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L’adénovirus humain:
une fenétre sur I'apoptose
et le cancer

Les produits du gene EIA des adénovirus humains indui-
sent ’expression d’autres genes viraux et la synthese d’ADN
cellulaire, pour permettre la réplication du virus dans les
cellules épithéliales différenciées. Cependant, ils induisent
aussi une accumulation de la protéine cellulaire p53 et
l’apoptose relayée par p53. Cette reponse cellulaire pour-
rait nuire a la production efficace de virions, mais le gene
EIB code pour deux protéines qui bloquent la mort cellu-
laire : une protéine de 55 kDa qui se lie a p53 et I'inactive,
et une protéine de 19kDa qui bloque I'apoptose d’une
facon similaire a la protéine cellulaire Bcl-2. Les adénovirus
induisent aussi I’apoptose d’une facon indépendante de
p53 par un processus qui implique une ou plusieurs pro-
téines de la région E4. Cette région E4 code pour au moins
sept protéines qui, outre leur role dans la mort cellulaire,
sont impliquées dans le contréle de I’expression des genes
et la régulation de p53. L’étude des protéines de ’adénovi-
rus apportera un éclairage nouveau sur une autre fonction
cellulaire importante, ’apoptose, et devrait permettre la
mise au point de nouveaux vecteurs pour la thérapie
génique et le traitement des cancers.

es virus ont évolué pendant
des millions d’années pour
optimaliser leur cycle de mul-
tiplication grace a un long et
rigoureux processus de sélec-
tion en faveur des interactions les
plus efficaces avec certaines pro-
téines cellulaires. L’identification de
ces interactions et des homologues
cellulaires de ces protéines virales
représente un moyen tres efficace de

comprendre la biologie cellulaire
fondamentale, ainsi qu'un élément
important pour développer des thé-
rapies fondées sur les virus. Les adé-
novirus humains n’y font pas excep-
tion. L’épissage de ARN a été
découvert chez les adénovirus et la
recherche, qui se continue sur ces
virus ainsi que sur les autres virus
oncogéniques a ADN, a permis des
découvertes importantes sur la répli-
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cation de ’ADN, l'expression des
genes, la synthese des protéines et
I’oncogenese, surtout pour I'identifi-
cation des anti-oncogenes et de leurs
fonctions. Au cours de ce travail, une
nouvelle voie de recherche s’est
ouverte : I'utilisation des adénovirus
pour étudier la mort cellulaire pro-
grammée ou apoptose.

Les adénovirus humains peuvent cau-
ser une variété d’affections chez
I’homme, incluant des infections des
voies respiratoires supérieures, de
Iintestin et de I'ceil, qui permettent
la réplication virale dans des cellules
épithéliales différenciées [1]. Bien
que ces virus ne soient associés a
aucun cancer humain, ils sont
capables dans certains cas de pro-
duire des tumeurs chez les rongeurs
et de transformer des cellules de rats
ou de souris non permissives pour
I'infection productive. Peu de temps
apres l'infection de cellules épithé-
liales humaines par 1’adénovirus
(figure 1), le géne précoce EIA est
exprimé et trans-active ’expression

des autres genes précoces EI1B, E2, E3
et £4. L’expression d’EIA déclenche
la synthése d’ADN cellulaire et le
génome viral est répliqué en grande
quantité par la machinerie synthé-
tique de la cellule hote. Plus tard
dans l'infection, les protéines structu-
rales virales codées par les génes tar-
difs sont synthétisées et les cellules
infectées se remplissent de virions.
Eventuellement, la cellule infectée
meurt, principalement par apoptose,
ce qui permet la propagation du
virus aux cellules avoisinantes par
endocytose des vésicules apopto-
tiques relachées par les cellules mou-
rantes. Cette forme d’effet cytopa-
thique aide a réduire 'inflammation
et a protéger les cellules infectées de
la réponse immunitaire de I’hote.
Dans le cas des cellules de rongeurs,
bien que les geénes précoces soient
exprimés et que la synthése d’ADN
cellulaire soit induite, ’ADN viral
n’est pas répliqué et les genes tardifs
ne sont pas exprimés. L’intégration
d’ADN viral dans les chromosomes

Cellules humaines

—

/ -
-
/ /

—

Réplication

Cellules de rongeurs

Transformation

Figure 1. L’adénovirus humain: cycle lytique et infection abortive menant a
la transformation. Peu apres l'infection de cellules épithéliales humaines, le
gene précoce E1A est exprimé et son produit trans-active I'expression des
autres genes précoces E1B, E2, E3 et E4. L’ADN est synthétisé en quantité et
le génome viral répliqué. Puis la cellule synthétise les protéines virales struc-
turales, et se remplit de virions. La cellule infectée meurt éventuellement
d’apoptose et les virions vont se propager aux cellules voisines. Dans les cel-
lules de rongeurs, les génes précoces sont aussi exprimés, la synthése
d’ADN cellulaire est induite, mais I’ADN viral n’est pas répliqué et les génes
tardifs ne sont pas exprimés. En revanche, I'intégration virale dans les chro-
mosomes aboutit a I’expression constitutive des protéines E1A et E1B qui
entrainent la transformation de la cellule qui croit alors de fagon incontrélée.
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des cellules de rongeurs et I'expres-
sion constitutive des protéines E1A et
E1B (figure1) peut conduire a la for-
mation de cellules transformées qui
croissent d’une maniére incontrolée
en culture cellulaire et qui peuvent
former des tumeurs chez les ron-
geurs nouveau-nés ou a la situation
immunologique compromise [2].

Le mécanisme de I'oncogenése par
les adénovirus est maintenant bien
connu. E1A est le principal oncogéene
viral et est capable d’induire une
entrée déréglée en phase S du cycle
cellulaire et d’immortaliser les cel-
lules [2]. Cependant, EIA n’est pas
suffisant pour induire la transforma-
tion oncogénique compléte. La for-
mation de cellules transformées
stables requiert en plus I’expression
de EIB. Les genes EIA et E1B codent
pour des transcrits multiples (figure2)
du fait de I’épissage alternatif. Les
deux transcrits principaux de EIB
codent pour des protéines de 55 et
19 kDa. La synthese de la protéine
EI1A et de I'une ou l'autre de ces pro-

téines permet la transformation cel-
lulaire, bien que I’efficacité soit beau-
coup plus grande quand les deux
protéines E1B sont présentes [3, 4].
Ces résultats suggerent que les effets
de 55K et 19K sont additifs et qu’ils
pourraient fonctionner sur la méme
voie cellulaire. Le role de ces pro-
téines dans la transformation est
maintenant beaucoup mieux com-
pris. L’expression de EIA induit la
synthése d’ADN et la transformation,
mais ce processus induit I'apoptose,
en partie a cause de l'activation de
I’anti-oncogeéne P53. P53 est un régu-
lateur de la transcription et fonc-
tionne comme le gardien de la fonc-
tion cellulaire normale [5]. Apres
son activation, la protéine p53 induit,
soit I'arrét de croissance, soit I’apop-
tose, probablement en activant ou
réprimant des génes associés a la
mort ou a la croissance cellulaire. La
protéine EIB-55K se lie a p53 et
I'inactive, alors que 19K agit plus tard
dans cette voie pour bloquer directe-
ment I'apoptose [2]. Ces deux pro-

E1A E1B
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1 1 1 | -
| | | | VP .
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< \ . A X
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orf 3/4
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Figure 2. Messages multiples et protéines des régions précoces E1 et E4 de
I'adénovirus. La région E1 donne naissance a deux oncogénes: (1) E1A, le
principal, est capable d’induire une entrée déréglée en phase S dans le cycle
cellulaire et d’immortaliser les cellules; il comporte deux transcrits de 289 et
de 243 acides aminés. (2) E1B, avec la aussi deux transcrits codant pour deux
protéines de 19kDa et 55 kDa. E1A seul n’est pas capable de transformer
completement la cellule, ce qui requiert en plus I'expression de E1B. La
région E4 comporte de nombreux cadres de lecture (orf pour open reading
frame).

téines E1B permettent donc a la cel-
lule de survivre aux effets toxiques de
E1A et, dans le cas des cellules de
rongeurs, des lignées transformées
sont créées. Cette séquence d’événe-
ments reflete probablement le pro-
cessus général de 'oncogenese, ou
lactivation des oncogenes cellulaires
mene a une croissance déréglée, mais
déclenche aussi la mort cellulaire pro-
grammeée. Toutes les cellules tumorales
doivent probablement enrayer 1’apop-
tose pour survivre et un mécanisme
fréquent semble étre I'inactivation de
P53. Ce processus est aussi important
pour linfection lytique des cellules
humaines car une mort prématurée
ou l'arrét de croissance bloquerait la
formation des virions.
Fonctions des protéines
E1A d’adénovirus

On connait maintenant bien la biolo-
gie moléculaire des protéines EIA,
grace a une analyse génétique détaillée
[2]. Plus de quarante différents séro-
types d’adénovirus ont été réperto-
riés. Les deux protéines E1A de
I’adénovirus de type 5 ont 289 et
243 résidus d’acide aminés (289R et
243R), et sont identiques a I’excep-
tion d’une séquence interne de
46 acides aminés qui est seulement
présente dans E1A 289R (figure 3).
Ces deux protéines contiennent une
séquence de localisation nucléaire a
I'extrémité carboxy-terminale. La
comparaison des séquences des diffé-
rents sérotypes a révélé ’existence de
trois régions tres conservées. Le
domaine CR3 (conserved region) est
spécifique de E1A-289R, et les deux
autres domaines CR1 et CR2, plus
amino-terminaux, sont présents dans
E1A-243R et 289R. Ces trois domaines
sont treés importants pour la fonction
d’E1A. La trans-activation par E1A
requiert CR3 et les résidus 186-188.
Pour le promoteur de la région E4,
les deux régions auxiliaires (AR1 et
AR?2) ainsi que la partie aminotermi-
nale et une partie de CRI jouent
aussi un réle [6, 7]. Ces deux der-
nicres régions sont aussi nécessaires a
la répression par E1A de certains élé-
ments activateurs. L'induction de la
syntheése d’ADN cellulaire requiert la
partie amino-terminale et CR1, ou
CR1 et CR2 [8], alors que la transfor-
mation cellulaire nécessite ces trois
régions, soit la partie amino-termi-
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Figure 3. Les fonctions de la protéine E1A. Le gene E1A code pour deux pro-
téines de 289 résidus d’acides aminés (R) et de 243R, identiques a I'exception
d’un segment de 46 acides aminés présent seulement dans E1A-289R. E1A-
289R et E1A-243R induisent la synthése d’ADN et la transformation cellulaire
mais seule ETA-289R est capable de trans-activer les promoteurs des génes
précoces et de certains génes cellulaires.

nale, CR1 et CR2. Donc E1A-289R et
243R peuvent induire la synthése
d’ADN et la transformation, mais
seul E1A-289R est capable de trans
activer les promoteurs viraux de
genes précoces et de certains geénes
cellulaires. La présence d’une région
plus carboxy-terminale est associée a
une baisse du potentiel tumorigene
des cellules transformées par E1A
[2].

Il est probable que toutes les fonc-
tions de E1A soient associées a la for-
mation de complexes avec un large
spectre de protéines cellulaires. I1'y a
une dizaine d’années, notre groupe
et celui d’Ed Harlow ont démontré
que la protéine EIA se lie a une série
de protéines cellulaires de 105K,
107K, 130K et 300K [9, 10]. Nous
avons montré ensuite que l'interac-
tion avec ces protéines dépend des
mémes régions que la transformation
cellulaire [11, 12]. La liaison a p300
implique la partie aminoterminale
d’E1A ainsi qu’'une partie de CRI.
Les interactions avec pRb, pl07 et
p130 nécessitent une séquence mini-
male dans CR2 (Leu-X-Cys-X-Glu) en
plus d’une portion de CR1 [3].
L’identification de pl05 comme le
produit de I’anti-oncogéne rétino-
blastome RB a permis de mieux com-
prendre un des mécanismes de la

transformation cellulaire par EIA
[14, 15]. Le géne RB est souvent inac-
tivé ou la cible d’'une délétion dans
une variété de cancers, en particulier
dans le rétinoblastome bilatéral,
causé dans la plupart des cas par une
délétion du géne RB dans les cellules
germinales et l’apparition d’une
mutation somatique dans le second
allele RB [16]. Il a donc été proposé
que la formation de complexe avec
E1A meéne a l'inactivation fonction-
nelle de la protéine Rb [14, 15]. Des
études sur les protéines EIA et grand
T de SV40 (simian virus 40) ont mon-
tré que pl07 et pl30 sont aussi des
limiteurs de croissance etdes membres
de la famille Rb (m/s n°8, vol. 7, p.
864) [2]. L’ADNc de p300 a été cloné
[17] et p300 s’est révélé étre un
modulateur de la transcription. Les
membres de la famille p300, incluant
la protéine CBP (cAMP-responsive ele-
ment [CREB] binding protein) et p400
[13], se lient aussi aux protéines E1A
(m/s n°10, vol. 12, p.1113). Donc,
I'induction de la synthése d’ADN par
E1A semble nécessiter sa liaison a des
membres des familles pRb ou p300,
et la transformation cellulaire
requiert les deux. La partie carboxy-
terminale de EIA est impliquée dans
la suppression du potentiel tumori-
gene des cellules transformées par
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EIA. Une protéine de 48 kDa, qui est
en cours de caractérisation [18], se
lie au domaine carboxyterminal de
E1A.

La transactivation par CR3 dépend
elle aussi d’interactions protéine-pro-
téine. CR3 contient une structure en
doigt de zinc qui est impliquée dans
la liaison directe a des éléments de la
machinerie transcriptionnelle basale,
principalement TBP (TATA-binding
protein) [19]. La portion carboxyter-
minale de CR3 interagit aussi avec
plusieurs facteurs de transcription,
dont ATF-2 et SP-1, et il est probable
que la liaison permet 'activation de
ces facteurs et facilite les interactions
avec la machinerie transcriptionnelle

basale [20].

La formation

de complexes,

la croissance cellulaire
et la transformation
par E1A

Une grande quantité d’information a
été accumulée sur les fonctions des
protéines de la famille Rb. Rb regle
le cycle cellulaire en inactivant une
série de facteurs de transcription tres
importants, appelés E2F. Le facteur
de transcription E2F, qui est en fait
I’hétérodimere de E2F et DP-1, regle
I’expression de génes nécessaires a
I’entrée en phase S et a la synthése
d’ADN [21]. Dans sa forme active
sous-phosphorylée, Rb se lie a une
région de E2F qui contient le motif
Leu-X-Cys-X-Glu et bloque I'activité
de E2F. La phosphorylation de Rb
par les Cdk (cyclin-dependent protein
kinase) inhibe la liaison a E2F, acti-
vant donc E2F et dirigeant 'entrée
en phase S [22, 23]. Dans les cellules
confluentes, Rb est habituellement
tres phosphorylée. Durant la stimula-
tion de croissance, 1’hétérodimeére
Cdk4/cycline D est activé et se lie a
Rb via le motif Leu-X-Cys-X-Glu, acti-
vant donc E2F. Il existe au moins
cinq membres de la famille E2F.
L’activité de E2F-1, E2F-2, et E2F-3
est réglée par Rb. E2F-4 et E2F-5 sont
controlés par les protéines pl07 et
p130, de la famille de RB. Ces pro-
téines sont tres voisines de Rb dans la
région de liaison a E2F, mais sont
réglées par leur interaction avec
Cdk2 et les cyclines E ou A. L’activa-
tion de E2F par CR2 et CRI de E1A
entraine aussi I'activation partielle de

I’expression du geéne viral E2, qui
comme on peut le déduire de son
nom, est réglé par E2F (voir figure 3).
La protéine p300 est moins bien
connue. Cette protéine interagit avec
une série de facteurs de transcription
et de composantes de la machinerie
transcriptionnelle basale. CPB, une
autre protéine de la méme famille,
est le régulateur de 'activité du fac-
teur de transcription CREB. On sait
peu de choses sur p400, I’autre pro-
téine de cette famille.

Il est facile de concevoir comment la
formation de complexes entre les
protéines E1A et celles de la famille
RB permet de stimuler la synthese
d’ADN cellulaire. Le CR1 d’E1A
interagit avec Rb et déloge E2F, qui
est donc libéré pour activer la machi-
nerie de synthese d’ADN (m/s n°9,
vol. 11, p. 1358). 11 est probable que la
formation de complexes entre les
protéines E1A et p300 ou les pro-
téines de cette famille affecte
Iexpression de génes impliqués dans
la synthése d’ADN ou I'arrét de crois-
sance qui sont réglés par p300. Par
exemple, il a été démontré que la
liaison de EIA a p300, directement
ou indirectement, fait décroitre
I'expression du gene inhibiteur de
croissance p21"™F qui est ciblé par
p53, pour augmenter son expression
(m/s n°6, vol. 7, p. 744) [24]. L’€limi-
nation de cet inhibiteur de crois-
sance pourrait donc stimuler I'entrée
en phase S.

Les protéines E1A
induisent I'apoptose
dépendante de p53

Il a été montré que l'expression de
E1A cause une augmentation de la
concentration de pb3 et, en
I’absence de E1B, induit I'apoptose
[25, 26]. L’apoptose est un pro-
gramme de suicide cellulaire controlé
génétiquement qui joue un role
important dans I’homéostasie de la
cellule, le développement et la
défense de I’hote. Toutes les cellules
sont programmées pour mourir
quand elles recoivent le signal appro-
prié. L’activation de p53 est un
signal important, qui semble se pro-
duire en réponse a une variété de sti-
mulus, incluant un dommage a
I’ADN ou l’expression de certains
oncogeénes activés. Récemment,
I’existence de deux points de
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controle de I'apoptose a été propo-
sée [27]. Le premier point de
controle serait I’inhibition de
I’homodimérisation de Bax et de ses
homologues par la liaison a Bcl-2 et
les protéines de cette famille (figure 4).
Ces hétérodimeres bloquent 1'apop-
tose et permettent a la cellule de sur-
vivre. Le programme de l'apoptose
peut étre restauré par la liaison de
Bcl-2 4 Bad, qui laisse Bax libre de
s’homodimériser et de favoriser la
mort. Le second point de contrdle se
situerait en aval sur cette voie et

impliquerait I’activation de la classe
de protéases ICE ou caspases (inter-
leukin B converting enzyme), dont les
cibles sont les enzymes qui tuent
réellement la cellule. L’apoptose est
caractérisée par des signes particu-
liers, qui incluent I'arrondissement
de la cellule, la condensation de la
chromatine en des masses granu-
laires denses, le démantélement du
cytosquelette, la formation de
vacuoles et, enfin, la fragmentation
de la cellule en corps apoptotiques,
qui sont des vésicules entourées de
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Figure 4. Induction de I'apoptose par I'adénovirus humain. Les protéines E1A

induisent 'apoptose dépendante de P53 en élevant le niveau de synthése de

P53. A l'inverse, les protéines E1B sont anti-apoptotiques: E1B-55K se lie a

P53 et I'inactive, et la protéine E1B-19K semble étre un analogue fonctionnel

de Bcl-2. La protéine E1A-289R est aussi capable d’induire I'apoptose en

I'absence de P53, vraisemblablement par l'intermédiaire de la trans-activa-
tion d’un géne de la région E4. Les protéines virales sont indiquées en lettres
rouges et encadrées. Les protéines des familles Bax, Bad et Bcl-2 sont repré-

sentées par des symboles, tel qu’indiqué dans la figure.
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membrane rapidement absorbées
par les cellules avoisinantes [28].

Nous avons récemment employé une
approche génétique pour identifier
les régions de la protéine E1A-243R
qui sont responsables de I’augmenta-
tion de la concentration de p53 apres
I'infection. Nos études ont démontré
que, dans les cellules de rongeurs,
seules les régions impliquées dans la
liaison a p300 étaient nécessaires,
alors que dans les cellules humaines,
la liaison a p300 ou a Rb était suffi-
sante [29]. Ces résultats suggerent
que l'induction forcée de la synthese
d’ADN ou d’une autre fonction
réglée par p300 et Rb pourrait étre
responsable de l'augmentation de la
concentration de pb3. Il semble pro-

bable que I’élévation de p53 soit suffi-
sante pour induire I'arrét de crois-
sance et/ou l'apoptose (figure 5). Cette
réponse pourrait sérieusement com-
promettre la réplication du virus
dans les cellules humaines et cause-
rait la mort des cellules transformées
par EIA.

Le mécanisme moléculaire de I’accu-
mulation de pb3 en réponse a EIA-
243R n’est pas connu. Les protéines
E1B ont comme role d’empécher la
mort précoce des cellules infectées
par adénovirus. E1B-55K se lie a p53
et I'inactive [30, 31]; elle est donc
capable de bloquer I’activation de
I’apoptose [32] (figure 5). Des études
sur 55K sont en train d’apporter de
nouveux éléments sur les fonctions

E1A d'adénovirus induit I'apoptose
1 CR1 CR2 CR3 289 E1A
O
|| T | 539R
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1 » -
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g - PB4 ---- létale(s) de E4
: E4orf6 :
1 1
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Figure 5. E1A induit la mort cellulaire programmée. La protéine E1A de I'adé-
novirus exerce un contréle complexe des voies menant a I'arrét de crois-
sance et I'apoptose. Par son effet inducteur de la synthése d’ADN, elle aug-
menterait le niveau de synthése de la protéine P53 qui conduirait a
I’'apoptose. Par son pouvoir transactivateur de la région E4, elle induirait la
synthése de protéines létales déclenchant I'apoptose par un mécanisme
indépendant de P53. Mais, I’'apoptose est contrecarrée par un certain nombre
de protéines, permettant a la cellule humaine de répliquer le virus avant de
mourir: les protéines anti-apoptotiques usuelles de la famille Bcl-2, mais
aussi les deux protéines E1B et des protéines codées par des géenes trans-
activés par E1A, appartenant a la région E3 (E3/11,6K), et a la région E4;
Edorf4, activant la protéine phosphatase PP2A, entraine la déphosphoryla-
tion de E1A-289R et de certains facteurs de transcription, ce qui aurait pour
conséquence de diminuer 'expression de E4; E4orf6 coopérerait avec E1B-
55K pour bloquer I’'accumulation de P53.

de pb3. La protéine E1B-19K semble
étre un analogue fonctionnel de Bcl-
2 [33] etil a été montré qu’elle se lie
a Bax et bloque les stades terminaux
de 'apoptose [34, 35]. E1B-19K se lie
aussi a deux autres inducteurs de
I’apoptose, Bak [36] et Bik [37], ainsi
qu’a d’autres protéines cellulaires
dont la fonction n’est pas connue,
appellées Nip-1, -2 et -3 [38]. Une
analyse plus poussée des différences
entre les protéines de la famille Bcl-2
et EIB-19K devrait permettre des
avancées majeures dans notre com-
préhension des voies de la mort cel-
lulaire programmeée.

L’apoptose indépendante
de p53

Lors de plusieurs études, nous avons
observé que E1B-19K mais pas EIB-
55K était capable de bloquer 'apop-
tose induite par E1A-289R qui trans-
active les autres génes précoces.
Récemment, notre groupe a montré
que ElA-289R, mais pas E1A-243R,
est capable d’induire une mort cellu-
laire qui possede les caractéristiques
de I'apoptose dans des cellules défi-
cientes en p53 [39].

Ces résultats indiquent que EIA-
289R est capable d’induire 1’apop-
tose d’une facon indépendante de
pb3. Le fait que E1A-289R, mais pas
E1A-243R, possede cette activité sug-
gere l'action d’un produit cellulaire
ou viral d'un geéne fransactivé par
EIA-289R [39]. II était peu probable
que ce soit un gene de la région E2,
car elle est exprimée a un bon niveau
en présence de E1A-243R (figure 3).
Une série d’expériences avec des vec-
teurs adénovirus de thérapie génique
ayant une délétion des régions E£3 ou
E4 a indiqué qu’un produit de la
région I4 est impliqué dans 'apop-
tose indépendante de p53 [7].

On a remarqué, en outre, que des
cellules humaines P53~ infectées par
Adb5 wt commencent a mourir envi-
ron six jours apres I'infection et sont
compleétement mortes dix jours
apres, alors que les cellules infectées
par un virus ne contenant pas la
région E4 survivent aussi longtemps
que les cellules témoins non infec-
tées.

Ces résultats suggerent que les pro-
téines 1étales E4 pourraient étre char-
gées de tuer la cellule a la fin du cycle
de réplication productive et sont
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capables de contrer les effets protec-
teurs de E1B-19K. Donc, une combi-
naison de la protéine E1A et de une
ou plusieurs protéines de la région
E4 induisent 'apoptose indépen-
dante de p53. E4 code pour au moins
sept produits. La recherche en cours
vise a identifier les protéines E4
impliquée et d’établir le mécanisme
d’induction de ’apoptose.

Les protéines E4

et la mort cellulaire
On connait relativement peu de
chose sur le role des protéines pro-
duites par E4 (figure 2) dans 'infec-
tion virale, ou sur leur mécanisme
d’action. Le fait que une ou plusieurs
de ces protéines induise I’apoptose
indépendamment de p53 est d’un
grand intérét pour plusieurs raisons.
Premiérement, les adénovirus humains
sont des vecteurs importants pour la
thérapie génique [40].
Les vecteurs de premiere génération
ont des délétions des régions
EIA/EIB et E3, afin d’empécher la
réplication du virus et de permettre
I'insertion d’une information géné-
tique nouvelle.
Ces virus induisent éventuellement
une réponse inflammatoire, interfé-
rant donc avec la thérapie a long
terme. Il est probable qu’une des
principales sources de I'inflammation
soit I'induction de cytotoxicité par les
protéines létales E4. Méme en
I’absence de EIA, le promoteur E4
s’exprime a bas niveau, et ces vec-
teurs adénoviraux produisent donc
des protéines létales E4. La région E3
code pour une série de protéines qui
bloquent la réponse inflammatoire
induite par le virus (figure 4).
La nouvelle génération de vecteurs
devrait donc contenir £3 mais pas £4.
De tels vecteurs ont été construits
[41] et sont en train d’étre testés
pour des applications thérapeutiques.
En outre, les effets toxiques des pro-
téines létales E4 pourraient étre utili-
sés dans la thérapie des cancers avec
disparition de p53.
On connait mal les roles des produits
de Edorf2, Edorf3 et E4orf3/4. La pro-
téine E4orfl a un potentiel oncogé-
nique, au moins dans ’adénovirus de
type 9 [42]. La protéine E4orf6/7
augmente l'activité du facteur de
transcription E2F en stabilisant
I'interaction entre deux hétérodi-
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meres E2F [43] et la production effi-
cace de virions requiert E4orf3 ou
E4orf6 [44]. Il est aussi connu que
E4orf6 forme des complexes avec
E1B-55K qui controlent le transport
et la stabilité des ARN messagers
viraux tardifs et jouent un role dans
la suppression tardive du métabo-
lisme de la cellule hote. Nous avons
récemment découvert que E4orf6 et
E1B-55K bloquent I’accumulation de
pb3, et que ces trois protéines inter-
agissent directement [45]. Ces effets
pourraient étre reliés a la découverte
récente que l'interaction de E4orf6
et p53 bloque I'activité de transacti-
vation de p53 [46]. Ces résultats sug-
gerent que E4orf6 et pb3 peuvent
coopérer dans la régulation de p53 et
I'inhibition de I’apoptose dépen-
dante de p53. Il y a encore beaucoup
a apprendre sur la protéine E4orfb.
Finalement, il a été démontré que
E4orf4 se lie a la phosphatase PP2A
(protein phosphatase 2A) et I'active, ce
qui déphosphoryle E1A-289R et cer-
tains facteurs de transcription [47,
48].

Tot apres 'infection, des sites de la
partie carboxy-terminale du
domaine CR3 de EIA-289R sont
phosphorylés par MAPK (mitogen
activated protein kinase), ce qui active
spécifiquement I’expression de E4
induite par E1A [49]; D'activation
de PP2A vient sans doute inactiver
MAPK, induisant ainsi une baisse
de la phosphorylation de E1A. La
protéine E4orf4 agit donc pour
diminuer I’expression de E4, et
réduit sans doute les effets toxiques
des produits de E4. Ces résultats
concordent avec le fait qu’un virus
qui n’exprime pas Eforf4 est extré-
mement toxique [47].

E1B-19K bloquant aussi ’apoptose
indépendante de p53 induite par les
protéines 1étales E4, comment I’adé-
novirus finit-il par tuer la cellule
infectée afin de relacher la progénie
virale? L’accumulation des produits
de E4 pourrait éventuellement noyer
Ieffet protecteur de 19K, menant a
la mort de la cellule. Cependant,
une protéine E3 produite tres tardi-
vement dans I’infection pourrait
jouer un roéle. Les virus qui ne
contiennent pas la protéine E3-11.4K
exercent une mise a mort de la cel-
lule retardée [50]. Cette protéine de
E3 est co-localisée avec 19K, et nous
proposons qu’elle pourrait inhiber

lactivité de 19K, permettant donc
aux protéines létales E4 de tuer la
cellule (figure 5). Cette hypothese
ainsi que d’autres sur I'induction de
la mort cellulaire nécessitent plus de
recherche.

I Conclusion

Les protéines EIA permettent aux
autres régions virales précoces d’étre
exprimées et a travers des interac-
tions avec les familles d’anti-onco-
genes Rb et p300, induisent les cel-
lules cibles épithéliales différenciées
a entrer en phase S pour que 'ADN
viral puisse étre répliqué. Cependant,
ce processus active deux voies de mort
cellulaire. L’une d’elles implique
I'induction de I'apoptose dépendante
de p53, qui peut étre activée par la sti-
mulation déréglée de synthese
d’ADN. L’autre dépend de un ou
plusieurs des produits de E4 qui
induisent 'apoptose indépendante
de p53 par un mécanisme inconnu.
Ce processus pourrait étre respon-
sable de la mort éventuelle des cel-
lules humaines infectées de facon
productive. L’évolution du virus a
créé plusieurs mécanismes pour blo-
quer ou retarder la mort cellulaire,
afin d’assurer une réplication effi-
cace.

L’apoptose dépendante de pb53 est
bloquée directement par E1B-55K,
ou en combinaison avec E4orf6. E1B-
19K bloque aussi I’apoptose, proba-
blement en se liant a des protéines
qui induisent la mort, comme Bax.
L’apoptose indépendante de pb3,
induite par E4, est inhibée par
I'expression de E4orf4 qui limite
lexpression de E4, et par EIB-19K
qui bloque I’apoptose. Cette voie
démontre la complexité de la réplica-
tion des adénovirus et a quel point le
virus se sert de la cellule hote pour
optimaliser la production de virions.
On a souvent dit au cours des dix
dernieres années que nous connais-
sons tout des adénovirus et que
leur utilité en tant que modele est
épuisée. Cependant chaque nou-
velle découverte a fait conclure que
nous ne faisons que commencer a
révéler leurs secrets. Bientot, une
nouvelle génération de vecteurs
adénoviraux de thérapie génique
vont permettre d’exprimer des
génes pour guérir certaines mala-
dies humaines.
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En fait, les vecteurs adénovirus pour-
raient devenir 'outil majeur de Ila
thérapie génique. Ils vont nous en
apprendre encore plus sur la biolo-
gie cellulaire et moléculaire fonda-
mentale. Il semble exister encore
d’autres protéines associées a E1A, et
leur identification devrait révéler
beaucoup sur leurs fonctions,
comme cela a été le cas pour la
famille Rb.

Des études sur E1B-55K vont contri-
buer a une meilleure compréhension
du role de p53, qui apparait comme
I'une des protéines les plus impor-
tantes pour le cancer humain. L’infor-
mation acquise sur EIB-19K est déja
en train d’aider a lever le voile sur les
interactions trés complexes
qu’implique le point de controle
Bax-Bcl-2 de I'apoptose. L’étude des
protéines E3 d’adénovirus apportera
beaucoup d’information sur I'inflam-
mation et pourra contribuer au déve-
loppement de meilleurs vecteurs de
thérapie génique.

Enfin, I’étude des protéines E4 vont
permettre de comprendre les méca-
nismes de l'apoptose indépendante
de pb3 et d’envisager des outils
potentiels pour attaquer le grand
nombre de cancers humains qui ont
perdu la réponse pb3. Les adénovi-
rus humains sont une fenétre sur la
biologie moléculaire fondamentale
de la vie. I nous reste encore beau-
coup a voir B

TIRES A PART e—

P.E. Branton.

Summary

Human adenoviruses:
windows on apoptosis and cancer

Products of the EIA gene of
human adenoviruses induce both
expression of other viral genes and
DNA synthesis to allow viral repli-
cation in terminally differentiated
epithelial target cells. However,
EIA products also cause an
increase in the cellular p53 protein
and the induction of apoptosis by a
pb3-dependent pathway. This res-
ponse would prevent adequate
production of progeny virions in
human cells and block transforma-
tion of rodent cells which fail to
replicate virus. The viral E1B gene
encodes two products which inhi-
bit this process, a 55kDa protein
which binds to and inactivates p53,
and a 19kDa species which blocks
apoptosis in a fashion similar to
the cellular Bcl-2 cell death sup-
pressor. We have shown recently
that adenoviruses also induce p53-
independent apoptosis in a pro-
cess which requires expression of
one or more E4 proteins. The E4
region encodes at least seven pro-
teins which, in addition to cell
killing, are involved in regulation
of gene expression and control of
p53. As was the case previously
with RNA splicing, transcription,
DNA synthesis and oncogenesis,
the study of adenovirus products is
providing new insights into ano-
ther important cell function, apop-
tosis, and may offer the possibility
of new therapeutics in the treat-
ment of human cancer.
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