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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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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. 

Ce t rava i l  a fa i t  l 'objet des communications e t  publ icat ions suivantes : 

I 
COMMUNICATIONS 

LEITE, J.P.G., DELSERT, C., NIEL, C., COUSIN, C. and D'HALLUIN, J.C. 

(1985). I1Adenovirus t ype  3 E1A gene products  can stimulate o r  repress Ad2 

ear ly  promoters". lmperiâle Cancer Resarch Fund, Tumour V i r u s  Meeting on 

SV40, Polyoma & Adenoviruses, 29107-03108185, Cambridge (U  . K .  ) . 

LEITE, J.P.G., NIEL, C., and DIHALLUIN, J.C. (1986). "The p roduc t  o f  13s 

mRNA from the  E1A region o f  adenovirus i s  responsible fo r  t he  in terserotyp ic  

t ransdomina~ce  among human adenoviruses" . I l lème Colloque National de 

Virologie, 2611 1-3011 111986, Sao Lourenço (Brés i l ) .  
1 

LEITE, J.P.G., COUSIN, C., MILLEVILLE, M., and DIHALLUIN, J.C. (1987). 

"Comparative s tudy  among the 5' cont ro l  regions o f  E1A genes o f  Adenovirus 

serotypes 2, 3 and 12". Workshop AdenolPapovavirus, 07104-10104187, St  

Andrews, Ecosse (U. K. ) . 

LEITE, J.P.G., MILLEVILLE, M., COUSIN, C., and G'HALLUIN, J.C. (1987). 

"Genetic and Biochemical analysis o f  t he  E1A promoter region o f  adenoviruses". 

1 8th FEBS Meeting, 28 106-03/07/87. Ljubl jana (Joguslavie) . 

LEITE, J.P.G., COLLARD, J.F., MILLEVILLE, 1 .  and DIHALLUIFJ, J.C. 

(1987). "E1A reg ion o f  adenovirus types 2, 3 and 12 : specif ic ac t i v i t y  of 

promoter and encoding sequences in gene expression". lmperiale Cancer 

Research Fund , Tumour V i r us  Meeting on f  SV40, Polyoma & Adenoviruses. 

27107-01 108187, Cambridge (U. K.) .  

LEITE, J.P.G., COLLARD, J.F., MILLEVILLE, M., and D'HALLUIN, J.C. 

(1987). I1E1A gene cont ro l  studies about regulat ion o f  regions of human 

adenovirus types 12, 3 and  2". Centenary Symposium Moleculâr Biology and 

lnfect ious Diseases, I n s t i t u t  Pasteur, 0511 0-1 011 0187, Paris (France).  



PUBLICATIONS 

LEITE, J.P.G., NIEL, C., and DIHALLUIN, J.C. (1986). "Expression o f  the 

chloramphenicol acetyl transferase gene in human cells under the  cont ro l  o f  

ear ly adenovirus subgroup C promoters : ef fec t  o f  E1A gene products  from 

other subgroups on gene expression". - -  Gene, 41 : 207-215, 1986. 

LEITE, J.P.G., COLLARD, J.F., and DIHALLUIN, J.C. "The regulat ion of  

E1A : the ro le o f  the two E1A mRNA products  o f  the subgroup B adenoviruses 

on the ear ly  promoters o f  the subgroup C adenoviruses". Gene, sous presse. 

LEITE, J.P.G., MILLEVILLE, M., and DIHALLUIN, J.C. "The E1A reg ion o f  , 

adenoviruses : Homologies and di f ference in i t s  expression and regulat ion". 
l 

V i ro logy , soumis à publ icat ion. 1 

l 

LEITE, J.P.G., COUSIN, C., HEYSEN, A., and DIHALLUIN, J.C. "Ef fects o f  

cis-act ing silencer sequences o f  the vector pBR322 on eucaryotic gene 

expression". Manuscr i t  en préparation. 

AUTRES TRAVAUX 

NIEL, C., GOMES, S.A., LEITE, J.P.G., and PEREIRA, H.G. (1986). "D i rec t  

detect ing and  a di f ferent iat ion o f  fast idious and  non-fastidious adenoviruses i n  

stools us ing a specif ic non-radioactive probe".  J. Cl in.  Microbiol., - 24 : 

785-789. 

COUSIN, C., J.P.G. LEITE, and DIHALLUIN, J.C. (1986). l lAutoregulat ion o f  

adenovirus DNA-binding protein pre ferent ia l ly  occurs a t  the  E2A ear ly promoter 

levelI1. Tumor V i r us  Meeting on SV40, polyoma, and Adenoviruses. 13-1 7/08/87, 

New York  (USA).  

NIEL, C., GOMES, S.A., LEITE, J.P.G., and PEREIRA, H.G. (1986). "Direct  

detection and a di f ferent iat ion o f  fast idious and  non fastidious adenoviruses in 

stools b y  us i ng  a specif ic non-radioactive probe". I 1 lème Colloque National de 

Virologie, 26-30111 186, Sao Lourenço (Brés i l ) .  

NIEL, C., GOMES, S.A., LEITE, J.P.G., e t  PEREIRA, H.G. 1987. "Uti l isat ion 

de  sondes non-radioactives pour  le diagnostic des adénovirus à p a r t i r  

d'échanti ;  Ions de selles". 3 ème Coiloque d'Animation de la Recherche Génétique 

Moléculaire e t  Pathologie, 18-20109187, Le Touquet (France).  



I I - C H A P I T R E  I 

LA STIMULATION DES PROMOTEURS PRECOCES DES REGIONS E2A 

ET E3 DE L'AD5 

Pour étudier  le rôle des p rodu i t s  de la région E1A dans la t ransact ivat ion 

des promoteurs précoces, des plasmides contenant le promoteur E2A ou E3 de 

l 'Ad5 on t  été const ru i ts  e t  deux approches ut: isées : 

(1 )  l ' infect ion des cellules HeLa pa r  les v i r us  suiv ie d 'une t ransfect ion (ou 

vice-versa) ; 

(2 )  la t ransfect ion ou la cotransfect ion des plasmides expr imant d i f férentes 

régions du génome v i ra l .  

Selon le t ype  d'expérimentat ion, les cellules sont  transfectées ou 

cotransfectées à raison de  10 à 20 vg d'ADN pa r  boite d e  60 mm de diamètre. 

Pour at te indre une concentrat ion finale e t  constante en ADN de l 'o rdre  de  20 

pg, le plasmide pKH 47 est  ajouté en  tant  que matériel neutre.  

1 - Par les v i r u s  appartenant aux d i f férents  sous-groupes 

A,B,C,D e t  E (annexe 1) 

Une heure avant la t ransfect ion des plasmides (p5 EZAcat, p5 E3cat), 
6 

des boites d u  type  " F a l ~ o n ~ ~  de 60 mm de diamètre contenant 5x10 cellules HeLa 

sont infectées par  chaque sérotype à raison de  5 PFU pa r  cellule. Cinq heures 

après la t ransfect ion le milieu de  cu l tu re  (MEM) est changé e t  les celluies 

récoltées 40 h post-transfect ion. Elles sont lysées sous l 'action des ultra-sons, 

pu is  le dosage de l 'act iv i té chloramphénicol acétyl t ransférase (CAT)  est 

effectué, e t  quant i f ié pa r  comptage de la radioact iv i té des formes mono- e t  

bi-acétylées du (14~)-ch loramphenico l .  C'est une méthode de dosage ind i rec te  

ca r  le promoteur bactérien du gène - cat est remplacé p a r  les promoteurs des 

régions E2A (p5 E2Acat) ou E3 (p5 E3cat) de IiAd5. Les valeurs indiquées 

représentent  la moyenne de  t ro is  expérimentations minimum. 



A u  Tableau 11 sont représentées les act iv i tés CAT des promoteurs E2A e t  

E3, individuel lement ou en présence de v i r u s  appartenant à chaque 

sous-groupe. 

Tableau 11 : 

Ac t i v i té  CAT de  cellules HeLa infectées avec un sérotype représentat i f  
de  chaque sous-groupe. 

Sans v i r u s  Ad12 Ad3 Ad2 Ad9 Ad4 
P r o m o t e u r  (A) ( B I  ( C I  (D ( E  ................................................................................ 

1 4  6 (a )  p5 E3cat : 1 ,O correspond à 830 cpm ( C)  Ac-Cm/min/lO cellules à 3 7 O  C. 

Sans infect ion v i ra le,  l 'act iv i té CAT d u  promoteur E3 est  supér ieure à celle 

d u  promoteur E2A. 

Les adénovirus appartenant aux d i f férents  sous-groupes sont capables 

d 'act iver les promoteurs E2A e t  E3 de I'Ad5. 

Avec le promoteur E2A, l 'act iv i té CAT est p lus  élevée pou r  les 

sous-groupes A, B, e t  C pa r  rappor t  aux sous-groupes D e t  E. En ce qu i  

concerne le promoteur E3, cet te ac t iv i té  est importante pou r  le sous-groupe A, 

moyenne pour  les sous-groupes C, D e t  E, e t  p lus  faible pour le sous-groupe 

B. 

Des résul tats similaires on t  été obtenus si la t ransfect ion précède de  5 h 

l ' infect ion virale. 



2- Par la t rans fec t ion  ou la cotransfect ion d e  plasmides (annexes 1 e t  2 )  

2.1- En présence d e  la rég ion E1A des Ad2 o u  Ad3 (annexe 1) 

2.1 .l- Stimulat ion de t y p e  " t rans "  

On appel le s t imulat ion d e  t y p e  "trans' l ,  u n e  st imulat ion 

faisant i n t e r v e n i r  un facteur ,  normalement d e  n a t u r e  proté ique,  q u ' i l  so i t  

d 'o r ig ine  v i r a l e  ou cel lulaire. 

La t ransact iva t ion  des promoteurs précoces p a r  les p rodu i t s  d e  la r é g i o n  

E1A d e  l 'Ad2 ou d e  l 'Ad5 es t  connue depuis 1979 ( B e r k  e t  al., 1979; Jones and 

Shenk, 1979). Par c o n t r e  la t ransact iva t ion  d u e  aux  p r o d u i t s  de  la rég ion E1A 

d e  l 'Ad3 n'a pas encore été décr i te .  

Les plasmides contenant  la région E1A d e  l 'Ad2 (pVh4 214) ou d e  l 'Ad3 

(pVM 312) sont  cotransfectés dans des cel lules HeLa o u  HEK-293, avec les 

plasmides p5 E2Acat e t  p5 E3cat. Dans le Tableau 12 sont rappor tés  les 

résu l ta ts  ob tenus lo rs  de ces cotransfect ions.  

Tableau 12 : 

A c t i v i t é  C A T  des cel lules t ransfectées ou cotransfectées avec les 
plasmides contenant  les promoteurs E2A ou E3 d e  I 'Ad5. 

Cellules HeLa Cellules HEK-293 .......................... -------------mm------- 

Promoteur pKH 47 pVM 2 1 4  
( E l A  Ad21 

pVM 3 1 2  
( E l A  A d 3 )  



Les deux régions E1A (de l 'Ad2 e t  de I 'Ad3) sont capables de  stimuler les 

promoteurs E2A e t  E3 de l 'Ad5 pa r  un mécanisme de t ype  " t rans".  D'une p a r t  

les p rodu i t s  de la région E1A de  l 'Ad2 (ce Iules HeLa) e t  de l 'Ad5 (ce' lules 

HEU-293) st imulent p lus  fortement que ceux de 11Ad3. D 'aut re  par t ,  les produi ts  

E1A de l 'Ad3 sont capables d 'act iver des promoteurs hétérologues (ce~ lu les  

HeLa) . 

2.1.2- Stimulation de type  "cis" e t  " t rans"  

Une stimulation de  type "cis" fa i t  i n te rven i r  une 

séquence nucléotidique située généralement en amont d ' un  promoteur. 
l 

Les régions E1A de l 'Ad2 e t  de l 'Ad3 on t  été clonées e n  amont des 

promoteurs E2A (p2 EIAE2Acat, p3 ElAE2Acat) e t  E3 (p2 ElAE3cat, p3 
1 

ElAE3cat) de 11Ad5. Après t ransfect ion de ces plasmides dans des cellules HeLa 

e t  HEK-293, l 'ac t iv i té  CAT est mesurée. 
1 
1 
1 

Tableau 13 : 

Act iv i té  CAT des cellules transfectées avec les plasmides 

contenant la région E1A soit  de i1Ad2, soit de l'Ad3 en  amont des 

promoteurs E2A e t  E3. 

Cellules Cellules 
E 2A ...................... E3 ------------------- Rapport 

HeLa HEK-293 HeLa HEK-293 



L'analyse de ces résul tats permet de démontrer que les deux  régions E1A 

st imulent par  un mécanisme de  type  "cis" les deux promoteurs E2A e t  E3. 

L 'act iv i té CAT la p lus  importante est celle obtenue avec la région E1A de I 'Ad2. 

2.2- Par les produi ts  des ARNm 12 S e t  13 S de la rég ion E1A de  

l 'Ad2 ou de 11Ad3 (annexe 2 )  

Les deux produi ts  majeurs codés par  la région E1A sont les protéines 

de 289R e t  de 243R pour  11Ad2, e t  de 262R e t  de 231R pour  11Ad3. Jusqu'à 

présent leur  rôle dans le processus de transactivat ion est controversé. Pour 

pouvoir  étudier  le rôle ind iv idue l  des produi ts  des ARNm 13 S e t  12 S de  la 

région E1A de l 'adénovirus t ype  3, un clone contenant IIADNc de IIARNm 13 S 

(pVM 335) a été sélectionné parmis une banque dlADNc. Un  plasmide 

n 'expr imant que IIARNm 12 S (pVM 325) de l 'Ad3 a été obtenu après 

modification d u  s i te Dra1 ( n t  1178) e t  la cinétique effectuée avec I'exonucléase - 
Ba131, a permis d'éliminer le s i te donneur dfépissage de IIARNm 13 S. Les - 
plasmides expr imant IIARNm 13 S (pEK - 975) ou 1 2  S ( d l  - 1500) d e  l 'Ad2 (Montel1 

e t  al., 1982), on t  été gracieusement donnés par  D r  .A. J. Berk.  Pour déterminer 

lesquels agissaient positivement dans le processus de transactivat ion, les 

plasmides - pEK 975, d l  1500, pVM 335 e t  pVM 325 on t  été cotransfectés avec les - 
plasmides p5 E2Acat e t  p5 E3cat dans les cellules HeLa. Les résul tats sont  

présentés dans le Tableau 14 e t  Fig. 28. 

Tableau 14 : 

Act iv i té  CAT des cellules HeLa transfectées ou cotransfectées avec 

les plasmides contenant les promoteurs E2A ou E3 de l 'Ad5 en 

présence de plasmides expr imant un seul p rodu i t  de la réç ion E1A de 

l'Ad2 ou de i1Ad3. 

Ad2 Ad3 ......................... ....................... 
Promoteurs pKH 47 

53:;" 
d l  1500 pVM 335 pVFl 325 
7 1 2 s )  (13s) (12s) 

- - - L - * - - - - - - - - - - - - - - - - - - - i i - - - - - * - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

- -- 

Le produ i t  de I'ARNm 13 S de l 'Ad2 (289R) est  capable de  st imuler les 

promoteurs E2A e t  E3. Quant à la protéine 243R (ARNm 12 S )  de l 'Ad2 elle 

n 'act ive que le promoteur E2A. 



En ce q u i  concerne 11Ad3, les résul tats sont d i f fé rents .  Les p rodu i t s  des 

ARNm 13 S (262R) e t  12 S (231R) sont capables d 'act iver faiblement le 

promoteur E2A. Mais les deux p rodu i t s  semblent régu ler  négativement le 

promoteur E3 de  11Ad5. 

En comparant les Tableaux de ce premier chaprtre, il est  donc possible 

d 'observer que les produi ts  de la région E1A des adénovirus type 2 e t  3 

n'agissent pas de la même façon. La protéine de 289R (Ad2) ,  peut  st imuler le 

promoteur E2A au même taux que l'ensemble des p rodu i t s  de la région E1A de 

l 'Ad2 (pVM 2 1 4 ) .  Par contre, pour  le promoteur E3, une coopération en t re  les 

deux produi ts  est observée, car les cellules transfectées avec le pVM 214 on t  

un taux  d 'ac t iv i té  CAT p lus  elevé. Quand les protéines de 262R e t  231R de 

l 'Ad3 (pVM 31 2) sont exprimées ensemble, une coopération est  observée p o u r  les 

promoteurs E2A e t  E3. Mais individuellement ces protéines entraînent une 

t rans inh ib i t ion du promoteur E3. 

F igure 27 : 

Modele hypothét ique de la t ransact ivat ion par  les p rodu i t s  de la 

région E1A (Raychaudhur i  - e t  al., 19871. 

EIA EIB ML E2 E3 E4 ** i,Cii... 

Le f a c t e u r  E2F r e c o n n a î t  deux s i t e s  p r é s e n t s  dans 

l e s  séquences "enhancers" des gènes EIA e t  E2A. Le 

r ô l e  des p r o d u i t s  de l a  r é g i o n  EIA e s t  d ' i n d u i r e  des 

m o d i f i c a t i o n s  (*) de ce fac teur ,  l u i  pe rmet tan t  de 

de se l i e r  à l'ADN. 



Figure 28 : 

Détermination de l 'activité C A T  dans les cellules HeLa transfectées 

avec les plasmides contenant le gène - cat sous le contrôle d u  

promoteur E2A ou E3 d e  I'Ad5. 

" p 5  E 2 A c a t  + pKH 4 7  

Ac.Cm. Cm. 



III- C H A P I T R E  I I  

L A  TRANSDOMINANCE INTERSEROTYPIQUE 

La majorité des cellules de singe est  permissive au v i r u s  SV40 mais pas 

aux adénovirus humains. Les adénovirus oncogènes, sous-groupes A (Ad31 ) I 

e t  B (Ad3) ,  ne rép l iquent  pas leur ADN dans les cellules CV-1. Toutefois, la 

répl icat ion de l 'ADN existe pou r  tous les autres sous-groupes d'adénovirus (C,D l 
I 
l 

e t  E ) .  En CO-infectant les cellules CV-1 avec SV40 ou AD2NDl e t  Ad3 (ou ~ 
Ad31), une inh ib i t ion de la synthèse de  l 'ADN v i r a l  e t  cel lulaire est observée. , 

La CO-infection de  cellules humaines de type  HeLa ou KB avec Ad3 (Ad31) e t  ~ 
Ad2 a permis la mise en évidence d'un ef fe t  inh ib i teur  de l 'Ad3 (ou Ad31) su r  I 

l 'Ad2 (Delsert  and D'Halluin, 1984 ; Delsert,  1985). 

Pour déterminer quelle est  la région d u  génome de  l 'Ad3 impliquée dans ce 
l 

phénomène, p lusieurs plasmides f u ren t  constru i ts,  expr imant les zones précoces 
l 

de  l 'Ad2 ou de l 'Ad3 e t  les promoteurs précoces E2A ou E3 de I 'Ad5. En c lonant I 

le  gène cat en aval de ces promoteurs e t  en mesurant l 'act iv i té CAT, une 
l 
1 - 

1 
1 

I évaluation d u  taux de  t ranscr ip t ion de ces promoteurs est obtenue. 
1 

1- Par l 'Ad3 

Des cellules HeLa sont  infectées par  les adénovirus t ype  2 e t  t y p e  3 à 

raison de  5 PFU pa r  cellule. Soit I ' infect ion v i ra le est effectuée à d i f férents  

temps après la t ransfect ion des plasmides p2 E1AE2Acat e t  p2 ElAE3cat, so i t  les 

plasmides sont transfectés une heure après I ' infection. Les résultats sont  

représentés dans le Tableau su ivant  : 



Tableau 15 : 

Ac t i v i t é  CAT des cellules HeLa infectées avec l 'Adénovi rus t y p e  2 e t  
t y p e  3 à d i f f é ren ts  temps avant  e t  après t ransfect ion.  

! V i rus Ad2 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -mm 

pKH47 l h A T  Après t rans fec t i on  1 h A T Après t rans fec t i on  l 

1 asmi des l h  2h 3h 4h l h  2h 3h 4h 

T : avant t rans fec t i on  

L'Ad2 stimule e t  l 'Ad3 inh ibe  les promoteurs E2A e t  E3 de l 'Ad5 en 

présence de  la région E1A d e  11Ad2. 

L ' inh ib i t ion  n 'est  observée que s i  I1infecxion est  menée une heure  avan t  ou 

après la transfect ion. A p a r t i r  de  la deuxième heure  post-transfect ion l 'ef fet  

s ' inverse e t  une act ivat ion es t  observée. 

1 
2- Par la t rans fec t icn  ou cotransfect ion de plasmides (annexes 1, 2 e t  3) 

2.1- Le rô le de  la  rég ion  E1A de l 'Ad3 dans le phénomène de  

transdominance (annexes 1 e t  2 )  

Les plasmides contenant la rég ion  E1A de l 'Ad2 ou de  l 'Ad3 en 

amont des promoteurs E2A (p2  E l  AEZAcat, p3 E l  AEZAcat) ou E3 (p2  E1AE3catf 

p3 ElAE3cat)  de  11Ad5, o n t  été transfectés dans des cellules HeLa. Des 

cotransfect ions on t  été effectuées ent re  ces d i f f é ren ts  plasmides e t  ce lu i  

contenant so i t  la région E1A de l 'Ad2 (pVM 214), soi t  la région E1A de  l 'Ad3 

(pVM 312). Les résul tats  sont  représentés dans le Tableau suivant  : 



Tableau 16 : 

Ac t i v i té  CAT  des cellules HeLa transfectées ou  cotransfectées avec les 

plasmides contenant la région E1A de l 'Ad2 ou de  IiAd3. 

pKH 47 pVM 214 pVM 312 Rappor t  ................................................................................ 

Les plasmides possédant la région E1A de  l 'Ad2 en amont d u  promoteur E2A 

(p2 ElAEZAcat) ou E3 (p2 ElAE3cat) montrent  une act iv i té  CAT p lus  importante 

que ceux possédant la région E1A de l 'Ad3 (p3 E l  AEZAcat, p3 ElAE3cat).  

La cotransfect ion des plasmides p2 E l  AEZAcat, p2 E l  AE3cat, p3 E l  AE2Acat , 

p3 ElAE3cat avec le plasmide contenant la région E1A de l 'Ad2 (pVM 214) 

entraîne une  act iv i té  CAT p lus  importante que celle des plasmides seuls. 

Par contre, les plasmides p2 ElAE2Acat e t  p2 ElAE3cat avec le plasmide 

contenant la régionE1A de l 'Ad3 (pVM 312) présentent  une  importante diminut ion 

du taux d 'act iv i té : pour  le p2 ElAE2Acat ( r appo r t  3,3) e t  su r t ou t  pour  le  p2 

ElAE3cat ( r appo r t  5,9). Le phénomène est donc l ié à la région E1A de l 'Ad2 e t  

de ItAd3, mais une éventuelle régulat ion au niveau d u  promoteur E3 de l 'Ad5 ne 

peut  ê t re  écartée. 

2.2- Le rô le des p rodu i t s  des ARNm 12 S e t  13 S de l 'Ad2 et  de l 'Ad3 

dans la transdominance (annexe 2) 

Les produi ts  de la région E1A de l 'Ad2 (pVM 214) st imulent, 

tandis que  ceux de l 'Ad3 (pVM 312) inh ibent  les promoteurs E2A e t  E3 de  

I'Ad5, en présence de  la région E1A de  11Ad2. Pour déterminer le rô le  ind iv idue l  

de chacun des deux produi ts  majeurs de la région E1A de l 'Ad3 dans le  

phénomène de transdominance, les plasmides pVM 335 e t  pVM 325, lesquels 

codent respectivement pour  la protéine de 262R e t  de 231R ont  été ut i l isés. Les 

plasmides - pEK 975 e t  - dl 1500 (Monte11 e t  al., 1982), exprimant respectivement 

les protéines de 289R e t  de 243R de IfAd2, on t  été ut i l isés comme témoins de  

régulat ion positive. Les plasmides sont cotransfectés dans les cellules HeLa avec 

les plasmides contenant la région E1A de  l 'Ad2 ou  de ItAd3, en amont 



des promoteurs E2A ou  E3 de  I'Ad5. Les résul tats sont  exprimés dans le Tableau 

su ivant  : 

Tableau 17 : 

Act iv i té  CAT des cellules HeLa transfectées ou cotransfectées avec les 

plasmides contenant la région E I A  de l 'Ad2 ou de l 'Ad3 e t  les 

plasmides expr imant un seul p rodu i t  de la région E1A de  ces mêmes 

adénovirus. 

Les produi ts  des ARNm 12 S e t  13 S de l 'Ad2 n ' inh ibent  pas les plasmides 

contenant soit la région E1A de l'Ad2 soi t  la région E1A de  l 'Ad3. Par cont re ,  

le p rodu i t  de I'ARNm 13 S de  l 'Ad3 inhibe p lus  fortement le plasmide contenant 

la région E IA  de l 'Ad2 e t  le promoteur E3 de l 'Ad5 (p2 ElAE3cat) que celui 

contenant le promoteur E2A (p2 EiAE2Acat) .  Le p rodu i t  de I'ARNm 12 S de 

l'Ad3 inh ibe le promoteur E3 de  façon similaire au p rodu i t  de I'ARNm 13 S et  

p lus faiblement le promoteur E2A. 

Ces résultats semblent démontrer que le phénomène de transdominance est 

dû aux  produi ts  des ARNm 12 S e t  13 S de  la région E I A  de l 'Ad3 e t  q u e  la  

régulat ion négative a l ieu au  niveau de la région E1A e t  d u  promoteur E3 des 

adénovirus d u  sous-groupe C (Fig. 29 e t  30). 

2.3- Les promoteurs de la région E1A de  l 'Ad2 e t  de l 'Ad3 (annexes 

1, 2 e t  3) 

Les plasmides p2 E1Acat e t  p3 E lAca t  contiennent le s i te  de 

coi f fe (+ 1 )  mais non le premier codon d ' in i t ia t ion de la t raduct ion (AUG) 

pour  la région E l A ,  s i tué au  n t  558 pour  l 'Ad2 e t  576 pour  I 'Ad3. i l s  o n t  été 

const ru i ts  par coupure enzymatique, pu is  soumis à une c inét ique par 

I'exonucléase - Ba131. Une séquence nucléotidique contenant le s i te  de 



Figure 29 : 

Détermination d e  l'activité C A T  dans les cellules HeLa transfectées 

avec les plasmides contenant le gène cat  sous le contrôle d u  - 
promoteur E2A ou E3 de I 'Ad5, en présence de la région E I A  d e  

l'Ad2. 



Figure 30 : 

Détermination de l 'activité CAT dans les cellules HeLa transfectées 

avec les plasmides contenant le gène - cat sous le contrôle d u  

promoteur E2A ou E3 de 11Ad5, en présence de la région E1A de 

I 'Ad3. 



I1endonucléase Hind J l l (I1linkert1 Hindl l 1) est ajoutée avant recircularisation d u  - - 
plasmide par l'ADN ligase du phage T4. La séquence des deux plasmides a été 

effectuée par la méthode de terminaison des chalnes (Messing e t  al., 1977 ; 

Sanger - et al., 1977) et  déterminée par la localisation du I1linkerf1 H ind l l l  au nt - 
538 pour le p2 ElAcat e t  au nt 540 pour le p3 ElAcat. 

Les résultats des cotransfections de ces plasmides avec les plasmides 

contenant la région E IA  de 11Ad2 ou de 11Ad3 sont représentés dans le Tableau 

suivant : 

Tableau 18 : 

Act iv i té CAT des ce1 Iules HeLa transfectées ou cotransfect4es avec les c3w.b 

plasmides contenant les promoteurs de la region E l A  de I1Ad2 ou d e  @ 
11Ad3. 

p2 ElAcat 1,00(~) 2,34 2,44 0,80 0,47 O, 40 O ,68 

p3 ElAcat 0,47 2,20 1,20 0,47 0,70 0,70 0,70 

8 (a) p2 ElAcat  : 1 ,O correspond i) 1700 cpm fl4c) Ac-WnlminflO cellules 

-. 
Le promo' ir de la région E1A de 11Ad2 active pius le gdne - cnt que celui 

de 11Ad3. Le produit de IIARNm 13 S de la région E1A de !'Ad2 otfmule plus 

fficacement les deux promoteurs de la régtsn E1A. Les produits de la r&g\m 
EIA de ffAd3 stimulent faiblement leur propre p r m a t e u r  et I-nhlbent cefui 

de la région EIA de ItAd2 (Fig. 31). 

de I8ARNm 13 S de l'Ad3 n'agit pas sur son propre promoteur 

aux 17 et 18), mais il est capable de réguler négativement le prometeur 



Figure 31 : 

Détermination de l 'ac t iv i té  CAT dans les cellules HeLa transfectées 

avec les plasmides contenant le gène - cat sous le contrôle du 

promoteur E1A de  11Ad2. 

-- p 2 E l A c a t + p V M 1 2 0 1  l 

lm -. $ . -  p 2 E I A c a t + p V M 3 2 5  l 

i 
l $ - p 2  E l A c a t  + pVM 3 3 5  
l 
l 

- p 2  E 1 A c a t  + pVM 3 1 2  

Cm.  



IV-  C H A P I T R E  I I I  

COMPARAISON DE LA PARTIE NON-CODANTE DE LA REGION 

E1A DES ADENOVIRUS TYPE 2, 3 ET 12 

L'organisation de  la par t ie  non-codante de la rég ion E1A est assez 

di f férente pou r  les Ad2, 3 e t  12 (Fig.32). La première di f férence est  observée 

au niveau de  I ' ITR : celui de  l 'Ad12 est const i tué de 163 pb, celui de l 'Ad3 de 

136 pb, e t  celui de l 'Ad5 (Ad2)  est  rédu i t  à 103 pb. Par contre, la distance 

en t re  I ' I TR  e t  le s i te de coi f fe chez l'Ad12 est  beaucoup p lus  cour te  que celle 

présente chez l 'Ad2 ou 11Ad3. 

Quant aux  di f férentes séquences "enhancersl', l eu r  comparaison ind ique 

que la séquence décr i te  par  Hen e t  al. (1983) est  située en t re  les deux  éléments 

décr i ts  par  t-learing e t  Shenk (1983a) pour  11Ad12, e t  que  la distance ent re  ces 

deux éléments est  d i f fé rente  pour  11Ad12, l 'Ad3 e t  i ' ~ d 2 .  

Les deux  séquences reconnues par  le facteur nucléaire E2F (Kovesdi - e t  

al., 1987) sont  présentes en t re  les deux élements décr i ts  pa r  Hear ing e t  Shenk - 
(1983a) chez 11Ad2, mais seulement l 'une des deux est si tuée ent re  ces éléments 

chez 11Ad3. Par contre, l 'Ad12 ne possède pas de site potentiel  de  f ixat ion d u  

facteur E2F. 

Pour 11Ad2, il est  possible d 'observer l 'existence de c inq  séquences "TATA 

l ike", mais seulement t ro is  chez l 'Ad3 e t  chez I1Adl2.  Les séquences "TATA 

box"  sont d i f férentes en t re  les t ro i s  sérotypes d'adénovirus. La séquence 

hautement conservée ent re  ces adénovirus est  retrouvée dans cet te  par t ie  non 

codante. 

Ces observations suggèrent  qu'une analyse approfondie de cet te  région est  

nécessaire pour  pouvoir  déterminer e t  étudier  le rô le  de l'ensemble du 

promoteur de  la région E1A. 



LEGENDE DE LA FIGURE 32 

- Séquence "enhancer" décr i te  par  Hen e t  al. ,1983 ("enhancer A " )  

-- -- Séquences "enhancers" décr i tes par  Hearing e t  Shenk, 1983a ("enharicer 

Bi,) 

AA Séquence "enhancer" décr i te  par  Imperiale e t  al., 1983 (-1 98 nt à -45 n t )  

("enhancer Cu)  

- - Séquence ayant une homologie avec la sequence "enhancer BI1 ; 

, Séquence ayant une homologie avec la sequence "enhancer A "  ; 

++ Séquences reconnues pa r  le facteur nucléaire E2F (Kovesdi e t  al., 1987) ; 

T T  Séquence reconnue par  le facteur nucléaire E4F1 (Lee and Green, 1987) ; 

"Il Séquence hautement conservée chez les adénovirus ; 

** Séquence "TATA box"  ; 

O 0  Séquence "TATA l ike" ; 

. . Séquence "CAAT box"  ; 

A A 

Séquence reconnue pa r  I1endonuclease - Pvu I I ; 

I Site de coif fe ; 

:: Codon d ' in i t iat ion de la t raduct ion . 



F igu re  32A : 
Séquence n u c l e o t i d i q u e  d 'une  p a r t i e  de l a  r é g i o n  E1A des 
adénov i rus  types  2, 3 e t  12 ( d ' a p r è s  Tooze, 1980). 

A . l )  - Ad.2 

5 ' 5 O 
CATCATCATA ATATACCTTA TTTTGGATTG AAGCCAATAT GATAATGAGG 

O 0 0  0 0 0 0 0  

1 O0 
GGGTGGAGTT TGTGACGTGG CGCGGGGCGT GGGAACGGGG CGGGTGACGT 

150 
AGTAGTGTGG CGGAAGTGTG ATGTTGCAAG TGTGGCGGAA CACATGTAAG - 

200 
CGCCGGATGT GGTAAAAGTG ACGTTTTTGG TGTGCGCCGG TGTATACGEG - - - 

2 50 
AAbTbAÇAAT -------- TTTCGCGCGG TTTTAGGCGG ATGTTGTAGT AAATTTGGGC 

++++++++ O 0 0 0 0 0 0  T 

GTAACCAAGT AATGTTTGGC CATTTTCGCG GGAAAACTGA ATAAGAGGAA ----- 
TTTTT +++++++ + A 
GIGAAATCTG ------ AATAATTCTG TGTTACTCAT AGCGCGTAAT ATTTGTCTAG 

0 0 0 0 0 0 0  O 0 0 0  O 0 0 0  

400 
GGCCGCGGGG ACTTTGACCG TTTACGTGGA GACTCGCCCA GGTGTTTTTC 

TCAGGTGTTT TCCGCGTTCC GGGTCAAAGT TGGCGTTTTA TTATTATAGT ..... 0 0  0 0 0 0 0 0  

1 
CAGCTGACGC GCAGTGTATT TATACCCGGT GAGTTCCTCA AGAGGCCACT 
a----- **** **** Il II II Il 11 11 11 Il 11 11 11 11 11 A 

550 
CTTGAGTGCC AGCGAGTAGA GTTTTCTCCT CCGAGCCGCT CCGACACCGG 
Il Il Il Il li Il Il Il Il II Il Il 11 11 11 11 11 11 11 11 II II II II Il II II Il II II 11 11 11 

600 
GACTGAAAAT GAGACATATT ATCTGCCACG GAGGTGTTAT TACCGAAGAA .. . 

650 
ATGGCCGCCA GTCTTTTGGA CCAGCTGATC GAAGAGGTAC TGGCTGATAA 

700 
TCTTCCACCT CCTAGCCATT TTGAACCACC TACCCTTCAC GAACTGTATG 



5 ' 5 O 
CTATCTATAT AATATACCTT AAGATGGAAT GGTGCCAACA TGTAAATGAG 

O00 000000 

100 
GTAATTTAAA AAAGTGCGCG CTGTGTGGTG ATTGGCTGCG GGGTTAACGG 
00000000 

156 
CTAAAAGGGG CGGCGCGACC GTGGGAAAAT GACGTGACTT ATGTGGGAGG - 

AGTTATGTTG CAAGTTATTA CGGTAAATGT GACGTAAAAC GAGGTGTGGT 
0- 

250 
TTCAACACGÇ --- AASIAGAÇAG -------- TTTTCCCACG CTTACTGACA GGATATGAGG 

3 GO 
TAGTTTTGGG CGGATGCAAG ------ TGAAAATTCT ----- CCATTTTCGC GCGAAAACTA 

++++++ ++ 

AATGAGGAAG ------ IGAAITTCTG ----- AGTCATTTCG CGGTTATGCA GGGTGGAGTA 
+++++ +++ 

400 
TTTGCCGAGG GCCGAGTAGA CTTTGACCGT TTACGTGGAG GTTTCGATTA 

450 
CCGTGTTTTT CACCTAAATT TCCGCGTACG GTGTCAAAGT CCTGTGTTTT ..... 

500 
TACGTAGGTG TCAGCTGATC GCTAGGGTAT TTAAACCTGA CGAGTTCCGT 

- - - - A -  *** ***** II 

1 550 
CAAGAGGCCA CTCTTGAGTG CCAGCGAGAA GAGTTTTCTC CTCCGCGCCC 
II II II II II II II II Il Il II II Il II II Il Il Il Il II II Il II II II II O Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il II II II II II II 

600  
CAAGTCAGTT CTGCGCTTTG AAAATÇAGAC ACCTGCGCTT CCTGCCACAG . . . 

6 50 
GAGGTTATCT CCAGTGAGAC CGGGATCGAA ATACTGGAGT TTGTGGTAAA 

¶ ¶ > ¶ ¶ > ¶ 9  ¶ ¶ ¶ ¶ ¶ 9 ¶ ¶ ¶ ¶  

7 O0 
TACCCTAATG GGAGACGACC CGGAACCGCC AGTGCAGCCT TTCGATCCAC 
¶ ¶ ¶ ¶ ¶ Y ¶ ¶ > ¶  



U 

CTATATATAT AATATACCTT ATACTGGACT AGTGCCAATA TTAAAATGAA 
0000000 O 00 000000 

1 O0 
GTGGGCGTAG TGTGTAATTT GATTGGGTGG AGGTGTGGCT TTGGCGTGCT 

TGTAAGTTTG GGCGGATGAG -- GAAGIGGGGC --------- GCGGCGTGGG A G C C G G G E  

2 0 0  
GCCGGATGTG ACGTTTTAGA CGCCATTTTA CACGGAAATG ATGTTTTTTG 

2 5 0  
GGCGTTGTTT GTGCAAATTT TGTGTTTTAG GCGCGAAAAC TGAAATGÇSG 

300 
AAGTEAAAAT -------- TGATGACGGC A A T T T T A T T A  TAGGCGCGGA ATATTTACCG 

00000 00 

3 5 0  
AGGGCAGAGT GAACTCTGAG CCTCTACGTG TGGGTTTCGA TACGTGAGCG 

400 
ACGGGGAAAC TCCACGTTGC GCTCAAAGGG CGCGTTTATT GTTCTGTCAG ..... A - -  

CTGATCGTTT GGGTATTTAA TGCCGCCGTG TTCGTCAAGA GGCCACTCTT ******* * 11 11 11 11 11 11 II II II Il il Il Il Il Il II 

5 0 0  
GAGTGCCAGC GAGAAGAGTT TTCTCTGCCA GCTCATTTTC ACGGCGCCAT 
II Il 11 Il Il Il Il Il Il II II II II II II II II Il Il II H II II II Il II II II II II II 

5 5 0  
TATGAGAACT GAAATÇACTC CCTTGGTCCT GTCGTATCAG GAAGCTGACG . . . 

6 0 0  
ACATATTGGA GCATTTGGTG GACAACTTTT TTAACGAGGT ACCCAGTGAT 

GATGATCTTT ATGTTCCGTC TCTTTACGAA CTGTATGATC TTGATGTGGA 
9 9 9 9 9  9 9 Y 9 9 9 9 9 9 9  

7 O0 
GTCTGCCGGT GAAGATAATA ATGAACAGGC GGTGAATGAG TTTTTTCCCG 
9 9 9 9 Y 9 9 9 9 9  9 9 9  



F igu re  32B : 
Comparai son des séquences "enhancers" . 

B . l )  Elément "enhancer A "  

B. 1.1) Ad2/Ad3 
Ad2 AGCGCCGGATGTGGTAAAAGTGACGTTT * **** * ** * 9/28 pb 
Ad3 GAGGAGTTATGTTGCAAGTTATTACGGT 

B.1.2.) Ad2/Ad12 
Ad2 AGCGCCGGATGTGGTAAAAGTGACGTTT ************ **** 16/28 pb 
Ad12 CGCGCCGGATGTGACGTTTTAGACGCCA 

B. 1.3) Ad3/Ad12 
Ad3 GAGGAGTTATGTTGCAAGTTATTACGGT * **** * *** 9/28 pb 
Ad12 CGCGCCGGATGTGACGTTTTAGACGCCA 

B.2) Séquence e x i s t a n t e  à l ' i n t é r i e u r  de l a  r é g i o n  codante chez 1 'Ad3 e t  l 'Ad12 ,  
ayant  une homologie avec 1 ' "enhancer A". 

B. 2.1) Ad2/Ad3 
Ad2 AGCGCCGGATGTGGTAAAAGTGACGTTT * * * ********* * 13/28 pb 
Ad3 ACTGGAGTTTGTGGTAAATACCCTAATG 

B.2.2) Ad2/Ad12 
Ad2 AGCGCCGGATGTGGTAAAAGTGACGTTT * * ******* * 10128 pb 
Ad12 TGATCTTGATGTGGAGTCTGCCGGTGAA 

B.2.3) Ad3/Ad12 
Ad3 ACTGGAGTTTGTGGTAAATACCCTAATG ***** * ** 8/28 pb 
Ad12 TGATCTTGATGTGGAGTCTGCCGGTGAA 



8.3) Eléments "enhancer B"  

8.3.1) Ad2 premier/Ad2 deuxième élément 
p remier  GGGAAGTGACA ******** * 9 /11  
deuxième AGGAAGTGAAA 

B. 3.2) Ad3 premi er/Ad3 deuxi  ème 
premi e r CGGAAGTAGAC 

****** * 7/11 pb 
deux i ème AGGAAGTGAAT 

B.3.3) Ad12 p remier /Ad l2  deuxième 
premier  AGGAAGTGGGG ******* 7/11 pb 
deuxième CGGAAGTGAAA 

B. 3.4) Ad2/Ad3 
Ad2 p remier  GGGAAGTGACA deuxième AGGAAGTGAAA ****** 611 pb ********** 10/11 pb 

Ad3 p remier  CGGAAGTAGAC deuxième AGGAAGTGAAT 

B. 3.5) Ad2/Ad12 
Ad2 p remier  GGGAAGTGACA deuxième AGGAAGTGAAA 

******* 7 /11  pb ********** 10/11 
Ad12 p remier  AGGAAGTGGGG deux i ème CGGAAGTGAAA 

B. 3.6) Ad3/Ad12 
Ad3 premi e r  CGGAAGTAGAC deuxième AGGAAGTGAAT 

****** * 7/11 pb ********* 9 /11  pb 

Ad12 p rem ie r  AGGAAGTGGGG deuxième CGGAAGTGAAA 

8.4) Séquence chez 1 'Ad3 ayan t  une homologie avec 1 "enhancer B" 

B.4.1) Séquence (S)  : TGCAAGTGAAA 

B.4.2) Ad2/(S) 
Ad2 p remier  GGGAAGTGACA deuxième AGGAAGTGAAA * ****** * 8 /11  ~b * **+A**** 9/11 pb 

( S I  TGCAAGTGAAA TGCAAGTGAAA 

B.4.3) Ad3/(S) 
Ad3 p rem ie r  CGGAAGTAGAC deuxième AGGAAGTGAAT 

* **** * 6 /11  pb * ******* 8/11 pb 

( S I  TGCAAGTGAAA TGCAAGTGAAA 

B.4.4) Adl2/ (S)  
1 
l Ad12 p remier  AGGAAGTGGGG deux i ème CGGAAGTGAAA 

l * ***** 6/ 11 pb * ******** 9/11 pb 

( S I  TGCAAGTGAAA TGCAAGTGAAA 



1- Les plasmides hybr ides  Ad2iAd3 e t  Ad2iAd12 (annexe 3) 

Dans le b u t  d 'étuaier  le rôle des di f férentes séquences situées en I I 

amont d u  promoteur de la région E1A des adénovirus t ype  2, 3 e t  12, des 
l 

plasmides hybr ides de  ces sérotypes on t  été const ru i ts .  Pour cela, le s i te  de 

I'endonucléase P v u l l  s i tué à 13 nt en amont de la séquence "TATA box", si te - 
conservé en t re  tous les sérotypes d'adénovirus humains, à l 'exception des I 

fast idieux, a été ut i l isé. 

En ce qui concerne les séquences "enhancers", l 'étude est part icul ièrement 

intéressante car  les homologies ne sont pas toutes "conservées" (F igure 32B). 

Leur localisation est a peu près connue mais leur  t ype  spécifique n 'es t  pas 

encore étudié chez les adénovirus. De plus, les résul tats publ iés p a r  les 

d i f férents  auteurs sont contradicto i res.  Jusqulà présent aucune expl icat ion n'a 

été fournie su r  le rôle des séquences "enhancers" dans le processus de 

transformation cellulaire. En  u t i l i sant  les plasmides hybr ides  Ad21Adl2, nous 

avons étudié le rôle des d i f fé ren ts  domaines dans ce processus. 

En remplaçant le gène - cat pa r  le gène - néo, l 'act iv i té d u  promoteur de la 

région E IA ,  in tégré au génome cellulaire, a p u  ê t re  évaluée. Ainsi,  les deux 

types d'act ivi té, CAT e t  "NEO", fournissent une évaluation du niveau 

t ranscr ipt ionnel  . 

1.1 - Les plasmides hybr ides  Ad2lAd3 

1 .1 .l- L'act iv i té CAT  

Les plasmides p2 E lAca t  (Ad2),  pVM 261 (Ad2/Ad3) ,  

p3 E1Acat (Ad3) e t  pVM 315 (Ad3/Ad2)  on t  été cotransfectés dans les cellules 

HeLa avec les plasmides contenant la région E1A de  l 'Ad2 (pVM 214), de  l 'Ad3 

(pVM 312)ou avec un plasmide nlexprimant qu'un seul des produi ts  majeurs de 

cet te région (pEK - 975, - d l  1500, pVM 335, pVM 325). 

Les résul tats de l 'act iv i té CAT des ext ra i ts  cel lulaires obtenus 40 h après 

cotransfect ion sont représentés dans le Tableau su ivant  : 



Tableau 19 : 

Ac t i v i té  CAT des ex t ra i t s  de cellules HeLa transfectées. 

p2 E lAca t  1 ,O0 2,34 2,44 O ,80 O ,47 0,40 O ,68 
pVH 261 0,44 2,20 1 ,O6 O ,44 O ,44 O ,54 0,66 
p3 E lAca t  0,47 2,20 1,20 O ,47 O ,70 G ,70 O ,70 
pVM 315 0,98 2,45 1,35 0,69 O ,49 0,51 O ,53 

Les act ivi tés CAT dues aux  plasmides p2 E1Acat e t  pVM 315 sont p lus  

élevées que  celles produi tes pa r  les plasmides p3 E lAca t  e t  pVM 261. Les 

produi ts  de  la région E1A de l 'Ad2 stimulent les promoteurs E IA  de l 'Ad2 e t  de  

11Ad3, e t  l 'act iv i té globale est  la même pour  les quat re  plasmides. L 'apport  du 

plasmide - pEK 975 entraîne, d ' u n e '  manière générale, les mêmes effets. 

Cependant, avec le plasmide - dl 1500 une  légère inh ib i t ion d u  promoteur E1A de  

l 'Ad2 est observée (p2 ElAcat,  pVM 315). 

Les produi ts  de  la région E1A de  l 'Ad3 st imulent faiblement leur  p r o p r e  

promoteur (p3 ElAcat,  pVM 261) ; par  contre,  i ls sont  capables d ' inh iber  le 

promoteur E IA  de l 'Ad2 (p2 E lAcat ,  pVM 315). Les mêmes résul tats sont  

observés avec les plasmides expr imant un seul des p rodu i t s  majeurs de  la rég ion  

E1A de l 'Ad3 ; mais en présence du p rodu i t  de IIARNm 13 S (pVM 3351, 

l ' inh ib i t ion est p lus fo r te  que celle observée avec le p rodu i t  de IIARNm 12 S 

(pVM 325) (Fig. 33). 

Ces résul tats semblent démontrer que : 

a ]  les produi ts  de  la région E I A  de l 'Ad2 agissent positivement de façon 

d i rec te  ou  indirecte s u r  la région située en t re  les sites - Pvul  1 e t  - Hind l  1 l ; 

b )  les produi ts  de  la région E1A de l 'Ad3 agissent négativement, de façon 

directe o u  indirecte, s u r  cet te même région. 

Dans la région comprise en t re  les sites - Pvul  1 e t  - Hind l  l l sont si tués : 

a) le si te - Pvul l ,  lui-même conservé en t re  les d i f férents  sérotypes 

d 'Adénovirus,  

b )  le  motif "TATAAI1 spéci i ique à chacun des sérotypes, 

c )  le  si te de coif fe, 

d )  la séquence hautement conservée en t re  les d i f fé ren ts  sérotypes. 



F igure  33 : , 

Détermination de l 'act iv i té CAT dans les cellules HeLa transfectées 

avec les plasmides contenant le gène ca t  sous le contrôle du - 
promoteur E1A de l 'Ad2 ou de  11Ad3. 

@% * p 2  E l A c a t  + pEK 9 7 5  

- 4 p 2  E l A c a t  + pVM 3 3 5  

- p 3  E l A c a t  + pKH 4 7  

t -.I p 2  E 1 A c a t  + pKH 4 7  
Ac-Cm. Cm- 



1.1.2- L 'act iv i té "NEO" 

Le gène - cat est remplacé pa r  le gène - néo du plasmide 

pSV2né0, après coupure des plasmides pSV2né0, p2 E1Acat e t  p3 E1Acat pa r  les 

endonucléases de rest r ic t ion H i n d l l l  e t  BamH1. Les nouveaux plasmides, - - 
dénommés p2 E1Anéo e t  p3 E l  Anéo, ainsi que le pSV2né0, sont transfectés dans 

les cellules : HeLa, KB8, KB16 e t  KB18. V ingt -quat re  heures après la 

t ransfect ion les cellules sont divisées (1:2), e t  au miiieu de  cu l ture ,  sont alors 

ajoutés 0,40 mglml de  généticine (G418). Le milieu des boites de cellules étant  

changé régulièrement les premiers clones de  cellules résistantes apparaissent au 

bout  de  t ro is  semaines. Les résul tats sont représentés dans le Tableau 20. 

Tableau 20 : 

Cellules résistantes à la généticine après t ransfect ion des plasmides 

contenant le gène - néo sous le contrôle d u  promoteur de la région E1A de  

Cellules 
Nombre de foyers par boîte de ce1 l u l e s ( a J  ............................................. 

Pl asmi des He La KBa KB 16 KB18 

( a )  Boîte de 10 cm g. Les r é su l t a t s  expriment une moyenne de 3 boites e t  de 3 expéri- 
mentations différentes  

ND : non déterminé 
I 

L 'expression du promoteur El  A, en l'absence des produi ts  Se la rég ion , 

E1A de l 'Ad2 est  prat iquement la même dans les plasmides p2 E1Anéo e t  l 

1 

p3 E1Anéo. Leur expression est  beucoup plus faible que cel le d u  SV40 
1 

(pSV2néo). l 

En présence des produi ts  de la région E I A  de  l 'Ad5 (cellules KB*) ,  le 

nombre de  foyers augmente considérablement. Ces résul tats sont en  accord avec 

les précédents (ac t iv i té  CAT)  ; autrement d i t ,  une régulat ion posit ive des 

produi ts  de  la région E1A su r  son propre promoteur est mise en évidence. Par 

contre, pour  les cellules expr imant consti tut ivement la région E1B de l'Ad5 

(KB16 e t  KB18) ,  une  régulat ion négative sut- le promoteur E I A  est  observée. 



Le promoteur précoce de SV40 n 'est  pas regulé négativement pa r  les 

produi ts  des régions E I A  e t  E1B de I'Ad5. I 

1 .2- Les plasmides hybr ides  Ad2lAd12 

1.2.1 - L'act iv i té C A T  

Le plasmide p l 2  E lAcat  est  cons t ru i t  à p a r t i r  d u  

plasmide p l  2E1A gracieusement fou rn i  par  le D r .  Pérr icaudet. Comme 

précédemment, le si te - Pvul l ,  s i tué à 13 nt d u  n o t i f  "TATAAH est ut i l isé p o u r  la 

construct ion des plasmides hybr ides.  

Les plasmides p2 E1Acat (Ad2) ,  pVM 291cat (Ad2/Ad12),  p l 2  E1Acat 

(Ad12) e t  pVM 12lOcat (Ad12/Ad2) ,  sont cotransfectés dans les cellules HeLa 

avec les plasmides contenant la région E1A de l 'Ad2 (pVM 214) ou de l 'Ad12 , 

(pVM 1201). Des ext ra i ts  cel lulaires sont obtenus 40 h après cotransfect ion e t  l 

I 
l 'act iv i té CAT est  mesurée. Les résul tats sont représentés dans le Tableau 

l 
su ivant  : 

l 

l 

Tableau 21 : 

A-ctivité CAT des cellules HeLa transfectées par  les plasmides 

contenant le promoteur de la région E1A des adénovirus t ype  2 e t  

t ype  12. 
--- - - - 

pKH 47 pVM 214 pVM 1201 ................................................................................ 
p2 E l A c a t  1 ,O0 2,26 O ,43 

pVM 291cat  0,95 2,lO 1,60 

p l 2  E lAca t  O $84 2 ,O0 1,29 

pVM 12 lOcat  O ,82 1,39 0,42 

Les act iv i tés CAT de  base des plasmides sont semblables. Par ai l leurs, les 

produi ts  de la région E I A  de l 'Ad2 st imulent les promoteurs E1A de l 'Ad2 e t  de 

11Ad12. Par contre, les p rodu i t s  de  la région E l A  de  l 'Ad12 inh ibent  le 

promoteur E1A de l'Ad2 (p2 E l  Acat, pVM 12lOcat) e t  st imulent faiblement leur  

p rop re  promoteur ( p l  2 E l  Acat, pVM 291cat) (F ig  . 34). 



Figure 34 : 

Détermination de l 'act iv i té CAT dans les cellules HeLa transfectées 

avec les plasmides contenant le gène - cat sous le contrôle du 

promoteur E1A de 11Ad2, 3 ou 12. 
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Comme pour  I 'Ad3, les p rodu i t s  de la région E1A de l 'Ad12 régu lent  

négativement le promoteur E1A de  11Ad2. Cette régulat ion négative semble 

in f luer  s u r  une séquence comprise ent re  les sites - P v u l l  e t  - H i n d l l l  du promoteur 

E1A de 11Ad2. 

1 .2.2- L 'act iv i té "NEO1' 

Le gène - cat du plasmide p l 2  E l  Acat est remplacé pa r  le gène - néo 

d u  plasmide pSV2néo e t  les foyers  résistants à la généticine sont sélectionnés. 

Les résul tats représentés dans le Tableau 20 confirment que l 'ac t iv i té  du 

promoteur E1A de l'Ad12 est  similaire à celle d u  promoteur E1A de I'Ad2. 

2- La transformation des cellules 6RK (annexe 3) 

Les adénovirus appartenant ati sous-groupe C transforment p lus  

efficacement les cellules BRK que  ceux appartenant au  sous-groupe A. Par 

contre, l eu r  pouvoir  oncogène chez le hamster nouveau-né est d i f fé ren t  : les 

adénovirus d u  sous-groupe A sont  fortement oncogènes, ceux d u  sous-groupe C 

ne le sont  pas (Tableau 2). 

Jusqu'à présent, cet te dif férence a été at t r ibuée au premier exon commun 

aux ARNm 12 S e t  13 S de  la région E1A (Jochemsen e t  al., 1984). Pour é tud ier  

le rôle des séquences "enhancerst' dans le processus de t ransformat ion 

cellulaire, des plasmides hybr ides  ent re  l'Ad5 e t  l'Ad12 on t  été construi ts.  Pour 

cela le s i te de l'endonucléase - P v u l l ,  s i tué à 13 nt d u  mot i f  "TATAA"  a été 

ut i l isé. L 'hybr ide  pVM 1205 (Ad12lAd5)  code pou r  les p rodu i t s  de la région E I A  

de l 'Ad5 e t  l ' hybr ide  pVM 1212 (Ad5lAd12) code pour les produi ts  de la rég ion 

E I A  de  11Ad12. La tota l i té (pVM 701) ou une par t ie  de la région E1B (pVM 592), 

ainsi que le gène Ha-ras, - ont  été ut i i isés pour  permettre une t ransformat ion 

cel lulaire totale. 

Les cellules BRK sont mises en cu l tu re  après traitement à la t r yps ine  de 

re ins  de  r a t  âgés de 4 jours. Dès que le tapis cel lulaire es t  à 80 % de  

confluence, les cellules sont  cotransfectées avec les plasmides : pVM 21 4, pVM 

217, pVM 1201, pVM 1205 ou pVM 1212, avec pVM 592, pVM 701 ou gène 



A u  bou t  d'une quinzaine de  jours, le mi: ieu de cu l t u re  MEM, changé deux 
++ 

fois par  semaine, est  remplacé par  un mil ieu dépourvu d'ions Ca . Les 

premiers foyers de cellules transformées apparaissent env i ron  un mois après la 

transfect ion. Les résul tats de la transformation cel lu la i re f i gu ren t  dans le 

Tableau 22. 

Tableau 22 : 

Transformation de  cellules BRK par  la région E1A de l 'Ad5 ou  de 

l'Ad12 en présence de  la région E1B d e  l 'Ad2 ou du gène Ha-ras. - 

Plasmides pKH 47 gène Ha-ras - pVM 592 pVM 701 

(a)  : nombre de foyers. I l s  représentent  la moyenne de deux transformations 
6 ( s u r  20 X 10 cellules) lo rs  de deux expérimentations di f férentes.  

ND : non determiné 

Les plasmides contenant seulement la région E1A (pVM 1201 , pVM 121 2) ne 

sont pas capables de  t ransformer les cellules BRK ; par  contre, celu i  contenant 

les régions E1A + E1B (pVM 217) a cette capacité. Les plasmides pVM 1201 ( E l A  

de  11Ad12) e t  pVM 1212 (hyb r i de  Ad51Ad12) soi t  en présence d u  gène Ha-ras, - 
soit en présence de la région E1B de 11Ad2, produisent  à pec près le même 

nombre d e  foyers. Le plasmide pVM 1205 [ hyb r i de  Ad12JAd5) p rodu i t  une 

quant i té  de  foyers beaucoup p lus  importante, aussi b ien avec le gène Ha-ras - 
qu'avec la région E1B de 11Ad2. Ces résu l ta ts  ind iquent  que la rég ion 



située en amont d u  s i te Pvu l l  du promoteur E1A ne possède pas de di f ference - 
fonctionnelle dans le processus de  transformation cellulaire. Sont responsables 

pour  I 'act iv i té transformante p lus  fo r te  de l 'Ad5 pa r  r appo r t  à l 'Ad2 : 

a) s o i t  la région à p a r t i r  d u  s i te  Pvu l l  ; - 
b )  soit les produi ts  de  la région E1A de l 'Ad5 ; 

c )  soit  l'ensemble des deux.  

Le rô le  des di f férentes séquences "enhancers" (annexe 3) 

Les résul tats publiés s u r  les éléments "enhancers" de la r é g i ~ n  E1A 

des adénovirus type 2 e t  5 (Hear ing and Shenk, 1983a , Hen e t  al., 1983 ; 

lmperiale e t  al., 1983), sont contradictoires. Comme nous l'avons précisé 

précédemment, l 'organisation de la zone non codante de  la région E1A est  t r è s  

d i f férente  en t re  les adénovirus d e  sérotype 2, 3 e t  12. Cependant, les résul tats 

obtenus jusqu'à maintenant (c f .  II e t  I I I ) ,  lorsque cet te  "zone" est  échangée 

d'un sérotype à l 'autre, semblent démontrer que même avec une tel le dif férence, 

elle ne jou'e pas un rô le  t rès  important  pour  I 'act iv i té d u  promoteur E1A. 

Pour étudier  le rô le  de certaines séquences ex is tant  dans la "zone" non 

codante de la région E l  A, celle-ci a été modiiiée e t  clonée en amont du gène cat  - 
ou du gène néo. - 

3.1- L 'act iv i té CAT 

Les plasmides pVM 268 e t  pVM 293 sont dérivés du p2 E1Acat. 

Le pVM 268 ne  possède ni 'I'ITR, ni l'élément "enhancer A"  ; le pVM 293 est  

délété de la première séquence de  I'élément "enhancer BI'. Le pVM 334 est  un 

hyb r i de  Ad2lAd3 auquel I ' ITR e t  I'élément "enhancer A "  du p2 E1Acat sont  

placés en amont de son homologue du p3 ElAcat .  Le pVM 341 cont ient  une  

séquence de 70 p b  en  amont d e  I'élément "enhancer A" du p3 E1Acat. Cette 

séquence est  située à l ' in tér ieur  de la par t ie  codante de  la région E1A de l 'Ad3 

e t  possède une homologie avec I'élément "enhancer A"  (F ig .  328). Les résu l ta ts  

de I 'ac t iv i té  CAT  sont décr i ts  dans le Tableau 23. 



Tableau 23 : 

Act iv i té  CAT des cellules HeLa cotransfectées : le rô le des d i f férents  

éléments enhancers. 

p2 E lAca t  1 ,O0 2,34 2,44 O ,47 O ,40 0,40 

pVM 268 0,47 1 ,O3 0,99 0,24 0,23 O ,21 

pVM 293 O ,64 1,92 ND 0,32 ND O ,32 

p3 E lAcat  O ,47 2,20 1,20 O ,70 O ,70 O ,98 

pVM 334 O ,47 2,12 O, 94 0,37 O $33 ND 

pVM 341 0,23 0,69 O ,32 0,37 O ,26 ND 

ND : non déterminëe 

L 'act iv i té CAT  des plasmides pVM 268 e t  pVM 293 est  p lus  faible que  celle 

du p2 E1Acat. Ces deux séquences délétées semblent donc ê t re  importantes pour  

I 'act iv i té du promoteur E1A de 11Ad2. L'élément "enhancer At '  placé en amont d u  

promoteur E I A  de  l 'Ad3 (pVM 334) n'augmente pas I 'act ivi té CAT pa r  r a p p o r t  au 

p3 E1Acat. La séquence issue de  la par t ie  codante de la région E1A de I'Ad3, 

également placée en amont de ce promoteur, r édu i t  I 'act iv i té CAT de moitié 

( F i g  . 35 e t  36). 

Les p rodu i t s  de  la région E I A  de l 'Ad2 (pVM 214) st imulent les promoteurs 

E1A de l'Ad2 e t  de 11Ad3. Le p rodu i t  de  I'ARNm 135 de l 'Ad2 (pEK - 975) stimule 

ces mêmes promoteurs à un taux identique. Par contre, les p rodu i t s  de  la 

région E1A de l'Ad3 (pVM 312) ou  le seul p rodu i t  de IIARNm 13 S (pVM 335) 

inh ibe(n t )  le promoteur E1A de  l 'Ad2 e t  st imule(nt)  faiblement leur p rop re  

promoteur. 

La cotransfect ion du plasmide pVM 334 avec ceux expr imant les p rodu i t s  de 

la région E1A de  l 'Ad3 (pVM 312, pVM 335) donne une act iv i té  C A T  p lus  faible. 

D'autre par t ,  les p rodu i t s  de la région E1A d e  l'Ad12 (pVM 1201) st imulent le 

promoteur E1A na t i f  de  l'Ad3 (p3 E1Acat) mais inhibent le promoteur E1A de 

l 'Ad2 (p2 E l  Acat, pVM 268, pVM 293). 

Les résul tats obtenus semblent montrer  qu'un ou plusieurs mécanismes de 

régulat ion complexe(s) o n t  l ieu également en dehors des séquences "enhancers". 



Figure 35 : 

Détermination de l'activité CAT dans les cellules HeLa transfectées 

avec les plasmides contenant le gène cat sous le contrôle d u  - 
promoteur modifié de la région E1A de IiAd2. 

A C . C ~ .  Cm.  



Fiqure 36 : 

Détermination de l 'ac t iv i té  CAT dans les cellules HeLa transfectées 

avec les plasmides contenant le gène - cat sous le contrôle du 

promoteur E1A de l 'Ad2 ou sous celui du promoteur modif ié de la 

région E1A de 11Ad3. 

TEMOIN 

Ac-Cm.  Cm.  



3.2- L 'ac t iv i té  "NEO" 

Pour déterminer le rôle du promoteur na t i f  ou délété E1A de  

l 'Ad2 quand il est  in tégré dans le-génome cellulaire, le gène - cat est  remplacé 

pa r  le gène - néo. Les nouveaux plasmides (pVM 268né0, pVM 293néo) sont  

transfectés dans les cellules HeLa. Le Tableau 24 présente les résul tats de ces 

transfect ions. 

Tableau 24 : 

Cellules résistantes à la généticine après t ransfect ion des plasmides 

contenant le gène - néo sous le contrôle des promoteurs de la région E I A  

-- - 

Cellules Nombre de foyers par 
Plasmides boîte de cellules HeLa (a 1 
................................................................................ 
pSV2néo 192 

p2 ElAnéo 2 

pVM 268néo 2 9 

PVM 293néo 24 

(a) : nombre ge foyers. Représentant la moyenne de deux transfections (sur 
20 X 10 cellules) lors de deux expérimentations différentes. 

Les plasmides possédant des délétions, soit  de l'élément "enhancer Al' (pVM 

268néo), soi t  de la première séquence de l'élément "enhancer 6" (pVM 293néo), 

produisent  p lus  de foyers que le plasmide non modifié (p2 E lAnéo) .  Ceci peu t  

s ign i f ie r  que ces deux séquences, lorsqu'elles sont  intégrées au génome 

cellulaire, induisent  une régulat ion négative. 

La distance en t re  les deux séquences de l'élément "enhancer 6" 

(annexe 3 )  

La distance ent re  les deux séquences de l'élément "enhancer BI' est  

d i f fé rente  selon le sérotype d'adénovirus (Ad2, Ad3, Ad1 2) (Tableau 25, 

Fig.  32). 



Tableau 25 : 

Distance ent re  les séquences de  l'élément "enhancer B".  

Première séquence Deuxième séquence Distance 
1 

Dernière Localisation Première 

base (a 1 base 

Localisation En t re  les Par r appo r t  

éléments à la 

"TATA  box1' 

! ( a )  pa r  r appo r t  aux sites de coi f fe (+1) : 

Ad2 = nt 498 

Ad3 = nt 510 

Ad12 = nt 445 

( b )  dern ière  base de la deuxième séquence. 

1 

Bien qu'ayant des distances di f férentes,  ces deux séquences n ' in te r fè ren t  

pas avec l 'act iv i té d u  promoteur E1A des d i f férents  sérotypes. Ceci a été 

démontré avec les plasmides hybr ides Ad2lAd3 e t  Ad2lAd12. Pour vé r i f i e r  

l ' importance de  la distance en t re  ces séquences pour  le promoteur E1A de I'Ad2, 

celle-ci est  modifiée dans une série de plasmides. La comparaison des act iv i tés 

CAT n'a pu ê t re  réalisée qu'après délét ion d 'une séquence inh ib i t r ice  de  la 

t ranscr ip t ion ("poison") présente dans les plasmides pKH 47 e t  pBR 322. Les 

résul tats sont décr i t s  dans le Tableau 26. 



Tableau 26 : 

Rôle de la distance ent re  les deux séquences de l'élément "enhancer BI1. 

pKH 47 pVH 214 Râpport ................................................................................ 
p2 E l A c a t  1 ,O0 4,30 4,30 

Les plasmides qu i  ne possèdent pas la séquence "poison" (pVM 295, pVM 

296 e t  pVM 297) on t  u n  taux d 'ac t iv i té  nettement p lus  élevé que le p2 E1Acat e t  

le pVM 298. Toutefois, les p rodu i t s  de la région E1A de l 'Ad2 (pVM 214) 

st imulent p lus  le p2 E1Acat ( r appo r t  4,30) e t  le pVM 298 ( r appo r t  3,53) que 

ceux ayant une modification de la distance ent re  les deux séquences (pVM 296, 

r appo r t  1,92 e t  pVM 297, r appo r t  2,60). Pour ceux-ci, une relat ion inverse 

en t re  distance e t  taux d 'ac t iv i té  es t  observée (Fig. 37). 

Ces résul tats semblent démontrer que la distance en t re  les deux séquences 

de  l'élément "enhancer 6" joue un rôle important dans l 'act iv i té d u  promoteur de 

la rég ion E1A de  I1Ad2. 

5- La séquence "poison1' 

Le s i te  de I1endonucléase - Bal l  du pKH 47 (pBR 322) a été éliminé 

après une délét ion - Sall - - Ndel. Ceci a permis de  p rodu i re  des modifications à 

I l in tér ieur  d u  s i te - Ball du gène E l A .  Dans la séquence délétée d u  pKH 47, une 

séquence "poison" est présente ( L u s k y  and Botchan, 1981 ; Peterson e t  al., 

1987). L 'act iv i té d u  plasmide sans celle-ci (pVM 295) est 23 fois p lus  fo r te  que 

celle du p2 E lAca t  (Tableau 26). Le site "n ick"  a été éliminé suite à une 

délét ion - T t h l l l l - N d e l  - du pKH 47 (pVM 298). L 'act iv i té de  ce plasmide est 

légèrement p lus  élevée que  celle du p2 E1Acat (Tableau 26). 1 1  est  f o r t  probable 

que la séquence "poison" soit si tuée en t re  le s i te - P v u l l  (2066 p b )  e t  le si te 

T t h l l  1 l (2219 p b )  (Fig. 38, 39 e t  40). - 



Figure 37 : 

Détermination de l 'ac t iv i té  CAT dans les cellules HeLa transfectées 

avec les plasmides délétés de la séquence "poison", contenant le gène 

cat  sous le contrôle du promoteur E1A de I 'Ad2. - 
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Figure 38 : 

Partie de la séquence du plasmide pBR 322 contenant la séquence 

"poison" (d'après Balbas - e t  al., 1986). 
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F igure  39 : 

Séquence présente en t re  le s i te des endonucléases de rest r ic t ion 

T t h l l l  l e t  Pvu l  l d u  pBR 322 e t  ayant une  s t r uc tu re  cruciforme - - 
potentielle. 



Figure 40 : 

Carte de restriction du plasmide pBR 322 (d 'après  Balbas e t  al., 



Figure 41 : 

Plasmides construits e t  ut1 ;isés dans notre laboratoire. 

A- Contenant des régions du genome de l'Ad2 et lou de 11Ad5. 
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LEGENDE DE L A  FIGURE 41 

B : BamHl - 
~9 : 9 1 1  

E : EcoRl - 
H : H i n d l l l  

P : P v u l l  - 
h.l : Mbol 

N : Ndel - 
S : Sall . - 
Sp : Sphl  - 
T : T t h l l l l  - 
X : Xbal 

dl : délétion 
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LEGENDE DE LA  FIGURE 41 

B : BarnHl - 
Bg : Bglll 
E : EcoRl - 
H : H i n d i l l  - 
P : Pvull - 
hi : Mbol - 
N : Ndel 

B- Contenant la région E1A de I'Ad3. 
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LEGENDE DE LA FIGURE 41 

P : Pvul l  - 

N : Ndel  

C- Contenant  la rég ion  E1A de  I tAd12.  

S : Sal l  - 
Sp : S p h l  - 
T : Tthllll - 
X : Xba l  

dl : délét ion 

: plasmides h y b r i d e s  



D I S C U S S I O N  



1 -  LA  STlMULATlOFl  DES PROMOTEURS PRECOCES DES REGIONS E2A e t  E3 

Les p r o d u i t s  d e  la rég ion  E I A  sont  d ' u n  g r a n d  i n t é r é t  n o n  seulement 

comme modèle d 'é tude d e  régu la t ion  d e  la t ransc r ip t i on ,  mais auss i  parce q u ' i l s  

pa r t i c ipen t  aux  processus de t rans format ion  oncogènique p a r  les adénovirus.  La 

délét ion a e  la rég ion  E1A de l 'adénovi rus (Ex .  H5 dl 312) n'empêche - 
pas la t ransc r ip t i on  des aut res  gènes précoces, mais celle-ci es t  t r è s  retardée.  

Ce r e t a r d  p e u t  ê t r e  d iminué p a r  une  augmentat ion de la quan t i t é  d e  par t icu les  

infect ieuses. La t ransc r ip t i on  du v i r u s  H5 dl 312 est  p l u s  r a p i d e  en cel lu les - 
HeLa qu'en cel lules 143-8 o u  WI-38. Les fac teurs  cel lu la i res do iven t  donc jouer 

un rô le  dans l 'expression des p rodu i t s  d e  la rég ion E I A  ( r e v u e  pa r  B e r k ,  

1986a,b ; F l in t ,  1986 ; Nevins, 1987). 

Aucune a u t r e  pro té ine  v i ra le  n 'est  nécessaire à la t ransact iva t ion  des 

promoteurs précoces. Ces observat ions o n t  été fai tes grâce à I 'u t i l i sâ t ion  d e  

plasmides contenant  les d i f f é ren tes  par t ies  du génome d e  l 'adénovi rus.  Ceci a 

permis de démontrer  que la rég ion  E1A é ta i t  capable d e  st imuler  n o n  seulement 

les promoteurs précoces des adénov i rus  mais aussi des promoteurs  hétérologues 

(cel lu la i res e t  v i r a u x ) .  La d i v e r s i t é  des séquences présentes en amont d e  ces 

promoteurs i nd ique  que  le mécanisme d e  t ransact iva t ion  est  probablement 

i n d i r e c t  ; autrement dit, c 'est  un (des )  fac teu r (s )  ce l lu la i re (s )  s t imulé(s)  o u  

i nh ibé (s )  p a r  les p r o d u i t s  d e  la rég ion  E1A qui v i e n ( n e n ) t  a g i r  e n  se f i x a n t  s u r  

des séquences spécif iques. Ferguson e t  al. (1985) o n t  démontré q u e  les 

proté ines d e  la rég ion  E1A d e  ! 'Ad2 n 'ava ient  pas d 'a f f i n i t é  pour  l 'ADN, 

cependant  ce t te  hypothése es t  e n  désaccord avec les t r a v a u x  récents  d e  K o  e t  - 
al. (1986), Chat ter jee e t  al. (1988). - 

Le(s )  rr;écanisme(s) p a r  l e (s )que l ( s )  les p r o d u i t s  de  la région E1A 

peu (ven )  t t ransac t i ve r  les au t res  promoteurs es t (sont )  jusqu 'à  p r é s e n t  

inconnu ( s )  . 

Nev ins  (1981) a u t i l i sé  les mutants H5 dl 312 e t  HS hr 1 p o u r  démontrer  - - 
que les p r o d u i t s  a u  çène E1A sont  nécessaires à la t r a n s c r i p t i o n  des au t res  

régions précoces. L'absence Ces proté ines (ou de leu rs  fonct ions)  de  la rég ion  



E1A peut  ê t re  complémentée pa r  I ' infect ion de  celluies (HeLa), avec ces 

mutants, en présence d'anisomycine, ant ib iot ique q u i  bloque la synthèse 

protéique. Le rôle des p rodu i t s  de E1A est, pa r  ccnséquent, l ' inh ib i t ion de(s)  

fac teur (s)  cel lulaire(s) de  "régulat ion négative". Les produi ts  de E1A 

pourra ient  ag i r  directement en inhibant ce(s)  facteur (s )  cel lu la i re(s)  , ou 

indirectement su r  le(s)  gène(s)  codant pour  ce(s)  facteur (s )  . Le traitement des 

cellules par  I'anisornycine avant I ' infect ion pa r  ces mutants peu t  rédu i re  la 

concentrat ion de ce(s)  fac teur (s ) .  Ainsi, même en l'absence d 'une région E1A 

fonctionnelle, la t ranscr ip t ion des autres gènes précoces peut  se faire. En 

conclusion, Nevins propose que la cible d'action de ce(s)  fac teur (s)  soit  des 

éléments "enhancers" ou la "TATA  box". 

Kovesdi e t  al. (1386) on t  proposé des mécanismes pou r  la t ransact ivat ion : - 
les produi ts  de la région E1A von t  ag i r  pour  modif ier ou augmenter les facteurs 

cel lulaires pré-existants, lesquels vont  aller se f i xe r  su r  des séquences 

spécifiques (probablement les "enhancers") . 

L'étude d u  rôle des d i f férents  produi ts  de la région E I A  dans la 

t ransact ivat ion des promoteurs précoces E2A e t  E3 est  possible, soit  pa r  la 

t ransfect ion (ou cotransfect ion) de plasmides contenant la région E1A des Ad2 

e t  Ad3, soi t  pa r  I ' infect ion de cellules par  les d i f férents  sérotypes d 'adénovirus 

appartenant à chaque sous-groupe. 

Dans le Tableau 11 sont  représentées les oct ivi tés CAT  sous le contrôle 

des promoteurs E2A e t  E3 de l'Ad5 en présence des d i f férents  sérotypes 

d'adénovirus. L 'act iv i té du promoteur E3 est supér ieure à celle du promoteur 

E2A. Il es t  possible que le mot i f  "TATAA"  présent  en amont d u  promoteur E3 e t  

absefit en amont d u  promoteur E2A soit responsable de cet te  différence. 

Tous les sérotypes d 'adénovirus sont capables de st imuler les promoteurs 

E2A e t  E3 de I'Ad5, mais le taux d'act ivat ion dépend de  chaque sous-groupe 

(serotype) .  Le promoteur E2A est  le p lus st imulé par  i1Ad3; pa r  contre, ce 

même v i r u s  stimule p lus  faiblement le promoteur E3 que les autres sérotypes. 

Les mêmes résul tats sont obtenus en faisant l ' in fect ion v i ra le  soit  une heure 

avant la t ransfect ion soit  c i nq  heures après. 



La complémentation des fonct ions de la rég ion E1A e n t r e  les d i f f é r e n t s  

sous-groupes d 'adénov i rus  a été déc r i t e  p o u r  cer ta ines combinaisons d e  

sérotypes.  Les mutants d 'Ad2 ayan t  une délet ion d e  la rég ion E l  peuven t  ê t r e  

complémentés p a r  l 'Ad7 o u  l 'Ad12 dans le3 cel lules K B  e t  HEK-293 (Brusca and  

Ch innadura i ,  1981). Cer ta ins  mutants - hr des régions E1A e t  E1B de l 'Ad5 

peuven t  ê t r e  complémentés p a r  l 'Ad12 dans les cellules HeLa, mais n o n  dans les 

cel lules BHK-21 (Rowe and Graham, 1981). Williams e t  al. (1975) o n t  obse rven t  

qu'un g roupe  d e  huit mutants  - t s  d e  l 'Ad5 e s t  complementé p a r  co-infect ion avec 

l 'Ad12 ; p a r  contre,  sept  au t res  mutants - t s  ne  le  son t  pas. Les mutants  d 'Ad3  

( h r )  - dans la rég ion E1A peuven t  ê t r e  complémentés p a r  l 'Ad5 en cel lules HeLa 

(Mc Dougal l  and  Mautner,  1987). 

La complémentation d'un v i r u s  défec t i f  dans la rég ion  E1A p a r  u n  a u t r e  

non-défect i f  a comme conséquence une  rép l ica t ion  d e  ce premier ,  ce qui 

démontre que  la rég ion E1A n 'est  pas indispensable mais su f f i sante  à la 

t ransact iva t ion  des au t res  promoteurs  précoces. De même, la rég ion  E1A d'un 

séro type d 'aaénov i rus  p e u t  complémenter e t  ac t i ve r  un des aut res  promoteurs  

précoces d'un a u t r e  séro type.  

Les t rans fec t ions  des plasmides contenant  la rég ion  E1A d e  l 'Ad2 o u  d e  

l 'Ad3 dans les cel lules HeLa o u  HEK-293 (Tableau 12), mont rent  b i e n  que c e t t e  

rég ion  st imule les promoteurs précoces E2A e t  E3 d e  11Ad5. Les p r o d u i t s  d e  la 

rég ion  E1A d e  l 'Ad2 s t imu lent  p l u s  for tement  les promoteurs E2A e t  E3 q u e  les 

p r o d u i t s  d e  la rég ion E1A d e  l 'Ad3 (cei lules HeLa). Ceci p e u t  ê t r e  d û  à : ( i )  

u n e  coopérat ion p l u s  eff icace e n t r e  les p r o d u i t s  d e  la rég ion  E1A d e  l'Ad2 ; l i i )  

la d i f f é rence  d e  ta i l le  des proté ines de E1A - 289 A A  e t  243 AA p o u r  I 'Ad2, 262 

A A  e t  231 A A  p o u r  l 'Ad3 ; ( i i i )  la st imulat ion d'un promoteur homoiogue (même 

sous-groupe).  

Ces résu l ta ts  , comparés a u x  précédents,  sont  d i f f é ren ts  (Tableau 1 1 ) . 
Dans le d e r n i e r  cas, ce sont  les p rodu i t s  d e  la rég ion  E1A d e  l 'Ad2 qui 

s t imu lent  p l u s  que ceux d e  I fAd3.  Cependant, la s t imulat ion du promoteur  E3 

p a r  le p V M  312 (E1A d e  11Ad3) es t  tou jours  la p l u s  fa ib le  (cel lule HeLa). Ceci 

p e u t  ê t r e  exp l i qué  p a r  : (i) u n e  coopérat ion possible des aut res  zones précoces 

du v i r u s  qui peuven t  ê t r e  p l u s  act ives p o u r  l 'Ad3 q u e  p o u r  l 'Ad2 ; ( i i )  urre 



régulat ion négative en t re  les di f férentes régions d u  génome v i ra i .  

Dans le cas d 'une répl icat ion de l 'ADN v i ra l ,  Sarnow e t  al. (1984) on t  

observé une grande coopération ent re  les protéines de : 55 kDa (E1B) e t  25 

kDa (E4) pendant la t rans i t ion de la phase précoce à la phase ta rd ive  d u  cyc le  

v i ra l .  I l s  on t  également observé que les p rodu i t s  de la région E4 étaient 

nécessaires aux v i r u s  ossociés aux adénovirus pour  leur répl icat ion en cellules 

HeLa. Une coopération en t re  E4 e t  E1B pour ra  act iver  E I A  (E1B --> E1A) e t  

entraîner en conséquence une  p lus  for te  act ivat ion des autres régions précoces 

(Fig.  4). Pour une  régulat ion négative, Blanton e t  Car ter  (1979), Nevins e t  

Wrinkler (1980), o n t  mis en évidence que la 72 kDa (E2A) régu la i t  négativement 

la t ranscr ip t ion de la région E4. 

La stimulation des promoteurs E2A e t  E3 par  les régions E1A de l 'Ad2 e t  

de l 'Ad3 placés en "cis" (p2  1 p3 E l  AE2AIE3cat) es t  beaucoup p l  us  importante 

avec l 'Ad2 qu'avec l 'Ad3 (cel lules HeLa, Tableau 13, Ftg. 29 e t  30) .  Ceci peu t  

ê t re  expl iqué par  : ( i )  la présence des éléments "enhancers" situés en amont d u  

promoteur (Hearing and Shenk, 1983a ; Hen e t  al., 1983), il est possible que 

ces éléments soient p lus efficaces chez l 'Ad2 que chez l 'Ad3 ; ( i i )  le taux de  

t ranscr ip t ion des p rodu i t s  de  la région E1A de  l 'Ad2 beaucoup p lus  important  

que ceux de l 'Ad3 ( résu l ta ts  personnels non publ iés)  ; ( i i i )  une  régulat ion 

négative de la région E1B (Ex.  19 kDa) s u r  la région E I A  moins importante 

chez l 'Ad2 que chez l 'Ad3 (D'Hal lu in e t  al., 1985 ; White e t  al., 1986). 

On met donc en évidence deux types d'act ions : en "cis" par  les éléments 

"enhancersl' e t  en " t rans"  pa r  les produi ts  d u  gène. Comme il est  i nd iqué  

précédemment, les p rodu i t s  de la région E1A de l 'Ad2 sont p lus  grands que  

ceux de 18Ad3. U n  e f fe t  synerg ique des deux facteurs peut  rendre  cet te  ac t i v i té  

p lus  efficace. Les act iv i tés CAT obtenues sont p lus  importantes pour  les 

plasmides p2 ElAE2AIE3cat qcie celles obtenues par  infect ion avec l 'Ad2 

(Tableau 11).  Dans le cas de la t ransfect ion des plasmides contenant la rég ion  

E I A  de l 'Ad3 er le promoteur E3 de l'Ad5 nous constatons une for te  baisse d e  la 



stimulation (cellules HeLa - Tableau 13). Le même résu l ta t  est observé avec 

l ' infect ion v i ra le  (Tableau 11 ) . 

En comparant les Tableaux 12 e t  13, les taux  d'act ivat ion des promoteurs 

E2A e t  E3, pa r  la région E1A de I1Ad3, sont similaires (ac t iv i té  en " t rans"  

ident ique à celle " t rans + c is"  en cellules HeLa). Pour les cellules HEK-293, les 

taux d 'act iv i té CAT  sont p lus  importants que ceux des cellules HeLa. Ceci 

confirme une t ransact ivat ion plus importante par les produi ts  de la région E1A 

de l 'Ad5 (Ad2) par  rappor t  à ceux de 11Ad3. Ces résul tats sont p lus  évidents 

pour  le promoteur E2A. 

Pour vé r i f i e r  e t  comparer le rô le ind iv idue l  des produi ts  de la région E1A 

de l 'Ad2 e t  de 11Ad3, des plasmides contenant la par t ie  ccdante pour chaque 

protéine on t  été cotransfectés aans des cellules HeLa (Tableau 14). La pro té ine 

codée par  IIARNm 13 S de l 'Ad2 (289R) stimule efficacement les promoteurs E2A 

e t  E3 de 11Ad5. Par cont re  la protéine coaée pa r  I'ARNm 12 S (243R) st imule 

seulement le promoteur E2A (Fig. 28). Pour le promoteur E3 le taux  d 'ac t iv i té  

des produi ts,  individuel lement, est beaucoup p lus  faible que celui obtenu avec 

le plasmide codant pour  les deux produi ts  (pVM 214, Tableau 12). U n  mécanisme 

de  coopération en t re  ces deux p rodu i t s  semble donc ex is ter  pou r  la 

transactivat ion, sauf  dans le cas d u  p rodu i t  de I'ARNm 13  S de  l'Ad2 s u r  le 

promoteur E2A. 

Le mécanisme de  coopération observé en t re  les deux produi ts  majeurs de  la 

région E1A de l 'Ad2 pour  la t ransact ivat ion d u  promoteur E3 de l'Ad5 semble 

par t icu l ie r .  Le p rodu i t  de IIARNm 12 S ne stimule pas le promoteur E3 précédé 

d'un mot i f  "TATAA";  par  contre,  le promoteur E2A ne le possède pas. 1 l est 

possible que la protéine de  243R n'agisse pas dès qu 'un  mot f "TATAA"  est 

présent.  

Carlock e t  Jones (1981 ) , Lef f  e t  al. (19841, Winberg e t  Shenk (19841, 

Ferçuson e t  al. (1 985) mont rent  que les deux p rodu i t s  majeurs de la 'région E I A  

de  l 'Ad2 (Ad5)  sont  capables de stimuler les promoteurs E2A et  E3. Par cont re ,  



Ricciard i  e t  al. (1981), Bos e t  t e n  Violde-Kraamwinkel (1983), Montell e t  al. 

(1984), Svensson e t  A k u s j a r v i  (1984), o n t  t r o u v é  que  seul le  p r o d u i t  d e  I 'ARNm 

13 S é ta i t  capable d e  st imuler  ces mêmes promoteurs. 

Récemment, Schneider e t  al. (1987) o n t  démontré que  les proté ines d e  289R 

e t  243R de la rég ion  E1A d e  l 'Ad5 pouva i t  t ransact iver  le promoteur E2A. C'est  

le  domaine 3 du premier  exon,  spéci f ique de I 'ARNm 13 S, qui joue un rô le  

prépondérant  dans ce phénomène. D 'au t re  p a r t ,  i l s  o n t  révé lé  l ' importance des 

t r o i s  rés idus  du deuxieme exon, communs aux  ARNm 13 S e t  12 S, dans la 

t ransact ivat ion.  L i l l ie  e t  al. (1987) o n t  aussi p r o u v é  le rô le fondamental d u  

domaine 3 dans ce processus. Pour  cela, i ls  o n t  synthét isé  des po lypept ides  

spéci f iques a u x  domaines 1, 2 e t  3 ( les t r o i s  rés idus  du deuxième exon 

compr is ) ,  p u i s  les o n t  t rans fec tés  dans les cel lu les HeLa infectées p a r  H5 - dl 

312. Seul le po lypept iae  spéci f ique du domaine 3 es t  capable de t ransac t i ve r  le 

v i r u s  délété. I l s  o n t  conclu e n f i n  q u e  la pro té ine  de 289R é ta i t  la p r i nc ipa le  

responsable d e  la t ransact iva t ion  mais celle d e  243R p e u t  l ' ê t re  également p a r  un 

mécanisme d i f f é ren t .  En e f fe t ,  le plasmide 150-1 c o n s t r u i t  p a r  Kuppuswamy e t  

Ch innadura i  (1987) ayant  u n e  muta t ion  dans le domaine 3 (Pro, Gly,  H is  --> 
Pro, Glu, Phe, A r g )  a é té  capable d e  t ransac t i ve r  le promoteur E2A a u  même 

t a u x  q u e  le plasmide du t y p e  sauvage. 

Dans l e  domaine 3 ex i s ten t  des séquences homologues au  mot!f  de  f i xa t i on  

d e  l 'ADN, les "doigts d e  z inc" ,  ini t ialement ident i f iés  comme é t a n t  le 

t ransac t i va teu r  T F I I I A .  Le  composant cent ra l  des "do ig ts  d e  zinc" es t  un s i te  

d e  f i xa t ion  du métal, p résen t  dans p lus ieurs  métallo-enzymes, qui n ' i n t e r a g i t  

pas avec l 'ADN (L i l l i e  e t  al., 1987). - 
Pour les p r o d u i t s  des ARNm 13 S e t  12 S de 11Ad3, nous observons une  

fa ib le st imulat ion du promoteur E2A p a r  les d e u x  p r o d u i t s  (Tableau 14) .  Cet te  

st imulat ion es t  moins importante q u e  celle p r o d u i t e  p a r  le plasmide pV!A 312 

(Tableau 12) . L'existence d'un mécanisme d e  coopérat ion pos i t i f  ( synerg ique)  

e n t r e  ces d e u x  p r o d u i t s  es t  donc possible. Par cont re ,  p o u r  le promoteur E3, il 

y a u n e  inh ib i t i on .  El le e s t  p l u s  f o r t e  p o u r  le p r o d u i t  d e  I fARNm 13 S (262 A A )  

q u e  p o u r  ce lu i  du 12  S (231 AA) .  



Ces résu l ta ts  sont  apparemment cont rad ic to i res  avec les précédents mais s i  

nous analysons les Tableaux 12 e t  13 nous observons que  pour  le promoteur  E3 

la présence des aeux  p r o d u i t s  majeurs de la rég ion  E1A de l 'Ad3 donnent  u n e  

fa ib le st imulat ion ainsi  que  l ' in fec t ion  avec le v i r u s  (Tableau 11). De p lus ,  au  

Tableau 13 o n  observe q u e  l ' ac t i v i t é  C A T  du plasmide p3 ElAE3cat  en cel lu les 

HEK-293 e s t  p l u s  impor tante  q u e  cel le en cellules HeLa. l i  es t  donc possible q u e  

ces deux  p r o c u i t s  agissent  ensemble s u r  des fac teurs  ce1 lu la i res d e  régu la t ion  

"négat ive"  e t  "posi t ive"  e t  q u e  la " résul tante"  so i t  une  fa ib le  st imulat ion. Quand 

les p r o d u i t s  de la rég ion  E1A d e  l 'Ad5 (cel lules HEK-293) son t  p résents ,  

l 'ac t iv i té  es t  augmentée. Cependant,  quand ces p r o d u i t s  agissent séparément, 

les fac teurs  cel lulaires d e  régu la t i on  "négative1' sont  les p l u s  st imulés (ou moins 

inh ibés)  e t  la " résul tante"  es t  négative. I I  e s t  possible q u e  le mo t i f  " T A T A A "  

soi t  la c ib le  d e  ce (s )  f a c t e u r ( s ) .  

Green e t  al. (1983) ~ r , t  démontré que la t ransact iva t ion  d u  gène d e  la P - 
-globine humaine p a r  les p r o d u i t s  de  la rég ion  E1A de l 'Ad5 nécessitai t  u n e  

séquence d e  36 pb si tuée en amont d u  s i te  d e  coi f fe  dans laquel le le mot i f  

" T A T A A H  é ta i t  présent .  I l s  o n t  aussi  décelé q u e  le promoteur d e  SV40 e t  du 

gène d e  la P-globine, dépourvus  de leurs  séquences "enhancersN mais a y a n t  

l e u r  mot i f  "TATAAI ' ,  sont  t ransact ivés  dans les cellules HEK-293. 

Hear ing  e t  Shenk (1985) o n t  u t i i i sé  des adénov i rus  t y p e  5 posséaant des 

mutat ions cians la p a r t i e  n o n  codante de la rég ion  E1A. I l s  observent  q u e  la 

" T A T A  b o x "  es t  la seule séquence importante dans la t ransact iva t ion  de E1A. 

W u  e t  al. (1987) o n t  démontré que  non  seulement la " T A T A  box",  mais aussi  le  

s i te  de  f i xa t i on  du fac teu r  de t ransc r ip t i on  S p l ,  éta ient  indispensables à la 

t ransact iva t ion  de la rég ion  E l  6 d e  I tAd5.  



II- LA  TRANSDOMINHNCE Ib.ITERSEROTYPIQLiE 

La major i té  des cel lules d e  s inge ne sont  pas permissives a u x  adénov i rus  

humains. Ces cel lu les le dev iennent  quanci elles sont  CO-infectées o u  

transformées p a r  le SV40. Les cellules d 'o r ig ine  humaine, d 'une  manière 

générale, sont  permissives a u x  adénov i rus  humains mais ne  le son t  pas a u x  

adénov i rus  simiens. Les cel lules HEK-293 sont  permissives à tous les adénov i rus  

humains, Ad40 e t  Ad41 inc lus.  II es t  donc possible d 'observer  q u e  les p r o d u i t s  

des régions précoces, E1A e t  E1B de 11Ad5, n'empêchent pas la rép l ica t ion  des 

aut res  sous-groupes. Par con t re ,  la CO-infect ion d e  d e u x  aaénov i rus  en ce l lu les  

permissives p e u t  p r o d u i r e  l ' i nh ib i t i on  d e  la rép l ica t ion  d'un des sérotypes.  S u r  

ce po in t ,  les opin ions d i ve rgen t .  

Des au teu rs  observent  u n e  in ter fé rence négat ive  d'un séro type s u r  l 'au t re ;  

tand is  que d 'au t res ,  dans cer ta ines condi t ions expérimentales, ne consta tent  pas 

le même t y p e  dl in ter fé rence.  h!ak (1969) a observé q u e  l 'Ad12 inh iba i t  la 

répl icat ion d e  l 'Ad2 e n  cel lules KB ains i  que  Rowe e t  Graham (1981) avec l 'Ad5 

en cel lules HeLa. B rusca  e t  Ch innadura i  (1981) o n t  observé que l 'Ad2  e t  l 'Ad12 

pouva ient  se rép l i que r  normalement e n  cel lules HeLa e t  KB ,  CO-infectées p a r  les 

d e u x  sérotypes.  E n  analysant  les résu l ta ts  nous pouvons v o i r  un taux  p l u s  

fa ib le d 'ADN de 11Ad2. Cer ta ins  mutants  t s  d e  l 'Ad12 CO-infectés avec l 'Ad7 e n  - 
cellules HEK o u  in fec tan t  les cel lules de s inge t ransformées p a r  un h y b r i d e  

Ad7-SV40, peuven t  ê t r e  complémentés; cependant,  i l s  ne le s ~ n t  pas p a r  le  

SV40 (Sh i rok i  e t  al., 1976). 

De lser t  e t  D'Hal lu in (1984) o n t  analysé la rép l ica t ion  dans les cel lu les 

humaines (HeLa, KB,  HEK-293) e t  simiennes (Vero, CV-1, LLC-MK2) des v i r u s  

su ivants  : (a)  des adénov i rus  humains appar tenant  à chaque sous-groupe ; ( b )  

du SV40 ; (c )  du v i r u s  AD2ND1. I l s  o n t  observé que  les Ad3 e t  Ad31 n e  

rép l iqua ient  pas l e u r  ADN e n  cel lules CV-1 ; les Ad2,  Ad9 e t  Ad4,  q u a n t  à 

eux,  peuven t  le rép l i que r .  Les Ad3 e t  Ad31 inh iben t  la rép l ica t ion  des v i r u s  

SV40 e t  Ad2ND1 e n  cel lules d e  singe, a ins i  q u e  l 'Ad2 e n  cel lules HeLa e t  K B .  



Delsert (1985) a observé que, dans le cas de  la CO-infection Ad2-Ad3, le 

taux de t ranscr ip t ion des ARNm des régions E1A e t  E2A était  t r ès  faible. En 

présence de cycloheximide (25 vg lm l ) ,  l ' inh ib i t ion des régions E1A e t  E2A est  

nettement rédui te.  En infectant  les cellules t1EK-293 pa r  I'Ad2, suiv ie d 'une 

1 in fect ion pa r  I1Ad3, il a p u  observer  la synthèse de  la base d u  penton e t  de la 
I 

f i b re  de 11Ad2. II en  a conclu que le phénomène de transdominance était  associé 

aux protéines de la phase précoce du cycle v i ra l .  

T ibbet ts  e t  al. (1986), on t  observé une i n h i b i i o n  de la répl icat ion de 

l 'Ad2 par  l 'Ad3 dans les cellules A-549, ainsi qu ' un  re ta rd  de l 'expression des 

ARNm précoces de l 'adénovirus en cellules HEK-293. Delsert (1985) a aussi 

observé qu'en infectant  les cellules HeLa par  l 'Ad2 e t  24 h après par  11Ad3, 

celui-ci  ne pouvai t  p lus  se rép l iquer .  Récemment, hic Dougall e t  hlautner (1987) 

on t  isolé un var iant  spontané de l 'Ad3 (Ad3 v a r  100); celui-ci possède des - 
délétions dans la région E1A e t  E3, e t  ne se répl ique que dans les cellules 

transformées pa r  l 'adénovirus (HEK-293, KB8, KB1 6). En CO-infectant les 

cellules HeLa e t  HEK-293 avec I M d 3  va r  100 e t  I'Ad5, i l s  ont  observé que  le - 
premier rép l iqua i t  normalement son ADN mais que le taux de synthèse de celui 

de l'Ad5 éta i t  fortement diminué. En CO-infectant les mêmes cellules soit  avec 

l 'Ad3 v a r  100 e t  I'AdS, soit avec l 'Ad3 e t  I tAd5, i ls on t  observé que l 'Ad3 ne - 
pouvai t  pas complémenter l 'Ad3 v a r  100 en cellules HeLa e t  HEK-293. L'Ad3 - 
inhibe la répl icat ion du var ian t  ; par  contre, il n ' inhibe pas la répl icat ion de 

l 'Ad5 en cellules HeLa ou HEK-293. 

Les p rodu i t s  de la région E I A  sont présents au cours  d u  processus de 

t ransâct ivat ion e t  de  " t ransrépression".  Sont-ils impliqués dans le phénomène de  

transdominance ? Si oui,  où agissent-i ls ? 

Les cellules HeLa sont infectées par  l 'Ad2 ou  11Ad3, pu is  transfectées avec 

les plasmides p2 ElAE2Acat ou  p2 ElAE3cat (ou vice-versa). Le Tableau 15 

montre une net te inh ib i i i on  de l 'act iv i té CAT des deux plasmides en  présence de 

I'Ad3, soit  une heure avant, soit  une heure après la transfect ion. Par contre,  

une  stimulation est observée avec I1Ad2. La c inét ique démontre bien que la 

transdominance est un phénomène l ié au stade précoce v i r a l  e t  peu t  ê t re  dû à 

un mécanisme de compéti i ion en t re  les p rodu i t s  de la région E1A des deux 



sérotypes. Avec le plasmide p2 ElAE3cat l ' inh ib i t ion est  p lus  accentuée qu'avec 

le p2 ElAE2Acat, e t  l 'act ivat ion ( infect ion par  l 'Ad3 2 h --> 5 h après la 

t ransfect ion) est p lus  retardée. Des résul tats similaires sont  observés quana le 

plasmide contenant uniquement la région E1A de l 'Ad2 (pVM 214) ou de l 'Ad3 

(pVM 31 2) es t  u t i l i sé  (Tableau 16). 

Ces résul tats semblent mettre en évidence des mécanismes d 'act ion 

d i f férents  pour  les produi ts  de la région E1A des deux sérotypes : ( i )  les 

produi ts  précoces de  la région E1A de l 'Ad3 (plasmides ou v i r us )  sont  capables 

de st imuler les promoteurs précoces E2A e t  E3 de l 'Ad5 quand  i ls  sont  

ensembles mais inh ibent  le promoteur E3 quand i l s  sont exprimés séparément ; 

( i i )  les produi ts  de  la rég ion E1A de l 'Ad2 st imulent p lus fortement les 

promoteurs E2A e t  E3 de l 'Ad5 quand i l s  sont ensembles e t  su r t ou t  la pro té ine 

de 289R (ARNm 13 S )  quand i ls  sont exprimés séparément (Tableaux 16 e t  17) .  

Le(s)  mécanisme(s) de ce phénonéne nlest(ne sont)  pas connu(s) .  II est 

possible que les produi ts  de la région E1A ae  l 'Ad3 en t ren t  en compétit ion avec 

les p rodu i t s  de t ranscr ip t ion de  l 'Ad2 pour  les facteurs cellulaires de récjulation 

"négative" e t  "posit ive" et, p a r  conséquent, empêchent une régulat ion "posi t ive" 

de la t ranscr ipt ion.  

Les rôles indiv iduels des produi ts  de la région E1A de l 'Ad2 (Ad5) sont 

controversés; ceux de l 'Ad3 ne sont pas encore connus. II semble que 

l 'organisation de la région E1A en t re  les di f férents sérotypes d 'adénovirus 

pour ra i t  ê t re  ident ique mais la tail le des protéines majeures de  cette rég ion  

n'est pas la même. Ent re  les d i f férents  sérotypes d'adénovirus certa ins domaines 

sont hautement conservés (Kimelman - e t  al., 1985). Plusieurs fonctions leur  sont  

at t r ibuées : (a) act ivat ion de la t ranscr ip t ion ; ( b )  répression de  la 

t ranscr ip t ion ; (c )  transformation cel lulaire ; ( d )  induct ion de la synthèse de 

d'ADN (L i i l ie  e t  al. , 1987 ; Schneider e t  al., 1987) (Fig. 24). - - 
Pour déterminer le rôle des produi ts  indiv iduels de la région E1A de l 'Ad2 

e t  de l 'Ad3 dans le phénomène de  transdominance, les plasmides - pEK 975, - dl  

1500, pVh\ 335 e t  pVhi 325 on t  été cotransfectés avec les plasmides p2Ip3 

ElAE2AIE3cat dans des cellules HeLa (Tableau 17). Conime précédemment, la 

protéine de 289R (ARNm 13 S Ad2) act ive les promoteurs E2A e t  E3 de l 'Ad5 eri 

présence de la région E1A de  l 'Ad2 ou de I1Ad3. Par contre,  la protéine de 



243R (ARl'lm 12 S Ad2) ne stimule que faiblement le promoteur E2A. Cependant 

le p rodu i t  de ItARNm 13 S de l 'Ad3 (262R) inhibe la t ranscr ip t ion des plasmides 

contenant la région E1A de ilAdZ (p2 E l  Acat, p2 ElAE2Acât) e t  encore p lus  

fortement celle au plasmide contenant en p lus  le promoteur E3 (p2 ElAE3cat) .  

La protéine de 262R n 'ag i t  pas négativement su r  son p ropre  promoteur E1A (p3 

ElAE2Acat) ,  mais elle inh ibe le p3 ElAE3cat ; il existe donc une  régulat ion 

négative su r  le promoteur E3, Des résul tats similaires sont obtenus avec le 

p rodu i t  de I'ARNm 12 S (231R) mais l ' inh ib i t ion es t  p lus faible que celle de  la 

protéine de 2622 (Fig.  28, 29 e t  30). 

Le rô le des promoteurs de la région E1A de l 'Ad2 et  de  l'Ad3 a été 

déterminé à l 'aide des plasmides p2 E1Acat e t  p3 E1Acat. L 'act iv i té d u  

promoteur E1A de  l 'Ad2 est p lus  for te  que celle d u  promoteur E1A de  l 'Ad3 

(Tableau 18, Fig. 33 e t  34). Plusieurs hypothèses peuvent ê t re  avancées pour  

expl iquer cette ac t iv i té  : ( i )  la séquence "enhancer 6" possède une homologie 

p lus  importante chez l 'Ad2 que chez l 'Ad3 ; ( i i )  chez l'Ad3 il existe une 

troisième séquence située ent re  les deux éléments de  I1"enhancer BI' et 

possèdant une grande homologie avec eux  (Fig. 326). Elle pou r ra i t  i n te rven i r  

négativement pour  la f ixa t ion de(s)  fac teur (s)  celIulaire(s) de  régulat ion 

"posit ive" e t  il en résu l tera i t  une p lus  faible ac t iv i té  ; ( i i i )  I'élérnent "enhancer 

A" a une faible homologie ent re  l 'Ad2 e t  l 'Ad3 ; ( i v )  les deux sites de 

reconnaissance du facteur nucléaire E2F (Kovesdi - e t  al., 1987) sont  si tués en t re  

les deux éléments de I1"enhancer 6'' chez l 'Ad2 mais un seulement est s i tué 

en t re  ces deux éléments chez l 'Ad3 ; ( v )  la " T A T A  box" elle même peu t  jouer 

un rôle dans le mécanisme de f ixa t ion du complexe d ' in i t iat ion de  la 

t ranscr ip t ion ; ( v i )  la séquence hautement conservée présente en t re  les 

di f férents sérotypes ciladénovirus (F ig  . 14). 

T ibbets  e t  al. (1986) on t  cons t ru i t  un plasmide contenant le promoteur E1A - 
de 11Ad3, le premier t r i p l e t  codarit ( jusqu'au nt 645) e t  le gène - cat.  En 

cotransfectant  en cellules HeLa ce plasmide avec d'autres contenant la rég ion 

E1A de l 'Ad3 ou de  11Ad5, i ls  on t  aussi observé une régulat ion posit ive, su r  

leur  p rop re  promoteur, p lus  importante pa r  les produi ts  de la région E1A de 

l 'Ad5 par  rappor t  à I tAd3. 

Larsen e t  al. (1986) on t  isolé un var ian t  de  l 'Ad3 défect i f  dans la région 

E1A (Ad3 hr 15). 11  ne  se mul t ip l ie pas dans les cellules A-549 e t  avec - 



beaucoup de d i f f i cu l té  en cellules HEK-293. En analysant la réaion E1A de  ce 

var iant ,  i ls  se sont aperçus qu'il possède en plus, au début  du gène, ie 

premier élément de I"'enhancer 6". I ls  on t  conclu que ce t  élément "mal placé" 

étai t  responsable d u  phénotype - hr de ce var ian t  ainsi que d u  faible t a c x  de 

t ranscr ip t ion des ARNm de la rég ion EIA.  

Pour déterminer le rô le  indiv iduel  des produi ts  de E IA  de  l 'Ad3 par  

rappor t  à ceux de 11Ad2, dans le phénomène de  transdominance su r  le promoteur 

de  la région E IA ,  les plasmides : pEK 975 (289R Ad2),  - dl 1500 (243R Ad2) ,  

pVM 335 (262R Ad3) e t  pVM 325 (231R Ad3) on t  été cotransfectés dans des 

cellules HeLa avec les plasmides p2 ElAcat  e t  p3 E lAcat  (Tableau 18). Les deux 

produi ts  de  la région E1A de l 'Ad3 régu lent  négativement le promoteur E1A de  

11Ad2. Par contre,  le p rodu i t  de  IIARNm 13 S de  l 'Ad2 régule posit ivement le 

promoteur E1A de  l 'Ad2 e t  de l 'Ad3 (Fig. 33). 

Borre l l i  e t  al. (1984), Velcich e t  Z i f f  (1985) on t  décr i t  une autorécjulation 

pour  les produi ts  de la région E I A  de l 'Ad2 (Ad5)  e t  on t  associé ce mécanisme 

aux  produi ts  des ARNrri 12 S e t  13 S. Gerk e t  al. (1979), Nevins (1981) on t  

démontré une régulat ion posi t ive seulement pour  les p rodu i t s  de la région E1A 

de  l 'Ad5 (Ad2) .  Hear ing e t  Shenk (1985) on t  décr i t  que  la régulat ion de  la 

région E1A de l'Ad5 éta i t  posi t ive e t  que cet te régulat ion était  due au p rodu i t  

de IIARNm 13 S. Nous avons observé une faible régulat ion négative due au 

p rodu i t  de I'ARNm 12 S, contrairement à une régulat ion posi t ive due au p rodu i t  

de  IIAENm 13 S de 11Ad2, su r  son p ropre  promoteur. 

Les résul tats obtenus démontrent que le phénomène de  transdominance est  

associé aux promoteurs précoces E1A e t  E3. Le(s)  mécanisme(s) par  !e(s)que l (s)  

les produi ts  de la région E1A de  l 'Ad3 inh ibe(n t )  les promoteurs E1A e t  E3 aes 

adénovirus d u  sous-groupe C n'est (ne sont)  pas connu(s)  . 

Bor re l l i  e t  al. (1984) ont  proposé que I1autoréçulat ion de la région E1A se 

passe au niveau des séquences "enhancers" (principalement s u r  1'"enhancer 

A " ) .  Soit les produi ts  de  la rég ion E1A eux mêmes, soit  des facteurs cel lulaires 

de  régulat ion négative v iennent se f ixer  s u r  ces éléments. Hearing e t  Shenk 



(1985) en u t i i i sant  des Ad5 ayant  des mutations dans la région E1A ont  observé 

que l 'autorégulat ion de  la rég ion E1A n'exiçeai t  aucune séquence spécif ique et  

on t  conclu que seul le motif "TATAA"  étai t  indispensable à la t ransact ivat ion . 
Nevins (1981) a proposé que le rôle des produi ts  de la région E1A était  d e  se 

complexer avec les facteurs cel lulaires de  régulat ion négative e t  que ceux-ci 

pouvaient  ag i r  su r  des séquences cibles : "enhancersl' ou "TATP. box" .  

Il est  possible que les p rodu i t s  de la région E1A de l 'Ad3 en  compét i~ ion 

avec ceux de 11Ad2, empêchent d 'une certaine manière, la formation d e  ce 

complexe et ,  en conséquence, la f ixa t ion des facteurs de régulat ion négat ive 

su r  une  séquence spécifique, probablement le m ~ t i f  "TATAAI '  o u  les 

"enhancers" . 

Pour déterminer la région du génome de l 'Ad2 impliquée dans le  phénomène 

de t ransdomi~ance  des plasmides hybr ides  Ad2lAd3 on t  été const ru i ts .  Le 

plasmide hyb r i de  pVM 315 (Ad3 IAd2)  possède un taux d 'act iv i té C A T  similaire à 

celui du plasmide p2 ElAcat,  lequel es t  p lus  élevé que celui des plasmides pVhl 

261 (Ad2 lAd3)  e t  p3 E lAca t  (Tableau 19, Fig. 33). Les produi ts  de la région 

E1A de  l 'Ad2 st imulent tous les promoteurs, cependant les produi ts  de la rég ion 

E1A de  l 'Ad3 inh ibent  le p2 E1Acat e t  le pVM 315. 

Deux délétions sont effectuées dans le p2 E1Acat : (a) la première de 

l'élément "enhancer Alf (pVPJ1 268); (b) la deuxième de la première séquence de 

I1"enhancer BIt (pVM 293). Nous nous sommes aperçus que les p rodu i t s  d e  la 

rég ion E1A de l 'Ad3 inhibaient  la t ranscr ip t ion d u  promoteur E1A de 11Ad2. Par 

1 contre,  les p rodu i t s  de la région E I A  de  l 'Ad2 st imulent normalement leur  

1 p r op re  promoteur (Tableau 23, Fig. 35). Ceci v iendra i t  donc conf i rmer deux 

hypothèses : (a) les produi ts  de  la rég ion E1A de  l 'Ad3 doivent  jouer l eu r  rôle 

en t re  le s i te - P v u i l  e t  le " l i nker "  - H i n d l l l  ( n t  538) de la région E1A de I 'Ad2; 

( b )  les p rodu i t s  de  la région E1A de  l 'Ad3 n'agissent ni su r  I1"enhancer A" ni 

su r  la première séquence de I1"enhancer BI'. 



Quatre éléments p r inc ipaux  sont  situés en t re  les sites - P v u l l  e t  - Hinci l l l  : 

a) le si te de  I'endonucléase Pvu l l ;  

b )  le mot i f  "TATAA";  

c )  le s i te de  coiffe; 

d )  une séquence hautement conservée chez les adénovirus (F ig .  14). 

Le site de  coif fe es t  s i tué dans la séquence hautement conservée, il est 

ident ique en t re  les d i f férents  sérotypes. La séquence hautement conservée est 

composée de 52 nt e t  deux bases sont d i f férentes ent re  l 'Ad2 e t  11Ad3. Le site 

P v u l l  a été modifié pa r  l ' insert ion d'un " l i nker "  Xbal. Le taux d 'ac t iv i té  du - - 
nouveau plasmide baisse de 20 % pa r  r appo r t  au p2 ElAca t  ( résul tats non 

montrés).  II est  possible que le mot i f  llTATAA1' soit  la c ib le d'act ion des 

facteurs de régulat ion "posit ive" e t  "négative1'. Les motifs "TATAA"  de l 'Ad2 - 
T A T T T A T A  - e t  de l 'Ad3 - T A T T T A A A  possèdent une di f férence ( T  <--> A ) ;  cet te 

modification est-elle suf f isante pour  permettre la formation d'un complexe 

d ' in i t iat ion (ARN-polymérase + mot i f  "TATAAI '  + facteur nucléaire Sp l  ) p lus  

stable ? 

Des mutations ponctuelles dans la "TATA box"  pou r ron t  aider à répondre à 

cette question. 

Green e t  al. (1983) on t  décelé que seulement les 36 pb ,  "TATA  box"  

incluse, situées en amont du promoteur d u  gène de la P-globine humaine, 

étaient indispensables à sa t ransact ivat ion en  cellules HEK-293 ou en cellules 

cotransfectées avec des plasmides contenant le gène E1A de  I'Ad5, la pro té ine 

précoce EIP4 du v i r u s  de l 'herpès ou la protéine précoce du v i r u s  pseudorabis. 

I l s  o n t  conclu que la "TATA  box1' é ta i t  la seule séquence r e s p o ~ s a b l e  de  la 

transactivat ion. Hear ing e t  Shenk (1985) on t  demontré que la "TATA  box"  étai t  

le seul élément nécessaire à la t ransact ivat ion du promoteur E l A  de  I'Ad5. W u  - et  

al. (1987) on t  p rouvé  que  seuls la "TATA  box" e t  le s i te de  f ixa t ion d u  facteur - 
nucléaire Sp l  étaient indispensables à la t ransact ivat ion de la région E18, par  

les p rodu i t s  de  la région E l  A. 



En comparant la séquence hautement conservée présente chez les 

adénovirus e t  la séquence d u  promoteur du gène de la P-globine humaine, il 

n 'existe pas athomologie ent re  elles. A p a r t  la séquence TATA,  la " T A T A  box"  

est  var iable en t re  les d i f férents  promoteurs cellulaires e t  v i raux .  I I  es t  donc 

possible que ce soit vraiment la "TATA  boxt '  la  séquence impliquée dans ces 

phénomènes. 

F igure  42 : 

Modèle hypothét ique du démarrage de la t ranscr ip t ion (d 'après Kahn, 

1987). 

- Complexe d'initiation 

t I 

-50b à -X kb -50 à -120 -30 
CAAT-box TATA-box - - # 

Enhancer Promoteur 

L f "enhancer "  e s t  s i t u é  à une d i s t a n c e  t r è s  v a r i a b l e  du s i t e  d ' i n i t i a t i o n ,  de 

quelques bases à p l u s i e u r s  k i l obases .  Ou t re  l a  "TATA box" (TATAA), l a  "CAAT box" 

(AGCCAAT), d ' a u t r e s  é léments  f i x a n t  des f a c t e u r s  t r a n s c r i p t i o n n e l s  sont  représen-  

t é s  : l e  f a c t e u r  Spl se f i x e  su r  une "GC box" (GGGCGG); l e  f a c t e u r  NF-A r e c o n n a î t  

l a  séquence ATGCAAAT du  promoteur e t  son i n v e r s e  ATTTGCAT l o c a l i s é  au n i v e a u  de 

1'"enhancer".  La  séquence GTGGTATG de 1'"enhancer" e s t  u n  m o t i f  t r è s  fréquemment 

t r o u v é  au n i v e a u  de ce t y p e  d 'é lément .  



lmperiale e t  al. (1983) o n t  décr i t  l 'existence d'un élément "enhanceru s i tué 

ent re  -188 nt e t  -45 nt chez 11Ad2. I l s  on t  observé que cet te séquence étai t  

capable de  st imuler le promoteur E2A de l'Ad5 (Ad2) dans les sens 3' --> 5' ou 

5 '  --> 3 ' .  En analysant cet te séquence nous nous sommes aperçus de l 'existence 

d 'une séquence "TATA l ike" à chaque extrémité : 
-1 88 ATAATT ....................... T A T T A T T A T A  -50 (F ig  . 32A). 

Les cieux séquences " T A T A  l ike" sont-elles responsables de  cette ac t i v i té  

"enhancer" ? 

Osborne e t  al. (1982), Hen e t  al. (1983), O s b ~ r n e  e t  B e r k  (1983) on t  

démoritré le démarrage de la t ranscr ip t ion du promoteur de la région E1A de  

l 'Ad2 (Ad5)  en dehors d u  s i te  pr inc ipa l  de coi f fe ( t ransc r i t s  mineurs) .  Une 

séquence "TATA- l ike"  est toujours présente en amont de ces sites 

de  coiffe. La délét ion de la " T A T A  box"  diminue jusqu'à 10 fois la t ransc r ip t ion  

des ARNm de  la région E l  A (Osborne e t  al., 1982). 

Récemment, Nevins e t  col laborateurs (Nevins, 1987 ; Reichel e t  al., 1988) 

on t  observé que  la stimulation du facteur nucléaire E2F étai t  due au p r o d u i t  de  

I'ARPim 13 S ; mais comme ce facteur in terag i t  seulement avec le promoteur E2A 

i ls  proposent que la "TATA box"  soit  la c ib le pr incipale dans le processus de  

t ransact ivat ion des autres promoteurs précoces ainsi que celui de la hsp-70 

kDa. Le promoteur E4 nécessitant une séquence en amont de la "TATA box" ,  

serai t  une  exception (Gi lardi  and  Pérricaudet, 1984). 

Guarente (19881 propose la "TATA  box"  comme élément essentiel dans le 

processus de  t ransact ivat ion des gènes eucaryotes e t  de  levure. 



III- COMPARAISON DE L A  PARTIE NON-CODANTE DE LA REGION E1A DES 

ADENOVIRUS TYPE 2. 3 ET 12 

1- Le rô le  des éléments "enhancers" 

1 .l- Dans la t ransact iva t ion  e t  la " t ransrépress ion"  

Le(s)  mécanisme(s) p a r  l e (s )que l ( s )  les pro té ines  d e  la rég ion  

E1A s t imu lent  la t ransc r ip t i on  es t ( son t )  d'un g r a n d  i n t é r ê t  p o u r  la 

compréhension générale du cont rô le  t ransc r ip t i onne l  de  la cel lule eucaryote.  Si, 

d e  p lus ,  des fac teurs  t ranscr ip t ionne ls  cel lu la i res pa r t i c ipen t  à ce t te  induct ion ,  

l 'ensemble p o u r r a i t  a ider  à é luc ider  l e (s )  mécanisme(s) d e  régu la t ion  des gènes. 

Les p r o d u i t s  d e  la rég ion  E1A par t i c ipen t  au  processus d e  t ransformat ion e t  

peuven t  ne  pas st imuler  cer ta ins  gènes cel lu la i res endogènes (Kao and Nevins,  

1983 ; Ste in  and  Z i f f ,  1984). Ceci augmente l ' i n té rê t  d 'é tud ie r  l e u r s  fonct ions.  

Enf in ,  les études démont rent  la présence d 'ac t i v i t é  "E1A-like" dans cer ta ines  

l ignées cel lu la i res et,  en pa r t i cu l i e r ,  celles o r ig ina i res  d e  tumeurs ( Imper ia le - e t  

al., 1984a ; Hen e t  al., 1985). - - 
Des quest ions importantes se posent  p o u r  le  cont rô le  de la t r a n s c r i p t i o n  

p a r  les pro té ines  d e  la rég ion  E1A. Si le(s)  f ac teu r (s )  ce l lu la i re (s )  es t ( son t )  

p réex is tan t ( s ) ,  comment est(sont) - i lCs)  ac t ivé(s)  ? Y-a-t-il simplement une  

augmentat ion d e  l e u r  t a u x  o u  une  modi f icat ion conformationnel le, à l ' o r i g ine  d e  

l 'act ivat ion d e  la t r a n s c r i p t i o n  ? Quel est  le rô le  des séquences "enhancers" 

dans la t ransact iva t ion"  ? Sont-elles les c ib les d e  la " t ransrépress ion"  d a n s  le  

processus d e  t rans format ion  ce l lu la i re  ? 

Dans le  but d e  c o n t r i b u e r  à t r o u v e r  les réponses à ces quest ions, nous 

avons é tud ié  le  rô le  d e  p lus ieu rs  éléments présents  dans les par t ies  codantes e t  

non  codantes du gène E1A d e  l 'adénovi rus.  

Les t r o i s  séquences "enhancers" décr i tes  p a r  Hear ing  e t  Shenk (1983a) 

Hen e t  al. (1983) e t  lmper ia le e t  al. (1983) sont  mot i fs  à cont rad ic t ions  e n t r e  - 



ces d i f fé ren ts  groupes. Hear ing e t  Shenk (1983a, b )  o n t  cons t ru i t  p lus ieurs  

mutants de I'Ad5, parmi ceux-ci l'un possède une délét ion de ilélément 

"enhancer A "  (Hen e t  al., 1983) e t  l 'au t re  de I'élément "enhancer Cl' ( Impériale - 
et al., 1Ç83). Le taux de t ranscr ip t ion des ARNm de la région E1A des deux 

mutants est  le même que celui d u  v i r us  de  type sauvacje. Par cont re ,  pou r  le 

mutant  possédant une  aélétion en t re  -307 nt e t  -190 nt ("enhancer BI') le taux 

de  t ranscr ip t ion baisse de 20 fois (Hear ing and Shenk, 1983a). La délétion de 

séquences en amont de la "TATA  box",  n'affecte ni le t aux  de t ransc r ip t ion  ni 

la séquence des ARNm de la rég ion E1A (Osborne e t  al., 1982). Une délét ion 

en t re  le s i te  - Bal1 (-233 nt) e t  Sacl l  (-147 n t ) ,  dans la région E l A ,  baisse le - 
taux de t ranscr ip t ion d u  MLP de seulement t ro is  fois, tandis qu 'une délét ion 

en t re  -343 nt e t  - 320 nt diminue le taux de  60 fois (Hen e t  al., 1983). - 
Ces résul tats discordants peuvent  ê t r e  dus à la d i f férence de méthodologie 

uti l isée. Hear ing e t  Shenk (1983a,b), Osborne e t  al. (1982) ont  u t i l i sé  d u  v i r u s  - 
e t  Hen e t  al. (1 983), lmperiale e t  al. (1983) des plasmides. - 

Des plasmides hybr ides  en t re  11Ad2/Ad3 e t  I1Ad2/Ad1 2, ainsi que d 'aut res  

ayant  des délétions ou des insert ions de séquences "enhancers", on t  été 

const ru i ts  pour  é tud ier  le rô le de ces di f férentes séquences en t re  les d i v e r s  

sérotypes d'adénovirus. 

L 'act iv i té du promoteur E1A de  l 'Ad2 est similaire à celle de  l'Au12 (Fig. 

34). Par contre,  elle es t  p lus  importante que  l 'act iv i té de l'Ad3 (Tableaux 19 e t  

21). Ceci pou r ra i t  ê t r e  dû à une organisation d i f férente  de  leur promoteur E1A 

: (a)  il existe une séquence similaire à I'élément "enhancer BI' chez l'Ad3 ; (b) 

I'élément "enhancer A "  est s i tué en t re  les deux séquences de  I'élément 

"enhancer BIt chez l'Ad12 ; ( c )  I1homoiogie de séquences pour  les éléments 

"enhancer A e t  BI' es t  p lus  importante en t re  l 'Ad2 e t  l 'Ad1 2 (Fig. 32). 

Les plasmides hybr ides  pVM 261 e t  pVM 315 possèdent respectivement, les 

séquences e n  amont du site de I1endonucléase P v u l l  de l 'Ad2 e t  d e  l 'Ad3 ; et  - 
les séquences situées ent re  P v u l  l e t  H ind l  l l de l 'Ad3 e t  de 11Ad2. Les hyb r i des  - - 
pVM 291cat e t  pVM 12lOcat on t  été const ru i ts  de la même façon mais 



à p a r t i r  des Ad2 et  Ad12. L 'act iv i té CAT des plasmides pVM 31 5,  pVhl 291cat e t  

pVM 12lOcat est  la même que  celle des p2 E lAca t  e t  p l 2  E l  Acat, Par contre,  

elle est  p lus  élevée que celle des plasmiaes p3 E l  Acat e t  pVh\ 261 (Tableaux 19 

e t  21 ) . 

II semble que les positions des séquences, les unes pa r  rappor t  aux 

autres, situées en amont du s i te  P v u l l  ne soient pas importantes pour  l 'ac t iv i té  - 
du promoteur E lA ,  mais il fau t  qu'eiles soient présentes. Par exemple, l 'ac t iv i té  

des plasmides pVM 268cat e t  pVM 293cat es t  p lus  faible que celle d u  p2 E1Acat 

(Tableau 23). 1 1  n ' y  a pas non p lus  de  spécii'icité de t y p e  pour  ces séquences, 

par  r appo r t  aux d i f férents  sérotypes d'adénovirus. 

Hear ing e t  Shenk (1986) on t  décr i t  deux domaines pr inc ipaux dans 

l'élément "enhancer BI' (Fig.  18). Le domaine I es t  responsable de  I 'act iv i té d u  

promoteur E1A e t  le domaine II de celle des aut res promoteurs précoces ( E l B ,  

E2A, E3 e t  E4). Kovesdi e t  al. (1987) on t  t rouvé  deux séquences de 

reconnaissance pour  le fâcteur nucléaire E2F. Elles sont situées dans le domaine 

II de la région E1A de l 'Ad2 e t  sont présentes seulement en  amont des 

promoteurs E1A e t  E2A (Kovesdi  e t  al., 1987). Elles sont absentes dans la 

région E1A de  11Ad12 e t  disposées de  façon d i f férente  pour  I'Ad3, pa r  r a p p o r t  à 

l 'Ad2 (Fig.  32). 11 y a donc discordance ent re  le rô le a t t r i bué  au domaine II de 

l'élément "enhancer BI1 e t  la t ransact ivat ion due au facteur E2F. Le facteur 

nucléaire E4F1 (Lee and  Green, 1987) reconnaît une séquence dans le domaine I I  

de  la région E1A. Cette séquence est  aussi présente en amont des promoteurs 

E2A, E3 e t  E4 de l 'Ad5 (Ad2) (Lee and Green, 1987). Par contre,  el le est 

absente de la région E1A de l 'Ad3 e t  de  l 'Ad1 2 (F is .  32). 

Gi lardi  e t  Perr icaudet (1986) on t  observé la présence d 'une séquence en 

amont du promoteur de la rég ion E4 de IfAd2, laquelle a été aussi localisée en 

amont des promoteurs E1A e t  E3. Elle es t  si tuée dans l'élément "enhancer A" de 

l 'Ad2 e t  de 11Ad12, mais en dehors de celui-ci pour  l'Ad3 (Fig.  32). Ga r re t t  - et  

al. (1987) on t  décr i t  un facteur nucléaire q u i  reconnaît le "coret' de I'élément - 
"enhancer A"  présent chez 11Ad2, l 'Ad3 e t  11Ad12. 

La distance en t re  les deux  séquences de  l'élément "enhancer BI' e s t  la 

même en t re  l 'Ad2 e t  11Ad3, mais d i f férente  pour  l 'Ad1 2 (Tableau 25). 



1 I est extrêmement d i f f ic i le  d 'expl iquer pourquoi  de telles di f férences ne 

produisent  aucune modification d u  taux d'expression du promoteur de la rég ion  

E l A ,  alors que ces éléments sont interchangés. Comme le taux d 'ac t iv i té  C A T  

des plasmides pVhl 268 (délét ion ae 1'"enhancer Au)  e t  pVhl 293 (délét ion 

part ie l le de 1"'enhancer BI') est  p lus  faible que  le taux du p2 E1Acat (Tableau 

23), ceci démontre b ien que ces deux éléments sont importants pou r  l 'acr iv i té 

du promoteur de la région E1A de 11Ad2. 

L'Ad3 (sous-groupe B)  e t  I'P,d12 (sous-groupe A)  inhibent l 'Ad2 dans les 

cellules HeLa e t  KB3 (Delsert  and D'Halluin, 1984). Ces résul tats sont  confirmés 

quand on regarae le taux d 'ac t iv i té  des plasmides p2 E l  Acat, p3 E1Acat e t  p l 2  

E lAca t  en présence des p rodu i t s  de la région E1A de l 'Ad3 (pVM 312) e t  de  

l'Ad12 (pVhl 1201) (Tableaux 19 e t  21). Les plasmides hybr ides pVM 315 e t  pVM 

291cat sont activés pa r  les p rodu i t s  de la région E1A de  l'Ad2 e t  "réprimés" 

pour  ceux de l 'Ad3 e t  de l 'Ad12 (Tableaux 19 e t  21). Des résu l ta ts 's imi la i res  

sont obtenus avec les -plasmides pVM 268 e t  pVM 293 (Tableau 23). Ces 

résul tats suggèrent  que : les mécanismes de t ransact ivat ion e t  de  

" t ransrépression" se passent en dehors des éléments "enhancers A "  e t  de  la 

par t ie  délétée de l'élément "enhancer Bu. 

Le plasmide pVM 334 possède en amont de son promoteur l'élément 

"enhancer A" de 11Ad2. Une séquence ayant une homologie avec lIf'enhancer A" 

est présente à l ' i n té r ieu r  de  la par t ie  codante de la région E l A  de  l 'Ad3 e t  de 

I'Ad12, elle a été clonée en amont de cet "enhanceri' (pVM 341). Ces séquences 

ne leur  confèrent  pas une augmentation d u  taux  de t ranscr ip t ion e t  pou r  le pVM 

341 le taux  est  égal à la moitié de celui d u  p3 E lAca t  (Tableau 23, Fig. 36). 

Les p rodu i t s  de la rég ion E1A de  l 'Ad2 st imulent le pVM 334, tand is  que ceux  

de  l 'Ad3 l ' inhibent légèrement (Tableau 23). Cependant, les plasmides pVM 261, 

pVM 291cat e t  pVM 341 ne sont pas inhibés (Tableaux 19, 21 e t  23). 

La di f férence fondamentale en t re  les plasmides pVM 334 e t  pVM 341 est  que  

le premier possède deux éléments "enhancer A"  : celui de l 'Ad2 e t  celu i  de  

l 'Ad3 ; le deuxième possède un élément "enhancer potentiel" homologue à 

l'élément "enhancer A".  Ceci peu t  s ign i f ie r  que : l 'act iv i té n 'est  pas une  



fonct ion d i rec te  du taux  d'homologie ent re  les di f férentes séquences. Hen e t  - 
al. (1983) en décr ivant  cet élément on t  observé une  par t icu lar ! té  : une action - 
unidirect ionnel le (5' --> 3'). Normalement, les séquences I'enhancers" agissent 

de façon bidirect ionnel le (Moreau e t  al., 1981 ; Fromm and Berg,  1983). 

L'ensemble des résul tats montrent  que les séquences "enhancers" ne 

semblent pas ê t re  des cibles pour  les facteurs de régulat ion négative. La 

t ransact ivat ion e t  la f ' t ransrépression' '  agissent su r  la séquence en t re  le s i te  de 

I'endonucléase ?vu11 e t  le premier codon d ' in i t ia t ion de la t raduct ion,  de  la - 
région E1A. II est  possible que cet te cible soit  la séquence "TATA box".  

L'organisation du promoteur E1A des adénovirus sérotypes 2, 3 et  12 est 

assez complexe e t  d i f férente,  mais cet te d i f férence ne semble pas jouer un rôle 

fondamental pou r  I 'act iv i té d u  promoteur. 

1 
l 
l Une organisation correcte-, le nombre e t  la distance ent re  les sites de 

l iaison pour  le (s )  facteur (s )  de t ranscr ip t ion doivent  être nécessaires pour  une 

ac t i v i té  des promoteurs. Pour tester  cet te hypothèse, la distance 

en t re  les deux séquences de l'élément "enhancer B" de l 'Ad2 a été modifiée 

(pVM 295, pVM 296 e t  pVM 297). 

Les résu l ta ts  mont rent  qu'au fur e t  à mesure que la distance augmente 

en t re  ces deux  séquences, le taux d 'act iv i té d u  promoteur ainsi que  le t aux  de  

transactivat ion, pa r  les p rodu i t s  de  la région E1A de l 'Ad2 s u r  celui-ci, 

baissent (Tableau 26). La distance en t re  ces séquences est  donc t rès  importante 

pour  I 'act iv i té du promoteur €1 A. 

Comment expl iquer que la distance en t re  ces deux séquences, ident ique 

chez l 'Ad2 e t  ItAd3, es t  beaucoup p lus  grande chez I'Ad12, e t  que par  cont re ,  

I 'act iv i té des plasmides p2 E1Acat e t  p l 2  E1Acat es t  la même e t  p lus  élevée que 

celle du p3 E lAca t  ? 

II est possible que cet te organisation par t icu l iè re  à chaque sérotype ne soit 

pas importante pour  l 'act iv i té du promoteur (plasmides hybr ides  pVM 261, pVM 

291cat, pVM 315 e t  pVh4 1210cat). Par contre, pour  un même sérotype, si  elle 

est modifiée, I 'act iv i té du promoteur i 'est également ( p V h  295, pVk1 296 e t  PVM 

297) (F ig .  37). 



Une hypothèse permet d 'exp l iquer  l'ensemble de ces résul tats : d i f fé ren ts  

facteurs nucléaires reconnaissent une organisation part icul ière à chaque 

promoteur E l  A. 

De récents t ravaux  effectués pa r  d 'autres groupes viennent soutenir  cet te  

proposi t ion : 

(a) la séquence reconnue p a r  le facteur E2F (Kovesdi e t  al., 1987) a une 

localisation d i f ferente  pour l 'Ad2 e t  18Ad3; elle est absente pour l'Ad12 (F ig .  

32); (b) la séquence reconnue par  le facteur E4F1 (Lee and Green, 1987) est 

présente chez l 'Ad2 mais absente chez l 'Ad3 e t  l'Ad12 (F ig .  32); ( c )  Reichel - e t  

al. (1988) on t  établ i  que I 'act ivat ion par  les produi ts  de la rég ion E I A  d u  - 
facteur EZF, present en  faible quant i té  dans les cellules HeLa non infectées par  

l 'adénovirus, avai t  pou r  ef fet  une  augmentation d u  taux  de ce facteur qu i  v i en t  

reconnaître exclusivement la séquence en amont des promoteurs E1A e t  E2A. 

Pour comparer la t ranscr ip t ion d u  promoteur E1A des adénovirus des 

sous-groupes A, B, e t  C, in tégré  au génome cellulaire, le gène - néo a été 

subst i tué au gène - cat. L 'ac t iv i té  des promoteurs E1A des t ro is sérotypes (p2 

ElAnéo, p3 E1Anéo e t  p l 2  E lAnéo)  dans les cellules HeLa est identique. Par 

contre, celle d u  promoteur du SV40 (pSV2néo) est beaucoup p lus  importante 

(Tableau 20). L 'act iv i té des promoteurs E1A de  l 'Ad2 e t  de l'Ad3 es t  fortement 

augmentée dans les ce1 Iule K B8. Ces cellules expr iment consti tut ivement les 

p rodu i t s  de  la région E1A de  l 'Ad5 (Babiss e t  al., 1983). Ceci démontre b ien 

une régulat ion posi t ive par les produi ts  de  la région E l A  de l 'Ad5 (Ad21 su r  

leu r  p rop re  promoteur ainsi q u e  su r  celui de  11Ad3. De plus,  aucune régulat ion 

négative n 'est  observée, n i  p o u r  le promoteur de  SV40, ni pour  ce lu i  de E1A de 

I'Ad2, comme I lont déc r i t  Bor re l l i  e t  al. (1984), Velcich e t  Z i f f  (1985). Cette 

d i f férence peu t  ê t re  due à : ( i )  la s t r uc tu re  du promoteur de SV40, in tégré  au 

génome cel lulaire, ( i i )  la compéti.ion ent re  de(s)  fac teur (s)  cel lu la i re(s)  pou r  

les deux promoteurs, ( i i i )  le  changement de régulat ion t ranscr ipt ionnel le des 

cellules KB transformées, par  r appo r t  aux cellules HeLa. 

Treisman e t  al. (1983) o n t  démontré que la séquence "enhancer" d u  SV40 

n 'éta i t  pas inhibée dans les cellules HEK-293 e t  que cet te séquence était même 

indispensable pour I 'act ivat ion d u  gène de la P-globine de lap in  dans ces 

cellules, mais non dans les cellules HeLa. Par contre,  le gène de  1 '  -globine 

n'a pas besoin de cet te  séquence pour  ê t re  act ivé dans les deux types de cellules. 

l 



En présence des produi ts  de la région E1B (KB16 e t  KB18) ,  le nombre de 

foyers est r édu i t  au même niveau que celui des cellules HeLa p o u r  les 

promoteurs des aaériovirus mais non pour  celui de SVL;G (Tableau 20). Ceci 

suggère une régulat ion négative des produi ts  de  la région E1G s u r  le promoteur 

E1A. White e t  al. (1986) on t  décr i t  que  la protéine de 19 kDa (E1B) agissait  

comme u n  t rans inh ib i teur  du promoteur E l A ,  dans les cellules HeLa et  WI-38. 

Herrmann e t  al. (1987) en u t i l i sant  l 'expression t rans i to i re  (gène - c a t )  ont  

décelé que la protéine de 19 kDa ( E I B )  est capable de st imuler les promoteurs 

E lA ,  E16, E3 e t  E4, a insi  que le promoteur de la protéine hsp-70 kDa. 

Le nombre de foyers obtenu pour  les plasmides pVM 268néo e t  pVM 293néo 

est p lus  important  que pour  le p i  E1Anéo (Tableau 24). Ceci peu t  ê t re  dû à : 

( i )  la méthylat ion de IlADN v i ra l  quand celui-ci es t  incorporé au génome 

cel lu la i re ; ( i i )  les éléments "enhancers A"  e t  au moins une pa r t i e  de 

I1"enhancer BI' sont  les cibles des facteurs de régulat ion négative, quand  i ls 

sont intégrés au génome cel lulaire ; ( i i i )  en l'absence de  ces séquences, l 'ADN 

v i ra l  pou r ra i t  s ' in tégrer  dans une région du génome cel luiaire ayant  des 

séquences "enhancers" p lus  fortes. 

Hen e t  al. (1983) on t  établ i  l 'existence d 'une homologie de séquence 

importante en t re  le "corel' de I1''enhancer A" e t  celui de SV40 (Tableau 9) ; e t  

Hear ing e t  Shenk (1983a) en t re  le core de I'l 'enhancer 6" e t  celu i  d u  v i r u s  d u  

polyome (Tableau 8). Sont-ils des cibles pour  les facteurs de régulat ion 

négative ? 

Des délétions dans les éléments "enhancers" de SV40 e t  d u  v i r u s  d u  

polyome permettra ient  d 'é lucider cet te question. 

1.2- Dans le processus de transformation cel lulaire 

Seuls les adénovirus appartenant aux sous-groupes A e t  B sont 

capables de produi res  des tumeurs chez le hamster nouveau-né. Far contre,  

tous les adénovirus (sous-groupes A à F) sont  potentiellement capables de 



t ransformer les cellules primaires de mammifères. Les cellules transformées 

peuvent fréquemment p rodu i re  oes tumeurs chez les rongeurs,  e n  par t icu l ie r ,  

s ' i ls sont imrnunodéprimés. 

II est  convenu, pour  la p l upa r t  des recherches su r  la t ransformat ion que 

ce processus ressemble, d u  moins aux stades in i t iaux,  à l ' induct ion tumorale 

chez les animaux. Une observation v ient  appuyer cet te hypothèse : les cel lules 

prélevées des tümeurs v i ro- indui tes e t  établies en cu l tu re  sont iden t iques aux 

cellules transformées en cu l ture .  Chez les adénovirus, le but pr inc ipa l  d e  ces 

études est  d ' ident i f ie r  les p rodu i t s  des gènes impliqués e t  de  caractériser leu rs  

fonctions biologiques e t  biochimiques (Bran ton  e t  al. , 1985a). 

Les adénovirus sont largement répandus chez les humains e t  sont 

responsables de plusieurs maladies, parnii lesquelles : gastroentér i tes,  in fec t ion 

des t rac tus  respiratoi res supér ieur e t  in fér ieur ,  kératoconjonctivi tes (Tableau 

3 ) .  Par contre, jusqu'à présent, les adénovirus n 'ont  pas été incriminés dans 

l 'appar i t ion de  cancers humains. Gien que les adénovirus puissent t ransformer 

les cellules de rongeurs,  la t ransformat ion oncogénique des cellules humaines en 

cu l tu re  n'a jamais été obtenue avec ces v i rus ,  mais seulement avec des 

fragments, non infect ieux, de l 'ADN v i ra l .  

Les régions E1A e t  E1B sont impliquées dans le processus de 

transformation cel lulaire. Quatre produi ts  majeurs de  ces régions : 289R e t  243R 

pour  E lA ,  496R e t  175R pour E l  B,  sont responsables de ce phénomène (B ran ton  

e t  al., 1985a ; Baker and Berk ,  1987). - 
Lorsque la récjion E1A est  seule, elle peu t  immortaliser des ceilules e t  les 

t ransformer à l'aide d'un gène hétérologue (Ex. Ha-ras). - II est possible qu'e l le 

soit  le pr inc ipa l  agent impliqué dans ce processus. L'Ad5 (Ad2)  t ransforme p lus  

efficacement les cellules BRK que 11Ad12. Les p rodu i t s  majeurs de  la région E1A 

de chaque sérotype seraient responsables de  cet te  aif férence. Ces protéines 

possèdent deux exons et ,  en construisant  des plasmides hybr ides  en t re  l 'Ad5 e t  

l'Ad12 (Fig.  26), Jochemsen e t  al. (1984) on t  déterminé que le premier exon  de 

l 'Ad5 éta i t  responsable de l 'eff icacité de la transformation. 

Pour déterminer le rôle des séquences situées en amont d u  promoteur E1A 

des Ad5 e t  Ad12, dans le processus de transformation, des plasmides hyb r i des  

on t  été const ru i ts  en u t i l i sant  le s i te de I'enaonucléase - Pvul l ,  s i tué en amont d u  



moti f  "TATAAI' .  Le plasmide pVM 1212 code pour  les p rodu i t s  de la région E1A 

de l 'Ad12 e t  le pVM 1205 pour ceux de 11Ad5. 

Le nombre de foyers  obtenu avec le pVM 1205 e t  le pVM 214 (E1A de 

I'Ad2) est p lus  important  que celui obtenu avec les plasmides pVM 1212 et  

pVM 1201 (E1A de l 'Ad1 2) (Tableau 22). Ces résul tats conf i rment ceux obtenus 

pa r  Jochemsen e t  al. (1984) e t  montrent  que les séquences situées en amont d u  

promoteur des deux sérotypes, ne jouent pas un rôle fondamental pour  12 

transformation cellulaire. 

Les domaines 1 e t  2 d u  premier exon (F ig .  24)  on t  été définis comme 

essentiels dans le processus de  transformation cellulaire, malgré quelques 

résu l ta ts  discordants quant  au rô le de chaque domaine (Kuppuswarny and 

Chinnadurai,  1987 ; Li l l ie  e t  al., 1987 ; Schneider e t  al., 1987). Le rô le des 

séquences situées en t re  le si te - P v u l l  (-13 nt de la "TATA  box")  e t  le si te 

accepteur d'épissage n 'est  pas 'encore bien déf in i .  II est  encore p lus  complexe 

d 'expl iquer le (s)  mécanismes ut i l i sé(s)  par  les produi ts  de  la région E1A pour  

assurer leurs  fonctions. 

Subramanian e t  al. (1988) on t  cons t ru i t  des mutants dans la par t ie  

N-terminale du premier exon de  la région E1A de I'Ad5. I l s  on t  observé une  

fo r te  baisse du pouvoir  t ransformant e t  de I ' induct ion de la synthèse de I 'ADN 

cel lulaire pa r  ces mutants, pa r  r appo r t  au v i r u s  de type  sauvage. II est  donc 

f o r t  probable que non seulement les domaines 1, 2 e t  3 (hautement conservés) 

mais aussi l 'extrémité N-terminale (non conservée) soient importants dans ce 

processus. 

Le p rodu i t  de IIARNm 13 S a, respectivement, 289R pour  l 'Ad2 (AdS),  

262R pour  l 'Ad3 e t  266R pour I1Ad12. De même, le p rodu i t  de IIARNm 12 S 

possède 243R pour  l 'Ad2 (AdS), 231R pour  l 'Ad3 e t  235R pour  I'Ad12. II est 

possible que la dif férence de ta i l le  de ces deux protéines puisse ê t re  impliquée 

dans ce processus. Alors, comment agissent-i ls ? 

Le taux  de  t ranscr ip t ion de  ItARNm 13 S est  p lus  important  que  celu i  du 

12 S. Les domaines 1 e t  2 du premier exon sont associés p lus  directement à la 

transformation cellulaire, la "transrépressionl '  e t  l ' induct ion de la synthèse de  

I 'ADN cel lulaire. Le domaine 3 a insi  que  les t r o i s  résidus du deuxième exon sont 

associés à la transactivat ion. II est  possible que  : ( i )  la protéine de  289R 



vienne act iver les gènes responsables pour  la t ranscr ip t ion - facteurs de 

régulat ion posi t ive ; ( i i )  la protéif le de 243R vienne répr imer  les gènes 

1 d'auto-régulation de la cellule, e t  pa r  conséquent, modifier la "machinerie 

I cel lulaire" - induct ion de la synthèse de l 'ADN cel lulaire. 

.Hen e t  al. (1985) e t  Li l l ie e t  al. (1986) ont proposé que  les séquences 

"enhancers" pourra ient  Gtre des cibles pour  les facteurs ce1 lulai res dans le 

processus de transformation. Cette proposi t ion a été contestée pa r  Schneider e t  - 
al. (1987). - 

Les séquences "enhancers" ou la "TATA  box"  pourra ient  ag i r  conime cibles 

pour  les facteurs de régulat ion posi t ive e t  négative. 

2- La séquence "poison1i 

La séquence située ent re  le s i te de  I1endonucléase P v u l l  (posit ion 2066 - 
p b )  e t  l 'or ig ine de  répl icat ion (posit ion 2536 p b )  (Fig. 38 e t  40) des plasmides 

pBR 322 e t  pKH 47 a été impliquée comme agent de régulat ion "négative" 

("poison") de la t ranscr ip t ion e t  de la répl icat ion de I lADN (Lusky  and 

Botchan, 1981 ; Peterson e t  al., 1987). En délétant cet te séquence d u  plasmide 

p2 E lAcat ,  le taux d 'ac t iv i té  CAT d u  nouveau plasmide obtenu (pVM 295) 

augmente de 23 fois (Tableau 26, F ig  . 37). 

A l ' in tér ieur  de cette séquence sont situés : (a) le si te "bom" (I1basis o f  

m ~ b i l i z a t i o n ' ~ )  ; ( b )  le s i te "n ick" ; (c )  une s t r uc tu re  cruci forme potentiel le 

[F ig  . 38 e t  39). 

Pour déterminer le rô le de cet te séquence dans le système E1A de 

l 'adénovirus, des études au niveau t ranscr ipt ionnel  (gènes - cat e t  - néo) e t  de la 

t ransformat ion cel lulaire sont effectuées. 

L'ne délét ion en t re  les sites T t h l l l l  (2219 p b )  e t  Ndel (2297 p b )  (pVM - - 
298) élimine le s i te "n ick" mais non le si te 'Ibomli, ni la s t r uc tu re  cruci forme 

(Fig. 38). L 'ac t iv i té  CAT de ce plasmide est légèrement p lus  élevée que cel le du 

p2 E lAca t  (Tableau 26). Ceci démontre que la séquence "poison" est si tuée 

ent re  le s i te  - T t h l l l  l (2219 p b )  e t  le s i te  Pvü l  l (2066 p b )  (Fig.  38 e t  40). - 



Actuellement des plasmides sont en cours de construct ion de façon à 

éliminer soit  le s i te "boml', soi t  la s t r cc tu re  cruciforme pour  déterminer s i  l 'une 

ou l 'autre de ces séquences (peut  ê t re  les deux)  sont responsables de la 

régulat ion. 

L'élimination de la séquence "poison", soit au niveau de l 'act iv i té "NEO", 

soi t  lo rs  de la transformation cel lulaire, f a i t  augmenter le nombre de  foyers, par  

r appo r t  aux plasmides d 'or ig ine (Leite, J. P.C., Cousin, C . ,  Heysen, A., and 

D'Halluin, J .C., manuscr i t  en préparat ion).  

La séquence f'poisonf' n ' in terv ient  pas dans le phénomène de 

"transdominance" car  le plasmide p2 E1Acat (avec séquence "poison") e t  les 

plasmides pVM 295, pVM 296 e t  pVM 297 (sans séquence "poison"), sont inh ibés 

par  les p rodu i t s  de la région E1A de l 'Ad3 (pVM 31 2) (Fig.  37). 



n N C L U S I O N  G E N E R A L E  

P E R S P E C T I V E S  



Nos études on t  mis en évidence que chaque sérotype d'adénovirus (Ad2, 

Ad3 e t  Ad121 ava i t  une organisation part icul ière quant  aux t ro is  promoteurs de 

la région E1A. Cette organisation confère une act iv i té  p rop re  à chaque 

promoteur e t  ne do i t  en aucun cas ê t re  modifiée. 

Les deux séquences "enhancers A e t  BI' sont importantes pour  l 'ac t iv i té  d u  

promoteur E1A de IfAd2. Ces séquences, présentes chez l 'Ad3 e t  11Ad12, mais 

ayant une disposit ion di f férente,  doivent  jouer le même rôle. Pour le démontrer, 

des modifications dans leur  s t r uc tu re  pour ron t  ê t re  effectuées, e t  celles-ci 

permettront  de dé f in i r  leurs  fonctions. Cette étude sera p lus  avantagée s i  elle 

est accompagnée d'une analyse supplémentaire des facteurs cellulaires. Certa ins 

facteurs ce1 lulai res reconnaissent des sites présents en amont du promoteur E l  A 

cie l 'Ad2 et, éventuellement celui de  l'Ad3 e t  de 11Ad12. La comparaison des 

séquences reconnues permettra peut  ê t re  de confirmer not re  hypothèse ini iale : 

d i f férents  facteurs cellulaires reconnaissent l 'organisation d i f férente  de chaque 

promoteur E1A (Ad2, Ad3 e t  Ad12). 

Les moti fs "TATAA"  sont dif férents pour  les t ro i s  sérotypes d'adénovirus. 

Comme la t ransact ivat ion est  un processus ind i rec t  e t  qu'une des séquences 

18consensus" présente en amont d 'une majorité de promoteurs est  la " T A T A  

box",  il est  possible qu'elle soit  la c ib le des facteurs de régulat ion posi t ive e t  

négative. Nos résultats, a insi  que ceux d 'autres groupes, sont en accord avec 

cet te proposit ion. Des mutations ponctuelles dans la "TATA  box"  permettront  

une analyse p lus  f ine e t  une confirmation probable de cet te hypothèse. 

Le rô le des produi ts  des ARNm 12 S e t  13 S est  encore assez controversé. 

Récemment, p lusieurs groupes ont  déf in i  le rô le des domaines 1 e t  2 d u  premier 

exon, communs aux deux ARNm, ainsi  que d u  domaine 3 qui est  spécif ique à 

I'ARNm 13 S, à l 'exception des t ro is  résidus d u  deuxième exon communs aux 

deux ARNm. Nos résul tats montrent  une régulat ion d i f férente  pour  les p rodu i t s  

des ARNm 12 S e t  13 S de  l 'Ad3 e t  de 11Ad12, pa r  rappor t  à ceux de I 'Ad2. 

Une transdominance par  les deux adénovirus oncogènes est  assurée sur  celui 

non oncogène. Les produi ts  des ARNm 12 S e t  13 S de I 'Ad3, exprimés 

séparément ou ensemble, inh ibent  les promoteurs E1A e t  E3 de 11Ad2. Dans ce 



même cadre, il serai t  souhaitable de dé f in i r  le rô le des produi ts  de la région 

E IA  de l 'Ad1 2 exprimés individuel lement. 

II est cependant d i f f i c i l e  de comprendre pourquoi  les protéines de la région 

E1A de l'Ad3 e t  de  IfAd12 stimule leur  p ropre  promoteur e t  inh ibent  ce lu i  de 

I'Ad2. 

Les produi ts  de  la rég ion E1A de l 'Ad2 st imulent les promoteurs E l  A ,  E2A 

et  E3 des Ad2, Ad3 e t  Ad12. Nous avons observé une  faible régulat ion négat ive 

due au p rodu i t  de I'ARNm 12 S de l 'Ad5 sur  le promoteur E1A de 11Ad2. Ce 

même p rodu i t  stimule le promoteur E2A mais non le promoteur E3 ae I1Ad5. En 

amont des promoteurs E1A e t  E3 il existe une séquence "TATA box",  qui est 

absente pour  le promoteur E2A. Cette séquence est probablement la c ib le  de 

régulat ion négative di recte ou indirecte de ce produi t .  Par contre, le p rodu i t  

de I'ARNm 13 S de  l'Ad5 st imule à un taux élevé ces mêmes promoteurs. 

La tai l le des protéines de la région E1A de l 'Ad2 est  p lus  grande que  celle 

de l 'Ad3 e t  de 11Ad12. II est  possible que cette d i f férence soit importante au 

niveau des processus de  transactivat ion, " t ransrépression" e t  t ransformat ion 

cel lulaire. Des v i r u s  ou plasmides hybr ides  en t re  ces d i f férents  produi ts  (Ex.  

289R Ad2 e t  235R Ad12 ou  243R Ad2 e t  266R Ad12),  pour ron t  se rv i r  à dé f i n i r  

leur rôle. Quant à la fonction des produi ts  des ARNm 11 S, 10 S et  9 S, elle 

est toujours inconnue. 

Pour approfondir  l 'é tude de la transdominance deux approches sont 

envisagées : a) l 'obtention de  lignées cel lulaires de singe e t  de hamster 

transformées par  l 'Ad3 a f i n  d 'é tud ier  le comportement de l 'Ad2 dans ces cellules 

; b )  l 'étude aes facteurs cel lulaires qui par t ic ipent  à ce processus. 

Ces études, b ien que  préliminaires, donnent une modeste idée d e  la 

complexité des promoteurs v i r aux  alors que leur s t r uc tu re  est simple comparée à 

celle de la "machinerie" cel lulaire. Le promoteur E1A q u i  contrôle l 'expression 

de c i nq  p rodu i t s  majeurs, permet quand même un "début" de compréhension de 

l 'organisation de systèmes p lus  complexes. Le binôme cel lule-virus pourra,  dans 

u n  délai assez b re f ,  f ou rn i r  des réponses aux problèmes de l 'expression e t  de 

la régulat ion des gènes de  la cellule eucaryote. 





CULTURE CELLULAIRE 

Cellules en culture monocouche (Culture stationnaire) 

1 .l- Lignées continues 

, - 
Les cellules HeLa , KB8 , KBg6 , KBls e t  HEK-293, sont 

cultivées dans des flacons (FALCON de 175 cm ), à une température de 37OC, 

en milieu DULBECCO (Flow) contenant 5 % de sérum de veau foetal e t  5 % de 

sérum de veau nouveau-né, 6 -irradié. 

Les cellules décollées au verséne-trypsine (EDTA 3 mM, NaCl 137 mM, 

Na2HP04-2H20 16 mM, KCI 2.7 mM- trypsine lmglml) sont reparties dans des 

bottes de Pétri (FALCON de 60 mm de 0) à 6 5x10 cellules par boite, 

dans un volume de 5,O ml du  milieu initial. 

1.2- Cultures primaires 

t e s  cetlutes BRK sont mises en cutture apres traitement -a la 

trypsine-PSA (2.5 pglml  - KCI 5,4 mM, NaCl 137 mM, NaHC03 4.2 mM, glucose 

5,s mM, rouge de phénol 5 mgl l ,  pH 7,5 ; pénicilline 75.000 ulml, 

1; streptomycine 50 mglml, fongizone 5 ~ g l m l ) .  Les cellules, centrifugées à 20° C, 

1,' 5 min à 1 .O00 g, sont reprises dans 20 ml de milieu MEM (Milieu Minimum 

Essentiel) contenant 20 % de sérum de cheval, puis mises en cul ture dans des - 
flacons ( Falc et  incubees à 37O C. 

Les cellules KB3 sont maintenues en suspension à 37OC dans des 

1 MspinnsrsN, avec du milieu MEM modifié par JOKLIK (FI3 - Flow) e t  contenant 

5 % de sérum de cheval décomplémenté. 



II- OBTENTION DES PARTICULES VIRALES ET TITRAGE PAR NOMBRE DE 

FOYERS FLUORESCENTS 

- Les adénovirus de sérotype 12, 3, 2, 9 e t  4 appartenant respectivement 

aux sous-groupes A, B, C, D et  E sont obtenus aprés multiplication dans des 

cellules KB3 en suspension. Les cellules, à la concentration de 4.5X10 5 

celluleslmt, sont centrifugées à 2.000 g, 10 min, à 30° C. Le culot cellulaire est 

repr is  dans du milieu F13, sans sérum (1120 du volume init ial).  Les cellules 

sont infectées à raison de 20 particules virales par cellule. Après 1 h 

d'adsorption virale à 37O C, sous agitation, la suspension cellulaire est diluée 20 

i fois dans du milieu F I3  contenant 2 % de sérum de veau. 

Le cycle v i ra l  se déroule pendant 40 h à 37O es infectées sont 

1 alors centrifugées à 2,000 g 10 min, i3 4O C. Le culot  cellulaire est  repr is  dans 

une solution de T r i s  hypotonique (Tris-HCI 10 mM, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM, 

pH 8 1 . Après t ro is  cycles de congélation(-70° C)-dé~ongélat ion(37~ C )  et  

addition d'un volume égal de fréon 113, la suspension est homogéneis6e t ro is  

minutes à l 'u l t ra-Turrax. Les débris cellulaires sont éliminés par centri fugation 

à 6.500 g 20 min, à 4O C. La phase aqueuse est reprise, déposée s u r  un 

coussin de CsCl de densite (d) 1,43 et  centrifugée 1 h d 110.000 g, à 4O C. 

Les part icules virales, concentrées en une bande opalescente, sont récupérées à 
- l'aide d'une seringue e t  repurif iées s u r  gradient isopycnique de CsCl ( d  = 1,345 

par  centri fugation à 70.000 g 16 h, à 4O C. Les particules sont récoltées, + 
diluées dans du glycérol (v :v)  e t  t i trées avec un immunsérum ant i -adhovi rus 

selon la technique du nombre de foyers fluorescents (Thiel and Smith, 1967). 

I l l -  ENZYMES UTILISES 

L'acétyl coenzyme A, les endonucléases de restr ict ion, Il ADN ligase d u  

phage T4, ItADN polymérase de Klenow, la désoxyribonucléase l ib re  d h c t i v i t h  

ribonucléasique, I~exonucléase - Ba131 , la nucléase SI  , la protéinase K, la 

ribonucléase T l  , la ribonucléase A, le lysozyme e t  les oligonucleatides-liens 

("linkersl'), proviennent de chez Amersham, Appligene, Biolabs, Boehringer ou 

BRL e t  sont uti l is6s selon les recommandations prescrites pa r  le fabricant. 



IV- TRANSFORMATION BACTERIENNE 

1 - Transformation sur HBlOl 

La souche bactérienne HBlOl est un hybride -- E. coli K-12 - E. coii B. -- 
Son génotype est : Pro, Leu, Thi, Lacy, hsd20, endA, recA, rpsL20, ara-14, 

galK2, xyl-5, mtl-1 , supE44. Elle est employée pour l'obtention et  I'ampl'ification 

de plasmides en vue de leur purification. 

Les bactéries sont cultivées, sous agitation à 37O C, dans 30 ml de milieu 

LB (extrai t  de levure 5 g/ l ,  peptone 10 g l l  - DIFCO, NaCl 5 g / l ) .  Quand la 

culture atteint une de 0,6, elle est centrifugke à 6.000 g 10 min, à 4 O  C. 

Les bactéries sont la&& deux fois dans 20 ml de CaC12 0.1 M . Le culot 

bactérien, repris dans 20 ml de 4O C, puis 

centrifugé une dernière fois. 

Les bactéries sont resuspend et reparties 

en aliquotes de 0,1 ml. Chaque aliquote est mise en contact avec 25 VI d'une 

solution d'ADN transformant. Aprés 20 min dans la glace, cinq chocs thermiques 

t37O C - Qo C) sont effectués; la suspension est conservée 15 min à 4 O  C. 1, 

ml de milieu 2XTY (extrait de levure 10 g/I ,  tryptone 16 g/l - DIFCO, NaCl 

- g / l )  sont ajoutés, la suspension est mise en agitation 45 min à 37O C; 0,2 ml ou 

. 0,8 ml sont étalés sur des boites de PBtri contenant du  milieu LB gélasé (15 g / l  

- DIFCO) e t  Il  antibiotique servant de marqueur de résistance. Les boites sont 

incubées 18 h 37O C et les clones résistants sont isolés. 

2- Infection sur JM107 

La souche bactérienne JM107 est un hybride -- E. coli K-12 - -- E. coti 6, 

son génotype est : endAl, gyrA96, Thi, hsdR17, supE44, relAl , A (lac-proAB) , 
FI, kra036, pro A', pro B', laclq , lac2 AMI 4. 

Le protocole est identique à celui décrit pour la transformation sur HBlO1, 

jusqu'à l'étape des chocs thermiques. 40 VI d'une solution de bïuo-gal 

à 20 mglm1 (BRL) et  24 VI dtlPTC à 24 mglm1 (BRL) sont ajoutés à chacun des 

deux tubes contenant 3,5 ml de gélose LB (7 g / I )  ii 56O C. 10 p l  de bactéries 

compétentes sont alors ajoutés dans un  tube et  110 VI dans l'autre tube. A 

chaque tube sont additionnés 200 VI de milieu LB contenant la JM 107 

0,3). Le contenu des tubes est mélangé et  coulé uniformément sur  une boîte de 



Phtri contenant du milieu L B  gélosé. Après solidification du milieu, les bottes 

sont canservées 18 h à 37O C. 

3- Sélection de  clones 

3.1- Méthode des lutailleslu 

Les bactéries sont mises en suspension dans 500 MI de tampon TE 

(Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,O) e t  centrifugées 10 min à 5.000 g, i3 4O 

C. Le culot est  resuspendu dans 60 VI d'une solution TBE-25 % saccharose (T r i s  

89 mM, EDTA 2.5 mM, H3B03, 89 mM, pH 8.3) contenant du lysozyme à raison 

de 10 mglml e t  de la ribonucléase A à 50 vglml. Les bactéries sont ensuite 

déposées s u r  gel duagarose à 0,8 % contenant 8 ng lml  de BrEt. A chaque 

échantillon sont additionnés 20 pl d'une solution de SDS 1 %, BB0 0,005 %, 

saccharose 50 %, tuée 90 V pendant 4 h 

(Echardt, 1979). 

3.2- Méthode de dénaturation par la chaleur 

Le culot  de bactéries est resuspendu dans 1 ,O ml de la solution 

suivante: sucrose 8 %, t r i t on  XI00 0,5 %, EDTA 10 mhl, Tris-HCI 50 mM p H  8,0, 

additionnée de 35 ~1 de lysozyme 3 10 mglml, puis les échantillons sont mis à 

ébullit ion pendant 60 sec. Aprés une centri fugation de 10 min à 12.000 g le 

surnageant est précipité à Iuisopropanol, centri fugé 20 min à 12.000 g e t  séché. 

Après dissolution, IlADN est  dialysé e t  analysé à l'aide dlendonucléases de 

restr ict ion (Holmes and Quigley , 1981 ) . 

3.3- Isolement e t  sélection des phaqes 

Les plages de lyse sont prélevées e t  mises en suspension dans 

1,0 ml de tampon SM (NaCI 10 mM, MgS04 8 mM, Tris-HCI 50 mM pH 7.0, 

gélatine 0,1 gl l) .  Deux mill if itres de milieu LB contenant les bactéries JM 107 

0.3) sont ajoutés, e t  la suspension est mise en agitation à 37O C, 4 h. 

Cette suspension est ensuite centrifugée 10 min à 8.000 g, d 4O C et te 

surnageant est récupéré e t  conservé à 4O C. 200 pl du surnageant sont 

mélangés d 30 pl d'une solution : SDS 2 %, EDTA 0,2 M, BB0 0,2 % , glycérol 

50 %. Aprés agitation e t  incubation à 6S0 C pendant 10 min, le lysat  est dépose 

sur  gel d'agarose à 0,6 % e t  I1électrophorése conduite à 30 V pendant 18 h. 



V- PURIFICATION DES PLASMIDES 

Les clones sélectionnés sont mis en suspension dans 30 ml de milieu LB 

c k t e n a n t  un antibiotique (ampiciiline 50 vg lml)  pendant 3 h à 37O C, sous 

agitation. D ix  mil l i l i tres de suspension sont ajoutés à 200 ml d e  miiieu LB e t  

incubes à 37O C, sous agitation, jusqufd obtention d'une DO580 de 1 ,O; 1 ,O ml 

de çhloramphknicol à 34 mglml est additionné e t  la cu l tu re  laissée 18 h sous 

agitation. La suspension est centri fugée 10 min 8 6.000 g, à 4O C e t  le culot 

k' resuspendu dans 3.0 ml de Tris-HCI 50 mM pH 8.0, saccharose 25 %. Les ~ 3 .  - *.& bactéries sont conservées à 4O C e t  1 ,O ml d'une solution de lysozyme à 1Q 

- mglml est ajoutée. Aprés 5 min, 1 ,O ml dlEDTA 0,2 M est additionné e t  les 

bactéries sont alors conservées pendant une période égale dans la glace. Cinq 

ml d'une solution Tris-HCI 50 mM pH 8,0, EDTA 20 mM, Tr i ton  0,01 % sont 

ajoutés et  les débris cellulaires sont sédimentls par centri fugation à 150.000 g 

45 min, à 4O C. 8,6 ml de surnageant sont ajoutés à 8.6 g de CsCl e t  86 VI 

d'une solution à 5 mglm1 de BrEt.  Aprés une centri fugation de 300.000 g 20 h, 

à 16O C la bande d'ADN plasmidique est  récupérée, le B rE t  éliminé par  extraction 

à l~isopropanol e t  les plasmides dialysés contre d u  tampon TE (Sinsheiner, 

1977). 

+ VI- HYBRIDATION 

1- Obtention de IIARNm 13 S de l'adénovirus type 3 
I 

L'infection des cellules KB3 par l'Ad3 est ef fectule selan la technique 

prkkdesnment décrite (cf. 1 I ) . 
3 Les ARNm sont marquér pa r  la ( H)-5,G-uridine (56 CiImMole - CEA) en 

présence de cycloheximide (25 yglml) .  Six heures p.i. les cellutes sont 

centrifugées 10 min d 2.000 g, à 4O C, lav les deux fois dans d u  sérum 

physiologique e t  reprises dans 40 ml d'une solution contenant : Tris-HCt 100 mM 

pH 7.0, MgCI2 2 mM et  NP40 0.02 %. A p r k  10 min dans la glace. les cellules 

sont rompues à l'aide d'un homogénéiseur de type "Dounce" e t  un volume de - 
NaCl est additionné pour  atteindre une concentration finale de 0,15 M, puis  Iton 

centr i fuge 10 min à 2.000 g, à 4* C. 
* 8 

A .  . , 
Le rutnageant est  m(ling6 vlv d du TSE (Tris-HCI 10 @ pH 7,0, -%s~('-.- 

* 150 .mM, EOTa 5 mM, 505 1%). A p r k  hr#noeii6n&isatimp trois axtrac-tims viu;d+-l I. 

p h 4 n o l - ~ h l o f o f o r m d - ~ ~ ~  suivi- d. trdr &traction$ vl ;  par Js6thar &hylfqw : 
. -  

:'-.&t. ,L < . , , , - -  ~ A % . . , ?, ; . : &  ,$ +-{+h4 ( Y  
-, , +. ,! . ,.+: 

' . 
, - 



La phase aquéuse est récupérée e t  après addition d'acétate de sodium (300 
\ 

mM final), deux cycles de précipitation à l'éthanol sont effectués, 

2- Préparation, obtention e t  purif ication de l'ADN simple brin ZI p a r t i r  d u  

phage Ml3 

D ix  1~g de plasmide pVM 313 (Leite e t  al., 1986) sont coupés par 

BamHl e t  - Hindl Il. Après électrophorèse sur gel d'agarose 0,6 8 un fragment 

d'ADN (bande B)  est récupéré par découpage de I1agarose e t  t ro is  cycles de 1 - 
congélation (-70° C)  - décongélation (37O C) sont effectués. L1agarose est f i l t r é  

sur  f i l t r e  llmillexli (20 pm) e t  minicolonne 'elutipll (Schleicher e t  Schuell), cette 

dernière ayant été préalablement équilibrée à l'aide de tampons : haute force 

ionique (NaCl 1 M, Tris-HCI 20 mM, EDTA 1 mM, pH 8,O) e t  basse force 

ionique (NaCl 200 mM, Tris-HCI 20 mM, EDTA 1 mM, pH 8,O). LIADN Blué dans 

le tampon à haute force ionique ipi té à I1éthanol. 

La forme réplicative de I1ADN bactériophage hi 3 mp19, coupée pa r  les 
1 

mêmes enzymes, est précipitée à l'éthanol avec le fragment 6 précédemment 

obtenu. L'ADN est centri fugé 30 min à 12.000 g, à 4O C, séché e t  resuspendu ' 

- .. 

dans 40 p l  d'eau, Une dialyse de 20 min est effectuée su r  membrane mill iporti 

(20 um) ; ensuite sont ajoutés 4 p l  de tampon ligase XI0 (Tris-HCI 0,s M pH 

7.4, MgCI2 0.1 M. dithiothreitol 0.1 M, spermidine 10 mM, ATP 10 mM, BSA 1 

mglml) e t  une uni té d'ADN Ligase d u  bactériophage T4. L'ADN est conservé à 

16O C pendant 18 h e t  servira par la suite à la transfection de la souche 

bactérienne JM107 (cf. IV-2). 

L'amplification des phages (cf. - 3 . 3  est obtenue par infection d e  la, 

souche JM107 (DO580 0.1) dans 200 ml de milieu LE3 e t  la cu l ture est  IaissBa 18 

h à 37O C sous agitation. Les bactéries sont centrifugées à 6.000 g 10 min, 9.4O 

C et I1ADN contenu dans le surnageant est précipité par du poly~thy l4neglyeol '  .. 
6005 à 60 % e t  NaCl 14,6 8 f inal. A p r k  1 h 4O C, la solution est c e n t r i W b  

30 mSn i3 12.Q00 g, A 4O C. Le culot est resuspendu dans 100 pi de tampon TE, 

deux cycles d1extraction au phdnol-chloroforme-TSE puis éther sont effectués, 

suivis d'une p r k i p i t a t i o n  d l'éthanol (Eggerding and Pierce, 1983). 

Hybridation ADN - ARN et  ARN - ARN 

Un  mitligramme dlARN et 100 p g  diADN simple brin sont resuspendus 

dans 1 ,O mf de tampon d'hybridation (formamide 80 5, PIPES 40 mM pH 6,4, 

NaCl 400 mM, EDTA 1 mM). A p r b  10 min a 8S0 C, l e  mélange est incubé 15 h 

, '  



à 45O C, puis précipi te Ci Iféthanol e t  resuspendu dans 1,s ml de tampon TE. La 

solution contenant des hybrides ADN-ARN est ajustée à une densité moyenne de 

53 en Cs2S04, e t  centrifugée 40 h d 60.000 g, à 20° C. 

Le gradient est récolté par fraction de 0,3 ml e t  un comptage radioactif est 

effectué pour déterminer la localisation de l 'hybride ADN-ARN. Les fractions 

sélectionnées sont mélangées e t  dialysées contre du tampon TE pendant 4 h à 4O 

Aprés précipitation à l'éthanol e t  incubation 10 min à 8S0 C, les hybrides 

sont traités à la désoxyribonucléase (1UIpI) à 37O C en  présence de RNasine 

(inhibiteur de ribonucléase) (1 U/pg) . Deux cycles d'extraction au 

phénolfchloroforme e t  éther sont effectués, les ARNm sont précipités à l'éthanol 

en présence d'acétate d'ammonium (300 mM final), puis centrifugés 30 min à 

32.000 g à Y0 C e t  resuspendus dans 40 p1 d'eau contenant 250U de RNasine. 

Une banque d'ADN c Ion le protocole 

dlAmersham (cDNA Synthesis System RPN 1256). Ceux-ci sont coupés par 

BamHl e t  @dllf puis clonés dans le plasmide pKH 47 (BRL) coupé pa r  les - 1 mdines enzymes. Apres transformation de la souche Hi3 101, les coldnies sont 
1 sélectionnées en fonction de leur  taille, puis amplifiées e t  les plasmides sont 

purifiés. 

Leur analyse en gel de polyacrylamide (3,s à 8 %), aprés coupure pa r  des 

1 enzymes de restriction, a permis de sélectionner les clones désirés. Af in  da 

confirmer la nature de Il insert, les plasmides sont digérés, soumis à une 

Blectrophorése en gel d'agarose, transférés sur  membrane Biodine A (Pail) e t  

hybr ides avec. une sonde spécifique de 11Ad3 (Southern blott ing) . 

4- Méthode de transfert  dlARN (Northern) , d'ADN , {Southern) e t  

d'hybridation su r  membrane 

LIADN ou IIARN sont transférés du gel d'agarose sur une membrane 

Biodine A (Pall) par la méthode de Thomas (1980). La membrane est ensuite 

soumise à une température de 80° C, 2 h af in d'y fixer, par covalence, l'acide , 

nucléique transféré. 

L C ~  membmne subit une prdhybridat ion de 4 h à Sa0 C dans Ca s~lutfm . . 
1 5 X 5SPE (1). S X Dinhar t4s  (23,  SDS 0.3 %, ADN non hmologw d ( n h 3  
. .  

L L " .  
, thsrmiquement 150 ~ g l m l  , ~r&idt@ 50 %. r .  A .  . - 

< .  ' x , ' x ; . -  

. i.<-i - . % ' 1  i. 
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Phosphate Na/Na2 

EDTA 

(2) Denhardtls X 100 = 
Ficol I 

Polyvinylpyrrolidone 

Sérumal bumine bovine 

L'hybridation se fa i t  dans la même solutton a laquelle est ajoutée une sonde 
3 2 préalablement dénaturée thermiquement e t  marquée à l'alpha ( P)-dCTP ("nick 

translationM). 

b 4 Aprhs 18 h , p e m b r a  est lavée trois fois, O min, dans la solution 

phosphate Na/Na2 5 mM pH 7.0. EDTA 1 mM, SDS 0.2 % . 
5- Préparation de sonde par I1nick translation1' 

Le plasmide pVM 312, coupé par - BamHl, est marqué à l'alpha 
32 

( Pl-dCTP à l'aide de I1ADN polymérase I e t  d'un ensemble de réactifs ( l 'k i tw) 

selon les recommandations faites par le fabricant (Boehringer-976 776). 

VI I -  CONSTRUCTION DU PLASMIDE N'EXPRIMANT QUE LIARNm 12 S DE LA 

REGION E1A DE LIADENOVIRUS TYPE 3 

Le plasmide pKH 47 est coupé par  - Dral. A u  moment de la l igature avec 

- l'ADN ligase du bactériophage T4, le "linkerl' - Sall est additionné. Les clones 

teR sont sélectionnés e t  le plasmide ampliÏi6 e t  pur i f ié  (pKH 470ra-). Apres - 
coupure par - EcoRl e t  digestion partielle, - Salt, la bande B est récupérée, 

I Le plus grand fragment du plasmide pSP 64 (Boehringer) coupé par - Satl e t  

.BamHI est  cloné avec la bande B du plasmide pVM 312 coupé par  les mêmes 

enzymes. De ce clonage résulte le plasmide pVM 431 . La bande B d e  ce I - 
plasmide coupé par - EcoRl e t  - Sall est clonée avec la bande B du plasmide pKH 

1 4 7 ~ r a -  coupé de facon similaire. Ces deux bandes sont à l'origine du  plasmide 

pVM 329. Ce dernier est digéré par Itendonucléase - Dral e t  un "linkertl - Xbal 

est ajouté (pVM 312Xba). Aprés coupure par - Xbal, une digestion en cinetique . 



par - Ba131 est effectuée ainsi que l'addition d'un "l inker" Xbal. Les clones sont 
7 

séiectionn4s, les .plasmides amplifies e t  purif iés. Aprés analyse un clone est 

choisi exprimant IIARNm 12 S de la région E1A (pVM 325). 

V I  II-TECHNIQUES ELECTROPHORETIQUES 

La concentration du gel dtagarose varie de 0,6 à 2 %, selon la  tail le 

du fragment dlADN à isoler. LtADN est mélangé v / v  avec BB0, déposé s u r  le 
gel contenant du BrET e t  I'blectrophorése est effectuée dans du tampon TBE 

La concentration du gel varie de 3,5 à 8,O % (rapport  acrylamide 

/ bis-acrylamide 29/1). L'électrophorèse dans d u  tampon TBE dure  16 h, A un 

voltage constant de 30 Y. Un  melange de bleu de bromophénol 0,05 à c?t de 

xylène cyan01 0,05 % (BB0X) est uti l isé comme témoin de migration. 

2.2- Pour la séparation des br ins d'ADN 

LtADN est marqué en 3' à Italpha ( 3 2 ~ ) - d ~ ~ ~  pa r  l'action de 

l'ADN polymérase de Klenow, dénaturé 10 min à 100° C, puis déposé s u r  gel 

dlacrylamide 5 % (rapport  acrylamide t bis-acrylamide 5/0,1) . Aprés 16 h 

dtélectrophorèse à 200 V, le gel est mis en autoradiographie pendant 30 min, 

L1ADN simple b r i n  est récupéré et électro-41~6. 

3- Gel de polyacrylamide dénaturant pour le séquençage, la 

cartographie SI  e t  IIARN protection 

L8éiectrophor&se se poursui t  en gel dlacrytamide 5 à 8 % ( rappor t  

acrylamide 1 bis-acrylamide 38/23, contenant de l'urée (42 %). Aprés une 

migration de 16 h à 200 V, le gel est placé 30 min dans une solution d'acide 

acétique 10 %, r incé à l'eau, puis seché e t  mis en autoradiographie. 



La bande dlacrylamide contenant I1ADN est déposée à la cathode d'une 

cuve contenant du tampon TBE 0.1 %, SDS 0,005 % e t  baignant dans d u  tampon 

TBE X2. Après 90 min à 200 V la polarité est inversae 30 sec e t  l'ADN 

récupéré sous un volume minimal de tampon. Aprhs deux extractions au phénol 

- chloroforme-TSE et une extraction à l'éther, 14ADN est précipité Iléthanol. ' 

SEQUENCACE DE L'ADN 

Les plasmides p2 ElAcat e t  p3 ElAcat sont séquencés par la ,méthode de 

terminaison d (1977). 

Les pet i  lasmides sont clonés 

dans I1ADN du phage Ml3 mp18 coupé par  Tes mêmes enzymes. Aprés sélection, 

amplification e t  purification des phages, IlADN simple b r i n  est obtenu. 

LIADN est mélangé avec la solution d'hybridation (Tris-HCI 10 mM pH 8,O ; 

MgCI2 5 mM) e t  une amorce (Ilprimer"). Le melange est placé 2 h A 6S0 C, puis  
-- 

transféré dans un tube contenant une aliquote de 5 VI d'alpha ( 3 2 ~ ) - d ~ ~ ~  (20 
I uCi). La réaction est faite d la temperature ambiante en présence d'un rnClange 

' 

de désoxynucIéotides - did8soxynucléotides ( B RL) e t  IlADN pol ymdrase de 

l- Klenow. A la fin de la réaction, IlADN est dénaturé 2 min à 100° C et  

effectuée 16 h à 220 V. 

CARTOGRAPHIE A LA NUCLEASE SI  

L'analyse à la nuclbase S I  se fait selon la méthode décrite par B e r k  et 

Sharp (1 978). Le plasmide pVM 31 2Xba, coupé par - BamH I , est marqué à l'alpha 

( P)-dCTP sur  l'extrémité 3' à l'aide de liADN polymérase de Klenow. A p d s  1 ,  32 

coupure par  - Xba1,les deux br ins  du pet i t  fragment sont séparés e t  le brin A 

mis à hybr ider  avec les ARNm de cellules préalablement transfectées pa r  les 

plasmides pVM 312, pVM 325 e t  pVM 335. Aprés digestion par la nucléase S I  - 

(800 U, 30 min, d 37O C),  les hybrides sont analysés su r  gel de polyacrylamide, 



XI- ARN PROTECTION 

Le plasmide pVM 431 subit  une déletion H ind l l l  (pVM 431dlHind); à par t i r  - 
iu plasmide linéarisé par Itendonuclease Hindl l 1 , l'enzyme ARN polymérase en - 

utii isant le promoteur du phage SP6, synthétise des ARNm comptémentaires * 
( ARNm) aux produits de la région E1A de 11Ad3, marqués à l'aide de l'alpha 
32 

( P)-dUTP ("Ki t  SP6 Systemu-Amersham-RPN 1506). 

Les plasmides pVM 312, pVM 325 e t  pVM 335 sont transfectés dans les 

cellules HeLa e t  les ARNm extrai ts 40 h aprés la transfection. Les ARNm sont * 
hybridés avec I l  ARNm synthétisé, selon la technique décrite antérieurement * 
(cf.VI-3). Les hybrides ARNm-ARNm sont dilués (10 fois) dans le tampon 

suivant : Tris-HCI 10 mM pH 7,6, EDTA 5 mM, NaCl 500 mM, contenant 40 

ciglml de ribonucléase A e t  2 pglml de ribonucléase T l .  Après 1 h d'incubation 

à 30° C, sont ajoutés 20 H I  de SD 50 ug de protéinase K e t  le mélange 

est incubé 1 h à 30° C. E , une extraction est effectuée au 

phénol-chloroforme-TSE, suivie d'une précipitation à l'éthanol en présence 

d'acétate d'ammonium 300 mM final e t  de glycogène (5pg) (Boehringer). AprQs 

centrifugation à 12.000 g 20 min, à Y0 C, le culot est repr is  dans 20 p l  d'eau e t  

-- -26-- TI- de- m @ X ,  - e t  tes échantil tans matys& -sur  gel dénaturant -3 - 5- - %- -- 

d'acry lamide. 

I ' XII- TRANSFECTION DES PLASMIDES DANS LES CELLULES HsLa, KB8, KB16, 

KB18 ET MEK-293 
. 
i 

' ' .  

F .  La transfection a lieu dans des cellules 2 70 % de confluence. La méthode a 

:: été décrite par  Graham et  van der Eb (1973) e t  consiste en une précipitation de 

l'ADN avec du phosphate de calcium. Environ 10 à 20 cig d'ADN sont mis dans 
h, 

; +  du tampon HBS (NaCl 136 mM, KCI 5 mM, Na2HP04 0.7 mM, dextrose 5.5 mM, 
L . i, - ' - - .  *. HEPES 20 mM, pH 7.05) e t  du CaCI2 125 mM final est ajouté. Aprds 20 min à la 

,* .- -; temperature ambiante, les précipités sont mis 30 min en contact avec les cellules 
:, * ,  
i, " , * préalablement lavées avec du tampon HBS. Le milieu est alors ajouté e t  les 

O>,:,/,, cultures cellulaires incubées 40 h A 37O C, avec changement du miiieu aprds 16 2;. . ,< , 
3 4 -,,--. h. 
*$, ' . 
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X I I  I -  DOSAGE DE L'ACTIVITE CHLORAMPHENICOL ACETY t TRANSFERASE 

Quarante heures après transfection, les cellules sont décollées au v e r s b e ,  

lavées dans du sérum physiologique e t  centrifugées 10 min à 2.000 g. Le culot 

' est resuspendu dans 100 p l  de Tris-HÇI 0,25 M pH 7,8 e t  les cellules sont 

lysées par  traitement aux ultrasons. Les débris cellulaires sont sédimentés par 

centri fugation de 5 min à 12.000 g. 

V ing t  pl de surnageant sont alors incubés une heure à 37O C avec 70 pl de 

Tris-HCI 0.25 M p H  7.8. 35 pl H20, 20 HI d'acétyl coenzyme A 4 mM e t  1 ,O VI 
14 de ( C)- dichloroacétyl 1,2 - chloramphénicol à 0,05 mCi/O,S ml (NEN). La 

réaction est  arretée par  l 'addition de 0,9 ml d'acétate d'éthyle, le mélange 

homogénéisé e t  centr i fugé 5 min à 12.000 g. La phase organique est  prélevée et 

séchée sous vide. 
2 
! ! 

Le culot est resuspendu dans 15 cétate d'éthyle et  chromatographi 

su r  couche mince de gel de sil ice (20 X 20 cm - POLYGRAM). Une prémigration 

(3 min) dans l'acétone permet de concentrer les dépdts, puis une migration de 

40 min dans un système de solvant chloroforme/méthanol (95/5) permet de 

---- Uepamr -tes fsrm-s ac6tyt&s- ddu su . - -  - - - -- - - - - - - -- 
itiaf. 

* Les couches minces sont alors mises en autoradiographie ci -70Q C a:~~-ie riim 

k est rév6le après 72 h. La radioactivitb est estimée par  le comptage en ' 

$ scintil lation l iquide des taches de çhloramphbnicol acbtylé (Gorman 

XIV-SELECTION DES CLONES RESISTANTS A LA GENETICINE 

Les plasmides contenant le gène néo sont transfectés dans des Çellules - 
HeLa, KB8, KB16 e t  KB18. V ing t  quatre heures aprés la transfection. les 

cellules sont divisées (1 :2) e t  mises en flacons (Falcon de 250 ml). A u  milieu 

sant ajoutés 0,4 mg/ml de 6418 (GIBCO). Le milieu est renouvelé deux fois par 

semaine e t  au bout de 3 semaines les clones résistants commencent à faire leur 

apparition. Ceux-ci sont comptés. isolbs e t  amplifiés (Southern and Berg, 
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SUMMARY 

A hierarchy of dominance has been observed in HeLa ceiis CO-infected with two serotypes of adenovinis 
belonging to different subgroups. DNA replication and late protein synthesis of one serotype are inhibited by 
those of the other. The degree of inhibitory effect has the foiiowing decreasing order: adenovirus type 3 (Ad3) 
and Ad7 (subgroup B), Ad9 (D), Ad4 (E), Ad12 (A), Ad2 and Ad5 (C) [Delsert and D'Halluin, V i s  Res. 1 

1 (1984) 365-3801. 
l 

HeLa ceiis were first transfected with recombinant plasmids carrying Ad5 E2A or E3 promoters fused to 
the chloramphenicol acetyl transferase gene (car), and then infected with human Ad belonging to different 
subgroups. Al1 the serotypes tested were found to be able to stimulate both E2A and E3 promoters. When HeLa 
cells were CO-transfected with either of the previous plasmids, plus a second piasmid canying the Ad3 E1A 
region, the same stimulatory e t k t  was observed. However, an inhibitory effect on Ad5 E2A and E3 promoters 
seemed to occur when both Ad2 ElA (subgroup C) and Ad3 E1A (subgroup B) genes were present together. 

To determine which one of the early products was responsible for the observed repression effect, and to assign 
the target on the genome of subgroup C Ad, a plasmid was constmcted in which the sequences at the 5' end 
of the Ad2 ElA region were fused to the structurai sequences of the car gene. In HeLa celis transfected with 
this piasmid, CAT activity was significantly increased &ter CO-transfection with a plasmid carrying the Ad2 
E1A region, but decreased with a plasmid carrying the Ad3 EIA region. 

This suggests that some product of the Ad3 E1A genes represses the Ad2 E1A promoter region, but is capable 
of stimulating the Ad5 E2A and E3 promoters in the absence of Ad2 E1A gene products. 

* Permanent address: Department of Virology, Institut0 
Oswaido Cruz, Caixa Postai 926, Av. Brasil 4365. 21040 - INTRODUCTION 
Manguinhos, Rio de Janeiro (Brazil) Tel. (021) 270 63 97. . 
** To whom correspondence and reprint requests should be 
addressed. At eariy times during productive infection with 

Ad2. before the onset of virai DNA replication, five 
Abbreviations: aa, amino acid(s); Ac-CoA, acetyl coenzyme A; separate regions of the \irai genome are transcxibed. 
AC-Cm, acetyl chlorarnphenicol; Ad. adenovirus; CAT. Cm 
acetyl transferase; Cm, chloramphenicoi; El,  E2. E3, early EIA is the first region to be expressed, foliowed by 
mRNAs of Ad; EtdBr, ethidium bromide; mu., map units; nt, ElB, E3, E2A and E4 (Nevins et d., 1979. Positive 
nucleotide(s); pfu, plaque-forming unit(s); VA, virai associated. and negative reguiations between the eariy regions of 
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Ad have been described (for reviews, see Sharp, 
1984; Kingston et ai., 1985). Early region 1A 
encodes multifunctionai products. Two mRNAs 
(12s and 13S), resulting from differential splicing 
during RNA processing, are produced by early 
region 1A eariy during infection (Berk and Sharp, 
1978; Chow et ai., 1979; Kitchingman and 
Westphal, 1980). They code for two proteins of 243 
and 289 aa, respectively (Pemcaudet et ai., 1979) 
which have their N- and C-terminal portions in 
cornmon. A functionai role has been assigned to the 
product encoded by the 13s E1A mRNA in the 
activation of transcription of other early regions 
(Berk et al., 1979; Carlock and Jones, 1981; 
Ricciardi et al., 1981; Montel1 et ai., 1982; Leff et ai., 
1984; Ferguson et al., 1984; Rossini, 1983) and in 
the activation of transcnption of some cellular genes 
(Nevins, 1982; Kao and Nevins, 1983; Curtois and 
Berk, 1984). 

The mechanism by which transcnption of the early 
regions is activated is poorly understood. n i e  ElA 
products might catalyse the assembly of stable tran- 
scriptional complexes (Gaynor and Berk, 1983). 
This activation requires specific nucleotide se- 
quences upstream from the TATA box of E2A 
(Impaiale and Nevins, 1984; Weeks and Jones, 
1983; Kingston et al., 1984), E3 (Elkaim et ai., 1983; 
Leff et al., 1985) and E4 (Gilardi and Pemcaudet, 
1984). Recently, the repression by E1A gene pro- 
ducts of enhancer-induced stimulation of transcrip- 
tion has been reported (Borrelli et ai., 1984). This 
repression probably involves an interaction between 
the enhancer elements and (a) tram-acting factor(s), 
possibly the E1A products themselves. EIA pro- 
ducts aiso repress the activity of the SV40 and 
polyoma enhancers (Borrelli et ai., 1984; Velcich 
and Ziff, 1985). The ElA 12s mRNA product 
represses the late promoter region of the DNA- 
binding protein (Guilfoyle et ai., 1985) encoded by 
the early region E2A and required for DNA repli- 
cation (Van der Vliet et al., 1975). 

At early times after infection, the predominant 
promoter for the E2A gene lies at 75 m.u. (Berk and 
Sharp, 1977; Kitchingman et ai., 1977; Evans et al., 
1977; Chow et ai., 1979), and at intermediate and 
late times, the majority of cap sites map at 72 m.u. 
Two other mRNAs (E2B) coding for the DNA 
polymerase and the terminal protein precursor are 
initiated at this later promoter (Chow et al., 1979). 

Adenovinises belonging to oncogenic subgroups 
A and B fail to replicate their DNA in simian CVI 
cells, whereas DNA replication occurs for aü the 
other subgroups (Delsert and D'Halluin, 1984). 
Coinfection of CV1 cells with Ad2ND1 and Ad3 (or 
Ad31) results in the inhibition of any vual DNA 
synthesis. In human cell lines CO-infected with Ad2 
and Ad3, a dominant, inhibitory effect of Ad3 over 
Ad2 is observed, no Ad2 DNA is replicated and no 
Ad2 particles are assembled. This effect requires 
viral early functions (Delsert and D'Halluin, 1984). 

As a tool to dissect Ad3 functions responsible for 
this inhibitory effect and to assign the targets on the 
Ad2 genome, we have fused Ad2 (or Ad5) early 
control regions to the cat gene and studied the CAT 
activity in transfected HeLa cells in the presence and 
in the absence of ElA gene products of Ad2 and/or 
Ad3. The experiments described here indicate that 
the Ad3 E1A gene products repress the Ad2 EIA 
promoter region but stimulate E2A and E3 pro- 
moters of Ad5 in the absence of Ad2 EIA gene 
products. 

MATERIALS AND METHODS 

(a) Human ceüs and viruses 

Monolayers of HeLa, originaily obtained from J. 
Wiiliams (Carnegie Meiion Institute, Pittsburgh), 
were grown in Dulbecco's medium (Gibco) supple- 
mented with 5 % newborn calf serum. Hurnan Ad2 
and Ad5 were obtained from J. Williams, types 9 and 
12 from J.C. Nicolas (Hôpital Trousseau, Paris), 
and types 3 and 4 from R. Marusyk (Edmonton, 
Canada). Stocks of Ad were prepared and titrated as 
descnbed elsewhere (D'Halluin et al., 1978). Viral 
DNA was extracted from Ad particles by protease 
treatrnent and purified in CsCl gradient (D'Halluin 
et ai., 1978). 

(b) Materials 

Plasmid pBR325 was supplied by Boehringer, 
Mannheim. Plasmids pSV2cat (Gorman et al., 
1982), HE4 (Stow, 198 1) and XD-7 (Pearson, 1983) 
were kindly provided by Dr. Gormari, Dr. Stow and 
Dr. Corden, respectively. Restriction endonucleases, 



T4 DNA ligase and BAL 31 nuclease were pur- 
chased from Boehringer or from Bethesda Research 
Laboratories. ['"ClCm (40 mCi/mmol) was ob- 
tained from New England Nuclear. Chromato- 
graphy of Ac-Cm was carried out on silica gel sheets 
(Merck) without fluorescent indicator. The linker, 
5 ' -P-d(CAAGclTG)-3' was purchased from 
P.L. Biochemicals, Inc. 

All plasmids were ampiified in Escherichia coli 
HB101, cells were lysed by the lysozyme-EDTA 
procedure and plasmids were purified by a CsCI- 
EtdBr ultracentrifugation (Radloff et al., 1967). 

(c) Nucleotide sequencing 

The method used was the chain-termination 
method (Messing et al., 1977; Sanger et al., 1977). 

The EcoRI-HindIII restriction fragment of 
p2ElAcat was subcloned into phage M 13mp 18 
DNA. The sequence of the first nucleotides following 
the HindIII linker aliowed us to determine the length 
of fragment of Ad2 DNA present in plasmid 
p2E 1Acat. 

(d) Human cells transfection 

AU transfections were carried out by using the 
calcium phosphate coprecipitation technique (Gra- 
ham and Van der Eb, 1973). Plasmid DNA 
(10-20pg) and KB ce11 DNA (5-20pg) were 
precipitated by 0.12 M CaCI,. The precipitate was 
allowed to form at room temperature for 20 min and 
was then added directly to each 60-mm plate of ceils 
at 70% confluence. After 30 min of incubation at 
room temperature, 5 ml of Dulbecco medium 
supplemented with 5% newborn calf serum was 
added and incubation was continued for 5 h at 
37°C. The medium was replaced with fresh medium 
and the cells were harvested 40 h after transfection. 

RESULTS AND DISCUSSION 

(a) Expression of CAT gene fused to the E2A and E3 
control regions 

The ability to construct chimeric genes in which 
the regulatory region of one gene is fused to the 

structural sequences of a second depends on 
knowing the nucleotide sequence at the 5' end of the 
gene of interest, especially the transcription initiation 
site. Consequently, we fused the 5' control regions of 
the Ad early genes E2A and E3 to the structural 
sequence encoding the bacterial CAT enzyme. The 
activity of this enzyme can be readily assayed after 
transient expression of the car plasmids in mam- 
malian cells (Gorman et al., 1982; Weeks and Jones, 
1983). The construction of chimeric genes in which 
expression of the cat sequence is controlled by ele- 
ments at the 5' end of the viral E2A or E3 region is 
described and shown in Fig. 1. 

To determine if the Ad2 E1A gene products can 
stimulate in rrans the car gene expression under the 
E2A or E3 control regions, p5E2Acat and p5E3cat 
were transfected into HeLa cells in the absence or 
presence of plasmid HE4 (Stow, 1981) containing 
the Ad2 E1A region. The expression of the chimeric 
gene can be readiiy measured by determining the 
proportion of Cm converted to the acetylated form. 
At 40 h after transfection, celi extracts were prepared 
and assayed for CAT activity as described in Table 1. 
HeLa cells transfected with the E2A early promoter- 
car chimeric plasmid (p5E2Acat) showed a low leve1 
of CAT activity. This activity was elevated eight-fold 
in ceiis CO-transfected with plasmid HE4 containing 
the ElA region. Similar results (six-fold increase) 
were obtained with p5E3cat and HE4. In this latter 
case, the CAT activity appeared to attain a higher 
level than with p5E2Acat. 

Transfections with plasmids containing the E1.A 
region (p2ElAE2Acat and p2ElAE3cat) resulted in 
19-fold and 15-fold stimulations of CA1 activity for 
E2A and E3, respectively. 

These results suggested that EIA genes and their 
controi region could stimulate E2A and E3 pro- 
moters in two different ways, i.e., by a trans-acting 
and cis-acting modes. 

(b) Stimulation of the expression of the car gene 
under the control of Ad5 E2A and E3 promoters after 
infection by adenoviruses belonging to different 
subgroups 

An effect of transdominance has been observed in 
HeLa cells CO-infected with Ad belonging to two 
different subg~oups. This effect provokes a strong 
inhibition of the Ad DNA replication of one of the 
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region (0-4.5 rn.u.) was cloned in the same vector and named 
pVM313. The TaqI-C fragment of plasmid pBR325 which 
contains the car gene was inserted between nt 413 and 1204 of 
pBR322 f ie r  complete digestion of this plasmid by NarI. The 
recombinant plasmid was named pVMOlO. Early E2A and E3 
promoters from Ad5 were then placed upstream from the car 
gene: EcoRI sitecontaining Sau3A fragments from pVM504 
(E2A) and pVM503 (E3)(D1Halluin et al., 1984) were cloned into 
the BamHI site of pVMOlO in the desired orientation. In a 
second step, a AYII fragment of Ad5 DNA containing the 
polyadenylation signal of EIB region (nt 3966-4874) was 
inserted into the P w  II site of the previous plasmids at the 3' end 
of the car gene. The resulting plasmids were named p5E2Acat 
and p5E3cat. Plasmids p2ElAEZAcat and p2ElAE3cat were 
constructed by cloning the entire EIA region of Ad2 from 

pr-t.r pVM214 upstream from the car transcription unit of plasmids 
p5E2Acat and p5E3cat. respectively. In a similar rnanner 
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p3ElAE2Acat and p3EIAE3cat were obtained by addition of 

p- Ad3ElA region from pVM313. The hatched boxes represent the 
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Fig 1. Structure of the subgroup C Ad E2A and E3 promoters 
and ofthe recombinant plasrnids. (A) Early region of the Ad5 and 
the closely related Ad2 genomes. Arrows spece the orientation 
of the transcription. The numbering of nt is that of Ad2 (B) 
Recombinant plasmids used in this study. Plasmid pVM214 
contains the Ad2 HindiII-G fragment (0-7.8 m.&) cloned 
between the EcoRI and HindIII sites of pKH47. The Ad3 EIA 

EcoRI; N. NarI; H, HindIII; S, Sau3A. (C) Plasmid pLElAcat 
contains the car gene downstream from the EIA promoter region 
of Ad2 It was constructed from the pVM 205, a pKH47 deriva- 
tive containing the Ad2 DNA lefi-hand end (0-2.6 m.u). ï h e  
pVM 205 was cut by HindIII + BamHI and then digested by 
nuclease BAL 31. HindIII linker was added before recircuiari- 
zation. A plasmid containing the EIA cap site (nt 498) but devoid 
of the initiation triplet of EIA proteins (nt 559) was selected by 
the technique of Holmes and Quigley (198 1). The EcoRI-HindIII 
fragment of this plasmid whose size was 538 nt as determined by 
nt sequencing, was cloned into pKH47. The fragment HindIII- 
BamHI B from pSVZcat containing the car gene and a poly- 
adenylation signai was inserted into the corresponding sites of 
the resultlng plasmid. E, EcoRI; B, BamHI. 

TABLE 1 

CAT activity in HeLa ceils transfected with plasmids containing E2A or E3 Ad promoters 

Ad5 promoter E2A controlling car gene Ad5 promoter E3 controlling car gene 

Plasrmds transfected CAT activity' Plasmids transfected CAT activitya 

a CAT activity was visuaiiued essentiaily as described by Gorman et ai. (1982). The relative CAT activities are expressed in arbitrary 
units; CAT activity = 1 corresponds to p5E2Acat or p5E3cat transfected into HeLa cells. For pSE2Acat. the reference activity of 1 
correspond to 300 cpm [%)AC-Cm/min/lb cells at 37°C. For p5E3cat, the reference activity of 1 was 820 cpm ['4C)Ac-Cm/rnin/10" 
cells at 37°C. AU vaiues are averages from three separate experiments. 



two serotypes, as has been shown for Ad3 
(subgroup B) inhibiting Ad2 (subgroup C). This 
effect also occurs in the absence of viral DNA 
replication of the iransdorninant serotype (Delsert 
and D'Halluin, 1984). To determine whether Ad3, or 
adenovimses belonging to other subgroups, such as 
Ad9, Ad4 and Ad 12, could inhibit the expression of 
the car gene fused to the E2A or E3 control regions 
of Ad5, infection and transfection experiments were 
carried out using the previously described plasmids. 

HeLa cells were infected with 5 pfu/cell of one 
serotype (Ad3, Ad9, Ad4, Ad12 or Ad2), or mock- 
infected, and 1 h after infection, transfected with 
p5E2Acat or p5E3cat. CAT activity was assayed 
40 h after infection. Mock-infected HeLa cells 
showed a low level of CAT activity (Table II). This 
activity was stirnulated in infected celis and the 
magnification factor depended on the CO-infecting 
Ad serotype and on the prornoter fused to the cat 
gene. It was more elevated with Ad 12, Ad3 and Ad2 
than with Ad9 and Ad4 for the E2A promoter, and 
with Ad12 for the E3 promoter. Ad3 increased CAT 
activity to a much greater extent when the cat gene 
was under the control of the E2A promoter 
(19.5-fold) than when it was under the E3 promoter 
(4.3-fold). Sirnilar results were obtained when HeLa 
celis were infected 1 h or 5 h after transfection (not 
shown). 

(c) Expression of the chimenc cat gene in the 
presence of Ad3 early region 1A 

The mechanism of stimulation of CAT activity 
under the control of E2A and E3 prornoters by the 

whole Ad genome could be expiained in at least two 
ways: (i) E 1A gene products stimulate the other early 
promoters; (ii) VA-RNAs increase the translation 
effrciency. The VA-RNAs are two small Ad-encoded 
RNAs transcribed by RNA polyrnerase III, which 
can increase translation effrciency (Svensson and 
Akusjmi, 1984; Kaufrnan, 1985; Thimrnappaya 
et ai., 1982; Schneider et al., 1984). These two hypo- 
theses were tested by Ad-substituting adenovimses 
by plasmids containing the E1A region. 

HeLa celis were transfected with pSE2Acat or 
pjE3cat in the presence or absence of a plasmid 
containing Ad3 region E1A (pVM313, Fig. 1). Ad3 
was chosen because it has been shown to be the most 
transdominant serotype (Delsert and D'Halluin, 
1984). The CAT activity was assayed 40 h after 
transfection. The results of these experiments are 
summarized in Table 1. HeLa cells CO-transfected 
with plasmids pVM313 and p5E2Acat showed a 
4-5-fold higher level of CAT activity than cells 
transfected with the second plasmid alone. SimiIar 
results were obtained when p5E3cat replaced 
pSE2Acat (2-4-fold stimulation). 

When HeLa celis were transfected with the hybrid 
plasmid p3E1AE2Acat, the level of CAT activity 
was sirnilar tc? that observed in the case of co-trans- 
fected celis. Thus, there was no apparent difference 
between CO-transfection with p5E2Acat or p5E3cat 
plasmid and Ad3 E1A-carrying plasmid (tram- 
acting effect), and single transfection with a hybnd 
plasmid carrying Ad3 E1A upstream from the 
chimeric cat gene (cis-acting effect). It should be 
noted, however, that transfection by p3ElAE3cat 
alone gave a CAT activity slightly higher than in the 

TABLE II 

CAT activity in HeLa cells infected with adenoviruses frorn each subgroup before transfection 

Plasrnid transfected Serotype of infecting virus (subgroup)' 

Mock Ad12 (A) Ad3 (B) Ad2 (C) Ad9 (D) Ad4 (E) 
(control) 

CAT activityb 

pSE2Acat 1 13 19.5 12.5 3.8 2.8 
pjE3cat I 14.9 4.3 6 6.1 6.4 

" HeLa cells were infected with 5 pfu/cell and incubated at 37°C. One hour after infection. the cells were transfected with 10pg of 
plasmid/60-mm dish. 

The relative ÇAT activities are expressed in arbitrary units; see footnote a in Table I for the rnock (HeLa) cells. and for CAT assay. 



case of cells CO-transfected with p5E3cat and 
pVM313. This weak stimulation of the Ad5 E3 
promoter by the Ad3 EIA gene was consistent with 
the results obtained i ~ i  combined infection and trans- 
fection experiments (Table II). The higher level of 
CAT activity in cells singly transfected with a plas- 
mid containing the Ad3 El A region might be due to 
the cis-acting effect of an Ad3 E1A enhancer. This 
element has been shown to stimulate the tran- 
scription at long distance (Imperide and Nevins, 
1984; Weeks and Jones, 1983). 

Thus, Ad3 E1A early gene products, from either 
plasmid or from supcnnfecting Ad3, appeared to 
stimulate the E2A and E3 transcription units, 
aithough to a lesser extent than did those of Ad2 E 1A 
(Table 1). These results were in apparent disagree- 
ment with the inhibition effect observed in double 
infection involving members of subgroups B and C 
adenoviruses (e.g., Ad3 vs. Ad2; Delsert and 
D'Halluin, 1984). The apparently conflicting results 
might be explained in various ways. (i) Ad3 early 
gene products might directly inhibit othet Ad5 early 
transcription units. (ii) In double infection, group C 
Ad members (Ad2/Ad5) early gene product(s) might 
interfere with other Ad early gene product(s). (iii) 
Ad3 EIA gene products might interact with the Ad2 
E lA  transcription unit, and secondarily affect the 
arnount of other Ad5 early transcripts. These hypo- 
theses were tested in the following experiments. 

(d) Expression of the EtAcut and Ekar fusion gene 
in the simultaneous presence of both Ad2 and Ad3 
early genes 

Co-transfections were carried out in HeLa cells 
using p2ElAEZAcat or p2ElAE3cat in the presence 
of plasmid pVM3 13, containing the Ad3 EIA region. 
The results of thcse experiments are shown in 
Table 1. A drastic reduction of CAT activity was 
observed, in particular when the car gene was under 
the control of the E3 promoter. This result suggested 
that interactions between E IA gene products belong- 
ing to two different subgroups were responsible for 
the obscrved reduciion of CAT activity. 

unit, transfection experiments were carried out using 
the plasmid p2E 1Acat containing the Ad2 E 1A con- 
trol region linked to the cal gene. 

Plasmid p2ElAcat whose construction is de- 
scribed in Fig. 1 contains the EIA cap site (nt 498) 
but not the first EIA coding triplet at nt 559. The cat 
gene and a polyadenylation signai from pSV2cat 
were added downstream from the Ad2 DNA 
(Fig. IC). The nt sequence around an HindIII linker 
situated between Ad2 DNA and cat gene was deter- 
mined. Thus, the nurnber of nt originating from Ad2 
DNA in p2ElAcat was determined to be 538. 

HeLa cells were transfected with plasmid 
p2ElAcat in the presence or the absence of plasmids 
carrying the entire Ad2 ElA or Ad3 EIA regions. 
Ce11 extracts were processed and assayed for CAT 
activity 40 h after transfection. The results of these 
expenments are shown in Table III. HeLa ceiis 
transfected with p2ElAcat aione (10 pg/60 mm petri 
dish) showed a low level of CAT activity. This 
activity was 2-fold higher in cells CO-transfected with 
the same plasmid and 10 or 20 pg of Ad2 E1A region 
(pVM214). This result confmed previous reports 
that E1A gene products stimulated their own tran- 
scription unit (Berk et ai., 1979; Nevins, 1981). The 
CAT activity was reduced about 2-fold in celis 
CO-transfected with the p2ElAcat plasmid in the 
presence of 20 pg of Ad3 El A region (pVM3 13). 

These results show that the fusion of the E1A 
promoter region to the structurai sequences of the car 

TABLE III 

CAT activity in extracts of HeLa cells transfected with pZE1 Acat 
and increasing amounts of pVM214 or  pVM313 

Amount of pVM21.1 pVM313 
pVb1 plasmida (Ad2 E l  A) (Ad3 ElA) 

(a) 
CAT activityb 

(e) Expression of car gene fused to the E1A control 
region in the presence of Ad2 or Ad3 ElA early genes 

To determine whcther the Ad3 EIA early gene 
products could inhibit the Ad2 E1A transcription 

" f1c.L~ ceilb Lrere trünsfected ivith I O  [ tg of plasmid p2tlAcat  
per 60-mm dish and \pecctied ~iiiounth of plasniid pVFI214 or 
pVh.1313. 

Numbers refer to the relative CAT activities For plElAçat, 
the referencc activity of 1 corresponds to 340cpm ["ClAc- 
Cm minIlO" celis at 37'C (see  al^) Table 1). 



gene renders the chimeric gene susceptible to the 
E1A-mediated regulation. This suggests that the 
target sequences for the positive control exerted by 
Ad2 EIA products, or the negative one induced by 
Ad3 EIA products, are located at the 5' end of the 
ElA transcription unit. The transdominance of Ad3 
over the Ad2 would therefore be the result of a 
negative control of Ad3 E1A gene products over the 
Ad2 E1A promoter region. 

(f) Conclusions 

Activation of Ad early transcription units has been 
described as being a function of the product encoded 
by the E1A 13s mRNA (Berk et ai., 1979; Carlock 
and Jones, 198 1 ; Ricciardi et al., 198 1 ; Montel1 
et al., 1982; Leff et ai., 1984; Ferguson et ai., 1984; 
Guilfoyle et ai., 1985). 

In a recent report, it has been shown in our 
laboratory that Ad3 prevents Ad2 DNA replication 
in CV1 cells where it normaily occurs (Delsert and 
D'Halluin, 1984). This inhibition has been found to 
be an early event. In permissive human ce11 iines 
CO-infected with Ad2 and Ad3, a dominant, inhibi- 
tory effect of Ad3 over Ad2 has also been observed 
(Delsert and D'Halluin, 1984). In an attempt to 
elucidate the mechanism of this transdominance 
effect, the present study analysed the interactions of 
Ad3 EIA and Ad2 E1A gene products with the E2A 
and E3 control regions of Ad5. The effect of Ad3 
EIA gene products on the Ad2 E1A promoter region 
was aiso studied. 

Infection of HeLa cells by adenoviruses belonging 
to diîTerent subgroups resulted in a stimulation of the 
E2A and E3 promoters controlling the car gene 
(Table II). It was further demonstrated that both 
Ad2 and Ad3 E1A gene products could stimulate the 
expression of the cat gene fused to Ad5 E2A or E3 
control regions. Our results showed that the stimu- 
lation of transcription mediated by enhancers could 
be negatively regulated. Indeed, it was possible to 
inhibit the Ad2 E1A promoter fused to the cat gene 
by CO-transfecting it in HeLa cells with a recombi- 
nant plasmid carrjing the Ad3 E1A region. Other 
studies have evidenced that EIA products stimulate 
transcription of the E1A transcription unit early in 
Ad infection (Berk et ai., 1979; Nevins, 198 1). More- 
over, it has been shown that EIA products could act 
as negative reguiators of their own transcription unit 

during lytic infection, and could repress SV40, 
polyoma and Ad2 E1A enhancers (Borrelli et al., 
1984; Velcich and Ziff, 1985). The expression of one 
defmed cellular gene has been clearly shown to be 
repressed by E1A products. The expression of a 
class 1 major histocompatibility complex gene is 
repressed in rat cells transformed by the EIA tran- 
scription unit of the highly oncogenic Ad12, but not 
by the non-oncogenic Ad5 (Schrier et al., 1983; 
Jochemsen et ai., 1984). 

The duai, opposite action of E1A gene products 
on the E2A or E3 promoters was surprising in the 
case of human cells being transfected with two early 
regions 1A belonging to subgroups B and C. This 
strongly suggested that the transdominance effect of 
Ad3 over subgroup C adenoviruses resulted from 
interactions between E1A gene products. 

The mechanism by which Ad3 E1A gene products 
repress Ad5 E2A and E3 promoters in the presence 
of Ad2 E1A gene products is still unclear. Some 
hypotheses can be formulated to explain this phe- 
nomenon. (i) Ad3 E1A gene products might bind to 
the Ad2 EIA promoter and conversely. Thus, the 
exhaustion of free E1A gene products in the ce11 
would prevent the stimulation of other promoters. 
(ii) E1A gene products might act as multimeric pro- 
teins and bind to the specific sequences, and these 
multimers could be active only as homopolymers, 
whereas the presence of both Ad2 suid Ad3 E1A 
products in the sarne ce11 would lead to the formation 
of inactive heteropolymers. 

Experiments are now in progress to determine 
whether either hypotheses, or possibly a combi- 
nation of both hypothesis is correct. The constrric- 
tion Ad3 E 1A mutants will be necessary to establish 
the role of each E1A gene product, encoded by 135 
and 12s mRNA. 
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SUMMARY 

HeLa ce1 1 s  were CO- t rans fec ted  w i  t h  recombinant piasmids c a r r y i n g  Ad2 o r  

Ad3 E1A promoters fused t o  the  chloramphenicol a c e t y l  t r ans fe rase  gene ( c a t ) ,  - 
and a p lasmid  encoding t h e  Ad3 E1A gene. Whereas no s t i m u l a t i n g  e f f e c t  was 

observed on t h e  Ad3 E1A promoter, t h e  Ad2 promoter was i n h i b i t e d .  

To determine which o f  t h e  E1A gene products o f  Ad3 was respons ib le  f o r  the  

repress ive  e f f e c t ,  plasmids were cons t ruc ted  i n  which o n l y  the  13s o r  12s mRNA 

product  of Ad3 was expressed. Both t h e  12s and 13s mRNA products of Ad3 E1A were 

found t o  depress the  t r a n s c r i p t i o n  f rom the  Ad2 ElA promoter. Each Ad3 E1A gene 

product  was ab le  t o  s t i m u l a t e  t r a n s c r i p t i o n  from the  Ad5 E2A e a r l y  promoter i n  a 

rnanner s i m i l a r  t o  t h a t  of t h e  Ad2 E1A gene products.  I n  t h e  case of the  Ad5 E3 

promoter, n e i  t h e r  o f  the  Ad3 E1A gene products s t i m u l a t e d  t r a n s c r i p t i o n ,  b u t  an 

i n h i b i t i o n  was observed. 

These r e s u l t s  suggest t h a t  bo th  mRNA products o f  t he  Ad3 E1A reg ion  i n h i b i t  

t r a n s c r i p t i o n  a t  t he  TATA box t r a n s c r i p t i o n  complex. 



INTRODUCTION 

During the early period of productive infection with Ad, five separate 

regions of the viral genome are transcribed. E1A is the first region to be 

expressed followed by ElB, E3, E2A and E4 (Nevins et al., 1979). Regulatory 

interactions between these early regions have been described elsewhere (for 

reviews, see Sharp, 1984 ; Kingston et al., 1985). The E1A region encodes two 

major mRNAs (12s and 13s) which code for two proteins of 243 and 289 aa, 

respectively (Perricaudet et al., 1979). These proteins have identical amino and 

carboxyl terrnini and differ only by 46 aa unique to the 289 aa protein resulting 

from differential splicing (Berk and Sharp, 1978 ; Chow et al., 1979 ; 

Ki tchingman and Wesphal , 1980). Recently, two novel Ad2 and Ad5 early region E1A 

mRNAs, designated 10s and 11s have been characterized (Stephens and Harlow, 1987 

; Ulfendahl et al., 1987). 

The proteins encoded by the E1A region are of interest for a number of 

reasons. The E1A proteins stimulate : (i) transcripticn of the other early viral 

transcription uni ts ; (i i ) transcription of nonviral genes transiently 

introduced into cells and of certain endogenous cellular genes ; (iii) 

transcription by RNA polymerase III. In some instances E1A also appears to 

repress gene transcription and finally, E1A proteins are required for the 

oncoçenic transformation of rodent ce1 1s by adenovirus (for reviews, see Berk, 

1986a ,b ; Fl int, 1986 ; Grand, 1987). 

Two general mechanisms by which E1A proteins could stimulate transcription 

have been proposed : (a) E1A proteins could interact with, or modify 

transcription factors to increase the frequency of initiation by RNA polymerase 

II (Kingston et al., 1985) ; alternatively, (b) E1A proteins could increase the 

number of DNA molecules transcribed by augmenting their assembly into 

transcription complexes, i .e. complexes of promoter DNA and bound transcription 

factor(s) (Gaynor and Berk, 1983). Because of the sequence diversity of the 

different early adenovirus promoters it seems improbable that transactivation by 



E1A p r o t e i n s  i s  mediated by b ind ing  o f  E1A p r o t e i n s  t o  a  s p e c i f i c  DNA seauences, 

a l though the  13s mRNA product ,  possess a  DNA-bindinç a c t i v i t y  as r e c e n t l y  

repo r ted  (Ko e t  a l . ,  1986 ; Cha t te r j ee  e t  a l . ,  1988). 

I n  c o n t r a s t  t o  a l 1  o t h e r  serotypes, t he  adenoviruses of subgroups A and B 

f a i l  t o  r e p l i c a t e  t h e i r  DNA i n  s imian C V 1  c e l l s  ( D e l s e r t  and D 'Ha l l u in ,  1984). 

Co - in fec t i on  o f  C V l  c e l l s  w i t h  Ad2ND1 and Ad3 ( o r  Ad31) r e s u l t s  i n  the  

i n h i b i t i o n  o f  any v i r a l  DNA synthesis .  I n  human ce11 l i n e s  CO- in fec ted  w i t h  Ad2 

and Ad3, a  dominant i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  Ad3 over  Ad2 i s  

observed, no Ad2 DNA i s  r e p l i c a t e d  and no Ad2 p a r t i c l e s  are  assembled. This  

e f fec t  requ i res  e a r l y  v i r a l  funct ions ( D e l s e r t  and D'Hal l u i n ,  1984). 

Our l a b o r a t o r y  has r e c e n t l y  demonstrated t h a t  the  Ad3 E1A çene products  

repress the  Ad2 E1A promoter bu t  s t i m u l a t e  the  E2A and E3 promoters o f  Ad5 i n  

the  absence of Ad2 E1A gene products ( L e i t e  e t  a l . ,  1986). To assign which 

product  of the  ElA reg ion  i s  respons ib le  f o r  t h i s  func t ion  we have cons t ruc ted  

plasmids expressing e i t h e r  t h e  12s o r  t h e  13s mRNA of Ad3 E1A region.  These 

plasmids were co t rans fec ted  i n  HeLa c e l l s  w i t h  plasmids c a r r y i n g  the  Ad2 ( o r  

Ad5) e a r l y  c o n t r o l  reg ion  fused t o  the  - c a t  gene and t h e  CAT a c t i v i t y  was 

determined. The experiments descr ibed here i n d i c a t e  t h a t  t he  12s and 13s mRNA 

products o f  t he  Ad3 E1A reg ion  i n h i b i t  t r a n s c r i p t i o n  from t h e  E1A and E3 

promoters of  subgroup C adenovi ruses. 



HATERIALS AND f-1ETHODS 

( a )  Human ce1 1s 

HeLa c e l l s ,  o r i g i n a l l y  ob ta ined from J. Wi l l iams (Carnegie Mel lon  

I n s t i  t u t e ,  P i t t s b u r g h ) ,  were grown as monolayers i n  Dulbecco's medium (GIBCO) 

con ta in ing  5 % newborn c a l f  serum. 

(b )  M a t e r i a l  s 

R e s t r i c t i o n  endonucleases, T4 DNA l i g a s e  and - Ba131 nuclease were purchased 

14 from Appl igene, Bethesda Research Labora tor ies  o r  Boehringer Mannheim. ( C) Cm 

3 (40 mCi/mM) was obta ined f rom New England Nuclear,  ( H) 5,6 u r i d i n e  from CEA, 

Ac-CoA f rom Boehringer Mannheim and s i l i c a  ge l  sheets from Polygram. The 

1 i nke rs ,  - H i n d I I I  5 '  P-d(CAAGCTTG)-3 ' and - XbaI 5 ' P-d(CTCTAGAG)-3' , were 

purchased from Pharmacia. Plasmid pSP64 and t h e  SP6 t r a n s c r i p t i o n  k i t  were 

supp l i ed  by Boehringer Mannheim ; pEK975 and dl1500 (Monte11 e t  a l . ,  1982) were 

k i n d l y  p rov ided by D r .  A. Berk. 

A l1  plasmids were a m p l i f i e d  i n  Escher ich ia - c o l i  HBlOl and were e x t r a c t e d  

from the  p e l l e t e d  bac te r i a .  DNA was p u r i f i e d  by CsC1-EtdBr d e n s i t y  g r a d i e n t  

c e n t r i f u g a t i o n  as desc r i  bed e l  sewhere ( R a d l o f f  e t  a1 . , 1967). 

( c )  Nuc leo t ide  sequencing 

The - EcoRI - - H i n d I I I  r e s t r i c t i o n  fragment of p3ElAcat was i s o l a t e d  and 

rec loned i n t o  M13mp18 r e p l i c a t i v e  form DNA and sequenced by t h e  

cha in- te rminat ion  method (Messing e t  a l . ,  1977 ; Sanger e t  a l . ,  1977). 

(d )  Const ruc t ion  o f  plasmids expressing the  12s and 13s mRNAs o f  Ad3 E1A r e g i o n  

1 1 o f  KB c e l l s  i n  suspension were i n f e c t e d  w i t h  Ad3 (5  p f u ) .  A f t e r  one 

3 hour p i  25 vg/ml o f  cyc loheximide and 2 m C i  o f  ( H) 5,6 u r i d i n e  were added. 

A f te r  7 h p . i . ,  the  RNAs were e x t r a c t e d  us ing  the  technique descr ibed by Berk - e t  



a l .  (1379).  The E1A s p e c i f i c  mRNAs were i s o l a t e d  by h y b r i d i z a i i c n  (Berk e t  a l . ,  - 
1979) w i t h  s i n g l e  s t randed M13mp18 DNA c o n t a i n i n g  t h e  sequences ex tend ing  

f r om - BamHI ( n t  747) t o  - H i n d I I I  ( n t  1347). The s i ng le - s t r anded  DNA was p repared  

acco rd ing  t o  Eggerd ing and P i e r c e  (1983) .  A f t e r  d i g e s t i o n  by RNAse-free-DNAse, a  

cDNA l i b r a r y  was cons t ruc ted  w i t h  t h e  cDNA syn thes i s  system RPN 1256 o f  Amersham 

rad iochemica l  cen t re .  One c l o n e  exp ress ing  13s mRNA (pVM335) was s e l e c t e d  

by Southern b l o t t i n g  w i t h  a  n i c k - t r a n s l a t e d  probe. The c l one  express ing  Ad3 12s 

mRNA was o b t a i n e d  by a  p a r t i a l  d i g e s t i o n  w i t h  - Dra1 o f  p l asm id  pVM312 and 

a d d i t i o n  o f  an - XbaI l i n k e r  a t  n t  1176 (pVM312Xba). Th i s  p l asm id  was c u t  by  - XbaI 

f o l l o w i n g  l i m i t e d  d i g e s t i o n  w i t h  - Ba131. An - XbaI l i n k e r  was added b e f o r e  

r e c i r c u l a r i z a t i o n  w i t h  T4 DNA l i g a s e  and t h e  l i n k e r  p o s i t i o n  was determined as 

1110 n t  by sequencing. The - BamHI-XbaI - fragment o f  t h i s  p l asm id  was c loned  i n t o  

p l asm id  pVM312Xba c u t  by t h e  same enzymes (pVM325). 

( e )  P r e p a r a t i o n  and SP6 a n a l y s i s  o f  mRNAs 

Plasmids pVM312 (12s and 13s of  Ad3), pVM325 (12s Ad3) and pVM335 (13s Ad3) 

were t r a n s f e c t e d  i n t o  HeLa c e l l s  and cy top lasmic  RNAs were e x t r a c t e d  as 

d e s c r i  bed by  Berk e t  a l .  (1979) .  The s p e c i f i c  12s and 13s mRNAs were q u a n t i t a t e d  

by h y b r i d i z a t i o n  w i t h  an RNA probe syn thes i zed  by  SP6 RNA polymerase from v e c t o r  

pVM431, a  pSP64 d e r i v a t i v e  c o n t a i n i n g  t h e  - BamHI - - H i n d I I I  f ragment  of t h e  Ad3 

E1A reg ion .  

( f )  DNA t r a n s f e c t i o n s  

Monolayers o f  t h e  HeLa ce11 l i n e  were t r a n s f e c t e d  w i t h  10-20 pg DNA b y  t h e  

c a l c i u m  phosphate p r e c i p i t a t i o n  method (Graham and van de r  Eb, 1973) as used i n  

Our l a b o r a t o r y  ( L e i t e  e t  a l . ,  1986). For  each assay p l asm id  pKH47 was used t o  

o b t a i n  a  cons tan t  DNA c o n c e n t r a t i o n .  



~ ( g )  T rans ien t -exp ress ion  assay o f  ch loramphenico l  a c e t y l  t r ans fe rase  (CAT) 

a c t i v i t y  

C e l l s  were harves ted  40 h  a f t e r  t r a n s f e c t i o n  and assayed f o r  CAT a c t i v i t y .  

Ce11 l y s a t e  (30  p l )  was i ncuba ted  w i t h  1 v C i  of (14c)  Cm, 30 p l  o f  d i s t i l l e d  

water ,  70 p l  o f  0 , l  M Tris-HC1 pH 7,8 and 30 p l  o f  4 mM Ac-CoA. A f t e r  one hour  

o f  i n c u b a t i o n  a t  37OC, t h e  o r g a n i c  phase was e x t r a c t e d  w i t h  e t h y l  a c e t a t e  and 

d r i e d .  The p e l l e t  was resuspended w i t h  15 p l  of  e t h y l  a c e t a t e  and sub jec ted  t o  

t h i n  l a y e r  chromatography i n i t i a l  1y i n  acetone ( 3  min )  and then w i  t h  ch lo ro fo rm-  

methanol (95/5 v / v )  f o r  40 min. The e x t e n t  of convers ion  of  Cm t o  i t s  a c e t y l a t e d  

form was q u a n t i f i e d  by l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  spect roscopy.  



RESULTS 

(a )  Expression o f  t he  - c a t  gene under the  c o n t r o l  o f  adenûvirus t y p e  2 and 3 E1A 

promoters 

To demonstrate the  a c t i o n  of Ad2 and Ad3 E1A çene products on the  Ad3 E1A 

promoter we fused the  5 '  c o n t r o l  reg ion  o f  the  Ad3 e a r l y  E1A gene t o  the  

s t r u c t u r a l  sequence encoding the  b a c t e r i a l  - c a t  gene. A - H i n d I I I  l i n k e r  was 

i n s e r t e d  between the  cap s i t e  and the  i n i t i a t i o n  t r i p l e t  o f  E1A as p rev ious l y  

descr ibed ( L e i t e  e t  a l . ,  1986). The - H i n d I I I  l i n k e r  was l o c a l i z e d  a t  n t  540 by 

sequencing . The cat gene and a po lyadeny la t ion  s igna l  f rom pSV2cat were c loned 

downstream from t h i s  l i n k e r  (F ig .  1 ) .  

To d i s t i n g u i s h  between the  ac t i ons  o f  t he  major Ad3 E1A 12s and 13s rnRNP. 

products,  a cDNA 1 i b r a r y  was constructed.  A c lone expressing the  15s mRNA was 

then se lec ted  (pVM335). A p lasmid encoding o n l y  the  12s mRNA was obta ined a f t e r  

e l i m i n a t i o n  o f  the  donor s p l i c e  s i t e  f o r  13s mRNA (pVM325). The mRF!As o f  HeLa 

c e l l s  t rans fec ted  w i t h  plasmids pVM312, pVM325 o r  pVM335 were e x t r a c t e d  and 

analysed by RNA p r o t e c t i o n  us ing  an RNA probe synthesized by SP6 RNA polymerase 

as descr ibed i n  M a t e r i a l s  and Methods. These plasmids expressed bo th  12s and 

13S, o n l y  12s o r  o n l y  13s mRNA, r e s p e c t i v e l y  ( n o t  shown). 

The a c t i o n  o f  each E1A gene product  o f  Ad3 o r  Ad2 on t h e i r  promoters was 

determined by co t rans fec t i on  experiments i n t o  HeLa c e l l s .  A f t e r  40 h t rans fec ted  

c e l l s  were harvested, ce11 e x t r a c t s  were prepared and CAT a c t i v i t y  measured. 

As shown i n  Table 1, t h e  g loba l  a c t i v i t y  o f  the  Ad2 E1A promoter was 

s t ronger  than t h a t  o f  the  Ad3 E1A promoter. The Ad2 E1A products (pVM214) 

s t imu la ted  bo th  promoters. The Ad3 E1A products were found t o  a c t i v a t e  on t h e i r  

own promoter, b u t  t o  i n h i b i t  t he  Ad2 E1A promoter. 

Using t h e  two products o f  t h e  Ad2 E1A r e g i o n  separa te ly  we c o u l d  a l s o  show 

t h a t  t he  13s mRNA (pEK975) was ab le  t o  s t i m u l a t e  bo th  E1A promoters. On the 

o t h e r  hand, t he  12s species (d11500) had no e f f e c t  (Table 1). The Ad2 E1A 13s mRNA 



a lone  s t i m u l a t e d  t h e  Ad2 promoter  a t  a  s i m i l a r  l e v e l ,  as the  two E1A p roduc t s  

combined (pVN214). 

Separa te ly ,  each Ad3 E1A gene p roduc t  weakly a c t i v a t e d  i t s  own promoter b u t  

i n h i b i t e d  t h e  Ad2 E1A promoter  (Tab le  1) .  Th i s  i n h i b i t i o n  was g r e a t e r  w i t h  t h e  

13s (pVM335) than t h e  12s (pVM325) mRNA produc t .  

( b )  Express ion  o f  t h e  - c a t  gene under  t he  c o n t r o l  o f  Ad5 E2A o r  E3 promoters 

The c o n s t r u c t i o n  o f  c h i m e r i c  genes i n  which express ion  of t h e  - c a t  sequence 

i s  c o n t r o l l e d  by 5 '  elements o f  t h e  v i r a l  E2A o r  E3 genes bas been desc r i bed  

p r e v i o u s l y  ( L e i  t e  e t  a l . ,  1986). I n  ce1 1 s  CO- t rans fec ted  by  p5E2Acat o r  p5E3cat 

and pVb1312, t h e  CAT a c t i v i t y  was increased,  b e i t  t h a t  o n l y  a  weak s t i m u l a t i o n  

was observed f o r  t h e  E3 promoter. The Ad2 E1A produc ts  s t i m u l a t e d  b o t h  promoters  

i n  a  s i m i l a r  fash ion.  I d e n t i c a l  r e s u l t s  were ob ta i ned  i n  i n f e c t e d  HeLa c e l l s  

w i  t h  each se ro t ype  ( L e i  t e  e t  a l . ,  1986). 

To determine t h e  a c t i o n  o f  each E1A gene p roduc t  o f  Ad2 o r  Ad3 on t h e  

1 t r a n s c r i p t i o n  f rom t h e  Ad5 E2A e a r l y  and E3 promoters,  HeLa c e l l s  were 

l c o t r a n s f e c t e d  w i t h  p lasmids exp ress ing  t h e  12s and/or 13s mRNA o f  Ad2 o r  Ad3 

w i t h  p5E2Acat o r  p5E3cat. The CAT a c t i v i t y  was measured from ce11 e x t r a c t s  40h 

p o s t - t r a n s f e c t i o n .  

Taken sepa ra te l y ,  each Ad3 E1A p r o d u c t  i n h i b i t e d  t h e  Ad5 E3 promoter .  

I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  s imu l  taneous a c t i o n  o f  t he  Ad3 E1A gene p roduc t s  (pVM312) 

r e s u l t e d  i n  a  weak a c t i v a t i o n  (Tab le  I I ) .  These p roduc ts  a l s o  s t i m u l a t e d  t h e  Ad5 

E2A e a r l y  promoter.  

The 13s mRNA p roduc t  o f  t h e  Ad2 E1A a c t i v a t e d  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f rom b o t h  

Ad5 E2A and E3 promoters.  As observed p r e v i o u s l y  w i t h  t h e  Ad2 E1A promoter  

(Tab le  1 ) ,  t h e  13s mRNA p roduc t  s t i m u l a t e d  t h e  E2A e a r l y  promoter  i n  a  s i m i l a r  

fash ion t o  t h e  combined E1A gene p roduc ts  (pVM214). I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  two 

E1A gene p roduc ts  o f  Ad2 cooperate t o  s t i m u l a t e  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f rom t h e  E3 

promoter.  Never the less ,  t h e  12s mRNA p r o d u c t  o f  t h e  Ad2 E1A nad an a c t i v a t i n g  

a c t i o n  on t h e  Ad5 E2A e a r l y  promoter  o n l y  (Tab le  I I ) .  



( c )  Express ion  of  t h e  E2A - c a t  and E3 - c a t  f u s i o n  gene i n  t h e  s imul taneous 

presence o f  b o t h  Ad2 and Ad3 e a r l y  genes. 

The presence of  t h e  E1A gene p roduc ts  o f  two sero types  be long ing  t o  

d i f f e r e n t  subgroups r e s u l t e d  i n  decreased t r a n s c r i p t i o n  from t h e  E2A e a r l y  and 

E3 promoters  ( L e i t e  e t  a l . ,  1986). The a c t i o n  o f  each E1A gene p r o d u c t  of Ad2 o r  

Ad3 was determined by t h e  f o l l o w i n g  C O - t r a n s f e c t i o n  exper iments .  P lasmids 

pZElAEZAcat, p2ElAE3cat, p3ElAEZAcat and p3ElAE3cat were C O - t r a n s f e c t e d  w i t h  

p lasmids  express ing  t h e  12s and/or  13s mRNA o f  e i t h e r  t h e  Ad2 o r  Ad3 E1A r e g i o n  

(F ig .  1 ) .  The r e s u l t i n g  CAT a c t i v i t y  i s  shown i n  F ig .  2  and Tab le  III. 

The Ad2 E1A 12s and 13s mRNA produc ts  were ab le ,  t o g e t h e r  o r  sepa ra te l y ,  t o  

a c t i v a t e  t r a n s c r i p t i o n  f rom t h e  p lasmid  c a r r y i n g  t h e  Ad2 E1A r e g i o n  and Ad5 E2A 

o r  E3 promoter (p2ElAEZAcat and p2ElAE3cat) (Tab le  I I I ) .  No d i f f e r e n c e  was seen 

u s i n g  p lasmids encoding e i t h e r  t h e  12s o r  13s mRNA p roduc t ( s )  o f  Ad2, o r  bo th .  

C o t r a n s f e c t i o n  w i t h  p2ElAEZAcat o r  p2ElAE3cat and p lasmids c a r r y i n g  Ad3 E1A 

i n s t e a d  o f  Ad2 E1A r e s u l t e d  i n  a  marked i n h i b i t i o n  o f  CAT a c t i v i t y .  Th i s  

i n h i b i t i o n  was g r e a t e r  when t h e  Ad2 E3 promoter was p resen t  ( F i g .  2  and Tab le  

I I I ) .  

The Ad3 ElA 12s and 13s mRNAs were ab le ,  t o g e t h e r  as w e l l  as sepa ra te l y ,  t o  

i n h i b i t  t r a n s c r i p t i o n  f rom t h e  Ad5 E2A e a r l y  and E3 promoters i n  t h e  presence of 

t h e  Ad2 E1A r e g i o n  (Tab le  I I I ) .  

As shown e a r l i e r  (Tab le  1 ) ,  n e i t h e r  mRNA p roduc t  o f  t h e  Ad3 E1A r e g i o n  had 

any t r a n s i n h i b i t o r  e f f e c t  on i t s  own promoter.  On t h e  o t h e r  hand, i n  t h e  

presence o f  t h e  Ad5 E3 promoter  (p3ElAE3cat)  t h e  Ad3 13s and 12s mRNA p roduc t s  

had an i n h i b i t o r y  e f f e c t  ( F i g .  2  and Tab le  I I I ) .  



DISCUSSION 

A c t i v a t i o n  o f  Ad e a r l y  t r a n s c r i p t i o n  u n i t s  has been descr ibed as being a  

f u n c t i o n  o f  t h e  product  encoded by t h e  E1A 13s mRNA (Berk e t  a l  ., 1979 ; Car lock 

and Jones, 1981 ; R i c c i a r d i  e t  a l . ,  1981 ; Montel1 e t  a l . ,  1982 ; Ferguson - e t  

a l . ,  1984 ; L e f f  e t  a l . ,  1984 ; Svensson and Akus jarv i ,  1984). The repress ion  by  - 
E1A gene products o f  enhancer-induced s t i m u l a t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  has been so 

repo r ted  ( B o r r e l l i  e t  a l . ,  1984 ; Ve lc i ch  and Z i f f ,  1985). The 12s mRNA product  

o f  t he  E1A reg ion  i s  associated w i t h  i n h i b i t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  from t h e  E2A 

l a t e  promoter ( G u i l f o y l e  e t  a l . ,  1985). I n  a  recent  r e p o r t ,  i t  has been shown i n  

our  l a b o r a t o r y  t h a t  t he  Ad3 E1A gene i n h i b i t e d  t h e  t r a n s c r i p t i o n  from t h e  Ad2 

E1A promoter ( L e i t e  e t  a l . ,  1986) and t h i i  r e s u l t  exp la ined the  transdominance 

e f f e c t  o f  Ad3 over  Ad2 i n  permiss ive and semi-permissive c e l l s  ( D e l s e r t  and 

D 'Ha l l u in ,  1984). 

To i d e n t i f y  the  Ad3 E1A gene product  respons ib le  f o r  t h i s  ef fect ,  plasmids 

encoding e i t h e r  t he  13s o r  t he  12s mRNA were constructed.  Both Ad3 E1A gene 

products were ab le  t o  i n h i b i t  t he  Ad2 E1A promoter and t o  a c t i v a t e  weakly the  

Ad3 E1A promoter. The s t ronger  e f f e c t  was observed w i t h  t h e  plasmid encoding the  

13s mRNA. I n  con t ras t ,  t he  Ad2 E1A 12s message had a  weak e f f e c t  on the  Ad2 E1A 

promoter and no e f f e c t  on the  Ad3 E1A promoter. These d i f ferences c o u i d  be 

exp la ined by the  s t r u c t u r a l  d i f f e r e n c e s  between the  E1A promoter of t he  two Ad 

serotypes and/or by some m o d i f i c a t i o n s  i n  both E1A gene products.  

The Ad3 E1A products (pVM312) s t imu la ted  t h e  t r a n s c r i p t i o n  from the  Ad5 E3 

promoter whereas each i n d i v i d u a l  l y  product  (12s o r  13s) i n h i  b i  t e d  t h i  s  promoter 

(Table I I ) .  Some hypothesis  can be e x p l a i n  these r e s u l t s  : i )  an addi t i o n a l  mRNA 

species which encode the  p r o t e i n  which func t i ons  as the  pr imary t r a n s c r i p t i o n  

a c t i v a t o r  ; i i )  two majors E1A products cooperate t o  o b t a i n  a  f u l l  a c t i v i t y  ; 

i i i )  each EIA product  r e g u l a t e  d i f f e r e n t  c e l l u l a r  f a c t o r s  t h a t  cooperate i n  t h e  

t r a n s c r i p t i o n a l  complex. These p o s s i b i l i t i e s  a re  n o t  mu tua l l y  exc lus ive .  



I n  t h i s  study, t he  Ad3 E1A promoter appeared l e s s  s t rong than t h e  Ad2 

promoter, b u t  t r a n s c r i p t i o n  from the  Ad3 E1A promoter was s t imu la ted  t o  a  

g rea te r  e x t e n t  by Ad2 E1A gene products (Table 1 ) .  A f t e r  s t i m u l a t i o n  Dy Ad2 E1A 

gene products (pVM214) CAT a c t i v i t y  was s i m i l a r  i n  HeLa c e l l s  t rans fec ted  w i t h  

p3ElAcat and p2ElAcat (Table 1 ) .  These resu l  t s  a re  i n  apparent disagreement w i t h  

the  r e p o r t  by T i b b e t t s  and CO-workers (1986) i n  which Ad3 E1A promoter appeared 

s t ronger  than the  Ad2 E1A promoter. Th is  discrepancy might  be exp la ined i n  two 

ways : i )  i n  t he  p3E1AcatY t h e  fus ion  occured between the  E1A cap s i t e  and the  

i n i t i a t i o n  codon of the  - c a t  gene, and t h e  c a t  gene was depr ived of i t s  - 
p r o c a r y o t i c  promoter, i i )  i n  Ad3 E1A gene, an enhancer element cou ld  be present  

i n  the  coding sequence. 

Some l a b o r a t o r i e s  study t h e  Ad215 E1A promoter, i n  p a r t i c u l a r  t o  i d e n t i f y  

the  DNA sequences t h a t  a re  respons ib le  f o r  enhancer a c t i v i t y  o r  t h a t  can be 

a c t i v a t e d  by E1A gene products. I n  a d d i t i o n  t o  the  CAAT box and Sp l  s i t e s ,  t h r e e  

d i f f e r e n t  enhancers have been descr ibed (Hearing and Shenk, 1983 ; Hen e t  a l . ,  

1983 ; Imper ia le  e t  a l . ,  1983). These enhancer elements a re  p a r t i a l l y  conserved 

i n  t he  Ad3 sequence upstream o f  the  E1A cap s i t e  b u t  t h e i r  o rgan iza t i on  i s  very  

d i f f e r e n t ,  f o r  example the enhancer core descr ibed by Hearing and Shenk (1983) 

i s  p resent  tw ice  on Ad2, b u t  s i m i l a r  sequences a re  present  t h ree  t imes 

(-302, -245, -205) on Ad3. 

I n  t he  mutant Ad3hr15, - a p a r t i a l  d u p l i c a t i o n  o f  t h e  E1A enhancer sequence 

i s  accompanied by a  decrease i n  e a r l y  t r a n s c r i p t i o n  (Larsen e t  a l . ,  1986). I n  

t h e  case of t h i s  p a r t i c u l a r  mutant, the  unique d u p l i c a t i o n ( s )  may d i s r u p t  t he  

template f o r  t r a n s c r i p t i o n  complex assembly and render the  E1A promoter l e s s  

func t i ona l  (Larsen e t  a l . ,  1986). It i s  poss ib le  t h a t  t he  th ree  core  enhancer 

sequences i n  the  Ad3 E1A promoter a re  respons ib le  f o r  t h e  weak a c t i v i t y  of t h i s  

promoter. A c o r r e c t  o rgan iza t i on ,  t he  number and the  mutual d is tances of t h e  

t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r ,  b i n d i n g  s i  tes  a re  a l  1  necessary f o r  optimum a c t i v i  ty  of 

promoters. Furthermore, t he re  a r e  two b ind i r ig  s i t e s  f o r  t he  E2F f a c t o r  (Kovesdi 



e t  a l . ,  1987) situated between the enhancer elements described by tiearing and  

Shenk (1983) for  the Ad5 genome, b u t  only one of the two i s  present in the case 

of Ad3. Experiments are  now in progress to  determine the enhancer element(s) on 

the Ad2 E 1 A  promoter responsible fo r  inhibition by Ad3 E 1 A  gene products. 

Recently, two domains, present on both E 1 A  gene products responsible for  

gene repression have been localized (aa 46-77, aa 121-136) (Moran e t  a l . ,  1986 ; 

L i l l i e  e t  a l . ,  1987 ; Schneider e t  a l . ,  1987). These domains a re  conserved in 

serotypes belonging to subgroups A ,  B and C of Ad. The problem i s  t o  explain the 

greater  inhibitory ef fec t  of the Ad3 E1A 13s mRNA product on the Ad2 E1A 

promoter. The major difference between Ad2 and Ad3 E1A 13s niRNA products i s  the 

s i ze  of the sequence unique fo r  the translation product of the 13s mRNA : 46 aa 

for  Ad2lAd5 and only 30 aa in the case of Ad3/Ad7 (subgroup B )  or Ad12 (subgroup 

A )  (van Ormondt and Ga1 i ber t  , 1984). 

The inhibitory ef fec t  of the Ad3 E 1 A  12s and 13s mRNA products i s  not only 

exerted on the Ad2 E 1 A  promoter, b u t  equally on that  of Ad5 E3. This r e su l t  

explains perhaps the properties of mutant H3var100 - isolated by Mc Dougall ano 

Mautner (1987) who a t t r i b u t e  an important ro le  to the E3 region in the 

interactions between Ad5 and Ad3. This e f fec t  i s  not observed on the Ad5 E2A 

ear ly promoter. The TATA box may be the element tha t  i s  indispensable t o  the 

inhibitory ef fec t  of the Ad3 E1A gene product on the early transcription of the 

other adenoviruses. The TATA box i s  the cnly sequence required for 

transactivation of the transcription of E 1 A  by the Ad5 E 1 A  13s mRNA product 

(Hearing and Shenk, 1985) or E 1 B  (Wu e t  a l . ,  1987). 
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Tab le  1 : CAT a c t i v i t y  i n  HeLa c e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  p lasmids h a r b o r i n g  Ad2 o r  Ad3 E1A genes 

pKH47 p ~ ~ 2 1 4 ( b )  pEK975 d l  1500 

(13s and 12s) (13s)  (12s) 

pVM312 pVN335 pVM325 

(13s and 12s) (13s)  (12s)  

-- - - 
(a )  CAT a c t i v i t y  was v i s u a l i z e d  e s s e n t i a l  as desc r i bed  by  Gorman e t  a l .  (1982). The r e l a t i v e  CAT a c t i v i t i e s  a r e  expressed 

i n  a r b i t r a r y  u n i t s  ; CAT a c t i v i t y  = 1.00 corresponds t o  p2ElAcat  o r  p3ElAcat t r a n s f e c t e d  i n t o  HeLa c e l l s .  For  
14 6 pZElAcat, t h e  r e f e r e n c e  a c t i v i t y  o f  1.00 corresponds t o  1700 cpm ( C) Ac-Cm/min/lO c e l l s  a t  37" C, and f o r  

14 6 p3ElAcat,  800 cpm ( C )  Ac-Cm/niin/lO c e l l s  a t  37" C. A l 1  va lues  ai-e averages from f i v e  separa te  exper i r~ ients .  

( b )  HeLa ce1 1 s were c o t r a n s f e c t e d  w i  t h  10 Irg o f  p2ElAcat  o r  p3ElAcat  and 10 ug o f  pVM214 (Ad2 E1A) , pVM312 (Ad3 E1A) , 
pEK975 (Ad2 E1A 13S), d l  1500 (Ad2 E1A 12S), pVM335 (Ad3 E1A 13S), pVM325 (Ad3 E1A  12s) o r  pKH 47. 
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Table III : CAT a c t i v i t y  i n  HeLa c e l l s  t r ans fec ted  w i t h  p lasmids c o n t a i n i n g  

Ad2 o r  Ad3 E1A genes upstream from Ad5 E2A o r  E3 promoters 

pKH47 p ~ ~ 2 1 4 ( b )  pEK975 d l  1500 pVM312 pVM33 5 pVE.1325 

(13s and 12s) (13s)  (12s)  (13s and 12s) (13s)  (12s)  

- -- - - ---- a - - -  - 
(a)  - c a t  gene under  t h e  c o n t r o l  o f  t h e  Ad5 E2A e a r l y  promoter (pZElAEZAcat, p 3 ~ l A E 2 A c a t )  and t h e  E3 pronioter ( p 2 ~ 1 ~ ~ 3 c a t ,  

p3ElAE3ca t ) 

( b )  Plasmids co t rans fec ted  w i t h  t h e  p lasmid  h a r b o r i n g  t h e  - c a t  gene were t h e  sarne as i n  Table 1 f o o t n o t e  (b) .  

( c )  The r e l a t i v e  CAT a c t i v i t i e s  a r e  expressed i n  a r b i t r a r y  u n i t s  : CAT a c t i v i t y  = 1.00 corresponds t o  5,700 , 12,300 , 
1,300, and 3,500 CPM (14c)  ~ c - ~ m / m i n / l ~ ~  ce1 1s a t  37' C f o r  pZElAEZAcat, pEElAE3cat, p3ElAEZAcat and p3ElAE3cat IV I 

Ln 
r e s p e c t i v e l y .  A l  1 va lues  a r e  averages from t h r e e  separa te  exper iments.  

d I 



Fig.  1 : S t r u c t u r e  of recombinant plasmids. Plàsmids pVbl?14, pVM312, p5E2AcatY 

p5E3cat, p2E1AE2AcatY p2ElAE3cat, p3ElAE2P.cat, p31AE3cat and p2E1Acat were 

p r e v i o u s l y  descr ibed ( L e i t e  e t  a l . ,  1986). Plasmids : ( a )  pVC1335 con ta ins  

cDNA de r i ved  from Ad3 E1A 13s mRNA c loned between the  BamHI - H i n d I I I  s i t e s  - - 
o f  pVM312 ; (b)  pVM325 con ta ins  a A between n t  1178 (Dra I )  - - 1110 (XbaI)  - 
of pVM312Xba. Th is  p lasmid does n o t  con ta in  t h e  donor s p l i c e  s i t e  of  13s 

mRNA ; ( c )  p3ElAcat was obta ined by t h e  f o l l o w i n g  method : t h e  pVM312 was 

c u t  by - BamHI and - Sa11 and then d iges ted  by nuclease Ba131. A H i n d I I I  l i n k e r  - - 
was added before r e c i r c u l a r i z a t i o n .  A plasmid con ta in ing  t h e  E1A cap s i t e  

( n t  510) b u t  devoid of  t he  i n i t i a t i o n  t r i p l e t  of E1A p r o t e i n s  ( n t  574) was 

se lec ted  by the  technique o f  Holmes and Q u i g l e y  (1981). The - EcoRI - H i n d I I I  - 
fragment o f  t h i s  p lasmid whose s i z e  was 540 n t  as determined b y  n t  

sequencing, was c loned i n t o  pKH47. The fragment - H i n d I I I  - - BamHI from 

pSV2cat con ta in ing  the  - c a t  gene and a po ly -adeny la t ion  s igna l  was i n s e r t e d  

i n t o  the  corresponding s i  t e s  o f  t he  r e s u l t i n g  plasmid. B, - BamHI ; E, - EcoRI 

; H, - H i n d I I I  ; M, - MboI r e s u l t i n g  from t h e  fus ion  of - BamHI and XII s i t e s  ; 

X, XbaI. - 

Fig. 2 : Expression o f  t h e  - c a t  gene under t h e  c o n t r o l  o f  E2A e a r l y  and E3 

promoters o f  Ad5 i n  HeLa ce1 1 s by c o t r a n s f e c t i o n  w i  t h  plasmids expressing 

Ad3 o r  Ad2 E1A. HeLa c e l l s  were t rans fec ted  w i t h  per  p l a t e  10 pg o f  

pZElAEZAcat, pZElAE3cat, p3ElAEZAcat o r  p3ElAE3cat a lone o r  together  w i t h  

10 wg of pVM312 (Ad3 ElA),  pVM214 (Ad2 ElA),  pVM325 (12s mRNA of Ad3) o r  

pVM335 (13s mRNA of Ad3). 40 h a f t e r  t r a n s f e c t i o n ,  ce11 e x t r a c t s  were 

prepared and CAT a c t i v i t y  determined as descr ibed i n  the M a t e r i a l s  and 

Frlethods. The 12s and 13s mRNA t r a n s l a t i o n  products of Ad3 i n h i b i t e d  the  

t r a n s c r i p t i o n  from t h e  E2A e a r l y  and E3 promoters of A65 i n  t h e  presence of 

Ad2 E1A e a r l y  region.  
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Summary 

We examined E1A gene expression fo r  th ree  e v o l u t i o n a r i l y  d i ve rgen t  human 

adenoviruses, type 2 (subgroup C), type 3 (subgroup B) and type 12 (subgroup A) .  

For t h i s ,  t r a n s i e n t  expression assays were developed, DNA sequences o f  the  E1A 

c o n t r o l  reg ion  being fused t o  t h e  sequence encoding the  - c a t  gene. Co t rans fec t i on  

of HeLa c e l l s  w i t h  the  Ad2 ElA-expression plasmid increased the  expression of 

the Ad2, Ad3 o r  Ad12 E1A promoter-dr iven - c a t  gene. By c o n t r a s t  the Ad3 ElA 

expression p lasmid decreased t h e  expression o f  the  Ad2 E1A promoter d r i v e n  - c a t  

gene. Using h y b r i d  E1A promoters con ta in ing  elements f rom Ad2 and Ad12 o r  Ad2 

and Ad3 we showed t h a t  t he  domain respons ib le  f o r  t he  i n h i b i t o r y  e f f e c t  extended 

from the  conserved - P v u I I  r e s t r i c t i o n  s i t e  (-45 n t )  t o  t h e  end o f  t h e  conserved 

sequences ( n t  +39 f o r  Ad2), and was probably t h e  TATA box. I n  the case of t h e  

Ad2 E1A promoter, t h e  two enhancers A (Hen, Bo r re l  i , Sassone-Corsi and Chambon, 

1983, Nuc le i c  Acids Res. - 11, 8747-8761) and B (Hearing and Shenk, 1983, Ce11 z, 
695-703) were r e q u i r e d  f c r  f u l l  t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v i  ty. 

I n  s t a b l e  i n t e g r a t i o n  i n t o  ce11 DNA, the  E1A promoter of Adenoviruses 2, 3 

and 12 appeared as a very  weak promoter compared t o  t h e  SV40 e a r l y  promoter w i t h  

the  - neo gene as r e p o r t e r .  Even i n t e g r a t e d  i n t o  the  ce11 DNA, the  E1A promoters 

were t r a n s a c t i v a b l e  by the  E1A gene products b u t  the E1B gene products repressed 

t h i s  a c t i v a t i o n .  I n  KB ce11 l i n e s  expressing the  E1A and/or ElB gene products 

(Babiss, Young, F i she r  and Ginsberg, 1983, J. V i r o l .  - 46, 454-465), t h e  SV40 

e a r l y  promoter appeared n o t  t o  be i n h i  b i  t ed  when i t was fusqd t o  t h e  neo gene 

and i n t e g r a t e d  i n t o  c e l l u l a r  DNA. 

The t rans forming E l  reg ions  o f  human adenoviruses Ad2 and Ad12 d i f f e r  from 

each o t h e r  i n  the  frequency by which they can t rans form BRK c e l l s .  We have 

i n v e s t i g a t e d  t h i s  p rope r t y ,  and i t  can be assigned t o  t h e  promoter o r  the 

encoding domain o f  t h e  E1A reg ion .  For t h i s  purpose, we have cons t ruc ted  

ch imer ic  E1A regions,  i n  which t h e  promoter o f  Ad2 was l i n k e d  t o  the  encoding 

reg ion  o f  Ad12, and -- v i c e  versa. The frequency of t rans fo rma t ion  appeared t o  be 

determinefi by the  encoding sequences. 



1- Introduction 

The adenoviruses are a fami ly cf DNA viruses, that have been isolated from 
humans and from various animal species. Forty-two human adenovirus serotypes 
have been divided into six subgroups, initially on the basis of immunological 
criteria and latterly on the basis of DNA homologies and DNA restriction mapping 

studies (for a review see, Wadell, 1984). The first adenovirus genes to be 
transcribed after viral infection and DNA transport into the nucleus have been 
designated El. The organisation of this part of the oenome is very similar in 
the serotypes from different subgroups for which nucleotidic sesuence data is 
available (C : 2,5 ; B : 7 ; A : 12 ; E : 4 and F : 40,41) (van Ormondt et al., 
1980 ; van Ormondt and Esper, 1983 ; Sugisaki et al., 1980 ; Kimura et al., 1981 
; Bos et al., 1981 ; Tokunaga et al., 1986 ; van Loon et al., 1987). The El 
region between O and 11.2 map units has been subdivided into two major 
transcriptional units, E1A and E1B (Berk and Sharp, 1978 ; Chow et al ., 1979 ; 
Perricaudet et al., 1979 ; Wilson et al., 1979). These two regions ( a  part o f  

ElB) are able to induce a morphological transformation of cells in culture. Only 

cells transformed by oncogenic adenoviruses are tumorigenic for animals. This 
difference results essentially from the expression of the E1A region (Bernards 
and van der Eb, 1984) and using recombined E1A region between Ad5 and Ad12, van 
der Eb and his colleagues have demonstrated that the domain extending upstream 
to the splice site acceptor is the most important domain in the tumorigenicity 
of Adenovirus from subgroup A (Jochemsen et al., 1984). 

The E1A region encodes two major mRKAs (12s and 13s) which code 
respectively for two proteins of 243 and 289 aa (Perricaudet et al., 1979). 
These proteins have identical amino and carboxyl termini and differ only by 46 
aa unique to the 289 aa protein resulting from differential splicing (Berk and 

Sharp 1978 ; Chow et al., 1979 ; Ki tchingman and Wesphal , 1980). Recently, two 
novel Ad2 and Ad5 early region E1A mRNAs, designated 10s 2nd 11s have been 
characterized (Stephens and Harlow, 1987 ; Ulfendahl et al., 1987). The E1A 

region sequences of adenovirus show three conserved domains : i) between 140-188 
aa in the unique 13s mRNA product ; i i) 40-80 aa and i i  i) 121-140 aa. These 
aomains are associated with transformation of primary cells, repression of 
enhancer induced stimulation of transcription, transcriptional activation and 
induction of cellular EitA synthesis (Moran et al., 1986 ; Lillie et al., 1987 ; 
Schneider et al., 1987). In the promoter region, some enhancer elements have 

been described but only for the related serotypes 2 and 5 of subgroup C (Hearinc 
and Shenk, 1983 ; Hen et al., 1983 ; Imperiale et al., 1983). 



Recently, we have shown tha t  the E1A gene products of adenovirus type 2 and 
type 3 could regulate the i r  promoters different ly (Leite e t  a l . ,  1980). In the 
present report, we demonstrate tha t  the E1A gene products of the adenovirus 
belonging t o  subgroup C stimulate transcription from different  E1A promoters a t  
higher levels than the other adenovirus E1A gene products. The Ad12 E1A gene 

products do not stimulate t h e i r  promoter. Furthermore, the sequences previously 
descri bed as enhancers (Hen e t  al . , 1983 ; Heari ng and Shenk, 1983) are each 
indispensable for  transcription expression of the ElA promoter. 



II- Mate r ia l s  and Methoas 

Ce l l s  : HeLz, HEK-293, KB8, KB16> KB18 were mainta ined as monolayer 

c u l t u r e s  i n  Du1 becco mod i f i ed  minimal e s s e n t i a l  medium supplemented w i  t h  10 % 

f o e t a l  c a l f  serum. Kggy KBi6, KB18 are  KB ce11 l i n e s  transformed by Adenovirus 

type 5 E l  reg ion  and expressing r e s p e c t i v e l y  ElA, E1A + ElB and E1B gene 

products (Babiss e t  a l . ,  1983), and were k i n d l y  supp l ied  by  Dr. Young. 

R e s t r i c t i o n  endonucleases , T4 DNA 1 igasê were purchased from 

Boehri nger-Mannheim (FGR) o r  Appl i gene (Strasbourg, France). Phosphoryl a ted  
14 

1  i nke rs  were from Pharmacia (Sweden). ( C )  Cm (40 mCi/mrnol) was obta ined from 

New England Nuclear. Chromatography o f  Ac-Cm was c a r r i e d  o u t  on s i l i c a  ge l  

sheets (Polygram). The - neo çene de r i ved  from t h e  p lasmid pSV2neo was purchased 

from Bethesda Research Labora tor ies ,  Gene t i c i n  (6418) was from Gibco and used a t  

400 pg/ml. 

The plasmids expressing E1A gene products o f  adenovirus type 2 and 3, and 

the  chloramphenicol a c e t y l  t r ans fe rase  ( c a t )  - gene under t h e  c o n t r o l  of the  Ad2 

o r  Ad3 E1A promoter have been p r e v i o u s l y  descr ibed ( L e i t e  e t  a l . ,  1986). The 

p l  asmid pl2ElA, h a r b o r i  ng the  adenovi r u s  serotype 12 sequences 0-1545 i n  t h e  

unique E d I I I  s i t e  o f  t he  vec to r  p M t l  was k i n d l y  p rov ided by D r .  Per r icaudet .  

The plasmid p l2E lAcat  con ta in ing  t h e  - c a t  gene under the  c o n t r o l  of the  Ad12 E1A 

promoter (O - 498 n t )  was cons t ruc ted  i n  t he  f o l l o w i n g  way : the  plasmid p l2E lA 

was l i n e a r i z e d  a t  the  unique - Nar I  s i t e ,  t he  p r o t r u d i n g  ends b lun ted  w i t h  t h e  

Klenow fragment o f  Escher ich ia  - c o l i  DNA po l  1 and deoxynucleot ides, l i g a t e d  i n  

the presence o f  a  - H i n d I I I  l i n k e r  and t ransformed i n t o  Escher ich ia  HB101. 

The r e s u l t i n g  p lasmid was l i n e a r i z e d  a t  t he  - EcoRV s i t e  ( f r o m  the  pBR322 

sequences) and l i g a t e d  i n  the  presence o f  an - EcoRI l i n k e r  and transformed i n t o  

HBlO1. Tt~e B fragment - (EcoRI-H ind I I I )  - from t h i s  p lasmid was i n s e r t e d  i n t o  t h e  

plasmid p2ElAcat r e s t r i c t e d  w i  t h  t he  same enzymes. The r e s u l  t i n g  plasmid was 

named pl2ElAcat .  

Hybr id  plasmids c o n t a i n i n g  elements i n  t h e  promoter reg ion  from Ad2 and Ad3 

o r  from Ad2 and 12 were obta ined us ing  the  conserved &II s i t e ,  loca ted  13 n t  

upstream t o  the  TATA box, by exchanging the  fragment = R I - f i I I  i n t o  the 



plasmids pZElAcat, p3ElAcat and plSE1Acat. The resulting plasmids were named 

pVM261, pVM315, pVM291 and pVM1210 and are shown in Fig. 1. The hybrid E1A 

regions were constructed in a similar manner, schematized in Fig. 1 and named 

p2/12ElA and p12/2ElA. 

The Ad2 E1A promoter was deleted for  each enhancer element in the following 

way. For the enhancer A (Hen e t  a l . ,  1983) (Fig. 1 )  ; the plasmid p2ElAcat was 

deletcd between - EcoRI and - AccI restr ic t ion s i t e  n t  0-193, l igated in the 

presence of an - EcoRI linker and the resulting plasmid named pVM268. I n  a s imi lar  

manner the Ad2 E 1 A  promoter was deleted between the - AccI and - Bal1 r e s t r i c t ion  

s i t e s  ( n t  193-270), that  removed a large part  of the enhancer described by 

Hearing and Shenk (1983). The resul t ing plasmid was pVM 293 (Fic. 1). 

After modification of the - AccI s i t e  (in the Au2 E1A promoter to  a - XbaI s i t e ,  

the fragment - EcoRI-XbaI - (0-193) was cloned upstream to  the Ad3 E1A promoter (p3 

ElAcat), and the resulting hybrid plasmid was pVM 334. The fragment - Sau3aI 

(624-684 b p )  from the Ad3 E 1 A  region was inserted in the unique &HI s i t e  of 

vector pSP64. Fragment B - (EcoRI-XbaI) - of t h i s  plasmid was introduced upstream to 

the Ad3 E1A promoter a f t e r  modification of the HpaI s i t e  to  - XbaI, and the new 

plasmid named pVM 341. 

The plasmid p2ElAcat was deleted between the - Sa11 and - NdeI res t r ic t ion  

s i t e s ,  t ha t  remove the - Bal1 s i t e  present in the vector sequences. The resul t ing 

plasmid (pVM 295) was l inearized with - BalI, and recircularized by T4 DNA l i gase  

in the presence of a - XbaI l inker .  After transformation of E .  coli  HB 101, 

plasmids were tested for  the presence of the new res t r i c t ion  s i t e  and a clone 

was chosen and named pVM 296. After l inearization of th i s  plasmid by digestion 

with E I  a 50 base pair fragment consisting of pBR 322 sequences ( n t  1315-1364) 

was introduced a t  t h i s  s i t e ,  the new plasmid being pVM 297. 

Plasmids encoding the - neo gene were obtained by the insertion of the 

HindIII-BamHI fragment from pSV2neo (Southern and Berg, 1982) in the place of - - 
the - cat  gene and the resul t ing plasmids were named p2ElAne0, pl2ElAne0, 

p3ElAne0, pVM268neo and pVM293neo (Fig . 1).  

DNA transfections 

Mcnolayers of ce11 l ines  a t  70 % confluence were transfected with 10-20 vg 

DNA by the calcium phosphate precipitation method (Graham and van der Eb, 1973). 



For CAT ac t iv i t i e s ,  ce l l s  were harvested 40 h a f t e r  transfection, ce11 extracts  

and assays of CAT ac t iv i ty  were performed as previously described (Gorman - e t  

al 1982 ; Leite e t  a l . ,  1966). For geneticin resistance, ce l l s  were divided 16 2' 

h a f t e r  transfection a n d  G418 (400 pg/ml) was added a f t e r  the third day. The 

medium was changed twice a week and the number of foci was counted a f t e r  four 

weeks. 

Transformation experiments 

Primary cultures of B R K  c e l l s  were prepared from kidneys of four-day old 

Wistar ra t s .  Transformation of these c e l l s  with recombinant plasmids was 

performed as described by Jochemsen e t  a l .  (1984). A plasmid encoding the Ha-ras - 
gene was used to obtain f u l l  transformation (Reddy e t  a l . ,  1982). 



Resul t s  

Expression o f  the  c a t  gene fused t o  the  E1A promoter of adenovirus serotypes 

belonqing subgroup A, B and C. 

To compare the  E1A promoters o f  adenoviruses, we fused the  5 '  c o n t r o l  

regions o f  t he  E1A e a r l y  gene o f  Adenovirus serotypes 2 (subgrcup C), 3 ( B )  and 

12 (A) t o  the  s t r u c t u r a l  sequence encoding the  b a c t e r i a l  CAT enzyme. The 

a c t i v i t y  of  t h i s  enzyme can be r e a d i l y  assayed a f t e r  t r a n s i e n t  expression of the 

c a t  gene i n  mammal i a n  ce1 1s. The c a t  gene i s  a r e a l  r e p o r t e r  gene f o r  the - - 
promoter a c t i v i t y  and s imple t o  study. The cons t ruc t i on  of ch imer ic  genes i n  

which expression o f  t he  - c a t  sequence i s  c o n t r o l l e d  by elements a t  t h e  5 '  end of 

t he  v i r a l  E1A regions were p rev ious l y  descr ibed f o r  t he  Ad2 serotype (Le i  t e  - e t  

a l  1986) o r  i n  M a t e r i a l s  and Methods (Ad3, Ad12) and shown i n  F ig .  1. HeLa 2' 

ce1 1 s were t r a n s f e c t e d  w i  t h  t he  plasmids pZElAcat, p3ElAcat and p l2E lAcat  and 

e x t r a c t s  were prepared 40 h a f t e r  t r a n s f e c t i o n  and assayed f o r  CAT a c t i v i t y  as 

descr ibed i n  M a t e r i a l s  and Methods. 

The CAT a c t i v i t y  appeared a t  a low- leve l  i n  HeLa c e l l s  t rans fec ted  w i t h  the 

Ad3 E1A promoter-cat - chimer ic  p lasmid (Table 1) .  The Adenovirus E1A promoter i s  

t r a n s a c t i v a t e d  by the  E1A gene products (Berk, 1986a,b). To determine the  

t r a n s a c t i v a t i o n  o f  each ElA promoter by E1A gene products o f  d i f f e r e n t  

adenoviruses, the  f o l l o w i n g  c o t r a n s f e c t i o n  experiments were performed. The 

plasmids p2ElAcat , p3ElAcat o r  p l2E lAcat  were t rans fec ted  a lone o r  cotransfected 

w i t h  a p lasmid encoding one E1A reg ion  o f  t he  adenovirus serotypes 2, 3 o r  12. 

The r e s u l t i n g  CAT a c t i v i t i e s  a re  shown i n  Table 1. R e l a t i v e  CAT a c t i v i t y  

appeared a t  t h e  same l e v e l  i n  HeLa c e l l s  co t rans fec ted  w i t h  plasmids encoding 

the  Ad2 ElA and each ElR promoter fused t o  t h e  - c a t  gene. The E1A gene products 

of t he  Ad3 and Ad12 d i d  n o t  s t i m u l a t e  these E1A promoters i n  a s i m i l a r  manner. 

They s t i m u l a t e d  weakly t h e  t r a n s c r i p t i o n  froni t h e i r  promoters, b u t  i n  c o n t r a s t  

they i n h i b i t e d  the  Ad2 E1A promoter, as p rev ious l y  descr ibed f o r  t h e  Ad3 E1A 

gene products ( L e i  t e  e t  a l  . , 1986). 

Expression o f  the  c a t  gene under t h e  c o n t r o l  o f  E1A h y b r i d  promoters a f t e r  

co t rans fec t i on  w i t h  E1A genes belongincj t o  d i f f e r e n t  subgroups. 

To determine the  E1A promoter domain(s) o f  Ad2, respons ib le  f o r  

t r a n s i n h i b i t i o n  by E1A gene products o f  Ad3 and Ad12, h y b r i d  promoters were 

constructed.  These were made up o f  a p a r t  o f  Ad2 and Ad3 o r  Ad2 and Ad12 E1A 



prorcoters us ing  the conserved - PvuI I  s i t e  l oca ted  13 n t  upstream from the TATA 

box. The d e t a i l e d  c ~ n s t r u c t i o n  i s  descr ibed i n  Ma te r i a l s  and Methods and shown 

i n  F ig.  1. The cons t ruc t  w i t h  the domain extending from - EcoRI t o  - P v u I I  o f  Ad2 

E1A and the  second domain extending from - P v u I I  t o  - H i n d I I I  o f  Ad3 E1A i s  c a l l e d  

pVM261, tirid the  opposi te cons t ruc t  pVM315. The cons t ruc ts  w i t h  Ad2 and Ad12 EIA 

promoters are  c a l  l e d  r e s p e c t i v e l y  pVM291 and pVt41210. These f o u r  plasmids 

conta ined t h e  - c a t  gene downstream from the  - H i n d I I I  l i n k e r .  

These plasmids were t rans fec ted  i n t o  HeLa c e l l s  i n  t h e  presence o f  one of  

the o thers  plasmids encoding the E1A gene o f  Adenoviruses 2, 3 and 12. CAT 

a c t i v i t y  was measured 40 h a f t e r  t r a n s f e c t i c n  and the  r e s u l t s  are sumrnarized i n  

Table 2 .  

The CAT a c t i v i t y  appeared a t  t he  same l e v e l  i n  a l 1  t rans fec ted  HeLa c e l l s  

w i t h  plasmids encoding t h e  - c a t  gene except f o r  pJElAcat and pVf1261. The p lasmid  

pVM261 conta ined Ad3 sequences between the  - F v u I I  and - H i n d I I I  s i t e s  and t h i s  

domain cou ld  be r e s p ~ n s i b l e  f o r  t he  weak a c t i v i t y  o f  the  h y b r i d  as f o r  the  Ad3 

E1A promoter. I n  c o t r a n s f e c t i o n  experiments the  Ad2 E1A gene products s t i m u l a t e d  

t r a n s c r i p t i o n  from a l 1  t e s t e d  promoters ; a weak a c t i v a t i o n  was observed w i t h  

the  p lasmid pVM1210. I n  con t ras t ,  us ing  t h e  Ad3 and Ad12 E1A gene i n  

co t rans fec t i on ,  t h ree  d i f f e r e n t  types o f  r e s u l t s  were ob ta ined : i )  a weak 

s t i m u l a t i o n  w i t h  Ad3 E1A and Ad12 E1A gene products on t h e i r  own promoters and 

on the  h y b r i d  promoter 2/12 (pVM291) ; i i )  t h e  a c t i v i t y  was unchanged w i t h  Ad3 

E1A gene products on the  h y b r i d  promoter 2/3 (pVM261) ; i i i) an i n h i b i t o r y  

e f fec t  appeared whatever t h e  E1A gene products o f  Ad3 o r  Ad12 when t h e  cat gene 

was under the  c o n t r o l  o f  t h e  Ad2 promoter o r  t he  h y b r i d  promoters 3/2 and 121'2 

(pVM315 and pVM1210). The r e s u l t s  suggested an impor tan t  r o l e  p layed by the  Ad2 

domain extending between t h e  - P v u I I  and - H i n d I I I  r e s t r i c t i o n  s i t e s  ; t h e  TATA box 

i s  inc luded i n  t h i s  domain o f  negat ive  r e g u l a t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n .  

Enhancer elements i n  the  E1A promoter belonging t o  the  serotypes 2, 3 and 12. 

The Ad 2/5 E1A prornoter has been s tud ied  by others,  i n  p a r t i c u l a r  t o  

determine the  DNA sequences respcns ib le  f o r  enhancer a c t i v i t y  and 

t r a n s a c t i v a t i o n  by E1A gene products. In a d d i t i o n  t o  the  CAAT box and Spl s i t e s ,  

t h ree  d i f f e r e n t  enhancers have been descr ibed (Hearing and Shenk, 1983 ; Hen - e t  

a l  1983 ; Imper ia le  e t  a l . ,  1983). Ana lys is  o f  DNA sequences revealed t h a t  .' 
these enhancer elements a re  p a r t i c u l a r l y  conserved i n  t h e  Ad3 and Ad12 sequences 

upstream t o  the  E1A cap s i t e  b u t  t h a t  t h e i r  o r g a n i z a t i o n  i s  d i f f e r e n t  (F ig .  2) .  



For example, in the case of Ad12, a hoaologous DNA sequence to  the enhancer core 
described by Hen e t  a l .  (1983) i s  included between the core elenients of tha t  

described by Hearing and Shenk, 1983. This analysis using a matrice program 
revedled the presence of homologous DNA sequences to  the enhancer described by 
Hen e t  a l .  (1983), in the coding sequence of the Ad3 and Ad12 E1A regions ( n t  

+132, Ad3 ; n t  +ZOO,  Ad12). 

Ts determine the role  of each enhancer element in the promoter ac t iv i ty ,  
the following E1A hybrid c r  deleted promoters were b u i l t ,  and fused to  the - c a t  

gene. The Ad2 E 1 A  promoter was deleted i n  enhancer A sequences and part ia l  l y  
deleted fo r  enhancer B sequences ; and the resulting plasmids were respectively 
named pVM268 and pVM293 (Fig. 1).  The enhancer A sequences from the Ad2 E 1 A  

promoter were cloned upstream to  the Ad3 E 1 A  promoter using an - XbaI linker (Fig. 
l ) ,  the resulting hybrid plasmid was pVt.1334. The fragment - Sau3aI (624-694 bp) ,  
from the Ad3 E l A  region containing a "potential" enhancer A ,  was inserted in to  

the unique %HE s i  t e  of pSP64. I t  was then introduced upstream to  the Ad3 E 1 A  

promoter as described in Materials and Methods and the new plasmid named pVM34l 

(Fig. 1).  

To compare the t ranscr ipt ion level from these modified E 1 A  promoters, HeLa 

ce1 1 s were transfected wi t h  the pl asmids pZElAcat, pSElAcat, pVM268, pVM293, 
pVM334 and pVM341 e i the r  alone or together w i t h  Ad2 or Ad3 E 1 A  expressing 
plasmids. The CAT a c t i v i t y  was determined 40 h a f t e r  transfection and the 
resu l t s  are  shown in Table 3. The transcription level was reduced w i t h  the two 
deleted E1A promoters of Ad2 and the most marked ef fec t  was observed w i t h  the 
plasmid lacking the enhancer A (pVM26S). I n  cotransfection experiments, w i t h  the 
plasmid expressing the Ad2 E 1 A  gene and pVM293, the CAT ac t iv i ty  level was 
similar to  that  obtained wi t h  the control plasmid (p2ElAcat). The addition of 

the enhancer A upstream to  the E 1 A  promoter of Ad3 had no effect  on CAT 

ac t iv i ty .  The homologous DNA sequences to  t h i s  enhancer A ,  placed upstream t o  
the E 1 A  promoter (pVC1341) reduced the CAT ac t iv i ty  t w ~  fold (Table 3 ) .  

In al1 cotransfection experiments the CAT ac t iv i ty  was increased more w i t h  

the plasmid expressing the Ad2 E1A gene than in the presence of the  Ad3 E 1 A  

gene. This agrees w i t h  O u r  previous resu l t s  and furthermore corroborates the 
f ac t  t ha t  the E l A  gene products of Ad3 irihibit the Ad2 E 1 A  promoter. 



Ef fec t  on the  t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v i t y  o f  changing the  d is tance 

between the enhancer 0 elements of the  E1A provoter .  

A c o r r e c t  d i s tance  between the  b i n d i n g  s i t e s  f o r  t r a n s c r i p t i o n  fac to rs  

cou ld  be necessary f o r  optimum a c t i v i t y  o f  promoters. To t e s t  t h i s  assumption, 

the enhancer B sequences were mod i f i ed  as described below. An - XbaI l i n k e r  was 

i n s e r t e d  i n t o  t h e  unique - Bal1 s i  t e  ( n t  270) present  i n  E1A promoter (pVM295) and 

50 base p a i r s  were a l s o  in t roducea i n  the  nen - XbaI s i t e  ; these r e s u l t i n g  

plasmids were named, respec t i ve l y ,  pVM296 and pVM297. To f a c i l i t a t e  these 

plasmid cons t ruc t i ons ,  t he  - Bal1  s i t e  present  i n  t he  pBR322 sequence was removed 

by d e l e t i o n  o f  t h e  DNA sequence extending from the  - Sa11 t e  the - NdeI r e s t r i c t i o n  

s i t e s  (F ig .  1). 

HeLa ce1 1  s  were t rans fec ted  w i  t h  p l  asmids p2ElAcat, pVM295, pVM296, and 

pVM297 e i t h e r  a lone o r  together  w i t h  t h e  Ad2 E1A expressing p lasmid (p2ElA). The 

CAT a c t i v i t y  was determined 40 h  a f t e r  t r a n s f e c t i o n  and t h e  r e s u l t s  summarized 

i n  Table 4. The f i r s t  observa t ion  was a  h igh  l e v e l  o f  CAT a c t i v i t y  i n  

ce1 1  s  t r a n s f e c t e d  w i  t h  the  p l  asmid pVM295 suggest ing an i n h i b i  t o r / s i  lencer  

domain present  i n  t he  vec to r  sequences as repor ted  by Peterson e t  a l .  (1987). 

A d d i t i o n  o f  an - XbaI l i n k e r  a t  t he  - Bal1  r e s t r i c t i o n  s i t e ,  o r  i n s e r t i o n  of 50 

base p a i r s  a t  t h i s  s i t e ,  reduced the  CAT a c t i v i t y  l e v e l  3.6 and 6.60 fold, 

r e s p c c t i v e l y .  I n  each c o t r a n s f e c t i o n  experiment CAT a c t i v i t y  was increased i n  a  

s i m i l a r  rnanner. The r e s u l t s  above conf i rmed the  importance of t h e  d is tance 

between enhancer elements. 

A c t i v i t y  o f  the  E1A promoter sequences i n t e g r a t e d  i n t o  t h e  hos t  ce11 DNA 

To compare t h e  E1A promoter a c t i v i t - y  o f  t he  adenoviruses belonging t o  t h e  

d i f f e r e n t  subgroups, i n t e g r a t e d  i n t o  the c e l l u l z r  DNA, we exchanged the - c a t  gene 

f o r  the  - neo gene. The - neo gene confers res i s tance  t o  6418, an analogous of 

n e o ~ y c i n e .  The - neo gene and a  po lyadeny la t ion  s igna l  from pSV2neo were fused t o  

the E1A prWornoter sequences. The r e s u l t i n -  plasmids were named pZElAneo, p3ElAneo 

and p12ElAneo (F i g .  1). HeLa c e l l s  were t rans fec ted  w i t h  each o f  these plasmids 

and t r e a t e d  as descr ibed i n  M a t e r i a l s  and Ik thods .  The number o f  f o c i  of HeLa 

c e l l s  r e s i s t a n t  t o  6418 was counted f o u r  weeks a f t e r  t rans fec t i on  and the 

r e s u l t s  a r e  shown i n  Table 5. A  smal l  number o f  ce11 f o c i  appeared i n  HeLa c e l l s  

t rans fec ted  w i t h  plasmids con ta in ing  the  - neo gene under t h e  c o n t r o l  of the E1A 

promoter o f  t he  adenovirus serotypes 2, 3 and 12. I n  con t ras t ,  a l a r g e  number of 

HeLa ce11 f o c i  were observed w i t h  pSV2neo. 



The weak a c t i v i t y  o f  the  E1A promoter cou ld  r e s u l t  f rom the absence of E1A 

gene products. To t e s t  t h i s  hypothesis,  s i m i l a r  experiments were performed i n  KB 

ce1 1s expressing E1A and/or EZB gene products (Babiss e t  a l . ,  1983). The r e s u l  t s  

a re  shown i n  Table 5. I n  KB8 c e l l s ,  expressing E1A gene products of Ad5, the  

res i s tancc  frequency w i t h  plasmids encoding the  - neo gene under the c o n t r o l  of 

Ad2 o r  Ad3 E1A promoters was increased almost 100 fo ld .  I n  cont ras t ,  t he  

frequency o f  res i s tance  was s i m i l a r  i n  KB16, KB18 and HeLa c e l l s ,  suggest ing a 

t r a n s i n h i b i t o r  e f f e c t  o f  t he  E1B gene products. When i n t e g r a t e d  i n t o  t h e  ce11 

DNA, the  E1A promoter was regu la ted  by the  E1A gene p r ~ d u c t s  as i n  t h e  v i r a l  

genome o r  i n  t r a n s i e n t  expression. 

The number of f o c i  appeared very s i m i l a r  i n  a l 1  ce11 l i n e s  t rans fec ted  w i t h  

pSV2neo imp ly ing  t h a t  t h e  E1A gene products d i d  n o t  i ~ h i b i t  the SV40 e a r l y  

promoter . 

Const ruc t ion  o f  ch imer ic  E1A reg ions  and t rans format ion  frequency. 

The h y b r i d  E1A reg ions  i n  which the  Ad2 E1A promoter i s  l i n k e d  t o  the  

encoding sequences o f  Ad12 E1A and vice-versa, were cons t ruc ted  us ing  the  - P v u I I  

r e s t r i c t i o n  s i t e ,  conserved i n '  t he  E1A reg ion  o f  t h e  two serotypes. The 

c o n s t r u c t  w i t h  the  promoter o f  Ad2 E1A and t h e  encoding sêquences o f  Ad12 E1A i s  

c a l l e d  p2/12E1AY and t h e  oppos i te  p12/2ElA (F ig .  1 ) .  

The plasmids expressing t h e  h y b r i d  E1A reg ions  were cotransfected w i t h  the  

Ad2 E1B reg ion  o r  Ha-ras - i n  pr imary  c u l t u r e s  o f  BRK c e l l s .  Four o r  s i x  weeks 

a f t e r  t r a n s f e c t i o n ,  when transformed f o c i  were c l e a r l y  v i s i b l e ,  the  

t ransformat ion frequency was determined and i s  shown i n  Table 6. Wi th Ha-= 

p12/2ElA has a t rans fo rma t ion  frequency comparable w i t h  t h a t  of pZElA, and t h a t  

of p2/12ElA i s  comparable w i t h  t h a t  o f  p12ElA. S i m i l a r  r e s u l t s  were obta ined 

when t h e  E1B reg ion  o f  Ad2 rep laced the Ha-ras - gene. Th is  i rnpl ies t h a t  the  

d i i f e r e n c e  between t h e  frequency o f  t rans fo rma t ion  induced i n  BRK c e l l s  by Ad2 

and Ad12 i s  s p e c i f i e d  by  the  encoding sequences o f  the  E1A region. 



A c t i v a t i o n  o f  Ad e a r l y  t r a n s c r i p t i o n  u n i t s  has been described as being a 

func t ion  of the product  encoded by the  E1A 13s mRNA (Berk e t  a l . ,  1979 ; Car lock  

and Jcnes, 1981 ; R i c c i a r d i  e t  a l . ,  1981 ; Montel1 e t  a l . ,  1982 ; Ferguson e t  - 
a l  1984 ; Leff e t  a l . ,  1984 ; Svensson and Akus ja rv i  , 1984). Repression b y  E l A  2' 

gene products of enhancer-induced s t i m u l a t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  has a l s o  been 

repor ted  ( B o r r e l l i  e t  al., 1984 ; Velc ich  and Z i f f ,  1985 ; Dery e t  a l . ,  1987). 

Recent ly,  i n  Our l abo ra to ry ,  i t  has been shown t h a t  bo th  products encoded b y  the  

E1A reg ion  of  Ad3 i n h i b i t e d  t r a n s c r i p t i o n  from the  Ad2 E1A promoter ( L e i t e  e t  - 
a l  1986), t h i s  r e s u l t  e x p l a i n i n g  t h e  transdominance e f f e c t  of Ad3 over Ad2 i n  ., 
permiss ive and semi-permissive ce1 1s (De lse r t  and D'Hal l u i n ,  1984 ; Mc Dougal l  

and Mautner, 1987). 

I n  t h i s  study, t h e  E1A promoter o f  Ad12 and Ad3 appears l ess  s t rong  t h a n -  

the  t h a t  of Ad2 b u t  t he  t r a n s c r i p t i o n  o f  the  Ad3 E1A promoter i s  more s t i m u l a t e d  

by Ad2 E1A gene products (Tab le  1) .  The E1A gene products o f  Ad12 and Ad3 

i n h i b i t e d  - c a t  gene t r a n s c r i p t i o n  under the  c o n t r o l  o f  Ad2 E1A promoter, 

conf i rming Our prev ious r e s u l  t s  ( L e i t e  e t  a l . ,  1986). To determine t h e  p a r t  of 

t he  ElA promoter respons ib le  f o r  t rans  repress ion  a c t i v i t y ,  h y b r i d  promoters 

were cons t ruc ted  us ing  the  conserved - PvuI I  r e s t r i c t i o n  s i t e .  The DNA sequences 

extending between t h i s  r e s t r i c t i o n  s i t e  and the  end of t he  conserved reg ion  

surrounding the  cap s i t e ,  were the  t a r g e t  o f  t he  i n h i b i t o r  e f fec t  of  the E1A 

gene proaucts  o f  Ad3 o r  Ad12 on the  Ad2 E1A promoter (Table 2 )  : t h e  TATA box i s  

there fore  probably t h e  e s s e n t i a l  element f o r  t h i s  repress ion .  

The TATA box i s  the  o n l y  sequence requ i red  f o r  t r a n s a c t i v a t i o n  i n  the  

HEK-293 ce11 l i n e  of t he  p - g l o b i n  gene i n  the  absence o f  enhancer sequences 

(Green e t  a l . ,  1983 ; Treisman e t  a l  ., 1983). Hearing and Shenk (1985) and Wu - e t  

a l .  (1987) demonstrated t h a t  t h e  TATA box i s  the  o n l y  sequence requ i red  f o r  - 
t r a n s a c t i v a t i o n  by the  13s mRNA prcduct.  The TATA element i s  a t a r g e t  i n  t h e  

hsp70 promoter f o r  E1A r e ç u l a t i o n  (Simon e t  a l . ,  1988). DNA sequences of t h e  E1A 

TATA box o f  t he  adenovirus t ype  2, 3 and 12 a re  d i f f e r c n t ,  as shown on Fig.  2. 

Are these changes s u f f  i c i e n t  t o  e x p l a i n  the  i n h i b i t i o n  o f  t h e  Ad2 ElA promoter ? 

P o i n t  muta t ions  are  requ i red  t o  answer t h i s  quest ion.  

Both enhancer elements descr ibed by Hearing and Shenk (1983) a ~ d  Hen e t  a l .  

(1983) were requ i red  f o r  f u l l  a c t i v i  t y  o f  t h e  E1A promoter. These r e s u l  t s  

conf i rm the  recent  r e p o r t  o f  Hermann e t  a l .  (1987). The a d d i t i o n  of enhancer A 

upstream t o  the  Ad3 E1A promoter d i d  n o t  s t i m u l a t e  o r  even i n h i b i t  



t r a n s c r i p t i o n .  A c o r r e c t  o rgan isa t ion ,  the  number and the  d i s tance  between t h e  

b ind ing  s i t e s  f o r  t r a n s c r i p t i o n a l  f a c t o r ( s )  a re  necessary f o r  optimum a c t i v i t y  

of the protroter (Table 3  and 4) .  However, these enhancers d i d  n o t  occur i n  t h e  

t r a n s i n h i b i  t i o n  o f  Ad2 E1A promoters by the  E1A gene products o f  Ad3 artd Ad12. 

To compare the  t r a n s c r i p t i o n  f rom the  E1A promoter c f  adenoviruses 

belonging t o  d i f f e r e n t  subgroups i n  t r a n s i e n t  expression and when in teg ra ted  

i n t o  c e l l u l a r  DNA, the  - neo gene was used as t h e  r e p o r t e r  gene. The th ree  

adenovirus E1A promoters used were very weak (compared t o  the  SV40 e a r l y  

promoter) i n  t he  absence of the E1A gene products. This  a c t i v i t y  increases i n  

t he  KB8 ce11 l i n e  expressing o n l y  t he  EIA gene products, b u t  the foc i  number was 

reduced t o  the  basal l e v e l  ( i n  HeLa c e l l s )  i n  t he  presence of t h e  ElB gene 

products. The E1B-21 kDa p r o t e i n  has been repo r ted  as a  t r a n s i n h i b i t o r  i n  W I  38 

ce1 1s and HeLa ce1 1s (White e t  a l . ,  1986) b u t  a l  so as a  t r a n s a c t i v a t o r  (Hermann 

e t  al . ,  1987). Th is  p r o t e i n  would a c t  as a  t r a n s i n h i b i t o r  on the  E1A promoter, 

whether v i r a l  DNA o r  i n t e g r a t e d  i n t o  c e l l u l a r  DNA. I n  con t ras t ,  t h e  E1A gene 

products d i d  n o t  i n h i b i t  the  SV40 e a r l y  promoter i n  KB c e l l s  (Table 5) .  It has 

been repor ted  t h a t  the  E1A gene products i n h i b i t  t he  SV40 e a r l y  promoter i n  

t r a n s i e n t  expression ( B o r r e l l  i e t  a l . ,  1984 ; Ve lc i ch  and Z i f f ,  1985 and Our 

unpubl ished r e s u l  t s )  . However, i n  t he  HEK-293 ce1 1  1 i ve ,  Treisman e t  a l .  (?983), 

d i d  n o t  observe the  nega t i ve  r e g u l a t i o n  on t h e  SV40 enhancer when fused t o  the  

p - g l  ob in  gene. Several hypothesi s  cou ld  be proposed t o  e x p l a i n  previous r e s u l  t s  

: i )  t he  s t r u c t u r e  o f  t h e  SV40 promoter i n t e g r a t e d  i n t o  ce1 1  DNA, ; i i )  t he  

compet i t ion  between the  two v i r a l  promoters f o r  c e l l u l a r  b ind ing  f a c t o r ( s )  

p resent (s  j a t  a  very  1ow concent ra t ion  ; i i i )  changes i n  t h e  t r a n s c r i p t i ~ n a l  

r e g u l a t i o n  o f  t h e  t r a n s f o m e d  KB ce1 1s by Ad5 compared t o  HeLa ce1 1s o r  t he  

parenta l  KB ce1 1  1  ine. These p o s s i b i l  i t i e s  a re  n o t  mutual l y  exc lus ive .  

To d e t e m i n e  the  p o s s i b l e  involvement i n  t he  degree o f  oncogen ic i ty  of t h e  

E1A promoter o f  adenovi ruses belonging d i f f e r e n t  subgroups , we have cons t ruc ted  

ch imer ic  E1A regions i n  which the  promoter of t h e  Ad2 E1A reg ion  i s  l i n k e d  t o  

the encoding sequences o f  the  Ad12 E1A reg ion  and vice-versa. The d i f ference 

between Ad5 and Ad12 i s  t h e i r  t r ans fo rma t ion  frequency : Ad5 E l  transforms BRK 

c e l l s  w i t h  a  h igher  frequency than does Ad12. Here evidence i s  presented t h a t  

t h i s  frequency i s  determined by the  encoding sequence (Table 6 ) .  Jochemsen et 
a l .  (1984) have demonstrated t h a t  the  second exon c f  the  E1A gene i s  no t  - 
invo lved  i n  t he  t rans fo rma t ion  frequency and t h e  degree o f  oncogenic i ty .  We 

cou ld  conclude t h a t  o n l y  t h e  f i r s t  exon o f  the  EIA gene determines the  

t rans format ion  frequency and the  tumor igen ic i  t y  of transformed ce1 1s. In t h e  



f i r s t  exon o f  the E1A region, t h ree  domains r e l a t i v e l y  conserved f o r  the 

serotypeç belonging t o  subgroups A, B and C have been l o c a l i z e d  : two domains 

(46-77 aa ; 121-136 aa) p resent  on both E1A gene products  a re  respons ib le  f o r  

gene repress ion  and t rans fo rma t ion  and the  t h i r d  dornain, present  o n l y  i n  t h e  13s 

mRNA product ,  i s  i nvo l ved  i n  t r a n s a c t i v a t i o n  o f  gene expression (Moran e t  a l . ,  

1986 ; L i11  i e  e t  a l . ,  1987 ; Schneider e t  a l . ,  1987). Experiments a r e  now i n  

progress t o  determine the E1A Somain respons ib le  f o r  t k e  d i f f e rence  i n  

t rans format ion  frequency and t h e  degree of oncogen ic i ty  of transformed c e l l s .  
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Table 1 : LAT ac t iv i ty  i n  HeLa c e l l s  transfected with plasmids containing the 
E 1 A  promoter o f  adenovirus serotypes 2 ,  3 and 12 

Al one 1. Ooa 0.47 0.84 

N.D. 

a )  CAT ac t iv i ty  was visualized as described in Materials and Methods. The 
re la t ive  CAT a c t i v i t i e s  a re  expressed in arbi t rary units ; CAT ac t iv i ty  = 1 

corresponds to  p2ElRcat transfected into HeLa ce l l s .  The reference a c t i v i t y  
14 6 o f  1 correspond to  1,700 cpm ( C )  Ac-Cm/min/lO c e l l s  a t  37O C .  Al1 values 

a re  averages from f ive  separate experirnents. 
ND : Not determined 



Table 2 : CAT a c t i v i t y  i n  HeLa c e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  plasmids con ta in ing  E1A 

h y b r i d  promoters. 

Ad2 Ad3 2/3 3/2 

p2ElAcat p3ElAcat pVM26 1 pVM315 
................................................................................ 

a l  one 1. Ooa 0.47 0.47 0.94 

pVM214 2.26 2.26 2.25 2.35 

pVM312 0.47 0.70 0.46 0.47 

a l  one 1. Ooa 0.84 0.95 0.82 

a )  see f o o t n o t e  Table 1 ( a ) .  



Table 3  : CAT a c t i v i t y  i n  HeLa c e l l s  t r ans fec ted  w i t h  p lasmids c o n t a i n i n g  

d e l e t e d  o r  m o d i f i e d  E1A promoters. 

-. 

Ad2 E1A Ad3 E1A 

A l  one p2 E1A p3 E1A 

a)  see f o o t n o t e  Table 1 ( a ) .  A l  1  va lues  a r e  averages from t h r e e  separa te  

exper iments  



Table 4 : Expression of the - c a t  gene i n  HeLa c e l l s  t r a n s f e c t e d  wi th  plasmids 
con ta in ing  a modified enhancer  B 

a l  one p2E 1A b/a 

( a )  (b) 

c )  see foo tno te .  Table  l ( a ) .  A l 1  va lues  a r e  averages  from fou r  s e p a r a t e  

experiments  . 



Table 5 : Frequency o f  r e s i s t a n t  c e l l s  con ta in ing  the  - neo gene under t h e  c o n t r o l  

of  E1A promoters i n  t h e  presence o f  6418 

P l  asmi cis Ce11 l i n e  

HeLa KB8 KB16 KB 18 

a )  60 mm dishes o f  HeLa o r  t ransformed KB c e l l s  l i n e s  were t rans fec ted  w i t h  

10 ~g of  f o l  low ing p lasmid encoding the  - neo gene under the  c o n t r o l  of SVaO 

e a r l y  o r  E1A promoter f rom Ad2, Ad3 and Ad12. 

b )  The number o f  f o c i  o f  r e s i s t a n t  c e l l s  were counted f o u r  weeks a f t e r  t r a n s -  

fec t ion .  A l  1 values a re  averages f rom dupl i c a t e  p l a t e s  o f  t h ree  independant 

experiments. 

ND : n o t  determined 



Table 6 : Transformation frequency of B R K  ce1 1 s by hybrid E1A regions in the 
presence of Ha-ras - or the E l b  region of Ad2 

a )  6 R K  cel ls  on 100 mm plates were transfected with 20 pg of plasmid encoding 

E1A genes in the presence of Ha-ras - or E1B region. 

b)  The foci numbers of transformed BRK cel ls  were determined four t o  six weeks 

af ter  transfection. A11 values are averages from duplicate plates of f o u r  
separate experirnents. 



l FIGURES LEGEND 

Fig.  1 : Const ruc t ion  o f  plasmids encoding the  - c a t  o r  - neo gene under the  

c o n t r o l  o f  E1A promoters. The 5' c o n t r o l  reg ion  o f  the  E1A gene was i n s e r t e a  

between - EcoRI and - H i n d I I I  r e s t r i c t i o n  s i t e s  o f  t h e  pBR322. The cat (b lack  boxes) 

o r  neo (boxes w i  t h  lozenges) gene f rom pSV2cat o r  pSV2ne0, respec t i ve l y ,  was 
i n s e r t e d  downstream the E1A promoter us ing  - H i n d I I I  and - BamHI r e s t r i c t i o n  s i t e s .  

A) ElA promoters from adenovirus serotypes 2, 3 and 12 a r e  ind ica ted .  The h y b r i d  

promoters are  schematized us ing  t h e  corresponding symbol S. B) Modi f i e d  E1A 

promoters. The Ad2 E1A promoter d e l e t e d  between -498 and -345 n t  (pVM268) o r  

-345 and -228 n t  (pVM293) ; the Ad3 E1A promoter addi t ionned of Ad2 E1A 

sequences between -498 and -345 n t  (pVM334) o r  Ad3 E1A sequences between +123 

and +150 n t  (pVM341). C )  Mod i f i ed  Ad2 E1A promoter. A f t e r  d e l e t i o n  of the  

fragment - Sa1 1 and - NdeI f rom the  p2ElAcat (pVM295), a - XbaI 1 i n k e r  was in t roduced 

a t  the  - Bal 1 s i t e  (pVPi296). A fragment o f  50 base p a i r s  from pBR322 was 

in t roduced a t  t h i s  - XbaI s i t e  (pVM297). D )  The Ad2, Ad12 and hyb r ids  E1A cod ing  

region.  E, - EcoRI ; B, - BamHI ; H, - Hind i11  ; P, - P v u I I  ; S ,  - Sa11 ; X ,  - XbaI. 

F ig.  2 : Comparison o f  t h e  n t  sequences among Ad?, Ad3 and Ad12. 

A) The n t  sequence o f  t h e  enhancer "A" (Hen e t  a l . ,  1983) of Ad2, Ad3 and 

Ad12 (1 )  and t h e  sequence from Ad3 and Ad12 ( 2 )  p resent  i n  t he  coding r e g i o n  of 

t he  E1A gene. The v e r t i c a l  l i n e s  i n d i c a t e  the  i d e n t i c a l  n t ,  t he  a s t e r i s k s  denote 

the  homologous n t  between Ad2 and Ad3, and the  squares between Ad2 and Ad12. 

B) The n t  sequence between - P v u I I  r e s t r i c t i o n  s i t e  and E1A cap s i t e  from 

Ad2, Ad3 and Ad12 (van Ormondt e t  a l . ,  1980). 





A d 3  '*' +123 ACTGGRGTTTGTGGTAAATACCCT AATG +150 

O d 1 2  '-' -297 CGCGCCGGOTGT GACGTTTTRGACGCCA -270 

1 1 1 1 1  1  1 1 1  
Ad3")  -363 WGGRGTTRTGTT~CftftGTTATTACGGT -336 * 

Ad2 -48 CAGCTGACGTGTAGTGTATTTATACCCGGTGAGTTCC-TCAAGAGGCCA - 

Ad3 -48 CAGCTGATCGTCAGGGTATTTAAACCTGACGAGTTCCGTCAAGAGGCCA - 

Ad12 -48 CAGCTGATCGTTTGGGTATTTAATGCCGCCGTGTTC-GTCAAGAGGCCA 
T 

Pvu I I  - "TATA " + 1 
cap s i t e  E1A mRNAs 



RESUME 

L'organisation du gène E1A est similaire pour les adénovirus des sérotypes 

2, 3 e t  12; mais une analyse plus detaillée révèle des différences au niveau des 

zones codantes e t  non codantes. La différence dans la zone non codante ne 

semble pas êt re importante pour l'activité! du promoteur car les p-smides 

hybrides entre ces sérotypes conservent le mdme taux d'expression que les 

plasmides natifs. Cependant, la séquence 'TATA boxn jouerait un r8le 

fondamental dans les processus de transactivation e t  de tttransrépression~l. 

Les produits de la région E1A de l'Ad2 stimulent les promoteurs E l A  des 

Ad2, Ad3 et Adl2. Les produits de la région EIA de l'Ad2 e t  de l'Ad3 stimulent 

les promoteurs E2A e t  E3 de I8Ad5. Par contre, ceux de l'Ad3 ' et de l'Ad12 

inhibent ces memes promoteurs dès que k région EIA de l'Ad2 est présente. 

Les deux principales séquences "enhancerstl décrites sont indispensables à 

i té maximale du promoteur E1A de 18Ad2. Leur organisation doit  ê t re 

conservée car des modifications produites entre ces séquences diminuent le taux 

d'expression du promoteur. 

La transactivation dépend de l'organisation individuelle de chaque 

promoteur. Ceci suggère l'existence de différents facteurs nucléaires qui 

reconnaissent une organisation propre à chaque sous-groupa d ~ a ~ n o v i ~ w s  

humain. 
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