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LEXIQUE

établie de cellules de carcinome de poumon humain

établie de cellules de rein de hamster nouveau-né

: Cellules primaires de rein de rat Wistar nouveau-né
: Cellules CV-1 transformées par le virus SV40, exprimant

: Lignée établie de cellules de rein de singe vert africain

: Cellules de carcinome embryonnaire de souris

: Lignée établie de cellules embryonnaires de rein humain

: Cellules HEK transformées par les 11,5 % de 1'extrémité gauche

du génome de 1'AdS (nt 270-4123) (Graham et al., 1977)

de

la

: Lignée établie de cellules de carcinome du col utérin humain

cellules de carcinome du plancher buccal

région E1A de 1'Ad5 (Babiss et al., 1983)

les régions E1A et EIB de 1'Ad5 (Babiss et

la
de
de
de
de
de

région E1B de 1'Ad5 (Babiss et al., 1983)
cellules de rein de singe Rhésus
fibroblastes de souris

cellules de rein de singe vert africain
fibroblastes de poumon humain

cellules d'ostéosarcome humain (tk)

: Géne codant pour la chloramphénicol acétyl transférase
: Oncogéne de la leucémie myoblastique aviaire

: Oncogéne de la leucémie myélo-monocytaire

: Géne de résistance & la néomycine

: Oncogéne du sarcome murin de Harvey

: Oncogéne du sarcome de Rous

: Géne de résistance & la tétracycline

1) CELLULES

A-549 : Lignée

BHK-21 : Lignée

BRK

Cos
1'Antigéne T (Ag T)

Cv-1

F-9

HEK

HEK-293

Hela

KB3 : Lignée établie
humain

K88 : KB3 “exprimant

KB16 : KB3 exprimant
al., 1983)

KB18 : KB3 exprimant

LLC-MKZ : Lignée é&tablie

NIH-3T3 : Lignée établie

Vero : Lignée établie

WI-38 : Lignée établie

143-B : Lignée établie

2) Génes

cat

myb

myc

néo

ras

sarc

tc

tk

: Géne codant pour la thymidine kinase



3) Virus

Ad

+ Adénovirus

AD2ND1 : Hybride d'adénovirus de type 2 et de SV40

SvV40

: Papovavirus dont 1'hdte naturel est le singe

4) Reéactifs

BB@
bluo-
BreT
CsCl
CsZSO
G418
HEPES
IPTG
NP40
PIPES

SDS

5)

: Bleu de bromophénol
gal : Indolyl- B-D-galactoside halogéné
: Bromure d'é&thidium
: Chlorure de césium
4 G Sulfate de césium
: Généticine
: Acide N-2-hydroxyéthylpipérazine-N'-&thanesulfonique
: Isopropyl- P-D-galactopyranoside
: Nonidet P40
: Acide pipérazinediéthane-sulfonique-1,4
: Dodécyl sulfate de sodium

Autres Abreviations

AA
d1
E
hr
kDa

nt
ORF
pb
PFU

p.i.
pm

ts
UG
var

: Aminoacides

: Délétion

: Early - précoce

: Host range - mutant hdte dépendant

: Kilodalton

: Late - tardif

: Nucléotide(s)

: Open reading frame - phase de lecture ouverte

: Paire(s) de bases

: Plaque forming unit - unité formant plage (unité de titre infectieux
viral)

: Post infection

: Ponctual mutation - mutation ponctuelle

: Résidus

: Coefficient de SVEDBERG

: Thermosensible

: Unité génome

: Variant
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Les 35 ans écoulés depuis l'isolement des adénovirus ont été marqués par
plusieurs événements. En 1962, Huebner et al. ont mis en évidence le pouvoir

oncogéne "in vitro" de ces virus. Flewett et al. (1975) ont identitié les

adénovirus "fastidieux" qui ont été isolés en culture celluiaire (HEK-293) par
Takiff et al. (1981). En 1977, les études réalisées avec I'Ad2 ont permis de
mettre en évidence I'épissage des ARNm (Chow et al., 1977) et en 1980 le
mécanisme de la transformation cellulaire en deux étapes : immortalisation et
transformation phénotypique (Houweling et al., 1980).

La Dbiologie moléculaire a réellement débuté avec I'isolement des
endonucléases de restriction par Arber et Dussoix (1962), et a sans aucun
doute mis un terme a la distinction entre les deux concepts : le fondamental et
l'appliqué. La recherche fondamentale a mis en valeur la recherche appliquée.
"Comme le noyau et le cytoplasme interagissent pour la maturation et le
transport des ARNm", il existe un échange des besoins et des connaissances de

I'une par rapport & l'autre. La "biologie humaine", en général, y a beaucoup
gagné.

Cette collaboration fructueuse n'est malheureusement pas quotidiennement
suivie. Prenons pour exemple la destinée d'un médicament interdit dans un pays
industrialisé mais commercialisé librement dans un pays sous-développé par une
entreprise (ou "trust") de ce premier. A l'origine se trouvent les intéréts de
certains groupes indigénes mais plus encore le rapport de "force économique"
entre pays industrialisé ou non. La rentabilisation des recherches obligent la

commercialisation des produits "médicamenteux" en dépit des principes éthiques.

Les années 80 ont été frappées par "l'épidémie du SIDA", un probléme
extrémement grave qui justifie la mobiiisation générale entreprise ; et pourtant
des intéréts économiques mesquins ont été jusqu'a remettre en cause la
découverte du virus. Mais il faut savoir également que dans le tiers-monde il y
a, annuellement, 4,5 miiliards de cas de gastroentérite chez les enfants dgés de
moins de 5 ans. Ceci provoque la mort de 5 @ 10 mi'lions d'entre eux. Parmi les
agents étiologiques retenus, les virus sont responsables de 30 % des cas
(rotavirus, adénovirus, coronavirus ...). Bien évidemment, ni les virus, ni les
bactéries ne sont les premiers responsables de la mort de ces enfants, le

véritable probléme étant la famine.




_1 S_

Le SIDA est-il plus important que lz famine ?

Un changement du "rapport de force" entre pays industrialisé et pays
sous~développé est nécessaire afin qu'il soit le plus proche possible de celui
existant entre deux nations de méme potentiel économique. Ceci devrait
permettre aux pays sous-développés de progresser par eux-mémes, avec leurs

propres capacités, idées et tradiiions.

Ces virus, "organismes" que l'on dit a la frontiére du vivant, seraient-ils

plus aptes a servir de modéle pour I|'Homme que [‘homme pour lui-méme?
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I- HISTORIQUE

Rowe et al. (1953) ont isolé pour la premiére fois un agent infectieux a
partir de tissus adénoides humains maintenus en culture "in vitro". Une année
plus tard, Hilleman et Werner ont isolé en culture cellulaire d'origine humaine
(carcinome épidermoide humain) un agent cytopathogéne provenant de sécrétions

de la gorge de malades atteints d'infections respiratoires aigués.

Initialement, ils ont recu les dénominations suivantes : "Adenoid
Degeneration Agent" (Rowe et al., 1953), "Acute Respiratory Disease Agent"
(Hilleman and Werner, 1954) et "Adenoidal-Pharyngeal Conjunctival Agent"
(Huebner et al., 1954). Enders et al. (1956) ont proposé le nom d'adénovirus a
ces agents isolés de différents spécimens cliniques possédant des

~caractéristiques similaires.

[1- CLASSIFICATION

Les adénovirus font partie de la famille Adenoviridae. Celle-ci comprend les
genres Mastadénovirus (adénovirus des mammiféres), Aviadénovirus (adénovirus
aviaires) et les adénovirus isolés chez les poikilothermes ( Wigand et al., 1982 ;
Wigand et al.,1987) (Tableau 1). Cette classification est fondée sur des
différences morphologiques et sur ['absence de protéines montrant une
antigénicité croisée. Trés peu d'homologies existent entre les génomes de ces

genres.

Chez I'homme, quarante-deux sérotypes ont été identifiés (Wigand et al.,

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

~ leurs propriétés d'hémagglutination (Rosen, 1960)

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

- la longueur de leur fibre (Norrby and Skaaret, 1967)

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

- la migration électrophorétique de quelques polypeptides de structure en gel de
polyacrylamide-SDS (Wadell, 1978)

- du degré d'homologie de leur ADN (Green et al., 1979)

- l'analyse du génome par des endonuciéases de restriction (Wadell et al.,
1980).




-18-

Tableau 1 :
Nombre de sérotypes d'adénovirus isolés chez les différentes espéces
animales hotes
(d'aprés Wigand et al., 1982, 1987)

Genre Héte Nombre Nomenclature
Identifié Probabte
Mastadénovirus Homme 42 - h1 - hi2
Primate non humain 24 - siml - sim24
Bovin 9 - bos1 - bos?
Cochon i 1 susl - sush
Mouton 6 1 ovil - ovi6
Cheval 2 - equi - equ2
Chien 2 - canl - can2
Chévre - 1 capl
Souris 1 1 mus]1
Peromyscus - 1
Opossum - 1
Tupaia 1 - tup1
Aviadénovirus Volaille 9 3 gall - gal9
Dinde 3 - mell - mel3
Oie 3 - ans1 - ans3
Faisan - 1 pha
Canard - 1 ana
Grenouille - 1

Truite - 1
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Les 42 sérotypes d'adénovirus ont été répartis en six sous-groupes
(Tableau 2). Le sous-groupe F contient les adénovirus "fastidieux", décrits

pour la premiére fois par Flewett et al. (1975).

I1i- SYSTEMES HGTES

Les adénovirus ont été isolés chez ['homme et certains animaux. lls se
multiplient facilement en culture cellulaire humaine primaire ou en lignée
continue. Les cellules épithéliales sont plus permissives que les cellules de type

fibroblastique (Pereira et al., 1963).
Quand les adénovirus se répliquent, ils produisent une augmentation du
volume cellulaire, puis les cellules deviennent rondes et agrégées - "grappes de

raisins" - phénoméne caractéristique de l'effet cytopathique de I'adénovirus.

IV- EPIDEMIOLOGIE DE L'ADENOVIRUS

Les adénovirus ont été retrouvés dans le monde entier. lis sont
associés aux maladies du tractus respiratoire supérieur et inférieur,
kératoconjonctivites, méningoencéphalites et gastroentérites (Wadeli, 1984;
Wigand et al., 1987) (Tableau 3).

V- LA PARTICULE VIRALE

1- La capside

Le virion, dépourvu d'enveloppe, posséde une capside a symétrie
icosaédrique, de 65 a 80 nm de diametre (Horne et al., 1959) et composée de
252 capsoméres : 240 hexons forment les 20 faces triangulaires de |'icosaédre et
12 pentons sont localisés aux sommets. Un penton est constitué d'une base et
d'une projection : la fibre (Valentine and Pereira, 1965 ; Ginsberg et al.,
1966).

La particule compléte du virus a une densité de 1,34 en gradient
isopycnique de CsCl. Les adénovirus contiennent 11,6 a 13,5 % d'ADN et 88,4
a 86,5 % de protéines (Green and Pina, 1963).




Tableau 2 :

Classification des adénovirus humains avec leurs principales caratéristiques (d'aprés Pettersson and Wadell, 1985 ; Wigand et al., 1987).

Degré d'homologie du DNA Teneur en Nombre de Masse moléculaire apparente
---------------------------- base G+C fragments de des polypeptides majeurs internes Longueur Oncogénicité Sous-groupe
Sous-groupe Type intra inter restriction = ~--c--emecsmeccnncicmccccnennoee de la fibre chez le d'hémagglutination
sous-groupe sous-groupe obtenus avec v Vi Vi (en nm) hamster
Smal nouveau-né
*
A 12,18,31 48-69 % 8-20 % basse : 4-5 51-51,5 K 25,5-26 K 17,5-18 K 28-31 Haute v
47-49 %
B 3,7,11,14,16, 89-94 % 9-20 % Moyenne : 8-10 53,5-54,5 K 24 K 17,8-18 K 9-11 Faible 1
21,34,35 49-52 %
C 1,2,5,6 99-100 % 10-16 % Haute : 10-12 48,5 K 24 K 18,5 K 23-31 Aucune 11
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 1
17,19,20,22,23 57-59 %
24,25,26,27,28
29,30,32,33,36
37,38,39,42
E 4 4-23 % Haute : 19 48 K 24,5 K 18 K 17 Aucune (B
57 %
F 40,41 62-69 % 15 % Moyenne 9-12 46-43,5 K 25,5 K 17,2-17,7 K 28-33 Aucune v
49-52 %
% K = kDa

...02_



Tableau 3 :

Epidémiologie des adénovirus humains
(Wadell, 1984 ; Wigand et al., 1987).
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Sous-groupe

Sérotypes

12,18,31

3,7,11,14
16,21,34
35

1,2,5,6

8,9,10,13
15,17,19
20,22,23
24,25,26
27,28,29
30,32,33
36,37,38
39,42

40,41

Pathologie

Non définie
Infection respiratoire
Conjonctivite

Gastroentérite

Infection respiratoire
Infection latente

Ad37 Conjonctivite

sporadique

Ad8-9 épidémies

Infection respiratoire

Conjonctivite

Castroentérite
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2-  Les protéines structurales

La particule d'adénovirus a été présentée, a l'origine, comme étant
composée de deux types de protéines, hexon et penton, en plus du "core",
Mais, les protéines de I'adénovirus ayant été analysées par gel de
polyacrylamide-SDS, une complexité considérable a été révélée (Maizel et al.,
1968). Actuellement la particule contient au moins neuf polypeptides différents
(11-1X et [Illa). De plus, sont observées, des bandes mineures qui
correspondent a des peptides viraux, mais qui présentent un nombre de copies

par virion treés réduit.

2.1- Les protéines majeures

2.1.1- L'hexon

L'hexon, trimére du polypeptide Il (Boulanger and
Puvion, 1973), posséde une masse moléculaire de 324 kDa et un coefficient de
sédimentation de 12,9 S (pour 1'Ad2) ( Jérnvall et al., 1981). Berger et al.
(1978) décrivent I'hexon comme une pyramide évidée dont la base est hexagonale
et le sommet triangulaire (12,5 nm de hauteur et 8,0 - 8,5 nm de diamétre). Il
posséde des déterminants antigéniques groupe spécifique (o), sous-groupe et
type spécifiques (€} (Norrby et al., 1969 ; Willcox and Mautner, 1976}.

2.1.2- Le penton

Les pentons sont composés de deux  unités
structurales, la base et la fibre. Ils occupent les douze sommets de l'icosaédre
viral, possédent un coefficient de sédimentation de 11 S (Ad2 et Ad5) et une
masse totale de 365 kDa (Valentine and Pereira, 1965 ; Devaux et al., 1982).

2.1.2.1- la base du penton

Devaux et al. (1982), en utilisant la diffusion de
neutrons, ont déterminé que la masse réelle de la base est de 246 kDa, et qu'il
s'agit d'une association de trois polypeptides I1l, celui-ci ayant une masse
apparente de 85 kDa (Anderson et al., 1973).




Figure 1 :

fodéle structural et localisation des protéines de ['adénovirus type
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Le virus produit un effet cytotoxique sur les cellules infectées dG a la
base du penton (Pereira, 1958 ; Pettersson and Hoéglund, 1969 ; Boudin et al.,
1980). |

La base du penton posséde des déterminants antigéniques de groupe (p),

de sous-groupe et de type spécifiques (Norrby et al., 1969).

La base du penton et la fibre s'unissent par des liaisons non covalentes,
qui peuvent étre dissociées par traitement avec le chlorhydrate de guanidine
(Norrby and Skaaret, 1967), la formamide (Neurath _e_t_il_._, 1968), la pyridine
(Pettersson and Hdéglund, 1969) ou avec le désoxycholate de sodium (Boudin et
al., 1979).

2.1.2.2- la fibre

La fibre reconnait les récepteurs cellulaires et
joue un réle dans l'attachement du virion a la cellule héte., Elle a une structure
hautement asymétrique, de 2 nm de diamétre, fortement allongée (10 a 33 nm) et
se termine par une petite sphérule (4 nm). Sa longueur varie selon le sous-
~groupe du virus. Les adénovirus aviaires possédent deux fibres de longueur
différente insérées en deux points distincts sur la base du penton (Gelderblom
and Maichle-Lauppe, 1982).

Le monomere de la fibre, le polypeptide 1V, posséde une masse moléculaire
apparente en gel de polyacrylamide-SDS de 62 kDa (Maizel et al., 1968), un
coefficient de sédimentation de 6 S et un pHi de 5,3 a 6,6 (Lemay and
Boulanger, 1980). Des études structurales suggérent que la fibre présente une
structure dimérique (Devaux et al., 1982 ). Cependant, I'hypothése d'une
s’cructure?trimérique ne peut étre écartée (van Oostrum and Burnett, 1985 ;
Devaux et al., 1987).

La fibre est la seule protéine de structure glycosylée de i'adénovirus. Elle
porte des déterminants antigéniques de sous-groupe (§) et de type spécifiques
(3) (Norrby et al., 1969).
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2.2- Les protéines mineures

2.2.1- Le polypeptide Illa

Le polypeptide Illa, de masse moléculaire 65 kDa, est
traduit sous la forme d'un précurseur N-acétylé, le pllla, de masse moléculaire
67 kDa (Boudin et al., 1980). Le polypeptide Illa et le pllla sont deux
phosphoprotéines, dont la phosphorylation se fait préférentiellement par une
activité protéine kinase "in vitro", associée a la capside virale (Akusjarvi et
al., 1978). Le llla a un rdle de stabilisation ; avec un nombre de 74 copies par
capside, il renforce les liaisons entre les pentons, les polypeptides V, VII et
les hexons péripentonaux (Devaux et al., 1982 ; van Oostrum and Burnett,
1985). Le Illla pourrait aussi jouer un rdle important pendant I'assemblage
(D'Halluin et al., 1978a).

2.2.2- Le polypeptide VI

Le polypeptide VI est issu d'un précurseur, le pVi de
27 kDa, maturé par protéolyse en polypeptide de 24 kDa (Maizel et al., 1968 ;
Akusjdrvi and Persson, 1981). Associé a I'hexon (Everitt et al., 1973), il
existerait sous forme dimérique ou trimérique dans le virus (Everitt and
Philipson, 1974 ; Lemay and Boulanger, 1980). Récemment, Russell et Precious

(1982) lui ont trouvé, "in vitro", une affinité pour I'ADN,
2.2.3- Le polypeptide VIIili

Dérivé d'un précurseur, le pVIll, d'une masse
moléculaire réelle de 24,7 kDa (Hérissé et al., 1980), le polypeptide VIIl a une
masse moléculaire de 17,5 kDa. Dans le virion, il est associé aux hexons des
zones apicales et posséde un rdle de stabilisation de la capside (Everitt et al.,
1975).

2.2.4- Le polypeptide IX

Associé plus fortement aux groupes de 9 hexons que le
VI, le polypeptide 1X a une masse moléculaire de 14,3 kDa (Boulanger et al.,
1979 ; Alestréom et al., 1980). Le polypeptide [X est exprimé dés la phase
précoce du cycle viral mais c'est une protéine structurale tardive, dont le role
principal est |'assemblage des groupes de 9 hexons. Colby et Shenk (1981) ont
construit un virus délété de ce polypeptide (H5 dl 313) et ont observé que ce
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virion était un peu moins stable thermodynamiquement que le virus de type
sauvage. Ce polypeptide 1X, localisé en dehors de la région minimale nécessaire
a la transformation, doit jouer un réle purement structural. En général, il n'a
pas été retrouvé dans les lignées cellulaires transformées par I'adénovirus
(Lewis and Mathews,1981). Mais, récemment, Grand et al. (1987b) ont mis en
évidence le polypeptide 11X dans certaines lignées cellulaires de rat,

transformées par I'Ad12.
2.2,5- Les polypeptides X, X!| et Xl

Maizel et al. (1968) ont mis en évidence des petits
polypeptides de faible masse moléculaire (entre 5 et 7 kDa); ni la localisation de
leur séquence codante, ni leur réle ne sont connus. Deux de ces polypeptides
seraient des produits de dégradation d'autres protéines de la capside, le
troisiéme étant le polypeptide "u" (Anderson et al., 1973 ; Hosakawa and Sung,
1976).

VI- L'ADN VIRAL

Le génome de I'adénovirus est un ADN double brin ; sa masse moléculaire
6 (Mastadénovirus) et 30X106
(Green et al., 1967 ; van der Eb et al., 1969). La constante de sédimentation

est comprise entre 20-25X10 kDa (Aviadénovirus)
de I'ADN des adénovirus a été déterminée : 31 S pour le type 5 (Harpst et al.,
1977) et de 32 S pour le type 2 (Black and Center, 1979). A chacune des
extrémités existe une séquence terminale répétée inversée, que l'on retrouve
trés conservée pour les différents sérotypes (Wolfson and Dressler, 1972 ;

Shinagawa et al., 1987).

Une protéine de 55 kDa, la protéine terminale (TP), est fixée a chaque
extrémité 5' de I'ADN par liaison covalente entre un groupement B-OH d'une
sérine de la protéine et un résidu désoxycytidine (Rekosh et al., 1977 ;
Desiderio and Kelly, 1981). Cette protéine posséde un précurseur (pTP) de 87

kDa qui sert d'amorce a la réplication.

Dans la capside, I'ADN est associé a trois protéines. Cette structure
nucléoprotéique, nommée "core", posséde une organisation similaire & celle de la
chromatine des cellules eucaryotes. Les protéines majeures du "core" sont :

(a) Le polypeptide VII, d'une masse moléculaire de 18 kDa, est trés

basique; il contient 24 % d'arginine et dérive d'un précurseur, le
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pVil. Chaque particule virale en posséde environ 1000 copies.

(b) Le polypeptide V est la protéine mineure du "core", il a une masse
moléculaire de 45,5 kDa et est présent sous forme monomérique, a
raison de 180 copies par virion.

Le polypeptide VIl est plus fortement associé au génome viral que le
polypeptide V (Laver et al., 1968 ; Russell et al., 1971 ; Brown et
al., 1975 ; Corden et al., 1976).

(c) La protéine basique "u", identifiée par Hosakawa et Sung (1976),
est trés riche en arginine ; de masse moléculaire de 4 a 5 kDa, il en
existe 125 copies dans la capside. Elle pourrait étre liée & I'ADN entre
deux structures du type nucléosomique (Vayda et al., 1983). La
protéine "u" pourrait maintenir la structure du "core" dans le virion,
en interagissant avec les protéines qui sont associées a I'ADN
(Chatterjee et al., 1986).

VIl LES CYCLES VIRAUX

Quand la particule virale se fixe aux récepteurs membranaires spécifiques,
elle peut pénétrer dans le cytoplasme, soit par endocytose (Chardonnet and
Dales, 1970), soit par pénétration directe a travers la membrane cytoplasmique
(Lonberg-Holm and Philipson, 1969) (Fig.2). Elle migre alors vers le noyau ou
I'ADN est injecté sous forme nucléoide, laissant une capside vide dans le

cytoplasme (Morgan et al., 1969).

Au stade précoce, I'ADN viral est organisé dans le noyau en nucléosome,
comme la chromatine cellulaire (Tate and Philipson, 1979). La TP (55 kDa) reste
attachée a I'ADN aprés infection, ce qui le rend pius résistant aux exonucléases
(Strauss et al., 1979).

Plusieurs cycles sont alors possibles :

1- le cycle abortif
2- le cycle transformant
3- le cycle lytique

1- Le cycle abortif

Le virus exprime partiellement son information. En général, il y a
synthése de protéines précoces, mais le dérouiement du cycle étant incomplet, il
n'y a pas de progéniture virale. Ce cycle est dépendant de la nature du virus

et de la cellule hote (pour une revue, voir Delsert,1985).
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Figure 2 :

Adsorption, pénétration et décapsidation de la particule virale dans la
cellule hote (Seth et al., 1986).
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2- Le cycle transformant

Huebner et al. (1962}, Trentin et al. (1962) ont mis en évidence que
certains adénovirus sont oncogénes chez le hamster nouveau-né. Ces adénovirus
de sous-groupes A (Ad12, 18, 31) et B (Ad3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 35) sont

capables d'induire des tumeurs.

Toutefois, tous les sérotypes d'adénovirus humains peuvent transformer les
cellules primaires de rein de rat. Les cellules acquiérent des caractéres phéno-
typiques nouveaux et, entre autres propriétés : variation des quantités de
nucléotides durant le cycle cellulaire, modification du cytosquelette, changement
de la composition en glycolipides et en glycoprotéines, présence d'antigénes
foetaux, la sécrétion des protéases est fortement augmentée, possibilité de
culture en milieux nutritifs carencés en Ca++, induction de tumeurs lors
d'injection de cellules transformées & des animaux sensibles., Les antigénes et
les ARNm viraux sont détectés et des séquences d'ADN viral sont retrouvées

{pour une revue, voir Delsert, 1985).
La région transformante de l'adénovirus est située dans les 12 % de l'ex-
trémité gauche du génome (régions E1A et E1B) (revues générales : Bernards

and van der Eb, 1984 ; Branton et al., 1985a) (cf. chapitre VIII).

3- Le cycle lytique

Le cycle viral dure environ 40 h, il commence avec l'adsorption du
virus au niveau des récepteurs cellulaires et se termine par la lyse de la cellule
héte, suivie de la libération d'une grande quantité de particules virales in-

fectieuses.
Il est divisé en plusieurs phases : précoce, intermédiaire et tardive. Lors
de la phase intermédiaire c'est le début de la réplication de I'ADN qui

détermine le passage entre la phase précoce et la phase tardive.

3.1- La phase précoce

Durant cette phase, sont retrouvées certaines étapes communes
aux cycles abortif, transformant et lytique ; <c'est pourquoi elle est
particulierement étudiée chez les adénovirus. Quatre zones précoces sont trans-
crites : a) les régions E1 et E3 sur le brin "r" (de gauche & droite) ; (b) les
régions E2 et E4 sur le brin "I" (de droite a gauche).
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3.1.1- La région E1

Elle est sous-divisée en E1A et E1B. Cette région fera
l'objet d'une étude plus approfondie au chapitre VIII. Une figure est présentée
ci-contre pour faciliter la compréhension, en particulier, du processus de
stimulation de tous les promoteurs précoces : E1B, E2A, E3 et E4, par les
produits de la région E1A.

Figure 4 :
Réles des protéines de la région E1A dans la régulation et

I'expréssion des geénes viraux et cellulaires (Grand, 1987a).
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3.1.2- La région E2
Elle est transcrite a partir du brin "I" du génome

viral; elle se situe entre 75,4 et 11,3 UG et contient deux unités
transcriptionnelles, E2A et E2B. Tout au début du cycle viral le principal
promoteur activé est localisé a 75,4 UG (E2A-E). Lors de la transition : phase
précoce - phase tardive, il y a changement de promoteur et les ARNm sont
transcrits préférentiellement & partir du promoteur localisé a 72,2 UG (E2A-L)
(Chow et al., 1979).

3.1.2.1- la région E2A

Les ARNm, transcrits de la région E2A, sont
présents dans le cytoplasme 2 h & 3 h aprés l'infection (Nevins et al., 1979).
Le promoteur de cette région, qui n'est pas précédé d'un motif "TATAA", est
stimulé par les produits de la région E1A. Ces produits agissent sur des
séquences bien définies (Elkaim et al., 1983 ; Imperiale and Nevins, 1984b).
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Une séquence située entre -79 nt et le site de coiffe (+1) est nécessaire a la
transcription et a la transactivation par les produits de la région E1A. Cette
séquence ressemble a ['élément activateur de la région E1A, et peut foncticnner
indépendamment de son orientation et de sa position (en aval ou en amcnt du
promoteur) (lmperiale and Nevins, 1984b).

Figure 5 :
Représentation graphique des transcrits de la région E2 de I'Ad2
(d'aprés Creen et al., 1983).
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Les ARNm sont représentés par les fléches noires et les protéines par celles
hachurées.

Les points noirs représentent le site de démarrage de La transcription.

Récemment, Zajchowski et al. (1987) ont mis en évidence l'existence de
trois éléments impliqués dans la transactivation du promoteur E2A, par les
produits de la région E1A : (a) l'élément |, localisé entre -13 nt et +62 nt ;
(b) P'élément Il localisé entre -71 nt et -29 nt ; (c) 'élément [!] localisé entre
-146 nt et -86 nt. Individuellement chaque élément est incapable d'étre
transactivé, par contre des combinaisons entre [ et [l ou [l et IiIl, sont
suffisantes a la transactivation. Les auteurs ont conclu que ['élément |l semble

étre d'une importance capitale pour la transactivation du promoteur E2A.

La région E2A code pour une protéine (DNA Binding Protein - DBP)
possédant une grande affinité pour {'ADN simple brin. Elle a une masse
moléculaire apparente de 72 kDa et réeile de 58 kDa (Kruijer et al., 1982). La
DBP est une protéine multifonctionnelle : elle est autorégulée (Carter and

Blanton, 1978) ; elle régule négativement la transcription de la région E4 "in

vitro" (Handa et al., 1983) et "in vivo" (Nevins and Wrinkler, 1980} ; elle

régule la stabiiité des ARNm de la région E1 (Babich and Nevins, 1981) ; elle
est nécessaire a l'initiation de la réplication de I'ADN et a son élongation (van
der Vliet et al., 1977). La 72 kDa joue un réle au niveau de i'assemblage des

particules virales (Nicolas et al., 1983).




Des études réalisées avec les mutants H5 ts 125 (Horwitz, 1978), H5 ts 107
(Kruijer et al., 1983) et H5 hr 404 (Kruijer et al., 1981) ont permis d'observer
deux domaines fonctionnels principaux dans la protéine 72 kDa. Dans les
mutants ts cette protéine présente des modifications du c6té C-terminal,
extrémité qui posséde une affinité pour I'ADN simple brin et est impliqué dans
l'expression des génes précoces. La 72 kDa du mutant hr présente une
modification du c6té N-terminal phosphorylé., La séquence modifiée ne se lie pas
a I'ADN simple brin, elle est impliquée dans l'expression des génes tardifs et
est responsable de l'attachement de la protéine a la membrane nucléaire (Klessig
et al., 1986).

Quinn et Kitchingman (1984) ont comparé la séquence d'acides aminés de la
72 kDa des adénovirus de sérotypes 5, 7 et 12 et ont pu constater :

a) |'existence de trois régions hautement conservées dans la partie
C-terminale. Ces régions sont riches en acides aminés basiques. Ceci
peut expliquer ['affinité de cette partie pour I'ADN simple brin ;

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

['Ad5 et I'Ad12.
3.1.2.2- la région E2B

Trois ARNm différents sont identifiés a partir de
la région E2B. lls possédent en commun un ensemble d'exons - séquences de
téte - situés a 76 UG, 68,5 UG et 39 UG, associés a la partie principale des
ARNm localisée respectivement a 30 UG, 26 UG, 23 UG et se terminant a 11,2
uG .

Le plus grand des ARNm englobe une ORF située entre 29,3 et 23,9 UGC.
Elle code pour le précurseur de la protéine terminale (pTP-87 kDa), qui
donnera par clivage la protéine terminale de 55 kDa (Smart and Sti‘lman, 1982).
Le plus petit des ARNm code pour I'ADN polymérase virale de 140 kDa (Nagata
et al., 1982) et s'on ORF est située entre 24 et 14,2 UG. Aucune protéine n'a’
été jusqu'a présent identifiée pour I'ORF située entre 25,1 et 23,3 UG.

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

réplication de I'ADN viral.
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3.1.3- La région E3

Elle est transcrite a partir du brin "r" et est située
entiérement dans la région sous le contréle du promoteur majeur tardif (Berk
and Sharp, 1978). Le promoteur propre a cette région comporte une séquence
homologue au motif "TATAA". Les ARNm de la région E3 sont produits a partir
de deux précurseurs majeurs. lls possédent un site de coiffe commun localisé a
76,8 UG et disposent de deux sites de terminaison différents du cdté 3' : le
plus utilisé est situé a 85,9 UG, il est précédé par I'hexanucléotide AAUAAA ;
le deuxiéme, localisé a 82,9 UG, est utilisé moins fréquemment et a pour
séquence de polyadénylation A‘UUAAA (Baker and Ziff, 1981 ; Stalhandske et
al., 1983).

Au moins neuf ARNm sont produits par épissage des précurseurs. |l faut
souligner que plusieurs sites d'épissage, utilisés par les '"leaders"
supplémentaires "x", "y" et "z" présents dans i'ARNm de la fibre, coincident

avec ces jonctions (Chow and Broker, 1978 ; Uhlén et al., 1982),

Figure 6 :

Représentation graphique des transcrits de la région E3 de ['Ad2
(d'apres Akusjarvi et al., 1986).
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Les fléches noires représentent Les ARNm et les fléches blanches et

rectangles noirs les protéines.

Pendant la phase précoce, Les ARNm (a & i) ont en commun une séquence
""Leader'" allant de 76.6 a 77.6 UG.

Pendant la phase tardive, les ARNm débutent au niveau de La séquence

"Leader tripartite" (x,y,z).
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Huit ORFs capables de coder pour des protéines de plus de 100 AA sont
présentes dans cette région (Hérissé et al., 1980), mais seulement une
glycoprotéine de 19 kDa et un polypeptide de 11,6 kDa sont indubitablement
codées par la région E3 (Persson et al., 1980 ).

Des études, dans les cellules normalement permissives a la souche sauvage,
avec des adénovirus recombinants ayant une délétion partielle ou totale de la
région E3, ont montré que cette région n'est pas nécessaire a la réplication,
(Lewis et al., 1974 ; Thimmapaya et al., 1982 ; Berkner and Sharp, 1983).
Puisque la région E3 est bien conservée entre différents sérotypes d'adénovirus
humains, elle posséde sans doute des fonctions trés importantes pour !'infection

de leurs hétes naturels, mais encore méconnues.

La protéine 19 kDa forme un complexe avec les chaines lourdes des
antigénes majeurs d'histocompatibi'ité de classe | (MHC I) (Kampe et al., 1983).
Schrier et al. (1983) ont proposé que pendant l'infection lytique cette protéine
joue un roéle similaire a celui des produits de la région E1A de I'Ad12 durant la
transformation de cellules primaires de rat. Récemment, Severinsson et Peterson
(1985) ont trouvé que la formation du complexe 19 kDa - Ag du MHC | abaisse
l'expression de ces antigénes & la surface cellulaire et, en conséquence,

empéche la reconnaissance des cellules infectées par les lymphocytes T.
3.1.4- La région E4

Elle est transcrite a partir du brin "I", et est localisée
a l'extrémité droite du génome viral (Berk and Sharp, 1978 ; Chow et al.,
1979). Le promoteur, localisé a 99,1 UG, initie la transcripticn de fagon
hétérogéne, a l'intérieur d'une région de sept nucléotides (Baker and Ziff,
1981 ; Hashimoto et al., 1981). Cette région posséde une organisation et une

régulation assez complexe.

Le promoteur de la région E4 représente un systéme trés intéressant pour
étudier ['action positive et négative des facteurs transactivateurs. La
transcription est stimulée par les produits de la région E1A. Cependant, elle est
réprimée par la 72 kDa (E2A-E) (Blanton and Carter, 1979 ; Nevins and
Wrinkler, 1980).
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Figure 7 :

Représentation graphique des transcrits de la région E4 de |'Ad2
(d'apres Akusjarvi et al., 1986).
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Les fléches noires représentent Les ARNm.
Les protéines sont représentées par les rectangles noirs et blancs.

Dans la région E4, trois motifs sont importants pour une transcription
"maximale" : a) une séquence "TATA-like" & la position -25 nt par rapport au
site de coiffe (+1) ; (b) un élément localisé entre les positions -44 nt et
-58 nt ; c) un élément situé entre les positions -325 nt et -140 nt.

Ce dernier élément est particuliérement important, car s'il est supprime le
taux de transcription baisse d'au moins dix fois. Il est aussi un site de
répression par la 72 kDa (Handa et al., 1983). Gilardi et Pérricaudet (1984) ont
trouvé un domaine régulateur entre les positions -158 nt et -179 nt. Ce domaine
contient une séquence 5' GGGAACTGAC 3' qui est homologue au '"core " de la
séquence activatrice présente dans la région E1A de I'Ad2. Elle est aussi
retrouvée dans la région E2A entre les positions -80 nt et -67 nt. Récemment,
les mémes auteurs ont démontré que les régions situées entre -239 nt et
-218 nt, -179 nt et ~158 nt sont nécessaires au processus de transactivation par
les produits de la région E1A de I'Ad2 (Gilardi and Pérricaudet, 1986).
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9 3 14 ARNm sont transcrits par la région E4 (Berk and Sharp, 1978 ;
Chow et al., 1979 ; Tigges and Raskas, 1982) et maturés par un mécanisme
d'épissage a partir d'un précurseur nucléaire commun. Ills possedent donc la
méme séquence de téte a la position 99,2 UG et la méme extrémité 3' située a
91,3 UG (Chow et al., 1979).

Weinberg et Ketner (1986) ont mis en évidence que la région E4 est
nécessaire a une réplication efficace de I'ADN viral, et a i'expression des génes
tardifs.

Les fonctions des protéines de la région E4 sont trés peu connues. Des
études avec plusieurs mutants de délétion dans cette région ont montré que
celles—ci n'affectent .pas la réplication de I'ADN. Mais quelques mutants (H5 dl
341, H5 di 355, H5 dl 366) produisent une quantité tres réduite de protéines
tardives. La production virale est diminuée d'un facteur 50 par rapport a celle
du type sauvage. Ces observations indiquent que pour quelques protéines, au
moins, codées par la région E4, un rdle est possible dans la régulation du
niveau d'expression des protéines au cours de la phase tardive du cycle viral
(Halbert et al., 1985).

3.2- La phase intermédiaire

3.2.1- La réplication de I'ADN

La réplication de I'ADN viral détermine le passage de
la phase précoce a la phase tardive du cycle viral. Son taux est tres élevé dans
les cellules permissives et pendant le cycle d'infection il y a syntheése d'une
quantité d'ADN viral comparable a la quantité d'ADN chromosomique de la cellule
infectée. La réplication peut débuter a chaque extrémité du génome viral. Elle
se produit par la séparation et le déplacement du brin non répliqué (Sussenbach
et al., 1972 ; Younghusband and Maundrell, 1982).

3.2.1.1- le roOle de la séquence terminale répétée

inversée (ITR)

La réplication de ['ADN wviral est initiée dans
i'I'TR. Celui-ci peut étre divisé en deux régions : (a) une région terminale
riche en AT ; (b) une région interne riche en GC. Pour {'ADN des adénovirus
humain, la région riche en AT est constituée de 52-59 pb et la région GC de




Figure 9 :
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Les ITR des différents sous-groupes d'adénovirus humains et animaux

(Shinagawa et al., 1987).

Human Ad (subgenus A) )

Ad12 5’ CATCATCAATAATATACCTTATACTGGACTAGTGCCAATATTAAAATGAAGTGGGCGTAGTRTATAATTTGATTGGGTCGAGRTGTGACTTTGGCGTGLT

TGTAAGTTTGGGCGGATGAGGAAGTGGGACGCOGCGTGRGAGCCGGCGCGCCGGTGTGACGT

CATCATCAATAATATACCTTATACTGGACTAGAGCCAATATTAAAATGAAGTGGGTGTGGCGATGTACTTTGATTGGGTGGAGGTGTGGCCTGGLEGTGT

TTGTAAGTTTGGGCGGATGAGGAAGTTGGGCGCGGCGTRGGAGCCGGCGCGCCGETGTGACGTGT

Ad3t 57 CATCATCAATAATATACCTTACACTGGACTTGAGCCAATATTAAAATGAAGTGGGCGGAGTGAATACTTAATTCACCGTAGGCGTGGTTTGCAAGTTTGC
CGAAGCCGGATGTGACGCGTGTGGGAGCCGGGCGLGCCGGATGTGACG

Human Ad (subgenus 8)

Adi8

w
-

Ad3 5" CTCTCTATATAATATACCTTATAGATGGAATGGTGCCAACATGTAAATGAGGTAATTTAAAAAAGTGCGCGCTGTGTGGTGATTGGCTGCGGGRTTAACG
GCTAAAGGGGCGGCGCGACCGTGGGAAAATGACGT
AT 5° CTATCTATATAATATACCTTATAGATGGAATGGTGCCAATATGTAAATGAGGTAATTTAAAAAAGTGCGCGCTGTGTGRTGATTGRCTGTGGAGTGAACG

GCTAAAATGGGCGGGGCGGCCGTGGGAAAATGACGT
Adig 5’ CTATCTATATAATATACCTTATAGATCGAATGGTGCCAACATGTAAATGAGGTAATTTAAAAAAGTGCGCGCTGTGTGGTGATTGGCTGCGGGGTGAACG,,

GCTAAAAGGGGCGG
Husan Ad (subgenus C)

Ad2 5’ CATCATCAATAATATACCTTATTTTGGATTGAAGCCAATATGATAATGAGGGGGTGGAGTTTGTGACGTGGCGCGGGGCGTGGGAACGRGGLAGCTCACG
TAG .

AdS 5 CATCATCAATAATATACCTTATTTTGGATTGAAGCCAATATGATAATGAGGGGGTGGAGTTTGTGACGTGGCGCGGGGCGTGGGAACGGRGCGGETRACG
TAG

Human Ad (subgenus D)

Ad9 5’ CTATCTATATAATATACCCCACAAAGTAAACAAAAGTTAATATGCAAATGAGCTTTTGAATTTTAACGGTTTCGGGGCGGAGCCAACGCTGATTGGACGA
GAGAAGACGATGCAAATGACGTCACGACGCACGGCTAACGGTCGCCGCGGAGGCHGGE

Ad10 5’ CTTCATCAATAATATACCCCACAAAGTAAACAAAAGTTAATATGCAAATGAGCTTTTGAATTTTAACGGTTTCGGGGCGGAGCCAACGCTGATTGGACGA
GAGAAGACGATGCAAATGACGTCACGACGCACGGC---

Adl9 5% ------ CAATAATATACCCCACAAAGTAAACAAAAGTTAATATGCAAATGAGCTTTTGAATTTTAACGGTTTTGGGGCGGAGCCAACGCTGATTGGCTGA
GAAGCGGTGATGCAAATAACGTCACGACGCACGGCTAACGGCCGGCGCGGAGGCGTGGCC

Human Ad (subgenus E)

Add  5' CTATCTATATAATATACCTTATTTTTTTTGTGTGAGTTAATATGCAAATAAGGCGTGAAAATTTGGGGATGGGGCGCGCTGATTGGCTGTGACAGCGGCG
TTCGTTAGGGGCGGGG

Simian Ad

SAT 5’ ----ATCAATAATATACCTTATTTGGGAACGGTGCCAATATGCTAATGAGGTGGGCRGAGTTTGGTGACGTATGCGGAAATGGRCGGAGTTAGGGGLGGG
GTTTGGCGGTAGGCGTGGCT

Canine Ad

ICHV 5’ CATCATCAATAATATACAGGACAAAGAGGTGTGGCCTAAATGTTGTTTTTTTTTAAAAMAGTTTTTGTCTGATTGTTTTGACAAGGTCACACCCTGTTCA
GGGCGTTTCCCACGGGAAAGACCATGACGTCAATTGGGTGTTTTTGTGGACTTTGGCCCG

CAd2 5' CATCATCAATAATATACAGGACAAAGAGGTGTGGCTTAAATTTGGGTGTTGCAAGGGGCCGGGTCATGGGACGGTCAGGTTCAGGTCACGCCCTGGTCAG
GGTGTTCCCACGGGAATGTCCAGTGACGTGAAAGGCGTGGTTTTACGACAGGGCGACTTCCGCGGACTTTTGGLCGGCGCCGRTTTTTGGGLGTT

Eqine Ad

EAd 5’ CATCATCAATAATATACAGGACACACGGGCATGGGGCCAAGAAAGGGGAGGAGTTGAGGCGTGGCGGRAGGCRGGGGCRGAGGCGGGGCGGCGGGLGGGA
GGC

Bovine Ad

BAd! 5° CATCATCAATAATATACGGAACACTTTTGCGTGATGACATTGACGTGCTGTGCGTAAGGGGGCGTGGGAAAATTGTTCAAAGGTCGCTGGGCGGAGTTTC
TGGGAGGGGAGGGGCGGGGAGTCTCCGTGTGCGTGCGAGCGGCGLGGCGAGGCGAGTGA

BAd3 5° CATCATCAATAATCTACAGTACACTGATGGCAGCGGTCCAACTGCCAATCATTTTTGCCACGTCATTTATGACGCAACGACGGCGAGCGTGGCGTGCTGA
CGTAACTGTCGCGCGGAGCGCGTCGCGGAGGCGGCGECECTCGRCGGGCCTGAGGGCGGCOGRGGCAGCGLGCGGGGCCGCUGCCGGGGCGGAGE

Rodent Ad

AdFL - 5° CATCATCAATAATATACAGTTAGCAAAAAATGGCGCCTTTGTTTGGCTTTGTTCCAACTGTTTTTGGCCCGAGTTGGGTTTCRTTTTCCCGGG - - -

Shrew Ad

TSAd 5° CATCATCAATAATATACCTGACACTTTTGACGTAATGACGTCAGACGTAAGTTGCAAGTGCCACGTCGTCGTGGGCGTGTCTITIGTGACCTTTGGACGG

' GCGTTTCGCTCGTCGEGTTCCCAGTTTCGGGGTCGTTCCCGAGAACGTTGAGTCATGACAGCTGAC

Avian Ad

CELO 5° C-TCATCTATAATAACCTCAAAAACTAACGCAGTCATAACCGACCATAACCGCA

EDST8 5° CATTGTCATTAATAAGACCATGCAGAAAATGCAAATGAGGCGAAGTCACGTA

sequence : 5' ATAATATACC 3' hautement conservée entre les différents

adénovirus est soulignée.
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Tableau 4 :
Les protéines précoces et leurs principales fonctions (d'aprés
Caillet-Boudin, 1987}).

Cordonnées sur mRNA
Région la carte génomique  =-====--cecccrac—cceccca- Protéines Fonctions
i St -- 3 Taille
E1A 1,3 - 4,6 r 13 8 53 kDa - régulation de la transcription
r 12 § 47 kDa . des autres zones précoces
r 1S 35 kDa . des VA-RNA
10 S 30 kDa . autorégulation
9s 28 kDa - transformation cellulaire (immortalisation)
- effet de trans-dominance interséro-
typique
- activation des génes cellulaires codant
pour la protéine majeure induite par choc
thermique et pour la B -tubuline
E1B b,6 - 11,2 ' r 22 S 55 kDa - transformation cellulaire
19 kDa - liaison & la protéine cellulaire de
transformation (p53)
13 S 19 kDa ~ activité protéine kinase
- transport et maturation des mRNA tardifs
- maintien de 1'intégrité de 1'ADN viral et
cellulaire
E2A 61,7 - 66,6 1 22 S 72 kDa - réplication
- régulation des génes précoces
- transformation
- épissage des mRNAs tardifs
E2B 1 -3 1 - réplication virale
87 kDa . précurseur de la protéine terminale
140 kDa . ADN polymérase
E3 76,6 - 99 r 19 kDa - association aux antigénes d'histo-
11,6 kDa compatibilité
El4 91,3 - 99 1 11 kDa - stimulation de la transcription des zones
34 kDa E2 et E1B
14 kDa - fonction requise pour la multiplication
du virus associé & 1'adénovirus (AAV)
- arrét des synthéses cellulaires
- expression des génes tardifs




Figure 8 :
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Représentation graphique de I|'apparition et du taux des transcrits des
régions précoces de I'Ad5 (Glenn and Ricciardi, 1988).

LEVELS

RNA

E1A

2 4 6 8 10 12
E2A
72KmRNA\
2 4 6 8 10 12
E4
2.1
175
3
245
2 4 6 8 10 12

E1B

2 6 8 10 12
L1
AY
381, /|35
> i
/2.35

(11a) ;

2 6 8 10 12 ‘

HOURS




-40-

50-110 pb. La premiére région (AT) est extrémement conservée entre tous les
adénovirus humains et I'est partiellement chez les adénovirus de singe, de
chien, de cheval, de souris, et les aviadénovirus. En outre, il existe une
séquence de 10 pb (ATAATATACC) présente dans tous les sérotypes. L'ITR est
le site de fixation du complexe pTP-ADN polymérase (Stiliman et al., 1982 ;
Rijnders et al., 1983) (Fig. 9). Les nucléotides 17 a 48 seraient nécessaires a
la fixation "in vitro" du facteur nucléaire | (Guggenheimer et al., 1984)}. Une
autre séquence : CGGCGG, présente en plusieurs copies dans la région riche en
GC est similaire a la séquence GGGXGGAG localisée a l'origine de réplication du
virus du polyome et du SV40 (Papovaviridae). Elle est indispensable a
I'activation de la réplication de tous ces virus (Bergma et al., 1982).

3.2.1.2- [llinitiation de la réplication

L'ADN polymérase virale (Nagata et al., 1982)
catalyse la fixation covalente d'un résidu désoxycytidilique a une sérine du
précurseur de la protéine terminale (Désidério and Kelly, 1981 ; Stiilman et al.,
1982). Le complexe pTR-dCMP ainsi formé permet d'amorcer la réaction
d'initiation. L'induction est stimulée par le facteur nucléaire | (47 kDa), ainsi
que par une protéine d'origine virale, la DBP-72 kDa (van der Vliet and
Sussenbach, 1975 ; Nagata et al., 1982).

Pour l'élongation de I'ADN la DBP et une autre protéine cellulaire, le
facteur nucléaire 11 (14,5 - 30,5 kDa) sont nécessaires (Nagata et al., 1983).
Friedfeld et al. (1983) ont démontré que seulement la partie C-terminale de la
72 kDa est indispensable a la réaction d'élongation. Le brin parental non
répliqué est déplacé, il pourrait alors se circulariser par hybridation avec I'ITR
et ainsi étre répliqué & son tour (Lechner and Kelly, 1977) (Fig.10A).
Guggenheimer et al. (1984) ont décrit un modéle de reéplication de I'ADN et du
rdle des différentes protéines cellulaires et virales (Fig.10B).

3.2.2- Les génes exprimés pendant la phase intermédiaire

Aprés le démarrage de la réplication de ['ADN,

plusieurs régions du génome viral sont transcriptionnellement actives. En plus
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ngre10 :

Modéles de réplication de I'ADN de l'adénovirus type 2.
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Modéle de Lechner et Kelly (1977) expliquant lLe mécanisme de déplacement
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Modele de Guggenheimer et al. (1984) montrant le rdle des protéines

cellulaires et virales dans la réplication.




-43~

des génes précoces, deux nouvelles unités de transcription sont activées, celles
¢ Une faible
quantité d'ARNm peut étre détectée avant la réplication de I'ADN mais la

qui codent pour : (a) le polypeptide 1X; (b) le polypeptide 1Va

synthése de ces deux ARNm est efficace uniquement apreés le début de la
réplication (Crossland and Raskas, 1983).

3.2.2.1- 'unité de transcription du polypeptide IX

La synthése du polypeptide IX est contrélée par
une unité de transcription située sur le brin "r", dans la région EIB, Le
promoteur est localisé a 9,9 UG. L'ARNm n'est pas épissé, son site de
polyadénylation est identique a celui des ARNm de la région E1B (Alestrém et
al., 1980).

3.2.2.2- ['unité de transcription du polypeptide lVa2

L'ARNm du polypeptide IVa2 est transcrit & partir
du brin "™, Le contrdle est assuré au niveau d'un promoteur situé a 16,2 UG,
Celui~ci n'a pas de "TATA box" (Baker and Ziff, 1981) et est en compétition
avec le promoteur majeur tardif pour un site de fixation de I'ARM polymérase
1. Le polypeptide posséde une masse moléculaire de 51 kDa (Natarajan et al.,
1984 ),

3.3- La phase tardive

Elle est caractérisée par une transcription prédominante a partir
du MLP localisé a 16,8 UG, sur le brin "r", La quantité d'ARNm transcrits a
partir du MLP représente 30 % du total des ARNm synthétisés pendant cette
phase (Lucas and Ginsberg, 1971).

3.3.1- Le promoteur majeur tardif (MLP)

Le MLP posséde une séquence "TATA box" et une
autre séquence située de -97 nt a -34 nt, par rapport au site de coiffe (+1),
celle-ci est indispensable pour une transcription efficace (Hen e_g__a_l_:_, 1982). lLes
ARNm contrélés par le MLP codent pour huit polypeptides distincts, présents

dans le virion,



b

Le MLP permet fa transcription d'un ARN précurseur nucléaire de 28 S 2
partir de son promoteur situé a 16,6 UG sur le brin "r" de I'ADN viral.
Celui-ci subit des modifications post-transcriptionnelles qui entrainent la
formation de cing familles d'ARNm, dénommées L1, L2, L3, L4 et L5. Ces ARNm
possédent tous a leur extremité 5' une séquence non codante de 200 nt qui est
appelée '"séquence tripartite" ("tripartite leader"). Dans cette séquence existe,
au moins, 15 sites accepteurs d'épissage et les "leaders" sont au nombre de
trois : aux positions 16,6 , 19,6 et 26,6 UG (Chow et al., 1977). Chaque ARNm
d'une méme famille posséde un site accepteur d'épissage différent mais le méme
signal d'addition de poly (A). Osborne et al. (1984) montrent que le "tripartite
leader” stimule cing fois l'efficacité de traduction des ARNm au stade tardif.

Les ARNm de la fibre (LS5) peuvent posséder, en plus, trois autres
séquences ‘'"leader". Elles sont situées aux positions 73,3-76.9 UG (x);
78,6-79,1 UG (y) et 84,1-85,1 UG (z) (Chow _e_t__g_l_:_,1979).

Tableau 5 :
Nature des zones codantes tardives de |'adénovirus.
Famille Protéines codées dans Coordonnées de I'extrémité 3'OH
la famille (en unités génome)

L1 Illa, 52-55 kDa 39,6¢ UG

L2 i, pVvil, Vv 49,50 UG

L3 pVI!, Hexon, 23 kDa (protéase) 61,50 UG

L4 100 kDa, pVIill, 33 kDa 78,30 UG

L5 Fibre (1V) 91,20 UG

3.3.2- Les ARNm précoces présents & la phase tardive

Quelques promoteurs ne s'expriment que pendant la
phase précoce, d'autres seulement a la phase tardive (ARNm Classe |). Mais
certains promoteurs sont capables de s'exprimer pendant les deux phases
(ARNm Classe 1) (Lucas and Ginsberg, 1971).

Spector et al. (1978) ont démontré que le promoteur de la région E1B
exprime les ARNm 22 S et 13 S en tres grande quantité pendant la phase
précoce. Ces ARNm sont aussi présents pendant la phase tardive, mais avec un

taux de 13 S plus important que celui de 22 S,
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En ce qui concerne la région E2A, I'ARNm 22 S est présent pendant la
phase précoce, mais son taux d'expression le plus élevé se situe a 18 h p.i.
(phase tardive) (Flint and Sharp, 1976).

Figure 11 :

Représentation graphique des transcrits des phases intermédiaire et

tardive du cycle viral (d'aprés Akusjarvi et al., 1986).
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3.3.3- Les ARN associés au virus (VA-RNA)

Deux petits ARNm (VA-RNA [ et Il) sont transcrits a
partir du brin "r" a 30 UG (Mathews, 1975) (Fig. 11B). lls possédent moins de
160 nt et sont décelés en quantité plus importante pendant la phase tardive.
Les VA-RNA | et VA-RNA || sont transcrits par I'ARN polymérase du type IlI
{(Weinman et al., 1974) ; ils ne subissent aucune modification
post-transcriptionnelle et le premier est synthétisé quarante fois plus que le

deuxiéme pendant le cycle viral (Soderlund et al., 1976).

Thimmapaya et al. (1982) ont construit deux mutants de délétion : le
premier (H5 dl 330) ne transcrit pas le VA-RNA | ; le deuxiéme (H5 dl 328) le
VA-RNA 1. IIs ont observé que le H5 dl 330 a un taux de production de virus
trés inférieur a celui du type sauvage. Par ailleurs, le H5 dl 328 s'exprime de
facon normale. Schneider et al. (1984) ont démontré que les VA-RNA |

interviennent au niveau de l'initiation de la traduction.

Reichel et al. (1985) ont établi que le facteur cellulaire elF2 (facteur
d'échange de la guanosine) devient inactif dans les cellules infectées par un
adénovirus mutant qui n'exprime pas le VA-RNA [. Celui~ci inhibe I'activité
d'une protéine kinase qui vient phosphoryler le facteur elF2, Cette protéine
kinase est dépendante de I'ARN double brin et est induite par ['interféron
(O'Malley et al., 1986).

3.3.4- L'assemblage

Pendant la phase tardive du cycle de I'adénovirus,
les ARNm viraux sont préférentiellement traduits au détriment de la syntheése
protéique de la cellule hdéte. Les polypeptides viraux sont immédiatement libérés
des polyribosomes et transportés vers le noyau. Le temps de transport est de 3
4 6 min et |'assemblage a lieu dans le noyau (Horwitz et al., 1969).

L'assemblage est assuré par les protéines de structure de la capside, mais
d'autres protéines dites de stabilisation et d'échafaudage sont nécessaires a la

formation de la particule virale compléte.
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Chaque cellule Hela infectée par I'Ad2 produira & la fin du cycle [ytique
105 particules virales infectieuses. Ce chiffre est relativement élevé, mais
paradoxalement il est tres faible, car si nous évaluons la quantité de protéines
et d'ADN viral produits, elle est comparable a celle de [a cellule hote.
Cependant, plusieurs particuies virales sont produites de facon incompléte
(particules défectives). Ces particules possédent des densités différentes et ont
été séparées par des méthodes d'ultracentrifugation. Cela a permis de mieux

étudier quels sont leurs composants viraux structuraux.

Sundquist et al. (1973) ont établi que les protéines du '"core" marquées
radioactivement, se retrouvaient immédiatement dans le virion complet. Ceci
suggére que ces derniers sont formés par i'insertion de I'ADN et des protéines

du "core" dans les capsides vides pré-assembiées,

D'Halluin et al. (1978b), en étudiant les formes intermédiaires d'assemblage
des adénovirus, ont suggéré que I'ADN peut pénétrer dans la capside vide
avant d'étre associé aux protéines du "core". C'est dans la capside que se fait
la circularisation de I'ADN par la protéine terminale. L'identification en
microscopie électronique d'un intermédiaire d'assemblage directement associée a

I'ADN est venue corroborer cette hypothése (Moncany et al., 1980)

Le cycle lytique est terminé lorsque les virions infectieux lysent la

cellule-héte.
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particule infectieuse (D'Halluin, 1980).
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mutants inscrits au-dessus des fléches d'évolution des particules indiguent les étapes

non réalisées dans les cellules infectées par ces divers mutants. Les particules isolées

de ces cellules sont donc du type de celles situées a gauche du mutant mentionné.




VIili- LA REGION E1

La région E1 est située dans les 11,2 % de l'extrémité gauche du génome
viral, Cette région joue un role clé dans le cycle viral car elle est directement
impliquée dans I'activation des autres régions précoces, la régulation et
l'lexpression des génes homologues et hétérologues, et lors du processus de
transformation cellulaire. |l s'agit donc d'une région trés intéressante pour
étudier les mécanismes de régulation de I'expression des génes de la cellule

eucaryote.

Cette région est sous-divisée en trois unités de transcription

- E1A, localisée entre 1,4 et 4,5 UG ;

- E1B, localisée entre 4,8 et 11,2 UG ;

- l'unité de transcription du polypeptide IX localisée entre 9,9 et 11,2 UG.
(revues par Berk, 1986a,b ; Flint, 1986 ; Grand, 1987a).

Figure 13 :
Représentation graphique de la région E1 de I'Ad2 (Branton et
_:;_11; ,1985a) '
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Les ARNm sont représentés par Les fleches noires.
Les protéines de E1A par les rectangles noirs et celles de E1B par les
rectangles hachurés.

Les tracés pointillés représentent les introns.

Les unités de transcription E1A et E1B sont impliquées respectivement dans
les phénoménes d'immortalisation et de transformation cellulaire. L'étude de ces

deux unités sera développée ensuite avec plus de détails.
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1- La région ETA

Apres l'infection des cellules humaines par l'adénovirus, les premiéres
protéines virales synthétisées sont celles de la région E1A (Nevins et al.,
1979 ; Lewis and Mathews, 1981). Les protéines de la région E1A sont associées
a un nombre étendu de fonctions importantes pour la multiplication du virus.
Sans aucun doute, l'activation de la transcription des autres génes précoces
E1B, E2, E3 et E, est la plus étudiée des fonctions de cette région (Berk et
al., 1979 ; Jones and Shenk, 1979 ; MNevins, 1981 ; Ricciardi et al., 1981).

Ces protéines peuvent aussi stimuler la transcription de génes cellulaires :
(a) géne de la protéine de choc-thermique (hsp-70 kDa) ; (b) géne de la B
-tubuline ; (c) géne de la « et B-globine ; (d) géne de la pro-insuline (Allan
et al., 1984 ; Gaynor et al., 1984 ; Stein and Ziff, 1984). Les protéines de E1A
sont aussi capables d'inhiber Ila transcription d'autres génes quand les
séquences activatrices sont proches du site de coiffe, tels que : (a) celui du
SV40 ; (b) du virus du polyome ; (c) de la chaine lourde des immunoglobuliines
(Borrelli et al., 1984 ; Hen et al., 1985 ; Velcich and Ziff, 1985).

Qutre la régulation de I'expression des génes, les protéines de E1A
peuvent jouer un rdle trés important dans la synthése de ['ADN des cellules non
permissives. Ces fonctions sont, jusqu'a présent, partiellement élucidées ; elles
comprennent l'induction des protéines spécifiques du cycle cellulaire et la
sécrétion des facteurs de croissénce (Spindler et al., 1985 ; Stabel et al.,
1985 ; Quinlan et al., 1987b ; Zerler et al., 1987).

Les protéines de la région E1A sont exprimées treés précocement : 45 min
p.i.. Elles atteignent une concentration "maximale" entre 3 et 4 h p.i.. Leur
demi-vie est trés courte : 35 a 55 min dans les cellules infectées et 80 a 90
minutes dans les cellules transformées (Spindler and Berk, 1984 ; Branton and
Rowe, 1985b).
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1.1~ Le promoteur de la région E1A

Le promoteur de la région E1A est constitué par :

- la séquence nécessaire pour l'empaquetage de ['ADN dans le virion ;
- les séquences activatrices de la transcription ;
les séquences "TATA box" et "CAAT box" ;

une séquence de 47 nt hautement conservée entre tous les adénovirus

humains et méme le SA-7 (singe) (Fig.14).

Figure 14

Représentation de la séquence hautement conservée entre les
adénovirus (Dekker et al,, 1984).

CGTCAAGAGG CCACTCTTGA GTGCCCGCGA GAAGAGCTTT CTCCTCTTT- ~CGCTGC—=w ———mwo—mee = GAAAATGA SA TP
EEAEKERK KX khhhkhdkdk kkhhd hhkkd & Rhkkk krkk kkk * kkkk
N - e
C~TCAAGAGG CCACTCTTGA GTGCCAGCGA GAGTTTT CTCCTCQ GCTCCGAC ACCG C== =T AATGA S

CGITCAAGAGG CCACTCTTGA GTGCCAGCGA GAGTTTT CTCCTCQGC CGCAAGTCA GTTC GCT TT AATGA 7

~G'CAAGAGG CCACTCTTGA GTGCCAGCGA GAGTTTT CTLIth— TCATTTTC- ACGG Comem == TATGA 12
L—cap site Ela RNAs start Ela proteinsJ
1.1.1- Le motif "TATAA" ("TATA box")

Crosschedl et Birnstiel (1980), en étudiant Iles
séquences en amont du promoteur du géne de l'histone H2A, ont déterminé que

le motif "TATAA" est un site de positionnement important pour le démarrage de

la transcription. |l est aussi le site de reconnaissance pour le facteur de
transcription de I'ARN polymérase [l de la cellule hote (Parker and Topol,
1984) .

Les sites majeurs d'initiation de la transcription sont situés au nt 498
(Ad2), nt 510 (Ad3) et nt 455 (Adi2) ; ils sont précédés par un motif
"TATAA" situé a -30 nt par rapport au site de coiffe (+1} (van Ormondt et al.,
1980). Mais d'autres sites existent, ils sont singularisés par la présence de
motifs "TATAA like". Ces sites sont situés, pour ['Ad2, a -160 nt, -185 nt et
-230 nt du site majeur de démarrage de la transcription utilisé au cours de la
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phase précoce du cycle lytique (Osborne et al., 1982). Aprés le démarrage de
la réplication de ['ADNMN viral, de nouveaux sites mineurs d'initiation de la
transcription apparaissent a -300 nt, -325 nt, -360 nt, -375 nt du site majeur
(Osborne and Berk, 1983}.

Les sous-groupes d'adénovirus humains possédent un motif "TATAA"
différent (Tableau 6).

Tableau 6 :
Les motifs "TATAA" des différents sous-groupes d'Adénovirus
humains.
Ad type Sous~groupe Séquence Localisation (nt)
12 A TA TTT AAT 414
3 B TA TTT AAA 480
7 B 478
2 C TA TTT ATA 467
5 C 468
4 E TA TTT AAA 479
40 F TA TTT AAA 388
41 F TA TTT AAA 411

Green et al. (1983) ont démontré qu'une mutation dans le motif "TATAA"
du géne de la p—globine humaine diminue de cing fois le taux de transcription
du gene transfecté dans des celluies HEK-293. Une de¢létion de 6 pb, dans
laquelle les deux premiéres pb du motif "TATAA" de I'Ad2 sont incluses,
entraine une baisse de la transcription des ARNm de la région E1A de huit fois
(Hearing and Shenk, 1983b). Wu et _al. (1987) ont mis en évidence la nécessité
de deux éléments , pour la régulation du promoteur de la région E1B de ['Ad2 :
(a) le motif "TATAA" ; (b) un site de liaison pour le facteur de transcription
Spt. lls ont observé qu'une mutation dans le motif "TATAA" interfére avec la
transactivation par les produits de E1A. De plus, ils suggérent que la région
E1A interagit sur ce promoteur par l'intermédiaire du facteur de transcription
Sp1 se liant sur un site proche de la "TATA box".
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1.1.2- Les éléments activateurs de la transcription

("enhancers")

Les séguences '"enhancers" ont été décrites pcur la
premiére fois chez le SV40 (Banerji et al., 1981 ; Benoist and Chambon, 1981 ;
Gruss et aI.,\ 1981). Ces séquences peuvent stimuler la transcription
indépendamment de leur distance et de leur orientation par rapport a la région
codante (Moreau et al., 1981 ; Fromm and Berg, 1983). Elles stimulent Ia
transcription non seulement de leur propre promoteur, mais aussi des

promoteurs hétérologues (Banerji et al., 1981).

Des études comparatives n'ont pas révélé de séquence "consensus" entre
les différents "enhancers", a l'exception des séquences situées au niveau du
"core" de ['"enhancer" (Weither et al., 1983). Cette différence pourrait peut
8tre expliquer une activité spéciiique de ['héte présentée par plusieurs "en-
hancers" (de Villiers et al,, 1982 ; Laimins et al., 1982). Des molécules spé-
cifiques de la cellule hote pourraient agir, directement ou indirectement, sur les
séquences "consensus" du "core" de plusieurs éléments "enhancers" (Tableau 7
et Fig. 15).

Tableau 7 :
Séquences du "core" des éléments "enhancers® (Laimins et al., 1983).

Séquences
SVi40 CGTGTGGAAAGT
_Virus du sarcome simien CTGTGCTAAGC
Bakulovirus TCATGGTTTGG
Virus du papillome bovin GAGTGGTGTGT
Virus du polyome GTGTGGTTTTG

CCCTGCAATGT
Virus du sarcome de Rous AGCGTGGTACGA
Virus de la tumeur mammaire de la souris ACTTGGCGTTTGCG
E1A de I'Ad5 AGGAAGTGAAAY
E1A de I'Ad2 GGATGTGGTAA?)
Chaine lourde des lg de rat CTGTGGTTTGA
Géne tk GGCGGGTTTGT
Géne de la B-globine de lapin CCCTGGTCGTTG

(1) Hearing and Shenk, 1983a
(2) Hen et al., 1983.
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ngre15 :

Séquences "enhancers" et régions régulatrices de différents génomes

viraux et eucaryotes (d'aprés Gluzman, 1983).
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séquences "'enhancers' et les promoteurs.
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Il est possible de classer les phénomenes de régulation observés avec les
"enhancers” en deux catégories : (a) éléments sensibles aux modifications de
l'environnement ("enhancers inductibles") ; (b) éléments spécifiques de |'héte

("enhancers tissus-spécifiques") (revue par Maniatis et al., 1987).

Ces sujets étant extrémement vastes, une partie seulement des études

concernant les "enhancers inductibles" sera exposée.
1.1.2.1- les "enhancers inductibles"

Ces 'enhancers" sont localisés a une certaine
distance ou intimement associés a leurs promoteurs , ils sont activés en réponse

Ry

ad des facteurs de croissance ou & des stéroides (régulation positive). Des
études effectuées a l'aide de la mutagénése dirigée ont révélé qu'une séquence
extrémement courte d'ADN est nécessaire a la régulation de l'expression des
génes, pour plusieurs espéces différentes. Chaque géne posséde plus d'une
copie de cette séquence, et l'induction a un effet synergique en fonction du
nombre de copies. Il est possible que le nombre de ces éléments nécessaires a
une induction efficace varie en fonction des types cellulaires. Autrement dit, les
différences proviennent soit de l'espéce, soit de la quantité des facteurs de

transactivation (revue par Maniatis et al., 1987).

Figure 16 :

Modéles d'activation inductible des séquences "enhancers" (Maniatis
et al., 1987).
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Les '"enhancers" inductibles sont capables d'activer des promoteurs
hétérologues, donc de maniére générale agissent positivement. Des mécanismes
d'activation ont été proposés : (a) synthése ou activation d'un facteur
transcriptionnel positif ; (b) inactivation d'un facteur protéique de régulation
négative ; (c)} I!'ensemble : activation d'un facteur transcriptionnel et

inactivation d'un répresseur (revue par Maniatis et al., 1987) (Fig. 16).
1.1.2.2- les éléments "enhancers" de I'Ad2 (AdS5)

Weeks et Jones (1983) ont introduit le fragment
0-2,5 UG de I'Ad5 dans un plasmide contenant I'unité de transcription du geéne
tk du virus de I'herpés simplex (HSV-1). Le taux de transformation de cellules
tk~ en tk"© augmente de six fois. lls ont avancé I'hypothése que la séquence en
amont du site de coiffe possédait une séquence "enhancer" qui peut activer la

transcription en "cis" de génes hétérologues.

Imperiale et al. (1983) ont cioné la séquence située entre -188 nt et -45
nt, par rapport au sité de coiffe (+1) de I'Ad2, en amont du promoteur précoce
de la région E2A-E du méme virus. lis ont décelé une augmentation du taux de
transcription des ARNm de fa 72 kDa de 10 fois. Cette séquence est capable de

stimuler indépendamment de son orientation ou de sa localisation en 5' ou 3'.

Une analyse du promoteur de la région E1A a été réalisée par Hearing et
Shenk (1983a, b) en utiiisant une série de mutants de I'adénovirus type 5 : les
délétions sont situées entre -393 nt et +51 nt (Fig. 17).

La délétion entre -305 nt et -226 nt réduit de trois fois le taux de
transcription, mesuré 5 h p.i., des ARNm de la région E1A par rapport au type
sauvage. Une délétion entre -229 nt et -141 nt donne un résultat similaire.
Cependant une déiétion de la région entre -305 nt et -141 nt entraine une
baisse du taux de transcription de 15 a 20 fois par rapport au type sauvage.
Dans cette région, se trouvent deux séquences hautement conservées : (a) -299
GCCCAACTGACA -289 et (b) -201 AGGAAGTGAAA -191, Elles possédent une
forte homologie avec les régions promotrices d'autres virus a ADN et, en
particulier, avec la séquence "enhancer" du virus du polyome (Tableau 8)
(Hearing and Shenk, 1983a).




Figure 17

Représentation de la partie non-codante de la région E1A de
['Ad5 (Hearing and Shenk,1983a,b, 1985).

A -400 -300 -200 -100 .l
% x Q——O—f:>
TERM. REPEAT ENHANCER/PACKAGING CAAT TATA
dl 309-6 -393 -304
di 340-A5 -305 -226
.
di 340-B1 -229 -141
S, -
d1 340-2 -305 -14
di 340-12 -145 -44

Les différents mutants de délétion dans la partie non-codante du virus, ainsi
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Mutants de délétion dans la séquence 'enhancer”.
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Tableau 8 :

Séquences homologues au "core" de la séquence "enhancer" de
la région E1A de iI'Ad5 (Hearing and Shenk,b1983a).

Transcription Unit Homology Position
Ad5E1A AGGAAGTGAAA -200
Ad5E1A AGGAAGTGACA ~300
Ad7 E1A AGGAAGTGAAT -200
Ad7 E1A CGGAAGT*GACA  -300
Ad12 E1A CGGAAGTGAAA -200
Ad12E1A CGGATGTGACG -300
AdS E4 CGGAAGTGACG  -150
Ad2 major late AGGAASGTGATT -90
Polyoma early AGGAAGTGCACT  -340
ASV LTR ) AGGAAG-GCAA -100
MMTV LTR AGGATGTGAGA -160
Friend SFFV LTR AGGACCTGAAA -110
BKV 68 bp repeat AGGAA*GTGCAT -90, —140, =210

consensus sequence 5'- é GGAAGTGA é -3

La région entre -304 nt et -142 nt peut stimuler la transcription de E1A et
aussi celle du géne tk du HSV-1, quelles que soient son orientation et sa
localisation (Hearing and Shenk, 1983b). lls ont constaté également qu'une
discréte augmentation du taux des ARNm résulte d'une délétion entre -136 nt et
-76 nt. Une délétion entre -349 nt et =302 nt permet par aiileurs un taux
normal de transcription (Hearing and Shenk, 1983a,b).

Récemment les mémes auteurs ont trouvé deux domaines fonctionnels
distincts dans la séquence "enhancer" de E1A : (a) le domaine | spécifique de
I'activation de la transcription de E1A ; (b) le domaine [l qui module Ia
transcription de toutes les autres unités précoces (ElB, E2, E3 et E4)(Hearing
and Shenk, 1986) (Fig. 18).
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Figure 18 :

Les deux principaux domaines de la séquence "enhancer" de la
région E1A de I'Ad5 (Hearing and Shenk, 1986).
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ACACAGGAAGTGACAATTTTCGCGCGGT T TTAGGCGGATG T TGTAGTAAAT TTGGGCGTAACCOAGTAAGATT TGGCCATT T TCGCGGGAAAACTGAATAAGAGGAAGTGAAATCTGAATAATTTT
1 1 i Jij i 1
T 2 ] B

Par transfection de plasmides contenant ['extrémité gauche (5') du génome
de 1'Ad2, Sassone-Corsi et al. (1983) ont déterminé que la séquence située
entre -498 nt et -318 nt possédait une activité "enhancer like". Elle est capable
de stimuler, en ‘'cis", le MLP de [I'Ad2, ainsi que d'autres promoteurs
hétérologues. Par ailleurs, une délétion entre -231 nt et -145 nt ne diminue pas
le taux de transcription de E1A.

L'analyse de cette région par Hen et al. (1983) a montré I'existence d'une
séquence : -342 GGATGTGTAA -333, ayant une forte homologie avec le "core"
de la séquence "enhancer" du SV40 (Tableau 9). Cette séquence est capable de
stimuler, en 'cis", le MLP de I'Ad2, comme d'autres promoteurs hétérologues.
Elle est conservée dans les Ad2, Ad7 et Ad12, mais elle présente la particularité

d'avoir un effet activateur dépendant de son orientation (5'--> 3').

Tableau 9 :

Séquences homologues au "core" de la séquence "enhancer" de
la région E1A de I'Ad2 (Hen et al., 1983).
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1.1.2.3- les facteurs cellulaires qui agissent sur les

séquences "enhancers"

Kovesdi et al. (1986, 1987) ont isolé un facteur -
E2F - se liant au promoteur E2A dans les cellules Hela infectées par I'AdS5. Il
stimule la transcription du promoteur de la région E2A. lls ont caractérisé ce
facteur E2F comme ne possédant pas de sites de reconnaissance pour les
promoteurs des régions E1B, E3, E4 et MLP , ainsi que pour les promoteurs de
la hsp 70-kDa, de la P -globine et du promoteur précoce du virus SV40. Par
contre, I'E2F reconnait deux séquences, (a) -287 TTTCGCGC -280 ; (b) -224
TTTCGCGCG -217, situées entre les deux éléments | décrits par Hearing et
Shenk (1986} (Fig. 19). lls concluent qu'une seule de ces séquences est
suffisante pour stimuler le promoteur E2A et que I'E2F n'intervient pas dans la

stimulation des autres promoteurs précoces (E1B, E3 et E4) par E1A.

Figure 19 :

Les séquences reconnues par les facteurs E2F et E4FI dans la partie
non-codante de la région E1A de I'AdS.

200 210 220 230 240 %0 260 210 200 290 300 310

i

__ﬂ' T TTT"_____L FH+HI+ i
B 8

+ Séquences reconnues par le facteur nucléaire E2F.

T Séquence reconnue par le facteur nucléaire E4F1.

Dans les celiules HelLa non infectées, Barrett et al. (1987) ont trouvé
qu'une protéine nucléaire était capable de se lier entre -344 nt et -336 nt de la
région E1A de I'Ad2. La séquence qui est protégée de l'action de la désoxyri-
bonucléase | est : -344 GATGTGGTA -336 , celle~ci correspond au "core" de
I'élément "enhancer" décrit par Hen et al. (1983). Cette séquence existe aussi
en amont des promoteurs précoces E2A, E3 et E4 de i'Ad2. La protéine nucléaire
pourrait donc interagir avec ces promoteurs (Fisch et al., 1987).

Lee et Green (1987) ont identifié, toujours dans des cellules Hela, un
autre facteur - E4F! - qui reconnait la séquence : -44 ACGTAAC -53, située en
amont du promoteur précoce de la région E4, Cette séquence est aussi présente
dans l'élément |l décrit par Hearing et Shenk (1986) de la région E1A de I'Ad5
(Fig. 19).

Ces travaux, sur la région E1A de l!'adénovirus, ont permis, par exten-

320

ACACAGGAAGTWATTTTCGCGCGGTTTTAGGCGGATGTTGT AGTAAAT T TGGGCGTAACCGAGTAAGATY TGGCCATTT TCGCGGGAAAACTGAATAAGAGGAAGTGAAATCTGAATAATTTT
———— ———
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sion, une meiileure compréhension de [‘organisation du génome de la cellule

eucaryote,
1.2- Les ARNm de la région E1A et leur épissage
Les ARNm transcrits de la région E1A de l'adénovirus types 2 et
5 ont été étudiés par de nombreuses techniques telles que : le clonage

moléculaire des ADNc (Perricaudet et al., 1979 ; Perricaudet et al., 1980) ; la
cartographie a la nucléase S1 (Chow et al., 1979). De ces études, il apparait
que trois ARNm (13 S, 12 S et 9 S) sont synthétisés a partir de la région E1A
(Fig. 20A). Récemment, Stephens et Harlow (1987), Ulfendahl et al. {1987) ont
décrit l'existence de deux nouveaux ARNm dans la région E1A. lls présentent
un coefficient de sédimentation de 10 S et 11 S et sont formés par un double

épissage différentiel (Fig. 20B).

Figure 20 : ,
Représentation graphique des ARNm et des protéines de la région
E1A de I'Ad2 (Green et al., 1983 ; Stephens and Harlow, 1987).
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L'épissage s'effectue, de maniére alternative, avec un accepteur commun et
trois sites donneurs. Les ARNm 10 S et 11 S possédent, en plus, deux sites
donneurs et accepteurs. Un premier site donneur est commun aux ARNm 9 S ;
le deuxiéme site est commun soit @ I'ARNm 12 S (10 S) soit @ I'ARNm 13 S (11
S) (Fig. 20).

L'épissage qui produit les ARNm 12 S et 13 S entraine ['élimination d'une
région riche en AT. Les polypeptides traduits a partir du 12 S et du 13 S
possédent, respectivement, 243 AA et 289 AA (pour I'Ad2 et I'Ad5) et les mémes
extrémités N et C-terminales. lls différent par une déiétion de 46 AA dans la
protéine de 289 AA. Le produit de I'ARNm 9 S démarre au méme AUG que les
deux produits des ARNm précédents (Perricaudet et al., 1979 ; Perricaudet et
al., 1980).

Les ARNm sont accumulés au cours du cycle viral selon une cinétique
différente. Les ARNm 13 S et 12 S sont plus abondants pendant la phase
précoce, alors que I'ARNm 9 S n'est présent qu'en trés faible quanﬁté. Lors de
la phase tardive, la situation est inverseée et I'ARNm 9 S est l'espéce la plus
abondante (Chow et al., 1979).
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1.2.1- Le mécanisme général d'épissage

Berget et al. (1977) en étudiant les ARNm tardifs de
'adénovirus transcrits a partir du MLP ont mis en évidence le phénomeéne

d'épissage.

Les ARN nucléaires hétérogénes (ARNnh), transcrits de génes cellulaires
ou viraux, possédent des "introns" qui sont excisés par un processus
d'épissage lors de leur maturation. Ce phénomeéne permet de rabouter une
"'séquence de téte" ("leader"), commune a plusieurs ARNm, a des "séquences de
corps" ("body sequences") variables. Jusqu'a présent nous ne connaissions pas
les signaux nécessaires pour préciser la (les) séquence(s) qui doi(ven)t é&tre

excisée(s).

La séquence consensus pour |'épissage du c6té 5' est consituée seulement
de six nucléotides (AG : GUAAGU) présents dans l'intron, tandis que du cété
3' une séquence CAG (U/C16 NCAG) est conservée (Sharp, 1981). Les
séquences consensus de sites d'épissage des genes viraux ne sont pas
différentes de celles de génes cellulaires. Ceci suggére un mécanisme d'épissage
identique (Sharp, 1984,1986).

Plusieurs composants cellulaires sont nécessaires a !'épissage, tels deux
petits complexes ribonucléotidiques : U1RNP et UZRNP (Black et al., 1985 ;
Krainer and Maniatis, 1985). Grabowski et al. (1985) ont propose le mécanisme
d'épissage suivant : la premiére étape de la réaction est la formation d'une
Ustructure en lasso" ("spliceosome") de 60 S. A partir de cette structure les
ARN intermédiaires sont produits aprés clivage du site donneur du cété 5' et
formation d'un ARN auxiliaire. Ces intermédiaires sont soumis aux facteurs
d'épissage de I'ARN et la séquence interposée est excisée. L'ARN épisse est
transporté vers le cytoplasme (Fig. 21).

1.2.2- Application a la région E1A

Les ARNm 13 S, 12 S, 11 S, 10 S et 9 S de la région
E1A sont produits a partir d'un méme précurseur nucléaire mais par des
processus de maturation différents (Chow g:c___gl_., 1979 ; Svensson _c-.i_gl_:_, 1983)
(Fig. 22). Des explications similaires ont été avancées pour les ARNm 11 5 et
10 S (Stephens and Hariow, 1987 ; Ulfendahl et al., 1987).




Figure 21

Mécanisme d'épissage.
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Figure 22 :
Différentes possibiiités d'épissage de la région E1A de I'Ad2

(Pettersson et al., 1983).
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Les traits pleins représentent les voies expérimentalement mises en évidence.

Le trait pointillé la voie probable d'épissage.

1.3- Les polypeptides de la région E1A

1.3.1=~ GCénéralités

Les polypeptides spécifiques aux ARNm 12 S et
13 S posseédent respectivement 243 AA (243R) et 289 AA (289R), une masse
moléculaire réelle de 26,5 kDa et de 31,9 kDa, mais une masse moléculaire
apparente de 35 3 47 kDa et de 41 a 53 kDa. Cette différence peut étre expli-
quée par des modifications post-traductionnelles (phosphorylation) et une com-
position inhabituelle en aminoacides. lLes c6tés C-terminaux sont particuliérement

riches en proline et acide glutamique (Harter and Lewis, 1978 ; Smart et al.,
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1981 ; Lupker et al., 1981 ; Feldman and Nevins, 1983 ; Spindler and Berk,
1984},

Les deux protéines sont retrouvées dans le noyau des cellules infectées ou
transfectées (Shiroki et al., 1980 ; Feldman and Nevins, 1983). Eiles sont
particuliérement acides : la protéine de 289 AA a un pHi de 5,0 et la protéine
de 243 AA un pHi de 4,5, Une homologie statistiquement significative entre ces
protéines (et en particulier celle de I'Ad2) et les protéines des génes "myc" et
"_rp_;_/_b" a été trouvée (Ralston and Bishop, 1983). Branton et al. (1985a) ont
comparé I'hydrophobicité de la protéine de 289 AA de I'Ad5 et de la protéine du
géne "myc". Des ressemblances structurales expliqueraient les mécanismes
d'action similaires que peuvent avoir ces protéines nucléaires. Les protéines des
génes "myb" et "myc" ont été retrouvées associées a I'ADN mais non la protéine
de 289R de la région E1A (Ferguson et al., 1985). Comme les protéines des
génes "myc" et "myb", celles de la région E1A possédent une demi-vie trés
courte (Spindler and Berk, 1984). Toutefois, Mclachian et Boswell (1985), par
analyse statistique, n'ont pas trouvé de relation entre les protéines des génes
"c-myc" et E1A.

Les protéines de 289R et 243R de I'Ad2 ont été synthétisées chez E. coli
(Ferguson et al., 1984 ; Kimelman et al., 1984 ; Ko and Harter, 1984). Apreés
leur microinjection dans le cytoplasme cellulaire, elles subissent des
modifications post-traductionnelles et sont transportées vers le noyau (Krippi et
al., 1985 ; Richter et al., 1985). C'est la région la plus proche du cété
C-terminal qui est responsable du transport (Kripp! et al., 1985).

Les protéines sont remarquablement stables car, aprés 5 minutes
d'incubation a 100° C suivie d'une microinjection, aucune perte de leur fonction

n'a été remarquée (Krippl et al., 1984).

Le polypeptide codé par {'ARNm 9 S posséde 55 résidus d'AA ; il démarre
au méme AUG que les deux précédents, mais utilise un cadre de lecture
différent au deld du site d'épissage. !l posséde donc 29 AA spécifiques du c6té
C-terminal tandis que du c6té N-terminal 26 résidus d'AA sont communs avec les
produits du 12 S et du 13 S. Sa masse moléculaire est de 6,1 kDa mais les
traductions "in vitro" de son ARNm lui donnent une valeur de 28 kDa (Esche et
al., 1980 ; Spector et al., 1980 ; Virtanen and Pettersson, 1983). Aucune
fonction ne lui a été attribuée (Moran et al., 1986).
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Les polypeptides des ARNm 10 S et 11 S possédent respectivement 171 AA
et 217 AA et une masse moléculaire de 18,6 kDa et 24 kDa. lis différent des
polypeptides 289 AA et 243 AA par une délétion de 72 AA, toujours dans le
méme cadre de lecture (Fig. 20). De facon analogue aux protéines de 289R et
243R, ces deux protéines possédent une tai'le et une masse moléculaire
apparente plus grandes que celles déduites de leur séquence nucléotidique.
L'étude par immunoprécipitation des produits de I'ARNm 10 S montre des masses
moléculaires apparentes de 30 kDa et de 35 kDa pour le produit de I'ARNm 11 S
(Stephens and Harlow, 1987 ; Ulfendahl et al., 1987).

1.3.2- Le réle des protéines de la région E1A

Les fonctions des protéines de la région E1A sont
exhaustivement étudiées, quoique les résultats publiés soient un peu

contradictoires.
1.3.2.1- la transactivation transcriptionnelle

Les protéines majeures de E1A (289R, 243R)
stimulent la transcription des promoteurs précoces : E1A, E2A, E3 et E4. A
'aide de virus mutés dans la région E1A il a été montré que la transactivation
est d'environ 50 fois. Par contre, la transcription de E1A est stimulée seulement
5 fois par ses propres produits (Berk et al., 1979 ; Jones and Shenk, 1979 ;
Nevins, 1981 ; Osborne et al., 1984), Des questions se posent :
- Quel(s) est(sont) le(s) produit(s) de la région E1A responsable(s) de cette

transactivation ?

- Comment agit(ssent) il(s) ?

- Enfin, est-il (sont-ils) indispensable(s) a la transactivation ?

Les adénovirus délétés dans la région E1A (Ex. H5 dl 312) peuvent
infecter normalement les cellules Hela, mais la transcription des génes viraux
précoces est fortement retardée par rapport aux cellules infectées avec le virus
de type sauvage. Les transcriptions précoces ne sont donc pas absolument
dépendantes des produits de la région E1A (Nevins, 1981 ; Gaynor and Berk,
1983). Ce retard peut étre diminué lors de l'infection a haute multiplicité avec

ce mutant (Gaynor and Berk, 1983).

Les adénovirus défectifs dans la région E1A peuvent étre compiémentés,

cours d'une co-infection, par le virus pseudorabies (Herpetoviridae). Le produit

au
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précoce du virus pseudorabies complémente le mutant H5 dl 312 (Feldman et al.,
1982 ; Imperiale et al., 1983). Everett et Dunlop (1984) ont démontré, par
transfection, que les produits de la région E1A de I'Ad2 peuvent activer les
génes précoces du virus de ['herpés. Ces résultats indiquent que les produits
précoces de I'adénovirus et du virus de I'herpés possédent des activités
identiques. Comme les protéines de la région E1A, la protéine précoce du virus
de I'herpés (EIP4) est une phosphoprotéine ; elle a une masse moléculaire de
180 kDa (lhara et al., 1983). |l est trés peu probable que les produits précoces
de l'adénovirus et du virus de I'herpés puissent stimuler directement Ila
transcription grace a leur interaction avec des séquences spécifiques proches
des sites de coiffe puisque, par ailleurs, il y a trés peu d'homologie entre ces

deux promoteurs.

D'autres observations démontrent que le{(s) produit(s) de la région
E1A ne stimulent pas directement {a transcription : les cellules qui expriment la
région E1A (HEK-293) sont capables d'augmenter 20 fois |'expression des génes
de B-globine et €—g|6bine humaines (Allan et al., 1984). Cependant, les geénes
de pré-proinsuline de rat et de globines endogénes ne sont pas induits par
I'infection virale (Green et al., 1983 ; Gaynor et al., 1984), Babich et al.
(1983), en étudiant six génes spécifiques s'exprimant dans les cellules HelLa non
infectées, ont observé que le taux de transcription de ces génes reste inchangé
aprés infection par l'adénovirus. La capacité, par conséquent, des protéines de

la région E1A 3 stimuler les génes cellulaires est limitée aux génes transfectés.

Deux exceptions sont décrites : (a) Kao et Nevins (1983), et (b} Stein et
Ziff (1984) ont démontré que la transcription, respectivement, du géne de la
protéine hsp-70 kDa et du géne de Ia ﬁ-tubuline est stimulée par I'Ad2, mais
non par le H5 dl 312. Au contraire, Grand et Gallimore (1986) ont observé, que
dans les cellules HEK, les taux de transcription de la hsp-70 kDa et de la B
-tubuline ne sont pas modifiés apreés infection par i'Ad12. Par contre, l'activité

thymidine kinase, elle, est stimulee.

Ces résultats indiquent que les produits de la région ETA ne
fonctionnent pas de la méme fagcon que les régulateurs positifs de transcription
du systéme procaryote. L'"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 I'ADN a proximité du site

d'initiation ; et, en conséquence de cette interaction, stimulent l'initiation par
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" I'"ARN polymérase. Les protéines de E1A semblent stimuler la transcription plus
indirectement, c'est-a-dire par [l'intermédiaire de facteurs (protéines)

cellulaires.

L'expression des génes fusionnés aux promoteurs des régions précoces
(E1B, E2A, E3 et E4) de l'adénovirus est stimulée par cotransfection du géne
E1A (Bos and ten Wolde-Kraamwinkel, 1983 ; Imperiale et al., 1983 ; Weeks and
Jones, 1983). Ces résultats démontrent que les fonctions de E1A stimulent
I'initiation de la transcription par I'ARN polymérase I, a partir des cing
promoteurs de I'adénovirus activés pendant la phase précoce du cycle viral. La
région E1A peut aussi stimuler plus de 20 fois les génes transcrits par I'ARN
polymérase !II (VA-RNA | et 1l) (Berger and Folk, 1985 ; Gayncr et al., 1985)

Jusqu'a présent la question reste ouverte quant aux produits responsables
de la transactivation. Certains auteurs : Carlock et Jones, 1981 ; Leff et al.,
1984 ; Winberg et Shenk, 1984 ; Ferguson et al., 1985, ont démontré que la
stimulation des promoteurs précoces E2A et E3 de lI'adénovirus de type 2 ou 5
est réalisée efficacement par les produits des ARNm 12 S et 13 S ; tandis que
d'autres auteurs : Ricciardi et al. (1981), Bos et ten Wolde-Kraamwinkel (1983),
Montell et al. (1984), Svensson et Akusjarvi (1984), relatent une activation due
au seul produit de I'ARNm 13 S.

Par microinjection, les produits des ARNm 13 S ou 12 S des adénovirus du
sous-groupe C (Ad2 ou Ad5) fusionnés a des protéines de E. coli (Ferguson et
al., 1984) entrainent la synthése d'ADN en cellules NIH-3T3 (Kaczmarek et al.,
1986). Par contre, la protéine de 289 AA délétée de 169 AA dans sa partie
C-terminale, devient incapable d'induire la réplication. Zerler et a!. (1987), a
l'aide de mutants de délétion dans la partie N-terminale commune 12 S et 13 S
(Ad2), ont observé que la suppression de 85 AA dans cette partie empéche la
stimulation de la synthése de I'ADN dans les cellules BHK-21. Quinlan et
Grodzicker (1987a), en utilisant un mutant qui n'exprime que le polypeptide
codé par I'ARNm 12 S (Ad5-12 S), ont décelé que ce dernier est capable
d'induire la synthése de I'ADN. Il provoquera aussi la prolifération des cellules
épithéliales BRK entre 24 et 36 h aprés l'infection  ; prolifération due a la

production de facteur(s) de croissance (Quinlan et al., 1987b}.

Schneider et al. (1987) ont construit plusieurs mutants ponctuels ou de

délétion dans les domaines 1, 2 et 3 du premier exon, ainsi que dans le
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deuxieme exon de ['AdS5 et ont observé que : les domaines 1 et 2 ne sont pas
importants pour la transactivation, par contre le domaine 3, spécifique a I'ARNm
13 S et les trois résidus communs aux ARNm 12 S et 13 S du deuxiéme exon, le
sont. lIs ont conclu que, non seulement la protéine de 28SR, mais aussi celle de
243R (moins fortement) sont responsables de la transactivation. Lillie et al.
(1987), a Il'aide de mutants dans ces mémes domaines, ont décelé que la
transactivation est due a la protéine de 289R. Cependant, ils ont proposé que la

protéine de 243R peut stimuler, elle aussi, mais par un mécanisme différent.

Par cotransfection de plasmides contenant les génes c-fos, c-myc, c-Ha-ras

avec E1A de I'Ad2, dans les cellules Hela et NIH-3T3, Sassone-Corsi et Borrelli
(1987) ont démontré que les deux premiers sont stimulés par la région E1A, en
particulier par le produit de I'ARNm 13 S. Par contre, ['activité du géne

c-Ha-ras n'est pas modifiée.

1.3.2.2- la répression de la transcription par le(s) produit(s)
de la région ETA

Les protéines de la région E1A sont capables de
réprimer la transcription du promoteur précoce du SV40 (Borrelli et al., 1984 ;
Velcich and Ziff, 1985). Quand les génes de EI1A sont cotransfectés avec le
géne précoce de SV40 dans les cellules Hela, la production d'ARNm précoces de
SV40 est diminuée. Cette répression n'est pas due & I'AgT car eile persiste
quand la région du promoteur est fusionnée & d'autres génes structuraux.
Borrelli et al. (1984), en clonant la séquence '"enhancer" de 72 pb répétées de
SV40 en amont d'autres promoteurs hétérologues, ont observé que, lors de
cotransfections de plasmides contenant la région E1A de I'Ad2, le phénoméne
d'inhibition persiste. Cependant, en ajoutant la séquence répétée ("enhancer"),
par un processus de compétiiion, le taux de transcription augmente. Les
produits de la région E1A pourraient donc agir directement ou indirectement sur
la séquence "enhancer" et diminuer le taux de transcription.

Les produits de la région E1A peuvent aussi 'réprimer leur propre
promoteur ou celui du virus du polyome. Les deux protéines majeures (289 AA
et 243 AA) présentent une activité de répresseur (Borrelli et al., 1984 ;
Velcich and Ziff, 1985). Les protéines de E1A répriment aussi l'expression de la
région E1A dans les cellules COS (Smith et al., 1985).
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“Hen et al. (1985) ont observé que les protéines de E1A peuvent inhiber
I'expression de I'"enhancer" de la chafne lourde des immunoglobulines de souris
dans les cultures de lymphocytes murins. Cependant, elles sont capables de
stimuler la méme séquence "enhancer" dans les cellules NIH-3T3 (Borrelli et al.,
1986).

Le(s) mécanisme(s) par le(s)quel(s) les produits de E1A répriment
I'expression des génes n'est (ne sont) pas encore connu(s). Les protéines de
E1A de I'Ad12 répriment la synthése d'antigénes majeurs d'histocompatibiiité de
classe | (MHC |} dans les cellules de rat transformées (Bernards et al., 1983 ;
Schrier et al., 1983}.

Hearing et Shenk (1985) en utilisant des virus (Ad5) possédant une ou
deux délétions dans {es séquences "enhancers" (Hearing and Shenk, 1983a ;
Hen et al., 1983) de la région E1A, ont démontré que le produit de I'ARNm 13
S était impliqué dans le mécanisme d'auto-régulation positive de E1A, mais cette
auto-régulation ne nécessitait aucune des séquences "enhancers" pour le

controdle de la transcription de E1A.

Les mutants ponctuels ou de délétion dans le premier exon commun aux ARNm
12 S et 13 S de I'Ad5 ont permis a Lillie et al. (1987) et a Schneider et al.
(1987) de démontrer que la région comprise entre 697 et 790 nt (domaine 1) et
celle comprise entre 920 et 967 nt (domaine 2) sont indispensables & la
"transrépression”. Le domaine 2 joue surtout un rdle de coopération avec le

domaine 1 (Schneider et al., 1987).

Figure 23 :

Modéle hypothétique de régulation positive et négative des
protéines de la région E1A de I'Ad2 (Smith et al., 1985),.
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1.3.2.3- les produits des génes ayant les mémes fonctions

que les produits de E1A

* papovavirus

Les AgT du virus SVU40 (protéine précoce de
90 kDa) et du virus du polyome (100 kDa) localisés dans la membrane nucléaire,
sont essentiels a la réplication virale et a la transformation cellulaire ; ils
interviennent dans l'auto-régulation de la transcription virale précoce et dans la
liaison avec I'ADN. Lors de la cotransfection avec des plasmides contenant le
géne de I'AgT et le promoteur tardif de SV#40, on constate une transactivation
de la transcription a partir du promoteur tardif. Une cotransfection de
plasmides qui expriment I'AgT avec les plasmides contenant les promoteurs EZA
et E3 de I'Adénovirus, entraine une stimulation de ces derniers. Mais l'activité
de I'AgT de SV40 ne peut étre semblable a celle des produits de la région E1A
de I'Adénovirus, car les adénovirus mutants n'exprimant pas la région E1A ne
sont pas complémentés par une pré-infection des cellules par le virus SV#40
(revue par Butel, 1986).

* virus de I'herpés

Les produits du géne précoce du virus de
I'herpés simplex (HSV) peuvent agir comme les produits du géne précoce du
virus pseudorabies, c'est-a-dire en stimulant les génes précoces hétérologues
(adénovirus, p-globine). Pendant I'infection par le HSV, ces protéines stimulent
la transcription de génes viraux de classe B. Ce mécanisme semble étre plus
dépendant de la structure globale du promoteur que des séquences d'un élément

régulateur spécifique (revue par Kingston et al., 1985).

* virus humains lymphotropiques T (HTLV) et

virus de !l'immunodéficience humaine (HIV)

Le géne "x" ou "lor" des HTLV-l, HTLV-Il et
HIV code pour une protéine qui peut transactiver le LTR ("long terminal
repeat") de virus homologues, ainsi que les promoteurs cellulaires. Les études
suggérent, que la protéine responsable de cette activation se lie a I'extrémité 3'
des séquences codées par le virus. Des résuitats similaires sont observés avec
le virus leucémique bovin. La protéine du géne "x" peut stimuler les promoteurs
précoces E2A et E3 de I'Ad5, de méme que les protéines précoces de la région
E1A de I'Ad2 et du virus pseudorabies peuvent activer l'expression du LTR,
mais & un niveau plus faible que ne le fait le géne "x" (Chen et al., 1985).
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* rétrovirus

La comparaison des séquences entre la région ETA
des différents sérotypes d'adénovirus et le géne v-myc révéle une homologie
moyenne entre les protéines de myc et celles de E1A ; une homologie faible
entre les protéines du géne myb et celles de myc et E1A. Le nombre d'acides

aminés identiques entre les génes myc, myb et E1A varie entre 15 et 21 %, ce

sont des résidus hydrophiles. Mais il y a néanmoins des différences entre ces
protéines au niveau biologique : la protéine du gene v-myc est capable de

transformer des macrophages et fibroblastes aviaires ; la protéine du gene myb
peut transformer les macrophages mais non les fibroblastes ; les protéines de
E1A peuvent immortaliser les cellules primaires de rongeurs. Méme s'il existe
des différences importantes entre ces protéines, il est possible que la présence
de séquences homologues aux mémes positions produisent des structures

tertiaires semblables (Ralston and Bishop, 1983).

Les protéines des génes myc, fos et de la région E1A, possédent plusieurs
régions riches en proline, acide glutamique, sérine et thréonine. Ceci leur
confére une demi-vie trés courte. Les protéines inhibitrices de la phosphatase
type 1 et 2 possédent une composition similaire. Aussi ces protéines agiraient,

probablement, comme des inhibiteurs de la phosphatase (Rechsteiner, 1987).

* facteurs "E1A-like" dans les cellules non

différenciées type F-9

La séquence "enhancer" du virus SV40 est active dans
plusieurs types de cellules. Cependant, celle du virus du polyome (Py) est
inactive dans les cellules embryonnaires non différenciées, mais elle est active
dans les ceilules différenciées. Les produits de la région E1A de I'Ad2 peuvent
réguler négativement les séquences "enhancers" du Py, de SV40 (Borrelli et
al., 1984 ; Velcich and Ziff, 1985) et cellulaires (Hen et al., 1985). Imperiale et
al. (1984a) ont observé que ['expression du mutant H5 dl 312 est beaucoup plus
rapide dans les cellules F-9 indifférenciées que, dans les cellules F-9
différenciées par induction a I'AMPc et I'acide rétinoique. Ce résultat peut étre
interprété d'une fagon simple : I'expression du H5 dl 312 est faci''tée dans les
cellules en prolifération par rapport aux cellules dont la croissance est

stationnaire ou retardée.

Hen et al. (1986) ont construit un mutant dans la séquence "enhancer" du
virus du Py et ont observé qu'il n'est plus inhibé par les produits de la région

E1A de I'Ad2 ainsi que dans les cellules du type F-9 (indifférenciées). |l en ont
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conclu que cette lignée celiulaire exprime une protéine du type E1A.

1.3.3- Les différents domaines des protéines de

la région E1A
1.3.3.1- les sites de phosphorylation

Les deux principales protéines de E1A sont
phosphorylées. Ceci leur confére des propriétés biologiques et enzymatiques.
Les résidus sérine présentent le taux le plus élevé de phosphorylation et,
principalement, la sérine en position 219 (Tsukamoto et al., 1986b). Une
substitution de cette sérine par une alanine chez I'Ad5 (pm 1330) (Tsukamoto et
al., 1986b) ne change pas la capacité de ce mutant a croitre dans les cellules
Hela, ni son pouvoir transformant. Cette phosphorylation n'est pas sous le
contrble de la protéine kinase AMP-cyclique dépendante (Lucher et al., 1985 ;
Tsukamoto et al., 1986b).

1.3.3.2- définition des immunodomaines a l'aide d'anticorps

monoclonaux

Des hybridomes sécrétant des anticorps
monoclonaux spécifiques des protéines de la région E1A de I1'Ad2 ont été
préparés & partir de souris Balb/c. La réponse immunologique est dirigée contre
les protéines fusionnées trpE-E1A (Harlow et al., 1985)., L'analyse par
immunoprécipitation a permis d'identifier approximativement 60 espéces de
polypeptides, dont certains furent divisés en sous~-classes immunologiques.

(a) spécifiques aux deux polypeptides majeurs (289 AA, 243 AA) ;

(b) spécifiques au polypeptide de 289 AA et a celui de 35-40 kDa ;

(c) spécifiques aux deux polypeptides majeurs et aux polypeptides de 30 kDa et
de 35-40 kDa (Harlow et al., 1985).

Tsukamoto et al. (1986a) ont obtenu également des anticorps monocionaux
anti-protéines fusionnées trpE-E1A (Harlow et al., 1985) mais chez le rat. Des
expériences de fixation compéti‘ive ont mis en évidence un seul site de
reconnaissance situé entre les acides aminés 23 et 120, dans le premiei‘ exon du
géne. Les anticorps polyclonaux dirigés contre la protéine fusionnée ont permis

de reconnafitre la méme région immunodominante.
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1.3.3.3- la localisation des domaines

De nombreuses fonctions sont attribuées aux
produits de la région E1A, parmi lesquelles sont retrouvées : ['activation de la
transcription des autres génes précoces, l'immortalisation des cellules primaires
de rongeurs, la répression des séquences "enhancers'", Ila différentiation
et l'induction de I'ADN cellulaire. Récemment plusieurs groupes ont préparé des
virus ou des plasmides contenant des délétions ou des mutations ponctuelles
dans les différents exons de la région E1A de I'Ad2 ou de I'Ad5.

Figure 24

Les trois domaines conservés des protéines ma}eures de la région ETA
pour les différents sérotypes d'Adénovirus (Kimelman et al., 1985} et
les principales fonctions telles qu'elles ont été établies pour I'Ad5
(Lillie et al., 1987).

128 /\ 243 AA

138 /\ 289 AA

&
-

Transcriptional Activation

- hd +

Transcriptional Repression -+ 4 —-—
Transformation 3 -+ —

Induction of Cellular DNA Synthesis + + -

A l'aide de protéines fusionnées produites chez E. coli et microinjectées
dans le noyau de cellules Vero, Krippl et al. (1985) ont déterminé que la partie
C-terminale est impliquée dans la localisation intra-nuciéaire. lls ont aussi
observé que le premier exon commun aux protéines de 289R et 243R est
responsable de la complémentation du mutant H5 di 312.

Une délétion de 12 % (289R) ou de 14 % (243R) entre les acides aminés 86

et 120 (premier exon) n'entraine pas de modification du taux de transactivation
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des produits de E1A sur cellules HeLa ou HEK-293 (Moran et al., 1986). Par
contre une délétion entre les acides aminés 121 et 150 (protéine de 289R)
provoque une forte baisse du taux de transactivation et de transformation

cellulaire, en coopération avec le géne ras (Moran et al., 1986)."

La cotransfection, dans les cellules BRK, du géne Ha-ras et d'un plasmide
exprimant la protéine de 289R et possédant les mémes mutations que les virus
hr 3, hr 4 et hr 5 (Tableau 10) induit une immortalisation cellulaire similaire a
celle du virus de type sauvage (Moran et al., 1986). Ces résultats confirment
que les deux protéines (289R et 243R) sont nécessaires a la transformation
cellulaire (Montell et al., 1984). Une mutation ponctuelle au nt 928 (Cys124
-->Gly) entraine une baisse du pouvoir transformant de la région E1A en
association avec le géne Ha-ras, sans toutefois altérer le taux de transactivation

et de multiplication virale, dans les cellules HelLa (Moran et al., 1986).

Tableau 10 :

Mutants dans la région E1A des adénovirus type 2 ou 5.

Mutant Localisation Protéine modifiée
hrl 1 pb délétée au 289R : trongquée
nt 1055 243R : native
hr3 Permutation d'une 289 R : transition d'une
T --> A au nt 1086 Met --> Lys a 1'AA 176
243R : native
hrd Transition d'une 289R : transition d'une
C --> T au nt 1076 Leu --> Phe & 1'AA 173
243R : native
hrs Transition d'une 289R : transition d'une
G --> A au nt 1229 Ser --> Asn & T1'AA 185

Gly --> Asn & T1'AA 243
243R : native

pEK975 Permutation d'une 289R : native
G --> T au nt 975 _ 243R : non synthétisée
d11500 délétion entre 1110 289R : non synthétisée
et 1119 pb 243R : native
d1312 délétion entre 448 289R : non synthétisée

et 1349 pb 243R : non synthétisée
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Lillie et al. (1987} ont construit des mutants ponctuels dans les domaines
1, 2 et 3 de la région E1A de I'Ad5 et des peptides correspondant & chacun de
ces domaines. Ces outils ont permis de montrer que les trois domaines peuvent
agir séparément (Fig.24). Ces résultats ont été confirmés, en partie, par
Schneider et al. (1987). En construisant des plasmides et des virus ayant des
mutations ou des déletions dans les mémes domaines et ces auteurs ont établi
que : (a) les domaines 1 et 2 sont importants pour la "transrépression", la
transformation et l'induction de la synthése de I'ADN cellulaire ; (b) le domaine

3 et les trois résidus du deuxiéme exon sont importants pour la transactivation.

2- La région E1B

Localisée entre 4,8 et 11,2 UG, la région E1B code pour trois ARNm :
22 S, 13 S et 9 S. Les deux premiers sont transcrits a partir du méme
promoteur précédé d'un motif "TATAA". Les pré-ARNm possédent les mémes
extrémités 5' et 3' et se différencient par un mécanisme d'épissage. Le
troisiéme ARNm (9 S) est transcrit a partir d'un promoteur indépendant et code
pour une protéine structurale, le polypeptide X (Alestrom et al., 1980 ;
Baker and Ziff, 1980 : Perricaudet et al., 1980).

Figure 25 :
Réprésentation graphique des ARNm et des protéines codées par la

région E1B de I'Ad2 (Pettersson et al., 1983).
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L'ARNm 22 S est traduit selon deux cadres de lecture différents, il utiiise
un des deux sites d'initiation (AUG). Ceci Iul confére un caractére

polycistronique et lui permet de coder deux protéines : la 55 kDa et la 19 kDa.

Pendant la phase précoce du cycle viral, ['TARNm 22 S est transcrit
principalement mais, pendant la phase tardive, le taux de 13 S est 20 fois plus
important que celui du 22 S (Wilson and Darnell, 1981). Le changement
quantitatif des ARNm de la région E1B peut, en partie, étre expliqué par une
augmentation de la stabilité de I'ARNm 13 S par rapport a celle du 22 S. Durant
la phase précoce, les deux ARNm possédent une demi-vie de 15 & 20 min, mais
la demi-vie de I'ARNm 13 S augmente de 5 @ 10 fois lors de la phase tardive
(Wilson and Darnell, 1981). Ce changement est dépendant de la synthése des

protéines tardives de Il'adénovirus (Babich and Nevins, 1981).

La protéine de 55 kDa (496R) de la région E1B est une phosphoprotéine.
Elle est impliquée dans des mécanismes importants, tels que : la maturation des
ARNm tardifs ; la baisse de la synthése protéique de la cellule hote et la
réplication efficace de I'ADN (Babiss and Ginsberg, 1984). 1l existe des
interactions au cours du processus de la transformation cellulaire entre cette
protéine et |'antigéne moyen T du virus du polyome, ainsi que la protéine pp60
du géne sarc (Malette et al., 1983). La protéine de 55 KDa est associée a une
protéine cellulaire de 53 kDa - p53 - présente dans les cellules transformées,
ainsi qu'a une protéine de 25 kDa de la région E4, au cours du cycle lytique
(Sarnow et al., 1982). Sa localisation est nucléaire et cytoplasmique (Rowe et
al., 1983b).

La protéine de 19 kDa (175R) de la région EIB est essentielle au cycle
lytique car elle maintient l'intégrité de I'ADN viral et cellulaire. Elle est aussi
indispensable a la transformation cellulaire. Cette protéine est localisée au

niveau des membranes nucléaire et cytoplasmique (revue par Stillman, 1986).

3- La transformation cellulaire par la région E1

Les adénovirus du sous-groupe A (Ad12, Ad18, Ad31) sont capables
d'induire des tumeurs chez le hamster nouveau-né, mais non ceux du
sous-groupe C (Ad2, Ad5). Ces deux sous-groupes transforment les cellules
primaires de rein de rongeurs (Freeman et al., 1967). Ceci démontre que la
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transformation et l'oncogénicité sont des processus distincts chez les adénovirus

et ne sont pas nécessairement associées.

La région E1 posséde toutes les informations requises pour la
transformation oncogénique. La région ETA est suffisante a l'immortalisation des
cellules primaires de rongeurs : notamment la partie N-terminale des produits
des ARNm 13 S (289R) et 12 S (243R). La région E1B, seule, ne posséde pas
d'activité transformante, méme sous l'influence d'un promoteur hétérologue, mais
elle est nécessaire a la tumorigénicité des cellules immortalisées (van den Elsen
et al., 1983a). La région E1A en coopération avec un autre oncogéne (Ha-ras)

peut transformer les cellules primaires (Branton et al., 1985a).

Dans les cellules transformées, les deux protéines majeures de la
région ETA (289R, 243R) et celle ‘de 176R de la région E1B sont exprimées,
tandis que la protéine de 496R de E1B ne l'est pas. Ces études ont été réalisées
a l'aide du fragment Hindlll G ou seulement la moitié de I'extrémité 5' de Ia
région E1B est présente. Ce qui signifie que la protéine de 176R est présente
intégralement, tandis que, seule, la partie N-terminale de la 496R est traduite
(Rowe et al., 1984). Le rdle de la 496R-E1B dans la transformation est encore
inconnu. Le mutant H5 hr 6 (496R défectif) est incapable de transformer les
cellules embryonnaires de rat et les cellules BRK. La protéine 55 kDa serait
donc nécessaire pour l'initiation de la transformation par le virion, probablement

au niveau de l'intégration de I'ADN (Rowe and Graham, 1983a).

Le réle principal de la région E1B dans la transformation cellulaire serait
d'augmenter le taux d'expression de E1A qui stimulerait E1B. Les effets de E1B
sur I'expression de E1A sont en relation avec I'augmentation de Ia
transformation (van den Elsen et al., 1983b ; Senear and Lewis, 1986). La
région E1B peut augmenter l'expression de E1A griace & un élément régulateur
situé en "cis" dans E1B, ou par des interactions du type "trans" entre les
produits de E1B et les éléments régulateurs de E1A (Senear and Lewis, 1986).
A l'aide de plasmides exprimant soit la protéine de 175R, soit celle de 495R de
E1B, Senear et Lewis (1986) ont observé que les deux protéines sont

nécessaires 3 la complémentation de E1A dans la transformation cellulaire.

Barker et Berk (1987) ont construit des mutants d'Ad5 dans la région
E1B. Le mutant H5 pm 1722 n'exprime que la protéine de 175R, et le H5 dl 1520
que la protéine de 495R ; tandis que le H5 pm 2022 possede un codon "stop"
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- aprés le deuxiéme codon de la protéine de 495R. A l'aide de ces outils, ils ont

observé que les deux protéines sont nécessaires a la transformation des cellules
de rongeurs. De plus, ils ont constaté qu'une faible expression de la protéine
de 495R (HS5 pm 2022) est suffisante pour une bonne production virale d'une

part, et une transformation cellulaire efficace d'autre part.

Les régions E1 des Ad5 et Ad12 difféerent par leur capacité a transformer
les cellules BRK, ainsi que par la modulation de l'expression des antigénes
majeurs d'histocompatibilité de classe | (MHC 1). Pour étudier le réole de la
région E1A, Jochemsen et al. (1984) ont construit des plasmides hybrides entre
les régions E1A de I'Ad5 et de ['Ad12 (Fig. 26), et les ont cotransfectés avec la
région E1B de I'Ad12 dans des cellules BRK. Le premier exon est supposé étre
impliqué dans la fréquence de transformation cellulaire et dans la modulation de
I'expression des Ag MHC |. Ce premier exon de la région E1A de ['Ad5 posséde
donc un effet dominant sur celui de I'Ad12.

Figure 26 :
Plasmides hybrides dans la région E1A de |'Ad5 et de

"Ad12 (Jochemsen et al., 1984).
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Moran et al. (1986) ont démontré que les produits des ARNm 12 S et 13 S
de [I'AdS, exprimés individuellement, sont capables de transformer les cellules
BRK. Récemment, les domaines 1 et 2 du premier exon commun a ces deux
ARNm ont été définis comme essentiels a la transformation cellulaire (Lillie et
al., 1987 ; Schneider et al., 1987). Le domaine 2 agirait surtout en coopération
avec le domaine 1 {Schneider et al., 1987). Moran g_g_il_._(1986), Kuppuswamy et
Chinnadurai (1987), Lillie et al. (1987) ont trouvé que les modifications au
niveau des résidus 123 a 127 (domaine 2) provoquaient une grande diminution
du pouvoir transformant (803) ; par contre Schneider et al. (1987) ont observe
qu'une mutation ponctuelle du résidu 125 (His --> Leu) cause une diminution de
seulement 50 %.
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- INTRODUCTION

L'étude des relations existant entre certains adénovirus et les cellules
simiennes, ainsi que la caractérisation des interactions entre différents
sérotypes d'adénovirus ont permis a Delsert et D'Halluin (1984) de mettre en
évidence un phénoméne de trans-dominance de I'Ad3 sur ['Ad2. Cette dominance
implique I'inhibition stoechiométrique des zones précoces E1A, E1B et E2A de
I'Ad2.

Nous avons continué ce travail pour élucider (a) quelle(s) zone(s)
précoce(s) du génome de I'Ad3 (E1A, E1B ou E2A) joue(nt) le rdéle dominant sur
I'Ad2. Puis, nous avons voulu démontrer (b) quel(s) produit(s) de la zone
impliquée est(sont) responsable(s) du(des) mécanisme(s). L'évolution des
travaux nous a conduit a ['étude de l'organisation des zones précoces des
adénovirus de sérotype 2, 3 et 12, notamment celle du géne E1A. L'organisation
globale de cette région entre les differents sérotypes est la méme, et les études
réalisées sur [I'Ad2 et I'Ad5 (sous-groupe C) ont été étendues aux autres
sérotypes. En réalité, une analyse spécifique de la partie non codante du géne
E1A montre une différence assez importante entre les différents composants.
Comme cette région semble essentielle dans la régulation du géne E1A, une
étude de chaque composant individuel ou de leur ensemble pourrait aider a la

compréhension du(des) mécanisme(s) de régulation.

Pendan(t cette étude, nous nous sommes apercus qu'une séquence existant
dans les plasmides pBR 322 et pKH 47 pourrait jouer un réle trés important au
niveau de la régulation des génes hétérologues. Ceci a motivé nos recherches
a démontrer le réle réel de cette séquence dans la régulation des génes de la

cellule eucaryote.

Les résultats sont présentés sous forme de trois chapitres :

- le premier concerne la stimulation des promoteurs précoces des régions
E2A et E3 de I'Ad5,

- le deuxiéme aborde le phénoméne de transdominance intersérotypique,

- le troisiéme étudie le rbéle de la partie non codante de la région E1A des
adénovirus type 2, 3 et 12, ainsi que la fonction de la séquence "poison"
(inhibitrice de la transcription) qui est présente dans les plasmides pBR
322 et pKH 47.
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Pour faciiiter la compréhension des résultats les plasmides utiiisés sont
schématisés a la fin de ce chapitre. Leur construction est détaillée dans les
articles présentés sous forme d'annexes a la fin du mémaire.
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IN-CHAPITRE |

LA STIMULATION DES PROMOTEURS PRECOCES DES REGIONS E2A
ET E3 DE L'AD5

Pour étudier le réle des produits de la région E1A dans la transactivation
des promoteurs précoces, des plasmides contenant le promoteur E2A ou E3 de
I'Ad5 ont été construits et deux approches uti‘isées :

(1) llinfection des cellules Hela par les virus suivie d'une transfection (ou
vice-versa) ;
(2) la transfection ou la cotransfection des plasmides exprimant différentes

régions du génome viral.

Selon le type d'expérimentation, les cellules sont transfectées ou
cotransfectées a raison de 10 & 20 pug d'ADN par boite de 60 mm de diamétre.
Pour atteindre une concentration finale et constante en ADN de Il'ordre de 20

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

1-  Par les virus appartenant aux différents sous-groupes
A,B,C,D et E (annexe 1)

Une heure avant la transfection des plasmides (p5 E2Acat, p5 E3cat),
des boites du type "Falcon" de 60 mm de diamétre contenant 5X106 cellules Hela
sont infectées par chaque sérotype a raison de 5 PFU par cellule. Cing heures
aprés la transfection le milieu de culture (MEM) est changé et les cellules
récoltées 40 h post-transfection. Elles sont lysées sous l'action des ultra-sons,
puis le dosage de I'activité chloramphénicol acéty! transférase (CAT) est
effectué, et quantifié par comptage de la radioactivité des formes mono- et
bi-acétylées du (MC)—chloramphenicol. C'est une méthode de dosage indirecte
car le promoteur bactérien du géne cat est remplacé par les promoteurs des
régions E2A (p5 E2Acat) ou E3 (p5 E3cat) de !'Ad5. Les valeurs indiquées

représentent la moyenne de trois expérimentations minimum.
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Au Tableau 11 sont représentées les activités CAT des promoteurs E2A et
E3, individuellement ou en présence de virus appartenant a chaque

sous-groupe.

Tableau 11 :

Activité CAT de cellules Hela infectées avec un sérotype représentatif

de chaque sous-groupe.

Sans virus Ad12 Ad3 Ad2 Ad9 Ad4
Promoteur (A) (B) () (D) (E)
E2A 0,37 4,81 7,20 4,62 1,44 1,04
e3(a) 1,00 14,90 4,30 6,00 6,10 6,40

(a) p5 E3cat : 1,0 correspond a 830 cpm (MC) Ac-Cm/min/106 cellules a 37° C.

Sans infection virale, l'activité CAT du promoteur E3 est supérieure & celle
du promoteur E2A.

Les adénovirus appartenant aux différents sous-groupes sont capables
d'activer les promoteurs E2A et E3 de I'Ad5.

Avec le promoteur E2A, [I'activité CAT est plus élevée pour les
sous-groupes A, B, et C par rapport aux sous-groupes D et E. En ce qui
concerne le promoteur E3, cette activité est importante pour le sous-groupe A,
moyenne pour les sous-groupes C, D et E, et plus faible pour le sous-groupe
B.

Des résultats similaires ont été obtenus si la transfection précéde de 5 h

llinfection virale.
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2- Par la transfection ou la cotransfection de plasmides (annexes 1 et 2)

2.1- En présence de la région E1A des Ad2 ou Ad3 (annexe 1)
2.1.1- Stimulation de type "trans"

On appelle stimulation de type "trans", une stimulation
faisant intervenir un facteur, normalement de nature protéique, qu'il soit
d'origine virale ou cellulaire.

La transactivation des promoteurs précoces par les produits de la région
E1A de I'Ad2 ou de I'Ad5 est connue depuis 1979 (Berk _e_’c__il;, 1979; Jones and
Shenk, 1979). Par contre la transactivation due aux produits de la région ETA
de ['Ad3 n'a pas encore été décrite.

Les plasmides contenant la région E1A de ['Ad2 (pVM 214) ou de I'Ad3
(pVM 312) sont cotransfectés dans des cellules Hela ou HEK-293, avec les
plasmides p5 E2Acat et p5 E3cat. Dans le Tableau 12 sont rapportés les

résultats obtenus lors de ces cotransfections.

Tableau 12 :

Activité CAT des cellules transfectées ou cotransfectées avec les
plasmides contenant les promoteurs E2A ou E3 de I'Ad5.

Cellules HelLa Cellules HEK-293
Promoteur pKH 47 pvM 214 pvM 312
(E1A Ad2) (E1A Ad3) PKH 47 pyM 312
E2A 0,37 2,90 1,66 4,00 0,92

E3 1,00 6,40 2,10 5,80 5,30
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Les deux régions E1A (de I'Ad2 et de I'Ad3) sont capables de stimuler les
promoteurs E2A et E3 de {'Ad5 par un mécanisme de type "trans". D'une part
les produits de la région E1A de I|'Ad2 (ce'lules Hela) et de I'Ad5 (ce'lules
HEK-293) stimulent plus fortement que ceux de I'Ad3. D'autre part, les produits
E1A de I'Ad3 sont capables d'activer des promoteurs hétérologues (ceilules
Hela).

2.1.2- Stimulation de type "cis" et "trans"

Une stimulation de type "cis" fait intervenir une
séquence nucléotidique située généralement en amont d'un promoteur,

Les régions E1A de I'Ad2 et de I'Ad3 ont été clonées en amont des
promoteurs E2A (p2 E1AE2Acat, p3 E1AE2Acat) et E3 (p2 E1AE3cat, p3
E1AE3cat) de !'Ad5. Aprés transfection de ces plasmides dans des cellules Hela
et HEK-293, l'activité CAT est mesurée,.

Tableau 13 :
Activité CAT des celiules transfectées avec les plasmides
contenant la région E1A soit de i'Ad2, soit de !'Ad3 en amont des
promoteurs E2A et E3.

Cellules Cellules
E2A emeeemeccmcmmcccmeneee E3  emememcmceccneeeeo Rapport
Hela HEK-293 Hela HEK-293
p2 E1AE2Acat 7,142 ND p2 E1AE3cat  15,6° ND a/b 4,73
b d

p3 E1AE2Acat 1,51 2,81 p3 E1AE3cat 2,5
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L'analyse de ces résultats permet de démontrer que les deux régions ETA
stimulent par un mécanisme de type "cis" les deux promoteurs E2A et E3.
L'activité CAT la plus importante est celle obtenue avec la région E1A de I'Ad2.

2.2- Par les produits des ARNm 12 S et 13 S de la région E1A de
I'Ad2 ou de I'Ad3 (annexe 2)

Les deux produits majeurs codés par la région E1A sont les protéines
de 289R et de 243R pour ['Ad2, et de 262R et de 231R pour [I'Ad3. Jusqu'a
présent leur rdle dans le processus de transactivation est controversé. Pour
pouvoir étudier le rdle individuel des produits des ARNm 13 S et 12 S de la
région E1A de I'adénovirus type 3, un clone contenant I'ADNc de I'ARNm 13 S
(pVM 335) a été sélectionné parmis une banque d'ADNc. Un plasmide
n'exprimant que I'ARNm 12 S (pVM 325) de I'Ad3 a été obtenu aprés
modification du site Dral (nt 1178) et la cinétique effectuée avec !'exonucléase
Bal31, a permis d'éliminer le site donneur d'épissage de ['ARNm 13 S. Les
plasmides exprimant I'ARNm 13 S (Bg\’_ 975) ou 12 S ((_1_]_ 1500) de I'Ad2 {(Montell
et al., 1982), ont été gracieusement donnés par Dr.A.J.Berk. Pour déterminer
lesquels agissaient positivement dans le processus de transactivation, les
plasmides pEK 975, dl 1500, pVM 335 et pVM 325 ont été cotransfectés avec les
plasmides p5 E2Acat et p5 E3cat dans les cellules Hela. Les résultats sont
présentés dans le Tableau 14 et Fig. 28.

Tableau 14 :
Activité CAT des cellules Hela transfectées ou cotransfectées avec
les plasmides contenant les promoteurs E2A ou E3 de I'Ad5 en
présence de plasmides exprimant un seul produit de la région E1A de
I'Ad2 ou de I'Ad3.

Ad2 Ad3
Promoteurs  pKH 47 EK 975 d1 1500 pVM 335 pUM 325
135) ~T125) (135) (125)
p5 E2Acat 0,36 2,77 1,76 0,89 0,76
p5 E3cat 1,00 3,30 1,00 0,44 0,60

Le produit de I'ARNm 13 S de I'Ad2 (289R) est capable de stimuler les
promoteurs E2A et E3. Quant a la protéine 243R (ARNm 12 S) de I'Ad2 elle

n'active que le promoteur E2A.
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En ce qui concerne I'Ad3, les résultats sont différents. Les produits des
ARNm 13 S (262R) et 12 S (231R) sont capables d'activer faiblement Ile
promoteur E2A. Mais les deux produits semblent réguler négativement Ile
promoteur E3 de I'AdS.

En comparant les Tableaux de ce premier chapftre, il est donc possible
d'observer que les produits de la région E1A des adénovirus type 2 et 3
n'agissent pas de la méme facon. La protéine de 289R (Ad2), peut stimuler le
promoteur E2A au méme taux que l'ensemble des produits de la région E1A de
I'Ad2 (pVM 214), Par contre, pour le promoteur E3, une coopération entre les
deux produits est observée, car les cellules transfectées avec le pVM 214 ont
un taux d'activité CAT plus elevé., Quand les protéines de 262R et 231R de
I'Ad3 (pVM 312) sont exprimées ensemble, une coopération est observée pour les
promoteurs E2A et E3. Mais individuellement ces protéines entrainent une

transinhibition du promoteur E3.

Figure 27 :
Modéle hypothétique de la transactivation par les produits de la
région E1A (Raychaudhuri et al., 1987]).
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Détefmination de l'activité CAT dans les cellules Hela transfectées
avec les plasmides contenant le géne cat sous le contrdle du
promoteur E2A ou E3 de I'Ad5.
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M- CHAPITRE 1|1

LA TRANSDOMINANCE INTERSEROTYPIQUE

La majorité des cellules de singe est permissive au virus SV40 mais pas
aux adénovirus humains. Les adénovirus oncogénes, sous-groupes A (Ad31)
et B (Ad3), ne répliquent pas leur ADN dans les cellules CV-1, Toutefois, la
réplication de I'ADN existe pour tous les autres sous-groupes d'adénovirus (C,D
et E). En co-infectant les cellules CV-1 avec SV40 ou AD2ND1 et Ad3 (ou
Ad31), une inhibition de la synthése de I'ADN viral et cellulaire est observée.
La co-infection de cellules humaines de type Hela ou KB avec Ad3 (Ad31) et
Ad2 a permis la mise en évidence d'un effet inhibiteur de I'Ad3 {ou Ad31) sur
I'Ad2 (Delsert and D'Halluin, 1984 ; Delsert, 1985).

Pour déterminer quelle est la région du génome de ['Ad3 impliquée dans ce
phénoméne, plusieurs plasmides furent construits, exprimant les zones précoces
de I'Ad2 ou de I'Ad3 et les promoteurs précoces E2A ou E3 de I'Ad5. En clonant
le géne cat en aval de ces promoteurs et en mesurant l'activité CAT, une

évaluation du taux de transcription de ces promoteurs est obtenue.
1- Par I'Ad3

Des cellules Hela sont infectées par les adénovirus type 2 et type 3 a
raison de 5 PFU par cellule. Soit l'infection virale est effectuée a difféerents
temps aprés la transfection des plasmides p2 E1AE2Acat et p2 E1AE3cat, soit les
plasmides sont transfectés une heure aprés l'infection. Les résultats sont

représentés dans le Tableau suivant :
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Tableau 15 :

Activité CAT des cellules Hela infectées avec !'Adénovirus type 2 et
type 3 a différents temps avant et aprés transfection.

Virus Ad2 Ad3
oKH47 1 h AT Aprés transfection  1hAT  Aprds transfection
Plasmides 1h 2h 3h 4h 1h 2h 3h  4h
p2 E1AE2Acat 7,14 14,9 15,1 15,2 15,2 15,4 3,9 3,8 6,9 7,811,4
p2 EI1AE3cat 15,6 35,8 35,9 36,0 36,3 36,3 3,3 3,3 9,6 15,2 18,6

A T : avant transfection

L'Ad2 stimule et I'Ad3 inhibe les promoteurs EZA et E3 de [I'Ad5 en
présence de la région E1A de I'Ad2.

L'inhibition- n'est observée que si l'infection est menée une heure avant ou
aprés la transfection. A partir de la deuxiéme heure post-transfection ['effet

s'inverse et une activation est observée.

2- Par la transfecticn ou cotransfection de plasmides (annexes 1, 2 et 3)

2.1- Le rdle de la région E1A de I'Ad3 dans le phénomene de

transdominance (annexes 1 et 2)

Les plasmides contenant la région E1A de I'Ad2 ou de ['Ad3 en
amont des promoteurs E2A (p2 E1AE2Acat, p3 E1AE2Acat) ou E3 (p2 E1AE3cat,
p3 E1AE3cat) de I'Ad5, ont été transfectés dans des celiules Hela. Des
cotransfections ont été effectuées entre ces différents plasmides et celui
contenant soit la région E1A de I'Ad2 (pVM 214), soit la région E1A de I'Ad3
(pVM 312). Les résuitats sont représentés dans le Tableau suivant :
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Tableau 16 :
Activité CAT des cellules Hel.a transfectées ou cotransfectées avec les

plasmides contenant la région E1A de I'Ad2 ou de |'Ad3.

pKH 47 pVM 214 pVM 312 Rapport
p2 E1AE2Acat 7,142 13,32 2,140 a/b 3,3
p2 E1AE3cat 15.60 18.70 2,65 c/d 5.9
p3 E1AE2Acat 1,51 2,72 1.66
p3 E1AE3cat 2,50 3,25 1,25

Les plasmides possédant la région E1A de I'Ad2 en amont du promoteur E2A
(p2 E1AE2Acat) ou E3 (p2 E1AE3cat) montrent une activité CAT plus importante
que ceux possédant la région E1A de I'Ad3 (p3 E1AE2Acat, p3 E1AE3cat).

La cotransfection des plasmides p2 E1AE2Acat, p2 E1AE3cat, p3 E1AE2Acat,
p3 E1AE3cat avec le plasmide contenant la région E1A de I'Ad2 (pVM 214)
entraine une activité CAT plus importante que celle des plasmides seuls.
Par contre, les plasmides p2 E1AE2Acat et p2 E1AE3cat avec le plasmide
contenant la régionE1A de I'Ad3 (pVM 312) présentent une importante diminution
du taux d'activité : pour le p2 E1AE2Acat (rapport 3,3) et surtout pour le p2
E1AE3cat (rapport 5,9). Le phénoméne est donc lié a la région E1A de I'Ad2 et
de I'Ad3, mais une éventuelle régulation au niveau du promoteur E3 de I'Ad5 ne

peut étre écartée.

2.2- Le roble des produits des ARNm 12 S et 13 S de I'Ad2 et de I'Ad3

dans la transdominance (annexe 2)

Les produits de la région E1A de I'Ad2 (pVM 214) stimulent,
tandis que ceux de I'Ad3 (pVM 312) inhibent les promoteurs E2A et E3 de
I'Ad5, en présence de la région E1A de I'Ad2. Pour déterminer le réle individuel
de chacun des deux produits majeurs de la région E1A de ['Ad3 dans le
phénoméne de transdominance, les plasmides pVM 335 et pVM 325, lesquels
codent respectivement pour la protéine de 262R et de 231R ont été utilisés. Les
plasmides pEK 975 et di 1500 (Monteil et al., 1982), exprimant respectivement
les protéines de 289R et de 243R de I'Ad2, ont été utilisés comme témoins de
régulation positive. Les plasmides sont cotransfectés dans les cellules Hela avec
les plasmides contenant la région E1A de I'Ad2 ou de I'Ad3, en amont
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des promoteurs E2A ou E3 de I'Ad5. Les résultats sont exprimés dans le Tableau

suivant :
Tableau 17 :
Activité CAT des cellules Hela transfectées ou cotransfectées avec les
plasmides contenant la région E1A de ['Ad2 ou de I'Ad3 et les
plasmides exprimant un seul produit de la région E1A de ces mémes
adénovirus.
E1A AdZ E1A Ad3
PKH 47 EK 975 d1 1500 pVM 335 pUM 325
13S) 12s) (139) (125)
p2 E1AE2Acat 7,14 8,60 8,60 2,14 4,20
p2 E1AE3cat 15,60 16,54 16,22 2,65 2,65
p3 E1AE2Acat 1,51 5,10 5,74 1,51 1,81
p3 E1AE3cat 2,50 4,90 2,50 1,25 1,50

Les produits des ARNm 12 S et 13 S de ['Ad2 n'inhibent pas les plasmides
contenant soit la région E1A de I'Ad2 soit la région E1A de I'Ad3. Par contre,
le produit de I'ARNm 13 S de I'Ad3 inhibe plus fortement le plasmide contenant
la région E1A de I'Ad2 et le promoteur E3 de !'Ad5 (p2 E1AE3cat) que celui
contenant le promoteur E2A (p2 Ei1AE2Acat). Le produit de I'ARNm 12 S de
I'Ad3 inhibe le promoteur E3 de fagon similaire au produit de ['"ARNm 13 S et
plus faiblement le promoteur E2A.

Ces résultats sembient démontrer que le phénoméne de transdominance est
d( aux produits des ARNm 12 S et 13 S de la région ETA de I'Ad3 et que la
régulation négative a lieu au niveau de la région E1A et du promoteur E3 des

adénovirus du sous-groupe C (Fig. 29 et 30).

2.3- Les promoteurs de la région E1A de I'Ad2 et de I'Ad3 (annexes
1, 2 et 3)

Les plasmides p2 ElAcat et p3 El1Acat contiennent le site de
coiffe (+ 1) mais non le premier codon d'initiation de la traduction (AUG)
pour la région E1A, situé au nt 558 pour I'Ad2 et 576 pour I'Ad3. lls ont été
construits par coupure enzymatique, puis soumis a une cinétique par

l'exonucléase Bal31. Une séquence nucléotidique contenant le site de
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Figure 29 :

Détermination de i'activité CAT dans les cellules Hela transfectées
avec les plasmides contenant le géne cat sous le contrdle du
promoteur E2A ou E3 de {'Ad5, en présence de la région E1A de
I'Ad2.
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Figure 30 :
Détermination de l'activité CAT dans les cellules Hela transfectées
avec les plasmides contenant le géne cat sous le contréle du

promoteur E2A ou E3 de I'Ad5, en présence de la région E1A de
I'Ad3.
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I'endonucléase Hindlll ("linker" Hindlll) est. ajoutée avant recircularisation du
plasmide par I'ADN ligase du phage T4. La séquence des deux plasmides a été
effectuée par la méthode de terminaison des chaines (Messing et al., 1977 ;
Sanger et al., 1977) et déterminée par la localisation du "linker" Hindlll au nt

538 pour le p2 ElAcat et au nt 540 pour le p3 ElAcat.

Les résultats des cotransfections de ces plasmides avec les plasmides
contenant la région E1A de I'Ad2 ou de I'Ad3 sont représentés dans le Tableau
suivant :

Tableau 18 :

Activité CAT des cellules HelLa transfectées ou cotransfectées avec les
plasmides contenant les promoteurs de la région E1A de I'Ad2 ou de

e N
j ST T\

{ 4 )
I'Ad3. g

EIA Ad? FIA Ad3
pKH 47  pVM 214 pEK 975 d1 1500 pVM 312  pVM 335  pVM 325
(135 et 125) (1395) (12S) (135S et 12S)  (139) (125)
p2 ElAcat 1,00("‘) 2,34 2,44 0,80 0,47 0,40 0,68
p3 ElAcat 0,47 2,20 1,20 0,47 0,70 0,70 0,70

(a) p2 E1Acat : 1,0 correspond a 1700 cpm (MC) Ac—Cm/min/106 cellules
887 C.

Le promoteur de la région E1A de I'Ad2 active plus le géne cat que celui
de I'Ad3. Le produit de I'ARNm 13 S de la région E1A de I'Ad2 stimule plus
efficacement les deux promoteurs de la région E1A. Les produits de la région
E1A de ['Ad3 stimulent faiblement [eur propre promoteur et inhibent celui
de la région E1A de I'Ad2 (Fig. 31).

Le produit de I'ARNm 13 S de I'Ad3 n'agit pas sur son propre promoteur
(Tableaux 17 et 18), mais il est capable de réguler négativement le promoteur
E3 (Tableau 17).
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Détermination de I'activité CAT dans les cellules Hela transfectées
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avec les plasmides contenant le géne cat sous le contrdle du

promoteur E1A de ['Ad2.
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iv- CHAPITRE |11

COMPARAISON DE LA PARTIE NON-CODANTE DE LA REGION
E1A DES ADENOVIRUS TYPE 2, 3 ET 12

L'organisation de la partie non-codante de la région E1A est assez
différente pour les Ad2, 3 et 12 (Fig.32). La premiére différence est cbservée
au niveau de I'ITR : celui de I'Ad12 est constitué de 163 pb, celui de I'Ad3 de
136 pb, et celui de I'Ad5 (Ad2) est réduit a 103 pb. Par contre, la distance
entre I'ITR et le site de coiffe chez I'Ad12 est beaucoup plus courte que celle
présente chez I'Ad2 ou ['Ad3.

Quant aux différentes séquences "enhancers", leur comparaison indique
que la séquence décrite par Hen et al. (1983) est située entre les deux éléments
décrits par Hearing et Shenk (1983a) pour |I'Ad12, et que la distance entre ces
deux éléments est différente pour I'Ad12, I'Ad3 et i'Ad2.

Les deux séquences reconnues par le facteur nuciéaire E2F (Kovesdi et
al., 1987) sont présentes entre les deux élements décrits par Hearing et Shenk
(1983a) chez I'Ad2, mais seulement |'une des deux es't située entre ces éléments
chez I'Ad3. Par contre, I'Ad12 ne posséde pas de site potentiel de fixation du
facteur E2F.

Pour I'Ad2, il est possible d'observer |'existence de cinq séquences "TATA
like", mais seulement trois chez I'Ad3 et chez I'Ad12. Les séquences "TATA
box" sont différentes entre les trois sérotypes d'adénovirus. La séquence
hautement conservée entre ces adénovirus est retrouvée dans cette partie non

codante.

Ces observations suggeérent qu'une analyse approfondie de cette région est
nécessaire pour pouvoir déterminer et étudier le role de I'ensemble du

promoteur de la région E1A.




-102-

LEGENDE DE LA FIGURE 32
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Séquence "enhancer" décrite par Hen et al.,1983 ("enhancer A")

Séquences "enhancers" décrites par Hearing et Shenk, 1983a ("enhancer
Bll)

Séquence "enhancer" décrite par Imperiale et al., 1983 (-198 nt & -45 nt)
("enhancer C")

Séquence ayant une homologie avec la sequence "enhancer B" ;

Séquence ayant une homologie avec la sequence "enhancer A" ;
Séquences reconnues par le facteur nucléaire E2F (Kovesdi et al.,1987) :
Séquence reconnue par le facteur nucléaire E4F1 (Lee and Green, 1987) ;
Séquence hautement conservée chez les adénovirus ;

Séquence "TATA box" ;

Séquence "TATA liké" :

Séquence "CAAT box" ;

Séquence reconnue par l'endonuciease Pvu il ;

Site de coiffe ;

Codon d'initiation de la traduction .



Figure 32A
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Séquence nucleotidique d'une partie de 1a région E1A des

adénovirus types 2, 3 et 12 (d'aprés Tooze, 1980).
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GAGTTCCTCA

nu

CCGAGCCGCT
GAGGTGTTAT
GAAGAGGTAC

TACCCTTCAC

50
GATAATGAGG

100
CGGGTGACGT

150
CACATGTAAG

200
TGTATACGGG

250
AAATTTGGGQ
300
ATAAGAGGAA

ATTTGTCTAG
400
GGTGTTTTTC

450
TTATTATAGT

I
AGAGGCCACT

550
CCGACACCGG

600
TACCGAAGAA

650
TGGCTGATAA

700
GAACTGTATG
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A.2) Ad.3

———

5!
CTATETATAT

000

GTAATTTAAA

000000QQO

CTAAAAGGGG

AGTTATGTTG

TTCAACACGG

TTTGCCGAGG

CCGTGTTTTT

TACGTAGGTG

I
CAAGAGGCCA

CAAGTCAGTT

GAGGTTATCT

TACCCTAATG

2%999%999%9%9%)%)

AATATACCTT

C00000

AAAGTGCGCG

CGGCGCGACC

CAAGTTATTA
——330350

GCCGAGTAGA

CACCTAAATT

TCAGCTGATC

......

CTCTTGAGTG

CTGCGCTTTG

CCAGTGAGAC

GGAGACGACC

AAGATGGAAT
CTGTGTGGTG
GTGGGAAAAT

CGGTAAATGT

TTTTCCCACG

TGAAAATTCT

AGTCATTTCG
+++++

CTTTGACCGT

TCCGCGTACG

GCTAGGGTAT

*kk

CCAGCGAGAA

AAAATGAGAC
CGGGATCGAA

CGGAACCGCC

GGTGCCAACA
ATTGGCTGCG
GACGTGACTT

GACGTAAAAC

CTTACTGACA

CCATTTTCGC
+H++++

CGGTTATGCA
+++

TTACGTGGAG

GTGTCAAAGT

TTAAACCTGA

Jedkdok Kk

GAGTTTTCTC

ACCTGCGCTT

ATACTGGAGT

999593593

AGTGCAGCCT

50
TGTAAATGAG

100
GGGTTAACGG

150
ATGTGGGAGG

200
GAGGTGTGGT

250
GGATATGAGG

300
GCGAAAACTA
++

350
GGGTGGAGTA

400
GTTTCGATTA

450
CCTGTGTTTT

500
CGAGTTCCGT

550
CTCCGCGCCC
600
CCTGCCACAG

650
TTGTGGTAAA

399%9929%9953%9%)

700
TTCGATCCAC
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A.3) Ad.12

5|
CTATATATAT

GTGGGCGTAG

TGTAAGTTTG

GCCGGATGTG

AATATACCTT ATACTGGACT AGTGCCAATA

TGTGTAATTT

GGCGGATGAG

ACGTTTTAGA

GATTGGGTGG

CGCCATTTTA

GGCGTTGTTT

AGGGCAGAGT

ACGGGGAAAC

CTGATCGTTT

-~ aan

GAGTGCCAGC

tHwuuusnunn

TATGAGAACT

ACATATTGGA

GTGCAAATTT

TGATGACGGC

GAACTCTGAG

TCCACGTTGC

GGGTATTTAA

kdekkkkk

GAGAAGAGTT

UNIRINIRIRINININIR]]

GAAATGACTC

GCATTTGGTG

GATGATCTTT ATGTTCCGTC

GTCTGCCGGT

292955939523

GAAGATAATA

29

TGTGTTTTAG

AATTTTATTA

(ool Nole]

CCTCTACGTG

GCTCAAAGGG

TGCCGCCGTG

*

TTCTCTGCCA

CCTTGGTCCT

GACAACTTTT

TCTTTACGAA

ATGAACAGGC

AGGTGTGGCT
GCGGCGTGGG

CACGGAAATG
GCGCGAAARAC

TAGGCGCGGA

TGGGTTTCGA

CGCGTTTATT

TTCGTCAAGA

GCTCATTTTC

GTCGTATCAG

TTAACGAGGT

CTGTATGATC

39599

GGTGAATGAG

50
TTAAAATGAA
100
TTGGCGTGCT

150
AGCCGGGCEC

200
ATGTTTTTTG

250
TGAAATGCGG

300
ATATTTACCG

350
TACGTGAGCG
400
GTTCTGTCAG

aaa

I 450

GGCCACTCTT -

anuwuunnraan

500

ACGGCGCCAT
550
GAAGCTGACG
600
ACCCAGTGAT

650
TTGATGTGGA

293995%%9)%)

TTTTTTCCCG
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Figure 32B :
Comparaison des séquences "enhancers".

B.1) Elément "enhancer A"

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

B.1.2.) Ad2/Adl12
Ad2  AGCGCCGGATGTGGTAAAAGTGACGTTT

Feke ek dedededdK *kdK 16/28 pb

Ad12 CGCGCCGGATGTGACGTTTTAGACGCCA

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

B.2) Séquence existante & 1'intérieur de la région codante chez 1'Ad3 et 1'Adl2,

ayant une homologie avec 1'"enhancer A".

B.2.1) Ad2/Ad3
Ad2 AGCGCCGGATGTGGTAAAAGTGACGTTT
* %k kekdk ok dkekk * 13/28 pb
Ad3 ACTGGAGTTTGTGGTAAATACCCTAATG

B.2.2) Ad2/Ad12
Ad2 AGCGCCGGATGTGGTAAAAGTGACGTTT
* * dede sk dok ok 10/28 pb
Ad12 TGATCTTGATGTGGAGTCTGCCGGTGAA

B.2.3) Ad3/Adl12
Ad3  ACTGGAGTTTGTGGTAAATACCCTAATG
s kok dek * k% 8/28 pb
Ad12 TGATCTTGATGTGGAGTCTGCCGGTGAA
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B.3) Eléments "enhancer B"

B.3.1) Ad2 premier/Ad2 deuxiéme &lément
premier GGGAAGTGACA
dkkhkkik * 9/11 pb
deuxiéme  AGGAAGTGAAA

B.3.2) Ad3 premier/Ad3 deuxiéme
premier CGGAAGTAGAC
Je ko gk kK * 7/11 pb
deuxiéme  AGGAAGTGAAT

B.3.3) Adl12 premier/Ad12 deuxiéme
premier AGGAAGTGGGG
e g ¥k ok k 7/11 pb
deuxiéme  CGGAAGTGAAA

B.3.4) Ad2/Ad3

Ad2 premier GGGAAGTGACA deuxiéme AGGAAGTGAAA
Jo ke k kek ke 6/1 pb sk d vk ke hode ke k 10/11 pb
Ad3 premier CGGAAGTAGAC deuxiéme AGGAAGTGAAT

B.3.5) Ad2/Ad12

Ad2 premier GGGAAGTGACA deuxiéme AGGAAGTGAAA
Yotk Jedoke ko ko 7/11 pb s e % e ek ok ke ke ke 10/11 pb
Ad12 premier AGGAAGTGGGG deuxiéme CGGAAGTGAAA

B.3.6) Ad3/Ad12

Ad3 premier CGGAAGTAGAC deuxiéme AGGAAGTGAAT
*kkkkk * 7/11 pb ddkkdkkkkk 9/11 pb
Ad12 premier AGGAAGTGGGG deuxiéme CGGAAGTGAAA

B.4) Séquence chez 1'Ad3 ayant une homologie avec 1'"enhancer B"
B.4.1) Séquence (S) : TGCAAGTGAAA
B.4.2) Ad2/(S)

Ad2 premier GGGAAGTGACA deuxiéme AGGAAGTGAAA
* kkkkkk * 8/11 pb d kdkkkkhk 9/11 pb
(S) TGCAAGTGAAA TGCAAGTGAAA

B.4.3) Ad3/(S)

Ad3 premier CGGAAGTAGAC deuxiéme AGGAAGTGAAT
* kkk*k * 6/11 pb k kkkkkhkkk 8/11 pb
(S) TGCAAGTGAAA TGCAAGTGAAA

B.4.4) Ad12/(S)
Adl2 premier AGGAAGTGGGG deuxiéme CGGAAGTGAAA
* *kkk*x 6/11 pb * kkkkkkkk 9/11 pb
(S) TGCAAGTGAAA TGCAAGTGAAA
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1- Les plasmides hybrides Ad2/Ad3 et Ad2/Ad12 (annexe 3)

Dans le but d'étudier le rdle des différentes séquences situées en
amont du promoteur de la région E1A des adénovirus type 2, 3 et 12, des
plasmides hybrides de ces sérotypes ont été construits. Pour cela, le site de
I'endonucléase Pvull situé a 13 nt en amont de la séquence "TATA box", site
conservé entre tous les sérotypes d'adénovirus humains, a |'exception des
fastidieux, a été utilisé,

En ce qui concerne les séquences "enhancers", ['étude est particuliérement
intéressante car les homologies ne sont pas toutes "conservées" (Figure 32B).
Leur localisation est a peu prés connue mais leur type spécifique n'est pas
encore étudié chez les adénovirus, De plus, les résultats publiés par les
différents auteurs sont contradictoires. Jusqu'a présent aucune explication n'a
été fournie sur le roéle des séquences "enhancers" dans le processus de
transformation cellulaire. En utilisant les plasmides hybrides Ad2/Ad12, nous

avons étudié le role des différents domaines dans ce processus.

En remplacant le gene cat par |e>géne néo, l'activité du promoteur de la
région E1A, intégré au génome cellulaire, a pu étre évaluée. Ainsi, les deux
types d'activité, CAT et "NEO", fournissent une évaluation du niveau
transcriptionnel,

1.1- Les plasmides hybrides Ad2/Ad3

1.1.1- L'activité CAT

Les plasmides p2 ElAcat (Ad2), pVM 261 (Ad2/Ad3),
p3 ElAcat (Ad3) et pVM 315 (Ad3/Ad2) ont été cotransfectés dans les cellules
Hela avec les plasmides contenant la région E1A de ['Ad2 (pVM 214), de I'Ad3
(pVM 312)ou avec un plasmide n'exprimant qu'un seul des produits majeurs de
cette région (pEK 975, dl 1500, pVM 335, pVM 325).

Les résultats de l'activité CAT des extraits cellulaires obtenus 40 h aprés

cotransfection sont représentés dans le Tableau suivant :
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Tableau 19 :
Activité CAT des extraits de cellules Hela transfectées.

E1A Ad2 E1A Ad3

- . - - R e e S G G e 0D N e - —— e e = e G D D - 4y . -

PKH 47 oM 214 pEK 975  d1 1500  pVM 312 pVM 335  pvM 325
(135 et 125) [13S)  ~T[125) (135 et 125) (135)  (125)

- - L D ST S A o > - R e S U A ED G e S D W T G D D S L W G D T e D G S N b ST W GH G R T S WD SR B N e T SE W W S SR D G WS G ER GBS R R G R @ e e e e e

p2 ElAcat 1,00 2,34 2,44 0,80 0,47 0,40 0,68
pVvM 261 0,44 2,20 1,06 0,44 0,44 0,54 0,66
p3 ElAcat 0,47 2,20 1,20 0,47 0,70 0,70 0,70
pVM 315 0,98 2,45 1,35 0,69 0,49 0,51 0,53

Les activités CAT dues aux plasmides p2 ElAcat et pVM 315 sont plus
élevées que celles produites par les plasmides p3 ElAcat et pVM 261. Les
produits de la région E1A de I'Ad2 stimulent les promoteurs E1A de ['Ad2 et de
I'Ad3, et l'activité globale est [a méme pour les quatre plasmides. L'apport du
plasmide pEK 975 entraine, d'une maniére générale, les mémes effets.
Cependant, avec le plasmide dl 1500 une légére inhibition du promoteur E1A de
I'Ad2 est observée (p2 ElAcat, pVM 315).

Les produits de la région E1A de I'Ad3 stimulent faiblement leur propre
promoteur (p3 ElAcat, pVM 261) ; par contre, ils sont capables d'inhiber le
promoteur E1A de ['Ad2 (p2 EtAcat, pVM 315). Les mémes résultats sont
observés avec les plasmides exprimant un seul des produits majeurs de la région
E1A de I'Ad3 ; mais en présence du produit de I'ARNm 13 S (pVM 335),
'inhibition est plus forte que celle observée avec le produit de I'"ARNm 12 S
(pVM 325) (Fig. 33).

Ces résultats semblent démontrer que :

a) les produits de la région E1A de I'Ad2 agissent positivement de fagon
directe ou indirecte sur la région située entre les sites Pvull et Hindlll ;

b) les produits de la région E1A de I'Ad3 agissent négativement, de facon

directe ou indirecte, sur cette méme région.

Dans la région comprise entre les sites Pvull et Hindlll sont situes :

a) le site Pvull, lui-méme conservé entre les différents sérotypes
d'Adénovirus,

b) le motif "TATAA" spécitique a chacun des sérotypes,

c) le site de coiffe,

d) la séquence hautement conservée entre les différents sérotypes.
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Figure 33 :

Détermination de ['activité CAT dans les cellules Hela transfectées
avec les plasmides contenant le géne cat sous le contrdle du
promoteur E1A de 1'Ad2 ou de I'Ad3.

.ﬁ‘—"‘ TEMOIN
' ‘Q,v‘-- pVM 315 +.p'EK 975

.. ssme pVM 261 + PEK 975

iy

: ‘ “s--® p3 E1Acat + pEK 975
. ] ', a8 p2 E1Acat + pEK 975
' #m=vw pVM 315 + pVM 335
. e pV‘M. 261 4+ pVM 335
| ’ — 4p‘:Az. E1A§at +.pVM 335
’ . o p2 E1Acat + pVM 335
¢ ‘ —— pVM’”315‘ + pVM 214
¢ . e ;VM 261 + pVM 214
| ’ - a—ea ;A_:al AEiAcat + pvM 214
' ' ’ -a—=s p2 E1Acat + pVM 214
3 ' wemes pVM 315 ¥ PKH 47
‘ wpmee pVM 2 61 L PKH 47
.' se=t p3 E1Acat 4+ pKH 47
3 . we—ee p2 E“IAcaht. + PKH 47

0
3

Ac.Cm.
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1.1.2- L'activité "NEO"

Le géne cat est remplacé par le géne néo du plasmide
pSV2néo, aprés coupure des plasmides pSV2néo, p2 ElAcat et p3 ElAcat par les
endonucléases de restriction ’_Hi_ndlll et BamHI. Les nouveaux plasmides,
dénommés p2 E1Anéo et p3 ElAnéo, ainsi que le pSV2néo, sont transfectés dans
les cellules : Hela, KBg, KB16 et KB18. Vingt-quatre heures aprés la
transfection les cellules sont divisées (1:2), et au miiieu de cuiture, sont alors
ajoutés 0,40 mg/ml de généticine (Gu418). Le milieu des boites de cellules étant
changé réguliérement les premiers clones de cellules résistantes apparaissent au

bout de trois semaines. Les résultats sont représentés dans le Tableau 20.

Tableau 20 :
Cellules résistantes a la généticine aprés transfection des plasmides
contenant le géne néo sous le contrdle du promoteur de la région ETA de
I'Ad2 ou de I'Ad12,

Nombre de foyers par boite de ce]]u]es(a)

. Cellules = <cececcccccccccmccccccmccmomccnc e e e e oaan
D e i SO LS -3
pSV2néo 192 250 180 250
p2 E1Anéo 2 140 4 2
p3 ElAnéo 1 91 2 1
pl2 ElAnéo . 2 ND ND ND

(a) Boite de 10 cm @. Les résultats expriment une moyenne de 3 boites et de 3 expéri-
mentations différentes .
ND : non déterminé
L'expression du promoteur E1A, en I'absence des produits de la région
E1A de ['Ad2 est pratiquement la méme dans les plasmides p2 ElAnéo et
p3 E1Anéo. Leur expression est beucoup plus faible que celle du SV40
(pSV2néo).

En présence des produits de la région E1A de I'Ad5 (cellules KBg), le
nombre de foyers augmente considérablement. Ces résultats sont en accord avec
les précédents (activité CAT) ; autrement dit, une régulation positive des
produits de la région E1A sur son propre promoteur est mise en évidence. Par
contre, pour les cellules exprimant constitutivement la région E1B de ['Ad5

(KB1 et KB une régulation négative sur le promoteur E1A est observée.

6 18)’
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Le promoteur précoce de SVU40 n'est pas regulé neégativement par les
produits des régions E1A et E1B de I'Ad5.

1.2- Les plasmides hybrides Ad2/Ad12

1.2.1- L'activité CAT

Le plasmide pl12 El1Acat est construit a partir du
plasmide pl12E1A gracieusement fourni par e Dr. Pérricaudet. Comme
précédemment, le site Pvull, situé a 13 nt du motif "TATAA" est utilisé pour la
construction des plasmides hybrides.

Les plasmides p2 EtAcat (Ad2), pVM 291cat (Ad2/Ad12), pi2 ETAcat
(Ad12) et pVM 1210cat (Ad12/Ad2), sont cotransfectés dans les cellules Hela
avec les plasmides contenant la région E1A de I'Ad2 (pVM 214) ou de I'Ad12
(pVM 1201). Des extraits cellulaires sont obtenus 40 h aprés cotransfection et
'activité CAT est mesurée. Les résultats sont représentés dans le Tableau
suivant :

Tableau 21 :

Activité CAT des cellules Hela transfectées par les plasmides

contenant le promoteur de la région E1A des adénovirus type 2 et

type 12.
pKH 47 pVM 214 pVM 1201
p2 ElAcat 1,00 2,26 0,43
pVM 291cat 0,95 2,10 1,60
pl2 ElAcat 0,84 | 2,00 1,29
pVM 1210cat 0,82 1,39 0,42

Les activités CAT de base des plasmides sont semblables. Par aiileurs, les
produits de la région E1A de I'Ad2 stimulent les promoteurs E1A de I'Ad2 et de
I'Ad12. Par contre, les produits de la région E1A de ['Ad12 inhibent le
promoteur E1A de I'Ad2 (p2 ElAcat, pVM 1210cat) et stimulent faiblement leur
propre promoteur (p12 E1Acat, pVM 291cat) (Fig. 34).
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Figure 34

Détermination de l'activité CAT dans les cellules Hela transfectées
avec les plasmides contenant le géne cat sous le contrdle du
promoteur E1A de I'Ad2, 3 ou 12.
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§ ® P12 E1Acat + pVM 214
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@ P2 E1Acat + pVM 1201
® P2 E1Acat + pVM 312

. ® p2 EtAcat * pVM 214
® p2 E1Acat * pKH 47

-
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Comme pour I['Ad3, les produits de la région E1A de ['Ad12 régulent
négativement le promoteur E1A de I'Ad2. Cette régulation négative semble
influer sur une séquence comprise entre les sites Pvull et Hindlll du promoteur
E1A de ['Ad2.

1.2.2- L'activité "NEO"

Le géne cat du plasmide p12 E1Acat est remplacé par le géne néo

du plasmide pSV2néo et les foyers résistants a la généticine sont sélectionnés.

Les résultats représentés dans le Tableau 20 confirment que I'activité du
promoteur E1A de I'Ad12 est similaire a celle du promoteur E1A de I'Ad2.

2- La transformation des cellules BRK (annexe 3)

Les adénovirus appartenant au sous-groupe C transforment plus
efficacement les cellules BRK que ceux appartenant au sous-groupe A, Par
contre, leur pouvoir oncogéne chez le hamster nouveau-né est différent : les
adénovirus du sous-groupe A sont fortement oncogénes, ceux du sous-groupe C
ne le sont pas (Tableau 2). '

Jusqu'a présent, cette différence a été attribuée au premier exon commun
aux ARNm 12 S et 13 S de la région E1A (Jochemsen et al., 1984). Pour étudier
le role des séquences "enhancers" dans le processus de transformation
cellulaire, des plasmides hybrides entre I'Ad5 et I'Ad12 ont été construits. Pour
cela le site de I'endonucléase Pvull, situé 32 13 nt du motif "TATAA" a été
utilisé. L'hybride pVM 1205 (Ad12/Ad5) code pour les produits de la région E1A
de I'Ad5 et I'hybride pVM 1212 (Ad5/Ad12) code pour les produits de la région
E1A de I'Ad12. La totalité (pVM 701) ou une partie de la région E1B (pVM 592),
ainsi que le géne Ha-ras, ont été utiiisés pour permettre une transformation

cellulaire totale.

Les cellules BRK sont mises en culture aprés traitement a la trypsine de
reins de rat 3gés de 4 jours. Dés que le tapis cellulaire est a 80 3 de
confluence, les cellules sont cotransfectées avec les plasmides : pVM 214, pVM
217, pVM 1201, pVM 1205 ou pVM 1212, avec pVM 592, pVM 701 ou géne
Ha-ras.
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Au bout d'une quinzaine de jours, le mi:ieu de culture MEM, changé deux
. . . . ' ++
fois par semaine, est remplacé par un miiieu dépourvu d'ions Ca . Les
premiers foyers de cellules transformées apparaissent environ un mois aprés la
transfection. Les résuitats de la transformation cellulaire figurent dans le
Tableau 22,

Tableau 22 :
Transformation de cellules BRK par la région E1A de I'Ad5 ou de
I'Ad12 en présence de la région E1B de I'Ad2 ou du géne Ha-ras.

Plasmides pKH 47 gene Ha-ras pVM 592 pVM 701
pKH ND 2(3) 3 1
pVM 214 50 90 29 39
pVM 217 60 ND ND ND
pVM 1201 0 4 5 5
pVM 1205 ND 2 9 2
pVM 1212 0 75 27 36

(a) : nombre de foyers. lls représentent la moyenne de deux transformations
(sur 20 X 106 cellules) lors de deux expérimentations différentes.
ND : non determiné

Les plasmides contenant seulement la région E1A (pVM 1201, pVM 1212) ne
sont pas capables de transformer les cellules BRK ; par contre, celui contenant
les régions E1A + E1B (pVM 217) a cette capacité. Les plasmides pVM 1201 (E1A
de I'Ad12) et pVM 1212 (hybride Ad5/Ad12) soit en présence du gene Ha-ras,
soit en présence de la région E1B de I'Ad2, produisent a peu prés le méme
nombre de foyers. Le plasmide pVM 1205 (hybride Ad12/Ad5) produit une
quantité de foyers beaucoup plus importante, aussi bien avec le geéne Ha-ras

qu'avec la région E1B de ['Ad2. Ces résultats indiquent que la région
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située en amont du site Pvull du promoteur E1A ne posseéde pas de difference
fonctionnelle dans le processus de transformation cellulaire. Sont responsables
pour l'activité transformante plus forte de I'Ad5 par rapport a I'Ad2

a) soit la région a partir du site Pvull ;

b} soit les produits de la région E1A de I'Ad5 ;

c) soit 'ensemble des deux.

3~ Le roéle des différentes séquences "enhancers" (annexe 3)

Les résultats publiés sur les éléments "enhancers" de la région E1A
des adénovirus type 2 et 5 (Hearing and Shenk, 1983a , Hen et al., 1983 ;
Imperiale et al., 1983), sont contradictoires. Comme nous I'avons précisé
précédemment, l'organisation de la zone non codante de la région E1A est trés
différente entre les adénovirus de sérotype 2, 3 et 12. Cependant, les résultats
obtenus jusqu'a maintenant (cf. Il et Iil), lorsque cette "zone" est échangée
d'un sérotype a l'autre, semblent démontrer que méme avec une telle différence,

elle ne joue pas un rdéle trés important pour l'activité du promoteur E1A.
Pour étudier le rdle de certaines séquences existant dans la '"zone" non
codante de la région E1A, celle-ci a été modifiée et clonée en amont du géne cat

ou du geéne néo.

3.1- L'activité CAT

Les plasmides pVM 268 et pVM 293 sont dérivés du p2 ElAcat.
Le pVM 268 ne posséde ni MTR, ni I'élément "enhancer A" ; le pVM 293 est
délété de la premiére séquence de I'élément "enhancer B". Le pVM 334 est un
hybride Ad2/Ad3 auquel ["NTR et 1'élément "enhancer A" du p2 EtAcat sont
placés en amont de son homologue du p3 ElAcat. Le pVM 341 contient une
séquence de 70 pb en amont de I'élément "enhancer A" du p3 ElAcat. Cette
séquence est située a l'intérieur de la partie codante de la région E1A de I'Ad3
et posséde une homologie avec ['élément "enhancer A" (Fig. 32B). Les reésultats
de l'activité CAT sont décrits dans le Tableau 23,
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Tableau 23 :
Activité CAT des cellules Hela cotransfectées : le rbole des différents
éléments enhancers.

pKH 47 pVM 214  pEK 975  pVM 312  pVM 335 pVM 1201

- A D e e e S B G WD e R G N A AR A D D M S D S D D G G S D W S W G S S G S W S e b R G G G A S D em S S G SN P e S AR D T e G G D N e 4N G G S R s USRS

p2 ElAcat 1,00 2,34 2,44 0,47 0,40 0,40
pVM 268 0,47 1,03 0,99 0,24 0,23 0,21
pVM 293 - 0,64 1,92 ND 0,32 ND 0,32
p3 ElAcat 0,47 2,20 1,20 0,70 0,70 0,98
pvM 334 0,47 2,12 0,94 0,37 0,33 ND
pVM 341 0,23 0,69 0,32 0,37 0,26 ND

ND : non déterminée

L'activité CAT des plasmides pVM 268 et pVM 293 est plus faible que celle
du p2 E1Acat. Ces deux séquences délétées semblent donc étre importantes pour
I'activité du promoteur E1A de I'Ad2. L'élément "enhancer A" placé en amont du
promoteur E1A de ['Ad3 (pVM 334) n'augmente pas i'activité CAT par rapport au
p3 E1Acat. La séquence issue de la partie codante de la région E1A de I'Ad3,
également placée en amont de ce promoteur, réduit !'activité CAT de moitié
(Fig. 35 et 36).

Les produits de la région E1A de I'Ad2 (pVM 214) stimulent les promoteurs
E1A de I'Ad2 et de I'Ad3. Le produit de I'ARNm 13S de I'Ad2 (pEK 975) stimule
ces mémes promoteurs & un taux identique. Par contre, les produits de la
région E1A de I'Ad3 (pVM 312) ou le seul produit de I'ARNm 13 S (pVM 335)
inhibe(nt) le promoteur E1A de I'Ad2 et stimule(nt) faiblement leur propre

promoteur.

La cotransfection du plasmide pVM 334 avec ceux exprimant les produits de
la région E1A de I'Ad3 (pVM 312, pVM 335) donne une activité CAT plus faible.
D'autre part, les produits de la région E1A de ['Ad12 (pVM 1201) stimulent le
promoteur E1A natif de I'Ad3 (p3 E1Acat) mais inhibent le promoteur E1A de
I'Ad2 (p2 ElAcat, pVM 268, pVM 293).

Les résultats obtenus semblent montrer qu'un ou plusieurs mécanismes de

régulation complexe(s) ont lieu également en dehors des séquences "enhancers".
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Figure 35 :
Détermination de I'activité CAT dans les cellules Hela transfectées
avec les plasmides contenant le géne cat sous le contrdle du
promoteur modifié de la région E1A de I'Ad2.

“ TEMOIN
.——e pVM 268 <+ pVM 214
—e p2 E1Acat + PVM 214

pvM 295 <+ pVM 214

. - PVM 268 pKH 47

‘¢ p2 E1Acat 4+ pKH 47

. .« PVM 295 + pKH 47

‘
. .2 pVM 293 + pVM 214

-« PVM 293 + pKH 47
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Figur‘e 36 :

Détermination de l'activité CAT dans les cellules Hela transfectées
avec les plasmides contenant le géne cat sous le contrdle du
promoteur E1A de I'Ad2 ou sous celui du promoteur modifié de la
région E1A de I'Ad3.

TEMOIN
"p3 E1Acat + pVM 214

p2 E1Acat + pVM 214

PVM 341 + PKH 47

Pp3 E1Acat + pKH 47

’
o
. . '-'PV‘M 341 +pYM 2;14
9
’
6

p2 E1Acat + pKH 47

‘Ac.Cm. Cm.
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3.2- lLl'activité "NEO"

Pour déterminer le rdéle du promoteur natif ou délété E1A de
I'Ad2 quand il est intégré dans le génome cellulaire, le gene cat est remplacé
par le géne néo. Les nouveaux plasmides (pVM 268néo, pVM 293néo) sont
transfectés dans les cellules HelLa. Le Tableau 24 présente les résultats de ces

transfections.

Tableau 24 :
Cellules résistantes a la généticine aprés transfection des plasmides

contenant le géne néo sous le contrdle des promoteurs de la région E1A

de I'Ad2.

Cellules Nombre de foyers par, )
Plasmides boite de cellules Hela
pSV2néo o 192
p2 ElAnéo 2
pVM 268néo 29
PVM 293néo 24

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

Les plasmides possédant des délétions, soit de I'élément "enhancer A" (pVM
268néo), soit de la premiére séquence de I'élément "enhancer B" (pVM 293néo),
produisent plus de foyers que le plasmide non modifi¢ (p2 E1Anéo). Ceci peut
signifier que ces deux séquences, lorsqu'elles sont intégrées au génome

cellulaire, induisent une régulation négative.

4- La distance entre les deux séquences de ['élément "enhancer B"

{annexe 3)

La distance entre les deux séquences de !'élément "enhancer B" est
différente selon le sérotype d'adénovirus (Ad2, Ad3, Ad12) (Tableau 25,
Fig. 32).
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Tableau 25 :

Distance entre les séquences de 1'élément "enhancer B",

Premiére séquence Deuxiéme séquence Distance
S€quenCes —mmmmmmm e oo e e
Derniére Localisation Premiére Localisation Entre les Par rapport
Ad base (a) base éléments d la
"TATA box"
(b)
Ad2 A -291 A -203 88 pb 162 pb
Ad3 C -292 A -195 97 pb 163 pb
Ad12 G -316 C -197 119 pb 156 pb -

(a) par rapport aux sites de coiffe (+1)
Ad2 = nt 498
Ad3 nt 510
Ad12 nt 445

(b) derniére base de la deuxiéme séquence.

"

!

Bien qu'ayant des distances différentes, ces deux séquences n'interféerent
pas avec l'activité du promoteur E1A des différents sérotypes. Ceci a été
démontré avec les plasmides hybrides Ad2/Ad3 et Ad2/Ad12. Pour vérifier
'importance de la distance entre ces séquences pour le promoteur E1A de I'Ad2,
celle-ci est modifiée dans une série de plasmides. La comparaison des activités
CAT n'a pu étre réalisée qu'aprés délétion d'une séquence inhibitrice de la
transcription ("poison") présente dans les plasmides pKH 47 et pBR 322. Les
résultats sont décrits dans le Tableau 26.
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Tableau 26 :

Réle de la distance entre les deux séquences de |'élément "enhancer B",

pKH 47 pVM 214 Rapport
p2 ElAcat 1,00 43 4,30
pVM 295 23,30 46,50 2,00
pyM 296 6,30 12,10 1,92
pyM 297 3,50 9,10 2,60

pvM 298 1,20 4,24 3,53

Les plasmides qui ne possédent pas la séquence "poison" (pVM 295, pVM
296 et pVM 297) ont un taux d'activité nettement plus élevé que le p2 ElAcat et
le pVM 298. Toutefois, les produits de la région E1A de I'Ad2 (pVM 214)
stimulent plus le p2 ElAcat (rapport 4,30) et le pVM 298 (rapport 3,53) que
ceux ayant une modification de la distance entre les deux séquences (pVM 296,
rapport 1,92 et pVM 297, rapport 2,60). Pour ceux-ci, une relation inverse
entre distance et taux d'activité est observée (Fig. 37).

Ces résultats semblent démontrer que la distance entre les deux séquences
de |'élément "enhancer B" joue un rdle important dans l'activité du promoteur de

la région E1A de I'Ad2.

5- La séquence "poison"

Le site de l'endonucléase Ball du pKH 47 (pBR 322) a été éliminé
aprés une délétion Sall - Ndel. Ceci a permis de produire des modifications a
I'intérieur du site Ball du géne E1A. Dans la séquence délétée du pKH 47, une
séquence "poison" est présente (Lusky and Botchan, 1981 ; Peterson et al.,
1987). L'activité du plasmide sans celle-ci (pVM 295) est 23 fois plus forte que
celle du p2 E1Acat (Tableau 26). Le site '"nick" a été éliminé suite a une
délétion Tth1111-Ndel du pKH 47 (pVM 298). L'activité de ce plasmide est
légérement plus élevée que celle du p2 ElAcat (Tableau 26). |l est fort probable

que la séquence "poison" soit située entre le site Pvull (2066 pb) et le site
Tth1111 (2219 pb) (Fig. 38, 39 et 40).



Figure 37

Détermination de l'activité CAT dans les ceilules Hela transfectées
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avec les plasmides délétés de la séquence "poison", contenant le géne

cat sous le contrdle du promoteur E1A de |'Ad2.

¥y O

TEMOIN

PVM 297 '|'
pPvVM ?96 '|'
pVM 295
P2 E1Acat -|'-
pPVM 297 +
pVM 296 .'l'
pvM 295 +
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PVM
PVM
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pKH

PKH

PKH

pKH

312
312
312
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47
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47
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Figure 38

Partie de la séquence du plasmide pBR 322 contenant
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"poison" (d'apreés Balbas et al., 1986).

Xmni Pvull

CTGGACGCGGATGAACAGGCAGACATCTGTGAATCGCTTCACGACCACGCTGATGAGCTTTACCGCAGCTGCCTCGCGES
LouAspAlaAspGIuGlnAlaAsptlQCysOluSerLoqusAslesAlaAspGluLeuTyrArgSerCysLeuAlaAr

GACCTGCGCCTACTTGTCCOTCTGTAGACACTTAGCGAAGTGCTGOTGCGACTACTCGARATGGCGTCGACGGAGCGLGL

2100
TTTCGGTGATGACGOTGAAAACCTC TGACACATGCAGC TCCCGBAGACGGTCACAGC TTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGA
gPheGlyAspAspGlyGluAsnlLeuEND .

AAAGCCACTACTGCCACTTTTGGAGACTOTOTACGTCGAGBGCCTCTBCCAGTGTCOAACAGACATTCGCCTACGGCLCT

Tthi1i
2200 :
GCAGACAAGCCCGTCAGOACOCATCAGCGGOTATTOGCOBBTGTCAGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGE

CBTCTOTTCOBBCAGTCCCACACAGTCOCCCACAACCOCCCACABCCCCGCGTCOOTACTOGGTCAGTGCATCGCTATCG

AccliSnal  aeraxation Rsal MNdel
NICK 2400
GGAGTGTATACTGGC TTAACTATGCGGCATCAGAGCAGAT TBTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCAC

. . . .

ccTCACMAmAccsnmmAtAccchmcrcrcsrAcrcrcucmcmmccccrAmcccfé

. 2400
AGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCBCTCTTCCGCTTICCTCOCTCACTGACTCGCTGCGETCBGTCGTTICGGET

TCTACGCATTCCTCYYTTAYGGCGTAGYCCGCGAGAAOOCGAAGGAGCGAOTGACTGAGCGACGCGAGCCAGCAAGCCGA

At

GCGGCGAGCGGYAYCAGCYCACYCAAAGGCGGTQATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAJCAYGT

CGCCGCYCGCCATAGTCGAGTGAGYTTCCGCCATTAYGCCA“TAGG?GTéTYAGTCCCCTA?TGCGTCCTTTCTTG?ACA

2300
GAGCAAAAGGCCACCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGBCCGCGTTGCTGGCBTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGAC
CTCGTTTTCCGGTCOTTTICCGGTCCTTRGCATTITTTCCGGCGLAACOACCGCAANAAGGTATCCGAGGCGGGGGGACTG

REPLICATION
ORIGIN

la séquence
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Figure 39 :
Séquence présente entre le site des endonucléases de restriction

Tth111l et Pvull du pBR 322 et ayant une structure cruciforme
potentielle.
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Figure 49

Carte de restriction du plasmide pBR 322 (d'aprés Balbas et al.,

1986).
Clal 23.
EcoR1 4361 Hind Il 29
Aat 1l 42‘86 EcoRV 185
Sspi 4170 ' Nhel 229
Hinc 1l 3807 Ban Il 471
Scal 3846 Ban il 485
Pvul 3735 SPh1 562 o165
Hinc Il 651
Pst1 3609 Accl 6s1

Eag 1939

Ppa 13435 Nru| 972
BspM 1 1063
PfIM 1 1315

.Bsm | 1353

, PfM | 1364
HgGIiE Il 3056 Sty 1 1369
Ava | 1425 .

PpuM | 1438
Ball 1444
PpuM | 1480
BspM Il 1664
AfI 11 2475 Xmn | 2031

Pvu ll 2066
‘Acc | 2248 Tth1111 2219

Nde | 2297
HgiE Il 2295
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Figure 41

Plasmides construits et utiiisés dans notre laboratoire.

A- Contenant des régions du génome de I'Ad2 et/ou de I'Ad5.
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I- LA STIMULATION DES PROMOTEURS PRECOCES DES REGIONS E2A et E3
DE L'ADS5S

Les produits de la région E1A sont d'un grand intérét non seulement
comme modeéle d'étude de régulation de la transcription, mais aussi parce qu'ils
participent aux processus de transformation oncogénique par les adénovirus. La
délétion de la région E1A de I'adénovirus (Ex. H5 dl 312) n'empéche
pas la transcription des autres génes précoces, mais celle-ci est trés retardée,
Ce retard peut étre diminué par une augmentation de la quantité de particules
infectieuses. La transcription du virus H5 dl 312 est plus rapide en cellules
Hela qu'en cellules 143-B ou WI-38. Les facteurs cellulaires doivent donc jouer
un rdle dans [l'expression des produits de la région E1A (revue par Berk,
1986a,b ; Flint, 1986 ; Nevins, 1987).

Aucune autre protéine virale n'est nécessaire 3@ la transactivation des
promoteurs précoces. Ces observations ont été faites grace a ['utilisation de
plasmides contenant les différentes parties du génome de l'adénovirus. Ceci a
permis de démontrer que la région E1A était capable de stimuler non seulement
les promoteurs précoces des adénovirus mais aussi des promoteurs hétérologues
(cellulaires et viraux). La diversité des séquences présentes en amont de ces
promoteurs indique que le mécanisme de transactivation est probablement
indirect ; autrement dit, c'est un{des) facteur(s) cellulaire(s) stﬂnulé(s) ou
inhibé(s) par les produits de la région E1A qui vien(nen)t agir en se fixant sur
des séquences spécifiques. Ferguson et al. (1985) ont démontré que les
protéines de la région E1A de !'Ad2 n'avaient pas d'affinité pour I'ADN,
cependant cette hypothése est en désaccord avec les travaux récents de Ko et
al. (1986), Chatterjee et al. (1988).

Le(s) mécanisme(s) par le(s)quel(s) les produits de la région E1A
peu(ven)t transactiver les autres promoteurs est(sont) jusqu'a présent

inconnu(s).

Nevins (1981) a utilisé les mutants HS5 dl 312 et HS hr 1 pour démontrer
que les produits du gene ETA sont nécessaires a la transcription des autres

régions précoces. L'absence des protéines (ou de leurs fonctions) de la région
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E1A peut étre complémentée par I'infection de cellules (Hela), avec ces
mutants, en présence d'anisomycine, antibiotique qui bloque Ila synthése
protéique. Le rdéle des produits de E1A est, par ccnséquent, ['inhibition de(s)
facteur(s) cellulaire(s) de ‘'"régulation négative. Les produits de E1A
pourraient agir directement en inhibant ce(s) facteur(s) cellulaire(s), ou
indirectement sur le(s) géne(s) codant pour ce(s) facteur(s). Le traitement des
cellules par ['anisomycine avant I'infection par ces mutants peut réduire la
concentration de ce(s) facteur(s). Ainsi, méme en Il'absence d'une région E1A
fonctionnelle, la transcription des autres génes précoces peut se faire. En
conclusion, Nevins propose que la cible d'action de ce(s) facteur(s) soit des
éléments "enhancers" ou la "TATA box".

Kovesdi et al. (1986) ont proposé des mécanismes pour la transactivation :
les produits de la région ETA vont agir pour modifier ou augmenter les facteurs
cellulaires pré-existants, lesquels vont aller se fixer sur des séquences

spécifiques (probablement les "enhancers").

L'étude du rble des différents produits de la région E1A dans la
transactivation des promoteurs précoces E2A et E3 est possible, soit par la
transfection (ou cotransfection) de plasmides contenant la région E1A des Ad2
et Ad3, soit par l'infection de cellules par les différents sérotypes d'adénovirus
appartenant a8 chaque sous-groupe.

Dans le Tableau 11 sont représentées les activités CAT sous le contrdle
des promoteurs E2A et E3 de I'Ad5 en présence des différents sérotypes
d'adénovirus. L'activité du promoteur E3 est supérieure & celle du promoteur
E2A. Il est possible que le motif "TATAA" présent en amont du promoteur E3 et

absent en amont du promoteur E2A soit responsable de cette différence.

Tous les sérotypes d'adénovirus sont capables de stimuler les promoteurs
E2A et E3 de I'Ad5, mais le taux d'activation dépend de chaque sous-groupe
(sérotype). Le promoteur E2A est le plus stimulé par i'Ad3; par contre, ce
méme virus stimule plus faiblement le promoteur E3 que les autres sérotypes.
Les mémes résultats sont obtenus en faisant I'infection virale soit une heure

avant la transfection soit cing heures apres.
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La complémentation des fonctions de la région E1A entre les différents
sous-groupes d'adénovirus a été décrite pour certaines combinaiscns de
sérotypes. Les mutants d'Ad2 ayant une délétion de la région E1 peuvent étre
complémentés par I'Ad7 ou I'Ad12 dans les cellules KB et HEK-293 (Brusca and
Chinnadurai, 1981), Certains mutants hr des régions ETA et E1B de 1'Ad5
peuvent étre complémentés par I'Ad12 dans les celiules Hela, mais non dans les
cellules BHK-21 (Rowe and Graham, 1981). Williams et al. {(1975) ont observent
qu'un groupe de huit mutants ts de I'Ad5 est complementé par co-infection avec
I'Ad12 ; par contre, sept autres mutants ts ne le sont pas. Les mutants d'Ad3
(hr) dans la région ETA peuvent étre complémentés par ['Ad5 en cellules Hela

(Mc Dougall and Mautner, 1987).

La complémentation d'un virus défectif dans la région E1A par un autre
non-défectif a comme conséquence une réplication de ce premier, ce qui
démontre que la région E1A n'est pas indispensable mais suffisante a la
transactivation des autres promoteurs précoces. De méme, la région E1A d'un
sérotype d'adénovirus peut complémenter et activer un des autres promoteurs

précoces d'un autre sérotype.

Les transfections des plasmides contenant la région E1A de I'Ad2 ou de
I'Ad3 dans les cellules HelLa ou HEK-293 (Tableau 12), montrent bien que cette
région stimule les promoteurs précoces E2A et E3 de I'Ad5. Les produits de la
région E1A de I'Ad2 stimulent plus fortement les promoteurs E2A et E3 que les
produits de la région E1A de I'Ad3 (ceilules HelLa). Ceci peut étre dG a : (i)
une coopération plus efficace entre les produits de la région E1A de I'Ad2 ; (ii)
la différence de taiile des protéines de E1A - 289 AA et 243 AA pour ['Ad2, 262
AA et 231 AA pour I'Ad3 ; (iii) !a stimulation d'un promoteur homoiogue (méme

sous-groupe).

Ces résultats, comparés aux précédents, sont différents (Tableau 11).
Dans le dernier cas, ce sont les produits de la région E1A de [I'Ad2 qui
stimulent plus que ceux de I'Ad3. Cependant, la stimulation du promoteur E3
par le pVM 312 (E1A de I'Ad3) est toujours la plus faible (cellule Hela). Ceci
peut étre expliqué par : (i) une coopération possible des autres zones précoces

du virus qui peuvent &tre plus actives pour I'Ad3 que pour ['Ad2 ; (ii) une
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régulation négative entre les différentes régions du génome viral.

Dans le cas d'une réplication de I'ADN viral, Sarnow et al. (1984) ont
observé une grande coopération entre les protéines de : 55 kDa (E1B) et 25
kDa (E4) pendant la transition de la phase précoce a la phase tardive du cycle
viral. Ils ont également observé que les produits de la région E&4 étaient
nécessaires aux virus associés aux adénovirus pour leur réplication en cellules
Hela. Une coopération entre E4 et E1B pourra activer E1A (E1B --> ETA) et
entrainer en conséquence une plus forte activation des autres régions précoces
(Fig. 4). Pour une régulation négative, Blanton et Carter (1979), Nevins et
Wrinkler (1980), ont mis en évidence que la 72 kDa (E2A) régulait négativement
la transcription de la région EU4.

La stimulation des promoteurs E2A et E3 par les régions E1A de I'Ad2 et
de [I'Ad3 placés en '"cis" (p2/p3 E1AE2A/E3cat) est beaucoup plus importante
avec I'Ad2 qu'avec I'Ad3 (cellules Hela, Tableau 13, Fig. 29 et 30). Ceci peut
étre expliqué par : (i) la présence des éléments "enhancers" situés en amont du
promoteur (Hearing and Shenk, 1983a ; Hen et al., 1983), il est possible que
ces éléments soient plus efficaces chez I'Ad2 que chez ['Ad3 ; (ii) le taux de
transcription des produits de la région E1A de I'Ad2 beaucoup plus important
que ceux de I'Ad3 (résultats personnels non publiés) ; (iii) une régulation
négative de la région E1B (Ex. 19 kDa) sur la région E1A moins importante
chez I'Ad2 que chez I'Ad3 (D'Halluin et al., 1985 ; White et al., 1986).

On met donc en évidence deux types d'actions : en '"cis" par les éléments
"enhancers" et en "trans" par les produits du géne. Comme il est indiqué
précédemment, les produits de la région E1A de I'Ad2 sont plus grands que
ceux de I'Ad3. Un effet synergique des deux facteurs peut rendre cette activité
plus efficace. Les activités CAT obtenues sont plus importantes pour les
plasmides p2 E1AE2A/E3cat que celles obtenues par infection avec I['Ad2
(Tableau 11). Dans le cas de la transfection des plasmides contenant la région
E1A de I'Ad3 et le promoteur E3 de I'Ad5 nous constatons une forte baisse de la
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stimulation (cellules Hela - Tableau 13). Le méme résultat est observé avec

l'infection virale (Tableau 11).

En comparant les Tableaux 12 et 13, les taux d'activation des promoteurs
E2A et E3, par la région E1A de I'Ad3, sont similaires  (activité en '"trans"
identique a celle "trans + cis" en cellules Hela). Pour les cellules HEK-293, les
taux d'activité CAT sont plus importants que ceux des cellules Hela. Ceci
confirme une transactivation plus importante par les produits de la région E1A
de I'Ad5 (Ad2) par rapport a ceux de I'Ad3. Ces résultats sont plus évidents
pour le promoteur E2A.

Pour vérifier et comparer le réle individuel des produits de la région E1A
de I'Ad2 et de I'Ad3, des plasmides contenant la partie codante pour chaque
protéine ont été cotransfectés dans des cellules HelLa (Tableau 14)., La protéine
codée par I'ARNm 13 S de I'Ad2 (289R) stimule efficacement les promoteurs E2A
et E3 de I['Ad5. Par contre la protéine codée par I'ARNm 12 S (243R) stimule
seulement le promoteur E2A (Fig. 28). Pour le promoteur E3 le taux d'activité
des produits, individuellement, est beaucoup plus faible que celui obtenu avec
le plasmide codant pour les deux produits (pVM 214, Tableau 12). Un mécanisme
de coopération entre ces deux produits semble donc exister pour Ia
transactivation, ‘sauf dans le cas du produit de I'ARNm 13 S de ['Ad2 sur le

promoteur E2A,

Le mécanisme de coopération observé entre les deux produits majeurs de la
réegion E1A de ['Ad2 pour la transactivation du promoteur E3 de [I'Ad5 semble
particulier. Le produit de I'ARNm 12 S ne stimule pas le promoteur E3 précédé
d'un motif "TATAA"; par contre, le promoteur E2A ne le posséde pas. Il est
possible que la protéine de 243R n'agisse pas dés qu'un motif "TATAA" est
présent,

Carlock et Jones (1981), Leff et al. (1984), Winberg et Shenk (1984),
Ferguson et al. (1985) montrent que les deux produits majeurs de la ‘région E1A
de I'Ad2 (Ad5) sont capables de stimuler les promoteurs E2A et E3. Par contre,
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Ricciardi et al. (1981), Bos et ten Wolde-Kraamwinkel (1983), Montell et al.
(1984), Svensson et Akusjarvi (1984), ont trouvé que seul le produit de I'"ARNm

13 S était capable de stimuler ces mémes promoteurs.

Récemment, Schneider et al. (1987) ont démontré que les protéines de 289R
et 243R de la région E1A de I'Ad5 pouvait transactiver le promoteur E2A. Cl'est
le domaine 3 du premier exon, spécifique de I'ARNm 13 S, qui joue un rdle
prépondérant dans ce phénomeéene. D'autre part, ils ont révélé l'importance des
trois résidus du deuxiéme exon, communs aux ARNm 13 S et 12 S, dans la
transactivation. Lillie et al. (1987) ont aussi prouvé le réle fondamental du
domaine 3 dans ce processus. Pour cela, ils ont synthétisé des polypeptides
spécifiques aux domaines 1, 2 et 3 (les trois résidus du deuxiéme exon
compris), puis les ont transfectés dans les cellules Hela infectées par H5 dI
312, Seul le polypeptide spécifique du domaine 3 est capable de transactiver le
virus délété. lls ont conclu enfin que la protéine de 289R était la principale
responsable de la transactivation mais celle de 243R peut ['étre également par un
mécanisme différent. En effet, le plasmide 150-1 construit par Kuppuswamy et
Chinnadurai (1987) ayant une mutation dans le domaine 3 (Pro, Gly, His -->
Pro, Glu, Phe, Arg) a été capable de transactiver le promoteur E2A au méme

taux que le plasmide du type sauvage.

Dans le domaine 3 existent des séquences homologues au motif de fixation
de I'ADN, les '"doigts de zinc", initialement identifiés comme étant le
transactivateur TFIIIA. Le composant central des "doigts de zinc" est un site
de fixation du métal, présent dans plusieurs métallo-enzymes, qui n'interagit
pas avec {'ADN (Lillie et al., 1987).

Pour les produits des ARNm 13 S et 12 S de I'Ad3, nous observons une
faible stimulation du promoteur E2A par les deux produits (Tableau 14). Cette
stimulation est moins importante que celle produite par le plasmide pVM 312
(Tableau 12). L'existence d'un mécanisme de coopération positif (synergique)
entre ces deux produits est donc possible. Par contre, pour le promoteur E3, il
y a une inhibition. Elle est plus forte pour le produit de I'ARNm 13 S (262 AA)
que pour celui du 12 S (231 AA).
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Ces résultats sont apparemment contradictoires avec les précédents mais si
nous analysons les Tableaux 12 et 13 nous observons que pour le promoteur E3
la présence des deux produits majeurs de la région E1A de I'Ad3 donnent une
faible stimulation ainsi que l!'infection avec le virus (Tableau 11), De plus, au
Tableau 13 on observe que ['activité CAT du plasmide p3 E1AE3cat en cellules
HEK-293 est plus importante que celle en cellules Hela. 1i est donc possible que
ces deux produits agissent ensemble sur des facteurs cellulaires de régulation
"négative" et "positive" et que la "résultante" soit une faible stimulation. Quand
les produits de la région E1A de ['Ad5 (cellules HEK-293) sont présents,
'activité est augmentée. Cependant, quand ces produits agissent séparément,
les facteurs cellulaires de régulation "négative" sont les plus stimulés (ou moins
inhibés) et la "résultante" est négative. !l est possible que le motif "TATAA"
soit la cible de ce(s) facteur(s).

Green et al. (1983) ont démontré que la transactivation du géne de la B
-globine humaine par les produits de la région E1A de ['Ad5 nécessitait une
séquence de 36 pb située en amont du site de coiffe dans laquelle le motif
"TATAA" était présent. lls ont aussi décelé que le promoteur de SV40 et du
gene de la B-globine, dépourvus de leurs séquences "enhancers" mais ayant
leur motif "TATAA", sont transactivés dans les cellules HEK-293.

Hearing et Shenk (1985) ont utiiisé des adénovirus type 5 possédant des
mutations dans la partie non codante de la région E1A. lls observent que la
"TATA box" est la seule séquence importante dans la transactivation de ETA.
Wu et al. (1987) ont démontré que non seulement la "TATA box", mais aussi le
site de fixation du facteur de transcription Spl, étaient indispensables a la
transactivation de la région E1B de ['AdS.



-139-

I1- LA TRANSDOMINANCE INTERSEROTYPIQUE

La majorité des cellules de singe ne sont pas permissives aux adénovirus
humains. Ces cellules le deviennent quand elles sont co-infectées ou
transformées par le SV40. Les cellules d'origine humaine, d'une maniére
générale, sont permissives aux adénovirus humains mais ne le sont pas aux
adénovirus simiens. Les cellules HEK-293 sont permissives & tous les adénovirus
humains, Ad40 et AdHd41 inclus. 1l est donc possible d'observer que les produits
des régions précoces, ETA et E1B de I'Ad5, n'empéchent pas la réplication des
autres sous-groupes. Par contre, la co-infection de deux adénovirus en cellules
permissives peut produire l'inhibition de la réplication d'un des sérotypes. Sur

ce point, les opinions divergent.

Des auteurs observent une interférence négative d'un sérotype sur ['autre;
tandis que d'autres, dans certaines conditions expérimentales, ne constatent pas
le méme type d' interférence. Mak (1969) a observé que I'Ad12 inhibait la
réplication de {'Ad2 en cellules KB ainsi que Rowe et Graham (1981) avec i'Ad5
en cellules Hela. Brusca et Chinnadurai (1981) ont observé que I'Ad2 et I'Ad12
pouvaient se répliquer normalement en cellules Hela et KB, co-infectées par les
deux sérotypes. En analysant les résultats nous pouvons voir un taux plus
faible d'ADN de ['Ad2. Certains mutants ts de I'Ad12 co-infectés avec I'Ad7 en
cellules HEK ou infectant les cellules de singe transformées par un hybride
Ad7-SV40, peuvent étre complémentés; cependant, ils ne le sont pas par le
SV40 (Shiroki et al., 1976).

Delsert et D'Halluin (1984) ont analysé la réplication dans les cellules
humaines (HelLa, KB, HEK-293) et simiennes (Vero, CV-1, LLC-MK2) des virus
suivants : (a) des adénovirus humains appartenant a@ chaque sous-groupe ; (b)
du SV40 ; (c) du virus AD2ND1. lls ont observé que les Ad3 et Ad31 ne
répliquaient pas leur ADN en cellules CV-1 ; les Ad2, Ad9 et Ad4, quant a
eux, peuvent le répliquer. Les Ad3 et Ad31 inhibent la réplication des virus
SV40 et Ad2ND1 en cellules de singe, ainsi que I'Ad2 en cellules Hela et KB.
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Delsert (1985) a observé que, dans le cas de la co-infection Ad2-Ad3, le
taux de transcription des ARNm des régions E1A et E2A était trés faible. En
présence de cycloheximide (25 pg/ml), l'inhibition des régions E1A et E2A est
nettement réduite. En infectant les cellules HEK-293 par I'Ad2, suivie d'une
infection par I'Ad3, il a pu observer la synthése de la base du penton et de la
fibre de I'Ad2. Il en a conclu que le phénoméne de transdominance était associé
aux protéines de la phase précoce du cycle viral.

Tibbetts et al. (1986), ont observé une inhibition de la réplication de
I'Ad2 par I'Ad3 dans les celiules A-549, ainsi qu'un retard de l'expression des
ARNm précoces de I'adénovirus en cellules HEK-293, Delsert (1985) a aussi
observé qu'en infectant les cellules Hela par I'Ad2 et 24 h aprés par 1'Ad3,
celui-ci ne pouvait plus se répliquer. Récemment, Mc Dougall et Mautner (1987)
ont isolé un variant spontané de I'Ad3 (Ad3 var 100); celui-ci posséde des
délétions dans la région E1A et E3, et ne se réplique que dans les cellules
transformées par ['adénovirus - (HEK-293, KBB' KB]S)‘ En co-infectant les
cellules Hela et HEK-293 avec I'Ad3 var 100 et ['Ad5, ils ont observé que le
premier répliquait normalement son ADN mais que le taux de synthése de celui
de I'Ad5 était fortement diminué. En co-infectant les mémes cellules soit avec
I'Ad3 var 100 et I'AdS5, soit avec I'Ad3 et I'Ad5, ils ont observé que I'Ad3 ne
pouvait pas complémenter ['Ad3 var 100 en cellules HelLa et HEK-293. L'Ad3
inhibe la réplication du variant ; par contre, il n'inhibe pas la réplication de
I'Ad5 en cellules HeLa ou HEK-293.

Les produits de la région E1A sont présents au cours du processus de
transactivation et de "transrépression". Sont-ils impliqués dans le phénomeéne de

transdominance ? Si oui, ou agissent-ils ?

Les cellules Hela sont infectées par I'Ad2 ou I'Ad3, puis transfectées avec
les plasmides p2 E1AE2Acat ou p2 E1AE3cat (ou vice-versa). Le Tableau 15
montre une nette inhibiiion de I'activité CAT des deux plasmides en présence de
I'Ad3, soit une heure avant, soit une heure aprés la transfection. Par contre,
une stimulation est observée avec ['Ad2. La cinétique démontre bien que la
transdominance est un phénoméne lié au stade précoce viral et peut étre dG a

un mécanisme de compétition entre les produits de la région E1A des deux
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sérotypes. Avec le plasmide p2 E1AE3cat I'inhibition est plus accentuée qu'avec
le p2 E1AE2Acat, et l'activation (infection par I'Ad3 2 h --> 5 h aprés la
transfection) est plus retardée. Des résultats similaires sont observés quand le
plasmide contenant uniquement la région E1A de ['Ad2 (pVM 214) ou de I'Ad3
(pVM 312) est utilisé (Tableau 16).

Ces résultats semblent mettre en évidence des mécanismes d'action
différents pour les produits de la région E1A des deux sérotypes : (i} les
produits précoces de la région E1A de I'Ad3 ‘(plasmides ou virus) sont capables
de stimuler les promoteurs précoces E2ZA et E3 de I'Ad5 quand ils sont
ensemblies mais inhibent le promoteur E3 quand ils sont exprimés séparément ;
(ii) les produits de la région E1A de ['Ad2 stimulent plus fortement les
promoteurs E2A et E3 de I'Ad5 quand ils sont ensembles et surtout la protéine
de 289R (ARNm 13 S) quand ils sont exprimés séparément (Tableaux 16 et 17).

Le(s) mécanisme(s) de ce phénoméne n'est(ne sont) pas connu(s). Il est
possible que les produits de la région E1A de I'Ad3 entrent en compétition avec
les produits de transcription de I'Ad2 pour les facteurs cellulaires de régulation
"négative" et "positive" et, par conséquent, empéchent une régulation "positive"

de la transcription.

Les roéles individuels des produits de la région E1A de I'Ad2 (Ad5) sont
controversés; ceux de I'Ad3 ne sont pas encore connus. Il semble gque
I'organisation de la région E1A entre les différents sérotypes d'adénovirus
pourrait étre identique mais la taille des protéines majeures de cette region
n'est pas la méme. Entre les différents sérotypes d'adénovirus certains domaines
sont hautement conservés (Kimelman et al., 1985). Plusieurs fonctions leur sont
attribuées : (a) activation de la transcription ; (b) répression de |la
transcription ; (c) transformation cellulaire ; (d) induction de la synthése de
d'ADN (Liilie et al., 1987 ; Schneider et al., 1987) (Fig. 24).

Pour déterminer le réle des produits individuels de la région E1A de ['Ad2
et de I'Ad3 dans le phénoméne de transdominance, les plasmides pEK 975, di
1500, pVM 335 et pVM 325 ont été cotransfectés avec les plasmides p2/p3
E1AE2A/E3cat dans des cellules Hela (Tableau 17). Comme précédemment, la
protéine de 289R (ARNm 13 S Ad2) active les promoteurs E2A et E3 de I'Ad5 en
présence de la région E1A de I'Ad2 ou de I'Ad3. Par contre, la protéine de
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243R (ARNm 12 S Ad2) ne stimule que faiblement ie promoteur E2A. Cependant
le produit de I'ARNm 13 S de ['Ad3 (262R) inhibe la transcription des piasmides
contenant la région E1A de {'AdZ (p2 EtAcat, p2 E1AE2Acat) et encore plus
fortement celle du plasmide contenant en plus le promoteur E3 (p2 E1AE3cat).
La protéine de 262R n'agit pas négativement sur son propre promoteur E1A (p3
E1AE2Acat), mais elle inhibe le p3 E1AE3cat ; il existe donc une régulation
négative sur le promoteur E3, Des résultats similaires sont obtenus avec le
produit de I'ARNm 12 S (231R) mais l'inhibition est plus faible que celle de la
protéine de 262R (Fig. 28, 29 et 30).

Le role des promoteurs de la région E1A de ['Ad2 et de I'Ad3 a été
déterminé a l'aide des plasmides p2 ElAcat et p3 ETAcat. L'activité du
promoteur E1A de I'Ad2 est plus forte que celle du promoteur E1A de I'Ad3
(Tableau 18, Fig. 33 et 34). Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour
expliquer cette activité : (i) la séquence "enhancer B" posséde une homologie
plus importante chez I'Ad2 que chez I'Ad3 ; (ii) chez I'Ad3 il existe une
troisiéme séquence située entre les deux éléments de I'"enhancer B" et
possédant une grande homologie avec eux (Fig. 32B). Elle pourrait intervenir
négativement pour la fixation de(s) facteur(s) cellulaire(s) de régulation
"positive" et il en résulterait une plus faible activité ; (iii) {'élément "enhancer
A" a une faible homologie entre 1'Ad2 et I'Ad3 ; (iv) les deux sites de
reconnaissance du facteur nucléaire E2F (Kovesdi et al., 1987) sont situés entre
les deux éléments de ['enhancer B'" chez I'Ad2 mais un seulement est situé
entre ces deux éléments chez 'Ad3 ; (v) la "TATA box" elle méme peut jouer
un réle dans le mécanisme de fixation du complexe d'initiation de |la
transcription ; (vi) la séquence hautement conservée présente entre les

différents sérotypes d'adénovirus (Fig. 14).

Tibbets et al. (1986) ont construit un plasmide contenant le promoteur ETA
de I'Ad3, le premier triplet codant (jusqu'au nt 645) et le géne cat. En
cotransfectant en cellules Hela ce plasmide avec d'autres contenant la région
E1A de I'Ad3 ou de I'Ad5, ils ont aussi observé une régulation positive, sur
leur propre promoteur, plus importante par les produits de la région E1A de
I'Ad5 par rapport a I'Ad3.

Larsen et al. (1986) ont isolé un variant de I'Ad3 défectif dans la région
E1A (Ad3 hr 15). Il ne se multiplie pas dans les cellules A-549 et avec
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beaucoup de difficulté en cellules HEK-293. En analysant la région E1A de ce
variant, ils se sont apercus qu'il posséde en plus, au début du géne, ie
premier élément de I'"enhancer B". Ils ont conclu que cet élément "mal placé"
était responsable du phénotype hr de ce variant ainsi que du faible taux de
transcription des ARNm de la région E1A.

Pour déterminer le réle individuel des produits de E1A de I'Ad3 par
rapport a ceux de I'Ad2, dans le phénoméne de transdominance sur le promoteur
de la région E1A, les plasmides : pEK 975 (28SR Ad2), dl 1500 (243R Ad2),
pVM 335 (262R Ad3) et pVM 325 (231R Ad3) ont été cotransfectés dans des
cellules Hela avec les plasmides p2 E1Acat et p3 ElAcat (Tableau 18). Les deux
produits de la région E1A de I'Ad3 régulent négativement le promoteur E1A de
I'Ad2. Par contre, le produit de I'ARNm 13 S de I'Ad2 régule positivement le
promoteur ETA de I'Ad2 et de I'Ad3 (Fig. 33).

Borrelli et al. (1984), Velcich et Ziff (1985) ont décrit une autorégulation
pour les produits de la région E1A de I'Ad2 (Ad5) et ont associé ce mécanisme
aux produits des ARNm 12 S et 13 S. Berk et al. (1979), Nevins (1981) ont
démontré une régulation positive seulement pour les produits de la région E1A
de I'Ad5 (Ad2). Hearing et Shenk (1985) ont décrit que la régulation de la
région E1A de I'AdS5 était positive et que cette régulaticn était due au produit
de I'ARNm 13 S. Nous avons observé une faible régulation négative due au
produit de I'ARNm 12 S, contrairement &8 une régulation positive due au produit

de I'ARNm 13 S de I'Ad2, sur son propre promoteur.

Les résultats obtenus démontrent que le phénoméne de transdominance est
associé aux promoteurs précoces E1A et E3. Le(s) mécanisme(s) par le(s)quel(s)
les produits de la région E1A de I'Ad3 inhibe(nt) les promoteurs E1A et E3 des

adénovirus du sous-groupe C n'est (ne sont) pas connu(s).

Borrelli et al. (1984) ont proposé que l'autorégulation de la région E1A se
passe au niveau des séquences "enhancers'" (principalement sur |'""enhancer
A"). Soit les produits de la région E1A eux mémes, soit des facteurs cellulaires

de régulation négative viennent se fixer sur ces éléments. Hearing et Shenk
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' (1985) en utiiisant des Ad5 ayant des mutations dans la région E1A ont observé
que lautorégulation de la région E1A n'exigeait aucune séquence spécifique et
ont conclu que seul le motif "TATAA" était indispensable a la transactivation .
Nevins (1981) a proposé que le rdle des produits de la région E1A était de se
complexer avec les facteurs cellulaires de régulation négative et que ceux-ci

pouvaient agir sur des séquences cibles : "enhancers" ou "TATA box".

Il est possible que les produits de la région E1A de ['Ad3 en compétition
avec ceux de |'Ad2, empéchent d'une certaine maniére, la formation de ce
complexe et, en conséquence, la fixation des facteurs de régulation négative
sur une séquence spécifique, probablement le motif "TATAA" ou les

"enhancers".

Pour déterminer la région du génome de I'Ad2 impliquée dans le phénoméne
de transdominance des plasmides hybrides Ad2/Ad3 ont été construits. Le
plasmide hybride pVM 315 (Ad3/Ad2) posséde un taux d'activité CAT similaire a
celui du plasmide p2 ElAcat, lequel est plus élevé que celui des plasmides pVM
261 (Ad2/Ad3) et p3 ElAcat (Tableau 19, Fig. 33). Les produits de la région
E1A de I'Ad2 stimulent tous les promoteurs, cependant les produits de la région
E1A de I'Ad3 inhibent le p2 El1Acat et le pVM 315,

Deux délétions sont effectuées dans le p2 ElAcat : (a) la premiére de
I'élément "enhancer A" (pVM 268); (b) la deuxiéme de la premiére séquence de
[*"enhancer B" (pVM 293). Nous nous sommes apergus que les produits de la
région E1A de I'Ad3 inhibaient la transcription du promoteur E1A de I'Ad2. Par
contre, les produits de la région E1A de ['Ad2 stimulent normalement leur
propre promoteur (Tableau 23, Fig. 35). Ceci viendrait donc confirmer deux
hypothéses : (a) les produits de la région E1A de I'Ad3 doivent jouer leur rdle
entre le site Pvull et le "linker" Hindlll (nt 538) de la région E1A de I'Ad2;
(b) les produits de la région E1A de ['Ad3 n'agissent ni sur i'""enhancer A" ni

sur la premiere séquence de I'"enhancer B",
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Quatre éléments principaux sont situés entre les sites Pvull et Hindlll

a) le site de l'endonucléase Pvull;

b) le motif "TATAA";

c) e site de coiffe;

d) une séquence hautement conservée chez les adénovirus (Fig. 14).

Le site de coiffe est situé dans la séquence hautement conservée, il est
identique entre les différents sérotypes. La séquence hautement conservée est
composée de 52 nt et deux bases sont différentes entre I'Ad2 et I'Ad3. Le site
Pvull a été modifié par [l'insertion d'un "linker" Xbal. Le taux d'activite du
nouveau plasmide baisse de 20 % par rapport au p2 ElAcat (résultats non
montrés). 1l est possible que le motif "TATAA" soit la cible d'action des
facteurs de régulation "positive" et "négative". Les motifs "TATAA" de I'Ad2 -

TATTTATA - et de I'Ad3 - TATTTAAA possédent une différence (T <{--> A); cette

modification est-elle suffisante pour permettre la formation d'un complexe
d'initiation (ARN-polymérase + motif "TATAA" + facteur nucléaire Spl) plus

stable ?

Des mutations ponctuelles dans la "TATA box" pourront aider a répondre a

cette question.

Green et al. (1983) ont décelé que seulement les 36 pb, "TATA box"
inclusé, situées en amont du promoteur du géne de la PB-globine humaine,
étaient indispensables a sa transactivation en cellules HEK-293 ou en cellules
cotransfectées avec des plasmides contenant le géne E1A de |'Ad5, la protéine
précoce EIP4 du virus de I'herpés ou la protéine précoce du virus pseudorabis,
s ont conclu que la "TATA box" était la seule séqguence responsable de la
transactivation. Hearing et Shenk (1985) ont demontré que la "TATA box" était
le seul élément nécessaire a la transactivation du promoteur E1A de I'Ad5. Wu et
al. (1987) ont prouvé que seuls la "TATA box" et le site de fixation du facteur
nucléaire Spl étaient indispensables & la transactivation de la région E1B, par

les produits de la région El1A.
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En comparant la séquence hautement conservée présente chez les
adénovirus et la séquence du promoteur du géne de la B-globine huméine, il
n'existe pas d'homologie entre elles. A part la séquence TATA, la "TATA box"
est variable entre les différents promoteurs cellulaires et viraux. |l est donc
possible que ce soit vraiment la "TATA box" la séquence impliquée dans ces
phénoménes.

Figure 42

Modéle hypothétique du démarrage de la transcription (d'aprés Kahn,
1987).

Complexe d'initiation

W. Transcription
&

il - =220 Exon N° 1
ATGCAAAT AGCCAAT GGGCGG TATAA
1 1
-50b 4 —x kb -50 3 -120 -30

CAAT-bax TATA-box

\_/\/\___/
Enhancer Promoteur
L'"enhancer' est situé a une distance trés variable du site d'initiation, de

quelques bases a plusieurs kilobases. Outre la "TATA box" (TATAA), la "CAAT box"
(AGCCAAT), d'autres éléments fixant des facteurs transcriptionnels sont représen-
tés-: le facteur Spl se fixe sur une "GC box" (GGGCGG); Le facteurv NF-A reconnait
la séquence ATGCAAAT du promoteur et son inverse ATTTGCAT localisé au niveau de
L'"enhancer". La séquence GTGGTATG de Ll'"enhancer" est un motif treés fréquemment

trouvé au niveau de ce type d'élément.
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Imperiale et _al. (1983) ont décrit l'existence d'un élément "enhancer" situé
entre -188 nt et -45 nt chez I'Ad2. lls ont observé que cette séquence était
capable de stimuler le promoteur E2A de ['Ad5 (Ad2) dans les sens 3' --> 5' ou
5' --> 3'. En analysant cette séquence nous nous sommes aperqus de l'existence
d'une séquence "TATA like" & chaque extrémité :

-188 ATAATT ———rmmmmm e TATTATTATA -50 (Fig. 32A).

Les deux séquences "TATA like" sont-elles responsables de cette activité
"enhancer" ?

GCsborne et al. (1982), Hen et al. (1983), Osborne et Berk (1983) ont
démontré le démarrage de la transcription du promoteur de la région E1A de
['Ad2 (Ad5) en dehors du site principal de coiffe (transcrits mineurs). Une
séquence "TATA-like" est toujours présente en amont de ces "nouveaux'" sites
de coiffe. La délétion de la "TATA box" diminue jusqu'a 10 fois la transcription
des ARNm de la région E1A (Osbeorne et al., 1982).

Récemment, Nevins et collaborateurs (Nevins, 1987 ; Reichel et al., 1988)
ont cbservé que la stimulation du facteur nucléaire E2F était due au produit de
I'ARMNmM 13 S ; mais comme ce facteur interagit seulement avec le promoteur E2A
ils proposent que la "TATA box" soit la cible principale dans le processus de
transactivation des autres promoteurs précoces ainsi que celui de la hsp-70
kDa. Le promoteur E4 nécessitant une séquence en amont de la "TATA box",

serait une exception {Gilardi and Pérricaudet, 1984).

Guarente (1988) propose la "TATA box" comme éiément essentiel dans le

processus de transactivation des génes eucaryotes et de levure,
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I1i- COMPARAISON DE LA PARTIE NON-CODANTE DE LA REGION E1A DES
ADENOVIRUS TYPE 2, 3 ET 12

1= Le réle des éléments "enhancers"

1.1- Dans la transactivation et la "transrépression"

Le(s) mécanisme(s) par le(s)quel(s) les protéines de Ia région
E1A stimulent |la transcription est(sont) d'un grand intérét pour Ia
compréhension générale du contrble transcriptionnel de la cellule eucaryote. Si,
de plus, des facteurs transcriptionnels cellulaires participent & cette induction,
I'ensemble pourrait aider a élucider le(s) mécanisme(s) de régulation des geénes.
Les produits de la région E1A participent au processus de transformation et
peuvent ne pas stimuler certains génes cellulaires endogénes (Kao and Nevins,
1983 ; Stein and Ziff, 1984). Ceci augmente l'intérét d'étudier leurs fonctions.
Enfin, les études démontrent la présence d'activité "E1A-like" dans certaines
lignées cellulaires et, en particulier, celles originaires de tumeurs (Imperiale et
al., 1984a ; Hen g_t_al_._, 1985).

Des questions importantes se posent pour le contrdle de la transcription
par les protéines de la région E1A. Si le(s) facteur(s) cellulaire(s) est(sont)
préexistant(s), comment est(sont)-il(s) activé(s) ? Y-a-t-il simplement une
augmentation de leur taux ou une modification conformationnelle, a l'origine de
I'activation de la transcription ? Quel est le rdole des séquences "enhancers"
dans la transactivation" ? Sont-elles les cibles de la "transrépression" dans le

processus de transformation cellulaire ?

Dans le but de contribuer & trouver les réponses a ces questions, nous
avons étudié le role de plusieurs éiéments présents dans les parties codantes et

non codantes du géne E1A de ['adénovirus.

Les trois séquences "enhancers" décrites par Hearing et Shenk (1983a)
Hen et al. (1983) et Imperiale et al. (1983) sont motifs & contradictions entre
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ces différents groupes. Hearing et Shenk (1983a,b) ont construit plusieurs
mutants de I'Ad5, parmi ceux-ci l'un posséde une délétion de i'élément
"enhancer A" (Hen et al., 1983) et l'autre de I'élément "enhancer C" (impériale
et al., 1683). Le taux de transcription des ARNm de la région E1A des deux
mutants est le méme que celui du virus de type sauvage. Par contre, pour le
mutant possédant une délétion entre -307 nt et -190 nt ("enhancer B") le taux
de transcription baisse de 20 fois (Hearing and Shenk, 1983a). La délétion de
séquences en amont de la "TATA box", n'affecte ni le taux de transcription ni
la séquence des ARNm de la région E1A (Osborne et al., 1982). Une délétion
entre le site Ball (-233 nt) et Sacll (-147 nt), dans la région E1A, baisse le
taux de transcription du MLP de seulement trois fois, tandis qu'une délétion
entre -343 nt et - 320 nt diminue le taux de 60 fois (Hen et al., 1983).

Ces résultats discordants peuvent étre dus a la différence de méthodologie
utilisée. Hearing et Shenk (1983a,b), Osborne et al. (1982) ont utilisé du virus
et Hen et al. (1983), Imperiale et al. (1983) des plasmides.

Des plasmides hybrides entre I'Ad2/Ad3 et i'Ad2/Ad12, ainsi que d'autres
ayant des délétions ou des insertions de séquences "enhancers", ont été
construits pour étudier le rdle de ces différentes séquences entre les divers

sérotypes d'adénovirus.

L'activité du promoteur E1A de I'Ad2 est similaire a celle de I'Ad12 (Fig.

34). Par contre, elle est plus importante que l'activité de ['Ad3 (Tableaux 19 et

21). Ceci pourrait étre dd a une organisation différente de leur promoteur E1A

(a) il existe une séquence similaire a I'élément "enhancer B" chez ['Ad3 ; (b)

I'élément "enhancer A" est situé entre les deux séquences cde ['élément

"enhancer B" chez I'Ad12 ; (c) I!'homologie de séquences pour les éléments
"enhancer A et B" est plus importante entre I'Ad2 et I'Ad12 (Fig. 32).

Les plasmides hybrides pVM 261 et pVM 315 possédent respectivement, les
séquences en amont du site de l'endonucléase Pvull de I'Ad2 et de I'Ad3 ; et
les séquences situées entre Pvull et Hind!lll de I'Ad3 et de I'Ad2. Les hybrides

pVM 291cat et pVM 1210cat ont été construits de la méme fagon mais




~150-

4 partir des Ad2 et Ad12. L'activité CAT des plasmides pVM 315, pVM 291cat et
pVM 1210cat est la méme que celle des p2 ElAcat et p12 ElAcat. Par contre,
elle est plus élevée que celle des plasmides p3 ElAcat et pVM 261 (Tableaux 19
et 21).

Il semble que les positions des séquences, les unes par rapport aux
autres, situées en amont du site Pvull ne soient pas importantes pour l'activité
du promoteur E1A, mais il faut qu'eiles soient présentes. Par exemple, l'activité
des plasmides pVM 268cat et pVM 293cat est plus faible que celle du p2 E1Acat
(Tableau 23). II n'y a pas non plus de spéciticité de type pour ces séquences,

par rapport aux différents sérotypes d'adénovirus.

Hearing et Shenk (1986} ont décrit deux domaines principaux dans
I'élément "enhancer B" (Fig. 18). Le domaine | est responsable de I'activité du
promoteur E1A et le domaine |l de celle des autres promoteurs précoces (E1B,
E2A, E3 et E4). Kovesdi et al. (1987) ont trouvé deux séquences de
reconnaissance pour le facteur nucléaire E2F, Elles sont situées dans le domaine
Il de la région E1A de I'Ad2 et sont présentes seulement en amont des
promoteurs E1A et E2A (Kovesdi et al., 1987). Elles sont absentes dans la
région E1A de 1'Ad12 et disposées de fagon différente pour I'Ad3, par rapport a
I'Ad2 (Fig. 32). Il y a donc discordance entre le rdle attribué au domaine 1l de
I'élément "enhancer B" et la transactivation due au facteur E2F. Le facteur
nucléaire E4F1 (Lee and Green, 1987) reconnait une séquence dans le domaine Il
de la région E1A. Cette séquence est aussi présente en amont des promoteurs
E2A, E3 et E4 de I'Ad5 {(Ad2) (Lee and Green, 1987). Par contre, elle est
absente de la région E1A de I'Ad3 et de I'Ad12 (Fig. 32).

Gilardi et Perricaudet (1986) ont observé la présence d'une séquence en
amont du promoteur de la région E4 de I'Ad2, laquelle a été aussi localisée en
amont des promoteurs E1A et E3. Elle est située dans ['élément "enhancer A" de
I'Ad2 et de I'Ad12, mais en dehors de celui-ci pour I'Ad3 (Fig. 32). Barrett et

al. (1987) ont décrit un facteur nucléaire qui reconnait le "core" de ['élément

"enhancer A" présent chez I'Ad2, I'Ad3 et I'Ad12.

La distance entre les deux séquences de ['élément "enhancer B" est la
méme entre I'Ad2 et I'Ad3, mais différente pour I'Ad12 (Tableau 25).
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Il est extrémement difficile d'expliquer pourquoi de telles différences ne
produisent aucune modification du taux d'expression du promoteur de la région
E1A, alors que ces éléments sont interchangés. Comme le taux d'activité CAT
des plasmides pVM 268 (délétion de I['"enhancer A") et pVM 293 (délétion
partielle de I'"enhancer B") est plus faible que le taux du p2 ElAcat (Tableau
23), ceci démontre bien que ces deux éléments sont importants pour l'activité

du promoteur de la région E1A de ['Ad2.

L'Ad3 (sous-groupe B) et I'Ad12 (sous-groupe A) inhibent ['Ad2 dans les
cellules Hela et KB3 (Delsert and D'Halluin, 1984). Ces résultats sont confirmés
quand on regarde le taux d'activité des plasmides p2 El1Acat, p3 ElAcat et pl12
ETAcat en présence des produits de la région E1A de [I'Ad3 (pVM 312) et de
I'Ad12 (pVM 1201) (Tableaux 19 et 21). Les plasmides hybrides pVM 315 et pVM
291cat sont activés par les produits de la région E1A de I'Ad2 et "réprimés"
pour ceux de I'Ad3 et de I'Ad12 (Tableaux 19 et 21). Des résultats similaires
sont obtenus avec les plasmides pVM 268 et pVM 293 (Tableau 23). Ces
résultats suggérent que : les mécanismes de transactivation et de
"transrépression" se passent en dehors des éléments "enhancers A" et de la

partie délétée de |'élément "enhancer B".

Le plasmide pVM 334 posséde en amont de son promoteur ['élément
"enhancer A" de I'Ad2. Une séquence ayant une homologie avec {'"enhancer A"
est présente & l'intérieur de la partie codante de la région E1A de I'Ad3 et de
'Ad12, elle a été clonée en amont de cet "enhancer" (pVM 341), Ces séquences
ne leur conférent pas une augmentation du taux de transcription et pour fe pVM
341 le taux est égal a la moitié de celui du p3 ElAcat (Tableau 23, Fig. 36).
Les produits de la région E1A de I'Ad2 stimulent le pVM 334, tandis que ceux
de I'Ad3 l'inhibent légérement (Tableau 23). Cependant, les plasmides pVM 261,
pVM 291cat et pVM 341 ne sont pas inhibés (Tableaux 19, 21 et 23).

La différence fondamentale entre les plasmides pVM 334 et pVM 341 est que
le premier posséde deux éléments "enhancer A" : celui de I'Ad2 et celui de
I'Ad3 ; le deuxiéme posséde un élément "enhancer potentiel" homologue 2

I'élément "enhancer A". Ceci peut signifier que : ['activité n'est pas une
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fonction directe du taux d'homologie entre les différentes séquences. Hen et

al. (1983) en décrivant cet élément ont observé une particularité : une action
unidirectionnelle (5' --> 3!}, Normalement, les séquences "enhancers" agissent

de facon bidirectionnelle (Moreau et al., 1981 ; Fromm and Berg, 1983).

L'ensemble des résultats montrent que les séquences "enhancers" ne
semblent pas étre des cibles pour les facteurs de régulation négative. La
transactivation et la "transrépression" agissent sur la séquence entre le site de
I'endonucléase MII et le premier codon d'initiation de la traduction, de la

région E1A. |l est possible que cette cible soit la séquence "TATA box".

L'organisation du promoteur E1A des adénovirus sérotypes 2, 3 et 12 est
assez complexe et différente, mais cette différence ne semble pas jouer un rdéle

fondamental pour l'activité du promoteur.

Une organisation correcte, le nombre et la distance entre les sites de
liaison pour le(s) facteur(s) de transcription doivent étre nécessaires pour une
activité "maximale" des promoteurs. Pour tester cette hypotheése, la distance
entre les deux séquences de |'élément "enhancer B" de I'Ad2 a été modifiée
(pVM 295, pVM 296 et pVM 297). °

Les résultats montrent qu'au fur et a ‘mesure que la distance augmente
entre ces deux séquences, le taux d'activité du promoteur ainsi que le taux de
transactivation, par les produits de' la région E1A de I'Ad2 sur celui-ci,
baissent (Tableau 26). La distance entre ces séquences est donc trés importante

pour l'activité du promoteur E1A,

Comment expliquer que la distance entre ces deux séquences, identique
chez I'Ad2 et I'Ad3, est beaucoup plus grande chez |'Ad12, et que par contre,
l'activité des plasmides p2 ElAcat et p12 ElAcat est la méme et plus élevée que
celle du p3 ElAcat ?

Il est possible que cette organisation particuliére a chaque sérotype ne soit
pas importante pour l'activité du promoteur ({plasmides hybrides pVM 261, pVM
291cat, pVM 315 et pVM 1210cat). Par contre, pour un méme sérotype, si elle
est modifiée, l'activité du promoteur Ii'est également (pVM 295, pVM 296 et pVM
297) (Fig. 37).
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Une hypothése permet d'expliquer l'ensemble de ces résultats : différents
facteurs nucléaires reconnaissent une organisation particuliere a chaque

promoteur ETA.

De récents travaux effectués par d'autres groupes viennent soutenir cette
proposition :
(a) la séguence reconnue par le facteur E2F (Kovesdi et al., 1987) a une
localisation differente pour I'Ad2 et I'Ad3; elle est absente pour I'Ad12 (Fig.
32); (b) la séquence reconnue par le facteur E4F1 (Lee and Green, 1987) est
présente chez I'Ad2 mais absente chez I'Ad3 et I'Ad12 (Fig. 32); (c) Reichel et
al. (1988) ont établi que Il'activation par les produits de la région E1A du
facteur E2F, present en faible quantité dans les cellules Hela non infectées par
I'adénovirus, avait pour effet une augmentation du taux de ce facteur qui vient

reconnaitre exclusivement la séquence en amont des promoteurs ETA et E2A.

Pour comparer la transcription du promoteur E1A des adénovirus des
sous-groupes A, B, et C, intégré au génome cellulaire, le géne néo a été
substitué au géne cat. L'activité des promoteurs E1A des trois sérotypes (p2
E1Anéo, p3 ElAnéo et pl12 E1Anéo) dans les cellules Hela est identique. Par
contre, celle du promoteur du SV40 (pSV2néo) est beaucoup plus importante
(Tableau 20). L'activité des promoteurs E1A de I'Ad2 et de I'Ad3 est fortement
augmentée dans les cellule KBs. Ces cellules expriment constitutivement les
produits de la région E1A de I'Ad5 (Babiss et al., 1983). Ceci démontre bien
une régulation positive par les produits de la région E1A de I'Ad5 (Ad2) sur
leur propre promoteur ainsi que sur celui de I'Ad3. De plus, aucune régulation
négative n'est observée, ni pour le promoteur de SV40, ni pour celui de E1A de
I'Ad2, comme ['ont décrit Borrelli et al. (1984), Velcich et Ziff (1985). Cette
différence peut &tre due a : (i) la structure du promoteur de SVi40, intégré au
génome cellulaire, (ii) la compétiiion entre de(s) facteur(s) cellulaire(s) pour
les deux promoteurs, (iii) le éhangement de régulation transcriptionnelle des
cellules KB transformées, par rapport aux cellules Hela.

Treisman et _al. (1983) ont démontré que la séquence "enhancer" du SV40
n'était pas inhibée dans les cellules HEK-293 et que cette séquence était méme
indispensable pour l'activation du géne de la B-globine de lapin dans ces
cellules, mais non dans les cellules Hela. Par contre, le géne de I' -globine

n'a pas besoin de cette séquence pour étre activé dans les deux types de cellules.
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En présence des produits de la région E1B (KB16 et KB18)' le nombre de
foyers est réduit au méme niveau que celui des cellules Hela pour les
promoteurs des adénovirus mais non pour celui de SV40 (Tableau 20). Ceci
suggére une régulation négative des produits de la région E1B sur le promoteur
E1A. White et al. (1986) ont décrit que la protéine de 19 kDa (E1B) agissait
comme un transinhibiteur du promoteur E1A, dans les cellules Hela et WI-38.

Herrmann et al. (1987) en utiiisant l'expression transitcire (géne cat) ont
décelé que la protéine de 19 kDa (E1B) est capable de stimuler les promoteurs
E1A, E1B, E3 et E4, ainsi que le promoteur de la protéine hsp-70 kDa.

Le nombre de foyers obtenu pour les plasmides pVM 268néo et pVM 293néo
est plus important que pour le pZ E1Anéo (Tableau 24). Ceci peut étre dG a
(i) la méthylation de [I'ADN viral quand celui-ci est incorporé au génome
cellulaire ; (ii) les éléments "enhancers A" et au moins une partie de
I'""enhancer B" sont les cibles des facteurs de régulation négative, quand ils
sont intégrés au génome cellulaire ; (iii) en I'absence de ces séquences, ['ADN
viral pourrait s'intégrer dans une région du génome celluiaire ayant des
séquences "enhancers" plus fortes.

Hen et al. (1983) ont établi I'existence d'une homologie de séquence
importante entre le "core" de ['Menhancer A" et celui de SV40 (Tableau 9) ; et
Hearing et Shenk (1983a) entre le core de |'"enhancer B" et celui du virus du
polyome (Tableau 8). Sont-ils des cibles pour les facteurs de régulation

négative ?

Des délétions dans les éléments "enhancers" de SV#0 et du virus du
polyome permettraient d'élucider cette question.

1.2- Dans le processus de transformation celiulaire

Seuls les adénovirus appartenant aux sous-groupes A et B sont
capables de produires des tumeurs chez le hamster nouveau-né. Par contre,

tous les adénovirus (sous-groupes A a F) sont potentiellement capables de
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transformer les cellules primaires de mammiféres. Les cellules transformées
peuvent fréquemment produire des tumeurs chez les rongeurs, en particulier,

s'ils sont immunodéprimés,

Il est convenu, pour la plupart des recherches sur la transformation que
ce processus ressemble, du moins aux stades initiaux, a l'induction tumorale
chez les animaux. Une observation vient appuyer cette hypothése : les cellules
prélevées des tumeurs viro-induites et établies en culture sont identiques aux
cellules transformées en culture. Chez les adénovirus, le but principal de ces
études est d'identifier les produits des génes impliqués et de caractériser leurs

fonctions biologiques et biochimiques (Branton et al., 1985a).

Les adénovirus sont largement répandus chez les humains et sont
responsables de plusieurs maladies, parmi lesquelles : gastroentérites, infection
des tractus respiratoires supérieur et inférieur, kératoconjonctivites (Tableau
3). Par contre, jusqu'a présent, les adénovirus n'ont pas été incriminés dans
I'apparition de cancers humains. Bien que les adénovirus puissent transformer
les cellules de rongeurs, la transformation oncogénique des cellules humaines en
culture n'a jamais été obtenue avec ces virus, mais seulement avec des

fragments, non infectieux, de ['ADN viral.

Les régions EIA et EIB sont impliquées dans le processus de
transformation ceilulaire. Quatre produits majeurs de ces régions : 289R et 243R
pour ETA, 496R et 175R pour E1B, sont responsables de ce phénomeéne (Branton
et al., 1985a ; Baker and Berk, 1987).

Lorsque la région E1A est seule, elle peut immortaliser des ceilules et les
transformer a l'aide d'un géne hétérologue (Ex. Ha-ras). Il est possible qu'elle
soit le principal agent impliqué dans ce processus. L'Ad5 (Ad2) transforme plus
efficacement les cellules BRK que I'Ad12. Les produits majeurs de la région E1A
de chaque sérotype seraient responsables de cette différence. Ces protéines
possédent deux éxons et, en construisant des plasmides hybrides entre I'Ad5 et
I'Ad12 (Fig. 26), Jochemsen et al. (1984) ont déterminé que le premier exon de

I'Ad5 était responsable de l'efficacité de la transformation.

Pour déterminer le réle des séquences situées en amont du promoteur ETA
des Ad5 et Ad12, dans le processus de transformation, des plasmides hybrides

ont été construits en utiiisant le site de l'endonucléase Pvull, situé en amont du
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motif "TATAA". Le plasmide pVM 1212 code pour les produits de la région E1A
de ['Ad12 et le pVM 1205 pour ceux de {'Ad5.

Le nombre de foyers obtenu avec le pVM 1205 et le pVM 214 (E1A de
I'Ad2) est plus important que celui obtenu avec les plasmides pVM 1212 et
pVM 1201 (E1A de I'Ad12) (Tableau 22). Ces résultats confirment ceux obtenus
par Jochemsen et al. (1984) et montrent que les séquences situées en amont du
promoteur des deux sérotypes, ne jouent pas un roéle fondamental pour la

transformation cellulaire.

Les domaines 1 et 2 du premier exon (Fig. 24) ont été définis comme
essentiels dans le processus de transformation cellulaire, malgré quelques
résultats discordants quant au rodle de chaque domaine (Kuppuswamy and
Chinnadurai, 1987 ; Lillie et al., 1987 ; Schneider et al., 1987). Le réle des
séquences situées entre le site Pvull (-13 nt de la "TATA box") et le site
accepteur d'épissage n'est pas encore bien défini. Il est encore plus complexe
d'expliquer le(s) mécanismes utilisé(s) par les produits de la région E1A pour

assurer leurs fonctions.

Subramanian et al. (1988) ont construit des mutants dans la partie
N-terminale du premier exon de la région E1A de ['Ad5. lis ont observé une
forte baisse du pouvoir transformant et de I'induction de la syntheése de I'ADN
cellulaire par ces mutants, par rapport au virus de type sauvage. |l est donc
fort probable que non seulement les domaines 1, 2 et 3 (hautement conservés)
mais aussi Il'extrémité N-terminale (non conservée) soient importants dans ce

processus.

Le produit de I'"ARNm 13 S a, respectivement, 289R pour ['Ad2 (Ad5),
262R pour I'Ad3 et 266R pour [1'Ad12. De méme, le produit de I'ARNm 12 S
posseéde 243R pour I'Ad2 (Ad5), 231R pour I'Ad3 et 235R pour I'Ad12. Il est
possible que la différence de taille de ces deux protéines puisse étre impliquée
dans ce processus. Alors, comment agissent-ils ?

Le taux de transcription de I'ARNm 13 S est plus important que celui du
12 S. Les domaines 1 et 2 du premier exon sont associés plus directement a la
transformation cellulaire, la "transrépression" et l'induction de la synthése de
I'ADN cellulaire. Le domaine 3 ainsi que les trois résidus du deuxiéme exon sont

associés a la transactivation. ! est possible que : (i) la protéine de 289R
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vienne activer les génes responsables pour la transcription - facteurs de
régulation positive ; (ii} [a protéine de 243R vienne réprimer les génes
d'auto-régulation de la cellule, et par conséquent, modifier la "machinerie

cellulaire" - induction de la synthése de I'ADN cellulaire.

Hen et al. (1985) et Lillie et al. (1986) ont proposé que les séquences
"enhancers" pourraient étre des cibles pour les facteurs cellulaires dans le
processus de transformation. Cette proposition a été contestée par Schneider et
al. (1987).

Les séquences "enhancers" ou la "TATA box" pourraient agir comme cibles

pour les facteurs de régulation positive et négative.

2- La séquence "poison"

La séquence située entre le site de l'endonucléase Pvull (position 2066
pb) et l'origine de réplication (position 2536 pb) (Fig. 38 et 40) des plasmides
pBR 322 et pKH 47 a été impliquée comme agent de régulation "négative"
("poison") de la transcfiption et de la réplication de ('ADN (Lusky and
Botchan, 1981 ; Peterson et al., 1987). En délétant cette séquence du plasmide
p2 ElAcat, le taux d'activité CAT du nouveau plasmide obtenu (pVM 295)
augmente de 23 fois (Tableau 26, Fig. 37).

A l'intérieur de cette séquence sont situés : (a) le site "bom" ("basis of
mobilization") ; (b) le site "nick" ; (c) une structure cruciforme potentielle
(Fig. 38 et 39).

Pour déterminer le réle de cette séquence dans le systéme E1A de
l'adénovirus, des études au niveau transcriptionnel (génes cat et néo) et de la

transformation cellulaire sont effectuées.

Une délétion entre les sites Tth111l (2219 pb) et Ndel (2297 pb) (pVM
298) é&limine le site "nick" mais non le site "bom", ni la structure cruciforme
(Fig. 38). L'activité CAT de ce plasmide est légérement plus élevée que celle du
p2 ElAcat (Tableau 26). Ceci démontre que la séquence "poison" est située
entre le site Tth111l (2219 pb) et le site _Fi\_/g_ll (2066 pb) (Fig. 38 et 40).
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Actuellement des plasmides sont en cours de construction de fagon a
éliminer soit le site "bom", soit la structure cruciforme pour déterminer si l'une
ou l'autre de ces séquences (peut étre les deux) sont responsables de la

régulation.

L'élimination de la séquence "poison", soit au niveau de l'activité "NEO",
soit lors de la transformation cellulaire, fait augmenter le nombre de foyers, par
rapport aux plasmides d'origine (Leite, J.P.G., Cousin, C., Heysen, A., and

D'Halluin, J.C., manuscrit en préparation).

La séquence "poison" n'intervient pas dans (e phénoméne de
"transdominance" car le plasmide p2 ElAcat (avec séquence "poison") et les
plasmides pVM 295, pVM 296 et pVM 297 (sans séquence "poison"), sont inhibés
par les produits de la région E1A de I'Ad3 (pVM 312) (Fig. 37).
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Nos études ont mis en évidence que chaque sérotype d'adénovirus (Ad2,
Ad3 et Ad12) avait une organisation particuliére quant aux trois promoteurs de
la région E1A. Cette organisation confére une activité propre a chaque

promoteur et ne doit en aucun cas étre modifiée.

Les deux séquences "enhancers A et B" sont importantes pour l'activité du
promoteur E1A de I'Ad2. Ces séquences, présentes chez I'Ad3 et I'Ad12, mais
ayant une disposition différente, doivent jouer le méme roéle. Pour le démontrer,
des modifications dans leur structure pourront étre effectuées, et celles-ci
permettront de définir leurs fonctions. Cette étude sera plus avantagée si elle
est accompagnée d'une analyse supplémentaire des facteurs cellulaires. Certains
facteurs cellulaires reconnaissent des sites présents en amont du promoteur ETA
de I'Ad2 et, éventuellement celui de I'Ad3 et de I'Ad12. La comparaison des
séquences reconnues permettra peut étre de confirmer notre hypothése iniiale :
différents facteurs cellulaires reconnaissent l'organisation différente de chaque
promoteur E1A (Ad2, Ad3 et Ad12).

Les motifs "TATAA" sont différents pour les trois sérotypes d'adénovirus.
Comme. la transactivation est un processus indirect et qu'une des séquences
"consensus" présente en amont d'une majorité de promoteurs est la "TATA
box", il est possible qu'elle soit la cible des facteurs de régulation positive et
négative. Nos résultats, ainsi que ceux d'autres groupes, sont en accord avec
cette proposition. Des mutations ponctuelles dans la "TATA box" permettront

une analyse plus fine et une confirmation probable de cette hypothése.

Le rdle des produits des ARNm 12 S et 13 S est encore assez controversé,
Récemment, plusieurs groupes ont défini le réle des domaines 1 et 2 du premier
exon, communs aux deux ARNm, ainsi que du domaine 3 qui est spécifique a
'ARNm 13 S, & l'exception des trois résidus du deuxiéme exon communs aux
deux ARNm. Nos résultats montrent une régulation différente pour les produits
des ARNm 12 S et 13 S de I'Ad3 et de I'Ad12, par rapport & ceux de !'Ad2.
Une transdominance par les deux adénovirus oncogénes est assurée sur celui
non oncogéne. Les produits des ARNm 12 S et 13 S de [I'Ad3, exprimés

séparément ou ensemble, inhibent les promoteurs E1A et E3 de I'Ad2. Dans ce
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méme cadre, il serait souhaitable de définir le rdle des produits de la région
E1A de I'Ad12 exprimés individuellement.

Il est cependant difficile de comprendre pourquoi les protéines de la région
ETA de I'Ad3 et de I'Ad12 stimule leur propre promoteur et inhibent celui de
['Ad2.

Les produits de la région E1A de I'Ad2 stimulent les promoteurs E1A, E2A
et E3 des Ad2, Ad3 et Ad12. Nous avons observé une faible régulation négative
due au produit de I'ARNm 12 S de I'Ad5 sur le promoteur E1A de I'Ad2. Ce
méme produit stimule le promoteur E2A mais non le promoteur E3 de I'Ad5. En
amont des promoteurs E1A et E3 il existe une séquence "TATA box", qui est
absente pour le promoteur E2A. Cette séquence est probabliement la cible de
régulation négative directe ou indirecte de ce produit. Par contre, le produit

de I'ARNm 13 S de I'Ad5 stimule a un taux élevé ces mémes promoteurs.

La taille des protéines de la région E1A de ['Ad2 est plus grande que celle
de I'Ad3 et de I'Ad12. [l est possible que cette différence soit importante au
niveau des processus de transactivation, "transrépression" et transformation
cellulaire. Des virus ou plasmides hybrides entre ces différents produits (Ex.
289R Ad2 et 235R Ad12 ou 243R Ad2 et 266R Adi12), pourront servir a définir
leur rdéle. Quant a la fonction des produits des ARNm 11 S, 10 S et 9 S, elle

est toujours inconnue,

Pour approfondir I'étude de la transdominance deux approches sont
envisagées : a) l'obtention de lignées cellulaires de singe et de hamster
transformées par I'Ad3 afin d'étudier le comportement de I'Ad2 dans ces cellules

; b) 'étude des facteurs cellulaires qui participent a ce processus.

Ces études, bien que préliminaires, donnent une modeste idée de Ia
complexité des promoteurs viraux alors que leur structure est simple comparée a
celle de la '"machinerie" cellulaire. Le promoteur E1A qui contrdle l'expression
de cing produits majeurs, permet quand méme un "début" de compréhension de
l'organisation de systémes plus complexes. Le bindéme cellule-virus pourra, dans
un délai assez bref, fournir des réponses aux probléemes de l'expression et de

la régulation des génes de la cellule eucaryote.
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I- CULTURE CELLULAIRE

1- Cellules en culture monocouche (Culture stationnaire)

1.1- Lignées continues

Les cellules Hela |, KBS i KB16 L KB18 et HEK-293, sont
cultivées dans des flacons (FALCON de 175 cm”), a une température de 37°C,
en milieu DULBECCO (Flow) contenant 5 % de sérum de veau foetal et 5 % de

sérum de veau nouveau-né, § -irradié.

Les cellules décollées au verséne-trypsine (EDTA 3 mM, NaCl 137 mM,
NazHPOu-ZHZO 16 mM, KCI 2,7 mM- trypsine 1mg/ml) sont réparties dans des
boites de Pétri (FALCON de 60 mm de @) a raison de 5X106 cellules par boite,

dans un volume de 5,0 ml du milieu initial.

1.2- Cultures primaires

Les cellules BRK sont mises en culture aprés traitement a la
trypsine-PSA (2,5 ug/ml - KCI 5,4 mM, NaCl 137 mM, NaHCO3 4,2 mM, glucose
5,5 mM, rouge de phénol 5 mg/l, pH 7,5 ; pénicilline 75.000 wu/mi,
streptomycine 50 mg/ml, fongizone 5 pg/ml). Les cellules, centrifugées & 20° C,
5 min a 1.000 g, sont reprises dans 20 ml de milieu MEM (Milieu Minimum
Essentiel) contenant 20 % de sérum de cheval, puis mises en culture dans des

flacons ( Félcon de 75 cmz) et incubées a 37° C.

2- Cellules en suspension

Les cellules KB3 sont maintenues en suspension a 37°C dans des
"spinners", avec du milieu MEM modifié par JOKLIK (F13 - Flow) et contenant

5 % de sérum de cheval décomplémenté.
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I1I- OBTENTION DES PARTICULES VIRALES ET TITRAGE PAR NOMBRE DE
FOYERS FLUORESCENTS

Les adénovirus de sérotype 12, 3, 2, 9 et 4 appartenant respectivement
aux sous-groupes A, B, C, D et E sont obtenus aprés multiplication dans des
cellules KB3 en suspension. Les cellules, a la concentration de 4,5X105
cellules/ml, sont centrifugées a 2.000 g, 10 min, a 30° C. Le culot cellulaire est
repris dans du milieu F13, sans sérum (1/20 du volume initial). Les cellules
sont infectées a raison de 20 particules virales par cellule. Aprés 1 h
d'adsorption virale a 37° C, sous agitation, la suspension cellulaire est diluée 20

fois dans du milieu F13 contenant 2 % de sérum de veau.

Le cycle viral se déroule pendant 40 h a 37° C. Les cellules infectées sont
alors centrifugées a 2.000 g 10 min, a 4° C. Le culot cellulaire est repris dans
une solution de Tris hypotonique (Tris-HCI 10 mM, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM,
pH 8,1). Aprés trois cycles de congélation(-70° C)-décongélation(37° C) et
addition d'un volume égal de fréon 113, la suspension est homogénéisée trois
minutes & l'ultra-Turrax. Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation
a 6.500 g 20 min, & 4° C. La phase aqueuse est reprise, déposée sur un
coussin de CsCl de densité (d) 1,43 et centrifugée 1 h a 110.000 g, a 4° C.
Les particules virales, concentrées en une bande opalescente, sont récupérées a
I'aide d'une seringue et repurifiées sur gradient isopycnique de CsCl (d = 1,34)
par centrifugation a 70.000 g 16 h, & 4° C. Les particules sont récoltées,
diluées dans du glycérol (v:v) et titrées avec un immunsérum anti-adénovirus

selon la technique du nombre de foyers fluorescents (Thiel and Smith, 1967).

lI1- ENZYMES UTILISES

L'acétyl coenzyme A, les endonucléases de restriction, I' ADN ligase du
phage T4, I'ADN polymérase de Klenow, la désoxyribonucléase libre d'activité
ribonucléasique, I'exonucléase Bal31, la nucléase S1, la protéinase K, |la
ribonucléase T1, la ribonucléase A, le lysozyme et les oligonucleotides-liens
("linkers"), proviennent de chez Amersham, Appligene, Biolabs, Boehringer ou
BRL et sont utilisés selon les recommandations prescrites par le fabricant.
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V- TRANSFORMATION BACTERIENNE

1- Transformation sur HB101

La souche bactérienne HB101 est un hybride E. coli K-12 - E. coli B.
Son génotype est : Pro, Leu, Thi, Lacy, hsd20, endA, recA, rpsL20, ara-14,
galK2, xyl-5, mtl-1, supEu44. Elle est employée pour I'obtention et I'amplification
de plasmides en vue de leur purification.

Les bactéries sont cultivées, sous agitation a 37° C, dans 30 ml de miiieu
LB (extrait de levure 5 g/l, peptone 10 g/l - DIFCO, NaCl 5 g/l). Quand la

culture atteint une DO de 0,6, elle est centrifugée a 6.000 g 10 min, & 4° C.

580
Les bactéries sont lavées deux fois dans 20 ml de CaCl2 0,1 M . Le culot
bactérien, repris dans 20 ml de CaCI2 0,1 M est laissé 20 min a 4° C, puis

centrifugé une derniére fois.

Les bactéries sont resuspendues dans 0,5 ml de C:aCI2 0,1 M et réparties
en aliquotes de 0,1 ml. Chaque aliquote est mise en contact avec 25 ul d'une
solution d'ADN transformant. Aprés 20 min dans la glace, cing chocs thermiques
(37° C - 4° C) sont effectués; la suspension est conservée 15 min a 4° C. 1,5
ml de milieu 2XTY (extrait de levure 10 g/l, tryptone 16 g/l - DIFCO, NaCl 5
g/l) sont ajoutés, la suspension est mise en agitation 45 min a 37° C; 0,2 ml ou
0,8 ml sont étalés sur des boites de Pétri contenant du miiieu LB gélosé (15 g/I
- DIFCO) et I' antibiotique servant de marqueur de résistance. Les boites sont
incubées 18 h a 37° C et les clones résistants sont isolés.

2- Infection sur JM107

La souche bactérienne JM107 est un hybride E. coli K-12 - E. coli B,
son génotype est : endAl, gyrA96, Thi, hsdR17, supE44, relAl, A (lac-proAB),
F',E:raD36, pro A+, pro B+, Iaclq, lacZ/_\M15:|.

Le protocole est identique & celui décrit pour la transformation sur HB101
jusqu'a |'étape des chocs thermiques. 40 pl d'une solution de bluo-gal
a 20 mg/ml (BRL) et 24 pl d'IPTG a 24 mg/ml (BRL) sont ajoutés a chacun des
deux tubes contenant 3,5 ml de gélose LB (7 g/l) a 56° C. 10 pl de bactéries
compétentes sont alors ajoutés dans un tube et 110 pl dans ['autre tube. A
chaque tube sont additionnés 200 ul de milieu LB contenant la JM 107 (DOSSO

0,3). Le contenu des tubes est mélangé et coulé uniformément sur une boite de
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Pétri contenant du milieu LB gélosé. Apreés solidification du milieu, les boites
sont conservées 18 h a 37° C.

3- Sélection de clones

3.1- Méthode des "tailles"

Les bactéries sont mises en suspension dans 500 pl de tampon TE
(Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) et centrifugées 10 min a 5.000 g, a 4°
C. Le culot est resuspendu dans 60 ul d'une solution TBE-25 % saccharose (Tris
89 mM, EDTA 2,5 mM, H3BO3, 89 mM, pH 8,3) contenant du lysozyme a raison
de 10 mg/ml et de la ribonucléase A a 50 pg/ml. Les bactéries sont ensuite
déposées sur gel d'agarose a 0,8 % contenant 8 ng/ml de BrEt. A chaque
échantillon sont additionnés 20 ul d'une solution de SDS 1 %, BBO® 0,005 %,
saccharose 50 %, puis I'électrophorése est effectuée a 90 V pendant 4 h

(Echardt, 1979).

3.2- Méthode de dénaturation par la chaleur

Le culot de bactéries est resuspendu dans 1,0 ml de la solution
suivante: sucrose 8 %, triton X100 0,5 %, EDTA 10 mM, Tris-HCI 50 mM pH 8,0,
additionnée de 35 ul de lysozyme a 10 mg/ml, puis les échantillons sont mis a
ébullition pendant 60 sec. Aprés une centrifugation de 10 min a 12.000 g le
surnageant est précipité a l'isopropanol, centrifugé 20 min a 12.000 g et séché.
Apreés dissolution, I'ADN est dialysé et analysé a l'aide d'endonucléases de
restriction (Holmes and Quigley, 1981).

3.3- Isolement et sélection des phages

Les plages de lyse sont prélevées et mises en suspension dans
1,0 ml de tampon SM (NaCl 10 mM, MgSOu 8 mM, Tris-HCI 50 mM pH 7,0,
gélatine 0,1 g/l). Deux millilitres de milieu LB contenant les bactéries JM 107
(DOSSO
Cette suspension est ensuite centrifugée 10 min a 8.000 g, a 4° C et le

0,3) sont ajoutés, et la suspension est mise en agitation a 37° C, 4 h,

surnageant est récupéré et conservé a 4° C., 200 pl du surnageant sont
mélangés & 30 ul d'une solution : SDS 2 %, EDTA 0,2 M, BBO 0,2 % , glycérol
50 3. Aprés agitation et incubation a 65° C pendant 10 min, le lysat est déposé
sur gel d'agarose a 0,6 % et I'électrophorése conduite a 30 V pendant 18 h.
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V- PURIFICATION DES PLASMIDES

Les clones sélectionnés sont mis en suspension dans 30 ml de milieu LB
contenant un antibiotique (ampicilline 50 pg/ml) pendant 3 h a 37° C, sous
agitation. Dix millilitres de suspension sont ajoutés a 200 ml de miiieu LB et
580 de 1,0; 1,0 ml
de chloramphénicol a 34 mg/ml est additionné et la culture laissée 18 h sous

incubés a 37° C, sous agitation, jusqu'a obtention d'une DO

agitation. La suspension est centrifugée 10 min a 6.000 g, a 4° C et le culot
resuspendu dans 3,0 ml de Tris-HCI 50 mM pH 8,0, saccharose 25 %. Les
bactéries sont conservées & 4° C et 1,0 ml d'une solution de lysozyme a 10
mg/ml est ajoutée. Aprés 5 min, 1,0 ml d'EDTA 0,2 M est additionné et les
bactéries sont alors conservées pendant une période égale dans la glace. Cinqg
ml d'une solution Tris-HClI 50 mM pH 8,0, EDTA 20 mM, Triton 0,01 % sont
ajoutés et les débris cellulaires sont sédimentés par centrifugation & 150.000 g
45 min, a 4° C. 8,6 ml de surnageant sont ajoutés a 8,6 g de CsCl et 86 ul
d'une solution a 5 mg/ml de BrEt. Aprés une centrifugation de 300.000 g 20 h,
a 16° C la bande d'ADN plasmidique est récupérée, le BrEt éliminé par extraction
a l'isopropanol et les plasmides dialysés contre du tampon TE (Sinsheiner,
1977).

VI- HYBRIDATION

1- Obtention de I'ARNm 13 S de |'adénovirus type 3

L'infection des cellules KB, par I'Ad3 est effectuée selon la technique

3
précédemment décrite (cf. Il).

Les ARNm sont marqués par la (3H)—5,6-uridine (56 Ci/mMole - CEA) en
présence de cycloheximide (25 pg/ml). Six heures p.i. les cellules sont
centrifugées 10 min a 2.000 g, a 4° C, lavées deux fois dans du sérum
physiologique et reprises dans 40 ml d'une solution contenant : Tris-HC| 100 mM
pH 7,0, MgCl2 2 mM et NP40 0,02 %. Aprés 10 min dans la glace, les cellules
sont rompues a l'aide d'un homogénéiseur de type "Dounce" et un volume de
NaCl est additionné pour atteindre une concentration finale de 0,15 M, puis l'on
centrifuge 10 min @ 2.000 g, a 4° C.

Le surnageant est mélangé v/v a du TSE (Tris-HCi 10 mM pH 7,0, NaCl
150 mM, EDTA 5 mM, SDS 1%). Aprés homogénéisation, trois extractions v/v de
phénol-chloroforme-TSE suivies de trois extractions v/v par |'éther éthylique

sont effectuées.
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La phase aqueuse est récupérée et aprés addition d'acétate de sodium (300
mM final), deux cycles de précipitation a ['éthanol sont effectués.

2-  Préparation, obtention et purification de ['ADN simple brin a partir du

phage M13

Dix pg de plasmide pVM 313 (Leite et al., 1986) sont coupés par
BamHIl et Hindlll. Apres électrophorése sur gel d'agarose 0,6 % un fragment
d'ADN (bande B) est récupéré par découpage de l'agarose et trois cycles de
congélation (-70° C) - décongélation (37° C) sont effectués. L'agarose est filtré
sur filtre "millex" (20 um) et minicolonne "elutip" (Schileicher et Schuell), cette
derniére ayant été préalablement équilibrée a l'aide de tampons : haute force
ionique (NaCl 1 M, Tris-HCI 20 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) et basse force
ionique (NaCl 200 mM, Tris-HCI| 20 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). L'ADN élué dans
le tampon a haute force ionique est précipité a |'éthanol.

La forme réplicative de I'ADN du bactériophage M13 mp19, coupée par les
mémes enzymes, est précipitée a I|'éthanol avec le fragment B précédemment
obtenu. L'ADN est centrifugé 30 min & 12.000 g, a 4° C, séché et resuspendu
dans 40 upl d'eau. Une dialyse de 20 min est effectuée sur membrane millipore
(20 pm) ; ensuite sont ajoutés 4 ul de tampon ligase X10 (Tris-HCl 0,5 M pH
7,4, MgCI2 0,1 M, dithiothreitol 0,1 M, spermidine 10 mM, ATP 10 mM, BSA 1
mg/ml) et une unité d'ADN Ligase du bactériophage T4. L'ADN est conservé a
16° C pendant 18 h et servira par la suite a la transfection de la souche
bactérienne JM107 (cf. 1V-2).

L'amplification des phages (cf. 1V-3.3) est obtenue par infection de la
souche JM107 (DO580
h a 37° C sous agitation. Les bactéries sont centrifugées a 6.000 g 10 min, & 4°

0,1) dans 200 ml de milieu LB et la culture est laissée 18

C et I'ADN contenu dans le surnageant est précipité par du polyéthyléneglycol
6000 a 60 % et NaCl 14,6 % final. Aprés 1 h & 4° C, la solution est centrifugée
30 min a 12.000 g, a 4° C. Le culot est resuspendu dans 100 ul de tampon TE,
deux cycles d'extraction au phénol-chloroforme-TSE puis éther sont effectués,
suivis d'une précipitation a I'éthanol (Eggerding and Pierce, 1983).

3- Hybridation ADN - ARN et ARN - ARN

Un miiligramme d'ARN et 100 pg d'ADN simple brin sont resuspendus
dans 1,0 ml de tampon d'hybridation (formamide 80 %, PIPES 40 mM pH 6,4,
NaCl 400 mM, EDTA 1 mM). Aprés 10 min & 85° C, le mélange est incubé 15 h
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a 45° C, puis précipité a l'éthanol et resuspendu dans 1,5 ml de tampon TE. La
solution contenant des hybrides ADN-ARN est ajustée a une densité moyenne de
1,53 en CSZSOu, et centrifugée 40 h a 60.000 g, a 20° C.

Le gradient est récoité par fraction de 0,3 ml et un comptage radioactif est
effectué pour déterminer la localisation de |'hybride ADN-ARN. Les fractions
sélectionnées sont mélangées et dialysées contre du tampon TE pendant 4 h a 4°
£

Aprés précipitation a I'éthanol et incubation 10 min & 85° C, les hybrides
sont traités a la désoxyribonucléase (1U/ul) a 37° C en présence de RNasine
(inhibiteur de ribonucléase) (1U/ug). Deux cycles d'extraction au
phénol/chloroforme et éther sont effectués, les ARNm sont précipités a I'éthanol
en présence d'acétate d'ammonium (300 mM final), puis centrifugés 30 min a
12.000 g a 4° C et resuspendus dans 40 pl d'eau contenant 250U de RNasine.

Une banque d'ADN complémentaires est obtenue selon le protocole
d'Amersham (cDNA Synthesis System RPN 1256). Ceux-ci sont coupés par
BamHI et Hindlll puis clonés dans le plasmide pKH 47 (BRL) coupé par les
mémes enzymes. Aprés transformation de la souche HB 101, les colonies sont
sélectionnées en fonction de leur taille, puis amplifiées et les plasmides sont

purifiés.

Leur analyse en gel de polyacrylamide (3,5 a 8 %), aprés coupure par des
enzymes de restriction, a permis de sélectionner les clones désirés. Afin de
confirmer la nature de l'insert, les plasmides sont digérés, soumis a une
électrophorése en gel d'agarose, transférés sur membrane Biodine A (Pall) et

hybridés avec.une sonde spécifique de I'Ad3 (Southern blotting).

4- Méthode de transfert d'ARN (Northern), d'ADN (Southern) et
d'hybridation sur membrane

L'ADN ou I'ARN sont transférés du gel d'agarose sur une membrane
Biodine A (Pall) par la méthode de Thomas (1980). La membrane est ensuite
soumise d& une température de 80° C, 2 h afin d'y fixer, par covalence, l'acide

nucléique transféré.

La membrane subit une préhybridation de 4 h a 50° C dans la solution :
5 X SSPE (1), 5 X Denhart's (2), SDS 0,3 %, ADN non homologue dénaturé
thermiquement 250 pg/ml , formamide 50 %. :
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(1) SSPE X 20 =

NaCl 3,6 M
Phosphate Na/Na2 0,2 M pH 8,3

EDTA 0,02M  pH 8,0

(2) Denhardt's X 100 =

Ficoll 2%
Polyvinylpyrrolidone 2 %
Sérumalbumine bovine 2 3

L'hybridation se fait dans la méme solution a laquelle est ajoutée une sonde
préalablement dénaturée thermiquement et marquée a l'alpha (32P)—dCTP ("nick

translation").

Aprés 18 h, la membrane est lavée trois fois, 30 min, dans la solution
phosphate Na/Na2 5 mM pH 7,0, EDTA 1 mM, SDS 0,2 % .

5- Préparation de sonde par "nick translation"

Le plasmide pVM 312, coupé par BamHIl, est marqué a I'alpha
(32p)-dCTP & I'aide de I'ADN polymérase | et d'un ensemble de réactifs ("kit")
selon les recommandations faites par le fabricant (Boehringer-976 776).

VIl- CONSTRUCTION DU PLASMIDE N'EXPRIMANT QUE L'ARNm 12 S DE LA
REGCION E1A DE L'ADENOVIRUS TYPE 3

Le plasmide pKH 47 est coupé par Dral. Au moment de la ligature avec
I'ADN ligase du bactériophage T4, le "linker" Sall est additionné. Les clones
t_c_R sont sélectionnés et le plasmide ampliiié et purifié (pKH 47Dra ). Aprés
coupure par EcoRl et digestion partielle Sall, la bande B est récupérée.

Le plus grand fragment du plasmide pSP 64 (Boehringer) coupé par Sall et
BamHI est cloné avec la bande B du plasmide pVM 312 coupé par les mémes
enzymes. De ce clonage résulte le plasmide pVM 431, La bande B de ce
plasmide coupé par EcoRl et Sall est clonée avec la bande B du plasmide pKH
47Dra coupé de facon similaire. Ces deux bandes sont a l'origine du plasmide
pVM 329. Ce dernier est digéré par l'endonucléase Dral et un "linker" Xbal
est ajouté (pVM 312Xba). Aprés coupure par Xbal, une digestion en cinétique
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par Bal31 est effectuée ainsi que |'addition d'un "linker" Xbal. Les clones sont
sélectionnés, les plasmides amplifiés et purifiés. Aprés analyse un clone est
choisi exprimant I'ARNm 12 S de la région E1A (pVM 325).

VIII-TECHNIQUES ELECTROPHGORETIQUES

1- Electrophorése en gel d'agarose

La concentration du gel d'agarose varie de 0,6 a3 2 %, selon la taille
du fragment d'ADN a isoler. L'ADN est méiangé v/v avec BBQ, déposé sur le
gel contenant du BrET et I'électrophorése est effectuée dans du tampon TBE
a 90 V pendant 3 h,

2-  Electrophorése en gel de polyacrylamide non dénaturant

2.1- Pour lI'analyse de I'ADN

La concentration du gel varie de 3,5 & 8,0 $ (rapport acrylamide
| bis-acrylamide 29/1). L'électrophorése dans du tampon TBE dure 16 h, a un
voltage constant de 30 V. Un mélange de bleu de bromophénoi 0,05 % et de
xyléne cyanol 0,05 % (BB®X) est utilisé comme témoin de migration.

2.2- Pour la séparation des brins d'ADN

L'ADN est marqué en 3' a l'alpha (32P)-dCTP par l'action de
I'ADN polymérase de Klenow, dénaturé 10 min & 100° C, puis déposé sur gel
d'acrylamide 5 % (rapport acrylamide / bis-acrylamide 5/0,1). Aprés 16 h
d'électrophorése a 200 V, le gel est mis en autoradiographie pendant 30 min,.

L'ADN simple brin est récupéré et électro-élué.

3- Gel de polyacrylamide dénaturant pour le séquengage, la

cartographie S1 et I'ARN protection

L'électrophorése se poursuit en gel d'acrylamide 5 a 8 % (rapport
acrylamide / bis-acrylamide 38/2), contenant de I'urée (42 %). Aprés une
migration de 16 h a 200 V, le gel est placé 30 min dans une solution d'acide

acétique 10 %, rincé a I'eau, puis séché et mis en autoradiographie.
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4- Electro-élution de I'ADN

La bande d'acrylamide contenant I'ADN est déposée a la cathode d'une
cuve contenant du tampon TBE 0,1 %, SDS 0,005 % et baignant dans du tampon
TBE X2. Aprés 90 min a 200 V la polarité est inversée 30 sec et I'ADN
récupéré sous un volume minimal de tampon. Aprés deux extractions au phénol

- chloroforme-TSE et une extraction a |'éther, I'ADN est précipité a I'éthanol.

IX- SEQUENCAGE DE L'ADN

Les plasmides p2 E1Acat et p3 ElAcat sont séquencés par la méthode de
terminaison des chaines de Messing et al. (1977) ; Sanger et al. (1977).

Les petits fragments EcoRl - Hindlll de ces deux plasmides sont clonés
dans I'ADN du phage M13 mpl18 coupé par les mémes enzymes. Aprés sélection,
amplification et purification des phages, I'ADN simple brin est obtenu.

L'ADN est mélangé avec la solution d'hybridation (Tris-HCI 10 mM pH 8,0 ;
MgCl2 5 mM) et une amorce ("primer"). Le mélange est placé 2 h & 65° C, puis
transféré dans un tube contenant une aliquote de 5 ul d'alpha (32P)-dCTP (20
pCi). La réaction est faite a la température ambiante en présence d'un mélange
de désoxynucléotides - didésoxynucléotides (BRL) et ['ADN polymérase de
Klenow. A Ila fin de la réaction, I'ADN est dénaturé 2 min a 100° C et

I'électrophorése effectuée 16 h a 220 V.

X- CARTOGRAPHIE A LA NUCLEASE S1

L'analyse a la nucléase S1 se fait selon la méthode décrite par Berk et
Sharp (1978). Le plasmide pVM 312Xba, coupé par BamHI, est marqué a l'alpha
(32P)—dCTP sur l'extrémité 3' a l'aide de I'ADN polymérase de Klenow. Apres
coupure par Xbal,les deux brins du petit fragment sont séparés et le brin A
mis a hybrider avec les ARNm de cellules préalablement transfectées par les
plasmides pVM 312, pVM 325 et pVM 335. Aprés digestion par la nucléase S1
(800 U, 30 min, a 37° C), les hybrides sont analysés sur gel de polyacrylamide
dénaturant a 5 % d'acrylamide.
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Xl- ARN PROTECTION

Le plasmide pVM 431 subit une déletion Hindlll (pVM 431dIHind); & partir
du plasmide linéarisé par I'endonuclease Hindlll, l'enzyme ARN polymérase en
utiiisant le promoteur du phage SP6, synthétise des ARNm complémentaires
(*ARNm) aux produits de la région E1A de I'Ad3, marqués a l'aide de I'alpha
(>2P)-dUTP ("Kit SP6 System"-Amersham-RPN 1506).

Les plasmides pVM 312, pVM 325 et pVM 335 sont transfectés dans les
cellules HelLa et les ARNm extraits 40 h aprés la transfection. Les ARNm sont
hybridés avec 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
Hg/ml de ribonucléase A et 2 pug/ml de ribonucléase T1. Aprés 1 h d'incubation
a 30° C, sont ajoutés 20 ul de SDS 10 %, 50 pg de protéinase K et le mélange
est incubé 1 h a 30° C. Ensuite, une extraction est effectuée au
phénol-chloroforme-TSE, suivie d'une précipitation a I['éthanol en présence
d'acétate d'ammonium 300 mM final et de glycogéne (5ug) (Boehringer). Aprés
centrifugation a 12,000 g 20 min, a 4° C, le culot est repris dans 20 pl d'eau et
20 pyl de BBOX, et les échantillons analysés sur gel dénaturant a 5 %
d'acrylamide.

XI1l- TRANSFECTION DES PLASMIDES DANS LES CELLULES Hela, KB8, KB16,
KB18 ET HEK-293

La transfection a lieu dans des cellules @ 70 % de confluence. La méthode a
été décrite par Graham et van der Eb (1973) et consiste en une précipitation de
I'ADN avec du phosphate de calcium. Environ 10 a8 20 ug d'ADN sont mis dans
du tampon HBS (NaCl 136 mM, KCl 5 mM, NazHPOq 0,7 mM, dextrose 5,5 mM,
HEPES 20 mM, pH 7,05) et du CaCI2 125 mM final est ajouté. Aprés 20 min a la
température ambiante, les précipités sont mis 30 min en contact avec les cellules
préalablement lavées avec du tampon HBS. Le milieu est alors ajouté et les
cultures cellulaires incubées 40 h a 37° C, avec changement du miiieu aprés 16
h.
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XIl1- DOSAGE DE L'ACTIVITE CHLORAMPHENICOL ACETYL TRANSFERASE

Quarante heures apreés transfection, les cellules sont décollées au verseéne,
lavées dans du sérum physiologique et centrifugées 10 min 3 2.000 g. Le culot
est resuspendu dans 100 pl de Tris-HCI 0,25 M pH 7,8 et les cellules sont
lysées par traitement aux ultrasons. Les débris cellulaires sont sédimentés par

centrifugation de 5 min & 12,000 g.

Vingt ul de surnageant sont alors incubés une heure & 37° C avec 70 pl de
Tris-HCI 0,25 M pH 7,8, 35 ul H20, 20 ul d'acétyl coenzyme A 4 mM et 1,0 ul
de ('*C)- dichloroacétyl 1,2 - chloramphénicol & 0,05 mCi/0,5 ml (NEN). La
réaction est arrétée par I'addition de 0,9 ml d'acétate d'éthyle, le mélange
homogénéisé et centrifugé 5 min & 12,000 g. La phase organique est prélevée et

séchée sous vide.

Le culot est resuspendu dans 15 pl d'acétate d'éthyle et chromatographié
sur couche mince de gel de silice (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 systéme de solvant chloroforme/méthanol (95/5) permet de
séparer les formes acétylées du substrat initial.

Les couches minces sont alors mises en autoradiographie a -70° C et le film
est révélé aprés 72 h. La radioactivité est estimée par le comptage en

scintillation liquide des tdches de chloramphénicol acétylé (Gorman et al., 1982).

XI1V-SELECTION DES CLONES RESISTANTS A LA GENETICINE

Les plasmides contenant le géne néo sont transfectés dans des cellules
Hela, KBB' KB16 et KBIS‘ Vingt quatre heures aprés la transfection, les
cellules sont divisées (1:2) et mises en flacons (Falcon de 250 ml). Au milieu
sont ajoutés 0,4 mg/ml de G418 (GIBCO). Le milieu est renouvelé deux fois par
semaine et au bout de 3 semaines les clones résistants commencent a faire leur
apparition. Ceux-ci sont comptés, isolés et amplifiés (Southern and Berg,

1982).
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