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RESUME

L’analyse et la séparation des protéines de la capside d’'un mutant du type O du virus de la
fievre aphteuse sont effectuées selon deux techniques différentes : détermination des acides aminés
NHz terminaux ct électrophorése en gels de polyacrylamide des protéines virales dénaturées par
T'urée et les pH alcalins ou par les détergents en milieu dissociant et réducteur.

La dansylation des groupes NH, terminaux permet la mise en évidence de 3 peptides différents
dont deux sont plus étroitement liés a I'acide ribonucléique viral. L’électrophorése confirme que
la capside du virus de la fievre aphteuse cst composée de cing peptides qui sont identifiés parmi
les protéines spécifiques synthétisées au cours du cycle viral.

INTRODUCTION :

RAPPELS SUR LA SEPARATION ET I, ANALYSE
DES PROTEINES VIRALES

Aprés les travaux de L worr sur le virus de la poliomyélite (1961), PRUNET (1904),
puis Asso et al. (1966 a) ont pu établir une relation entre le pouvoir pathogéne du
virus de la fievre aphteuse et la thermosensibilité de sa multiplication en culture
cellulaire (7). Cependant, ayant obtenu des mutants froids pathogénes, Asso ¢t al.
(19060 b-c) ont mis en évidence un autre composant du pouvoir pathogéne : la stabilité
du virion dans le milieu extérieur permettant une diffusion plus ou moins efficace.
Cette stabilité essentiellement due a la structure de la capside protéique du virus
est décelée par la sensibilité de U'infectiosité 4 la chaleur et au pH.

C’est pourquoi nous avons entrepris des études chimiques afin d’étudier la struc-
ture protéique du virus de la fievre aphteuse et de comparer ainsi les différents mu-
tants.
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Nous allons tout d’abord faire un bref rappel des techniques de séparation et
d’analyse des protéines virales afin de justifier celles que nous avons utilisées.

Les capsides (non lipoprotéiques) des virus sont en général composées d’agrégats
d’'un ou plusieurs polypeptides réunis par des liaisons secondaires. Ces sous-unités
sont liées de la méme maniére a 'acide nucléique. Parmi ces liaisons, les plus impor-
tantes sont les liaisons hydrophobes puis les liaisons hydrogénes, les liaisons de Van
der Waals, les liaisons ioniques, les chélates et les ponts disulfures. Toutes les condi-
tions ou les agents capables de les rompre permettront d’obtenir une séparation plus
ou moins compléte des constituants viraux. Ies protéines seront natives ou déna-
turées. Notons aussi que certaines infections virales conduisent a la synthése de
capsides dépourvues d’acide nucléique, de taille identique a celle du virus complet.
Ces capsides étant peut-étre incomplétes il est toujours nécessaire de préparer les
protéines virales a partir de virions infectieux purifiés. Des méthodes physiques et
chimiques sont utilisables : la chaleur (5 mn & 100°C) inactive la plupart des virus et
conduit 4 la précipitation de protéines amorphes. Ce sont cependant les traitements
chimiques qui sont les plus utilisés. A pH alealin, 10-12, I'lonisation de nombreux
groupes aminés des protéines virales est supprimée. On obtient soit des monomeéres,
soit des agrégats dissociables par les détergents (a + 40°Cles résultats sont meilleurs —
Bouvk, 1967). e traitement acide le plus utilisé est celui par l'acide acétique
a 67 p. 100 (FRAKNKEL-CONRAT, 1957) : l'acide nucléique précipite, les protéines
restent en solution. Les détergents aussi sont capables de dissocier un grand nombre
de virus ; le plus utilisé est le dodécyl sulfate de sodium (S. D. S.). Les réactifs neutres
(urée 8 M, guanidine 6 M) ont une action mal connue et souvent incompléte, peut-
étre au niveau des liaisons hydrogénes.

Lorsque les protéines virales sont isolées il faut les analyser. C’est un probléeme
difficile car on ne dispose fréquemment que de trés peu de matériel et de plus, les
protéines virales ont fortement tendance 4 s’agréger. Ceci a donc conduit & mettre
en euvre plus particulierement certaines méthodes d’analyse.

Nous ne ferons qu’évoquer l'ultracentrifugation qui permet de déterminer la
densité, le coefficient de sédimentation, la masse de protéines en suspension, mais qui
nécessite pour étre analytique quelques milligrammes de la substance.

Par contre, I’électrophorése, et plus particuliérement celle pratiquée en gels de
polyacrylamide, a permis d’obtenir des résultats importants. T'rés sensible puisqu’elle
peut s’adresser & du matériel marqué par des isotopes radioactifs, elle est basée sur
une séparation due a la charge et a la masse moléculaire. Ces gels sont faciles a pré-
parer, reproductibles et se forment méme en présence d’une quantité importante
de dénaturant (S. D). S., urée). Cette technique est difficilemient préparative. A ce
propos il faut citer les remarquables travaux de MAIZEL (1963), SUMMERS et MAIZEL
(1908), Jacosson et BALTIMORE (1968), concernant les protéines de structure du virus
de la poliomyélite et la biosynthése des protéines au cours du cycle de ce virus.

Des méthodes chimiques sont aussi envisageables. Il s’agit tout d’abord de la
composition globale en acides aminés qui est maintenant automatisée ; la sensibilité
atteint ici la nanomole (10-* mole).

On peut également effectuer 'étude des acides aminés terminaux qui possédent
soit leur fonction amine soit leur fonction acide libre donc réactive. Dans le cas des
virus, les groupes N-terminaux sont parfois acylés. S’ils sont libres une technique
trés sensible (nanomole) permet de déterminer 'acide aminé terminal, c’est la dan-
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sylation dont nous verrons un exemple au cours de cet exposé. I’analyse de la sé-
quence en acides aminés basée sur des clivages spécifiques des grandes molécules
puis sur I'analyse récurrente des fragments s’adresse a des protéines relativement
abondantes.

Lorsque nous avons commencé notre étude des protéines du virus de la fiegvre
aphteuse nous ne disposions que de faibles quantités de virus purifié, ¢’est pourquoi
nous avons utilisé les techniques les plus sensibles : étude chimique a 'aide de la
dansylation, étude physique a 'aide de ’électrophorése en gel de polyacrylamide
de matériel radioactif.

I. — MATERIEL, ET METHODES

A. — Dansylation
I'irus et cellules.

Le virus utilisé est de type O, mutant du group: [ défini par Asso (1967), inactivé par chauf-
fage & 55°, mais résistant a 50°.

I1 est produit sur couches monocellulaires de B. H. K. 21, cléne 13 (Mac PHERSON ¢t STOCKER,
1962) en bouteilles roulantes de 1 litre ou bien en suspension de B. H. K. 5 13 (BoUE) cn fer-
menteur de 2o litres (Bio-Laffite).

Les titrages sont etffectués par la méthode des plages sur cellules de rein de porec (Haag, 1962)
en tubes de Leighton.

Purification du virus (en cours de publication).

Toute la purification est cffectuée a |- 4°C, en tampon 7¥is-HCl o,16 M, pH 7,6, 1 p. 100
IEDTA (Tampon A} aprés précipitation par le polyéthyléne-glycol (1o p. 100). Elle comporte
tout d’abord une chromatographie sur Sepharose 2 3 (I’harmacia) puis unc ultracentrifugation
sur gradient constant de densité de saccharose de 15 a 45 p. 100 dans le rotor SW 25 d’une ultra-
centrifugeuse Spinco 1.2 65 B a 24 ooo tours/mn pendant 3 heures 30. Le pic infectieux est dialysé
contre 'ecau distillée pendant 48 heures puis lyophilisé.

Prépavation des protéines vivales.

Ie virus purifié est dissous dans du tampon Tris-HCl 0,02 M pH 8,6 ct ajusté 4 8 M urée,
ou bien porté & pH 10,5 par la soude, ct 8 M urée pendant 16 heures a -+ 40°C (BokvE, 1967).
La séparation des produits de la réaction se fait par chromatographie sur échangeur d'anions
(Sephadex A 25) dans le tampon précédent. L’élution s’effectuc a 'aide d’un gradient de chlorure
de sodinm deoa 1 M,

Détermination des acides aminés N-teyminaux.

Les peptides dialysés contre Teau distillée sont dansylés a l'aide du chlorure de dansyle
(1-diméthyl amino naphtaléne s-sulfonyl) (Gray, 1967) qui réagit avec les NH, libres. Aprés
hydrolyse du produit dansylé par HCl 6 N pendant 16 heures 4 1000, U'identification des résidus
est faite par chromatographic bi-dimensionnelle en couche mince sur gel de silice ou papier de
polyamide. Le solvant de la premi¢re dimension cst I'acide formique a 1,5 p. 100 dans U'cau, cclui
de la deuxiéme dimension est un mélange de n-butanol, n-heptane, acide acétique glacial, dans les
proportions suivantes en volume @ 6/6/2.

B. — Gels de polyacrylamide

Préparation du matérvicl vadioactif.

L¢ virus est produit en cycle unique (20 u. f. p./cellule) & partir de 1 X 108 cellules B. H. K. 2T,
S 13 en suspension. Ces cellules sont d’abord placées dans du milicu salin de 1Zarle done sans acides
aminés pendant 1 heure. Elles sont ensuite infectées en présence d’actinomycine D (M. 5. D.)
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a 5 pg/ml. Aprés une demi-heure d’adsorption & + 300C, les cellules sont lavées par le milieu salin
ct centrifugées, puis remises en suspension a raison de 5 x 108/ml dans 40 ml de ce milicu salin.
I heure 30 aprés le début du cycle on ajoute soit 5 £Ci/ml d’hydrolysat de chiorelles “C (prépa-
ration des protéines de structure du virus), soit 5 wCi/ml d’'un mélange en parties égales de
Leun 3H et de Val ®H (préparation des protéines synthétisées au cours du cycle viral). A la findela
phase linéaire de multiplication (4 heures 30 apreés le début du cycle), les cellules sont centrifugées,
reprises dans 1 ml de tampon A, puis congelées et décongelées 3 fois dans un mélange alcool-
carboglace. I.c surnageant S;, obtenu aprés centrifugation, a un titre infecticux de 5 x 108
u. f.p./ml;ilsert a la préparation soit des protéines totales svnthétisées (3H), soit a la prépa-
ration des protéines de capside (1C).

Protéines totales.

S, est porté a 0,5 M urée et 1 p. 100 S. D. S, pendant 1 heure & 37° puis dialvsé une nuit
contre un tampon phosphate de sodium o,or M pHl 7,1 contenant o,1 p. 100 de 8. D. 8., 0,5 M
urée et o,1 p. 100 de 2-mercaptoéthanol. Les échantillons portés & une concentration finale de
10 p. 100 en saccharose sont ensuite déposés a la surface du gel ou bien conservés congelés.

Protéines de capsides.

S, est traité par le S. 1D, S. & 0,05 p. 100 puis centrifugé sur gradient constant de saccharose
de 15 4 45 p. 100 4 24 000 tours/mn a + 3°C dans le rotor SW 25 de la centrifugeuse Beckman.
Le pic viral obtenu est récolté puis dissocié (voir « Protéines totales »).

Préparation des gels de polyacrylamide.

Les gels utilisés sont des gels & 1o p. 100 d’acrylamide et a 0,27 p. 100 de diacrylate d’éthyléne
(I & I Laboratories). La polymérisation est catalysée par le persulfate d’ammonium (0,075 p. 100)
ct la N-N-N’ tétramdéthyl éthyléne diamine. Le tampon utilisé est du tampon phosphate de
sodium o, M pH 7,2 contenant 1 p. 100 de S. D. S.

Les gels ont 7 em de long et 0,7 em de diameétre. L'intensité du courant est de 8 mA/gel et
la différence de potentiel de 4 volts/em.

Comptage de la radioactivité.

Les gels sont congelés puis coupés a 'aide d’une lame de rasoir en rondelles de 1 mm. Chacune
d’elles est recueillie dans le pot servant au comptage ct dissoute dans 0,6 ml d’ammoniaque pure.
On ajoute ensuite 1o ml de liquide de scintillation de Brav (1960). Les comptages sont cftectués
dans un compteur a scintillation Packard Tri-Carb 3001.

II. — RESULTATS

A. — Dansylation

Lorsque l'on fait subir au virus, d’emblée, le traitement énergique (Matériel
et Méthodes) suivant : pH 10,5 en urée 8 M pendant 16 heures 4 40° et qu’aprés
dialyse on fait I'étude des groupes aminés N-terminaux, on obtient trois taches
correspondant aux dérivés dansylés de la leucine, de la thréonine et de I'isoleucine.
Ceci indique que la partie protéique du virus de la fievre aphteuse est composée
d’au moins trois peptides (fig. 1).

Le virus peut aussi étre dégradé en deux étapes, toutes deux en urée 8 M mais
tout d’abord a4 pH 8,6 puis a pH 10,5, & 4- 40°C.

Aprés traitement par 'urée 8 M, en tampon 7#/s-HC! 0,02 M, pH 8,6 pendant
1 heure, le virus dégradé est chromatographié sur DISALi-Sephadex A 25, équilibré
avec le méme tampon. Un premier pic sort de la colonne sans étre absorbé ; il est de
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Fia. 1. — Chromatogramme bidimensionnel sur papicr de polyamide des acides aminés N-tevminaux dan-

sylés, obtenus a partiv de virus de la fizvre aphteuse traité ¢ + 40°C par Puvée 8 M a pH 10,5.

Ils sont caractérisés par comparaison avec des acides aminés standards dansylés
sur le méme chromatogramme.
L, échantillon ; 1, isoleucine dansylée ; 2, thréonine dansylée ; 3, leucine dansylée.
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Fia. 2. — Chromatographic suy DEAE-Sephadex du virus de la fievre aphitcuse

dégradé par Purée 8 M a pH 8,6,
»———x densité optique 4 260nmm ; O - - - - - 0, densité optique a 28onm ; ...... , molarité du NaCl.
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nature protéique (A). Ce qui reste du virus est élué a I'aide d’un gradient de chlorure
de sodium (fig. 2). I.e pic B est une nucléoprotéine si 'on considére le rapport des

densités optiques A 260 et 2 280 nm.
C'est pourquoi, aprés I'avoir dialysé contre le tampon 0,02 M, nous portons le pH

de la solution 4 10,5. Aprés 16 heures 2 -+ 40°C, nous la chromatographions comme
précédemment. Nous obtenons alors (fig. 3) un pic protéique (C) non adsorhé et une

Concentration
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/ \ .
; \\{q /*’ '
/ ff
Lo o =7" oy e ———+ 0
5 10 15 20 25 30 _ 35
Fractions
I'1G. 3. —- Chromatographie sur DEAI-Sephadex du résidu ribonucléoprotéique du virus
de la fievre aphteuse (pic B de la fig, 2), aprés dégradation par Uurée 8 M a pli 10,5,

0, densité optique v 28onm ;... .. , molarité du NaCl.

¥ ———x, densité optique & 260 nm ; ©

fraction (1)) éluée par le gradient, hétérogéne, mais dont le rapport des densités op-
tiques 4 260 et & 280 nm indique qu’il s’agit d’acide nucléique.
L’étude des acides aminés N-terminaux montre :
pour A : 1 seul N-terminal — la leucine.

N-terminaux — l'isoleucine et la thréonine

pour C : 2
N-terminal, montrant ainsi la nature non protéique de ce pic.

pour D) :o

B. — Gels de polvacrvalanide

I.es courbes de la figure 4 montrent que la capside du virus de la fievre aphteuse
est composée de 5 peptides : P.C.; (protéine de capside n° 1), PC,, PC,, PC,, PC;.

On les retrouve au niveau des protéines svnthétisées au cours du cycle viral
avecen plus 8 polypeptides ne participant pas ala structure du virion: P.N.C,. (protéine
non capsidale nv 1}, P.N.C,, PN.C,..... P.N.C..

Remarquons déja qu'il n'y a pas de pic radioactif dans la région proche de l'ori-

gine et correspondant a de grandes molécules protéiques.
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Y16, 4. — Electrophorégramme des protéines totales synthétisées lors du cycle viral (---7H)

et des protéines isolées & partiv du virus de la fitvre aphteuse purifié ( ucy,
Geldvto p. 1oo d’acrylamide ; 4 voltfem ; 8 mA/fgel ; durée de la migration : 5 heures,

DISCUSSION

Les résultats que nous présentonsici, fondés sur deux types de techniques complé-
tement différents, confirment notre hypothése de la multiplicité des peptides dans
la constitution de la capside du virus de la fievre aphteuse (LAPORTE, 1G68-1g69).

Ceci est d’ailleurs une caractéristique des virus du groupe des Picorna, dont la
partie protéique est également constituée de plusieurs chaines polypeptidigues diffé-
rentes. En effet, lorsqu’on examine en gels de polyacrvlamide le virus de 1a poliomyé-
lite (MAIZEL, 1963 ; SUMMERS et MAIZEL, 1968) et le virus de 'encéphalomyocardite
(BURNESS et WALTER, 1907), chacun montre quatre bandes alors que celui de 1'encé-
phalite murine (RUECKERT et IDUESBERG, I900) en montre trois et les Coxsackies
au moins deux (HorraNp et Kirnx, 1908).

Tous ces travaux ont été effectués par électrophorése. I, explication la pluslo-
gique est que ces virus contiennent plus d’'une chaine polypeptidique. Cependant il
a été avancé que la multiplicité des bandes pourrait étre due a des modifications
chimiques, a des agrégations ou des coupures d’'une protéine unique au cours de
I'analyse (VAN D WOUDE et BACHRACH, 1968).

En utilisant la dansylation nous avons démontré la validité de I'existence d'au
moins trois peptides dans la capside du virus de la fievre aphteuse. Par cette tech-
nique, nous ne pouvions pas mettre en évidence les groupes N-terminaux acylés ;
Q’autre part, il est possible que lorsque nous dialysons nos échantillons avant dansy-
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lation, nous perdions un peptide de faible masse moléculaire (inférieure 4 15 000)
qui pourrait étre analogue au V.P, du virus de la poliomyélite (MAIZEL, 1963).

Un autre fait original, établi au cours de cette étude, est 1a possibilité de dégrader
le virus en deux étapes. Ce résultat semble confirmer que les protéines constituant
la capside peuvent avoir des roles différents en étant plus ou moins externes, ou plus
ou moins liées 4 I'acide ribonucléique.

En accord avec les travaux de BROwN ¢f al., venant i la suite de nos résultats
obtenus par dansylation, ceux de 1'électrophorése, que nous présentons ici, montrent
que la capside protéique du virus de la fievre aphteuse est constituée de cinq pep-
tides différents. En outre, nous pouvons les identifier parmi les polypeptides synthé-
tisés au cours du cycle viral.

Dans nos conditions expérimentales nous n’avons pas pu mettre en évidence
de protéine, unique précurseur des peptides viraux, que JACOBSON et BALTIMORE
(1968) ont observée dans le cas du virus de la poliomyélite. La taille du génome du
virus de la figvre aphteuse est peu différente de celle du génome du virus de la polio-
myélite ; le nombre des peptides qu’ils synthétisent est voisin. ILe mécanisme de
biosynthése des protéines virales pourrait donc étre le méme, mais, dans notre systéme
viral, ces précurseurs auraient une durée de vie trés courte. I'utilisation d’analogues
d’acides aminés permettant leur formation, mais non leur clivage, est en cours d’ap-
plication au laboratoire de méme qu’est en cours la détermination de la masse molé-
culaire des peptides produits.

Réle des différents peptides.

La conjugaison des deux techniques que nous avons mises en ceuvre devrait
permettre de déterminer le role structural des différentes protéines du virion.

Ia comparaison des résultats obtenus avec différents mutants de stabilités
variées, mais ayant conservé les caractéres antigéniques du virus sauvage, montrera
quel peptide ou quel groupe de peptides est responsable de la cohésion de la particule
ou supporte les sites antigéniques. Les cartes peptidiques de ces protéines, aprés
clivages enzymatiques et chimiques, mettront en évidence plus précisément, les
régions ayant un réle critique dans les propriétés de la capside du virus, et nous
pourrons alors établir la séquence en acides aminés de ces fragments plus délimités.
I1 sera peut-tre possible alors d’établir une relation entre la structure chimique
au niveau des molécules et les propriétés de stabilité de ces virions.

Regu pour publication cn février 1970.

SUMMARY

THE SEPARATION AND ANALYSIS OF PROTEINS
OF FOOT AND MOUTH DISEASE VIRUS

The protein structure of a fragile mutant of a type O Foot and Mouth Discase virus was
studied by two approaches, one chemical and the other physical. The results are as follows :

1. Denaturation of purified virus by 8.0 M. urea at + 40°C andpH 10.2 made possible the
demonstration of three different polvpeptide components by dansylation of their NH, terminal
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groups (fig. 1). Nevertheless, the virus could be degraded progressively. Treatment by 8.0 M
urca at pH 8.6 led to the separation, after chromatography on DEAL-Sephadex, of a peptide
with an NH, terminal leucine (fig. 2) and a ribonucleoprotein residuc. This ribonucleoprotein
residue was itself dissociable under the conditions used for the intact virus and gave, after chroma-
tography, ribonucleic acid and two peptides, one with an NH, terminal isoleucine, the other with
threonine (fig. 3). This suggested that these capsid peptides, which scem to be associated with
the ribonucleic acid to differing degrees, might possess difterent functional roles.

2. Polyacrylamide gel clectrophoresis of purified virus labelled with C amino acids and
denatured by urca, sodium dodecyl sulphate, and §-mercaptocthanol, established that the actual
number of capsid protein components in this strain of FMDYV is five. Further, one could specifi-
cally identify in the gel the proteins synthesized during the viral growth cycle and relate them
to their counterparts isolated from independently purified virus.

Our experimental conditions do not allow, at present, the conclusion that a large precursor
protein is synthesized during the course of the growth of 'MDV, as is the case for polio virus
(Jacosson and BALTIMORE, 1968) in spite of the close resemblance of these viruses in many other
respects.,
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