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LEXIQUE 

1) Cellules 

BR K : Baby Rat K idney.  Cellules pr imaires de re in  de r a t  Wistar 

nouveau-né. 

C V 1  : l i g n g e  établ ie de cellules de singe v e r t  afr icain. 

HEK293 : Human Embryonary Kidney. Cellules transformées p a r  les 

11,5% gauches du génome d 'Ad5 ( n t  270 à 4423). 

HeLa : l i gnée  établ ie de cellules humaines de carcinome du col 

u t é r i n .  

KB3 : l i gnée  établ ie de cellules humaines de carcinome du  plancher 

buccal.  

2) Vi rus e t  termes v i raux  

Ad 

CY t 
D B P  

I M  

I T  R 

LTR 

MLP 

M-MLV 

MMTV 

: Adénovi rus.  

: cytoc idal .  

: D N A  B ind ing  Protein (p ro té ine  se l i a n t  à l 'ADN)  

: In terméd ia i res  de maturat ion. 

: Inve rsed  Terminal Repeat ( répét i t ion  terminale i nve rsée )  

: Long Terminal Repeat ( répé t i t i on  terminale longue) 

: Major Late Promoter (p romoteur  majeur t a r d i f )  

: Moloney Mouse Leukemia V i rus .  

: Mouse Mammary Tumor Vi rus.  

: p récu rseu r  polypept id ique (ex  : p V I  = p récurseur  du 

polypept ide V I ) .  

: Proté ine Terminale. 

: Simian V i rus  40. Papovavi rus d o n t  l ' hô te  nature1 e s t  l e  

singe. 

t s : thermosensible. 

3)  Gènes 

mYc : oncogène de l a  leucémie myélo-monocytaire. 

néo : gène de rés is tance à l a  néomycine. 

ras  : oncogène du  sarcome mur in  de Harvey.  



Rb : gène du  rétinoblastome. 

t k  : gène codant  p o u r  l a  thymid ine  kinase du  v i r u s  herpét ique. 

X G P  R T : gène codant  p o u r  l a  xanthine-guanine phosphory l  

t ransférase.  

4 )  Réactifs 

BBO : bleu de bromop hénol. 

BrET : bromure d'éthidium 

CsCl : ch lo ru re  de césium. 

D A  B C O  : 1-4-Diazobicyclo(2,2,2)octane. 

D M  : dexam6thasone. 

F I T  C : conjugué à l ' isoth iocyanate de f luorescéine. 

G 418 : généticine. 

H épès : acide N-2-hydroxyéthy lp ipéraz ine-NI-éthanesul fon ique.  

H U : hydroxyurée.  

L i  C l  : ch lo ru re  de l i t h ium.  

M E  M : Minimum Eagle Medium. 

Pipes : acide pipérazinediéthane-sulfonique-1,4. 

P M  S  F : f l uo ru re  de méthyl  phény l  su l fony l .  

S A B  : sérum-albumine bovine. 

S D S  : dodécyl sul fate de sodium. 

TPCK : L-1-chloro-3-tosyl-amido-4-phényl-2-butanone. 

5 )  Unités 

d 

h 

kDa 

m n 

n t  

pb  

pfu 

r P  m 
S  

sec 

u.g. 

: densité. 

: heure. 

: ki lodalton . 
: minute. 

: nucléotide. 

: pai re de bases. 

: plaque fo rming u n i t .  

: rotat ion p a r  minute. 

: coef f ic ient  de Svedberg.  

: seconde. 

: un i té  génome, 1 u.g. = 360 pb.  



v : volt. 

V 01 : volume. 

6 )  Autres termes. 

A A : acide aminé. 

C is : mode de regulation de séquence à séquence su r  l'ADN. 

Ig G : Immunogl~buline G .  
M r : masse moléculaire apparente. 
N T P  : nucléotide tri-phosphate. 

P . C . R .  : Polymerase C hain Reaction . 
P m  : Poids moléculaire 
Trans : mode de régulation p a r  l'intermédiaire d'un facteur 

protéique se fixant sur  l'ADN ou su r  1'ARN. 



INTRODUCTION 



De nombreux  concepts  de l a  biologie molGculaire o n t  é té  

é tab l i s  grâce à l a  v i ro log ie .  Les bactér iophages,  en pa r t i cu l i e r ,  o n t  

permis  de me t t r e  à j o u r  l a  s t r u c t u r e  de  l ' A D N  en 1950, pu i s  o n t  joué  u n  

rô l e  p r e p o n d é r a n t  dans l e  dévelûppement  d ' idées nouvel les te l les  que 

l ' o rgan isa t ion  des gènes, l a  t r a n s c r i p t i o n  de l ' A  D N , l a  t r a d u c t i o n  des 

A RNm ou encore l e  code génét ique.  

Les v i r u s  animaux o n t  également permis  d 'éc la ic i r  de 

nombreux  po in ts .  

Parmi eux ,  l es  adénov i rus  découver ts  en 1953 p a r  R O W E  e t  

col l .  dans les  t i s s u s  amygdal iens d ' un  e n f a n t  apparemment  en bonne 

santé, r e p r é s e n t e n t  u n  exce l len t  modèle d 'é tude  de l ' e xp ress ion  e t  de l a  

r égu la t i on  des gènes eucaryotes.  I l s  o n t  p a r  exemple permis l a  

découve r te  de l a  c h c i d e n c e  d u  s i te  de démarrage de l a  t r a n s c r i p t i o n  

p a r  1'ARN polymérase II avec l ' e x t r é m i t é  5' des ARNm e t  le mécanisme 

dlEpissage des ARN p récu rseu rs .  

En 1962, il f u t  démontré que  l ' adénov i rus  de  t y p e  12 é t a i t  

responsable de l ' appa r i t i on  des t u  meurs malignes chez l e  hamster 

nouveau-né. C 'é ta i t  l a  p remière  descr ip t ion  d 'u  n  agen t  pathogène 

humain capable d ' i n d u i r e  des t umeurs  chez l 'animal. 

Récemment, l a  découve r te  de l a  l i a i son  d u  p r o d u i t  de  105 kDa d u  gène 

Rb avec l a  p ro té i ne  de E1A de  l ' adénov i rus  de t y p e  2 o n t  f a i t  na î t r e  u n  - 
nouveau concept  de  régu la t i on  de  l a  t ransformat ion p a r  fo rmat ion  de 

complexes p ro té i ques  : l e s  oncogènes e t  l e s  ant i -oncogènes ce l lu la i res.  

O u t r e  l e u r  i n t é r ê t  sc ien t :  i que ,  l e s  adénov i rus  humains ( les  

séro types  40 e t  4 1  en p a r t i c u l i e r )  p r é s e n t e n t  une  impor tance  médicale 

cer ta ine,  dans l e s  pays  en  voie de développement  s u r t o u t ,  où,  associés 

à l a  ma lnu t r i t i on ,  i l s  s o n t  responsables d ' une  g rande  mor ta l i té  i n f a n -  

t i l e  : pa rm i  l e s  20% de gas t roen té r i tes  v i ra les  mortel les chez l ' en fan t ,  au 

Brés i l ,  p l us  de l a  moit ié e s t  due  aux  adénov i rus .  

La régu la t i on  de  l ' e xp ress ion  de  l a  r ég ion  E1A e t  l ' a c t i on  de 

ses d i f f é r e n t s  p r o d u i t s  r e p r é s e n t e n t  u n e  g rande  p a r t i e  des recherches  

s u r  l ' adénov i rus .  C 'est  également u n  exce l len t  modèle d 'é tude  des 

i n té rac t i ons  p ro té ine-p ro té ine  : l 'assemblage de l a  pa r t i cu l e  v i r a l e  a  fa i t  

l ' o b j e t  d e  nombreux  t r a v a u x .  

Le  r a l e  de  cer ta ins  gènes e t  p r o d u i t s  de gènes e s t  cependant  

peu c l a i r .  



Les informations su r  le gène IVa2, par exemple, sont peu nombreuses. 
Ce gène es t  situé su r  le brin gauche de l'ADN viral, à proximité de la 
région E l A .  11 a été classé dans la catégorie des gènes intermédiaires 
car il e s t  actif avant le démarrage de la réplication de l'ADN viral. Son 
expression augmente fortement ensuite. 

Le polypeptide IVa2 es t  supposé intervenir dans l'assemblage 
de la particule virale. Cependant, la plupart des protéines de structure 
sont codées par cinq famisles de gènes contrôlées par le promoteur 
majeur tardif, su r  le brin droit de l ' A D N .  

Bien que peu de travaux su r  le gène e t  la protéine IVa2 aient 
été publios, les questions qu'ils soulèvent concernant la régulation de 
l'expression e t  la fonction biologique de cette région d u  génome viral, 
nous ont paru mériter une étude approfondie. 



GENERALITES 



1- Présentat ion 

1- Classi f icat ion (Tableau G I )  

Les adénov i rus  son t  des v i r u s  à ADN double b r i n  de  capside 

icosaédr ique.  I l s  s o n t  responsables de t r oub les  resp i ra to i r es ,  d e  

kéra tocon jonc t i v i tes  e t  de gas t roen té r i tes .  Ce son t  également d e  

redou tab les  agents oppo r tun i s tes  p o u r  l e s  malades immuno-déprimés. Les 

sérotypes humains actuel lement ident i f iés  s o n t  r é p a r t i s  en 6 

sous-groupes,  cec i  e n  fonc t ion  de : 

- l a  t e n e u r  de l e u r  ADN en  bases G + C 

- l a  l o n g u e u r  de l e u r  f i b r e  

- l e u r s  p rop r i é tés  d 'hémagg lu t ina t ion  

- l e  d e g r é  d'homologie de l e u r  génome 

- l e u r  p o u v o i r  oncogène chez l e  hamster  nouveau-né. 

2- S t r u c t u r e  ( F i g  . G1) 

La caps ide v i r a l e  de d iamètre 60 à 80 nm e s t  formée de 20 faces 

iden t iques .  La p ro té i ne  majeure q u i  l e s  compose e s t  l ' hexon .  Les 

capsomères de chaque  sommet s o n t  appelés pentons e t  s o n t  pro longés 

d 'une p ro jec t ion  ap ica le  : l a  f i b r e .  

L 'ADN v i r a l  d e  36000 pa i res  de bases ( p b )  e s t  b ica t6na i re  l i néa i re  

e t  e s t  p ro tégé  à l ' i n t é r i e u r  de l a  caps ide p a r  des p ro té ines  v i ra les  

basiques : l 'ensemble e s t  appelé nuc léo ide v i r a l  ou "core" .  A chaque 

ex t rémi té  de l ' A D  N se t r o u v e  l i ée  de façon covalente l a  p ro té ine  

terminale de  55 k Da. 

3- Les d i f f é r e n t s  cyc les v i r a u x  

Selon l a  ce l lu le  hôte e t  l e  sé ro t ype  d 'adénov i rus ,  d i f f é ren tes  

i n té rac t i ons  o n t  l i e u .  L e  v i r u s  peut ,  p a r  exemple, exp r ime r  

par t ie l lement  son i n fo rma t i on .  C 'est  l e  cas des adénov i rus  humains s u r  

les  cel lu les de s i nge  C V 1 .  11 a en e f f e t  é té  montré que  l a  cro issance des 

adénov i rus  é ta i t  r é d u i t e  de 100 à 1000 fo is  dans l e s  ce l lu les C V 1  p a r  

r a p p o r t  a u x  ce l lu les humaines HeLa, permissives. Le  blocage d u  

développement  v i r a l  e s t  d û  à d i f f é r e n t s  phénomènes s u i v a n t  l e  sé ro type  

étudié.  Dans l e  cas de  l ' adénov i rus  de  t y p e  2 ( A d 2 )  du  sous-g roupe C ,  
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FIGURE G1 : MODELE STRUCTURAL ET LOCALISATION DES PROTEINES 
DE L'ADENOVIRUS DE TYPE 2. 

A : Les protéines du virion et leur localisation 
(EVERITT et al., 1975) 

B : Modèle structural schématique (RUSSELL and 
PRECIOUS, 1982) 



l'épissage de 1'ARNm de la fibre (protéine majeure de s t ructure)  e s t  

défectif dans les CV1 : la protéine n'étant pas synthétisée en quantité 

suffisante, l'infection virale es t  bloquée ( KLESSIG and C H O W ,  1980). 

Pour l'Ad3 par contre (sous-groupe B) ou l'Ad31 (sous-groupe A ) ,  le 

blocage a lieu au niveau de la réplication de l'ADN viral ( D E L S E R  T and 

D'HALLUIN, 1984). Dans tous les cas,  u n  cycle abortif se déroule avec 

une production virale quasi-nulle. 

Tous les adénovirus sont capables de transformer in vitro des 

cellules non permissives de rats  embryonnaires. Ces cellules acquièrent 

alors de nouvelles propriétés physiologiques e t  morphologiques qui ne se  

maintiennent qu'en présence de la partie gauche (11%) d u  génome viral 

intégrée de façon stable dans le génome cellulaire. 

Lorsque l'adénovirus, enfin, es t  en présence de cellules 

permissives, c 'est  u n  cycle lytique qui se déroule, provoquant la lyse 

de la cellule e t  la libération de particules virales capables de s e  

propager aux cellules voisines. 

I I -  Le cycle lytique 

1- Le déroulement (Revue : HORWITZ, M.S. ,  1987) 

Le cycle lytique de l'adénovirus, débute par une phase 

d'attachement de la fibre au récepteur de la cellule hôte. Le récepteur 

es t  u n  complexe de trois polypeptides de Mr 78, 42 e t  34 kDa 

( H E N N A C H E  and B O U L A N G E R ,  1977). Le virus pénètre ensuite e t  e s t  

décapsidé avant d'injecter son A D N  dans le noyau de la cellule. 

La transcription des gsnes viraux est  ensuite divisée en deux 

phases, précoce e t  tardive, ponctuées par le démarrage de la réplication 

de l'A D N viral. 

L'infection par l'adénovirus perturbe fortement la cellule : les 

çynthPses de l'A D N , des A R N  ribosomiques e t  des protéines cellulaires 

sont t rès  réprimées. 

2- La phase précoce 

Cette phase de l'infection englobe tous les événements précédant la 

réplication de l'ADN viral e t  se  déroule de O à 5-6 heures 

post-infection . 



Les A R N m cytoplasmiques viraux précoces sont corn plémentaires de 

sept régions non contigues s u r  le génome viral transcrites à partir de 

six promoteurs distincts ( Fig . 62) .  

Les transcrits précoces ç û n t  classés chronologiquement en quatre 

périodes : 

- "précoce immédiat" (région E l A )  

- "pré-précoce" (région LI) 

- "précoce tardif" ( E l B ,  E 2 ,  E3, E4) 

- "intermédiaire" (IVa2 - IX) 
Le brin droit de l'adénovirus dirige la transcription des zones 

précoces E l  (1,3 à 11,2  unités génome ou u.g.) e t  E3 (76,6 à 86,2 

u . g . ) ,  la zone E l  étant elle-même divisée en deux sous-unités E 1 A  (1,3 

à 4,5 u.g.)  e t  E 1 B  (4,6 à 11,2  u .g . ) .  Le brin gauche dirige la 

transcriptiori des régions E4 (96,8 à 91,3 u . g . )  E 2 A  (75 à 61,5 u .g .) e t  

E 2 B  (75 à 14,2 u .g . ) .  Le promoteur de E2A change de la phase précoce 

à la phase tardive de l'infection e t  les produits de E 2 A  sont synthétisés 

t o u t  au long d u  cycle lytique ( C H O W  -9 e t  al 1979). 

La région E 1 A  localisée de 1,3 à 4,5 u . g .  code pour 6 polypeptides 

de 38 à 51 kDa détectés en gel de polyacrylamide-SDS. Ils sont traduits 

principalement à partir de deux A R N m  de 13s e t  12s. 

Les produits de 1'ARNm 13s sont impliqués dans la régulation de 

nombreux promoteurs tant  viraux que cellulaires. 

La région E 1 B  (4,6 à 11,2 u.g.) code pour trois polypeptides dont 

deux, de Mr 55 e t  20 kDa ,  sont reliés. La protéine de 19 kDa es t  

différente e t  traduite dans une autre phase de lecture. 

Le rôle de la protéine de 55 kDa serait de transporter les A R N m  

au cytoplasme où ils sont traduits (BABISS e t  al., 1985). La protéine 

de 19 kDa serait impliquée dans le maintien de l'intégrité de l'ADN viral 

( E Z O E  e t  al., 1981; WHITE e t  al.,  1984 ) .  

La zone E 2 ,  divisée en E 2 A  e t  E Z B ,  dirige la synthèse de protéines 

impliquées dans la réplication de l'ADN viral : E 2 A  code pour la D N A  

Binding Protein ( D B P )  une protéine de 72 kDa ayant une grande 

affinité pour l'ADN simple brin, E 2 B  code pour le précurseur de la 

protéine terminale (une  protéine de 80 kDa qui sera ensuite clivée en 

une protéine de 55 kDa) e t  p o u r  l'ADN polymérase de 120 kDa. 
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D 'après RICHARDSON e t  WESTPHAL (1981) 

FIGURE 62 : CARTE DU GENOME DE L'ADENOVIRUS METTANT EN 
EVIDENCE LES TRANSCRITS PRECOCES ET 
INTERMEDIAIRES 

- les  crochets désignent la localisation des 
promoteurs, 

- les  1 ignes noires représentent les exons des 
ARNm e t  les blancs, les introns, 

- les  flèches montrent l e  sens de 
transcription, - les protéines codées sont également 
indiquées. 



Les régions E3 e t  E4 codent pour des protéines dont le  rôle n'est 
pas toujours clairement établi. 11 semble pourtant que la glycoprotéine 
19 kDa de E3 es t  associée avec les protéines d u  complexe majeur 
d'histocompatibilité de la cellule infectée. La protéine de 11 kDa de la 
région E4 a été retrouvée associée à la matrice nucléaire. 

3- La réplication 

(Revue: HORWITZ, M.S.;  1987) 

Une séquence, d'une centaine de paires de bases, 1'ITR (Inversed 
Terminal Repeat), e s t  retrouvée à chaque extrémité de l'ADN de 
l'adénovirus. La structure palindromique de 1'ITR permet à chaque brin 
de se  replier en structure "manche de poêle". Il contient des éléments 
de séquence t rès  conserves parmi tous les sérotypes. 

Les enzymes impliqués dans la réplication sont au moins cinq d o n t  

trois viraux. L'initiation de la réplication (Fig. 63) a lieu de chaque 
côté de l'ADN grâce à l'amorce - protéine terminale. U n  résidu 
déoxycytidine es t  lié par son groupement 5' phosphate s u r  le [3 

hydroxyl d ' u n  résidu sérine de la protéine terminale e t  s e r t  d'amorce à 

l'ADN polymérase virale. Le facteur nucléaire NF1 e s t  nécessaire à cette 
étape d'initiation. L'élongation a lieu par le mécanisme de déplacement 
de brins (Fig. 63) .  L '  A D N  polymérase virale e t  la D B P  assurent la 
synthèse d u  nouveau b r i n  d 'ADN ; cette dernière se  lie au b r i n  déplacé 
e t  le  protège de l'action des endonucléases. Le facteur cellulaire NF11 
facilite cette étape d'élongation. 

Deux types de réplication sont retrouvés : le type 1 qui a lieu sur  
les molécules d'ADN double brin parentales, par déplacement e t  le type 
II q u i  a lieu s u r  les molécules simple brin repliées en structure "manche 
de poêle" grâce aux IT R .  

Dans la particule virale, le précurseur de la protéine terminale (80 

kDa) e s t  clivé en protéine de 55 kDa grâce à la protéase virale codée 

par la région L3 de l'adénovirus. 



FIGURE - G3 : KCCELES DE LA REPLICATION DE L'ADN DE 
L'ADENOVIRUS DE TYPE 2 

A :  Modèle de LECHNER et KELLY (1977) expliquant le 
mécanisme de déplacement du brin non répliqué 

B : Modèle de GUGGENHEIMER et al., (1984) montrant 
- le rôle des protéines c m i r e s  et virales 

dans la réplication. 



4- La phase tardive (Fig. 64)  

D u r a n t  la phase tardive de l'infection le promoteur majeur tardif 

es t  t rès  actif. Il dirige la transcription s u r  le brin droit d u  génome à 

partir de 16,6 u . g .  (EVANS e t  al . ,  1977) d ' u n  A R N  nucléaire 

précurseur de 28 S qui sera ensuite épissé pour donner cinq familles de 

gènes. 

Ces familles possèdent en commun trois séquences en 5 ' ,  qui, 

jointes s u r  l'A R N  messager après épissage, formeront une "séquence de 

tête" de 200 nucléotides ( n t )  ( B E R G E T  e t  al., 1977). A l ' intérieur de 

chaque famille, les A R N m  de tailles variables ont la même extrémité 

polyadénylée en 3' (ZIFF and EVANS, 1978). Dix-huit messagers 

dérivent d u  précurseur commun. L'abondance relative de chaque A R N m  

es t  contrôlée à deux niveaux : le premier es t  le choix d u  site de 

polyadénylation en 3' de chaque famille de gènes, le deuxième est  le 

choix des sites d'épissage à l 'intérieur de chacune des cinq familles 

(Revue : PHILIPSON, 1979). 

Les protéines codées par  ces cinq fanii les de gènes (Tableau GII) 

sont en majorité les protéines structurales d u  virus ou leurs 

précurseurs. Cependant, certaines non structurales comme les protéines 

de 100 kDa ou de 50 kDa (PERSSO N e t  al. , 1979) impliquées dans la 

maturation de la capside, sont également synthétisées durant  cette 

période. 

5- Les promoteurs régulés par la réplication de l'ADN viral 

5-1 Introduction 

Lors de l'infection p a r  l 'adénovirus, la transition entre  phases 

précoce e t  tardive n'est pas strictement définie. Certains promoteurs, 

en effet, peuvent ê tre  actifs aussi bien aux stades précoce que tardif. 

C'est le cas de l'unité de transcription E2A qui grâce à u n  
changement de promoteur entre les deux périodes, permet la synthèse 

de la D B P  durant t o u t  le cycle ( C H O  W -9 e t  al 1979). 

La régulation de l'expression du promoteur majeur tardif es t  

également particulière car,  bien que principalement actif au stade tardif 

de l'infection, la famille d 'A  R N m  L 1  e s t  également transcrite à partir de 

ce promoteur, dans la phase précoce de l'infection. 
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D'après BROKER e t  al., (1984). 

FIGURE 64 : REPRESENTATION DES CINQ FAMILLES DE GENES 
TRANSCRITES AU STADE TARDIF SOUS LE CONTROLE DE 
M.L.P. 

- l e s  f lèches  n o i r e s  rep résen ten t  l e s  ARNm 
- l e s  p r o t é i n e s  s o n t  ind iquées au-dessus des 

ARNm l e s  codant. 



FAMILLE 
PROTEINES CODEES COORCONNEES DE 
DANS LA FAMILLE L'EXTREMITE 3'OH 

(en ug) 

1 II Ia ,  52-55 kDa 39 ,O0 

III, pVI I ,  V 49,50 

L3 pVI, Hexon ( I I )  
23 kDa ( protéase) 

L5 F i b r e  ( I V )  91,20 

TABLEAU G I I  : 

LES PROTEINES CODEES PAR LES CINQ FAMILLES DE GENES DE M.L.P. 



Les ARNm des po lypep t ides  I X  e t  I V a 2  s o n t  t r a n s c r i t s  à p a r t i r  de 

deux  promoteurs d i s t i n c t s  appelés " in te rméd ia i res"  c a r  ac t i f s  a v a n t  l e  

démarrage de l a  r ép l i ca t i on  de  l ' A  D N v i r a l  mais ap rès  l es  zones précoces 

E l ,  E2, E3 e t  E4. 

5-2 L e  Promoteur  Majeur T a r d i f  (MLP)  

Le p romo teu r  MLP e s t  l e  p l u s  a c t i f  au stade t a r d i f  de  

l ' i n f e c t i o n  pa r  l ' adénov i rus .  Cependant  u n e  a c t i v i t é  d u  p romoteur  MLP a 

i t é  détectée au s tade  précoce d o n t  l e  t a u x  e s t  comparable à c e l u i  des 

a u t r e s  promoteurs pr€coces (NEVINS,  1981 ; SHAW and  ZIFF, 1980). A 

ce s tade  de l ' i n f e c t i o n  l e  t r a n s c r i t  p r ima i re  d u  p romoteur  MLP n ' es t  

épissé qu'en l ' u n e  des c i n q  fami l les d 'ARNm col inéaires,  l a  famive  L 1  

(LEWIS and  MATHEWS, 1980 ; SHAW a n d  ZIFF, 1980). L ' é tude  de l a  

c i né t i que  d 'express ion  des promoteurs précoces a mont ré  que, 

chronolog iquement ,  l e s  rég ions  E l A ,  E l B ,  L 1  pu i s  EZA, E3 e t  E4 é ta i en t  

t r a n s c r i t e s  (GLENN a n d  RICCIARDI ,  1988). 

Après  l e  démarrage de l a  r ép l i ca t i on  de l 'ADN v i ra l ,  l e  t a u x  

de t r a n s c r i p t i o n  à p a r t i r  d u  p romoteur  MLP augmente d'au moins v i n g t  

fo is  p a r  r a p p o r t  au t a u x  précoce. Le  t r a n s c r i t  p r ima i re  e s t  a lo rs  maturé  

en d i x - h u i t  AR N m p a r  épissage e t  po lyadény la t ion  a l t e rna t i f s .  Ces 

ARNm t a r d i f s  c o d e n t  p o u r  l a  p l u p a r t  des p ro té ines  de s t r u c t u r e  du  

v i r i on .  

L'A R N  p r é c u r s e u r  L 1  e s t  également épissé d i f fé remment  

s u i v a n t  l e  stade d e  l ' i n f ec t i on  : il en r é s u l t e r a  au stade précoce l es  

A R  Nm des p ro té ines  de 52 e t  55 kDa imp l iquées  dans l 'assemblage de  l a  

p a r t i c u l e  v i ra le  (HASSO N e t  al., 1989) mais l e s  AR N m des p ro té ines  52, 

55 k D a  e t  I I I a  s e r o n t  t o u s  t r o i s  p résen ts  au s tade t a r d i f  de l ' i n f ec t i on  

( A K U S J A R V I  a n d  PERSSON, 1981). 

De nombreux  f a c t e u r s  ce l lu la i res i n t e r v i e n n e n t  en f o r m a n t  des 

i n té rac t i ons  avec l e  p romo teu r  MLP p o u r  l e  r é g u l e r .  Pour  son ac t i v i t é  

au s tade  précoce, deux  éléments de séquence i n t e r v i e n n e n t  : l e  p remier  

e s t  l a  séquence T A T A A  ( d e  -31 à -21 n t  en amont  d u  s i te  de  coiffe 

MLP) q u i  e s t  l a  c i b l e  d u  fac teur  ce l lu la i re  T F I I D  (SAWAGODO and 

ROEDER, 1985) ou  B T F l  (MIYAMOTO e t  al., 1985) l e  deuxième ( d e  -63 

à -52 n t )  l i e  spéc i  i q u e m e n t  l e  fac teur  appelé MLTF (CARTHEW e t  al., 

1985), USF (SAWAGODO a n d  ROEDER, 1985) ou UEF (MIYAMOTO 

al., 1985). - 



Des résu l t a t s  récen ts  m o n t r e n t  que  l e  t a u x  t r è s  é levé de 

t r a n s c r i p t i o n  d u  p romoteur  MLP au s tade  t a r d i f  de l ' i n f ec t i on  nécessite 

également l a  l i a i son  de f ac teu rs  p ro té iques  en aval  d u  s i te  d ' in i ' i a t ion  

s u r  l e s  séquences promotr ices co r respondan t  au p remier  i n t r o n  des 

A R N m .  Cet te  r ég ion  c o n t i e n t  t r o i s  s i tes de f i x a t i o n  de f ac teu rs  

présumés ce l lu la i res mais d o n t  l ' a c t i v i t é  de l ia ison e s t  t r è s  f o r t emen t  

augmentée dans l e s  cel lu les in fec tées  p a r  l ' adénov i rus  e n t r e  12 e t  20 

heures  ( s tade  t a r d i f ) .  Cet te  a c t i v i t é  de  l i a i son  e s t  i nh ibée  p a r  l ' a r r ê t  

a r t i i c i e l  de l a  rép l i ca t ion  de l ' A D N  v i r a l  en présence de 

cy to -a rab inos ide  ( L E 0  N G and  BER K 1990). 

JANSEN-DURR e t  al. (1989) o n t  pur i : ié  u n  f a c t e u r  ce l lu la i re  

de  40 kDa  d o n t  l a  concen t ra t ion  e t /ou  l a  constante de l i a i son  au 

p romoteur  PiLP (+80 à +106 n t )  e s t  t r è s  f o r t emen t  augmentée au stade 

t a r d i f  de  l ' i n f ec t i on  e t  ceci  l o r s q u e  il y a eu rép l i ca t ion  de l ' A D N  v i ra l .  

Ce f a c t e u r  i n t e r v i e n d r a i t  dans l ' e xp ress ion  t r è s  élevée d u  p romoteur  

MLP au s tade t a r d i f .  

En ce q u i  concerne l e  changement  d 'épissage des ARN de l a  

fami l le  L 1  l o r s  d u  passage précoce- tard i f ,  il semble également qu 'un  

f a c t e u r  v i r a l  ou ce l lu la i re  i n d u i t  p a r  l e  v i r u s  so i t  imp l i qué  e t  permet te  

l a  t r a n s i t i o n  dans l a  syn thèse  52-55 kDa  e t  52-55 kDa - po lypep t ide  I l I a  

(DELSEkT  e t  al., 1989). 

5-3 Le  p romoteur  d u  po l ypep t i de  - I X  

Cer ta ins  ARNm v i r a u x  o n t  é té  déc r i t s  comnîe 

p ré fé ren t ie l lement  t r a n s c r i t s  au s tade  i n te rméd ia i r e  de l ' i n fec t ion ,  

c 'est -à-d i re  après  l a  t r a n s c r i p t i o n  des ARNm précoces e t  a v a n t  l e  

démarrage de l a  rép l i ca t ion  de l ' A D N  v i r a l .  

C 'est  l e  cas des ARNm des po lypep t ides  I X  e t  I V a 2  un iques  

t r a n s c r i t s  de deux  promoteurs d is t inc ts .  

L e  gène d u  po lypep t ide  I X  loca l isé s u r  l e  b r i n  d r o i t  de  l ' A D N  

v i r a l  e n t r e  9,5 e t  11,2 u.g. e s t  l e  seul  actuel lement i d e n t i f i é  chez 

l ' adénov i rus  ne con tenant  pas d ' i n t r on .  B ien que s i t ué  dans l a  zone 

precoce E l B ,  l e  gène du  po lypep t ide  I X  en  e s t  d i s t i n c t  e t  possède son 

p r o p r e  p romo teu r  a c t i f  au stade i n te rméd ia i r e  de l ' i n fec t ion .  PE R S S O  N 

e t  al. (1978) o n t  en e f f e t  démontré q u e  l e  po lypep t ide  I X  p o u v a i t  ê t r e  

détecté dans l e s  e x t r a i t s  de ce l lu les in fec tées  dès 6 heures 

pos t - in fec t ion  s o i t  2 à 4 heures  p l us  t ô t  que  l e s  au t res  composants de l a  

capside. De p lus  l e  po lypep t ide  I X  e s t  syn thé t i sé  l o r s q u e  l a  rép l i ca t ion  



de l ' A  D N v i r a l  e s t  b loquée p a r  l a  cy to-arab inos ide . 
CROSSLAND e t  RASKAS (1983) o n t  u t i ' i s é  u n  i n h i b i t e u r  moins 

l ab i l e  de l a  rép l i ca t ion  v i ra le ,  l ' h y d r o x y u r é e ,  e t  o n t  obse rvé  que l a  

t r a n s c r i p t i o n  du  gène I X  é t a i t  a lors  inh ibée .  I l s  o n t  également mont ré  

que l a  t r a n s c r i p t i o n  d u  gène I X  n ' ava i t  l i e u  q u e  s u r  des molécules 

d'A D N v i r a l  nouvel lement  rép l iquées .  Un changement  de conformat ion d e  

l a  matr ice,  d û  à l a  rép l i ca t ion ,  semble nécessaire à l a  t r a n s c r i p t i o n  d u  

gène I X  e t  r e n d  peu t -ê t re  l e  p romoteur  accessible à 1'ARN polymérase. 

La mat r i ce  nouvel lement  r i p l i q u é e  p e u t  également e n t r e r  dans u n  

compar t iment  ce l lu la i re  spéc i f ique où l e  p romo teu r  d u  I X  se ra i t  au 

con tac t  de  f ac teu rs  nécessaires à son ac t i v i té .  La  présence précoce d e  

l a  p ro té i ne  I X  dans l e s  cel lu les in fec tées  a auss i  é té  a t t r i buée  à 

l 'absence de modi f icat ion pos t - t ranscr ip t ionne l le  de  son A RN m : celu i -c i  

n ' é t a n t  pas épissé il p e u t  ê t r e  t r a n s p o r t é  au cytop lasme e t  t r a d u i t  p l us  

rap idement  que l e s  ARNm t a r d i f s  ( F L I N T ,  1986). 

Dans l a  caps ide v i r a l e  l e  po lypep t ide  I X  j oue  u n  rô le  d e  

s tab i l isat ion (COLB Y and  SHEN K ,  1981). La p résence  de l a  p ro té ine  I X  

dans l e s  g roupes  de  9 hexons  cons t . t uan t  l es  faces de l a  caps ide v i r a l e  

a  é té  v isual isée g râce  à l a  combinaison de l a  c r i s t a l l og raph ie  aux  rayons  

X e t  de l a  microscopie é lec t ron ique  ( F U  R C I  N A T T I  -9 e t  a l  1989). 

La présence de l a  p ro té i ne  I X  a  également été détectée dans 

cer ta ines cel lu les de  r a t  t rans fo rmées  p a r  l a  r é g i o n  précoce E l  d e  

l ' adénov i rus  de t y p e  12 (GRAND -9 e t  a l  1987). 

5-4 Le  p romo teu r  d u  po l ypep t i de  IVa2  

Le p romoteur  d u  gène d u  po lypep t ide  IVa2 ,  s i t ué  à 16,3 u.g. 

s u r  l e  b r i n  gauche d e  l ' A D N  v i r a l  (CHOW and B R O  KER, 1978) d i r i ge  l a  

t r a n s c r i p t i o n  p r inc ipa lement  t a r d i v e  d ' u n  A R N m u n i q u e  con tenan t  u n  

i n t r o n  (CHOW e t  al., 1979). 

Une a c t i v i t é  précoce d u  p romoteur  d u  gène I V a 2  a é té  

détectée. SEHGAL e t  al., (1979) o n t  u t i l i sé  u n  analogue de nucléoside 

p r o v o q u a n t  dans l e s  ce l lu les in fec tées  u n  a r r ê t  p réma tu ré  de l a  

t r a n s c r i p t i o n  des ARNm v i r a u x ,  à p rox im i t é  de l e u r  s i te  d ' in i t i a t ion ,  

pe rme t tan t  a ins i  de loca l i se r  l e s  p romoteurs  ac t i f s .  A 5 heures  p o s t  

i n f ec t i on ,  une  a c t i v i t é  a  é té  détectée p o u r  l e  p romoteur  d u  po lypep t ide  

IVa2 .  



S H A W  e t  Z IFF (1980) o n t  analysé p a r  h y b r i d a t i o n  avec des 

segments d 'ADN v i r a l ,  l es  AR N p r o d u i t s  dans l e  noyau e t  l e  cy top lasme 

des ce l lu les in fec tées .  Des séquences complémentaires d u  gOne I V a 2  o n t  

été détectées dans l e  noyau dès 3 heures  post - in fect ion mais l a  f o rme  

mature po lyadénylée e t  cy top lasmique de l ' A  R N m I V  a2 n ' es t  r e t r o u  vée 

qu'à 6  heures pos t - in fec t ion .  

GLENN e t  R ICCIARDI  (1988) o n t  isolé l e s  ARNm 

cytoplasmiques de  l a  même façon, de  O à 12 heures  post - in fect ion e t  

n ' on t  ob tenu  l a  p r o t é i n e  I V a 2  p a r  t r a d u c t i o n  i n  v i t r o  qu 'à  p a r t i r  des 

A R N  m sélectionnés à 8 heures  post - in fect ion p a r  h y b r i d a t i o n  au segment  

gauche ( 1 1  à 16 u .g . )  de l ' A D N  v i ra l .  

Par  i n h i b i t i o n  de l a  rép l i ca t ion  de l 'ADN v i r a l ,  avec l a  

cyto-arab inos ide ou en u t i l i s a n t  l e  mu tan t  H5 - t s  125 b loqué dans l a  

rép l i ca t ion  à t empéra tu re  r e s t r i c t i v e ,  B IN  GER e t  FLIN T (1984) n ' o n t  pas 

détecté 1'ARNm mature ,  épissé d u  gène IVa2 .  L ' h y d r o x y u r é e ,  a u t r e  

i n h i b i t e u r  de l a  r ép l i ca t i on  v i ra le ,  b loque  également l a  t r a n s c r i p t i o n  de  

1'ARNm mature de  1,61 k b  d u  gène I V a 2  (CROSSLAND and  RASKAS, 

1983). Il semble q u ' u n e  régu la t i on  de l ' e xp ress ion  et /ou de l a  matura t ion  

de 1'ARN IVa2 a i t  l i e u  d u r a n t  l e  cyc le  l y t i q u e  au moment de l a  

rép l i ca t ion  virale.  

Le  r6 le  supposé  d u  po l ypep t i de  I V a 2  e s t  d ' i n t e r v e n i r  dans  

l 'assemblage de l a  caps ide  v i r a l e  (PERSSO N e t  al., 1979). 

6- Le  gène d u  po l ypep t i de  IVa2  ( F i g .  6 5 )  

6-1 Desc r i p t i on  

Le gène c o d a n t  p o u r  l a  p ro té i ne  I V a 2  ( M r  de 52 à 56 kDa e n  

gel de polyacrylamide-SD S) a  é té i n i t i a l emen t  i d e n t i f i é  p a r  LE  MIS e t  al. , 
(1977). Les au teu rs  o n t  sélect ionné l es  ARNm p a r  h y b r i d a t i o n  à des 

séquences déf in ies d e  l ' A D N  v i r a l  e t  l e s  o n t  t r a d u i t s  i n  v i t r o  : l e  

f r a g m e n t  de génome v i r a l  compris e n t r e  2798 e t  6231 p b  d i r i g e a i t  

p r inc ipa lement  l a  t r a n s c r i p t i o n  des gènes des po lypep t ides  I X  e t  IVa2.  

Par  f o rma t i on  d 'hé té rodup lex  A D  N-A RNm e t  analyse p a r  

microscopie é lec t ron ique ,  CHO W e t  al., (1979) o n t  observé  que  l ' A R  Nm 

du  I V a 2  con tena i t  u n  p e t i t  i n t r o n  ( d e  277 nuc léot ides)  e n t r e  5695 e t  

5418 pb .  Le  p romo teu r  a  é té  loca l isé à 5826 p b  e t  l a  terminaison en 3' à 

4060 p b .  



Coordonnées en pb 

FIGURE 65 : SCHEMATISATION DES ARNm DES REGIONS IVa2 e t  E2B 
TRANSCRITS SUR LE BRIN GAUCHE (g )  DE L'ADN 
VIRAL 

- 1 es c roche ts  1 oca l  i s e n t  1  es promoteurs, 
- l e s  t r a i t s  n o i r s  r ep résen ten t  l e s  ARNm, 
- l e s  s i t e s  de po l yadény la t i on  en 3 '  son t  

s i t u é s  au n iveau  des f lèches,  
- l a  t a i l l e  de l ' i n t r o n  de 1'ARNm IVa2 e s t  

notée. 



Le gène a ensu i t e  é té  to ta lement  séquencé chez l e s  adénov i rus  

de t y p e  5 ( V A N  BEVEREN e t  al., 1981) e t  de t y p e  7 (ENGLER a n d  VAN 

BREE, 1982). P o u r  l e  sé ro t ype  5 l e s  s i tes  nécessaires à l ' e xp ress ion  d u  

gène o n t  a ins i  é té  posi t ionnés s u r  l a  séquence nuc léot id ique.  L e  s i te  de  

po lyadény la t ion  en  3' de 1'ARNm chevauche ce lu i  d u  po l ypep t i de  I X  

(ALESTROM e t  al., 1980) q u i  se s i t ue  s u r  l e  b r i n  opposé de l 'ADN 

v i r a l .  

La séquence p r ima i re  de l a  p ro té i ne  a été dédu i t e  de l a  

séquence nuc léo t id ique .  Une phase o u v e r t e  de l e c t u r e  de  449 acides 

aminés a 6 té  identifiée e t  l a  composi-ion potent ie l le  de cet te  p ro té i ne  e s t  

résumée dans l e  tab leau  G I I I .  El le possèdera i t  u n  Pm t h é o r i q u e  d e  50873 

Da en accord avec l a  M r  d u  IVa2  e n  ge l  de polyacrylamide-SDS ( V A N  

BEVEREN -9 e t  a l  1981). 

La corn para ison des séquences nuc léot id iques du  gène IVa2  

des séro types  5 e t  7 mont re  u n  remarquab le  deg ré  d'homologie (78% au 

t o t a l ) .  Les p ro té ines  I V a 2  des deux  t y p e s  s o n t  également t r è s  

homologues (81% d'acides aminés i d e n t i q u e s )  mais l e  d e g r é  de  

conserva t ion  v a r i e  selon l a  rég ion  de l a  p ro té i ne  analysée : l e s  rég ions  

des nucléot ides ( n t )  5789 à 5282 s o n t  homologues à 82%, l es  rég ions  de 

281 à 5084 n t  à 54% seulement e t  l e s  rég ions  de 5053 à 3947 n t  à 88%. 11 

appa ra î t  donc u n e  mei l leure conservat ion de  l a  p a r t i e  C te rmina le  de l a  

p ro té i ne  (des  r é s i d u s  126 à 448) (ENGLER and  VAN BREE, 1982). 

6-2 Organ isa t ion  du p romoteur  

Parmi l e s  t r o i s  A R N polymérases eucaryotes,  seule l ' A  R N 

polymérase de t y p e  II t r a n s c r i t  l e s  gènes codan t  p o u r  des p ro té ines .  

Ces gènes f o r m e n t  l a  classe II. L'ARN polymérase de t y p e  1 t r a n s c r i t  

l es  ARN r ibosomiques e t  l ' A  R N  polymérase de t y p e  III, les  p e t i t s  AR N 

d o n t  l e s  ARN de  t r a n s f e r t  (CHAMBON, 1975). 

Les p romoteurs  des gènes de  classe II son t  composés de 

p lus i eu rs  éléments local isés en amont ou e n  ava l  d u  s i te  d ' i n i t i a t i on  de  

l a  t r a n s c r i p t i o n  e t  q u i  l a  r égu len t .  Un  p remier  élément, loca l isé dans l a  

p l u p a r t  des gènes de classe II à 30 n t  en  amont d u  s i te  de démarrage 

de l a  t r a n s c r i p t i o n  -ou s i t e  de co i f fe -  c o n t i e n t  l a  séquence T A T A A .  

Cet te  séquence pe rme t  l a  f i xa t i on  d u  complexe de t r a n s c r i p t i o n  ARN 

polymérase II- f a c t e u r s  de t r a n s c r i p t i o n ,  assu ran t  a i ns i  l e  démarrage 

spécifique de l a  t r a n s c r i p t i o n  au s i te  de  c o i f f e  30 n t  an aval. 



ACIDE NOMBRE . AC1 DE NOMBRE 
AMINE DE RESIDUS AMINE DE RESIDUS ........................................................................ 
phe 11 hi s 19 
1 eu 50 glu 24 
i l e  2 1 asn 18 
met  16 l y s  2 O 
va 1 19 asP 29 
s e r  24 glu 19 
Pro 39 CY s 7 
thr 2 O t r p  5 
a l  a 33 arg  3 5 
t Y  r 14 g l ~  2 6 

1 a 2 0  3 0  4 0  Sa . 6 8  
METRGRRPAA LQHQQDQPQA HPGQRAARSA PLHRDPDYAD Z D P A P V E R H D  P G P S G R A P T T  

76  8 0  sa 1 9 0  1 1 0  1 2 0  
A V Q R K P P Q P A  KRGDMLCRDA E Q V T E L W D R  L E L L G Q T I K S  MPTADGLKPL K N F A S L Q E L L  

i g a  2 0 0  2 1 a  2 2 0  230 2 4 3  
L i l N L L S S Q L I  S P T ? E T V F F I  A ? Q ~ D M I ? P S  ELKAWCMQIC ZG-IYAOGPDG T I I P Q S G T L R  

2 5 0  2 6 6 .  2 7 0  2  8  0  290 3 Q 
P R F V S N A Y D D  L 1 L E H N v ? 3 V S  D P R N I F A Q A A  A R G P I A I I M D  ECHLNLGGHX GVSKZ'FHAFP 

370 3  8  0 390 4 0 0  410  4 2 9  
TKGLZ'LATS L L L X 3 I X 3 R . A  Q R S C Y D N I  I Y  N T T P Ç E E X L Q  WCYL3FRGGL K T f i Y L 2 J I Q S B  

TABLEAU GIII : 

COMPOSITION E T  SEQUENCE EN ACIDES AMINES DE L A  PROTEINE I V a 2  
D'ADENOVIRUS 5. (VAN BEVEREN e t  a l . ,  1981) 



Un ou p lus ieu rs  éléments s i tués  de -50 à -110 n t  en  amont d u  

si te d e  co i f fe  s o n t  nécessaires à l ' e xp ress ion  opt imale de gènes 

pa r t i cu l i e r s .  I l s  s o n t  également l a  c i b l e  de f ac teu rs  ce l lu la i res,  de deux  

t ypes  : so i t  généraux  ( imp l iqués  dans l a  fo rmat ion  d u  complexe de  

t r a n s c r i p t i o n )  s o i t  spec i f iques d ' un  p romoteur  dé f in i .  

Les s i tes  de démarrage de  l a  t r a n s c r i p t i o n  des promoteurs 

IVa2 e t  MLP d e  l ' adénov i rus  s o n t  séparés de 210 p b  e t  s o n t  

d 'o r ien ta t ion  opposée s u r  l e s  deux  b r i n s  de l ' A D N  v i ra l .  L e  p romoteur  

MLP possède u n e  séquence T A T A A  à -30 n t  en  amont  d u  s i te  de  

démarrage de l a  t r a n s c r i p t i o n  ; l e  p romoteur  d u  gène d u  IVa2  n 'en  

possède pas (BAKER and  ZIFF, 1981). En u t i l i s a n t  l a  t echn ique  

d 'ex tens ion  d'amorce i n  v i t r o ,  BAKER e t  ZIFF (1981) o n t  montré q u e  

l ' A R  N m d u  po l ypep t i de  I V a 2  possédai t  d i f f é ren tes  séquences de  

terminaison en 5' .  L ' u n i t é  d e  t r a n s c r i p t i o n  E2A ne  con t i en t  pas non p lus  

de séquence T A T A A  (BAKER e t  al., 1979). Les deux  p romoteurs  E2A e t  

IVa2 in i . i en t  t r è s  peu ef f icacement  l a  t r a n s c r i p t i o n  de gènes placés en 

aval l o r s  d'essais e n  systèmes i n  v i t r o  ( H U and  MA NLE Y ,  1981). 

I n  v ivo ,  cependant  l o r s  d e  l ' i n f ec t i on  v i r a l e  l e  p romoteur  de  

l a  r é g i o n  E2A e s t  t r è s  a c t i f  a lors  que  ce lu i  d u  IVa2  l ' e s t  t r è s  peu 

(BAKER and  ZIFF,  1981). Des éléments au t res  que  l a  présence de l a  

séquence T A T A A  i n t e r v i e n n e n t  donc dans l a  r égu la t i on  de l a  

t r a n s c r i p t i o n  i n  v i v o .  

6-3 Régulat ion de l a  t r a n s c r i p t i o n  ( F i g .  66) 

NATARAJAN e t  al. o n t  ex tens ivement  é tud ié  l a  r égu la t i on  de  

l a  t r a n s c r i p t i o n  d u  gène IVa2 .  En u t i  i s a n t  u n  système de t r a n s c r i p t i o n  

i n  v i t r o ,  deux séquences o n t  i n i t i a l emen t  été iden t i f i ées  e n  amont d u  

p romoteur  : l a  p remière  d i t e  p rox ima le  ( d e  -49 à -38 n t )  r égu le  

pos i t i vement  l a  t r a n s c r i p t i o n  ( N A T A  RAJAN e t  al., 1984). L a  deuxième 

d i te  d is ta le  a  d ' a b o r d  été local isée e n t r e  -152 e t  -242 n t  a v a n t  d 'ê t re  

déf in ie e n  deux  éléments : l a  séquence d is ta le  1 ( d e  -152 e t  -179 n t )  

q u i  augmente l a  t r a n s c r i p t i o n  d u  I V a 2  ( N A T A R A J A N  e t  al., 1985) e t  d u  

MLP s i t u é  dans l a  même rég ion  du  génome mais en  sens opposé (HEN et 
al . ,  1982) e t  l a  séquence d is ta le  2  ( d e  -211 à -242 n t )  q u i  diminue l a  - 
t r a n s c r i p t i o n  du  I V a 2  de 90%. 
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Un modèle de compét i t ion e n t r e  l es  promoteurs I V a 2  e t  MLP 

p o u r  l ' e n t r é e  d u  complexe ce l lu la i re  de  t r a n s c r i p t i o n  a été proposé, 

cet te  compét i t ion a y a n t  l i e u  au niveau de l a  séquence d is ta le  1 e t  j o u a n t  

na tu re l lement  en f a v e u r  d u  p romoteur  MLP. En  e f fe t ,  l o r s q u e  l a  

séquence TATAA d u  p romoteur  MLP e s t  mutée ponctuel lement,  r é d u i s a n t  

l e  t a u x  de t r a n s c r i p t i o n  à p a r t i r  de MLP de 80%, ce lu i  d u  p romoteur  

IVa2  s ' es t  v u  augmenter  de 8 à 10 fo is  ( N A T A R A J A N  e t  al., 1985). Une 

i n té rac t i on  e n t r e  l a  s i tquence distale 1 (-152 à -179 n t )  e t  u n  f a c t e u r  

p ro té i que  a ensu i t e  été montrée. P lus précisément,  l e s  20 bases 

5 'CCCGGTCACGTGGCCTACAC 3'  e n t r e  -142 e t  -161 n t  en amont d u  s i te  

de co i f f e  d u  gène I V a 2  s o n t  protégées p a r  u n e  p ro té i ne  p résen te  dans 

l es  ce l lu les non i n fec tées  ( N A  TA RAJA N e t  al., 1987). 

ALB R E C  H T e t  al., (1988) o n t  é t u d i é  l a  p ro tec t ion  des 

séquences promotr ices MLP-IVa2 p a r  des e x t r a i t s  nucléaires de cel lu les 

in fectées.  Alors q u ' à  12 heures  pos t - in fec t ion  des f ac teu rs  p ro té iques  

semblent  imp l iqués  dans l a  t r a n s c r i p t i o n  des deux  promoteurs,  à 20 

heures pos t - in fec t ion  i l s  para issen t  i n t é r a g i r  d i f féremment  s u r  chacun  

des p romoteurs  e t  se f i x e r  p l us  f o r t emen t  s u r  l e  p romoteur  M L P  p o u r  en  

a c t i v e r  l a  t r a n s c r i p t i o n .  Le  f ac teu r  spécifique d u  I V a 2  p e u t  d e v e n i r  

l i m i t a n t  e t  e x p l i q u e r  l a  f a i b l e  express ion  d u  p romoteur  I V a 2  p a r  r a p p o r t  

au p romoteur  MLP à mesure que l e  nombre de copies d 'ADN v i r a l  

nouvel lement  syn thé t i sées  augmente. 

MONCOLLIN e t  al. (1990) o n t  mon t ré  que  l a  séquence de  

génome si tuée e n t r e  l es  deux  promoteurs I V a 2  e t  MLP d 'Ad2 con t i en t  

deux éléments de  f i x a t i o n  d u  f a c t e u r  UEF (Ups t ream Element Factor )  

connu p o u r  augmenter  spéc i f iquement  l a  t r a n s c r i p t i o n  à p a r t i r  d u  MLP 

(MIYAMOTO e t  al., 1985). Le p remier  élément, nommé MLP-UE, e s t  

s i tué  de -41 à -71  n t  en amont  du  s i te  de démarrage de t r a n s c r i p t i o n  

MLP, l e  second, dés igné  IVa2-UE e s t  loca l isé de -98 à -122 n t  p a r  

r a p p o r t  à MLP ( s o i t  -88 à -122 n t  p a r  r a p p o r t  au s i te  de coi f fe d u  

I V a 2 ) .  

Le  f a c t e u r  UEF, p ro té ine  de 42-45 kDa purifiée p a r  

chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  u n  élément de séquence du  p romoteur  

MLP à p a r t i r  de ce l lu les  HeLa non- infectées, se l i e  spécif iquement aux  

deux éléments IVa2-UE e t  MLP-UE avec u n e  a f f i n i t é  p l us  g r a n d e  p o u r  ce 

de rn ie r .  



Le facteur es t  cependant capable d'activer la transcription des 
deux promoteurs, i n  vitro, quand il es t  ajouté aux autres facteurs de 
transcription. Il e s t  tentant de croire qu'in -- vivo le facteur agit s u r  
l'activité transcriptionnelle des deux promoteurs. Cependant, la t rès  
forte augmentation de transcription des deux promoteurs durant la 
phase tardive de l'infection ne peut être due à la seule présence de 

1'UEF. Les auteurs n'excluent pas la présence d ' u n  facteur inductible 
régulant la transcription des promoteurs M L P  e t  IVa2 au stade tardif de 
l'infection. 

6-4 Régulation post-transcription nelle 

Le mutant H5 - t s  1 (WILLIAMS e t  al.,  1971) synthétise t rès  
faiblement les protéines virales à température restrictive (40°C). H A Y E S  

e t  al. (1990) ont localisé la mutation responsable de ce phénotype dans 
le gène L4 codant pour la protéine non-structurale de lOOkDa impliquée 
dans l'assemblage de la particule (MORIN and B O U L A N G E R ,  1986). Les 
auteurs ont montré que l'un des rôles de la protéine de lOOkDa était de 
faciliter la traduction des A R N m  tardifs transcrits à partir d u  promoteur 
M L P  ainsi que de ceux des polypeptides IX e t  IVa2. Une cible 
potentielle de la protéine de 100kDa es t  la séquence de tête d u  

promoteur M L P  constituée de 200 n t  e t  présente à l'extremité 5' des 
A R N m  transcrits à partir d u  promoteur M L P .  Cette séquence était déjà 
connue pour activer fortement la traduction des messagers placés en 
aval durant  la phase tardive de l'infection ( L O G A N  and S H E N  K ,  1984). 
Les A R N m  IX e t  IVa2 ne possèdent pas cette séquence de tête mais 
leurs extrêmités 5' présentent des homologies de séquence avec celle de 
200 n t  d u  promoteur M L P ;  elles pourraient intéragir avec la protéine de 
lOOkDa (HAYES e t  al., 1990) 

7- L'assemblage 

L'assemblage e s t  l'ultime étape d u  cycle lytique e t  a b o u t t  à la 
formation d'un grand nombre de particules virales. 

Les protéines structurales, formées au stade tardif de l'infection, 
vont s'autoassembler pour former la capside. Celle-ci es t  la répétition 
de nombreuses sous-unités protéiques identiques codées par la même 
portion de génome viral. 



L'assemblage des v i r i ons  e s t  u n  processus complexe q u i  f a i  

i n t e r v e n i r  de nombreuses i n té rac t i ons  e n t r e  p ro t6 ines  q u i  s u b i r o n t  

ensu i te  des maturat ions p a r  c l i vage  p ro téo ly t ique .  Cer ta ines proté ines,  

d i tes d 'échafaudage, p e u v e n t  i n t e r v e n i r  p o u r  a i de r  l e  processus.  

Les capsomères p e u v e n t  s 'assembler e n t r e  eux  : 

- de façon  hél icoidale e t  l a  caps ide e s t  o u v e r t e  ( v i r u s  de l a  

mosaique d u  tabac p a r  exemple) 

- de façon i cosaédr ique  e t  l a  caps ide  e s t  fermée ( a d é n o v i r u s ) .  

En ce q u i  concerne l ' adénov i rus ,  au cours  de l a  phase t a r d i v e  du  

cyc le  i n fec t i eux ,  l a  syn thèse  des p ro té ines  ce l lu la i res e s t  f o r t emen t  

répr imée e t  l e s  A R N m v i r a u x  s o n t  p ré fé ren t ie l lement  t r a d u i t s .  Les 

po lypep t ides  v i r a u x  son t  rap idement  détachés des polyr ibosomes e t  s o n t  

t r a n s p o r t é s  au noyau (HORWITZ e t  al., 1969; VELICER and  GINSBERG, 

1970) où l e s  monomères d 'hexon  de  pen ton  e t  de f i b r e  s 'assemblent en 

un i tés  de  l a  capside (VELICER a n d  GINSBERG, 1970). 

L o r s  d 'une c iné t ique  d ' in fec t ion ,  l ' ana lyse  des d i f f é ren tes  

p rogén i t u res  v i ra les  obtenues a mont ré  que  p lus ieu rs  bandes v i ra les  

s ' é q u i l i b r a n t  à des dens i tés apparen tes  d i f fé ren tes  en  g rad ien t  

i sopycn ique  appara issent ,  co r respondan t  aux  étapes d'assemblage d u  

v i r us .  Des expér iences de marquage rad ioac t i f  su iv ies  de  chasse o n t  

mont ré  qu 'une  re la t ion  p r é c u r s e u r  p r o d u i t  f i n a l  ex i s te  e n t r e  l e s  capsides 

v ides ( in te rméd ia i res  d'assemblage de dens i té  fa ib le )  e t  l e  v i r u s  mature 

( d e  dens i té  p l us  élevée) (SUNDQUIST  e t  al., 1973). 

L 'analyse de l a  composit ion en  p ro té ines  des capsides v ides p a r  

r a p p o r t  au v i r u s  mature  ( I S H I B A S H I  and  MAIZEL, 1974) a  révé lé  que  : 

- l e s  caps ides v ides ou pleines con t i ennen t  l e s  po lypep t ides  v i r a u x  

majeurs de  s t r u c t u r e  ( I I ,  III, I V ,  I X ) ,  

- l e s  capsides v ides ne con t i ennen t  n i  l e s  p ro té ines  V e t  V I 1  associées 

à l ' A  D N v i r a l  dans l a  pa r t i cu l e  mature  n i  l e s  p ro té ines  V I ,  V I I I ,  X 

e t  X I I ,  

- p a r  con t re ,  l e s  capsides v ides con t i ennen t  des po lypep t ides  non 

r e t r o u v é s  dans l e s  par t i cu les  matures : deux  d ' e n t r e  el les l e s  

p ro té ines  p V I  e t  p V I I I  s o n t  l e s  p r é c u r s e u r s  des p ro té ines  V I  e t  VI11 

(EDVARDSON e t  al., 1976). Des p ro té ines  de 50 kDa, 40 kDa  e t  33 kDa 

s o n t  to ta lement  absentes d u  v i r u s  mature  e t  s o n t  appelées proté ines 

d 'échafaudage (EDVARDSON e t  al., 1976 ; D'HALLUIN e t  al., 1978b).  



Des études de  c i né t i que  de marquage e t  d 'analyse en ge l  de  

po lyacry lamide-S DS des p ro té ines  v i ra les  o n t  mon t ré  q u e  l o r s q u e  l e s  

capsides v i ra les s 'assemblent,  el les con t i ennen t  des p récu rseu rs  

po lypep t id iques  e t  ce r ta inement  des p ro té ines  d'échafaudage. L 'AD  N 

v i r a l  e t  l e s  p ro té ines  V e t  VI1 q u i  l u i  s o n t  associées son t  ensu i te  

insér6es  ensemble ou séparément  e t  l ' é tape  f ina le  de l a  morphogénèse 

f a i t  i n t e r v e n i r  des c l i vages  p ro téo ly t iqes  des p r é c u r s e u r s .  

L ' i nse r t i on  de  l ' A D N  v i r a l  dans l e s  capsides v ides  se f a i t  grâce à 

u n  s i gna l  d 'encapsidat ion loca l isé e n t r e  194 e t  358 n t  à p a r t i r  d e  

l ' e x t r ém i té  gauche d u  génome (HEARING e t  al., 1987), il con t i en t  u n  

élément de  séquence répé tée  e t  d o i t  ê t r e  placé à une  ex t rém i té  d u  

génome p o u r  f onc t i onne r .  

Ce s igna l  ressemble au s i te  de reconnaissance p r é s e n t  dans l ' A D N  

du  phage Lambda où u n e  séquence spéc i f ique  p résen te  à l ' e x t r ém i té  

gauche d u  génome se l i e  cer ta ines p ro té ines  nécessaires à 

l 'encapsidat ion de l 'ADN d u  phage (FEISS, 1986). 

L'assemblage d e  l ' adénov i rus  se f a i t  donc e n  p l us i eu rs  Étapes. Des 

i n te rméd ia i r es  o n t  p u  ê t r e  iso lés l o r s  de  c iné t iques  d ' in fec t ion  e t  p u r i f é s  

en g r a d i e n t  i s o p y c n i q  ue ap rès  so l id i f icat ion des s t r u c t u r e s  p a r  des 

agents  pon tan ts  c l i vab les  t e l s  que  l e  d i th iob isbu ty r i rn ida te  ( D'HALL UIN 

e t  al. , 1978b).  P lus ieu rs  bandes v i ra les  appara issent ,  s ' équ i l i b ran t  à 

des dens i tés d i f f é ren tes  : 

- à 1,315 g/cm3 l e s  " in te rméd ia i res  l ége rs "  s o n t  r e t r o u v é s  : l a  

caps ide  e s t  associée à u n  ADN v i r a l  de coe f f i c i en t  de sédimentat ion 

11 S ,  e l le  c o n t i e n t  l e s  p r é c u r s e u r s  des po lypep t ides  V I  e t  V I I I .  

Ces par t i cu les  c o n t i e n n e n t  également des p ro té ines  de 50 kDa, 40 

kDa  e t  32-33 k D a  présumees ê t r e  des p ro té ines  d'échafaudage. 

(D 'HALLUIN  e t  al., 1978b).  

- à 1,37 g/cm3 se t r o u v e n t  l e s  " in te rméd ia i res  l o u r d s "  con tenant  l ' A  D N 

v i r a l  e n t i e r  mais pas l e s  p ro té ines  V e t  V I 1  q u i  l u i  s o n t  

normalement associées. Les p récu rseu rs  des po lypep t ides  V I ,  VI1 , 
V I I I ,  I I I a  e t  de  l a  p r o t é i n e  te rmina le  ne s o n t  pas encore  c l ivés 

dans ces i n te rméd ia i r es  e t  ne l e  s e r o n t  pas non  p lus  dans l ' é tape  

" jeune  v i r i on "  q u i  s u i t  (D 'HALLUIN  e t  al., 1978b). 

- à 1,34 g/cm3 l e s  v i r u s  matures e t  l es  i n te rméd ia i r es  " jeunes 

v i r i o n s "  son t  équ i l i b rés .  Les deux  populat ions con t i ennen t  l ' ADN 

v i r a l  i n t a c t  mais o n t  des composi ' ions po lypep t id iques  d i f f é ren tes  : 

l e s  " jeunes v i r i o n s "  con t i ennen t  t o u s  l e s  p r é c u r s e u r s  



polypeptidiques des virus matures sous la forme non clivée 
(D'HALLUIN -9 e t  al 1978b), 
Grâce à plusieurs mutants thermosensibles ( t s )  - de l'adénovirus 

bloqués en différentes étapes, u n  schéma d'assemblage a p u  être dégagé 
bien que certains points restent encore obscurs (Fig. G7), 

( D ' H A L L U I N ,  1980 ; PHILIPSO N ,  1983). 
Après la formation des sous-unités, les capsides vides 

s'autoassemblent. L'ADN y entre probablement n u  bien que ce point soit 
litigieux. L'étape suivante es t  la maturation par clivage protéolytique 
des polypeptides qui étaient encore présents sous forme de précurseurs 
( p V I ,  pVII, pVIII, pIIIa). 

L'assemblage de la capside de l'adénovirus es t  u n  processus 
complexe qui nécessite l'intervention de protéines autres que les 
protéines majeures de structure.  La formation des trimères d'hexon, en 

particulier, s'effectue grâce à l'aide d'une protéine de 100 kDa (CEP K O  

and S H A R P ,  1982). 

Cette protéine, codée par la même région d u  génome viral que les 
protéines de s t ructure,  e s t  appelée "protéine tardive non structurale" 
car elle n'est pas retrouvée dans la capside mature. La trimérisation de 
l'hexon n'est pas le rôle unique de la 100 kDa : elle a en effet u n  rôle 
à jouer dans la formation des capsides vides (MORIN and B O U L A N G E R ,  

1986). H A  Y ES e t  al. (1990) ont également montré que la l O O k  Da était 
nécessaire à une traduction efficace des A R N  m viraux tardifs. 

Cette protéine multifonctionnelle présente des similitudes avec des 
protéines d'échafaudage phagiques comme la p22 d u  phage T 4  e t  la gp8 
d u  phage P22 .  

A u  cours d'études d'assemblage effectuées grâce au mutant H Z  

112, D'HALLUIN e t  al. en 1978(a) ont montré que deux protéines de 50 
kDa e t  39 kDa étaient présentes en grande quantité dans les 

3 intermédiaires légers d'assemblage ( d  = 1,315 g/cm ) mais absentes de 
la particule mature. Ces deux protéines seraient des protéines 
d'échafaudage. P E  RSSO N -9 e t  al en 1979, montrent également l'existence 
dans les intermédiaires d'assemblage de l'adénovirus de type 2 ,  d'une 
protéine de 50 kDa qui n'est plus qu 'à  l 'état de trace dans la particule 
mature. Cette protéine serait codée par le gène - IVa2 entre 11,3 e t  
16,l u.g. Les auteurs émettent l'hypothèse que la protéine IVa2 (50 
kDa) e s t  une protéine d'échafaudage e t  que les traces retrouvées dans 
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F I G U R E  G 7  : M O G E L E S  D'ASSEMBLAGE D E  L ' A D E N O V I R U S  

A : Schéma d'assemblage de l a  particule infectieuse 
selon D ' H A L L U I N  (1980) 

B : Modèle de P H I L I P S O N  (1583). 

La co~posi tion en polypeptides est indiquée en-dessous 
de chaque particule. 



l e  v i r u s  mature ne  s o n t  q u ' u n  a r té fac t  d û  à u n e  purification par t ie l le  

des par t i cu les .  

8- Les p ro té ines  mineures de l ' adénov i rus  

8-1 I n t r o d u c t i o n  

Au cou rs  de  l a  morphogénèse d u  v i r u s ,  p l us i eu rs  proté ines 

v i ra les  ou i n d u i t e s  p a r  l e  v i r u s  d o n t  l a  M r  e n  gel  de  po lyacry -  

lamide-S DS avois ine l e s  50 kCa, o n t  é té  décr i tes.  Les gènes codan t  p o u r  

cer ta ines  d ' en t re  el les o n t  mis en év idence.  L e u r s  rô les ne  son t  pas 

t o u j o u r s  déterminés. 

8-2 Les   roté in es de 52 e t  55 kDa 

Les p ro té ines  de  52 e t  55 kDa de L 1  o n t  des M r  e t  des 

composit ions pep t i d i ques  t r è s  p roches  ( A  KUSJA R V I  and  P E  R S S O  N , 
1981). Elles son t  t o u t e s  deux  codées p a r  l ' e x t r ém i té  gauche d e  l a  rég ion  

L 1  d u  génome v i r a l  sous l e  con t ra l e  d u  MLP (MILLER e t  al., 1980). 

Elles s o n t  détectab les dans des e x t r a i t s  de  cel lu les in fectées 

dès 6 heures  pos t - in fec t ion  (LEWIS e t  al., 1985 ; LUCHER e t  al., 

1986). B ien  q u ' a y a n t  l a  même ex t rém i té  N-Terminale elles n e  son t  pas 

l iées p a r  une  re l a t i on  p r é c u r s e u r - p r o d u i t  de c l i vage  comme l e  mont ren t  

des expér iences d ' immunopréc ip i ta t ion  après  marquage rad ioac t i f  e t  

chasse. Elles o n t  é t é  local isées dans l a  membrane nuc léa i re  de  cellules 

in fec tées  p a r  i rnmunof luorescence e t  s o n t  absentes de  l a  p a r t i c u l e  mature 

(LUCHER e t  al., 1986). 

L 'ob ten t ion  d u  mu tan t  H5 - t s  369 (HASSON e t  al., 1989) local isé 

dans l a  r ég ion  L 1  52/55 kDa  a montré, à t empéra tu re  r e s t r i c t i v e ,  une  

accumulat ion de pa r t i cu l es  légères  par t ie l lement  rempl ies d 'A  D N v i r a l  

( e x t r é m i t é  gauche) e t  ne con tenan t  pas l e s  p ro té ines  du nuc léc ide  V e t  

V II.  

Les p ro té ines  52 e t  55 kDa de L 1  i n t e r v i e n n e n t  dans l ' encaps ida t ion  

de  l ' A D N  v i r a l  peu t -ê t re  au n iveau de sa compact ion (HASSO N e t  al., 

1989). 



8-3 Les d i f f é ren tes  p ro té ines  de 50 k  Da des in te rméd ia i res  d e  

matu r a t i c n  

8-3-1 Le  mu tan t  H2 t s  112 

L e  m u t a n t  thermosensib le  HZ - t s  112 accumule, à l a  

t empéra tu re  r e s t r i c t i v e  de 4OCC, u n e  p ro té i ne  de 50 kDa  (dans  ses 

par t i cu les  vides) q u i  d i spa ra î t  l o r s q u ' u n e  ba isse de t empéra tu re  à 33O C 

es t  e f fec tuée  abou t i ssan t  à l a  matura t ion  de l a  pa r t i cu l e  v i r a l e  

( D ' H A L L U I N  e t  al., 1978a). 

Cet te  p ro té i ne  de 50 k  Da semble imp l iquée  t r ans i t o i r emen t  

dans l a  morphogénèse de l a  caps ide v i r a l e  mais son o r i g i ne  e s t  

inconnue.  Des é tudes  o n t  également mont ré  qu 'e l le  é t a i t  phosphory lée.  

8-3-2 Les c a ~ s i d e s  v ides  de l ' adénov i rus  2 

A N D E R S O N e t  al., (1973) a v a i e n t  comparé l a  corn pos i t ion  

po lypep t id ique  de l ' A d 2  mature  e t  des e x t r a i t s  de cel lu les in fectées 20 

heures e t  ava ient  montré,  qu 'en p l us  des t r e i z e  po lypep t ides  p résen ts  

dans l e  v i r u s  mature,  neuf ,  d o n t  u n e  p ro té i ne  de 50 kDa, é ta i en t  

i n d u i t s  p a r  l e  v i r u s  ( F i g .  68) .  

En 1976, EDVARSON e t  al., é t u d i e n t  l es  in te rméd ia i res  

d'assemblage de l ' A d 3  e t  ana l ysen t  p l us i eu rs  c lasses de par t i cu les  : l e s  

in te rméd ia i res  de matura t ion  de dens i té  apparen te  1,30 g/cm3 e n  
3 g r a d i e n t  de CsC1, l e s  caps ides v ides ( d  = 1,29 g/cm ) e t  l e s  v i r u s  

3 matures ( d  = 1,34 g/cm ).  Seules l e s  in te rméd ia i res  de  matura t ion  

con t i ennen t  en g r a n d e  quant i té ,  une  p ro té ine  de  50 kDa env i ron ,  q u e  

les  a u t e u r s  supposent  ê t r e  l e  po l ypep t i de  IVa2.  

En 1979, PERSSON e t  al., i so len t ,  s u r  g rad ien t  de  

saccharose, après 20 heures  d ' in fec t ion  p a r  l 'Ad2 ,  deux  t y p e s  d e  

par t i cu les  v i ra les : l e s  v i r i ons  nuc léa i res e t  des in te rméd ia i res  de  

maturat ion.  Dans ces dern ie rs ,  une  p ro té ine  d e  50 kDa e s t  p résen te  e n  

g rande quant i té ,  e l le  n ' e s t  pas r e t r o u v é e  dans l e  v i r u s  mature.  

En 1977, LEWIS e t  al., ava ien t  mont ré  que  l e  f r a g m e n t  

d u  génome v i r a l  compr i s  e n t r e  2798 e t  6231 pb d i r i gea i t  l a  syn thèse  d e  

l a  p ro té i ne  IVa2. La  t r a n s c r i p t i o n  a v a i t  l i e u  s u r  l e  b r i n  gauche d e  

l ' A D N .  
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ANDERSOR e t  a l . ,  (1973)  

FIGURE G8 : A - GEL DE POLYACRYLAMIDE-SDS DE PARTICULES 
VIRALES D 'AD2  ET D 'EXTRAITS CE CELLULES 
INFECTEES 2 0  HEURES 

a - protéines virales idéalisées par schéma 
b - protéines virales résolues en g e l - S D S  15% 
c - protéjnes virales e t  viro-inauites 

ex t r a i t e s  de cellules infectées 2 0  h 
d - protéines virales e t  viro-induites 

idéal i sées. 

B - POIDS MOLECULAIRES ET ORIGINES DES . 
PRINCIPALES PROTEINES OBSERVEES EN GEL. 



PERSSO N e t  al. (1979) comparent alors la protéine de 50 
kDa isolée dans les intermédiaires de maturation e t  celle de 50 kDa 

obtenue après sélection des A R N  messagers tardifs (18 heures 

post-infection) par hybridation avec le brin gauche de l'ADN viral e t  

traduction in vitro. Bien que cette dernière migre plus lentement en gel 

de polyacrylamide-SDS que la protéine de 50 kDa isolée des 

intermédiaires, les digestions trypsiques des deux protéines montrent 

des homologies. Une expérience d 'arrêt  de la traduction in vitro par 

hybridation A D  N - A  R N  montre enfin qu'en hybridant le fragment d'ADN 

localisé entre  4112 e t  6231 p b  su r  le génome viral aux A R N  viraux 

tardifs, la traduction in vitro de la protéine de 50 kDa es t  bloquée, en 

accord avec les résultats de LEWIS e t  al. (1977) : PERSSON et  a l . ,  

identifient la protéine de 50 kDa des intermédiaires de maturation comme 

le polypeptide IVa2. 

U n  rôle de protéine d'échafaudage lui e s t  attribué, ou 

plus exactement, u n  rôle de protéine de maturation ; les protéines 

d'échafaudage étant impliquées dans la formation d'une précapside e t  les 

protéines de maturation pou vant jouer u n  rôle supplémentaire comme 

celui de l'introduction de l'ADN dans la particule. 

Il reste cependant à déterminer pourquoi le polypeptide 

IVa2 es t  détecté dans le virus mature puri ié. Il peut s 'agir ,  pour les 

auteurs, d'une contamination, lors de la préparation, de la fraction 

virus mature par les intermédfaires de maturation mais aussi d u  maintien 

de quelques molécules de la protéine IVa2 dans le virus où elle peut 

posséder une fonction restant à déterminer. 

8-3-3 Le mutant H Z  t s  3 

Le mutant H2 - t s  3 ( W E B E R  -9 e t  al 1977) d'Ad2 possède 

u n  polypeptide V de Mr en gel de polyacrylamide-SDS (50 kDa), plus 

élevée que la Mr du polypeptide V de type sauvage (48,5 kDa). E n  

1983, W E B E R e t  K H I T  T O O comparent les différentes populations virales 

cbtenues lors de la purification de l'adénovirus e t  détectent dans les 

capsicies vides des bandes protéiques de Mr 50 kDa en gel, 

correspondant à celle observée dans le mutant H2 - t s  3. 

Des cartes trypsiques montrent que ces bandes multiples 

aux alentours de 50 kDa n'ont aucune parenté avec la protéine IVa2 (55 

kDa) mais possèdent par contre de nombreux peptides en commun avec 

le polypeptide V .  Les auteurs en déduisent que ces bandes représentent 



des formes alourdies par phosphorylation d u  polypeptide V . L'hypothèse 

formulée e s t  que les capsides vides contiennent une forme phosphorylée 

d u  polypeptide V e t  que cette phosphorylation disparaît en même temps 

qu'entre le D N A  dans la capside ; en effet, le marquage d u  polypeptide 

V au 3 2 ~  disparaît en même temps que l'ADN pénètre. La protéine de 50 

kDa observée dans les intermédiaires de maturation serait donc, pour 

les auteurs ,  une forme dérivée de la protéine V d u  nucléMe viral. 

8-4 Le polypeptide IVa2 

La protéine IVa2 de Mr 54-56 kDa migre entre la fibre 

(protéine IV) e t  la protéine V d u  nucléoide viral (Fig. G9). Elle es t  

présente en t rès  faible quantité dans la capside mature (ANDERSON - e t  

al 1973). 2, 

EVERITT e t  al. (1973) ont puri ié par deux cycles de 

centrifugation en CsCl le virus mature afin d'obtenir moins de 0,01% de 

contaminants cellulaires. Le profil protéique obtenu montre 

principalement les dix protéines majeures structurales de l'Ad2 e t ,  à 

raison de quelques copies par virion, le polypeptide IVa2 de 54-56 kDa. 

8-5 Les propriétés d u  polypeptide IVa2 

E n  uti isant une méthode douce d'extraction des nucléoPdes 

viraux, W E B E R  e t  al. (1982) o n t  montré que le  polypeptide IVa2 était 

impliqué dans une liaison t r è s  labile à l'A D N .  La même affinité de la 

protéine IVa2 pour l ' A D N  viral a été retrouvée in vitro (RUSSELL and 

PRECIOUS, 1982). 

Les protéines liant les nucléotides triphosphate ( N  T P )  sont 

extrêmement répandues dans le règne vivant e t  assurent des fonctions 

enzymatiques variées ainsi que des rôles de transmission de signaux 

vers l'intérieur d'une cellule. Ces protéines ont toutes conservé 

quelques motifs structuraux dont le rôle de liaison aux N T P  a été 

clairement identifié ( Revue: GILMA N , 1987). 

E n  1989, G O R B A L E N Y A  e t  KOONIN o n t  analysé par ordinateur 

la sequence primaire d'une centaine de protéines virales e t  y o n t  
recherché les motifs consensus de la fixation aux N T P .  

L'une de ces séquences a é té  retrouvée dans la protéine IVa2, 

en faisant une potentielle "NTP-protéine" e t  laissant présager une 

fonction nouvelle. 
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III- La transformation 

(Revues : B R A N T O N  e t  al.,  1985 ; GRAND, 1987) 

1- Introduction 

Le premier agent viral oncogène d'origine humaine mis en évidence 
est  l'adénovirus : le sérotype 12 (Ad12) e s t  capable d'induire des 
tumeurs après injection à des hamsters nouveaux-nés. Bien que tous les 
sérotypes d'adénovirus humains ne soient pas tumorigènes, tous sont 
capables de transformer des cellules en culture. Pour certains 
sérotypes, les cellules transformées peuvent induire des tumeurs après 
injection à u n  animal. Les nombreux sérotypes existant o n t  ainsi été 
classés notamment selon leur pouvoir t u  morigène chez le hamster 
nouveau-fié. Le sous-groupe A (prototype, Ad12)  représente le groupe 
fortement oncogène, le  sous groupe B le  groupe faiblement oncogène 
(Ad3, A d 7 )  e t  le C ,  enfin, le sous-groupe d'oncogénicité nulle ( A d 2 ,  

Ad5). 
11 ne semble pas, à ce jour, que les adénovirus soient impliqués 

directement dans la cancérogénèse chez l'homme. La transformation 
n'aboutit dans le cas de cellules humaines permissives, que quand 
certaines régions d u  génome viral sont transfectées. Si la totalité d u  

l'ADN viral es t  mise en présence de ces cultures de cellules, u n  cycle 
lytique se déroule. 

Néanmoins, le modèle adénovirus e s t  toujours d'actualité dans 
l'étude d u  processus de transformation avec, en particulier, la 
découverte récente de l'association de l'oncoprotéine virale E 1 A  e t  d u  

produit d u  gène cellulaire - Rb (qualifié d'anti-oncogène) dans les cellules 
transformées par l'adénovirus (voir 6 4-8-1). 

Les travaux s u r  la transformation sont abondants surtout en ce qui 
concerne les sérotypes 2 e t  5 les mieux étudiés. 

Les gènes viraux impliqués dans la transformation 

Ces gènes sont localisés dans une zone appelée E l  car c 'est  la 
première région transcrite lors d u  cycle lytique d u  virus. Elle s'étend 
de 1,3 à 11,2 u .g. constituant les 10% gauches d u  génome viral, e t  joue 
u n  rôle capital aussi bien dans le cycle infectieux que dans la 
transformation. 



3- Intéaration de l'ADN viral 

L'une des étapes précoces de la transformation es t  probablement 
l'intégration de l'ADN viral dans le génome cellulaire. 
11 semble que cette intégration nécessite l'intéraction des deux 
extrémités de l'ADN viral avec u n  site particulier des chromosomes 
cellulaires. La formation d ' u n  intermédiaire circulaire est  nécessaire. 

Le processus exact de l'intégration n'est pas connu. Il e s t  
cependant démontré que la réplication de l'ADN viral n'est pas 

indispensable. 
La grande majorité des cellules transformées par l'adénovirus 

contiennent e t  expriment E l .  

4- Structure e t  fonctions des gènes de E l  (Fig. G10) 

4-1 Les séquences essentielles à la transformation par 
l'ADN 

La région E l  e s t  sous-divisée en deux unités de transcription 
E 1 A  e t  E l B ,  chacunes des deux produisant différents A R N m  par 
épissage alternatif. La région E l  entière ne semble pas être essentielle à 

la transformation : les 8% gauches d u  génome de l'Ad2 ou de l'Ad5 o n t  
une activité transformante donnant à la cellule les mêmes propriétés que 
quand de plus grands fragments de génome, ou même les virions, sont 
u ti tisés . 

Dans certaines conditions la région E1A seule peut 
transformer des cellules primaires de rein de rat  ( B R K )  mais celles-ci 
n'auront pas toutes les caractéristiques de cellules transformées par la 
région E l  entière. La région E 1 A  e s t  en fait immortalisante, l'expression 
d'un phénotype pleinement transformé nécessitant la présence de la 
région E 1 B -  au moins de la partie gauche de E 1 B .  La région E l  e s t  
suffisante à transformer lorsque les fragments d'A D N viral puri ié ou 
clonés dans des plasmides bactériens sont utilisés. 

Dans la  transformation par le virus, certaines observations 
montrent que E l  n'est pas la seule région impliquée. Certaines mutations 
dans l'ADN polymérase ou la protéine D B P  ont en effet, une influence 
sur  le processus. Aucune de ces fonctions n'est cependant nécessaire 
a u  maintien de la transformation. 



D'après GREEN e t  a l  . ( 1 9 8 3 )  

FIGURE G10 : STRUCTURE DES GENES E1A ET E1B D ' A d 2 .  

- les  ARNm viraux sont représentés en flèches 
pleines 

- les  protéines sont représentées en boîtes 
hachurées. Leurs MM sont indiquées. 

- 1 es numéros de nucléotides montrent 1 ' ini t iat ion 
, e t  la terminaison de l a  transcription e t  de l a  

traduction. 



4-2 Les ARNm de E l  

Deux p romo teu rs  séparés dé f i n i ssen t  deux  un i tés  d is t inc tes  : 

E 1 A  de  1,3 à 4,5 u.g.  e t  E1B de 4,6 à 11,2 u.g.  Les deux  s o n t  

t r a n s c r i t s  s u r  l e  b r i n  d r o i t  de l ' A D N  v i r a l .  

4-2-1 La  rég ion  E1A 

Les A  RNm de l a  rég ion  E1A s o n t  des t r a n s c r i t s  de 13S, 

12S, I l s ,  10s e t  9 s  p r o d u i t s  p a r  épissage a l t e r n a t i f  d ' u n  même 

p r é c u r s e u r  commun. Les 13s e t  12s s o n t  l e s  mieux caractér isés : ce 

son t  deux  A R N m  co te rminaux  en 5' e t  3' mais d o n t  l 'ép issage i n t e r n e  

d i f fè re .  I l s  o n t  cependan t  l a  même phase de  l e c t u r e  e t  l e s  p ro té ines  q u i  

en d e r i v e n t  a u r o n t  des séquences p r ima i res  i den t i ques  à l ' excep t ion  d e  

46 acides amines p résen ts  un iquement  dans l e  p r o d u i t  de 1' A  R N m  13s. 

Les p r o d u i t s  des ARNm 13s e t  12s d 'Ad5  o n t  respec t i vement  289 e t  243 

rés idu  S. 

4-2-2 La  r é g i o n  E1B 

Deux t r a n s c r i t s  majeurs de l a  r ég ion  précoce E1B s o n t  

observés : u n  A RN m de  13s e t  u n  de 22s. I l s  o n t  l es  mêmes ex t rémi tés  

5 '  e t  3 '  mais d i f f é r e n t  dans l e  nombre de  bases épissées. Deux 

po lypep t ides  p r i n c i p a u x  de 496 e t  176 rés idus  ( p o u r  l ' A d 2  ou l ' A d 5 )  o n t  

été i d e n t i . i é s  p o u r  l a  r ég ion  E l B .  Chacun des deux  p e u t  ê t r e  codé p a r  

1'ARNm d e  22s mais dans deux  phases de l e c t u r e  d i f f é ren tes  e t  à deux  

codons A U G  de démar rage  d i f f é ren t s .  Le p l us  p e t i t  po lypep t ide  p e u t  

également ê t r e  codé p a r  l ' A R  Nm 13s.  

4-3 Ana lyse  génét ique de E l  

De nombreux  v i r u s  mutants  dans l a  r ég ion  E l  o n t  é té  isolés 

aans l e s  cel lu les 293, u n e  l i gnée  étab l ie  ap rès  t rans fo rmat ion  p a r  de  

l 'ADN d 'Ad5  e t  q u i  exp r ime  E l .  Cer ta ins  d ' e n t r e  eux e x p r i m e n t  u n  

p r o d u i t  de  1'ARNm 13s  de E1A normal e t  u n  p r o d u i t  de 1'ARNm 12s 

i nco r rec t ,  e t  v ice-versa.  Les cel lu les t rans fo rmées  p a r  l e s  v i r u s  m u tan t s  

e x p r i m a n t  u n  p r o d u i t  t r o n q u é  de 1'ARNm 13s de E1A n ' o n t  pas l e  même 

phénotype  que des ce l lu les t rans fo rmées  p a r  l a  r ég ion  E 1 A  de t y p e  

sauvage. 



Il en e s t  de même pour les cellules transformées par u n  mutant 
n'exprimant pas le produit de 1'ARNm 12s. Bien qu'aucun des A R N m  13s 
e t  12s ne soit absolument nécessaire à la transformation par le virus, 
les deux semblent jouer u n  rôle dans le maintien d u  phénotype 
pleinement transformé. 

Pour la région E l B ,  il semble que le produit de l'A R N m  22s 

joue u n  rôle dans l'initiation de la transformation par les virions. Cette 
fonction peut ê t re  inu t i e  quand la transformation a lieu par des 
fragments d'ADN purifiés ou par des grandes quantités de virus. Une 
classe de mutants dans E l B ,  les mutants CJJ (cytocidaux) sont 
caractérisés par la production d'un effet cytopathique intense des 
cellules infectées qui forment des plaques plus claires e t  plus grandes 
que celles infectées par le type sauvage. Cette dégradation rapide de 
l'ADN viral e t  cellulaire es t  due à une mutation dans le produit de 176 

résidus de E l B .  

Tous les mutants sont défectifs pour la transformation de 
cellules en culture. 

4-4 Les polypeptides de la région E l  

Les 2 A R N m  majeurs de 12s e t  13s de la région E 1 A  (13s e t  
12s) codent p o u r  une série de protéines de Mr t rès  variables en gel de 
polyacrylamide-S D S , plus élevées que celles prédites d'après la 
séquence des A R N m  (31,9 e t  26,5 kDa respectivement). Ces différences 
sont certainement dues à des modifications post-traductionnelles e t  au 
taux t rès  élevé de proline de ces protéines. 

Les protéines de E 1 B  ( à  l'exception d u  polypeptide IX) sont 
les deux produits de 496 e t  176 résidus des A R N m  22s  e t  13s . Ils o n t  

été retrouvés dans les cellules infectees e t  transformées e t  ont des Mr 
différentes de celles prédites d'après la séquence des A R N m .  Le produit 

de 496 résidus migre entre 53 e t  65 k D a ,  celui d e  176 résidus entre 15 
e t  21 kDa. 

4-5 La localisation intracellulaire des protéines de E l  

dans les cellules transformées. 

Lors d u  fractionnement de cellules transformées, les protéines 
de E 1 A  e t  la plus grande de E 1 B  ont été retrouvées aussi bien dans le  
noyau que dans le  cytoplasme. Dans le noyau, les protéines de E 1 A  



s o n t  associées à l a  matr ice nuc léa i re  ou au nucléoplasme mais pas à 

l ' A D N .  Dans l e  cytoplasme, une  p a r t i e  des po lypep t ides  d e  E1A semble 

at tachée au cy tosque le t te .  La p l us  pe t i t e  p ro té ine  de E1B e s t  r e t r o u v é e  

dans l ' enve loppe  nucléaire,  dans l a  membrane plasmique e t  dans l e  

ré t i cu lum endoplasmique. 

Des R u d e s  avec des v i r u s  mutan ts  n ' exp r iman t  q u e  l e  p r o d u i t  

de l ' A R  N m  13s ou 12s de E1A o n t  mont ré  que  l es  deux p ro té ines  de 289 

e t  243 rés idus  s o n t  expr imées dans des cel lu les de hamster  t rans fo rmées  

p a r  l ' A d 5 .  La  p ro té ine  de 176 r é s i d u s  de E1B e s t  également s o u v e n t  

r e t r o u v é e  mais p l us i eu rs  des l i gnées  étud iées ne con t i ennen t  pas l a  

p ro té i ne  de 496 rés idus .  

Les cel lu les ne con tenan t  que  l a  r é g i o n  E1A n ' o n t  pas t ou tes  

les  carac té r i s t iques  d ' une  ce l lu le  vér i tab lement  t rans fo rmée : l e s  

p r o d u i t s  de l a  r ég ion  E1A n ' o n t  q u ' u n e  fonc t ion  d' immortal isat ion. 

4-6 Fonct ions b io log iques des proté ines de E l  dans  l e  

cyc le  l y t i q u e  e t  l a  t r ans fo rma t i on .  

Régulat ion des gènes v i r a u x  

11 e s t  c la i rement  démontré que  l ' express ion  d e  E 1 A  e s t  

nécessaire à l 'accumulat ion des ARNm v i r a u x  précoces codés p a r  l e s  

r6g ions  E l B ,  E2, E3 e t  E4. En ou t re ,  l e s  p ro té ines  de E1A au to régu len t  

l e  gène d o n t  el les p rov iennen t .  

L 'ac t i va t ion  des gènes v i r a u x  p a r  l a  r ég ion  E1A a l i eu  en  

t r a n s  p a r  l ' i n te rméd ia i re  d ' un  f a c t e u r  d i f fus ib le ,  ce r ta inement  u n e  

chaîne pep t i d i que  codée p a r  l a  r é g i o n  E l A .  Cet te  ac t i va t ion  des gènes 

c ib les a l i e u  au n iveau t r ansc r i p t i onne l .  

L e  rô l e  de l ' u n  ou de  l ' a u t r e  des p rodu i t s  des ARNm 13s  

e t  12s n ' es t  pas c la i r .  Des expér iences  i n d i q u e n t  que seul  l e  p r o d u i t  de  

1'ARNm 13s e s t  impl iqué,  d 'au t res  m o n t r e n t  que  l e  p r o d u i t  de 1'ARNm 

12s l ' e s t  également. Ces con t rad ic t ions  p e u v e n t  s ' e x p l i q u e r  p a r  

l ' u t i t i sa t i on  de méthodes de mesure d i f f é ren tes .  

L 'ac t i va t ion  des gènes v i r a u x  p a r  E1A a l i eu  auss i  

l o r s q u e  l e  gène c i b l e  e s t  i n t é g r é  dans l a  chromat ine ce l lu la i re .  



4-6-2 Régulation de gènes cellulaires 

Lors de l'infection de cellules HeLa par l'Ad5 une 
augmentation nette de la transcription de certains gènes cellulaires e s t  
observée. Le gène de la protéine de choc thermique de 70 kDa en 
particulier, es t  fortement induit lors de la phase précoce de l'infection, 
par la région E l A .  Les protéines de E 1 A  peuvent également réprimer 
l'expression de certains gènes. 

4-6-3 La transformation 

La plupart des études décrites ont eu lieu sur  des 
cellules infectées par l'adénovirus e t  bien que certains auteurs aient 
spéculé su r  le rôle des protéines de E 1 A  dans le contrôle des gènes 
cellulaires lors de la transformation, les travaux s u r  ce sujet sont assez 
rares (sauf pour la régulation par la région E 1 A  de l'expression des 
antigènes majeurs d'histocompatibilité de classe 1). 11 es t  cependant 
raisonnable d'estimer que la protéine de 289 résidus contrôle certains 
oncogènes. La protéine de 243 acides aminés peut également jouer u n  
rôle puisqu'elle e s t  impliquée dans la stimulation de la synthèse de 
l'AD N dans des cellules quiescentes. Cette action pourrait faciliter la 
transformation. La région E 1 B es t  nécessaire à la transformation 
complète : la protéine de 176 résidus semble jouer u n  rôle capital dans 
l'établissement e t  le  maintien de l 'état  transformé peut-être en 
maintenant l'intégrité de l'ADN chromosomique. La protéine de 496 
résidus e s t  essentielle à la transformation par le virion complet. 

4-7 Association des protéines de E l  avec des protéines 
cellulaires ( Fig . G 11) 

(Revue: WEINBERG, 1990) 

E n  1986 es t  apparu u n  concept nouveau de gènes 
cellulaires impliqués de façon négative dans la transformation : les 
anti-oncogènes. Dans les cellules normales, ces gènes inhibent la 
prolifération. Des cellules n'exprimant pas correctement ces gènes sont 
en effet sujettes à la transformation. Ces anti-oncogènes, contrairement 



Polyornavlrus 

D'après LANE and BENCHIMOL (1990) 

FIGURE G l l  : COMPLEXES ENTRE LES ONCOGENES DES VIRUS TUMORIGENES 
A ADN ET LES ANTI-ONCOGENES CELLULAIRES. 

Pour 1 'adénovirus, l ' a c t i v i t é  de l i a i s o n  au p r o d u i t  
du gène Rb e t  à l a  p53 e s t  due aux deux 
oncopro tEnes E1A e t  E1B respectivement. 



aux oncogènes, do i ven t  ê t r e  i nac t i vés  ou défa i l lants  p o u r  que l e  

processus de  cancér isat ion a i t  l i eu .  La fo rme défa i  l a n t e  de ces 

ant i -oncogènes ex i s te  dans l e s  ce l lu les de l a  l i gnée  germinale e t  e s t  

donc t ransmiss ib le .  

Le  premier  ant i -oncogène découve r t  a  é té  ce lu i  du  gène 

Rb (Rét inob las tome) .  Ce gène, s i t ué  s u r  l e  chromosome 13, condu i t ,  - 
quand il e s t  i nac t i vé ,  au développement  chez l ' e n f a n t  de t umeurs  de l a  

ré t ine .  

La f o rme  normale de l a  p ro té i ne  de 105 kDa codée p a r  ce gène 

semble donc imp l iquée  dans l e  con t rô l e  de l a  croissance ce l lu la i re .  La  

p ro té i ne  de 105 kDa e s t  p résen te  dans l a  ce l lu le  normale.  P lus ieurs  

g roupes  de reche rche  é t u d i a n t  l a  t rans fo rmat ion  p a r  l ' adénov i rus  o n t  

~ b t e n u  des an t i - sé ra  d i r i gés  c o n t r e  l ' oncopro té ine  E1A e t  o n t  remarqué  

qu 'en ana l ysan t  des e x t r a i t s  de cel lu les t ransformées p a r  l ' adénov i rus ,  

l es  séra  CO- immunopréc ip i ta ient  E1A e t  l e  p r o d u i t  de 105 kDa du gène 

Rb . Ces expér iences  p e r m i r e n t  de f o r m u l e r  l ' h ypo thèse  séduisante du  - 
mode d 'act ion de  l ' oncopro té ine  E1A p a r  c a p t u r e  de 1"ant i -oncoproté ine"  

105 kDa  d u  gène - Rb. D 'au t res  oncoproté ines (p ro té i ne  T du Simian 

V i rus  40, p ro té i ne  E 7  du  papiJome humain)  s o n t  capables de  se l i e r  à 

l a  p ro té i ne  de 105 kDa-Rb. - Des é tudes  mon t ren t  que des mutants  dans 

l a  p ro té i ne  E1A incapables de l i e r  l a  p ro té ine  de 105 kDa  de - Rb s o n t  

également incapables de t r ans fo rmer .  

(Revue:  LANE and  BENCHIMOL, 1990) 

La p ro té ine  p53, u n e  phosphoproté ine nuc léa i re  de 375 

acides amines, a  é té  t r è s  é tud iée  p o u r  sa capaci té de l i a i son  f o r t e  à l a  

p ro té ine  T d u  Simian V i rus  40. Une association ex is te  également e n t r e  

p53 e t  l a  p ro té i ne  de 496 rés idus  de  E1B. Comme l e  p r o d u i t  du  gène 

Rb, p53 e s t  capable de se l i e r  à u n e  oncoproté ine v i r a l e  e t  son r ô l e  - 
dans l a  ce l lu le  normale s e r a i t  de c o n t r ô l e r  l a  croissance. 

4-8 La  coopérat ion d'oncogènes. 

Des s imi  ' tudes e n t r e  l e s  processus de t rans fo rmat ion  d e  

cel lu les de r a t  p a r  l ' adénov i rus  ou p a r  des proto-oncogènes ce l lu la i res 



act ivés o n t  amené à d é f i n i r  deux  classes d'oncogènes ag issan t  en coopé- 

ra t ion  p o u r  a b o u t i r  à une  t rans fo rmat ion  complète. La p remière  classe 

d'oncogènes exerce  ses e f f e t s  au n iveau  nuc léa i re  e t  j o u e  u n  r ô l e  

p r imord ia l  dans l 'é tab l issement  de l ' immorta l isat ion.  La deuxième classe 

exerce l e  p l us  s o u v e n t  ses ef fets au n iveau de l a  membrane plasmique e t  

es t  responsab le  de l ' acqu is i t i on  de carac té r i s t iques  de cro issance 

i n  v i t r o  c o r r e s p o n d a n t  à l a  t umor i gén i c i t é  i n  v ivo .  

Parmi  l e s  oncogènes de  l a  classe 1, on  t r o u v e  l 'oncogène 

ce l lu la i re  myc e t  E 1 A  de l 'a 'dénovi rus,  parmi  ceux  de l a  classe II on 

peu t  c i t e r  l es  proto-oncogènes ce l lu la i res act ivés Ha-ras, K i - ras  - e t  E l 6  

de l ' adénov i rus .  Il e s t  possible de complémenter l ' u n  des oncogènes de 

l ' u n  des deux  g roupes  p a r  n ' impor te  que l  oncogène de l ' a u t r e  groupe.  

Des ce l lu les tumora les e x p r i m a n t  E1A e t  - r a s  o n t  a i ns i  été é tab l ies .  

Cet te  poss ib i l i t é  de  complémentation mont re  qu 'en  d é p i t  des 

d i f fé rences  d 'o r ig ine ,  de s t r u c t u r e ,  de mode d 'act ion e t  d u  carac tè re  

a r t i f i c i e l  de  l a  t rans fo rmat ion  de cel lu les de r o n g e u r s  p a r  des gènes 

p rovenan t  des espèces l e s  p l us  d iverses,  tous  ces oncogènes 

f onc t i onnen t  e n  a f f e c t a n t  des mécanismes ce l lu la i res communs. 

5- Conclus ions 

Il a donc é té  montré,  il y a approx imat ivement  qu inze ans, que l a  

t r ans fo rma t i on  p a r  l ' adénov i rus  é t a i t  due  à l a  p a r t i e  gauche d u  génome 

( 11%). Les p ro té ines  codées p a r  ce t t e  r é g i o n  j o u e n t  l es  rô l es  essent ie ls 

dans ce processus mais il e s t  poss ib le  que  d ' au t res  p ro té ines  so ient  

également impl iquées.  Des p ro té ines  codées p a r  u n e  a u t r e  zone que El 
p o u r r a i e n t  i n f l u e n c e r  l a  t r ans fo rma t i on  quand  el le a  l i eu  avec  l e  v i r u s  

ent ier ,  peu t -ê t re  en  f a c i S m t a n t  l ' i n t é g r a t i o n  dans l e  génome ce l lu la i re  ou 

en r é g u l a n t  néga t i vement  l ' e xp ress ion  des ARNm de E l A .  

L 'ob ten t ion  e t  l a  ca rac té r i sa t ion  de nouveaux v i r u s  mutants  

pe rme t t r a i en t  de mieux comprendre  ce processus de  t rans fo rmat ion .  
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INTRODUCTION 

L'assemblage de l'adénovirus a fait l'objet de nombreux travaux 

dans notre laboratoire e t  l'isolement de mutants - t s  a permis d'avancer 

u n  schéma d'élaboration de la particule virale (D'HALLUIN , 1980). 

Dans les intermédiaires de maturation (IM) de la capside, une 

protéine, de Mr 50 kDa en gel de polyacrylamide-SDS apparaît en 

grande quantité e t  n'est pas retrouvee dans le virus mature 

(D'HALLUIN e t  al., 1978a). L'origine de cette protéine e s t  inconnue e t  

des hypothèses contradictoires ont été proposées. P E  RSSO N e t  al.,  

(1979) o n t  isolé cette 50 kDa des IM e t  l'ont comparée par digestion 

protéolytique ménagée, au produit de Mr plus élevée en gel de 

polyacrylamide-S DS obtenu après traduction in vitro de l'A R N m IVa2 

isolé par hybridation spécifique au fragment de génome viral IVa2 situé 

entre  4112 e t  6231 p b  (LEWIS e t  al.,  1977). Des profils protéolytiques 

similaires ayant été observés, les auteurs en ont conclu que la protéine 

de 50 kDa des IM était le produit d u  gène IVa2. Les traces de protéine 

50 kDa - IVa2 retrouvées dans les capsides matures ont été attribuées à 

u ne p u  ri ication incom plète des particules. 

Selon cette hypothèse, cette protéine semblerait être une protéine 

d'échafaudage semblable à la protéine de 100 k D a  bien étudiée au 

laboratoire (MORIN and B O U L A N G E R ,  1986). Le polypeptide de 100 

kDa, cependant, tout comme les protéines majeures de structure du 

virus,  e s t  transcrit  e t  traduit  à partir de la région majeure tardive du 

génome dirigée p a r  le promoteur M L P  à 6039 p b  ( E V A N S  e t  al . ,  1977). 

La localisation du gène IVa2 su r  le génome e s t  bien distincte de celle de  

la région majeure tardive : le promoteur d u  gène IVa2, distant du 

promoteur M L P  de 210 p b ,  dirige la transcription intermédiaire d ' u n  

gène unique su r  le brin gauche de l'ADN viral, dans une direction 

opposée a u x  cinq familles de gènes dépendant d u  promoteur M L P .  

Cette situation particulière d u  gène IVa2 ainsi que la fonction mal 

connue de la protéine IVa2 ont aiguisé notre curiosité. 

La caractérisation de la protéine IVa2 e t  la régulation de sa 

biosynthèse font l'objet de ces Travaux Personnels divisés en cinq 

chapitres : 



1- L'obtention d'un antisérum polyclonal dirigé contre l e ( s )  

produit(s) d u  gène IVa2. 

II- L'étude de la régulation de l'expression de l'A R N  messager 

IVa2 au cours d u  cycle lytique. 

111-1- L'établissement de lignées cellulaires ayant intégré le gène 

IVa2 placé sous le contrôle de divers promoteurs. 

2- Les essais d'obtention d'un virus mutant délété dans le gène 

IVa2. 

IV- Le rôle du produit du gène IVa2 dans la transformation. 

3 2 V -  Les essais de liaison in vitro à l ' ( a  P ) - G T P  



1- Le sérum an t i - IVa2  

L ' i n c e r t i t u d e  conce rnan t  l a  E r  en ge l  de polyacrylamide-SDS d u  

po l ypep t i de  I V a 2  e t  sa présence en t r è s  f a i b l e  quan t i t é  dans l es  

pa r t i cu l es  v i ra les r e n d a i e n t  imposs ib le  l ' ob ten t i on  d ' u n  sérum p a r  l es  

t echn iques  c lass iques de  pu r i f i ca t i on  d 'une  p ro té i ne  v i r a l e  e t  

immunisat ion d ' un  animal. 

C 'es t  p o u r q u o i  n o t r e  cho ix  s 'es t  p o r t é  s u r  l e s  vec teurs  

d 'express ion  recombinants  en système bac té r ien .  

1- Obten t ion  

1-1 Caractér isat ion des ép i topes ( F ig  . R I )  

La  séquence p r ima i re  de 449 rés idus  d u  po lypep t ide  IVa2  

de l ' A d 5  a é t é  d é d u i t e  de l a  séquence nuc léo t ique  d u  gène p a r  

V A N  BEVEREN e t  al. (1981).  

L 'ana lyse  p a r  o rd i na teu r ,  au labora to i re ,  de ce t te  

séquence a permis p a r  l a  méthode de HOPP e t  W O0 D S  (1981) de p r é d i r e  

l es  s i tes  potent ie ls  an t igén iques  majeurs, t r o i s  séquences f o r t emen t  

h y d r o p h i l e s  s i tuées, p o u r  l e s  deux  premières,  dans l a  pa r t i e  

N- terminale de l a  p ro té i ne  e t  p o u r  l a  de rn iè re  dans l a  pa r t i e  

C-terminale.  Le p rem ie r  ép i tope  po ten t ie l  c o u v r e  l es  rés idus  2 à 7 e t  

r é s u l t e  de  l a  j o n c t i o n  des deux  exons de 1'ARNrn-IVa2. Sa séquence 

e s t  : 

E - T - R - G - R - R  

Le deuxième des r é s i d u s  77 à 82 possède l a  séquence : 

D - R - D - A - V - E  

e t  l e  d e r n i e r ,  des r é s i d u s  432 à 437, 

L - N - D - R - D - R  

1-2 Clonage d u  pVK809 (F ig .  R2 e t  F ig .  M l )  

Le plasmide p R IT2T  (P  harmacia) pe rme t  l ' express ion  

après clonage dans u n e  séquence mul t is i tes ,  d 'une p ro té i ne  fus ionnée 

con tenan t  en son N- terminal  u n  f r a g m e n t  de l a  p ro té ine  A de 

Staphy lococus Aureus .  Le  C- terminal  de l a  p ro té i ne  A p e u t  également 



FIGURE R 1  : CARACTERISATION DES EPITOPES DE LA PROTEINE IVa2. 

La séquence primaire de l a  protéine IVa2 d'Ad5 (VAN 
BEVEREN e t  a l . ,  1981) a é t é  analysée au laboratoire 
e t  l a  méthode de HOPP e t  WOODS (1981) a permis de 
déterminer 3 s i t e s  potentiels antigéniques majeurs 
(ep) . Les deux parties de la  protéine codées par les 
exons 1 e t  2 de 1 ' A R N r n  sont notées. 



N Term Prcit A C Term Prot A 
pRIT2T I 

I 
I 

0 S E  

Arfdition rl'un 1~ligonucl6otirfe de synthèse et 
ch.ïncjement de la phase de lecture rfu site B.ïrnH I 

Clonage du fragment Xho 1 5778 - Çma 1 41 1 2 du 
pI/M 520 dans la pI/M 502 entre Sa1 I et Eco R V 

D eletion BamH I - B ssH II dans le pt/M 808 

< N  TermProtk > < 414A4delVa2deA416 > c c  > 
à A4 440 Term 

22 k Da 45kDa  . 9 kDa 

F1GUR.E P.2 : CLONAGE DU pVM 809 

G : promoteur pL du phage Lambda 

U : séquence codant pour fragment de protéine A 
de Starih. Aureus 

: séquence codant pour fragment de protéine Ma2 
di Ad5 

B : BamH 1 Bg : Bgl II Bs : BssH II 

E : Eco h V S :  Sali  Sm : Sma l 
'..J . '. .' ,. .. . I P.P.,: acide amine 



ê t r e  expr imé s i  l a  phase de l e c t u r e  r e s t e  inchangée e n t r e  l e s  d i f f é ren tes  

par t ies  c lonées. L e  plasmide pR IT2T  i n i i i a l  a  é té  modi i é  p a r  ad jonct ion 

d ' un  o l igonucléot ide de syn thèse  con tenan t  l e  s i t e  de  r e s t r i c t i o n  ApaI e t  

changeant  l a  phase de l e c t u r e  d u  s i t e  - BamHI p o u r  donner  l e  plasmide 

pVM802. Le f r a g m e n t  d 'ADN d 'Ad5  e n t r e  les  s i tes EI ( n t  5778) e t  

SmaI ( n t  4112) p r o v e n a n t  du  pVM520 a  été l i g a t u r é  dans l e  pVM802 - 
e n t r e  - EcoRV (compat ib le  avec W I )  e t  - Sa11 (compat ib le  avec - XhoI)  p o u r  

donner  l e  pVM808. Ce d e r n i e r  a  ensu i t e  é ta i t  coupé p a r  - B s s H I I  ( n t  

5354) e t  mHI ( d u  v e c t e u r  de d é p a r t )  e t  r e l i g a t u r é  après  act ion d e  

l ' A D N  polymérase de Klenow a f i n  de d o n n e r  l e  pVM809. 

Ce plasmide permet  l ' express ion  d ' u n  f ragment  de  22 kDa 

d e  p ro té ine  A  ( e n  N- terminal )  f us i onné  à 414 acides aminés (45 kDa)  de  

l a  p ro té ine  IVa2 ,  Ces rés idus  26 à 440. 

Les ép i topes potent ie ls  majeurs 2  e t  3 son t  i n c l u s  dans l a  

p a r t i e  de l a  p ro té i ne  I V a 2  expr imée. 

1-3 Express ion  e t  p u r i  ' icat ion de l a  p ro té ine  fus ionnée 

La  souche E.coli  u t i l i sée  e s t  l a  N4830 (GOTTESMAN - e t  

al., 1980) c o n t e n a n t  u n  rép resseu r  thermosensib le  d u  p romoteur  pL d u  - 
phage Lambda. L e  plasmide u t i l i sé  (pVM809)  pe rme t  l a  p r o d u c t i o n  de l a  

p ro té i ne  f us i onnée  sous l e  con t rô le  d u  p romoteur  PL .  A 30°C, l e  

r é p r e s s e u r  e s t  a c t i f  e t  l a  syn thèse  de  l a  p ro té i ne  e s t  i nh ibée .  Une 

i n d u c t i o n  de  2  h  à 4Z°C i n a c t i v e  l e  r é p r e s s e u r  e t  permet  l a  syn thèse  de  

l a  proté ine.  

Ce t te  p ro té i ne  de f u s i o n  a  ensu i te  é té  p u r i f i é e  p a r  

chromatograph ie  d ' a f f i n i t é  s u r  une  co lonne dl IgG-Sépharose g râce  à l a  

p r o p r i é t é  que  possède l e  f r a g m e n t  p ro té i ne  A de Staphy lococcus Au reus  

de se l i e r  au f r a g m e n t  Fc des immunoglobul ines.  L 'é lu t ion  spéc i f ique  p a r  

l ' ac ide  acét ique a  permis  d ' ob ten i r  u n e  f r a c t i o n  p u r e  de  p ro té i ne  

fus ionnée repé rée  en ge l  co loré e t  immunoblot .  La bande major i ta i re  

ob tenue ( F i g .  R3) possèdai t  une  M r  d e  80 kDa en  ge l  d e  po l yac ry -  

lamide-SDS : l e  f r a g m e n t  C- terminal  de  l a  p ro té i ne  A  é t a i t  en  phase d e  

l e c t u r e  avec l e  r e s t e  de l a  p ro té ine  e t  donna i t  u n  p r o d u i t  de  Pm p r é d i t  

de  76 kDa compat ib le  avec l e s  80 k D a  observés.  Une dégrada t ion  

impo r tan te  appara issa i t  dans l a  r évè la t i on  en immunoblot  m o n t r a n t  u n e  

i ns tab i l i t é  de  l a  p ro té i ne  t r a d u i t e  e t  pu r i f i ée .  



FIGURE R3 : EXPRESSION ET PURIFICATION DE LA PROTEINE FUSIONNEE 

A - protéines colorées au bleu de Coomassie après 
migration en gel de polyacrylamide-SDS 15% 

B - Western Blot révélé par un sérum anti-Ad2 1/5000 
1 - Ad2 type sauvage 
2 - N4830 transformées par l e  pVM809 e t  ayant subi u n  

choc thermique de 2 h à 4Z°C 
3 à 6 - Différentes fract ions de protéine fusionnée éluées 

de colonne IgG-sépharose par AcH 0,5 M pH 3,4. 



Les fractions les plus pures ont ensuite été mélangées à 

l 'adjuvant de Freund e t  injectées par voie intradermique à différents 

lapins. Après plusieurs rappels le sérum a été prélevé e t  la fraction 

IgG a été  préparée (voir Matériels e t  Méthodes, .§IV-2). 

2- Caractérisation de la protéine IVa2 

2-1 Dans différentes particules virales (Fig. R4) 

Certains mutants conditionnels sont bloqués à 

température restrictive de 40" C à différentes étapes de l'assemblage. Ils 

accumulent des protéines virales non maturées ou de Mr différentes de 

celles observées dans les particules de type sauvage. 

Le mutant H Z  - t s  112 (D'HALLUIN e t  al.,  1978a) accumule 

à température restrictive de 40°C des particules intermédiaires riches en 

protéine de 50 kDa n o n  retrouvée dans le virus mature. Cette même 

protéine e s t  retrcuvée dans les intermédiaires de maturation du virus de 

type sauvage. 

Le mutant H2 - t s  3 ( W E B E R  and KHITTOO, 1983) 

présente à 33"C, u n  polypeptide V de Mr 50 kDa supérieure à la Mr d u  

même polypeptide dans le  virus de type sauvage (48,5 kDa). 

Le mutant H2 - t s  1 ( W E B E R ,  1976) e s t  bloqué, à 40°C, 

dans l'expression de l'endoprotéase virale e t  des particules "jeunes 

virions" sont accumulées dans lesquelles les précurseurs des 

polypeptides VI, VI1 e t  VI11 ne sont pas clivés. 

La protéine IVa2 a été recherchée à l'aide d u  sérum 

polyclonal dans les capsides du virus mature e t  de ces trois mutants. 

La parenté entre la protéine IVa2 e t  la protéine de 50 kDa a ainsi été 

étu diée. 

L'analyse en immunoblot a montré, dans toutes ces 

particules virales, la présence de la protéine IVa2 (Fig.R4) sous forme 

d'un doublet de Mr 54-56 kDa. L'analyse a été conduite en parallèle 

avec u n  sérum monoclonal dirigé contre le polypeptide V ( L U  NT e t  al., 

1988) qui révèle uniquement la protéine de 48,5 kDa e t  de 50 kDa des 

particules de H Z  ts 3. 



FIGURE R4 : 

B C 

CARACTERISATION DE LA PROTEINE IVa2 DANS DIFFERENTES PARTICULES VIRALES 

Western B l o t  a n t i - p o l y p e p t i d e  V (LUNT e t  a l .  1988) 
Gel de p o l y a c r y l  amide-SDS 15% c o l o r é  au b l e u  de Coomassie 
Western B l o t  a n t i - p r o t é i n e  IVa2 
Ad5 t ype  sauvage : p a r t i c u l e s  matures 
Ad5 t y p e  sauvage : i n t e r n i é d i a i  r es  de m a t u r a t i o n  
H Z  t s  112 à 40°C : p a r t i c u l e s  IeyEres  
112 1 - à  40°C : s tade  " jeune  v i r i o n "  
H2 5 - 3 à 33OC : p o l y p e p t i d e  V de MM apparente p l u s  élevée. 



Ces résu l t a t s  m o n t r e n t  : 

- q u e  l e  po l ypep t i de  I V a 2  e s t  b ien d i f f é r e n t  de l a  

p ro té ine  de 50 kDa  accumulée dans l e s  par t i cu les  immatures d u  v i r u s  

t y p e  sauvage e t  de l 'HZ - t s  112, con t ra i rement  à l ' h ypo thèse  de  

PERSSON e t  al. (1979) ( F i g .  4, C ,  3 )  

- q u ' i l  e s t  p r é s e n t  dans tou tes  l es  par t i cu les  testées y 

compris dans l a  caps ide  mature  v i r a l e  (F ig .  R4, C ,  1 )  

De p lus,  il ne s u b i t  pas de matura t ion  p ro téo l y t i que  p a r  

l a  p ro téase  v i ra le ,  con t ra i rement  aux  po lypep t ides  p I I I ,  p  V I ,  p V I I  e t  

p V I I I  : l e  même doub le t  p ro té i que  de IVa2  e s t  en effet r évé lé  dans l e s  

capsiaes matures e t  dans l e s  capsides d'HZ - t s  1 p rodu i t es  à 40°C (F ig .  

R4, C ,  1 e t  4 ) .  

L 'analyse f a i t e  avec l e  sérum monoclonal d i r i g é  con t re  l e  

po l ypep t i de  V pe rme t  également de  conc lu re  que  l a  p ro té i ne  de 50 kDa 

des i n te rméd ia i r es  de matura t ion  n 'es t  pas u n e  f o rme  modif iée d u  

po l ypep t i de  V con t ra i r emen t  à l ' h ypo thèse  émise p a r  WEBER e t  KHITTOO 

(1983). E n  effet ,  l a  fo rme de 50 kDa  d é r i v a n t  du  po l ypep t i de  V n 'es t  

révé lée que  dans l e  mu tan t  H Z  - t s  3  e t  pas dans l es  pa r t i cu l es  de H2 t s  - 
112 à 40°C (F ig .  R4, A, 5  e t  3 ) .  

La présence de l a  p ro té i ne  I V a 2  (54-56 kDa )  e s t  donc 

ne t tement  révé lée dans l es  par t i cu les  matures p a r  n o t r e  sérum 

ant i - IVa2.  Cette p ro té i ne  e s t  cependant  t r è s  m ino r i t a i r e  pu isqu 'e l le  

n 'est  pas détectée en  co lorat ion au b leu de Coomassie. 

2-2 Réaction cro isee avec l ' h e x o n  d 'Ad5 ( F i g .  R5) 

L o r s  des analyses en  immunoblot ,  nous nous sommes 

aperçus que  l e  sérum an t i - IVa2  p r é s e n t a i t  une  réac t ion  cro isée avec 

l ' hexon ,  p ro té ine  majeure de s t r u c t u r e  de  l a  capside. Cet te  réact ion 

e s t  spéc i f ique  d u  sé ro t ype  é tud ié  pu i sque  seul  l ' h e x o n  d 'Ad5  réag i t ,  

ce lu i  d ' A d 2  n ' é tan t  pas révé lé  (F ig .  R5, B ) .  L 'analyse des homologies 

de séquer~ces  p a r  o r d i n a t e u r  n 'a cependant  révé lé  aucune communauté 

en t re  l ' h e x o n  d 'Ad5  e t  l e  p r o d u i t  d u  gène IVa2, au n iveau des 

séquences pr imai res,  ce q u i  n ' e x c l u t  pas l a  présence d'épi topes 

conformat ionnels communs e n t r e  l es  deux  proté ines.  

Les séquences p r ima i res  de l a  p ro té ine  I V a 2  dédui tes 

d 'après l e s  séquences d u  gène s o n t  i den t i ques  p o u r  l ' A d 2  e t  l ' A d 5  ; 

not re  s6rum révé le  l a  même espèce de 54 kDa dans l e s  deux  séro types  

étud iés ( F i g .  R5, B ) .  



FIGURE R5 : REACTION CROISEE AVEC L ' H E X O N  D'Ad5 

A : Protéines colorées au bleu de Coomassie après 
migration en gel de polyacrylamide-SOS 15% 

B : Western Blot anti-IVa2 révélé à l a  péroxydase 
1 : Particules matures d'Ad5 type sauvage 
2 : Particules matures d'Ad2 type sauvage 

La protéine IVa2 (54 kDa) e s t  révélée dans les 2 types de 
par t icu les ,  1 'hexon ( I I )  n ' e s t  révélé que dans les  particules d1Ad5. 



2-3 Dans les extraits de cellules infectées 

2-3-1 Fractionnement cellulaire (Fig . R6) 

La biosynthèse de la protéine IVa2 lors d u  cycle 
lytique a ensuite é té  étudiée. 

L'analyse a été effectuée su r  des extraits de cellules 
HeLa, permissives à l'adénovirus, infectées par l'Ad2 de type sauvage. 
U n  fractionnement cellulaire dans le tampon hypotonique RSB (voir 
Matériels e t  Méthodes, 5111-2) nous a permis de séparer les protéines 
cellulaires en quatre fractions : les protéines solubles d u  cytoplasme 
(fraction "cytosol"), les protéines de la membrane plasmique e t  d u  

cytoplasnie insoluble (fraction "membrane plasmique"), celles solubles d u  

noyau ("noyau-sol") e t  enfin celles insolubles d u  cytosquelette e t  ae la 
membrane nucléaire ( "matrice nucléaire"). A près électrophorèse des 
protéines en gel de polyacrylamide-SDS e t  tranfert ,  les membranes de 
nitrocellulose ont é té  incubées la nuit avec le sérum anti-IVa2 dilué au 
1/1000. Après plusieurs rinçages, la protéine IVa2 a été révélée par u n  
deuxième anti-sérum anti-IgG de lapin marqué à la péroxydase. A 24 h 

post-infection, la protéine IVa2 était révélée principalement dans le 
"cytosol" sous sa forme 54 kDa (Fig. R6, 1) .  Dans les autres fractions, 
une réaction croisée t rès  forte apparaissait avec une protéine de 43 

kDa. Cette protéine était également présente en t rès  grande quantité 
dans la fraction "membrane plasmique" de cellules de rein de r a t  (BRK) 
transformées par les  fragments E 1 A  e t  IVa2 d u  génome de l'Ad3 (voir5 
IV des Travaux Personnels). 

Urie cinétique d'infection par 1' A d 2  de type sauvage 
a alors été effectuée. L'infection, à 50 particules (pfu)  par cellule, a 
été arrêtée toutes les 3 h de O à 30 h post-infection. Après 
fractionnement cellulaire, les protéines cytosolubles e t  noyau-solubles 
ont été analysées par immunoblot avec le  sérum anti-IVa2 (Fig. R6). 

Dans le cytosol, la protéine IVa2 (54kDa) apparaissait dès 12 h 

post-infection. Sa synthèse s'accroissait fortement à partir de 17 h 

post-infection jusqu'au temps tardif de 30 h .  Dans la fraction 
noyau-soluble, la protéine IVa2 n'était révélée qu'à partir de 20 h 

post-infection. A 30 h post-infection la majeure partie de la protéine 
IVa2 était transportée au noyau: ce t ransport  tardif était semblable à 

celui des protéines majeures de structure.  



FIGURE R6 : CAEACTERISATION DE LA PROTEINE IV22 DANS LES -- 
EXTRAITS DE CELLULES INFECTEES EN WESTERN BLOT 

A : P a r t i c u l e s  d'Ad5 t y p e  sauvage 
B : F r a c t i o n n e m e n t c e l l u l a i r e  

1 : "Cytosol "  
2 : "Noyau-sol1' 
3 : "Flembrane plasmique" 
4 : " K a t r i c e  n u c l é a i r e "  

C : C i n é t i q u e d ' a p p a r i t i o r 1 d u I V a 2 d a n s l e " c y t o s o l "  
D : C i n é t i q u e  d ' a p p a r i t i o n  du IVa2 dans l e  'noyau-sol" 

1 : C e l l u l e s  non- in fectées 
2 à 9 : C e l l u l e s  i n f e c t é e s  par  1 'Ad2 type sauvage 

respect iven ient  : 3-6-9-12-17-24-30 h 
1 O : C e l l u l e s  i n f e c t é e s  par  l ' A d 2  type sauvage 

24 h en presence d'hydroxyurée (10 mM) 



La p ro te i ne  de 43 kDa, également révé lée dans l a  

f r a c t i o n  noyau -solu ble, é t a i t  r e t r o u v é e  dans l e s  e x t r a i t s  de cel lu les 

non- in fectées l a i ssan t  supposer  une  o r i g i ne  ce l lu la i re .  Sa syn thèse  

pa ra i ssa i t  cependant  r égu lée  p a r  l ' i n f ec t i on  : à 12 h post - in fect ion l a  

q u a n t i t é  de p ro té i ne  43 kDa é t a i t  augmentée p a r  r a p p o r t  à l a  quan t i t é  

p résen te  dans l es  cel lu les non- in fectées . 
CROSSLAND e t  RASKAS (1983) o n t  mont ré  que  l a  

syn thèse  de  1'ARNm I V a 2  é t a i t  i n h i b é e  l o r s q u e  l a  rép l i ca t ion  é t a i t  

b loquée p a r  l ' h y d r o x y u r é e .  Nous avons analysé l a  syn thèse  de l a  

p ro té i ne  IVa2  en  présence de l a  même d rogue  (10 mM) ajoutée une  heu re  

après  l e  d é b u t  de l ' i n f ec t i on .  Les cel lu les o n t  é té  réco l tées 23 h p l us  

t a r d  e t  l e s  f r ac t i ons  cy toso lub le  e t  noyau-so lub le  analysées en 

immu nob lo t :  l a  p ro té ine  I V a 2  n ' é ta i t  r e t r o u v é e  dans aucune des f r ac t i ons  

testées (F ig .  R6, 10).  

En accord avec l es  résu l t a t s  de C ROSSLAND e t  R A S  KAS (1983), l a  

p ro té i ne  I V a 2  n 'est  pas détectab le  l o r s  du  blocage de l a  rép l i ca t ion  

v i r a l e  e t / ou  ce l lu la i re  p a r  l ' h y d r o x y u r é e .  

2-3-2 Local isat ion i n t r ace l l u l a i r e .  

La  d i s t r i b u t i o n  i n t r ace l l u l a i r e  de  l a  p ro té i ne  IVa2  a 

ensu i t e  é té  observée en immunof luorescence i nd i r ec te .  

Des cel lu les HeLa, cu l t i vées  s u r  lamelles, o n t  é té  

in fec tées  à 50 p f u  p a r  ce l lu le  p a r  l ' A d 2  t y p e  sauvage e t  l ' i n fec t ion  

a r rê tée  tou tes  l e s  3 h de O à 30 h post - in fect ion.  Le sérum ant i - IVa2 

( d i l u é  au 1/1000) a  é té mis au con tac t  des cel lu les f i xées  p a r  l a  

para fo rma ldéhyde pu i s  l a  p ro té i ne  IVa2  a 6té révé lée  p a r  u n  deuxième 

an t i - sé rum d i r i g é  con t re  l e s  I g G  de l a p i n  e t  couplé à l a  f luorescéine 

(1/500).  Une f luo rescence  cy top lasmique  d i f f u s e  a é té  observée  dans l e s  

cel lu les à p a r t i r  de 12 h post - in fect ion.  Le  nombre de cel lu les 

f luo rescen tes  augmenta i t  avec l e  temps d ' in fec t ion  mais u n e  f luorescence 

paras i te  d i f f u s e  é t a i t  également p résen te  dans l e s  cel lu les non- infectées, 

ce r ta inement  d u e  à des réac t ions  croisées avec des p ro té ines  cel lu laires.  

Nous avons  a lo rs  e n t r e p r i s  u n e  pu r i f i ca t i on  de n o t r e  sérum. 



2-4 Pur i f icat ion d u  sérum 

Des ce l lu les HeLa in fec tées  p a r  l ' A d 2  t y p e  sauvage o n t  é té  

a r rê tées  à 24 h pos t - in fec t ion  pu i s  l e s  f rac t ions  "membrane plasmique' '  

( d e  cel lu les B R K t rans fo rmées  p a r  E1A e t  IVa2  d 'Ad3  décr i tes  au 5 1 V 

des T r a v a u x  Personnels)  e t  "cy toso l "  (24  h pos t - in fec t ion)  o n t  é té  

récoltées. A p rès  m ig ra t i on  en ge l  p r é p a r a t i f  de po lyacry lamide-S DS e t  

t r a n s f e r t ,  l e s  bandes de n i t roce l lu lose con tenan t  l a  p ro té ine  de  43 k D a 

(en r i ch ie  dans l es  ce l lu les B RK)  e t  54 kDa ( d e  cel lu les in fec tées  24h) 

o n t  é té  repérées,  découpées e t  mises au con tac t  d u  sérum ant i - IVa2 

d o n t  l a  f r a c t i o n  I g G  a v a i t  préa lab lement  é té  concentrée. 

Après  une  n u i t  d ' i ncuba t ion ,  l e s  I g G  spéc i f iques des p ro té ines  de 43 e t  

54 kDa o n t  é té  éluées séparément p a r  l a  g l yc i ne  à pH ac ide à p a r t i r  

des bandes de n i t roce l lu lose.  

2-4-1 Spéci f ic i té des deux  f r ac t i ons  d u  sérum ( F i g .  R7) 

Des e x t r a i t s  de cel lu les HeLa in fec tées  ou non  p a r  l ' A d 2  

t y p e  sauvage a ins i  q u e  l e  v i r u s  p u r i f i é  o n t  é té  analysés en immunob lo t  

avec les  deux  f r ac t i ons  de  sérum obtenues. Les complexes proté ines- IgG 

o n t  eté révé lés  p a r  l a  p ro té ine  A marquée à l a  3 5 ~ - ~ e t .  

La f rac t ion  de sérum pur i f iée con t re  l a  p ro té i ne  de 43 

kDa r é v è l a i t  cel le-ci  dans l e s  e x t r a i t s  de  cel lu les non- in fectées ou à 12 

h pos t - in fec t ion  (F ig .  R7, B ,  3 e t  4 )  e t  en g rande  quan t i t é  dans l a  

"membrane plasmique" des cel lu les de r e i n  de r a t  BRK d o n t  e l le  a v a i t  

é té  e x t r a i t e  ( F ig  . R7, B , 6) .  La p ro té i ne  de 43 k Da n 'é ta i t  r e t r o u v é e  n i  

dans l e  v i r u s  p u r i f i é  n i  dans l e s  ce l lu les infectées 24 h (F ig .  R7, B, 2 

e t  5).  

Les I g G  pu r i i i ées  c o n t r e  l a  p ro té ine  de 54 kDa l a  

r évé la i en t  dans l e  v i r u s  mature  e t  dans l e s  cel lu les in fec tées  12 e t  24 

h ( F i g .  R7, A ,  2, 4 e t  5 ) .  

Les deux  t y p e s  d ' IgG contenues dans l e  sérum d i r igées  

c o n t r e  l e s  proté ines d e  43 kDa ( ce l l u l a i r e )  e t  54 kDa ( v i r a l e )  s o n t  donc 

séparés p a r  ce t te  t e c h  n ique.  Cet te  pu r i f i ca t i on  él imine également l a  

réac t ion  c ro isée  avec l ' h e x o n  de l 'Ad5 .  
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FIGURE R7 : SPECIFICITE DES DEUX FRACTIONS CU SERUM REVELEE EN 
WESTERN BLOT A LA 3 5 ~ - ~ e t  PROTEINE A. 

IgG purifiees contre la protéine IVa2 (54 kDa) 
IgG purifiées contre la 43 kDa de cellules BRK 
transformées 
Proteines d'Ad5 type sauvage marquées à la 14c-val 
Protéines d'Ad2 type sauvage 
Cellules HeLa non-infectées 
Cellules HeLa 12 h post-infection 
Cellules HeLa 24 h post-infection 
Fraction "membrane pl asmique" de ce1 lules BRK 
transformées 



2-4-2 Détection de la protéine IVa2 par 

immunofluorescence 

La fraction de sérum puriiiée contre la protéine IVa2 

nous a permis d'analyser sa localisation intracellulaire par 

immu nofluorescence lors d'une cinétique d'infection par l'Ad2. La 

protéine a été décelée dès 12 h post-infection dans le cytoplasme de 

quelques cellules (Fig. R8, A )  où la fluorescence était t rès  intense e t  

cytoplasmique (Fig. R8, B ) .  A 17 h post-infection, le nombre de 

cellules positives augmentait ; à 24 h post-infection pratiquement toutes 

les cellules fluoresçaient mais l'intensité diminuait (Fig. R8, C ) .  A ce 

stade de l'infection la fluorescence était également observée dans le 

noyau montrant le t ransport  de la protéine IVa2 (Fig. R8, D ) .  E n  
présence d'hydroxyurée, aucune fluorescence n'était retrouvée (Fig . 
R8, E ) .  

La haute m ul(ip1icité d'infection employée favorise la 

synchronisation d u  processus. Malgré celà, à 12 h post-infection, la 

protéine IVa2 n'a 6té detectée dans le cytoplasme que de quelques 

cellules (environ 1 s u r  100). Les cellules ne sont pas toutes dans la 

même phase d u  cycle cellulaire; le démarrage de la synthèse de la 

protéine IVa2 peut requérir u n  é ta t  particulier de la cellule. 

D'autre part, puisqu'en présence d'hydroxyurée la protéine IVa2 

n'a pas été pas détectée, il semble que la réplication de l'ADN viral 

et/ou cellulaire soit nécessaire à l'expression correcte d u  gène IV a2. 

2-4-3 Localisation de la protéine de 43 kDa (Fig. R9) 

La seconde fraction de sérum purifiée contre la 43 kDa 

extraite de B R  K transformées nous a permis de la localiser dans les 

cellules B R  K (Fig. R9, A )  e t  HeLa infectées (Fig. R9, C )  ou non (Fig. 

R9, B ) .  Des granules ont  ainsi été observés semblables aux lysosomes. 



FIGURE R8 : DETECTION DE LA PROTEINE IVa2 PAR IMMUNOFLUORESCENCE 

A : Cellules HeLa infectées 12 h par l'Ad2 type sauvage. 
Grossi 10x. 

B : Idem A. Grossi 100x. 
C : Cellules HeLa infectées 2 4  h par l'Ad2 type sauvage. 

Grossi 10x. 
D : Idem C. Grossi 100x. 
E : Cellules HeLa infectées 2 4  h en présence d'hydroxyurée. 

Grossi 10x. 



FIGURE R9 : LOCALISATION DE LA PROTEINE DE 43 kDa . 
A : Ce1 lules B R K  contenant le gène IVa2 d'Ad3 ( 1  ignée 

313-1). Grossi 100x. 
B : Cellules HeLa non-infectées. Grossi 100x. 
C : Cellules HeLa infectées 12 h par l'Ad2 type sauvage. 

Grossi 100x. 



II. Expression de l'A R N m  IVa2 lors de l'infection. 

L'expression des gènes de l'adénovirus e s t  en général 

nettement précoce ou tardive. La région E l A ,  par exemple, es t  la 

première a s'exprimer e t  e s t  appelée précoce immédiate. Son expression 

est  suivie de celle des autres zones precoces. La plupart des gènes de 

s t ructure,  par contre, s'exprimant sous le contrôle du M L P  ne sont 

actifs que quand la réplication de l'ADN viral a eu lieu. La réplication 

est  le point de transition entre les phases précoce e t  tardive. 

L'appartenance d l'une ou l 'autre -précoce ou tardive - des deux 

catégories de gènes devient cependant plus difficile à déterminer p o u r  
certains gènes appelés intermédiaires car présumés actifs avant le 

démarrage de la réplication de l'ADN viral mais dont l'activité augmente 

fortemerit après. 

Les gènes codant pour les polypeptides IX e t  IVa2 o n t  été placés 

dans cette catégorie (Revue : PHILIPSON, 1979) : une activité précoce 

d u  promoteur IVa2 a été trouvée ( S E H G A L  e t  al., 1979) e t  1 ' A R N m  d u  

polypeptide IX a été détecté en présence de cyto-arabinoside inhibiteur 

ae la réplication (PERSSO N e t  a l . ,  1978). 

C R O S S L A N D  e t  RASKAS (1983), par contre, n'ont pas retrouvé 

l'AR N m d u  polypeptide IX en présence d'hydroxyurée, u n  inhibiteur 

moins labile de la réplication. BINGER e t  FLINT (cité par FLINT, 1986) 

ont trouvé que l'expression de l'A R N m  mature d u  IVa2 était bloquée en 

présence d'hydroxyurée ou avec l'H5 - t s  125, défectif à 40°C dans la 

réplication de l'A D N viral. 

Lors de cette etude, les auteurs ont éçalement détecté d'autres 

formes dlARNm provenant d u  gène IVa2. 

FLINT (1986), dans une revue su r  les travaux concernant la 

régulation de la transcription des gènes de l'adénovirus, écrit  que la 

phase intermédiaire de l'infection n'existe pas e t  que la transcription e t  

la traduction plus précoce du polypeptide IX, pa r  rapport aux autres 

protéines structurales, es t  due à la nature de l'A R N  m d u  polypeptide IX 

n o n  épissé donc plus stable e t  traduit  plus rapidement. 

Une contradiction existe donc dans la littérature quant à la 

définition de certains gènes par rapport à leur cinitique d'expression 

lors du cycle lytique. 

L'expression du gène IVa2 a alors été étudiée. La réplication de 

l'A D N semblant une fonction importante dans l'expression d u  gène 1 Va2, 

nous 



l ' avons  bloquée p a r  l ' h y d r o x y u r é e .  La rép l i ca t ion  de l ' A D  N v i r a l  a  

également été b loquée en u t i l i s a n t  l e  mu tan t  H5 t s  125 à 40°C. - 
L'A RN I V a 2  a ensu i t e  é té  détecté dans l e s  cel lu les in fec tées  dans  

ces d i f f é ren tes  cond i t i ons  a i ns i  que l o r s  d ' u n  c y c l e  l y t i q u e  normal. 

1- Détect ion des A RNm I V a 2  e t  E2B des cel lu les HeLa 

i n fec tées  p a r  l 'A  d2. 

1-1 S t r u c t u r e  du  gène IVa2  ( F i g .  RIO) 

La  séquence de 1'ARNm IVa2  e s t  to ta lement  compr ise daris 

cel le d e  l a  r ê g i o n  E2B d o n t  l e  p romoteur  e s t  s i tué  à 27000 p b  

(ST ILLMAN e t  al., 1981) mais en d i f fè re  p a r  l a  présence d ' u n  i n t r o n  d e  

277 n t  e n t r e  l e s  s i tes donneurs  (5695 n t )  e t  accep teur  (5418 n t )  

d 'epissage (CHO W -3 e t  a l  1979 ; VAN BEVEREN e t  a l  1981). Le s i t e  
- 3  

de démarrage de  l a  t r a n s c r i p t i o n  a é té  placé au n t  5826 (BAKER a n d  

ZIFF, 1981 ; VAN BEVEREN -9 e t  a l  1981). 

1-2 Ana lyse  des ARNm p a r  l a  t echn ique  de P.C.R. 

(F i g .  R I 1  e t  Fig.  - R!2) 

A f i n  de d i f f é r e n c i e r  l e s  A RNm p r o v e n a n t  de l a  rég ion  I V a 2  de ceux  

p r o v e n a n t  de l a  zone EZB, nous avons u t i l i sé  l a  t echn ique  de P . C  . R .  

Pour  cela, des o l igonucléot ides de syn thèse  h y b r i d a n t  de p a r t  e t  d ' a u t r e  

de l ' i n t r o n  du  I V a 2  o n t  é té  choisis.  

Le  p remier  ( 0 1 )  de séquence S'TCCTC G T T T C  GCGGGTT3' h y b r i d a i t  

avec l e s  ARNm I V a 2  ou E26, l e  deuxième ( 0 2 )  de séquence 

5'CCGCTCGAGGACAGGCC 3 '  h y b r i d a i t  avec l e  b r i n  complémentaire. 

Une copie d 'AD N complémentaire ( A  D Nc)  a  é té  r é t r o t r a n s c r i t e  p a r  

l a  t r ansc r i p tase  i n v e r s e  de M-MLV à p a r t i r  de 2 à 10 Clg d 'ARN t o t a u x  

e x t r a i t s  p a r  l a  méthode à l ' i so th iocyanate  de guanid ine.  

C e t  ADN a ensu i t e  é té  ampl i . ié après  add i t i on  de 1 u n i t é  de Taq 
poly  mérase. 

Les p rodu i t s  d 'ampl i  i ca t i on  observés en ge l  d 'agarose à 2% ava ien t  

s o i t  574 p b  s i  l ' A R  N m non épissé é t a i t  ampl i f ié,  s o i t  297 p b  s i  l ' AR  N m 

d u  I V a 2  é t a i t  épissé e n t r e  l e s  n t  5695 e t  5418. 
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FIGURE RI0 : COORDONNEES DU GENE IVa2 ET SCHEMATISATION DES ARNm 
IVa2 e t  E2B. 

Les coordonnées sont  données en pb : - OS : s i t e  donneur d 'épissage 
- AS : s i  t e  accepteur d 'épissage 
- AUG : codon i n i t i a t e u r  de t raduct ion 
- STOP : codon d ' a r r ê t  de t raduction 



FIGURE Hl1 : OLIGONUCLEOTIDES 01, 02 ET PRODUITS D'AMPLIFICATIOK EN 
P.C.R. DES ARNm IVa2 ET E2B. 

- L'oligonucléotide 01 : 5'TCCTCGTTTCGCGGGTT 3' 
hybride avec les ARIlin 

- L'olioonucléotide 02 : 5'CCGCTCGAGGACAGGCC 3' 
hybride avec le brin cornpl6mentai re 

- Les produits d'amplification attendus sont de 297 pb 
si 1'ARNm IVa2 est detecté (épisse de 277 nt entre 
5695 et 5418) ou de 574 pb si les ARNm E2B sont 
détectés. 



Les A R N  totaux de cellules HeLa infectées par l'Ad2 type sauvage 

(50 pfu par cellule) o n t  été récoltés après 3 à 24 h d'infection. 

L'hydroxyurée ( H U )  à 10 m M  a également été ajoutée 1 h après 

l'infection e t  les A R  N ont été récoltés 23 h plus tard.  

L'analyse en gel d'agarose des produits d'amplification par P .  C . R .  

(Fig. R12) a montré une bande majoritaire de 297 p b  détectée dès 9 h 

a'infection. La bande de 574 pb provenant des A R N m  de la région E 2 B  

n'a pas été détectée dans les conditions de l'expérience. 

E n  présence d'hydroxyurée, aucun A R N  n'a été détecté montrant 

u n  blocage de l'expression et/ou de la maturation de l'A R N m  IVa2 entre 

les sites 5695 e t  5418 cernés par les oligonucléotides 0 1  e t  02. 

1-3 Analyse par protection de la digestion a u x  
ribonucléases A e t  T l  (Fig. R13) 

Le clonage de fragments d u  gene IVa2 dans le plasmide pSP65 

(Amersham) permet, grâce à 1'ARN polymérase d u  phage SP6 e t  à 

~ ' ( N - ~ ~ P ) - u  T P d'obtenir des sondes d'A R N radioactif complémentaires des 

A R N  IVa2 étudiés. 

La première sonde analysait l'épissage des A R N m  viraux au 

site donneur ( n t  5695) déjà décrit pou r  le gène lVa2 (VAN B E V E R E N  - e t  

al.,  1981). Pour cela, la séquence d'Ad5 entre les sites SacI (5638 n t )  - - 
e t  - XhoI (5778 n t )  a é té  placée dans le plasmide pSP65 entre les sites 

SacI e t  Sa11 pour donner le plasmide pVM425. Après digestion par - - 
HindIII, 1'ARN synthétisé grâce à ce plasmide e t  à 1'ARN polymérase de - 
SP6 s'étendait d u  site dlini.iation SP6 au site - HindIII du plasmide pSP65 

e t  possédait une longueur totale de 200 n t .  La sonde protégée de la 

digestion aux ribonucléases A e t  T l  par les A R N  viraux possédait une 

longueur totale de 140 n t  si toute la séquence virale de la sonde était 

protégée ou de 83 n t  si l'A R N  m à analyser s'étendait du site *I (5778 

n t )  au site donneur d'épissage d u  IVa2 (5695 n t ) .  
La deuxième sonde hybridait avec les séquences proches d u  site 

de démarrage de la transcription. Le plasmide pVM427 contenait, dans le 

même vecteur pSP65, la séquence d'Ad5 entre - XhoI (5778 nt) e t  HindIII 

(6231 n t ) .  Après digestion au site - AflIII (5929 n t ) ,  la sonde radioactive 

possédait une longueur totale de 194 n t .  Les fragments protégés 



FIGURE RI2 : ANALYSE DE L'ARNm IVa2 PAR LA TECHNIQUE DE P.C.R. 

1 : pVM520 digéré par HindIII, - XhoI et - PvuII 
2 : ce1 lules HeLa non infectées 

3 à 9 : cellules HeLa infectées par l'Ad2 type sauvage 
3-6-9-12-17-24 h respectivement. 

10 : cellules HeLa infectées 24 h en présence 
d'HU (10 mM). 

Les tailles des fragments observées en gel dlagarose à 2% 
sont indiquées en pb. 





at tendus  dans ce t te  expér ience  é ta i en t  de  48 n t  s i  l a  t r a n s c r i p t i o n  d e  

1'ARNm démar ra i t  au s i t e  connu p o u r  l e  gène IVa2  (5826 n t )  ou de 152 

n t ,  so i t  t o u t e  l a  sonde sauf l a  séquence p r o v e n a n t  du  vec teu r ,  s i  l a  

t r a n s c r i p t i o n  démar ra i t  au s i te  de co i f f e  de l a  r ég ion  E2B ( n o n  cloné 

dans l e  p  V M427). 

Les ARN to taux  de cel lu les HeLa in fec tées  p a r  l ' A d 2  t y p e  sauvage 
5 e x t r a i t s  de 9 à 24 h pos t - in fec t ion  o n t  é té  h y b r i d é s  à 5x10 cpm de 

sonde 425 ou 427 rad ioact ives.  

A 9 h post - in fect ion,  10 Ccg dlARNm o n t  mont ré  une  h y b r i d a t i o n  

t r è s  fa ib le  avec l a  sonde 425. La f a i b l e  bande observée co r responda i t  

d 'ARNm p ro tégé  non épissé (F ig .  R14, A, 3 ) .  

A 24 h post - in fect ion,  l a  bande de  140 n t  é ta i t  ren fo rcée .  Un  

doub le t  de  mig ra t ion  p roche  de 83 n t  a  également é té  détecté mon t ran t  

deux ARNm épissés à des si tes t r è s  proches.  Aucun  épissage dans l a  

zone E2B n 'ayan t  é té  d é c r i t  dans ce t te  rég ion ,  il éta i t  ra isonnab le  

d 'est imer  que  ce doub le t  p r o v e n a i t  d lARNm IVa2.  Des p r o d u i t s  mineurs 

de p ro tec t ion  o n t  également é té  observés,  co r respondan t  peu t -ê t re  à 

d 'aut res épissages d u  p r é c u r s e u r  ARN I V a 2  (F ig .  R14, A, 4 ) .  

En présence d ' h y d r o x y u r é e ,  50 Ccg d 'A  RN de cel lu les i n fec tées  

24 h ne p résen ta ien t  pas de doub le t  p roche  de 83 n t  p r o v e n a n t  d u  

messager I V a 2  normalement épissé mais l a  bande de  140 n t  ex i s ta i t  

t ou jou rs  ( F i g .  R14, A, 5 ) .  L 'absence dlARNm I V a 2  normalement épissé 

en présence d ' h y d r o x y u r é e  a v a i t  déjà é té observée p a r  l a  t echn ique  de  

P.C. R .  La bande de 140 n t  d e v a i t  p r o v e n i r  des A R N  m de E2B. 

Le démarrage de  l a  t r a n s c r i p t i o n  d u  gène I V a 2  au n t  5826 a 

également é té  analysé grâce a l a  sonde 427. 

A 9 h  post - in fect ion,  une  bande f a i b l e  e n t r e  l e s  deux a t tendues  de 

152 e t  48 n t  a  é té  v isual isée, d6 tec tan t  u n  éven tue l  démarrage de l a  

t r a n s c r i p t i o n  à u n  s i t e  de co i f fe  d i f f é r e n t  de ceux des gènes E26 de 

IVa2.  

A 24 h post - in fect ion,  l a  bande major i ta i rement  observée  de  48 n t  

mor i t ra i t  u n e  t r a n s c r i p t i o n  p ré fé ren t i e l l e  à p a r t i r  d u  s i te  d e  co i f fe  d u  

I V a 2  (F ig .  R14, B ,  4 ) .  

Cet te  bande d ispara issa i t  to ta lement  en présence d ' h y d r o x y u r é e  

( F i g .  R14, B, 5 ) .  Dans ce d e r n i e r  cas, cependant ,  u n e  t r a n s c r i p t i o n  a 

p a r t i r  d 'au t res  s i tes de co i f fe  a  6 té  détectée : o u t r e  cel le d e  152 n t ,  

d 'au t res  bandes e n t r e  152 e t  48 n t  o n t  é té  observées d o n t  u n e  commune 

à celle v isual isée à 9 h post - in fect ion.  



FIGURE R14 : ANALYSE DES ARNm IVa2 ET E2B EN PROTECTION DE LA 
DIGESTION AUX RIBONUCLEASES A ET T l .  

A  : h y b r i d a t i o n  avec l a  sonde 425. Gel d ' a c r y l a m i d e  à 82 
B : h y b r i d a t i o n  avec l a  sonde 427. Gel d ' a c r y l  amide à 122 

1 : ARN de l e v u r e  ( 1 0  Hg) 
2  : ARN de c e l l u l e s  HeLa non- in fec tées  ( 10Fg) 
3 : ARN de c e l l u l e s  HeLa i n f e c t é e s  p a r  1  'Ad2, 9 h  

p o s t - i n f e c t i o n  ( 1 0  ~ g )  
4 : ARN de ce1 l u l e s  HeLa i n f e c t é e s  p a r  1  'Ad2, 24 h 

p o s t - i  n f e c t i o n  ( 10  Hg) 
5  : ARN de ce1 l u 1  es HeLa i n f e c t é e s  p a r  1  'Ad2, 24 h  

p o s t - i n f e c t i o n  avec HU ( 5 0  iJg) 
6 : ARN de c e l l u l e s  HeLa i n f e c t é e s  p a r  H5 t s  125, 72 h - 

p o s t - i n f e c t i o n ,  33°C ( 1 0  Hg) 
7 : ARN de ce1 l u l e s  HeLa i n f e c t é e s  p a r  H5 t s  125, 24 h - 

p o s t - i n f e c t i o n ,  40°C ( 1 0  Hg) 



De ces expériences, il es t  possible de conclure : 

- que l'épissage d a n s  la zone IVa2 - E 2 B  e s t  plus hétérogène que 

ce qui a été décrit jusqu'à présent dans la littérature. E n  effet, 

seules deux espèces provenant de la rGgion E Z B ,  non épissées 

dans cette rGgion e t  u n  A R  N m ,  épissé entre  les n t  5695 e t  5418, 

provenant Se la région IVa2 ont jusqu'à présent été détectés. 

- que le démarrage au site de coiffe connu d u  IVa2 (5826nt) e s t  

net et\ phase tardive de l'infection mais que d'autres sites 

d'initiation peuvent être observés en phase précoce ( à  9 h 

post-infection, ou en présence d'hydroxyurée). 

- que la réplication de l'ADN (viral et/ou cellulaire) semble réguler 

l'expression du gène IVa2. Ces phénomènes peu vent donner 

naissance à de nouvelles espèces provenant des A R  N précurseurs 

IVa2 ou E 2 B .  

2 -  Infection par le m u t a n t  - H5 t s  125 

L'hydroxyurée inhibant autant la réplication virale que la 

réplication cellulaire, nous avons étudié l 'effet d u  blocage de la 

réplication virale seule s u r  la production de 1'ARNm IVa2. Pour cela, le  

mutant H5 - ts  125 produisant à température restrictive de 40°C une 

protéine D B P  mutée non fonctionnelle e t  donc incapable de se  répliquer 

correctement, a été utiiisé (ENSINGER and GINSBERG, 1972). 

Des cellules HeLa o n t  été infectées par 50 pfu par cellule par l'H5 

t s  125 e t  laissées 24 h à 40°C. Les A R  N m ont ensuite été récoltés e t  - 
analysés par la technique de P . C . R .  grâce aux oligonucléotides 01 e t  02 

ou en protection de la digestion aux ribonucléases A e t  T l  pa r  les 

sondes 425 e t  427. La même expérience a été menée su r  les A R N m  de 

cellules infectées 24 h par l'Ad2 de type sauvage. 

La technique de P . C . R .  a révélé à 40°C la présence d'un A R N m  

I V a 2  épissé de l'intron de 277 n t  (Fig. R15, 2 e t  3 ) .  

La protection de la digestion aux ribonucléases A e t  T l  a 

également montré que le mutant H5 ts 125 à 40°C exprimait u n  A R N m  

provenant d u  site de coiffe d u  IVa2 (sonde 427, Fig. R14, B ,  7 )  

épissé normalement au site donneur à 5695 n t  identique à celui observé 

à température permissive (Fig. R14, A ,  6 e t  7 ) .  

Ces résultats montrent que le gène IVa2 s'exprime avant la 

réplication de l'ADN viral e t  es t  maturé au site donneur d'épissage B 

5695 n t .  



FIGURE R15 : DETECTION PAR LA TECHNIQUE DE P .C.R. DE L 'ARNm IVa2 DE 
CELLULES INFECTEES PAR LE H5 t s  125. - 

Gel d 'agarose à 2% 
1 : pVM520 d igé ré  par  H ind  III, Pvu II e t  Xho 1 
2 : ARN de ce1 l u l e s  i n f e c t é e s  p a n ' A d 2  typesauvage, 24 h 
3 : ARN de c e l l u l e s  i n f e c t é e s  p a r  1 e H5 t s  125, 24 h à 

40°C. 
- 

La bande de 297 pb correspondant à 1 'ARNm IVa2 ép issé  
e n t r e  5695 n t  e t  5418 n t  e s t  dé tec tée  l o r s  de 1 ' i n f e c t i o n  
par  l e  mutant. 



L ' h y d r o x y u r é e ,  p a r  con t re ,  i n h i b e  l a  t r a n s c r i p t i o n  au s i t e  de co i f fe  

du  I V a 2  (F ig .  R14, B ,  5) s u g g é r a n t  u n  rô le  de l a  rép l i ca t ion  ce l lu la i re  

s u r  l ' e xp ress ion  d u  gène IVa2 ,  p l us  que  de l a  rép l i ca t ion  v i ra le .  

La  p roduc t i on  de l a  p ro té i ne  I V a 2  a ensu i te  é té  analysée. Des 

ce l lu les HeLa o n t  é té  infectées p a r  20 p f u  d 'H5 - t s  125 à 40°C e t  l es  

protGines o n t  é té  ex t ra i t es  24 h p l us  t a r d  dans l e  tampon RSB. L'ana- 

l y s e  en  Western B l o t  a  r évé lé  une  p roduc t i on  de p ro té i ne  I V a 2  p a r  l e  

mutan t ,  à t empéra tu re  r e s t r i c t i v e ,  l a  syn thèse  para issa i t  même p lus  

élevée que p o u r  l e  t y p e  sauvage. La fo rme de 56 kDa e t a i t  majori- 

t a i r e m e n t  révé lée  e t  cec i  dans  l a  f r a c t i o n  "noyau-sol"  (F i g .  R16, A ) .  Un 

con t rô l e  s u r  l e s  cel lu les HeLa in fec tées  p a r  l e  même mu tan t  a  montré 

que  l ' hexon  , p ro té i ne  s t r u c t u r a l e  majeure e t  t a r d i v e ,  n ' é ta i t  pas p r o d u i t  

à 40°C (F ig .  R16, B ) .  

L a  non-rép l icat ion de l ' A D N  v i r a l  e t / ou  l a  présence d ' une  p ro té ine  

D B P non- fonct ionnel le  augmente donc l a  p roduc t ion  de l a  p ro té i ne  IVa2. 

3-  I n f e c t i o n  des cel lu les C V 1  p a r  l ' A d 2  ou 1' Ad7 t y p e  

sauvage 

L ' adénov i rus  p r o d u i t  u n  cyc le  a b o r t i f  s u r  l e s  ce l lu les de s inge  

C V 1  : p o u r  l e  sous-g roupe C ( AdZ),  l e  blocage a l i e u  au n iveau de l a  

matura t ion  de 1'ARNm de l a  f i b r e  (KLESSIG and  C H O W ,  1980), pou r  l e  

sous-groupe B ( A d 7 ) ,  c ' es t  l a  rép l i ca t ion  de l ' A D N  v i r a l  q u i  n'a pas 

l i eu  (DELSERT a n d  D 'HALLUIN,  1984). 

Nous avons é tud ié  l e  compor tement  d u  gène I V a 2  dans de tel les 

ce l lu les af in  de  v o i r  s i  l e  blocage de l a  rép l i ca t ion  chez l ' A d 7  dans les  

ce l lu les C U  1 empêchai t  l a  matura t ion  de 1'ARNm IVa2.  Cet te  expér ience 

é v i t a i t  l ' u t i l i sa t i on  d u  mu tan t  H5 t s  - 125 qu i ,  o u t r e  l e  blocage de l a  

r ép l i ca t i on  v i ra le ,  p résen te  à 40°C une  p ro té ine  DBP non fonct ionnel le .  

O r  l a  p ro té ine  D B P  e s t  imp l iquée  dans l e  con t rô le  de  l ' express ion  de  

nombreux  gènes précoces e t  peu t ,  de ce f a i t ,  r é g u l e r  l ' express ion  d u  

gène I V a 2  ( v o i r  Discussion, 5 I I I ) .  

L a  comparaison des l 'A  RNm I V a 2  de l ' A a 2  dans l e s  cel lu les HeLa e t  

C V 1  pe rme t ta i t  de  v o i r  s i  l a  maturat ion d i f f é r a i t  dans l e s  deux cas, 

comme celle de 1'ARNm t a r d i f  de  l a  f i b r e .  



FIGURE R16 : DETECTION DE LA PROTEINE IVa2 DANS LES CELLULES 
INFECTEES PAR L 'H5 t s  125 - 

A : Western-Blot anti-IVa2 
B : Wes tern-01 o t  an t i  -1 1 
1 : particules matures d'Ad5 type sauvage 
2 :"cytosol" de ce l lu les  HeLa infectées 24 h par 

l'Ad2 type sauvage 
3 :"cytosolM de ce l lu les  HeLa infectées 24 h par 

1 'H5 t s  125 à 40°C 
4 :"noyau-sol" de ce l lu les  HeLa infectées 24 h par 

1 'Ad2 type sauvage 
5 :"noyau-sol" de ce l lu les  HeLa infectées 24 h par 

l'H5 t s  125 à 40°C - 
La protéine IVa2 (forme 56 kDa) e s t  sur-exprimée dans les  

noyaux de cellules infectées par 1 'H5 ts  125 à 40°C. L'hexon n 'es t  - 
pas détecté dans l e s  mêmes ex t ra i t s .  



24 h après l'infection par 20 pfu d'Ad7 ou 50 pfu d ' A d 2 ,  les A R N m  

ont été prépar6s e t  2 à 10 Cig o n t  été analysés en P . C . R .  avec les 

oligonucléotides 0 1  e t  02 qui avaient été sélectionnés pour leur totale 

homologie de séquence avec les A R N m  IVa2/E2B d'Ad2 e t  d'Ad7. 

Avec 1 1 A d 2 ,  le seul produit d'amplification observé était le même 

que dans les cellules HeLa (Fig. R17, 2 )  soit une bande de 297 p b .  

Avec l'Ad7 par contre, le produit observé était plus petit suggérant la 

présence d'un intron plus grand d'environ 170 n t  (Fig. R17,  3 ) .  
E n  gel d'acrylamide 12%,  une petite différence de taille était 

également observée entre les produits d'ampl ication provenant de 

cellules HeLa e t  C V 1  infectées par 11Ad2.  Cette différence n'était que de 

quelques nucléotides. 

Ces résultats suggèrent que la régulation de l'épissage de 1'ARN 

IVa2 diffère dans les cellules C V 1  e t  dans les cellules HeLa pour l'Ad2 

comme pour 11Ad7.  Ils rejoignent ceux de KLESSIG e t  C H O N  (1980) 

concernant le messager de la fibre. Ces auteurs,  cependant, ont 

surtout détecté une forme n o n  maturée de l'A R N  de la fibre. L ' A R N  

IVa2 d ' A d 2  es t  maturé dans les cellules C V 1 ,  bien que l'intron semble 

avoir quelques n t  de plus que dans les cellules HeLa. 

Le blocage de la réplication de l'Ad7 dans les C V 1  ne semble pas 

empêcher la maturation de 1 ' A R N  IVa2. Cependant, le produit d'ampli- 

fication observé es t  de taille inférieure. Ceci peut provenir de 

l'épissage d ' u n  intron plus important pour l'A R N  d'Ad7 par rapport à 

celui de l'Ad2. 



FIGURE R17 : INFECTION DE CELLULES C V 1  PAR L'Ad2 ET L'Ad7 DE TYPE 
SAUVAGE. 

Analyse des p r o d u i t s  d ' a m p l i f i c a t i o n  p a r  P.C.R. avec 0 1  e t  
02  en ge l  d 'agarose à 2%. 
1 : pVM520 d igé ré  p a r  Hind III, Pvu II e t  Xho 1 
2 : ARN de ce1 l u l e s  ~ ~ m f e c t é e s 4  h p a r T ~ d 2  t y p e  

sauvage 
3 : ARN de ce1 1 u l es  CV1 i n f e c t é e s  24 h p a r  1 'Ad7 t y p e  

sauvage 
L'ARNm IVa2 dé tec té  e s t  ép i ssé  dans l e s  c e l l u l e s  C V 1  pour 
1 es deux sérotypes é tud iés .  Cependant, pour  1 'Ad7 1 ' i n t r o n  
semble p l u s  grand d ' e n v i r o n  175 nt.  



III- Lignées cellulaires contenant le gène IVa2 

A ce jour aucun m u t a n t  dans le gène IVa2 de l'adénovirus n'a éti. 

décrit. 

11 es t  possible que les mutations dans ce gène existent mais 

qu'elles n'affectent en rien la croissance des virus les portant e t  

qu'elles soient donc passées inaperçues. Les mutations dans le gène 

IVa2 peuvent également être  léthales e t  empêcher la croissance des 

virus les portant s u r  des cellules HeLa normalement permissives. 

La présence de la protéine IVa2 dans le virus mature e t  son haut 

degr6 de conservation d ' u n  sérotype à l 'autre nous ont parus 

intéressants : il nous a semblé que la protéine IVa2 avait u n  rôle 

important à jouer dans le développement de l'adénovirus. 

Nous avons alors tenté de construire u n  mutant de délétion dans le  

gène IVa2 de l'adenovirus de type 5.  Le travail entrepris en vue de 

l'isoler a débuté par l'établissement de lignées cellulaires capables de 

complémenter le défaut d ' u n  tel virus. 

Plusieurs exemples concernant l'introduction de gènes de 

l'adénovirus dans des cellules humaines o n t  été décrits. E n  1983, 

B A  BISS - e t  al. o n t  sélectionné plusieurs lignées dérivées de cellules K B  

e t  exprimant les régions E 1 A  et/ou E 1 B  de l'Ad2. E n  1984, KLESSIG - e t  

al. ont obtenu l'expression dans les cellules HeLa de la D B P  de façon - 
inductible par la dexaméthasone ( D M )  contrôlant ainsi le niveau de 

synthèse de cette protéine virale hautement toxique pour la cellule 

l'exprimant. B R U N E T  e t  B E R K  (1988) ont utilisé la même technique que 

KLESSIG e t  al. (1984) e t  o n t  obtenu l'expression inductible par la D M  

des protéines de E 1 A  de l'Ad2 dans les cellules HeLa. Les lignées ainsi 

établies étaient capables de complémenter des virus mutés dans le gène 

E l A .  

Ces techniques d'obtention de lignées utYisent la CO-transfection de 

l'ADN codant pour la protéine étudiée e t  d'un gène de sélection. Ce 

gène confère aux cellules la résistance à une drogue: le gène tk de 

l 'herpès permet a u x  cellules de croître en milieu hypoxanthine -amino 

ptérine- thymidine ; le gène X G P R T  diE.coli donne aux cellules la 

résistance à l'acide mycophénolique. 



Le  gène - néo con fè re  aux  bactér ies l a  rés is tance à l a  kanamycine e t  à l a  

néomycine en codant  p o u r  l 'aminoglycoside-3-phosphotransférase de t y p e  

1  , enzyme i n h i b a n t  l ' an t i b i o t i que  p a r  phosphory la t ion .  JIMENEZ e t  

DA V I E S  (1980) donnè ren t  à u n  eucaryo te  i n f é r i e u r  (Saccharomycès) - l a  

rés is tance  à u n  an t i b i o t i que  analogue à l a  gentamicine ( l e  G418), g râce  

à l ' i n t r o d u c t i o n  du  gène bac té r ien  - néo. COLBERE-GARAPIN e t  al. 

(1981) r é u s s i r e n t  à con fé re r  aux cel lu les humaines e t  simiennes l a  même 

rés is tance  en l e u r  i n t r o d u i s a n t  l e  gène - néo placé sous l e  con t rô le  d u  

p romo teu r  du  gène - t k  de l ' he rpès .  Le  gène - néo, sous l e  cont rô le  d u  

p romo teu r  précoce d u  Simian V i r u s  40, a  é té  u t i l i sé  p a r  BRUNET e t  

BERK (1988) l o r s  de l ' é tab l i ssement  de l i gnées  e x p r i m a n t  l a  rég ion  E1A 

de l 1Ad2 .  Nous avons s u i v i  ces approches p o u r  l 'é tab l issement  d e  

l i gnées  e x p r i m a n t  l e  p r o d u i t  d u  gène IVa2. 

1- Etabl issement des l i gnées  

1-1 Cons t ruc t ion  des plasmides ( F i g  . R18) 

Le  gène I V a 2  ( F i g .  R18, A )  e s t  s i t u é  dans l a  reg ion  d u  

génome compr ise e n t r e  l e s  s i tes H i n d I I I  ( n t  6231) e t  - P v u I I  ( n t  3959). 

Les s i tes de régu la t i on  d u  gène e t  l e s  s i tes de  r e s t r i c t i o n  d e  l a  p a r t i e  

du génome l e  comprenant  s o n t  représen tés  s u r  l a  f i g u r e  R18. 

Un  p rem ie r  essai d ' iso lement  de  l i g n é e  ce l lu la i re  e x p r i m a n t  l a  p ro té ine  

I V a 2  d ' A d 5  a v a i t  réa l i sé  (N IEL ,  communication personnel le) .  L e  plasmide 

pV M520néo - contenan t  l e  gène I V a 2  sous l e  con t rô l e  de son promoteur  

n a t u r e l  e t  l e  gène - néo sous l e  con t ra l e  d u  p romoteur  précoce du  Simian 

V i r u s  40 (SV40)  a v a i t  permis  d ' isoler,  après  sélect ion au 6418, u n e  

l i g n é e  ce l lu la i re  s tab le  ( H -520) a y a n t  i n t é g r é  l e  gène IVa2 .  Cependant,  

aucune t r a c e  de p ro té ine  I V a 2  n ' ava i t  é té  décelée dans ce t t e  l i gnée  avec 

l e s  séra d isponib les.  Ce r é s u l t a t  pouva i t  s ' exp l i que r  p a r  une  p roduc t i on  

t r o p  f a i b l e  de p ro té ine  IVa2 .  Le gène IVa2  a  donc été placé sous l e  

con t rô l e  d ' u n  p romoteur  f o r t  d1Ad2, l e  p romoteur  de l a  rég ion  E l A .  

KLESSIG e t  al. (1984) a y a n t  r e n c o n t r é  des d i f f i cu l t és  dans l a  

cons t ruc t i on  de l i gnées  e x p r i m a n t  l a  p ro té ine  D BP, dues à sa tox ic i té ,  

nous avons  auss i  placé l e  gène I V a 2  sous l e  con t rô le  d ' u n  promoteur  

v i r a l  i n d u c t i b l e  p a r  l a  DM, l e  "Long  Terminal  Repeat" ( L T R )  du  V i rus  

de l a  Tumeur  Mammaire de  l a  Sour is  (MMTV)  a f i n  de  con t rô l e r  l e  niveau 

d 'express ion  de l a  p ro té i ne  I V a 2  dans l e s  l i gnées .  
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Le site - X ho1 ( n t  5778) du pVM520 a tout d'abord été remplacé 

par u n  site - HindIII, grâce à l'addition d ' u n  oligonucléotide de synthèse, 

pour donner le pVM655 (Fig. R18). Puis le promoteur E 1 A  d'Ad2 

compris entre les sites - EcoRI e t  HindIII ( n t  538) d u  pVM205 a été cloné - 
entre les sites - EcoRI e t  HindIII ( n t  5778) d u  pVM655 pour donner le - 
pVM656. 

Le promoteur L T R  d u  M M T V  a été excisé d u  pVM005 par HindIII e t  - 
replacé entre les sites HindIII (5778 n t  e t  6231 n t )  d u  pVM655 pour 

donner le  pVM657. Les fragments - EcoRI-YI1 ( n t  3384) des pVM656 e t  

pVM657 ont ensuite été réintroduits dans le pSV2néo entre EcoRI e t  - - 
BamHI pour donner respectivement les pVM656néo e t  6 5 7 9 .  Les - 
plasmides ont ensuite été transfectés dans les cellules HeLa, les clones 

de cellules résistants au 6418 o n t  été sélectionnés e t  établis en lignées 

H-656 e t  H-657 . Les lignées n'exprimant que le gène néo sous le - 
contrôle du promoteur de SV40 o n t  été établies suivant le même 

protocole e t  appelées H - pSV2 .  

1-2 Caractérisation des lignées 

1-2-1 Présence du gène IVa2 

17 lignées cellulaires ayant été établies, la présence de 

l'ADN viral a été recherchée par la méthode d'hybridation A D N - A D N  

(Southern Blot). Les A D N  cellulaires des 17 lignees ont été purillés par 

centrifugation en CsCl e t  digérés par - HindIII. Les fragments ont été 
séparés par électrophorèse en gel d'agarose à 0,6% e t  transférés s u r  

des membranes de nylon. 

Une sonde marquée radioactivement à 1' ( a - 3 2 ~ ) - d ~  T P 

constituée d ' u n  mélange des plasmides pVM656néo - e t  657néo - coupés par 
HindIII a ensuite é té  préparée e t  mise au contact des membranes de - 
nylon. Après lavage e t  autoradiographie, la présence des gènes IVa2 e t  

néo a p u  être mise en évidence dans 11 des 17 lignées testées (Fig. - 
R19). Les plasmides pVM656néo - e t  657néo - digérés par HindIII dans les 

pistes témoins, présentaient respectivement 2 e t  3 fragments de 4028 e t  

3173 paires de bases ( p b )  pour le  premier e t  4028, 2635 e t  1450 pour le 

second. Les gènes IVa2 e t  - néo contigus e t  identiques pour les deux 

plasmides donnaient le fragment de 4028 pb, celui de 1450 p b  

représentait le promoteur L T R présent dans le plasmide p V M657néo - 
uniquement. 



Dans p lus ieu rs  ADN ce l lu la i res  testés,  l es  gènes IVa2  e t  - néo o n t  é té  

r e t r o u v é s  i n tac t s ,  com ig ran t  avec l a  bande de 4028 pb  des témoins. Des 

remaniements o n t  cependan t  par fo is  6 té  observés  : dans l a  l i gnée  

H-657-3 p a r  exemple, l e  p romoteur  L T  R a  é té obse rvé  (1450 p b )  mais l e  

bloc fo rmé des gènes I V a 2  e t  - néo n 'a  pas é t é  r e t r o u v é  i n tac t .  Des 

nombres de copies t r è s  var iab les  des gènes i n t é g r é s  o n t  également é té  

r e t r o u v é s  d ' une  l i gnée  à l ' a u t r e  donnan t  des bandes rad ioact ives p l us  

ou moins in tenses .  La l i g n é e  H-657-3 p a r  exemple semblai t  a v o i r  i n t é g r é  

u n  nombre de copies des gènes I V a 2  e t  - riéo beaucoup p lus  Glevé que l a  

l i g n é e  H-657-2 ( F i g .  R19). 

Des bandes de  ta i ' les  var iab les o n t  é té  observées après  

Sou the rn  Blot .  Elles pouva ien t  ê t r e  exp l iquées p a r  l ' i n t ég ra t i on  des 

gènes IVa2  e t  - néo en d i v e r s  end ro i t s  d u  génome ce l lu la i re  à p rox im i té  

de s i tes  de r e s t r i c t i o n  H i n d  III. Les ta i l les  des f r agmen ts  ob tenus  après  

d iges t ion  p a r  H ind  III dépenda ien t  a lo rs  de l a  pos i t ion  des gènes IVa2  

e t  - néo dans l e  génome ce l lu la i re  e t  pouva ien t  d i f f é r e r  des 4028 p b  

observées p o u r  l es  gènes I V a 2  p lus  - néo con t i gus  dans l e s  plasmides 

t r ans fec tés  . 

1-2-2 Recherche de l a  ~ r o t é i n e  I V a 2  

L 'express ion  de  l a  p ro té i ne  I V a 2  a  été tes tée  dans l e s  

l i gnées  pos i t ives en Sou the rn  Biot, grâce au sérum an t i - IVa2  obtenu 

précédemment. 

En  immu nof luorescence i nd i r ec te ,  aucune réact ion 

spéc i f i que  n 'a  p u  ê t r e  détectée dans l es  l i gnées .  Le b r u i t  de f o n d  

obse rvé  avec l e  sérum t o t a l  a  été él iminé p a r  l ' u t i - i s a t i o n  de  l a  f r ac t i on  

I g G  p u r i f i é e  con t re  l a  p ro té i ne  I V a 2  (54 kDa )  p o u r  donner  u n e  

immunof luorescence négat i ve  i d e n t i q u e  à celle observée  dans l e s  cel lu les 

HeLa n ' ayan t  pas i n t é g r é  l e  gène IVa2.  

En  immunoblot ,  l e  sérum to ta l  n 'a  pas révé lé  non p lus  l a  

p ro té i ne  IVa2.  Pa r  con t re ,  l a  p ro té ine  ce l lu la i re  de'  43 kDa é t a i t  t ou jou rs  

p résen te  dans l a  f r a c t i o n  "membrane plasmique" pr inc ipa lement .  

L a  p ro té ine  d e  54 k D a  n ' ayan t  pas été détectée, nous 

avons  alors é t u d i é  l ' e xp ress ion  de 1'ARNm I V a 2  dans l e s  l ignées 

Eta b l ies  . 



FIGURE RI9 : ANALYSE DES LIGNEES EN SOUTHERN BLOT. 

H y b r i d a t i o n  des ADN c e l l u l a i r e s  d igérés  p a r  Hind III (20 
Dg p a r  p i s t e )  avec une sonde marquée rad ioac t i vement  
obtenue à p a r t i r  de 2Vg de ~ ~ ~ 6 5 7  néo e t  pVM656 néo - - 
diqérés  Dar Hind III. 

1 : pVM656 néo d i g é r é  p a r  H i n d  I I I  (2  ng) 
2 : pVM657 née d i g é r é  p a r  - Hind III ( 2  ng) 
3 : ADN de H-520 6 : ADN de H-657-2 
4 : ADN de H-656-1 7 : ADN de H-657-3 
5 : ADN de H-657-1 

La bande de 4028 pb rep résen te  l e s  gènes IVa2 + néo c e l l e  
de 1450 pb représente l e  LTR du MMTV du pVM657 n ~ '  - 



1-2-3 Express ion  de  1'ARNm IVa2 

Le gène IVa2  c o n t i e n t  u n  i n t r o n  de 277 n t  e n t r e  l e s  n t  

5695 e t  5418 ( C  H O W e t  al., 1979) p r é s e n t  dans l 'ADN génomique c loné 

aaris l e s  plasmides déc r i t s  précédemment  e t  u t i l i sés  p o u r  l ' ob ten t ion  de  

l ignées ce l lu la i res.  Cet te  s t r a tég ie  a v a i t  déjà é té  u t i ' i sée  p a r  B R U  N ET e t  

B E R  K (1988) p o u r  l ' ob ten t ion  de  l i gnées  ce l lu la i res e x p r i m a n t  les  

proté ines de l a  r é g i o n  E1A d 'Ad2  e t  l 'ép issage c o r r e c t  de l ' A  R N m  de 

E 1 A  a v a i t  6 té  ob tenu  spontanément  dans l e s  cel lu les.  

La p roduc t i on  de l ' A  RNm I V a 2  a été tes tée  dans l e s  

l ignées con tenan t  l e  gène IVa2 .  

1-2-3-1 Ana lyse  p a r  p ro tec t ion  de l a  d iges t ion  aux  

r ibonucléases A e t  T l  

La s t ra tég ie  précédemment déc r i t e  p o u r  l a  

carac té r i sa t ion  de l 'AR  N m I V a 2  des cel lu les in fectées p a r  l ' A d 2  de t y p e  

sauvage a été app l iquée  aux  ARN des l i gnées  ce l lu la i res.  L 'ARN marqué 

rad ioac t i vement  à p a r t i r  d u  pVM425 (F ig .  R13) a  é té h y b r i d é  aux ARN 

cel lu la i res to taux  (100 Ccg p a r  essai) .  

Après  d iges t ion  des ARN simples b r i n s  ( n o n  

h y b r i d é s )  p a r  l e s  r ibonucléases A e t  T l  e t  migrat ion en ge l  d é n a t u r a n t  

de po lyacry lamide-urée,  l e s  f r agmen ts  de sonde p ro tégés  é ta i en t  

observés. Le  plasmide p V M425 u t i l i sé  pe rme t ta i t  de  p r o d u i r e  une  sonde 

s ' h y b r i d a n t  aux A RNm de l a  r é g i o n  I V a 2  e n t r e  l e s  n t  5638 e t  5778 , l e  

si te d ' i n i t i a t i on  é t a n t  à 5826 n t ,  l e s  séquences des ARN en  5' n 'é ta ien t  

pas détectées. La séquence v i r a l e  t o ta l e  de l a  sonde a v a i t  u n e  l o n g u e u r  

de 140 n t .  Si  u n  ARNm I V a 2  épissé ( à  p a r t i r  d u  donneur  d 'épissage au 

n t  5695) é t a i t  p r o d u i t ,  seuls 83 n t  de sonde é ta ien t  protégés.  

Dans t ou tes  l e s  l i gnées  testées e t  pos i t ives,  u n e  

bande majeure de 140 n t  a  é t6  observée,  co r respondan t  à u n  A R N m  non 

maturé au s i te  donneu r  à 5695 n t .  La  bande de 83 n t  a  également é té  

r e t r o u v é e  mais t o u j o u r s  en  q u a n t i t é  t r è s  minor i ta i re  (F ig .  R20, 3  à 5 ) .  

La p résence  de bandes de mig ra t ion  p roche  celle de 140 n t  a  été 

a t t r i buée  à une d iges t ion  par t ie l le  de l a  sonde p a r  l es  r ibonucléases A 

e t  T l .  L a  d i f f é rence  de mig ra t ion  de ces formes é t a i t  accentuée p a r  

l ' u r é e  con tenue dans l e  ge l  (SHEN-ONG e t  al., 1987). 



FIGURE R20 : ANALYSE DES ARNm I V a 2  DANS LES LIGNEES PAR PROTECTION DE LA DIGESTION AUX RIBONUCLEASES A 
ET T l .  

100 Hg d'ARN to taux  de l i g n é e s  contenant l e  gène IVa2 o n t  é t é  hybr idés  à l a  sonde d'ARN 
r a d . i o a c t i f  obtenue grâce au pVM425, Après d i g e s t i o n  aux r ibonucléases A e t  T l ,  l e s  fragments 
de sonde protégés o n t  é t é  analysés en ge l  de po lyacry lamide 8%-urée 7M. 
La t a i l l e  t o t a l e  de l a  sonde e s t  de 200 n t ,  l e s  f ragments protégés p a r  un ARN maturé ou non 
au s i t e  donneur à 5695 n t ,  son t  de 83 e t  140 n t  respect ivement.  

1 : sonde 425 non d igérée.  2 : ARN de c e l l u l e s  HeLa i n f e c t é e s  pa r  l ' A d 2  (5  Pg) 
3 : ARN de H-656-1 4 : ARN de H-657-1 5 : ARN de H-657-1 + DM 

6 : ARN de H-657-2 7 : ARN de H-657-2 + DM 



Dans cer ta ines  des l i gnées  H-657 testées, l ' i n d u c t i o n  de l a  

p roduc t i on  de l1ARNm 1Va2 p a r  l a  D M  ( ~ o - ~ M ,  6 à 8  h )  a  é té  observée. 

La l i g n é e  H-657-1 e n  p a r t i c u l i e r  a  r é v é l é  une  bande de 140 n t  p l us  

impo r tan te  en p résence  de  l 'hormone (F ig .  R20, 4  e t  5 ) .  La l i g n é e  

H-657-3 qu i  p r é s e n t a i t  u n  remaniement des gènes I V a 2  e t  - néo en 

Sou the rn  B lo t  a  r évé lé  u n e  p roduc t i on  i m p o r t a n t e  d 'ARNm mais non 

i n d u c t i b l e  p a r  l a  DM. Rappelons i c i  que  seule l a  rég ion  d u  messager 

IVa2  e n t r e  l es  n t  5638 e t  5778 é ta i t  détectée p a r  l a  sonde p r o v e n a n t  du  

pVM425. La bande  p ro tégée  obtenue avec l e s  AR N ce l lu la i res de l a  

l i g n é e  H-657-3 p o u v a i t  p r o v e n i r  d ' u n  AR N m I V a 2  incomplet .  

1-2-3-2 A na lyse p a r  l a  t echn ique  de P. C . R . 

L 'express ion  i n c o r r e c t e  de 1'ARNm I V a 2  dans l e s  

cel lu les con tenant  l e  gène IVa2  a é té  conf i rmée p a r  l a  méthode de 

P.C. R .  u t i l i sée au  préa lab le  dans l a  détect ion des ARNm I V a 2  des 

ce l lu les in fectées p a r  l ' A d 2  t y p e  sauvage. 

Pour  chaque l i g n é e  testée, 5  Clg d 'ARN ce l lu la i res  

t o taux  o n t  été h y b r i d é s  avec l es  ol igonucléot ides-amorces 0 1  e t  02 (F ig .  

R11). Une copie d 'ADN complémentaire a  d ' abo rd  été ob tenue p a r  l a  

t r ansc r i p tase  i n v e r s e  de M-MLV e t  30 cyc les  d 'ampl i f icat ion p a r  l a  Taq 
polymérase o n t  é t é  e f fectués.  Les bandes amplifiées p r o v e n a n t  des 

ARNm-IVa2 o n t  é t é  v isual isées en ge l  d 'agarose à 2%. Les p r o d u i t s  

d 'ampl i ' i ca t ion obse rvés  é ta i en t  t r è s  hétérogènes comparat ivement  à ceux 

ob tenus  avec l es  ARNm de cel lu les in fectées.  A lo r s  que dans ce d e r n i e r  

cas, l a  seule bande  observée  é ta i t  de 297 pb,  co r respondan t  à 1'ARNm 

épissé d u  IVa2,  dans l e s  l i gnées  ce l lu la i res  p l us i eu rs  p r o d u i t s  

d 'ampl i  i ca t ion  o n t  é té  r e t r o u v é s .  La  bande major i ta i rement  r e t r ouvée ,  

cependant  é ta i t  ce l le  de 574 p b  co r respondan t  à l a  fo rme non maturée de 

l ' A  RNm IVa2 ; e l l e  a  é té  révé lée ap rès  Sou the rn  B lo t  des p r o d u i t s  

d 'ampl i f icat ion P.C . R .  g râce  à une  sonde d 'ADN v i r a l  marquée à 

I ' ( ~ ~ ~ - P ) - ~ C  T P  ( F i g  . R20 B i s ) .  

Ces résu ta t s  c o n f i r m e n t  ceux  ob tenus  p a r  l a  

p ro tec t i on  de l a  d iges t ion  aux  r ibonucléases A e t  T l  e t  pe rme t ten t  de  

conc lu re  à une p r o d u c t i o n  t r è s  fa ib le  de 1'ARNm IVa2  dans l e s  l i gnées  

ce l lu la i res con tenan t  l e  gène. De p lus ,  c e t  ARNm semble ne pas ê t r e  

épissé de l a  même manière que  dans l e s  ce l lu les in fectées,  e n t r e  5695 e t  

5418 n t .  Ceci p e u t  p r o v e n i r  d 'un  d é f a u t  d 'express ion d'évènements 

v i r a u x  e t /ou  ce l lu la i res  r é g u l a n t  l a  matura t ion  de  1'ARN p r é c u r c e u r  du  

IVa2.  



FIGURE R20 BIS : ANALYSE DES ARNm IVa2 DANS LES LIGNEES PAR LA 
TECHNIQUE DE P .C.R.  

Les ARN (519) de lignées HeLa contenant l e  gène IVa2 
ont été  ré t ro t ranscr i t s .  L'ADNc a é t é  amplifié par l a  
Ta_q polymérase après hybridation des amorces 01 e t  02. 
Les bandes obtenues ont é t é  visualisées en Southern 
Blot après hybridation à une sonde radioactive d'ADN 
viral  . 
1 : ARN de ce l lu les  HeLa infectées 12 h 
2 : ARN de H-656-1 
3 : ARN de H-520 
4 : ARN de H-657-1 
5 : ARN de H-657-1 + DM 
6 : ARN de H-657-2 
7 : ARN de H-657-2 + DM 



La production majeure d'ARN IVa2 non maturé dans les lignées 

cellulaires explique que la protéine IVa2 n'ait pas été détectée. 

Essais d'obtention de virus mutants 

2-1 Construction de plasmides (Fig. R 2 1 )  

Une délétion entre les 2 sites de restriction ApaI à 4609 p b  e t  

4915 p b  a été effectuée dans le pVM217 contenant la partie gauche d u  

génome d'Ad5 entre  O e t  6231 p b .  Le pVM644 ainsi obtenu était délété 

de 306 p b  dans le gène IVa2 ôtant 102 acides aminés de la protéine 

entre les résidus 173 e t  275. Cette délétion du quart  de la protéine, 

dans la moitié N-terminale ne changeait pas la phase de lecture de la 

partie C-terminale e t  pouvait coder pour u n  produit tronqué de la 

protéine IVa2 dans les virus obtenus. 

Le fragment - EcoRI - XhoI 5778 p b  d u  pVM644 a ensuite été 

cloné entre  - EcoRI e t  - XhoI 5778 p b  d u  pVM501 contenant les 60% gauches 

d u  génome jusqu'au site - BamHI 21606 p b .  Dans le pVM645 ainsi 

construit toute la partie gauche d u  génome d'Ad5 était ainsi reconstituée 

avec une délétion de 306 p b  dans le gène IVa2. 

2-2 Transfections 

Après avoir isolé e t  introduit les mutations désirées dans les 

fragments d'AD N viral étudiés, il fallait reconstruire le chromosome viral 

entier afin d'obtenir u n  virus infectieux dans la lignée cellulaire 

adéquate. 

Deux méthodes o n t  été décrites dans la littérature ; la 

première consiste à isoler le fragment d'ADN viral étudié, à le modifier 

puis ii le ligaturer au reste d u  çénome (JONES and SHEN K y  1979). La 

deuxième utilise des fragments d 'AD N viral se  chevauchant largement 

afin d'obtenir u n  chromosome viral entier par recombinaison à l 'intérieur 

de la cellule (CHINNADURAI e t  al., 1979). Pour  les deux méthodes, 

l'étape suivante e s t  la précipitation du matériel génétique au phosphate 

de calcium e t  la mise au contact des cellules. Après une période 

d'incubation de 8 à 10 jours à 37OC, les virus produits apparaissent e t  

forment des plages de lyse. 
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Les  deux méthodes o n t  é té  testées au labora to i re .  Les 

ex t rémi tés  de  l 'AD N v i r a l  l iées à l a  p ro té ine  te rmina le  (ADN Ad5-PT)  

o n t  également é té  u t i  isées ; une  mei: leure p roduc t i on  v i r a l e  après 

t r ans fec t i on  d u  matér ie l  génét ique l i é  à ce t te  p ro té i ne  a  en  e f f e t  é té  

montrée ( D ' H A L L U I N  e t  al., 1982). 

P o u r  cela, l ' A D N  v i r a l  d 'Ad5  a  6 té  p répa ré  p a r  d i s r u p t i o n  des 

capsides au c h l o r y d r a t e  de  guan id ine  4M e t  cen t r i f uga t i on  à l ' é q u i l i b r e  

en CsC1. L 'ADN v i r a l  a  ensu i te  é té  réco l té  e t  d i gé ré  pa r  l e s  enzymes 

ClaI  BamHI e t  SalI. Les f ragments  d r o i t s  (BamHI  21606 pb  à 36000 p b )  - -  - - 
e t  gauche (O p b  à - ClaI  917 p'b) l i é s  à l a  p ro té i ne  terminale o n t  é té  f i x é s  

spéc i f iquement  s u r  co lonne de B  N D-cel lu lose préa lab lement  équ i l i b rée  en 

c h l o r u r e  de l i t h i um 0,3 M .  Cet te  r és i ne  de hau te  a f f i n i t é  p o u r  l es  

proté ines (FROST a n d  WILLIAMS, 1978) r e t i e n t  spéc i f iquement  l e s  

f ragments  t e rm inaux .  Ap rès  él iminat ion de l ' A D N  double ou simple b r i n  

sans proté ine,  p a r  l e  SDS (0,1%) e t  l a  café ine (2%) ,  l es  complexes ADN 

double b r i n - P T  o n t  é té  élués p a r  l ' u r é e  8M-SDS 1%. Ces agents 

dena tu ran ts  o n t  é té  r e t i r é s  p a r  d ia lyse  c o n t r e  u n  tampon pH 7,4 e t  

l 'ADN-PT a  é té  p r é c i p i t é  à l ' é thano l .  La p u r e t é  des f ragments  l i é s  à l a  

p ro té ine  te rmina le  a  é té  vér i f i ée  s u r  ge l  d'agarose-0,5% sarcosy l .  L e  

f r agmen t  - ClaI  917 pb-BamHI  - 21606 p b  d u  pVM645 a  ensu i te  é t é  l i g a t u r é  

aux deux f r agmen ts  précedemment p u r i f é s  : l 'ADN v i r a l  e n t i e r  d 'Ad5  l i é  

à l a  p ro té i ne  te rmina le  aux  deux  ex t rémi tés  e t  délété dans l e  gène IVa2  

a  a ins i  é té  ob tenu .  

D 'au t res  essais o n t  été réa l isés avec l ' A  D N v i r a l  non- l ié  à l a  

p ro té ine  te rmina le  : en  recombinaisori, l e  pVM645 d igé ré  p a r  - EcoRI ( O  

p b )  e t  - BamHI (21606 p b )  a é té  u t i  i s é  avec l e  pVM540 con tenan t  t ou te  l a  

pa r t i e  d r o i t e  d u  génome de  l ' A d 5  ( d e  - Sa11 16744 p b  à 36000 p b )  ( F i g .  

R21).  Le génome complet  a  également é té  recons t i t ué  avec l ' A D N  n u  : l e  

pVM645 d i g é r é  p a r  - EcoRI ( O  p b )  e t  X H I  (21606 p b )  a  é té  l i g a t u r é  

avec l e  f r a g m e n t  d r o i t  de  l ' A D N  d 'Ad5  e n t r e  21606 p b  e t  36000 p b .  

Q u e l q u ' a i t  é té  l a  p répa ra t i on  des f r agmen ts  d 'ADN v i r a u x ,  i l s  

o n t  t ou jou rs  é té  t r ans fec tés  à ra ison de  20 Clg t o t a u x  s u r  ce l lu les HeLa, 

H-520, H-656 e t  H-657 (précedemment  déc r i t es )  en boîte de P é t r i  (60 

mm) une  couche de gélose molle a  é té  placée s u r  l e s  boîtes, s o i t  5  h 

après  l a  t r ans fec t i on  dans l a  boîte mère, s o i t  après récupé ra t i on  de l a  

suspension de  cel lu les 16 h  après  t r an fec t i on  e t  passage s u r  une  

nouvel le  bo î te  de l a  même l i g n é e  ce l lu la i re .  



Les quelques plages observées au b o u t  de 8 à 10 j o u r s  

d ' incuba t ion  à 37°C o n t  é té  r e p r i s e s  e t  repassées success ivement  s u r  l e s  

même l i gnées  ce l lu la i res j usqu 'à  o b t e n i r  u n e  populat ion v i r a l e  analysable 

en méthode r a p i d e  d ' ex t rac t i on  d 'ADN ( H I R T ,  1967 ; W ADELL and  D E  

JON G ,  1983), l e s  p ro f i l s  de r e s t r i c t i o n  p a r  H i n d I I I  des ADN des v i r u s  

a ins i  ob tenus  e t  de l ' A d 5  de t y p e  sauvage se s o n t  avérés i den t i ques .  

A u c u n  v i r u s  mu tan t  dé lé té  dans l e  gène I V a 2  n 'a  p u  ê t r e  

obtenu.  O r ,  l ' A D N  v i r a l  i n t a c t  d 'Ad5  t r ans fec té  en  para l lè le  dans l e s  

mêmes l i gnées  ce l lu la i res a t o u j o u r s  permis  l a  p roduc t i on  de plages de 

l y s e  m o n t r a n t  l a  capaci té de ces cel lu les à p r o d u i r e  d u  v i r u s  à p a r t i r  

du génome t r ans fec té .  Les quelques plages de l y s e  observées l o r s  de 

ces t r ans fec t i ons  d 'ADN délété d u  f r a g m e n t  ApaI (12,8 à 13,6 u.g.) se 

son t  révé lées ê t r e  de l ' A d 5  de t y p e  sauvage. Une contaminat ion de l a  

p répara t ion  d 'AD N recombinan t  p a r  de l 'A  D N v i r a l  e n t i e r  e s t  improbab le  

pu i sque  l a  p u r e t é  des f r agmen ts  a é té  tes tée  en ge l  d 'agarose a v a n t  

l i g a t u r e  e t  t r ans fec t i on .  Cependant,  l a  présence de quelques molécules 

d ' A D N  v i r a l  e n t i e r  ne p e u t  ê t r e  exc lue.  

L ' incapaci té  des l i gnées  ce l lu la i res a y a n t  i n t é g r é  l e  gène IVa2  

à compl6menter l e  mu tan t  de  dé lé t ion p e u t  ê t r e  due  à l a  non-maturat ion 

de 1'ARN I V a 2  que nous avons observée dans l e s  l i gnées  où il 

s'expr ime.  La  p ro té i ne  I V a 2  n ' é t a n t  a lors  pas (ou t r è s  p e u )  p rodu i te ,  

les  l i gnées  p e u v e n t  ne pas complémenter l e  dé fau t  du m u t a n t  que nous 

voul ions o b t e n i r .  

Ces résu l t a t s  i n d i q u e n t  cependant  que l e  p r o d u i t  d u  gène 

1 Va2 e s t  nécessaire au développement  d u  v i r u s  pu isqu 'u  ne  délét ion dans 

ce t te  p a r t i e  d u  génome r é s u l t e  en  u n  ADN v i r a l  non  i n f e c t i e u x .  



I V -  Rôle du  p r o d u i t  d u  gène I V a 2  dans l a  t rans fo rmat ion  

La  rég ion  E l ,  sous-d iv isée en E 1 A  e t  E l B ,  e s t  responsable de l a  

t rans fo rmat ion  de cel lu les non permiss ives p a r  l e s  adénov i rus  (Revues : 

B R A N T 0  N e t  al., 1985 ; GRAND, 1987).  L 'oncogène E1A immortal ise,  l a  

rég ion  E l  B  appo r te  l a  t r ans fo rma t i on  complète e t  l a  tumor igén ic i té  aux  

cellules. A  p rox im i t é  de l a  zone t rans fo rmante  E l ,  l a  r ég ion  IVa2  e s t  

t r a n s c r i t e  s u r  l e  b r i n  opposé de  l 'ADN v i r a l  à p a r t i r  d ' u n  p romoteur  

d i r i g e a n t  l a  t r a n s c r i p t i o n  de  ce gène seul .  

La séquence p r ima i re  de  l a  p ro té i ne  IVa2  d 'Ad5  ( V A N  BEVEREN - e t  

al., 1981) a  été analysée p a r  o r d i n a t e u r  au l abo ra to i r e  (p rogramme PC - 
Gene) e t  a  revé lé  l a  présence d ' u n  s i te  po ten t ie l  de l i a i son  aux NTP 

(F ig .  R22). Ce s i te ,  t r è s  conservé  dans une  centa ine de  proté ines 

v i ra les (GO RBALEN Y A  and  KOO N I N ,  1989) e s t  également t r è s  homologue 

à ce lu i  de  l a  p ro té i ne  p21 de l 'oncogène H-ras - d o n t  l e  r ô l e  dans l a  

t rans fo rmat ion  a  é té  démontré ( R e v u e  : BARBA CID, 1987). 

L a  séquence p r ima i re  de l a  p ro té ine  I V a 2  d 'Ad5 a  ensu i te  é té  

comparée à celle d 'Ad7  (ENGLER e t  al., 1982). Un  remarquab le  d e g r é  

de conserva t ion  a  é té  révé lé  e n t r e  l e s  deux  p ro té ines  avec 81,9% 

d'acides aminés i d e n t i q u e s  f a i san t  de  l a  p ro té i ne  IVa2,  l e  p r o d u i t  l e  

mieux conse rvé  chez l ' adénov i rus  ; l a  rég ion  E l A ,  p a r  exemple, n ' es t  

homologue qu 'à  50% e n t r e  l e s  d i v e r s  séro types .  

La  f onc t i on  potent ie l le  de l i a i son  au G T P  de l a  p ro té i ne  I V a 2  

pouva i t  j o u e r  u n  r ô l e  dans l a  t rans fo rmat ion .  

1- Essais de  t r ans fo rma t i on  de  cel lu les p r ima i res  de r e i n  de 

r a t  ( B  R K l  

1-1 Régions de génome employées ( F i g .  R23) 

D ivers  plasmides con tenan t  des séquences d 'Ad3  d o n t  l e  gène 

IVa2  o n t  é té t r ans fec tés  dans l e s  cel lu les pr imai res BRK (Baby  Ra t  

K idney)  . 
Ces plasmides d é r i v a i e n t  t o u s  du  pVM303 (F ig .  R23) con tenan t  

l e  f r a g m e n t  d 'Ad3  de  - EcoR 1  O u.g. à - Sa1 1  17,5 u.g.  Celu i -c i  e x p r i m a i t  

l es  rég ions  E1A ( d e  O a BglII 4,5 u .g . )  E1B ( d e  BglII 4,5 u.g. à =II 

11,12 u.g.)  e t I U a 2  ( d e B g l I I  11,12 u.g.  à - XhoI 15,8 u.g.) .  



Séquence primaire de la protéine IVa2 d'Ad 2 

DDGSCSSLNYQLHPVIGVIY 

FIGURE R22 : SITE POTENTIEL DE LIAISON AUX NTP DANS L4 

Le motif A, très conservé parmi les protéines liant les NTP a été 
retrouvé dans la protéine IV&! d'Ad2 [GORBALENYA and KOONIN, 19893. 
Ce motif existe edjalement dans la protéine IVa2 d'Ad7. 



Coordonnées en ug 

E.O Bj4,5/Bg11,l I Clonage du fragment H 17 à Bg 11 ,l dans le pBR322 
r )  

FIGURE R 23 : ESSAIS DE TRANSFORMATION DE CELLULES BRK 
LES PLASMIDES EEiIPLOYES . 

A : plasmides contenant des séquences d'Ad3 
U : plasmides contenant des séquences d'Ad2 

- : séquence de pBR 322 : région E 1 B 
: région E l  A : région l ~ a 2  

A :  Aqal 8: & H I  dg: Ml1 
C :  QI E: EmRI - H : III 

s: &Il x: -01 



Le  p romoteur  MLP é t a i t  également con tenu  dans ce vec teur  ( à  p rox im i té  

de  - XhoI  15,8 u.g.) .  Le pVM312 c o n s t r u i t  p a r  délét ion BglII 4,5 u.g.  

BamHI d u  pVM303 n ' exp r ima i t  p l us  que  l a  r é g i o n  E1A d e  11Ad3. L e  

pVM303 a également é té  délété e n t r e  =II 4,5 u.g.  e t  BglII 11,12 u.g. 

p o u r  donne r  l e  pVM313 con tenan t  l e s  zones E1A e t  I V a 2  ( p l u s  MLP), l a  

zone E 1 B  é t a n t  to ta lement  absente. Le gène IVa2  d 'Ad3  a é té  i so lé  dans 

l e  pVM370 p a r  c lonage d u  f r a g m e n t  H i n d I I I  17 u .g.  BglII 11,12 u.g.  d u  

pVM313 dans l e  pBR322 e n t r e  H i n d I I I  ( 2 9 n t )  e t  BamHI (375n t ) .  

Pour  11Ad2, l e  r ô l e  d u  gène I V a 2  a également é té  é tud ié  g râce  aux  

plasmides pVM250 e x p r i m a n t  E1A-E lB - IVa2  ( p l u s  MLP) e t  pVM646 délété 

dans l e  gène I V a 2  d u  pVM250 e n t r e  A p a I  12,8 u.g.  e t  ApaI 13,6 u.g.  

o n t  également é té  u t i l i sés  ( F i g  . R23). Dans des essais de co t rans fec t ion  

l e  plasmide pVM592 e x p r i m a n t  l a  p ro té i ne  19 kDa de E1B d 'Ad5  a é té  

u t i l i sé .  L ' e f f e t  de  l 'oncogène v- ras - act i vé  a également é té  é t u d i é  g râce  

au plasmide S25 ( d o n  d u  D r  J.P. KERKAERT, L i l l e ) .  

1-2 Numérat ion des f o y e r s  de  t r ans fo rma t i on  ob tenus  

A p r è s  t r y p s i n i s a t i o n  des t i s s u s  de r e i n  de r a t s  nouveaux-nés 

( à  10 j o u r s )  l e s  cel lu les p r ima i res  BR K o n t  é té  mises en c u l t u r e  en  

mono-couche e n  f lacons fermés. A r r i v é e s  à 70% de conf luence,  l e s  

cel lu les o n t  é té  t rans fec tées  p a r  20 Cig de  chaque plasmide p réc ip i t és  au 

phosphate de calcium e t  l e  mil ieu a été renouve lé  au b o u t  de 16 h.  

Les p remiers  f oye rs ,  appa rus  e n v i r o n  12 j o u r s  après  l a  

t r ans fec t i on  o n t  é té  dénombrés dans l e s  d ive rses  ex pér iences pu i s  

recomptés 12 j o u r s  p l us  t a r d .  Les résu l t a t s  d 'une  d iza ine d e  

t r ans fec t i on  o n t  é té  comparés e t  s o n t  représen tés  dans l e  Tableau R I .  

Pour  11Ad3, l e s  résu l t a t s  m o n t r e n t  une  augmentat ion d u  

nombre de f o y e r s  p a r  u n  f a c t e u r  2  à 3  quand l e  gène I V a 2  e s t  p r é s e n t  

avec l a  r é g i o n  E l A  so i t  s u r  l e  même plasmide (pVM313) s o i t  s u r  une  

a u t r e  vec teu r  (pVM312 + pVM370). Q u a n d  l e s  rég ions  E1A d 'Ad3  e t  E1B 

d 'Ad5  (pVM312 + pVM592) son t  cotransfectées avec l e  gène I V a 2  

(pVM313 + pVM592 ou pVM312 + pVM370 + pVM592) une augmentat ion 

d ' un  f a c t e u r  3  à 4 e s t  observée. Avec l 'oncogène v - ras  - act i vé  a p p o r t a n t  

t r è s  rap idemen t  u n  g r a n d  nombre de  f oye rs ,  l e  même phénomène e s t  

r e p r o d u i t  (pVM312 + S25 comparé à pVM313 + S25 ou pVM312 + pVM370 

+ S25). 



................................................................... 
Jours après 

t r a n s f e c t i o n  : 12 2 5 
: Plasmides 
: t r a n s f e c t é s  ................................................................... 

Ad3 ................................................................... 

312 O 1 

312 + 592 2 5 

312 + S25 2 - 3 25 

313 2 5 

313 + 592 2 12 - 27 

313 + S25 7 100 

312 + 370 3 6 

: 312 + 370 + 592 2 10 - 20 

: 312 + 370 + S25 5 50 - 80 

303 1 3 - 18 

................................................................... 
Ad2 ................................................................... 

250 22 - 10 50 - 24 

646 9 - 6 46 - 11 

................................................................... 

Tableau R I  : NUMERATION DES FOYERS DE TRANSFORMATION DE CELLULES BRK 

Nombre de f o y e r s  observés après t r a n s f e c t i o n  de plasmides 
d é r i v é s  d'Ad2 e t  Ad3 s u r  c e l l u l e s  p r ima i res  de r e i n  de 
r a t  (BRK) 



Pour l'Ad2, l'efficacité de transformation étant plus importante 

que p o u r  le  sérotype 3, le grand nombre de foyers obtenu peut 

masquer l 'effet faible d u  gène IVa2. Cependant, le nombre de foyers 

obtenu avec les plasmides pVM250 e t  646 a montré une influence 

négative de la délétion ApaI (12,8-13,6 u.g.) dans le gène IVa2 s u r  

l'efficacité de transformation. Ce résultat reste à confirmer. 

2- Etablissement de foyers de transformation de B R  K en lignees 

coritinues 

Après avoir été dénombrés, certains des foyers de cellules B R  K 

o n t  été repris e t  établis en lignées continues par repiquages successifs 

sur  boîtes de Pétri de diamètre de plus en plus élevé. Les cellules 

sont immortalisées puisqu'elles résistent à plusieurs divisions (le nombre 

de passages étant supérieur à 50). 

Les quelques foyers obtenus avec la région E 1 A  seule d'Ad3 

(pVM312) n'ont pas p u  être établis en lignées, seuls quelques foyers 

provenant de CO-transfections avec pVM312 e t  S25 ont p u  ê t re  cultivés 

(lignées 8-312 + S25). Les foyers obtenus avec les régions E1A-IVa2 

d'Ad3 ( p V  F"i313), par contre, ont été facilement établis en huit lignées 

(8-313 de 1 à 8) .  Les foyers observés avec E l A ,  E 1 B  e t  IVa2 entier 

(pVM250) ou délété (pVM646) ont donné 5 lignées B-250 1 e t  2 e t  B-646 

1,  2 e t  3 .  

2-1 Analyse de leur contenu en A R N m  IVa2 

La méthode de P . C .  R .  décrite pour  la détection des A R N m  

IVa2 dans les lignées HeLa IVa2 précedemment établies a é té  appliquée 

aux lignées de BRK-IVa2. Les oligonucléotides 01 e t  02, situés de part 

e t  d'autre de l'intron de l'A R N  m IVa2 e t  choisis dans une région t rès  

conservée entre Ad2 e t  Ad3 de façon à hybrider avec les A R N m  des 2 

sérotypes, ont été mis en présence des A R N m  cytoplasmiques totaux (2 

ilg p a r  essai) des différentes lignées cellulaires e t  les produits 

dlampli.ication obtenus aprGs une première copie des A R N m  en ADNc 

ont été analysés en gel d'agarose à 2% . Les analyses o n t  révélé dans 

toutes les lignées B R K ayant intégré le gène IVa2 dans son intégrité ou 

delété de la zone ApaI 12,8-13,6 u .  g . ,  en plus des gènes 



E1A e t /ou  E l B ,  une  seule mais i n tense  bande de 574 pb  co r respondan t  à 

l 'AR  Nm I V a 2  e n t i e r  compr is  e n t r e  l e s  deux  amorces ut i l isées ( F i g  . R24). 

Les l i gnées  B-313, 8-250 e t  B-646 testées p r é s e n t e n t  ce t te  bande de 574 

p b  en quan t i t é  p l us  ou moins élevée. La dé lé t ion ApaI dans l a  zone 

avale de 1'ARNm p a r  r a p p o r t  aux amorces 0 1  e t  02 ne  semble pas 

i n f l u e n c e r  l ' e xp ress ion  e t /ou  l a  s tab i l i té  de 1'ARNm détecté. 

Ces rgsu l t a t s  mon t ren t  donc, dans l e s  l i gnées  BR K a y a n t  i n t é g r é  l e  

gène I V a 2  d 'Ad2  ou d 'Ad3 avec E1A (8-313)  e t  par fo is  E1B (B-250 e t  

B-646) une  express ion  élevée de 1'ARNm I V a 2  sous sa forme non  

maturée. La  t r a n s c r i p t i o n  de ce t te  f o rme  d'AR N m-IVa2 e s t  auss i  élevée 

que  cel le de 1'ARNm IVa2  mature  obse rvé  dans l e s  cel lu les in fectées p a r  

l ' A d 2 .  Dans l e s  cel lu les HeLa-IVa2, l a  t r a n s c r i p t i o n  de 1'ARNm I V a 2  

maturé  ou non n 'a  pas été auss i  c la i rement  observée  (F ig .  R24). Deux 

systèmes ce l lu la i res o n t  é té  analysés e t  des f a c t e u r s  spéc i f iques de l ' u n  

ou de l ' a u t r e  i n t e r v e n a n t  dans l a  t r a n s c r i p t i o n  e t / ou  l e s  modifications 

pos t - t ranscr ip t ionne l les  p e u v e n t  e x p l i q u e r  ces d i f fé rences  e n t r e  HeLa e t  

B R K .  Il e s t  à no te r  également que dans l e  cas des ce l lu les BR K y  l a  

r é g i o n  E1A e s t  p résen te  dans  l e s  l i gnées  étab l ies  e t  p e u t  i n f l u e n c e r  

l ' e xp ress ion  de l ' A  R Nm IVa2.  

2-2 Analyse de l e u r  contenu en p ro té ines  

L 'express ion  d u  p r o d u i t  d u  gène IVa2  a ensu i te  é té  analysée 

dans ces d i f f é ren tes  l i g  nées. 

2-2-1 Analvse en Western B lo t  

Les l i gnées  6-312tS25 e t  6-313 o n t  été soumises au 

f r ac t i onnemen t  ce l lu la i re  dans l e  tampon RSB e t  analysées en  Western 

B l o t  g râce  au sérum ant i -1  Va2 précedemment déc r i t .  Aucune des l ignées 

n 'a  r é v é l é  l a  présence de  l a  p ro té ine  I V a 2  de 54 kDa spéc i f ique d u  

v i r u s  ( F i g .  R25). 

La p ro té ine  de 43 kDa, p a r  con t re ,  a  été re t rouvée  en  

t r è s  g r a n d e  quan t i t é  dans cer ta ines  l i gnées  ce l lu la i res (8-313 1 en 

p a r t i c u l i e r )  (F ig .  R25). Sa présence a également é t é  montréie dans l e s  

B-250 e t  B-646 mais dans aucune des B-312 + S25 testées. Ce t te  analyse 

a mont ré  une  sur -express ion  de  l a  p ro té i ne  de 43 kDa dans l e s  l ignées 

ce l lu la i res  p r é s e n t a n t  u n  A R N m IVa2  non  maturé, t r è s  faci lement 



FIGURE R24 : EXFRESSION DE L'ARNm IVa2 DANS LES LIGNEES CE BRK 
ETABLIES 

Dé tec t i on  des p r o d u i t s  d ' a m p l i f i c a t i o n  par  P.C.R. en 
g e l  d 'agarose  à 2%. 

1 : pVM520 d i g é r é  p a r  H ind  III, Pvu II e t  Xho 1 - 
2  : ARN de l i g n é e  B - 3 1 2 ~ 2 5  -1- 
3  : ARN de l i g n é e  8-313-1 
4  : ARN de l i g n é e  8-250-1 
5  : ARN de l i g n é e  8-646-1 



FIGURE R25 : ANALYSE DES PROTEINES DES LIGNEES DE BRK 

Les c e l l u l e s  B R K  de d i f fé ren tes  1 ignées é tab l i es  ont  é té  
soumises au fractionnement dans l e  tampon RSB. Les 4 
f rac t ions  obtenues ont é t é  analysées en Western-Blot avec 
l e  sérum anti-IVa2 (1/1000). 

1 : par t i cu les  d'Ad5 pur i f iées  
2 : l ignée B-312 + S25-1 4 : l ignée B-250-1 
3 : l ignée 8-312 + S25-2 5 : l ignée  B-313-1 

a : f r a c t i on  "cytosol" b : f rac t ion  "noyau-sol" 
c : f r a c t i on  "membrane d : f r a c t i on  "matrice 

pl asmi que" nucléaire" 



amplifiable par P .C . R .  Aucune relation directe entre les deux 
observations n'a cependant été établie. 

2-2-2 Localisation de la 43 k Da 

Grâce à la fraction de sérum purifiée contre la 43 kDa 
des "membranes plasmiques" de lignées de B R K  posiiives en Western 
Blot, l'immunofluorescence indirecte a p u  ê t re  effectuée s u r  les mêmes 
lignées e t  a révélé la protéine de 43 kDa très  concentrée dans une 

structure ressemblant aux lysosomes cellulaires ( Fig . R9, A ) 



V . Essais de l i a i son  i n  v i t r o  -- à l ' [ a 3 2 - ~ ] - ~ ~ ~  ( F i g .  R26) 

Les r é s u l t a t s  de  t rans fo rmat ion  a y a n t  é té  encourageants  e t  l a  

présence d ' u n  s i te  po ten t ie l  de  l ia ison a u x  NTP, dans l a  p ro té i ne  IVa2,  

a y a n t  été detecté (GORBALENYA and  K O O N I N ,  1989), nous avons  

é tud ié  l a  l i a i son  i n  v i t r o  de  l a  p ro té ine  I V a 2  à l ' [ a 3 2 - ~ ] - ~ ~ ~ .  

Les p ro té ines  de par t i cu les  d 'Ad5  pur i f i ées ,  de cel lu les HeLa 

in fec tées  24h p a r  l ' A d 2  t y p e  sauvage e t  de cel lu les BRK t rans fo rmées  

p a r  E 1 A  e t  IVa2  d 'Ad3  ( v o i r  *d I V )  o n t  é té séparées en ge l  de  

polyacrylamide-S DS à 15% pu i s  t r ans fé rées  s u r  n i t roce l lu lose.  A p r è s  

rena tu ra t i on  dans u n  tampon a pH 7,5 con tenant  d u  MgC12, l e s  

membranes o n t  éti: i n cubées  avec 40 L l C i  d ' [ a 3 2 - ~ ] - ~ ~ ~ ,  a f i n  d ' obse rve r  

l a  l i a i son  i n  v i t r o  des p ro té ines  f i xées  s u r  l a  membrane au GTP 

rad ioac t i f  ( LAPET INA  a n d  REEP, 1987). 

L 'é lect rophorèse des proté ines v i ra les  marquées à l a  1 4 c - v a l  a i ns i  

que  des Western B l o t  an t i - IVa2  (54 kDa )  e t  ant i -43 k D a  o n t  é té  

e f fec tués  en paral lè le.  

Les résu l t a t s  (F ig .  R26) o n t  mont ré  u n e  l ia i son  de l ' [ a 3 2 - ~ ] - ~ ~ ~  

aux  proté ines V ,  V I  e t  VI1 du  v i r u s  p u r i  i é  (F i g .  R26, 3 ) .  Ces 

p ro té ines  f a i s a n t  p a r t i e  d u  nucleoide v i r a l ,  el les o n t  cer ta inement  u n e  

a f f i n i t é  p o u r  l e s  nuc léot ides.  

Aucune l ia i son  à l a  p ro té i ne  I V a 2  de 54 kDa d u  v i r u s  pu r i f i é  n 'a  

é té  observée ( F i g .  R26, comparer  2  e t  3) .  La  l i a i son  n'a pas non p l u s  

é té  détectée dans l e s  e x t r a i t s  de cel lu les HeLa in fec tées  p a r  l ' A d 2  t y p e  

sauvage (F ig .  R26, 6 )  ou de  cellules B R  K t rans fo rmées  p a r  E1A e t  I V a 2  

d ' A d 3  (F ig .  R26, 5 ) .  

Aucune l ia i son  à l a  p ro té ine  de 43 kDa en r i ch ie  dans l e s  BRK 

t ransformées,  n 'a  é té  détectée p a r  ce t t e  méthode (F ig  R26 comparer  4  

avec 5 e t  6 ) .  

Par  c o n t r e  u n e  l ia i son  impo r tan te  a p u  ê t r e  montrée e n t r e  

l ' [ a 3 2 - ~ ] - ~ ~ ~  e t  u n e  p ro té i ne  de 21 k D a  env i ron ,  r e t r ouvee  dans l e s  

e x t r a i t s  de ce l lu les HeLa in fec tées  e t  B R K t rans fo rmées  (F ig .  R26, 5  e t  

6) 
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DISCUSSION 



La p r o t é i n e  IVa2 de M r  en ge l  de polyacrylamide-SDS de 54 à 56 

kCa, e s t  présente en un t r è s  p e t i t  nombre de copies dans l a  p a r t i c u l e  

v i  r a l  e  : quand 1  es p r o t é i n e s  v i r a l  es son t  marquées r a d i  o a c t i  vement , 1 a  

p r o t é i n e  IVa2 ne représen te  que 0,1% de l a  r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  

(ANDERSON e t  a l . ,  1973). Cependant, e l l e  e s t  r e t r ouvée  dans l e s  caps ides 

matures (EVERITT e t  a l . ,  1973), de rn iè re  étape d ' u n  schéma d'assemblage 

é t a b l i  pa r  D'HALLUIN (1980) e t  PHILIPSON (1983).  

Le promoteur du gène IVa2 e s t  l o c a l i s é  à 5826 pb su r  l e  b r i n  gauche 

de l 'ADN v i r a l  e t  d i r i g e  l a  t r a n s c r i p t i o n  d ' un  ARN épissé d ' u n  i n t r o n  de 

277 n t  (CHOW e t  a l  ., 1979). La t r a n s c r i p t i o n  du gène IVa2 a  é t é  appelée 

i n t e r m é d i a i r e  c a r  a c t i v e  avan t  l e  démarrage de l a  r é p l i c a t i o n  de 1  'ADN 

v i r a l  ( revue : PHILIPSON, 1979). Cependant, d ' a u t r e s  au teurs  o n t  é c r i t  

que l e  blocage de l a  r é p l i c a t i o n  de l'ADN v i r a l  i n h i b a i t  l ' e x p r e s s i o n  de 

1  a  forme mature de 1  ' ARNm IVa2 ( revue : FLINT, 1986). 

1- La p r o t é i n e  IVa2 dans l e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  e t  l e s  c e l l u l e s  

i n f e c t é e s  p a r  l ' A d 2  de t ype  sauvage. 

PERSSON e t  a l .  (1979), on t  comparé l e s  p r o f i l s  de d i g e s t i o n  

p r o t é o l y t i q u e  ménagée de l a  p r o t é i n e  de 50 kDa présente en grande 

q u a n t i t é  dans l e s  i n t e r m é d i a i r e s  de ma tu ra t i on  du v i r u s  (EDVARSON - e t  

a l . ,  1976 ; D'HALLUIN e t  a l . ,  1978b) e t  de l a  p r o t é i n e  de M r  supér ieure  - 
à 50 kDa obtenue après t r a d u c t i o n  i n  v i t r o  de 1  'ARNm hyb r i dan t  avec l e  

f ragment  d'ADN v i r a l  e n t r e  4112 e t  6231 pb. Des p r o f i l s  s i m i l a i r e s  ayan t  

é t é  observés, l e s  au teurs  en o n t  conc lu  que l a  p r o t é i n e  de 50 kDa des 

i n t e r m é d i a i r e s  de ma tu ra t i on  n ' é t a i t  a u t r e  que l e  p r o d u i t  du gène IVa2. 

Un r ô l e  de p r o t é i n e  d'échafaudage l u i  a  é t é  a t t r i b u é .  

Cependant, l e s  p r o t é i n e s  de s t r u c t u r e  du v i r u s ,  dans l e u r  m a j o r i t é ,  

son t  codées par  l e  b r i n  d r o i t  de 1  'ADN v i r a l  à p a r t i r  de c i n q  f a m i l l e s  

de gènes d i r i g é e s  p a r  l e  promoteur MLP à 6039 pb (EVANS e t  a l . ,  1977 ; 

Z I  FF and EVANS, 1978) . 
La s i t u a t i o n  p a r t i c u l i è r e  du promoteur IVa2, d i c t i n c t  du promoteur 

MLP, nous a  paru i n té ressan te .  

Les p ro té i nes  IVa2 des Ad5 e t  Ad7 son t  t r è s  conservées. E l l e s  

possèdent 82% d ' a c i d e s  ami nés i den t i ques  (ENGLER and VAN BREE, 1982). 

Récemment, l e  sé ro type  mur i n  MAVl a  é t é  séquencé (BALL-OBERHAUSER e t a l  , 
1989 ; KRING and SPINDLER, 1990). La p r o t é i n e  IVa2 e s t  t r è s  homologue 

également à c e l l e  des sérotypes humains. 



Ce haut degré de conservation nous a paru intéressant e t  nous 

suggère u n  rôle biologique important de l a  protéine IVa2. 

La première par t ie  de notre t ravai l  a consisté en 1 'obtention d'un 

sérum polyclonal dir igé contre l a  proteine IVa2 d1Ad5. 

Grâce à ce sérum, la  protéine IVa2, sous forme d'un doublet de Mr 

54-56 kDa a pu ê t r e  révélée dans les  capsides des virus matures. E n  

accord avec la  première définit ion de la  protéine IVa2, l e  doublet 

possède une migration intermédiaire en gel de polyacryl amide-SDS entre 

les  polypeptides IV e t  V (ANDERSON e t  a l . ,  1973 ; EVERITT e t  a l . ,  1973). 

Contrairement à 1 'hypothèse de PERSSON e t  a l .  (1979), l e  sérum 

spécifique de la  protéine IVa2 ne révéle pas l a  protéine de 50 kDa 

retrouvee en grande quantité dans les  intermédiaires de maturation. 

E n  e f f e t ,  l e  même doublet de protéine IVa2 (54-56 kDa), e s t  observé dans 

les  capsides matures e t  dans les  intermédiaires de maturation du virus 

de type sauvage ou de différents  mutants t s  bloqués à température 

r e s t r i c t ive  de 40°C dans diverses étapes de l'assemblage. 

La protéine IVa2 ne semble pas subir de maturation 

protéolytique comme les  précurseurs pVI, pVII, pVIII c l ivés ,  après l e  

stade "jeune virion" par l'endoprotéase virale  de 23 kDa (BHATTI and 

WEBER, 1979). Le même doublet protéique e s t  en e f f e t  révélé dans l e s  

capsides du m u t a n t  H Z  - t s  1 à 40°C, bloqué à 1 'étape "jeune virion" de 

1 ' assemblage. 

Le doublet révélé peut ê t r e  dQ à l a  présence d'une forme modifiée 

post-traductionnel lement de l a  protéine IVa2 ralentissant 1 a migration 

en gel de polyacryl amide-SDS. 

La phosphorylation des protéines virales de la  capside a é t é  

étudiée au laboratoire (BOUDIN e t  a l . ,  1980) e t  n'a pas révélé de 

phosphorylation de l a  protéine IVa2. De même, seule l a  glycosylation de 

l a  f ib re  e t  de l a  protéine de 19 kDa de l a  région E3 a é t é  décrite.  

RUSSELL e t  PRECIOUS (1982) ont détecté une a f f in i t é  du IVa2 pour l'ADN 

vi ra l .  Une modification post-traductionnel l e  envisageable e s t  1 a 

fixation d'un fragment d'ADN sur une fraction de la protéine IVa2 

expliquant son retard de migration. Les conditions dénaturantes 

uti  1 i sées 1 ors de 1 a préparation e t  de 1 a migration él ectrophorétique 

des échantillons défavorisent cependant ce t te  hypothèse. Un clivage 

protéolytique peut également expl iquer 1 e doublet 54-56 kDa. 



Ces deux formes peuvent également ê t r e  dues à un  épissage 

a l t e r n a t i f  de 1'ARNm IVa2. Deux espèces d i f f é r e n t e s  peuvent a l o r s  coder  

pour deux p r o t é i n e s  de M r  t r è s  proches. P lus ieu rs  p r o d u i t s  de 

t r a n s c r i p t i o n  du gène I V a 2  o n t  en e f f e t  é t é  observés l o r s  de l ' i n f e c t i o n  

( v o i r  Discussion,§ I I ) .  

La p r o t é i n e  IVa2 n ' a  pas é t é  révé lée  dans l e s  p a r t i c u l e s  

v i r a l e s  d'Ad7 ma lg ré  l a  grande conse rva t i on  t héo r i que  e x i s t a n t  en t re  l e s  

séquences p r i m a i r e s  des p ro té i nes  d'Ad5 e t  d'Ad7. La p r o t é i n e  n ' e s t  

peu t -ê t re  pas p résen te  dans 1  es p a r t i c u l  es d  'Ad7. 

La p r o t é i n e  IVa2 a  é t é  dé tec tée  dans l e s  c e l l u l e s  HeLa dès 12 h  

d ' i n f e c t i o n  mais dans un nombre t r è s  r e s t r e i n t  de c e l l u l e s  où l a  

f luo rescence  é t a i t  t r è s  in tense .  

L ' impor tance  de l a  phase du c y c l e  c e l l u l a i r e  dans l a q u e l l e  se 

t rouve  une ce1 l u l e ,  pour 1  'express ion  de c e r t a i n s  ant igènes v i raux ,  a  

é t é  montrée l o r s  de l ' i n f e c t i o n  de c e l l u l e s  R a j i  ou MOLT3, deux l i g n é e s  

dér ivées de lymphocytes humains e t  non permiss ives à l ' a d é n o v i r u s  : une 

c o r r é l a t i o n  a  pu ê t r e  é t a b l i e  e n t r e  l e  taux  de ce1 l u l e s  en m i t ose  e t  l a  

p roduc t i on  de p a r t i  c u l  es v i r a l  es (SILVER and ANDERSON, 1988) . 

B ien  que l e s  c e l l u l e s  HeLa s o i e n t  to ta lement  permiss ives  à 

1  'adénovi rus,  i 1 e s t  p o s s i b l e  que 1  'express ion  de c e r t a i n s  gènes v i r a u x  

nécess i te  un é t a t  p a r t i c u l i e r  de l a  c e l l u l e  dans l e q u e l  c e r t a i n s  

facteurs  s e r a i e n t  expr imés e t  f a c i l i t e r a i e n t  l e u r  t r a n s c r i p t i o n .  

Cer ta ines  r é g i o n s  du génome v i r a l  s ' i n t è g r e n t  dans l 'ADN c e l l u l a i r e  

l o r s  de l ' i n f e c t i o n .  Le r ô l e  de c e t t e  i n t é g r a t i o n  n ' e s t  pas connu 

( revue : DOERFLER e t  a l . ,  1983). Tou te fo i s ,  il e s t  p robab le  que l e s  

gènes v i r a u x  i n t é g r é s  sub issen t  a l o r s  l e s  mêmes régu la t i ons ,  concernant 

l e u r  express ion,  que l a  chromatine c e l l u l a i r e .  La p r o t é i n e  IVa2 peu t  

ê t r e  syn thé t i sée  à p a r t i r  de l 'ADN v i r a l  l i b r e  ou i n t é g r é  dans l e  génome 

ce1 l u 1  a i r e .  Dans 1 es deux cas, des f a c t e u r s  ce1 1  u l  a i  r e s  peuvent 

i n t e r v e n i r  dans 1  'express ion  du gène. Dans l e  cas où l a  p r o t é i n e  IVa2 

s e r a i t  s yn thé t i sée  à p a r t i r  du gène i n t é g r é ,  son express ion  p o u r r a i t  

a l o r s  f o r t emen t  dépendre de 1 ' a c t i v i t é  de l a  zone du génome c e l l u l a i r e  

env i ronnant  l e  gène v i r a l  : c e c i  e x p l i q u e r a i t  l a  d é t e c t i o n  de l a  

p r o t é i n e  IVa2 dans quelques ce1 l u l e s  seulement 12 h après 1  ' i n f e c t i o n .  

L ' i n f e c t i o n  p e r t u r b a n t  ensu i t e  f o r t emen t  l a  c e l l u l e  e t  l e  nombre de 

copies du génome v i r a l  augmentant, c e t  e f f e t  de r é g u l a t i o n  de 

l ' e x p r e s s i o n ,  p a r  l a  c e l l u l e ,  du gène IVa2 p o u r r a i t  ne p l u s  ê t r e  

détecté.  



A l o r s  qu 'à  12 h  p o s t - i n f e c t i o n  l a  p r o t é i n e  IVa2 e s t  nettement 

cytoplasmique, à 24 h  p o s t - i n f e c t i o n  l e  t r a n s p o r t  au noyau appa ra î t .  

Ce comportement ressemble à c e l u i  des p r o t é i n e s  majeures de s t r u c t u r e  

qu i  r e t o u r n e n t  en p a r t i e  au noyau pour y ê t r e  assemblées (VELICER and 

GINSBERG, 1970). Cependant, à 24 h  d ' i n f e c t i o n ,  l a  f luorescence,  b i e n  

qu'étendue à l a  m a j o r i t é  des ce1 l u l e s ,  diminue fo r tement  en i n t e n s i t é .  

Cet te  d i m i n u t i o n  de 1  ' i n t e n s i t é  de f luo rescence  e s t  d ' a i  1  l e u r s  observée 

dès 17 h  d ' i n f e c t i o n .  

A  ce temps de l ' i n f e c t i o n ,  l e  promoteur MLP e s t  l e  p l u s  a c t i f  : son 

a c t i v i t é  t a r d i v e  e s t  de v i n g t  f o i s  supér ieure  à c e l l e  des promoteurs 

précoces avant  1  a r é p l  i c a t i o n  v i r a l e  (SHAW and ZIFF, 1980). L ' a c t i v i t é  

des a u t r e s  promoteurs peu t  en conséquence se t r o u v e r  r é d u i t e .  De p lus ,  

une a c t i o n  néga t i ve  de l a  t r a n s c r i p t i o n  i n  v i t r o  du promoteur MLP s u r  l e  

promoteur du gène IVa2 a  é t é  montrée : une mu ta t i on  p o n c t u e l l e  de l a  

séquence a c t i v a t r i c e  TATAA du promoteur MLP d im inuant  de 80% sa 

t r a n s c r i p t i o n  i n  v i t r o ,  augmente de 8  à 10 f o i s  c e l l e  démarrant au s i t e  

de c o i f f e  IVa2 (NATARAJAN e t  a l . ,  1985). 

ALBRECHT e t  a l .  (1988) o n t  é tud ié ,  i n  v i t r o ,  l e s  i n t é r a c t i o n s  e n t r e  

1  es f a c t e u r s  n u c l é a i r e s  e x t r a i t s  de ce1 l u 1  es i n f e c t é e s  e t  1  es séquences 

p romot r i ces  MLP e t  IVa2 : a l o r s  que 12 h  après l ' i n f e c t i o n ,  l e s  f a c t e u r s  

p ro té i ques  semblent se f i x e r  avec l a  même i n t e n s i t é  s u r  l e s  deux 

promoteurs, à 20 h d ' i n f e c t i o n ,  l a  p r o t e c t i o n  du promoteur MLP p a r a î t  

p l us  é levée  que c e l l e  du promoteur IVa2. La p e r t e  de f i x a t i o n  de 

f a c t e u r s  de t r a n s c r i p t i o n  s u r  l e  promoteur IVa2 20 h  après l ' i n f e c t i o n  

peut  e x p l i q u e r  l a  d i m i n u t i o n  de l a  t r a n s c r i p t i o n  de ce gène. 

Il e s t  t e n t a n t  d ' é t e n d r e  l e s  études menées i n  v i t r o  à nos 

observa t ions  d' immunof luorescence e t  d ' e x p l i q u e r  l a  d i m i n u t i o n  de l a  

synthèse de l a  p r o t é i n e  IVa2, après 17 h  d ' i n f e c t i o n ,  pa r  une 

compé t i t i on  avec l e  promoteur MLP. 

L o r s  de nos études de l a  b iosynthèse de l a  p r o t é i n e  IVa2 en Western 

B l o t ,  une r é a c t i o n  c r o i s é e  f o r t e  avec une p r o t é i n e  c e l l u l a i r e  de 43 kDa 

a  é t é  de tec tée  dans l a  f r a c t i o n  "membrane plasmique", p r inc ipa lement ,  de 

nos e x t r a i t s .  C e t t e  p r o t é i n e  e s t  r é v é l é e  dans l e s  c e l l u l e s  non i n f e c t é e s  

niais sa synthèse e s t  a c t i v é e  pa r  12 h  d ' i n f e c t i o n  v i r a l e .  



L'origine de cette protéine n'a pas été déterminée. Il est même 
possible que plusieurs protéines, de Mr 43 kDa soient révélées par notre 
immunsérum. Nous avons, après électrophorèse et transfert, préparé la 
protéine de 43 kDa à partir de la fraction "membrane plasmique" de 
cellules BRK transformées par 1 'Ad3 ou de cellules HeLa infectées par 
1 'Ad2 et purifié notre immunsérum contre 1 'une ou 1 'autre. 
L'immunofluorescence observée dans les deux cas est différente : avec 
les anticorps détachés de la protéine de cellules BRK, l'analyse 
révèle une structure semblable aux lysosomes dans les cellules HeLa 
infectées ou non. Avec le deuxième type d'anticorps, une protéine 
cytoplasmique et nucléaire est révélée et ceci uniquement dans les 
cellules HeLa infectées, à partir de 12 h. La fluorescence n'est alors 
pas restreinte à quelques ce1 1 ul es. 

L'une des protéines de 43 kDa pourrait être d'origine virale et 
provenir du gène IVa2. BINGER et FLINT (cité par FLINT, 1986) ont 
observé des formes d'ARNm IVa2 maturées différemment de la forme 
tardive, en phase précoce de 1 'infection : i l  est probable que, si ces 
formes existent, el les codent pour des produits éventuel lement rel iés à 

la protéine IVa2. Nous avons étudié la séquence nucléotidique du gène 
IVa2 d'Ad2 et d'Ad7. Pour ce dernier sérotype, le deuxième codon 
initiateur de traduction AUG, en phase avec le premier, est entouré de 
la séquence consensus fortement activatrice : ACC AUG G (KOZAK, 1986). 
Le consensus, par contre, n'existe pas pour le premier AUG. 11 est 
possible que, outre la 54-56 kDa, d'autres produits de traduction 
proviennent du gène IVa2 et que notre immunsérum ait dBtecté l'un 
d'entre eux. 

La purification et la caractérisation de la - ou des protéines- de 
43 kDa seraient la seule réponse à cette question. 

II- Expression de 1 'ARNm IVa2 lors de 1 'infection. 

Nous avons ensuite analysé l'expression de 1'ARN IVa2 en phases 
précoce et tardive de l'infection virale. 

La technique de P.C.R., grâce à deux amorces hybridant de part et 
d'autre de 1 'intron de 1 'ARNm IVa2, permet de distinguer les ARNm 

provenant de la région E2B (non épissés entre les deux amorces) de celui 
du IVa2 (épissé entre 5695 nt et 5418 nt) présent au stade tardif de 
1 ' infection (CHOW et al., 1979). 



L 'ana l yse  des ARNm de c e l l u l e s  HeLa i n f e c t é e s  pa r  1 'Ad2 type  

sauvage, a montré, dès 9 h d ' i n f e c t i o n ,  une express ion de l a  forme 

maturée de 1'ARNm IVa2. Ce t t e  express ion  augmente au cours de 

1 ' i n f e c t i o n .  

Les o l i g o n u c l é o t i d e s  0 1  e t  02 de l a  technique de P.C.R. ne 

permet tan t  1 'ana lyse  de 1 ' ARNm IVa2 qu ' a u t o u r  de 1 ' i n t r o n  d é c r i t  e n t r e  

5695 n t  e t  5418 n t ,  nous avons vou lu  observer  l e s  au t res  t r a n s c r i t s  

p o t e n t i e l s  du gène IVa2. Pour ce la ,  l a  méthode de p r o t e c t i o n  de l a  

d i g e s t i o n  aux r ibonuc léases  A e t  T l  a é t é  employée. 

Deux sondes d i f f G r e n t e s  permet ten t  de v i s u a l i s e r  s o i t  l a  

t r a n s c r i p t i o n  au s i t e  de c o i f f e  IVa2, s o i t  1 'ép issage au s i t e  donneur à 

5695 n t ,  l ' a c c e p t e u r  n ' é t a n t  pas couve r t  dans ce cas. 

A 9 h p o s t - i n f e c t i o n ,  1 a f a i b l e  t r a n s c r i p t i o n  observée semble 

démarrer à un s i t e  de c o i f f e  en amont de c e l u i  d é c r i t  pour l e  gène IVa2 

s i t u é  à 5826 n t .  A 24 h p o s t - i n f e c t i o n ,  l a  t r a n s c r i p t i o n  au s i t e  de 

c o i f f e  IVa2 e s t  m a j o r i  t a i r emen t  observée; l a  t r a n s c r i p t i o n  de 1 a r é g i o n  

E2B, démarrant à un s i  t e  de c o i f f e  (27000 pb) t r è s  en amont de c e l u i  du 

gène IVa2 (STILLMAN e t  a l . ,  1981) semble moins e f f i c a c e  que c e l l e  du 

gène IVa2. 

Lors  de l ' a n a l y s e ,  une p r o t e c t i o n  hétérogène de l a  sonde a 

également é t é  observée i n d i q u a n t  d ' éven tue l s  démarrages de t r a n s c r i p t i o n  

à des s i t e s  d i f f é r e n t s  de ceux des rég ions  IVa2 e t  E2B. Le démarrage à 

d i f f é r e n t s  s i t e s  de c o i f f e  a é t é  montré pour l e  gène IVa2 en phase 

t a r d i v e  de 1 ' i n f e c t i o n  (ZIFF and EVANS, 1978) mais seu ls  quelques n t  

sépara ien t  ces d i f f é r e n t s  s i t e s  de démarrage. Nous avons observé, en 

phase précoce de l ' i n f e c t i o n ,  un démarrage de l a  t r a n s c r i p t i o n  de l a  

r é g i o n  IVa2 à un nouveau s i t e  de c o i f f e .  11 e s t  s i t u é  à une cen ta ine  de 

n t  en amont du s i t e  à 5826 n t  u t i l i s é  au s tade t a r d i f  de l ' i n f e c t i o n .  

La t r a n s c r i p t i o n  des ARNm de l a  r é g i o n  E1A i n i t i e  p r i nc i pa lemen t  au 

n t  498, s o i t  30 n t  en ava l  de l a  séquence TATAA a c t i v a t r i c e  de 

t r a n s c r i p t i o n  (BAKER and ZIFF, 1981). Des t r a n s c r i t s  mineurs o n t  cepen- 

dan t  é t é  observés démarrant en amont du s i t e  de c o i f f e  majeur en phase 

précoce de 1 ' i n f e c t i o n  (OSBORNE e t  a l . ,  1982). OSBORNE e t  BERK (1983) 

o n t  bloqué l a  r é p l i c a t i o n  v i r a l e  p a r  l a  cy to -a rab inos ide  e t  o n t  a l o r s  

observé de nouvel  l e s  formes dlARNm E1A don t  1 ' e x t r é m i t é  5 '  d i f f è r e  de 

ce1 l e  des ARNm précoces. Ces nouve l l es  formes sont  présentes 

exc lus ivement  apres 1 a t r a n s i  t i o n  -s tade précoce, s tade t a r d i f  - du cyc l  e 

l y t i q u e .  



Nos observa t ions  de l a  t r a n s c r i p t i o n  du gène IVa2 son t  s i m i l a i r e s  à 

c e l l e s  de OSBORNE e t  BERK (1983).  Il e s t  p o s s i b l e  qu 'un  p r o d u i t  de 

t r a n s c r i p t i o n  précoce du gène IVa2 s o i t  dé tec té .  

L ' ép i ssage  de 1'ARN IVa2 au s i t e  donneur à 5695 n t  a é t é  observé à 

24 h après  l ' i n f e c t i o n  sous forme d ' u n  doub le t  proche de 83 n t  suggérant 

l a  présence de deux formes t a r d i v e s  d'ARNm IVa2. Seu ls  quelques 

nuc léo t i des  séparent  l e s  deux formes observées. Les deux formes de 54 e t  

56 kDa de p r o t é i n e  IVa2 peuvent cependant ê t r e  codées p a r  ces deux 

formes t r è s  proches dlARNm; En e f fe t ,  54 e t  56 kDa son t  des M r  

apparentes en ge l  de polyacrylamide-SDS. Une t r a n s i t i o n  A l  a-Val dans 1 a 

f i b r e  de l ' H 2  - t s  125, p a r  exemple, e s t  seule responsable d ' u n  changement 

de m i g r a t i o n  de 2,5 kDa (BOUDIN e t  a l . ,  1983). Le doub le t  de M r  54-56 

kDa observé pour l a  p r o t é i n e  IVa2 peu t  donc p r o v e n i r  de deux formes 

dlARNm ne v a r i a n t  que de quelques n t .  

9 h e t  24 h après l ' i n f e c t i o n ,  l e s  ARNm de E2B on t  é t é  dé tec tés  p a r  

l a  methode de p r o t e c t i o n  de l a  d i g e s t i o n  aux r ibonucléases A e t  T l  mais 

pas p a r  l a  méthode de P.C.R. Ceci peut  ê t r e  d0 à une con fo rmat ion  

p a r t i c u l i è r e  de ces ARNm 1 es rendant  moins f ac i l emen t  ampl i f i a b l e s  dans 

l e s  c o n d i t i o n s  de 1 'expér ience : l a  concen t ra t i on  en MgC12 a en e f f e t  

é t é  augmentée e t  a permis une d é t e c t i o n  des p r o d u i t s  d ' a m p l i f i c a t i o n  de 

574 pb. 

La technique de P.C.R. n ' e s t  pas q u a n t i t a t i v e  dans nos expér iences. 

Des p r o b l  èmes de c o m p é t i t i o n  d '  h y b r i d a t i o n  des amorces e x i  s t e n t  peu t -  

ê t r e  e n t r e  l e s  ARNm IVa2 e t  E2B. 

Les r é s u l t a t s  de p r o t e c t i o n  de l a  d i g e s t i o n  aux r ibonuc léases  A e t  

T l  o n t  montré que l a  t r a n s c r i p t i o n  de l a  r é g i o n  E2B/IVa2 e s t  p l u s  

complexe que ce q u i  a v a i t  d é j à  é t é  d é c r i t  : p l u s i e u r s  s i t e s  d ' i n i t i a t i o n  

a i n s i  que des s i t e s  d 'ép issage  d i f f é r e n t s  son t  u t i l i s é s ,  Nous avons 

é t u d i é  l a  séquence de 1'ARNm IVa2 (programme PC Gene) e t  dé tec té  l a  

présence d ' éven tue l s  s i t e s  donneurs e t  accepteurs d 'ép issage,  de 

séquences t r è s  proches du consensus d é c r i t  p a r  PADGETT e t  a l .  (1986). 

Ces r é s u l t a t s  i n d i q u e n t  également l a  présence d ' un  p r o d u i t  de 

t r a n s c r i p t i o n  oe l a  r é g i o n  IVa2, don t  l e  s i t e  de démarrage d i f f è r e  

de c e l u i  d é c r i t  dans l a  l i t t é r a t u r e .  Les bandes protégées obtenues avec 

l e s  deux sondes 425 e t  427 hybr idées  aux ARN de c e l l u l e s  i n f e c t é e s  24 h 

o n t  é t é  comparées ( F i g  . R14, A,3 e t  B , 3 ) .  La t r a n s c r i p t i o n  démarrant au 

s i t e  de c o i f f e  IVa2 à 5826 n t  e s t  m a j o r i t a i r e  24 h après l ' i n f e c t i o n  



(Fig. R14, B,3) alors que 1 'épissage de 1 'ARN IVa2 au s i t e  donneur à 

5695 n t  e s t  minoritaire (Fig. R14, A,3). La concentration dtARN IVa2 

épissé au s i t e  donneur à 5695 n t  e s t  donc inférieure à ce l l e  des ARN 

t r ansc r i t s  à par t i r  du s i t e  de coiffe à 5826 n t .  
Ces résu l ta t s  suggèrent l a  présence d'ARN IVa2 non maturé au s i t e  

donneur à 5695 n t .  I l s  sont en accord avec ceux de BINGER e t  FLINT ( c i t é  
par FLINT, 1986) qui avaient observé, au stade précoce de 1 ' infection, 

des formes dtARN IVa2 maturées différemment des formes tardives. 

1 I I -  Rôle de 1 a répl ication sur 1 'expression du  gène IVa2. 

L'hydroxyurée, inhibiteur chimique de la  réplication, permet, dans 

l e  cas de 1 ' infection par 1 'adénovirus, de prolonger a r t i f i c i e l  lement l a  

phase précoce du cycle lytique. Nous avons étudié l e  comportement du 

gène IVa2 en présence de ce t t e  drogue. 

Aucun ARN provenant de l a  région IVa2/E2B n 'a  é t é  détecté par l a  

technique de P .C .R .  En u t i l i s an t  l a  technique de protection de l a  
digestion aux ribonucléases A e t  T l ,  1 ' i n i t i a t ion  de la  transcription au 

s i t e  de coiffe IVa2 n'a pas é t é  détectée non plus. La transcription au 
s i t e  de coiffe  E2B a é té  observée. 

Des s i t e s  de démarrage entre  5929 e t  5826 n t  sont cependant ac t i f s  

e t  montrent l a  présence éventuelle d'ARN IVa2 démarrant en aval du s i t e  
à 5826 n t .  Ces formes d t A R N  sont retrouvées également lorsque l e  cycle 

lytique se déroule normalement. 

L ' A R N  IVa2 épissé au s i t e  donneur à 5695 n t  n ' es t  pas détecté non 

plus dans ces conditions. 

La protéine IVa2 n'a pas é t é  révélée en présence d'hydroxyurée. 

L'inhibition de l a  réplication de 1 'ADN viral et/ou ce l lu la i re  semble 

donc réguler 1 'expression du produit du gène IVa2. 

L'expression du gène IVa2 peut également dépendre d'autres 

fonctions ce1 1 ul ai res qui pourraient ê t r e  bloquées par 1 ' hydroxyurée. 

Cette substance e s t  cependant u t i l i s ée  pour prolonger l e  stade précoce 

du cycle lytique e t  n'inhibe pas l a  production des protéines de l a  

région E 1 A  par exemple. 



A f i n  de n ' i n h i b e r  que l a  r é p l i c a t i o n  de l 'ADN v i r a l ,  nous avons 

i n f e c t é  l e s  c e l l u l e s  HeLa p a r  l e  mutant  H5 - t s  125 qu i  expr ime une 

p r o t é i n e  DBP t h e r m o l a b i l e  e t  q u i ,  à 40°C, e s t  b loqué dans l a  r é p l i c a t i o n  

(VAN DER VLIET and LEVINE, 1973). L'ARNm IVa2 a  é t é  d é t e c t é  par  l a  

technique de P.C.R. dans l e s  c e l l u l e s  i n f e c t é e s  p a r  l e  mutant 24 h  à 

40°C. En p r o t e c t i o n  de l a  d i g e s t i o n  aux r ibonuc léases  A e t  T l ,  méthode 

p lus  q u a n t i t a t i v e ,  l e s  taux  diARNm p r o d u i t s  à p a r t i r  du s i t e  de c o i f f e  

IVa2 son t  i d e n t i q u e s  pour l e s  c e l l u l e s  i n f e c t o e s  p a r  l e  mutant à 33"C, à 

40°C, ou pa r  l ' A d 2  de t ype  sauvage à 37°C. Cet ARNm e s t  également ép issé  

de façon  s i m i l a i r e  dans l e s  deux cas ( v o i r  F ig .  R14). 

Le blocage de 1 a  r é p l  i c a t i o n  de 1  ' ADN v i r a l  ne semble donc pas 

a v o i r  d ' e f f e t  s u r  l a  t r a n s c r i p t i o n  de l a  r e g i o n  IVa2/E2B. La r é g u l a t i o n  

de l ' e x p r e s s i o n  du gène IVa2 e s t  donc d i f f é r e n t e  de c e l l e  des c i n q  

f â s i l l e s  de gènes sous l e  c o n t r ô l e  du promoteur MLP. 

La p r o t é i n e  IVa2 e s t  sur-exprimée dans l e s  c e l l u l e s  i n f e c t é e s  pa r  

l e  mutant  à 40°C. Le promoteur MLP e s t  b i e n  répr imé dans ce cas : l a  

synthèse de 1  'hexon e s t  quas i - to ta lement  i n h i b é e  ( v o i r  F i g .  R16). 

Cependant, l e  p r o f i l  de p r o t e c t i o n  des sondes, i d e n t i q u e  pour l ' A d 2  t ype  

sauvage e t  1 ' H5 - t s  125 à 40°C, n  ' exp l  i q u e  pas l a  sur-express ion de l a  

p r o t é i n e  IVa2 (56  kDa) dans l e s  noyaux de c e l l u l e s  i n f e c t é e s  pa r  l e  

mutant à 40°C. C e t t e  augmentation de synthèse e s t  peu t -ê t re  due à une 

m e i l l e u r e  t r a d u c t i o n  de 1  'ARNm IVa2 t a r d i f  l o r s  du b locage de l a  

r k p l  i c a t i o n  v i r a l e .  

La p r o t é i n e  DBP, touchée par  l a  mu ta t i on  de 1  'H5 - t s  125, e s t  

imp l iquée  dans l a  r é g u l a t i o n  de 1  'express ion  de p l u s i e u r s  gènes 

précoces. E l l e  diminue, en p a r t i c u l i e r ,  l a  s t a b i l i t é  des ARNm des 

rég ions  E1A e t  E1B (BABICH and NEVINS, 1981), en se l i a n t  à eux dans l a  

ce1 l u l e  i n f e c t é e  (LAZARIDIS e t  a l . ,  1988). E l  l e  r égu le  également 

négat ivement l e  démarrage de l a  t r a n s c r i p t i o n  de l a  r ég ion  E4, i n  v i t r o  

e t  i n  v i v o  (NEVINS and WINKLER, 1980 ; HANDA e t  a l . ,  1983). 

La p r o t é i n e  de 55 kDa codée par  l a  r é g i o n  E l % ,  e s t  imp l iquée  dans 

l e  t r a n s p o r t  des ARNm au cytoplasme où i 1 s  son t  t r a d u i t s  (BABISS e t  a l . ,  

1985). E l l e  a  é t é  re t rouvée  complexée, dans l e s  c e l l u l e s  i n f e c t é e s  au 

p r o d u i t  de 25 kDa de l a  r é g i o n  E4 (SARNOW e t  a l . ,  1984). Il a é t é  

suggéré que ce complexe, l o c a l i s é  dans l e  noyau, é t a i t  impo r tan t  pour l e  

t r a n s p o r t  des ARNm t a r d i f s  au cytoplasme (WILLIAMS e t  a l . ,  1986). 

La mu ta t i on  dans l a  DBP e n t r a î n e  une dérépress ion  de l a  



t r a n s c r i p t i o n  des zones E l 0  e t  E4. La sur-express ion de l a  p r o t é i n e  IVa2 

dans l e s  c e l l u l e s  i n f e c t é e s  pa r  l e  mutant  H5 t s  125 à 40°C peut  a l o r s  

ê t r e  due à un t r a n s p o r t  accru de 1'ARNm IVa2 t a r d i f  au cytoplasme grace  

aux p r o a u i t s  des rég ions  E1B e t  E4. 

Dans 1 es ce1 1 u l  es C V 1 ,  i n f e c t é e s  p a r  1 'Ad7 (sous-groupe B )  , 1 a 

ma tu ra t i on  de 1 'ARNm IVa2 a également é t é  observée, b i e n  que l a  

r é p l i c a t i o n  de 1 'ADN v i r a l  s o i t  b l ~ q u é e  dans ces c e l l u l e s  pour l e s  

adénovirus du sous-groupe B (DELSERT and D'HALLUIN, 1984). Cependant, un 

i n t r o n  p l u s  grand d ' e n v i r o n  175 n t  e s t  ép issé  pour  1'ARNm IVa2, dans ce  

cas. 

S i  l e  même phénomène se p r o d u i t  dans l e s  c e l l u l e s  HeLa i n f e c t é e s  

par  l 'Ad7 ,  l a  s t r u c t u r e  de 1'ARNm IVa2 peut  ê t r e  d i f f é r e n t e  de c e l l e  de 

1'ARNm IVa2 de 1 'Ad2. La p r o t é i n e  codée pa r  l e s  deux ARNm peu t  v a r i e r  

également. La p r o t é i n e  IVa2 de 1 'Ad7 ne s e r a i t  a l o r s  pas d é t e c t a b l e  p a r  

n o t r e  immunsérum. Ceci  e x p l i q u e r a i t  nos r é s u l t a t s  néga t i f s  de d é t e c t i o n  

de l a  p r o t é i n e  IVa2 en immunoblot dans l e s  p a r t i c u l e s  d'Ad7. 

I V -  L ignées ce1 l u l a i r e s  contenant  l e  gène IVa2. 

A f i n  d ' i s o l e r  un v i r u s  d é l é t é  dans l e  gène IVa2, nous avons t c u t  

d 'abord é t a b l  i des 1 ignées ce1 1 u l  a i  r e s  contenant  ce gène, capables de 

complémenter l e  d é f a u t  du mutant. La p a r t i e  codante du gène IVa2 a é t é  

c lonée dans un p lasmide expr imant  l e  gène - néo q u i  permet l a  s é l e c t i o n  

des c l  ones ce1 1 u l  a i  r e s  recombinants p a r  1 e 6418. 

Le promoteur n a t u r e l  du gène IVa2 a é t é  remplacé par  deux 

promoteurs v i r aux ,  1 'un homologue ( l e  promoteur f o r t  de l a  r é g i o n  E lA )  

e t  1 ' a u t r e  hé té ro logue  ( 1  e promoteur LTR du MMTV i nduc t i  b l  e p a r  1 a DM) 

Cet te  s t r a t é g i e  a d é j à  é t é  d é c r i t e  : KLESSIG e t  a l .  (1984) o n t  é t a b l i  

des l i g n é e s  HeLa expr imant  l a  DBP de façon  i n d u c t i b l e  pa r  l a  DM. I l s  o n t  

pour c e l a  c l oné  l a  p a r t i e  codante du gène en ava l  du promoteur LTR. 

GRUNET e t  BERK (1988) o n t  c loné  l e  gène E1A e n t i e r  sous l e  c o n t r ô l e  du 

LTR du MMTV ; l e s  i n t r o n s  des messagers 12s e t  13s de E1A s o n t  sponta- 

nément exc isés  dans l e s  ce1 l u l e s  q u i  expr iment  l e s  p r o t é i n e s  de 289 e t  

243 rés idus  de f acon  i n d u c t i b l e .  

Les l i g n é e s  que nous avons é t a b l i e s  au expr iment  un ARNm IVa2 non 

épissé malgré l a  présence des s i t e s  donneur e t  accepteur d 'ép issage  à 

5695 e t  5418 n t .  La ma tu ra t i on  de 1 'ARNm IVa2 n ' a  pas l i e u  spontanément 



dans ces cellules, contrairement à celle de la région E1A qui, bien que 

sortie de son contexte viral, est épissée efficacement (BRUNET and BERK, 

1988). 

La région E1A est la première transcrite lors de l'infection. 

Aucune autre fonction virale n'est nécessaire à son expression. Au 

contraire, ce sont ses produits qui régulent l'expression de la plupart 

des autres gènes précoces (revue : NEVINS, 1981). 
La forme de 1'ARNm IVa2 épissée entre 5695 et 5418 nt ne s'exprime 

qu'à partir de 9 h post-infection (voir Fig. R14). L'infection par le 

H5 - ts 125 à 40°C laisse supposer que des fonctions virales pricoces 

sont impliquées dans la régulation de 1 'expression de 1 'ARNm IVa2. 11 

est possible que dans les lignées cellulaires établies à partir de l'ADN 

génomique contenant la région IVa2, l'épissage de 1'ARNm IVa2 n'ait pas 

lieu en l'absence de ces fonctions précoces. 

La forme majeure de 1'ARNm retrouvée dans ces lignées n'est pas 

maturée au site donneur d'épissage à 5695 nt et correspond peut-être à 

une forme retrouvée précocemment dans le cycle lytique (voir 5 II). 

Après transfection de l'ADN viral délété d'une partie de la région 

IVa2, aucune particule virale délétée dans ce gène n'a pu être obtenue, 

Pourtant, les fonctions précoces peut-être nécessaires à l'expression de 

la protéine IVa2 étaient alors présentes dans les cellules transfectées 

et devaient s'exprimer. 11 faut cependant souligner que, dans les 

lignées H-656 et H-657, le promoteur du gène IVa2 n'est pas complet et 

que les régulations par les régions précoces virales peuvent ne pas 

avoir lieu. Dans la lignée H-520, cependant, le promoteur naturel du 

gène IVa2 est intact mais cette lignée n'a pas non plus permis de 

complémenter les mutants délétés dans la région IVa2. 

Outre la réplication cellulaire et l'expression de certaines 

fonctions virales précoces, d'autres paramètres peuvent réguler 

l'expression du gène IVa2 placé dans un contexte cellulaire. 

Aucun virus délété dans le gène IVa2 n'a été obtenu, certainement 

par défaut de synthèse de protéine IVa2 dans les lignées cellulaires. La 

delétion que nous avons introduite dans le gène IVa2 affecte également 

les ARNm de la zone E2B puisque la séquence de 1'ARNm IVa2 est 

totalement incluse dans ce1 le des ARNm de la zone E2B (voir Fig. RIO). 

Cependant, cette délétion est situee en aval de la partie codante des 

ARNm de la protéine terminale et de l'ADN polymérase virales et ne doit 



donc pas empêcher l a  synthèse de ces deux p r o t é i n e s  nécessai res à l a  

r é p l i c a t i o n  de 1  'ADN v i r a l .  

Des études précédentes o n t  montré l e  r ô l e  de séquences présentes 

dans l a  zone non codante en 3 '  su r  l a  dégrada t ion  des ARNm (LUSCHER - e t  

a l  . , 1985 ; TREISMAN, 1985). P l  us récemment, une séquence AUUUA répé tée  - 
en 3 '  de l a  r é g i o n  non codante du gène de l a  lymphokine humaine GM-CSF a  

e t é  d i rec tement  imp l iquée  dans l a  dégrada t ion  r a p i d e  de 1  'ARNm (SHAW and 

KAMEN, 1986). Ces séquences son t  présentes 200 à 300 n t  en amont du s i t e  

de po lyadény la t ion .  Leur  d é l é t i o n  e n t r a î n e  une m e i l l e u r e  s t a b i l  i t é  des 

ARNm . Dans l e  cas des AFiNrn ' E Z B ,  l a  d é l é t i o n  que nous avons e f f e c t u é e  

ô t e  306 n t  aux ARN à p l u s  de 500 n t  en amont de l e u r  s i t e  de 

po l yadény la t i on  e t  un seu l  m o t i f  AUUUA a é t é  r e t r o u v é  dans c e t t e  

séquence. 11 nous semble a l o r s  peu p robab le  que l a  d é l é t i o n  e f f e c t u é e  

dans l e s  ARNm E2B ~ o d u l e  l e u r  s t a b i l i t é .  

Parmi tous  l e s  mutants - t s  obtenus après mutagénèsse au hasard, 

aucun v i r u s  muté dans l e  gène IVa2 n ' a  é t é  d é c r i t .  Des v i r u s  mutés dans 

l a  p l u p a r t  des p r o t é i n e s  s t r u c t u r a l e s  o n t  p o u r t a n t  é t é  c a r a c t é r i s é s  : 

des muta t ions  dans l e s  p ro té i nes  I I I a ,  100 kDa, pVI, p V I I I ,  e t  auss i  

dans l a  f i b r e  ou l ' h e x o n  permet ten t  aux v i r u s  mutés de se développer.  

Le po l ypep t i de  I X  e s t  également un composant s t r u c t u r a l  de l a  

caps ide i n t e r v e n a n t  dans l a  f o rma t i on  des groupes de 9  hexons 

(FURCINATTI e t  a l . ,  1989). 

Le mutant - d l  313 d'Ad5 n 'expr ime pas l e  po l ypep t i de  I X .  11 se 

développe e t  s  'assemble p o u r t a n t  dans l e s  ce1 l u l e s  permiss ives b i e n  que 

l a  caps ide s o i t  a l o r s  moins s t a b l e  que c e l l e  de l ' A d 5  de t ype  sauvage 

(COLBY and SHENK, 1981). 

L ' i m p o s s i b i l i t é  d ' i s o l e r  des mutants de d é l é t i o n  dans l e  gène IVa2, 

a i n s i  que l e  degré de conserva t ion  dans l a  séquence p r i m a i r e  de c e t t e  

p ro té i ne ,  suggèrent q u ' e l l e  a  un r a l e  impo r tan t  à j o u e r  pour  l e  

développement du v i r u s ,  a u t r e  que dans 1  'échaffaudage de 1  a  p a r t i c u l  e  

v i r a l e .  

Les l i g n é e s  que nous avons c o n s t r u i t e s ,  b i e n  que ne complémentant 

pas l a  d é l é t i o n  du gène IVa2 v i r a l ,  n ' e n  demeurent pas moins un bon 

système d ' é tude  des d i f f é r e n c e s  de r é g u l a t i o n  de 1  'express ion  du gène 

IVa2 l o r s  de l ' i n f e c t i o n  ou l o r s  de l ' i n t é g r a t i o n  du gène v i r a l  dans l e  

génome c e l l u l a i r e .  



V- Site potentiel de liaison aux NTP dans la protéine IVa2 et 
transformation de cellules primaires BRK 

Les protéines liant les NTP sont très répandues dans le règne 
vivant où elles ont des fonctions biologiques variées. Les grandes 
homologies de séquence retrouvées dans ces protéines ont permis de les 
classer en une famille : les NTP protéines. Cette famille est composée 
de A- protéines liant 1'ATP et de G- protéines liant le GTP. 

Certaines sequences d'acides aminés sont très conservées dans 
toutes ces protéines. Le motif (A) en particuler, de séquence 

G X X X X G K ( S o u T )  
est toujours retrouvé. Il est impliqué dans la liaison au NTP (Revue : 
GILMAN, 1987). Le motif (G) de séquence N K X D retrouvé dans les 
G-protéines leur donne la spécificité pour le GTP. 

Pour réguler le métabol isme ce1 lulaire, les protéines sont 
associées à un récepteur et à un effecteur. 

La NTP-protéine transmet le signal du récepteur vers l'effecteur 
qui délivre le message à la cellule. 

Parmi les petites G-protéines, la protéine p21 de 1 'oncogène - ras, 
associee à la membrane plasmique, est impl iquée dans la transformation 
cellulaire (Revue : BARBACID, 1987). Elle semble participer à la 
transmission de signaux de croissance au travers de la membrane 
plasmique, ceci grâce à sa capacité de liaison au GTP. 

Le motif (A) consensus des NTP-protéines a été retrouvé dans une 
centaine de protéines viral es (GORBALENYA and KOONIN, 1989). La fonction 
biologique de certaines d'entre elles est connue : i l  s'agit en général 
de fonctions enzymatiques (thymidine kinase du virus herpétique, 
synthèse de 1 'ARN par la protéine 2C des picornaviridae). 

Chez l'adénovirus, le motif (A) a été retrouvé dans la protéine 
IVa2 de l1Aa2. Nous avons analysé la séquence primaire des protéines 
IVa2 d'Ad7 et de MAVl et avons également observé ce motif (A) (Fig. Dl). 

Les essais de liaison in vitro au GTP ou à 1 'ATP n'ont pas révélé 
d'affinité de la protéine IVa2 (54 kDa) pour ces nucléotides. 

Le motif (A) observé dans la protéine IVa2 n'est peut-être pas 
biologiquement actif. 11 est possible aussi que la technique que nous 
avons utilisée ne permette pas la liaison du NTP à la protéine fixée sur 
nitrocellulose. Cette technique a surtout été utilisée pour les petites 
G-protéines comme la protéine p21 de ras. Ces petites protéines peuvent 



Ad7 : REGGSCRSWLQPVIGVN GPTGCGKS OLIRNLLSS#LITPAP€iVFFI 

MAY1 : SPEGNCESW~LQPUAIVY GPTGSGKS QWLLSCHLIDPSPRYRV 

p21 ras : 
( H m  rar -1 homme 

ou rat] 

aa 1 aa 46 
MTEYKLVVV GGAGVGKS ALTIQUQNHFVDWDPTIEDSYMQVVI 

FIGURE D l  : SITE POTENTIEL DE LIAISON AUX NTP(M0TIFA) 

DANS L4 PROTEINE IVa2 DE DIFFERENTS SEROTYPES 

D'ADENOVIRUS 

Le m o l  A est retrouvé dans la protéine IVa2 des deux sérotypes humains 
et du sérotuae murin présentés ici, Les régions soulignées sont également 
très conservées. 
Le motif A de la protéine p21 de ras est très homologue à celui des adénovirus. 



retrouver leur s t ructure t e r t i a i r e  plus facilement que les  plus grandes, 
après avoir subi l a  dénaturation de 1 '~ lec t rophorèse .  

La présence du motif ( A )  dans l a  protéine IVa2 de plusieurs 
sérotypes d'adénovirus e s t  cepedant intéressante. 

Les résul ta ts  encourageants que nous avons obtenus lors  de l a  
transformation ce l lu l a i r e ,  sont peut-être à rapprocher de la  fonction 
biologique de la protéine IVa2. 

La transformation ce l lu la i re  résul te  d'une cascade d'évènements où 
les produits de plusieurs oncogènes sont impliqués. Le rôle  du gène IVa2 
dans c e t  enchaînement e s t  envisageable. 

L'influence positive au gène IVa2 sur 1 ' e f f i cac i t é  de 
transformation a é t é  plus nettement observée pour 1 'Ad3 que pour 1 'Ad2. 
Des différences dans la capacité de transformation in v i t ro  entre les  
deux sérotypes ont é t é  montrées (COUSIN e t  a l . ,  sous presse). 

Les mécanismes de transformation sont peut-être différents  pour 
1 'Ad3 e t  pour 1 'Ad2. 11 e s t  possible que pour 1 e sérotype 3, des gènes 
autres que E1A e t  E 1 B  soient impliqués dans l e  contrdle de ce processus. 

Dans toutes l e s  lignées BRK que nous avons établ ies  avec les  gènes 
IVa (plus  E1A e t  parfois E l B ) ,  u n  ARNm IVa2 non épissé entre 5695 e t  
5418 n t  a été facilement amplifié par P.C.R. après hybridation aux 
amorces 01 e t  02 : l e  gène IVa2 e s t  efficacement t r ansc r i t  dans ces 
1 ignées. 

La présence du gène E1A peut expliquer l a  fo r t e  expression du gène 
IVa2 dans ces cel lules .  Les produits de E 1 A  trans-activent la  plupart 
des régions virales précoces. 11 e s t  possible q u  ' i l s  activent également 
la transcription du gène IVa2. 

Le promoteur MLP e s t  également présent dans l e s  plasmides employés 
pour l a  transformation. Bien que peu probable, 1 ' e f f e t  de - cis-activation 
du promoteur WLP sur l a  transcription des gènes E 1 A  de IVa2 ne peut ê t r e  

exclu. 
La protéine IVa2 (54 kDa) n ' a  pas é t é  détectée dans l e s  différentes 

lignées de B R K .  Une grande quantité de protéine de 43 kDa par contre, a 
é té  observée dans l e s  lignées contenant l e  gène IVa2 d'Ad2 ou d'Ad3. 
Dans l e s  1 ignées ne contenant que les  gènes E 1 A  e t  ras (B-312 + S-25), 
cet te  protéine n 'a  pas é t é  détectée. 

L'origine de l a  protéine de 43 kDa n 'est  pas déterminée. 11 e s t  
possible que plusieurs protéines de Mr proche de 43 kDa soient détectées 
par l e  sérum anti-IVa2 (voir  Discussion, 1) .  Elles peuvent ê t r e  
ce1 lu l a i r e s  ou virales .  



La p ro té ine  de 43 kDa détectée dans l e s  l i gnées  BRK peut  cependant 

p roven i r  du gène IVa2, ces c e l l u l e s  exprimant également un ARNm I V a 2  non 

épissé en t re  5695 e t  5418 n t .  



CONCLUSIONS 

PERSPECTIVES 



La protéine IVa2 est 1 'une des plus mal connues de 1 'adénovirus. 
Seules des hypothèses ont été décrites à propos de sa fonction. 

Les études que nous avons menées nous ont permis de mieux 

caractériser cette protéine. 

La biosynthèse de la protéine IVa2 s'est révélée particulière : une 

intéraction semble exister entre le cycle cellulaire et l'expression du 

gène IVa2. Des évenements lies à la r6plication cellulaire semblent en 

effet impliqués dans l'activation du gène. 

L'étude de la synthèse de 1 'ARNm IVa2 a montre de nouvelles espèces 
provenant de cette région du génome viral. Ces ARN pourraient coder pour 

d'autres produits "IVa2" impl iqués dans des fonctions autres que ce1 1 e 
de la protéine IVa2 tardive. 

Nos premiers résultats de transformation de cellules BRK vont dans 

ce sens. Dans les lignées établies après transformation par les gènes 

E1A et IVa2 d'Ad3 ou d'Ad2, 1'ARN IVa2 non maturé a été détecté. Son 

produit pourrait être impl iqué dans 1 a transformation ce1 l ul aire en 
cooperation avec la région El. 

Une protéine de 43 kDa a été détectée, grâce à notre immunsérum, 

dans certaines 1 ignées de BRK contenant le gène IVa2. Est-elle un 

produit du gène IVa2 différent de la protéine tardive encapsidée dans le 

virus mature? La purification et la caractérisation de cette protéine de 

43 kDa apporteraient 1 es réponses à ces questions. Cette purification 

est envisageable grâce à la quanti té importante de protéine de 43 kDa 

produite dans certaines lignees de BRK. 

La protéine IVa2 est supposée intervenir dans 1 'assemblage de la 
particule. 

Nos travaux ont montré que, contrairement à l'hypothèse de PERSSON 

et al. (1979), la protéine IVa2 n'est pas la protéine de 50 kDa 

retrouvée principalement dans les intermédiaires d'assemblage du virus. 

La protéine IVa2 est en effet présente sous forme d'un doublet de Mr 

54-56 kDa dans les intermédiaires de maturation et dans les capsides 

matures. 



D ' a u t r e  p a r t ,  l a  p r o t é i n e  IVa2 e s t  p o t e n t i e l l e m e n t  t r è s  conservée 

chez l e s  adénovirus don t  l e  gène IVa2 a  é t é  séquencé. E l l e  possède un 

s i t e  c a r a c t é r i s t i q u e  de l i a i s o n  aux NTP qu i ,  dans des p r o t é i n e s  d ' au t res  

v i r u s ,  e s t  imp l i qué  dans des f o n c t i o n s  enzymatiques var iées .  B ien  que l a  

ques t i on  de l a  f o n c t i o n  b i o l o g i q u e  de l a  p r o t é i n e  IVa2 r e s t e  posée, son 

r ô l e  un ique dans 1  'assemblage de l a  p a r t i c u l e  v i r a l e  nous semble 

improbable.  

b u s  avons obtenu des l i g n e e s  c e l l u l a i r e s  contenant  l e  gène IVa2. 

L'ARN IVa2 " t a r d i f "  n ' y  e s t  pas maturé correctement  e t  e l l e s  n 'expr iment  

pas de p r o t é i n e  IVa2. La r é g u l a t i o n  de 1  'ép issage de 1  'ARN IVa2 e s t  

complexe e t  semble f a i r e  i n t e r v e n i r  des f o n c t i o n s  v i r a l e s  e t  c e l l u l a i r e s  

qu i  r e s t e n t  à dé te rminer .  

Ces l i gnées  é t a b l i e s  n ' o n t  pas permis d ' o b t e n i r  de v i r u s  d é l é t é  

dans l e  gène IVa2 ; c e c i  suggère l ' i m p o r t a n c e  de l a  p r o t é i n e  IVa2 dans 

l e  développement de l ' a d é n o v i r u s .  Des v i r u s  mutés dans ce gène, 

c o n s t r u i t s  par  d é l é t i o n  ou p a r  mutagénèse d i r i g é e ,  s e r a i e n t  pou r tan t  

u t i l e s  pour  mieux comprendre l e  r ô l e  de l a  p r o t é i n e  IVa2. Le premier  

t r a v a i l  à env isager  e s t  l a  c o n s t r u c t i o n  de l i gnées  c e l l u l a i r e s  expr imant 

l a  p r o t é i n e  IVa2 en q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  pour complémenter l e  dé fau t  de 

v i r u s  mutés dans ce gène. 

Le t r a i t e m e n t  de malad ies génét iques, par  l ' a p p o r t  aux c e l l u l e s  

d é f i c i e n t e s  de fragments d'ADN l e u r  f a i s a n t  dé fau t ,  e s t  une t h é r a p i e  

S 'aven i r .  Des problèmes d ' i n n o c u i t é  e t  de f a i s a b i l i t é  d o i v e n t  cependant 

ê t r e  r éso lus .  

L ' adénov i rus  p o u r r a i t  ê t r e  un  vec teur  i d é a l  pour  i n t r o d u i r e  de t e l s  

f ragments d  'ADN dans l e s  ce1 1  u l  es a t t e i n t e s  (CHASSE e t  a l . ,  1989). 

La c o n s t r u c t i o n  d 'adénov i rus  vec teurs  de gènes peu t  ê t r e  r é a l i s é e  

en s u b s t i t u a n t  des p a r t i e s  du génome v i r a l  pa r  l 'ADN à i n t r o d u i r e  dans 

l e s  c e l l u l e s .  La p ropagat ion  des v i r u s  recombinants d o i t  a l o r s  ê t r e  

e f f e c t u é e  p a r  l ' i n f e c t i o n  de c e l l u l e s  permiss ives.  

La s o l u t i o n  envisagée à ce j o u r  e s t  l a  s u b s t i t u t i o n  de t o u t  ou 

p a r t i e  de l a  r é g i o n  E l .  La p ropagat ion  des v i r u s  obtenus a  l i e u  dans l e s  

c e l l u l e s  293 qu i  o n t  i n t é g r é  l a  r é g i o n  E l  dans l e u r s  chromosomes. 

La t a i l l e  du fragment d'ADN 2 i n s é r e r  dans l a  r é g i o n  E l  e s t  



cependant limitée. La région IVa2 est juxtaposée à la région El. Sa 

dé1 éti on permettrait d' insérer de pl us grands fragments d 'ADN dans 1 es 
virus recombinants. Une lignée cellulaire permissive serait alors 

indispensable à leur propagation. 

La construction de lignées exprimant les produits des gènes El et 
IVa2 est envisageable par 1 'intégration de 1 'ADN complémentaire de 

1'ARNm IVa2 dans les cellules 293. 

Plus de renseignements sur la fonction biologique de la protéine 

IVa2 sont cependant n6cessaires. En particulier : qu'adviendrait-il d'un 

virus délété dans ce gène? Sa propagation est-elle réellement possible? 

Plus généralement, 1 ' infection chez 1 'homme par un adénovirus 

recombinant n'est-elle pas trop risquée? 



MATERIELS ET METHODES 



1- Techniques é lect rophorét iques 

1- Electrop horèse en gel  d 'agarose 

Le  gel d'agarose e s t  u t i i s é  pou r  l a  séparat ion des f ragments 

d'ADN. Sa concentrat ion va r i e  de 0,6 à 2,5% en fonc t ion  de l a  ta i l le  des 

f ragments  à séparer .  La migrat ion a l i e u  dans du  tampon TBE ( T r i s  89 

m M  ; Acide bo r i que  89 mM ; EDTA 2,5 m M  ; pH 8,3). L 'ADN e s t  

mélangé V / V  avec une solut ion de bleu de bromophénol ( B B O )  à 0,05%, 

saccharose 50% avan t  d 'ê t re  déposé. La migrat ion d u r e  env i ron  4 h à 

90V. L 'A D N e s t  v isual isé g râce  au bromure  d 'éth id ium ( B r E T )  contenu 

dans l e  gel ( 8  Mg/ml). 

2- Electrop horèse en gel  de polyacrylamide 

Pour  les  acides nucléiques 

La concentrat ion des gels var ie  de 3,5% à 12% ( r a p p o r t  b is  

acry lamide/acry lamide 1/29) selon l a  ta i l le  des f ragments  à séparer.  La 

migra t ion  a l i e u  en tampon TBE avec p o u r  témoin u n  mélange de BBO 

0,05% e t  xy lène cyan01 0,05% (BBO-X) .  Quand u n  gel déna tu ran t  e s t  

nécessaire, l ' u r é e  (7M) e s t  ajoutée dans l e  même système que 

précédemment. 

2-2 Pou r  l es  proté ines 

Les échant i-&lons s o n t  mélangés Vol/Vol à l a  solut ion de 

dénaturat ion (Tr is-HC1, pH 6,8 ; 4% SDS ; mercapto-éthanol 10% ; BBO 

0,05%) e t  chauf fés 3 mn à 100°C. I l s  son t  déposés s u r  u n  gel 

d'espacement à 5% d'acrylamide ( r a p p o r t  acry lamide/b is  : 50/1,33) dans 

Tr is-HC1 0,125 M ,  pH 6,8 contenant  0,1% de S D S  e t  e n t r e n t  ensui te  

dans l e  gel  de résolut ion d o n t  l a  concentrat ion va r i e  de  12% à 15% 

( r a p p o r t  acry lamide/b is  : 5010,235) dans Tris-HC1 0,43 M, pH 8,9 ; 

0,1% S D S  (LAEMMLI, 1970) l e  tampon d'électrophorèse e s t  une solut ion 

de T r i s  0,025 M ; glycocole 0,192 M ; S D S  1%. L'électrophorèse e s t  

condu i te  16 h à 50V. Les gels son t  ensui te  s o i t  colorés au bleu de 

Coomassie R250 s o i t  t r ans fé rés  électr iquement.  



3- Electroélu tion 

L'électroélution de fragments d'ADN de gel d'agarose ou 

d'acrylamide a lieu par insertion d'une petite membrane de 

DEAE-cellulose ( N A  45, SCHLEICHER e t  S C H U E H L L )  dans le gel, devant 

le fragment à récupérer e t  migration à 90V. L ' A D  N accolé à la membrane 

en e s t  élué par addition d'une solution chargée en sel (Tris-HC1, pH 

7,5 ; E D T A  1 m M  ; NaCl 1,5 M )  30 m n  à 68°C e t  précipitation de 20 m n  
à -70°C par 2,5 Vol d'éthanol. Après centrifugation de 15 m n  à 12000 

g ,  rinçage du culot par l'éthanol à 70% e t  séchage, l'ADN es t  prêt à 

être coupé par les enzymes de restriction. 

I I -  Transformation bactérienne 

1- Vecteurs de clonage 

Le plasmide pRIT2T (Pharmacia) (Fig. Ml) a été uti-isé pour la 

production de protéine fusionnée contenant une partie de protéine IVa2. 

Ce plasmide, dérivé d u  pBR322, contient une partie de la séquence 

codant pour la protéine A de Staphylococcus Aureus (partie N-Termi- 

nale) e t  u n  oligonucléotide multi-sites permettant le clonage de la 

séquence codant p o u r  la protéine recherchée. La synthèse de la 

protéine de fusion e s t  sous le contrôle d u  promoteur pL  d u  phage 

Lambda, sensible au répresseur CI 857. 

L'oligonucléotide de synthèse uti.,isé pou r  changer la phase de 

lecture d u  site BamH 1 d u  pRIT2T es t  

5 ' C C G G G C C C G 3 '  

placé entre les sites - Sma 1 e t  Bam H 1. 

Les plasmides pSP64 e t  pSP65 (Amersham) (Fig. M2) dérivent 

ggalement du pBR322 e t  contiennent, en amont d'une séquence de 

clonage muti-sites, le promoteur d u  phage SP6. GrBce à 1'ARN 

polymérase SP6 il e s t  possible de synthétiser, à partir de ces deux 

plasmides, 1 ' A R N  d o n t  la séquence e s t  clonée en aval d u  promoteur. Les 

deux séquences de clonage sont inversées dans le pSP64 e t  dans le 

pSP65 e t  permettent d'orienter le fragment cloné de façon à transcrire 

l'un ou l 'autre des deux brins d 'ADN en A R N .  



pra ply asn rer ai9 gly ser val asp leu aln 

Hind III 
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FIGURE M l  : LE PLASMIDE pRIT2T (PHARMACIA) 

- La b o î t e  b lanche représente l a  séquence codant pour  
l a  p r o t é i n e  A de Staphylococcus Aureus 

- La b o î t e  n o i r e  reprPsente l e  promoteur pL du phage 
Lambda 

- La séquence m u l t i - s i t e s  de clonage e s t  représentée 



FIGURE M2 : LES PLASMIDES pSP64  ET pSP65  (AMERSHAM) 



2-  T rans fo rma t i on  de l a  souche H B 101 d'E .coli  

HB101 e s t  u n  h y b r i d e  dtE.co l i  K12, E.co1i B u t i l i s é  p o u r  l a  

p répa ra t i on  des plasmides (am pl i f icat ion e t  pur i f i ca t ion)  . 
Les bactér ies son t  cu l t i vées  à 37°C sous ag i ta t ion en  mil ieu LB  

( e x t r a i t  d e  l e v u r e  DIFCO 5 g / l  ; peptone DIFCO 10 g / l  ; NaCl 5 g / l ) .  

Quand l a  0 .0 .  à 580 nm d u  mi l ieu de c u l t u r e  a t t e i n t  0,6 il e s t  

c e n t r i f u g é  2 6000 r p m  10 mn à 4°C. Les bactér ies son t  lavées  dans d u  

CaC12 0 , l  M .  Le c u l o t  bac té r ien  e s t  r e p r i s  dans CaC12 0 , l  M e t  la i ssé  

20 mn à 4"C, pu i s  cen t r i f ugé  une  d e r n i è r e  fo is  ( d ' ap rès  C O HEN -3 e t  a l  

1972). 

30 ml de c u l t u r e  bac té r ienne  f o u r n i s s e n t  e n v i r o n  0,7 ml d e  

bactér ies "compétentes" al iquotées p a r  0 , l  ml. Chacun des a l iquots  de  

bactér ies e s t  mis e n  con tac t  avec 25 Ci1 de so lu t ion d'ADN t rans fo rman t .  

Après 20 mn dans l a  glace, on e f f ec tue  c i n q  chocs t he rm iques  de 30 sec 

chacun (37"C/4"C) .  La suspension e s t  la issée 20 mn à 4°C. 1,5 ml de  

2XTY ( e x t r a i t  de l e v u r e  DIFCO 10 g / l  ; t r y p t o n e  DIFCO 16 g / l  ; NaCl 

5  g / l )  s o n t  ajoutés e t  l a  suspension e s t  mise à a g i t e r  45 mn à 37°C. 0,2 

e t  0,8 ml son t  étalés s u r  boîtes de  P é t r i  con tenan t  du  L B  gélosé (15 

g/1-DIFC O ) r e n f e r m a n t  l ' an t i b i o t i que  comme marqueur  d e  rés is tance  

(ampic i l l ine à 50 iJg/ml) .  Les boîtes s o n t  incubées  18 h à 37°C e t  l e s  

clones rés i s tan t s  s o n t  isolés. 

T rans fo rmat ion  de  l a  souche N4830 d1E.coli  

N4830 (GOTTESMAN e t  al., 1980) e s t  u n  dé r i vé  de HBlOl  u t i l i s é  

pou r  l a  p roduc t i on  de proté ines fus ionnées sous l e  con t rô le  d u  

p romoteur  p L  de Lambda. 

Cet te  souche c o n t i e n t  l e  r é p r e s s e u r  thermosensib le  CI 857 du  phage 

e t  l es  gènes N. 

La  cro issance a l i eu  dans l e  mi;ieu LB à 30°C, l ' i n d u c t i o n  de l a  

syn thèse  de  l a  p ro té i ne  fus ionnée nécessi te u n  passage de 2 h à 42°C. 

La  t echn ique  de t rans fo rmat ion  e s t  l a  même que  p o u r  H B l O l  mais 

toutes l e s  étapes a y a n t  l i eu  à 37°C se f o n t  i c i  à 30°C. 



4- Sélection des clones 

4-1 Méthode des tai l les 

Après ampli  i ca t ion  des clones obtenus dans du milieu LB  (+  

ampici l l ine 50 i.Jg/ml) 16 h à 37"C, les  bactér ies son t  centr i fugées 10 

mn, à 6000 rpm à 4°C puis lavées dans 500 C11 de tampon TE (Tr is-HC1 

10 m M  pH8 ; EDTA 1 MM) e t  recentr i fugées 10 mn à 6000 rprn, à 4°C. 

Le c u l o t  es t  suspendu dans 60 Ir1 d 'une solut ion TBE-saccharose 25% 

contenant  du  lysosyme à 10 mglm1 e t  de l a  r ibonucléase A à 50 Cig/ml 

f ina l .  La  suspension es t  déposée dans u n  gel d'agarose à 1% ( B r E t  8 

Vg/ml). A chaque échant i l lon sont  addit ionnés 20 Ci1 d'une solut ion de 

S D S  à 1%, B B O  à 0,005%, saccharose à 50%. L'électrophorèse es t  

effectuée à 90V pendant  4 h (ECHARDT, 1979). 

Méthode de dénaturat ion p a r  l a  cha leur  

Su r  une c u l t u r e  de 30 m l  de bactéries (dans d u  milieu + 
ampici t l ine),  10 m l  s o n t  prélevés e t  cent r i fugés  10 mn, à 6000 rpm, à 

4°C. L e  cu lo t  de bactér ies e s t  resuspendu dans 700 Cc1 de tampon STET 

(Saccharose 8% ; T r i t o n  X l O O  à 5% ; EDTA 50 m M  ; Tris-HC1 50 m M  ; 

pH 8) ,  t r a i t é  par  40 Cc1 d 'une solut ion de lysozyme à 10 mg/ml, puis  

chauf fé 40 sec à 100°C. Après' cent r i fugat ion  à 10000 rpm, 15 mn, l 'ADN 

en solut ion dans l e  surnageant  e s t  p réc ip i té  par  1 Vol d' isopropanol 10 

mn, à -70°C, cen t r i f ugé  e t  séché. Après remise en solution, l 'ADN es t  

dialysé e t  analysé à l 'a ide  d'endonucléases de res t r i c t i on  par  

électrophorèse en gel  d'agarose. 

4-3 Méthode de "min i -préparat ion"  (SE R G H I N I  e t  al., 1989) 

A p a r t i r  de 1,5 m l  de c u l t u r e  de bactér ies centr i fugées 10 

mn, 6000 rpm, à 4"C, l e  c u l o t  e s t  r e p r i s  dans 50 Cc1 de TNE (Tr is-HC1 

10 m M  ; NaCl 100 m M  ; ED TA 1 m M  ; pH8). Les protéines sont  

éliminées par  une ex t rac t ion  p hénol/chloroforme/alcool isoamylique 

(25/24/1). Les 50 Ci1 de phase aqueuse sont  préc ip i tés p a r  l 'acétate 

d'ammonium 2 M f i n a l  avec 2 Vol d'éthanol f r o i d  15 mn dans l a  glace. 



L'ADN e s t  alors cen t r i f ugé  10 mn, l a v é  pa r  l 'é thanol  à 70% e t  

redissous après séchage dans 25 1.11 d'eau. 11 p e u t  ensuite ê t re  d igéré 

par  des enzymes de res t r i c t ion .  Les A R N  son t  hydro lysés par  l a  

r ibonucléase A (50 Clg/ml) avan t  les  dépôts s u r  gel  d'agarose. 

5- Pur i f icat ion de plasmides 

Les plasmides sont  ampli iés dans E.  co l i  (H  6101). 1 m l  de ce t te  

cu l tu re  e s t  d i lué dans 200 m l  de milieu LB  contenant  50 Pç/ml 

dlampicil l ine e t  i n c u b é  à 37°C sous agi tat ion pendant  18 h .  Les bactéries 

sont  centr i fugées 10 mn à 6000 rprn à 4°C en r o t o r  A6-14 de Kontron. 

Le cu lo t  es t  resuspendu dans 2,5 m l  de Tris-HC1 50 m M ,  pH8 ; 

saccharose 25%. Les bactér ies sont  placées à O ° C ,  on ajoute d'abord 1 

m l  de lysozyme à 10 mglm1 dans l e  tampon Tr is-H C l  50 m M ,  pH8 ; puis, 

après 10 mn, 1 m l  d'EDTA 0,2 M y  pH8. Au bou t  de 10 mn, l a  l y s e  e s t  

complétée par  add i t ion  de 4,5 m l  d 'une solut ion de Tris-HC1 50 m M  ; 

EDTA 20 mM ; T r i t o n  X l O O  0,1% ; pH8. Les débr is  cel lulaires son t  

éliminés p a r  centr i fugat ion à 35000 rpm pendant  30 mn à 4OC dans u n  

r o t o r  SW41 Beckman. 9 m l  de surnageant  sont  mélangés avec 9 g de 

CsCl e t  90 1.11 de B r E t  à 5 mg/ml. La centr i fugat ion 20 h à 16°C à 55000 

rpm en TFT65 Kont ron  permet  d 'ob ten i r  l a  bande d'ADN plasmidique 

visualisée par  l e  GrEt.  

La bande d'ADN ponctionnée à t r a v e r s  l e  t u b e  e s t  pur i f iée  2 à 3 

fo is  pa r  l ' isopropanol  ( V / V )  pour  él iminer l e  B rE t .  Les plasmides sont  

alors dialysés con t re  Tris-HC1 10 m M  ; EDTA 1 m M  pH8. La mesure de 

l a  D . O .  à 260 nm permet une évaluat ion de l a  concentrat ion en ADN 

(D.0.260 = 0,21 --> 10 iJg/ml d 'ADN).  

III- Préparat ion de proté ines 

1- Pur i i i ca t ion  de pro té ine  fus ion  née p rodu i te  par  E .coli N4830 

L'obtent ion de l a  proté ine de fus ion  grâce à u n  plasmide contenant 

l e  promoteur  pL de Lambda a l i eu  dans l a  souche N4830 d'E. coli. 

La cu l tu re  dans l e  mil ieu LB (+ ampiciJine 50 Ug/ml) sous 200 m l  

es t  mise en agi tat ion à 30°C jusqu'à une D . O .  à 580 nm de 0,5. Un 

choc thermique de 2 h à 42°C e s t  alors ef fectué e t  déréprime l a  

p roduct ion  de l a  p ro té ine  de fus ion pa r  inac t iva t ion  du répresseur  CI 

857 de Lambda. 



Les bactér ies s o n t  cen t r i f ugées  10 mn à 6000 r p m  à 4°C l e  protocole de 

l a  p répara t ion  des plasmides e s t  app l i qué  au culot .  Après  u n e  

cen t r i f uga t i on  dans l e  r o t o r  SW41 (Beckman)  de 30 mn à 35000 r p m  à 

4"C, l e  su rnagean t  e s t  réco l té  e t  d ia lysé c o n t r e  d u  tampon Tr is -H C l  10 

m M  ; EDTA 1 mM ; NaCl 50 m M  ; pH 7,6 con tenan t  l e s  i n h i b i t e u r s  de 

protéases PMSF ( f l u o r u r e  de p h é n y l  me thy l  su l f ony l )  e t  TPCK 

(L-1-chloro-3-tosyl-amido-4-p hényl -2-  bu tanone)  2  mM . 11 e s t  ensu i t e  

p réc ip i t é  au su l fa te  d'ammonium 40% pu is  60% f ina l .  Les cu lo ts  ob tenus  

après  cen t r i f uga t i on  de 10 mn à 6000 r p m  à 4°C son t  suspendus  dans l e  

tampon TS (T r i s -HC1  50 mM '; NaCl 150 m M  ; PMSF 2 mM ; TPCK 2 mM 

; pH 7,6) e t  d ia lysés c o n t r e  ce même tampon 2 à 16 h à 4°C. Chaque 

suspension e s t  ensu i te  in jec tée  s u r  u n e  colonne d ' IgG sépharose 6 Fas t  

Flow (Pharmacia) préa lab lement  r incée  success ivement  p a r  2  à 3  volumes 

de TST ( T S  + 0,05% Tween 20), d 'acide acét ique (AcH)  0,5M, pH 3,4 ; 

TST ; AcH 0,5 M, pH 3,4 e t  une  de rn iè re  fo is  p a r  TST .  A p r è s  

i n j ec t i on  de l ' échan t i l l on ,  l a  colonne e s t  mise en c i r c u i t  f e rmé  16 h à 

t r è s  fa ib le  déb i t .  El le e s t  ensu i te  r i ncée  p a r  10 à 20 volumes de TST 

( j usqu 'à  u n e  D . O .  à 280 nm de O à l a  so r t i e ) .  L 'é lu t ion se f a i t  p a r  AcH 

0,5 M ,  pH 3,4 e t  des f r ac t i ons  de 1,5 ni1 s o n t  récol tées s u r  T r i s  3M, 

pH 11. Toutes ces étapes o n t  l i eu  à 4°C. Le  p i c  d 'é lu t ion de  l a  p ro té i ne  

e s t  s u i v i  p a r  l a  mesure de l a  D . O .  à 280 nm, l e s  f r ac t i ons  l e s  p l us  

concentrées s o n t  ensu i te  dialysées c o n t r e  de  l 'eau avec PMSF e t  TPCK 

a v a n t  d ' ê t r e  l y o p  hy l isées . 

2- F rac t ionnement  de  p ro té ines  de cel lu les eucaryotes 

Les cel lu les HeLa in fec tées  ou non, s o n t  décollées p a r  l e  versène  

(EDTA 3 mM ; NaCl 137 m M  ; Na2HP04-2H20 16 mM ; KC1 2,7 mM) e t  

cen t r i f ugées  10 mn à 2000 r p m  à 4°C. Les cu lo ts  s o n t  lavés  dans l e  PBS 

(Na2HP04 16mM ; NaH2P04 4 mM, pH7,3 ; NaCl 150 m M  ; CaC12, 7mM) 

pu i s  resuspendu dans l e  tampon RSB (T r i s -HC1  10 mM ; NaCl 10 mM ; 
6 MgC12 1,5 mM ; pH7,5) à ra ison  de 750 Pl p o u r  40 X I 0  cel lu les.  A p r è s  

4 mn à 0°C l e s  cel lu les s o n t  cassées dans u n  appare i l  de Dounce e t  0,25 

M f i n a l  de saccharose s o n t  ajoutés. Une cen t r i f uga t i on  de 10 mn à 1000 

r p m  à 4°C pe rme t  de séparer  deux  f r a c t i o n s  : l e  su rnagean t  formé d u  

cytoplasme e t  l e  c u l o t  f o rmé  des noyaux .  Ces d e r n i e r s  son t  r esuspendus  

dans 1 m l  de  RSB e t  passés aux  u l t r asons  30 sec. Les aeux  f r ac t i ons  

(cytop lasme e t  noyaux )  s o n t  cen t r i fugées  10 mn à 12000 r p m  à 4°C e t  

l es  surnageants  e t  cu lo t s  s o n t  à nouveau séparés. 



Le surnageant de cytoplasme (1  ml) es t  appelé "cytosol", le culot 

repris dans 1 ml de R S B  es t  appelé "membrane plasmique" le surnageant 

de noyau ( 1  m l )  e s t  le "noyau-sol" e t  le culot (resuspendu dans l m 1  de 

R S B )  la "matrice nucléaire". 

IV- Production de séra 

1- Le sÉrum monoclonal anti-V 

Ce sérum p r ~ d u i t  par L U N T  e t  al. (1988) e s t  u n  don généreux d u  

Dr. FLINT à qui nous adressons ici nos plus vifs remerciements. 

2- Immunisations 

La protéine fusionnée obtenue après élution de la colonne d11gG- 

sépharose Fast Flow (Pharmacia) e t  lyophylisation e s t  resuspendue dans 
le P B S .  250 IJg sont injectés aux lapins, par voie intradermique, 

mélangés V / V  avec de l'adjuvant complet de F R E U N D .  Les injections de 

rappel dans l'adjuvant incomplet de F R E U N D  ont lieu tous les 10 jours 

jusqu'à ce que le sérum soit assez puissant. 

Recolte des séra e t  concentration des IgG 

Les prélévements de sang des lapins sont placés 30 m n  à 3 7 O C  afin 

d'obtenir u n  coagulat séparé d u  plasma par une centrifugation douce de 

20 m n  à 400 rpm. Les protéines d u  plasma sont ensuite précipitées par 

50% final de sulfate d'ammonium, pH 7,4 ii 4°C sous agitation douce de 4 

à 16 h . Après une centrifugation de 20 mn à 6000 r p m  à 4"C, le culot 

e s t  lavé 3 fois par d u  sulfate d'ammonium à 33%, pH 7,4. Le culot 

restant contenant principalement les IgG es t  suspendu e t  dialysé contre 

du P B S  avec 2 m M  de PMSF e t  de T P C K .  Des aliquots de 200 U1 sont 

conservés à -40°C. 

V -  Techniques immunologiques 

1- Im m u  notransfert ou Western Blot 

Le t ransfer t  de protéines d'un gel de polyacrylamide s u r  une 



feuille de nitrocellulose se fait dans le tampon suivant : Tris 25 m M  ; 

glycocolle 192 m M  ; méthanol 20% ; pH 8,9. 11 dure 4 h ,  sous 

réfrigération. 

La feui.le de nitrocellulose es t  saturée en lait (lait 5% en tampon 

Tris salin : 10 m M  Tris ; 150 m M  NaCl ; pH 7,4),  à 45°C pendant 1 h.  

Le tampon est  alors renouvelé e t  le sérum est  ajouté, après dilution 

variant du 1/5000 au 1/1000 suivant indication, pour u n  temps 

d'incubation de 16 h à tempkrature ambiante. Le t ransfer t  es t  lavé 

quatre fois 10 m n ,  par d u  tampon Tris salin, deux des lavages 

comportant d u  Tween 0,1%. Les anticorps fixés su r  la feui le de 

nitro-cellulose sont révélés par des anticorps anti-lapin marqués à la 

péroxydase. 

La feuille de nitrocellulose peut également être saturée 1 h à 45°C 

dans l e  tampon TBS/Tween/lait (Tris 50 m M  ; glycocolle 192 m M  ; 

p H7,5/T ween 0,05%/lait 0,5%). Le sérum es t  ajouté comme précédemment 

après renouvellement d u  même tampon puis le t ransfer t  e s t  lavé à 

température ambiante dans T B S / T  ween/lait 10 m n  e t  TBSITween 2 fois 

10 m n ,  
10 Pl de protéine A marquée à la 3 5 ~  Met (Amersham) sont alors 

mis au contact de la feui'le de nitrocellulose sous 10 ml de 

TBS/Tween/lait. Après 3 lavages dans TBS/Tween e t  u n  dans TBS, le 

transfert  e s t  rapidement séché e t  mis au contact d ' u n  film 

photographique Kodak X - O M A T  100, 16 h à -70°C. 

2- P uri~ication d u  sérum s u r  nitrocellulose 

La protéine contre laquelle le sérum doit ê t re  purifié e s t  résolue 

dans u n  gel de polyacrylamide-SDS à 12% en u n  seul dépôt avec peigne 

préparatif. Après électro-transfert, deux bandelettes témoin sont 

découpées de chaque côté de la feui'le de nitrocellulose e t  mises au 

contact d u  sérum à purifier au 1/1000. La révélation par des anticorps 

anti-IgG de lapin marqués à la péroxydase permet de localiser la bande 

de protéine recherchée s u r  toute la largeur de la feuille e t  de la 

découper en petits morceaux. La fraction IgG concentrée à purifier es t  

ensuite mise au contact de la nitrocellulose découpée, 16 h à 

température ambiante en agitation douce. 



La nitrocelluose e s t  lavée 5 fois 10 mn dans d u  Tris salin ; 5% 

lait ; 0,02% azide de sodium, puis 10 m n  dans Tris salin. Les anticorps 

accrochés à la nitrocellulose sont g u é s  par 700 V1 de glycine 0,2 M y  pH 
2,3, 5 m n  2 0°C e t  neutralisés par 40 Ci1 de Tris 3 M ; pH 11. 2 m M  de 

P M S F  e t  de T P C  K sont ajoutés. Les aliquots de ce sérum purifiés sont 

conservés à -40°C. 

3- Immu nofluorescence indirecte 

Les cellules HeLa ou B R K  sont mises en culture s u r  lamelle de 

verre stérilisée ( 3 , l  cm X 1 cm) en flacon de verre bouché e t  infectées 

par 20 à 50 pfu selon indication à 50 % de confluence. L'infection es t  

stoppée par lavage dans 2 ml de PBS  (5  à 6 lavages de 5 m n )  à 

température ambiante. Les cellules sont fixées par 1 ml de solution de 

paraformaldéhyde 3% dans d u  PBS contenant 0 , l  m M  de CaC12 e t  MgC12, 

20 m n  à température ambiante. Elles sont ensuite lavées 3 fois par 2 ml 

de P B S  e t  placées 10 m n  dans 2 m l  de NH4C1 50 m M  dans P B S .  Après 3 

nouveaux lavages dans PBS les cellules sont perméabilisées par le 

Triton X-100 ; 0,1% dans PBS pendant 4 m n  puis relavées 3 fois dans 2 

ml de P B S .  Une saturation de 16 h à 4°C avec u n  sérum décomplémenté 

provenant de l'animal ayant produit le deuxième immunsérum (marqué à 

la fluorescéine) es t  effectuée : les lamelles sont mises au contact d u  

PBS contenant 0,5% de SA B (sérum albumine bovine) e t  5% de sérum de 

chèvre ou de mouton. Elles sont ensuite prêtes à recevoir l'anticorps 

spécifique utiyisé non dilué dans le cas d ' u n  sérum purilié comme 

précédemment ou dilué au 1/500 ou 1/1000 dans P B S  ; 0,5% S A B .  Le 

contact anticorps-cellules se fait à 37°C pendant 2 à 4 h .  Les lamelles 

sont ensuite lavées 5 fois 5 m n  dans 2 ml de PBS à température 

ambiante e t  mises au contact de l'immunsérum anti-IgG de lapin FITC 

(conjugué à l'isothiocyanate de fluorescéine). Elles sont ensuite à 

nouveau lavées 5 fois dans 2 ml de PBS e t  retournées s u r  des lames 

porte-lamelles su r  lesquelles 10 Ci1 de DABCO/glycérol (WOLOSEWICK, 

1986) o n t  &té déposés afin de préserver la fluorescence. Les lames sont 

analysées sous microscope à fluorescence Olympus B H-2. 



V 1- C u l t u r e  ce l lu la i re  

1- Cellules e n  c u l t u r e  monocouche 

1-1 L ignées  con t inues  

Les ce l lu les HeLa s o n t  c u l ~ i v é e s  dans des f lacons (FALCON de 
2 75 cm ) ,  à une  t empéra tu re  de 37"C, en mil ieu DULBECCO (F low)  

con tenan t  5% de sérum de veau foetal e t  5% de sérum de veau 

nouveau-né, T - i r r a d i é .  

Les ce l lu les décollées au ve rsène - t r yps ine  (EDTA 3 mM ; NaCl 

137 mM ; Na2HP04 16 mM ; KC1 2,7 mM- t r y p s i n e  1 mg/ml) s o n t  

mul t ip l iées deux f o i s  p a r  semaine ou r é p a r t i e s  en f lacons,  boîtes de 

P e t r i  (FALCON)  , lamelles, selon besoin. 

1-2 C u l t u r e s  p r ima i res  

Les ce l lu les B R  K s o n t  mises en  c u l t u r e  après  t r a i t emen t  à l a  

t ryps ine-PSA (2,5 Mg/ml - KC1 5,4 mM ; NaCl 137 m M  ; NaHC03 4,2 

m M  ; glucose 5,5 mM ; r o u g e  de phénol  5  mg/ l  ; pH 7,5 ; pénic i l l ine 

75000 u/ml  ; s t rep tomyc ine  50 mg/ml ; fungizone 5 ~ g / m l ) .  Les cel lu les,  

cen t r i fugées  à 20°C, 5  mn à 1000 g, s o n t  r ep r i ses  dans 20 m l  de mil ieu 

MEM (Mi l ieu  Minimum Essent ie l )  con tenant  20% de  sérum de cheval ,  pu i s  
2 mises en  c u l t u r e  dans  des f lacons (Falcon de 75 cm ) e t  incubées  à 

2- Cellules en suspension 

Les cellules KB3  s o n t  maintenues e n  suspension à 37OC dans des 

"sp inners " ,  avec d u  mil ieu M E M  modifié p a r  JO KL IK  ( F I 3  - Flow) e t  

con tenant  5% de sérum de cheva l  décomplémenté. 

3- Obtent ion de  l i gnées  cont inues 

3-1 Sélect icr i  du Gf18 

Les ce l lu les HeLa s o n t  r épa r t i es  en  boîtes de P é t r i  (FALCON)  
6 de 60 nm de d iamètre à ra ison  de 5 X 10 cel lu les p a r  bo?te. 



Elles s o n t  t rans fec tées  ( v o i r  c i -dessous)  à 70% de confluence p a r  20 Clg 

d 'ADN con tenan t  l e  gène de rés is tance  - néo à l ' an t i b i o t i que  6418. 5  h 

après t r ans fec t i on ,  l e s  cel lu les s o n t  décollées au versène e t  r épa r t i es  en  

3  boîtes ( 1  boî te  mère e t  2  boîtes fi l es ) .  Le  milieu de c u l t u r e  e s t  

ensu i te  changé t ous  l es  5 j o u r s  avec 400 Clg/ml de 6418 jusqu 'à  

appa r i  i o n  des f o y e r s  de  rés is tance.  

3-2 Etab l issement  des l i g n é e s  

Les clones ce l lu la i res rés i s tan t s  à l ' an t i b i o t i que  s o n t  pré levés 

à l a  p i pe t t e  Pas teur  après  a v o i r  é té  placés dans l e  versène 10 mn e t  

r e p r i s  dans des boîtes mu l t i - cuve t tes  de  FALCO N (96 cuve t t es  de 0,6 

cm de d iamètre)  q u a n d  l e s  cel lu les son t  à conf luence, el les s o n t  

r épa r t i es  dans 3  cuve t tes .  Les ce l lu les à conf luence de ces 3  cuve t tes  

s o n t  ensu i te  mises dans u n e  c u v e t t e  d e  d iamètre p lus i m p o r t a n t  (1,4 

cm) e t  "montées" a i n s i  dans des réc ip i en t s  de  p lus  en p l u s  g rands  
2  jusqu 'au  f lacon  ( F A L C O N )  de 75 cm . 

A p a r t i r  d e  l a  c u v e t t e  de d iamètre 1,4 cm, l a  6418 n ' es t  p l us  

ajoutée dans l e  mil ieu de  c u l t u r e .  

V I I -  T rans fec t ions  dans l e s  cel lu les HeLa e t  B R K 

La t r ans fec t i on  a  l i e u  dans l es  cel lu les à 70% de conf luence.  La  

méthode, dé r i vée  de cel le déc r i t e  p a r  GRAHAM e t  VAN D E R  E  B (1973), 

cons is te  en  u n e  p réc ip i t a t i on  de l 'ADN avec du  phosphate de calcium. 

E n v i r o n  10 à 20 Pg d 'ADN s o n t  mis dans 250 1;l de tampon CaC12 

62,5 ml4 e t  mélangés avec 250 H l  d 'HBS X 2  (NaC1 0,28 M ; Hépès 50 

mM ; Na2HP04 1,3 mM ; pH 7 ,  Après  30 mn de con tac t  à 

t empéra tu re  ambiante, l e  p réc ip i t é  e s t  ve rsé  d i rec tement  dans l e  mil ieu 

de cu l t u re .  

Le mi l ieu e s t  r enouve lé  au b o u t  de  5  h  p o u r  l e s  HeLa ou 16 h p o u r  

l e s  B R K e t  l e s  ce l lu les s o n t  placées à 37°C (avec  5% de C O 2  p o u r  l e s  

cel lu les en  boCte de P é t r i )  j usqu 'à  appa r i t i on  des f oye rs  de rés is tance 

au 6418 (HeLa )  ou de t r ans fo rma t i on  ( B R K )  ( l e  milieu é t a n t  a lors  

renouve lé  régu l i è remen t ) .  



V I I I -  Techniques v i ra les  

1- I n f e c t i o n  

1-1 Cel lu les HeLa en  monocouche 

Les cel lu les HeLa r é p a r t i e s  en boîtes de P é t r i  de 60 nim Ce 

d iamètre (FALCON)  son t  infectées p a r  5  à 50 p f u  p a r  ce l lu le  

d 'adénov i rus  sous 0,2 ml de mi l ieu DULBECCO (F low)  sans sérum e t  

laissées 1 h à 37°C dans une  é t u v e  à 5% de C O 2 .  5 ml de mii ieu 

D ULB EC C O  con tenan t  2,5% de  sérum de  veau foeta l  e t  2,5% de  sérum de 

veau nouveau-né i r r a d i é  (F low)  s o n t  a lo rs  ajoutés dans l e s  boîtes. 

L ' in fec t ion  sera a r rê tée  3 à 30 h après  selon i nd i ca t i on  p a r  lavage  au 

PBS. La même méthode e s t  u t i l i sée  p o u r  d 'au t res  s u p p o r t s  (F lacons 

FALCON ou lamelles p o u r  microscope) sans que  l ' é t u v e  à C O 2  s o i t  

n i cessa i re  dans ce cas. 

P o u r  l e s  adénov i rus  mutan ts  thermosensib les ( t s )  - l e s  étapes 

de mu l t ip l i ca t ion  e t  de p roduc t i on  o n t  l i e u  à 33°C ( t empéra tu re  

permiss ive)  e t  l e s  cel lu les s o n t  placées à 40°C quand l a  mutat ion v i r a l e  

d o i t  s ' exp r ime r  ( t empéra tu re  r e s t r i c t i v e )  . 

1.2 Cellules KB3 en suspension 

5 Les cellules, à l a  concen t ra t ion  de  4,5 X 10 cel lu les/ml,  s o n t  

cen t r i f ugées  à 2000 g, 10 mn, à 30°C. Le  c u l o t  ce l lu la i re  e s t  r e p r i s  

dans d u  mi l ieu F13, sans sérum (1120 d u  volume i n i t i a l ) .  Les cel lu les 

s o n t  in fec tées  à ra ison  de 20 pa r t i cu l es  v i ra les  p a r  cel lu le.  Après  1 h 

d 'absorp t ion  v i r a l e  à 37" C , sous ag i ta t ion ,  l a  suspension ce l lu la i re  e s t  

d i luée 20 f o i s  dans d u  mi;ieu F13 con tenan t  2% de sérum de veau e t  

la issée 40 h en ag i ta t ion  à 37°C. 

Pou r  l a  p roduc t i on  l e s  mutan ts  ts l a  t empéra tu re  requ i se  e s t  

de 33°C. 

2- Pur iPicat ion de v i r u s  

Le  c y c l e  v i r a l  se dérou le  pendat î t  40 h à 37°C (ou  96 h à 33°C). 

Les ce l lu les KB3 en suspension in fec tées  s o n t  a lors  cen t r i f ugées  à 2000 

g 10 mn, à 4°C. 



Le culot cellulaire e s t  repris dans une solution de Tris hypotonique 

(Tris-HC1 10 m M  ; NaCl 50 m M  ; E D T A  1 m M  ; pH 8 , l ) .  Après trois 

cycles de congélation (-70°C) - décongelation (37°C) e t  addition d'un 

volume égal de fréon 113, la suspension e s t  homogénéisée trois minutes 

à l 'ultra-T urrax . Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation 

à 3000 rpm 10 m n ,  à 4°C. La phase aqueuse e s t  reprise, déposée s u r  

u r i  coussin de CsCl de densité ( d )  1,43 e t  centrifugée 1 h à 25000 rpm, 

à 4"C, dans u n  rotor SW41 de Beckman. Les particules virales, 

concentrées en une bande opalescente, sont récupérées à l'aide d'une 

serifigue e t  repurifiées s u r  gradient isopycnique de CsCl (d=1,34) par 

centrifugation à 35000 rpm, 16 h ,  à 4"C, dans u n  rotor TST6O de 

Kontron. La bande de particules virales es t  récoltée, diluée dans d u  

glycérol (V/V) e t  t i trée avec u n  immunsérum anti-adénovirus selon la 

technique du nombre de foyers fluorescents ( T  HIEL and SMITH, 1967). 

3- Titrage par le  nombre de foyers fluorescents 

Les cellules HeLa sont infectées par 0,2 ml de suspension virale de 

plus en plus diluée. 40 h après infection, les cellules sont fixées par 

une solution de méthanol/PBS (95 : 5 V/V). Après plusieurs lavages 

dans le tampon PBS, les cellules sont incubées avec d u  sérum anti-virus 

total dilué au centième pendant 30 m n .  Après plusieurs lavages à l'eau 

physiologique, les cellules infectées liées aux anticorps anti-virus sont 

revélées par u n  sérum fluorescent de chèvre anti-IgG de lapin. Le 

nombre de foyers fluorescents lus en lu mière ultra-violette sous 

microscope Olympus B H 2  permet de déduire le t i t re  de la suspension 

virale de départ. 

4- Production - de virus par plages de lyse 

4-1 Transfecticns 

Les cellules HeLa sont réparties en boîtes de Pétri de 60 m m  
de diamètre ( F A L C  O N )  e t  sont transfectées à 70% de confluence par 10 

Dg d'A D N contenant toute l'information virale. 

A u  bout de 16 h ,  le milieu de culture e s t  retiré e t  remplacé 

par u n  mélange Vol/Vol d'agar noble fondu à 1,5% (Difco) e t  de 

D U L B E C C O  2 fois concentré contenant 4 m M  Arg ; 2 m M  Gln ; 2 m M  
MgC12 Fungizone 1 ml/l t r e  e t  5% de sérum de veau nouveau-né irradié, 



à 37°C. Les boi tes s o n t  placées dans l ' é t u v e  à C O 2  5% e t  l ' appa r i t i on  de 

plages de l y s e  e s t  ob tenue  au b o u t  de  8 à 10 j o u r s .  

4-2 Ampl i f icat ion e t  analyse rap ide  de l 'ADN v i r a l  

Les plages de  l y s e  apparues en gélose molle s o n t  r ep r i ses  à l a  

p ipe t te  Pasteur  aans 0,5 m l  de T r i s  hypo ton ique  e t  soumises a 3 cyc les  

de congélat ion-décongélat ion (-70°C/ 37°C ) . 
0,2 m l  d e  suspension s o n t  a lo rs  mis s u r  ce l lu les (HeLa ou 

au t re  s u i v a n t  i n d i c a t i o n )  en bo'îte de P é t r i  de 60 m m  e t  la issés 14 h à 

37°C dans une  é t u v e  à 5% de C O 2  5ml de mil ieu DULBECCO à 2,5% de  

sérum de veau foe ta l  e t  2,5% de sérum de veau nouveau-né i r r a d i é  s o n t  

verses dans l es  boî tes q u i  s o n t  laissées de 40 à 72 h à 37°C j u s q u ' à  

appa r i t i on  de l ' e f f e t  cy topa th ique  s u r  l e s  cel lu les.  

Pou r  l ' ana l yse  r a p i d e  de l 'ADN v i r a l  une  t echn ique  de H I R T  

(1967) m o d i ~ i é e  p a r  WADELL e t  DE JONG (1980) e s t  employée : l e s  
6 cel lu les in fec tées  ( 5  X 10 ce l lu les)  s o n t  réco l tées e t  cen t r i fugées  à 1800 

rpm, 10 mn, 4°C. Les cu lo ts  son t  l avés  2 f o i s  au PBS e t  resuspendus  

dans 450 Cc1 de Tr is-HC1 10 mM ; EDTA 10 m M  ; pH 7,4, dans u n  t u b e  

Eppendo r f  de 1,5 ml. 0,6% de SDS s o n t  ajoutés e t  l e s  t ubes  son t  la issés 

10 mn à t empéra tu re  ambiante pu is  5  mn à 68°C. La proté inase K (50 

~ g / m l )  e s t  a lors  a joutée e t  a g i t  1 h à 37°C. 160 Ci1 de NaCl 5  M ( s o i t  1 

M f i n a l )  son t  add i t ionnés  gou t t e  à gou t t e  avec ag i ta t ion  douce de 10 mn 

e t  l es  t u b e s  son t  mis à 4°C p o u r  16 h .  

Après  c e n t r i f u g a t i o n  de 1 h à 12000 r p m  à 4°C l e  su rnagean t  

es t  r e p r i s  e t  s u b i t  3  ex t rac t i ons  au phéno1/chloroforme/alcool 

i soamyl ique (25/24/1) pu i s  3  ex t rac t i ons  au d i é t h y l e  oxyde .  L 'A  D N v i r a l  

en phase aqueuse e s t  ensu i t e  p réc ip i t é  à -70°C, 20 mn avec NaCl 0,3 M 

f ina l ,  c e n t r i f u g é  à 12000 r p m ,  4°C pendan t  20 mn, séché e t  r e p r i s  dans  

200 Ci1 d'eau. 50 C11 s o n t  ensu i te  d ia lysés c o n t r e  de l 'eau e t  l 'ADN e s t  

p r ê t  à ê t r e  d i gé ré  p a r  l e s  enzymes de res t r i c t i on .  Ap rès  act ion de l a  

r ibonucléase A (50 ~ g / m l )  15 mn à 37°C l e s  échant i l lons s o n t  déposés 

s u r  ge l  d 'agarose à 0,6% avec B rET .  La mig ra t ion  a l i e u  6 h à 70V. 

5- Pur i f i ca t ion  de  l ' A D  N v i r a l  

5-1 Complexe A D N -p ro té ine  te rmina le  ( P T )  

L 'ADN l i é  à l a  p ro té i ne  te rmina le  (55  kDa)  e s t  p u r i f i é  s u r  

colonne de  B N D -cel lu lose ( S e r v a )  . Les pa r t i cu l es  v i ra les  pur i f i ées  en  



CsC1, s o n t  dialysées c o n t r e  d u  tampon TE (T r i s -HC1  10 mM, pH 8 , l  ; 

EDTA 1 mM) e t  l es  capsides s o n t  rompues p a r  1 volume de c h l o r u r e  de  

guan id ine  8 M (dans  l e  tampon TE) .  La  so lu t ion e s t  placée dans  l e  CsCl 

3,06 M f i n a l  ( d  = 1,7) e t  cen t r i fugée  40 h à 40000 rpm à 16°C dans u n  

r o t o r  TST60 ( K o n t r o n ) .  Des f r ac t i ons  de 0,5 m l  s o n t  col lectées pa r  l e  

f o n d  du  t u b e  e t  dialysées con t re  d u  TE con tenant  2 m M  PMSF e t  2 mM 

TPCK. 

Les f r a c t i o n s  con tenant  l ' A D N - T P  son t  repérées au BrET e t  

pur i f i ées  s u r  r és i ne  B N D-cellulose équ i l i b rée  en TE, 0,3 M c h l o r u r e  de 

l i t h i u m  (L iC1) .  L 'AD N-T P,  f r agmen té  p a r  l es  enzymes de r e s t r i c t i o n  

s u i v a n t  i nd i ca t i on ,  e s t  i n j ec té  s u r  l a  co lonne q u i  e s t  lavée  à f a i b l e  d é b i t  

p a r  TE, 0,3 M L i C l  afin de pe rme t t r e  au complexe de se l i e r  à l a  

colonne. Les étapes d 'é lu t ion  successives s o n t  : 20 ml de TE, L i C l  1 M ,  

S D S  0,1% q u i  décrochent  l ' A D N  doub le  b r i n  sans p ro té ine  terminale,  20 

ml de TE, L i C l  1 M ,  SDS 0,1%, café ine 2% q u i  é l iminent  l ' A D N  simple 

b r i n  e t  l ' é l u t i o n  e n f i n  a  l i e u  p a r  20 ml de TE, u rée  8 M, SDS 1%. Des 

f r ac t i ons  de  1 ml s o n t  récol tées à ce moment e t  dialysées c o n t r e  du  TE 

(+  PMSF + T P C K )  a v a n t  d 'ê t re  p réc ip i tées  à l ' é thano l  (0,3 M NaC1, 2,5 

Vol d 'é thanol  f r o i d ) .  

5-2 ADN v i r a l  nu  

Les  pa r t i cu l es  v i ra les  s o n t  dialysées c o n t r e  du  TE 2 h.  L a  

so lu t ion s u b i t  u n  t r a i t emen t  à l a  p ro té inase  K (100 Cig/ml) e t  sarcos inate 

de sodium 0,5% 2 à 3  h  à 37°C. La so lu t ion  l imp ide  e t  v i squeuse  obtenue 

e s t  équ i l i b rée  en  CsCl (2,545 g/ 2  ml de  so lu t ion)  e t  c e n t r i f u g é e  40 h à 

44000 r p m  à 16°C en  r o t o r  TST60 Kon t ron .  La récupéra t ion  d e  l a  bande 

d 'ADN v i r a l  se f a i t  p a r  l e  f o n d  d u  t u b e  de polyal lomère en co l lec tant  

des f r ac t i ons  de 0,5 ml. Les f r a c t i o n s  con tenant  l ' ADN ( repe rées  au 

B r E T )  s o n t  dialysées c o n t r e  d u  TE, pH 8 , l .  

I X -  Analyse de l ' A D N  e t  des ARN ce l lu la i res  e t  v i r a u x  

1-1 Pur i f i ca t i on  d'A D N ce l lu la i re  

Les cel lu les HeLa (ou  a u t r e  s u i v a n t  i nd i ca t i on )  en  f lacon de 
2 6 175 cm (Fa lcon)  so i t  40 X 10 cel lu les,  s o n t  lavées au PBS, décollées 

au versène, e t  cen t r i f ugées  10 mn à 1800 r p m  à 4°C. Les cu lo t s  son t  



repris dans 2 ml de tampon Tris-HC1 10 m M  ; E D T A  1 m M  ; 2 X SSC ; 

pH 7,4 (20 X SSC : NaCl 3 M ; Na3 citrate 2H20, 0,3 M ; pH 7 )  e t  

0,5% de sarcosinate de sodium sont ajoutés. Les protéines sont digérées 

par la protéinase K à 500 Ciglml 2 fois 1 h à 37°C. La solution limpide 

e t  visqueuse e s t  mise dans le CsCl ( 2  ml de solution dans 2,545 g de 

CsCl soit d=1,7) e t  centrifugée 40 h à 44000 rpm à 16°C dans le  TST60 

Kontron. L'AD N cellulaire es t  récolté par fractions de 0,5 ml par le 

fond d u  tube e t  dialysé contre le T E ,  pH8,l. 

1-2 Transfert e t  hybridation 

1-2-1 Transfert  (Southern Blot) 

L ' A D N  e s t  digéré par les enzymes de restriction e t  

déposé sur  gel d'agarose. Pour dénaturer les fragments d ' A D N ,  le gel 

es t  placé dans N a O H  0,5M e t  NaCl 1,5M. Après neutralisation avec 

Tris-HC1 0,5M ; NaCl 3 M  ; pH7,5, le t ransfer t  su r  membrane de 

nitro-cellulose e s t  réalisé par capillarité, en présence de SSC 10X (NaCl 

1,5 M ; citrate de sodium 0,15 M ; pH 7 ) .  La membrane es t  lavée dans 

SSC 2X e t  soumise à une température de 80°C 2 à 3 h afin d'y fixer 

par covalence l'acide nucléique transféré. 

1-2-2 Préparation de la sonde radioactive e t  hybridation 

L'ADN plasmidique (25 ng) linéarisé par U r i  enzyme de 

restriction e s t  dénaturé 10 mn à 100°C e t  placé dans la glace. Le 

marquage selon le protocole "Random Primed Labelling Kit" de 

Boehringer (Cat  n0100460) a lieu comme suit  : 

3 Cc1 de d A T P  dGTP e t  d T T P  sont ajoutés ainsi que 2 Ml de tampon de 

réaction e t  2 Pl de (a 3 2 ~ )  d C T P  à 3000 Cilmmol (Amersham) e t  1 1i1 

d'ADN polymérase 1, fragment de Klenow. Après incubation de 30 m n  à 

37°C la réaction es t  stoppée par 1'EDTA 0,2 M ,  pH 8 (2 V I ) .  La sonde 

radioactive e s t  séparée des nucléotides non incorporés par passage à 

t ravers  une colonne de DEAE-Séphadex ( Nick-Column, Pharmacia) e t  

peut être mise au contact de la membrane de nylon contenant l'ADN e t  

préalablement mise d a n s  une solution de préhybridation 4 h à 68°C (6X 

S S C  ; 0,5% SOS ; Ficoll 0,1% ; polyvinyl pyrolidone 0,1% ; SAB 0,1% ; 

100 Ccg/ml d'ADN de sperme de hareng dénaturé pa r  le chaleur). 



L ' h y b r i d a t i o n  a l i eu  16 h à 68°C e n  sac scellé. La membrane e s t  ensu i t e  

lavée  10 mn à t empéra tu re  ambiante p a r  une  so lu t ion 2X SSC ; S D S  0,5% 

pu i s  15 mn à t empéra tu re  ambiante en 2X SSC ; SDS 0,1% e t  e n f i n  

p l us i eu rs  f o i s  10 mn à 68°C dans 0, lX SSC ; 0,5% SDS. El le  p e u t  ê t r e  

mise d i rec tement  ( d a n s  u n  sac scellé) au con tac t  d 'un  f i lm  

pho tog raph ique  KODAK X-OMAT 100 à -70°C. 

2- L 'ARN 

Purification d 'ARN de  cel lu les in fectées ou non  

Toutes l e s  so lu t ions s o n t  t r a i t ées  au d i é thy lpy roca rbona te  (0,1%), 

16 h à t empéra tu re  ambiante e t  autoclavées, 2 h à 120°C. 
6  Les ce l lu les (40 x  10 ) en f lacon  de 75 cm2 s o n t  lavées  p a r  du  

sérum phys io log ique  e t  mises au con tac t  de 6 ml de  tampon GT 

( i so th iocyanate  de guan id i ne  4 M ; t r i - sod ium c i t r a t e  5  mM ; 

8-Mercaptoéthanol 1 mM ; sarcos inate de sodium 0,5 % ; pH 5,2). La  

so lu t ion v isqueuse  e s t  r e p r i s e  au b o u t  de 5 mn à t empéra tu re  ambiante, 

passée 5 à 6 fo is  au t r a v e r s  d ' une  a igu i l l e  de  0,8 mm de  diamètre pu i s  

déposée s u r  3,2 m l  de CsCl  5,7 M (dans  EDTA 0 , l  M ; pH 7,5) dans 

u n  t u b e  de  polyal lomère. Ap rès  u n e  cen t r i f uga t i on  de 16 h à 30000 r p m  

à 20°C en r o t o r  SN41 d e  Beckman, l e  c u l o t  ob tenu  e s t  r e p r i s  p a r  300 V1 

de TES ( T r i s  HC1 10 mM ; EDTA 5 mM ; SDS 1% ; pH 7,5). 

La phase aqueuse s u b i t  u n e  ex t rac t i on  au bu tano l /ch lo ro fo rme 

(4 /1 )  e t  u n e  p réc ip i t a t i on  de 20 mn à -70°C p a r  0,3 M d 'acétate de  

sodium e t  2  Vol  d 'éthanol.  Après  c e n t r i f u g a t i o n  de 20 mn à 12000 r p m  e t  

lavage  du  cu lo t ,  1'ARN p e u t  ê t r e  resuspendu dans l ' eau  ou conservé  

dans l ' é t hano l  à -20°C. 

2-2 Analyse e n  p ro tec t i on  de l a  d igest ion aux  r ibonucléases 

A e t  T l  -- 

Obtent ion des sondes rad ioac t i ves  

Les sondes de h a u t e  rad ioac t i v i t é  spéc i f ique  s o n t  p réparées  p a r  

c lonage de l a  séquence à ana lyser  en  ava l  d u  p romoteur  d u  phage SP6 

dans l e s  plasmides pSP64 ou 65 (Pharmacia) .  Le plasmide e s t  c l i vé  p a r  



u n  enzyme de r e s t r i c t i o n  e t  1'ARN t r a n s c r i t  p a r  l a  polymérase d u  phage 
SP6 en présence des 3 nuc léot ides non rad ioac t i f s  e t  de ~ ' [ ~ x - ~ ~ P I - u T P .  

De 1'UTP non rad ioac t i f  e s t  ajouté p o u r  u n e  mei l leure homogénéité des 

sondes. 

2-2-2 H y b r i d a t i o n  e t  d iges t ion  a u x  r ibonucléases A - e t  

T 1 - 

5 * 5 x  10 cpm d tARN rad ioac t i f  ( A R N  ) son t  mis au con tac t  de 2 à 

150 Cig d 'ARN cel lu la i res t o taux  (se lon  i nd i ca t i on )  dans u n  tampon 

formamide 80% ; pipès 50 mM : NaCl 0,4 M ; EDTA 1 m M  ; pH 6,4 e t  

la issés 16 h de 45°C à 55°C selon i nd i ca t i on .  * 
Les h y b r i d e s  ARN-ARN son t  placés dans l e  mélange Tr is-HC1 10 

mM ; EDTA 5 mM ; NaCl  0,5 M ; pH 7,6 con tenan t  40 Cig/ml de  

r ibonucléase A e t  2  bg /m l  de  r ibonucléase T l  e t  i ncubés  1 h à 37°C. 20 

CI1 de SDS 10% e t  5  Ci1 de proté inase K à 10 mglm1 son t  a lo rs  ajoutés. 

Ap rès  20 mn d ' incuba t ion  à 37"C, une  ex t rac t i on  au phénol/  

chloroforme/alcool  isoamyl ique (25/24/1) e s t  ef fectuée e t  l a  phase 

aqueuse e s t  p réc ip i tée  à l ' é thano l .  Ap rès  cen t r i f uga t i on  e t  séchage, l e s  

cu lo ts  s o n t  r e p r i s  so i t  en  mil ieu d é n a t u r a n t  (T r i s -HC1  10 mM, pH 8 ; 

0,1% SDS ; 97% formamide ; 0,01% xy lène  cyano l  ; 0,005% B BO) e t  

analysés en ge l  de po lyacry lamide  8% à 12% avec u rée  ( 7  M) so i t  en  

mii ieu non  d é n a t u r a n t  (T r i s -HC1  10 mM ; pH 8 ; EDTA 1 m M  ; 0,01% 

xy lène  cyano l  ; 0,005% B BO) (SHEN-O N G ,  1987) e t  analysés en ge l  

de  po lyacry lamide  8% à 12% ( r a p p o r t  ac ry lamide /b is  : 2911). 

Les f i lms  KODAK X-OMAT 100 s o n t  révé lés ap rès  16 h d ' impression 

à -70°C. 

2-3 A na lyse en Polymerase Chain React ion (P.  C . R .) 

La t echn ique  de P.C.R. (ERLICH e t  al., 1988 ; S A I K I  e t  al., 

1988) e s t  e f fec tuée  s u r  2  à 10 Ccg d 'ARN t o t a u x  après q u ' u n e  copie 

d 'ADNc a i t  é té  ob tenue g râce  à l a  t r a n s c r i p t a s e  i n v e r s e  de M-MLV. 

L 'A RN à ana lyser  e s t  placé dans u n  t u b e  E p p e n d o r f  de  0,5 ml avec 

2 Ci1 de chacune des d ive rses  amorces ut i l isées ( à  300 ng /ml ) ,  1 Ci1 d e  

SAB ( 1  mg/ml) ,  1,5 Ci1 d u  mélange des 4 désoxyr ibonuc léo t ides  (25 mM 

chacun) ,  1 Ci1 de tampon M-MLV 5 x  (T r i s -HC1 250 mM ; pH 8,3 ; KC1 

375 mM ; MgC12 15 mM ; D T T  50 mM). Le  volume e s t  a justé à 9,5 C i l ,  l e  

mélange e s t  chau f f é  10 mn à 65°C e t  0,5 Cil (100 un i tés )  de  



t r a n s c r i p t a s e  i n v e r s e  de M-MLV ( B R L )  s o n t  ajoutés. Après  u n e  

i n c u b a t i o n  de 1 h à 37°C l e  mil ieu réac t ionne l  e s t  d i l u é  10 fo is ,  10 Ci1 de  

tampon Taq polymérase (B ioexcel lence)  10x son t  a joutés a ins i  que 0,2 Ci1 

d 'enzyme Taq polymérase (B ioexcel lence)  à 1 unité/Cil. 100 Ci1 d 'hu i le  

minéra le  (S igma) s o n t  placés au-dessus d u  mélange réact ionnel .  

Un cyc le  de dénatu ra t ion  de 7 mn à 9Z°C, 2 mn à 54°C e t  2  mn à 

72°C e s t  s u i v i  de  29 cyc les d 'ampl i f icat ion ( 2  mn à 9Z°C, 2  mn à 54"C, 

2  mn à 72°C). Les p r o d u i t s  d 'ampl i i icat ion s o n t  déposés s u r  ge l  

d 'agarose à 2% avec BrE T. La  migrat ion a l i e u  4 h à 70V. 

X -  Technique de l i a i son  i n  v i t r o  de p ro té ines  à l ' [ a - 3 2 ~ ] - ~ ~ ~  

La  t echn ique  ut i i isée e s t  cel le de LAPETINA e t  REEP (1987).  

Les proté ines d o n t  on v e u t  t e s t e r  l a  capaci té de l ia ison aux NTP 

s o n t  séparées s u r  ge l  de po lyacry lamide S D S  à 12% ou 15% dans l e  

tampon Tr is-glycocol le-S D S ( c f  5 1-2-2) e t  l e  ge l  e s t  t r a n s f é r é  

é lec t r iquement  s u r  n i t roce l lu lose  ( c f  5 V-1) . 
La f e u f l e  de n i t roce l lu lose  e s t  l avée  dans l e  tampon de l i a i son  

( B B )  : Tr is-HC1 50 mM ; 0,3% Tween 20 ; MgC12 5 m M  ; EGTA 1 mM ; 

pH 7,5), 2  fo is  20 mn e s t  i ncubée  60 à 90 mn ou  16 h à t empéra tu re  

ambiante sous ag i ta t ion  douce avec [ a - 3 2 ~ ] - ~ ~ ~  ( 1  LJci/ml, 3000 ci/mmol 

FI EN) dans l e  B B sous 1Oml. ' La  f e u i  l e  e s t  ensu i te  l avée  p lus ieurs  fo is  

( 5  à 6 lavages  de 10 mn) dans l e  BB pu i s  séchée e t  autorad iographiée 

s u r  f i l m  Kodak X-OMAT 100, 16 h à -70°C. 
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Le gène IVa2 de l'aaenovirus de type 5 est situe entre 4060 
et 5826 paires des bases sur le brin gauche de l'ADN viral. L'ARNm 
IVa2 transcrit contient un intron de 277 nucléotides et une phase 
ouverte de lecture codant pour un produit de 449 acides aminés. 

Afin de caractériser la protéine IVa2, un sérum polyclonal 
dirigé contre un produit de fusion contenant 419 acides aminés de 
cette protéine a été obtenu. L'analyse en immunoblot a montré que 
la protéine IVa2 est présente sous forme d'un doublet (Mr 54-56 
kDa) dans les particules virales matures et dans les intermédiaires 
d'assemblage. Contrairement à l'hypothèse de PERSSON et al. 
(19791, la protéine IVa2 n'est pas la protéine de 50 kDa retrouvée 
principalement dans les intermédiaires de maturation de la capside. 

La protéine IVa2 a été détectée après 12 h d'infection dans 
quelques cellules seulement. Agrès 24 h d'infection, la protéine est 
présente dans toutes les cellules mais en faible quantité. 

En présence d'hydroxyurée, inhibiteur de la réplication, la 
protéine IVa2 n'est pas synthétisée, Elle est cependant présente 
dans les cellules infectées par le mutant H5 ts 125, bloqué 2 40°C 
dans la  réplication virale. Ces résultats suggèrent que la synthèse 
de la protéine IVa2 est régulée par la réplication cellulaire plus que 
par la réplication virale. 

L'analyse de la synthèse de 1'ARNm IVa2 a révélé dp- 
louvelles espèces provenant de cette région. 

Le rôle du produit du gène IVa2 dans la transformation 
cellulaire sera également discuté. 


