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LEXIQUE 

1) CELLULES 

A-549 : Lignée établie de cellules de carcinome de poumon humain 
EHK-21 : Lignée établie de cellules de rein de hamster nouveau-né 
BRK : Cellules primaires de rein de rat Wistar nouveau-né 
COS : Cellules CV-1 transformées par le virus SV40, exprimant 

1 'Antigène T (Ag T) 
CV-1 : Lignée établie de cellules de rein de singe vert africain 
F-9 
HEK 
HEK-293 

HeLa 

KB3 

: Cellules de carcinome embryonnaire de souris 

: Lignée établie de cellules embryonnaires de rein humain 
: Cellules HEK transformées par les 11,5 % de l'extrémité gauche 
du génome de 1 'Ad5 (nt 270-4123) (Graham et al., 1977) 

: Lignée établie de cellules de carcinome du col utérin humain 
: LigRée établie de cellules de carcinome du plancher buccal 
humain 

: KB3 exprimant la région E1A de 1 'Ad5 (Babiss et al., 1983) 
: KB3 exprimant les régions E1A et E1B de 1 'Ad5 (Babiss - et 

al 1983) .' 
: KB3 exprimant la région ElB de 1 'Ad5 (Babiss et al ., 1983) 
: Lignée établie de cellules de rein de singe Rhésus 
: Lignée établie de fibroblastes de souris 

Vero : Lignée établie de cellules de rein de singe vert africain 
WI-38 : Lignée établie de fibroblastes de poumon humain 
143-8 : Lignée établ ie de ce1 lules d'ostéosarcome humain (c-) 

2) Gènes 

ca t - : Gène codant pour la chloramphénicol acétyl transférase 
myb : Oncogène de la leucémie myoblastique aviaire 
myC : Oncogène de la leucémie myélo-monocytaire 
néo - : Gène de résistance à la néomycine 

ras - : Oncogène du sarcome murin de Harvey 
sarc - : Oncogène du sarcome de Rous 

tc - : Gène de résistance à la tétracycline 

tk - : Gène codant pour la thymidine kinase 



3) Virus 

Ad : Adénovirus 
AD2ND1 : Hybride d'adénovirus de type 2 et de SV40 
SV40 : Papovavirus dont l'hôte naturel est le singe 

4) Réactifs 

BBg : Bleu de bromophénol 
bluo-gal : Indolyl- P -D-galactoside halogéné 
BrET : Bromure d'éthidium 
CsCl : Chlorure de césium 
Cs2S04 : Sulfate de césium 
64 18 : Généticine 
HEPES : Acide N-2-hydroxyéthy1pipérazine-N'-éthanesu1fonique 
1 PTG : Isopropyl - P -D-gal actopyranoside 
NP40 : Nonidet P40 
PIPES : Acide pipérazinediéthane-sul fonique-1,4 

SDS : Dodécyl sulfate de sodium 

5) Autres Abreviations 

AA : Ami noaci des 
dl : Délétion 
E : Early - précoce 
hr : Host range - mutant hôte dépendant 
kDa : Ki 1 odal ton 
L : Late - tardif 
nt : Nucléotide(s) 
ORF : Open reading frame - phase de lecture ouverte 
pb : Paire(s) de bases 
PFU : Plaque forming unit - unité formant plage (unité de titre infectieux 

viral ) 
p.i. : Post infection 
pm : Ponctua1 mutation - mutation ponctuel le 
R : Résidus 

S : Coefficient de SVEDBERG 
ts : Thermosensible 
UG : Unité génome 

var : Variant 
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I N T R O D U C T I O N  



1 

Les 35 ans écoulés depuis l ' isolement des adénov i rus  o n t  é té  marqués p a r  I 
p l us ieu rs  évènements. En 1962, Huebner e t  al. o n t  mis e n  évidence le pouvo i r  

oncogène "in v i t r o "  de  ces v i r u s .  F lewet t  e t  al. (1975) o n t  ident iyié les - -  
adénov i rus  " fas t id ieux"  qui o n t  été isolés en c u l t u r e  cel lu la i re (HEK-293) p a r  

T a k i f f  e t  al. (1981). En 1977, les études réalisées avec l 'Ad2 o n t  permis de 

met t re  e n  évidence Ilépissage des ARNm (Chow e t  al., 1977) e t  en 1980 l e  

mécanisme d e  la t ransformat ion cel lu la i re e n  d e u x  étapes : imrnortalisation e t  

t ransformat ion phénotyp ique (Houwel ing - e t  al .  , 1980). 

La biologie moléculaire a réel lement débuté  avec l ' isolement des 

endonucléases d e  res t r i c t i on  p a r  A r b e r  e t  Dussoix (1962), e t  a sans aucun 

doute  mis un terme à la d i s t i nc t i on  e n t r e  les deux  concepts : l e  fondamental e t  

l 'appl iqué. La recherche fondamentale a mis en va leur  la recherche appl iquée. 

"Comme le noyau e t  le cytoplasme in terag issent  p o u r  la matura t ion  e t  le  

t r a n s p o r t  des ARNm", il ex is te un échange des besoins e t  des connaissances d e  

I f u n e  p a r  r a p p o r t  à l 'autre.  La "biologie humaine", e n  général,  y a beaucoup 

gagné. 

Ce t te  col laborat ion f ruc tueuse  n 'es t  malheureusement pas quot id iennement l 
1 

su iv ie.  Prenons p o u r  exemple la dest inée d'un médicament i n t e r d i t  dans un pays  

indus t r i a l i sé  mais commercialisé l ib rement  dans un pays sous-développé p a r  u n e  

en t rep r i se  (ou " t rus t1 ' )  de  ce premier .  A [ 'or ig ine se t r o u v e n t  les i n té rê ts  d e  

cer ta ins  groupes indigènes mais p lus  encore le r a p p o r t  de " fo rce  économique1' 

e n t r e  pays  i ndus t r i a l i sé  ou non.  La rentab i l i sa t ion  des recherches ob l igent  la  

commercialisation des p rodu i t s  "médicamenteux" e n  dép i t  des p r inc ipes  éthiques. 1 

Les années 80 o n t  été frappées p a r  "l'épidémie du SIDA",  dn problème 

extrêmement g r a v e  qui jus t i f ie  la mobi; isat ion générale en t rep r i se  ; e t  p o u r t a n t  

des i n té rê ts  économiques mesquins o n t  été jusquià remet t re  en cause la 

découver te  du v i r u s .  Mais il fau t  savoir  également que  dans le t iers-monde il y 

a, annuel lement, 4,5 mi l l iards d e  cas d e  gast roentér i te  chez les enfants âgés d e  

moins d e  5 ans. Ceci p rovoque la mor t  d e  5 à 10 mi! l ions d 'en t re  eux.  Parmi les 

agents ét iologiques retenus,  les v i r u s  sont  responsables d e  30 % des cas 

( r o t a v i r u s  , adénovirus,  coronav i rus  . . . ) . Bien évidemment, ni les v i rus ,  ni les 

bactér ies n e  sont  les premiers responsables d e  la m o r t  de  ces enfants, l e  

vé r i t ab le  problème é tan t  la famine. 



Le SIDA est-i l p lus important  qut lc famine ? 

Un  changement d u  " rappor t  de  force" en t re  pays industr ia l isé e t  pays 

sous-développé est nécessaire a f in  qu ' i l  soit  le p lus  proche possible de  celui 

existant  en t re  deux nations de même potentiel  économique. Ceci dev ra i t  

permettre aux  pays sous-développés de progresser par  eux-mêmes, avec leurs 

propres capacités, idées e t  t rad i t i ons .  

Ces v i rus ,  "organismes" que I ton  d i t  à la f ront ière  du vivant ,  seraient-i ls 

p lus  aptes à se rv i r  de modèle pour l'Homme que l'homme p o u r  lui-même? 





HISTORIQUE 

Rowe e t  al. (1953) on t  isolé pour  la première fois un agent infect ieux à 

p a r t i r  de t issus adénoïdes humains maintenus en cu l t u re  "in -- vit ro" .  Une année 

p lus  ta rd ,  Hilleman e t  Werner on t  isolé en cu l ture  cel lulaire d 'or ig ine humaine 

(carcinome épidermoïde humain) un agent cytopathogène provenant de  sécrétions 

de la gorge de malades at te ints dl infect ions respiratoi res aiguës. 

Init ialement, i l s  on t  reçu les dénominations suivantes : "Adenoid 

Degeneration Agent"  (Rowe e t  al. , 1953) , "Acute Respiratory Disease Agent"  

(Hilleman and Werner, 1954) e t  "Adenoidal-Pharyngeal Conjunctival Agen t "  

(Huebner e t  al., 1954). Enders e t  al. (1  956) on t  proposé le nom d'adénovirus à - 
ces agents isolés de d i f férents  spécimens cl iniques possédant des 

caractérist iques similaires. 

II- CLASSIFICATION 

Les adénovirus font  pa r t ie  de la famille Adenoviridae. Celle-ci comprend les 
l l 
1 

genres Mastadénovirus (adénovirus des mammifères), Aviadénovirus (adénovirus 
1 , 

aviaires) e t  les adénovirus isolés chez les poikilothermes ( Wigand e t  al., 1982 ; I 

Wigand e t  al. ,1987) (Tableau 1).  Cette classification est  fondée su r  des 

di f férences morphologiques e t  su r  l'absence de  protéines montrant  une 1 
I 

ant igénic i té croisée. T rès  peu d'homologies existent  ent re  les génomes de  ces 

genres. 1 
I 

l 

Chez l'homme, quarante-deux sérotypes on t  été identi f iés (Wigand e t  al. , 

1987). Plusieurs classifications ont  été proposées en fonction de : 

- leurs  propr iétés d'hémagglutination (Rosen , 1960) 

- leur  pourcentage en bases G+C (Pina and Green, 1965) 

- la longueur de leur  f i b re  (No r rby  and Skaaret, 1967) 

- leur  pouvoir  oncogène chez le hamster nouveau-né (Huebner, 1967) 

- la migrat ion électrophorétique de quelques polypeptides de s t r uc tu re  en ge l  de 

polyacrylamide-SDS (Wadell , 1978) 

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

- l 'analyse d u  génome par  des endonucléases de rest r ic t ion (Wadell - e t  al., 

1980). 



Tableau 1 : 

Nombre d e  sérotypes d 'adénov i rus  isolés chez les d i f f é ren tes  espèces 

animales hôtes 

(d 'après Wigand e t  al., 1982, 1987) 

Genre  Hôte Nombre Nomenclature 

Iden t i f i é  Probable 

Mastadénovirus Homme 

Primate n o n  humain 

B o v i n  

Cochon 

Mou t o n  

Cheval 

Ch ien 

Chèv re  

Sour is  

Peromyscus 

Opossum 

Tupa ia  

h l  - h42 

s iml  - sim24 

b0s l  - b 0 ~ 9  

sus1 - sus4 

o v i l  - ovi6 

e q u l  - equ2 

can l  - can2 ' 

cap1 

mus1 

Av iadénov i rus  Volai l le 

D inde 

Oie 

Faisan 

Canard  

3 gai1 - ga19 
- meIl - me13 

- ans1 - ans3 

1 p h a  

1 ana 

Grenoui l le  

T r u i t e  



Les 42 sérotypes d'adénovirus on t  été répar t is  en s ix  sous-groupes 

(Tableau 2). Le sous-groupe F cont ient  les adénovirus "fastidieux1', déc r i t s  

pour  la première fois par  Flewett e t  al. (1975). 

II 1 -  SYSTEMES HGTES 

Les adénovirus ont  été isolés chez l'homme e t  certains animaux. I l s  se 

mul t ip l ient  facilement en cu l tu re  cel lulaire humaine pr imaire ou en l ignée 

continue. Les cellules épithéliales sont p lus permissives que les cellules de type  

f ibroblast ique (Pereira e t  a l . ,  1963). - 
Quand les adénovirus se répl iquent,  i l s  produisent  une augmentation d u  

volume cellulaire, pu is  les cellules deviennent rondes e t  agrégées - "grappes de 

raisins' ' - phénomène caractérist ique de l 'e f fet  cytopathique de l 'adénovirus. 

IV- EPlDEMlOLOGlE DE L'ADENOVIRUS 

Les adénovirus o n t  été re t rouvés dans le monde ent ier .  I ls  sont  

associés aux maladies du t rac tus respiratoi re supér ieur e t  in fér ieur ,  

kératoconjonctivi tes, méningoencéphalites e t  gastroentéri tes (Wadell, 1984; 

Wigand - e t  al., 1987) (Tableau 3).  

LA PARTICULE VIRALE 

La capside 

Le v i r ion,  dépourvu d'enveloppe, possède une capside à symétrie 

icosaédrique, de  65 à 80 nm de diamètre (Horne e t  al., 1959) e t  composée de 

252 capsomères : 240 hexons forment les 20 faces t r iangulai res de I ' icosaèdre e t  

12 pentons sont  localisés aux  sommets. Un  penton est  const i tué d 'une base e t  

d 'une project ion : la f i b re  (Valentine and Pereira, 1965 ; Ginsberg e t  al., 

1966). 

La part icule complète du v i r u s  a une densi té de 1.34 en g rad ien t  

isopycnique de CsCI. Les adénovirus contiennent 11,6 à 13,s % d'ADN e t  88,4 

à 86,s 8 de protéines (Green and Pina, 1963). 



Tableau 2 : 
C l a s s i f i c a t i o n  des adénovirus humains avec l e u r s  p r i nc ipa les  ca ra té r i s t i ques  (d'après ,Pettersson and Wadell, 1985 ; Wigand e t  a l  ., 1987). 

Degré d'homologie du DNA Teneur en Nombre de Masse molécu la i re  apparente 
............................ base C+C fragments de des polypept ides majeurs i n te rnes  Longueur Oncogéni c i  t é  Sous-groupe 

Sous-groupe Type i n t r a  i n t e r  r e s t r i c t i o n  ................................. de l a  f i b r e  chez l e  d'hémagglutination 
sous-groupe sous-groupe obtenus avec V V I V I  1 (ennm) hamster 

Sma l - nouveau-né 
........................................................................................................................................................................... 

* 
A 12,18,31 48-69 8 8-20 0 basse : 4-5 51-51,5 K 25,5-26 K 17,5-18 K 28-31 Haute I V 

47-49 % 

B 3,7,11,14,16, 89-94 8 9-20 % Moyenne : 8-10 53,5-54,5 K 24 K 17,8-18 K 9-11 Fa ib le  

21,34,35 49-52 8 

C 1 ,2,5,6 99-100 8 10-16 % Haute : 10-12 48,5 K 24 K 18,5 K 23-31 Aucune 
57-59 % 

D 8,9,10,13,15, 94-99 % 4-17 % Haute : 14-18 50-50,5 K 23,2 K 18,2 K 12-13 Aucune 
17,19,20,22,23 57-59 8 
24,25,26,27,28 
29,30,32,33,36 
37,38,39,42 

4-23 9e Haute : 19 18 K 17 Aucune 4 8 K  . 24,5K 

57 8 

62-69 % 15 % Moyenne 9-1 2 46-43,5 K 25,5 K 17,2-17,7 K 28-33 Aucune 
49-52 % 

I I I  



Tableau 3 : 

Epidémiologie des adénov i rus  humains 

(Wadell, 1984 ; Wigand e t  al., 1987). 

Sous-groupe Sérotypes Pathologie 
...................................................................... 

A 12,18,31 Non déf in ie  

In fec t ion  resp i ra to i re  

Conjonct iv i te  

Gast roentér i te  

In fec t ion  resp i ra to i re  

In fec t ion  latente 

Ad37 Con jonct iv i te  

sporadique 

Ad8-9 épidémies 

In fec t ion  resp i ra to i re  

Conjonct iv i te  

Gastroentér  i t e  



2- Les proté ines s t ruc tu ra les  

La pa r t i cu le  d 'adénov i rus  a été présentée, à l 'or igine, comme é tan t  

composée d e  deux  t y p e s  de proté ines,  hexon e t  penton,  en p l u s  du "core". 

Mais, les proté ines d e  l 'adénovi rus ayan t  été analysées p a r  ge l  d e  

polyacrylamide-SDS, u n e  complexité considérable a été révélée (Maizel e t  al. , 

1968). Actuel lement la pa r t i cu le  cont ien t  au moins n e u f  polypept ides d i f f é r e n t s  

( I l - I X  e t  Il l a ) .  De  p lus,  son t  observées, des bandes mineures qui 

cor respondent  à des pept ides v i r a u x ,  mais qui p résen ten t  u n  nombre de copies 

p a r  v i r i o n  t r è s  rédu i t .  

2.1 - Les protéinesa majeures 

2.1 .l- L'hexon 

L'hexon, t r imère  du po lypept ide  II (Boulanger a n d  

Puvion, 1973), posséde une  masse moléculaire d e  324 kDa  e t  un coef f i c ien t  d e  

sédimentat ion d e  12,9 S ( p o u r  11Ad2) ( Jornva l l  e t  al. , 1981 ) . B e r g e r  e t  al. 

(1978) d é c r i v e n t  I 'hexon comme u n e  pyramide évidée d o n t  la base e s t  hexagonale 

e t  le sommet t r i angu la i re  (12,s nm de hauteur  e t  8,O - 8,5 nm d e  d iamètre) .  II 

possède des déterminants ant igéniques g roupe  spéci f ique (al, sous-groupe e t  

t y p e  spéci f iques ( E )  ( N o r r b y  e t  al., 1969 ; Willcox and Mautner , 1976). 

2.1.2- Le pen ton  

Les pentons sont  composés de d e u x  u n i t é s  

s t ruc tura les ,  la base e t  la f i b re .  I l s  occupent  les douze sommets d e  I ' icosaèdre 

v i ra l ,  possédent un coef f i c ien t  d e  sédimentation d e  11 S (Ad2 e t  Ad5) e t  u n e  

masse tota le d e  365 kDa  (Va lent ine  and Pereira, 1965 ; Devaux e t  al., 1982). 

2.1.2.1 - la base du penton 

Devaux e t  al. (1982), e n  u t i l i sant  la d i f f u s i o n  d e  

neut rons ,  o n t  déterminé que  la masse réel le d e  la base e s t  de  246 kDa, e t  qu'il 

s 'ag i t  d ' u n e  association de t r o i s  polypept ides l Il, celui-ci  ayan t  u n e  masse 

apparente d e  85 kDa (Anderson  e t  al., 1973). 



Figure 1 : 

k:odèle s t ructural  e t  localisation des  protéines d e  l'adénovirus type  2 .  
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Les p r o t é i n e s  du  v i r i o n  e t  Leur l o c a l i s a t i o n  ( E v e r i t t  e t  al., 1975) 
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Modèle s t r u c t u r a l  schématique (Russe l l  and Precious, 1982) 



Le v i r u s  p rodu i t  un e f fe t  cytotoxique su r  les cellules infectées d û  à la 

base du penton (Pereira, 1958 ; Pettersson and Hoglund, 1969 ; Boudin e t  al., 

1980). 

La base d u  penton possède des déterminants antigéniques de groupe ( P ) ,  
de sous-groupe e t  de  type  spécifiques (No r rby  e t  al., 1969). 

La base du penton e t  la f i b re  s'unissent pa r  des liaisons non  covalentes, 

qui peuvent  ê t re  dissociées pa r  traitement avec le ch lorhydrate  de guanidine 

(No r rby  and Skaaret, 1967), la formamide (Neurath e t  al. , 1968) , la py r i d i ne  

(Pettersson and Hoglund, 1969) ou avec le désoxycholate de sodium (Boudin  - e t  

al., 1979). - 

2.1.2.2- la f i b re  

La f ib re  reconnaît les récepteurs cel lulaires e t  

joue un rô le  dans l'attachement d u  v i r ion  à la cellule hôte. Elle a une  s t r uc tu re  

hautement asymétrique, de 2 nm de diamètre, fortement allongée (10 à 33 nm) et  

se termine par  une pet i te sphérule ( 4  nm). Sa longueur var ie selon le sous- 

-groupe du v i rus .  Les adénovirus aviaires possèdent deux f ib res de longueur 

d i f férente  insérées en  deux po in ts  d ist incts su r  la base du penton (Gelderblom 

and Maichle-Lauppe, 1982). 

Le monomère de  la f ib re ,  le polypeptide IV,  possède une masse moléculaire 

apparente en gel de  poiyacrylamide-SDS de 62 kDa (Maizel et  al., 1968), un 

coeff icient de sédimentation de  6 S e t  un pHi  de 5,3 à 6,6 (Lemay and 

Boulanger, 1980). Des études structurales suggèrent  que la f i b re  présente une 

s t r uc tu re  dimérique (Devaux e t  al., 1982 . Cependant, l 'hypothèse d 'une 

s t r uc tu re  t r imér ique ne peu t  ê t re  écartée (van  Oostrum and Burne t t ,  1985 ; 

Devaux e t  al., 1987). - 
La f i b re  est la seule protéine de s t r uc tu re  glycosylée de l 'adénovirus. Elle 

por te  des déterminants antigéniques de sous-groupe (6) e t  de t y p e  spécifiques 

(6) ( N o r r b y  e t  al., 1969). 



2.2- Les proté ines mineures 

2.2.1- L e p o l y p e p t i d e l l l a  

Le po lypept ide  I l l a ,  de masse moléculaire 65 kDa, est 

t r a d u i t  sous la forme d'un p récu rseur  N-acétylé, le p l l l a ,  de  masse moléculaire 

67 kDa  (Boud in  e t  al., 1980). Le po lypept ide  Il la  e t  le pl l l a  sont deux  

phosphoprotéines, d o n t  la phosphory la t ion  se fa i t  préférent ie l lement  p a r  une  

ac t i v i t é  pro té ine  k inase "in -- vi t ro " ,  associée à la capside v i ra le  ( A k u s j a r v i  - et  

al., 1978). Le l 1 la  a un rô le  d e  stabi l isat ion ; avec un nombre d e  74 copies p a r  - 
capside, il ren fo rce  les l iaisons e n t r e  les pentons, les polypept ides V, V I 1  e t  

les hexons pér ipentonaux (Devaux e t  al., 1982 ; v a n  Oostrum and B u r n e t t ,  

1985). Le Il la  p o u r r a i t  aussi  jouer un rô le  impor tant  pendant  l'assemblage 

(D 'Ha l lu in  e t  al., 1978a). 

2.2.2- Le po lypept ide  V I  
1 

Le  po lypept ide  V I  es t  i s s u  d'un p récu rseur ,  le p V I  de  

27 kDa,  maturé  p a r  pro téo lyse en po lypept ide  d e  24 kDa (Maizel e t  al., 1968 ; 1 A k u s j a r v i  and Persson, 1981). Associé à i 'hexon ( E v e r i t t  e t  al., 1973). il 
1 

e x i s te ra i t  sous forme dimér ique ou t r imér ique dans le v i r u s  ( E v e r i t t  and 

Phi l ipson, 1974 ; Lemay and Boulanger, 1980). Récemment, Russel l  e t  Precious 

1 (1982) lui o n t  t rouvé ,  "in v i t r o " ,  u n e  a f f i n i t é  p o u r  l 'ADN. -- 

1 2.2.3- Le po lypept ide  V I  l l 

D é r i v é  d'un p récu rseur ,  le p V I I I ,  d 'une masse 

moléculaire réel le d e  24,7 kDa  (Hér issé e t  al., 1980) , le po lypept ide  V I  l l a une 

masse moléculaire d e  17,s kDa. Dans le v i r i on ,  il est  associé a u x  hexons des 

zones apicales e t  possède un rôle d e  stabi l isat ion d e  la capside ( E v e r i t t  e t  al., 

1975). 

2.2.4- Le po lypept ide  I X  

Associé p lus  for tement  a u x  groupes de 9 hexons q u e  le 

V I  I 1, le po lypept ide  I X  a u n e  masse moléculaire d e  14,3 kDa (Boulanger e t  al., 

1979 ; Alestrom e t  al., 1980). Le po lypept ide  I X  es t  e x p r i n é  dès la phase 

précoce du cyc le  v i r a l  mais c 'est  une  pro té ine  s t r u c t u r a l e  ta rd i ve ,  dont  le  rô le 

p r inc ipa l  e s t  l 'assemblage des groupes d e  9 hexons. Colby e t  Shenk (1981) o n t  

c o n s t r u i t  un v i r u s  délété d e  ce po lypept ide  (H5 - dl 313) e t  o n t  observé q u e  ce 



v i r ion  était  un peu moins stable thermodynamiquement que  le v i r u s  de  type 

sauvage. Ce polypeptide IX,  localisé en dehors de  la région minimale nécessaire 

à la transformation, do i t  jouer u n  rôle purement s t ruc tu ra l .  En général, il n'a 

pas été re t rouvé  dans les lignées cellulaires transformées par  l 'adénovirus 

(Lewis and Mathews,l981). hlais, récemment, Grand et  al. (1987b) ont  mis en 

évidence le polypeptide IX dans certaines lignées cel lulaires de ra t ,  

transformées pa r  l 'Ad1 2. 

2.2.5- Les polypeptides X, XI  e t  X I I  

Maizel e t  al. (1968) on t  mis en évidence des pet i ts  

polypeptides de faible masse koléculai re (ent re  5 e t  7 kDa); n i  la localisation de 

leur  séquence codante, ni leur rô le ne sont connus. Deux de  ces polypeptides 

seraient des produi ts  de dégradation d'autres protéines de la capside, le 

troisième étant  le polypept ide ''y1' (Anderson e t  al., 1973 ; Hosakawa and Sung, 

1976). 

V I -  L'ADN V IRAL  

Le génome de l 'adénovirus est un ADN double b r i n  ; sa masse moléculaire 

est comprise ent re  20-25x10~ (Mastadénovirus) e t  3 0 x 1 0 ~  kDa (Aviadénovirus) 

(Green e t  al., 1967 ; van der  Eb e t  al., 1969). La constante de sédimentation - 
de l'ADN des adénovirus a été déterminée : 31 S pour  le t y p e  5 (Harpst  - e t  al., 

1977) e t  de 32  S pour  le t ype  2 (Black and Center, 1979). A chacune des 

extrémités existe une séquence terminale répétée inversée, que l 'on re t rouve  

t rès  conservée pour  les d i f fé ren ts  sérotypes (Wolfson and  Dressler, 1972 ; 

Shinagawa e t  al., 1987). 

Une protéine de 55 kDa, la protéine terminale (TP) ,  est f ixée à chaque 

extrémité 5 '  de I 'ADN par  liaison covalente ent re  un groupement P-OH d 'une 

sérine de la protéine e t  un rés idu désoxycyt id ine (Rekosh e t  al., 1977 ; 

Desiderio and Kel ly, 1981). Cette protéine possède un précurseur  [pTP)  d e  87 

kDa qui se r t  d'amorce à la répl icat ion. 

Dans la capside, l 'ADN est associé à t ro i s  protéines. Cette s t r uc tu re  

nucléoprotéique, nommée "core", possède une organisation similaire à celle de  la 

chromatine des cellules eucaryotes. Les protéines majeures du "core" sont : 

(a)  Le polypept ide V I I ,  dgune masse moléculaire de 18 kDa, es t  t rès  

basique; il cont ient  24 Oa d'argin ine e t  dér ive d'un précurseur ,  le 



pV11. Chaque par t icu le  v i ra le en possède env i ron  1000 copies. 

( b )  Le polypeptide V est  la protéine mineure du Ifcoreff,  il a une masse 

moléculaire de 45,5 kDa e t  est présent  sous forme monomérique, à 

raison de 180 copies par  v i r ion.  

Le polypeptide VI1 est p lus  fortement associé au génome v i ra l  que le 

polypeptide V (Laver  e t  al., 1968 ; Russell e t  al., 1971 ; Brown - e t  

al., 1975 ; Corden e t  al., 1976). - - 
(c) La protéine basique " y f ' ,  identi f iée par  Hosakawa e t  Sung (1  976), 

est t rès  r iche en arg in ine ; de masse moléculaire de 4 à 5 kDa, il en 

existe 125 copies dans la capside. Elle pour ra i t  ê t re  liée à I 'ADN en t re  

deux s t ruc tu res  du t ype  nucléosomique (Vayda e t  al., 1983). La 

protéine "vif pou r ra i t  maintenir la s t r uc tu re  du "tore" dans le v i r i on ,  

en  interagissant avec les protéines qu i  sont  associées à I 'ADN 

(Chatterjee - e t  al., 1986). 

VI1 LES CYCLES VIRAUX 

Quand la part icule v i ra le  se f i xe  aux récepteurs membranaires spécifiques, 

elle peu t  pénétrer  dans le cytoplasme, soit  pa r  endocytose (Chardonnet and 

Dales, 1970) , soit pa r  pénétrat ion di recte à t ravers  la membrane cytoplasmique 

(Lonberg-Holm and Phil ipson, 1969) (Fig.2). Elle migre alors ve rs  le noyau où  

I fADN est  injecté sous forme nucléoide, laissant une capside v ide  dans le 

cytoplasme (Morgan - e t  al., 1969). 

Au  stade précoce, l 'ADN v i r a l  est organisé dans le noyau en nucléosome, 

comme la chromatine cel lulaire (Tate  and Phil ipson, 1979). La TP (55 kDa) reste 

attachée à I fADN après infection, ce qui le r end  p lus  résistant  aux axonucléases 

(Strauss e t  al., 1979). - 
Plusieurs cycles sont alors possibles : 

1- le  cycle abor t i f  

2- le cycle t ransformant 

3- le cycle l y t ique  

1- Le cycle abor t i f  

Le v i r us  exprime partiellement son information. En général, il y a 

synthèse de  protéines précoces, mais le déroulement d u  cycle étant  incomplet, il 

n'y a pas de progéni ture  v i ra le.  Ce cycle est dépendant de la na tu re  du v i r u s  

e t  de la cel lule hôte (pour  une  revue, vo i r  Delsert,1985). 



Fiqure 2 : 

Adsorption,  pénétrat ion e t  décapsidat ion d e  la part icule v i ra le  d a n s  la 

cellule hôte  (Se th  - et al., 1986) .  
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2- Le cycle transformant 

Huebner e t  al. (1962), T ren t i n  e t  al. (1962) o n t  mis en évidence que 

certa ins adénovirus sont oncogènes chez le hamster nouveau-né. Ces adénovirus 

de  sous-groupes A (Ad12, 18, 31) e t  B (Ad3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 35) sont 

capables d ' indu i re  des tumeurs. 

Toutefois, tous les sérotypes d'adénovirus humains peuvent t ransformer les 

cellules primaires de re i n  de  ra t .  Les cellules acquièrent des caractères phéno- 

typiques nouveaux et, en t re  aut res propr iétés : var ia t ion des quant i tés de 

nucléotides d u r a n t  le cycle cel lulaire, modification du cytosquelette, changement 

de  la composition en glycol ipides e t  en glycoprotéines, présence d'antigènes 

foetaux, la sécrétion des protéases est fortement augmentée, possib i l i té de  
++ 

cu l tu re  en mil ieux n u t r i t i f s  carencés en Ca , induct ion de tumeurs lors 

d' inject ion de  cellules transformées à des animaux sensibles. Les antigènes e t  

les ARNm v i r aux  sont détectés e t  des séquences d'ADN v i ra l  sont retrouvées 

(pour  une revue, vo i r  Delsert,  1985). 

La région transformante de l 'adénovirus est située dans les 12 % de  I 'ex- 

trémité gauche du génome (régions E1A e t  E1B) (revues générales : Bernards 

and van de r  Eb, 1984 ; Branton e t  al., 1985a) (c f .  chapi t re  V I  I 1). 

3- Le cycle ly t ique 

Le cycle v i ra l  d u r e  env i ron  40 h, i l  commence avec l 'adsorption d u  

v i r u s  au niveau des récepteurs cellulaires e t  se termine pa r  la lyse de la cel lule 

hôte, suiv ie de la l ibérat ion d 'une grande quant i té  de part icules v i ra les in- 

fectieuses. 

II est  d iv isé en p lus ieurs  phases : précoce, intermédiaire e t  tardive.  Lors 

de la phase intermédiaire c'est le début  de la répl icat ion de l 'ADN qu i  

détermine le passage en t re  la phase précoce e t  !a phase tard ive.  

3.1- La phase précoce 

Duran t  cet te phase, sont retrouvées certaines étapes communes 

aux cycles abor t i f ,  t ransformant e t  ly t ique ; c'est pourquoi  el le est 

part icul ièrement étudiée chez les adénovirus. Quatre zones précoces sont t rans-  

c r i tes  : a) les régions E l  e t  E3 s u r  le b r i n  "r'l (de  gauche à dro i te)  ; ( b )  les 

régions E2 e t  E4 su r  le brin " 1 "  ( de  dro i te  à gauche). 



Figure 3 : 

Carte génétique de l'adénovirus type 2 (Broker et a l . ,  1984) .  
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R N A s  

7 2 K  
OBP 

i 
Les f l è c h e s  n o i r e s  représentent  l e s  ARNm. 
Les p r o t é i n e s  assignées aux d i f f é r e n t e s  rég ions  sont indiquées.  



3.1.1 - La rég ion E l  

Elle es t  sous-divisée en E1A e t  E l  B. Cette région fera 

l 'objet d 'une étude p lus  approfondie au chapi t re  V I  II. Une f igure es t  présentée 

ci-contre pour faci l i ter  la compréhension, en par t icu l ie r ,  d u  processus de 

stimulation de tous les promoteurs précoces : E l  B, E2A, E3 e t  E4, pa r  les 

produi ts  de  la région E l  A. 

F igure 4 : 

Rôles des protéines de  la région E1A dans la régulat ion e t  

l texpréssion des gènes v i raux  e t  cel lulaires (Grand, 1987a). 

3.1.2- La rég ion E2 

1 ,  
l 
l 
I 

Elle es t  t ranscr i te  à p a r t i r  du b r i n  "1"  du génome 

------------------------------------------- 
1 

1 
I 
1 
I 

vira l ;  elle se s i tue ent re  75,4 e t  11,3 UG e t  contient deux u ~ i t é s  

transcript ionnei les, E2A e t  E2B. Tout  au débu t  d u  cycle v i r a l  le pr inc ipa l  

l 1 V V  I ............................... ... 
€28 E2A €3 .............................. ... 

I I V  1' I I 
L-- - - -  - ------- --""-""~,~"""""~~"""-- ---- -I 

I 

V 
l ncreased 

). 
'Shutoff' of ho4  

expression of ceIl ONA synthesis 
cellular genes 

promoteur act ivé est  localisé à 75,4 UG (EZA-E). Lors de la t rans i t ion : phase 

précoce - phase tard ive,  il y a changement de  promoteur e t  les ARNm sont 

t ranscr i ts  préférentiel lement à pa r t i r  du promoteur localisé à 72,2 UG (EZA-L) 

(Chow e t  al., 1979). 
\ 

3.1.2.1- la région E2A 

Les ARNm, t ransc r i t s  de  la région E2A, sont  

présents dans le cytoplasme 2 h à 3 h après l ' infect ion (Nevins e t  al., 1979). 

Le promoteur de cet te région, qui n'est pas précédé d'un motif "TATAA",  est 

stimulé pa r  les p rodu i t s  de la région E1A. Ces p rodu i t s  agissent s u r  des 

séc;uences bien définies (Elkaim e t  al., 1983 ; lmperiale and Nevins, 1984b). 



Une séquence située en t re  -79 nt e t  le s i te de coif fe (+1 )  est nécessaire à la 

t ranscr ip t ion e t  à la t ransact ivat ion par  les p rodu i t s  de  la région E1A. Cette 

séquence ressemble à l'élément act ivateur de la région E I A ,  et  peu t  foncticnner , 
I 

indépendamment de son or ientat ion e t  de  sa posit ion (en aval ou en amcnt du 

promoteur) ( Imperiale and Nevins, 1984b). 
1 

F igure 5 : 

Représentation graphique des t ransc r i t s  de la rég ion E2 de l 'Ad2 

(diaprés Green e t  al., 1983). 

Les.ARNrn sont  r ep résen tés  pa r  l e s  f l è c h e s  n o i r e s  e t  l e s  p r o t é i n e s  par  c e l l e s  

hachurées. 

Les p o i n t s  n o i r s  r e p r é s e n t e n t  l e  s i t e  de démarrage de l a  t r a n s c r i p t i o n .  

Récemment, Zajchowski e t  al. (1987) on t  mis en évidence l 'existence de  

t ro is  éléments impliqués dans la transactivat ion d u  promoteur E2A, pa r  les 

p rodu i t s  de la région E1A : (a)  I'élément 1,  localisé en t re  -13 nt e t  +62 nt ; 

( b )  I'élément II localisé ent re  -71 nt e t  -29 nt ; (c )  ifélSrnent III localisé en t re  

-146 nt e t  -86 nt. Individuel lement chaque élément est incapable d ' ê t r e  

transactivé, pa r  cont re  des combinaisons en t re  I et  II ou II e t  I l 1, sont  

suff isantes à la transactivat ion. Les auteurs on t  conclu que I'élément II semble 

ê t re  diune importance capitale pour  la t ransact ivat ion du promoteur E2A. 

La région E2A code pour  une protéine (DNA B ind ing  Protein - DBP) 

possédant une grande af f in i té  pour  l 'ADN simple b r i n .  Elle a une masse 

moléculaire apparente de  72 kDa e t  réelle de 58 kDa (K ru i j e r  - et al., 1982). La 

DBP est  une protéine mult i fonctionnel le : elle est autorégulée (Car te r  and 

Blanton, 1978) ; elle régu le  négativement la t ranscr ip t ion de la région E4 "in - 
vit ro ' '  (Handa e t  al., 1983) e t  "in v ivo" (Nevins and Wrinkler, 1980) ; elle - -- 
régule la stabi i i té des ARNm de la région E l  (Babich and  Nevins, 1981) ; elle 

es t  nécessaire à l ' in i t iat ion de la répl icat ion de I1ADN e t  à son élongation ( van  

der  V l ie t  e t  al., 1977). La 72 kDa jotie un rôle au niveau de fiassemblage des 

part icules v i ra les (Nicolas - e t  al., 1983). 



Des études réalisées avec les mutants H5 - t s  125 (Horwi tz,  1978), H5 - ts 107 

(Kru i je r  e t  al., 1983) e t  H5 hr 404 (Kru i je r  e t  al., 1981) on t  permis d 'observer - - 
deux domaines fonctionnels pr inc ipaux dans la protéine 72 kDa. Dans les 

mutants - t s  cet te protéine présente des modifications d u  côté C-terminal , 

extrémité qu i  possède une a f f i n i té  pour  l 'ADN simple brin e t  est impliqué dans 

l 'expression des c;ènes précoces. La 72 kDa d u  mutant  - h r  présente une 

modification d u  côté N-terminal phosphorylé. La séquence modifiée ne se l ie pas 

à l 'ADN simple b r i n ,  elle est  impliquée dans l 'expression des gènes ta rd i f s  e t  

est responsable de l'attachement de  la protéine à la membrane nucléaire (Klessig 

e t  al., 1986). 

Quinn e t  Kitchingman (1984) on t  comparé la séquence d'acides aminés de  la 

72 kDa des adénovirus de sérotypes 5, 7 e t  12 e t  on t  pu constater : 

a) l 'existence de t ro is  régions hautement conservées dans la par t ie  

C-terminale. Ces régions sont r iches en acides aminés basiques. Ceci 

peu t  expl iquer l 'a f f in i té  de cette par t ie  pour l 'ADN simple b r i n  ; 

b )  une hétérogénéité de l 'extrémité N-terminale, principalement pour  

l'Ad5 e t  I1Adl2.  

3.1.2.2- la région E2B 

T ro i s  ARNm d i f férents  sont  identif iés à p a r t i r  de  

la région E2B. I ls  possèdent en  commun un ensemble d'exons - séquences de  

tête - situés à 76 UG, 68,s UG e t  39 UG, associés à la par t ie  pr incipale des 

ARNm localisée respectivement à 30 UG, 26 UG, 23 UG e t  se terminant à 11,2 

UC . 

Le p lus  g rand  des ARNm englobe une ORF située en t re  29,3 e t  23,9 UG. 

Elle code pour  le précurseur  de la protéine terminale (pTP-87 kDa),  qui 

donnera pa r  cl ivage la protéine terminale de 55 kDa (Smart and Sti ' lman, 1982). 

Le plus p e t i t  des ARNm code pou r  I'ADFI polymérase v i ra le  de 140 kDa (Nagata 

e t  al., 1982) e t  son ORF est si tuée ent re  24 e t  14,2 UG. Aucune protéine n'a 

été jusqu'à présent identi f iée pou r  I'ORF située ent re  25,1 e t  23,3 UG. 

Les deux protéines codées par  E2B jouent un rôle prépondérant  dans la 

répl icat ion de l 'ADN v i ra l .  



3.1.3- La rég ion  E3 

Elle es t  t ransc r i t e  à p a r t i r  du brin "rH e t  est s i tuée 

ent ièrement dans la rég ion  sous le contrô le du promoteur majeur t a r d i f  ( B e r k  

and  Sharp ,  1978). Le promoteur p r o p r e  à ce t te  rég ion  comporte u n e  séquence 

homologue au mot i f  " T A T A A " .  Les ARNm d e  la rég ion  E3 sont  p r o d u i t s  à p a r t i r  

d e  d e u x  p récu rseurs  majeurs. I l s  possèdent un s i te  d e  co i f fe  commun localisé à 

76,8 UG e t  d isposent  d e  d e u x  si tes de terminaison d i f f é ren ts  du côté 3' : le 

p l u s  u t i l i s é  est s i t u é  à 85,9 UG, il es t  précédé p a r  I 'hexanucléot ide A A U A A A  ; 

le deuxième, localisé à 82,9 UG, est  u t i l i s é  moins fréquemment e t  a p o u r  

séquence d e  polyadénylat ion AUUAAA (Baker  and  Z i f f ,  1981 ; Stal  handske - et  

al., 1983). - 

A u  moins n e u f  ARNm sont  p rodu i t s  p a r  épissage des précurseurs .  I I  f a u t  

soul igner que p lus ieu rs  s i tes dlépissage, u t i l i sés  p a r  les " leaders"  

supplémentaires "x" " Y ' ~  e t  "z"  présents dans i lARNm d e  la f i b r e ,  coïncident  

avec ces jonct ions (Chow and B r o k e r ,  1978 ; Uhlén e t  al., 1982). 

F i g u r e  6 : 

Représentat ion g raph ique  des t r a n s c r i t s  d e  la rég ion E3 d e  l 'Ad2 

(d 'après A k u s j a r v i  e t  al., 1986). 

EARLY 

Les f l è c h e s  n o i r e s  r ep résen ten t  Les ARNm e t  l e s  f l è c h e s  b lanches e t  

r e c t a n g l e s  n o i r s  l e s  p ro té i nes .  

Pendant l a  phase précoce, l e s  ARNm (a à i l  o n t  en commun une séquence 

" leader "  a l l a n t  de 76.6 à 77.6 UG. 

Pendant l a  phase t a rd i ve ,  l e s  AWhn; débuten t  au n iveau  de l a  séquence 

" leader  t r i p a r t i t e "  ( x , y , z ) .  



H u i t  ORFs capables d e  coder p o u r  des pro té ines  de p l u s  de 100 A A  sont  

présentes dans ce t te  rég ion  (Hér issé e t  al., 1980), mais seulement une  

g lycopro té ine  d e  19 kDa e t  un po lypept ide  d e  11,6 kDa sont  indubi tablement 

codées p a r  la rég ion  E3 (Persson e t  al., 1980 ) .  

Des études, dans les cel lules normalement permissives à la souche sauvage, 

avec des adénov i rus  recombinants a y a n t  une délét ion par t ie l le  ou  totale d e  la 

rég ion  E3, o n t  mont ré  q u e  ce t te  r é g i o n  n 'est  pas nécessaire à la répl icat ion,  

(Lewis e t  al., 1974 ; Thimmapaya e t  al., 1982 ; B e r k n e r  and  Sharp, 1983). 

Puisque la rég ion  E3 est  b i e n  conservée e n t r e  d i f f é r e n t s  séro types d 'adénov i rus  

humains, elle possède sans doute  des fonct ions t r è s  importantes p o u r  l ' in fec t ion  

d e  leu rs  hôtes nature ls ,  mais encore méconnues. 

La pro té ine  19 kDa  forme un complexe avec les chaînes lourdes des 

ant igènes majeurs d 'h is tocompat ib i ' i té  d e  classe 1 (MHC 1) (Kampe e t  al., 1983). 

Sch r ie r  e t  al. (1983) o n t  proposé q u e  pendant  l ' in fec t ion  l y t i q u e  ce t te  p ro té ine  

joue un rôle simi laire à ce lu i  des p r o d u i t s  de  la rég ion  E1A d e  l 'Ad12 d u r a n t  la 

t ransformat ion d e  cellules pr imaires d e  ra t .  Récemment, Sever insson e t  Peterson 

(1985) o n t  t r o u v é  que la format ion du complexe 19 kDa - A g  du MHC 1 abaisse 

l 'expression d e  ces ant igènes à la sur face cel lu la i re et, en  conséquence, 

empêche la reconnaissance des ce1 Iules infectées p a r  les lymphocytes T. 

3.1.4- La rég ion  E4 

l El le es t  t r a n s c r i t e  à p a r t i r  du brin "I", e t  es t  localisée 

à l 'ext rémité d r o i t e  du génome v i r a l  ( B e r k  and Sharp,  1978 ; Chow e t  al., 

1979). Le promoteur,  localisé à 99,1 UC, i n i t i e  la t r a n s c r i p t i ~ n  de façon 

hétérogène, à l ' i n té r i eu r  d 'une  rég ion  de sept  nucléot ides (Baker  and Z i f f ,  

1981 ; Hashimoto e t  al., 1981 ) . Cet te  rég ion possède une  organisat ion e t  une 

régu la t ion  assez complexe. 

Le  promoteur de  la rég ion  E4 représente un système t r è s  in téressant  p o u r  

é tud ie r  l 'act ion pos i t i ve  e t  négat ive  des fac teurs  t ransact iva teurs  . La 

t ransc r ip t i on  es t  stimulée p a r  les p r o d u i t s  d e  la rég ion  E I A .  Cependant, e l le  es t  

répr imée p a r  la 72 kDa (EZA-E) (B lanton and Car te r ,  1979 ; Nevins and 

Wr ink ler ,  1980). 



Figure 7 : 

Représentation graphique des t ranscr i ts  de la rég ion E4 de l 'Ad2 

(d'après Akus jarv i  e t  al., 1986). 

Les f l è c h e s  n o i r e s  rep résen ten t  Les ARNm. 

Les p r o t é i n e s  sont  représen tées  par  l e s  r e c t a n g l e s  n o i r s  e t  b lancs .  

Dans la région E4, t ro i s  m o t ~ f s  sont importants pou r  une t ransc r ip t ion  

"maximale" : a) une séquence "TATA-l ike" à la posit ion -25 n t  pa r  r appo r t  au 

s i te de coi f fe (+1) ; ( b )  un élément localisé en t re  les positions -44 nt e t  

-58 nt ; c )  un élément s i tué ent re  les positions -325 nt e t  -140 nt .  

Ce dern ier  élément es t  part icul ièrement important, car  s' i l  est  suppr imé le 

taux de t ranscr ip t ion baisse d'au moins d i x  fois. II es t  aussi u n  s i te  de 

répression pa r  la 72 kDa (Handa e t  al., 1983). Gi lardi  e t  Pérr icaudet (1984) on t  

t rouvé  un domaine régulateur ent re  les positions -158 nt e t  -179 n t .  Ce domaine 

cont ient  une séquence 5' GGGAAGTGAC 3' qu i  es t  homologue au "core " d e  la 

séquence act ivatr ice présente dans la région E1A de 11Ad2. Elle est  aussi 

re t rouvée dans la région E2A ent re  les positions -80 nt e t  -67 nt. Récemment, 

les mêmes auteurs ont  démontré que les régions situées ent re  -239 nt e t  

-218 nt, -179 nt e t  -158 nt sont nécessaires au processus de  transactivat ion par  

les produi ts  de la région E l  A de l 'Ad2 (Gi lardi  and Pérricaudet, 1986). 



9 à 14 ARNm sont t ranscr i ts  par  la région E4 ( B e r k  and Sharp, 1978 ; 

Chow e t  al., 1979 ; Tigges and Raskas, 1982) e t  maturés pa r  un mécanisme 

d'épissage à pa r t i r  d 'un  précurseur  nucléaire commun. I l s  possèdent donc la 

même séquence de tête à la position 99,2 UG e t  la même extrémité 3' située à 

91,3 UG (Chow e t  al., 1979). 

Weinberg e t  Ketner (1986) on t  mis en évidence que  la région E4 est 

nécessaire à une  répl icat ion efficace de l 'ADN v i ra l ,  e t  à l 'expression des gènes 

tard i fs .  

Les fonctions des protéines de la région E4 sont t r è s  peu connues. Des 

études avec plusieurs mutants de délétion dans cette région on t  montré que 

celles-ci n 'af fectent  .pas la répl icat ion de l 'ADN. Mais quelques mutants ( H 5  - d l  

341, H 5  - d l  355, H 5  - dl 366) produisent  une quant i té  t rès  rédui te de protéines 

tardives.  La product ion v i ra le  est diminuée d 'un  facteur 50 par rappor t  à celle 

du type  sauvage. Ces observations indiquent que pour  quelques protéines, au 

moins, codées par  la région E4, un rôle est possible dans la régulat ion d u  

niveau d'expression des protéines au cours de la phase tard ive du cycle v i ra l  

(Halbert  e t  al., 1985). 

La phase intermédiaire 

3.2.1- La répl icat ion de l 'ADN 

La répl icat ion de l 'ADN v i ra l  détermine le passage de 

la phase précoce à la phase tard ive d u  cycle v i ra l .  Son t aux  est t rès  élevé dans 

les cellules permissives e t  pendant le cycle d' infect ion il y a sycthèse d'une 

quant i té  d 'ADN v i ra l  comparable à la quant i té d 'ADN chromosomique de la cellule 

infectée. La répl icat ion peu t  débuter à chaque extrémité du génome v i ra l .  Elle 

se p rodu i t  pa r  la séparation e t  le déplacement du b r i n  non répl iqué (Sussenbach 

e t  al., 1972 ; Younghusband and Maundrell , 1982). - 
3.2 .l. 1- le rô le de la séquence terminale répétée 

inversée ( l T R f  

La répl icat ion de  l'ADN v i r a l  est ini t iée dans 

I ' ITR. Celui-ci peut  ê t re  d iv isé en  deux régions : (a )  une région terminale 

r i che  en A T  ; ( b )  une région in terne r iche en CC. Pour l 'ADN des adénovirus 

humain, la région r iche en A T  est  constituée de  52-59 pb e t  la région GC de  



F i g u r e  9 : 

Les ITR des d i f f é r e n t s  sous-groupes d 'adénov i rus  humains e t  animaux 

(Shinagawa e t  al., 1987).  

Human AG (subxenus 8) 
Ad3 5' O~~ATATAATATACCTTATACATGGAATGCTCCCAACATGTAAATCAGGTAATTTAAAAAAC~CC~CCOCTGTCCTGA~CGOGC~CCC~AACC 

CCf AAAGCGGCCCCCCQCCCfCGCA AAATGACCf 
Ad7 5' CTATCTATATAATATACCTTATAGATGCAATGGTCCCAATATCTAAATCAGGTAATTTAAAAAACTCCGCGCTGTGTCGTCAGGCTGTGCCGTGAACG 

GCTAAAATCCCCGGCCCGGCCCTCCGAAAATGAC~~ 

Human Ad (subxenus C) 
Ad2 5' CATCATCAATAATATACCTTATTTTCCATTCAACCCAATATGATAATGAGGCGGTGCA~TGTGACCTCCCCCGCGKGTGGGAACCCGGCCCCTGACC 

TAC 
Ad5 5' CATCATCAATAATAT ACC~TA~TTTGGATTGAACCCAATATGATAATCACCGGC~GGAC~TTCTCACGT CCCCCGCGCCCTCGGAACGCCGCGCCTGACG 

TAC 
Humn Ad (subxenus D) 1 

Ad9 5' CTATCTATATAATATACCCCACAAAGTAAACAAAACTTAATATGCAAATGAG~GAATnTAACGG~CCCGCCCrdGCCAACCCTGATTCGACCA 
GAGAACACGATGCAAATGACCTCACCACGCACGGCT AACCGTCGCCGCGGAGGCGCGC 

Ad I O  5' ~CATCAATAATATACCCCACAAACTAAACAAAAGTTAATATCCAAATGAGO~GAATTTTAACC~CCCGGCGCAGCCAACCCTGATTGCACGA 
1 

GACAAGACCATGCAAATGACGTCACCACCCACGGC - - - 1 
~d19  Sv - - - - - -  CAATAATATACCCCACAAACTAAACAAAACTTAATATCCAAATCAGCTTi7CAATmAACGG~CCCCCCCAGCCAACCCTGATTGGOGA I 

I 
CAACCGCTCATCCAAATAACGTCACGACCCACGCCTAACCGCCGCCKGCAGGCGTCGCC 

Humn Ad (subnenus E)  ~ 
1 

Ad4 5' CTATCTATATAATATACCfTATmTTTTGTCTCAGTAATATGCAAATAAGGCGTGAAAAnTGGGGATGGCGCGCGff GATTGCCTGTGACACCGCCC 
TTCGTTACGGGCGGGG 

Si i ian Ad 
SA7 5' - - - -ATCAATAATATACMA~GCCAACGGGCCAATATGCTAATGACCFGCGCCQ~GCTCACGTATGCGGAAATGGCCCGAG~ACGCCCCCC 

i 
1 

~GGCCCTAGGCGTGGCT 1 
Can i ne Ad , 
l CHV 5' CATCATCAATAATATACAGCACAAACAGGTCTGCCCTAAATCTTGTTW~TAAAAAAG~~~CTCATTflTTTGACAAGGCACACCCfG~CA 

GGGCCTITCCCACCCGAAACACCATCACGCAATTCGGTGTT~TGGGACfTTCCCCCG 
CAd2 5' CATCATCAATAATATACACWICAAACACGTGTCCCnAAATTTCGCTGTTGCAAGGGCCG~GTCATGGGACC~CAGCTICAGCTCACCCC~GGCAG l 

CCT~CCCACGGAATGTCCAGTGACC7CAAACCCCTG~TTACGACAGGGCGACTTCCCCGGACT~CGCCGGCGCC~~GGGCCTT 
E q i n  Ad 
EAd 5' CATCATCAATAATATACAGGACACACGCCCATGGGCCCAACAAAGGGCAGAG~GAGCCGGGCCG~~CGCGCGCGCGGANCGCCGCGGCGG~~GGGA 

CCC 
Bovine Ad 

BAdl 5' CATCATCAATAATATACGCAACACT~TCCCTGATGACAnGACCTGCTmGCGTAACCGGGCGGCGAAAAnGTTCAAAGCTCGOGGCCGA~C 
TCCCAGGCCACCGGCCGGCAGTGTCCCTGCCCTGCGAGCCCCCGGGCCAGCCGACTGA 

BAd3 5' CATCATCAATAATCfACAGACACTCATG~CAGCCGTCCAACTGCCAATCATTTTT~CCACGCA~TATGACGCAAC~ACGCCGACC~GGCGTCCTCA 
CCTAACTCTCW;CCGGAGCCCGCCCGGACGCCGCCCCCOCGGCGGGGOGAGCGCCCCCGGCCCGCCGCGCCCGGCCCCCGCCGCGCCCCf,GC 

l 
Rodent Ad 

1 

Adf L 5' C A T C A T C A A T A A T A T A C A G T T A C C A A A A A A T C G C C C ~ T T T C C C G C G -  - - 
Shrev Ad 

TSAd 5' C A T C A T C A A T A A T A T A C ~ G A C A C T T ~ C A C C T A A T C A C C C C A C G G  
GCM7CGCTCGTCGG~CCCAGTTTCCCCGTCCFTCCCCAGAACGTTCACTCATGACAC~GAC 

Avian Ad 

CELO 5' C-TCATCTATAATAACCTCAAAAACfAACGCAGTCATAACCGACCAtAACCGCA 
EDSfs 5' C A T T G T C A T T A A T A A G A C C A T C C A C A A A A T G C A A A T C A C C A  

La séquence : 5' ATAATATACC 3 '  hautement conservée entre les différents 

adénovirus est soulignée. 



Tableau 4 : 

Les proté ines précoces e t  l eu rs  pr inc ipa les  fonct ions (d 'après  

Cai l let-Boudin, 1987). 

Cordonnées sur mRNA 
Région l a  c a r t e  génomique ......................... P r o t 6 i  nes Fonctions 

l 
51 -- 3 1  T a i l l e  

13 S 53 kDa - régu la t i on  de l a  t r a n s c r i p t i o n  
12 S 47 kDa . des autres zones précoces 
11 S 35 kDa . des VA-RNA 
10 S 30 kDa . au to régu la t i on  
9 S 28 kDa - t ransformat ion c e l l u l a i r e  ( immor ta l i sa t i on )  

- e f f e t  de trans-dominance in te rsé ro -  
typ ique 

- a c t i v a t i o n  des gènes c e l l u l a i r e s  codant 
pour l a  p ro té ine  majeure i n d u i t e  par choc 
thermique e t  pour l a  $ - t u b u l i n e  

22 S 55 kDa - transformat ion ce1 l u 1  a i r e  
19 kDa - l i a i s o n  à l a  p r o t é i n e  c e l l u l a i r e  de 

t ransformat ion (p53) 
13 S 19 kDa - a c t i v i t é  p ro té ine  k inase 

- t ranspor t  e t  matura t ion  des mRNA t a r d i f s  
- main t ien  de l ' i n t é g r i t é  de l'ADN v i r a l  e t  

ce1 1  u l  a i  r e  

E2A 61,7 - 66,6 1  22 S 72 kDa - r é p l i c a t i o n  
- régu la t i on  des gènes précoces 
- transformat ion 
- épissage des mRNAs t a r d i f s  

------------------*----------------------------------------------------------------------------------------------- 

- r é p l i c a t i o n  v i r a l e  
87 kDa . précurseur de l a  p ro té ine  termina le  
140 kDa . ADN polymérase 

19 kDa - assoc ia t ion  aux antigènes d 'h i s to -  l 

11,6 kDa compatibi 1 i t é  

11 kDa - s t i m u l a t i o n  de l a  t r a n s c r i p t i o n  des zones 
34 kDa E2 e t  E1B 
14 kDa - fonc t i on  requise pour l a  m u l t i p l i c a t i o n  

du v i r u s  associé à 1  'adénovirus (AAV) 
- a r r ê t  des synthèses c e l l u l a i r e s  
- expression des gènes t a r d i f s  



F igu re  8 : 

Représentat ion g raph ique  de l 'appar i t ion  e t  du t a u x  des t r a n s c r i t s  des 

régions précoces d e  l 'Ad5 (Glenn and Ricc iard i ,  1988).  

HOURS 



50-110 pb.  La première région ( A T )  est extrêmement conservée en t re  tous les 

adénovirus humains e t  l 'est partiellement chez les adénovirus de  singe, de  

chien, de cheval, de  souris, e t  les aviadénovirus. En outre, il existe une 

séquence de  10 p b  (ATAATATACC)  présente dans tous les sérotypes. L ' ITR est 

le si te de f ixa t ion du complexe pTP-ADN polymérase (Stii lman e t  al., 1982 ; 

Ri jnders e t  al., 1983) (Fig. 9) .  Les nucléotides 17 à 48 seraient nécessaires à 

la f ixat ion "in -- vi t ro "  du facteur nucléaire I (Guggenheimer e t  al. , 1984). Une 

aut re  séquence : GGGCGG, présente en p lus ieurs  copies dans la région r i che  en 

CC est similaire à la séquence GGGXGGAG localisée à l 'o r ig ine de  répl icat ion du 

v i r u s  d u  polyome e t  du SV40 (Papovavir idae). Elle est indispensable à 

l 'act ivat ion de  la répl icat ion de tous ces v i r u s  (Bergma - e t  al., 1982). 

i 3.2.1 .2- l ' in i t iat ion de  la répl icat ion 

LIADN polymérase v i ra le (Nagata e t  al., 1982) 

catalyse la f ixat ion covalente d'un rés idu désoxycyt id i  l ique à une  sérine du 

précurseur  de  la protéine terminale (Désidério and Kel ly, 1981 ; Stiilman e t  al., 

1982). Le complexe pTP-dCMP ainsi formé permet d'amorcer la réaction l 

l 

d ' ini t iat ion. L ' induct ion est stimulée par  le facteur nucléaire 1 (47 kDa), ainsi 1 

que par  une  proté ine d 'or ig ine virale, la DBP-72 kDa (van d e r  Vl iet and 1 
Sussenbach , 1975 ; Nagata - e t  al., 1982). 

Pour l 'élongation de l 'ADN la DBP e t  une au t re  protéine cellulaire, le 

1 facteur nucléaire 1 1  (14.5 - 30,5 kDa) sont  nécessaires (Nagata e t  al., 1983). 

Fr iedfeld e t  al. (1983) ont  démontré que  seulement la par t ie  C-terminale de la 

72 kDa est  indispensable à la réaction d'élongation. Le b r i n  parental non 

1 répl iqué est  déplacé, il pour ra i t  alors se c i rcu lar iser  pa r  hybr ida t ion  avec I ' ITR 

I e t  ainsi ê t r e  rép l iqué à son tour  (Lechner and Kel ly ,  1977) (Fig.1OA). 
Guggenheimer e t  al. (1984) on t  décr i t  un modèle de répl icat ion de  l'ADN e t  du 

rô le  des di f férentes protéines cellulaires e t  virales (F ig  .lOB) . 

3.2.2- Les gènes exprimés pendant la phase intermédiaire 

Après le démarrage de la répl icat ion de l 'ADN, 

plusieurs régions du génome v i r a l  sont transcript ionnel lement actives. En p lus  



F i g u r e  10 : 

Modèles d e  rép l i ca t i on  d e  l 'ADN d e  l ' adénov i rus  t y p e  2 .  

Modèle de Lechner e t  K e l l y  (1977) exp l i quan t  l e  mécanisme de déplacement 

du b r i n  non rép l i qué .  

B 

C 

Nuclear Foctor 1 

Modèle de Guggenheimer e t  a l .  (1984) montrant l e  r ô l e  des p r o t é i n e s  

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



des gènes précoces, deux nouvelles uni tés de t ranscr ip t ion sont activées, celles 

qu i  codent pour : (a)  le polypept ide IX;  ( b )  le polypeptide [Va2. Une faible 

quant i té dlARNm peut  ê t re  détectée avant  la répl icat ion de l 'ADN mais la 

synthèse de  ces deux ARNm est efficace uniquement après le début de  la 

répl icat ion (Crossland and Raskas, 1983). 

3.2.2.1- l 'un i té  de t ranscr ip t ion d u  polypept ide IX 

La synthèse du polypept ide IX est  contrôlée par  

une un i té  de t ranscr ip t ion située su r  le b r i n  "r", dans la région E l  B. Le 

promoteur est  localisé à 9,9 UC. LIARNm n'est pas épissé, son s i te de  

polyadénylat ion est  identique à celui des ARNm de la région E I B  (Alestr6m - e t  

al., 1980). - 

3.2.2.2- l ' un i té  de t ranscr ip t ion du polypept ide lVaZ 

LIARNm d u  polypeptide [VaZ est t r ansc r i t  à p a r t i r  

d u  brin 'II". Le contrôle est assuré au niveau d 'un  promoteur s i tué  à 16,2 UG. 

Celui-ci n 'a  pas de  "TATA box"  (Baker  and Zi f f ,  1981) e t  est  en compéti:ion 

avec le promoteur majeur t a r d i f  pour  un site de f ixa t ion de l'ARE1 polymérase 

II. Le polypept ide possède une mssse moléculaire de 51 kDa (Natarajan e t  al., - 
1984 ).  

3 $3- La phase ta rd ive  

Elle est  caractérisée par  une t ranscr ip t ion predominante à p a r t i r  

du MLP localisé à 16,8 UG, s u r  le b r i n  "r" . La quant i té  dfARNm t ranscr i ts  à 

p a r t i r  du MLP représente 30 % d u  total des ARNm synthétisés pendant cet te  

phase (Lucas and Ginsberg, 1971 ) . 

3.3.1- Le promoteur majeur t a rd i f  (MLP) 

Le MLP possède une séquence "TATA box" e t  une  

aut re  séquence située de -97 nt à -34 n t ,  par  r appo r t  au site de  coif fe 1+1), 

celle-ci es t  indispensable pour  une  t ranscr ip t ion efficace (Hen - e t  al., 1982). Les 

ARNm contrôlés pa r  le MLP codent pour  huit polypeptides dist incts,  présents 

dans le v i r ion.  



Le MLP permet la t r a n s c r i p t i o n  d'un ARN p r é c u r s e u r  nucléai re de 28 S i 

p a r t i r  d e  son promoteur s i t ué  à 16,6 UG s u r  le  brin "rl' d e  I lADN v i ra l .  

Celui-ci s u b i t  des modif icat ions post-transcriptionnelles qui ent ra înent  la 

formation d e  c i n q  familles dlARtJm, dénommées LI, L2, L3, L4 e t  L5. Ces ARNm 

possèdent tous à l e u r  ex t remi té  5' une séquence non  codante d e  200 nt qui es t  

appelée "séquence t r i pa r t i t e1 '  ( " t r i p a r t i t e  leader") .  Dans ce t te  séquence existe,  

a u  moins, 15 si tes accepteurs d'épissage e t  les " leaders" sont  a u  nombre de 

t ro i s  : a u x  posit ions 16,6 , 19,6 e t  26,6 UG (Chow - e t  al., 1977). Chaque ARNm 

d 'une même famille possède un s i te  accepteur  d'épissage d i f f é r e n t  mais le  même 

s ignal  d 'add i t ion  de po ly  (A ) .  Osborne e t  al. (1984) mon t ren t  q u e  le " t r i p a r t i t e  

leader" st imule c i n q  fois l 'e f f icaci té de t raduc t ion  des ARNm au  s tade t a r d i f .  

Les ARNm d e  la f i b r e  (L5 )  peuven t  posséder, e n  p lus ,  t ro i s  au t res  

séquences " leader".  Elles sont  si tuées aux  positions 73,3-76.9 UG ( x ) ;  

78,6-79,1 UG ( y )  e t  84,l-85,1 UG ( z )  (Chow e t  a1.,1979). 

Tableau 5 : 

Nature  des zones codantes ta rd i ves  de 11a8énovirus. 

- -- - - --- - 

Famille Protéines codées darts Coordonnées d e  l 'ex t rémi té  3'OH 

la famille (en  un i tés  génome) 

L 1 Il la, 52-55 kDa  39,GC UG 

L2 Ill, p V I I ,  V 49,50 UG 

L3 p V I ,  Hexon, 23 kDa  (protéase) 61,50 UG 

L 4 100 kDa, p V I I I ,  33 kDa 

L5 F i b r e  ( I V )  

3.3.2- Les ARNm précoces présents  à la phase t a r d i v e  

Quelques promoteurs ne  s 'expr iment  q u e  pendant  la 

phase précoce, d 'au t res  seulement à la phase t a r d i v e  (ARNm Classe 1). Mais 

cer ta ins  p r ~ m o t e u r s  sont  capables de s 'expr imer pendant  les deux phases 

(ARNm Classe I I )  (Lucas a n d  Ginsberg,  1971). 

Spector  e t  al. (1978) o n t  démontré que  le  promoteur d e  la région E1B 

expr ime les ARNm 22 S e t  13 S en t r è s  g r a n d e  quan t i t é  pendan t  la phase 

précoce. Ces ARNm sont  aussi  p résents  pendant  la phase ta rd i ve ,  mais avec un 

t a u x  d e  13 S p l u s  impor tant  q u e  celu i  d e  22 S. 



En ce qui concerne la rég ion E2A, IIARNm 22 S es t  p résen t  pendant  la 

phase précoce, mais son t a u x  d 'expression le p l u s  élevé se s i tue  à 18 h p. i .  

(phase ta rd i ve )  ( F l i n t  and Sharp ,  1976). 

F i g u r e  11 : 

Représentat ion g raph ique  des t r a n s c r i t s  des phases intermédia i re e t  

t a r d i v e  du cycle v i r a l  (d 'après  A k u s j a r v i  - e t  al., 1986). 

A Lato protains 

Les f lèches no i res  représentent  l e s  ARNm. 

Les p ro té ines  sont représentées par l e s  f lèches hachurées. 

L o c a l i s a t i o n  des VA-RNA. 



3.3.3- Les ARN associés a u  v i r u s  (VA-RNA)  

Deux pe t i t s  ARNm (VA-RNA l e t  I I )  sont  t r a n s c r i t s  à 

p a r t i r  du brin "r" à 30 UG (Mathews, 1975) (F ig.  11B).  I l s  possèdent moins de 

160 nt e t  sont  décelés e n  quan t i t é  p l u s  impor tante  pendant  la phase ta rd i ve .  

Les VA-RNA I e t  VA-RNA II sont  t r a n s c r i t s  p a r  I 'ARN polymérase du t y p e  Il l 

(Weinman e t  al., 1974) ; i l s  ne  subissent  aucune modi f icat ion 

post - t ranscr ip t ionne i le  e t  le  premier  est  syn thé t i sé  quarante  fois p l u s  q u e  le 

deuxième pendant  le cyc le  v i r a l  (Soder lund e t  al., 1976). 

Thimmapaya e t  al. (19821 o n t  c o n s t r u i t  d e u x  mutants de délét ion : le 

premier  (H5 di 330) ne  t r a n s c r i t  pas le VA-RNA I ; le deuxième (H5 - dl 328) le  

VA-RNA II. I l s  o n t  observé que le  H5 - dl 330 a un taux  d e  p roduc t ion  d e  v i r u s  

t r è s  i n fé r ieu r  à celu i  du t y p e  sauvage. Par a i l leurs ,  le H5 - dl 328 s 'expr ime d e  

façon normale. Schneider e t  al. (1984) o n t  démontré q u e  les VA-RNA l 

in te rv iennen t  a u  n iveau de l ' in i t ia t ion  d e  la t raduc t ion .  

Reichel e t  al. (1985) o n t  é tab l i  que le fac teur  cel lu la i re e lF2 ( fac teu r  

d'échange d e  la guanosine) dev ien t  i nac t i f  dans les cel lules infectées p a r  un l 

adénov i rus  mu tan t  qui n 'expr ime pas le VA-RNA 1 .  Celui-ci i nh ibe  l ' ac t i v i t é  

d 'une  pro té ine  kinase qui v i e n t  phosphory ler  le  fac teur  elF2. Cet te  p ro té ine  

k inase est  dépendante d e  I 'ARN doub le  brin e t  est  i n d u i t e  p a r  l ' i n te r fé ron  

(OIMalley e t  a l .  , 1986). 

3.3.4- L'assemblage 

Pendant la phase t a r d i v e  du c y c l e  de l 'adénovi rus,  

les ARNm v i r a u x  sont  préférent ie l lement  t r a d u i t s  au  dét r iment  d e  la synthèse I 

p ro té ique  d e  la cel lule hôte. Les polypept ides v i r a u x  sont  immédiatement l ibérés  , 

des polyr ibosomes e t  t ranspor tés  v e r s  le noyau. Le  temps d e  t r a n s p o r t  e s t  d e  3 
1 

à 6 m in  e t  l 'assemblage a l ieu  dans le  noyau (Horw i t z  - e t  al., 1969). 

L'assemblage es t  assuré  p a r  les proté ines d e  s t r u c t u r e  d e  la capside, mais 

d 'au t res  pro té ines  d i tes  d e  stabi i isat ion e t  d'échafaudage sont  nécessaires à la 

format ion d e  la pa r t i cu le  v i r a l e  complète. l 



Chaque cellule HeLa infectée par l 'Ad2 p rodu i ra  à la fin d u  cycle ly t ique 

l o 3  part icules virales infectieuses. Ce c h i f f r e  est relat ivement élevé, mais 

paradoxalement il est  t r ès  faible, car si  nous évaluons la quant i té  de protéines 

e t  d'ADN v i ra l  produi ts,  elle est comparable à celle de la cellule hôte. 

Cependant, p lusieurs part icules v i ra les sont produi tes de façon incomplète 

(part icules défect ives). Ces part icules possèdent des densités dif férentes e t  on t  

été séparées pa r  des méthodes d 'u l t racentr i fugat ion.  Cela a permis de  mieux 

étudier  quels sont  leurs composants v i r aux  s t ruc tu raux .  

Sundquist  e t  al. (1973) on t  établ i  que les protéines d u  "core" marquées 

radioactivement, se re t rouva ient  immédiatement dans le v i r i on  complet. Ceci 

suggère que ces dern iers  sont formés pa r  l ' insert ion de I 'ADN e t  des protéines 

d u  l'core" dans les capsides vides pré-assemblées. 

D'Halluin e t  al. (1978b), en étudiant  les formes intermédiaires d'assemblage - 
des adénovirus, on t  suggéré que I'ADN peut  pénétrer  dans la capside vide 

avant d 'ê t re  associé aux protéines du "tore". C'est dan: la capside que se fait 1 
la c i rcular isat ion de l 'ADN par  la protéine terminale. L ' ident i f icat ion en 

microscopie électronique d'un intermédiaire d'assemblage directement associée à 

I 'ADN est venue cor roborer  cette hypothèse (Moncany e t  al., 1980) . 1 - I 

Le cycle l y t ique  est  terminé lorsque les v i r ions infect ieux l ysen t  la I 
1 

cellule-hôte. 



Figure 12  : 

Schéma d 'assemblage d e  la particule infectieuse (D'Halluin, 1 9 8 0 ) .  
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La compos i t ion  en po l ypep t i des  e s t  i nd iquée  en dessous des d i v e r s e s  p a r t i c u l e s .  Les 

mutants  i n s c r i t s  au-dessus des f l è c h e s  d ' é v o l u t i o n  des p a r t i c u l e s  i n d i q u e n t  l e s  é tapes 

non r é a l i s é e s  dans l e s  c e l l u l e s  i n f e c t é e s  par  ces d i v e r s  mutants.  Les p a r t i c u l e s  i s o l é e s  

de ces c e l l u l e s  sont  donc du t y p e  de c e l l e s  s i t u é e s  a gauche du mutant mentionné. 



V I I I -  LA REGION E l  

La région E l  est située dans les 11,2 % de l 'extrémité gauche du génome 

v i ra l .  Cette région joue un rôle c lé  dans le cycle v i ra l  ca r  elle est  directement - 

impliquée dans l 'act ivat ion des autres régions précoces, la régulat ion et  

l 'expression des gènes homologues e t  hétérologues, e t  lors du processus de 

transformation cel lulaire. II s 'agi t  donc d 'une région t r ès  intéressante pour  

étudier  les mécanismes de régulat ion de l 'expression des gènes de  la cel lule 

eucaryote. 

Cette région est  sous-divisée en t ro is  uni tés de t ranscr ip t ion : 

- E l A ,  localisée ent re  1,4 e t  4,s UG ; 

- E lB ,  localisée ent re  4,8 e t  11,2 UG ; 

- l 'uni té de  t ranscr ip t ion du polypeptide i X  localisée ent re  9,9 e t  11,2 UG. 

(revues par  Berk ,  1986a,b ; Fl int ,  1986 ; Grand, 1987a). 

F igure 13 : 

Représentation graphique de la région E l  de l 'Ad2 (Bran ton  - et 

al. ,1985a) - 
€1 A El 8 

- Sufficient for immortalization 
and "partial" transformation + Nonessential for - 

-transformation by DNA 

Sufficient for "complete" 
transformation by DNA - 

4 "Comptete" transformation by virions rn 

Les ARNm sont représentés par Les f l èches  no i res .  

Les p ro té ines  de E I A  par l e s  rec tang les  n o i r s  e t  c e l l e s  de EIB par l e s  

rec tang les  hachurés. 

Les t racés  p o i n t i l l é s  représentent  l e s  i n t rons .  

Les uni tés de  t ranscr ip t ion E1A e t  E1B sont impliquées respectivement dans 

les phénomènes d'immortalisation e t  de transformation celluiaire. L'étude de  ces 

deux un i tés  sera développée ensuite avec p lus  de détails. 



1- La région E I A  

Après l ' in fect ion des cellules humaines p a r  l 'adénovirus, les premières 

protéines virales synthétisées sont celles de la région E l A  (Nevins e t  al., 

1979 ; Lewis and Mathews, 1981). Les protéines de  la région E1A sont associées 

à un nombre étendu de fonctions importantes pou r  la mult ipl icat ion d u  v i r us .  

Sans aucun doute, l 'act ivat ion de la t ranscr ip t ion des autres gènes précoces : 

E l  B, E2, E3 e t  E, est la p lus  étudiée des fonctions de cette rég ion ( B e r k  - et  

al., 1979 ; Jones and  Shenk, 1979 ; Nevins, 1981 ; Ricciardi e t  al., 1981 ) . - 

Ces protéines peuvent aussi stimuler la t ranscr ip t ion de gènes cel lulaires : 

(a)  gène de  la protéine de  choc-thermique (hsp-70 kDa) ; ( b )  gène de la P 
- tubul ine ; (c)  gène de la a e t  P-globine ; ( d )  gène de la pro-insul ine (A l lan 

e t  al., 1984 ; Gaynor - et al. , 1984 ; Stein and Z i f f ,  1984). Les protéines de  E1A 

sont aussi capables d ' inh iber  la t ranscr ip t ion d'autres gènes quand les 

séquences act ivatr ices sont proches d u  s i te de coi f fe,  tels que : (a) ce lu i  d u  

SV40 ; ( b )  d u  v i r u s  d u  polyome ; (c )  de  la chaîne lourde des immunoglobulines 

(Bor re l l i  e t  al., 1984 ; Hen - e t  al., 1985 ; Velcich and  Z i f f ,  1985). 

Ou t re  la régulat ion de  l 'expression des gènes, les protéines de  E1A 

peuvent  jouer u n  rô le  t rès  important  dans la synthèse de l 'ADN des cellules non 

permissives. Ces fonctions sont, jusqu'à présent, partiellement élucidées ; elles 

comprennent l ' induct ion des protéines spécifiques du cycle cel lulaire e t  la 

sécrétion des facteurs de croissance (Spindler  e t  al., 1985 ; Stabel e t  al., 

1985 ; Quinlan e t  al., 1987b ; Zerler e t  al., 1987). - 
Les protéines de la rég ion E1A sont exprimées t rès  précocement : 45 min 

p.i.. Elles at te ignent une concentrat ion "maximale" ent re  3 e t  4 h p. i.. Leur 

demi-vie es t  t rès  courte : 35 à 55 min dans les cellules infectées e t  80 à 90 

minutes dans les cellules transformées (Spindler  and Berk,  1984 ; Branton and 

Rowe, 1985b). 



1 .l- Le promoteur de la région E1A 

Le promoteur de la région E1A est  const i tué par  : 

- la séquence nécessaire pour l'empaquetage de l 'ADN dans le v i r i on  ; 

- les séquences act ivatr ices de la t ranscr ip t ion ; 

- les séquences "TATA box" e t  "CAAT box" ; 

- une séquence de 47 nt hautement conservée ent re  tous les adénovirus 

humains e t  même le SA-7 (s inge) (F ig  . l 4 ) .  

F igure 14 : 

Représentation de  la séquence hautement conservée en t re  les 

adénovirus (Dekker  e t  al., 1984). 

CGTCAAGAGG CCACTCTTGA GTGCCCGCGA GAAGAGCTTT CTCCT$TTT- -CGCTGC--- ---------- --GAAAATGA ******** ********** ***** **** * **** *** ***  * **** SA 7 P .............................. ---------- 
C C ~ T C T T G A  GTGCCAGCGA 1 GAGTTTT CT ~ ~ ~ [ ~ ~ G C T C C G A C  A C C G ~ - -  -T~E: s 
CCACTCTTGA GTGCCAGCGA GAGTTTT C T  CGCAAGTCA GTTC GCT T T  7 

CCZCTCTTGA GTGCCAGCGA GAGTTTT C T  TCATTTTC- ACGG C-- -- 
-----------------------a------ ---------- --- 12 

t - c a p  s i t e  E l a  RNAs s t a r t  E l a  p r o t e i n s f  

Grosschedl e t  B i rns t ie l  (1980), en étudiant  les 

séquences en amont d u  promoteur d u  gène de l 'histone H2A, on t  déterminé que 

le mot i f  "TATAAI '  est un s i te  de positionnement important  pour  le démarrage de 

la t ranscr ip t ion.  II est aussi le si te de  reconnaissance pour  le facteur de 

t ranscr ip t ion de  I 'ARN polymérase II de la cel lule hôte (Parker  and Topol, 

1984). 

Les sites majeurs d ' in i r iat ion de la t ranscr ip t ion sont si tués au nt 498 

(Ad2) ,  nt  510 (Ad3)  e t  nt 455 (Ad12) ; i ls  sont précédés par un motif 
l 

"TATAAI '  s i tué à -30 nt pa r  rappor t  au s i te de coi f fe (+1) (van  Ormondt - e t  al., 

1980). Mais d 'aut res  sites existent, i l s  sont singularisés par  la présence de 
1 

moti fs "TATAA l ike".  Ces sites sont situés, pou r  I fAd2, à -160 nt, -185 nt et  

-230 nt du si te majeur de démarrage de  la t ranscr ip t ion u t i l i sé  au cours  de la 



phase précoce d u  cycle l y t ique  (Osborne e t  al., 1982). Après le démarrage de 

la répl icat ion de l 'ADN v i ra l ,  de nouveaux sites mineurs d ' in i t iat ion de la 

t ranscr ip t ion apparaissent à -300 nt, -325 nt, -360 nt, -375 nt d u  site majeur 

(Osborne and Berk ,  1983). 

Les sous-groupes aiadénovirus humains possèdent un mot i f  "TATAA"  

a i f fé ren t  (Tableau 6).  

1 Tableau 6 : 

1 Les not i fs  "TATAA"  des d i f férents  sous-groupes d 'Adénov i rus  
1 

1 humains. 

Ad type Sous-groupe Séquence  Local  i s a t i o n  ( n t )  

TA TTT AAT 

TA TTT AAA 

TA TTT ATA 

TA TTT AAA 

TA TTT AAA 

TA TTT AAA 

Green - e t  al. (1983) on t  démontré qu'une mutation dans le mottf  "TATAA"  

du gène de  la P-globine humaine diminue de  c i nq  fois le taux de  t ranscr ip t ion 

du gène t ransfecté dans des cellules HEK-293. Une délétion de 6 pb,  dans 

laquelle les deux premières p b  du motif  "TATAA"  de l 'Ad2 sont incluses, 

entraîne une baisse de la t ranscr ip t ion des ARNm de la région E1A de huit fois 

(Hear ing and Shenk, 1983b). Wu e t  al. (1987) on t  mis en  évidence la nécessité 

de  deux éléments , pour  la régulat ion du promoteur de la région E1B de l 'Ad2 : 

(a )  le mot i f  "TATAA"  ; (b) un site de  l iaison pour le facteur de t ranscr ip t ion 

S p l .  I l s  on t  observé qu'une mutation dans le moti f  "TATAA"  in te r fè re  avec la 
l t ransact ivat ion par  les produi ts  de E1A. De p lus ,  i ls suggèrent  que la région 
I 

E1A in terag i t  su r  ce promoteur par  l ' intermédiaire d u  facteur de t ranscr ip t ion 

S p l  se l iant  su r  un s i te  proche de la "TATA box". 



1.1.2- Les éléments ac t iva teurs  de la t r a n s c r i p t i o n  

("enhancerst l  ) 

Les séquences "enhancers' '  o n t  été décr i tes  p e u r  la 

première fois chez le  SV40 (Baner j i  e t  al., 1981 ; Benoist  and Chambon, 1981 ; 
8 

Gruss e t  al., 1981). Ces séquences peuven t  s t imuler  la t ransc r ip t i on  

indépendamment d e  leu r  d is tance e t  d e  l e u r  o r ien ta t ion  p a r  r a p p o r t  à la rég ion  

codante (Moreau e t  al., 1981 ; Fromm and  Berg ,  1983). Elles st imulent  la 

t ransc r ip t i on  non  seulement de  l e u r  p r o p r e  promoteur,  mais aussi des 

promoteurs hétérologues (Baner j i  e t  al., 1981). 

Des études comparat ives n 'on t  pas révé lé  d e  Séquence 'lconsensus'l e n t r e  

les d i f f é r e n t s  "enhancers",  à l 'except ion des séquences situées au  n iveau du 

"tore" d e  1 " ' e n h a n ~ e r ~ ~  (Weither e t  al., 1983). Cet te d i f fé rence p o u r r a i t  p e u t  

ê t r e  exp l i que r  une  ac t iv i té  spéc i i ique de l 'hôte présentée pa r  p lus ieu rs  "en- 

hancers"  (de  V i l l i e rs  e t  al., 1982 ; Laimins e t  al., 1982). Des molécules spé- 

c i f iques d e  la cel lu le hôte p o u r r a i e n t  ag i r ,  d i rectement o u  indirectement, s u r  les 

séquences "consensus" du 18core11 d e  p lus ieu rs  éléments "enhancers" (Tableau 7 

e t  Fig. 15). 

Tableau 7 : 

Séquences du llcore" des éléments Itenhancers:' (Laimins e t  al., 1983). 

Séquences 

SV40 GTGTGGAAAGT 

V i r u s  du sarcome simien 

Baku lov i rus  

V i r u s  du papil lome b o v i n  

V i r u s  du polyome 

GTGTGCTAAGC 

TCATGGTTTGG 

GAGTGGTGTGT 

GTGTGGTTTTG 

GCCTGGAATGT 

V i r u s  du sarcome d e  Rous AGGTGGTACGA 

V i r u s  d e  la tumeur mammaire d e  la sour is  ACTTGGTTTGG 

E1A de l 'Ad5 AGCAACTGAAA('  ) 

E1A de l 'Ad2 GGATGTGGTAA(~)  

Chaîne lourde des Ig de r a t  CTGTGGTTTGA 

Gène tk - GGCGGGTTTGT 

Gène de la P-globine d e  lap in  CCCTGGTGTTG 

(1) Hear ing  and Shenk, 1983a 

(2 )  Hen e t  al., 1983. - 



F igu re  15  : 

Séquences lfenhancersll e t  rég ions  régu la t r ices  d e  d i f f é r e n t s  génomes 

v i r a u x  e t  eucaryotes (d 'après  Gluzman, 1983). 

ENHANCER REGIONS 
,,,, 

--- - " 3  R 

n u  'w"-' 
RSV 

-280 -140 

Switch C 

0 0  w 1. .72b 

+1.4 - +2.4 kb 

RECULATORY REGIONS 

Les r e c t a n g l e s  hachurés e t  b l a n c s  représentent,respectivement, l e s  

séquences "enhancers" e t  l e s  promoteurs.  

Les f l è c h e s  i n d i q u e n t  l e  l i e u  de démarrage de l a  t r a n s c r i p t i o n .  



II est  possible de classer les phénomènes de régulat ion observés avec les 

"enhancers" en deux catégories : (a) éléments sensibles aux modifications de 

Ilenvironnement ("enhancers inductiblest ')  ; (b) éléments spécifiques de l 'hôte 

( "enhancers tissus-spécifiques1') ( revue  par  Maniâtis e t  al. , 1987). 

Ces sujets étant extrêmement vastes, une par t ie  seulement des études 

concernant les "enhancers induct ib les" sera exposée. 

1 .1.2.1- les "enhancers induct ib les" 

Ces "enhancers" sont  localisés à une certa ine 

distance ou intimement associés à leurs promoteurs ; i l s  sont act ivés en réponse 

à des facteurs de croissance ou à des stéroïdes (régulat ion posit ive). Des 

études effectuées à l 'aide de  la mutagénèse dir igée on t  révélé qu'une séquence 

extrêmement cour te  d'ADN est  nécessaire à la régulat ion de l 'expression des 

gènes, pour  p lus ieurs  espèces di f férentes.  Chaque gène possède plus d 'une 

copie de cet te séquence, e t  l ' induct ion a un ef fe t  synergique en fonction d u  

nombre de copies. II est possible que le nombre de  ces éléments nécessaires à 

une induct ion efficace var ie en fonction des types cellulaires. Autrement dit, les 

dif férences proviennent soit  de l'espèce, soit de la quant i té des facteurs de 

t ransact ivat ion ( revue  par  Maniatis e t  al. , 1987). 

F igure 16 : 

Modèles d'act ivat ion induct ib le  des séquences "enhancers" (Maniatis 

e t  al., 1987). 

1 Activation of positive 11 Inactivation of negative regulatory factor 
regulatory factor 

Active C) Repressor 
lnactive regulatory factor regulatory 

factor $ 5  / r 
1 Induction 

R E  TATA 

C) Active regulatory factor 

Initiation 
cornplex J‘" 

inactive repressor 



Les "enhancers" induct ib les  sont  capables d 'ac t iver  des promoteurs 

hétérologues, donc de manière générale agissent  posit ivement. Des mécanismes 

d 'ac t iva t ion  o n t  été proposés : ( a )  synthèse ou ac t iva t ion  d'un fac teur  

t ranscr ip t ionne l  pos i t i f  ; ( b )  inac t iva t ion  d'un facteur  pro té ique d e  régu la t ion  

négat ive ; ( c )  l 'ensemble : act iva t ion  d'un fac teur  t ransc r ip t i onne l  e t  

inact ivat ion d'un répresseur  ( revue  p a r  Maniat is e t  al., 1987) (F ig .  16). 

1 .1.2.2- les éléments "enhancers" de  l 'Ad2 ( A d 5 )  

Weeks e t  Jones (1983) o n t  i n t r o d u i t  le f ragment 

0-2,5 UG d e  l 'Ad5 dans un plasmide contenant  l ' un i té  d e  t r a n s c r i p t i o n  du gène 

tk du v i r u s  d e  l 'herpès simplex (HSV-1). Le  t a u x  d e  t rans format ion  d e  cel lules 
+ 

tk- en tk augmente d e  s i x  fois. I l s  o n t  avancé l 'hypothèse que la séquence en 

amont du s i te  d e  co i f fe  possédait  une  séquence "enhancer" q u i  p e u t  ac t i ve r  la 

t ransc r ip t i on  e n  "cis" d e  gènes hétérologues. 

lmperiale e t  al. (1983) o n t  cloné la séquence si tuée e n t r e  -188 nt e t  -45 

nt, p a r  r a p p o r t  au  s i te  d e  co i f f e  (+1) d e  11Ad2, en  amont du promoteur précoce 

d e  la rég ion  E2A-E du même v i r u s .  l i s  o n t  décelé une  augmentat ion d u  t a u x  de 

t ransc r ip t i on  des ARNm d e  la 72 kDa d e  10 fois. Cet te séquence e s t  capable de 

st imuler  indépendamment d e  son or ien ta t ion  o u  de sa localisation en 5' ou 3'. 

Une analyse du promoteur  d e  la rég ion E I A  a été réalisée p a r  Hear ing  e t  

Shenk (1983a, b) en u t i i i s a n t  une  sér ie  de mutants d e  l 'adénovi rus t y p e  5 : les 

délét ions son t  situées e n t r e  -393 nt e t  +51 nt (Fig.  17) .  

La délét ion e n t r e  -305 nt e t  -226 nt r é d u i t  d e  t r o i s  fois le  t a u x  de 

t ransc r ip t i on ,  mesuré 5 h p. i . , des ARNm d e  la rég ion €1 A p a r  r a p p o r t  au  t y p e  

sauvage. Une délét ion e n t r e  -229 nt e t  -141 nt donne un résu l ta t  simi laire. 

Cependant u n e  délét ion d e  la rég ion  e n t r e  -305 nt e t  -141 nt entraîne une 

baisse du t a u x  de t r a n s c r i p t i o n  d e  15 à 20 fo is  p a r  r a p p o r t  au  t y p e  sauvage. 

Dans ce t te  région,  se t r o u v e n t  d e u x  séquences hautement conservées : (a )  -299 

GGGAAGTGACA -289 e t  ( b )  -201 AGGAAGTGAAA -191. Elles possèdent une 

f o r t e  homologie avec les régions promotr ices d 'au t res  v i r u s  à ADN e t ,  en  

pa r t i cu l i e r ,  avec la séquence "enhancer" du v i r u s  du polyome (Tableau 8) 

(Hear ing  and  Shenk, 1983a). 



Figure 17 : 

Représentation de la par t ie  non-codante de la rég ion E1A de  

l 'Ad5 (Hear ing and Shenk,l983a,b, 1985). 

A -4~0 -390 -290 - 190 *! 

TERM. REPEAT 1 

Les d i f f é r e n t s  mutants  de d é l é t i o n  dans La p a r t i ' e  non-codante d u  v i r us ,  a i n s i  

que l e s  p r i n c i p a u x  composants de c e t t e  r é g i o n  sont  représen tés .  

Mutants  de d é l e t i o n  dans l a  séquence "enhancet-". 



Tableau 8 : 

Séquences homologues au  " ~ o r e ' ~  d e  la séquence l'enhancerl' de  

la rég ion  E l  A d e  l 'Ad5 (Hear ing  and Shenk, 1983a). 

Transcription Unit Hornology Position 

Ad5 E1A 

Ad5 E1A 

Ad7 E1A 

Ad7 E1A 

Ad12 E1A 

Ad12 E1A 

Ad5 €4 

Ad2 major late 

Polyoma eady 

AÇV LTR 

MMTV LTR 

Friend SFFV LTR 

BKV 68 bp repeat 

AGGAAGTGAAA 

AGGAAGTGACA 

AGGAAGTGAA T 

CGGAAGTAGACA 

CGGAAGTGAAA 

CGGATGTGACG 

CGGAAGTGACG 

AGGAA~GTGAT 

AGGAAGTG~ACT 

AGGAAG-GCAA 

AGGATGTGAGA 

AGGACCTGAAA 

AGGAAAGTGCAT 
- 

consensus sequence 5'- 6 GGMGTGA -3' 

La rég ion  e n t r e  -304 nt e t  -142 nt p e u t  s t imuler  la t ransc r ip t i on  de E I A  e t  

aussi cel le du gène - tk du HSV-1, quel les que soient  son or ien ta t ion  e t  sa 

local isat ion (Hear ing  and  Shenk, 1983b). I l s  o n t  constaté également qu 'une  

d i sc rè te  augmentat ion du t a u x  des ARNm résu l te  d 'une délét ion e n t r e  -136 nt e t  

-76 nt. Une délét ion e n t r e  -349 nt e t  -302 nt permet  p a r  a i i leurs  un t a u x  

normal d e  t ransc r ip t i on  (Hear ing  and Shenk, 1983a ,b) . 

Récemment les mêmes au teu rs  o n t  t r o u v é  deux  domaines fonct ionnels 

d i s t i nc ts  dans la séquence "enhancerl '  d e  E1A : (a)  le domaine I spéci f ique d e  

l 'ac t iva t ion  d e  la t ransc r ip t i on  de E1A ; (b) le domaine II qui module la 

t ransc r ip t i on  d e  toutes les au t res  un i tés  précoces ( E l B ,  E2, E3 e t  E4) (Hear ing  

and  Shenk,  1986) (F ig .  18). 



F i a u r e  18 : 

Les d e u x  p r inc ipaux  domaines de la séquence "enhancerl '  d e  la 

rég ion  E1A d e  l 'Ad5 (Hear ing  and Shenk, 1986). 

Par t rans fec t ion  de plasmides contenant  l 'ex t rémi té  gauche (5 ' )  du génome 

d e  I 'Ad2, Sassone-Corsi e t  al. (1983) o n t  déterminé q u e  la séquence s i tuée 

e n t r e  -498 nt e t  -318 nt possédait  u n e  ac t iv i té  "enhancer l iket ' .  Elle est  capable 

d e  st imuler ,  en "cis" , le MLP d e  I tAd2,  a ins i  que  d 'au t res  promoteurs  

hétérologues. Par a i l leurs,  u n e  délét ion e n t r e  -231 nt e t  -145 nt ne  d iminue pas 

le t a u x  d e  t ransc r ip t i on  d e  E1A. 

L'analyse d e  ce t te  rég ion  p a r  Hen e t  al. (1983) a mon t ré  l 'ex is tence d 'une 

séquence : -342 GGATGTGTAA -333, ayant  une  f o r t e  homologie avec le "core"  

d e  la séquence "enhancer" du SV40 (Tableau 9) .  Cet te séquence es t  capable de 

st imuler ,  e n  "cisl' , le  MLP de I tAd2,  comme d 'au t res  promoteurs hétérologues. 

El le  es t  conservée dans les Ad2, Ad7 e t  Ad12, mais el le présente  la pa r t i cu la r i t é  

d 'avo i r  un e f f e t  ac t iva teur  dépendant  d e  son or ien ta t ion  (5'--> 3') .  

Tableau 9 : 

Séquences homologues au  "coret' d e  la séquence "enhancer" de  

la rég ion  E l  A d e  l 'Ad2 (Hen  e t  al., 1983). 



1.1.2.3- les facteurs cel lulaires qu i  agissent s u r  les 

séquences "enhancers" 

Kovesdi e t  al. (1986, 1987) on t  isolé un facteur - - 
E2F - se l iant  au promoteur E2A dans les cellules HeLa infectées pa r  I 'Ad5. I I  

stimule la t ranscr ip t ion d u  promoteur de la région E2A. I l s  ont  caractérisé ce 

facteur E2F comme ne  possédant pas de sites de reconnaissance pour  les 

promoteurs des régions E lB ,  E3, E4 e t  MLP , ainsi que pour  les promoteurs de 

la hsp 70-kDa, de la P-globine e t  d u  promoteur précoce d u  v i r u s  SV40. Par 

contre, I1E2F reconnaît deux séquences, (a)  -287 TTTCGCGC -280 ; ( b )  -224 

TTTCGCGG -217, situées en t re  les deux éléments 1 décr i ts  pa r  Hearing e t  

Shenk (1986) (Fig. 19). I l s  concluent qu'une seule de  ces séquences est  

suf f isante pour  st imuler le promoteur E2A e t  que 11E2F n ' in terv ient  pas dans la 

stimulation des autres promoteurs précoces ( E l  B, E3 et  E4) par  E1A. 

F igure 19 : 

Les séquences reconnues par  les facteurs E2F e t  E4FI dans la par t ie  

non-codante de  la rég ion E I A  de I 'Ad5. 

+ Séquences reconnues p a r  l e  f a c t e u r  n u c l é a i r e  E2F. 

T Séquence reconnue p a r  l e  f a c t e u r  n u c l é a i r e  E4F1. 

Dans les cellules HeLa non infectées, Ba r re t t  e t  al. (1987) on t  t r ouvé  

qu'une protéine nucléaire étai t  capable de se l ie r  ent re  -344 nt e t  -336 nt de  la 

région E1A de 11Ad2. La séquence qu i  est protégée de l 'action de la désoxyr i -  

bonucléase 1 est : -344 GATGTGGTA -336 , celle-ci correspond au "tore" de  

l'élément "enhancerl' déc r i t  pa r  Hen e t  al. (1983). Cette séquence existe aussi 

en  amont des promoteurs précoces E2A, E3 e t  E4 de 11Ad2. La protéine nucléaire 

pour ra i t  donc in terag i r  avec ces promoteurs (Fisch e t  al., 1987). 

Lee e t  Green (1987) on t  identif ié, tou jours  dans des cellules HeLa, un 

au t re  facteur - E4FI - qu i  reconnaît la séquence : -44 ACGTAAC -53, si tuée en  

amont du promoteur précoce de  la région E4. Cette séquence est aussi présente 

dans l'élément II déc r i t  par  Hear ing e t  Shenk (1986) de  la région E1A de l 'Ad5 

(Fig. 19). 

Ces t ravaux,  s u r  la rég ion E1A de I1adénovirus, on t  permis, par  exten- 



sion, u n e  mei l leure compréhension de l 'organisat ion d u  génome d e  la cel lu le 

eucaryote.  

1.2- Les ARNm de la rég ion E1A e t  leur  épissage 

Les ARNm t r a n s c r i t s  d e  la rés ion  E1A de l 'adénov i rus  t ypes  2 et  

5 o n t  été étudiés p a r  d e  nombreuses techn iques telles que : le clonage 

moléculaire des ADNc (Per r icaudet  e t  al., 1979 ; Perr icaudet  e t  al., 1980) ; la - 
cartograph ie  à la nucléase SI (Chow e t  al., 1979). De ces études, il appara î t  

que t r o i s  ARNm (13 S, 12 S e t  9 S) sont  synthét isés  à p a r t i r  d e  la rég ion  E1A 

(F ig .  20A). Récemment, Stephens e t  Harlow (1987), Ul fendahl  - e t  al.  (1987) o n t  

d é c r i t  l 'existence de d e u x  nouveaux ARNm dans la rég ion E1A. I l s  p résen ten t  

un coef f i c ien t  de sédimentat ion de 10 S e t  11 S e t  sont  formés p a r  u n  doub le  

épissage d i f f é ren t ie l  ( F i g  . 20B) . 

F i g u r e  20 : 

Représentat ion g raph ique  des ARNm e t  des  proté ines d e  la rég ion  

E1A d e  l 'Ad2 (Green e t  al., 1983 ; Stephens and Harlow, 1987). 

El A - 
559 
AUG 1540 

13s r n ~ ~ l f l '  

Les ARNm sont  r ep résen tés  par  l e s  f l è c h e s  n o i r e s .  

Les p r o t é i n e s  pa r  l e s  f l è c h e s  hachurées. 

Les  t r a i t s  f i n s  r ep résen ten t  l e s  i n t r o n s .  



13s -+ 185 AAAA, 

1 2s --.f 139 i 04 AAAA, 

8 7 104- AAAA, 

4 1 AAAA, 

9s AAAA, 

Les p r o t é i n e s  sont  i nd i quées  par  l e s  r ec tang les .  

Les i n t r o n s  pa r  l e s  t r a i t s  f i n s .  

L'épissage s'effectue, de manière al ternat ive,  avec un accepteur commun e t  

t ro i s  sites donneurs. Les ARNm 10 S e t  11 S possèdent, en plus, Seux sites 

donneurs e t  accepteurs. Un  premier si te donneur est commun aux ARNm 9 S ; 

le deuxième si te est commun soi t  à IIARNm 12 S (10 S )  soi t  à I'ARNm 13 S (11 

S )  (Fig.  20 ) .  

L'épissage qu i  p rodu i t  les ARNm 12 S e t  13  S entraîne Ilélimination d 'une  

région r i che  en AT.  Les polypeptides t radu i t s  à p a r t i r  d u  12 S e t  d u  13 S 

possèdent, respectivement, 243 AA e t  289 AA (pour  l 'Ad2 e t  11Ad5) e t  les mêmes 

extrémités N e t  C-terminales. I l s  d i f fè ren t  pa r  une délét ion de 46 AA dans la 

protéine de  289 AA. Le p rodu i t  de IIARNm 9 S démarre au même AUG que  les 

deux p rodu i t s  des ARNm précédents (Perr icaudet e t  al., 1979 ; Perr icaudet - e t  

al., 1980). - 
Les ARNm sont accumulés au cours du cycle v i r a l  selon une  c inét ique 

di f férente.  Les ARNm 13 S e t  12  S sont p lus  abondants pendant la phase 

précoce, a lors que IIARNm 9 S n 'est  présent qu'en t rès  faible quanti té. Lors  de 

la phase tard ive,  la s i tuat ion es t  inversée e t  I'ARNm 9 S est l'espèce la p lus  

abondante (Chow e t  al., 1979).  



1 .2.1- Le mécanisme général d'épissage 

Berget  e t  al. (1977) en étudiant  les ARNm ta rd i f s  de 

l 'adénovirus t ransc r i t s  à p a r t i r  d u  MLP on t  mis en évidence le phénomène 

d'épissage. 

Les ARN nucléaires hétérogènes (ARNnh) ,  t ransc r i t s  de  gènes cel lulaires 

ou v i raux ,  possèdent des llintronsll q u i  sont excisés par un processus 

d'épissage lors  de leur maturation. Ce phénomène permet de rabouter une 

"séquence de tête" ( l t leader"),  commune à p lusieurs ARNm, à des "séquences de 

corps1' ( "body sequencesl') variables. Jusqu'à présent  nous ne connaissions pas 

les s ignaux nécessaires pour  préciser la ( les)  séquence(s) qu i  doi  (ven)  t ê t re  

excisée(s) . 

La séquence consensus pour  I'épissage du côté 5' est consituée seulement 

de s ix  nucléotides (AG : GUAAGU) présents dans I1 intron,  tandis que d u  côté 

3 '  une  séquence CAG (UlC16 NCAG) est conservée (Sharp, 1981 ) .  Les 

séquences consensus de sites d'épissage des gènes v i r aux  ne sont pas 

di f férentes de celles de gènes cellulaires. Ceci suggère u n  mécanisme d'épissage 

ident ique (Sharp, 1984,1986). 

Plusieurs composants cellulaires sont nécessaires à I'épissage, tels deux 

pet i ts  complexes r ibonucléotidiques : Ul RNP e t  U2RNP (Black e t  al., 1985 ; 

Krainer and Maniatis, 1985). Grabowski e t  al. (1985) ont  proposé le mécanisme 

d'épissage suivant  : la première étape de la réaction est la formation d 'une 

"s t ruc tu re  en lasso" (l'spliceosome") de 60 S. A p a r t i r  de cette s t r uc tu re  les 

ARN intermédiaires sont produ i ts  après cl ivage d u  site donneur dg côté 5' et  

formation d'un ARN auxi l iaire. Ces intermédiaires sont soumis aux facteurs 

d'épissage de I 'ARN e t  la séquence interposée est  excisée. L'ARN épissé est 

t ranspor té  ve rs  le cytoplasme (Fig. 21 ) . 

1.2.2- Appl icat ion à la rég ion E l  A 

Les ARNm 13 SI 12 SI 11 SI 10 S e t  9 S de la rég ion 

E1A sont produi ts  à p a r t i r  d 'un  même précurseur  nucléaire mais pa r  des 

processus de  maturat ion d i f férents  (Chow - e t  al., 1979 ; Svensson e t  al., 1983) 

(Fig. 22). Des expl icat ions similaires on t  été avancées pour les ARNm 11 S e t  

10 S (Stephens and Harlow, 1987 ; Ulfendahl - e t  al., 1987). 



F iau re  21 : 

Mécanisme d'épissage. 

Il y a - e x c i s i o n  de l ' i n t r o n  ( en t r a i t  f i n )  

e t  ép issage des deux séquences de t ê t e  L I  e t  

L2 (en t r a i t  épa i s )  (d 'après  Padgett  e t  al,, 

1985). 
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Les f a c t e u r s  d 'ép issage  e t  l a  f o r m a t i o n  de l a  

" s t r u c t u r e  en lasso"  (d 'après  Grabowski e t  al., 



Figure 22 : 

Dif férentes possibii i tés dlépissac;e de la région E1A de l 'Ad2 

(Pettersson e t  al., 1983). 
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Les t r a i t s  p l e i n s  r e p r é s e n t e n t  Les v o i e s  expér imenta lement  mises en évidence. 

Le  t r a i t  p o i n t i l l é  l a  v o i e  p r o b a b l e  d 'ép issage .  

1.3- Les polypeptides de la  région E1A 

1.3.1 - Généralités 

Les polypeptides spécifiques aux ARNm 12 S e t  

13 S possèdent respectivement 243 AA (24313) e t  289 A A  (289R), une masse 

moléculaire réelle de  26,s kDa e t  de 31,9 kDa, mais une masse moléculaire 

apparente de 35 à 47 kDa e t  de  41 à 53 kDa. Cette di f férence peu t  ê t re  expl i -  

quée pa r  des modifications post-traductionnel les (phosphorylat ion) e t  une com- 

posit ion inhabituel le en  aminoacides. Les côtés C-terminaux sont part icul ièrement 

1 r iches en  pro l ine e t  acide glutamique (Har ter  and Lewis, 1978 ; Smart e t  al., 



1981 ; Lupker  e t  al., 1981 ; Feldman and Nevins, 1983 ; Spind ler  and B e r k ,  

1984). 

Les deux  proté ines sont  re t rouvées dans le  noyau des cel lules infectées ou 

transfectées (Sh i rok i  e t  al., 1980 ; Feldman a n d  Nevins, 1983). Elles sont  

par t icu l iè rement  acides : la pro té ine  d e  289 A A  a un p H i  d e  5,O e t  la pro té ine  

de 243 A A  un p H i  de  4,5. Une homologie stat is t iquement s ign i f i ca t ive  e n t r e  ces 

pro té ines  ( e t  e n  pa r t i cu l i e r  celle de  I 'Ad2) e t  les proté ines des gènes "mye" e t  

"myb" - a été t rouvée  (Ralston and  Bishop, 1983). B ran ton  e t  al. (1985a) o n t  

comparé I 'hydrophob ic i té  d e  la p ro té ine  de 289 A A  d e  l 'Ad5 e t  d e  la pro té ine  du 

gène "mye". Des ressemblances s t ruc tu ra les  exp l iquera ient  les mécanismes 

d 'ac t ion  simi laires que peuvent  avo i r  ces proté ines nucléaires. Les proté ines des 

gènes "rnyb" - e t  "myc" o n t  été re t rouvées associées à l 'ADN mais non  la p ro té ine  - 
d e  289R de la rég ion E1A (Ferguson e t  al., 1985). Comme les proté ines des 

gènes llmycl' - e t  l'myb", - celles d e  la rég ion E1A possèdent une  demi-vie t r è s  

c o u r t e  (Sp ind ler  and B e r k ,  1984). Toutefois, McLachlan e t  Boswell (1985), p a r  

analyse stat is t ique,  n 'on t  pas t r o u v é  d e  re lat ion e n t r e  les proté ines des gènes 

llc-mycll e t  E l  A. 

Les pro té ines  de 289R e t  243R d e  l 'Ad2 o n t  é té  synthét isées chez E. -- coli 

(Ferguson e t  al., 1984 ; Kimelman e t  al., 1984 ; Ko and Har te r ,  1984). A p r è s  

l eu r  micro in ject ion dans le cytoplasme cel lu la i re,  elles subissent  des 

modif icat ions post- t raduct ionnel les e t  son t  t ranspor tées  v e r s  le noyau ( K r i p p l  - e t  

al., 1985 ; Richter  e t  al., 1985). C'est la rég ion  la p l u s  proche du côté - 
C-terminal qui e s t  responsable du t r a n s p o r t  ( K r i p p l  e t  al., 1985). 

Les pro té ines  sont  remarquablement stables ca r ,  après 5 minutes  

d ' incubat ion  à 100° C su iv ie  d 'une  microinject ion, aucune p e r t e  de leu r  fonct ion 

n'a été remarquée ( K r i p p l  e t  al., 1984). 

Le  po lypept ide  codé p a r  I tARNm 9 S possède 55 rés idus  diAA ; il démarre  

au  même AUG que  les deux  précédents,  mais u t i l i se  un cadre de l e c t u r e  

d i f f é r e n t  au  delà du s i te  dlépissage. II possède donc 29 A A  spécif iques du côté 

C-terminal t and is  que du côté N-terminal 26 rés idus  d lAA s o n t  communs avec les 

p r o d u i t s  du 12 S e t  du 13 S. Sa masse moléculaire es t  d e  6, l  kDa mais les 

t raduc t ions  "in v i t r o "  de  son ARNm lui donnent  u n e  va leur  d e  28 kDa (Esche e t  
A- - 

al., 1980 ; Spector e t  al., 1980 ; Vi r tanen a n d  Pettersson, 1983). Aucune  - 
fonct ion  ne lui a été a t t r i buée  (Moran e t  al., 1986). 



Les polypeptides des ARNm 10 S e t  11 S possèdent respectivement 171 AA 

e t  217 AA e t  une masse moléculaire de  18,6 kDa e t  24 kDa. I ls  d i f fè ren t  des 

polypeptides 289 A A  e t  243 A A  par une délétion de 72 AA, toujours dans le 

même cadre de lec ture  (Fig. 20). De façon analogue aux protéines de  289R e t  

243R, ces deux protéines possèdent une tai ' le e t  une masse moléculaire 

apparente p lus  grandes que celles déduites de leu r  séquence nucléotidique. 

L'étude pa r  immunoprécipitation des produi ts  de IIARNm 10 S montre des masses 

moléculaires apparentes de 30 kDa e t  de  35 kDa pous- le p rodu i t  de IIARNm 11 S 

(Stephens and Harlow, 1987 ; Ulfendahl e t  al., 1987). 

1.3.2- Le rô le  des protéines de la région E1A 

Les fonctions des protéines de la région E1A sont 

exhaustivement étudiées, quoique les résul tats publ iés soient u n  peu 

contradictoires. 

1 .3.2.1- la t ransact ivat ion t ranscr ipt ionnel le 

Les protéines majeures de E1A (289R, 243R) 

st imulent la t ranscr ip t ion des promoteurs précoces : E l A ,  E2A, E3 et  E4. A 

l'aide de v i r u s  mutés dans la région E1A il a été montré que la t ransact ivat ion 

est  d 'env i ron 50 fois. Par contre,  la t ranscr ip t ion de  E1A est stimulée seulement 

5 fois pa r  ses propres p rodu i t s  (Berk  e t  al., 1979 ; Jones and Shenk, 1979 ; 

Nevins, 1981 ; Osborne e t  al. , 1984). Des questions se posent : 

- Quel(s) est(sont)  Ie Is )  p rodu i t ( s )  de la région E I A  responsable(s) de cet te  

transactivat ion ? 

- Comment agi t (ssent1 i l ( s )  ? 

- Enfin, est-i l (sont- i ls) indispensable(s) à la t ransact ivat ion ? 

Les adénovirus délétés dans la région E1A (Ex.  H5 - d l  312) peuvent  

infecter  normalement les cellules HeLa, mais la t ranscr ip t ion des gènes v i r a u x  

précoces est  fortement retardée par  rappor t  aux cellules infectées avec le v i r u s  

de type  sauvage. Les t ranscr ipt ions précoces ne sont donc pas absolument 

dépendantes des p rodu i t s  de  la région E1A (Nevins, 1981 ; Gaynor and Be rk ,  

1983). Ce re ta rd  peu t  ê t re  diminué lors de  l ' in fect ion à haute mul t ip l ic i té avec 

ce mutant  (Gaynor and Berk ,  1983). 

Les adénovirus défect i fs  dans la région E1A peuvent ê t re  complémentés, au 

cours d 'une CO-infection, pa r  le v i r u s  pseudorabies (Herpetovir idae) . Le p r o d u i t  



précoce du v i r us  pseudorabies complémente le mutant  H5 - dl 312 (Feldman e t  al., 

1982 ; lmperiale e t  al., 1983). Everet t  e t  Dunlop (1984) ont  démontré, par 

transfect ion, que les p rodu i t s  de la région E1A de l 'Ad2 peuvent ac t iver  les 

gènes précoces d u  v i r u s  de l 'herpès. Ces résul tats ind iquent  que  les p rodu i t s  

précoces de t 'adénovirus e t  d u  v i r u s  de I 'herpès possèdent des act iv i tés 

identiques. Comme les protéines de la région E l  A, la protéine précoce du v i r u s  

de I 'herpès (EIP4) est une phosphoprotéine ; elle a une masse moléculaire de 

180 kDa ( lha ra  e t  al., 1983). l l est  t rès  peu probable que les produi ts  précoces 

de l 'adénovirus e t  d u  v i r u s  de l 'herpès puissent stimuler directement la 

t ranscr ip t ion grâce à leur interact ion avec des séquences spécifiques proches 

des sites de coif fe puisque, pa r  ai l leurs, il y a t rès  peu d'homologie en t re  ces 

deux promoteurs. 

D'autres observations démontrent que le(s)  p rodu i t ( s )  de  la rég ion 

E1A ne st imulent pas directement la t ranscr ip t ion : les cellules qui expr iment la 

région E1A (HEK-293) sont  capables d'augmenter 20 fois l 'expression des gènes 

de P-globine e t  &-globine humaines (Al lan e t  al., 1984). Cependant, les gènes 

de pré-proinsul ine de r a t  e t  de globines endogènes ne sont pas indu i ts  par  

l ' in fect ion v i ra le  (Green e t  al., 1983 ; Gaynor e t  al., 1984). Babich e t  ai. 

(1983), en étudiant  s ix  gènes spécifiques s'exprimant dans les cellules HeLa non 

infectées, on t  observé que le taux de t ranscr ip t ion de ces gènes reste  inchangé 

après infect ion par  l 'adénovirus. La capacité, pa r  conséquent, des protéines de 

la rég ion E1A à st imuler les gènes cellulaires est  limitée aux gènes transfectés. 

Deux exceptions sont décr i tes : (a) Kao e t  Nevins (1983), e t  ( b )  Ste in  e t  

Z i f f  (1984) on t  démontré que  la t ranscr ipt ion,  respectivement, du gène de  la 

protéine hsp-70 kDa e t  d u  gène de la P-tubul ine est stimulée p a r  I'Ad2, mais 

non p a r  le H5 - dl 312. A u  contrai re,  Grand e t  Gallimore (1986) o n t  observé, que 

dans les cellules HEK, les taux  de t ranscr ip t ion de la hsp-70 kDa e t  de la P 
- tubul ine ne sont pas modifiés après infect ion par  I'Ad12. Par contre,  l 'ac t iv i té  

thymidine kinase, elle, est  stimulée. 

Ces résul tats ind iquent  que les p rodu i t s  de  la rég ion E1A ne 

fonctionnent pas de  la même façon que les régulateurs posit i fs de  t ranscr ip t ion 

du système procaryote. L1"AMPc-Binding-Protein" de -- E. coli (de Combrugghe - et 

al., 1984) ou le facteur "sigma-like" du bactériophage SPO1 (Losick and Pero, - 
1981) interagissent avec des séquences spécifiques de l'ADN à proximité du site 

d ' in i t iat ion ; et,  en conséquence de cet te interact ion, stimulent l ' in i t iat ion par  



I'ARN polymérase. Les protéines de E1A semblent stimuler la t ranscr ip t ion plus 

indirectement, c'est-à-dire pa r  l ' intermédiaire de facteurs (protéines) 

cellulaires. 

L'expression des gènes f u s i ~ n n é s  aux  promoteurs des régions précoces 

(E lB ,  E2A, E3 et  E4) de l 'adénovirus est  stimulée par  cotransfection a u  géne 

E1A (Bos and ten Vlolde-Kraamwinkel, 1983 ; lmperiale e t  al., 1983 ; Weeks and 

Jones, 1983). Ces résul tats démontrent que les fonctions de E I A  st imulent  

l ' in i t iat ion de la t ranscr ip t ion par  I 'ARN polymérase II, à p a r t i r  des c inq  

promoteurs de l 'adénovirus act ivés pendant la phase précoce d u  cycle v i ra l .  La 

région E1A peu t  aussi st imuler p lus  de 20 fois les gènes t ransc r i t s  par I 'ARN 

polymérase l l l (VA-RNA I e t  I I )  (Berger  and Folk, 1985 ; Gayncr e t  al., 1985) 

Jusquià présent la question reste ouver te  quant  aux produi ts  responsables 

de la transactivat ion. Certains auteurs : Carlock e t  Jones, 1981 ; Leff e t  al., 

1984 ; VJinberg e t  Shenk, 1984 ; Ferguson e t  al., 1985, on t  démontré que  la 

stimulation des promoteürs précoces E2A e t  E3 de i 'adénovirus de  type 2 o u  5 

est réalisée efficacement par  les produi ts  des ARNm 12 S e t  13 S ; tandis que 

d 'autres auteurs : Ricciardi  e t  al. (1981 ) ,  Bos e t  ten  Wolde-Kraamwinkel (1983), 

Montell e t  al.  (1984), Svensson e t  Akus ja rv i  (1984), re latent  une act ivat ion due 

au seul p rodu i t  de I'ARNm 13 S. 

Par microinjection, les p rodu i t s  des ARNm 13 S ou 12 S des adénovirus d u  

sous-groupe C (Ad2 o u  Ad5) fusionnés à des protéines de -- E. col i  (Ferguson - et  

al., 1984) entraînent la synthèse dlADN en cellules l\lIi-!-3T3 (Kaczmarek e t  al., - 
1986). Par contre, la protéine de 289 AA délétée de 169 AA dans sa par t ie  

C-terminale, devient  incapable d ' indu i re  la réplication. Zerler e t  a!. (1987)' à 

l 'aide de mutants de délétion dans la par t ie  N-terminale commune 12 S e t  13 S 

(Ad21, on t  observé que  la suppression de 85 AA dans cet te par t ie  empêche la 

stimulation de la synthèse de l 'ADN dans les cellules BHK-21. Quinlan e t  

Grodzicker (1987a), en  u t i i i sant  un mutant  qu i  n'exprime que le polypept ide 

codé pa r  IIARNm 12 S (Ad5-12 S),  on t  décelé que ce dern ier  est capable 

d ' i ndu i re  la synthèse de  l 'ADN. II provoquera aussi la pro l i fé ra t ion des cel lules 

épithéliales BRK en t re  24 e t  36 h après l ' in fect ion ; pro l i fé ra t ion due à la 

product ion de fac teur (s)  de croissance (Quinlan - e t  al., 1987b). 

Schneider e t  al. (1987) on t  cons t ru i t  p lusieurs mutants ponctuels ou  de 

délét ion dans les domaines 1, 2 e t  3 du premier exon, ainsi que dans le 



deuxième exon de l 'Ad5 e t  on t  observé que : les domaines 1 e t  2 ne sont pas 

importants pour  la transactivat ion, pa r  cont re  le domaine 3, spécifique à IIARNm 

13 S e t  les t ro i s  résidus communs aux  ARNm 12 S e t  13 S du deuxième exon, le 

sont. I ls  on t  conclu que, non seulement la protéine de 289R, mais aussi celle de 
l 

243R (moins fortement) sont responsables de la transactivat ion. L i l l ie  e t  al. 

(1987), à l 'aide de mutants dans ces mêmes domaines, on t  décelé que la 1 
t ransact ivat ion est due à la protéine de  289R. Cependant, i l s  on t  proposé que  la l 

l 

p roté ine de 243R peut  stimuler, elle aussi, mais par  un mécanisme d i f férent .  I l 
l 

Par cotransfect ion de plasmides contenant les gènes c-fos, c-myc, c-Ha-ras -- - 
avec E1A de 11Ad2, dans les cellules HeLa e t  FcllH-3T3, Sassone-Corsi e t  Borre l l i  

(1987) on t  démontré que  les deux premiers sont  stimulés pa r  la région E l A ,  en 

par t icu l ie r  pa r  le p rodu i t  de I'ARNm 13 S. Par contre, l 'ac t iv i té  d u  gène 

c-Ha-ras n 'est  pas modifiée. - 

1.3.2.2- la répression de la t ranscr ip t ion par  le (s)  p rodu i t ( s )  

de la région E I A  

Les protéines de la région E1A sont capables de 

répr imer la t ranscr ip t ion d u  promoteur précoce du SV40 (Bor re l l i  - e t  al., 1984 ; 

Velcich and Z i f f ,  1985). Quand les gènes de  E1A sont cotransfectés avec le 

gène précoce de  SV40 dans les cellules HeLa, la product ion dtARNm précoces de  

SV40 est diminuée. Cette répression n 'est  pas due à I t A g T  car  elle pers iste 

quand la rég ion du promoteur est  fusionnée à d 'autres gènes s t ruc tu raux .  

Borre l l i  - e t  al. (1984), en clonant la séquence "enhancer" de 72 pb répétées de 

SV40 en amont d 'autres promoteurs hétérologues, on t  observé que, lo rs  de 

cotransfect ions de plasmides contenant la rég ion E1A de I'Ad2, le phénomène 

d ' inh ib i t ion persiste. Cependant, en ajoutant la séquence répétée ("enhancer") ,  

pa r  un processus de  compétiiion, le taux de t ranscr ip t ion augmente. Les 

p rodu i t s  de  la région E1A pourra ient  donc ag i r  directement ou indirectement su r  

la séquence "enhancer" e t  diminuer le  taux de  t ranscr ipt ion.  

Les p rodu i t s  de  la région E1A peuvent  aussi répr imer leur  p rop re  

promoteur ou celui du v i r us  du polyome. Les deux protéines majeures (289 Al: 

e t  243 AA)  présentent  une act iv i té  de répresseur (Bor re l l i  e t  al., 1984 ; 

Velcich and Z i f f ,  1985). Les protéines de E1A répr iment aussi l 'expression de  la 

région E1A dans les cellules COS (Smith e t  al., 1985). - 



Hen e t  al. (1985) ont  observé que les protéines de E1A peuvent inhiber 

l 'expression de I1l'enhancerl' de  la chaîne lourde des immunoglobulines de  souris 

dans les cu l tures de  lymphocytes mur ins.  Cependant, elles sont  capables de 

st imuler la même séquence "enhancer" dans les cellules NIH-3T3 (Borre l l i  e t  al., 

1986). 

Le(s)  mécanisme(s) pa r  le (s)que l (s)  les produi ts  de E1A répr iment  

l 'expression des gènes n 'est  (ne sont)  pas encore connu(s1. Les protéines de 

E l  A de  l 'Ad1 2 répr iment la synthèse d'antigènes majeurs dlhistocompatibi i i té  de 

classe 1 (MHC 1 )  dans les cellules de r a t  transformées (Bernards  e t  al., 1983 ; 

Schr ier  e t  al., 1983). 

Hearing e t  Shenk (1985) en u t i l i sant  des v i r u s  (Ad5) possédant une  ou 

deux délétions dans les séquences "enhancers" (Hear ing and Shenk, 1983a ; 

Hen e t  al., 1983) de  la région E l  A, on t  démontré que le p rodu i t  de IIARNm 13 

S é ta i t  impliqué dans le mécanisme d'auto-régulat ion posit ive de E l  A, mais cette 

auto-régulation ne nécessitait aucune des séquences "enhancers" p o u r  le 

contrôle de la t ranscr ip t ion de  E1A. 

Les mutants ponctuels ou  de délét ion dans le premier exon commun a u x  ARNm 

12 S e t  13 S de l 'Ad5 ont  permis à L i l l ie  e t  al. (1987) e t  à Schneider e t  al. 

(1987) de démontrer que la région comprise en t re  697 e t  790 nt (domaine 1) e t  

celle comprise en t re  920 e t  967 nt (domaine 2) sont indispensables à la 

" t r a n s r é p r e s ~ i o n ~ ~ .  Le domaine 2 joue su r t ou t  un rôle de coopération avec le 

domaine 1 (Schneider e t  al., 1987). 

F igure  23 : 

Modèle hypothét ique de  régulat ion posi t ive e t  négative des 

protéines de  la rég ion E1A de l 'Ad2 (Smith - e t  al., 1985). 

Transcription Activation - Negative 
Autoregulat ion 

1 
Enhancer Repressed 



1.3.2.3- les p rodu i t s  des gènes ayant  les mêmes fonctions 

que les produi ts  de E l A  

* papovavirus 

Les AgT d u  v i r u s  SV40 (protéine précoce cie 

90 kDa) e t  du v i rus  du polyome (100 kDa) localisés dans la membrane nucléaire, 

sont  essentiels à la répl icat ion v i ra le  e t  à la transformation cel lulaire ; i ls  

in terv iennent  dans l 'auto-régulat ion de la t ranscr ip t ion v i ra le  précoce e t  dans la 

l iaison avec l'ADN. Lors  de la cotransfect ion avec des plasmides contenant le 

gène de I 'AgT e t  le promoteur t a r d i f  de SV40, on constate une t ransact ivat ion 

de la t ranscr ip t ion à pa r t i r  du promoteur tard i f .  Une cotransfect ion de 

plasmides qui expr iment I 'AgT avec les plasmides contenant les promoteurs E2A 

e t  E3 de l 'Adénovirus,  entraîne une stimulation de ces derniers.  Mais l 'ac t iv i té  

de I 'AgT de  SV40 ne peu t  être semblable à celle des produi ts  de la région E1A 

de  l 'Adénovirus,  car les adénovirus mutants n 'expr imant pas la région E1A ne 

sont pas complémentés par  une pré-infect ion des cellules par  le  v i r us  SV40 

( revue  par  Butel,  1986). 

* v i r u s  de l 'herpès 

Les produi ts  du gène précoce du v i r u s  de 

I 'herpès simplex (HSV) peuvent ag i r  comme les produi ts  du gène précoce d u  

v i r u s  pseudorabies, c'est-à-dire en  st imulant les gènes précoces hétérologues 

(adénovirus, P-globine). Pendant l ' infect ion pa r  le HSV, ces protéines st imulent 

la t ranscr ip t ion de gènes v i r aux  de  classe B. Ce mécanisme semble ê t re  plus 

dépendant de la s t r uc tu re  globale du promoteur que des séquences d ' un  élément 

régulateur spécif ique ( revue  par  Kingston e t  al., 1985). 

* v i r u s  humains lymphotropiques T (HTLV)  e t  

v i r u s  de I1immunodéficience humaine (H  I V )  

Le gène I1x" ou  ' l l~rl i  des HTLV-1, HTLV- I I  e t  

H I V  code pour  une protéine qui peut  t ransact iver le  LTR (l ' long terminal 

repeat")  de v i r u s  homologues, a insi  que les promoteurs cellulaires. Les études 

suggèrent ,  que la pro té ine responsable de cet te act ivat ion se l ie à l 'extrémité 3' 

des séquences codées pa r  le v i r us .  Des résul tats similaires sont observés avec 

le v i r u s  leucémique bov in .  La pro té ine d u  gène "xl' peut  stimuler les promoteurs 

précoces E2A e t  E3 de 11Ad5, de  même que les protéines précoces de la région 

E1A de 11Ad2 e t  d u  v i r u s  pseudorabies peuvent  act iver l 'expression du LTR, 

mais à un niveau p lus  faible que ne le  fait  le gène "x "  (Chen e t  al., 1985). 



* r é t r o v i r u s  

La comparaison des séquences e n t r e  la rég ion  E l A  

des d i f f é r e n t s  sérotypes d 'adénov i rus  e t  le gène v-myc révè le  une  homologie 

moyenne e n t r e  les proté ines d e  rnyc e t  celles d e  E1A ; u n e  homologie fa ib le - 
e n t r e  les proté ines du gène - m y b  e t  celles d e  myc e t  E1A. Le nombre d 'ac ides 

aminés ident iques e c t r e  les gènes rnyc, myb e t  E1A va r ie  e n t r e  15 e t  21 %, ce - -  
sont des rés idus  hydroph i les .  Mais il y a néanmoins des d i f fé rences e n t r e  ces 

pro té ines  au  n iveau b io logique : la pro té ine  du gène v-myc es t  capable d e  

t rans former  des macrophages e t  f ibroblastes av ia i res  ; la pro té ine  du gène - m y b  

p e u t  t rans former  les macrophages mais non les f ib rob las tes  ; les pro té ines  de 

E1A peuven t  immortaliser les cel lules pr imaires d e  rongeurs .  Même s' i l  ex i s te  

des d i f fé rences importantes e n t r e  ces protéines, il es t  possible que  la présence 

l d e  séquences homologues aux  mêmes posi t ions p rodu isen t  des s t r u c t u r e s  

1 t e r t i a i res  semblables (Ralston and Bishop,  1983). 

Les proté ines des gènes - -  myc, fos e t  d z  la rég ion  E I A ,  possèdent p lus ieu rs  

rég ions  r iches en pro l ine ,  acide glutamique, ~ é r i n e  e t  thréonine.  Ceci l eu r  

confère  une  demi-vie t r è s  cour te .  Les proté ines i nh ib i t r i ces  d e  la phospha tase 

t y p e  1 e t  2 possèdent une  composi ' ion similaire. Auss i  ces proté ines ag i ra ien t ,  

probablement, comme des i n h i b i t e u r s  d e  la phosphatase (Rechste iner ,  1987). 

* fac teurs  " E l  A- l ike"  dans les ce1 Iules non  

d i f férenciées t y p e  F-9 

La séquence "enhancer" du v i r u s  SV40 est  ac t i ve  dans 

p lus ieu rs  t y p e s  d e  cel lules. Cependant,  celle du v i r u s  du polyome ( P y )  es t  

i nac t i ve  dans les cel lules embryonnaires non d i f férenciées,  mais elle es t  ac t i ve  

dans les cel lules di f férenciées. Les p r o d u i t s  d e  la rég ion  E1A d e  l 'Ad2 p e u v e n t  

r é g u l e r  négat ivement les séquences "enhancers" du Py , d e  SV40 ( B o r r e l l  i - et  

al., 1984 ; Velc ich and Z i f f ,  1985) e t  cel lulaires (Hen  e t  al., 1985). lmper ia le e t  - - 
al. (1984a) o n t  observé q u e  l 'express ion du mutan t  H5 dl 312 es t  beaucoup p l u s  - - 
rap ide  dans les cel lules F-9 indi f férenciées que,  dans les cel lules F-9 

d i f férenciées p a r  i nduc t ion  à IIAhlPc e t  l 'acide rét inoique.  Ce résu l ta t  p e u t  ê t r e  

i n t e r p r é t é  d 'une  façon simple : l 'expression du H5 - dl 312 es t  fac!"tée d a n s  les 

ce1 Iu les en p ro l i f é ra t i on  p a r  r a p p o r t  aux  cel lu les d o n t  la cro issance est  

s ta t ionna i re  ou retardée.  
1 

1 Hen - e t  al.  (1986) o n t  c o n s t r u i t  un mutant  dans la séquence "enhancer"  du 

v i r u s  du P y  e t  o n t  observé qu'il n 'es t  p lus  i nh ibé  p a r  les p r o d u i t s  de  la rég ion  

E1A d e  l 'Ad2  a ins i  q u e  dans les cel lu les du t y p e  F-9 ( inai f férenciées) .  II e n  o n t  



conclu que cette l ignée cel lulaire exprime une protéine du type E1A. 

1.3.3- Les d i f fé ren ts  domaines des protéines de 

la région E1A 

1 .3.3.1- les sites de  phosphorylat ion l 

Les deux principales protéines de  E1A sont 

phosphorylées. Ceci leur confère des propr iétés biologiques e t  enzymatiques. 

Les résidus sérine présentent  le taux le p lus  élevé de phosphorylat ion et, 

pr incipalement, la sérine en posit ion 219 (Tsukamoto e t  al., 1986b). Une 

subst i tu t ion de cet te sérine p a r  une alanine chez l 'Ad5 (pin 1330) (Tsukamoto e t  - - 
al. , 1986b) ne change pas la capacité de  ce mutant à c ro î t re  dans les cel lules - 
HeLa, ni son pouvoir  transformant. Cette phosphorylation n 'est  pas sous le 

contrôle de la protéine kinase AMP-cyclique dépendante (Lucher e t  al., 1985 ; 

Tsukamoto e t  al., 1986b). 

1.3.3.2- dé f in i - i on  des immunodomaines à l 'aide d 'ant icorps 

monoclonaux 

Des hybridomes sécrétant des ant icorps 

monoclonaux spécifiques des protéines de la région E1A de  l 'Ad2 on t  été 

préparés à p a r t i r  de souris Ba lb lc .  La réponse immunologique est  d i r igée con t re  

les protéines fusionnées t rpE-E l  A (Harlow e t  al. , 1985). L'analyse par  

immunoprécipitation a permis d ' ident i f ie r  approximativement 60 espèces de 

polypeptides, don t  certa ins f u r e n t  d iv isés en sous-classes immunologiques. 

(a )  spécifiques aux  deux polypeptides majeurs (289 AA, 243 AA)  ; 

(b) spécifiques au polypept ide de  289 A A  e t  à celui de 35-40 kDa ; 

( c l  spécifiques aux deux polypeptides majeurs e t  aux  polypeptides de 30 kDa e t  

l de 35-40 kDa (Harlow e t  al., 1985). - 
Tsukamoto e t  al. (1986a) on t  obtenu également des ant icorps monoclonaux 

anti-protéines fusionnées trpE-E1A (Harlow e t  al., 1985) mais chez le ra t .  Des 

expériences de f ixat ion compét i ' ive on t  mis en évidence un seul s i te  de 

reconnaissance s i tué ent re  les acides aminés 23 e t  120, dan.; le premier exon d u  

gène. Les ant icorps polyclonaux d i r igés cont re  la protéine fusionnée ont  permis 

de  reconnaître la même région immunodominante. 



1 $ 3 . 3 . 3 -  la localisation des domaines 

De nombreuses fonctions sont attr ibuées aux 

p rodu i t s  de la région E l A ,  parmi lesquelles sont retrouvées : l 'act ivat ion de  la 

t ranscr ip t ion des autres gènes précoces, I ' immortalisation des cellules pr imaires 

de rongeurs,  la répression des séquences "enhancers", la d i f fé rent ia t ion 

e t  l ' induct ion de l 'ADN cel lulaire. Récemment p lus ieurs  groupes on t  préparé des 

v i r u s  ou des plasmides contenant des délétions ou des mutations ponctuelles 

dans les d i f férents  exons de la région E I A  de l 'Ad2 ou de I'Ad5. 

F igure  24 : 

Les t ro is  domaines conservés des protéines majeures de la région E1A 

pour  les d i f férents  sérotypes d 'Adénovirus (Kimelman e t  al., 1985) e t  

les principales fonctions te l  les qu'elles on t  été établies pour  I 'Ad5 

(L i l l ie  e t  al., 1987). 

Tranmerlpllonil Aellvitlon - - + 
Trmnscrlpllonal Roprmsrlon + + - 

Trnnmlormmllon + + - 
lnducllan 01 Cmlhilar DNA Synlhmelm + + - 

A l 'aide de protéines fusionnées produi tes chez -- E. coli e t  microinjectées 

dans le noyau de cellules Vero,  K r i p p l  e t  al. (1985) on t  déterminé que la par t ie  

C-terminale est  impliquée dans la localisation intra-nucléaire. I l s  on t  aussi 

observé que  le premier exon commun aux protéines de  289R et  243R est 

responsable de la complémentation d u  mutant H5 dl 312. 

Une délét ion de 12 % (289R) ou de 14 % (243R) en t re  les acides aminés 86 

e t  120 (premier exon) n 'entraîne pas de modification du taux de t ransact ivat ion 



des p r o d u i t s  d e  E1A s u r  cel lules HeLa ou HEK-293 (Moran e t  al., 1986). Par 

c o n t r e  une  délét ion e n t r e  les acides aminés 121 e t  150 (p ro té ine  de 289R) 

provoque une  f o r t e  baisse du taux d e  t ransact iva t ion  e t  de  t rans format ion  

cel lu la i re,  en  coopérat ion avec le gène - ras (Moran e t  al., 1986). 

La cotransfect ion,  dans les cel lules BEK, du gène Ha-ras - e t  d'un plasmide 

exp r iman t  la pro té ine  d e  289R e t  possédant les mêmes mutat ions q u e  les v i r u s  

hr 3, hr 4 e t  hr 5 (Tableau 10) induit une  immortal isat ion ce l lu la i re  s imi la i re à - - - 
celle du v i r u s  de t y p e  sauvage (Moran e t  al., 1986). Ces résu l ta ts  conf i rment  

que  les deux  pro té ines  (289R e t  243R) sont  nécessaires à la t rans format ion  

ce l lu la i re  (Montel l  e t  al., 1984). Une mutat ion ponctuel le  au  nt 928 (CyslZ4 

-->Gly) en t ra ine  u n e  baisse du pouvo i r  t rans formant  d e  la rég ion  E1A e n  

association avec le  gène Ha-ras, - sans toutefo is  a l té re r  le  t a u x  de t ransac t i va t i on  

e t  d e  mul t ip l icat ion v i ra le ,  dans les cel lules HeLa (Moran e t  al., 1986). 

Tableau 10 : 

Mutants dans la rég ion  E1A des adénov i rus  t y p e  2 ou  5. 

Mutant Local i s a t i o n  P ro té ine  mod i f i ée  
................................................................................ 

h r l  - 1 pb dé lé tée  au 289R : tronquée 

n t  1055 243R : n a t i v e  

hr3  Permutat ion d'une 289 R : t r a n s i t i o n  d 'une 

T --> A au n t  1086 Met --> Lys à 1  'AA 176 

243R : n a t i v e  

T r a n s i t i o n  d'une 289R : t r a n s i t i o n  d 'une 

C --> T au n t  1076 Leu --> Phe à 1  'AA 173 

243R : n a t i v e  

T r a n s i t i o n  d 'une 289R : t r a n s i t i o n  d 'une 

G --> A au n t  1229 Ser --> Asn à 1'AA 185 
Gly --> Asn à 1  'AA 243 

243R : n a t i v e  

pEK975 Permutat ion d 'une 289R : n a t i v e  

G --> T  au n t  975 243R : non syn thé t i sée  

d l  1500 - d é l é t i o n  e n t r e  1110 289R : non syn thé t i sée  

e t  1119 pb 243R : n a t i v e  

dl312 - d é l é t i o n  e n t r e  448 289R : non syn thé t i sée  

e t  1349 pb 243R : non syn thé t i sée  



L i l l ie  e t  al. (1987) o n t  c o n s t r u i t  des mutants ponctuels dans les domaines 

1, 2 e t  3 d e  la rég ion  E1A d e  l 'Ad5 e t  des pept ides cor respondant  à chacun d e  

ces domaines. Ces out i l s  o n t  permis d e  mont rer  q u e  les t r o i s  domaines p e u v e n t  

a g i r  séparément (Fig.24). Ces résu l ta ts  o n t  été conf irmés, en  par t ie ,  p a r  

Schneider e t  al. (1987). En cons t ru i san t  des plasmides e t  des v i r u s  ayan t  des 

mutat ions ou des délet ions dans les mêmes domaines e t  ces au teu rs  on t  é tab l i  

que  : ( a )  les domaines 1 e t  2 sont  importants p o u r  la " t ransrépressiont ' ,  la 

t ransformat ion e t  l ' i nduct ion  d e  la synthèse de l 'ADN ce l lu la i re  ; (b) le domaine 

3 e t  les t r o i s  rés idus  d u  deuxième exon sont  impor tants  p o u r  la t ransact iva t ion .  l 

2- La rég ion  E1B 

Localisée e n t r e  4,8 e t  11,2 UG, la rég ion E1B code p o u r  t r o i s  ARNm : 

22 S, 13 S e t  9 S. Les d e u x  premiers  sont  t r a n s c r i t s  à p a r t i r  d u  même 

promoteur  précédé d'un mot i f  " T A T A A " .  Les pré-ARNm possèdent les mêmes 

extrémités 5' e t  3' e t  se d i f f é renc ien t  p a r  un mécanisme d'épissage. Le 

troisième ARNm (9  S) est t r a n s c r i t  à p a r t i r  d'un promoteur  indépendant  e t  code 

p o u r  u n e  pro té ine  s t ruc tu ra le ,  le po lypept ide  I X  (Alestrom e t  al., 1980 ; 

Baker  a n d  Z i f f ,  1980 ; Perr icaudet  e t  al. , 1980). 

F i a u r e  25 : 

Réprésentat ion g r a p h i q u e  des ARNm e t  des pro té ines  codées p a r  l a  

rég ion  E l  6 d e  l 'Ad2 (Pet tersson e t  al., 1983). 

mts /" AUG 
3soc 
uGA 

3504 3589 
,22S niRNA 
4061 

Les ARNm sont représentés par l e s  f l èches  no i res .  

Les p ro té ines  par l e s  f l èches  hachurées. 

I Les t r a i t s  f i n s  représentent  l e s  i n t rons .  



L'ARNm 22 S es t  t r adu i t  selon deux cadres de lecture di f férents,  il u t i i i se  

un des deux  sites d ' in i t ia t ion (AUG). Ceci lui confère un caractère 

polycistronique e t  lui permet de  coder deux protéines : la 55 kDa e t  la 19 kDa. 

Pendant la phase précoce d u  cycle v i ra l ,  IIARNm 22 S est t r ansc r i t  

pr incipalement mais, pendant la phase tardive,  le taux de 13 S est  20 fois p lus 

important  que  celui d u  22 S (Wilson and Darnel l ,  1981). Le changement 

quant i ta t i f  des ARNm de la région E1B peut, en part ie,  ê t re  expl iqué pa r  une 

augmentation de la stabi l i té d e  IIARNm 13 S par  rappor t  à celle du 22 S. Duran t  

la phase précoce, les deux ARNm possèdent une demi-vie de 15 à 20 min, mais 

la demi-vie de I'ARNm 13 S augmente de 5 à 10 fois lo rs  de la phase ta rd ive  

(Wilson and Darnell, 1981). Ce changement est  dépendant de la synthèse des 

protéines tardives de l 'adénovirus (Babich and Nevins, 1981 ) . 

La protéine de 55 kDa (496R) de la région E l 6  est une phosphoprotéine. 

Elle est  impliquée dans des mécanismes importants, tels que  : la maturat ion des 

ARNm ta rd i f s  ; la baisse d e  la synthèse protéique de  la cellule hôte e t  la 

répl icat ion efficace de  l 'ADN (Babiss and Ginsberg, 1984). 1 1  ex iste des 

interact ions au cours du processus de la transformation cel lulaire en t re  cet te 

protéine e t  l 'antigène moyen T du v i r u s  d u  polyome, a insi  que la protéine p p  
6 O 

du gène - sarc (Malette e t  al., 1983). La protéine de 55 KDa est associée à une 

protéine cel lulaire de  53 kDa - p53 - présente dans les cellules transformées, 

ainsi qu'à une protéine de 25 kDa de la région E4, au cours d u  cycle l y t ique  

(Sarnow e t  al., 1982). Sa localisation est nucléaire e t  cytoplasmique (Rowe - et  

al., 1983b). - 
La protéine de  19 kDa (175R) de la rég ion E1B est  essentielle au cycle 

l y t ique  car elle maint ient l ' in tégr i té  de l'ADN v i r a l  e t  cellulaire. Elle es t  aussi 

indispensable à la t ransformat ion cellulaire. Cette protéine est  localisée au 

niveau des membranes nucléaire e t  cytoplasmique ( revue par  Stillman, 1986). 

3- La t ransformat ion cel lulaire par  la région E l  

Les adénovirus du sous-groupe A (Ad12, Ad18, Ad31 ) sont capables 

d ' i ndu i re  des tumeurs chez le hamster nouveau-né, mais non ceux d u  

sous-groupe C (Ad2, Ad5).  Ces deux sous-groupes t ransforment les cellules 

primaires de  re in  de  rongeurs  (Freeman e t  al., 1967). Ceci démontre que  la 



transformation e t  I 'oncogénicité sont des processus d is t inc ts  chez les adénovirus 

e t  ne sont pas nécessairement associées. 

La région E l  possède toutes les informations requises pou r  la 

transformation oncogénique. La région E1A es t  suf f isante à I'immortalisation des 

cellules primaires de rongeurs  : notamment la par t ie  N-terminale des p rodu i t s  

des ARNm 13 S (289R) e t  12 S (243R). La région E l B ,  seule, ne  possède pas 

d 'act iv i té transformante , même sous I ' in f l  uence d'un promoteur hétérologue, mais 

elle est nécessaire à la tumorigénicité des cellules immortalisées ( v a n  den Elsen 

e t  al., 1983a). La région E1A en coopération avec un aut re  oncogène (Ha-ras) - - 
peut t ransformer les cellules primaires (Branton e t  al., 1985a). 

Dans les cellules transformées, les deux protéines majeures de  la l 

région E1A (289R, 243R) e t  celle 'de 176R de la région E1B sont exprimées, 
l 

tandis que la protéine de 496R de E1B ne l 'es t  pas. Ces études on t  été réalisées 

à l'aide d u  fragment - H i n d l l l  G où seulement la moitié de l 'extrémité 5' d e  la 

région E I B  est  présente. Ce q u i  s igni f ie que la protéine de 176R est présente 
l I 

intégralement, tandis que, seule, la par t ie  N-terminale de la 496R est t r adu i t e  1 
(Rowe e t  al., 1984). Le rôle de  la 496R-E1B dans la transformation est encore - l 

inconnu. Le mutant H5 hr 6 (496R défect i f )  est  incapable de t ransformer les - 
cellules embryonnaires de r a t  e t  les cellules BRK. La protéine 55 kDa sera i t  

donc nécessaire pour  l ' in i t iat ion de la transformation pa r  le v i r ion,  probablement 

l 
au niveau de l ' in tégrat ion de l 'ADN (Rowe and Graham, 1983a). 

i 
t 

Le rôle pr inc ipa l  de la région E l  B dans la transformation cel lulaire sera i t  1 
d 'augmenter le taux d'expression de E1A qu i  st imulerait  E l  B. Les ef fets de  E l  B 

su r  l 'expression de  E1A sont en re lat ion avec l'augmentation de  la 

transformation (van  den Eisen e t  al., 1983b ; Senear and Lewis, 1986). La 

région E1B peu t  augmenter l 'expression de E1A grâce à un élément régu la teur  

s i tué en "cis" dans E l B ,  ou pa r  des interact ions du type  " t rans"  en t re  les 

produi ts  de  E1B e t  les éléments régulateurs de  E1A (Senear and Lewis, 1986). 

A I 'aide de  plasmides expr imant soit la protéine de 175R, soit celle de 495R de 

E lB ,  Senear e t  Lewis (1986) on t  observé que les deux protéines sont  

nécessaires à la complémentation de E1A dans la transformation cellulaire. 

Barker  e t  Be rk  (1987) on t  const ru i t  des mutants d'Ad5 dans la rég ion  

E l  B. Le mutant  H5 JXJ 1722 n 'expr ime que la protéine de  175R, e t  le H5 - dl 1520 

que la protéine de 495R ; tandis que le H5 - pm 2022 possède un codon "stop" 



après le deuxième codon de la protéine de 495R. A l 'aide de ces out i ls ,  i l s  ont  

observé que  les deux  protéines sont nécessaires à la transformation des cellules 

de  rongeurs.  De p lus ,  i ls o n t  constaté qu'une faible expression de  la pro té ine 

de  495R (H5 pm 2022) est suf f isante pour  une bonne product ion v i ra le d 'une - 
par t ,  e t  une  transformation ce1 lu la i re efficace d 'aut re  par t .  

Les régions E l  des Ad5 e t  Ad12 d i f fè ren t  pa r  leur capacité à t ransformer 

les cellules BRK, a insi  que par  la modulation de  l 'expression aes antigènes 

majeurs d'histocompatibil i té de  classe I (MHC 1). Pour étudier  le rôle d e  la 

région E l A ,  Jochemsen et  al. (1984) on t  cons t ru i t  des plasmides hybr ides en t re  

les régions E1A de l 'Ad5 e t  de  l'Ad12 (Fig.  26), e t  les on t  cotransfectés avec la 

région E1B de l 'Ad12 dans des cellules BRK. Le premier exon est  supposé ê t re  

impliqué dans la fréquence de  transformation cel lulaire e t  dans la modulation de 

l 'expression des A g  MHC 1 .  Ce premier exon de la région E1A de l 'Ad5 possède 

donc un e f fe t  dominant sur  celu i  de I1Ad12. 

F igure  26 : 

Plasmides hyb r i des  dans la région E1A de l 'Ad5 e t  de 

l 'Ad1 2 (Jochemsen e t  al., 1984). 
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Moran e t  al .  (1986) o n t  aémontré que  les p r o d u i t s  des ARNm 12 S e t  13 S 

d e  11Ad5, expr imés indiv iduel lement ,  sont  capables d e  t rans former  les cel lules 

BRK. Récemment, les domaines 1 e t  2 du premier  exon commun à ces deux 

ARNm o n t  été déf in is  comme essentiels à la t rans format ion  cel lu la i re ( L i l l i e  - e t  

al., 1987 ; Schneider e t  al., 1987). Le domaine 2 ag i ra i t  s u r t o u t  en  coopérat ion - - 
avec le domaine 1 (Schneider  e t  al., 1987). Moran e t  al. (1  986), Kuppuswamy e t  

Ch innadura i  (1987), L i l l ie  e t  al. (1987) o n t  t r o u v é  q u e  les modi f icat ions au  

n iveau des rés idus  123 à 127 (domaine 2) p rovoqua ient  une  g r a n d e  d iminut ion  

du pouvo i r  t rans formant  (80%) ; par  c o n t r e  Schneider e t  al. (1987) o n t  obse rvé  

qu 'une  mutat ion ponctuel le  du rés idu  125 (His --> Leu) cause u n e  d iminut ion  de 

seulement 50 %. 





1- INTRODUCTION 

L'étude des relat ions ex is tant  ent re  certa ins adénovirus e t  les cellules 

simiennes, ainsi que la caractérisat ion des interact ions en t re  d i f fé ren ts  

sérotypes d'adénovirus ont  permis à Delsert e t  D'Halluin (1984) de  mettre e n  

évidence un phénomène de  trans-dominance de  l 'Ad3 s u r  I'Ad2. Cette dominance 

implique l ' inh ib i t ion stoechiométrique des zones précoces E IA ,  E1B e t  E2A de  

I1Ad2. 

Nous avons cont inué ce t rava i l  pour  élucider (a) quel le(s)  zone(s) 

précoce(s) d u  génome de  l 'Ad3 ( E l A ,  E1B ou E2A) joue(nt)  le rôle dominant s u r  

I 'Ad2. Puis, nous avons voulu démontrer ( b )  que l (s)  p rodu i t ( s )  de la zone 

impliquée est(  sont) responsable(s) du (des) mécanisme(s) . L'évolut ion des 

t ravaux  nous a condu i t  à l 'é tude de  I'organisatior; des zones précoces des 

adénovirus de sérotype 2, 3 e t  12, notamment celle d u  gène E1A. L'organisation 

globale de cet te région ent re  les d i f ferents  sérotypes est  la même, e t  les études 

réalisées s u r  l 'Ad2 e t  l'Ad5 (sous-groupe C) on t  été étendues aux au t res  

sérotypes. En réalité, une analyse spécif ique de la par t ie  non codante d u  gène 

E1A montre une di f férence assez importante ent re  les d i f férents  composants. 

Comme cet te région semble essentielle dans la régulat ion du gène E lA ,  une  

étude de chaque composant ind iv idue l  ou de leur  ensemble pou r ra i t  aider à la 

compréhension d u  (des) mécanisme(s) de  régulat ion. 

Pendant cette étude, nous nous sommes aperçus qu 'une séquence ex is tan t  

dans les plasmides pBR 322 e t  pKH 47 pour ra i t  jouer un rôle t rès  important  au 

niveau de la régulat ion des gènes hétérologues. Ceci a motivé nos recherches 

à démontrer le rôle réel  de cet te  séquence dans la régulat ion des gènes d e  la 

cel lule eucaryote. 

Les résul tats sont  présentés sous forme de  t ro is  chapi t res : 

- le premier concerne la st imulat ion des promoteurs précoces des régions 

E2A e t  E3 de 11Ad5, 

- le deuxième aborde le phénomène de transdominance intersérotypique, 

- le troisième étudie le rô le  de  la par t ie  non codante de la région E1A des 

adénovirus t ype  2, 3 e t  12, ainsi que la fonction de la séquence "poison" 

( inh ib i t r i ce  de la t ranscr ip t ion)  qu i  es t  présente dans les plasmides pBR 

322 e t  pKH 47. 



1 Pour faci l i ter  la compréhension des résul tats les plasmides ut i l isés sont 

schématisés à la fin de ce chapitre. Leur construct ion est détail lée dans les 

ar t ic les présentés sous forme d'annexes à la fin du mémoire. 
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