 

génicité. PlNA et  GREEN (1965) ont  montré que, pour  les adénovirus humains, le 

pouvoir  oncogène du v i r u s  c ro i t  quand la teneur en base G+ê d u  DNA décroi t .  

Depuis, t ro is  autres cr i tè res on t  6té proposés pour  la classification : 

1- La migrat ion électrophorétique de  quelques polypeptides de s t r uc tu re  

en gel de  polyacrylamide-SDS (CVADELL, 1978). 

2- Le degré d'homologie de séquence des DNA (GREEN e t  al., 1979), 

3- L'analyse du génome par  des endonucléases de rest r ic t ion notamment par 

l'enzyme Sma I, don t  le si te de coupure ( C C C ~ G C G )  ref lète le contenu en bases 

G+C (VJADELL e t  al., 1980). 

Su r  ces données, les quarante e t  un adénovirus humains ont  é té  répar t is  en 

s ix  sous-groupes (Tableau 2 , chacun possédant des propr iétés 

d'hémagglutination, un degré d'oncogénicité, une teneur en base G+C ainsi  

qu'un taux d'homologie de  leur DNA qui leu r  sont propres. Cependant, l 'analyse 

du DNA par  certains enzymes de rest r ic t ion permet de révéler des var iants  

pour  un serotype donné (ADRIAN e t  al., 1985, FIFE e t  ai., 1985). 

Les sérotypes 2 e t  5 (sous-groupe C) on t  été p lus  part icul ièrement 

étudiés : i ls sont faiblement pathogènes e t  se mult ipl ient facilement dans des 



Genre Hôte Nombre Nomenclature 

Ident i f ié  Probable 

Mastadénovirus Homme 4 1 - h l  - h41 

Primate non humain 2 4 - siml  - Sim2O 

Bov in  9 - bos l  - bos9 

Cochor, 4 1 sus1 - sus4 

Mouton 5 2 o v i l  - ovi2 

Cheval 1 - equ 1 

Chien 1 1 c a n l  

Chèvre  - 1 cap1 

Souris 1 1 mus1 

Peromyscus - 1 

Opossum - 1 

Tupaia 1 - tupl 
................................................................................ 
Aviadenovirus Volail le 9 3 g a l l  - ga19 

Dinde 2 - meIl - me12 

Oie - 3 ans 

Faisan - 1 pha 

Canard - 1 ana 
................................................................................ 

Grenoui l le 

T r u i t e  

TABLEAU 1 

Nombre d e  sérotypes d 'adénovirus isolés chez les k f f é r e n t e s  espèces 

animales hôtes 

(d'après WIGAND e t  al., 19821 



Sous-groupe . Type -------- Degré ----------- d'homolog ie  ---------------- du DNA .Teneur e n  . Uombre d e  Masse m o l é c u l a i r e  apparente  . Longueur d e  l a  . ù n c o g é n i c i t é  . Sous-grou;* 

b a s e  CtC f ragments  d e  . d e s  p o l y p e p t i d e s  m a j e u n  i n t e r n e s  f i b r e  (er. 1.m) d'hSmiip&t int i t ion 
(pourceil+age) r e s t r i c t i o n  ------------------------------------------ 

i n t r a  i n t e r  o t  t e n u s  a v e c  
sous-groupe sous-groupe v VI VI1 

Sma 1 
.---------------------------------------------------------------------- 

A 1 2 , 1 8 , 3 1  4 8 - 6 9  % 8-20  1 b a s s e  : 4-5 51-51 .5  K 2 5 , 5 - 2 b  K 1 7 . 5 - 1 8 K  2 8 - 3 1  Haute I V  

47-49 % 

9-20  % Yoyenne a - 1 0  5 3 , 5  K-5'4,s K 2 4  K 1 7 , 8 - 1 8 K  3 - 1 1  

49-52  % 

1 0 - 1 6  % Haute : 
5 7 - 5 9  % 

4-17  % Haute : 

57-59  % 

4 - 2 3  % Haute : 1 9  4 8  K 2 4 , 5  K 18K 

5  7  

F a i b l e  

Aucune 

Aucune 

III 

62-69  %' 1 5  % Moyenne 9-12  46-43,Z K 2 5 , 5  K 1 7 , 2 - 1 7 , 7 K  :8-33 Aucune 1'; 

49-52  0 

17 Aucune III 

Tableau 2 : Classification des adénovirus humains avec lem-s principales caractéristiques 

(d'après PETTERSSON and WADELL, 1 9 8 5 ) .  

Données de Van LOO* et al., 1985. 
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cellules en l ignée cont inue. Les données présentées concernent  donc 

pr incipalement ces deux  sérotypes. 

II- LES PROTEINES DE STRUCTURE 

Les p r o t é i ~ e s  d e  s t r u c t u r e  de I 'adénovirus o n t  été mises e n  évidence p a r  

électrophorèse e t  immunoélectroptiorèse en agarose [VALENT i NE and PEREI RA, 

1965 ; GINSBERG e t  al., 1966) .  Les polypeptides correspondants o n t  été 

ident i f iés en gel  d e  polyaci-ylamide-SES (hIAIZEL e t  al., 1968 ; ANDERSON e t  - 
al., 1973) (Fig. 1 1. Les proté ines v i ra les  sont  numérotées selon leur  migra t ion  - 
en ge l  de  polyacrylamide-SDS, pa r  o r d r e  décroissant d e  la masse m ~ l é c u l a i r e  

apparente (MAIZEL e t  al., 1968) .  T r o i s  protéines v i ra les  o n t  un nom : il s 'ag i t  

de  l 'hexon, d e  la base du penton e t  d e  la f ib re .  Elles correspondent  

respect ivement aüx polypept ides 1 1 ,  III e t  IV .  

La séquence complète du DNA d e  l 'adénovi rus d e  t y p e  2 p e r n e t  d e  

connaî t re 13 masse molécli laire exacte de chaque polypept ide.  Une récente 

réest imation de ;a composition moléculaire du v i r u s  a a ins i  été fondée s u r  la 

masse moléculaire du monomère e t  son contenu en méthionine ( V A N  OOSTRUM 

and BURNETT, 1985).  Dans le tableau 3 sont  regroupées les propr iS tés  

physico-chimiques des proté ines s t ruc tura les  d e  l 'adénovi rus d e  t ype  2. Les 

proté ines s t ruc tura les  qui ne prov iennent  pas d'un p récu rseur  son t  N-acétylées. 

II s 'ag i t  notamment d e  l 'hexon, de la base du penton, d e  la f i b re ,  du V e t  du 

I X .  

A- L'hexon 

L 'hexon const i tue  la pro té ine  majeure de la capside, il représente 46 % d e  

la masse totale du v i r u s  (DEVAUX e t  al., 1983) .  Le sommet de la proté ine se ra i t  

d e  forme t r iangu la i re  tandis que  la base sera i t  hexagonale (BERGER e t  al., 

1978; NERMUT and PERKINS, 1979).  

L ' h e x ~ n  es t  const i tué d e  t ro i s  sous-unités monomériques ident iques 

(BOULANGER and PUVION, 1974 ; JORNVALL e t  al., 1974b) ,  d e  108 K chacune 

[JORNVALL e t  al., 1981) e t  N-acétylées (JORNVALL e t  al., 1974a).  Le sommet 

de I 'hexon es t  hydroph i le ,  pr inc ipalement chargé négativement (NERMUT and  

PERKINS, 1979) e t  p o r t e r a i t  l 'ant igène E t y p e  spéci f ique (NORRBY e t  al. , 1969 - 
; VJILLCOX and MAUTNER, 1976).  La base de la proté ine sera i t  hyd rophobe  e t  

po r te ra i t  le déterminant o( groupe spécif ique (NORRBY e t  al., 



Masse  nol lé cul aire 
P o l y p e p t i d e  L o c a l i s a t i o n  

Apparente Théor ique  

...... 11 (Hexon)  ..................... 120 ............... 108 K .......... Pace d e  l a  c a p s i d e  + 
r é g i o n  p é r i p e n t o n a l e .  

1x1 (Base  du pen ton)  8 5  Y 6 3 , 3  K Apex ..... .... ..........a..... .......... 
........... I I I a  6 6 K 63,2 K ...... ..................................... ................... .. Apex 
............ ................... I V  (Fibre ) 62  K 61,9 K ..... ........................ ..\, Apex 

... *..lVal ....................................... 60 K -. . 
.a.... IVa2 ....................................... 5 0  K ............... 50,7 K .......... Nucléoïde 
'.%..v ........................................ 48 ,5 K ............... 42 K ............... Nucléoïde 

...... V I  ..................................... 2 4  K .................... 24 K .............. i Juc léoïde  e t  a s s o c i é  à 
1 'hexon 

~ 1 1  ...... .................................... 18 , 5 K ............... 18 ,5 K .a......... Nucléoïde 

....... ............................... 1 3  K .................... 1 7  , 5 K ......... Associé  à l ' h e x o n  
............ .................. ........................................ IX 1 2  1< 14 , 3 K Assoc ié  à 1 'hexon ........ 

(groupe d e  neuf hexons)  
........ X ......................................... 6,5 K 

X I  .......................................... 6 K ........ 5 -6  , S  K ? 
 TI ...................................... 5, 5 K 

FIGURE 1 : P ~ o f i l  é l e c t r o p h o r é t i q u e  d e  l ' a d é n o v i r u s  2 s u r  g e l  d e  polyacry3amide- 

SDS. Les masses m o l é c u l a i r e s  a p p a r e n t e s  e t  t h é o p i q u e s  d e s  p o l y p e p t i d e s  

a i n s i  que l a  l o c a l i s a t i o n .  d e s  p r o t é i n e s  dans  l e  v i r u s  s o n t  s p é c i t i é e s .  

@ 
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1969). Ce déterminant antigénique est commun à la p lupar t  des adénovirus. Un  

adénovirus bovin e t  les adénovirus aviaires font  exception (WIGAND e t  al., 

1982). L'hexon por te  également un des antigènes responsables de  la 

neutralisation d u  v i r u s  (\YILLCOX and GINSBERG, 1963 ; WOHLFART e t  al., 

1985). 

La comparaison des séquences de  I 'hexon des adénovirus de type  2 e t  5 

montre une t rès  for te  homologie pour  les extrémités N- e t  C-terminales d e  la 

molécule. La région intermédiaire est  p lus hétérogène (KINLOCH e t  al., 1984). 

Elle serait  située su r  le hau t  de la molécule altérant la surface de la capside 

sans modifier les intéract ions hexon-hexon. Ceci confirme la localisation des 

déterminants antigéniques t ype  spécifique s u r  la surface du v i r us  (ROBERTS et 
al., 1986). - 

Une classe mineure d'hexon, I 'hexon lent, a été décri te. Ces hexons ne 

sont pas t rouvés dans la part icule v i ra le e t  pourraient  proveni r  d 'un  c l ivage 

protéolyt ique (BOULANGER e t  al., 1978). 

L'hexon contient une sérine act ive qui pour ra i t  in terven i r  dans son p rop re  

assemblage (DEVAUX and BOULANGER, 1980), aucune act iv i té enzymatique ne 

lui ayant été associée. 

B- Le periton 

Le penton occupe les sommets de l'icosaédre. II est en fa i t  const i tué 

de  deux protéines (VALENTINE and PEREIRA, 1965) : 

- la base du penton qui, insérée dans la capside, est  entourée par  c i nq  

hexons d i t s  péripentonaux, 

- la f ib re ,  don t  la longueur var ie  en fonction du sous-groupe, e t  qui, 

fixée sur  la base, s'étend vers  I1e;<térieur. 

Ces deux protéines ne sont pas liées de façon covalente : elles se dissocient 

en présence de chlorhydrate de guanidine 2,s M, de  py r id ine  à 8 % (NORRBY 

and SKAARET, 1967) ou de désoxycholate de  sodium à 0,s % (BOUDIN e t  al., 

1979). 

Le penton peut ê t re  relâché du v i r ion  pa r  dialyse cont re  de l'eau dist i l lée 

(LAVER e t  al., 1969) ou cont re  un tampon à basse force ionique tel que  le 

Tris-maléate 5 mM, pH 6,8 (PRAGE e t  al., 1970). 
L 



La masse moléculaire du penton a été récemment estimée à 365.000 d a l t ~ n s  

s u r  des données d e  d i f f us ion  de neutrons,  e t  des paramètres hydrodynamiques 

(DEVAUX e t  al., 1982). 1 1  posséderait  un coef f ic ient  de sédimentation de 10,5 S 

(LEI11AY and  BOULANGER, 1980 ; DEVAUX e t  al., 1982). 

Le penton isolé d e  cellules infectées p e u t  se présenter  sous forme 

dlaggrégats (NORRBY 1966 ; WADELL e t  al., 1969) : 

- sous forme d e  dimères p o u r  les v i r u s  appartenant  a u x  sous-groupes C e t  

pou r  quelques sérotypes, du sous-groupe B, 

- sous forme d e  dodécons p o u r  les v i r u s  du sous groupe D, E e t  les 

aut res  sérotypes du sous-groupe B .  Les pentons seraient a lors organisés a u t o u r  

d'un noyau centra l ,  les f i b res  é tant  or ientées v e r s  l 'extér ieur .  

La f i b r e  dans les cel lules infectées p e u t  aussi s 'aggréger sous forme d e  

dimères. 

1 . ' Caractér isat ion biochimique ................................................... 

a) la base du penton 

E n  microscopie électronique, la base a une  forme globula i re.  

Cependant, s u r  cer ta ines images, un pour tou r  pentagonal es t  nettement v i s ib le  

a ins i  qu'un t r o u  cent ra l  (PETTERSSON and HOGLUND, 1969 ; BOUDIN e t  al., 

1979). 

Jusqu'à ces dern ières  années, il é ta i t  admis que la base du penton é ta i t  

composée d e  c i n q  polypept ides ident iques d o n t  la masse moléculaire apparente 

é ta i t  de  85 K (PETTERSSON and  HOGLUND, 1969 ; BOUDIN e t  al., 1979 ; 

LEMAY a n d  BOULANGER, 1980). S u r  ce t te  estimation d e  la masse moléculaire 

apparente e t  p a r  des études physico-chimiques, il a été suggéré q u e  la base 

nat ive  es t  d e  forme t r imér ique (DEVAUX e t  al., 1982). E n  fai t ,  la séquence du 

gène de la base du penton permet d e  déterminer  une masse moléculaire réel le  du 

polypept ide d e  63,296. Calculant le  r a p p o r t  en t re  les masses moléculaires 

théoriques déterminées d 'après la séquence e t  I1 incorporat ion e n  
3 5 

( S)-méthionine p o u r  chaque proté ine,  V A N  OOSTRUM e t  BURNETT (1985) 

o n t  proposé à nouveau u n e  forme pentamérique p o u r  la base nat ive. Ces mêmes 

auteurs  mon t ren t  un t r i p l e t  a u  n iveau d e  la base du penton après migra t ion  s u r  

un gel  e n  g rad ien t  d e  polyacrylamide-SDS (10-14 %). Avec  un v i r u s  v ie i l l i ,  la 

s e c G d e  bande disparaî t ,  il ne  subsiste que  la première e t  la troisième bande. 



Les auteurs ont  émis l 'hypothèse que la t raduct ion pour ra i t  commencer soit  au 

l e r  AUG (Met 1) de  la phase de lecture, soit au 2eme (Met 6 ) .  Le premier 

polypeptide serait N-acétylé, le second ne le serait  pas. U n  cl ivage 

protéolyt ique serait  dans ce second cas possible, il s 'arrêterai t  au t r i p le t  de 

prol ine (s i tué aux positions 11, 12, 13 s u r  la chaîne polypeptidique). Le 

rapport  de la p lus grande bande su r  la p lus  pet i te est de  2 : 3. La f i b re  

pourra i t  s'associer avec t ro is  chaînes courtes d u  polypeptide de  la base d u  

penton, deux des p lus  longues cliaînes viendraient compléter l 'édifice. 

La base du penton est considérablement p lus sensible à l 'action d'enzymes 

protéolytiques que les autres protéines de la capside. L'antigénicité de la base 

du penton est dé t ru i te  à haute concentration de t ryps ine,  tandis qu'à basse 

concentration, I 'ant igénicité e t  la morphologie ne sont pas affectées mais l 'e f fe t  

cytotoxique qui lui es t  a t t r ibué est perdu (PETTERSSON and HOGLUND, 1969). 

b )  La f ib re  

La f ib re  a une s t ruc tu re  hautement asymétrique : elle est 

fortement allongée e t  se termine pa r  une pet i te sphérule. La longueur de  la 

f i b re  var ie  selon le sous-groupe du v i r u s  (Tableau 2). Les v i r us  du 

sous-groupe B possèdent les f ibres les p lus  courtes (10 nm) e t  ceux du 

sous-groupe C les f ib res les plus longues (23-31 nm). Les adénovirus aviaires 

on t  la part icular i té de  posséder deux f ibres de longueurs di f férentes insérées 

en deux points d i f férents  su r  la base (GELDERBLOEA and MAICHLE-LAUPPE, 

1982). 

La f i b re  a pu êt re  pur i f iée à p a r t i r  d 'extra i ts d'antigènes solubles 

(PETTERSSON e t  al., 1968). Les f ibres de l 'adénovirus 5 e t  de l 'adénovirus 2 

on t  p u  ê t re  cristall isées (MAUTNER and PEREIRA, 1971 ; DEVAUX e t  al., 

1984). L'étude des cr is taux par  d i f f rac t ion aux  rayons X favorise une  s t r uc tu re  

dimérique par  rappor t  à une s t ruc tu re  t r imér ique pour  la f i b re  nat ive (DEVAUX 

e t  a l . ,  1984). Cependant, d'après le tracé densitométrique de  v i r u s  marqués à 
35 la f S)-méthionine , VAN OOSTRUM e t  BURNETT (1985) proposent à 

nouveau une s t ruc tu re  trimérique. 

Le monomère de la f i b re  possède une masse moléculaire apparente en ge l  de 

polyacrylamide-SDS de  62 K. Ceci correspond bien à sa masse moléculaire 

théorique de 61,9 K (HERISSE e t  al., 1980, 1981). D'après la séquence du 



génome, il n'y aurai t  qu'un seul gène correspondant à la f ibre. La f ib re  nat ive 

serait  donc constituée pa r  I'oligomérisation (dimére ou  trimére) du même 

polypeptide. Cependant, par  des gels en double dimension e t  en présence 

d'urée, DORSETT e t  G l NSBERG (1 975) séparaient deux polypeptides d i f férents  

qui pourraient  correspondre alors à des modifications post-traductionnelles. 

La f ib re  native a un coeff icient de sédimentation de 6 S e t  un pHi  de 5,3 - 
6,6 (LEMAY and BOULANGER, 1980). 

Un  modèle s t ruc tu ra l  v ient  d 'être proposé pour la f ib re  dimérique de 

l 'adénovirus 2 (GREEN e t  al., 1983) (Fig. 2A). D'après ce modéle, la protéine 

f ib re  contient une séquence de 15 acides aminés (AA) ,  assez bien conservée, 

répétée 22 fois (Fig. 2B). Ces segments de 15 A A  seraient constitués de deux 

feuillets B de 3 AA chacun, e t  de  deux coudes B ( l ' un  de 4AA, l 'autre de  

5AA).  Dans ces segments, on dist ingue deux types de séquences consensus, 

appelées I e t  II. La f i b re  de l 'adénovirus 3, beaucoup p lus  courte, posséderait 

ce même type  de séquence répétée 6 fois (F ig  . 2C) (SIGNAS e t  al., 1985) . La 

longueur de  la répét i t ion semble donc proport ionnel le à la longueur de la f ib re .  

L'empilement de ces pet i ts  feuil lets B pou r ra i t  consti tuer le batônnet. La 

sphérule serait  formée pa r  oligomérisation de  l 'extrémité C-terminale (constituée 

de  181 A A )  . 

La f ib re  est une glycoprotéine qui cont iendrai t  deux résidus de  

N-acétylglucosamine su r  chaque chaîne ( ISHIBASHI and MAIZEL, 1974a). 11 

s 'agirait  d'une O-glycosylation ( ISH IBASHI and MAIZEL, 1974a). Le rôle de  la 

glycosylat ion est inconnu. Le mutant  H5 - t s  142 posséde, à 39O C (température 

non permissive), une f i b re  non glycosylée qui possède les mêmes propr iétés 

physiques que la f i b re  du v i r u s  de t y p e  sauvage, mais qui n'est pas 

détectable immunologiquement (CHENG CHEE SEUNG and GINSBERG, 1982). La 

f ib re  est  la seule protéine de s t ruc tu re  glycosylée de  l'adénovirus. 

2. Propriétés immunologiques 

Le penton por te  plusieurs déterminants antigéniques tan t  s u r  la 

base que sur  la f ibre. La base du penton por te  un déterminant groupe 

spécifique, appelé déterminant B ainsi que des déterminants sous-groupe e t  

t y p e  spécifiques. La complexité antigénique de  la f i b re  c ro î t  avec sa longueur. 

Les adénovirus au  groupe B, possédant les f ib res les plus courtes, ne 



FIGURE 2 ' 

Modèle s t ruc tu ra l  de  la f ibre selon GREEN e t  al. (1983) e t  SIGNAS e t  al. 

(1 985). 

A )  Modéle s t ruc tu ra l  pour  la f i b r e  des adénovirus de type  2 e t  3. La 

par t ie  N-terminale de  la molécule correspondrai t  à la queue, la par t ie  

C-terminale formerait la sphérule e t  la par t ie  intermédiaire consti tuerait  le 

bâtonnet. 

B )  Séquence des segments de 15 acides aminés de la f i b re  de l 'adénovirus 

2 intervenant dans la formation du bâtonnet. Le schéma supérieur représente 

l'enchaînement de coudes P e t  de feui l lets /3 correspondant à un segment. Les 

résidus hydrophobes sont  repérés par  les points noirs. Le numéro des segments 

est  repor té  su r  la gauche ainsi que le t y p e  de séquence consensus auxquels i l s  

appartiennent. Les analogies avec les séquences consensus sont soulignées en 

t r a i t  mince e t  sont soulignées en  t r a i t  épais les séquences t r8s  semblables. 

C) Séquence des segments de 15 acides aminés de la f i b re  de  l 'adénovirus 

3, intervenant dans la formation du bâtonnet. 
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possèdent que  le déterminant , t y p e  spécif ique, localisé au  niveau d e  la 

sphérule. Les f ib res  des adénovirus des sous-groupes A, C, D possèdent en 

p lus  un déterminant 6 , sous-groupe spécif ique, locaiisé au n iveau du bâtonnet.  

La répar t i t i on  des ant içènes es t  rés~ imée dans le Tableau 4. 

Les ant icorps t y p e  spécif ique de la f i b re  inh ibent  l'attachement de la f i b r e  

aux  cellules KB  e t  HeLa (PHII-1 PSON e t  al. . 1968). 

Dernièrement, WOH LFART e t  ses col iaborateurs (1 985) o n t  é tud ié  la 

pénétrat ion e t  la product ion  viraie, quant i f iée p a r  immunoti trat ion, l o rs  de 

I ' infect ion de ceilules HeLa p a r  du v i r u s  complexé avec d i f f é ren ts  ant icorps. I l s  

montrent  que I1hexon, la f ib re  e t  également la base po r ten t  des antigènes d e  

neutral isat ion. Cependant avec u n  sérum anti-base, i l s  n 'on t  jamais p u  ob ten i r  

p lus  de 45 % d ' inh ib i t ion de ia product ion  v i ra le.  

3. Propriétés physiologiques ....... ............................. ..........., 

a)  hémagglut inat ion 

L'hémayglut inat ion des é ry th rocy tes  de r a t  o u  de singe p a r  

les adénovirus a permis à ROSEN ( i960)  de  fa i re  une première classif icat ion. Le 

v i r i o n  in tac t  provoque une hémagglut inat ion ind i rec te  quand on ajoute un 

immunsérum hétérotypique.  U n  immunsérum homotypique inh ibe la capacité 

dlhémagglut inat ion de la f i b r e  (PETTERSSON e t  al. , 1968) (F ig .  3 ) .  C'est donc 

pa r  l 'extrémité d e  sa f i b re  que  l 'adénovirus réag i t  avec les éry throcy tes .  

b )  in teract ion précoce avec la cellu!e 

La toute première étape d e  I ' infect ion consiste e n  la 

reconnaissance p a r  la f i b r e  des récepteurs spécif iques cel lulaires. La f i b r e  p u r e  

en concentrat ion 10 à 100 fois p lus  élevée que le nombre de récepteurs ( e n v i r o n  
4 10 p a r  cel lule) inh ibe  I'attachement du v i r u s  (PETTERSSON e t  al., 1968). 

Dans les temps précoces d e  l ' in fect ion virale, le  v i r u s  dev ient  sensible à la 

DNase I : la pe r te  d'un ou d e  p lus ieurs  pentons semble const i tuer  une première 

étape p o u r  la l ibérat ion du DNA v i ra l .  II a été montré que  les par t icu les v i ra les  

avaient  p e r d u  quelques composants (LONDBERG-HOLM and PHILIPSON, 1969 ; 

MlRZA and WEBER, 1979), mais l 'analyse p a r  électrophorèse ne révèle l 'absence 



Antigène 

Protéine Désignation ................................................. 
Spécificité Caractéristique 

..................................................................................... 
Base du penton P Croupe -Porte l 'act iv i té toxique 

in ter  e t  intra-sous groupe 
..................................................................................... 
Fibre  Sérotÿpe - réagi t  avec les ant l -  

corps inhibant 

l 'hémagglutination 

- localisé dans la 

sphérule 

In ter  sous-groupe - Commun aux membres 

des sous-groupes 

C e t  D 

l n t r a  sous-groupe - Localisé au niveau d u  

bâtonnet 

- Présent seulement dans 

les sous groupes A, C, 

D et  E. 

TABLEAU 4 : Antigènes associés au  penton (d'après PETTERSSON, 19841. 



FIGURE 3 

A) Hémagglutination complète : @ L I L L E  

a - pa r  les dodecons constitués par l 'agrégat de 12 pentons, 

b - par  un dimére de pentons, 

c - par  un dimére de f ibres. 

B )  Hémagglutination incomplète pa r  un monomère de penton ou de f ib re .  

L'addition d'un sérum hétérotypique rend  l 'agglut ination complète. 

Cl Inhib i t ion de I'hémagglutination par  : 

a - aggrégat de vir ions, 

b - encombrement stérique dû aux ant icorps anti-hexons f ixés 

s u r  les hexocs péripentonaux, 

c - pa r  les anticorps t ype  spécifique de  f ibre.  

(d'aprés PH l LI PSON and PETTERSSON (1  973) ) . 



d'aucune proté ine par t icu l ière,  seule une légère var ia t ion  stoechiométrique est  

. observée gour  la base e t  la f i b re  (LYON e t  al., 1978). Cependant les 

part icules, isolées du cytoplasme (après pénétrat ion du virus!,  sont  précip i tées 

en moins grande quant i té  p a r  un sérum anti-penton que par  un sérum d i r i g é  

cont re  le v i r u s  ent ie r  (CHARDONNET and DALES, 1970). Une des premières 

étapes de I ' i r i fect ion p o u r r a i t  donc ê t re  la p e r t e  d'un ou de p lus ieurs  pentons 

ou un changement de conformation de cer ta ins pentons ( LONDSERG-HOLA4 and 

PHILIPSON, 1974).  

c )  e f f s t  cy to tox ique 

Lors  d e  I ' infect ion d'ur ie cel lule p a r  l 'adénovirus, o n  

d is t ingue deux ef fets cytotox iques : 

- L 'e f fe t  précoce q u i  se csractér ise p a r  le  détachement des cellules de l e u r  

suppor t  de  ver re .  II se p r o d u i t  quand les cellules sont  infectées p a r  un 

inoculum v i r a l  t rès  r iche, 8 à 24 h après l ' infect ion. 

- L 'e f fe t  t a r d i f  qui provoque la lyse d e  la cel lu le e t  la l ibérat ion d e  la 

descendance virale, 7 à 20 jours  après I ' infect ion. 

L 'ef fet  cy to tox ique précoce es t  dû au  penton : le même phénomène est  

observé qüand les cellules sont  mises en présence d e  penton p u r i f i é  (0,1 ~ g / l O  
6 

cel lules).  C'est p lus  précisément la base du penton qui est responsable du 

processus puisque : 

1)  le  penton, t ra i t é  à basse concentrat ion ae t r y p s i n e  ou complexé avec 

des ant icorps  anti-base du penton, n'induit p lus  le phénomène (PETTEHSSON 

and HGGLUND, 1969), 

2) les ant icorps ant i - f ib re  sont  incapables d e  p rodu i re  l ' inh ib i t ion  d e  

l 'e f fet  cytopathogène (PETTERSSON and HOGLUND, 1969), 

3 )  la base du penton seule peu t  i ndu i re  ce t  e f fe t  (BOUDIN e t  al., 1979). 

d )  inh ib i t ion  d e  la mul t ip l icat ion v i ra le  e t  des synthèses 

macromoléculaires de la cel lule hôte 

Des hautes concentrat ions d e  f i b r e  i nh iben t  la répl icat ion d e  

l 'adénovirus, du po l iov i rus  e t  du v i r u s  de la vaccine (LEVINE and GINSBERG, 

1967). Les biosynthèses d e  DNA, RNA e t  proté ines cel lulaires sont  inhibées 

après un temps de latence de 20 à 25 h quand on ajoute de la f i b r e  a u  mil ieu d e  

c u l t u r e  ( LEVI NE and GINSBERG, 1967). Cependant, la concentrat ion employée 

dans ces expériences excède la concentrat ion f inale d u r a n t  I ' infect ion. 



In v i t ro ,  LEVttJE e t  GINSBERG (1968) o n t  mont ré  que la f i b re  p e u t  se l i e r  au  

DNA v i r a l  ou cel iulaire, n a t i f  o u  dénaturé, à basse force ionique. Cet te 

association inh ibera i t  i lac t iv i té  des DNA e t  RNA polymérases. 

e )  act iv i té  ant i- transformante e t  anti-tumorale 

La f i b re ,  à haute concentrat ion (100 à 200 pg l rn l )  d iminue 

d e  p lus  de 50 8 la t ransformat ion de cellules d 'embryon d e  hamster p a r  

l 'adénovirus simien SA-7 e t  de p l u s  de 70 90 la t ransformat ion de cellules d e  r e i n  

d e  r a t  p a r  le v i r u s  du sarcome m u r i n  (LONG and KHOOBYARIAN, 1973 ; A B l D  

and KHOOBYARIAN, 1076) .  La f i b r e  de l 'adénovirus 12 injectée à des sour is ,  

un ou d e u x  jours avant  ! ' injection du v i r u s  du sarcome de ia sour is  Ba lb /C ,  

protèae l'animal p a r  inh ib i t ion  d e  la croissance tiiniorale. Cette i nh ib i t i on  ne 

semble pas ê t r e  due  à l ' inh ib i t ion  d e  la mul t ip l icat ion v i ra le,  ni à l ' induct ion  de 

I ' in ter féron.  

f) induct ion  de I ' in te r fé ron 

La f i b re  pur i f iée  possède u n e  ac t iv i té  mitogène au n iveau 

des lymphocytes €3 de  la souris.  Ce phénomène dépend de la concentrat ion 

(GIBSON e t  al., 1982). 

La f i b r e  (200-400 ~ g l m i )  i ~ d u i t  la synthèse d ' in ter fé ron de cel lules en 

cu l tu re ,  so i t  des cellules de ra te  de sour is  B a l b l C  soi t  des macrophages. II 

s 'agi ra i t  de I ' in te r fé ron d e  t y p e  I (TIENSIWAKYL and  KI-iOOBYARIAN, 1983). 

C- Les protéines majeures du nucléoide 

Deux protéines majeures sont  ret rouvées associées au DNA : il s 'agi t  

d e  la pro té ine  V e t  de  la proté ine V I I ,  respect ivement de  masse moléculaire 41,7 

K e t  18,s K.  Elles const i tuent  avec le DNA v i r a l  le nucléoide d e  la pa r t i cu le  

v i ra le.  

Le V l l  p rov ien t  d'un p récu rseur  de  22 K p a r  protéolyse (ANDERSON e t  al., 

1973). Le  précurseur  e s t  N-acétylé (FEDOR and DANIELL, 1980). De forme 

monornérique, il p e u t  slaggréger en tétramères (LEMAY and BOULAEJGER, 1980). 

Par rét icu lat ion,  des dimères de V I  I or i t  également été ident i f iés au  n iveau du 

nucléoTde v i r a l  (SATO e t  al. , 1981 ) . Le V I  I est  u n e  pro té ine  basique e t  cont ien t  

24 8 de rés idus  d 'a rg in ine  (SUNG - e t  al., 1977). 50 % des groupes phosphates 



du DNA pour ra ien t  ê t r e  neutral isés pa r  les charges basiques de la proté ine VI1 

(PRAGE and PETTERSSON, 1971 1. Son extrémité N-terminale es t  semblable à 

celle de  quelques histones, notamment l 'h istone H4 (LISCHVIE and SUNG, 1977). 

La pro té ine  V es t  moins b ien  connue, elle ne dé r i ve  pas d'un précurseur  

e t  est moins basique qüe le  VI ! .  Sa l iaison avec le DNA es t  moins f c r t e  q u e  le 

V i l  : les nucléoides isolés p a r  trai tement au sarccsinate d e  sodium sont 

dépourvus de V. 

D. Les protéines mineures 

Plusieurs protéines mineures sont t rouvées dans la capside. I I 

s 'agi t  du I 1 la,  dü IVal, du IVaZ, du V I ,  du VI1 1,  du IX, des proté ines X à X I  I 

e t  d e  la pro té ine  terminale. 

Le Il la, de  forme sphér ique (LEMAY e t  al., 1980).  est 

localisé a u x  sommets d e  :a capside. VAN OOSTRUM e t  BURNETT (1984) est iment 

à 74 le nombre de rés idus p a r  sommets a lors qu'il é ta i t  estimé à 60 jusqu'à 

présent  (BOUDIN e t  al., 1980 ; DEVAUX e t  al., 1982). Le Il la  s'étend v e r s  

l ' in té r ieur  de la capside e t  p e u t  ê t r e  ré t icu lé  avec le  V e t  le  VI1 (EVERITT - et  

al., 1975). - 
U n  précu rseur  N-acétylé. d e  67 K, donne p a r  c l ivage pro téo ly t ique au 

cours  de la maturat ion v i ra le  la proté ine d e  65 K (BOUDIN -- et  al., 1980). Le 

1 l l a  p o u r r a i t  ê t r e  important  dans le  maint ien de la s t r u c t u r e  d e  la capside 

(DEVAUX e t  al., 1982) e t  pendant  l'assemblage (D'HALLUIN e t  al., 1978a). 

Le I l l a  est  phosphory lé p a r  une proté ine kinase associée au v i r u s  

(AKUSJARVI e t  al., 1978 ; B L A I R  a n d  RUSSELL, 1978). 

Le  V I ,  d e  masse moléculaire 24 K ,  p r o v i e n t  d ' u n  p récu rseur  

d e  27 K p a r  c l ivage enzymatique a u  niveau d 'une l iaison Gly-Ala (AKUSJARVI 

and PERSSON, 1981). 1 1  ex is tera i t  sous forme dimériqüe o u  t r imér ique dans te 

v i r u s  (EVERITT  and PHILIPSON, 1974 ; LEMAY and BOULANGER, 1980). 1 1  y 



aura i t  342 molécules d e  V I  dans !e v i r u s  ( V A N  OOSTRUM and BURNETT, 1985). 

Bien que le V I  a i t  été t r o u v é  à l 'or ig ine associé à I 'hexon (EVERITT e t  al., 

1973), il a, p lus  récemment, été re t rouvé  dans des nucléoides pu r i f i és  (RUSSEL 

and PRECIOUS, 1982 ) .  

3. La proté ine V I  l i ................................ 

La proté ine V I  1 l a une masse moléculaire de 17,5 K b ien  que  

sa masse moléculaire apparente en gel  de polyacrylaniide-SDS soi t  p lus  fa ib le  

(73 K j .  Elle p rov ien t  écjalement d'un pr4curseur  (24,7 K )  (GALIBERT e t  al., 

1979 ; HERISSE e t  al., 1980). Le s i te de  c l ivage n 'est  pas encore bien dk f i n i .  

Ce c l ivage ent ra înera i t  u n  changement dras t ique dans la forme d e  la molécule 

(LEMAY and BCLILANGER, 1980). La pro té ine  V l l l  sera i t  associée à I 'hexon 

(EVERITT e t  al., 1975). 

Le polypept ide IX ,  de  masse moléculaire 14,3 K [ALESTROM 

e t  al., 19801' possède une extrerni té N-terminale acétylée (BOULANGER e t  al., 

4 979). 1 1  est  r e t r o u v é  associé aux  groupes d e  n e u f  hexons. 

Le lVa2 d e  masse moléculaire de 56 K,  a été localisé au  

n iveau du nucléoide (MIRZA and WEBER, 1979). 1 .  
6. Les protéines I V a l ,  X, X I ,  X!I  et  y ...................................................................... 

Rien n 'est  connu au sujet  des proté ines I V a l  , X, X 1 ,  X I  1,  

ident i f iées en gel  de  polyacrylamide-SOS (ANDERSON e t  al., 1973). Elles n 'on t  

pas été localisées dans la s t r u c t u r e  virale, e t  les gènes correspondants n 'on t  

pas été ident i f iés. La proté ine y ,  ident i f iée p a r  HOSOKAWA e t  SUNG (1976) e t  

localisée a u  n iveau du nucléoide, p o u r r a i t  correspondre à l 'une des proté ines X, 

XI,  ou  XI I .  Les aut res  proté ines pour ra ien t  ê t r e  le p r o d u i t  d e  cl ivage des 

p récu rseurs  p V I ,  pVf  I l (REKOSH e t  al., 1977). 



7. La proté ine terminale ........................................ 

Une protéir ie de  55 K ,  appelée pro té ine  terminale, es t  l iée 

de façon covaisrite à chacune des extrémités 5' du DNA (ROBINSON e t  al., 

1973 ; REKOSH e t  al. ,  1977). Elle est synthét isée sous la forme d'un -- 
précu rseur  d e  87 K de masse molécuiaire. 

E. Ac t iv i tés  enzymatiques associées au  v i r u s  

Des act iv i tés enzymatiques sont  associ4es à la capside 

v i ra le  : 

1. proté ine kinase ........................... 

Une proté ine kinase capable de phosphory ler  le I l l a  es t  

associée a u x  par t icu les v i ra les hautement puri f iées, dialysées con t re  un tampon 

à basse force ionique pour  éliminer les pentons (AKUSJARVI e t  al., 1978 ; 

B L A I R  and RUSSELL, 1978). Mais I 'act iv i té  enzymatique ne  copur i f ie  avec aucun 

polypept ide du v i r u s .  

u ++ 
L t A T P  o u  le GTP, e t  des ions d ivalents (Mg , Mn o u  coi+) sont  

nécessaires à l 'act iv i té  enzymatique. La na tu re  de l ' ion d iva len t  modifie 

quant i ta t ivement e t  qual i tat ivement la phosphory lat ion (TSUZUK l and LUFTIC,  

1985). 

2. protéase ............... 

Une protéase responsable du cl ivage des proté ines i n te rnes  

du v i rus ,  es t  codée p a r  le v i r u s  (WEBER, 1976). 1 1  p o u r r a i t  s 'agir  d 'une  

proté ine d e  23 K (L IANG e t  al. , 3983). Cette ac t iv i té  es t  re t rouvée dans les 

par t icu les immatures ( B H A T T I  and WEBER, 1979). C'est une enzyme à sér ine  

act ive qui couperai t  aux  l iaisons Gly-Ala (TREMBLAY e t  al., 1983 ; SUNG - e t  

al., 1983). - 

III- ARCHITECTURE DE L'ADENOVIRUS 

L%dénovirus es t  un v i r u s  a e  forme icosaédrique (HORNE e t  al., 1959 ; 

VALENTINE and PEREIRA, 1965). Sa masse moléculaire a été récemment 
6 réévaluée, elie es t  d e  185.10 dal tons pour  DEVAUX e t  al. (1983) e t  de  148,7.10 
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d a l t o ~ s  p o u r  V A N  OOSTRUM e t  BURNETT (1985). 1 1  es t  const i tué par  d e u x  



grandes uni tés s t ruc tura les  : 

- la capside pro té ique 

- le  nucléoide ou "core" v i ra l ,  const i tué p a r  le DNA v i r a l  e t  ses prç té ines  

associées. 

Organisat ion de la capside 

i ' iod ina t ion  enzymatique, l'emploi dlac;ents pontants e t  d'immun- 

sérums spécif iqi les or i t  permis d 'étabi i r  un modèle hypothét ique p o u r  

I 'arrangement de  togtes les protéines dans fe v i r i o n  (F ig .  4 A ) .  Plus récemment, 

des études de d i f f us ion  de neut rons  o n t  conf i rmé ia répar t i t i on  des proté ines 

e n t r e  l 'ex tér ieur  e t  I ' i n té r i eu r  de  la capside (F ig .  4 8 ) .  

La capside es t  essentiellement composée d e  240 hexons e t  12 pentons, des 

hexons const i tuent  les 20 faces e t  les 30 arêtes de I'icosaèdre e t  les pentons 

sont  si tués aux sommets. La par t icu le  v i ra le  t ra i tée p a r  du SDS, d e  l 'urée, d e  

la p y r i d i n e  ou du désoxycholare de sodium, se dissocie en "groupes de neu f "  

(SMITH e t  al., 1965 ; MAIZEL e t  al., 1968 ; PRAGE e t  al., 1970 ; RUSSELL - e t  

al., 1971) .  I l s  sont  const i tués p a r  n e u f  hexons e t  forment  les faces de la - 
part icu le.  II semblerait que les in teract ions à l ' in té r ieur  d'un g roupe  d e  neuf  

hexons soient p l u s  for tes qu 'en t re  deux  l 'groupes de neuf "  vois ins (NERMUT 

and PERK INS, 1979). 

Récemment, les techniques physico-chimiques e t  notamment Ilemploi des 

rayons X o n t  permis d 'établ i r  d e  nombreux modèles concernant I 'arrangement des 

hexons à I ' in té r ieur  des "groupes de neuf"  e t  à la sur face d e  la capside 

(DEVAUX e t  al., 1983 ; BURNETT e t  al., 1985 ; ROBERTS e t  al., 1986).  - 
Deux protéines mineures stabi i iseraient la czpside. II s 'agi t  des proté ines 

V l l l  ( L I U  e t  al., 1985) e t  I X  (BOULANGER e t  al., 1979).  Cette de rn iè re  ne  

sera i t  cependant pas indispensable (COLBY and SHENK , 1981 ) . 

8- Le nucléoide v i r a l  

Le DNA de l 'adénovi rus est  un DNA double brin, const i tué  d 'env i ron  

35000 paires de base (35937 pb pour  l 'adénovirus de t y p e  2 d o n t  le DNA a été 

ent ièrement séquencé) . Les séquences terminales sont des séquences répét i t i ves  

inversées (WOLFSOI4 and DRESSLER, 1972 ; GARON e t  al., 1972) .  Le CNA est  

c i rcu lar isé  p a r  la pro té ine  terminale de 55 K .  
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FIGURE 4 

Organisation structurale d e  l'adénovirus. 

A )  Modéle structural schématique montrant la localisation e t  le  voisinage d e  

chacune des protéines (RUSSEL and PRECIOUS, 1982) 

B )  Modéle icosaédrique à trois couches obtenu par  diffusion de 

neutrons, positionnàiit les protéines par  rapport  à la surface d u  vir ion 

(DEVAUX e t  al . ,  1983) 



D'autres protéines ont  été tr-ouvées associées au DNA : il s'agit  des 

p c ~ t e i n e s  VI I ,  V e t  p. Les protéines VI1 e t  sont t rès  riches en arginine. II 

semblerait que te DNA a i t  une organisation de même type  que celle de  la 

chromatine : 

1 - l'action de la nucléase micrococcale su r  le DNA v i r a l  l ibère des 

fragments de 150 paires de bases [CORDEN e t  al., 1976 ; MlRZA and WEBER, 

1982). Cet enzyme ag i t  su r  le ENA double brin, l ib re  de protéines. 

2- plusieurs auteurs on t  mis en  évidence des 'Ibilles su r  f i ls"  (NERMUT, 

1979 ; MIRZA and WEBER, 1982 ; VAYDA e t  al., 1983). Lfne bi l le serôi t  

c ~ n s t i t u é e  de DNA enrouié autour cie six copies de protéine V I I .  Par i r radiat ion 

aux raycrns ultraviolets, les protéines VI1 e t  V sont liées 2ü DNA (CHATTERJEE 

e t  a i . ,  1986). La protéine basique p, identif iée par  HOSOKAWA et SUNG (1976), -- 
pour ra i t  ê t re  liée au DNA ent re  deux nuciéosomes (VAYDA e t  al., 1983). 

L'empioi d'agents pontants établ i t  le voisinage entre cette protéine v e t  la 

protéine V (CHATTERJEE e t  al., 1985). Les interactions protéine V-DNA e t  

protéine V-protéines du nucléoide pourraient  maintenir la s t ruc tu re  d u  "core" 

dans les v i r ions intacts (CHATTERJEE et  al. , 1986). 

Cependant, la localisation de la protéine V dans le nucléosome est sujet  à 

quelques controverses. Par des expériences de pontage chimique, EVERITT e t  

ses collaborateurs (1975) la s i tuent  en dessous des pentons. MIRZA et  WEBER 

(1982) la considèrent comme un é!ément const i tu t i f  de la chromatine v i ra le tandis 

que NERMUT (1978, 1979), par  des techniques de cryo-décapage, montre une 

capside protéique enfermant le génome vi ra l ,  le V pouvant former cette coque. 

Une association de la protéine V avec un dimère de la protéine V I ,  elle-même 

liée à I 'hexon a également été mise en évidence (CHATTERJEE e t  al., 1985). 

L' interact ion entre le "core" e t  la capside pour ra i t  donc se faire par  

l ' intermédiaire de la protéine V. 

VI-  PRODUCTION VIRALE 

Quand un adénovirus est en contact avec une cellule, p lusieurs 

phénomènes sont possibles : 

- le DNA v i ra l  s ' intègre dans le DNA cellulaire : c'est la transformation 

(revues générales : GRAHAM, 1984 ; BERNARDS and VAN DER EB, 1984), 

- le v i r us  pénètre dans la cellule mais ne se mult ipl ie pas : c'est le cyc le  

abor t i f  ( revue générale : DELSERT, 19851, 

- le v i r u s  se multiplie, ce qui entraîne la lyse de la cellule : c'est le cyc le  

lyt ique. 



Seul le cyc le  l y t i q ~ e  sera déve!oppé ic i ,  pu isque c 'est  celui  qui about i t  à ia 

product ion  de par t icu les Infectieuses, l e  problème de Ilassemblage des d i f f 4 ren ts  

const i tuants en une par t icu le  stable sera a ins i  abordé. 

Le cycle l y t i que  es t  d iv ise  e n  p lus ieurs  étapes : la pénétrat ion v i ra le ,  la 

phase précoce, la répl icat ion e t  la phase ta rd ive .  LE phase précoce permet, 

après la pénétrat ion virale, la synthèse d e  nombreuses proté ines précoces don t  

bon nombre o n t  un rôle important  dans la régulat ion d e  ia t ranscr ip t ion  e t  dans 

la répl icat ion v i ra le.  Pendant la phase ta rd ive ,  les protéines d e  la copside sont 

synthét isées e t  le v i r u s  peu t  alors s'assembler. Cependant s i  ce découpage 

fac i l i te  l'exposé des conriaissances actuelles, il es t  u n  peu simpi iste daris la 

mesure o ù  certaines protéines précoces sont  encore synthét isées du stade t a r d i f  

e t  o ù  des proté ines d e  s t r u c t u r e  sont  synthét isées pendant  des stades 

intermédiaires vo i re  précoces. 

A- Adsorp t ion  e t  pénétrat ion 

L'adénovirus s'adsorbe s u r  la cel lule p a r  la f i b re .  Récemment, il a été 

montré qu 'à p H  Iégèrenrent acide :pH 5) , la base du penton p o u r r a i t  i n t e r v e n i r  

dans l 'adsorpt ion (SVENSSON , 1985) .  

Les récepteurs cel lulaires impliqués dans la pénétrat ion de l 'adénovi rus o n t  

pr incipalement été ident i f iés p a r  passage d 'ex t ra i ts  membranai res  s u r  des 

colonnes d 'a f f in i té  avec la f i b r e  ou le v i r u s  comme l igands. Selon les auteurs ,  

les proté ines impliquées sont  : 

- une  75 K p o u r  MEAGER e t  al. (1976) (système Ad5-KB) 

- une  78 K, une 42 K ,  une 34 K p o u r  HENNACHE e t  BOULANGER (1977) 

(systéme Ad2-KB) e t  une  88 K e t  u n e  60 K t rouvées p a r  rét icu lat ion d'un 

e x t r a i t  membranaire avec la f i b r e  

- une  42 K, comme proté ine à haute a f f i n i t é  pour  SVENSSON e t  al. (1981) 

(système Ad2-HeLa) . 

L'attachement de  I 'adénovirus s u r  la cel lule impl ique une cer ta ine f l u i d i t é  

d e  la membrane (HEFJNACHE e t  al., 1979) avec, notamment, un remaniement au 

n iveau des stérols (HENNACHE e t  al., 1982). Lors  de l ' infect ion, la  membrane 

cel lu la i re s ' invagine en entraînari t  le v i r u s  qui se t rouve  emprisonné dans une 

vésicule enveloppée : la c la thr ine  recouvre  cet te vésicule. Puis la c la thr ine  est 

déplacée : la vésicule a ins i  formée e s t  appelée réceptosorne o u  endosorne 

(CHARDONNET a n d  DALES, 1970 ; FITZGERALD e t  al., 1983). La base du 



penton serait  impliquée àans la r u p t u r e  du réceptosome e t  donc dans la 

l ibérat ion du v i r u s  dans le cytoplasme (SETH e t  al., 1984a). Ceta nécessite un 

pH acide ai i  niveau de ces vésicules (SETH e t  ai., 1984b). O r  un p H  Iégèrernent 

acide (pH 5 )  induit à la sur face de la capside v i ra le  un changement révers ib le  

hydrophob ique mis en évidence p a r  la l i a i s ~ n  du v i r u s  au  T r i t o n  X114. Ceci 

p o u r r a i t  permett re au  v i r u s  d e  se ! ier  à la membrane du réceptosome avan t  

d 'ê t re  relâché dans le cytopiasme (SETH e t  al., 1985). 

Puis t rès  v i t e  il y a déstabi l isat ion de la capside v i ra ie  : 

- le DNA vit-al dev ient  accessible à la DNase (SUSSENBACH, 1967 ; 

LAWRENCE and GINSBERG, 1967 ; BOULANGER and HENNACHE, 1973 ; 

SVENSS0r.I and PEARSSON, 1984) p a r  pe r te  de quelques pentons (LYON - e t  al., 

1978), 

- des protéines internes du v i r u s  Geviennent accessibles aux  proté ines du 

cytosquelet te (BELIN and BOULANGER, 1985). 

Plus ieurs proté ines du cytosquelet te o n t  été t rouvées associées au v i r u s  

s i tô t  après sa pt inétrat ion, telles qi:e les microtubules (DALES and 

CHARDONNET, 1973 ; WEATERBEE e t  al., 3977), l 'alpha-tubuline, la vimerrtine 

e t  p e u t  ê t r e  les "st ress protéines' '  (BELIN and BOULANGER, 1985). Cet te  

ircteraction est  probablement l iée au t ranspor t  du v i r u s  jusqu'au noyau. 

Par l 'étude cie la  décapsidation du mutant  H2 - t s  1, MlRZA e t  WEBER (1979) 

mont rent  que  la décapsidation du v i r u s  l ibérera i t  d 'abord le nucléoide v i r a l ,  

pu i s  le DNA qui res tera i t  uniquement l i é  à la pro té ine  terminale 55 K.  

B -  Phase précoce 

La phase précoce commence s i tô t  après la pénétrat ion du DNA v i r a l  

dans le noyau. Les RNA polymerases II cel lulaires sont  responsables d e  la 

t ransc r ip t i on  des gènes v i r a u x  précoces. 

1 . Localisdtion des gènes précoces ........................................................... 

Les mRNA précoces sont  t ransc r i t s  de  q u a t r e  régions du DNA : deux  s u r  

le brin r e t  deux  s u r  le brin I (Fig. 5 ) .  Les régions E l  e t  E2 sont d iv isées 

respect ivenient en  E IA ,  EIB, E2A e t  E25. Les b r i n s  r e t  I du DNA sont dé f i n i s  

p a r  le sens d e  la transcript ior? p a r  r a p p o r t  a la ca r te  génétique : 

- l e  brin r est  t r a n s c r i t  de gauche à dro i te,  

- le brin I es t  t r a n s c r i t  d e  d ro i te  à gauche. 
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FIGURE 5 

Carte génétique de  l'adénovirus 2 

Les flèches grasses représentent les mRNA exprimés au stade précoce, les 

flèches minces ceux synthétisés au stade intermédiaire, les fléches doubles ceux 

synthétisés au stade tardif .  Les protéines assignées aux différentes régions sont 

indiquées (d'après AKUSJARVI - e t  al., 1986).  



Certains mRNA t ranscr i ts  à pa r t i r  du promoteur t a rd i f  majeur (MLP) on t  

également été mis en évidence au stade précoce (Fig.  4) .  La moitié de  ces 

mRNA synthétisés possède la séquence i (vo i r  phase tard ive)  (CHOW e t  al., 

1979) . 

2. Transcr ipt ion e t  régulat ion ..................................................... 

Les mRNA matures dér ivent  de précurseurs  par  épissage. Les 

di f férents mRNA synthétisés au  temps précoce sont rappelés dans la Figure 5. 

Ces mRNA sont coiffés e t  polyadénylés. En avant du si te de reconnaissance 

pour la coiffe, il existe une séquence consensus T A T A  pour  tous les promoteurs 

à l 'exception des promoteurs de la région E2. D'autres séquences, appelées 

séquences "enhancer" st imulent la transcript ion. Elles peuvent ê t re  placées en 

amont ou en aval du si te de coif fe ( revue : JONES, 1986). Les pr incipales 

caractéristiques de la t ranscr ip t ion précoce sont les suivantes : 

- la régulat ion pa r  la protéine 50 K de E1A des promoteurs des rég ions 

EIB, E3 e t  E4 du promoteur précoce de E2 (75 UG) e t  du promoteur majeur 

ta rd i f  (BERK e t  al., 1979 ; RlCClARDl e t  al., 1981 ; JONES and SHENK, 

1979), 

- l ' inhibit ion, par  la protéine E2 72 K, de la t ranscr ip t ion de E4 (NEVINS 

and WRINKLER, 1980 ; HANDA e t  al., 1983) e t  le renouvellement rapide des 

mRNA des protéines précoces par  cette même protéine (BABICH and NEVINS, 

1981), 

- le changement de promoteur pour  la E2 72 K lors  du passage du stade 

précoce au stade tard i f .  Le promoteur précoce est s i tué à 75 UG (un i té  génome) 

sur  la car te  génétique, le promoteur ta rd i f  est s i tué à 72 UG. 

3. Protéines précoces e t  leurs rôles .............................................................. 

Les produi ts  de  t raduct ion des mRNA des zones E l  e t  E2 sont  , 

maintenant b ien identifiés. II n'en est  pas de même pour  ceux des régions E3 e t  

E4. Dans ces régions, un g rand  nombre de mRNA a été ident i f ié e t  seulement 

quelques protéines leur on t  été attr ibuées (Tableau 5 ) .  

Le rôle des protéines synthétisées au stade précoce commence seulement à 

ê t re  élucidé. Ces protéines in terv iennent  dans des mécanismes importants. O u t r e  

le rô le que nous venons d'évoquer dans la régulat ion de la t ranscr ipt ion,  

leurs rôles dans la transformation cellulaire, dans la répl icat ion du DNA v i r a l  e t  

dans l 'a r rê t  des synthèses cellulaires viennent d 'être clairement i i ab l i s .  Le 

Tableau 5 résume les fonctions principales attr ibuées à ces protéines. I 



Coordonadcs s u r  mRNA --------------------- P r o t é i n e s  Fonct i c n s  
l a  c a r t e  pinomique 

j e  -- 3 '  T a i l l e  - 
E ¶A 1 , 3  - 4,6 r 13 S 56X,  b6K - r é g u l a t i o n  de  l a  t r a n s c r i p t i o n  : 

r 12  S 47X, UOX . d e s  a u t r e s  zones prdcoces 

r 9 S 28K . d e s  VA-RNA ( a )  . a u t o r é g u l a t i a n  
- t r a n s f o r m a t i o n  c e l l u l a i r e  ( i m m o r t a l i s a t i o n  
- e f f e t  de  trans-dominance i n t e r s é r o -  

typ iqüe  Cc) 
- a c t i v a t i o n  d e s  gènes c e l l u l a i r e s  c o d a n t  

pour l a  protGine m j e u r e  i n d u i t e  p a r  
choc thennique  e t  pour l a  @-tubuLine 

22 S 58K - t r a n s f o r m a t i o n  c e l l u l a i r e  
22K - l i a i s o n  3 l a  p ro tCine  c e l l u l a i r e  de  

1 3  S 1 5  - 19K t r a n s f o r m a t i o n  (P53) - a z t i v i t é  p r o t é i n e  k i n a s e  
- t 2 a n s p o r t e t  matura t ion  d e s  mRNA t a r d i f s  
- mxint ien de L ' i n t é g r i t é  du  DNA v i r a l  e t  

c . z l l u l a i r e  

EZA 61 ,7  - 66,6 1 7ZK - r C p l i c a t i o n  - rCgula t ion  d e s  gènes p r é c o c e s  
- t r a n s f o r m a t i o n  
- é p i s s a g e  des  mP.NAS t a r d i f s  

----------,-,--,,,-----------------------------------------------------------------------------------------------7= 

K I 3  11 - 31 1 87K - r 6 p l i c a t i o n  v i r a l e  : 

. p r e c u r s e u r  de la  p r c t e i n e  
t e r m i n a l e  ( 87K) 

lOSK . ADN polymérase (10SK) 

eP 19K - a s s o c i a t i o n  aux a n t i g è n e s  d ' h i s t o -  
13 K 
14 K c o m p a t @ i l i t é  

1 l K  - é t i m u l a t i o n d ë  l a  t r a n s c r i p t i o n  des  zones 
25 K (34  .KI E2 e t  E1B ( d l  

14 K - f o n c t i o n  r e q u i s e  pour l a  m u l t i p l i c a t i o n  

du v i r u s  a s s o c i é  l ' a d é n o v i r u s  (AAV) 

- a r r € t  d e s  s y n t h è s e s  c e l l u l a i r e s  
- e:cpression d e s  gènes t a r d i f s  

'ABLMU 5 : Les protiincs l!r6cocrs e t  l e u r s  p r i n c i p a l e s  f o n c t i o n s ,  L e  t a b l e a u  résume l e s  doriri6es rassemblée S p a r  

AKUSJARVI e t  a l .  (1986)  e t ,  c o m p l é t é e s p a r l e s d o n n 6 e s  tirées d e s  r é f é r e n c e s  s u i v a n t e s  : 

a )  HOERFLER and ROEDER (1985)  
b )  SMITH e t  a l .  (,1985) 

C )  DELSERT and D1iiALLUIN (1984)  

I )  WDING et a l .  ( 1 9 8 5 )  



C- Réplication 

1. Lieu de la répl icat ion ........................................ 

La répl icat ion d u  DNA v i ra l  commence huit à douze heures après 

I ' infection. Elle se fait  au niveau de la matrice nucléaire (YOUNGHUSBAND and 

MAUNDRELL, 1982). A tou t  moment de I ' infection, le DNA v i ra l  est 

quantitativement l ié à la matrice nucléaire, mais sa sensibi l i té à la DNase I 

augmente au cours du temps à pa r t i r  de la 12ème heure après infect ion (SMITH 

e t  al., 1985a). 

2. Protéines impliquées ....................................... 

Plusieurs protéines (v i ra les ou cel lulaires) sont impliquées dans 

la répl icat ion d u  DNA v i ra l .  

Les protéines virales sont : 

1- le précurseur de la protéine terminale (pTP)  qui in te rv ien t  aussi b ien 

dans le déclenchement que dans l'allongement des chaines, 

2- la DNA polymérase 

3- la 72 K qui se l ie au DNA simple brin, cette protéine in terv ient  dans 

le déclenchement (van  der  VL lET and SUSSENBACH, 1975) e t  dans l'allongement 

(van  der  VL lET e t  al., 1977). 

Les protéines cellulaires sont : 

1- le facteur nucléaire I qui est nécessaire au déclenchement d e  la 

réplication. La protéine 72 K v i ra le stimule le déclenchement de la réaction en 

présence d u  facteur 1, mais I'inhi be en son absence (NAGATA e t  al.  , 1982). 

2- le facteur nucléaire II qui est  nécessaire à l'allongement du DNA. Le 

facteur II pu r i f i é  contient une act iv i té topoisornérase I (NAGATA e t  al., 1983). 

3. Or ig ine de  la répl icat ion .............................................. 

La répl icat ion du DNA peut  commencer à l 'une ou  l 'autre des 

deux extrémités du génome v i ra l .  De nombreuses études o n t  permis la 

localisation de deux domaines importants pour l 'or igine de  la répl icat ion dans la 

zone terminale répét i t ive inversée. Ces domaines contiennent 4 blocs d o n t  la 

séquence est  hautement conservée dans tous les sérotypes (STILLMAN e t  al., 



1-e b loc 1 ( les nucléotides de 9 à 18) cor respondra i t  a u  si te spécif ique pour  

la f ixat ion du complexe pTP-palyrnérase (KIJNDERS e t  al., 1933). 

Les blocs 2, 3 e t  4 ( les nucléotides d e  17 à 48) seraient nécessaires à la 

f i xa t ion  11-1 v i t r o  du facteur  nucléaire I [NAGATP. e t  al., 1983 ; GUGGENHEIMER 

e t  a!. , 1984). 

4. Mécanisme ................... 

Le débu t  de la répl icat ion nécessite la f i xa t ion  s u r  le DNA d u  

cornp!exe ?TF-polymérase, de  la pro té ine  72 K e t  du facteur  nucléai re 1.  

La f i xa t ion  d'un rés idu dCMP s u r  le précurseur  d e  la p r ~ t é i n e  terminale 

permet l'amorce de la rSplication : le brin parenta l  non rép l iqué es t  dépiacé. Ce 

brin p o u r r a i t  se c i rcu lar iser  p a r  hyb r ida t i on  des deux  séquences terminales 

inversées e t  p o u r r a i t  ainsi  ê t r e  à son t o u r  rép l iqué (LECHNER and KELLY 1977) 

(Fig. GA). U n  modèle p lus  récent  permet d e  schématiser le rô le des d i f férentes 

protéines (v i ra les e t  cel lulaires) in tervenant  dans la répl icat ion 

(GUGGENHEIMER -- et a l .  , 7984) (F ig .  6B). 

D- Phase t a r d i v e  1 
I 

1 .  Transc r ip t i on  e t  t raduct ion  des protéines ta rd ives  ............................................................................................... 

A u  stade t a r d i f  de  l ' infect ion sont  synthét isées les proté ines de 

s t r u c t u r e  du v i r u s  e t  des protéines non  s t ruc tura les  qui in terv iennent  

lo rs  de l'assemblage du v i r u s .  A l 'exception des proté ines I X  (codée dans la 

rSgion E I B )  e t  IVa2 (codée s u r  le brin 1) la  t ransc r ip t i on  des messagers d e  ces 

proté ines (une douzaine) commence a u  même promoteur. appelé MLP (Major Late 

Promotor). Les proté ines I X  e t  IVa2 sont considérées comme des proté ines 

intermédiaires pu isque leurs mRNA sont détectés dès la 5ème heure  après  

infect ion [F ig .  5 ) .  

a) mRNA des proteines I X  e t  lVa2 

Le mRNA de la pro té ine  I X  est le seul mRNA parmi les 

mRNA d e  l 'adénovi rus qui n e  sub i ra i t  aucun épissage au cours  d e  sa maturat ion 

(ALESTROM e t  al., 1980). Sa t ranscr ip t ion  es t  sous le  contrô le d e  son p r o p r e  



FIGURE 6 

Modèles de réplication du  DNA de Iladénovirus. 

A)  Modèle de LECHNER et KELLY (1977) expliquant le mécanisme de 

déplacement du brin non répliqué. 

B) Modele de GUGCENHEIMER et al. (1984) montrant le rôle des protéines - 
cellulaires et virales dans la réplication. 



promoteur s i tué  à l ' in té r ieur  de  I ' in t ron  des mRNA d e  la rég ion  E1B mais 

possederait  le même site de polyadénylat ion que les mENA d e  E I B .  

Le mRNA d e  la proté ine IV22 possède son promoteur su r  le brin 1, s i t ué  

à 210 pai res de brjses seulement du promoteur MLP ( s u r  le  b r i n  r ) .  Les cieux 

promoteurs pour ra ien t  en t re r  e n  compétit ion pour  les mêmes fac teurs  

t ranscr ipt ionnels (NATARAJAN e t  al., 1954).  Conme p o u r  la région E2,  il 

n 'ex is te pas de séquence T A T A  en i?rnont d u  s i t e  de  reconna issa~ce  p o u r  la 

coif fe. 

b )  mRNA ta rd i f s  synthét isés à p a r t i r  du MLP 

Les mRNA ta rd i f s  synthét isés à p a r t i r  du MLP sont classés 

en c i n q  families ( L I  à L5),  chaque famille code pour  p lus ieurs protéines. Les 

mRNA d 'une  même famille possèdent la même ex t rémi té  3', mais I 'extrémité 5 '  du 

corps  du messager var ie  (CHOW e t  al., 1977 ; MEYER e t  al., 1977) (F ig .  5).  - - 
Les mRNA sont  coi f fés {GELINAS and ROBERTS 1977) e t  polyadénylés. 

Les mRNA t r ansc r i t s  à p a r t i r  du MLP sont synthét isés sous la forme d'un 

long p récu rseur  nucléaire, appelé p r o d u i t  d e  t ranscr ip t ion  pr imaire. I is  

possèdent tous à leur  extrémité 5' une séquence de d e u x  cents nucléot ides 

provenant  de  la juxtaposi t ion de t ro i s  séquences d e  tête situées aux  posi t ions 

16.6, 19.6 e t  26.6, le corps  du mRNA étant a lors rabouté à la troisième 

séquence (BERGET e t  al., 1977 ; CHOW e t  al., 1977). La séquence t r i p a r t i t e  

s t imulera i t  la t raduct ion  au  temps t a r d i f  (LOGAN and  SHENK, 1985 ; BERKNER 

and SHP,RP, 1985). 

Cependant, d 'autres séquences de tê te  peuvent  ê t re  t rouvées dans ce r ta ins  

mRNA. II s 'agi t  d e  : 

- la séquence i qui est  si tuée en t re  la seconde e t  la troisième séquence de 

tête, à la posi t ion 22 s u r  la car te  génomique (CHCW e t  al., 1979). Ce t te  

séquence est  p l u s  fréquemment t rouvée dans les mRNA précoces t ransc r i t s  à 

p a r t i r  du MLP mais est  égaiement t rouvée dans les mRNA ta rd i f s  cor respondant  

a u x  zones L2, L3, L4, L5 (UHLEN e t  al., 1982). 

- les séquences "xi',  "y" e t  " z "  qui sont  situées respectivement aux  

posit ions 76,9-77,3 ; 78,6-79,l e t  84,l-85,l s u r  la ca r te  génomique) e t  qui 

peuvent  ê t r e  présentes dans les mRNA de la f i b re  (CHOW e t  al., 1979). 

La polyadénylat ion i n te rv iend ra i t  l o rs  du cl ivage du long p récu rseur  

(MANLEY e t  al., 1979). La polyadénylat ion en un des c i n q  sites donnés induit 



la maturat ion d'un des mRNA de la famille correspondente. Le s i te d'épissage 

étant  choisi, la t raduct ion  commence a u  premier codon AUG renccn t ré  (hl i LLER 

c )  Mécanisme d'épissage 

L'étude des mRNA ta rd i f s  d e  l 'adénovi rus a permis la mise 

en évidence du phénomène d'épissage. La séquence t r i p a r t i t e  de tête, 

notamment, f ou r f i i t  un bon modéle p o u r  la compréhension d'bn te l  mécanisme. 

L'épissage sera i t  u n  phénomène séquentiel : l 'excision du premier i n t r o n  

( e n t r e  les deux  premières séquences de tête) i n te rv iend ra i t  avant  l 'excision du 

second [ e n t r e  les séquences de tête 2 e t  3) (KEOHAVONG e t  ai., 1982 ; 

MARlhlAN e t  al., 1983). 

Deux pe t i t s  complexes r ibonucléot idiques, ies U1 s n  RNP e t  U2 s n  RNP 

in terv iendra ient  dans le mécanisme d e  raboutage (BLACK e t  al., 1985 ; 

KARINER and  MANIATIS,  1935). L'extrémité 5 '  des U1 e t  U2 RNA seraient  

importantes. L'extrémité 5 '  du U1 RNA es t  complémentaire d e  I 'extr6mité 5 '  de  

l ' i n t ron  (LERNER e t  al. , 1980). - 
L'étude in v i t r o  de I'épissage a permis la mise en évidence de molécules 

intermédiaires de RNA : ces RNAs o n t  une  s t r u c t u r e  en lasso. La formation du 

lasso nécessite l ' in te rvent ion  d'une séquence à l ' in té r ieur  d e  I ' in t ron ,  cô té  3', 

complémentaire de l 'extrémité 5 '  de I ' in t ron  avec la l ibérat ion du premier exon. 

Puis, il y a l i ga tu re  des deux  séquences de tête avec excision d e  18intron (F ig .  

7) ( r e v u e  p a r  SHARP, 1986). 

L'épissage a l te rna t i f  ( q u i  correspond aux d i f fé rentes  possibi l i tés qu 'a  u n  

p r o d u i t  d e  t ransc r ip t i on  pr imaire de donner d i f fé rents  mRNA su ivan t  les 

séquences raboutées) p o u r r a i t  s 'expl iquer p a r  des s t ruc tu res  secondaires d u  

RNA : p a r  const ruc t ion  de plasmides, SOLNICK (1985) a montré qu'un exon 

"emprisonné" dans une  s t r u c t u r e  en épingle à cheveux dev ient  optionnel. 

2- Transc r ip t i on  e t  t raduct ion  d e  la f i b r e  ...............,.. ................................................... 

L'étude de la t ransc r ip t i on  du gène de la f i b r e  es t  d'un g r a n d  

in té rê t  dans la compréhension du mécanisme d'épissage : le pré-mRNA d e  la 

f ib re  cor respond à 80 % du génome (so i t  env i ron  27000 nucléot ides).  
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FIGURE 7 

Mécanisme d'épissace : il y a excision de llintron (en t ra i t  mince) e t  épissage 

des deux séquences de tête LI e t  L2 [en t ra i t  épais) (d'après PADGETT e t  ai. ,  

1985).  



Dans le noyau des cellules irifectées, des précurseurs  de 35 S e t  d e  28 S 

du mRNA mature (22 S)  d e  la f i b r e  o n t  été mis en Gvidence pa r  h y b r i d a t i o n  d e  

fragments de DNA correspondant  au gène de la f i b re  avec les mRNA p o l y  A+ 

nuclrlaires {CARLSON and  RAÇKAS, 1980) (F ig.  8 ) .  

I I  p o u r r a i t  y avo i r  un contsô!e de la rég ion E4 s u r  Iiaccurnulation des 

mRNA t a r d i f s  e t  notamment s u r  le mRNA de la f i b r e  : la d iminut ion de synthèse 

des mRNA nuciéaires clans le mutant  H5 dl 366 est ident ique pour  les c i n q  

régions ta rd ives ,  mais il y a une fo r te  réduct ion  des mRNA cytoplasmiques des 

régions L3 e t  L5 (HALBERT e t  al., 1985). Ce mutant  pessède une g r a n d e  

délet ion (2269 pai res d e  bases) dans la rég ion E4. Cette région p o u r r a i t  jouer 

un rôle d i r e c t  ou i nd i rec t  (éventuellement en complexe avec la E1B-55 K )  soit  

dans la maturat ion du mRNA, soi t  dans son t ranspor t  du noyau au  cytoplasme, 

soi t  dans sa stabi l i té  dans le cytoplasme. 

Le mRNA mature d e  la f i b r e  cont ient  à son extrémité 5' les t r o i s  séquences 

d e  tête situées aux  posit ions 16,6 ; 19,6 ; 26,6 s u r  la ca r te  génomique. E n  p l u s  

d e  ces séquences d e  tête, 25 % des messagers de la f i b r e  possèdent une 

quatr ième sSquence appelée " y "  (78,6 UG - 79,l UG). O n  t rouve  par fo is  une 

cinquième séquence appelée llz" [84,7 UG - 85,1 UG). Cet te dern ière  séquence 

peu t  ê t r e  t rouvée seule avec les séquences de tête. Une sixième séquence, 

appelée 'lx1' (76,9 - 77,3 UG) niest t rouvée c;uten présence de la séquence "y" 

seule ou combinée avec "z" (CHOW and BRGCKER, 1978). Le leader i est 

par fo is  présent  dans les séquences de tête du mRNA de la f i b r e  (UHLEN - e t  al., 

1982). Ces séquences supplémentaires ne  semblent pas ê t r e  des p récu rseurs  

cytoplasmiques de la forme mature (LAWRENCE a n d  RAMSEY, 1982). De p lus ,  

l 'absence o u  la prksence d e  la séquence "y1' ne  semble pas af fecter  la t raduc t ion  

in v i t r o  du mRNA d e  la f i b r e  (CUNN e t  al., 1978). - 
Cependant un mauvais épissage in v i v o  de ce mRNA p o u r r a i t  ê t r e  

responsable de la res t r i c t i on  d'hôte observée lo rs  de l ' in fect ion d e  c u l t u r e  de 

cellules d e  singe (tel les que les CV1) p a r  l 'adénovirus. KLESSIG e t  CHOVJ 

(1980) o n t  mis e n  évidence de longues séquences supplémentaires e n t r e  la 

troisième séquence d e  tê te  e t  la zone codante dans des cellules d e  s inge 

infectées p a r  l 'adénovirus. Les séquences "XI' , "yi' O U  "zl' sera ient  

indif féremment présentes ou absefites. Cependant, dans u n e  étude p l u s  récente, 

ANDERSON e t  KLESSIG (1984) mont rent  que  les séquences ":<" e t  "y" sont  

absentes des mRNA de f i b r e  synthét isés dans ces cellules : la séquence "y" ne 

sera i t  pas indispensable mais augmenterait  l 'ef f icacité de la t raduct ion  in v ivo .  

Le  mécanisme dtépissage d e  la cel lule infectée n 'es t  pas e n  cause pu isque les 



Primary t ranscript 

FIGURE 8 

Précurseurs nucléaires du mRNA mature d e  fibre (d'après CARLSON and 
RASKAS, 1980) 



mRNA poly A' cytoplasmiq~tes isolés de celluies de singes infectées par  

l 'adénovirus e t  microinjectées dans des ceilu!es de singe sont convenablement 

t rôdu i ts  (ANDERSON e t  al., 19953. Les mRNA de la  f ibre synthétisés lors  de  

l ' infect ion de celltiles de singe pourraient alors ê t re  aitérés ce qui provoquerai t  

soit  une mauvaise présentat ion des messagers aux ribosomes soit une mauvaise 

compartirnentalisation de ces messagers dans la cellule. Un tel défaut dans la 

localisaticn ce l l i~ la i re  des protéines synthétisées a été effectivement observé par  

CEPKO e t  SHARP (1983).  

3. Les VA-RNA 
..........a............. 

Deux pet i ts  RNA associés a u  v i rus ,  le VA-RNA I e t  !e 

VA-RNA II sont détectab!es dès l'étape précoce mais la synthèse du VA-RNA 1 

est considérablement augmentée au stade t a rd i f  (SODERLUND et  al. , 19 76) . I ls  - 
sont synthétisés par  une RNA polymérase de type  III OVEINMAN e t  al., 1974) 

qui serai t  activée pa r  Urie protéine de !a région E1A (HOEFLER and ROEDER, 

7 985). 

Par la construct ion de mutants possédant s ~ i t  l'un soit l 'autre de ces 

RNA, THItdMAPAYA e t  ses collaborateurs (1982) on t  montré qu'une carence en 

VA-RNA I diminue fortement fa synthèse protéique. Le VA-RNA i in terv iendra i t  

dans l ' ini t iat ion de la t raduct ion (SCHNEIDER e t  al., 1984). 1 1  maint iendrait  

I 'act ivi té d u  facteur elF2 cellulaire (REICHEL e t  ol., 1985) en inhibant l 'act iv i té - 
d'une protéine kinase dépendante d 'un  RNA double b r i n  qu i  phosphoryie ce 

facteur elF2 (SIEKIESKE e t  al., 1985 ; O'MALLEY e t  al., 1986). - 
L'absence de VA-RNA I peut  également entraîner une modification 

quant i tat ive de la t ranscr ipt ion des mRNA tard i fs .  Cependant, la spécificité du 

mécanisme de rabcrutage e t  l'efficacité d'accumulation des mRNA ta rd i f s  

pourra ient  dépendre d'une protéine v i ra le tard ive puisque l ' infection p a r  le 

v i r u s  mutant d'une lignée de cellules HeLa ne possédant pas la kinase qui 

phosphoryle e l  F2 permet une production normale des m RNA tard i fs  (SVENSSON 

and AKUSJAEVI , 1986). 

E- Assemblage j 

L'étape finale de I ' infection, la morphogénèse virale, débute ve rs  la 

10-14ème heure après I ' infection e t  se déroule dans le noyau. De nombreuses 

études on t  été faites pour  comprendre les mécanismes e t  déterminer les étapes 



qui conduisent  à la formation d 'une  par t icu le  v i ra le  infect ieuse à p a r t i r  des 

protéines e t  du DNA nouvellement synthét ise. 

F lus ieurs étapes sont  nécessaires : 

- I'assemblsige des proiGmeres en capsomères 

- le t ranspor t  des protéines au noyau 

- la formation d e  la capside 

- l ' incorporat ion du DNA dans la capside. 

1. Assemblage des capsorneres e t  t ranspor t  des proté ines au noyau .......................................................................................................................... 

La plt iparst des polypeptides v i r a u x  sont  rapidement relâchés des 

polyribosomes e t  t ranspor tes  au  noyau dans une pér iode de 3 a 6 minutes 

(HORWITZ e t  al., 1969 ; VELICER and GINSBERG, 1970). L'étude de mutants - 
thermosensibles montre que la 100 K, proté ine ta rd ive  non s t ruc tura le ,  i n t e r -  

vier i  t dans la t r imér isat ion de I1hexon monomére (FROST and  WILLIAMS, 

1978 ; OOSTEROM-DRACON and GINSBERG, 1981 ) . L'emploi d' immunsérum 

d i r i g é  c c n t r e  le monanère de Iihexon ou con t re  la 100 K révèle une é t ro i te  

re lat ion en t re  la chaine polypept id ique d e  I 'hexon e t  la 100 K.  La 100 K 

in te rv iend ra i t  comme proté ine d'échafaudage, en  quan t i t é  stoechjornétrique. Ce 

prccessus d'oligomérisation p c u r r a i t  impl iquer la sérine act ive accessible dans le 

monomère d e  I1hexon (GEVAUX and BOULANGER, 1980). L'étude du mutant  H5 

t s  147 suggère que le p V I  p o u r r a i t  i n te rven i r  dans le t ranspor t  d e  l lhexon v e r s  - 
le noyau (KAUFMAN and GINSBERG, 1976). D 'au t re  pa r t ,  ie t ranspor t  d e  

I 'hexon es t  aussi inh ibé  dans ie mutant  H2 t s  107 muté dans le gène de ia 100 - 
K, ceci p o u r r a i t  ê t r e  dû à un défaut  dans la s t r u c t u r e  t r imér ique d e  I1hexon du 

mutant  (MORIN and BOULANGER, 1986). 

L'assemblage v i r a l  a l ieu dans le  noyau. II se fe ra i t  a u  n iveau d e  

la matr ice nucléaire (MHITOO e t  al., 1986). Pour comprendre la formation d 'une - 
part i cu le  infectieuse, des intermédiaires d'assemblage o n t  été recherchés a u  

cours  d e  l ' infect ion de cellules, t an t  p a r  du v i r u s  de t y p e  sauvage (SUNDQUIST 

e t  al., 1973 ; ISHIBASHI and MAIZEL, 1974b ; EDVARDSSON e t  al., 1976 ; 

D'HALLUIN e t  al., 1978b ; MONCANY e t  al., 1980) que p a r  des mutants 

thermosensibles bloqués en un stade cionné à température n o n  permissive 

(WEBER, 1976 ; DIHALLUIN e t  al., 1978a ; MORIN and BOULANGER, 1984). - 



h 'u i t racent r i fugat ion  permet une pur i f i ca t ion  de ces par t icu les  

intermédiaires. Leur  contenu en protéines es t  analysé e n  ge l  cie polyacrylamide- 

SDS. Or: c i i s t i n g ~ e  deux types de protéines : les proté ines d e  la capside ou 

leurs  pr6curseurs  e t  des protéines non s t ruc tura les ,  appe!ées pro té ines  

d'échafaudage, t rouvées uniquement dans les intermédiaires d'assemblage. 

Plusieurs scliémas d'assemblage o n t  été proposés, le modèle le p lus  récen t  

est ce lu i  de  MORIN e t  5OULANCER (1984) (F ig .  91. D'une rnaniére générale, il 

est admis que des capsicies v ides sont  d 'abord formées, qu'elles cont iennent  des 

précurseurs  d e  polypeptides e t  des protéines dléchafaudage. Puis le 3NA v i r a l  

e t  les proté ines du nucléoïde ent rera ien t  soi t  séparément, sc i t  ensemble. Les 

prote ines d'échafaudage seraient éliminées. L'étape f inale d e  l'assemblage 

sera i t  le c l ivase des précurseurs  des proté ines de la capside. 

a )  Part icules intermédiaires v ides 

Peu de choses sont connues s u r  l'assemblage des capsides 

vides. MGRlN e t  BOULANGER (1984) suggèrent  que la  100 K,  le p V l  l e t  le 

p V l l l  pour ra ien t  i n te rven i r  comme protéines d'échafacaage. D'autre p a r t ,  

PEREIRA e t  WRlGLEY (1974) o n t  montré qu'il y a réassociation possible, à bas 

pH, des "groupes de neu f  hexons" en s t ruc tu res  à v i n g t  faces, il n ' y  manque- 

r a i t  q u e  les hexorts pér ipentonaux e t  les pentons. Ceci suggère  q u e  les 

"groupes de neuf t t  pour ra ien t  slauto-assembler. Cependant in v ivo,  d 'au t res  

proté ines telies que !e I l l a ,  la base du penton, la f i b re  e t  le pVl 1 l sont  

t rouvées dans les capsides vides. U n  mécanisme p lus  complexe q u e  I'auto-assem- 

blage d o i t  donc contrô ler  la formation de la capside. D'autre p a r t ,  l 'absence 

d 'a rg in ine  dans le  mil ieu de cu l tu re  entraîne !a chu te  de la product ion  v i r a l e  

(EVERITT  e t  al., 1973).  II a récemment été montré que la carence en a rg in ine  

r é d u i t  fortement la N-acétylation des proté ines v i ra les (AUBORN and ROUSE, 

1984).  

b )  Encapsidation du DNA 

L'entrée du DEIA dans la capside a pr incipalement été 

étudiée grâce a u x  sérotypes du sous-groupe B .  En ef fet ,  ceux-ci sont  

caractér isés p a r  la product ion  d 'une  grande quant i té  d e  par t icu les  

intermédiaires. 
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Envi ron 10 % du DNA synthétisé est encapsidé. L'encapsidation se ferai t  

par  l 'extrémité gauche d u  génome. En effet, cette extrémité est 

préférentielle!nent retrouvee dans les di f férentes classes de part icules 

intermédiaires de I1adénovirus 7 (TIBBETTS, 1977 ; BROWN and WERER, 

1977) .  De pius, lors de l ' incubation in v i t r o  de capsides vides de l 'adénovirus 3 

et  de DEIA, II y a encspsidation par  l 'extrémité gauche (TIEBETTS and GIAM, 

1379). HAMklARKJOLD and WINBERG (1980) montrent que la séquence s'étendant 

du nucléotide 290 à 390 à pa r t i r  de l 'extrémité gauche est nécessaire à 

Cependant, cette séquence n'est pas indispensable pour I'encapsidation de 

DNA piasmidique par  des part icules vides de l 'adénovirus 3 mais elle assl irerait  

une meilleure protect ion vis-à-vis des nucléases cellulaires (KOSTURKO and 

VANECH, 1986) .  

Encapsidation e t  répl icat ion du DNA v i ra l  semblent liées : des part icules 

virales de I'adénovirus 5, directement liées au DNA en cours de répl icat ion ont 

été visualisées par microscopie électronique [MONCANY e t  al., 1980) .  Ceci 

pourr-ait correspondre a ifencapsidation du DNA v i r a l  en cours de synthèse. 

Des études su r  l 'effet de la novobiocine (D'HALLUIN e t  al., 1980) ,  l 'étude de 

mutants thermosensibles (WEBER e t  al., 1985) montrent une relation en t re  la 

synthèse de DNA e t  I1assemb!age v i ra l .  

c )  Clivage des précurseurs 

L'obtention de part icules virales infectieuses nécessite le 

cl ivage des p récu rse i~ r s  des protéines tardives. Dans les part icules 

intermédiaires, or? ne t rouve que les précurseurs, tandis que les produi ts  de 

cl ivage sont trouvés dans le v i r us  immature H2 - ts 1, bloqué au stade de jeune 

v i r ion  (WEBER, 1976) .  C'est une endoprotéinase virale, codée par la région L3 

qu i  in terv iendra i t  dans le processus (HASSEL and WEBER, 1978 ; AKUSJARVI 

e t  al., 1981 ; YEH-KA1 et  al. , 1983) .  Elle couperait spécifiquement aux liaisons 

Gly-Ala (TREMBLAY e t  al., 1982).  



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



Les t ravaux  personnels sont  présentés sous forme de deux chapi t res.  Le 

premier  concerne la f ib re  d e  l 'adénovirus 2 de  t y p e  sauvage tandis q u e  le 

detixième se rappor te  à l 'é tude de la f i b r e  d'un mutant  thermosensible d e  

l 'adénovi rus 2 : le mutant  HZ - t s  125, qui, à température non permiss ive n e  

synthét ise  pas de f i b r e  ant igéaique e t  don t  l'assemblage es t  b loqué au stade d e  

par t icu les intermédiaires vides. 

Quand un t rava i l  a donné l ieu à u n e  publ icat ion, celle-ci es t  annexée e n  

fin de chap i t re .  Les lecteurs p o u r r o n t  y t r o u v e r  des compléments d ' in format ion.  

Seules les i l ius t ra t ions  importantes pour  la compréhension du t rava i l  son t  

incorporées dans le tex te ,  avec également les f i gu res  des t ravaux  non  publ iés. 





A- l n t roduct ion  

Les adénovirus sont  les seuls v i r u s  animaux a posséder des 

project ions apicales. En effet,  aux  douze sommets de la capside se t r o u v e n t  les 

pentons const i tués p a r  Iiassemblage de deux  protéines : la base du penton e t  la 

f ibre,  ce t te  de rn iè re  possédant une s t r u c t u r e  ressemblant à i lne antenne 

(VALENTINE and PEREIRA, 1965). Le penton joue un rô le  fonct ionnel impor tant  

pou r  le v i r u s  e t  fiotammerit dans !es étapes t r é s  précoces d e  l ' in fect ion : 

- la f ibre,  en  se l iant  a u  récepteur  cel lulaire, permet la pénétrat ion v i ra le  

(PETTERSSON e t  al., 1968), 

- la base du penton assurera i t  la lyse des endosomes (SETH e t  al., 

1984a), 

- le  penton. lors du déshabil lage du v i rus ,  pou r ra i t  jouer Lin rô le 

importar i t  (per te  d e  quelques pentcns, déstabi l isat ion o u  modif icat ion 

conformationnelle) (LONDBERG-HOLM and PH 1 LI PSON , 1974). 

- la base du penton exerce un e f fe t  cy to tox ique s u r  les cel lules infectées. 

La f i b r e  a été le  su je t  de  nombreuses études. Elle a été pur i f iée ,  

cr is ta l l isée e t  son gène a été sequencé. Not re  t rava i l  v ien t  compléter les 

connaissances au su je t  de ce t te  proté ine t a n t  p a r  l 'étude de son assemblage avec 

la base du penton que p a r  une caractér isat ion p i u s  s t ruc tu ra le  (polar i té ,  

g lycosylat ion, '  var ia t ion  de sa migrat ion en gel-SDS su ivant  son degré  d e  

dénatura t ion) ,  

Le premier problème que  nous avons abordé est  ce lu i  de l'assemblage d e  la 

f ib re  avec la base du penton. En ef fet ,  l'assemblage d e  ces deux  proté ines est  

stable pu isque c'est sous la forme de penton qu'on t r o u v e  la p l u s  grande p a r t i e  

de  la base synthét isge e t  q u e  le penton complet peut  ê t r e  p u r i f i é  à p a r t i r  des 

ant igènes solubles. La base e s t  dissociable de la f i b r e  e n  tanpon guanidine-HCl 

(NORRBY and SKAARET, 1967), formamide (NEURATH e t  al., 1968), p y r i d i n e  

8 % (PETTERSSON and HOGLUND, 1969) e t  désoxycholate de sodium (DOC) 0,s 

% po r té  à 56O C, (BOUDIN e t  al., 1979). La l iaison e n t r e  ces deux  pro té ines  

n 'est  donc pas covalente. 11 nous a semblé intéressant  d 'étudier  ce t te  association 

e t  de  déterminer les caractér is t iques qui gouvernent  ce t  assemblage. Dans ce 

but, la dissociat ion du penton complet p a r  des ant icorps  ant i - f ib re  a ins i  q u e  

i'asemblage -- in v i t r o  des deux  proté ines ( f i b r e  e t  base du penton pur i f iées)  en  

penton complet o n t  été étudiés. L'assemblage in v i t r o  permet d 'étudier  un t y p e  

donné d ' in terac t ion  en t re  d e u x  proté ines d is t inctes.  



Fors de cet te étude, des digest ions enzyma:lques à l 'aide d e  ;a 

carboxypept idase Y semblaient impl iquer I 'extrémiré C-terminale de la f i b re  dans 

la l iaison avec la base. Cette or ientat ion de la f i b r e  p a r  r a p p o r t  à la capside 

v i ra le  a été controversée p a r  un modèle établ i  s u r  des pr4dict ions d e  s t r u c t u r e  

secondaire (GREEN e t  al. , 1983). 

A f i n  de  lever  I 'ambiguité au su je t  de ta po lar i té  de  la f ib re ,  nous avons 

~ t i l i s é  des sérums d i r igés  cont re  des peptides correspondant  aux extrémités de 

ce t te  protéine. Le but éta i t  de  déterminer la capacité d e  reconnaissance de la 

f ib re  l ibre,  ou  engagée dans la base du penton, p a r  les deux  serums. Un des 

sérums cont re  l 'une des extrémités pouva i t  également i nh ibe r  l 'adsorpt ion e t  la 

pénétrat ion v i ra le  en masquant le s i te  de  f i xa t ion  de la f i b r e  s u r  le récepteur  

cel iu la i re soi t  directement soi t  indirectement p a r  encombrement s tér iaue.  

A f i n  d e  compléter la connaissance s t ruc tu ra le  de la f ib re ,  nous nous 

scrmmes également intéressée à la g lycosylat ion d e  cet te protéine. En e f fe t ,  la 

f i b re  es t  connue pour  ê t r e  la seule pro té ine  t a r d i v e  glycosyl6.e de l 'adénovirus. 

Ei!e peu t  ê t r e  marquée p a r  de  la glücosamine radioact ive e t  la l ia ison 

protéine-sucre serai t  aicali-labile ( ISH IBASH I and MP.1 ZEL, 1974~). Mais la 

s t r u c t u r e  e t  le  rô le du glycanne n 'éta ient  pas déterminés. Nous avons en t rep r i s  

d e  caractér iser  davantage ce(s)  chainon(s) g lycann ique(s) .  Une étude 

comparat ive avec les f i b res  d 'adénovirus d 'au t res  sérotypes a été également 

en t repr ise .  

Enf in,  le dern ier  p o i n t  abordé concerne la var ia t ion  d e  la migrat ion d e  la 

f i b r e  en gel-SDS su ivan t  les condit ions de dénaturat ion. La f i b r e  es t  une 

pro té ine  hautement asymétr ique ( LEMAY and BOU LANGER, 1980) . La s t r u c t u r e  

d o i t  ê t r e  maintenue p a r  des l iaisons t r è s  fortes. La résistance de cer ta ines 

s t ruc tu res  a u x  agents dénaturants peu t  ê t r e  visualisée p a r  l 'étude d e  la 

migra t ion  d e  la pro té ine  en gel-SDS su ivan t  les condit ions, e t  donc 

probablement l 'ef f icacité, de  la dénaturat ion. Normalement, une  pro té ine  

totalement dénaturée migre  dans un ge l  d e  polyacrylamide-SDS uniquement en  

fonct ion ae sa masse moléculaire. Nous avons montré que les condi t ions 

classiques d e  dénatura t ion  (u rée  3 M, SDS 2,5%, mercaptoéthanol 5 %, 100° C, 2 

min)  ne  semblent pas suf f isantes p o u r  abol i r  tou te  s t r u c t u r e  e t  que  la migra t ion  

d e  cer ta ines protéines (notamment la f i b re )  en  ge l  d e  polyacrylamide-SDS peu t  

ê t r e  inf luencée p a r  les méthodes d e  dénaturat ion.  Ce phénomène a également été 

observé p o u r  d 'autres proté ines s t ruc tura les  du v i r u s .  



B- Dissociatior! du penton complet e n  ses deux  composants sous l 'e f fe t  

d 'ant icorps ant i - f ib re  -- (Annexe 1 ) 

Les ant icorps  d i r igés  cont re  la f i b r e  de l 'adénovi rus o n t  le pouvo i r  de 

dissocier le penton en ses deux composants. En immunaé1ectropf;orèse 

bidimensionnelle, l e  penton se présente sous forme de deux  pics superpcsés, le 

premier cor respond à la base du penton, le second à la f ibre.  Ces deux p ics  

sont b ien  d is t inc ts  : aucune l igne ant igénique ne  re l ie  les aeux  protéines. Si 

une bande d'agarose supplémentaire contenant des ant icorps ant i - f ib re  est 

placée e n t r e  le dégdt  e t  Ilagarose contenant des ant icorps ant i-adénovirus, t ou te  

la f ib re  a u  penton est  retenue p a r  les ant icorps ant i - f ibre,  tandis que la base 

est ent ièremect re t rouvée dans la seconde bande d'agarose. 

Les résul tats d' immunoprécipi tat ion du penton complet par  la proté ine A de 

Staphylococcus aureus avec le sérum ant i - f ib re  conf i rment  ce premier  résu l ta t .  

La quan t i t é  d e  base du penton immunoprécipitée avec la f i b r e  p a r  le sérum 

ant i - f ib re  diminue quand les quant i tés d e  sérums ut i l isées augmentent. La base 

du penton dissociée p a r  les ant icorps ant i - f ib re  e t  relâchée dans le surnageant  

lors d e  la première immunoprécipi tat ion peu t  ê t r e  re t rouve@ p a r  une seconde 

imrnuno-précipitation à l 'aide d'un sérum anti-base du penton. 

C- Assemblôge in v i t r o  d e  la base du penton e t  d e  la f i b r e  (Annexe 2 )  

1 . Pur i f i ca t ion  des proté ines ................................................. 

La cel lule infectée p a r  I fadénovi rus synthét ise e n  g r a n d  excès 

des proté ines v i ra les  appelées "antigènes solubles". Ceux-ci se rven t  de matériel  

d e  dépar t  pou r  la pur i f i ca t ion  d'un g r a n d  nombre de protéines, e t  notamment d e  

la f i b r e  e t  de  la base. 

La f i b r e  a été isolée à p a r t i r  du mélange pro té ique v i r a l  syn thét isé  p a r  le 

v i r u s  d e  t y p e  sauvage. II es t  p l u s  d i f f i c i l e  de p u r i f i e r  la base du penton seule, 

non assemblée, ceci pou r  deux  raisons : 1) on t r o u v e  peu  de base l i b re  dans 

les e x t r a i t s  d e  celluies infectées p a r  le t ype  sauvage ; 2)  la base du penton 

seule e t  le penton complet o n t  le même comportement dans les d i f férentes 

chromatographies employées. C'est pourquo i  nous avons choisi  d e  p u r i f i e r  la 

base à p a r t i r  des antigènes solubles synthét isés à température n o n  permiss ive 

(3g0 C) p a r  le mu tan t  H 2  - t s  125 .  Ce mutan t  ne synthét ise  pas d e  f i b re  stable à 



39O C e t  donc pas de penton complet, la base l i b r e  se t r o u v e  a lors en g rande  

quant i té .  

La f i b r e  e t  la base du penton o n t  donc été pur i f iées à p a r t i r  des ant igènes 

solubles obtenus après lyse des cellules infectées pa r  le v i r u s  d e  t ype  sauvage 

ou p a r  ie mutant  H2 - t s  125. Le protocole de pur i f i ca t ion  u t i l i sé  pour  les deux  

protb ines est  ident ique, seules les condit ions d 'é lut ion changent.  En résumé, 

des cliromatogr-aphies s u r  colonnes d e  DEAE-Sephadex e t  d 'hyd roxy lapa i i t e  ainsi  

que  des précip i tat icr is  à 55 % de  saturat ion e n  sulfate d'ammonium permettent  

d 'ob ten i r  un degré  de pu re té  sat isfaisant : il n'y a pas de contaminants 

apparents en analyse s u r  gel  d e  polyacrylamide-SDS (BOULAEJGER and PUVIQN, 

1973 ; BOUDIN e t  ai., 1979). 

2. Assemblage in v i t r o  ................................... 

L'assemblage in v i t r o  en penton compiet des deux proté ines 

pur i f iées  s'est f a i t  dans des condi t ions "standards1' : incubat ion du mélange des 

deux  proté ines à 4 O  C, pendant  une  nuit. 

Plusieurs moyens étaient à no t re  d isposi t ion pour  déceler l'assemblage des 

deux  proté ines : 

1)  L~immunoélectrophorèse bidimensionnelle selon la technique de 

LAURELL (1965), modifiée p a r  C'JEEKE (1973) qui permet de v isual iser  la 

formation du penton complet e t  d'évaluer, d e  manière simple, la quan t i t é  d e  

proté ines assemblées. Cet te association se t r a d u i t  pa r  l 'appar i t ion d ' u n  double 

p i c  don t  le  composant base du penton est  re l ié  à la base du penton l i b r e  el le 

composant f i b r e  à la f i b r e  l i b r e  (F ig.  10A). 

2 )  Le s e l  de  polyacrylamide e n  mil ieu n o n  dénaturant  : le  penton complet 

apparaî t  sous la forme d 'une troisième bande d e  migrat ion d i f f é ren te  de cel le  de  

la base du penton e t  d e  la f i b r e  (F ig.  10B). La re lat ive d i f f us ion  des bandes e t  

!a nécessité d 'u t i l i ser  un densitomètre pour  la quant i f icat ion du complexe formé, 

nous o n t  f a i t  renoncer à l 'u t i l isat ion systématique de cet te technique. 

3 )  Li immunoprécipitation p a r  la proté ine A de Staphylococcus au reus  du 

mélange d ' incubat ion avec du sérum anti-base du penton : cet te méthode a été 

p l u s  par t icu l ièrement employée p o u r  calculer la constante d 'a f f in i té  de la f i b r e  e t  

d e  la base du penton. 



FIGURE 10 : Assemblage in v i t ro  de la base du penton e t  de la f ib re  

immuno-.eiectrophorése bidimensionneiie 

a : assemblage in v i t ro  avec des quantitbs équivalentes de f ib re  e t  -- 
de base d u  penton. t e  pic 1 correspond à la base du penton non . 

T 

assemblée, le p ic  2 à la f ibre liée h la base du penton, le pic 3 à la 

base du penton liés à la fibre, le pic 4 A la f ib re  fibre. 
: assemblage in v i t ro  en excés de base du penton -- 
: assemblage in v i t ro  en excés de f ibre -- 

B) Ce1 non dissociant. La piste a correspond à la fibr 

ase du penton, les pistes c,d,e à l'assemblage In v i t ro  de la base du tif -- 
1 < 2) 

penton avec respectivement 7.5 ; 5 et 2.5 pg de f ibre, la piste f au 

enton complet. 
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La comparaison approfondie du penton formé dans la cellule e t  celui formé 

in v i t r o  nous a permis de nous assurer que la liaison ent re  la base d u  penton 

e t  la f ibre in v i t r o  se fa i t  de manière spécifique : la microscopie électronique, 

la constante de sédimentation, le pHi, la sensibi l i té à la carboxypeptidase Y, les 

tests dthémagglutination indirecte on t  révélé l ' ident i té structurale,  biochimique 

e t  physiologique des deux molécules. 

La f i b re  a une for te  a f f in i té  pour  la base du penton. Une étude cinétique 

montre que le complexe se forme dans les deux premières minutes de 

l ' incubation. Cette réaction est réversib le : en mélangeant de la f i b re  marquée à 

un ex t ra i t  cellulaire infecté f ro id,  la f i b re  du penton complet est  révélée en 

autoradiographie, alors que le taux de penton complet est  identique. II y a donc 

échange de  f ib re  marquée e t  de  f i b re  f ro ide e t  non pas formation de nouveaux 

pentons. La constante de dissociation de  la réaction a été calculée par  des 

expériences mesurant la radioactivi té retenue par  la protéine A de 

Staphylococcus aureus en présence de . . sérum anti-base du penton e t  d u  mélange - 
base f ro ide - f ib re  marquée par  la ( " c ) -~a l i ne  . Une constante de 2.10-' M en 

terme de molarité de f ibre a été trouvée. La valeur de cette constante ref lète 

une haute a f f in i té  des deux protéines l 'une pour  l 'autre. 

Les conditions optinîales nécessaires à Itassemblage de  la base du penton e t  

de  la f ib re  on t  été recherchées. L'eff icacité de l'assemblage est la même su r  une 

large gamme de pH (5,s à 9) e t  de force ionique (50 mM à 1 M NaCI). La 

présence de  t r i t on  X I 0 0  (1-2 %) n'altère pas non p lus  l ' interact ion des deux 

protéines sauf si on por te  le mélange à une température de  56O C pendant 90 

secondes. Le DOC inhibe complètement la réaction même à f ro id,  o r  les protéines 

conservent leurs sites antigéniques puisqu'elles sont révélées en 

immunoélectrophorèse bidimensionnelle. Les détergents doivent  donc in terven i r ,  

soit  directement dans le si te d'assemblage, soit  en un si te assez proche pou r  

qu'il y a i t  répercussion des perturbat ions locales su r  le s i te  d'assemblage. 

La reconnaissance des deux protéines met en jeu des régions hautement 

conservées pour  les d i f férents  v i r u s  d'un même sous-groupe. En ef fet ,  les deux 

protéines de deux v i r us  di f férents (tel les que la base d u  penton de  l 'adénovirus 

2 e t  la f i b re  de l 'adénovirus de t y p e  5) sont  capables de  s'associer. L'existence 

de recombinants intersérotypiques viables possédant la base d'un sérotype 

donné e t  la f i b re  de l 'autre confirme ce résu l ta t  (DIHALLUIN e t  al., 1982). 



3 .  Modif icst ion at i t iyénique d e  la f i b r e  .................................................................... 

Certaines expériences o n t  permis de met t re  en évidence une 

d ivergence dans !a réponse ari t igénique d e  la f i b r e  l iée o u  non. S ' i l  ex is ta i t  une 

par fa i te  concordance ant igénique e n t r e  la f i b r e  assemblée e t  la f i b r e  l ib re ,  o n  

d e v r a i t  observer  une  par fa i te cont inu i té  des deux arcs d e  précip i tat ion obtenus 

avec les deux types de f i b res  ( l i b r e  ou l iée) en  immur.oélectrop~iorèse 

bidimensionnelle. Or ,  une l igne supplémentâire de préc ip i ta t ion  antigène- 

-ant icorps apparaît  pou r  la f i b r e  liée au  penton (F ig .  I l  ] .  Cet te  ligr?e est 

souvent  masquée p a r  la retombée d u  p ic  d e  la base du penton associée. El le  est  

cependant v is ib le dans le ccis où la base, en quan t i t é  minor i ta i re  pa r  

r a p p o r t  à la f ib re ,  es t  totalement assemblée. Elle es t  p l u s  facilement v is ib le  s u r  

! 'autoradiographie d 'une p laque d'immunoélectrophorèse bidimensionnelle d'un 

assemblage in v i t r o  où seule la f i b r e  es: radioact ivement marquée. Cette l igne 

d e  précip i tat ion t r a d u i t  donc une d i f férence dans la réponse ant igénique d e  la 

f i b re  asseniblée o u  non. L 'appar i t ion d e  ce (ou ces) nouveau(x)  s i te (s )  

ant igénique(s)  peut (peuvent )  correspondre à une modif icat ion s t ruc tu ra le  d e  ia 

f ibre,  probablement dans ou à prox imi té  d e  la rég ion impliquée dans la l iaison 

avec la base. 

4. Extrémité d e  la f i b r e  impliquée dans ltassemblage .............................................. ............................................ 

La d igest ion p a r  la carboxypept idase Y du penton. dissocié o u  

non  p a r  le DCiC en ses deux  composants, semble impl iquer l 'ext rémité 

C-terminale de la f i b r e  dans l'assemblage avec ;a base. Avec ou sans t ra i tement  

au  DOC, la base du penton complet est  hydro lysée d e  façon ident ique p a r  

la carboxypept idase Y. Par contre,  la f i b r e  es t  hydro lysée p l u s  rapidement 

quand  el le  est  dissociée de la base du penton : l 'hydro lyse p o u r  un r a p p o r t  

enzyme/ subs t ra t  d e  2 % (po ids lpo ids) ,  commence après 1 à 2 h d 'hyd ro l yse  à 

37" C quand  le penton est  t r a i t é  au  DOC e t  est  totale après 8 h ; tandis que 

p o u r  un penton n a t i f  un débu t  d 'hydro lyse est  seulement observé après 24 h 

d ' incubat ion avec l'enzyme (Fig.  12). Dans le  penton complet, la  f i b r e  semble 

protégée d e  l 'hydro lyse enzymatique p a r  la base e t  ne  dev ien t  accessible 

qu'après hydro !yse d e  cet te dernière.  

Ceci semble ê t r e  conf i rmé p a r  l 'étude d e  l'assemblage in v i t r o  de la base 

avec d e  la f i b r e  t ra i tée  à la carboxypept idase Y. Dans ce cas, aucune formation 

d e  penton complet n 'est  observée. 



FIGURE 11 : Modification antigénique de  la f ibre 

a )  Un déterminant antigénique supplémentaire apparaît lors d e  

l'assemblage d e  la f ibre avec la base du penton (déterminant 4). 

b )  e t  c )  : Profils théoriques des  plaques dlimmuno-électrophorèse 

bidimensionnelle que  l'on devrait  obtenir si on a respectivement 

per te  ou gain d'un motif antigénique s u r  la fibre lors d e  son 

assemblage. 



v a  b c d  e 

Q ) l i l r r . r w  

FIGURE 12 

Cinétique d 'hydrolyse par  la carboxypeptidase Y du penton, non 

dissocié [paiineau A)  ou dissocié au DOC (panneau B). Le rappo r t  

enzymelsubstrat est de 2 8 (poidslpoids) . Les échantillons sont  

prélevés au temps : 1 min (p iste a) ,  2 min ( b ) ,  5 min ( c l ,  10  min 

( d l ,  30 min (e) ,  1 h (f),  2 h (g) ,  4 h ( h l ,  8 h ( i l  e t  24 h ( j ) .  La 

f i b re  est  p lus rapidement hydrolysée pa r  l'enzyme quand le penton est 

dissocié. 

V : v i r u s  témoin. 



Des act iv i tes contaminantes dans des préparat ions d e  carboxypept idase Y 

o n t  été décri tes. LEE e t  RIORDAN (1  978) décr iva ien t  une  contaniination prcitéo- 

l y t i que  inhibée p a r  la pepstat ine A. Cepenciant, ia présence d e  ce t  i nh ib i teu r  

dans le mil ieu a'incubatior, n ' inh iba i t  pas l 'hydro lyse de la f ib re .  Depuis, une 

au t re  ac t iv i té  endoprotéasic;ue semblable à celle de  la t r y p s i n e  a été déc r i t e  

ICARLSEN and CHRISTIANSEN, 1985). De p lus,  nos résul tats o n t  été peu après  

controversés p a r  un modèle s t ruc tu ra l  de  la f i b r e  ( v o i r  discussion).  Pour 

résoudre ie problème ainsi posé p a r  la polar i té  d e  !z f ib re ,  une étude à I 'aiae 

d 'ant icorps d i r igés  con t re  des peptides correspondant  aux  deux extrémités d e  la 

f i b r e  semblait donc indispensable. 

D- Polar i té de  la f i b r e  

Dans le but d 'é tud ier  la po lar i té  de  la f ib re ,  des peptides syn thé -  

t iques correspondant  aux  t re ize premiers e t  aux  douze dern iers  acides aminés 

d e  la chaîne polypept id ique on t  été synthét isés. Ces peptides o n t  été couplés à 

]!anatoxine tétanique p a r  trai tement au g lutara ldehyde e t  seront  notés NTT e t  

CTT. Les peptides couplés o n t  été injectés à des lapins. Deüx sérums o n t  été 

obtenus : le sérum anti-NTT correspond 5 l 'ext rémité N-terminale d e  la molécule 

e t  le sérum anti-CTT correspond à l 'ext rémité C-terminale. Ces sérums 

reconnaissent le pept ide correspondant  en tes t  ELISA (enzyme l i nked  

immunosorbent assay) . Les t i t r e s  ob tenusé ta ien t  de  116400 p o u r  les deux  

sérums. 

Le pept ide  N est  également reconnu p a r  un sérum ant i - f ib re  tota l .  La 

réponse d e  ce sérum avec le pept ide C es t  p lus  faible. Ceci montre que la  f ib re  

injectée à un lap in  peu t  i ndu i re  la formztion d 'an t icorps  d i r i gés  contre I 'ex- 

t rémité N. Celle-ci sera i t  donc naturel lement exposée e t  ant igénique. La réponse 

obtenue avec le pept ide C es t  moins nette. Ceci p o u r r a i t  s 'expl iquer p a r  la 

na tu re  assez hydrophobe de cet te extrémité. 

Par tes t  ELISA ou b ien  p a r  immunotransfert ,  on montre que  les d e u x  

sérums ant i -pept ide reconnaissent la f i b r e  nat ive. Le t i t r e  des sérums c o n t r e  la 

pro té ine  f i b r e  en tes t  ELISA est d e  113200 p o u r  chacun des sérums. Ces deux  

sérums sont  également capables de reconnaî t re la f i b r e  d e  l 'adénovirus d e  t y p e  

5. La f i b r e  d e  v i r u s  d 'autres sérotypes (3,4,9) n'a pu ê t r e  révélée p a r  

i rnmunotransfert  avec ces sérums. Ceci conf irme la grande homologie q u i  ex is te  

e n t r e  les sérotypes 2 e t  5 qui appart iennent  au  même sous-groupe (C)  e t  révè le  



une h é t é r o ~ e n é i t é  au n iveau de la f i b r e  d 'autres sérotypes bu moins e n  ce qui 

concerne les extrémités d e  la protéine. 

1- Liaison avec la base du penton ........................................................ 

a )  approche d i rec te  

Dans le but ae déterminer l 'accessibil i té des extrémités de 

la f i b re  dans le p e n t ~ n  complet e t  donc d 'o r ien ter  la proté ine p a r  r a p p o r t  à la 

capside v i ra le,  la reconriaissance du penton complet p a r  les deux  sérums ant i -  

pept ide a Sté recherchée. Après  migrat ion d'ant igènes solubles v i r a u x  s u r  gel 

non  déna tu ran t  e t  t r a n s f e r t  s u r  nitrocellulose, le serum anti-CTT permet  de 

détecter  de  la même manière la f i b r e  seule e t  le pentori  complet. Le sérum 

anti-NTT détecte preférent iel iement la f i b r e  seule à basse concentrat ion (Fig.  

1 3 ) .  Ceci semble impl iquer une l iaison avec la base du penton p a r  l 'ext rémité N 

d e  la f i b r e  b ien  qu'à p l u s  haute concentrat ion le  sérum anti-NTT révèle la f i b r e  

e t  le pentcn. Ceci p o u r r a i t  ê t r e  dû à u n e  légère dénaturat ion du penton l o r s  d e  

sa f i xa t ion  s u r  la feui l le  de  ni trocel lulose rendan t  a ins i  la f i b re  du penton 

accessible aux  ant icorps anti-N T T '  L ' in teract ion de l 'ext rémité N de la f i b r e  

avec la base du penton deva i t  donc ê t r e  confirmée. Ceci fut fa i t  p a r  un a u t r e  

t y p e  dlexpSrience : la dissociation du penton en ses deux  composants sous 

l 'ef fet du DOC modifie la réponse des ant icorps en tes t  ELISA. En effet,  une 

net te  augmentation de la densi té opt ique avec le sérum anti-NT,- est observée 

quand le penton est dissocié. Cet  e f fe t  n'est pas obtenu avec le sérum anti-CTT 

(F ig .  14B). Le COC seul n'est pas su f f i sant  p o u r  provoquer  la modification de 

la réponse avec le sérum anti-N . la f i b r e  t ra i tée  ou non au GOC est révélée TT ' 
d e  la même façon p a r  les deux  sérums (Fig. 14A).  Le serum anti-NTT semble 

donc capable d e  reconnaî t re légèrement le penton complet en tes t  ELISA, mais la 

dissociat ion du penton en ses deux  composants p a r  le DOC favor ise nettement la 

f ixat ion des ant icorps anti-N 
T T '  

b )  approche ind i rec te  (Annexe 3 )  

Quand le modèle théor ique d e  la f ib re ,  établ i  d 'après les 

données d e  préd ic t ion  d e  s t r u c t u r e  secondaire, e s t  venu cont roverser  la po lar i té  

que  nous avions déterminée, les auteurs  o n t  avancé l 'hypothèse d 'une contamina- 

t ion  enzymatique de la carbopeptidase Y ut i l isée (GREEN e t  al., 1983).  A f i n  de 

vé r i f i e r  ce t te  hypothèse une c inét ique d 'hyd ro l yse  du penton, dissocié o u  non, 



FIGURE 13 

Révélation de la f ibre ( F )  ou du penton complet ( P )  par  les différents 

sérums. 

Les antigènes viraux sont déposés s u r  un gel non denaturant.  

t ransférés  s u r  une feuille de  nitrocellulose et révélés par différents 

sérums, dilués au 111000 : a : sérum anti-base du penton. b : sérum 

anti-fibre, c et d : sérum anti-NTT, employé au  lllOOOe et au 

1 /200e, e e t  f : sérum anti-CTT, employé au 111000e et au 11200e. 
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FIGURE 14  

Reconnaissance en test  ELlSA d e  la fibre (panneau A )  e t  du penton 

(panneau 6). traité ou non par le DOC, par le sérum anti-NTT (symboles 

noirs) e t  le sérum anti-CTT (symboles clairs).  

, v : traitement au DOC 

V : sans traitement au DOC 

0 : sérum anti-NTT 

r, V : sérum anti-CTT 



a été refa i te avec ce même enzyme e t  l 'extrémité d e  la f i b r e  hydro lysée dans nos 

cond i t io r~s  a été recherchée à l'aide des sérums ant ipept ide. La f i b re  hydro lysée 

ava i t  !a même réact iv i té  vis-à-vis ae  l 'ant icorps ant i-C que la f i b r e  de 62  K ,  T T  
e t  une rbac t iv i té  fortement diminuée vis-à-vis du sérum anti-NTT (Fig.  151.  

Ainsi,  la dégradat ion observée p rov iendra i t  d o m  effect ivement d'une ac t i v i t é  

enzymatique contaminante qui ag i ra i t  dans la rég ion  N-terminale d e  la proté ine.  

II s 'agi ra i t  d 'une ac t iv i té  d e  t y p e  ct iymotrypsique.  L'extrémité protégée p a r  la 

base dans l e  penton complet sers i t  aonc l 'ext rémité N-terminale. 

U n  a u t r e  t y p e  d 'expér ience impl iquai t  également i 'extrémité N-terminale de 

la f i b r e  cians l ' in teract ion avec la bâse du penton : !a base du penton ne peut  

pas s'assembler in v i t r o  avec d e  la f i b r e  spontanément hydrolysée.  La f i b r e  est, 

en  ef fet ,  capable de s 'hydro lyser  spontanément par  son extrémité N-terminale 

e n t r e  les acides sminés 77 e t  18 (C.  DEVAUX, EMBL, Grenoble). Cet te 

expérience es t  à rapprocher  de celle fa i te avec la f i b r e  t ra i tée à la 

carboxypept idase Y, décr i te  précédemment lors d e  l'assemblage in v i t ro .  

La révélat ion p a r  un sérum ant i - f ib re  tota l  des p rodu i t s  de c l i vage 

chimique de la f i b r e  aux  l iaisons acide aspart ique-prol ine (HCI 10 mM) f o u r n i t  

un au t re  argument en  faveur  d 'une tel le cr ientat ion.  En e f fe t ,  une p ro té ine  

dénaturée ou hydro lysée peu t  ê t r e  ou r ion reconnue p a r  le sérum 

correspondant.  Or ,  seule une bande de 44 K correspondant  a u x  2 1 3  

N-terminaux d e  la f i b r e  es t  fortement révélée après hyd ro l yse  en mil ieu 

faibiement acide (Fig.  1 6 ) .  Les aut res  bandes (34 K, 20 K e t  15 K )  sont p e u  ou 

pas revelées p a r  ce sérum. Les 2 1 3  N-terminaux d e  la f i b r e  conserveraient  donc 

une cer ta ine i n t € g r i t é  ant igénique e t  s t ruc tura le .  Ceci est  compatible avec la 

s t r u c t u r e  en bâtonnet  assignée à ce t te  par t ie  d e  la molécule dans le modèle de 

GREEN e t  a!. ( i 9 8 3 J .  De plus, un sérum a i r i g é  cont re  ia f i b r e  d e  l 'adénovi rus 5 

révèle s u r t o u t  le f ragment d 'hydro lyse par t ie l le  d e  44 K.  Or ,  les déterminants 

sous-groupes spécif iques sont  localisés s u r  la pa r t i e  e n  bâtonnet  de la f i b r e  

nat ive  ( v o i r  Tableau 4 dans les général i tés).  Ceci est donc compatible avec une 

s t r u c t u r e  e n  bâtonnet  pou r  ce f ragment d e  44 K, correspondant  a u x  2 1 3  

N-terminaux d e  la f ib re .  

2. Liaison avec le récepteur  cel lu la i re 
. I  ....B.....> ........S. a ....................................... * .  

La première étape d e  l ' in fect ion v i ra le  débute p a r  l 'adsorpt ion du 

v i r u s  s u r  la cel lule hôte  p a r  l ' intermédiaire de la f ibre.  L'une des extrémités de 

la f i b r e  pouvait-el le ê t r e  impliquée dans ce phénomène e t  en par t icu l ie r  I 'ext ré-  



FIGURE 1 5  

Révélation par  les sérums anti-NTT (panneaux A e t  C) e t  anti-CTT 

(panneaux B e t  D )  des produits d'hydrolyse d u  penton, non dissocié 

(panneaux A e t  B )  ou dissocié au DOC (panneaux C et  D l .  

Les échantillons sont prélevés au temps O (piste a ) ,  2 ( b ) ,  5 ( c )  , 10 

( d ) ,  30 min (e ) ,  1 h Cf), 2 h (g),  4 h (h), 6 h (i), 24 h ( j ) .  

V : virus témoin. 



Révélation par un sérum anti-fibre de l'adénovirus 2 de la fibre 

hydrolysée par l'acide chlorhydrique 10 mM 

a- autoradiographie de la fibre clivée 

b- révélation par le sérum anti-fibre de l'adénovirus 2 

c- révélation par le sérum anti-fibre de l'adénovirus 5 

d- révélation par le sérum anti-NTT 

e- révélation par le sérum anti-CTT 



mité C-terminale ( l 'extrémité f4-terminale semblant réagir avec la base du 

penton) ? 

Aucune des deux extrémités ne semble être impliquée dans la reconnais- l 

sance du récepteur cel lulaire : 

- les peptides préincubés avec les cellules avant infection ne pe r t u rben t  
I 
l 

pas la product ion v i ra le mesurée pa r  t i t rage en immunofluorescence. I I  n'y a i 
donc pas saturat ion des sites récepteurs. 

- I'adsorption e t  la pénétrat ion virales ne semblent pas ê t re  perturbées 
~ 

lorsqu' i l  y a préincubat ion du v i r us  avec les sérums anti-peptide ou leu rs  
1 

ant icorps pur i f iés avant infection. Cependant, le v i rus  complexé avec les 

immunoglobulines anti-NTT e t  anti-CTT perd  une part ie de son infect iv i té,  l 

comme il a été montré par  t i t rage  en immunofluorescence de la product ion v i ra le  1 

(Fig. 17). Avec les immunoglobulines anti-NTT, le v i rus  perd 70 % de  son 1 
1 

in fect iv i té par  rappor t  au v i r u s  incubé avec des immunoglobulines provenant  du 

sérum d'un lapin non immunisé. Avec les immunoglobulines anti-CTT, on 
l 

1 

observe une chute de 50 % d u  pouvoir  infect ieux. Les immunoglobulines ne 1 

1 
semblant pas inhiber l 'adsorption e t  la pénétrat ion virale, l 'effet observé su r  

I ' in fect iv i té pour ra i t  avoir  l ieu à une étape postérieure ( r up tu re  de  I'endosome, 1 
décapsidation) à moins que  les anticorps di r igés contre la protéine porteuse 1 
( tox ine tétanique) ne soient responsables de ce t  effet. Aucune des deux  

extrémités ne semble donc impliquée dans la liaison avec le récepteur cellulaire. 

E- La glycosylat ion 

Des études de marquage su r  cul tures cellulaires on t  permis de met t re  
3 

en évidence une incorporat ion de ( I 4 c ) -  ou ( H)-glucosamine pa r  la f i b r e  de 

l 'adénovirus 2. Aucun  au t re  monosaccharide tel que le galactose ou  le mannose 

n'a pu ê t re  incorporé. 

Ces expériences suggéraient l 'existence de chaîne(s) glycannique(s) dans 

la molécule ; la N-acétyl-glucosamine (GIcNAc) étant  indifféremment rencontrée 

dans les chaînes O-ou N-glycanniques (MONTREUIL, 1982). Dans les N-glycosyl 

protéines, la N-acétyl-glucosamine assure notamment le point  d'ancrage d e  la 

chaîne oligosaccharidique s u r  la protéine. Plus récemment, une liaison de  t y p e  

, GlcNAc-Ser a également été caractérisée dans certaines glycoprotéines chez le 

r a t  (TORRES and HART, 1984 ; HOLT and HART, 1986). 

1 

1 



FIGURE 17 

Inh ib i t ion de la product ion v i ra le pa r  les sérums. Le v i r u s  est  incubé 

avant l ' infect ion avec les immunoglobulines pur i f iées par  passage sur  

colonne de protéine A sépharose des sérums suivants : 

: sérum anti-NTT 

v : sérum anti-CTT 

: sérum ant i - f ibre 

Le 100 % d' infect ion est obtenu pa r  t i t rage de  cellules infectées pa r  du 

v i r u s  incubé avec des immunoglobulines non immunes de 'tapin. 



1- Caractérisation d u  glycanne ..................................................... 

a)  évaluation d u  taux de glucosamine 

Après hydrolyse acide de la f ib re  (HCI 4 N - 24 h) e t  

passage su r  analyseur d'acides aminés, un pic correspondant à la glucosamine a 

été obtenu. Aucun pic correspondant à la galactosamine n'a été observé 

(Tableau 6) .  Le nombre de  micromoles de glucosamine par  gramme de  proté ine a 

pu ê t re  déterminé. Ceci permet d'estimer à un le nombre de  résidus de 

glucosamine pa r  chaîne polypeptidique. Cependant, si on considère le r a p p o r t  

ent re  le taux de  glucosamine e t  celui des acides aminés dont  le pourcentage 

estimé par  la méthode correspond au pourcentage théorique établ i  d 'après la 

séquence, e t  connaissant le nombre de chacun de  ces acides aminés par  chaîne 

polypeptidique on  peut  estimer à 4 le nombre de glucosamine par  polypeptide. 

b )  composition monosaccharidique 

La f ib re ,  préalablement lavée par p lusieurs précip i tat ions 

successives (éthanol 50 %), est soumise à une méthanolyse acide (méthanolIHCI 

0,5 N, 80°C, 24 h ) .  Les monosaccharides l ibér6s sont ensuite analysés en 

chromatographie en phase gazeuse sous forme de  leurs dér ivés tr i f luoroacétates 

selon la méthode de  ZANETTA e t  al. (1972). Les résultats obtenus pa r  cet te  

méthode montrent la seule présence de  N-acétyl-glucosamine et  de  glucose dans 

les rappor ts  114. La présence de N-acétyl, glucosamine a pa r  ai l leurs été 

confirmée par  hydro lyse acide (acide tr i f luoroacétique 4 N, 4 h, 100' C), et  

analyse des monosaccharides l ibérés pa r  chromatographie couche-mince (si l icagel 

60, solvant n-butanoIlacide acét ique/H20 : 2: 1 : I l .  

Si l 'on admet que le glucose est  un contaminant fréquemment rencon t ré  

dans les préparations des protéines pur i f iées pa r  gel-chromatographie, la f i b re  

ne  semble renfermer que de  la N-acétyl glucosamine pour t ou t  monosaccharide. 

c) nature de la l iaison 

Af in  de  vér i f i e r  le po in t  d'ancrage du ou des rés idus de 

N-acétyl-glucosamine s u r  la protéine, deux approches ont  été uti l isées. 

Dans un premier temps a f i n  de  - vér i f i e r  I1hypothése d'une 

liaison de  type  N-glycosidique, la protéine a été soumise à une hydrazinolyse 



ECHANTILLON: 1 

PO1 DS DE SUBSTANCE HYDRATEEX 8. 225 
POIDS SEC: 0225 
HYDROLYSE: 199 24H S ~ 0 . 5  
NMOLES DE NLEU AJOUTEEt 10 

CODE N0 S NM M I  CROMOL. GR* RES U 
PAR GR* P. CENT RESI CU 

- - - - - - - - o - - - - o ~ - - - - - - - - ~ ~ - - - - " - o ~ ~ ~ ~ ~ ~ " ~ ~ ~ ~ ~ ~ o ~ ~ o  

ASP* 8 10.2552 47.306 243-51 2.803 12.54 
?HF.* 9 8.5514 32.719 183.98 1.860 9 -48  
SER* 10 8.6479 20.833 117*!5 1.020 6.03 

14 7.8696 29.422 165.45 2.136 8.52 
FRO. 17 1.5928 19.563 118.00 1.068 5.67 
(LY. 19 10.9274 24.156 135.83 0.774 7000 
L A *  21 6.3599 25.209 141-75 1 0 0  7.30 
VAL* 23 5.3736 25.977 146.07 1.446 7.52 
WS2 24 0.5735 3.41 7 19.21 0.196 0.99 
MET* 25 2.2364 8.11CI 45.60 0.598 2.35 

-(XICN26 0.6773 26612 14-69 0.263 
ILE* 30 4-3183 19.268 108.35 1.226 5 . 5 8  
LEU* 31 9.9540 33.050 185-84 2.104 9.57 
&EU 32 2.0422 7.904 
TYR* 33 2.9156 9.094 55 -64  0*9@8 2.87 

34 3.5998 12-04;  6 7 .  71 00997 3.49 
LYS* 55 7.7891 22.910 128.83 1i652 6.63 
HIS* 57 1.4868 4i63I3 26.04 8.357 1.34 
ARG* 64 2.8592 10.797 60.71 0.948 3 -13  

TABLEAU 6 : Passage s u r  analyseur d'acides aminés de  la fibre hydrolysée par 

l'acide chlorhydrique 4 N ,  24 h. 



(MICHALSKI e t  al., 1984). Aucun oligosaccharide ou monosaccharide n'a pu ê t re  

l ibéré par  ce procédé. 

Dans un second temps la protéine a été soumise à une p-élimination (NaOH 

0,05 M, BH4K 1 Mt 3 7 O  C, 48 h ) .  Après gel-f i l t rat ion un pic de radioact iv i té 

micromoléculaire a pu ê t re  détecté, ce pic a été concentré, e t  chromatographié 

su r  papier Whatman 3 (n-butanol iacide acétique/H20:4: 1 :5) par  rappor t  à des 

témoins de di , N ,Nt-acétyl-chitobiositol e t  de N-acetyl-glucosaminitol. U n  pic 

comigrant avec le N-acétyl-glucosaminitol a p u  ainsi ê t re  identif ié. 

2- A f f in i té  pour  une lectine .................................................. 

Le test  de  I'immuno-affino-électrophorèse a été choisi pour  

chercher la lect ine qui posséderait une a f f in i té  pour  la f ibre. Des t ro is lect ines 

testées, seule la WGA (Wheat Germ Agglu t in in)  est capable de  re tarder  la 

migration de  la f i b re  (Tableau 7).  

La f ib re  du v i r u s  ou d'un ex t ra i t  de cellules infectées peut  être effecti- 

vement révélée pa r  la VJGA marquée à la peroxydase, après t rans fe r t  su r  

nitrocellulose. 

3- Localisation du chaînon glycannique ...................................................................... 

Par étude des produi ts  de cl ivage de la f ibre, nous avons 

recherché le ou les sites de  glycosylation. 

Si les produi ts  d 'hydrolyse chimique de la f i b re  pa r  l'acide ch lorhydr ique 

(HCI 10 mM, 5 6 O  C, 1 n u i t )  sont analysés, après t ransfer t ,  3 l'aide de la  WCA 

marquée à la peroxydase, la bande de  44 K et, faiblement la bande de  20 K 

sont révélées. Si on  hydro lyse de  la même maniére de la f i b re  marquée à la 
14 

( C)-glucosamine mais après migrat ion su r  gel de  polyacrylamide-SDS e t  auto- 

radiographie, on  re t rouve  l e .  marquage d e  la f i b re  nat ive principalement au 

niveau de  la bande de  44 K e t  aussi au  niveau de  la bande de 20 K lors d'une 

hydrolyse p lus  poussée (Fig.  18). La bande de  44 K correspond a u x  213 

N-terminaux de  la molécule ( vo i r  polar i té de la f ib re) .  Les bandes de 34 K e t  

de  15 K correspondant respectivement aux fragments C-terminaux d 'hydro lyse 

part iel le e t  d 'hydro lyse totale ne sont  pas marquées avec la (' 'C ) -glucosamine. 

II semblerait donc que ce so i t  le  fragment 113 N-terminal de la molCcule qui soit 

g l y c o s y l é  sinon les deux  p rodu i t s  d 'hydrolyse part ie l le devraient  ê t re  
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glycosylés. Le(s) chaînon (s )  glycannique(s) serai (en) t  donc s i tué(s)  su r  le 

premier t ie rs  N-terminal du polypeptide, soit  su r  un des 194 premiers acides 

aminés. 

4- Comparaison de  la glycosylat ion de la f i b re  l i b re  ou assemblée .................................................................................................................. 
avec la base du penton ............................................ 

La glycosylat ion de la f i b re  pouvai t  inf luencer son assemblage 

avec la base. Pour vé r i f i e r  cette hypothèse, nous avons comparé les taux de  

glycosylat ion de la f ibre,  l i b re  ou assemblée. La quant i té de f ib re  d 'une 

préparation de f ib re  ou de penton complet peu t  ê t re  déterminée pa r  la hauteur 

du pic obtenu en rocket t  (immunoélectrophorèse monodimensionnelle) ou bien pa r  
' 3 mesure de la radioactivi té après marquage à la ( H)-valine. Dans ce cas, la 

1 f ibre dissociée de la base pa r  traitement au DOC est pur i f iée pa r  
1 

chromatographie s u r  colonne d'hydroxylapatrte. Le taux de  glycosylation est, 

quant à lui, toujours déterminé pa r  l ' incorporation de (' 4~)-glucosamine. Dans 

tous les cas, le taux de  glycosylat ion de  la f ibre, l i b re  ou liée, semble 

identique ( le rappor t  de  glycosylat ion de la fibre liée su r  la f i b re  l i b re  va r ian t  

selon les expériences ent re  0,86 e t  1,3, le rappor t  moyen étant de  1,16. Les 

peptides marqués à la (l 4~)-glucosamine e t  obtenus par  cl ivage enzymatique de 

la f ibre l i b re  ou de la f i b re  du penton sont identiques dans les deux cas (Cf. 

Annexe 2) . Le(s) s i te(s)  de glycosylat ion (s )  semble(nt) ident ique(s)  . 

5- Comparaisoh de  la glycosylat ion des f ibres d'adénovirus de ............................................................................................................. 
sérotypes d i f férents  ...................................... 

Aucune étude n 'avai t  encore été faite su r  la glycosylat ion 

éventuelle des f ibres d'adénovirus des autres sérotypes. Nous avons étudié 

I 'adénovirus 5, de même sous-groupe que I'adénovirus 2 (sous groupe C), les 

adénovirus 3 e t  7 (sous-groupe B), l 'adénovirus 4 (sous-groupe E) e t  

l 'adénovirus 9 (sous-groupe D )  . 

Seules les f ib res des adénovirus 2 e t  5 incorporent de  la 
14 3 

( C)-glucosamine. Aucun des v i r u s  étudiés n' incorpore du ( H)-mannose dans 

nos conditions. 

L'aff ini té pour la WGA a été testée. Seule la f i b re  de  l 'adénovirus 2 est 

révélée p a r  la WGA couplée à la peroxydase. La f ib re  du v i r us  de  sérotype 5 

n'est pas détecté& Le chatnon glycannique de  la f ib re  de  ce v i r u s  serait  donc 

d i f férent  de  celui du sérotype 2. 



F- Var iat ion d e  migrat ion en gel  de  polyacrylamide-SGS - de la f i b r e  e t  

d 'autres proté ives v i ra les  en fonct ion du deqré  d e  d é n a t u r a t i ~ n  

(Annexe 4)  

1- E f fe t  d 'une denaturat ion prolongée s u r  la migrat ion des proté ines ............................................................................................................................ 
v i ra les en  el-SDS .................................. 

Les condi t ions standards d e  dénatara t ion  d'un écharrti l lon a v a n t  

sa migra t ion  s u r  ge l  d e  polyacrylamide-SDS consistent  à p o r t e r  à 100° C, 

pendant  2 minutes, l 'échanti l lon mis au  prkalable dans un tampon u r g e  3 M, SDS 

2,s 1 5 ,  mercaptoéthanol 5 R f inal.  

S i  o n  pro longe le temps d e  dériaturat ion e n  laissant à 37O C l 'échant i l lon 

dans son tampon dénaturant ,  on observe a u  cours  du temps u n e  modif icat ion 

du p r o f i l  des bandes séparées p a r  migrat ion s u r  ç e l  d e  polyacrylamide-SES : la 

f i b r e  d ispara î t  e t  t r o i s  bandes d e  masse moléculaire apparente p lus  faible (53 K,  

27 K e t  25  K )  apparaissent (F ig.  15A). 

Le phéncmène p e u t  ê t r e  accéléré e t  accentué en  pro longant  le temps 

d 'ébu l l i t ion  d e  l 'échanti l lon dans le tampon d e  dénatura t ion  {Fig.  19B) .  E n  

ef fet ,  une  incubst ion  à 100° C de 5 min, entraîne la p e r t e  non seulement d e  la 

f ib re ,  mais aussi des proté ines V e t  V I .  O n  observe les proté ines d e  53 K, 27 

K e t  25 K.  Pour 15 e t  J O  min d 'ébul l i t ion,  apparaî t  en  p l u s  une bande de 80 K.  

La base du penton e t  I 'hexon o n t  une migra t ion  légèrement ralent ie. 

2 .  Recherche des causes des modif icat ions électrophorét iques .............................................................................................................. 

La d ispar i t ion  d e  la f i b r e  e t  l 'appar i t ion de bandes de masse 

moléculaire p l u s  pe t i t e  permetta ient  de  penser qu'il pouva i t  y avo i r  h y d r o l y s e  d e  

la f i b r e  dénaturée. L 'addi t ion d ' inh ib i teurs  d e  protéases tels q u e  le PMSF 

( f l u o r u r e  d e  phény l  méthyl  sulforryl)  , le TPCK (N-tosyl-L-phénylalanine 

chlorométhyl  cétone) e t  I 'EGTA (éthylène-glycol-bis-p-amino é t h y l  é the r  - 
N,N,N',N1 acide tét raacét ique) ne modif ie pas le p r o f i l  obtenu lorsqu' i ls  son t  

ajoutés a u  mélange déna tu ran t  l o rs  de l ' incubat ion prolongée à 37O C. De p lus ,  

les sérums d i r i gés  con t re  les proté ines majeures s t ruc tu ra les  d e  l 'adénovi rus 

(ant i - f ibre,  anti-base du penton,  ant i-hexon) ne  permettaient pas d e  détecter  

les bandes apparues après u n e  incubat ion prolongée. 
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Effe t  d'une dénaturat ion prolongée su r  la migrat ion des protéines 

structurales virales en gel de  polyacrylamide SUS : 

Panneau A : incubation à 37O C des échantii lons dénaturés pistes a )  

24 h ; b )  8 h ; c )  4 h ; d )  1 h ; e) 30 min 

Panneau B : temps d 'ébul l i t ion des échantil lons dans le tampon 

dénaturant  de  2 (a) ,  5 (b); 15 (c ) ,  e t  30 min ( d ) .  

V : V i rus  témoin dénaturé selon les conditions standards (100° C, 2 

min).  
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FIGURE 20 

Migration des protéines structurales virales en gel de polyacryl- 

amide-SDS (rapport acrylamideibis : 50 : 0,235) contenant un 

gradient urée : 0-8 M. B .  



La formation éventuel le de  pon t (s )  d i s u i f u r e f s )  , ia carbamyiat ion possible 

en présence d e  traces de cyanate a ins i  que les charges résiduel les s u r  ia 

pro té ine  dénaturée pouvaient  exp l iquer  les modif icat ions cbservées. Ces 

d i f f k ren tes  possibi l i tés o n t  été étudiées e t  de  te ls  e f fe ts  n 'on t  pu ê t re  mis en 

évidence. 

L'existence d e  s t ruc tu res  secondsires résistantes aux  condi t ions classiques 

de dénatura t ion  pouva i t  éaalement r e n d r e  compte du phénoïnène ~ b s e r v é .  Cet te  

hypothèse a été étudiée en déposant du v i r u s  dér iaturé selon !es condi t ions 

classiques le long d'un gel  d e  polyacrylamide-SDS contenant  un g rad ien t  u r é e  

d e  O à 8 M. Le grad ient  es t  établ i  dans le sens hcr izonta l  e t  perpend icu la i re  à 

la migrat ion.  S u r  iin te l  gel, on  p e u t  observer  l ' inf luence d e  quant i tés  

croissantes d ' z r k e  s u r  la migra t ion  des protéines. Dans ces condi t ions,  o n  

observe la var ia t ion  d e  migra t ion  de la f ib re .  L 'o rd re  de n i igrat ion des 

polypept ides du alla e t  d e  la f i b r e  v o n t  s ' inverser  (Fig. 2 C ) .  On observe  

également le dédoublement des proté ines V e t  VI .  

Puisqu' i l  ex is te uans les condi t ions classiques cie dénaturat ion des 

s t r u c t u r e s  r-ésistcntes, une  dénatura t ion  p l u s  ou moins proiongée de bandes 

prote iques pur i f iées  deva i t  permet t re  d e  s u i v r e  e t  d ' ident i f ie r  a ins i  les bandes 

nouvel lement apparues lo rs  de l ' incubat ion prolongée d'un v i r u s  (à 37O C o u  à 

100° C) dans un tampon dénaturant .  Les bandes majeures des proté ines v i ra les  

provenant  d'un ge l  d e  polyacrylamide-SDS, s u r  lequel d u  v i r u s  dénaturé  dans 

les condi t ions classiques ava i t  été deposé, o n t  été repr ises dans le tampon 

déna tu ran t  classique e t  portées a 100° C pendant  des temps d i f f é r e n t s  

s ' k h e l o n n a n t  d e  5 à 30 min. On observe ainsi un changement d e  migra t ion  du 

po lypept ide  f i b r e  qui cor respond à un changement d e  masse moléculaire 

apparente a l lant  de  62 K à 80 K .  Pour 5 min à 10O0 C, la f i b r e  a une migra t ion  

analogue à celle du l l l a  (66  K ) .  A ins i  pou r  une  incubat ion prolongée à 37O C du 

v i r u s  dénaturé  dans les condi t ions classiques, la d ispar i t ion  de la f i b re  

s 'expl ique p a r  u n e  CO-migration avec le polypept ide i l l a .  Pour u n e  dénatura t ion  

poussée à 100° C, la bande d e  80 K cor respond donc à la f ib re .  De même, les 

bandes d e  53 K d 'une p a r t ,  d e  27 K e t  25 K d 'au t re  p a r t  p rov iennen t  

respect ivement d'un changement d e  migrat ion des poiypept ides V e t  V I .  



3 .  Effet d e  chaque agent  dénaturant  s u r  la migration d e  la f i b r e  en .......................................................................................................................... 
gel-SDS ............... 

Une prolor igat ion du temps d 'ébu l l i t ion  e t  !a présence d 'u rée  

semblent donc i n t e r v e n i r  dans le degré  d e  dénaturat ion des p r o t 6 i ~ e s  v i ra les  e t  

notamment de la f ib re .  La capacité des agents dénaturants  (urée, SDS, 

mercaptoéthariol), seu!s ou e n  mélarige 2 à 2 ,  à modi f ier  la migra t ion  de la f i b r e  

e t  donc à abol i r  sa s t r u c t u r e  nat ive  e t  ses s t r u c t u r e s  secondaires a été mesurize 

après des temps d 'ébut l i t ion d e  2 ou  30 min. Pour obten i r  la bande de 80 K, 

! 'urée ccmbinée à u n e  ébu l l i t ion  de 30 min est  nécessaire. Cependant, u n  g r a n d  

nombre de molécules res ten t  sous forme nat ive  ou sous forme d 'agrégats ( d e  2 

o u  p lus ieurs  proté ines ~ â t i v e s ) .  Le SDS semble lui nécessaire p o u r  sépsrer  les 

monomères d e  !a f i b re ,  une  ébul l i t ion d e  2 minutes en présence d e  ce dé te rgen t  

s u f f i t  p o u r  dépolymériser la f i b r e  mais u n e  ébul i i r ion prolongée (30 min)  ne 

permet pas l 'obtent ion d e  la bande d e  80 K. L'act ion combinée de ces d e u x  

agents dénaturants  jointe à une ébul l i t ion de 30 min, es t  nécessaire p o u r  

n 'observer  que la bande d e  80 K.  

4 .  Relation r e c d a n t  compte de la var ia t ion  de la migra t ion  ......................................................................................................... 

La d i f fé rence d e  migrat ion e n  gel  d e  polyacrylamide-SDS semble 

i nd iquer  l 'existence de fo r tes  in teract ions e n t r e  d i f fé rentes  par t ies  d e  la 

molécule. Les l iaisons qui maint iennent la s t r u c t u r e  d 'une pro té ine  do ivent  ê t r e  

d 'au tant  p l u s  fo r tes  que la molécule es t  asymétr ique. De plus, l 'u rée semblant 

importante p o u r  ! 'observat ion du phénomène, le taux  d 'hydrophob ic i té  d 'une 

molécule p o u r r a i t  donc i n t e r v e n i r  s ü r  son comportement électrophorét ique. La 

d i f fé rence d e  migrat ion observée se t r a d u i t  p a r  des masses moléculaires 

apparentes d i f férentes.  Une lo i  empir ique re l i an t  la d i f fé rence des masses 

moléculaires apparentes, ie taux  d 'hydrophob ic i té  e t  le coef f ic ient  de f r i c t i o n  

a été recherchée. Cette lo i  a été établ ie à l 'a ide de toutes les pro té ines  

s t ruc tu ra les  d e  l 'adénovirus. La re lat ion su ivante  a été t rouvée : 

d.Mr représente la d i f fé rence des masses moléculaires apparentes obtenues ap rès  

une  dénatura t ion  d e  30 min  e t  d e  2 min  à 100° C, k un coeff ic ient,  f / f o  le 

coef f ic ient  d e  f r i c t i o n  (va leurs  d e  LEMAY and  BOULANGER, 1980), e t  H le t a u x  



d'hydrophobicité calculé su r  onze acides aminés, d'après la méthode de KYTE 

and DOOLITTLE (1982). 

G- Discussion 

Depuis de nombreuses années, l 'étude de  l ' interact ion 

protéine-protéine e t  de l'assemblage in v i t r o  de protéines pur i f iées en édif ices 

plus comple>:es siest développée. Plusieurs cas on t  été abordés : 

1- La polymérisation d 'une proteine pur i f iée qui peut  aboutir  à la 

formation de filaments comme dans le cas des protéines d u  

cytosquelet ie telle que i 'act ice [ revue par  POLLARD and COGPER, 

1985)). 

2- La réassociation d 'une seule un i té  protéique avec elle-même dans le 

but de former une capside virole, comme dans le cas du v i rus  d e  la 

mosaïque du tabac ( revue pa r  RICHARDS and WILLIAMS, 1976). 

3- La réassociation d 'une seule un i té  protéique avec elle-même en 

préserice d'une protéine d i t e  "d'échafaudage". Cette pro té ine 

in terv ient  dans le mécanisme de formation de la capside sans en ê t re  

un consti tuant. La formation du manteau d u  phage P22 en est  un 

exemple (FULLER and KING, 1980). 

4- L' interact ion d'au moins deux protéines dist inctes comme dans le cas 

de la formation de la queue d u  phage T4  (ARISAKA e t  al., 1979) ou 

de  I'assemblage des ribosomes (TINDALL and AUPIE, 1981). 

Pour l 'adénovirus, PEREIRA e t  WRIGLEY (1974) on t  obteng à pH acide, à 

pa r t i r  de groupes de neuf  kexons, p lusieurs étapes de réassociation de  la 

capside v i ra le  don t  des s t ruc tures à 20 fâces. Chacune des faces est  consti tuée 

d 'un groupe de 9 hexons : il marique les hexons péripentonaux e t  les pentons 

pour obtenir  une capside virale. Pour rechercher les cr i tères q u i  gouvernent la 

reconnaissance de deux protéines, nous nous sommes intéressée à un mode 

beaucoup plus simple qui met en  jeu deux protéines distinctes, multimériques : 

la base du penton e t  la f ib re .  

L'assemblage in v i t r o  en penton complet de la base d u  penton e t  d e  la 

f ibre, pur i f iées séparément, est  rapide e t  réversible. Aucune au t re  protéine ne 

semble nécessaire à la formation du complexe. La constante de  dissociation 

(2.10-' hl en terme de molarité de f ib re )  t radu i t  une haute a f f in i té  des deux 

protéines l 'une pour  l 'autre. La re lat ive indépendance de  l'assemblage vis-à-vis 



a u  pH e t  de  ia force ionique e t  l 'act ion des détergents suggèrent  q u e  des ponts  

hydrophobes sont  irnpliqu6s dans le niaint ien a u  coniplexe. Ce son t  aes rég ions  

hautement conservées à t r a v e r s  les d i f f é ren ts  sérotypes d e  ! 'adénovirus qui sont 

impliquées dans l 'a f f in i té  des deux  molécules puisqüe des pentons chimériques 

peuven t  s'assembler e t  ê t r e  fonct ionnels : il ex is te  des recombinants viables qu i  

o n t  d e  te ls  pentons (D'HALLUIN e t  al., 7982). -- 

L'asserriblage d e  la base du periton e t  de fa f i b r e  semble dépendre d 'une  

cer ta ine conformôtion de la f i b r e  comme le montre I lappar i t ion d'lin nouveau si te 

ant igénique s u r  la f i b r e  !ors de I'assernblaoe a ins i  q u e  la dissociat ion d u  

complexe p a r  des ant icorps ant i - f ibre.  De te ls  ef fets o n t  été reportés chez 

d 'autres modèles v i raux .  pa r  exemple, le complexe El-PE2 des proté ines de 

l 'enveloppe du v i r u s  Sindbis se dissocie sous i 'ef fet d 'an t icorps  monoclonaux 

d i r i ges  cont re  la pro té ine  E l  (CLEGG e t  al., 1983). 

L 'hydro lyse p a r  la carboxypept idase Y du penton dissocié o u  non a u  @CC 

impl ique une  des extrémités d e  ia f i b r e  dans l'assemblage avec la base d u  

penton. Ceci semble ê t r e  conf i rmé p a r  I ' impossibi i i té de  reconst i tuer  d u  pen ton  

complet quand la f i b r e  est  au  préalable t ra i tée  p a r  I'erizyrne. II semblait log ique 

de penser qu'il s 'agissait  d e  I 'ext rémité C-terminale. 

Cependant, l 'étude ent repr ise  à l 'aide des sérums ant ipept ide 

correspondant  aux  extrémités d e  la f i b r e  or ien te  la f i b r e  dans le sens opposé e t  

conf i rme donc le  modèle proposé p a r  GREEN e t  al. (1983) : l 'ex t rémi té  

N-terminale semble ê t r e  inipliquée dans l'assemblage avec la base d u  penton.  

Nous ne pouvons cependant d i r e  s i  ce sont  les t re ize  premiers acides aminés qui 

sont  impliqués o u  s i  ce sont  les rés idus  immédiatement voisins. En e f fe t ,  le 

manque de reconnaissance d e  la f i b r e  l iée à la base pa r  le  sérum anti-NTT e t  la 

non-hydrolyse enzymatique de ce t te  ex t rémi té  quand elle es t  associée à la base 

du penton peuven t  s 'expl iquer p a r  un manque d'accessibi l i té dû à un 

encombrement s tér ique.  

Le modèle d e  GREEN e t  al. (7983) a été calcul& p o u r  une f i b r e  d imér ique 

e t  ob tenu après constatat ion de répét i t ions d 'une séquence d 'une  qu inza ine 

d'acides aminés o u  d'acides aminés équivalents. Cet te séquence donnera i t  l i e u  à 

deux  feui l le ts  ant i-paral lèles const i tués p a r  3 rés idus  ( v o i r  F ig.  28  d a n s  les 

Général i tés).  Cet te répét i t ion  est  observée du rés idu 43 au  rés idu 400. 

L'empilement des feui l lets P const i tuera i t  la t ige, I 'ext rémité N-terminale d e  la 



f i b re  interagira i t  âvec la base d ü  penton e t  l 'extrémité C-terminale const i tuerai t  

la sphérule. 

U n  modèie semblable a été propcsé pour :a f i b re  de l 'adénovirus 3 avec la 

même orientat ion (SIGNAS e t  al., 1985). La di f férence de la l o ~ g u e u r  des 

bâtonnets déterminée par  ces modèles est compatible avec celle observée s u r  des 

photos de microscopie électronique. 

D'autre par t ,  nous avons observé que les vingt premiers résidus de  la 

région N-terminale de la f i b re  possèdent une s t ruc tu re  analogue au 'IN-peptide 

signal" de protéines sécrétées. On peut  effectivement d is t icguer  t ro is régions 

dans la séquence N-terminale de la f i b re  constituée par  les 19 premiers résidus 

(Fig. 21A). 

- une région n-terminale de 8 résidus don t  la charge net te est posi t ive 

(+ 1 pour I 'adénovirus 2, + 3 pour I 'adénovirus 3) .  

- une région h hydrophobe, de 8 résidus, corfiprise ent re  2 zones 

chargées. 

- une région c chargée négativement i- 2 pour  l 'adénovirus 2, - 3 pour  

I 'adénovirus 3 j . 

La longueur de la région n (8 résidus) pa r  rappor t  à la longueur de  la 

séquence N (19 résidus) coïncide avec la moyenne établie pa r  von HEIJNE 

(1986). La longueur de la régicn h (8 résidus) c o r r e s p ~ n d  à la longueur 

moyenne des régions équivalentes pour  le peptide signal ( von  HEIJNE, 1985). 

Sur  le polypeptide de ia base du penton, une séquence (de  I'acide aminé 

544 à l'acide aminé 555), constituée d 'une zone hydrophobe encadrée pa r  deux 

peti tes zones chargées, pour ra i t  ê t re  complémentaire de la séquence N terminale 

de !a f i b re  (Fig.  21B) : la charge des acides aminés autour de la zone 

hydrophobe de la base d u  penton est  opposée à celle des résidus équivalents 

su r  la f ibre. Une liaison hydrophobe ent re  la f i b re  e t  la base d u  penton, 

maintenue pa r  des liaisons ioniques serait  donc possible. Ceci est compatible 

avec l'effet des détergents su r  l'assemblage in v i t r o  des deux protéines. 

Cependant, ce t ype  de liaison nécessite soi t  une base t r imér ique comme le 

suggéraient DEVAUX e t  al. (1982) soi t  la consolidation de l'assemblage de  t ro is  

chaînes polypeptidiques de la base avec la f i b re  t r imér ique pa r  deux autres 

polypeptides de la base comme le proposaient van OOSTRUM e t  BURNETT 

(1985). 



L I L L E  @ 
FIGURE 21 

Comparaison de séquences 

A : comparaison des extrémités des fibres (F)  des serotypes 2 e t  3. 

La région N est d iv is ib le en t ro is  regions n; h .  c 

B : comparaison de I 'extr6mité de  la f i b re  (F )  de  I1adénovirus 2 avec 

deux séquences de la base du penton (BPI  

Les acides amines basiques sont  notes pa r  +. les acides amines 

acides par  -. les acides amines hydrophobes sont cercles. 



Une aut re  séquence de même nature peut  également ê t re  remarquée s u r  la 

base du penton (si tuée ent re  les acides aminés 383 e t  396). Cependant, le taux  

d'hydrophobicité de la zone centrale est p lus faible e t  la charge su r  l 'une des 

régions encadrantes est de même nature que celle équivalente su r  la f i b re  (Fig.  

21 8 ) .  

Outre l 'étude de  la polarité, l'emploi des anticorps anti-peptide nous a 

permis de montrer  que les extrémités des f ibres des adénovirus de  d ive rs  

sérotypes sont  d i f férentes : les anticorps ne révèlent pas les f ib res des 

adénovirus des sérotypes 3, 4, e t  9. Ceci ref lète les dif férences structurales 

( longueur)  e t  antigéniques observées pour  ces protéines. 

U n  au t re  caractère s t ruc tu ra l  d ist ingue les f ibres des d i f férents  

sérotypes : il s'agit  de la glycosylation. Seules les f ibres des sérotypes 2 e t  5 

incorporent de la glucosamine radioactive. Aucune incorporation de mannose n'a 

été observée. Cependant, le moti f  glycannique des sérotypes 2 e t  5 d i f f è re  

puisque seul celui de la f i b re  de l 'adénovirus 2 possède une af f in i té  pou r  la 

WGA. L 'af f in i té de la f ibre du sérotype 2 pour  la WGA permet la pur i f icat ion 

su r  colonne de WGA-Sépharose (PERSSON e t  al., 1985). 

C'est probablement à cause de son incorporation de glucosamine qu'il éta i t  

généralement admis que le si te de glycosylat ion de la f i b re  devait  ê t re  l'un des 

neuf sites potentiels de N-glycosylation (HERISSE et  al., 1981 ; PETTERSSON, 

1984 ; SIGNAS e t  al., 1985), malgré les t ravaux dl lSHIBASHI e t  MAIZEL 

(1  974a) qui montrent  une liaison alcali-labile. Cependant, de  nouvelles études 

menées s u r  la glycosylat ion de la f i b re  avec notamment l ' identi f icat ion de  la 

N-acétyl-glucosamine après hydro lyse acide ou méthanolyse acide e t  la mise en 

évidence d 'une liaison alcali-labile pa r  @-élimination sont donc en faveur  de  

l'existence d'une liaison de type  GlcNAc-SerIThr dans cette protéine. Ces 

résultats sont  donc en accord avec ceux dllSHIBASHI e t  MAIZEL (1974a). 

Le(s) rés idu(s)  de N-acétyl glucosamine(s) semble(nt) être s i tué(s)  s u r  le 

t ie rs  N-terminal du polypeptide. II existe 52 résidus de sérine e t  thréonine dans 

cette région, ce qui représente 24,2 % des résidus (pourcentage comparable à 

celui de  la molécule entière : 22,3 %) . Cependant dans les 195 premiers résidus, 

deux peti tes zones on t  un pourcentage plus élevé de ces deux résidus : une  

zone des résidus 79 à 124 (40 %) e t  une zone des résidus 172 à 188 (48 8). Ces 

deux zones sont  situées su r  le  bâtonnet dans le modéle de  GREEN e t  al. (1983). 



Une hydrolyse enzymatique plus poussée de la f i b re  devra i t  nous permettre une 

meil leur local lsation . 

i a  glycosylat ion ne semble pas jouer un rhle dans Ilassemblage de  la 

f ib re  : le taux e t  les sites de glycosylat ion semblent identiques pour  la f i b re  

l i b re  ou liée à la base du periton. 

Le dernier  po in t  abordé dans l'étude de la f ibre de l 'adénovirus de type  

sauvage concerne le comportement électrophoréi ique de la f i b re  su r  ge l  de 

polyacrylamide-SDS en fcinctioi--i de  son degré de dénaturat ion. Nous avons établ i  

une relat ion ent re  la d i f fkrence des masses mol~cu la i res  apparentes (qu i  t r adu i t  

la var iat ion de migrat ion),  le tâux dlhydrophobicité et  ie coefficient de f r ic t ion.  

L'action prolongée de I turée est nécessaire pour  observer une var iat ion a e  la 

migrat ion de  la protéine, pouvant fa i re passer sa masse moléculaire apparente de 

62 K à 80 K. Ceci tend à montrer  que, dans les condit ions classiques de 

dénaturation, certaines s t ruc tures secondaires peuvent pers ister .  Ceci pour ra i t  

expl iquer la variat ion de la masse molécuiaii-e apparente de certaines protéines 

mutées dont  la mutation consiste en une seule subst i tut ion d'acide aminé. Un tel 

phénomène a été observé pour la f i b re  d'un mutant : le HZ - t s  125 qui, à 39O C, 

ne synthétise pas de f i b re  antigénic;ue (Cf .  chapi t re I f ) .  
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Antibody-Triggwed Dissociation of Adenovinis Pmton Capsorner 

i dmub i t s  de Vidap ie  Mefêcwhire de l'INSERM fU-233, Place de Verdun, 39005, Lille, FM- 

Rsceived A H 1  $0, 1981; occepied May 12, 1981 

By employing two-dimensional imrnuaoelectrophoreaes and inmunoseleetion teeh- 
niques on Staphylococcu1 aurew protein A, evidence was provideci showing that ade- 
novirus 2 penton capsomer could be dissociateci into its two constituting entities, penton 
buse and fiber. The dissociation was obtnined witb antifiber antibody. but not with an- 
tipenton base antibody. The dissociating effect WM more pronounced with subgroup- 
epeciec antibody which is thought to react 4th the antigenic determinants loeated on 
the rod-like portion of the Rber. It was suggasted that penton disruption was due to some 
antibody-induced contorrnational change of a eritical portion of the fiber. 

Human adenovirus (Ad) vertex capso- 
mer- the so-cdled penton-is a complex 
structure formed of a penton base unit, 
anchored at each vertex of the virus icosa- 
hedral capsid, and of a projecting shaft 
terminated by a knob, the fiber (1-4). The 
fiber carries subgroup-specific, and type- 
specific antigenic deteminants (5). It  has 
been suggested that the latter are located 
in the terminai knob, whereas the former 
are carried by the shaft (6-8). The bonds 
involveci in the linkage between the rod- 
like structure of the fiber and the penton 
base appear to be noncovalent, since the 
penton base and fiber can be readily sep- 
arated by guanidine (6), pyridine (9)' w 
sodium deoxycholate (10). Adenovirus type 
2 (Ad21 fiber and penton, as  well as hexon, 
am overproduced by the infected ce11 and 
can be obtained as  soluble (i.e., nonvirion- 
incorporated) components (2, 7,9,11). Ad2 
fiber, of molecular weight 180,000, is prob- 
ably composed of three identical subunita 
of 62,000-65,000 (12). whereas penton base 
behaves as a pentameric protein, consti- 
tuted of a single type of polypeptide unit 
of molecular weight 85,000 (9,10,13). Vari- 
ations occurring in the stoichiometry of 
different Ad2 penton immunoprecipitates 
ornaiyzed in SDS-polyacrylamide gel, aa 

'To whom reprint repuesta should be addrewed. 

well as particular patterns of penton pre- 
cipitates in two-dimensional irnmunoslec- 
trophoresis (10, 1.4). led us to examine the 
fate of the penton edifice after reaction 
with antibodies directed toward the fiber 
or toward the penton base moiety. 

As s h o w  in Fig. 1, the twodimensional 
irnmunoelectrophoretic pattern of Ad2 
soluble components was eomposed of five 
major peaks of immunoprecipitates. The 
most a o d i c  one, peak 1, has b e n  identi- 
fied as hexon, precipitate 2 as penton base, 
nnd the cathodic precipitata 5 as fiber (14). 
Both peaks 3 and 4 have been shown to 
correspond to penton: the inner peak 3, 
which forms a continuous precipitin line 
with peak 5, characteristic of a reaction 
of total antigenic identity (IS), represents 
the antigenic determinants of the fiber 
contained in the penton, and the outer 
peak 4 in continuity with peak 2 represents 
the antigenic determinants carried by the 
genton base (14, 16). 

The first unexpected feature of this im- 
munoprwipitation pattern was the disso- 
&tfoa ot the grecipitaifrr of penton base 
4 liber within the penton peak. The pre- 
cipitatm 3 and 4 should theoretically su- 
perinnpose each other and form a single 
precipitin line linked to penton base peak 
toward the anode, and linked to the fiber 
peak toward the cathode. Woreover, SDS- 
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FIG. 1. Two-dimenaiond immunoelectrophoretie 
pattern of adenovirus typ. 2 (Ad2) soluble compo- 
nenta Antigen mixture, 10 r f ,  obtainad from a wild- 
type Ad2-infected ceil lysate, correaponding to 46.50 

protain wos iint eioctmphonusd in th Brst di- 
mension (ID) a t  10 V/cm for 60 min under tap water 
refrigeration, then agamm stiip ttansfarred oato 
another g l u  p h t e  and cross-immunoelactropho- 
rasad in the second dimension (RD) Pg.imt 100 pl of 
poIyspeciftc anti-adenwirion type 2 serum for 16 hr 
a t  8 Y/= with coolhg (10, 14, 119). Five p e h  d 
immune predpitrtrr were visible and wem numbtsd 
1 to 5 from anode to cathode. Prscipitate prPk 1 cor- 
mspanded to hexon, precipitate 2 to  penton brw, 
precipitate 5 to fiber. Both peah 3 and 4 oornaponded 
ta panton, peak 3 repnnrenting the iiber unit. psPk 
4 the penton bus unit of the paaton. A continuatm 
precipitin lm formsd batween paiript, 2 and 4 on the 
OM) hand and betwwn 3 and 9 on the other h a n 4  
characteristic of a rsoction of totrl antigenic iden- 
tity. Staini* Comaamie WUi.nt Mue R-BO. 

polyacrylamide gel analpis of labeled Ad2 
stru.cturd aritigens oonWnad within in-  
munopdpikaaS S and 4 hm srhowu th&% 
penton basa (poiypeptide III) is the major 
labeled ampanent in psak 4, and that fi- 
ber subuait (pulypeptide IV) is the majot 
polypeptide sp+ciag in perrls S (14). Both 
poiypeptides wum therefore encopnîared 
in an u n q t e d  IWO, if one co~didem the 
penton as comp0118d ~i Five mbasnfts of 
8Ss000' (the pientan b), and of thme sub- 
uaib d 62.000 (th Bk). nie abs%!m sf 
w ~ m ~ t i o n  ol p d m  8 and 4 sug- 
ge~ted bat the formation of m€igen-an- 
tibody complexes within the semnd-di- 
mansion gel induad the dissociation of 
penton. of which the penton base and fibgr 
units precipitated in separate psaka 
Fw. 1). 

To test this hypothesis, hm-dimen- 
sional immunoeiectrophoreses were per- 
fomed, in which two different antibody- 
containizig gels were used in the second 
dimension. An intermediate agarose gel 
eontained antifiber a n t i s e m ,  wherem 
the uppar gel contained polyqmiftc anti- 
adenovirion serum. This modification of 
the basic technique (15) has been devel- 
oped for identification of an antigen in a 
mixture by a monospecific antiserum (17). 
The results of such an analysis are pre- 
sented in Fig. 2. Antifiber immune serum 
contained in the intermediate gel (b) pre- 
cipitateci peak 5 (isolated fiber) and the 
inner peak 3 enclosd in peak 4, corre- 
sponding to the fiber engaged in the pen- 
ton. A continuous precipitin line formed 
between pesks 5 and 3. In the upper aga- 
rose gel containing the polyspecific anti- 
serum, hexon and penton base appeared 
as distinct antigenic entities, but a reac- 
tion of total antigenic identity oenrrred 

Fia. 2, P immu-- of 
Ad2 auliibh &d componenta, using a m 
. a d b & d d n g  intermediate gel (17). 
911: tlrrt.dlrarnsion electrophoresis. (b) I n t e r m d t r  
.&ubll) QDCiWl&!g 100 pl 
&& B k r  iataioiwi euitm. (c) 
a u a i n e  100 ~1 of a polyspdfh &-A& *brba 
wmm. A rrtction of total antige& idnatit;u m .r- 
ideaced batween componenta 2 urd 4 (-ton W), 
anâ amgowntr O .od 6 (#ber). A Wntlg ir;Und 
pmk. &y vhibie in th upgu gel, aad numbrml 
6, b e n  p r e ~ l y  idrntiBd M capeid proth 
III. ( r l r  
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@ a b c d e f  g between the free penton base (peak 2) and 
the penton base unit of the panton (peak 
4). There was no visible spur between 
peaks 2 and 4, and no precipitin line con- 

-% IIW:YC~*Y -,y necting peak 4 to pe& 3, suggesting the 
a., 

absence of any fiber in panton base pre- 
cipitate, neither of any penton btLse in fi- 
ber precipikrte. 
This pattern suggested that virtually al1 

m- - W  the fiber was retained in the lower precip- 
5 E  

îii: 
-n itate 3 and that the precipitate 4 was com- 

posed of a penton base which was released 
F~G. 3. (A) Autodiogrom of analytical SDS-poly- upon immunoprecipitation of the penton 

acrylamide gel of plmethionine-laùeled penton im- by an antibody against the fiber unit. 
munoprecipitated with different antisera (a) Control Thus, an extra load of the antifiber anti- 
a ~ n o ~ ~  2 vifion with its major ~oiYPPtide h d y  in the seond dimension (interme- 
numbersd t" the aceepted diate gel, Fig. 2b) provoked a stronger dis- 
ciatura (1s). II corresponds te hexon, III to ponton 
base, and IV to flber polypeptide unit. Aliquob of 10 soeiation of the componenta* 

of gmdient fraction co-nding to soiublc a n -  Although the two-dimensional immuno- 
ponent 103  S and containing penton capsorner (poiy- elec*o~homms were ~ r f o m e d  under re- 
peptides m and TY) alon* with trnces of hexon (12 frisration, the penbn ditPsociation might 
S (18.19)). nanr incubated with 15 of & t h e  d n a  be due to a certain degree of heat dena- 
ib), preimmune sarum (cl. anti-Ad2 penton boor (d), turation of antigen-antibody complexes, 
aati-AdZ fi& (e). anti-Ad6 Rkr (0, or  anti-A&-m- produced by the eiectric c u m t  within the 
p iae  penton (fi), in 75 d of N m - N  buffer a t  4* 6-r- Pia[=OSe gel. Control immunoprecipitation 
ni&t. t4m-N: 0-15 MNaCZ 0.05 MTri*Hel, PH '7.5, experiments were therefom camed out in 

M Na EDTA, 0.0015% Nonidet P-40. Samgle (b) liqUid medium, *ing purified panton c a p  
anr analyzed am such. The immune complexes of the 
orhor samplaa wem coikcted on protein A of Staph- somers and the adsorption of immune - mu4 awi -1~rwd on SMJ-~~,,- complexedl ont0 protein A of ~ P ~ Y ~ O C -  
acrylunide gel, or d d b e d  in detail in (16). The îWMWbS. 

rtoichiometry of penton bora (In) and fiber polypag Ad2 PeObn CaVmem vvere ~urified 
tMa unit (IV) in the differedt immune c o m ~ ~  fmm the ceil pool of ~ktethîoniXl+h- 
determined by smnaiag the qel trrelrr, presented bled virus components in sumse  density 
eonsiderable variatifm. Aatibodler Pgùnrt  type 2 and gradient, a a 10.5 S component (18, 1$), 

fiber preei~itated more fiber than penton ba* easily separated from free fiber (6.1 S (7, 
whereas antibody against Penton basa ? m & ~ i t . t d  12)) and from isolat& penbn base (9.1 
penton base and Bberh  the same stoichiometric mtia si 18)). ~h~ s penbn was incubate#l thra in the original nonprecipitated fraction, or in 
th. precipitote obtained with an antipenton aenim with samples of different antisera. Mono- 
(m Table 1). (B) A d y e i s  of immunopr&pih- specific anti-Ad2 fiber, fiber* an* 
tf o ~  d paaton with two suec<assive antiegm Ad2 penton, and anti-Ad2 penton base im- 
PJaretbionine-labeled penton wam Arst incubated XlWe Bara were prepared in O u r  labora- 
with increasing amounb of anti-Ad2 fiber serum for 
2û br .t 1' (c-h), and immune cumpiexes collect. 
bg adsorption onto S aunmd protein A. EPch super- (b. il la[ncubPtion of P(NItan 4 t h  16 d d 
-tant of immune rarietion WM then incubatad prdmmune rnim in a dtrt &n (b), O? a rira- 
with on aliquot of antipenton base immune ~ n i m  o n d r e ~  (i) p4n0rmed @a tharPp.rnrtratd(b). 
L',, an additional 20 h r  a t  4", and immune complexer Penûm foi?ard detecUMe im~liua~ wlth 
again collected on S a u m  cellii 0-0). Immune com- 8 of the mti-AdZ flbt wnim. and put &rd 
plexes were analyzeù in SDS-polyacrylamide rlab gsl in the uupem8-t or aatipeiaton bmwmcipi tabk 
rnd autoradiographecl. (a) Control Ad2 virion. (c-h) penton (banda III and IV, dot8 j-n). Witb 15 d of 
h u m  complexer tormd d t h  2 (e), 4 (d), 6 (01, 8 uati-Ad2 Bber #~pm (hl, purton kW daaad in the 
(I), 10 (d, and 15 fil (h) of anti-Ad2 Aber. (j-O) Im- rupaniantant ars p d p i t a b f e  with rntipsntsn b~ 
mune complexail farmed with antipenton base anti- ant ibdy am intact polypeptide III, with no det~Ctrble 
budy in the niretfan mixture superxutuit el (c-hi. B k  polypeptide ( r b t  01. 
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TABLE 1 
Sn>lmrostIPTBIc RATIO OF FIBER TO PEE"~ON BASE f~ P ~ N - A N T I S O D Y  COMPLEX* 

Radioactive label in penton component 

Penton base Fibsr Ratio 
Antibody against (polypeptide III) (polypeptide IV) IY/III 

Ad2 maton 621 
Ad2 penton base 622 
Ad2 aber 37.7 
Ad5 fiber 14.8 
Nonimmunoprecipitated penton 61.7 
Theontical ratiob 63.1 

Immune complexes formed between rS]methionine-labeld 10.5 S penton and different types of antibody 
were a n a i y d  in SDS-polyicrylamide gel electrophoresis, as in Fig. 3A. T L  gel autoradiograms were scanned 
in an automatic scanner CLINISCAN (Halena Lab. Rockville, Ili.). Label content in polypeptides III and IV 
were normplizeà to 100%. The figurea given were the average of three separate experiments. 

The theoreticai ratio was caiculated from the protain matant in polypeptide III (five subunits of moleculor 
weight 85.000). polypeptide IV (threa subunits of 62,ûûû) (18). and corrected for the methionine content: 20 
and 1.5% amino Peid msiduea recovered. in pentoa base and Aber, respectively (IO, le). 

tory by injwting rabbita witb antien-an- 
tibody coraplsxes formed in aa;arae gel 
plates of twodimensional Unmunoeledro- 
phoresis, lur previoudy described (10,21). 
The immune complexea, formed for 16 hr 
a t  4O, mm coil&cted ont0 S a2~- eells, 
Cowrui 1 straPn (N), and analyzed in SDS- 
g o l y ~ ~ d e  gel, as previody de- 
scribd (16, 21). Figue  3 &à, show9 that 
the antipenton base mtibody did not %eem 
to dissociate genton: the stoichiometry of 
penton base and aber polypeptide subunfb 
in this precipitatcs w m  similar to that ob- 
mrvd in the starting nonprecipitatd 
nusterial (Fig. 3A, b), as well as in the pre- 
dpitate obtained with the antipenton 
m u m  (Fig. 3A, g). In contrast, after re- 
action with antibody directed against the 
liber of the same serotype (Ad2), the 
aniount of labeled penton base in the im- 
' mune complexes decreased significantly 
(Pig. 3A, e, and Table 1). This decrease was 
-en more pronounced with antibody di- 
mcted against the fiber of another sero- 
type of the same subgroup, adenovirua se- 
rotype 5 (Fig. 3A. f). A proteolytic 
breakdown of the penton base during the 
facubrition with the antiserum might be 
wcluded, since intact penton base was re- 
covered from the supernatant of the im- 
mune rm&ton, naùqg antipenton éoo% 
wrum In a s m n d  step (Fi 3, P d  B). 

The presented results rtrongly suggest 
that the odenovirus penton structural 
units, v b ,  penton base and fiber, might be 
dissociated by antibadies dirated &wsrd 
the fiber projection. The dissociating ef- 
fect occurred to a greater extent when 
heterotypic antibodies were used. Asti- 
Ad5 fiber antibody precipitated Ad2 Abr 
with a relatively low eftlcieacy, but showed 
& high efhiancy of penton dissociatian 
(Ffg. 3A, f). Since it is aasumed tbat an- 
tibody towarâ Ad6 R.bsr r e d  with 
wbgroup antigenic detarminrnts main$ 
kocated on the rod-like portion of the Ad2 
aber (5-8), these data implied that (i) the 
structural conformation of the projecting 
shaft was modified upon antibody binding, 
and (ii) that these conformational changes 
were critical for stability of the vertex 
mpsomer. The fiber protein has been found 
b be mainly in the 8-sheet conformation, 
a seeondary structure which has been ten- 
htively located in the shaft region (22). 

Antibodies have been largely used in im- 
munochemistry of enzymes, taking advan- 
tage of their inhibiting (23) and sometimes. 
activating properties (2.4). Antibodies haw 
also been used as immunological probes 
for detecting structural changes in pro- 
teins, but, for obvious reasons, most of 
these confomational studies have b e n  
d s d  out on enzymes (S, 2&). Usiag apei- 
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Assernbly of Adgnovirus Penton Base and Fiber 

MARIE-LAURE BOUDIN AND PIERRE BOULANGER' 

Human adenovirus type 2 (HZ) fiber isolated from the cellular ponl of H2 wild-type 
(WT) soluble components was found to be capable of assemble in vitro vi th  penton base 
obtained from the Bber-defective temperature-sensitive (ts) mutant H2 ts-1%. This as- 
sembly occurred over a relativelg broad range of pHs (5.5-9.0) and of ionic strengths 
(0.05-1.0). The extent of penton formation was estimated by two-dimensional immuno- 
electrophoresia The legitimacy of the assernbly in vitm was demoastrated by morpho- 
logical, biochemical. and biological evidence. The assembly of the penton base with the 
fiber agpeared to be a reversible reoction, with a d i i i a t i o n  ans tan t  KD = 2 X IO-' LU, 
in terms of fiber molarity. Thii value implied a high affinity of the penton base for tne 
fiber. Comparative digestions by carboxypeptidase of uneombinad fiber and of penton 
base-cornbined fiber suggested that the recognition site for ~ s s ~ n b l y  involved the last 
20 amino acids of the C-terminal sequencs of the fiber polypeptide chain. The same 
analyeis performed on [14Clglucocurmine-1abeIed fiber and ganton seemed to indicate that 
the carbohydrata unita m i e d  by the Bùer were positionad too far from the C-end to be 
directly involved in th* recognition and asmmbly promas of the penton base with the 
fiber. Climeric penton producad in uüro by incubatiag fiber and penton base from di- 
ferent adenovirus serotypes, as w l l  as in &e>o by interserotypic ts+ recombinante sug- 
gestcd a group specificity of the recognition site on the fiber and a lilcely highly conmrved 
Cterminal amino acid sequence. Assembly of penton base and fiber in dm resulted in 
a significant change in the antigenicity of the penton base-combined fiber, which ww 
thought to retlect soma three-dimensionai remoiding. 

Adenoviruses are unique among animal 
viruses in their possession of apical pro- 
jections (the pentons) which when isolated 
show hemagglutination and ce11 attach- 
ment propert.1.e~ (reviwed by Philipssn 
and Pettersson, 1973). The penton capso- 
mer is formed from two different entities: 
the penton base, anchored a t  each of the 
12 vertices and presenting a fivefold sym- 
metry, and the fiber, originally described 
as an antenna-like structure terminated 
by a knob (Valentine and Pereira, 1965). 
The shaft portion of the fiber is jointed to 
the psnton base as a tenon in a mortise, 
and the bonds involved have been showa 
to be noncovalent. Penton can be readily 
dissbciated with guanidine (Norrby, 1969), 

To whom reprint requests should be addressad. 

pyridine (Pettersson and H6glund, 1969), 
or deoxycholate (Boudin et al., 19?9). 

Cells infected with wild-type (WT) hw 
man adenovirus 2 (HZ) or 5 (H5) pro- 
duce large quantities of "soluble," i.~., 
nonvirion-incorporated capsid compo- 
nents hexon, penton, and fiber, but scarce 
amounts of free penton base. Free penton 
base is found accumulated as one of the 
major structural components in cells in- 
fected with fiber-defective, temperature- 
sensitive (ts) mutants of adenovirus main- 
tained a t  the nonpermissive temperature 
39.5" (Russell et al., 1972; Martin et al., 
1978). The fiber-defective mutants H2 ts- 
115 and H2 ts-125 have been recently em- 
ployed to purify and characterize adeno- 
virus type 2 penton base (Boudin et cd., 
1979). 

The aim of the present study was to an- 
alyze the mechanism of molecular recog- 
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nition and assembly of the penton base 
with the fiber, mainly by using an ira d m  
assembly system in which H2 ts-125 pen- 
ton base was reacted with H!2 WT fiber. 
Data on the binding sites were also ob- 
tained from penton naturally formed in 
vivo within the infectai cell. 

MA!l'SRIALS AND XETHODS 

Vi im and cdL Human adenovirus types. 
2 (HZ), 5 (HE+), and 3 (H3) wild type (WT) 
were grown on KB ceib maintained in sus- 
pension culture a t  3 X 1O6 cells/ml in Es- 
gle's minimum essential medium supple- 
mented 4 t h  5% horse serum. H2 ts-125 
mutant has been imlated after nitrous 
acid treatment of an H2 WT stock, and 
phenotypically characterized as a fiber- 
defective ta mutant {Martin et al., 1978). 
Cells were infecteci a t  a multiplicity of in- 
fection of 25 to 50 PFU per cell. 

P u ~ e a t i m  of W2 WTjiber a d  pmton, 
and of H2 pentrm base. Soluble fiber 
and penton were pnrified from H2 WT-in- 
fected KB cells by a four-step procedure 
comprising Auorocarbon extraction, am- 
monium sulfate precipitation, DEAE- 
Sephadex and hydroxyapatite chromatoif- 
mphy (Boulanger and Puvion, 1973). Sol- 
uble pentan base was obtained from KB 
cells iiafected with HZ ts-125 a t  the non- 
p m b i v e  temperature .c?.OO. The method 
of purIfic8tion of il2 ts-125 penton base 
was bgsidly th burn4 aw H2 WT painton, 
and has been deecribed in detail elsewhere 
(Boudin ert d, W19). 
Cmiwc-esia A modüt- 

C W O ~  of-the WW whniq~~,deee&M by 
Laurel1 (1965) wae used for two-dirnen- 
sbomtt (2D) i m m a 8 a i e t r o p h o ~ a i ~  Eleu- 
trophomis of actenovirus antigen mixture 
(10 rl, 5-10 mgfml) was first performed 
in the horbontsl direction in an W a r w  
gel ( k t  dimension) a t  10 V/cm for 75 min, 
tben the agamae strip transferred onto 
W h e r  gtas#, p h .  in the seeond electro- 
phoretic step, wrPosmd a t  a right angle, 
pmteins were foreed into agamm gel con- 
taininlp rsbbit mti-adenovirus antibody 
(100-200 ~1 antimrum in 12 ml agarose 
gel). Seeond-dimension run: 16 hr a t  3 V/ 
cm. Al1 electrophoreses were performed 

with tap water cooling (Martin et al., 1975); 
Boulanger et al., 1979). The agarose plate 
was dried and stained with Coomltssie blue 
R m. 

Quantification of immune precipitate 
peaks was made by measurement of 
the pet& areas using the MOf/ABdOl- 
System (Kontron-Messgerate) for quan- 
titative image analysis. Calibration curves 
-(rnicrograms of protein vs peak area, ex- 
pressed as square millimeters) were con- 
structed from peaks of 2D patterns ob- 
tained with purified protein sanipies 
(penton, penton base, or fiber). The protein 
content of the standard sarnples was de- 
termined by the method of Lowry et al. 
(1951). 

Ekctrrn rniimmmpg Samples were 
stained with 1% uranyl formiate, buffered 
wi th 0.1 M Na cacodylate, pH 7.0, and en- 
amined in the Hitachi HU-2 electron 
microscope. 

Pdeîn W-ng. Comparative iso- 
eleetrie point determinations were made 
by agarose gel isofacusing. The electro- 
phoresis was performed in 1% agarose gel 
containing 5% Ampholina pH 3.5 to 9.5 
(Pharmacia Fine Chernicab), for 20 min 
a t  10 V/cm (constant voltage) followed by 
a &min run a t  6 W (constant power). Tbre 
pH grdient  was determined by elution O* 
l-cm gel slices. 

PmpaTattOR o f a n t h  PolyspeciAc 
tisera against Ti' H2 or WT H5 capsia 
components were obtained by multiple in- 
jections in the rabbit of virus particles 
purified by two cycles of CsCl banding, 
Monospecific antiserum against serotype 
2 penton base, serotype 2 fiber, and serw 
type 5 fiber were made by repeated injec 
tions in the rabbit of the corresponding 
precipitin line freshly formed within the 
agarose gel of several 2D irnmunoelectro- 
phoresis plates (usually 20 to 30 plates; 
Martin et al., 1975). 

Suerose d-ty gradient centrifugation 
Penton (penton base and its fiber projec- 
tion) formed in vivo or in vitro was iso- 
lated in neutral sucrose gradient as a 10.5 
S eomponent, separable frorn the uncom- 
bined fiber (6.1 S; Sundquist et al, 1973) 
and from the free penton base (9 S; Boudin 
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et al., 1979). The gradients contained 5- 
27% sucrose (w/v) in 0.02 XTris-HC1, pH 
8.1, 1 M NaCl, 10% (v/v) glycerol, and 1 
mM Na EDTA. The gradients were cen- 
trifuged for 21 hr at  49,000 rpm and 4" in 
a Beckman SW 50-1 rotor (Lemay and 
Boulanger, 1980). 

Fractions (0.2 ml) were collected through 
the bottom. The gradients were calibrated 
with beef liver catalase (Cat, 11.2 S), Esch- 
m'chia cdl alkaline phosphotase (AP, 6.0 
S), and yeast 2-phosphoglycerate .kinase 
(PGK, 3.1 SI. AP was purchased from 
Worthington; Cat and PGK from Boehrin- 
ger. Enzyme markers were assayed as pre- 
viously described (Lemay et al., 1980) using 
a Rotochem II A 36 centrifuge analyzer 
(Roche-Kontron). 

Hmggiutinatim (HA) tests The pen- 
ton formed in vivo ("naturai") or in vitro 
("artificiai") was tested with respect to its 
indirect hemaggiutination (IHA) proper- 
tim. IHA tests were performed in a mi- 
cretitration kit (Flow Laboratories). se- 
rial twofold dilutions of penton samples 
isolated .in a s w o s e  gradient as a 10.5 S 
component were incubated for 1 hr a t  3T0 
with aliquots of antipenton base serum 
(Kaolin adgorbed and heat inactivai), di- 
luted at klûû in phosphate-buffered sa- 
line. Thus an tipenton base an ti bodies were 
u d  to bridge the incomplete hemagglu- 
tinin (the penton) via the penton base unit. 
Rat blood cells were added and inwbation 
waa then continaed at for 1 hr. Tfie 
WA titeF m s  dçiven by the rwiprocfl:l of 
che highwt dilutioa prod~cing a mitive 
HA reactioa 

P d e n ~ i d s  pd et-- Un- 
lerra otherwise stated polypeptide analy- 
sis was psrformed in a SDS-containing 
173% poiyacrylmnide slab gel (acryl- 
amide:bi~acrylamide ratio of m0.235) 
merlaid by a 5% spacer gel (acryl- 
mlde:bisacrylamide ratio of 5&l.%?$q) in 

dkontinuous buffer systern descrikt3 
by Laernmli (1970). Samples were dena- 
tured by tieating for 2 min at 100° in SDS- 
containing sample buffer (0.0625 JW Trle- 
HGI, pH 6.8, 4% $DS, 6 M urea, 10% 2% 
m.emaptoethmo1, O.Q08% bcoaiophenal 
bine). The gets wsre s t a ind  with (Seo- 
w s i e  brillinnt blue R-W), dned under 

vacuum, and autoradiographed on Kodak 
Royal X-Omat-S film. 

M i n g  of viral Kdemg Adenovirus 
proteins were labeled in tiw either with 
PSJmethionine (5 gCi/rnl, 600-700 Ci/ 
mmol, Arnersham, U. K.) or with r4C]valine 
(1 pCi/ml, 250 nCi/rnmol, Commissariat 
à l'Energie Atomique, Saclay, France), 
from 18 to 36 hr pi., in a culture medium 
containing 10% of the concentration of the 
corresponding amino acid in the normal 
medium. ~qCJGlucoaarnine (61 mCi/mmol, 
Commisariat à l'Energie Atomique, Sa- 
clay, France) was added at 0.1 pCi/ml in 
a normal culture medium, from 15 to 36 
hr  p.i. 

Elazymes. Chymotrypsin (EC 3.4.21.1) 
frorn bovine pancreas, 3X crystallized, was 
purchased from Worthington Biochemi- 
cals, S t a p h y m  V8 protease (EC 3.4.21) 
from Miles Biochemicals. Yeast carboxy- 
peptidase Y (EC 3.4.12) was purchased 
from Piera  Chernicala. DFP-treated car- 
baxypeptidase A (EC 3.4.22.2) from bovine 
pancreas, 2X crystailizsQ and carboxy- 
peptidase B (EC 3.4.128) from porcine 
pancreas, 2X crystallized, were both pur- 
chas& from S i a  

A d 9  of Adenmima O (Hg) Peratort 
Base with Fiber in V??m 

Incubation of H2 ts-125 penton base 
with H2 WT fiber in 0.05 M Na phosphate 
buffer, pH 6.8, at 4O overnight resulted in 
assembly 'of both units to form complete 
penton. In vitro assembly was assayed by 
23) immunoelectrophoresis which resolves 
the two reactants and the product (Boudin 
d al., 1979; Boulanger et al., 1979). As 
shown in Fig. 1, when incubation medium 
contained equivalent amounts of penton 
base and fiber (in terms of micrograms of 
protein) the assembly process was partial, 
rnd large quantities of penton base and 
Plber remained as free uncombined units 
{Pig. la). By contrast al1 the available fi- 
ber could be assembled with penton base 
when a: tsul;Ts exeess of penton baSe wm 
added (Fi. Lb). When a eonsiderable ex- 
eess of Bber wm a d d d  to the incubation 
mixture, ce11 the penton base appeared to 



BOUDIN AND BOULANGER 

FIG. 1. Twdimbnsional immun~~lectrophoretic anrlyris of penton m m b l e d  irr &&o. (a) Pattern 
of putfai tuembly of penton brse (gaPlt 1) and of fibar (wok 4). f d n g  penton (psPk. 2 + 8). 
~ ~ o f H e ~ l ~ g e n . t o n b ~ ~ d S 1 r 8 : o f N e B P T R b a r w a r s l n c o b t s d i n O ~ M N ~ p h ~ 1 p h a t 6  
buffur, pl3 6.8. a$4' ovemight, in a total vahame of 10 4. Precipitin line 2 mmqonded ta an- 
dhtanaiinirnhr cartied by the Aber mmbiwd with the psnton b.irr; predpitin üae S c~rra*gondrd 
to the antigsnie dataminanta -id by the pentan baae unit of the peatari. (b) - p h  -bb 
of fibar (1.5 aj i n b  ptnton, in the preaence of an arewr (3.3 pg) of mton bass (6) Complet6 
ruwrnbly d peaton b.M (1.6 a) i n b  penbn in the m n e e  of a 1- excusa of Rber (10.7 MI. 
(a, b, C) SWning *th Coamipesie blue R-260. (d) Sune plate a8 (c). autoradiagraphed on Kodak 
Royd X-Omat S film. Note that only peaka 2 and 4. componding to antigenie determinanta carried 
by the fiber. are visible. 
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be linked to the Aber to form penton 
(Fig. lc). 

m e n  ~4Clvaline-labeled fiber was used 
for sssembiy experiments, 14C label ap- 
peared in the precipitin line corresponding 
to antigenic determinanta of the %ber com- 
b U  with Uie perntan (Fig. Id). This sa- 
dioactive pattern c o n f i r d  that ammbly 
occurred ia z2.8tro and ruled out possible 
minor alterations of the penton base or of 
the fiber unit, modifying their electropho- 
retic migration. 'ho-dimensional immu- 
noelectrophoresis proved therefore to be 
a useful method to demonstrate the extent 
of assembly of penton base with fiber 
(Boudin et al., 1979). 

Legitàraacy of the A s s W y  of P m  Base 
with Fiber in Vitro 

Since nonspecific (or "illegitimate") in- 
ter-ions between H2 ts-lZ5 penton base 
and E32 WT fiber could ocmr in vitro, sev- 
eral ilperiments were designed to c o n t d  
the specificity of the interactions and the 
congruence of the penton assembled in 
vüm with the penton formed in vivo 
within the infected cell. 

(à) EZsctron mimww. No visible di- 
ference was observeci between penton syn- 
theslzed in vivo and extracteci from in- 
fected cells, and penton assembled &a vit% 
from H2 b-125 pnton  base and from H2 
WT fiber (not shown). 

(ii) r~mm~miogy. When an excess of free 
t i2  ts-125 penton base was incubated with 
a H2 WT-infected ce11 extract, the peak of 
immune precipitate of penton increased, 
and no additioiial precipitin line or spur 
rrppeared, suggesting a total antigenic 
identity between the penton preexisting 
in vivo and the penton fbrmgd in dtro; (not 
shown). 

(àià) sedMEocM.urtML Velocity S8d- 
înentation annlysis in sucrose gradient 
stiowed that penton assembled in vitro CO- 
pedimented with penton formed in vivo, 
with an apparent sedimentation coeffi- 
dent of 10.5 5 (Lemay and Boulanger, 
1980). This result exeluded nonspecific ag- 
gregates between penton base and fiber. 

(iwt htxdwtrie f-'~. Similarly, the 
penton for& in 2 7  and in vit70 pas- 

sessed the same p l  of 5.9. Under the same 
conditions, native hemn focused a t  pH 5.5, 
nacive penton base at pH 5.2, and native 
free fiber a t  pH 6.4. 

(v) Carbmyp@&kse di'ges- Pen- 
tons formed in vrCto and in vivo, and iso- 
Is;ted in sucmie gradient as 10.5 S 
eompenents, were digestcd with cm- 
boxypeptidsse Y (CPY; ratio OP enzyme to 
substrate of 2100) a t  no, and hydrolysis 
stopped a t  different times (0.5 to !24 hr) by 
addition of an equal volume of SDS-de- 
naturing sample buffer, with heating for 
2 min a t  lûûO. As described below, the CPY' 
digestion of the native fiber was limited 
to the deavage of about 20-25 amino acids 
from the C-end. In contrast with the Aber, 
the penton base appeared to be much more 
sensitive to CPY, and its extensive pro- 
teolysis was evidenced by the occurrence 
of multiple low-molaular-weight poly- 
peptide bands in polyacrylamide gel (see 
Fig. 5). 

The kinetics of digestion of the Aber sub 
unit of the pentonby CFY were eiimilat 
for both in vivo and in vitro genton a m -  
ples (not sbown), suggesting that the Bber 
was linked to the penton base via the same 
binding site carrieci by ib shaft portion. 
In the case of an illegitimate assocfation 
occurring ia vitro between the %ber and 
the gentan base (ea., via the tiber terminal 
knob), the degree of protection of the C- 
terminal end of the fiber by the penton 
base would have been significantlÿ lower 
than in a normal penton edifice assembled 
In vivo (see below). 

(vi) Indàred hemagglutination (IHAL 
Antipenton base serum was used to bridge 
the pentons attached to the rat erythro- 
eytes, and therefore behaving as an incom- 
plete hemagglutinin. Penton formed in 
vivo ("naturai") or in vitro ("artificial") 
was separated from the other capsid com- 
ponents or from unassembled subunits by 
sucrose gradient centrifugation. For an 
antipenton base serum dilution of 1:100, 
and a protein concentration of pentw 
samples of 0.3 to 0.5 mg/ml, the IHA titer 
was found to be of the same order of mag- 
nitude in "natural" and "artificial" pen- 
ton, rtmging fmm 6ï2 to 1024 uni& 

Ali these experimantal data strongly 
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&\, *.$ s Frc. 2 Diplacement of penton base-e~moinean- 

ber by an excess of free fiber. (a) Two-dimensional 
. immunoelectniphoretic pattern of a nonlabeled H2 

WT-infectadceil extract. 50 pg of H2 WT soluble com- 
ponents were Rrst electrophoraeed in the horizontal 
direction ( & n t  dimension), then reacted in the second 
dimemion against 1M) pl of antiadenovirion serum. 
Peak 1. haxon; peak 2. free penton base, pepk 5, free 
Rb= puk 4, penton basa antigenic determinanb of 
the pcnton; peak 3, fiber antigenic detenninants of 
the penton. (b) Stained plate of the same HZ WT- 
infectad csll extract as in (a) incubaiad with 
["saline-labeled Rber (2 r& 680 cpm). (c) Autora- 
diogram of the same plate as in (b). Radioactive label 
is viaibie in preeipitin liner cofiesponding to the an- 
tigenic determinanta curied by the Rber: Erik 5 (free . fiber) aad lina S (alber aammbki witb panton b w ) .  

. triiataaw. 
xrmwmt asJE (X) CO-w to 8 atinor unidan- 

rapidly. 2D immunoelectrophoreses per- 
formed after different periods of incuba- 
tion a t  4' revealed that  a plateau of 

guggested that penton asaembled in vitro aSSoci8tion WaS reached after 10 min of 
fmm free ts-125 penton base and free incubation of 0.05 M N a  phosphate, pH 6.8. 
H!2 WT fiber on the one hand, and penton 1" SOme ex~eriments, assembly was Wr- 
-embled ~ 7 1  vi2)0 within the âdenovims- formed directly in the well of the agarose 
infected ce11 on the other hand, were iden- gel of the 2D plates for 2 min a t  room tem- 
ti-1 structures, p s s i n g  the same bio- perature. The standard conditions for in 
i ~ g i a l  prapertieta. vitro assembly were: 0.05 M Na phosphate 

buffer, pH 6.8, 1 rmM PMSF, overnight 
at 4*. 

I J a r n ~ ~  qf tJLe k t w n  qf Pentm As- (ii) I?@uence of the imic strength As- 
W g  in Vitro sembly was tested in 0.05 MNa phosphate, 

pH 6.8, containing NaCl up to 2 M. Et was 
(91 K i m  of a8wmbig. Assembly of the found that penton could assemble a t  NaCl 

penton base with the fiber occurred concentrations as high as 1 M 
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FEG. 3. Double-ceciprocal plot of penton base and 5ber membly kinetics. The r e c i p d  of the 
rate of assembly reaction of Aber with penton baaa ( l /V)  wm plotted as a funetion of the rseiprocal 
of the B k  molwity, 3 pl of penton barra solution (6 r < . ~  protein) waa macted with Ylcraaeiw 
amounts of [14~.liakl&ded fiber ( 0 s  &pl; l36 c p d p l )  in a 5nal volume of 30 4. Aailumbg 
a moleculnr -&ht of 1@.000 for the fibar, LOO epm eurrwponded to 1 pmol in th0 Aber prepsration 
wed h m .  The sata of reaction was @van by the rdMctiioity immunopredpitoted by aatipmton 
base wrum (penten base-band ff ber), expressad as cpm . min" a t  26,. Th% lntercapt on X u b .  at  
-21 X IO-' M. gave a Ko = 4.7 X IO-' Y in thia experiment. 

(iis') iq,tlwmx clf th pH. The incuba- 
tions of HZ ts-1% pen'ton base and W2 WT + 
fiber were performed in 0.05 M phosphate 
buffer, whose pH vsried from 4.5 to 9.5. 
The wembly of penton appeared un- 
changed between pH 5 and 9. 

(iv) In jume  of &tergc>nts. Riton X-lm 
(1% in final concentration) had no efi& 
on assembly when added to the incubation 
mixture a t  4O. However, when penton 
and fiber were heated to 56' for 1 min in 
the presence of 1% Triton X-100, assembly 
decreased dramatically. In contrast with 
Triton, the ionic detergent sodium deoxy- 
cholate (DOC), at final concentrations of 
0.5-1.01, prevented the assembly of pen- 
ton base with fiber to occur a t  4O, even 
without heating the samples a t  5 6 O  prior 
to incubation at low temperature. 

(v) Qf Ue w20 a f p a t m  btsirs 
t o j i k  on the d y  pam in vitra As 
already suggested (me Fig. l), the assem- 
bly of penton base with fiber seemed to be 
a reversible resction, of the form 

where PB represent.4 the free penton 
base, F the free fiber, and P the penton, 
formed from one penton base and one 6- 
ber. The rates of fuirmation and b d -  
d o m  of penton would b givea by 

Rate of formation of P = Kp(PB)(F), 

Rate of dissociation of P = KR(P). 

The dissociation CO 
given by the ratio of 

As shown in Figs. 

ce11 extract, label was found as expected 2%- 
in the peak of fiber on the 2D immunoe- , j:+ 

I 
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-v, a c d 
r; * 

. -. 
ho.CEffeeteftbis-Y ~ C ~ ~ o f f r e a ~ o n  ikaruarblywithpen~on 

baw in dm. (A) SDS-polyarrylamide gel electrophoresfs of control undigested (a, c) and CPY- 
&estad (b, df aber. (b) CPY to Aber ratio of S:lOa, 4 hr of incnbatian at 37'. (d) %me ratio of 
ensyma ta rabatrate w in (b). 24 hr of iasubrtion Pt W. The CPY-mistant eore of the fiber WIU) 

a polypeptide unit of 60,ûûû daltanr (a K). corresprindlng to the loss of ea 20 amino eeids from 
the Genâ. The 62 K polypeptide specisa corrsaponded to the polypeptide subunit of the undigested 
Lber. (v) A d e n a h  2 polypeptide m r r h .  (E) P h 1  amemblp of uadieami aber with equiwrleat 
raiounta of pantan b w ~  (1) F m  pentoa (Z) intermsdiaP perk d pentoa atrwmbisd k oiha: 
(3) arsca of w m o m b ' i  Bber. (C) Abraaoai ot m b i y  of panton bua (1) *th CPYdgestd A b  
(a). erhn PM dIgartcd with CPY for 24 hr at 37' ( d a  of epl3nns ta &kits of &lm). Nots thaE 
the CPY- i i t . n t  eonr of the fik (m in A, d) WM sali antigenie (perk 8). 

l 

leetrophoratic pattern, buç also in the pen- displaced by hot fiber added in large ex- 
ton peak (Fig. 2). This suggested that cold cess. The binding of labeled fiber to free 
fiber, already combined with penton base penton base present in the extract might 
to form penton preexisting in vivo, was be excluded since there was no visible de- 

\ 
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@ v a  b c d  e f  g h  i j v 
4- . 

"- p - 
Ii' 

II'- *.p_l) .O - r. u - - . i 

' t  - 62K '/$=-;it_al.-l., , , , , -, r;*= -- 
% '  

Z J  
'-60K 

@ v a b  c d e  f a h  i 

iQ6, S. KînetEcll of wboxypeptidam d i i t i o n  of native aad deo&olate-dMted panton. 
(A) Ali- of naüve pentoa (50 m) were digated by earboxypeptidme Y (0.8 a) for 1 (a), 2 (b). 
8 te), Ltl(4), 50 (e), BQ min (0.2 (0). 4 (h), 8 (i), and 24 hr (j), & ~ ~ 1 y ,  and analmai in a SE)% 
polyecry1amide gel. (13;) Aliqwb of the sune panton -pie were treated with 0.5% d i u m  de- 
oryehoiote (DOC) at 58. fat 90 r r c ~  kdore CPY digmtion u d e r  the ume mnditiw u in (A). The 
csinplstl, awverafon of the Aber polypepttd* unit 82 If Co the 80 JC (CW-rwibtant core) 
ocourred ofter 8 hr of digestion of DûCdisrupted pantan (W i). *han- thb converaion w u  still 
inceiiipieta &ter 21 hr of diiecltion for native pentoa (A, j). The MOWS indicnte the brealtdown 
potypeptidm of the peaton W. Note that the d i t i o n  of the pentoa bue unit (85 K) wae simiiar 
in (A) and (B), axcluding a lower activity of the enzyme in the presenee of DûC. 



was lidded (uszidly 10 pl for a Anal volume 
of incubatiop mediam of 109 pi), and the 
r a t i o n  mixture further incubated for 4 

49. Ulie ,pml;oa.;basa peak aa the ZJ3 hr. at. 37P. The immune complexes wem 
pattern (Fig. 2b). then wlieeted onto protein A of Staphy- 

(vi) @$mi@ fiwjib9i. a d  m- tocoenis o a c m  eells, Cowan 1 strain (Kes- 
tcrrz basa The kf2 b-11?5 p n b n  baere was der, 1915), os previously described (Bou- 
considered as the aetive molecule, with a langer et cd, 1979). Radioactivity adsorbed 
binding site on which the shaft portion of o n b  StaphyEococcus aureu8 cells corre- 
the fiber could adapt, m d  the Aber as the sponded therefore to "Glabeled Bber corn- 
ligand. M m b l y  was thus conducteci in bined with penton base. The Lineweaver 
dbrrr under shndard conditions for 3 min and Burk plot of the reciprocal of the rate 
a t  25' with a matant;  concentration of of reaction (radioaetivity immuna~pecip- 
uahbeled penton base in the incubation itated per minuta at 25') vernits the recip 
medium, and increasing amounts of rocs1 of the substrate concentration ('%- 
["Clvaline-labeled fiber. At the end of the labeled $ber added) gave a dissociation 
incubation period the samples were five- constant (Ko) for the assembly reaction 
fold diluted and antipenton base serum ranging from 1 X 10-~ to 5 X 10'~ M, in Ave 
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Pia. 7. Cornpuadva -de BnOeginting In S D S - p t ~ t a a t i d a  gd of [1'~lglucw*mina-iaIWied 
patibn and über. (A) AwmMdioqrpm of ehymoWfxin liber (a*) and pisnw (d-f). 
Enqarlc hyddyws ware p s r f d  for 80 min .t 3T ririth 0.06 fq d), 0.10 (B, a), rad 0.25 25 ((c 

t) of Ci'. (B) A a m ~  of S d < r * y U  W prWasdlg.rtQd Bbar tg-i) d pnton (j-il 
Enrymie hydrvtywa wem psrforrned at Si* for 9a min 4th 0.05 (g. 5). 0.10 (h. k), .nd 0.25 M (i 
1) of Sta&hmcws VB proteatm Pmbh mmp1ets in (A) and (B) mm d ~ b t u d  witb 1% SDS an* 
hWhg at lW* for 2 min prior lo probase digmtioa Peptide8 wsre alwtraphoW in 24% anyi 
aina. (Cl A W d -  of easboxyp~ Y ( C P Y ~ t r d  puitoa fa) osâ Bber (a). Fenton 
PBCl B r  ware dIparuhd ae mtlw spmplw, at e nkb io otaa&~ri~ to sublote of el@, at Wu foi' 24 
hr. (m) Unàipstad a&. (v) u ~ o v i m a  2 pobpptkie multarrr (1723% p l m W a  dl. 

different experiments with an average of 
2 X 10-7 bf, in terms of fiber rnolarity. An 
example of such a determination is pre- 
sented in Fig. 3. This value for KD implied 
a high affinity of the penton base for the 

the undigested fiber poly- 
was obtained (Fig. 4A) 

netics of CPY digestion of intact native 

penton formed in vivo was compared with 
that of the same penton dissociated by 
0.5% deoxycholate a t  56' (Boudin et al, 
1979) into its two subunib, penton base 
and fiber. Figure 5 showed that the C-ter- 
minal end of the Bber was protected when 
g;eirrton was in its native state (Fig. 5A), 
&rieas the f i h r  C-terminus was more 

in large excess to adenovirus type 5 (H5)- 
infected ce11 extract, the peak of immune 

' 

precipitate corresponding to free H5 Aber 
decreased and the peak corresponding to 
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(a) TanS-mm~chrasI &lata Ail tha avaiIr$ia psnton Bract rpu ur*mbled ir thh premm oi a legb 
BX- of llkr (rsa Pig. 1s). Freipitin l i w  mrmpondad to antlg*aic dit6tninuia Eurfaa 'bg (1) 
an-- R h ,  EB p~toa  bue mfoa cd the psntoa, CS) pmm lmemfabirrrrd fiber, (41 artr*. 
m ~ S c d i W n ~ g ~ t m  & t h . B 1 P i a z ~ ~ u n d h m a 1 a ~ W ( ( b M b t ' e ~ a f a ~  

cinl a W&ag @f na%&@* ebtmmi-tii. 

in Uta m p i t i n  lino 48). The experini1)oW pattern (a) nwenbld tha tli(1omtkal panant Bsplcted 
in (e). 0a in ingo pattemis, the mtra-antigenie determinants a p w n g  on Ghe prntaa bucu-*oinbined 
flber (line 4) are masked by the superimposition of panton baae precipitin line (2). See a h  Fig. 
2 (b, c). 
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penton increased (Fig. 6). This suggested 
that penton base of adenovirus type 2 
could assemble with fiber of serotype 5 and 
form a chimeric penton molecule. Simi- 
larly, incubation of an excess of H2 fiber 
in H5-infected ce11 lysate resulted in an 
increase of the peak of penton and a de- 
crease of the pesk of free penton base (not 
shown). This implied that penton base of 
serotype 5 could also assemble with fiber 
of serotype 2 Both serotypes 2 and 5 be- 
long to the srüne serologic subgroup 
(Rosen, 1960). 

With adenovirus type 3, chimeric penton 
could also occur, although with a less ef- 
ficiency (not shown). This was done with 
either pexztan bme of serotypa 2 bound to 
fiber of serotype 3, or penton base of se- 
rotype 3 bound to fiber of serotype 2. These 
data suggested that the molecular recog- 
nition between the Aber and the penton 
base was not type specific, but was group 
sgecific, or subgroup specific. This implied 
that the C-terminal amino acid sequence 
and/or the C-terminal three-dimensional 
structure of the Bber was highly conserved 
throughout the adenovirus serotypes. 

Rde qf the Carbohydrate Units Cawted by 
the Fiber in the Assenbly of Penton 

Adenovirus fiber has been found to be 
glycosylated (Ishibashi and Maizel, 1974). 

In an attempt to determine whether the 
glycosylation of the fiber had an influence 
on assembly of fiber and penton base in 
vivo, the glycosylation sites of free and of 
pen ton base-combined fiber were com- 
pared. Aliquots of ~4Clglucosamine-la- 
beled fiber and penton, purified as previ- 
ously described (Boulanger and Puvion, 
1973), were denatured by heating with 1% 
SDS at 109" for 2 min and incubated a t  
37" for 1 'hr with increasing amounts of 
chyrnotrypsin, or S t a p h ~ ~  Va pro. 
base. [14C)Glucosamine-labeled peptides 
were analyzed in SDS-polyacrylamide gel. 
The autoradiograms revealed the same 
pattern in free fiber and in fiber associated 
with penhn base (Fig- 7A, B). In addition 
digestions of native penton and fiber bj  
earboxypeptidase Y (CPY) revealed that 
al1 the [14C'fglucosamine label was rehined 
in a 60 K species, i.e., in the CPY resistant 
a r e  of the Bber (Fig. 7C). 

These data seemed to indicate that the 
fiber protein was glycosylated on the same 
sites, whatever its state, Le., unassembied 
or assembled with the penton base. The 
CPY digestion pattern a h  revealed that 
the glycosylated sites were lolcsted a t  a 
distance of a t  least 20 amino acid residues 
upstream from the C-end. Al1 these results 
suggested that the fiber protein was gly- 
cosylated i% vivo independently from its 
assembly with the penton base, and that 
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the carbohydrate units were not directly 
inmlved in this binding. 

C o o r f m  Evdutim of the F&w dur- 
irrg Its Ammbi2/ with the Pmtm Base 

Agurembly of penton base and fiber in 
vih.o resulted in the exposure of additional 
antigenic determinants at the surface of 
the fiber protein. This was evidenced by 
two-dimensional immunoelectrophoresis 
(Fig. 8). Antigenic determinants carried 
by the free fiber were ail contained in the 
penton base-combied fiber, whereas the 
latter possessed extra antigenic sites vis- 
ible as a precipitin line not present in the 
free fiber (Fig. Ba, line 4). The antiserum 
u d  was an antipenton serum, Le., an im- 
mune serum raised against the completed 
penton edifice. Nowever, a certain degree 
of spontaneous dissociation of penton into 
h.ee penton base and free fiber was con- 
sttmtly observed (Boudin and Boulanger, 
1981). 

This finding was somewhat unexpected 
since assembly of the fiber with the penton 
base should mask antigenic determinants 
carried by the portion of the fiber involved 
in the binding site. This suggested either 
(i) that the three-dimensional conforma- 
tional changes which oceurred in the fiber 
protein upon its binding with the penton 
base were drastic in cornparison with the 
m u l t  of the masking of antige85 a t  the 
binding site, OP (ii) that the Gterminal 
portion of the fibr ww wwkly antigenie 

Adenovims fiber isolated from the cel- 
lular pool of H2 WT soluble components, 
and penton base from fiber-defective mu- 
tant H2 ts-125-infected ce11 extracts were 
found to be capable of assembly in vitro 
over a relatively broad range of pHs (5.5- 
9.0) and of ionic strengths (0.05-1). The 
extent of assembly of penton base and fi- 
ber to form penton was estimated by two- 
dimensional immunoelectrophoresis. The 
penton base-fiber complex obtained was 
not the result of nonspecific interactions 
or wgregates between the two virus corn- 

ponents but was a legitimate assembly of 
penton. This was evidenced by electron 
mimcopy, immunological reactivity, sedi- 
mentation behavior, isoelectric foeusing, 
hemagglutination properties, and resis- 
tance to exopeptidase digestions. 

l'ha assembly of ths penton base with 
the fiber appeared to be a reversible re- 
action. To determine the affinity constant 
for fiber and penton base, increasing 
amounts of ["maline-labelctd fiber were 
reacted in witn, with a constant concen- 
tration of cold penton base, and penton 
thus assembled immunoselected by anti- 
penton base antibody ont0 S t a p k y 1 0 ~ 0 ~ ~ ~ 9  
aureus protein A. The reaction velocity 
(V) was expressed as a function of the fi- 
ber concentration [FI considering the fiber 
as the substrate and the penton base as 
the active molecule with its binding site. 
A double-reciprocal plot 1/ V versus lm] 
yielded a straight line intercepting on X 
mis a t  - l / K p  The mean value for KD thua 
obtained, of 2 x lQW7 iW in terms of fiber 
molarity, implied a high affinity of the 
penton base for the fiber. However, the low 
dissociation constant was probably not 
suffieient to explain why fibers were not 
r e l d  from virions upon storage in di- 
luted solution. As previously suggmted 
(Boudin and Bouianger, 1981), pentons 
might be more stable as virion incorpo- 
rôted than as soluble cspsomers. 

Attempts were alsa made to determine 
the dissociation constant KD by incubating 
labeled penton base with unlabeled fiber 
and immuiloselection by an antifiber 
serum. The inconsistency of the results 
obtained by this method led us to examine 
the fate of penton after reaction with an- 
tibodies directed toward the fiber or to- 
ward the penton base. I t  was found that 
the penton was dissociated into penton 
base and fiber when reacted with antifiber 
antibody, but not with antipenton base 
antibody (Boudin and Boulanger, 1981). 
The dissociating effect was more pro- 
nounced with subgroup-specific antibody, 
which is thought to react with the anti- 
genic determinants carried by the shaft 
portion of the fiber (Noorby, 1969; Pet- 
tersson and Philipson, 1968; Norrby, et d,  
1969). These findinm suggested that the 
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adenovirus fiber could be miniified in its 
three-dimensional structure upon anti- 
body binding, and that this conforma- 
tional change was critical for the stability 
of ita binding with the penton base (Bou- 
din and Boulanger, 1981). 

D i i t i o n s  of ftber and ol penton by car- 
boxypeptidw suggested that the fiber in- 
teracted with the penton base via its C- 
terminal end, and that this C-end lied op- 
posite the terminal knoh. The binding site 
on the fiber molecule seerned to involve the 
20 last amino acids of the sequence and 
liiely not the carbohydrate units located 
further toward the N-end. Assembly of 
penton base and iiber in vitro resulted in 
the exposure of additional antigenie de- 
terminants a t  the surface of the fiber pro- 
tain, rather than in the disappearance of 
antigens masked by the penton base (Fig. 
8). This tesult implied a significant con- 
formational change of the fiber after its 
binding with the penton base. This con- 
firmed previous data suggesting that the 
vertex subunits of denovirus were made 
of flexible and maileable proteins, suscep- 
tible to undergoing three-dimensional 
modifications during virion asmmbly, vi- 
rion maturation, and antiboày binding 
(D'Halluin et ui, 1980, Boudin et aL, 1980, 
Boudin and Boulanger, 1981). 

The C-terminal portion of the fiber ap- 
peared highty consenrai throughout the 
a&enovinis wmtypes sinca chimerie pen- 
tan couid be formed in vitro by assembly 
of pentua base and fiber trelonging ta dff- 
f m n t  serotgpes, of the s m e  subgmup 
(Qqw 2 and 5), and of diBrnent subgroup 
(serotypes 2 and 3). The recognition s ik,  
a t  ieslst in its three-dimensional structure, 
was therefore group specifle, aad not type 
speeific. This rssult was coftifrmed by the 
omirrence of viable tg+ intememtypic re- 
combinants, in which the fiber and p e n t ~ n  
bglre genes belonged to each one of the 
pucntal wrotypm (Mautner, personal 
communication; D'Halluin et d, 1982). 
Thos a stabie chimeic penton cauld occur 
in vivo zrs we1l as in iravitro. 

The m e n t  determination (HeriPlsé et a l ,  
1%1) of the amino acid sequence of the 
fiber will permit a three-dimensional re- 
construction of its C-end responsible for 

the assembly with the penton bwe. The 
relative: pH and ionic strength indepen- 
dence of the assembly, and the action of 
the detergents suggested that mostly hy- 
drophobic bonds were involved in this 
binding. 
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Crystals of the fiber protein of adenovims type 2 have been gmwn. Analysis 

of these crystals (type l crystals) showed that they were composed of fiber 

polypeptide with a lower apparent molecular weight (60K) than that of the 

soluble or virion-incorporated fiber (62K). N-terminal sequencing revealed that 

me fiber polypeptide chain of 60K was cleaved at tyrosine 17 from the N-end. 

The C-terminus rernained intact. Assays with protease inhibitors suggestsd 

that the spontaneous cleavage of the fiber occumng upon its crystallization was 

due to a cellular, calcium-dependent, chymotrypsin-like protease CO-purifying 

with the fiber and activated during hydroxyapatite chromatography. 

Crystallization of fiber purified in the presence of chymostatin provided crystals 

of a different structure under the electron microscope (crystals of type II), and 

compossd of 62K fiber polypeptide units. The 62K fiber from the type 11 cystals, 

as well the 62K fiber isoiated from infecte6 cell extracts were capable to 

-04 ;e lr i penton base in Wim to fom penton capsorner. The 6OK fiber has 

bst this caoacity, suggesting that the N-terminus of the fiber is involved in the 

ng wil the penton oase. The accessibility of the N and C-termini of the 

fiber inside the penton structure was probed by anti-peptide sera after limited 

proteolysis. The resuits are consistent wfth a polarity of the fiber in which its N- 

terminus is in contact with the penton base, the C-terminus being distalfy 

oriented, thus confirming the model proposed by Green et al. ( EMBO J. 



INTRODUCTION 

Adenoviruses are a family of icosahedral viruses. One of the capsid 

proteins, the fiber, is responsible for the attachrnent of the virus to the celt 

receptors (Hennache and Boulanger, 1977; Hennache et al., 1979; Svensson 

et al., 1982). it is non-covalently linked to another viral protein, the penton base , 

located at each of the twelve vertices of the icosahedral capsid on a five fold 

symmetry axis. In electron microscopy the fiber appears as a rod-like structure , 

whose length varies with the serotype , teninated by a knob of about 40 A in 

diameter. Adenovirus type 2 fiber is 270 A in length and its polypeptide unit is 

formed of a chain of 582 amino adds giving a molecular weight of 62,056 

(reviewed by Pettersson, 1984; Philipson, 1983). Analysis of the sequence 

reveaied a 15-residue motif , repeated 22 times from residues 43 to 400 . 
Green et al (1983) have proposed a model in which this raspeat unit would 

constitute the shaft of the fiber (210 A). In Mis modei the N-terminus of the fiber 

is in contact with the penton base. This is In ccntrast to the potarity of the fiber 

previously suggested ( Boudin & Boulanger,1982), and based on the analysis 

of in vitro assembly of fiber and penton base after different carboxypeptidase 

treatments. 

Recent studiss of the stoichiometry of fiber and penton base polypeptide 

units within the virion and the penton (Boudin & Boulanger, 1981 ; Boudin et ai., 

1979; Van Oostntm & Burnett, 1985) and recent crystallographic data (Devaux 

et a1.J 984; and unpublished data) raise questions as to the validity of the 

dimeric model proposed by Green et a1.(1983). A trimeric nature, consistent with 

previous sedimentation and electrophoretic analysis (Boulanaer & Devaux, 



1 983; Lemay & Boulanger,1980; Sundquist et a1.,1 973), might thersfore be 

reconçidered, as well as its polanty. 

In the present study we have anafyzed the limited proteolysis of the fiber 

which occuned "spontaneously" during the crystallization process. Sequenci ng 

of the protein termini was performed and studies with various proteolytic 

enzymes and specific inhibiiors led to the charactentation of the cleavage site. 

Comparative analysis of in vitro interaction of the cleaved and intact fiber with 

the penton base and immunological studies using antipeptide sera, indicate 

that the N-terminus of the fiber is in contact with the penton base, and that tha C- 

terminus has a distai orientation with respect to the virus capsid.The previous 

assignment of the C-terminus for this contact was based on the inhibition of the 

fiber-penton base interaction by treatment of the fiber with carboxypeptidase Y 

(Boudin & Boulanger,1982). We demonstrate by enzymatic and immunological 

studies that commercial preparations of carboxypeptidase Y are contaminated 

by an endoprotease which also cleaves the fiber at tyrosine 17 . 

"*;@ MATERIALS AND METHODS 
04,, , 

..%,A 

Ki3 4 ~g in suspension 

were infecteci by adenoviws type 2 for 40 h and then harvested a ~mcessed 

as previously described (D'Halluin et al., 1978) . Fiber was punfied fmrn the 

. pool of cellular, non-assembled vital proteins, according ta the th1 l stea 

procedure of Boulanger and Puvion (1973) with minor modifications. The 
l source of adenovirus fiber and penton was Freon extracts from adenovirus 2 

wild type-infected cells. The source of penton base was Freon extracts from 

HZtsl25-infected cells, maintained at the non-permissive temperature. H2ts125 

is a fiber-defective mutant which accumulates unassembled penton base at 



39.5% (Boudin & Boulanger,1982). The Freon extracts were precipitated with 

ammonium sulfate at 55% saturation and the precipitate was chromatographed 

on a DEAE-Sepharose column squilibrated with 40 mM Tris-HCI buffer, pH 

7.65. Elution was performed using a linear NaCl gradient. Fiber eluted at 70 mM 

NaC1 , penton base at 170 mM and compiete penton at 130 mM. Penton base 

and penton were used directly after DEAE-Sepharose chromatography. Fi ber 

was further purified by chromatography on an hydroxyapatite (HAP) column . 
Fiber was eluted at 65 rnM KCI .Its crystallization was performed by the hanging 

drop method (Devaux et al., 1984). 

2.Polvwlamide ael eledro~horesis (PAmProte in  samples were denatured\ 

with SDS and 2-mercaptcethanol and polypeptides analyzed on a 13% (w:v) 

acrylamide, O.OB%bis-acryfamide slab gel overiaid by a 5% acrylamide, 0.1 3% 

bis-acrylamide stacking gel, in the discontinuous buffer system of Laemmli 

(1970). All gels and buffers contained O.lYo SDS . For analysis of proteins 

under 
- 

jenaturating conditions, samples were dlssolved in 62.5 mh. - J- 

HCI p' 6.8 containing 10% glycerol and electrophoresed in a 5% (v ) 

acrylamide, 0.1 3% bisacrylamide slab gel overiaid by a 3% acrylamide, 0.75% 

bis-acryiamide in th8 same buffers as above, but without SOS. 

3. Proteln 1- 
. . 

Electrophoretic transfer from SOS-potyacrylamide 

gels to nitrocellulose (NC) membranes was performed in 0.025M Tris-glycine 

pH 8.3 ,0.05% SOS and 20% methanol , at 36 Voîts and 4% for 6h. After 

transfer, the NC bbts were soaked in phosphate buffer saline (PBS) containing 

5% non-fat dry milk (Johnson et al. 1984) and 0.05% Tween 20 (PM1 buffer) for 

2h at 200C , then incubated with a 1 :500 to 1 :1,000 fold dilution of anti-serum for 

1 h in PMT. Unbound antibodies were removed by extensive washing with PMT 

buffer and bound antibodies were detected by reaction with 3%-methionine- 



hbeled protein A (2 uCi /IO0 cm2 of NC) and autoradiography, or by 

peroxydase-labeled goat anti-rabbit IgG antibody (Institut Pasteur, Paris) and 

diamino-3,Tbenzamidine tetrachlorhydrate-H202- 

4. Pebtides a n d d e  sera The N-terminal tndecapeptide met-lys-arg- 

ala-arg-pro-ser-glu-asp-thr-p he-asn-pro, and th8 C-terminal dodecapeptide thr- 

asn-ser-tyr-thr-p he-ser-tyr-i le-ala-g In-g lu were synt hesized by a solid phase 

method (Merrifield et a1.,1982). They were purified by gel filtration and 

preparative reversed phase high performance liquid chrornatography (HPLC), 

then conjugated to lysylated tetanus toxoid and injected subcutaneously into 

rabbits (Beachey et a1.,1984 ). 

5. Determination O 
. . 

f the N-terminal seauence. The N-terminal sequence was 

performed by automated sequential Edman degradation. PTH-aminoacids were 

identified by HPLC. 

6. Detemination of the C-teminal se-. 5nM of soluble, undigested fiber 

and 5 nM of fiber dissolved from the crystals in 0.2 M N-ethylmorpholine 

acetate, pH 7, were dialyzed against the same buffer and incubated at 37% for 

30 min, I h  and 2h with carboxypeptidase A or 6 (ratio enzyme: substrate of 

1 :40). All carboxypeptidase solutions were dialyzed against incubation buffet 

before use to rernove possible traces of free arnino acids. Undigested proteins 

were precip" ted by glacial acid acetic.The liberated amino acids were 

identified by 2D-thin layer chromatography (TLC) in the following conditions. 

First dimension : 2-propanol / 2-butanone / IN  HCI (60:15:25), second 

dimension : 2-methyl 2- butanol / 2-butanone / acetone / methanol / 0.885M 

ammonia solution / H20 (50:20:10:15:5:15). Revelation: 1 % ninhydrin, 

0.1 O/ocadmium. 



7. groteolytic disestinns, Assays with different enzymes were conducted at 

370C in 10 mM sodium phosphate pH 7.0 far various lengths of time, as 

detailed in the figure legends. Carboxypeptidase A, diisopropyl 

fuorophosphate-treated carboxypeptidase A (CPA-DFP) , carboxypeptidase 8 , 

trypsin, trypsin-TPCK and chymotrypsin were purchased from Sigma Products, 

Carboxypeptidase Y, from Pierce Chemicals. Protease inhibitors: pepstatin A, 

leupeptin and chymostatin (Sigma Products) were used at a concentration of 25 

ug/ml (Umazawa, 1976). 

RESULTS 

1 Ç h a f ~ o v i r u s  c- . . 

Adenovinis 2 fiber was purified from the cellular pool of viral components, 

as described in Materials and Methods. This unassembled fiber is referred to as 

"soluble" fiber. It was processed for crystallization immediately after purification. 

Crystals appeared in 3 to 10 days at room temperature (Devaux et al., 1984). 

They were washed threa 1 es with 10 mM - osphate at pH 6.1 (th 

crystallization) in order to e inam uncrystaii~zea material, centrifuges tc 

at 10,000 g, and d red in 10 mM Tris-HCI pH 7.5. Freshly isolated soluble 

fiber, fiber dissolved from crystals (this latter one being referred to as "crystai" 

fiber), and fiber incorporated into the virions were comparatively analyzed by 

SOS-PAGE (Fig.1A). Freshly purified soluble fiber (as well as fiber maintained 

frozen at -200C) migrated with an apparent molecular weight (MW) of 62,000 

(62K) in an SOS-gel, as did the fiber dissociated from the vinas. This value was 

in agreement with the molecular weight calcuîated from the sequence (62,056). 

In contrast, fiber dissolved from the crystals migrated with a lower apparent MW 

of about 60,000 (60K). 



In order to determine whether this difference of migration corresponded to 

a cleavage of the polypeptide chain, and if so, at which terminal end, the crystal 

fiber (60K) was electrophoresed in an SDS-polyacrylamide gel, electrically 

transferred on an NC membrane and analyzed with two different antisera. One 

was raised against a synthetic tndecapeptide conesponding to the sequence of 

the N-terminus of the adenovirus type 2 fiber (anti-N serum); the other one was 

directed towards a synthetic dodecapeptide corresponding to the C-terminal 

sequence ( anti-C serum). Figures 1 B and1 C show that the 62K fiber reacted 

strongly with both ônti-N and anti-C sera, whereas the 60K crystal fiber gave 

only a positive reaction with the anti-C serum. 

Automated Edman degradation of the 6OK crystal fiber gave tne toriowtng N- 

taminal sequence: asp-thr-glu-thr-gly-pro-pro-thr-val-pro (data not shown). The 

cornparison with the sequence of the adenovirus type 2 fiber placed without 

ambiguity the beginning of the N-terminus of the crystal fiber (60K) at asp 18: 

acety l---ser-glu- - thr - -a ro-vai-&r-ar@17)- 

asp-thr-glu-thr-gly-pro-pro-thr-val-pro. A cleavage has thus occuned at the 

tyrosyl-aspartyl bond at position 17, fernuvin$ an N-terminal h@.ptadcaapeptide. 

Kinetics of enzymatic degradation of the C-terminus from the 62K soluble 

fiber and from the 60K crystal fiber were difficult to obtain. However, 20 TLC 

analysis of the carboxypeptidase A hydrolyzates showed similar patterns of 

überated amino adds for both soluble fiber (62K) and crystal fiber (60K). The 

main spots found were: glu, gin, ala, ile, ser, phe, tyr (not shown ). The C- 

terminal sequence of the Rber is: thr-phe-ser-tyr-ile-ala-gln-glu (Pettenson, 

1984). No amino acid appeared after incubation with carboxypeptidase 8 which 

preferentially liberates the basic residues. In spite of its large specificity no . 

detedable digestion was obtained with carboxypeptidase Y. 



The fiber processing occuning during crystallization was studied in the 

absence or in the presence of various pmtease inhibitors. Solutions of freshly 

purified soluble fiber were left at room temperature for several days and 

analyzed by SDS-PAGE. After 48h, up to 50% of the fiber was cleaved into a 

60K product . After 72h, ail the 62K was converied into 60K (not shown). The 

degradation time varied greatly from one preparation to another.The conversion 

of 62K into 60K occurred at the same rate in the presence of leupeptin (a 

trypsin inhibitor) of of pepstatin A (an acid protease inhibitor), but was inhibited 

by the chymotrypsin inhibitor chymostatin. lt occurred at a slower rate in the 

presence of the chelating agent EDTA (1 mM), or when the temperature was 

kept at 40C. Sarnpfes kept at -200C for several months were not degraded . 

EDTA (7 mM) and chymostatin (25 ug/ml) were therefore added to al1 

buffers throughout the whole purification procedure, and in some cases HAP 

chmmatography was replaced by preparative isoslectric focusing (1EF). Using 

these conditions, the f i h i  remained intact (62K in SOS-PAGE), even when the 

solutions were ieft at room temperature for a week. Several types of crystals 

were obtained in wbich the fiber polypeptide migrated with an apparent MW of 

62K. One of these crystals (crystal of type II), processed for the electron 

microscopy, is shown in Fig. 2 B, and compared to a crystal of spontaneously 

deaved, 60t( fiber ( type I crrgstal; Flg.2A). 7n8 crystaf of cieavad fiber showed 

repeats of four planes of tightiy ppacked knobs, whereas in the crystal of 

uncleaved ..Jer, planes of knobs appeared in separated groups of two. Image 

anabsis is now being undertaken and will be presented elsewhere. 



ln order to reproduce the spontaneous cleavage, freshly purified fiber was 

incubated with different enzymes and analyzed by SDS-PAGE. The conversion 

62K->60K appeared with kinetics depending upon the enzyme used (Fig.lA). 

Chymotrypsin cleaved the fiber more rapidly than trypsin, and than 

carboxypeptidases A and Y. With TPCK-treated trypsin, the cteavage was 

greatly delayed. No apparent cleavage ocurred when carboxypeptidase Y was 

treated by chymostatin prior to incubation with the fiber, or when a DFP- 

carboxypeptidase A was used (Fig . 1 8). 

The different digested fiber samples were analyzed by immunoblotting with 

anti N-terrninub and anti-C-terminus serum. All bands migrating with a MW of 

60K reacted with the anti-C seturn (Fig.lC) , but failed to react with the anti-N 

sewm (Fig.1 B). This indicated that the N-terminus of the fiber polypeptide was 

degraded by protease(s) contaminating the commercial preparations of 

enzymes used here. Inhibition of the fiber cleavage by chymostatin suggested 

that the contaminating protease was a chymotrypsin-like enzyme. N4erminal 

analysis of the 60K fiber polypeptides resulting from the different enzyme 

cleavages, showed aspartic acid as the Pd-terminal residue. This again 

wnfirmed that a çhymotrypsin-like cleavage had a ~ c ~ r r e d  after tyrosine 17. 

In the virion the fiber is non-covalently bound with the penton base. When 

solutions of fiber and penton base are mixed and incubated under nsutral 

conditions, the two proteins may assemble into complete penton in vltm (Boudin 

and Boulanger, 1982). The in vitro association of different fiber samples with 

penton base was assayed by electrophoresis in a non-denaturating 

polyacrylamide gel . As shown in Fig.3, a band of complete penton appeared 



on the gel when undigested (62K) soluble fiber, or 82K fiber dissolved from a 

crystal (such as the one presented in Fig.28: crystal of type II ) were incubated 

with penton bage. When 60K fiber dissofved from anothsr type of crystal( type I 

ctystal; FIg.2A) was incubated with penton base, no assembled penton 

capsorner was d&ecîabIe (Fig.3, fane§). In adaion, none of the pfepamtfons of 

fiber which migrated with an apparent MW of 60K in SDS-PAGE were found to 

be capable to associate with the penton base to form a penton capsorner (not 

shown). 

4. &-de imm- of fifiberassociated with or d , s o c i a d  . . from 

The penton of adenovinas can be dissociated by treatment with 0.5% 

sodium deoxycholate (DOC) at 56% into its two subunits, the penton base and 

the fiber (Boudin et ai.,1979). Taking advantage of this property, the 

accessibility of the termini of the fiber associated with the penton base (as it 

exists in the penton) or dissociated from the penton base with DOC, was 

comparatively analyzed using anti C-terminus or anti N-terminus serum after 

incubation with carboxypeptidase Y (CPY). Intact penton and DOC-treated 

penton mmptea wre inaibated with CPY at 37% for ditferent lengths of tirne, 

then electrophoresed in SOS-PAGE and electrically transfened onto NC 

membranes. The blots were imrnunologically reacted with anti-C or antl-N 

serum. As shown in Fig.4, the anti-C serum reacted with th -3r from the 
- - 

untreated or aOC- treated penton with the sarne intsnsity (Fig, . 1). Whether 

the fiber is associated or not with the penton base, CPY did not digest its C- 

terminus. The slight decrease in the apparent MW of the fiber polypeptide 

suggested a cleavage occumng at the other end. This was confirmed by the . 

immunobiot with the anti-N senim. The fiber associated with the penton base in 



the penton structure showed a full reactivity towards the anti N-terminus senim 

throughout the kinetics of CPY digestion. Only after 24h of digestion (Fig.4, lane 

10) was observed a decrease in the fiber signal. In contrast, the fiber released 

from the penton base with DOC appeared to be degraded at a much faster rate, 

and the fiber signal was drastically reduced after 1 h of CPY digestion (Fig.4, 

lane 6). The fiber associated with the penton base was therefore protected 

against digestion with CPY which, in this set of experirnents, acted as an 

endopeptidase instead of as an exopeptidase. 

DISCUSSION 

Several preparations of purified fiber have been crystallized at room 

temperature. Fiber dissolved from these crystals was analyzed in SDS- 

polyacrylamide gels. Compared to the migration of virion-incorporated fiber, 

and of solubie fiber freshly isolated from cell extracts, the crystal fiber 

polypeptide migrated with a lower apparent molecular weight : 60K instead of 

62K. lmmunoblotting anaiysis showed that the 60K band did not react with a 

spnnific SB -ed against a synthetic peptide corresponding to the N- 
y;sT$f' 

.,a 

ter--'nus ot rne noer, out was fully reactive with a serum directed against the C- ,.b 

, *?*,iA 

,,.+Z- , "1 
t >4$v~<p 

terminus. Sequence analysis of the N-terminus of the 60K fiber dissolved from _' P t  . - 4 *:> 

type I crystals indicated that a cleavage occurred at tyr 17 during the 

crystallization process. When 60K crystal fiber was incubated in vitro with 

penton base, there was no detectable assembly of penton capsorner. 

The same processing of the 62K polypeptide chain into a 60K product could 

also be obsefved when solutions of purified fiber were left at room temperature. 

The conversion 62K--*OK was prevented by chymostatin, a specific inhibitor 

of chymotrypsin, or by EDTA. It was generally complete within 72h, but 



depended greatfy on the batch of infected cells and on the type of purification. 

Most of the time it appeared immediately after HAP chromatography. When HAP 

was replaced by another purification step (e.g. preparative isoelectrofocusing) 

or when purification was peffomed in the presence of a chymotrypsin inhibiior, 

or of a cheiating agent, it became possible to obtain, at room temperature, 

crystals in which fiber remained intact (62K), and capable of interacting in vitrr, 

with the penton base to form a penton structure. 

The conversion of 62K into 60K could also be reproduced by incubation of 

the fiber with different proteases (Fig.1). The rate of conversion appeared to 

be more rapid with chymotiypsin (2h) than with the other enzymes (24h at least 

for a complete desappearance of the 62K band ). This conversion did not occur 

when carboxypeptidase A was treated with DFP ( a serine-pfotease inhibitor) or 

drastically decreased when trypsin was treated with TPCK and 

carboxypeptidase Y with chymostatin . The commercial enzymes used here 

seemed therefore to be contaminated by a chymotrypsin-iike enzyme. This is 

weli-known for trypsin. Preparatkns of catboxypeptidase Y have afready been 

mported to contain an 

(Lee & Riordan, 1978 

(Carisen & Chridanse 

Ail ouf observations Bhowed that adenovinrs fiber purified by DEA 

Sepharose and hydroxyapatfte (HAP) gwffered ta deavage before and/or durin 

crystaiMzation at r o m  temperature . This occurred at tyrosine 17 from th 

terminus of the fiber polypeptide chain. Comparative analysis of the enz 

and "spontaneous" cleavage of the fiber strongly suggested that an e 

sensitive to chymostatin and to EDTA, probably a calcium-dependent, . 

chymotrypsin-like cellular protease, co-purified with the fiber and was activated 
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by calcium ions during WAP chromatography . The fact that we were able to 

obtain crystals composed of uncleaved fiber when HAP was omitted (type II 

crystals, Fig. 28) supports this hypothesis. The characteristics of this protease 

seem to significantly differ from those of the adenovirus-coded endopeptidase, 

a chymotrypsin-like, non metallo, serine protease (Bhatti & Weber,1979; 

Chatterjee & Flint, 1987). Fiber lacking its terminal end, and rnigrating as a 60K 

polypeptide in an SDS-polyacrylamide gel, was found to be incapable of 

assembling with penton base in vitro to form penton capsomer (Fig.3). 

lmmunoblot analysis of the fiber terrnini probed with anti-peptide sera showed 

that the N-terminus was protected from proteolysis when the fiber was 

associated with the penton base, as it is in the penton capsomer or the virus 

capsid (Fig .4). 

Ail the data presented here are therefore consistent with a model in which 

the N-terminal end of the fiber is in close contact with the penton base and 

plays a critical role in penton assembly. The previous assignement of the C- 

terminus for this contact was based on the inhibition of the association of the 

fiber with the penton base by carboxypeptidase Y (Boudin & Boulanger, 1982). 

However, we found that most of the commercial preparations of CPY were 

contaminated by an endopeptidase which cleaved the fiber ~olvoe~tide chain 

nsar its N-terminus, at tyrosine 17. This limited proteolysis made the -ber 

incapable of assembly with the penton base to form the penton structure. The 

polarity of the fiber deduced from the present work is in agreement with the 

orientation of the fiber shaft proposed by Green et al. (1983). However, the 

oligomeric nature of the fiber still remains questionable, and this latter model 

should be revised if the fiber is in fact a trimer. 
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FIGURE LEGENDS 

(A) Comparative electrophoretic migrarion in an SDS-polyacrylamide gel of 

enzymatically digested adenovicus 2 fiber . (lane 1): 60K fiber dissokd from a 

crystal; (Sanes 2,3) : control, untreated soluble fiber (62K) ; (4-1 8): soluble fiber 

samples incubated with: trypsin (T; lanes 4-6); TPCK-treated trjpsin (T-TPCK; 

lanes 7-9) ; chymotrypsin (Cl; lanes 10-1 2); carboxypeptidase Y (CPY; lanes 

13-1 5); and carboxypeptidase Y pre-treated with chymostatin ( CPY-CS; lanes 

16-1 8) during 2h (lanes 4.7.10.13 & 16), 5h (5.8.11.14 & 17) and 20h (6,9,12,15 

& 18). Virion polypeptides (V) were used as markers : (h): hexon ; (b): penton 

base; (f): fiber. Al1 incubations were conducted at 370C with a ratio of enzyme: 

substrat8 of 1 :IO. Coomassie blue staining. 

(B) Immunoblot analysis of fiber samples. probed with semm anti-N-terminal 

peptide (B). (1): control, undigested 62K soluble fiber; (2-6): fiber incubated 

*th: C f  for 2h (2) and 20h (3) ; with CPY for 2h (4) and 20h (5) ; with DFP- 

treatod cw'boxypoptid~co A (CPA-DFP) for PQh [fi) ; ((7: WK ctyrtll fiber . 

(C) lmmunoblot anaiysis of (1) 62K soluble fiber, and (2.3) 60K crystal fiber . 
probed with senim ana-C-terminal peptide. Bound antibodies were detected by 

readion with 35s-methionine labeled pmtein A and autoradiography. 

Electron rnicrographs of crystals of u ncleaved and N-terminal cleaved fibers. 

(A): Ctystal of type 1, corresponding to N-cleaved fiber 60K (as shown in Fig.1. 

lane 1). (B): crystal of type II, composed of uncleaved 62K fiben. Microcrystals 



were gently chished , deposited on a carbon-coated gnd and negatively stained 

hv 1% uranyl acetate. Grids were examinated in a Jeol 100 CX electron 

microscope operated at 80 kV. 

In vitro association of penton base with different fomis of fiber assayed by 

electrophoresis in a non-denaturating polyacrylamide gel. (lane 1): adenovirus 

2 major soluble capsid componsnts; (h): hexon; (b): penton base; (f): fiber ; 

and (p): penton capsomer. (lane 2): penton, ( lane 3): penton base, and (lane 6): 

soluble fiber, al1 of them purified from the cellular pool of viral material; (lane 7): 

60K fiber dissolved from a type 1 crystai; (lane 4): 62K fiber dissoiqed from a type 

II crystal. Soluble and crystai fiber amples shown in lanes 6'4, and 7 were 

incubated with penton base sample (as in lane 3) in neutral conditions, as 

described elsewhere (Boudin & Boulanger, 1982). The incutibation mixtures 

were anaiyzed in lanes 8 (82K soluble fiber + penton base), 9 (6OK crystai fiber 

- lenton berse), and 5 (62K iystal f i b r  + penton base). Cornpiete assemblv of 

penron occurred wil' lhe 62K crystl ' -' partial assembly with the 62K 

soluble fiber. No detectabie h 6OK fiber (lane 9). Note 

thaf the soluble 62t be -5)  appeared as a di se band, consistent with the 

observed hetemgeneity in pl, and that the 60K crystal fiber (7) presented a. 

faster migration due to the loss of one positive charge from the N-end. 

Caomassie blue staining . 

Western blot analysis of carboxypeptidase Y (CPY)-treated fiber associated or 

dissociated from the penton base. Intact penton (A and B) and penton 

dissociated by 0.5 % sodium deoxycholate (Dm) for 90 sec at 56% (C and D) 



>, , .J ,  ?A J $&$, ++ 

b were incubateci W h  CPY du"g 0.2.5, 10, 30 min, 1.2.4. 6 and 24h at 37% 

)&b(lanes 1-10). with a ratio enzyme: substrate of 2X.  and analyzed by SDS- 
+!$di 

*>q' ?'PAGE and irnmunoblotting with anti-N-terminal serurn (A and 6) and anti-C- $@ a ri; 

terminal serum (B and D). Adenovinis proteins are in lanes 11. Fibsr-bound 

antlbodies were detected by peroxydase-laoeled anti rabbit Igu antibod 
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ANNEXE 4 



Influence of the state of denaturation on the migration of 
adenovirus type 2 structural proteins in sodium dodecyl 

& m e M o U I * *  sulfate polyacrylamide gels .233, CNRS UAC 114, 

The changes in the migration of adenovirus type 2 structural proteins in sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gels following various denaturation conditions or 
periods have been studied. Several factors such as proteolytic cleavages, disulfide 
bridges, carbamylation or residual charge effccts which could lead to alter& migra- 
tion were screened. Resistant high order structures sensitive to the action of urea 
might cause these variations. A likely relationship between the difference of apparent 
rndccular weight, frictionai coenicient and hydrophobicity has been atablished. 

were soon reportai. For example, glycosylation 141, phos- 
phorylation 151 or hi& proline contents [6,71 were claimd to 
alter the migration of proteins during SDS-PAGE. Mord- 
over, single amino-acid substitutions can influence the mobii- 
ity of SDS-protan complexes 171. A fine analysis ~f such sub- 
stitutions has b m  made for instance with the ceiluiar onca  
gene ras (81. In a previous report [91, a single amino acid sub- 
stitution was described for the fiber protein of the adenovirus 
mutant Ad2 ts 125. The resulting effect is a shift down of the 
apparent molecular weight from 62 000 to 59 500. Confor- 
mational changes were evokcd to explain this resulting abnor- . 
mal SDS-gel pattern. In order to examine further the influence 
of resistant secondary structures on the mobility of the f iba  

SDS, sdim dodocyl sulfa: p ~ ~ e ,  poiy-gcl protein of adenovirus type 2 (Ad2) proteins, different meth- 
; AâZ, odmavi type 2 ods of protein denaturation were used prior to SDS-gel 

3 113-(W3S/66/o101.Ou)97 SûUO/û 



aaiysk The Pl twaW of mability wfwe rsootded and a 
possibk re1atbnstûp whkhlinks the ohanges in apparent mo- 
lmlar *fit to the frictionai caffcjent and the hydro- 
phobieity was dsdltGed. 

Ad2 partides w ~ t e  produccd in suspension cultures of KB 
ds~rolwnMJokfiL:mfIsdEagls-Tbc*weff 
purif i  as pviousiy dwcrlbai [ IOL V i  fiber protein war 
isolated from the pool of solubie antigms according to Bou- 
langer and Puvion I l  il. 

2.2 UniPorm WKng of virai proteins 

ïhis was achieved by addimg 1 ~iCi of ['*C]sodium formiate 
(specific activity 50-60 mCi/mM, Amersham, UK)permLof 
infected cell cultures for 15 h at 15 h post-infection. 

Unkss otficmiae sttttcxt, sempies wem disûcdvcd in an equal 
vohi- of a buffet fiade of 0.01525 M Th-HCi, pH 6.8, opn- 
trining 6 M ma, 5 % SDS, 10 % 2-mcrcaptoethanol and 
0.005 % Bromopitenol Blue and htated at 100 OC for various 
puiods as mentionmi in the text. This bu@' will be furthçr 
rdmcd to as standard somple buffw. PolypyHides were an- 
dyzed in SDS-containiqj 17.5 % polyanyiamide resolving 
gels (acry1amidJbisacrylantide ratio of 50:0.235) in a BiO- 
Rad Mode1 220 slab gel cell. The stacking gel was madeof 9 % 
a o r y b i c k  g4 (mryM-wryi& ratio of 50: 1.33). 
The discontitisous Mer systm of Laemmlf 131 wsr u3ed 
The gels were stained with Caomassie Brillinnt Blue (Serva 
Blue, R-250). Qied under vacuum and exposai to Kodak 
Xdmat S film. Molocular woight standards went the adcno- 
virus type 2 polypeptides as describcd by Anderson et uL [ f 21 
or for higher molecular weights by the use of the high molccu- 
lar weight calibration kit of Pharmacia, containing thyro- 
globulin (330 OOOX ferritin, half-moiety (220 OOO), albumin 
(67 OOO), catalase (60 OO), lactate dehydrogehase (36 000), 
ferritin (1 8 500). 

8 
a b e d  

24 ù.8 h4 h 1 band30 minu37 ~ ~ ( ~ w r a t o e ) i a t b e r a a d u d & ~ h k i f f % r ( ~ ~  2.3)&r2 aiiabaiIingpaiod(b) ~iraiput*krincubuedu 
100 OC for 2. 5. 15 and U) min in the slandard rampie Mer (lana 8 to d). SDS-PAGE in r 17.5 %gd. V.  indic- viral p.nicies dcnatured for 2 min ai 
100 O C  in the sampie buffu (standard conditions). 25.27.53 and 80 Kd (Kd stands for kibdaiton) kdiiak new protein b d s  appcsring upon dcnatura- 
tion. 



2.4 A d y d d  SDS-PAGB la UIW g t d h t  proteins (henon. penton baseor fiber), W e s m  Moas were per- 
formed. Virus particies were dtnatured for 2 min at 100 OC, 

Viral proteins heatdmatured for 2 min at 100 OC in thestand- further incubated for 48 h at 37 OC, electrophonsed on SDS 
ard sample buffcr were analyzed in 15 % acrylamide gels con- gels and blotted ont0 a nitroalfulose sheet. The Western blots 
tainmg a 0-8 nir urea gradient oriented in a perpendicular were incubated as d«cribed in Section 2.5. No proxidase 
direction with regard to the electrophoretic field (reviewed in label was sccn atthelocation of the bandscorresponding to the 
I 131). The sampk was loaded al1 aiong the top of the gel. 53 000.27 000 and 25 000 apparent molcniiar weighl zones 

(net shown). This suggested that no cross-reactivity cxists 

2.5 ProCrln b W 8  between these bands and the major components of the virai 
ca~sid but it cannot be exciuded that the sera raised aeainst 
thé three major structural proteins are unabk to rec&Iire This was &ne according to Towbin et al. 1 141. Westan blots 
CbaVaae prodw of "îhe idantifICBtion 

wcrc incubatecl wEth &bit  sera raised against fibirr, haxon w of the 27 000 and 25 000 mokular 
penton base, fO'lOwed by incubation with a horseradish bands will be dicwsed !ater. Morcover, the same alterations 
peroxidase conjugate diected against rabbit immunoglobu- of the clectrophoretic wen obOCiIred for 
lins and then developed by 3,3' diaminobenzidine tetrahvdro- &naturd for min at 100 OC in the standard sampte bufer 
chloride in presence of hydrogen peroxide 1141. and incubated at 37 OC for 48 h in the presence of protease in- 

hibitors such as phenylrnethylsulfonyl fluoride (PMSF), 
2.6 Hydropt~oMcity cdcutaBw N-tosyCL-phenyalalanine chloromethyl ketone (TPCK) or 

ethyleneglycol-bis-fi-aminoethy1eth~-N,.',' tamacetic 
Values were obtallted fmm the data furnished by a corn- acid (EGTA). Thus, the.53 000.27 000 and 25 000 apparent 
p u t e e d  version (prowam u ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ w ,  p. bmay, un- molecular weight components w ~ l d  not be the result of a 
published) of the Kyte and Doolittle algorithm [ 151. proteolytic cleavage of virion components. 

log mobility 

Virus particles wen Mal for 2 min in the sîmdud scunple - 
M e r  and fwther incubated fw 30 mia. 1 h, 4 h, 8 h and 24 h IV 
at 37 OC bcfare being loaded onto SDS geL A sligtit modifica- - 
tien of the mobility of the hexon (polypeptide II 1121 and pen- 
ton base (pdypeptide III) was observed after a 24 h incuba- 
tion patloa as wcil as the disappearilllce of the fiber polypep 
tide (IV) Fie. iA, loncw a-c). Three new ban& d apparent 
molocular weight of53 000,25 000 and 27 000 were seen. The 
mobility of polypeptides IlIa, VII, VI11 and IX remiined un- 
changecl under the same eo8ditio~. These dianges were not 
obsewed when virus particles were incubated at 37 OC in the 
standard sampk buffer without previous boiling (not shwn).  
Mis phenornenon might be speeded up by operating at high 
tamperature (viz. 100 O C ) .  Virus particles were boiled for 2.5, 
15 and 30 min in the standard sample buffer before they were 
rrui on SDS gels. After 5 min at 100 O C ,  the 62 000 band cor- 
mponding to the fiber polypeptide disappeared and bands of 
33 000, 25 000 and 27 060 apparent molecular weight ap- 
pcared. The intensities of bands corresponding to proteins V 1 , 
and V I  were reduced (Fig. 1 B, lane b). ARer 15 and 30 min at 
lm T, the changes were more pronounced, i. e. polypep- 

"-,, II 
&es IV, V and VI disappeared whereas new bands of 80 000, i 
53 000 and 27 000 appeared. Variations were also observed in 
the migration of polypeptides II and III. Again, polypeptides 
iilr Vil1 and IX retaiaed the same clectmpharetic mobiiity f-1' . 1 

(Fi 1%, tanes c, d). 7.6 10 12.5 16 

% aerylamids 
u P d b h B * t a c r  taaued ~ 2 . V u i u i o e o T ~ y d t h t * i a t ~ S n 7 $ % , 1 0 % i 2 ~  96 

and 15 % SDS-acrylamide gclùk(-) Dmrturation tlms:2 minu 100 % 
33.1 ~~~ the standard sampie buffa. [. a) LbWumtion timc: 30 min at ICI0 a: 

in t h  tt.iidpnlrrinpk kifPcrr. (LU) polypeptida II; O 8)polyp(rpddc IU; 
TO dCtW&lC whbther the ban& a$p8&!tg at 53 e 2 7  000 (Qq&pepW Eir;(O *) Wyl)cptide IV; (O 0 )  polypeptide Vs(ff.3 
or 25 000 ware olnrvage producta of Ad2 major s t r u M  poiypepW VI. 



3.2.2 DWWebridp#l s aven prolein (161. This laneat relationship wrs effcctively 
obderved in our system hirith gdd rangfng fiom 7.3 to 1 S % in 

V i  p.rtkt# wav incuba& * 5 QW ~~ @y-* and haturadon times of 2 artd 30 min at 
(5 m~ W d  concentration) prior to htating at 100 fC. The 100 OC standard sade kffH ( ~ 1 ~ .  2). 
denaturation w k ~  (IUowed fo urmeed for 19 and 30 min u& 1 
a nitmgen atmosphru ~ e r e  &gain, the same aiterations oftha 
e l o c t t ~ e t i c  paftsrns were observed (not shown). 3 1 5  ~ a l ~ ~ m r e r  

Cyanaks are kmwn to be p m c ~  in cornmerciai urta pre- 
parath& CarbsmyWhn d e-ly& miduos migM w w  
during the denaturadon stcp and then &Ti& the decttopho- 
ntic pattern. TO avoid such a macation, the sample buffer 
was made with u1wawre uma u u r c h d  from Schwarz-Mann 
ICambridge, MA). 'claimcd t8 be free of detectable cyanates 
bv the suudier. Before its addition to the denaturation buffer. 
the freshiy' prepared urea solution was further deioniztd by 
treatment with a Dowex AG 501 x 8 mixed bed resin. 
Furthemore, poly-L-lysine (5 or 10 pg) was added to the 
sampie as acompetitor. In ali cases, whether a h  2 or 30 min 
of boiling, or with 5 or 10 pg poly-L-lysine added, the same 
aiîerations in the electro~horetic patterns were sten (not 
shown). 

As SWS in mobility were seen for Jome proteins foliowuig 
various p2otocds of denaturation, a rdduai charge effcct 
cannot be exclu& whkh would rtrkt the migration dthose 
proteins. If no charge effccts am involvcd, thon a lhew re- 
lationship is found when plotting the percentage of poiyacryl- 
amide ofthe gel ecsw thelogadthrnofthedisrancc covered by 

Urea gradient gel analyris: Vval particies m m a t  aenatured 
for 2 mia at 100 T in standard satnpk buffer and iuadai onto 
a 15 % acrylamide slab gel coataining a 0-8 M urta gradient 
&WiaWhomcivaotlan £131. Wnâlrrthesocofldi- 
tiens (Pie. 3X the filwt polypeptide IV ddtled above golypcp- 
tide IIIa and polypeptide V appeared as a doublet, as also 
polypeptide VI. 

Long tcnn denaturation of isolateci viral bands: In order to 
identify the newly appearing bands, viral proteins were k a t  
denanrred for 2 min at 100 OC and run on a 17.5 % SDS gel. 
Protein bands were excised from the gel and heated for 30 min 
at 100 OC in standard sample buffer beforeloading ont0 a sec- 
ond gel. This made it possible to confum that (i) polypeptide 
IV (fiber) shifted fom 62 000 to 80 000 apparent molerular 
weight; (ü) polypeptide V shiRad from 48 500 to 53 000; 
(ii) polypeptide VI shifted from 24 000 to 27 000. Huron and 
pcnton base proteins also shifted (Fig. 4). Additionully, this 
aaalysis rcveaîed that the fiber protein CO-migrated together 
with polypepfide IIIa a f t ~  a long incubation period at 37 OC 
or 5 min of boiiing in the sample buRer, thusexplainimg the dis- 
appearance of bis band from the gets shown in Fig. 1 (FIy. 4). 
Aftct proiongai W i  thk inttrmcdi.te bmd shifts to the 
80 000 apparent molecular wright band. Sunilarly, the 25 000 
apparent rnolccular wcight band corresponded to an interme- 
diate product of the deriaturation of protein VI (Fig, 4). 



A 
V a b c d f  g h i j k  I V  

b - Figure 4. IdcntiTÏation of the MW bands a p  
p e b s  upon long denaturation tirnea. (A)Hex- 
on II(loaeratod),pcnraabase III(lancsctoh), - and fiba IV (lancs i to 1). (B) C m  proiein V 
Qancs r to d). protein V I  (Isnes c to j) uid con 
protoin Vï I  (lana k, 1). Bands from a f i t  SDS 
gd were cxciscd .Rd trcatcd for vuying p i 0 6  

rS of time ss 100 OC in standard samplc MN. 
beforc being loadcd onto a rscond SDS gd. 
Boiüng tima:2min(A.hesa,e.i;B,iancsa,e. 
j);5min(A.b9~j;B.l~0ob,FI;I0mia(B,  
lamg); 15niin(A,hes~~k;B,Irnescth~30 
mui(A,loaerd,h, l;B,luit<&ik).V.vixd 
partich hkotdcnatured for 2 min an& 100 OC *I in the rt.ndud sampk buffcr. Arrowhcad 
points on the 25 000 f o ~ m  oîprotcin VI and ar- 

. rovrndicDuUlc27000.forniofihir~ 

85000 POKd + + + 

62008 80- + O Kd + + 

a) !hmpiea wcre incubtad fox 2 or 3 0  min at 100 OC hi an cqwi roftmio of naadud smpk buffer omittfal oar or tvo of the fiIb* 
compowtdr: 6 r um, 5 % SDS or 10 % 2-1nercaptwthaml. Abbmirrlo~: S B ,  rMbrd mpb buLT~r. Me, inaraptoethuiol: * Imtic;itcr 
r k m &  with an rppueat mobculu wawt  dmilu to cbu oôubed under ctradPrd axhiitbiu (SB. 2 min. 100°C); Kd, kihhlton. 

b) Apparent mdoculrr wcight nlm of Awtanon at ol. [12]. 



M. L C&-Baudin and P. m . y  

protcins: Standard sample buffers were made omitting 
m e  or two of the denaturing agents (viz. urea, SDS or 2-mer- 
captoethanol) and Ad2 particles were bailcd in these various 
buffers for 2 or 30 min in order to obtain only the highly 
denatured spies. The sainples werc &en anaiyzed on SDS 
gels. The mult* are summarized in Table 1. Urea and pm- 
longed boiling secmeci to bc the most important factors to a- 
c h i i  fdi d e n a t u r a b  of the viral polypeptides. 

Fiber protein: isolated fiber proteUi was denatured for 2 or 
30 min a& 100 "C in standard sample buffer omitting one or 
two of the tnree denaturing agents. The samples were loaded 
onw SDS gels (Fig. 5). When m a  alone was present in the 
sample buîïer a doublet with a?i apparent molecular weight of 
160 000 was seen which mny correspond to native fiber pro- 
tein; dso sccn, d e r  a 30 min boiling period, were bands of 
about 330 000 apparent molecular weight. These latter bands 
might correspond to fibn dimers or rggregates. These bands 
rcpresentcd rninor componcnts relative to the polypeptide 
band but these expcriments demonstrated the nccessity of the 
t h m  denaturing agents and long incubation time to attain 
:omplete degradation of the fiber oiigomer 

Theexperiments described herein show4 that 2 min of boiiing 
of several Ad2 proteins in a mixture of urea, SDS and 2-mer- 
captoethanol was not sufticient to destroy aii the structures of 
the moieculcs. Proteins IIIa, ViI, VI11 and IX did not secm to 
possess a strong structural orgmization but in protein VI1 a 
more resistant structure exists which needs a ureatreatment of 
2 min at 100 OC in order lo di~appear. On the other hand 
proteks II, III, IV, V and VI exhiblted vnriousdectrophoretic 
mobilities, and thus different apparent molecular weights with 
regard to theu level of denaturation. This was not due to 
residual charge effects (see Section 3.2.4 and Fig. 2) nor to 
proteolytic cleavages nor to chemical modifications (i. e. car- 
bamyiation or diulfide bridges) but appears to result frorn 
incomplete denaturation since (i) prolonged boiIing times 
(30 min), and (ii) the presence of m a  led to a variation in 
electrophoretic mobitity. Protein cleavages had been reported 
to occur during boilig prior to electmphoresis ( t 71. In our ex- 
periments, such cleavages do not setm to exkt since isolateci 
protein bands shift to higher values after long denaturation 
veriods. Howevtr, we cannot exclude th& a protein might be 
:leaved in the standard sample buffer and that its cleavage 

V a b c d e  f g h i j k I m n  

Fig#eS. M l o u o f v ~ ~ o a A b r r ~ ~ M k k l W 8 k r - h a u d c a i r p r c d i o r f  mio(hacr&crc>&ikm)œ30mb(luicsbd~.h 
j,Ln)at l û û % . T b o d a i i n u i i y ~ w a r e : ~ ~ ~ b  a,b);iBuidrrdumpk---iadbc.dXm 
~uaplabuthrWithouturt.~~&clwdud(~~iplbbfl~withoutunirror~brad~&h~ruadud~IckdfuuridiourSDS~~- 
crpto#h.nd anna i. j); amdard mpk M a r  wi(ha>t SDS (Imu k, t) rnd timdud smpk buflw without u m  nor SDS (IUHI mm a). V. ~~8 to 
virai pMicka âenrtd 100 O(; for 2 min in the st~tjnrd ampie budi, Arrampoi~ (0 hiiy cknetud f i k r w i d c  whwea wwhcads ind i ic  
native or dlmus or ~ e g a t c r  of the Fiba protein. Gel is 17.5 % with respect to acrylamide concentration. 



time at 100 OC in the somple Mer,  k acocnigentJ!f.thefric- 
tionai coefficient (values dlemay and Boulanger f 181) andH 
the hydmphobicity detcmhed on the basis dan 1 1 r d w  
scanning range [ 151. A smooth cura was obtained, except for 
the kxon (Fig. 6), thus confumingtheinhenctof the(a)sym- 
metry of a molecule and the hydropathic index of a protein on 

SZ its behavior on SDS gel. 
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ETUDE DE LA FIBRE DU MUTANT H2 t s  125 - 

(Annexe 5) 



A-  In t roduc t ion  

La f i b r e  d ' u n  mutant  d 'adénovirus : l e  H2 - t s  125, a la pa r t i cu ia r i t é  

d 'ê t re  constituée, même à température permissive ( 3 3 O  C l ,  de monom$res d o n t  la 

masse moléculaire appare r te  en gel  de polyacrylamide-SES est d e  59 ,s  K, soit 

d e  2,s K p lus  pe t i t e  que  celle du v i r u s  de t y p e  sauvage (D'HALLUIN e t  al., 

1980). Ce mutant  a été isoiS, dans n o t r e  laboratoire, p a r  G. MART!N e t  ses 

col laborateurs (1978), e n  t r a i t a n t  à l 'acide n i t r e u x  un stock d 'adénov i rus  de 

t y p e  sauvage. fvlalgré sa misra t ion  é lectrophorét ique anormale, l'assemblage d e  la 

base du penton avec la f i b r e  synthét isée à 33" C de ce mutant  e s t  inchangé e t  

le v i r u s  p r o d u i t  es t  in fect ieux.  Ceci s ign i f ie  que l ' in teract ion d e  cet te f i b r e  de 

59,s K avec les proté ines v i ra les ( te l le  que la base du penton)  ou  cel lu la i res 

( te ls  que  les récepteurs  nécessaires à : 'adsorpt ion v i ra le)  n'est pas per turbée.  

Cependant, les cellules infectées p a r  le  mutant  à température non  permiss ive 

( 3 Ç 0  C )  ne  synthét isent  pas d e  f i b r e  ant igén ique e t  I'assemblacje v i ra l  semble 

b loqüé au stade de par t icu les  interniédiaires v ides b ien  qu'il pers is te  une légère 

p roduc t ion  v i ra le  (D'HAELU I FJ e t  al. , 1980). 

La na tu re  d e  la mutat ion de la f i b r e  du mutant  H2 - t s  125 (subst i tu t ion ,  

délét ion)  a ins i  que ses conséquences possibles (changement de codon d ' in i t ia t ion  

ou d e  terminaison, nouvel  épissage, changement conformationnel d e  la pro té ine)  

o n t  été recherchées. En localisant la mutat ion e t  e n  déterminant l 'e f fet  p r o d u i t ,  

nous voul ions d é f i n i r  les conséquences s t ruc tura Ies  qui en résu l ta ien t  e t  

a t t r i b u e r  a ins i  à un domaine donné d e  la molécule une importance s t ruc tu ra le  

v o i r e  physio logique.  

Cet te étude a conf i rmé nos observat ions s u r  l ' inf luence d e  cer ta ines 

s t r u c t u r e s  secondaires s u r  la ' m i g r a t i o n  d 'une proté ine en g e l  de  

polyacrylamide-SDS. 

Dans ce t te  étude, la f i b r e  de l 'adénovi rus d e  t y p e  sauvage sera notée Fwt 

e t  cel le du mutan t  H2 t s  125 : F125. - 

5- Caractér isat ion biochimique du mutant  H2 t s  125 (Annexe 5) 

Puisque ce mutant  possède, même à 3 3 O  C, u n e  f i b r e  p l u s  cou r te  que 

cel le d e  l 'adénovi rus d e  t y p e  sauvage, nous avons recherché les causes 

possibies d e  ce t te  d iminut ion de masse moléculaire apparente. Nous avons 



d'abord émis l 'hypothèse que la mutation ava i t  fa i t  apparaître su r  le  DNA un 

nouveau codon d ' in i t iat ion ou de  terminaison. La comparaison des deux 

extrémités de la f i b re  du v i r us  sauvage e t  celle du mutant nous a permis 

d'éliminer ces deux hypothèses. En effet,  la synthèse in v i t r o  de ces protéines 

marquées à la prol ine suivie d'une analyse dans un séquenceur automatique 

d'acides aminés permet de re t rouver  la prol ine, dans les deux cas, aux  

positions 6, 13 e t  16. Ceci assure une ident i té de l 'extrémité N-terminale. 

L'identité des extrémités C- terminales a été établie par  les études de  digestion 

enzymatique par  les carboxypeptidases A e t  Y. Celle-ci sera confirmée pa r  

l'emploi de sérum anti-CTT e t  pa r  la séquence du gène de la fibre. 

L'analyse comparative des génomes du v i r u s  muté ou non à l'aide d'enzymes 

de  restr ic t ion élimine l'hypothèse d 'une délétion, celle-ci étant  déjà peu probable 

du fa i t  de l 'agent mutagène ut i l isé. Ce résu l ta t  est lui aussi confirmé pa r  la 

séquence du gène des deux f ibres. 

La f ib re  est une protéine glycosylée. Or, la glycosylation peu t  entraîner l 

des variat ions dans la migrat ion en gel de  polyacrylamide-SDS. Nous avons 1 

l 
vé r i f ié  l ' incorporation de  glucosamine radioactive dans la f i b re  du mutant. Celle- I 

l 
c i  semble normalement glycosylée. 

I l 

La f ibre est, comme la p lupar t  des protéines de s t ruc tu re  de l 'adénovirus 

2, N-acétylée. Ceci protège la protéine des dégradations protéolytiques. La 

f ibre du mutant est marquée de la même manière que celle d u  v i r u s  de t ype  

sauvage pa r  du (14c)-acétate de  sodium . De plus, pa r  des expériences de  

marquage bref ,  su iv i  de  chasse, le passage d'une forme 62 K à 59,5 K n'a 

jamais été mis en évidence. II est donc peu probable qu'une digestion limitée 

par  l 'une des extrémités soit  responsable de la diminution de  la masse 

moléculaire apparente. 

Le polypeptide FI25 est capable de  s'associer en forme multimérique ayant 

un coefficient de  sédimentation 6s. 

La nature ainsi que  la localisation précise de  la mutation d u  H2 - ts 125, ne 

pouvai t  alors ê t re  déterminée que pa r  la comparaison de la séquence de  DNA du 

gène des deux f ibres Fwt  e t  F125. La séquence de la f i b re  du v i r u s  de  t y p e  

sauvage ayant déjà été effectuée dans le laboratoire du Dr.  F. GALIBERT 

(HERISSE and GALIBERT, 1981 ; HERISSE e t  al., 1981), nous avons été I 
l 

accueillie dans ce même laboratoire pour  établ i r  la séquence du gène de la f ibre I 

i 



du mutant. Les fragments - Eco RI E (de coordonnées 83,6 - 89,8 su r  la car te  

génomique) e t  H ind III F (de  coordonnées 89,5 - 97,2) d u  DNA d u  mutant H2 - t s  

125 ont  été intégrés respectivement dans les plasmides pBR328 et  pBR322. Le 

gène de la f i b re  étant s i tué su r  le génome ent re  les coordonnées 86,l e t  91,2, 

le fragment - Eco RI E contient le début  du gène e t  le fragment Hind I l l  F la f i n  

du gène. La séquence a été déterminée selon la méthode de  MAXAM e t  GILBERT 

(1980). Deux mutations on t  été trouvées : la première transforme un codon C T T  

(correspondant à la Leucine) en un codon T T T  (codon de  la Phénylalanine) e t  

la seconde un codon GCT (Alanine) en un codon GTT (Valine). La seconde 

mutation faisant apparaître une séquence GT, signal de débu t  d ' in t ron lo rs  d u  

phénomène de  raboutage (Revue par  S. MOUNT, 1982), l'hypothèse d e  la 

création d'un nouveau site de  raboutage lors de la maturation d u  mRNA d e  la 

f i b re  F125, b ien qu'improbable à cause de la séquence environnante, ne pouvai t  

cependant pas ê t re  exclue. L'analyse à Iâ nucléase S I  des mRNA des f ibres Fwt  

e t  FI25 a permis d'éliminer cette hypothèse. 

Pour expl iquer la migrat ion aberrante de la f i b re  d u  mutant, il ne res ta i t  

p lus  qu'à invoquer un changement de  conformation de la protéine, partiellement 

exprimée à 3 3 O  C, mais qui à 39O C, rend  la molécule immunologiquement non 

détectable. Ce changement de  conformation peut  ê t r e  d û  à l 'une ou l 'autre des 

deux mutations. La première mutation correspond à un changement décr i t  comme 

conservati f  dans la l i t térature,  tandis que le second est  non conservati f  

(DAYHOFF, 1969). Les conséquences d'une mutation ponctuelle su r  la migrat ion 

en  gel  de polyacrylamide-SDS on t  été décri tes maintenant pour de nombreuses 

protéines telles que des protéines oncogènes (TABIN e t  al., 1982) o u  la 

protéine NS du v i r u s  de la stomatite vésiculaire (RAE and ELLIOTT, 1986). 

C- Ef fe t  de  la mutation Ala ->Val s u r  la fonction e t  la conformation d e  la 

f i b re  

1. La mutation thermosensible entraîne des changements "............................ ................................................................... 
conformationnels ............................. 

a) microscopie électr'onique 

Puisque la f i b re  du mutant H2 - t s  125 semblait p lus  "légère" 

que celle du v i r u s  sauvage, nous avons comparé, à pa r t i r  de  photos de  

microscopie électronique, la longueur de la f i b re  des deux v i rus.  Les mesures 

O n t  été faites s u r  des clichés de  penton : la longueur de  la f i b re  mesurbe 



correspond à la distance ent re  le point  d'ancrage de la f i b re  dans la base du 

penton e t  l 'extrémité de  la sphérule. La moyenne de  la longueur d 'env i ron deux  

cents f ib res est de 280 A - + 28 À pour la f i b re  d u  v i r u s  sauvage (Fwt)  e t  de  

294 A - + 23 A pour  la f i b re  du mutant (F125). De facon surprenante, ces 

mesures montrent que la f i b re  du mutant FI25 est d 'env i ron 14 A (soi t  5 %) 

p lus  longue que celle d u  v i r u s  sauvage. La mutation a donc une inf luence I 

s t ruc tura le  visible. (F ig  . 21 b is ) .  

b )  migrat ion électrophorétique des f ibres Fwt  e t  FI25 dans 

des condit ions fortement dénaturantes 

Nous avons montré que sous l 'e f fe t  d'une p lus  grande 

dénaturation, la migrat ion électrophorétique de  la f i b re  étai t  ralentie. Puisque la 

diminution de la masse moléculaire apparente de  la f i b re  FI25 semblait ê t re  due  

à une modification structurale,  une dénaturat ion poussée de la f i b re  FI25 

pouvai t  anéantir la dif férence des masses moléculaires apparentes avec la f i b re  

Fwt. 1 

l 

- Gel de  polyacrylamide-SDS en gradient  urée : O -9 8M 

Le mélange des v i r us  de  type  sauvage e t  du mutant  H2 

t s  125 est déposé, après dénaturat ion dans les conditions classiques, s u r  un gel  - 
de polyacrylamide-SDS contenant un grad ient  d'urée. Sur  un te l  gel, o n  

observe le changement de migrat ion des f ibres Fwt  e t  FI25 : en urée 8M les 

deux f ib res Fwt  e t  FI25 comigrent. La migrat ion en présence d'urée semble donc 

identique pour  les deux f ib res (Fig. 22A). 

3 Dénaturat ion par  la chaleur 

On observe, en ef fet ,  une var iat ion de migrat ion des 

deux f ib res  en fonction du temps d'ébul l i t ion en  milieu dénaturant. La chaleur 

dénature progressivement toute la molécule de  f ib re  comme en  témoigne la 

diffusion des bandes observées après 10, 20 e t  30 m in  d 'ébul l i t ion dans le 

tampon de dénaturation. A p r è s .  30 minutes d'ébull it ion, on observe une  

population un peu moins hétérogéne qu'après vingt minutes, e t  la migrat ion des 

deux f ib res : Fwt  e t  FI25 semble identique (Fig. 22B). La mutation de la f i b r e  

FI25 induit donc un changement de  conformation hautement résistant  aux agents 

dénaturants. 
d - 



I FlaJRE 21 bis 

4 - 9 

Histogramnes correspondant aux di fférentes mesures (en A) de longueur des fibres : 
ht : a et FI25 : b. Les photos de microscopie électroniques montrent des 

échantillons de pentons sur lesquels les mesures ont été faites. 



l FIGURE 22 

i 
I 
l 
I 

Migration électrophorétique des f ibres  Fwt e t  FI25 sous conditions fortement dénaturantes l 

1 A- Dénaturation par  Ilurée : un mélange de  virus  de  type sauvage et du 

mutant H 2  ts 125, dénaturés selon les conditions standards et marqués au 
14 

- 
( Cl-formiate d e  sodium est  déposé s u r  un gel d e  polyacrylamide-SDS 

contenant un gradient u rée  : O -+ 8 M. Aprés t ransfer t ,  on incube avec 

un sérum anti-llla et anti-fibre puis avec la protéine marquée à la 
35 

( S)-méthionine pour renforcer la visualisation d e  ces protéines. Ce 

t ransfer t  e s t  alors autoradiographié. 

B- Denaturation par  la chaleur : Migration des fibres Fwt (pistes 1 ,  3,  5 ,  7 ,  

9)  e t  FI25 (pistes 2, 4, 8,  10) en fonction d u  temps d'ébullition d a n s  le 

tampon d'&-raturant. Pistes 1 et 2 : 2 min ; pistes 3 et 4 : 5 min ; piste 5 

et 6 : 10 min ; pistes 7 et 8 : 20 min ; pistes 9 e t  10 : 10 min. 



2. La niutat ion k i a  -Val p o u r r a i t  ê t r e  responsable d'un ................................................................................................... 
changement conformationnel ..................................................... 

D u r a n t  ces dern ières  années de nombre~ ises  méthodes de 

préd ic t ion  d e  s t r u c t u r e  secoridaire à p a r t i r  d e  fa séquence pro té ique o n t  été 

décr i tes.  La p lus  connue es t  celle de  CHOU e t  FASMAN (197e). L 'étude d e  

d i f f rac t i cn  aux  rayons X d 'une v ingta ine de proté ines l eu r  a permis de 

déterminer les probabi l i tés qu 'a  un acide aminé donné, dans u n  environnement 

donne. d e  se t r o u v e r  d m s  te l le  o u  telle c o n f ~ r m a t i o n  (hélice n t  feui l le t  p , 
s t r u c t u r e  inordonnée!. D'autres méthodes son t  fondées s u r  I 'hydrophobic i té.  

C'est le cas d e  ia méthode d e  BUSETTA e t  HOSPITAL (1982) e t  de  celle de  CID 

e t  41. ( 1  982). Pour chaque méthcde, les d i f fé rentes  s t ruc tu res  sont  déf inies pa r  

des règles assez s t r ic tes .  Dans quelques cas, la s t r u c t u r e  p réa i te  p e u t  Oeveriir 

invraisemblable soit  p a r  la présence d ' u n  ce r ta in  rés idu  dans l 'environnement 

immédiat, so i t  pa r  un t r o p  p e t i t  nombre d'acides aminés consécuti fs déc r i t s  dans 

une  conf igura t ion .  La comparaison des t ro is  méthodes permet d e  lever  d e  telles 

ambiguïtés e t  u n  modèle théor ique cie s t r u c t u r e  secondaire pour  le po lypept ide  

d e  la f i b r e  Fwt, don t  la s t r u c t u r e  pr imai re  est  connue (HERISSE and 

GALIBERT, 1981 ; HERISSE e t  al., 1981 3 ,  a pu ains i  ê t r e  établ i .  Le 

pourceritacje ae chaque s t r u c t u r e  caiculé d 'après no t re  modèle est  en  accord 

avec les résu l ta ts  obtenus p a r  dichroïsme c i rcu la i re  (BOULANGER and 

LOUCHEUX, 1972 ; GREEN e t  al. , 1983)), b ien  que ces études a ient  été faites - 
s u r  le  polypept ide n a t i f  e t  n o n  s u r  le  monomère. Si on  considgre les deux  zones 

mutées de la f i b r e  F125, seule la mutat ion à la posi t ion 434 est  suscept ib le de 

modi f ier  la s t r u c t u r e  p a r  r a p p o r t  à la f i b r e  Fwt, en  favor isant  une  s t r u c t u r e  en 

feui l le t f i  p a r  r a p p o r t  à une hél ice a ( F i g .  23). Cet te mutat ion augmente le t a u x  

d 'hydrophob ic i té  dans cet te zone. 

3. La mutat ion Ala -Val est  responsable du changement d e  ............................................................................................................... 
migrat ion é lectrophorét ique ................................................... 

L 'hydrolyse par t ie l le  d e  la f i b r e  FI25 aux  liaisons Asp-Pro p a r  

l 'acide ch lo rhyd r ique  10mbl donne un fragment N-terminal de  44 K ident ique à 

celu i  ob tenu p a r  hyd ro i yse  d e  la f i b r e  Fwt. Mais on obt ien t  un f raçment  



FIGURE 23 

Prédictions d e  structure secondaire. d u  monomère des fibres Fwt et 

FIz5. La mutation Leu-Phe est localisee par la pointe d 'une flèche, 

la mutation A l a d V a l  par  une flèche. 



C-terminal d'hydrolyse part iel le d 'environ 32 K, soit  de 2 K plus pe t i t  que  le 

fragment équivalent de  la f i b re  Fwt. Ceci est montré pa r  autoradiographie d'un 

gel après hydrolyse des f ib res Fwt e t  F125, marquées su r  toute la chaine 

peptidique au (14c)-formiate de  sodium e t  par  immunotransfert avec révélat ion 

pa r  des sérums anti-NTT e t  anti-CTT. Ce fragment cont ient  la mutation Ala + 
Val (Fig. 24). Ce résul tat  confirme que la mutation Ala ->Val est responsable 

d'un changement de conformation 

4. La mutation Ala -,vil est  responsable de la thermosensibil ité .............................................................................................................. 

Pour déterminer qu'elle est la mutation (posit ion 105 ou  434) 

responsable de l 'effet thermosensible, nous avons f a i t  des expériences de 

sauvetage de  la zone mutée du DNA d u  H2 - t s  125 par un fragment 

correspondant de DNA du v i r u s  sauvage. 

Nous avons transfecté des cellules 36 293 avec d u  complexe DNA-protéine 

terminale du mutant H2 - t s  125, soit  seul, soi t  en présence de fragments 

d'enzymes de restr ic t ion du DNA de l 'adénovirus de type  sauvage : le f ragment 

Eco RI  E (de coordonnées 83,6 - 89,8 su r  la car te  génomique) qui correspond à - 
la première mutation (Leu 3 Phe), le fragment - Eco RI C (de  coordonnées 89,8 

- 100) qui correspond à la seconde mutation (Ala + Val), e t  le fragment 

Xhol B (de  coordonnées 82,9 - 100) qui cont ient  le gène ent ier  de la f i b re  - 
(Fig. 25). La mutation du H2 - t s  125 devai t  pouvoir  ê t re  sauvée pa r  Ilun de  ces 

fragments de DNA, ce qui se t radu i ra i t  pa r  la product ion d'adénovirus 

phénotypiquement de type  sauvage à 39O C. 

Des plages de product ion v i ra le  ont  été obtenues à 39O C p a r  les 

CO-transfections avec les fragments - Eco RI C e t  - Xho 1 B (Tableau 8).  La 

mutation Ala 3 Val est  donc responsable de la thermosensibilité. Cette mutation 

est  ainsi responsable du changement de  conformation de la protéine mutée e t  de 

l 'e f fet  thermosensible. La conformation de cet te zone semble donc nécessaire au 

maintien d 'une protéine fonctionnelle. 

5. ' Etude des révertant's du mutant 112 t s  125 .............................. .......................................... ..... 

Cinq réver tants  du H2 - t s  125 isolés par  C. COUSIN dans no t re  

laboratoire possèdent des f ibres dont  la migrat ion électrophorétique est normale, 

c'est-à-dire don t  la masse moléculaire apparente - du monomère est  de  62 K. Ces 

v i r u s  sont donc phénotypiquement semblables au  v i r u s  de type  sauvage. La 
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FIGURE 25 

Extrémité dro i te  de la car te  génétique. Le gène de la f i b re  avec les 

deux mutations d u  H 2  - ts 125  est représenté au dessus. Les fragments 

de  DNA uti l isés sont représentés en dessous. 

DNA-transfectant Nombre de plages 

DNA w t  - 5 5  K 3 0  

DNA 125  - 55  K 2  

DNA 1 2 5  - 5 5  K + Eco R I  E wt  

DNA 1 2 5  - 55 K + Eco R I  C w t  

DNA 1 2 5  - 5 5  K + Xhol D w t  5 0  

TABLEAU 8 : Sauvetage de la mutation du H2 - ts 125 par  un fragment de DNA du 

v i r u s  de type sauvage. Le nombre de plages obtenues à 39O C 

(température non permissive) est indiqué. 



révers ion  a-t-elle permis le  r e t o u r  au génotype sauvage ou a-t-el:e iriduit une 

mutat ion dans une zcne vois ine capable d e  res tau re r  i 'ac t iv i té  e t  la migra t ion  de 

la f i b r e  ? 

La mutat ion qui donne l i eu  à la subs t i t u t i on  A i a d V a l  crée s u r  le DRA un 

site supplémentaire pour  l 'enzyme de res t r i c t i on  Spe I p a r  r a p p o r t  au génome 

du v i r u s  d e  t ype  sauvage e t  d é t r u i t  un s i te  A l u  1 (F ig.  36A). L ' i n t roduc t ion  du - 
site d e  coupure  y Spe I permet le cl ivage du fragment Spe I C d e  5521 pa i res  de - 
bases ( p b )  en d e u x  f ragments de 5206 p b  e t  d e  315 pb. En e f fe t ,  s u r  gel 

d'agarose, le fragment - Spe I C du H2 - t s  125 apparaî t  p l u s  p e t i t  que ce lu i  d u  

v i r u s  de t y p e  sauvage (Fig.  2681. Les c i n q  réve r tan ts  testés ne possèderit p lus  

ce couveau s i te Spe 1, i ls o n t  r e t r o u v é  le génotype sauvage pour  ce t te  - 
mutation, ou  acquis une nouvel le mutat ion à l ' i n té r i eu r  du site d e  spéci f ic i té  de  

l'enzyme. Cette dern ière  hypothèse n 'es t  pas vraisemblable pu isque tous  les 

réve r tan ts  o n t  r e t r o u v é  le s i t e  A l u  I : la res taura t ion  du site A l u  I se t r a d u i t  - - 
p a r  la convers ion d'un f ragment  d e  22 pb du H2 - t s  125, marqué en 5' e t  

provenant  de  l 'hydro lyse p a r  - A l u  I du fragment - Eco RI  C t H i n f  - 6 e n  u n  

fragment d e  9 pb analogue à celu i  du v i r u s  d e  t y p e  sauvage (F ig .  26C). Ceci 

s igni f ie  que  les réve r tan ts  o n t  r e t r o u v é  le  génotype sauvage pour  ce t te  

mutat ion. 

La révers ion  a u  n iveau du si te responsable d e  la subst i tu t ion  Leu--Phe a 

été vé r i f i ée  pa r  séquençage du fragment - Hha qui cont ien t  cet te mutat ion ( d u  

nucléot ide 31 218 à 31 360). La séquence des réve r tan ts  d e  cet te zone (obtenue 

pa r  la méthode d e  MAXAM e t  GILBERT, 1980) e s t  ident ique à celle du t y p e  

sauvage. 

Discussion 

La caractér isat ion d e  la mutat ion de la f i b r e  de l 'adénovi rus HZ - t s  125 

a été en t rep r i se  a f i n  d e  déterminer  une  zone importante p o u r  l ' i n tég r i t é  

s t r u c t u r a l e  e t  fonct ionnel le d e  la proté ine.  La mutat ion du H2 t s  125 induit u n  - 
changement de masse moléculaire apparente de la f i b r e  du mutant  (59,5 K )  par  

r a p p o r t  à celle du v i r u s  sauvage (62 K ) .  N i  la t ransc r ip t i on  de la f ib re ,  ni sa 

t raduct ion,  ni les évènements post- t raduct ionnels ( te ls  que g lycosy la t ion  e t  

N-acétylat ion) ne sont  modifiés chez ce mutant.  

La séquence du gène muté  a mis e n  évidence deux  mutat ions ponctuel les 

qui t rans forment  respect ivement un codon Leu en codon Phe e t  un codon A l a  en 

codon Val  (aux  posit ions 105 e t  434 s u r  la pro té ine)  : Leulo5 4 Phel 05, 

Ala434--cVal 434' 
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La mutation Ala -> Val ag i t  su r  la migrat ion de la f i b re  en gel  de 

polyacrylamide-SDS e t  s u r  sa thermosensibi l i té. Cette mutation induit, même 

à température permissive, un changement de conformation de  la protéine v is ib le 

en  microscopie électronique. Le changement de conformation do i t  ê t re  te l  à 

39O C que la f ib re  n'est p lus  révélé pa r  le serum ant i - f ibre e t  que l'assemblage 

est  bloqué au stade de part icules intermédiaires vides. Les f ib res des 

révertants du HZ - t s  125 on t  toutes une  migrat ion analogue à celle du v i r u s  de 

type  sauvage. Ceci confirme que la var iat ion de la migrat ion en gel  de 

polyacrylamide-SDS (donc le changement de conformation) e t  la thermosensibil ité 

de  la protéine sont liées. L 'ef fet  de telles mutations ponctuelles su r  la s t r uc tu re  

des protéines e t  les conséquences s u r  leur ac t iv i té  fonctionnelle sont décr i tes 

dans la l i t té ra ture  depuis ces c inq  dernières années. Le changement de mobilité 

en gel de polyacrylamide-SDS dû à une mutation ponctuelle a notamment été 

decr i t  pour le proto-oncogène ras dans les cellules du cancer de la vessie - 
( T A 6  I N e t  al., 1982). 

Les révertants de  ce v i r u s  mutant  on t  re t rouvé  le génotype sauvage. II se 

pour ra i t  que les deux mutations soient liées. Cependant, 1)  seule la mutation 

Ala -, Val semble responsable des modifications structurales e t  de  la 

thermosensibilité, e t  2) le fragment - EcoRl C du v i r u s  de  type  sauvage permet 

d'obtenir des plages de  productions virales à température non permissive (3g0 

C) pa r  CO-transfection avec le complexe : DNA-protéine terminale 55 K du v i r u s  

HZ - t s  125. Ce fragment - EcoRl C correspond à la mutation Ala +Val. Cependant, 

I la CO-transfection du DNA du mutant  avec le  fragment Xho I B  du v i r u s  de  t ype  
1 - 
I sauvage permet une meilleure product ion v i ra le  à 39O C. Ceci peu t  ê t re  dû au 

1 fa i t  que la recombinaison des DNA du HZ - t s  125 e t  du v i r us  de type  sauvage 

nécessaire au sauvetage de la mutation a p lus  de chance d 'être réalisée s u r  un 

grand  fragment que s u r  un pet i t ,  d'autant que  la mutation GCT+GTT dans le 

fragment - EcoRl C est  située seulement à 66 nucléotides de l 'extrémité du 

fragment. 

l Le changement de  conformation de  la pro té ine mutée favorise la formation 

d'agrégats lors  de la pur i f ica t ion e t  de la concentrat ion de la protéine mutée. 

Ceci a rendu  impossible les Btudes physico-chimiques que l'on voulai t  

entreprendre (d ichrokme ci rcula i re,  spectroscopie en UV  dif férentiel le, étude de 

cr is taux)  pour  mesurer les per turbat ions conformationnelles de la protéine lors 

du passage de la température permissive (33O C) à température non-permissive 

(39' C). Ce même phénomène de  formation d'agrégats a été décr i t  pou r  une 

mutation du répresseur c l  du phage 1 (HECHT e t  al., 1984). Cette mutation 



correspond à la même subst i tut ion : Ala -Val. La valine est l'acide aminé le 

p lus f réquent dans les s t ruc tures en feui l let P (CHOU and FAShlAN, 1974). 

Dans notre modèle de s t ruc tu re  secondaire d u  monomère de la f ibre,  cette 

mutation pour ra i t  en e f fe t  prolonger une s t r uc tu re  en feui l let au détr iment 

d'une hélice o( . Ceci pour ra i t  entraîner une instabi l i té dans cet te zone de la 

molécule. Ce modèle est t ou t  à fa i t  d i f fé ren t  de celui proposé pour  le dimére de 

la f i b re  par  l 'équipe de GREEN (1983). Nous n'avons pas p r i s  en compte les 

s t ruc tures éventuelles qui pourraient  ê t re  stabilisées dans une s t r uc tu re  

multimérique ou par  la répét i t ion d'une séquence. 

Néanmoins, si  l 'on compare les deux modèles obtenus pa r  prédict ion de 

s t ruc tu re  secondaire, le nôt re  obtenu pour  le polypeptide e t  celui de GREEN - et  

al. (1983) obtenu pour  un dimère, on peu t  observer que : - 
- pour le modèle monornérique, la mutation L e u d P h e  ne semble entraîner 

aucune modification e t  que Izi mutation Ala -Val permet un prolongement d'une 

s t ruc tu re  en f eu i l l e t p  ( d u  résidu 418 au résidu 438). 

- pour le modèle dimérique, la subst i tut ion de la leucine pa r  la 

phénylalanine ne semble pas per tu rber  l'empilement des feui l lets p , ces deux 

résidus sont hydrophobes. A u  contraire, ia subst i tut ion de l'alanine pa r  la 

valine in t rodu i t  un rés idu fortement hydrophobe e t  souvent t rouvé dans les 

feuil lets p .  Cette mutation pour ra i t  peut  ê t re  prolonger la s t r uc tu re  en bâtonnet 

par  création de quat re  nouveaux pet i ts  feuil lets P (ent re  les résidus 400 et  

440), si  on considère qu ' i l  est suf f isant  d'avoir deux résidus hydrophobes aux 

bornes d 'un  feui l let (F ig .  2 7 ) .  La val ine pour ra i t  ainsi stabil iser les deux 

feuil lets voisins à ceiui dans lequel elle se t rouve  (antér ieur e t  postér ieur) .  

Ceci serait  compatible avec la dominance de s t ruc tu re  en feuil let que nous 

avons déterminée dans cet te  région d u  polypeptide. 

Cette hypothèse permet d'une p a r t  d 'expl iquer l 'effet de ia mutation su r  

l'augmentation de la longueur de la f i b re  FI25 par  rappor t  à celle de la f i b re  

Fwt  : le  prolorigement d u  bâtonnet par  l'empilement de quat re  nouveaux feui l lets 

$pou r ra i t  expl iquer la d i f férence de longueur de  14 A observée ent re  les deux 
3 

f ibres. La distance théorique ent re  deux feuil lets étant  de 4.73 A, l 'addi t ion de 

4 feui l lets entraîne une augmentation théorique de  longueur des bâtonnets de 

19 A. La variat ion du diamètre de la sphérule due à la diminution de 40 d u  

nombre d'acides aminés qui la consti tue ne peut  ê t re  évaluée. D'autre par t ,  il 

est probable que les nouvelles liaisons fortement hydrophobes crées pa r  cet te 

mutation e t  nécessaires à la prolongation de la s t ruc tu re  en bâtonnet, sont, d u  

moins en  part ie, résistantes dans les condit ions standards de  dénaturat ion. 



FIGURE 27 : Prolongement possible de  la s t ructure  en bâtonnet pour la f ibre  

p a r  la formation d e  nouveaux feuillets p.  - 



Cette hypothèse permet donc également d'expl iquer la diminution de la masse 

moléculaire apparente de ia f i b re  mutée F I  2 5 .  

Néanmoins, pour  que cet te hypothèse soit  exacte, il faut  admettre u n  

 ombre de résidus (9.8.7.4) p ius  important dans les coudes P que celui p révu  

dans le modèle (4 e t  5) .  De te!ies anomalies existent  dans le modèle or ig inal  : 

pour  les séquences consensus 2 ,8, 11.16 e t  su r tou t  pour  les séquences 17 e t  

19. La superposit ion de deux coudes "anormaux" pour ra i t  expl iquer la 

déstabil isation de la molécule à température non-permissive. 

Cette mutation à la jonction ent re  ia s t ruc tu re  en bâtonnet e t  la sphérule 

pour ra i t  avo i r  des répercussions conformationnelles su r  ces deux s t ruc tures 

(bâtonnet e t  sphérule), donc sur  toute la protéine. Ceci permettra i t  de 

comprendre comment une mutation ponctuelle s u r  une chaîne polypept id ique de 

582 acides aminés, e t  qui affecte une protéine si fortement asymétrique, peut  

per tu rber  le rô le fonctionnel de cette protéine. 
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pdype~lide unit pc6mt in tht W. ot dthca 39.50 ar 33OC. 
cfhc H Z  rrr 125 potypeptidr: unit of 59 400 ddtorrr ww 
k f m  mnnally N-acctylrutd. 'lhc H2 tt 125 fik also 
showed the same raistancc to pminopsptidaK M digcacian ar 



Rg. 5. Assanbly of Patton Oare and mutant fiba M virm. 2D p t t m  of H2 rs 
Ibi addition of a iatge acm or' unlpkkd pmton base. The signifiant darcasc 
bDse to fonn pnton @eek 3). Note the simultann>us incrra~ of pmton bare pc 

the WT fiber (not shown). This suggated that the 59.5 K 
mofecule did not derive from the 62 K unit by cleavage at the 
N terminus. 

Asrembly of HZ ts 125 fiber phpeptide chains into 6S 
oligomer 

Sedimentation analyses of H2 ts 125-infected ce15 extracts 
were d e d  out to evduate the capacity of fiber polypeptide 
chPins to assemble into 6S fiber capsomcrs. Fiber polypeptide 
units of 59.5 K, synthesized at 39.S4C, wae found in the 
10-11s region of the gradient, as penton base-auacheci 
fibers, and in the 65 domain CO-sedimenting with Bcherichia 
coü alkaline phosphatase (6.05). immunoselecrion on 
Staphyllococncs ouneus protein A or immunodetection by 
Wtstern blotting of fiber antigenic determinants confumecl 
the prescnce of antigenic fiber in the 10.5s and 6S nlpons of 
the gradient. but aiso in the 3.0-3.5s zone, where the f r a  
fiber polypeptide chains &entai (not h w n ) .  These 
r d t s  sugeested that the Fi2 rs 125 made 59 500 mol. wt. 
fiber polf&ptides capable of self-assembüng at the non- 
permissive temperature to form 6S oliomeric fibers. 

In vitm synthesk and N-terminal sequtnac of mutant flber 
TOM cytapWi RNA, &taincd from WT- or H2 ts 125- 

infectcd ce&, at 20 h aftet infection, wzu translated in vitm in 
rrtimiaeyte iysatc, and the products acià-precipitaicd. As 
show in Figure 3, the cd-frac translateci mutant fiber behav- 
ed as a 59.5 K polypeptide, as did the H2 ts 125 fiber unit 
synthaized in vivo. This secmed to exclude a change in post- 
translatiolial modi fdon  of the mutant fiber as a hypothesis 
to explain its 10- appamu mol. wt. 

T h  [W]prolinelbetad WT and mutan! fibers were 
purifiai by ckcmdution from an SDS-gd (Anderson and 
Lewis, 1980) and sequenccd in an automatic saqwncer. P m  
ünewasrrcovortdupOaitions6,13and 16fotboîhfikn,as 
ptcaicted from the sequenct of WT DNA (HWsé and W- 
bert, 1981). î"hk confhed the structural idmtity of WT and 
mutant fiber N tcmdd. 
Sîly~hVaI anal@ of the C terminus of the H2 ts 125fiW 

(')s]Methionine-Iabekd W T  and H2 13 125 îibcrs purificd 

12Sinfcctcd d anmi maintained ot 33-C and annlyzui befm (II) and a& 
of the peak of free fiber @cak S), sugOeJled an in vilm binding with pnton 

l ik and the dilution of label in c d  penton base (peak 2). 

as previously describeci were digested with t hm different w 
boxypeptidases, A, B and Y. at a ratio of enzyme to substrate 
of 5:100 for 24 h at 37'C, and entymic cleavage products 
analyzed by SDS-PAGE. Carboxypeptidase Y (CP-Y) 
removed 2WO cialtons from the C end of boch fibers, corra- 
ponding to -20 amino acids: the WT fiber of 62 K was 
cicaved to a CP-Y-resisrant core of 60 K, and the H2 rs 125 
fiber (59.5 K) to a 57.5 K core. The same type of cleavage 
was obtained with CP-A. wheras both WT and H2 U 125 
fibers provcd insensitive to CP-B aninn F~gure 4). Pcpstatin 
A-ueated CP-Y (Lee and Riordan, 1978) cleaved off the same 
amino acid chah length from both fibas as did untreated 
CP-Y, whidi seancd to exclude a cleavage by conlaminating 
endopeptidases. In addition, SDSdenatured fibers from WT 
and H2 ts 12S showed the same pattern of CP-A digestion as 
native fibers (na shown). This &O s u m a i  that cleavage 
did occur at the C end and was limited by the first basic 
residue (a lysine) at position 19 upstream from the carboxyl 
terminus (Hérissé et al., 1981). A mixture of CP-A and CP-B 
resulted in the same CPïesistant cores as with CP-A alone. 
AU these results were compatible with the published arnino 
acid sequence of adenovinis 2 fiber carboxylic region (Hérisse 
et al., 1981). 

The limited digestions of native fibers obtained with a mix- 
ture of CP-A and CP-B, as well as with CP-Y. was probably 
due to some secondary structure of the fiber protein, rather 
than to the presence of a particular arnino acid residue. This 
hypothesi was supported by the faa that WT fiber was totai- 
ly digested by CP-Y after SDS denaturation (not shown). The 
identity of WT and HZ ts 125 carboxypeptidase-resistant 
cores suggated therefore a structual identity of the 
C-terminai end between both types of fiber. Thii was con- 
fmcd by the determination of the amino acids released from 
the C terminus by carboxypeptidase. 
WT and H2 ts 125 fibers were W e d  in infect& celb 4 t h  

a mixture of [W]amino acids and subjected to CP-Y diges- 
tion. Me fibu c m  and residual enzyme were procipitateci 
with 10% formic acid and the acidic supernatant ciriml in a 
vacuum dessicator. The dry residue was diilved in 10% 
pyridine and analyzed by twodiiensional (20) chromato- 
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gnphy, m t D p a t t ~ n s  wwe found to be idartw for w 
aiMt H2 u 125 t'iiscn, wlth faur msjor spots of t m b ,  
fhruxh,  giumic adâ and isokuebw (mot shown). 
Ft(nclional iritegriy <El !lu C- tmW scquem of the HZ u 
I25fl& 

It hag ken rccmiy shown that the atrachmcnt of the ffk 
with the penton base involves the C-terminal end of the ftbcr, 
and that this C end lies opposite the dista1 knob (Boudin and 
Boulanger, 1982). In the l i  of thb, if the H2 u 125 fiber 
was capabk of ass#nbly with the penton base in v h  and/or 
in vivo, th i  wouid impty a funetional integrity of the 
C a  end of the mutaat fiber. The primacc of paiton in 
extracts of dis  infectcd with HZ ts 125 at 33OC, as evafenced 
b~ imnwnologécsi sgaiyaeg arsd by EibCVos tnkmmpy (not 
hown) as wdl as In H2 rs 125 virion (Hgm 1BA indbued 
that the assembly of H2 Is 125 penton base and fiber could 
occur k viw. The asembiy could also oaur in vitro, as 
shown in Figure 5. When [%]methionine-labelcd extracts of 
ce& infaed with the mutant ar 3J°C wcre incubated over- 
nbht at 4OC (Boudin and Bouianger, 1982) with a Iarge excess 
of cdd H2 ts 125 penton base isolatcd as previously describ- 
ed (Boudin et rzl,, 1979), the peak of free fiber decreascd, as a 
resuit of its binding with pcnton base to form penton (Boudin 
and Boulanger, 1982). Thii suegesttd that the Hî: rs 125 
mutation did not alter the biologicai function of the fiba C 
end. 
DNA seqwncing of the H2 u 125 fiber gene 

Al1 the data reportcd above suggested, thenfore, that point 
mutatim(s) were r@sponsible for abensnt mobility of 
H2 u 125 f* in SDS-PAGE, and aiso piausiMy tcmpcra- 
tmaensithity. The two halves of the H2 ts 125 fiber gmc, 
componding to fragments EcoRI-E and HidiII-F were 
c t o i l c d d ~ e ~ ~ t t c c a K i i t o t h e s u n e s ~ a s t h i u  
uscd for the WT Aber $me ( k 3 M  and ûaiibcrt, 1981; 
H&C et al., 1981). 

The sequcnce deriveci from the H2 ts 125 fib«. mutant was 
identical to that of the WT except for two point mutations. 
At position 3970, on the seme stMd, a C midue was replat- 
MibyaT,-gtheCTrtrIpl&ttoaTfitriptet.Atmi- 
tion 4958, a C W u e  was a h  r c p k d  by a T rcsidue chang- 
in0 the privions GCT triplet to OTT. A detailtd map in- 
d'icuing the siies of mutation is prescnted in FIgurc 6. 
SI ehtb-n* anOlysiP of HZ rs 1IUjBw m*s~odgc 

Sincc the mutation at nucleotide 4958 could create a donor 
site for a splice, comparative S1 analysis of WT and 
H2 u 125 fiber mRNAs was designed to test this hypothesis. 
Hybndùation was performed with short fragments contain- 
ing either one or the other point mutations, but also with 
longer genomic fragments corresponding to either the left- 
hand or right-hand moiety of the fiba gene. No differenw 
betwœn WT and H2 ts 125 S1 patterns was observed, sug- 
13estiRg that no @king occurred in the mutant Rber. 

A t c m p n w w t i v e ,  f%crdef&vc mutant of type 2 
&~%ovillls. HZ 15 125, has beai Wated and phenotypdly 
hracttrizcd (D'Halluin et al.. 196Q Martin et al., 1978). It 
maps in the fiber gene (D'Halluin d al., 1982). F u r k  
b i o c h d d  diaractauation showed that the muuuit-uifscted 
ceils made a fiber polypeptide unstable at the non-pmbivc 
temperature (39.S°C), and smaiicr by a mol. wt. of 2500 than 

inn&adQfS M.ThrS9.5 ECfikr 
sttRb--rc 
at th& temgmat- (Flgm 1). 

Sev& hy- an bo fonnuiatd to aplsin the bp- 
chmical propsrtb of the fiba mutant. 0) A mutation on the 
amina tnd might remit in the k k  of retylaticm of the 
N-tanrinal amino acid of the polypeptide chain, thereby 
rendering it sensitive to cellular aminopeptidase(s). (ii) A 
mutruion lying sorrrcwhere within the amino acid sequarce 
might reveal pmf«rrd sitis) for cellular endopegtUu(s) 
cleavage, h t o d  ;u 20 amino acids dthm from the amino or 
carboxy end. ( i  The H2 ts 125 mutation might change the 
nuclaxide saqwnce to a stop codon, leadmg to a sftorter 
polypeptide Mi. Civ) Ait~t ive ly ,  a mutation cawld sup- 
press tk MMlial inikiation d o n  and -ta a new hithrian 
codon at -60 nucltotidcs downstream. (v) Point mutation(s) 
might provoke a change in the threedimmsional structure of 
the mutant fiber which affscts its migration in SDS-gel ûnd its 
rnorpho1og.l under the eleccron microscope. (vi) The mutant 
HZ Is 125 rnight be a deletion mutant originaüy present in the 
mutagcnW WT stock, and selected for its temperature- 
sensitive phenotyge. (vii) Point mutation might mte a new 
acceptor or donor splice site used in conjunction with other 
consensus xquences provoking the ocamena of a short in- 
tron. 

The data preslnted here d e d  out a number of these alter- 
natives. The mutant fiber poiypcptide was normally 
glycasylated. a c e t y W  and assanbled hto  6s oligomdc, 
anrigenically rcactire fiber. In pufse-labeliing experiments, a 

i 
, l  

Aber polypeptide unit of 62 K was never found in H2 rs 125- 
l 

infatai celis, which sccmod to exclde chat the 59.5 K l 

polypeptide miglu dtnvc from a 62 K s p i e s  by proteolytic 
&avgc. The H2 ts 125 fiber was also apttble of a~sembly in 
vfw and k virm with penton base to fonn penton. This sug- 
gcsted a f u n c t i d  integrity of the C-tuminal sequaice of the 4 
mutant fiber, since the C end of the fiber has been found to 
be invdved in the lidkag. with the penton basc unit (Boudin 
Pad Lhbgcr ,  1982). Howtvu, receat structural data am 
eo-rnt with a mode1 of attachment of f i k  with pmton 
baJG via its N-tminus (Gr- es d., 1953). Nwerthdcss, 
WKIchernicaI analyses wealed thai the N and C t.ermini of the 
mutant f h r  wcn undistingukhabk from those of the WT 
tibcl, urcludlng thc four ff tst hypothgee. Restricttion ruiatysis 
of H2ts 12s D P U a l s o o r c l ~ d e d a ~ m  withinthe fi* 
m= 

S i  an ~ b ~ u o u s  answa might oniy k funiished by 
thg R I f c t e O f t c t e q w d *  W2d125 Wrgaiome, 
EcoRI-E and WMîi -F  fmpcm from HZ rs 125 DNA, 
ciuerlapping tht gcm for fiba, w m  cioned and sapef3ced. 
T w c t p t & t m i f t * t i a m ~ l e r t E b t U l d a t n ~ 3 3 t B a n d  
4958, mmgpnding to two amino aâû chmges rit positions 
105 rtnd 434, dtwnsftCBrn f r m  tbe N end. The fim chalge 
was of a consmative typa (Lm-Phel. whweas the second 
one eomsistsd of a nm-tiw inW&an$c *-Val 
DytiofF, 11969). The codon change CSCT-ûTT might 
acau a d m x d b  forsdiriog, wording to thespkc Jw- 
tfon osr~jiensea .s#luwcn (Mount, lm. A splkvd sdq- 
w i a b i a t h e ~ p m i g l l t c x p l s i a a s k 3 7 r t c ~ f i k r p a ~  
unit. HOWCM, the S1 BnalyJid data showal no widem for 
tho existence of a spiice withtn the fiber gtnc. 

Taken al-, ttiesrr drvta suggbstsd that &ha  one or 
both point muIations concemeci h w y  œganhi dolnain(s) 
of the fiber polypeptide chaln, having a major influmce on its 



dcctrophorrtic mobiiity and its tempetaturc stabiity. W h  
WT pnd mutant proSePn ssquenccs are now bcing com- 
putnhed to determine the possible conformational changes 
resulting from cichoP ane or the &a mutation. In addition, 
to duchte tk meehanism of the tempotaturc~itivity of 
adenovinis mutant fiber. antibodii arc being prcpared 
Wnst synthetic peptides reproduang the WT and mutated 
amino acid sequences. 

Maidais .iid methodo 
CeL'cUhumandvinrra 

~ndtunaofKBalbworrpoMIinEsgkspiaaalaadhunsup. 
~ t a f w i t h S % h o n c ~ .  H o L D d ~ ~ i r i N t ( w a l a s ~ y a s i n  
Dulbkpmœiif& Eagk malium suppkmaued with 10% caif m m .  HZ 
mpaptu~c-sutsitiw murant H2 fs 125 was isdatcd in our iaboratory after 
nitmus a d  trament of a WT stock Mmim d d., 1978). Stocks of u 
mutants wcr@ grown on HetP dl mono&yco mabmuitd at 33OC. 
Meoovinis was titnied by the pique assay or by the fluorescent foais uni& 
(f.f.u.1 -y (Philipaon et al., 1968) on a HeLa cetl monolaya at 37'C. The 

wae uruaily infoclcd oi a muitipiicity of infedion of 10- 100 f.f.u./œU. 
Aur~cuti~n gf vauS an$ vV<d DNA 

MaioWus pPnides producrd ai 37% by the WT or at 33OC by thc 
H2 & 125 werc a n c t e d  from infected cdis with F m  113 and purird in 
#It-@nedw CA1 gradients. pr p m i o d y  desmibal (D'Halluin d ol.. 
1978). V~rai DNA was O o W  as a DNA-taminai protein compkx. V i  
psnida vnr d h p d  ly add& an e q d  vohune of 8 M guanidinium 
dibride msdc in 0.2 M Tris-hydrcchlori, pH 8.1. 20 oS*( Na EMA. 
4mM 2imrapou.hand. and 0.1 mM phaiylm*hylsulphonyI fluaidc 
(PMSF) for 10 min m the cold. Thc &us 1y.e was then chrornatognphed 
en a SepharoIc 4 8  (PhPnnscia F? Chanmis) d u m n  (60 x l.5cm) 
equiübcated in 0.1 M Tris-hydmWmk, pH 8.1. IO mM Na EDTA. 2 mM 
2marapra<.nd. The aûudd pak was adjusted to 3.06 M in ÇFa and 
thoDNAieimudproicùi~pkwerbvdcdinaKontmnTm~fd 
~ ~ f o r R h a t 3 3 a l 0 r . p m . a n d ~ C .  
LubeI%gcMdbw 

V * u r p d . ~ i n ~ e d a l l r .  ~ l a b d i n h k l i n g s o f  viNscodsd 
p r o U U a w e r e p a t f ~ i n K B a l t r ( 6 x I O l a U s / m l ) i n ~ v c d  
mcdium. L-]M&kinc (Sû &/mi) w p r  added for 1 h ai 16 h after infsc- 
tionat39JoC.ThcWwnseithahpWacd justalkrthcpuise,oraftera 
ebPgof 8hat39S°C. Labal w p r d w d b y d W o n t o 3 x  1 0 W m l k i  
mcdfunrprnwMnsdtothersquirrd~tcm~andcaitaining1Otimathe 
n a m o l ~ ~ 0 f c d d  

Unit i - tddhof tk  W"""ollr~.*~irB.was 
unifonniy lPbdcd in vivo by pdtais a mixture of [UClwJno acids 
( 1 o ~ m l ) t o a c d l n i l t ~ 1 ~ w i t h m r i a h i o l d d ~ ~  iorhrrlowa 
than that of the normal medium. Lakling was perfomtcd for 24 h al Xi h 
Ukr infcctioo at 33°C. rad the fikr purilid as previaisly desaibal (Eoudii 
and ûdangcr. 1982; ûoukngm and Puvion, 1973). Labding ol artra 
hydrate unirc of Idai0vh.s nba was camed out by the addition of 
1 3 H l g l ~  to the coO c u b e  (50 a d )  f a  8 h u 16 h afia  hfection 
at 395OC. 

N O r m l n o l I a ô d i n g o f ~ f ? & ? .  Mcnuoftheprirmvyuuirlffldon 
-of .draavuus h k r a s h a w a  to kacesyW Uômvaii erd. ,  
1974). Fikr wu labekd an its N tamhurr bv Dddhioa of f"Ckodium 

pdyPayhmidcpl(-rubof BO.235)ovcrLidbya 
5% sp.Cn gd (Ccrylimide ' id0 nüo of *l33) in the dircon- 
* u p l * E h ~ o f i Z Z ~ ~ ~ a r i b . l r t . ~  
auaLbriuiamauc(9aol,bhhftW)kdf&dwdcrvruumand~w 
llalolr Royil X.okuT S Blm. 'H-iabdcd ban& wue rovcJrd by 
fa iaqnphyat - W C , ~ ~ t l m ~ w i f ù P F O h W S a  
(8oana iad 1974). 

m~wmcMPdoutasdaaibodindorsllckcwhacBIPr<io*d., 
I m . I m ) .  

-o/jüm4=-- 
ArUigaiicPlly reaaive wimeric hexons sediment at I2- 13s. pntons ai 

10.15 and pnrton base at 9.1s (Boudin U 1, l<r)9: Lemay and Boulanger. 
l m  F M m m  oad Haqkuid. 1 W  Vdjcu and Oislwrg. 1970). Fiber 
.i..yjmas s d ' i t  or 6.1s components(Lemay and Botdangr. 1% Surtd- 
quisi u d.. IW3; WNdm and G i ,  1912). whcrca tuumcmMad f& 
pdypcplide chab dimeni ai -3.45 ( V d i m  and Oinbbcrg, IYIO). To 
evalwe the capacity of the fiber po&p&k chains IO assemble into the 6S 
oligomaic f m ,  HZ is 125-infectcd HeLa cdls w m  pulse-labeki with 
~ ~ r n n i n e  for l h at 18 h after in fu%h.  A M  fhnc wadis in Tris- 
di. thc cdLc w m  a k e d  by cenuifugath and r a q a t d c d  in 0.5 ml of 
extractton bufler (20 mM Tris-hydrochbride, pH 7.5. 10 mM NaCI, 0 3 %  
Triton X-100.2 mM PlVLSF) and disniptd by sonkation. NaCl was artded up 
to 0.15 M f d  commaution and the extra* vas ccntrifuged for 1 h at 
100 OOO g and 4°C. Thc supernatant was brou@ to I M NaCl and adyzed 
b y v d a à t y s d i w M I t v D a i n a s u c r o i e ~ , ~ ~ t d d n e d  
s - n %  suaaw (WW) 0.m M ~rir-h~dr~~hknldc, PH 8.1, I hi  a. iwo 
(va )  Otyard and I mM Na EMA. ï l w  gmdhïts wetc cmtrifuged for 21 h 
at 49 000 r.p.m. at 4°C in a Beskman SW 50.1 rotor (Lemay and Boulanger, 
1980). FrPctions (0.2 ml) wnr collected through the bottom of the centrifuge 
tube. The gradiits wae caiibnned wirh becf üvcr caialasc (1 1 .a). E. d i  
alkaüne phosphatase (6.051, human blood amylase (4.5s) and yeart 
~ o g l y c e r a t t  kinase (3.15). Enzyme markers wcre asoayed as previoubly 
dcscribed (Lamy and Boiilanger. 1980). using a Hotochan II A 3bcatrtfu)ial 
analym (Roche-Koniron). Adenovûus 2 Tikr was revealed in gradi i  frac- 
tions by immunasdcaion on S ~wrtrr  d i a  (Kesrlcr, 1975). or by Western 
blotting vowbm et d.. 1979). using an anri-fiba rabbit xrum (Boudin and 
Boulanger. 1981). 
Guboxypcprk aïgertiom 

Ssmpks of W T  and H2 # 125 tikis produccd at 33OC and puifkd as 
m i a i s l y  dsmkd (Boulanger ïnd Puvi~n. 1973) wêré m t n !  with W- 
boxypcpiidw A, B or Y a1 a [;UR, of enzyme IO oubstrate of 5:IûO for 24 h at 
37'C in 0.03 M sodium phosphate buffer pH 6.8. Hydrotyzntes w c r e  analyz- 
cd in SDS-PAGE as M b e d  a h .  Amino acids cleavcd off the C lemUnus 
wa analynd in ihc acid-soluble supcmatant by ZD cdlulase t.1.c. in the 
foUowing solvent tystem. Fm dimauion: 2-pmpmN2-but~>onc/! N-HCI 
(60/1S/ZSh Saond d i :  2 m e r h y l - 2 - b w n c U Z ~ / 8 a t 0 l l ~ /  
mehmiIO.885 M vnmauD rdutioaM& (50/20/10/5/J/lJ). 
In v&m synthcdt ond N-!ermbdsaquawa of H2 a iUj&r 

Total cytopbdc RNA was obtahd ftocn WT- and H2 u 12J-infec<cd 
cdls harvcslcd pl 20 h &ter infection v 3ïaC, a;cording to Aodaron n d. 
(1974). Andasoa and Lm% (1930). and vanslrtcd in vitm in r e h i o q t c  
lymcc/[WrHlproünc (Ncw England Nudcar, Dreicich, FRG). K *  and Mgz+ 
Q)Mntratim mrr brought to lSOmM a d  2mM. mpectivdy. [WI- 
îWh&bM pmduxs syntimshd à, vivm wae uulyzcd in SWpolyacryi- 
M U d e g d a n d [ ' H $ r d i n t - l a b e k d n k n w a S ~ i b y ~ u r i o n ~ -  
soaandLswa,1980).Roünehrrbsaafaudoi~iair613andl60nthe 
f ibcrNaxl[AodaowwdM. IW,ttCnatMdGaükrt, I l f ) . T h e N  
l e n n i n u s o f ~ H l p r o ü r r ~ W r a d a u w i u f n i e < s w a s ~ i n a  
B c d u n i r n 8 9 0 C r t w m u l r ~ ~ u t h r L ~ a s c u i J a . T h e  
~UkydcrbcydemrdQaRIwaiarllpuklIpccuPaiaiff. 
niiSmsr 

Pepridms. ~ p y t i i u o r o p h o s p h a t e - t r ~  d x y p p < i d a s e  A r 
W i  pencrres, 2 x aydkaî and carboxypcptidw B, f t m  porcine pan. 
mas. 2 x aystPUired. w a e  both pircho<ed from Sigma. Yeast carboxy- 
mdw Y w u  pirchared from P*rce Chemicals, and mtcd with 

(Sigma) accordii to Lec and Riordan (1978). AmiaopeptidsK 
M, from hog kidney. imiri o(rtainat from Bœihgcf. 

R(?~~rnlion effdonwh. EcoRi, W l .  HinmlI and Bglll and Wl 
(D'Halluin ef d.. l m )  mc purclwcd from Bo&hge; Xbrl from M i  
LaboratorKr; Hhal from BRL. and Hinfi fmm Amasham. AU m i o n  mix- 
tures for mviction cleavage cMueincd 1 @of viral DNA. Each d o n  buf- 
for was made accwdin< to the manufacturer's rccommndaiions. Vual DNA 
wm dcPMd as DNA-tmninal protein ampkx, Pnd proarirc (Calbiochm) ad- 
dod for 15 min at 37% befm lopdino the gci (10 drampk).  

SI nudem. niir was purhoxd from Miks Labontories. 
EtqymmmCrt ion  markers. Buî üvcr calalase and y- 3-phmpho- 

ltycaPtckinawwcrcpurdipged fmm Bo&&gcr.and E.dalkaünc 
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C O N C L U S I O N  G E N E R A L E  

- 

P E R S P E C T I V E S  



L'étude que nous avons entrepr ise concerne la f i b re  de l 'adénovirus 2 de  

type sauvage e t  du mutant H2 t s  125. - 

La f ib re  a un rôle fonctionnel important pour le v i r u s  puisque l 'adsorption 

virale su r  le récepteur de  la cellule hôte se fa i t  par  l ' intermédiaire de cet te 

protéine. Dans le but de mieux connaître cette protéine, son assemblage avec la 

base du penton (protéine dans laquelle la f ib re  est ancrée de  manière non 

covalente), sa s t ruc tu re  (notamment sa polarité, sa glycosylat ion e t  sa 

migration en gel de  polyacrylamide-SDS suivant  les conditions de dénaturat ion) 

e t  l'effet d'une mutation s u r  son in tégr i té  structurale e t  fonctionnelle on t  été 

étudiés. 

Nous avons tou t  d 'abord montré que la base du penton e t  la f i b r e  pur i f iées 

séparément sont capables de se réassocier in v i t ro,  en l'absence de  toute au t re  -- 
protéine détectable. La constante de dissociation de  la f i b re  pou r  la base est 

basse (2.1 O-') . L'assemblage des deux protéines est  réversib le e t  semble 

dépendre d'une certaine conformation de  la f ib re  : le penton est dissocié en  ses 

deux composants sous l 'e f fet  d'anticorps ant i - f ibre e t  un nouveau s i te 

antigénique semble apparaître s u r  la f i b re  assemblee. 

La f ib re  assemblée ou  non à la base du penton semble glycosylée d e  la 

même manière. Le glycanne possède une af f in i té  pour  la WGA (Wheat Germ 

Agglu t in in)  e t  ne serait  consti tué que  de N-acétyl-glucosamine, liée à la 

protéine par  une  liaison de t ype  O-glycosidique. La glycosylat ion var ie  su ivan t  

les sérotypes étudiés. Seules les f ibres des adénovirus 2 e t  5 posséderaient de 

la glucosamine. Cependant, la f i b re  de l 'adénovirus 5 n'est pas reconnue p a r  la 

WGA. 

D'autre par t ,  t ro is  autres de nos résultats sont en faveur du modèle de 

GREEN e t  al. (1983). Ce modèle a été obtenu pour  une s t r uc tu re  dimérique de 

la f ibre. Cette s t r uc tu re  dimérique ava i t  été proposée pa r  DEVAUX e t  al. (1984) 

su r  des données de  d i f f rac t ion  aux rayons->(. L'hypothèse du tr imère n 'éta i t  

pas totalement exclue. Par des rappor ts  de mesure d' incorporation de  
35 

( S)-méthionine s u r  le nombre de  méthionine dans chaque protéine d'un v i r u s  
3 5 marqué à la ( S)-méthionine, van OOSTRUM e t  BURNETT (1985) confirmaient 

le modéle tr imérique. De nouvelles études cristal lographiques favoriseraient 

aussi le modèle t r imér ique (DEVAUX e t  JACROT, communication personnelle). 

Les auteurs du modèle de  la f i b re  n'ont pas précisé s i  un te l  modèle é ta i t  

encore valable pou r  une s t r uc tu re  t r imér ique ou s' i l  ava i t  incompatibil i té. De 



plus, parmi les ri4 feuil lets P consti tuant le bâtonnet, sept étaient d'après la 

théorie de CHOU e t  FPSMAN décr i ts  comme des s t ruc tures en  hélice 6 ( .  Les 

mesures de dichroïsme circu!aire donnent un pourcentage de 15 à 20 % de 

s t ruc tu re  en hél ice&, ce q u i  es t  supérieur au taux p réd i t  pa r  leur  modèle. 

Bien qu'imparfait, ce modèle a cependant le mérite d'être applicable à la 

f i b re  d'un aut re  sérotype (Adénovirus 3)  avec un nombre de feui l lets 

consti tuari t  le bâtonnet p lus  pet i t ,  compatible avec la différence de longueur des 

f ibres des deux sérotypes [SIGNAS e t  al., 1985). 

L'orientation de la f i b re  proposée par  ce modèle a été confirmée par  not re  

étude de la polari té de la f i b re  à l'aide d'immunsérums d i r igés contre des 

peptides synthétiques correspondant aux extrémités N e t  C d u  polypeptide : 

l 'extrémité N-terminale de la f i b re  semble impliquée dans ia liaison avec la base 

du penton. 

Ce modèle permet égaiement d'émettre une hypothèse at t rayante pou r  le 

mode d'action de  la mutation de la f i b re  FI25 tan t  au point  de vue s t ruc tu ra l  

que fonctionnel : la subst i tu t ion Ala-Val pour ra i t  prolonger la s t ruc tu re  en 

bâtonnet de la f i b re  pa r  l 'addit ion de quatre nouveaux feuil lets P . En ef fet ,  

cette subst i tut ion qui est  responsable du changement de migrat ion 

électrophorétique en gel de  polyacrylamide-SDS e t  de la thermosensibil ité d e  la 

protéine FI25 i n t rodu i t  un acide aminé hydrophobe fortement inducteur d e  la 

s t ruc tu re  en feuil let P . Cette hypothèse permet d'expl iquer : 1 ) la diminution 

de la masse moléculaire apparente d u  polypeptide en gel de polyacrylamide-SDS 

par  la création de nouvel!es liaisons hydrophobes résistantes aux  condit ions 

standards de dénaturation, 2) l 'augmentation de la longueur observée en 

microscopie électronique e t  3) la répercussion de la mutation su r  toute  la 

protéine. 

Enfin, le modèle de GREEN et  al. (1983) permet également de comprendre 

les variat ions de migrat ion électrophorétique de la f i b re  en gel de  

polyacrylamide-SES en fonction de son degré de dénaturation. La s t ruc tu re  en 

bâtonnet constituée par  l'empilement de pet i ts  feuil lets f i  implique de nombreuses 

liaisons hydrophobes, ce qui est  compatible avec une certaine résistance à la 

dénaturat ion e t  avec le rôle essentiel de l 'urée pour l 'obtention d'une protéine 

totalement dénaturée. Une relat ion ent re  la d i f fkrence des masses moléculaires 

apparentes, le degré d 'hydrophobic i té e t  le coeff icient de f r ic t ion a pu ê t re  

établ i  pour  rendre  compte des variat ions de migrat ion électrophorétique des 

protéines suivant  les condit ions de dénaturation. 



Cependant, not re  étude soulève plusieurs problèmes que nous pourr ions 

essayer de résoudre : 

- le site d'assemblage de  la base avec la f i b re  pourrai t - i l  correspondre 

effectivement à la séquence complémentaire de celle située sur  l 'extrémité N de 

la f ibre, analogue au peptide signal des protéines secrétées ? 

- pa r  quel s i te  su r  la f i b re  y-a-t-il liaison au récepteur cel lulaire ? 

- y-a-t-il glycosylat ion des f ibres d'autres sérotypes (3,4,7,9,12) ? Quel 

est le rôle d u  chaînon glycannique ? 

II serait  également intéressant d'aborder d'autres problèmes, d'ordres p lus  

fonctionnels e t  physiologiques : 

- pourquoi certains v i r u s  mutés s u r  la f i b re  sont-i ls bloqués au stade de 

part icules intermédiaires v ides ? 

- les f ibres des d ivers  sérotypes d i f fèrent  en plusieurs points : longueur, 

antigénicité, glycosylation. Existe-t-il un ou plusieurs récepteur(s)  cel lulaire(s) 

pour les d i f férents  sérotypes ? 



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



Cul tures  cel lulaires 

1. Cellules KB en suspension ............................................... 

Les cellules KB sont  maintenues en suspension 6 3 7 O  C, dans du 

mil ieu d e  Eagle, modif ié p a r  Jok l ik  e t  contenant  5 % d e  sérum de cheval  

décomplémen té. 

Cellules HeLa e t  36 293 en c u l t u r e  monocouche 2 *  ................................................................................... 

Les ce!lules ReLa e t  !es cellules 36 293 sont  cul t ivées dans des 

flacons Falcon à 3 7 O  C, dans du milieu minimum essentiel d'Eagle (MEM), 

contenant 5 % de  sérum de veau foetal e t  5 % d e  sérum de veau nouveau-né 

8 ,  i r radié.  

8- In fec t ion  v i ra le  

Les adénovirus (sérotypes 2 ,  3, 4, 5, 7, 9) sont  mis à mul t ip l ie r  

dans des cellules K B  en suspension, L 'adsorpt ion du v i r u s  se f a i t  à 37O C dans 

du milieu sans sérum, pendant  une heure, après concentrat ion des cellules. 

Puis les cel lules sont  diluées à l e u r  concentrat ion in i t ia le.  On ajoute du sérum 

d e  veau à 2 % f ina l .  La du rée  d e  l ' in fect ion es t  de  5 jours  à 33O C ou de 40 h à 

37O C e t  39O C. 

C- Pur i f i ca t ion  du matériel  biologique 

1. Préparat ion du v i r u s  e t  des ant igènes solubles ....................................................................................... 

La prépara t ion  du v i r u s  e t  des ant igènes solubles est  fai te à 

p a r t i r  d e  cellules K B  infectées, lavées avec du sérum physiologique (NaCI 

150 mM) e t  concentrées d i x  fo is  dans du T r i s  hypoton ique ( T r i s  10 mM, NaCl 

50 mM, EDTA ImM, pH 8,1). Ces étapes se f o n t  à 4 O  C . 

Puis les cellules sont  congelées-décongelées p a r  t r o i s  fois. A l ' e x t r a i t  

cel lulaire, on  ajoute a lors u n e  quan t i t é  égale d e  Fréon 113 e t  o n  homogénéise 

t ro i s  minutes à l ' u l t ra -Tu r rax  avant  d e  c e n t r i f u g e r  25 minutes à 6 500g (dans 

une  cent r i fugeuse Sorval l  RC3). La phase aqueuse es t  repr ise,  déposée s u r  un 

coussin d e  c h l o r u r e  de césium de densi té 1 4 3  cent r i fugée dans u n e  

u l t racent r i fugeuse Beckman, 60 m in  à 25 K, dans un r o t o r  SV! 27 (Beckman). 



La fract ion supérieure, correspondant aux antigènes solubles, est repr ise 

et  précipitée au sulfate d'ammonium à 55 % de saturat ion, pendant 16 heures à 

4O C. Le précip i té est ensuite dissous dans du phosphate de sodium 50 mM, pH 

6,8 e t  dialysé cont re  ce même tampon. 

Le v i r us  de densité 1,34 se concentre en une bande opalescente au niveau 

d u  coussin de ch lorure de césium. II est repur i f i é  su r  gradient  autoformé de 

ch lorure de césium ( ro to r  SW 50, à 30 K I  pendânt 16 h )  

2. Pur i f icat ion des protéines ............................................... 

La f ib re  et  le penton complet sont isolés i par t i r  des antigènes 

solubles de l 'adénovirus du type  sauvage, cu l t ivé  à 37O C pendant 40 heures 

tandis que la base du penton est celle du H2 - ts 125, cu l t ivé  à 39O C, pendant 

36 heures. 

Les antigènes soliibles sont chromatographiés su r  DEAE-Sephadex. La f i b re  

est éluée dans le p ic  exclu. La base du penton e t  le penton sont élués p a r  un 

gradient  de ch lorure de sodium en tampon de phosphate de sodium 50 mM, pH 

6.8, à une force ionique corresporidant à 0,12 M NaCI. (BOULANGER and 

PUVION , 1973). 

Les tubes correspondant aux pics sont rassemblés, précipités a u  sul fate 

d'ammonium à 55 % de saturat ion, rep r i s  dons un tampon phosphate de potassium 

10 mM, pH 6 .8  et  dialysés cont re  le même tampon. 

La pur i f ica t ion est  achevée par passage su r  colonne dfhydroxy lapat i te  . Les 

protéines sont éluées par  un gradient  de phosphate de potassium, de 10 mM à 

500 mM. La f i b re  est éluée à 0,2 M, la base e t  le penton à 0,lM. 

Les fract ions correspondant à la protéine sont précipitées au sul fate 

d'ammonium, repr ises dans du tampon phosphate e t  dialysées cont re  le même 

tampon. La f ib re  est alors conservée à - 20° CI la base e t  le penton à - 70° C 

car  i ls  sont part icul ièrement sensibles à toute protéolyse. De même, pour év i te r  

la dégradation du penton e t  de la base, leur extract ion se fa i t  en 



présence d e  P.M.S.F. ( f l uo ru re  d e  phény l  méthy l  su l fony i )  à la concentrat ion 

d e  1 mM dans toutes les solut ions. 

3. Préparat ion du DNA v i r a l  ................................................. 

a)  pu r i f i ca t i on  du complexe DNA - proté ine terminale 

Le DNA l ié à la proté ine terminale (55 K) se p u r i f i e  par  

passage s u r  une colonne d e  Sépharclse 4B, après  dissociat ion d e  la capside 

v i ra le  pa r  du ch lo ru re  de guanid ine 8h.1 ( T r i s  200 mM, mercapto éthanol 4 mM, 

c h l o r u r e  d e  guan id ine  8 M) 

Le complexe DNA-55 K est p u r i f i é  p a r  u l t racen t r i f uga t ion  e n  c h l o r u r e  de 

césium 3'06 M f ina l  (correspondant  à une densi té d e  1,7), dans un ro to r  SW 50, 

à 35 000 rpm, pendant  72 h. 

b )  pu r i f i ca t i on  du DNA dépourvu  de proté ines 

Le DNA s 'obt ient  en  hyd ro l ysan t  d u  v i r u s  à la pronase (1 

mg lm l )  e n  présence d e  0,s % de sarcosinate d e  sodium pendant  2 h à 50' C. 

Le DNA es t  p u r i f i é  p a r  u l t racent r i fugat ion  e n  ch lo ru re  de cesium 3,06 M I  

comme précédemment décr i t .  

c )  pu r i f i ca t i on  de f ragments de DNA 

Le DNA hydro l ysé  es t  déposé s u r  u n  ge l  d'agarose 1 %. Le 

fragment à p u r i f i e r  est  mis à m ig re r  dans un ge l  dtagarose à 0 , 3  %. La bande 

est  a lors découpée. U n  cycle d e  huit congélations-décongélations, une 

cen t r i f uga t ion  à 10 000 r p m  e t  le passage s u r  f i l t r e  mii lex pu is  s u r  minicolonne 

E l u t i p  (Schleicher e t  Schül l )  permettent  d 'ob ten i r  le f ragment p u r i f i é  e t  

concentré. 

+ 
4- Préparat ion d e  mRNA cytoplasmiques po ly  A ......................................................................................... 

Des cellules KB infectées sont  repr ises  dans 4 à 10 volumes du 

tampon su ivan t  : T r i s  10 mM pH 7, 50 mh.4 NaCI, 2 mM MgC12, 0,5 8 NP 40. 

Après  10 m in  à 4O C, les cellules son t  cassées p a r  10 coups d'homogénéiseur de  

Dounce e t  cent r i fugées à 1000 g pendant  5 min. La phase soluble cor respond au 

cytoplasme, auquel o n  ajoute un volume d e  TSE ( T r i s  10 mM p H  7, NaC1 150 



mM, EDTA 5 mM, SDS 1 %) avant de faire 3 extract ions successives pa r  le 

mélange phénol/chloroforme/alcool isoamylique (dans les proport ions 24/2411). 

Les mRNA poly A* sont sélectionnfs par  passage su r  colonne d1oligo-dT- 

cellulose [Sigma) en tampon T r i s  10 mM, pH 7 ' 6 ,  NaCl 0.6 M, EDTA 1 mM, SDS 

0,2 $. Llélution se fa i t  en tampon T r i s  10 mM, pH  7,6, EDTA 1 mM. 

D- Sédimentation en arad ient  de  scccharose 

Les antigènes solubles sont déposés s u r  un gradient  de saccharose 

5-27 % dans un tampon 20 mM T r i s  HCI pH 8,1, 1 M NaC!, 10 % g lycérol  e t  1 

mM EDTA. Le çi-aaient est cent r i fugé 21 h, à 49 000 r p m  dans un rotor  SW 50 

(LEMAY and BOULANGER, 7 980). 

E- Prédiction de s t ruc tures secondaires e t  calcul d ' h v d r o ~ h o b i c i t é  

Les t ro is méthodes de prédict ion de s t ruc tures secondaires ut i l isées 

sont celles de CHOU e t  FASMAN (1978) de BUSETTA et  HOSPITAL (1982) e t  de 

C ID e t  al. (1982). La première méthode est fondée sur  la probabi l i té de t rouver  - 
un acide aminé donné dans une conformation donnée, déterminée par  des études 

aux  rayons X de molécules connues. Les deux autres méthodes font appel à 

I 'hydrophobic i té de la molécule. 

Le taux d'hydrophobicité d'une molécule est  calculé selon la méthode de 

KYTE et  DOOLITTLE (1982), le calcul se faisant de proche en proche s u r  une 

séquence longue de 7 acides aminés. 

F- Techniques d 'hydrolyses 

1- Hydrolyse des protéines ............................................. 

a) hydro lyse enzymatique 

Les incubations sont faites à 3 7 O  C. L'enzyme est ajouté 

dans un rappor t  de 2 ou 4 Oa f inal (poidslpoids) par  rappor t  au substrat .  La 

carboxypeptidase Y prov ient  de  chez Pierce, la carboxypeptidase A de  chez 

Serva, la protéase Staph V8 de chez Miles, la chymotrypsine de Worthington 

Biochemical Corporation. 



b) hydro lyse chimique en milieu légèrement acide 

Le protocole de RITTENHOUSE e t  MARCUS (1984) a été 

légèrement modifié. Les échantillons sont ajustés à 10, 2 5  ou 50 mM final e n  HCI 

e t  laissés pour  hydro lyse à 56O C pendant au moins 16 h. 

2- Hydrolyse du DNA .................................... 

Les enzymes de rest r ic t ion sont employées à 1 ou  2  uni tés par  

microgramme de  DNA. La température e t  le tampon d 'hydrolyse var ien t  en  

fonction de l'enzyme uti l isée. Nous ut i l isons les condit ions recommandées pa r  le I 

fournisseur. 

G- Techniques de  marquage 

1- Marquage des protéines ............................................. 

14 
Le marquage des protéines au ( C)-formiate de sodium 

14 (Amersham) ou au ( C)-acétate de sodium (CEA) se f a i t  par addi t ion de  10 à 
14 

20 vCi/ml dans le mil ieu de cul ture.  Le marquage à la ( C)-valine (CEA) 

nécessite de  changer le  milieu pour  éliminer la val ine froide. Un marquage c o u r t  

( O  à 2 h )  nécessite une  p r i va t ion  de val ine de  20 min avant l 'addit ion du 

produ i t  radioactif. U n  marquage long (supér ieur à 2 h )  nécessite l 'addi t ion de 

val ine f ro ide à une concentrat ion 10 fois p lus  faible pa r  rappor t  au mil ieu 

ini t ial .  

2- Marquage des sucres .......-............ .................. 
3 

L' incorporation d e  (14~)-glucosamine ou ( H)-glucosamine (CEA) 
1 

se f a i t  pa r  addit ion du p rodu i t  marqué dans le milieu de cu l tu re  à la 

concentrat ion de  20 pCi/ml. 

3 L' incorporation d e  ( H)-mannose a été essayée e n  milieu - Eagle modifié, 
/ 

dépourvu de  glucose e t  après concentration des cellules (10 cellules dans 1 ml 

de  mil ieu). 50 vCi  de  p rodu i t  radioacti f  sont ajoutées pour  1 ml de  milieu. 

3- Marquage du DNA s u r  l 'extrémité 5 '  ..................................................................... 
- 

Le marquage s u r  l 'extrémité 5' d'un fragment de DNA nécessite 

une déphosphorylat ion pa r  l 'action d'une phosphatase (PL  Biochemical inc.), 1 h 



à 55O C. Le GNA, après préc ip i ta t ion  à l 'éthanol, est  r e p r i s  dans le tampon : 

T r i s  10 mhi p H  9,5 EDTA 0,2 mM, spermidine 2 mM e t  laissé 2 min à 92O C 

avan t  l 'addi t ion J ' A T P - 6  - ( j 2 p )  (NEN), de  la kinase du phage T 4  (PL  

Biochemical inc . ) ,  e t  de 5 mM MgCI2 pour  permet t re  la phosphory lat ion cie 

l 'ext rémité 5'. 

H- Techniques électrophorét iques 

1 - Gel de polyacrylamide-SDS .................................................. 

Les échanti l lons sont  dénaturés à 100' C, pendant  2 mn, après  y 

avo i r  a jouté un volurrie égal de tampon Tris-HCI, pH  6,8 ; 4 % SDS ; 10 % 

mercapto-éthanol ; 6 M u rée  e t  û,1)1 % d e  b leu d e  bromophénol. I l s  sont déposés 

s u r  un ge l  d'espacement 5 % d'acrylarnide ( r a p p o r t  acry lamide/b is  : 50 : 1,33) 

s u i v i  du ge l  de  résolut ion e n  15 % d'acrylamide ( r a p p o r t  acry lamide lb is  50 : 

0,235) dans un système en tampons d iscont inus (LAEMMLI, 1970), les 2 gels 

contenant  du SDS. Le tampon d'éléctrophorèse es t  une solut ion de T r i s  0,025 M, 

glycocol le 0,192 hl ; SDS 0,1 %. L'é!ectrophorèse d u r e  16 heures, à un vol tage 

constant  d e  30 vo l t s  (3 vo l ts lcm) .  Les gels sont  alors colorés au b l e u  de 

coomassie R 250, séchés e t  autoradiographiés. 

2. Gel d e  polyacrylâmide n o n  dénaturant  ...................................................................... 

On u t i l i se  le même système en tampons d iscont inus mais le s e l  de  

résolut ion est ,  su ivant  les indicat ions, soi t  e n  6 % d 'acrylamide ( r a p p o r t  

acry larn idelb is  : 50 : 1, 3 3 ) ,  soi t  e n  10 8 d'acrylamide ( r a p p o r t  acry larn idelb is  

: 50 : 0,235) en absence d e  SDS. Le tampon d e  migrat ion es t  concentré deux  

fois p a r  r a p p o r t  à celu i  u t i l i sé  p o u r  les gels SDS. 

3. Gel de  polyacrylamide e n  grad ient  u rée  ............................................................................ 

Le même système en tampons d iscont inus  est u t i l i sé .  

Le ge l  de  résolut ion en 15 % d'acrylamide ( r a p p o r t  acry lamidelb is  : 50 : 0,235) 

contenant  du SDS, es t  const i tué  comme s u i t  : 1 ml de  gel  contenant  de l ' u rée  8 

M, 6 ml d e  ge l  contenant le  g rad ien t  u rée  : 0-8 M, I m l  d e  ge l  ne  contenant  

pas d 'urée.  La migrat ion se fa i t  perpendiculairement au g rad ien t  ( revue  pa r  

GOLDENBERG and CREIGHTON 1984). 



4. Electrophorèse de t rans fe r t  ................................................... 

Le t r zns fe r t  de  protéines d'un gel de polyacrylamide â une 

feuil le de nitracellulose se fa i t  aans le tampon suivant  : T r i s  25 mM, pH  8,9, 

glycocolle 192 mM, méthanol 20 Oa. II du re  1 h-1 h 30, sous réfr igérat ion.  

5. 1soélectrofocal isation ...................................... 

L'éiectrophorèse se fa i t  dans un gel d'agarose à 1 B contenant 

5 % diampholines pH 3,5 à 9,s (Pharrnacia Fine Chemical) pour 20 min à 10 V l cm 

(voltage constant) su i v i  pa r  une migrat ion de 60 min à 6 W (puissance 

constante). Le grad ient  de pH est déterminé par  élution de bandes de ge l  de  1 

cm. 

6. Immunoélectrophorèse bidimensionelle ..................................................................... 

C'est la technique de LAURELL (1965), modifiée par  WEEKE 

(1973). C'est une électrophorèse s u r  plaque horizontale (110 x 90) mm en 

agarose 1 % dans d u  tampon véronal, pH 8.6, 0,2 M (tampon d'électrophorèse]. 

La première migrat ion se fa i t  pendant 90 minutes sous 100 vol ts aux bords de  la 

plaque, celle-ci étant ré f r igérée par  un courant  d'eau. Puis le gel  est coupé en 

bandes correspondant à chaque échantillon. Pour la seconde dimension, I'agarose 

1 8 contient I 'antisérum d i r i gé  contre les antigènes v i raux  (en quant i té var iable 

suivant  la quant i té du dépôt) .  La migrat ion d u r e  16 h, sous une dif férence de 

potentiel  de 25-30 vol ts aux bords de la plaque. 

~ Les plaques sont alors pressées sous d u  papier absorbant pendant 45 min, 
l 

pu is  lavées avec d u  sérum physiologique 30 min, de l'eau dist i l lée 15 min, e t  

1 séchées avant d 'être colorées au bleu de Coomassie b r i l l an t  R 250. 

On su i t  le même procédé que pour I'immunoélectrophorèse 

bidimensionnelle précédemment décri te. hilais pour  la premiére dimension, on 

ajoute, à l'agarose 1 %, 1 mglm1 de la lectine choisie. 



I- Techniaues immunoloaiaues 

1. Préparation des sérums ......................................... 

a)  sérum ant i -v i rus 

Le v i r u s  est cassé par  désintégrat ion sonique, d i lué  de 

moitié par  addit ion d 'adjuvant de FREUND, avant d 'être injecté à des lapins. On 

fa i t  quat re  à c inq injections successives toutes les semaines. Le sang est 

prélevé 10 jours aprés la dernière injection. 

b )  sérum d i r igé  contre une protéine 

Ces sérums ont  été obtenus par injections intradermiques 

soit  de l 'arc de préc ip i té  antigène-anticorps provenant de plaques 

d'immunoélectrophorèse bidimensionnelle (sérum ant i - f ibre de l 'adénovirus 2 e t  

de l 'adénovirus 5, sérum anti-base du penton, sérum anti-hexon) ou  de  la 

protéine pur i f iée (sérum anti-f ibre de  l 'adénovirus 2 ) .  En général, c inq  

injections a huit jours d ' interval le suf f isent  pour  obtenir  un sérum assez 

puissant. 

C)  sérum antipeptide 

Les peptides N e t  C de la f ib re  on t  été synthétisés en 

phase solide pa r  la méthode de BARANY et  MERRIFIELD (1980).  Les peptides 

sont couplés a la toxine tétanique pa r  le glutaraldéhyde. Les peptides couplés 

sont injectés à des lapiris toutes les t ro i s  semaines. Une série de c inq  inject ions 

a permis d'obtenir les sérums anti-CTT e t  anti-NTT. 

2. T i t rage p a r  immunofluorescence .......................................................... 

Les cellules Hep 2 sont infectées par  200 VI de suspension 

v i ra le de p lus  en plus diluée. 40 h après infect ion, les cellules sont fixées par  

une solut ion de  méthanollPBS (95 : 5 V I V ) .  Après plusieurs lavages dans le 

tampon PBS, on  incube les cellules avec du sérum ant i -v i rus total d i l ué  au 

centième pendant 30 min. Après plusieurs lavages à l'eau physiologique, on 

révèle les cellules infectées liées aux anticorps ant i -v i rus par  un sérum 

fluorescent de chèvre anti-immunoglobuI ines de  lapin. La lecture des cellules 

infectées se fa i t  sous microscope en lumière ultra-violette. 



3. Immunoprécipitation pa r  Staphylococcus aureus ........................................................................................ 

La technique a été décr i te pa r  CRAWFORD e t  LANE (1977). Le 

complexe antigène-anticorps est adsorbé sur  la protéine A de S. aureus. 10 MI 

de  la solution d'antigène sont incubés, pendant une nuit, à 4O C, avec 10 MI 

d'immunsérum e t  75 MI d'une solution de NET-N (Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 

150 mM, EDTA 5 mM, Nonidet P.40 0,05 %, sérum albumine bovine à 1 mglml ) .  

Le complexe antigène-anticorps est piégé par  10 MI de suspension de 

Staphylococcus aureus, une demi-heure à température ambiante. Le préc ip i té  est 

lavé, repr i s  par  du tampon dénaturant  e t  analysé sur  gel de  polycrylamide-SDS. 

4. lmmunotransfert ............................. 

Le t rans fe r t  se fa i t  pa r  électrophorése ( vo i r  techniques 

électrophorétiques). La feuil le de nitrocellulose est saturée en la i t  ( la i t  5 % en 

tampon T r i s  salin : 10 mM Tr is ,  pH 7,4, 150 mM NaCI), à 45' C pendant 1 h. 

Le tampon es t  alors renouvelé e t  le sérum est  ajouté, après d i lu t ion va r ian t  du 

1/1000 au 11200 su ivant  indication, pour  un temps d' incubation minimum d'une 

heure e t  demie, à température ambiante. Le t rans fe r t  es t  lavé quat re  fois 10 

min, pa r  du tampon Tris-salin, deux des lavages comportent du tween 0,05 % e t  

du NP-40 0,05 %. Les anticorps f ixés su r  la feuil le d e  nitro-cellulose sont  

révélés pa r  des ant icorps anti-lapin marqués à la peroxydase ou bien p a r  la 
3 5 protéine A marquée à la ( S) -méthionine (Amersham) . 

5. Test  ELISA ....................... 

Les tests ELISA sont fa i ts  s u r  des micro-plaques ELISA 

(DYNATECH). 1 wg de  pept ide ou 5 wg d'antigéne sont dilués dans un ml de  

tampon PBS (150 mM NaCI, 3 mM KCI, 8 mM Na2HP04, 15 mM KH2P04, 0.5 mM 

MgCI2, 6H20.  1 mM CaC12 pH  7.2). 100 wg de  ces di lut ions sont ajoutés par  

pui ts,  e t  laissés pour  adsorpt ion pendant une nuit. 

Les plaques sont  lavées deux. fois avec du PBS, pu is  saturées avec d e  la 

sérum albumine bovine (2 %) dans le tampon PBS, pendant 30 min à 37O C. 

L' incubation avec le sérum d i lué du re  2 h à 37O C. Après t ro is  lavages, 100 MI 

d'immunoglobulines de  chévre anti- lapin marquées à la peroxydase e t  d i lues au  

milliéme sont ajoutés pa r  pui ts.  Le subst ra t  pou r  la peroxydase est  préparé en 

mélangeant 0,75 mg d'orthophénylène diamine dans 25 ml de tampon 



phosphate-ci trate (100 mM sodium c i t ra te ,  100 mM phosphate disodique dans le 

r a p p o r t  2 volumesl5 volumes) e t  28 l d'eau oxygénée. IO0 01 d e  cet te 

prépara t ion  sont  ajoutés p a r  pu i ts .  La réact ion es t  a r rê tée p a r  add i t ion  d e  100 

pl d'acide ch lo ryd r ique  IN.  

Quand la spéci f ic i té  du sérum est  testée p a r  compéti t ion e n t r e  la f i b r e  e t  

les peptides, la f i b r e  es t  adsorbée s u r  la boîte e t  le sérum est  d 'abord  incubé 

avec le pept ide avant  son addi t ion dans le pu i ts .  

J-  Techniques génétiques 

1- Clonage .............. 

Le f ragment de GNA Eco R I  es t  inséré  dans le  plasmide p B R  328 - 
(coupé - Eco R I ) ,  le f r a g n e n t  H ind  II1 F dans le plasmide p B R  322 (coupé par - 
H i n d  i l ! ) .  

La t ransfect ion d 'une souche E. coli p a r  les plasmides se f a i t  p a r  méthode 

d e  préc ip i ta t ion  au  phosphate d e  calcium. La sélection des clones ayant  i n t é g r é  

les plasmides contenant I ' inser t  se fa i t  p a r  sensib i l i té  a u x  ant ib iot iques.  Les 

plasmides p B R  328 q u i  o n t  inséré Eco R I  E on t  p e r d u  le gène de rés is tance au - 
chloramphénicol. Les plasmides p 6 R  322 qui o n t  inséré H i n d  Ill F o n t  p e r d u  le - 
géne de résistance à la tét racycl ine.  Dans les deux  cas, les plasmides 

conservent  l e u r  résistance à l'arnpicill ine. 

Le clonage permet d 'ob ten i r  en grande quan t i t é  le  matériel  à 

séquencer. Le f ragment - Eco R I  E es t  coupé p a r  - A l u  I e t  - Hha 1 .  Le f ragment 

H ind  III est  coupé pa r  H i n f  1. Les fragments sont  marqués en 5' p a r  add i t ion  - - 
32 d e  ATP-5-( P) e t  de polynucléot ide kinase. La méthode d e  séquençaçe ut i l isée 

est  cel le de  MAXAM e t  GILBERT (1980). 

3 .  Analyse des mRNA à la nucléase S1 ................................................................ 

L'analyse à la nucléase S1 se f a i t  selon la méhtode de BERK e t  
-k 

SHARP (1978). Les mRNA cytoplasmiques po ly  A de cel lules infectées p a r  le 



v i r u s  de t y p e  sauvage ou p a r  l e  mu tan t  s o n t  mis à h y b r i d e r  avec l e  b r i n  r des 

f r agmen ts  de DNA - Eco R I  E/Hha - 1 6 ou avec u n  f r a g m e n t  H ind  III F I H i n f  1 4. 

Les f r agmen ts  s o n t  marqués s u r  l ' e x t r ém i té  5'. Les h y b r i d e s  s o n t  t r a i t é s  à 

l a  nucléase S1 e t  analysés en ge l  de po lyacry lamide de  4,5 ou 5 % ( r a p p o r t  

ac r y l am ide lb i s  ac ry lamide  : 29 : 1). 

4. Méthode de sauvetage d 'une muta t ion  

La méthode a é té  déc r i t e  p a r  FROST e t  WILLIAMS (1978). Les 

cel lu les 36 293 s o n t  t rans fec tées  p a r  l a  méthode de p réc ip i t a t i on  au phosphate  

de  calcium p a r  l e  mélange d 'un  f r a g m e n t  de D N A  d u  v i r u s  de t y p e  sauvage (5 
R I  E, - Eco R 1 C ,  - Xho 1 B )  avec l e  DNA d u  m u t a n t  H2 - t s  125 l i é  à sa p ro té i ne  

terminale.  Les ce l lu les s o n t  a l o r s  placées à 39" C p o u r  sé lec t ionner  l e s  v i r u s  q u i  

o n t  p e r d u  l e u r  c r i t è r e  de thermosens ib i l i t é  p a r  recombinaison avec l e  f r a g m e n t  

d u  v i r u s  de t y p e  sauvage. 

K - Microscopie é lec t ron ique  

Les échant i l lons s o n t  co lorés en fo rmia te  d ' u r a n y l  1 %, tamponné avec 

d u  cacodylate de sodium 0 , l  N ,  pH 7, 0, e t  examinés dans u n  microscope 

é lec t ron ique  H i tach i  HU 12. Les mesures de l o n g u e u r  des f i b r e s  F w t  e t  F I 2 5  o n t  

é té  faites en u t i l i s a n t  u n  ana l yseu r  d' image quan t i t a t i f  MOPIAM0 1 ( K o n t r o n  

Messgerate),  s u r  des molécules de penton.el les co r responden t  à l a  d is tance  

e n t r e  l e  p o i n t  d 'ancrage de l a  f i b r e  dans l a  base d u  pen ton  e t  l ' e x t r ém i té  de  l a  

sphéru le .Le gross issement  f i n a l  e s t  de 195000. Plus de  200 mesures o n t  é té  

fai tes (221  p o u r  l a  f i b r e  F w t  e t  235 p o u r  l a  f i b r e  F125), s u r  des molécules 

choisies dans 7 ou 8 c l i chés  d i f f e r e n t s .  
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