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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).
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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).




-32-

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).
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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




42—

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.
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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).

A Late proteins
iate leaders L1 L2 L3 L4 L5
- = - L
- - - -
- - - *
== pet ——
: - - ;
- : : ————
- - - L
- - - c———
65,64 63,62
Y S — ,
m.p. 0 a 10 Va2 20 30 40 50 60 70 a0 %0 ioo
a e ‘
STy 120K S~
—T L TNemeem e e
o SSpTR. -~ o — -
E2B
Les fléches noires représentent les ARNm.
Les protéines sont représentées par les fléches hachurées.
B 5'~leaders L1
_A
15 8K o 52,55K
—- ————————— » =
2 a w7777 ] a N——— 2
1 2 ] 3 =R
VA vay
13.5K 17.7K 14.4K
: — [ —
mu 15 20 25 30
| i 1 i { ) I ! il { 1 L L. i i i 1 [ 1 i
T T l T T 4 T t
bp 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000
Localisation des VA-RNA.




46—

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.

Les fleches indiquent le Lieu de démarrage de La transcription.
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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).
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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).




-59-

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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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),.

Negative
Autoregulation

1 S W
T N\

Transcription Activation -

— ____E1a ..__E1,b E.Z’ Replicaﬁoni — - ElE E3_
e e — i
3 g2 £4 3- g2 E4

Enhancer Repressed




-72-

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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Les ARNm sont représentés par les fléches noires.
Les protéines par les fléches hachurées.

Les traits fins représentent lLes introns.
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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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