
- - - -- -- - - - 

50 376 
1 A (113 1 

A39 N o  d'ordre : 399 50375 
1977 
134 

UNIVERSITÉ DES SCIENCES ET TECHNIQIJES DE LILLE 1 

présenté à la Faculté des Sciences de l'université de Lille, 

pour l'obtention du grade de Docteur ès Sciences Naturelles 

(option Biochimie) 

Par 

Pierre LEMAY 

ÉTUDE DES PARTICULES VIRALES DE TYPE C 

PRODUITES PAR UNE LIGNÉE CELLULAIRE 

ISSUE D'UN PLASMOCYTOME MURIN 

Soutenu le 14 Octobre 1977, devant la Commission d'Examen. 

Président : M. J. MONTREUIL 

Rapporteurs : M.M. P. BOULANGER 
J. KREMBEL 
J.P. LEVY 

Bxaminateurs : M.M. D. STEHELIN 
A. TAVITIAN 



A m a  Femme, 

A mes F i l l e s ,  

A l a  Mémoire de mon P è r e ,  

A m a  Mère, 

A mes Beaux-Parents ,  

A m a  Fami l l e ,  

A m e s  A m i s ,  



Ce travail a é té  réalisé &l'Unité de  Virologie no  102 de 

l'INSERM à Lille. Que s o n  Directeur, le Professeur Jean SAMAILLE trouve 

ici l 'expression d e  m e s  remerciements pour la  confiance qu'il m ' a  faite en 

m'attribuant c e  sujet. 

L'INSERM, le  CNRS, l a  DGRST, la LIGUE 

NATIONALE de Lutte contre le Cancer e t  

l'UER TI1 de  l a  Faculté de  Médecine m'ont 

apporté leur support financier. Je les en 

remercie. 



la clarté de vos cours ont été des facteurs 

minants pour mon orientation vers la Bfochi 

vous suis très reconnaissant d'avoir bien voulu 



Professeur Aggég& d'H6matologie 

Vous m'avez accueilli e t  conseille avec bienveillance 

lorsque j'ai abord4 la partie immiuiologique de  ce 

avail. C'est un tres grand honneur pour moi que de 

Maître de Conf&reulce agrég6 de Chimie Biologique 

VOUS m' avez guide lorsque ce travail en Atait 8 ses 

balbutiements, vous m'avez encourage et vous m'avez 

toujours écoute et  conseill4. Travailler avec vous a I 
toujours et6 agreable. Soyez -en tres sincgrement I 

Monsieur Jean KREMBEL, 

Martre de Conference de Chimie Biologique 

I 
J'ai pu apprecier vos travaux sur les ribosomes et les 

R6trovirus sont a la limite des ribonucl&oprot6ines. . . 1 
Vous avez bien voulu accepter de juger ce mémoire. 

Veuillez trouver ici, l'expression de  mes remerciements. 



une voie nouvelle pour la caractérisation des  particules 

Bv ira le s  pr&ites par la  cellule MF2 . Je vous remercie 

tr&s sinc&rement pour l'aide et les conseils que vous 

Monsieur Dominique STEHELIN, 

Chargé de Recherche au CNRS 

C'est un honneur pour moi que d8Atre juge par un 

spécialiste des hybridations moléculaires. Soyez-en 

vivement remercié. 

1 



Je tiens a remercier également Mesdames C OULEMBER 
: A - =  

et  GARET pour l'illustration photographique. 

A m e s  amis des Unites INSERM n o  1 0 2 ,  no 16 

(Professeur P. BOULANGER), no 1 0 7  (professeur M. BOIRON) et  

no 124 (Professeur G. BISERTE) âuprhs de qui j'ai toujours trouve 

aide et compréhension. 



IVERSITE  ES SCIENCES 
TECHNIQUES DE LILLE 

DOYENS HONORAIRES de 1 '~nc lenne Facul te des Sciences 

W. R. DEFRETIN, H. LEFEBVRE, M. PARREAU. ' 

PRSFESSEURS HONORAIRES des Anciennes Facul tés de Droi t 

e t  Sciences Economiques, des Sciences e t  des Let t res r 

M. ARNOULT , Mme BEAUJEU, W. BROCHARD , CHAPPELON, CHAUDRON, CORDONNI ER, CORS IN, DECUY PER 
DEHEUVELS, DEHORS, DION, FAUVEL, FLEURY, P. GERMAIN, GLACET, HEIY  DE BALSAC, HOCQUETTE 
KAMPE DE FERIET, KOUGANOFF, LAMOTTE, LASSERRE, LELONG, Mme LELONG, MM. LHOMME , L IEBAERT , 
MARTINOT-LAGARDE, MAZET, MICHEL, PEREZ , ROIG, ROSEAU, ROUELLE, SAVARO, WATERLOT, W IEMAN , 
ZAMANSKI . 

DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE 

M. R. DEFRETIN, M. PARREAU. . 

PRESIDENT DE L'UNIVERSITE 

DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE 

M. M. MIGEON. 

M. BACCHUS Pierre 
M. BEAUFILS Jean-Pierre 
M. BECART Maurice 
M. BILLARD Jean 
M. BIAYS Pierre 
M. BONNEMAN Pierre 
M. BONNOT Ernest 
Y. BONTE Antoine 
M. BOUGHON Pierre 
Di. BOURIQUET Robert 
M. CELET Paul 
M. COEURE Gérard 
M. CONSTANT Eugène 
M. DEBOURSE Jean-Pierre 
M. DELATTRE Charles 
M. DELHAYE Michel 
3. DERCOURT Jean 
M. OURCHON Maurice 
M. FAURE Robert 
M. FOURET René 
M. GABILLARD Robert 
M. GONTIER Gérard 
M. GRANELLE Jean-Jacques 
M. GRUSON Laurent 
M. GUILLAUME Jean 
M. HEUBEL Joseph 
M. LABLACHE-COMBIER A la in  
M. LACOSTE Louis 
M. LANSRAUX Guy 
M. LAVE INE  Jean-Pi e r re  
M. LEBRUN André 
u I 

L 

m@* 
PROFESSEURS TITULAIRES -- L 

i rn  

Astronomie 
Chimie Physique 
Physique Atomique e t  Mol éculai  r e  
Physique du Solide 
Géographie 
Chimie Appl iquée 
Biologie Végétale 
Géologie Appl iqué 
Algèbre 
Biologie Végétale 
Géologie Générale 
Analyse 
E l  ectronique 
Gestion des Entreprises 
Géologie Générale 
Chimie Physique 
Geologie Générale 
Biologie Expérimentale 
Mécanique 
Physique du Sol ide  
Electronique 
Mécanique 
Sciences Economi ques 
Algèbre 
Microbiologie 

'Chimie Minérale 
Chimie Organique . 

m Biologie Vegétale 
( Physique Atomique e t  M o l ~ c u l a i r e  

Paléontologie - Electronique 



,ENOBLE Jacquel i ne 
,INDER Robert 
LOMBARD Jacques 
.OUCHEUX C l  aude 
.UCQUIN M i  chel 
4AILLET P i  er re 
WNTARIOL Frédéri c 
MNTREU 1 L Jean 
PARREAU M i  chel 
POUZET P i  e r re  
)ROUVOST Jean 
SALMER Georges 
SCHILTZ René 

Physique Atomique e t  Moléculaire 
' Biologie e t  Physiologie Végétal es 
Soci 01 ogi e 
Chimie Physique 
Chimie Physique 
Sciences Economi ques 
Chimie Appl iquée 
B i  ochimie 
Analyse 
Analyse numérique 
Minéralogie 
Electronique 

,,, Physique Atomique e t  Moléculaire 
~e'ométri e 

@!~l ectrotechni que 
M. TILLIEU ~ a c ~ u e &  

.>,. .t?i:,;;;y%Autornatique X' - . K ~ . . . ~ , . ~ ~  - 
& % ~ i o l o q i e  Ce1 1 u l a i r e  M. V I V I E R  Emile 8 

M. WERTHEIMER Raymond phYsigue Atomique e t  Moléculaire 
M. ZEYTOUNIAN Radyadou Mécanique 

ROFESSEURS SANS CHAIRE 

M. BELLET Jean physique Atomique e t  Molecul a i r e  
M. BKOUCHE Rudolp A l  gebre 
M. BODARD Marcel B i  01 ogie Végétale 
M. BOILLET Pierre Physique Atomique e t  Moléculaire 
M. BOILLY Bénoni Biologie Animale 
M. BRIDOUX Michel Chimie Physique 
M. CAPURON A l f red  Biologie Animale 
M. CORTOIS Jean Physique Nucléaire e t  Corpuscul a i r e  
)rime DACHARRY Mon i que Géographi e 
M. DEPREZ G i lbe r t  Physique Théorique 
M. DEVRAINNE Pierre Chimie Minérale 
Mine EVRARD Michel ine Chimie Appliquée 
M. GOSSELIN Gabriel Sociologie 
M. GWDMAND Pierre Chimie Physique 
M. GUILBAULT Pierre Physiologie Animale 
M. HERMAN Maurice Physique Spatiale 
Hne LEHMANN Josi  ane Analyse 
M. LENTACKER Firmin Géographie 
M. LEROY Jean-Marie Chimie Appliquée !q M. LOUAGE Francis Electronique 

y.$ \$@y M. MAIZIERES Chr is t ian Automatique 
"'% % .$ G ' ' itaj% ni e MARQUET s i  mone Probabi 1 i tes 

G+ M. MIGEON Michel Chimie Physique 
M. MONTEL Marc Physique du Solide 
M. #OHTUELLE Bernard Biologie Appl iquée 
M. NICOLE Jacques Chimie Appl iquée 
M. PAQUET Jacques Géologie Générale 
M. RACZY Ladislas E l  ectroni  que 
M. ROUSSEAU Jean-Paul Physiologie Animale . SLIWA Henri Chimie Organique 
W. WATERLOT M i  chel Ge01 ogie Général e 

MAITRES DE CONFERENCES (Et  Chargés d ' Enseignement) 

M. ADAM Michel 
M. ANTOINE P h i l i ~ ~ e  

Sciences Ecomiques 
Ana 1 vse 

I I 

M. BART Andr_z_z_z_z_z_z_z_z_2_2_2_2_2_2_2_2_2_2 ~ i o l o ~ i e  Ani 



II. 

M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M. 
M.- 

BEGUIN Paul M6canique 
BONNELLE Jean- 
BOSCQ Denis 
BREZINSKI C l  aude 
BRUYELLE Pierre 
CARREZ Chri s t i  an 
COQUERY Jean-Marie 
CORDONNIER V i  ncent . 
COUTUR 1 ER Dan i e 1 
CRAMPON Norbert 
CROSNIER Yves 
DEBRABANT Pierre 
DEGAUQUE Pierre 
DELORME P i  er re 
DE PARIS Jean-Claud 
DHAINAUT André 
DELAUNAY Jean-Claud 
DERIEUX Jean-Claude 
DOUKHAN Jean-Cl aude Physique du Solide 
DUBOIS Henri 
DUEE Gérard 
DYMENT Arthu 
ESCAIG Bertrand 
FAKIR Sabah 
FLAMME Jean-Ma 
FOCT Jacques 

i d e  

Construction 
I 

M. FONTAINE ' ~ u b e r t  Physique 
M. FONTAINE Jacques Electronique 
M. FOURNET Biochimie 
M. GAMBLIN André Géographie 
M. GERVAIS Michel 

(r 

Gestion des Entreprise 
M. GOBLOT Remi .<--lr a< ++* A l  gebre 
M. HECTOR Joseph P;' Géométrie 
M. JACOB Gérard (k,.;$ Informatique 
M. JOURNEL M r a r d  - Physique Atomique e t  Molécul a i r e  
M. KREMBEL Jean Biochimie 
M. LAURENT François Automatique 
Mle LEGRAND Denise A l  gébre 
Mle LEGRAND Solang A1 gebre 
M. LEROY Yves Elect roni  que 
M. LHENAFF René Géographie 
M. LOCQUENEUX Robert Physique théorique 
. MACKE Bruno Physique 

M. MAHIEU Jean-Marie Physique Atomique e t  Mol6cul a i r e  
M. MESSELYN Jean Physique Atomique e t  Moléculaire 
M. MIGNOT Fu1 be r t  Analyse Numérique 
M. N'GUYEN VAN CHI  Régine Géographie 
M. NOTELET Francis E l  ectrotechnique 
M. NUSSEMBAUM Mauri ce Sciences Economi ques 
M. PARSY Fernand Mécanique 
M. PAUPARDIN Colette Bi01 ogie Physiologie Végétal es 
M. PECQUE Marcel Chimie Physique' . PERROT Pierre Chimie Appl iquée . PERTUZON Emile Physiologie Animale . PETIT Francis Chimie Organique 
. .. PONSOLLE Louis Chimie Physique 
M. POVY Lucien Automatique 
M. RICHARD A.1ain Bio logie 
M. RWLSKI Marc Analyse 

ROY Jean-Claude 
. SIMON Michel 

SOMME Jean 



I 

SPIK Genevieve d 

TAILLEZ ~ o a e r -  
. ."5,,z*p;*Jg 

a?, 

M. TOP Gerard 
M. TOULOTTE Jean-Marc. 
M. TREANTON Jean-René 
M. VANDORPE Bernard 
M. VILLETTE Michel 
M. WALLART Francis 
M. WERNER Georges 
Miie ZIN-JUSTIN Nicole 

Bi ochimie 
Sciences Economi ques 
1 n f  ormat i que 
Biologie 
Electronique 
Sciences Economiques 
Automatique 
Sociologie 
Chimie Minérale 
Mécanique 
Chimie 
Informatique 
A l  gebre 



TABLE DES MATIERES s 
INTRODUCTION 

1 

1.- LES PLASMOCYTOMES MURINS 

e 

A. Les plasmocytomes spontanes de A C  

souris - .-. -- 
& Z i 7 z G 3  .q a 

B. Les plasmocytomes induits p.5 % 3 7 , - '  h 

~ , , ~ = ~ ~ ~ ~ t s - ~ ~ ~ g c ~ ~ u ~ ~ - t c t - s . u s ~ e g f ~ ~ ~ ~ & ~ ~ - ~ ~ ~  P - 6  . . 

sopches de souris ==-==========-==- 

2. - LES PARTICULES VIRALES DE TYPE C 

1 ph==-- M~xgholoqie a==t= .................................... et chasa&f$çation des r&trgv&rpg p. 15 

A. Morphologie 
~: .?;Eryg m.  



R. Orsan i sa t ion  s é n é r a l e  e t  

Zr= S t r w t ~ r e  grimaire e t  mt&gen ic i t t_  des 
i-----==--=-=== ============--------------- 
grot%Xnes-de-skzuçtiàze ---------------- 

- Les ï~~i.~s 1- 4&========------ 

, 
-Mécanisme d ' a c t i o n  de 1s t r w s c r i g t a s e - "  .@!mg9 ZL------ --=------=------===-==== ===== I- . - 4  s 

;~*i.:! %*$y,: * . - 
&romzse 

RESULTATS 0 
b 

1 .  - CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DES 

PARTICULES VIRALES DE TYPE C PRODUITES 

PAR LA LIGNEE MF2 

A. Methode au polyéthylèneglycol  (PEG) p.31 

B. Méthode d i t e  de  "Moloney" p.33 
C .  comparaison des  deux mi5thodes.Choix p.35 

, de l a  ' technique de concen t ra t ion  

. b %  
D. Isalment de noyaux v i raux  p.38 

* f i %  :+ 



A. Mise en évidence d'une a c t i v i t e  de p.42 

transcriptase-inverse endogsne 

B. Synthèse et caracterisation d'un p.44 

cDNA - 

- MISE EN EVIDENCE D'UNE ACTIVITE 

BIOLOGIQUE. LE TEST XC 

A.  L e  test S+L- p.50 

B .  L e  test XC p*51 

& & ~ = ~ ~ u ~ ~ - G ~ ~ Q ~ Q ~ & ~ u ~ L ~ B & = Q ~ & & ~ s ~ z P c ~ u x ~ ~ ~ = ~ ~ ~  p.52 

~ Q G ~ & & P ~ ~ - K = & Q ~ ~ & ~ ~ = ~ P E ~ . ~ - G S L L U L ~ - ~ &  

A .  Etude en microscopie optique 
1 . -  Cellules im&m€3es dqs-ha-fpsi~~ 
---me--- ------ --------------- ..................... 
ZLZ&GE&~&&G~-~!~&~~&&L:SE:S=&S~HO~~=EGE=~E: 
I ] IG~n~e~~seoiali ,4s=biia&X~~&XosX&Q~e 

B.  Etude en microscopie electronique 



A. E t u d e  en m i c r o c i n é m a t o g r a p h i e  p.62 

B. E t u d e  par l a  technique  du p.65 

cryodécapaqe 

I~-Q~cri~tion-du-~h~nome'n_e-d~eztincti~n_z-~~a~= .............................................. p. 74 

@agit ------- ion 
Zh2-Et~de-diocbimisue-de-Ia-~~w1ation_-d~ ------- - ................................. p. 79 

LLexgresçion-du-sGnome-~ir_al-seLen-i,es ---- ................................. 
o_nditions_de-cuLtwe ..................... 

A. I s o l e m e n t  des RNA possèdant une sé- p.79 

quence polyadénylée 

L 

B.  R e c h e r c h e  de l ' express ion  du g é n o m e  p. 80 

v i r a l  p a r m i  l e s  RNA polyadénylés 

s u i v a n t  l e s  c o n d i t i o n s  de c u l t u r e  

3 .  - REGULATION DE LA PRODUCTION VIRALE 

EN FONCTION DES CONDITIONS DE CULTURE. 

PHENOMENE DU "SWITCH-OFF "- "SWITCH-ON" 

4 .- E S S A I S  DE CARACTERISATION DES 

PARTICULES VIRALES PRODUITES PAR LA 

CELLULE MF2. 

f o r m a t i o n  de s y n c y t i u m s  XC ----------------- -------- ------- ------------------- 

IIZ2-Pasent~-entre-&es-~a~tic~1esS~&raLes-~~e~ ________-____-___-_--------------------------- p.91 

d u i t e s  _______ Qar -________-______ l a  c e l l u l e  MF2 __________________  e t  les  v i r u s  endogènes __-_ ----_----__--___--_----------------------------- 
de l a  s o u r i s  Balb/c  . =================== 



CONCLUSION rn 
APPENDICE TECHNIQUE u 
- REACTIFS GENERAUX ET METHODES 

DE DOSAGE 

LL-ReactLfs-sengraux- --------___--__-----_ p.102 

A. Tampon phosphate isotonique PBS p.102 

B. Tampon c i t r a t e  IxSSC p. IO2 

C. Tampon NTE p.102 

II.  Milieux s c i n t i l l a n t s  gour l a  détermination p.102 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ____________________  
de l a  r ad ioac t iv i t é  ----------___--- --- 

A. Milieu à base de toluène 

B. Liquide de BRAY 

LZZLMéthodes-de-dosase - _ - - - - - _ - _ -- - - - - - - - _ - _ _ p. 103 

A. Dosage de protéïnes p.103 

B. Estimation de l a  concentration en p.103 

DNA ou RNA 

C. Détermination de l a  r ad ioac t iv i t é  p.103 

des échant i l lons  

- CULTURES CELLULAIRES 

III. Marquaqe des cu l tures  c e l l u l a i r e s  e t  des p.105 - - __------__-____----_-_------------ ___________________-------------------------- 
&a-r-Li_cuJ-eA --__-______________--___-----_-__-__---__-----.-- v i r a l e s  Par des traceurs radioactifs- 



~ a , 9 x e p a r a ~ ~ ~ o - ~ e a - ~ ~ o s e r 1 a . m ~  
. .  . .  . .  A. C h e z  l a  souris 

B .  C h e z  l e  lapin  

- TECHNIQUES CYTOLOGIQUES 

MICROSCOPIE ELECTRON.1QUE 

A. Méthodes de coloration 
B .  Microcinématographie 

A.  P r é p a r a t i o n  des coupes f i n e s  

B .  I m m u n o m i c r o s c o p i e  

C.  C r y o d é c a p a g e  . 

- ISOLEMENT ET PURIFICATION DES 

PARTICULES VIRALES 

A. P r é c i p i t a t i o n  au polyéthylène- 

plycol (PEG) 

B .  T e c h n i q u e .  d i t e  de " M o l o n e y "  

C .  P r é c i p i t a t i o n  par l e  sulfate 
d'ammonium 



8. - REACTION DE TRANSCRIPTION 
INVERSE. SYNTHESE DE DNA 

COMPLEMENTAIRES 

V. Conditions d 'act ion de l a  nucléase S-1 
......................................... 

. .  . .  . . .  . . .  . .  . . . . . . . 



BIBLIOGRAPHIE ' u 



acide guanylique 

glycoprotéïne 

mole par litre 

microcurie (1 Curie) 

ng 
nm 

nM 

oligo (dT) 

milligramme - 
microgramme (1 gramme) 

acide 7 méthylguanylique 

millilitre (10°3 litre) 

microlitre ( 1 0 ~ ~  litre) 

.millinole .( 10-~mole) 

micromole (10-~nu>le) 

minute 

nanogramme (IO-' gramme) 

nanometre (IO-' mgtre) 

nanomole (10-~mole) 

séquence oligodésoxythymidylique 

polypeptide 



PBS tam&n phosphate isotonique 

PEG polyéthyl&neglycol (Carbowax) 

PM picomole (10 
-1 2 mole) 

poly '(A) séquence polyadénylique 
r rads 
RNA acide ribonucléique 

rpm 
s 

SDS 
TCA 

TEMED 

TNP 

révolutions par minute 
constante de sédimentation en un i t é  
SVEDBERG (10 -13 seconde) 

dodécylsulf a t e  de sodium 
tr ichloracétate  
N I N I N '  I N '  tétraméthylGthyl&nediamine 

radical  trinitrophenyl 





Lors de n o t r e  a r r i v é e  au l a b o r a t o i r e  d e  Vi ro log ie ,  
une p a r t i e  des  a c t i v i t e s  de  c e l u i - c i  é t a i t  consacrée  à l a  
production massive d e  c e l l u l e s  animales. Dans ce cadre ,  nous 
c u l t i v i o n s  pour l e  Docteur PARAF l a  c e l l u l e  MF2 i s s u e  du p l a s -  
mcytome murin MOPC 173. C e t t e  c e l l u l e  p r o d u i t  des  p a r t i c u l e s  
v i r a l e s  de  type C q u i  s o n t  l i b é r é e s  dans l e  mi l ieu  de c u l t u r e .  
S i  les myélomes murins o n t  s e r v i  de  modèle expérimental  dans 
de nombreux t ravaux d 'o rdre  cancérologique, génét ique  ou 
biochimique, les é tudes  r e l a t i v e s  aux p a r t i c u l e s  v i r a l e s  
p rodu i t e s  par  ces tumeurs o n t  été peu nombreuses. Notre  i n t é r ê t  
s'est p o r t é  s u r  c e s  p a r t i c u l e s  e t  nous avons voulu d é f i n i r  
les p r o p r i é t é s  biochimiques e t  biologiques des v i r u s  p r o d u i t s  
p a r  l a  l i g n é e  MF2 ; e n f i n ,  nous avons t e n t é  de les c a r a c t é r i s e r  

Du p o i n t  de vue biochimique, les  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  
de type C p rodu i t e s  p a r  les plasmocytomes murins s o n t - e l l e s  
semblables en composition aux a u t r e s  oncornavirus  murins b ien  
c a r a c t 6 r i s é s  3 Par exemple, possèdent -e l les  un RNA génomique 
de haut  pqids  molécula i re ,  s o n t - e l l e s  formées e s s e n t i e l l e m e n t  " 

montre que les p a r t i c u l e s  v i r a l e s  p r o d u i t e s  par d e s  c e l l u l e s  
lnydlomateuses murines appar t iennent  SI t rois  familles de v i r u s .  
Ces familles s o n t  : celle d e s v i r u s  leuc6mogénes, celle des 

v i r u s  a s s o c i é s  au myélomes murins, une encore  indéterminée.  
Dans cette d e r n i a r e  se t rouvent  peu t -ê t r e  des v i r u s  endogènes 
de l a  s o u r i s  Balb/c. Il semblait donc i n t e r e s s a n t  d ' é t u d i e r  
l ' a c t i v a t i o n  de  ces p a r t i c u l e s  lors du développement tumoral 
a i n s i  que l e u r  expression s u i v a n t  les c o n d i t i o n s  de c u l t u r e .  



11 restait 'à p r 8 c i s e r  l a  pa ren té  exac te  de nos  
p a r t i c u l e s  v i r a l e s  avec les  a u t r e s  familles de r é t r o v i r u s  
murins d6jà  b ien  d é f i n i e s ,  "c 'es t-à-dire  de  t y p e r  nos  v i r u s .  

Aprés a v o i r  brièvement r appe lé  les c a r a c t é r i s t i q u e s  
des myélomes murins e t  d e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  de  type  C ,  nous 

exposerons l e s  r é s u l t a t s  de  nos t ravaux q u i  o n t  f a i t  l ' ob je t  

des p u b l i c a t i o n s  su ivan tes  : . 

J. C. LEFEBVRE and P. LEMAF 

-XC - ce11 fus ion  induced b 

t e r n a t e  l'switching-of f " and "switching-on " by in-vivo - 
i n - v i t r o  t r a n s f  ers. 

Biomed Exp, (1 9741,  - 21, 378 - 381 

P. LEMAY, G. TORPIER, J .C.  LEFEBVRE and J. SAMAILLE 
XC - ce11 fus ion  induced by murine plasmocytoma c e l l s .  II. 

Cytologica l  and u l t r a s t r u c t u r a l  study. 
Biomed Exp, (1 975) ,  23, 168 - 175 - 
S.  HERISSE, P. LEMAY and A. TAVITIAN 

XC - ce11 fus ion  induced by murine plasmocytoma c e l l s .  III. 

RNA-gene expression c o r r e l a t e d  t o  syncytium induct ion .  

Bfomed Exp, (1976),  25, 3 - 7 
l 

- 
Ba LEMAY, M. COLLYN-D'HOOGHE and G. TORPIER 

6 ;  = 

XC - ce11 fus ion  induced by murine plasmocytoma c e l l s .  IV. A .s 

dynamic study by microcinematography and f r e e z e - f r a c t u r e .  

Exptl. Ce11 Res, (1 9771, 109 , 79-86 

P. LEMAY, N. PLUQUET e t  A. TAVITIAN 

Expression comparée du v i r u s  a s s o c i é  au plasmcytome murin dans 
des  c e l l u l e s  tumorales  e t  dans l e s  c e l l u l e s  embryonnaires de 

l a  souche murine d ' o r ig ine .  

C.R. Acad. Sci, Paris, (197,7), 284, 2573-257: 



Nous avons, en outre,  col laboré a d'autres travaux 



I 

G E N E R A L I T E S  



1. LES PLASMOCYTOMES MURINS. 

L ' i n t é r ê t  du modéle expérimental  que c o n s t i t u e n t  
cytomes murins e s t  q u ' i l  permet : l ' é t u d e  de popula- 

t i o n s  c e l l u l a i r e s  homogènes quant  a l e u r  o r i g i n e .  En ef fe t ,  
l a  tumeur plasmocytaire  e s t  formée p a r  l e  développement 
néoplasique d'un s e u l  c lone  c e l l u l a i r e  ; d e  p lus ,  ce c l o n e  a 
une fonct ion  d i f f é r e n c i é e  : l a  s e c r e t i o n  d 'une immunoglobulin 
C e  modéle permet donc d ' o b t e n i r  d e s  q u a n t i t e s  de  matériel 
c e l l u l a i r e  ou de s e c r é t i o n  très impor tantes  e t  homogènes pour 

--.A A .  -h-.--d".-., 

@ l e u r  o r i g i n e .  Grâce B t ous  ces avantages,  les plasnmcytomes 
&.+A 

& murins, o n t  s e r v i  de  base expérimentale  dans de  nombreuses 
i!? d a d e s  : 

- s u r  l e  mécanisme d e  l a  synthèse  des immunoglobulines (NAMBA 1 
et  HANAOKA ( 2 ) ,  HORIBATA e t  HARRIS ( 3 ) ,  SCHARFF e t  LASKOV ( 4 )  ) , 

- s u r  l a  génét ique  ' des immunoglobulineS (SCHUBERT (5) , SCHUBERT 
e t  coll ( 6 ) ,  HERZENBERG e t  coll  ( 7 ) ,  WEIGERT e t  coll  ( 8 ) ) .  - s u r  l a  déterminat ion de  l a  s t r u c t u r e  p r ima i re  des immuno- 
g l o b u l i n e s  e t  l a  déduction d e s  i m p l i c a t i o n s  géné t iques  q u i  se 

dégagent des  comparaisons de sequence (FQUGEREAU e t  ml1 ( 9) ) . 
-6tudes c r i s t a l l o g r a p h i q u e s  e t  physicochimiques des i m u n o -  
g lobu l ines  (POLJACK (IO),  POLLET et coll ( 1 1 ) ) .  

- e t u d e  des raRNA des immunoglobulines ( M c  LEOD (12) ,  LASKOV e t  
MITELMAN (1 3 ) , STORB (1 4 ) , STEVENS et WILLIAMSON (1 5) , COWAN 

e t  EalLSTEIN ( 1 6 ) ) .  
- dtude des  RNA polymérases de c e 2 l u l e s  myélomateuses (SCHWARTZ 
e t  coll (17, 1 8 ) ) .  
- 6tude  des DNA polymérases (HACHMAMN et LEZIUS (1 Sb )-. 
- dtude  des p a r t i c u l e s  v i r a l e s  de type A e t  C p r e s e n t e s  dans 
ce type  de tumeur (KUFF e t  col1 '(201, KARPAS (21 ) , KARPAS e t  

. CAWLEY (221, YANG e t  WIVEL (23), VOLKMAN e t  KRUEGER ( 2 4 ) ,  

KRUEGER (25) ,  KRUEGER e t  c o l 1  (26, 2 7 ) ,  AOKI e t  col1 ( 2 8 ) )  



Après avo i r  rappelé  les techniques d ' induct ion  e t  

les c a r a c t é r i s t i q u e s  biologiques des plasmocytomes, nous 
dé f in i rons  l a  méthode d 'obtent ion  e t  les ca r ac t è r e s  de l a  

l i g n é e  MF2 . Nous terminerons ces g e n é r a l i t é s  par  une breve 
revue des  p r inc ipa l e s  p rop r i é t é s  biologiques e t  biochimiques 
des  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  de  type C. 

& L = L ~ 4 ~ ~ & & g ~ = ~ ~ & O a ~ ~ ~ ~ ~ ~ m ~ s -  L&&Q& 

es plasmocytomes spontanés se produisent  dans l a  
région i léocoecale  e t  se développen t habituel lement  ,au t ou r  
d 'u lcè res  de  l a  muqueuse. POTTER e t  c o l 1  (29) o n t  d é c r i t ,  en 

1957, un plasmocytome spontané e t  t r ansp l an t ab l e  de  l a  s o u r i s  
C3H* ( le  plasmocytome X5563). Les p o i n t s  de  dépar t  d e s  p las -  
mcytomes spontanés son t  e ssen t i e l l ement  des  p e t i t s  u l c è r e s  de  
l a  région i léocoecale ,  u l cè r e s  qu i  son t  entourés  pa r  un t i s s u  
r e a c t i f  con t enan t  des  c e l l u l e s  plasmocytaires  ; dans quelques 

cas,  ces c e l l u l e s  évoluent  ve rs  l a  néoplas ie ,  i n f i l t r a n t  l a  
pa ro i  i n t e s t i n a l e  e t  métastasant  aux ganglions lymphatiques 
mésentériques. C e s  tumeurs i l éocoeca les  son t  t r b s  rarement 
t r ansp lan tab les .  ,-\, 

B. L e s  plasmocytomes i n d u i t s  : :-,* 4 d 
Nos connaissances s u r  les plasmocytomes i n d u i t s  ad,?.! 

l a  s o u r i s  son t  e ssen t i e l l ement  dues aux travaux de M. POTTER-x 

(30) e t  de  M. COHN (31) .  En 1962, POTTER e t  BOYCE (32) mon- 
t r a i e n t  qu 'il é t a i t  pos s ib l e  d ' i ndu i r e  l e  développement d e  
plasmocytomes chez l a  s o u r i s  Balb/c pa r  i n j e c t i o n  d ' h u i l e  
minerale. Depuis, d ' a u t r e s  agents  inducteurs  de  telles tumeurs 
o n t  été découverts.  

*. On t rouvera  des  d é t a i l s  su r  les d ive r se s  souches de  s o u r i s  . 

dans l a  revue de  STAATS (33) e t  l e  manuel d e  CRISPENS (34) . 



1 .- Agents i n d u c t e u r s  e t  s u s c e ~ t i b i l i t é  d e s  souches  de s o u r i s  ----- ........................ ------------------------------,- 

La p o s s i b i l i t é  d ' o b t e n i r  l e  développement de p l a s -  

mocytomes chez l a  s o u r i s  dépend e s s e n t i e l l e m e n t  de  l a  souche  

u t i l i s é e  : c e r t a i n e s  souches  s o n t  très s u s c e p t i b l e s ,  d ' a u t r e s  

n e  l e  s o n t  p a s  du t o u t  ; e n f i n ,  l es  c r o i s e m e n t s  e n t r e  souche 

s u s c e p t i b l e  e t  souche r é s i s t a n t e  p e r m e t t e n t  d ' o b t e n i r  d e s  

h y b r i d e s  de  t y p e  FI s u s c e p t i b l e s .  Un t a b l e a u  r é c a p i t u l a t i f  

d e s  r éponses  d e s  souches  d e  s o u r i s  à l ' i n d u c t i o n  d e  plasmo- 

cytome es t  p r é s e n t é  p.7 .Seules l es  s o u r i s  Balb/c e t  NZB 

mont ren t  une très grande  i n d u c t i b i l i t é  du p r o c e s s u s  tumora l  pa r  

les d i f f é r e n t s  a g e n t s  u t i l i s é s  (Tableau 1) . 
L e s  d i v e r s  a g e n t s  i n d u c t e u r s  q u i  o n t  é té  d é c r i t s  se 

c l a s s e n t  en deux g randes  c a t é g o r i e s  : l e s  p l a s t i q u e s  e t  les 

h u i l e s  m i n é r a l e s .  

L  ' i n d u c t i o n  d e  plasmocytomes p a r  l e s  p l a s t i q u e s  a 

été d é c r i t e  pour  l a  p r emiè re  f o i s  p a r  MERWIN e t  ALGIRE (35) 

q u i ,  vou l an t  é t u d i e r  l e  comportement d e  t i s s u s  i m p l a n t é s  d a n s  

d e s  chambres à d i f f u s i o n  à l ' i n t é r i e u r  d e  l a  c a v i t é  p é r i t o n é a l e  

d e  l a  s o u r i s  Ba lb /c ,  o n t  ob tenu  l e  développement d ' un  g rand  

nombre d e  plasmocytomes. Pa r  l a  s u i t e ,  il a  é té  mont ré  que d e s  

chambres à d i f f u s i o n  v i d e s  imp lan t ée s  dans  l a  c a v i t é  p é r i t o -  

n é a l e  s u f f i s a i e n t  à déc l enche r  l e  p r o c e s s u s  tumoral .  E n f i n ,  

d e s  copeaux d e  p l e x i g l a s s  se s o n t  montrés  ê t re  d e s  a g e n t s  encor  

p l u s  e f f i c a c e s  que  ceux précédemment d é c r i t s  (Tableau 1) . 
LIEBERMAN e t  c o l 1  (36)  v o u l a n t  i n d u i r e  d e s  ascites 

avec  un a d j u v a n t  pour o b t e n i r  de g randes  q u a n t i t é s  d '  a n t i c o r p s  

o n t  c o n s t a t é  qu 'un plasmocytome se d é v e l o p p a i t .  POTTER e t  

BOYCE (37)  o n t  p a r  l a  s u i t e  montré  que l e  p r i n c i p e  ac t i f  

pour 1 ' i n d u c t i o n  de  plasmocytomes dans  ces a d j u v a n t s  é t a i t  

l ' h u i l e  m i n é r a l e  q u i  e n t r a i t  dans  l e u r  compos i t ion .  

La p l u p a r t  d e  ces h u i l e s  s o n t  d e s  mélanqes  c o n t e n a n t  

d e s  hyd roca rbu re s  s a t u r é s ,  l i n é a i r e s ,  b r anchés  ou c y c l i q u e s  
non m é t a b o l i s a b l e s .  



S u s c e p t i b i l i t é  de c e r t a i n e s  souches  de s o u r i s  à l ' i n d u c t i o n  

d e  plasmocytomes - ( d ' a p r è s  POTTER ( 3 8 )  

Agent  i n d u c t e u r  

( q u a n t i t é )  
Souche ou  h y b r i d e  

P o u r c e n t a g e  d e  t u m e u r s  
ob tenu  8 à 12 m o i s  

a p r è s  1 ' i n d u c t i o n  

Balb/c 
C3H/He 

DBA 

C57B1 
SWR 

-- - - 

Copeaux de p l e x i g l a s s  I 

H u i l e  m i n é r a l e  
Bay01 F 

( 3  x 0 , 5  m l )  

H u i l e  m i n é r a l e  
Primo1 D 

( 0 , 5  m l )  

P a r a f f i n e  M é d i c i n a l ~  
(3  x 0,s m l )  

NZB 
( N Z B  x B a l b / c )  FI 

Balb/c 
DBA/ 
CBA 

P r i s t a n e  ( 3  x 0 , 5  m l )  
P r i s t a n e  ( 0 , 5  m l )  

+ A-MuLV * 

39 ,2  
O 
O 

* V i r u s  d e  l a  l e u c é m i e  mur ine  d t A b e l s o n  
** Développement o b s e r v é  77 à 149 j o u r s  a p r è s  1' i n j e c t i o n  d e  p r i s t a n e  

I (POTTER e t  col1 (39)  ) .  



Seules  quelques unes s o n t  d i spon ib les  B l % t a t  pur  comme l e  
p r i s t a n e  (2,6,  t0,14 - tétraméthylpentadecane) , c e t  a g e n t  est  
c e l u i  q u i  donne l a  p l u s  c o u r t e  pér iode  de l a t e n c e  pour 1 'ap- 
p a r i t i o n  des tumeurs ( t ab leau  1). Le p r i s t a n e  a pu être isolé 
de c e r t a i n s  cop&podes marins,  du f o i e  humain e t  a u s s i  de l a  

peau (52 pg/g d e  peau).  I l  a été suggéré une possible a b s o r p t i o ~  
du p r i s t a n e  p a r  l a  peau. D e s  h u i l e s  minérales  o n t  également 
été isolées de  t i s s u s  humains cependant, c e s  composés n ' o n t  pas  

&té m i s  en cause dans 1 ' induct ion  des  myélomes humains S -  . 

- Dévelo~gement des  tumeurs e r i m i t i v e s  : 2% ,,,,,,O O, ,,,,,--,,--O-, -0 1- -----O----- 

L e s  tumeurs a plasmocytes se développent dans  un 
granulome hui leux p e r i t o n é a l  e t  semblent a v o i r  besoin d e  c e t  
environnement pour se développer. L l i n  j ec t ion  d ' h u i l e  provoque 
l a  formation de tels  granulomes s u r  l a  s u r f a c e  p é r i t o n é a l e ,  
l a  p a r o i  abdominale, l e  diaphragme, l e  mgsentare, les réq ions  
pé r ipancréa t iques  e t  r é t r o p é r i t o n é a l e s .  C e  t i s s u  se forme quel -  
ques j o u r s  ap rès  l ' i n j e c t i o n  d ' h u i l e .  L e  granulome est  
essen t i e l l ement  c o n s t i t u é  d l h i s t i o c y t e s  q u i  adhérent  1 'un à . 
l ' a u t r e .  Il s ' a t t a c h e  e n s u i t e  B l a  s u r f a c e  p é r i t o n é a l e  e t  se 
vascu la r i se .  D e s  plasmocytes s ' i n f i l t r e n t  a l o r s  e n t r e  les h i s -  
t i o c y t e s  e t  les vaisseaux e t  l a  tumeur se développe à p a r t i r  
de c e s  zones. 

l 
A ins i ,  1 ' induct ion  d e s  plasmocytomes semble l iée  à 

des  f a c t e u r s  génét iques  ;Seules  les souches Balb/c e t  NZB sonL 
hautement induc t ib les .  D 'aut re  p a r t ,  un processus  inf lammatoire  
doi t  être é t a b l i  avant  l e  développement de  l a  carcinogénèse.  

Environ 6 6 ~ 1 0 0  d e s  tumeurs p l a s m c y t s i r è s  produisen1 
une immunoglobuline complete e t  parmi c e l l e s - c i ,  6 0 ~ 1 0 0  aynthe- 
t i s e n t  une immunoglobuline monoclonale de l a  classe des IgA. 
L e s  a u t r e s  p rodu i sen t  so i t  des  chabes l é g è r e s ,  s o i t  des demi- 



molécules  (une cha îne  lourde-une cha îne  l é g è r e )  s o i t  d e s  p ro -  

d u i t s  non c a r a c t é r i s é s .  La prépondérance d e s  myélomes à IgA 

p e u t  s ' exp l ique r  : 

- s o i t  p a r  une s u s c e p t i b i l i t é  p l u s  grande d e s  c e l l u l e s  don t  l a  

d e s t i n é e  es t  d e  s y n t h é t i s e r  d e s  IgA à s u b i r  l a  t r a n s f o r m a t i o n  

néoplas ique .  

-soit p a r  l a  l o c a l i s a t i o n  même d e s  tumeurs p r i m i t i v e s  q u i  se 

forment p r é f é r e n t i e l l e m e n t  dans  l a  lame p r o p r e  du t r a c t u s  
1 

i n t e s t i n a l  ( l i e u  de  syn thèse  p r i v i l é g i é  pour l es  IgA) . ~ 
Enf in ,  nombre d  ' immunoglobulines monoclonales ~ 

myélomateuses s o n t  f o n c t i o n n e l l e s  en ce s e n s  q u ' e l l e s  p ré sen ten  

une a c t i v i t é  a n t i c o r p s .  C e r t a i n s  exemples s o n t  p r é s e n t é s  s u r  

l e  t a b l e a u  II. L e  t a b l e a u  III r a p p e l l e  l a  t e r m i n o l o g i e  employée 

dans  l a  d é s i g n a t i o n  d e s  myélomes : au p r é f i x e ,  on a j o u t e  

le t t res  es t  s u i v i  d 'un numéro d ' o r d r e .  

1 
souvent  l es  deux l e t t r e s  PC (pour  "plasma c e l l " ) ,  l e  groupe de  1 

i 
III. - Maintien d e s  l i g n é e s  ~ l a s m o c y & a i r e s .  ...................... ----- ------ ------ ........................................... ~ 

L e  main t ien  d e s  souches  s e  f a i t  d e  p r é f é r e n c e  p a r  l l 

t r a n s p l a n t a t i o n  sous-cutanée d e  p e t i t s  f ragments  de  tumeur dans  

l a  r ég ion  i n g u i n a l e  à l ' a i d e  d ' un  t r o c a r t .  C e t t e  méthode e s t  l a  

s e u l e  pe rme t t an t  l e  main t ien  d e  l a  syn thèse  d e s  immunoglobulines 

lo rs  d e s  t r a n s p l a n t s  s u c c e s s i f s .  

La t r a n s p l a n t a t i o n  p a r  vo ie  i n t r a p é r i t o n é a l e  es t  

également p o s s i b l e  ; dans  c e s  c o n d i t i o n s ,  une asci te  se dévelop- 

pe.On p e u t  a c c r o î t r e  l a  v i t e s s e  d ' a p p a r i t i o n  d e  1 'asci te  e t  

l e  pourcentage d e  r é u s s i t e  de  g r e f f e  en c o n d i t i o n n a n t  l a  s o u r i s  

p a r  une i n j e c t i o n  de  p r i s t a n e  avan t  l a  g r e f f e  (POTTER e t  c o l 1  

( 4 0 ) ) .  L ' a s c i t e  es t  l e  p l u s  souvent  hémorragique e t  l a  syn thèse  

d e  1  immunoglobuline d i s p a r a i t  l e  p l u s  souvent  au c o u r s  d e s  



D é t e r m i n a n t s  a n t i g é n i q u e ~  r é v e l é s  p a r  des immunoglobulines 1 
monoc lona les  sécrètées p a r  des plasmocytomes m u r i n s  ( d ' a p r è s  POTTER ( 4 1 ) )  

Tableau-ILL 

Nomenclature d e s  plasmocytomes m u r i n s  

w 
4 

C l a s s e  d ' immunoglobul ine  
sécrétée 

IgA 
IgA 
IFTA 
IgA 
IclA 
IgA 
IgA 
IgM 
IgA 
IgA 
I c l A  
IgG3 

IgA 
IgA 

D é t e r m i n a n t  

DNP, TNP, Ménadione, 5AcU 
DNP, TNP 
DNP, TNP (+  DNA d é n a t u r é )  
5AcU (+ DNA d é n a t u r é )  
DNP, TNP, 5AcU (+ DNA déna tu ré )  
P h o s p h o r y l c h o l i n e  
P h o s p h o r y l c h o l i n e ,  c h o l i n e  
N i g e r o t r i o s e  

w- ~ é t h y l - D - g a l a c t o s i d e  
N-acé t y l -  -D-glucosamine 
N-acétyl-D-mannosamine 
F r u c t o s e s  l i és  en 2 A  6 

Q 1 -+ 6-D-galactopyrannose 
D é t e r m i n a n t s  d e  S a l m o n e l l e  
s e n s i b l e s  à l a  t r y p s i n e  

* COHN e t  c o l 1  n ' u t i l i s e n t  p a s  les  le t t res  PC a p r è s  l e  p r é f i x e  d a n s  l e u r  
nomenc la tu re .  

Plasmocytome 
d ' o r i g i n e  

MOPC 31 5 
MOPC 460 
J 504 
S 176 

S 23 
S 63 

M 167 
MOPC 104 
MOPC 384 

S 117 
M 406 
J 606 

SAPC 1 0  
MOPC 467 

1 I 

Agent  i n d u c t e u r  
ou  a u t e u r  

Adjuvan t  
H u i l e  m i n é r a l e  

T e t r a m é t h y l p e n t a d é c a n e  
7 n Hexyloc tadécane  
S a l m o n e l l a  a s s o c i é  

MERWIN 
DUNN 

i 
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passages .  C e t t e  méthode es t  donc Zi u t i l i s e r  l o r s q u e  l ' o n  

aésire o b t e n i r  de  grandes  q u a n t i t é s  d ' immunoglobulines pour 

une expé r i ence  mais non pour ma in t en i r  une  souche tumora le .  

Une p a t h o l o g i e  a s s o c i é e  aux tumeurs p l a s m o c y t a i r e s  1 
t r a n s p l a n t é e s  a été  d é c r i t e  : l é s i o n s  o s s e u s e s ,  l é s i o n s  r e n a l e s ;  

p r o t é ï n u r i e  d e  t ype  Bence-Jones. 1 

E n f i n ,  il est  p o s s i b l e  de  p r e v e n i r  l e  développement 1 
d 'une  tumeur p l a smocy ta i r e  g r e f f é e  p a r  i n j e c t i o n  a v a n t  l a  

g r e f f e  

- s o i t  d 'un serum anti-immunoglobuline monoclonale (MANNING e t  

JUTILA ( 4  2 )  ) . 
- s o i t  d ' a n t i c o r p s  anti-immunoglobuline p u r i f i é s  (YUTOKU e t  

c o l l  ( 4 3 ) ) .  

- s o i t  d ' a n t i g è n e  s p é c i f i q u e  de  1 ' a c t i v i t é  a n t i c o r p s  d e  1 ' i m -  

munoglobuline monoclonale (PARAF e t  c o l l  (44 ) ) . 

Que c e  s o i t  dans  l e s  plasmocytomes spon tanés  ou 

i n d u i t s ,  t o u s  p r é s e n t e n t  en microscopie  é l e c t r o n i q u e  des p a r -  

t i c u l e s  v i r a l e s  de  t y p e  A i n t r a c i s t e r n a l e s .  C e r t a i n s  mon t r en t  

en p l u s  des  p a r t i c u l e s  A i n t r acy top la smiques  ; dans ce c a s ,  on 

p e u t  également obse rve r  d e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  de  t y p e  C bour-  

geonnant à l a  s u r f a c e  d e s  c e l l u l e s .  La p roduc t ion  d e  p a r t i c u l e s  

v i r a l e s  e s t  q u e l q u e f o i s  très augmentée l o r s  d e s  t r a n s p l a n t a t i o n  

s u c c e s s i v e s  chez 1 'animal ou l o r s  d e  1 ' é t a b l i s s e m e n t  de l i g n é e s  

c e l l u l a i r e s  à p a r t i r  d e  c e s  tumeurs. 

L e s  p a r t i c u l e s  A i n t r a c i s t e r n a l e s  s o n t  composées 

d ' a p r é s  KUFF e t  c o l l  (45) de  80p100 de p r o t é ï n e s ,  15p100 de  

phosphol ip ides  e t  5  à 6p100 de  RNA. E l l e s  p o s s é d e r a i e n t  un 

po lypep t ide  majeur d e  masse m o l é c u l a i r e  70 000 d a l t o n s  (KUFF 

e t  c o l l  (46) ) e t  une DNA ,polymérase- RNA dépendante  (KRUEGER ( 4 7 )  ) 
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Les p a r t i c u l e s A  i n t r a c i s t e r n a l e s  pur i f  iees n ' i n d u i s e n t  pas  l a  
formation de' myélome lorsqu  'elles s o n t  i n i e c t 6 e s  à des s o u r i -  

ceaux nouveaux-nés e t  n ' o n t  pas  d ' an t iganes  communs avec les 

p a r t i c u l e s  leucémogènes murines d e  type  C. 

L e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  de type  C p r o d u i t e s  p a r  les 

c e l l u l e s  myélomateuses maintenues en c u l t u r e  d e  t i s s u  ap- 

- des  v i r u s  a s s o c i é s  aux myélomes murins possédant  un 
d 'enveloppe spéc i f ique .  

-d ' a u t r e s  v i r u s  encore  non c a r a c t é r i s e s .  

Nous développerons les p r o p r i é t é s  d e s  p a r t i c u l e s  
v i r a l e s  de  type C dans l a  deuxième p a r t i e  des  g é n é r a l i t é s .  

V. - Le plasmocytome MOPC 173 e t  l a  l i g n é e  MF2 . .............................................. .............................................. 
L e  plasmocytome MOPC 173 a 6 t é  obtenu p a r  POTTER. L a  

l i g n é e  o r i g i n a l e  sécrète une immunoglobuline monoclonale de l a  

classe d e s  IgGZa dont  les chafnes  l e g e r e s  s o n t  de  t y p e  KI ai 

curie a c t i v i t é  a n t i c o r p s  n ' a  été d é c r i t e  pour cette immunoglo- 
buline.Des particules v i r a l e s  d e  type  A e t  C o n t  été decrites 
dans l a  tumeur mére. 

D e  nombreux plasmocytomes o n t  pu être a d a p t é s  B l a  
c u l t u r e  c e l l u l a i r e  i n - v i t r o  e t  l a  majorité des  l i g n é e s  poussent  ' 
en suspension dans l e  mi l ieu  de c u l t u r e .  PARAF e t  col1 (49)  

o n t  pu o b t e n i r  deux v a r i a n t s  phénotypiques a p a r t i r  du myélome 
MOPC 173 m i s  en c u l t u r e  c e l l u l a i r e .  Leur technique de m i s e  
en c u l t u r e  est l a  su ivan te  : 

La tumeur est émincée B 1 'aide de s c a l p e l s ,  e t  les 



g r o s  fragments é l iminés .  L a  m i s e  en c u l t u r e  es t  e f f e c t u é e  dans 
un mi l i eu  t r è s  r i c h e  en sérum (20p100) e t  renfermant de 

l gex t r a i t  embryonnaire de  s o u r i s .  Toutes l e s  c e l l u l e s  q u i  n e  s e  
f i x e n t  p a s  au fla'con de c u l t u r e  s o n t  é l iminées .  Après cette 

s é l e c t i o n ,  l a  concent ra t ion  du mi l ieu  en sérum est abaissée 

a 10p100. Au bout  de  quelques semaines une h é t é r o g é n s i t é  m o r -  

phologique a p p a r a i t  e t  l e  clonage des  deux v a r i a n t s  p e u t  S t r e  
réalisé en a g i s s a n t  s u r  l a  concent ra t ion  en sérum du m i l i e u  
de c u l t u r e .  

En m i l i e u  renfermant deux pour c e n t  de serum, l e  

v a r i a n t  é p i t h e l i o ï d e  se développe. I l  est dénommé ME2. I l  

p r é s e n t e  une i n h i b i t i o n  de con tac t ,  il n ' a  aucun pouvoir  
oncogène chez l a  s o u r i s  Balb/c  e t  ne  p r o d u i t  p l u s  d e  p a r t i c u l e s  
v i r a l e s  ( n i  de t y p e  A, n i  de  type C ) .  

En mi l i eu  renfermant 10p100 ae serum, on s é l e c t i o n -  
n e  l e  v a r i a n t  f i b r o b l a s t i q u e  (EIF2).  11 n e  p r e s e n t e  p a s  
d ' i n h i b i t i o n  de  con tac t .  Il peu t  i n d u i r e  l e  developpement de  . 
tumeurs a s c i t i q u e s  chez l a  s o u r i s  Balb/c. I l  p r o d u i t  des 

p a r t i c u l e s  v i r a l e s  de  type  C e t  p r é s e n t e  de nombreuses p a r t i -  
c u l e s  v i r a l e s  d e  type  A. Nous n'avons pas  pu m e t t r e  en évidence 
l a  s é c r é t i o n  de  1 'immunoglobuline monoclonale p a r  c e  v a r i a n t  
dans n o t r e  l a b o r a t o i r e .  

l 

Enfin,  il est p o s s i b l e  d 'ob ten i r  des r é v e r t a n t s  de 

ces v a r i a n t s  en a g i s s a n t  s u r  l a  concent ra t ion  en sérum du milieu 
de c u l t u r e  (GUERIN e t  col1 ( 5 0 ) ) .  

Toutes nos é tudes  s u r  les p a r t i c u l e s  v i r a l e s  de  

type  C p r o d u i t e s  p a r  l e  plasmocytome MOPC 173 o n t  éte r é a l i s é e s  
B p a r t i r  des  v i r u s  p r o d u i t s  p a r  l a  l i g n é e  MF2 maintenue en 
c u l t u r e  s o i t  in-vivo sous forme a s c i t i q u e  chez l a  s o u r i s  Balb/c, 

so i t  i n - v i t r o  en c u l t u r e  c e l l u l a i r e  f i x é e  ou en suspension 

a g i t é e .  



En résumé, l ' i n d u c t i o n  de  plasmocytomes es t  p o s s i b l e  I 

chez  l a  s o u r i s  Balb/c .  Leur développement se f a i t  à p a r t i r  

d 'un f o y e r  d ' i n i t i a t i o n  i n t r a p é r i t o n é a l .  La m a j o r i t é  d e s  
l 

myélomes s é c r é t a n t  p r o d u i s e n t  une immunoglobuline monoclonale C! 

l a  c l a s s e  des  IgA. Les  immunoglobulines peuvent  a v o i r  une  

a c t i v i t e  a n t i c o r p s .  L a  p l u p a r t  peuvent ê t re  maintenus  p a r  t r a n s i  

p l a n t a t i o n  dans une l i g n é e  syngénique e t  ê t re  c u l t i v é s  - i n -  

v i t r o .  En f in ,  dans  t o u s  les plasmocytomes d e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e 4  

d e  t ype  A i n t r a c i s t e r n a l e s  o n t  é té  d é c r i t e s .  Dans c e r t a i n s ,  l 

on t rouve ,  en o u t r e ,  d e s  p a r t i c u l e s  A i n t r a c y t o p l a s m i q u e s  ; il i 
y a ,  dails c e  c a s ,  p roduc t ion  d e  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  d e  t y p e  C. 

La s i g n i f i c a t i o n  de  ces p a r t i c u l e s  v i r a l e s  n ' a  p a s  enco re  

été déterminée.  I 



L e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  d e  type  C s o n t  d e s  v i r u s  
enveloppés dont  l e  génome est  c o n s t i t u é  pa r  un RNA de h a u t e  
asse molécula i re .  Ils o n t  été pendant un temps a p p e l é s  

oncornavi rus .  Cependant, comme t o u s  n e  s o n t  p a s  oncogènes, on 
p r é f è r e  les  dés igne r  maintenant  sous l e  nom de r é t r o v i r u s  
(FENNER (SI)), c'est-à-dire des v i r u s  possédant  une t r a n s -  
c r i p t a s e - i n v e r s e  l e u r  pe rme t t an t  de  t r a n s c r i r e  l e u r  RNA 

. g6nomique en un DNA complémentaire. 
L,AA .i 

Nous nous l i m i t e r o n s  % l a  d e s c r i p t i o n  d e s  r é t r o v i r u s  
de s o u r i s .  

A. Morpholoqie : 
L e s  r é t r o v i r u s  murins se rangent  parmi les p a r t i c u l e  

v i r a l e s  d e  type  C dans l a  c l a s s i f i c a t i o n  proposée p a r  
BERNHARD (52) . S u r  coupes u l t r a f  i n e s  deux formes d e  p a r t i c u l e s  
peuvent être d i s t i n g u é e s  : 
- les formes matures  souvent sphé r iques ,  d 'un diametre d e  

la) nm possédant  une enveloppe e x t e r n e  e t  un nucléoXde c e n t  
dense aux é l e c t r o n s ,  a r r o n d i ,  d 'un diamat 
t o u r 6  d 'une f i n e  membrane. 
- les formes immatures possédant  les mêmes c a r a c t é r i s t i q u e s  
m a i s  un c e n t r e  clair. 

En c o l o r a t i o n  néga t ive ,  p a r  s u i t e  d ' a r t é f a c t s ,  i 

p r é s e n t e n t  une forme péd icu lée  c a r a c t é r i s t i q u e  (NERMUT e t  
c o l 1  ' (53)  ) . 



v i r u s  l eucémgènes  peuvent s e r v i r  d l a u x i l l i a i r e s  pour  permet- 

l a  formation de foyers  de  t ransformat ion  s u r  f i b r o b l a s t e s  
embryonnaires de  s o u r i s  r e q u i e r t  t o u i o u r s  une doub le - in fec t io  

pa r  un v i r u s  sarcomatogène e t  un v i r u s  l e ~ c é m o g è n e ~  

L e s  v i r u s  endogènes, a u s s i  appelés  v i r u s  c ryp t iques ,  

r é s u l t e n t  de  1 ' expression s o i t  i n d u i t e  (par  d e s  pyr imidines  
halogénées ou des hormones s t é roxdes  p a r  exemple) s o i t  

spontanée de  1 'information génét ique  de v i r u s  a RNA, informatiol  

q u i  es t  contenue dans l e  génome d e  c e r t a i n e s  souches de s o u r i s ,  
T r o i s  c l a s s e s  de v i r u s  endogénes o n t  été d é c r i t e s  : l a  

c l a s s i f i c a t i o n  est fondée s u r  l e  t ropisme ( v o i r  p l u s  l o i n )  e t  

l ' a c t i v i t é  b io logique  de  c e s  v i r u s  (STEPHENSON e t  col1 ( 5 6 ) ) .  

D e s  v i r u s  endogènes s o n t  cer tainement  a c t i v é s  l o r s  du dévelop- 
pement de c e r t a i n e s  tumeurs chez des souches de  s o u r i s .  L e  

r égu la t ion  d e  l e u r  expression est donc très i n t é r e s s a n t e  à 

é t u d i e r .  



Enfin,  les r é t r o v i r u s  murins s o n t  c a r a c t é r i s é s  p a r  
l e u r  tropisme, c 'es t -à -d i re  l e u r  s p é c i f i c i t é  d 'hôte .  L e s  

souches de s o u r i s  peuvent être c l a s s é e s  en deux grandes 
familles : l e s  souches N ,  apparentées  à l a  s o u r i s  N I H ,  e t  les 
souches B,  apparentées  à l a  s o u r i s  Balb/c (pour une c l a s s i f i -  
c a t i o n  v o i r  GISSELBRECHT e t  LEVY (57) ) . Suivant  que les 

r é t r o v i r u s  s e  m u l t i p l i e n t  exclusivement dans l e u r  espèce  
d ' o r i g i n e  ou dans des  espèces é t r angères  i l s  s o n t  d i t s  
éco t rop iques  ou xénotropiques.  L e s  v i r u s  écot ropiques  peuvent 
à l e u r  t o u r  ê t r e  c l a s s é s  en t r o i s  c a t é g o r i e s  : l e s  v i r u s  
N-tropiques i n f e c t a n t  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  les souches de s o u r i s  
ou les f i b r o b l a s t e s  de  s o u r i s  apparentée? a l a  s o u r i s  N I H ,  les 

v i r u s  B-tropiques i n f e c t a n t  p ré fé ren t i e l l ement  les souches de 

s o u r i s  ou l e s  f i b r o b l a s t e s  d e  s o u r i s  apparentées  à l a  s o u r i s  
Balb/c e t  l e s  v i r u s  NB-tropiques q u i  i n f e c t e n t  l e s  deux souche 

(HARTLEY e t  c o l 1  (58) e t  O I E  e t  c o l 1  ( 5 9 ) ) .  

Du p o i n t  de  vue biochimique, l e s  r é t r o v i r u s  peuvent ~ 
ê t r e  cons idérés  comme des  r ibonucléoproté ïnes  enveloppées 
composées de 60  a 70p100 de p r o t é ï n e s ,  2 0  % 30p100 de  l i p i d e s ,  

2 ~ 1 0 0  de  suc res  e t  environ lp100 de  RNA (BEARD (60) ) . Nous ~ 
a l l o n s ,  dans les paragraphes ,  su ivan t s ,  p r e c i s e r  l e  detail et ~ 
l a  l o c a l i s a t i o n  de  c e s  d i v e r s  c o n s t i t u a n t s .  

A. Organisat ion qénéra le  e t  polypept ides  de s t ruc tu r l  

Un schéma généra l  de 1 'organisa t ion  d'un r é t r o v i r u s  
est p r é s e n t é  s u r  l a  f i g u r e  1. L 'analyse en g e l  de polyacry- 
lamide d i s s o c i a n t  des p r o t é ï n e s  .de s t r u c t u r e  du v i r i o n  a permis 

de mettre en évidence 7 c o n s t i t u a n t s  majeurs : 
- 2 g lycopro té ïnes  : l ' u n e  d e  masse molécula i re  69-71000 da l ton  

désignée gp 69/71 e t  l ' a u t r e  de masse molécula i re  45000 da l tona  

dés ignée  gp 45. 

- 5 polypept ides  de  masse molecula i re  : 30000, 15000, 12000 
e t  10000 d a l t o n s  aés ignés  respect ivement  : p30, p l  5 (E) ,pl  5 (C) 
p l 2  e t  p10. 



Leur  l o c a l i s a t i o n  a  été p r é c i s é e  s e l o n  un p r o t o c o l e  / 
résume dans l a  f i g u r e  1 .  STROMBERG (61 ) a  montre  que 1 ' a c t i o n  1 
du S t é r o x  SL ( u n ' d é t e r g e n t  non ion ique )  s u r  les r é t r o v i r u s  

murins p e r m e t t a i t  d e  s é p a r e r  1 'enveloppe e x t e r n e  du noyau 

v i r a l ,  donc d e  "décaper" l es  v i r u s .  L e  noyau p e u t  à son t o u r  1 
être rompu g r â c e  à un t r a i t e m e n t  supplémenta i re  au S t é r o x  SL l 
e t  à 30 c y c l e s  de  congé la t ions-décongé la t ions ,  en un système 

membranaire i n t e r n e  e t  un n u c l é o ï d e  r i bonuc léopro t é ique .  Comme 1 
chaque c o n s t i t u a n t  possède une d e n s i t é  appa ren te  b i e n  c a r a c t é -  

- r i s t i q u e  l o r s  d ' u n e  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  à 1 ' é q u i l i b r e  e n  

g r a d i e n t  de d e n s i t é  de  s accha rose  ( C  = 1 , l  pour  1 'enve loppe  

e x t e r n e ,  = 1,16 pour l a  p a r t i c u l e  v i r a l e  i n t a c t e ,  e = 1,23- 

1,26 pour l e  noyau e t  e>1 ,3  pour l e  nuc leo ïde) ,  il e s t  r e l a -  

t ivement  a i s é  d ' o b t e n i r  c e s  f r a c t i o n s  p u r i f i é e s , d t a n a l y s e r  l e u r  

composit ion en po lypep t ides  s u r  g e l  de  po lyacry lamide  d i s s o c i a n  

e t  a i n s i  de p r é c i s e r  l a  l o c a l i s a t i o n  d e  c e s  d i v e r s  

1 .  - L e s  g l ~ c o ~ r o t é ï n e s :  --------- ........................ 
La l o c a l i s a t i o n  de  l a  g l y c o p r o t é ï n e  gp 69/71 a  

été a s s e z  d i f f i c i l e  à p r é c i s e r  é t a n t  donné l a  f r a g i l i t é  de 

l ' e n v e l o p p e  e x t e r n e ,  Une s e u l e  congé la t ion  d ' u n  s t o c k  v i r a l  

avan t  une p u r i f i c a t i o n  d e s  p a r t i c u l e s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  à 

l ' e q u i l i b r e  p e u t  f a i r e  p e r d r e  j u s q u ' à  9 8 ~ 1 0 0  d e  l a  g lyco-  

p r o t é ï n e  gp 69/71. A i n s i ,  e l l e  p e u t  ê t r e  f a c i l e m e n t  i s o l é e  d e  

su rnagean t s  d e  congé la t ion  d 'un s tock  v i r a l  (STRAND e t  AUGUST 

( 6 2 ) ) .  E l l e  a été l o c a l i s é e  dans  l e s  s p i c u l e s  de  l ' e n v e l o p p e  

v i r a l e  q u i  s o n t  l e s  p a r t i e s  les  p l u s  f r a g i l e s  de  l a  c a p s i d e .  

La g l y c o p r o t é ï n e  gp 4 5  semble se p r é s e n t e r  sous  

forme agrégée.  E l l e  e s t  très d i f f i c i l e  à d i s s o c i e r  même en 

p ré sence  de  SDS. L e s  p remieres  é t u d e s  l a i s s a i e n t  p e n s e r  qu 'une 

g l y c o p r o t é ï n e  de  masse m o l é c u l a i r e  100 000 d a l t o n s  e x i s t a i t .  

En f a i t ,  il s ' a g i s s a i t  d ' a g r é g a t s  de  4p45. La gp45 p e u t  ê t r e  

p r é c i p i t é e  p a r  un sérum d e  s o u r i s  dénommé C6B3F1 (sérum 
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Figure 1 .  S tructure  généra l e  d'un r é t r o v i r u s  murin. 
Technique employée pour l o c a l i s e r  les  p o l y p e p t i d e s  
de s t r u c t u r e  (LEVY ( 6 3 )  ) . 



autoimmun d 'hybr ide  (C57bl /6  x C3H/An) FI ) obtenu pa r  IHLE 

e t  c o l 1  ( 6 4 j .  

La protéxne p30 est l e  c o n s t i t u a n t  pro tézque  majeur 

des r é t r o v i r u s .  E l l e  possède de  m u l t i p l e s  dé terminants  a n t i -  
géniques. E l l e  est l o c a l i s é e  dans 1 'enveloppe du nucléoïde .  

L a  p r o t é ï n e  p l 5  correspond en f a i t  à deux espèces  : 
une l o c a l i s é e  dans l ' enveloppe  du nucléoïde  e t  une l o c a l i s é e  
dans 1 'enveloppe externe.  On l e s  désigne respect ivement  p l  5 (c) 
e t  pl 5 (E)  (IKEDA e t  c o l l  (65) ) . 

La p r o t é ï n e  p l2  e s t  très r é v é l a b l e  p a r  a c t i o n  du 
c h l o r u r e  de dansyl  m ê m e  s u r  un v i r u s  i n t a c t .  Cependant, e l l e  

n ' e s t  p a s  iod inab le  i n - s i t u  par  l a  technique a l a  l a c t o -  
peroxydase. E l l e  s e r a i t  .donc l o c a l i s é e  s u r  l e  f e u i l l e t  i n t e r n e  
de l a  membrane externe .  

i 

La p r o t é ï n e  p l 0  est très basique, très riche en 

arg in ine .  E l l e  est a s s o c i é e  au RNA v i r a l .  

D e s  é tudes  d e  séquence (OROZLAN e t  c o l l  (661.) e t  ( 

comparaisons de  cartes pep t id iques  obtenues p a r  hydrolyse 
t ryps ique  de l a  p r o t é r n e  p30 (BUCHHAGEN e t  col l  (67)  ) o n t  
permis de montrer que l a  s t r u c t u r e  p r ima i re  de c e t t e  p r o t é I n e  
est trés conservat ive  parmi les r e t r o v i r u s  murins & t u d i e s .  Sa 

séquence NH2-terminale est Pro - Leu - Arg . . . . 
La p r o t é ï n e  p l 0  montre a u s s i  de  telles homologies 

de séquence parmi les d i v e r s  r é t r o v i r u s  é t u d i e s  ; p a r  c o n t r e ,  

les  p r o t é ï n e s  p l  5 e t  p l2  s o n t  très d i f f é r e n t e s  d'un v i r u s  a 
l ' a u t r e  (BUCHHAGEN e t  c o l 1  ' ( 6 8 ) ) .  V o i r  a u s s i  BARBACID et  

~011 ( 6 9 ) )  . 



E n f i n ,  l e s  s p é c i f i c i t é s  a n t i g é n i q u e s  p o r t é e s  p a r  

les  p r o t é ï n e s  d e  s t r u c t u r e  d e s  r é t r o v i r u s  s o n t  résumées dans  

l e  t a b l e a u  I V .  

~ , - Z - L ~ S - L L E L ~ ~ S - I  ------------------ 

Ils s o n t  l o c a l i s é s  dans  l a  membrane e x t e r n e  q u i  

p r o v i e n t  elle-même d e  l a  membrane c e l l u l a i r e .  Q U I G L Y  e t  c o l 1  

(70) o n t  a n a l y s é s  l e s  phospho l ip ides  du v i r u s  du sarcome d e  

Rous ( r é t r o v i r u s  a v i a i r e )  . I l s  d é c r i v e n t  une composi t ion d e  

3 3 ~ 1 0 0  en phosphat idyléthanolamine,  20p100 en phospha t idy l -  

c h o l i n e ,  29p100 en sphingomyéline,  12p100 du mélange phospha- 

t i d y l s é r i n e  e t  p h o s p h a t i d y l i n o s i t o l  e t  4p100 en d i v e r s .  

B .  L e s  RNA v i r a u x  : 

L' a n a l y s e  en g e l  composite de  po lyacry lamide-  

agarose  d e s  RNA e x t r a i t s  de  r é t r o v i r u s  montre l ' e x i s t e n c e  de 

p l u s i e u r s  e spèces  : un RNA d e  h a u t e  masse m o l é c u l a i r e  cons- 

t i t u a n t  l e  génome v i r a l  e t  d e s  e spèces  l é g è r e s .  Leur l o c a l i -  

s a t i o n  a  pu ê t r e  p r é c i s é e  comme pour les  p r o t é ï n e s  p a r  l a  

t echnique  d ' i s o l e m e n t  d e s  "co re s" .  D ' au t r e  p a r t ,  d e s  e s p è c e s  

18 e t  28 S  vraisemblablement r ibosomales ,  emportées lors du 

p roces sus  de  bourgeonnement à l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e  s o n t  

p a r f o i s  mises  en évidence.  

1  - Les e s ~ è c e s  l é g s r e s  : -L--------- ------- ------ .......................... 
D e s  RNA de  c o n s t a n t e  d e  séd imenta t ion  8  S e t  4 S 

o n t  é té  d é c r i t s  dans  les  r é t r o v i r u s  murins (LARSEN e t  c o l l ( 7 1 ) )  

C e s  e spèces  s o n t  l o c a l i s é e s  dans  les  coques v i r a l e s .  Le RNA 

4 S es t  du t y p e  RNA de  t r a n s f e r t .  Le RNA 8  S  es t  composé d e  

deux sous-espèces  appe lées  8  SA e t  8  SB . L e  RNA 8  S 

r e p r é s e n t e  4 à 5p100 du RNA t o t a l  e x t r a i t  d e  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  

i n t é g r e s .  Les e spèces  8  SA e t  8  SB r e p r é s e n t e n t  r e s p e c -  

t ivement  75 e t  25p100 du RNA 8  S  t o t a l .  Les RNA 8  SA e t  8  SB 

s o n t  en f a i t  d e s  isomères  conformat ionne ls  d ' un  s e u l  RNA d o n t  



S p é c i f i c i t é s  a n t i q é n i q u e s  p o r t é e s  p a r  l e s  p r o t é ï n e s  d e  s t r u c t u r e  

d e s  r é t r o v i r u s  mur ins  ( d ' a p r è s  LEVY (72 )  ) - 

(*) P o u r c e n t a g e  de l ' a c t i v i t é  a n t i g é n i q u e .  

(a) Correspond à l ' a c t i v i t é  g s  1 .  

( b )  Correspond à l ' a c t i v i t é  g s  3. 
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l ' o r i g i n e  est  v r a i s e m b l a b l e m e n t  c e l l u l a i r e  (LARSEN e t  col1 (73)  ) . 
S,-r-Le-RNA-s~nornLsue-~iraI-~ ............................. 

L e  RNA d e  h a u t  p o i d s  m o l é c u l a i r e  d e s  r é t r o v i r u s  m u r i n s  

d e  c o n s t a n t e  d e  s é d i m e n t a t i o n  60-70 S  comporte une  s é q u e n c e  

p o l y a d é n y l é e  (GILLESPIE e t  co l l  ( 7 4 ) ) .  I l  p e u t  ê t re  d i s s o c i é  

en s o u s - u n i t é s  d e  30-35 S  p a r  d é n a t u r a t i o n  the rmique  o u  p a r  

a c t i o n  d e  c e r t a i n s  a g e n t s  d é n a t u r a n t s  c o m m e  l e  d i m é t h y l s u l f o -  

xyde (BADER e t  STECK (75)  , DUESBERG (76) ) . Dans ces c o n d i t i o n s ,  

un RNA 4 s  a p p a r e n t é  aux t R N A  e t  c a p a b l e  d ' a c c e p t e r  l a  p r o l i n e  

est  l i b é r é  du génome des r é t r o v i r u s  mur ins  (WATERS ( 7 7 )  , ERIKSON 

e t  ERIKSON ( 7 8 ) )  ; son rôle es t  d i s c u t é  p l u s  l o i n .  Un RNA 8 s  

semble éga lement  ê t re  a s s o c i é  au RNA génomique (EMANOIL- 

RAVICOVITCH e t  c o l l  (79 )  ) . 

Le nombre d e  sous-uni  tés c o n s t i t u a n t  l e  génome d e s  

r é t r o v i r u s  a  é té  très longtemps c o n t r e v e r s é .  L e s  d e r n i è r e s  

é t u d e s  en  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  de KUNG e t  c o l l  ( 8 0 )  s u r  un 

v i r u s  de c h a t ,  l e  RD 114 e t  d e  DUBE e t  co l l  s u r  l e  v i r u s  d e  l a  

l e u c é m i e  de F r i e n d  (81)  m o n t r e n t  q u ' i l  es t  c o n s t i t u é  de  deux 

s o u s - u n i t é s  d o n t  l ' o r g a n i s a t i o n  es t  donnée d a n s  l a  f i g u r e  2 .  Les  

deux s o u s - u n i t é s  compor tan t  e n v i r o n  10 000 n u c l é o t i d e s  s o n t  

l iées  e n t r e  e l les  à l e u r  e x t r é m i t é  5 ' -phospha te  p a r  u n e  s t r u c -  

t u r e  d e  l i a i s o n  d imér ique .  C e t t e  s t r u c t u r e  en " o r e i l l e  d e  

l a p i n  " est  très r i c h e  en a p p a r i e m e n t s  G-C ( 6 3 ~ 1 0 0  d ' a p r è s  

les c o n d i t i o n s  r e q u i s e s  p o u r  s a  d é n a t u r a t i o n )  chez  l e  RD-1 1 4 ,  

e l l e  s e r a i t  un peu moins r i c h e  en  d e  te ls  a p p a r i e m e n t s  chez 

l e  v i r u s  de F r i e n d .  P l u s i e u r s  h y p o t h è s e s  o n t  é t é  é m i s e s  q u a n t  

Zi l a  s t r u c t u r e  p r é c i s e  d e  ce t te  zone  d e  l i a i s o n  d i m é r i q u e ,  e l les  

s o n t  résumées d a n s  l a  f i g u r e  2 .  Une s t r u c t u r e  e n  b o u c l e  est  

v i s i b l e  v e r s  l e  m i l i e u  d e  l a  molécu le .  Le  segment  p o l y a d é n y l é ,  

compor tan t  e n v i r o n  200 r é s i d u s  d ' a c i d e  a d é n y l i q u e ,  e s t  l o c a -  

l i s é  à l ' e x t r é m i t é  3 '-OH de chaque s o u s - u n i t é  (MOLLOY e t  

col l  ( 8 2 ) ) .  Les  deux s o u s - u n i t é s  s o n t  i d e n t i q u e s ,  l e  génome 
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F i g u r e  2 .  S t r u c t u r e  du génome des r é t r o v i r u s .  

A.  S t r u c t u r e  e t  i n t e r c o n v e r s i o n  du  RNA génomique  du 

v i r u s  R D - 1 1 4  ( d ' a p r è s  KUNG e t  c o l l  ( 8 3 ) ) .  L e s  masses molécu-  

l a i res  s o n t  d é t e r m i n é e s  p a r  d e s  m e s u r e s  de l o n g u e u r  de molécu lc  

en  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e .  

B.  S t r u c t u r e  p o s s i b l e  du s i t e  d e  l i a i s o n  d i m é r i q u e .  

En b  e t  c il y a i n t e r v e n s i o n  d ' u n  p e t i t  RNA p o u r  a s s u r e r  l a  

l i a i s o n .  L e s  l e t t r e s  A-E i n d i q u e n t  des s é q u e n c e s  de b a s e ,  l es  

l e t t r e s  p r i m e s  i n d i q u e n t  l e s  s é q u e n c e s ,  c o m p l é m e n t a i r e s  (d  ' a p r è i  

KUNG e t  c o l l  ( 8 4 ) ) .  



est donc p o l y p l o ï d e .  

E n f i n ,  l e s  e x t r é m i t é s  5 ' - p h o s p h a t e  s o n t  du t y p e  

"cap" p r é s e n t a n t  u n e  séquence  m7û5 ppp5 ' G m C p  comme 

cel le  d é c r i t e  d a n s  l e s  RNA messagers  (SHATKIN ( 8 5 ) ) .  

C .  L a  t r a n s c r i p t a s e - i n v e r s e  : 

En 1970,  TEMIN e t  M I Z U T A N I  ( 8 6 )  e t  BALTIMORE ( 8 7 )  

o n t  m i s  en  é v i d e n c e  u n e  a c t i v i t é  DNA polymérasique-RNA dépen- 

d a n t e  chez  l es  r é t r o v i r u s .  C e t t e  enzyme e n c o r e  a p p e l é e  r e v e r s e -  

t r a n s c r i p t a s e  ou  t r a n s c r i p t a s e - i n v e r s e  es t  u n e  d é o x y n u c l é o s i d e  

triphosphate-DNA déoxynucléotidyltransférase (E . C e  -2 .7 .7 .7 .  ) . 
S e s  p r o p r i é t é s  s o n t  l es  s u i v a n t e s  : 

1  ) E l l e  demande un i n i t i a t e u r  p r é e x i s t a n t  s u r  l e q u e l  l a  

s y n t h è s e  d e  DNA commence. 

2 )  E l l e  c o p i e  d e s  m a t r i c e s  DNA e t  RNA. 

3 )  E l l e  c o p i e  d e s  ribohomopolymères a v e c  d e s  i n i t i a t e u r s  

déoxyr ibopo lymér iques .  Le modèle l e  p l u s  s p é c i f i q u e  é t a n t  l e  

p o l y  ( r C )  -01igo (dG) . 
4 )  E l l e  est  d i s t i n c t e  d e  t o u t e s  l es  enzymes t r o u v é e s  j u s q u ' à  

ce j o u r  dans  l e s  c e l l u l e s  normales .  

5 )  E l l e  se p r é s e n t e  comme u n e  n o u v e l l e  enzyme d a n s  l e s  c e l l u l e s  

i n f e c t é e s .  

6 )  E l l e  est codée  p a r  l e  génome v i r a l .  

7 )  E l l e  est n é c e s s a i r e  seu lement  j u s t e  a p r è s  1 ' i n f e c t i o n .  

8 )  E l l e  es t  l o c a l i s é e  d a n s  l e  noyau d e  l a  p a r t i c u l e  v i r a l e .  

La t r a n s c r i p t a s e - i n v e r s e  des r é t r o v i r u s  m u r i n s  e s t  

c o n s t i t u é e  d ' u n e  c h a î n e  p o l y p e p t i q u e  de masse m o l é c u l a i r e  

70 à 80000 d a l t o n s  e t  p o r t a n t  une  a c t i v i t é  a n t i g é n i q u e  p a r -  

t i c u l i è r e  (GOMARD e t  LEVY ( 8 8 )  ) .  Une a c t i v i t é  r i b o n u c l é a s e  H 

a été  d é c r i t e  a s s o c i é e  à l a  t r a n s c r i p t a s e - i n v e r s e  du v i r u s  de 

l a  m y é l o b l a s t o s e  a v i a i r e  ; en ce q u i  c o n c e r n e  l ' e n z y m e  i so lée  

à p a r t i r  d e  v i r u s  mur ins ,  l a  q u e s t i o n  es t  très c o n t r e v e r s é e  : 

pour  c e r t a i n s  a u t e u r s  (WANG e t  DUESBERG ( 8 9 ) ,  OLOFSSON e t  



c o l l  ( g o ) ,  WU e t  c o l l  ( 9 1 ) )  .cette a c t i v i t é  n ' e s t  p a s  l i é e  à 

1 'enzyme p u r i f i é e  ; p o u r  d  ' a u t r e s  a u t e u r s  (GRANDGENETT e t  

col l  ( 9 2 ) ,  MOELLING ( 9 3 ) ,  WEIMANN e t  c o l l  ( 9 4 ) ,  VERMA (95)  

cet te  a c t i v i t é  es t  l i ée  à l ' enzyme p u r i f i é e .  

Dans des s y s t è m e s  a c e l l u l a i r e s ,  l a  t r a n s c r i p t a s e  

i n v e r s e  p e u t  : 

- s o i t  s y n t h é t i s e r  d e s  homopolydéoxynucléotides s u r  d e s  m a t r i c e s  

s y n t h é t i q u e s  t e l s  l e  p o l y  ( r A )  -01igo (dT) ou l e  p o l y  (rC ) - 
o l i g o  (dG) , c ' e s t  1 ' a c t i v i t é  exogène de l ' enzyme.  

- s o i t  s y n t h é t i s e r  un DNA complémenta i re  d ' u n  génome v i r a l  

a p r è s  p e r m é a b i l i s a t i o n  d ' u n  v i r u s  p a r  l e s  d é t e r g e n t s  d a n s  un 

m i l i e u  r é a c t i o n n e l  a p p r o p r i é ,  c ' es t  l ' a c t i v i t é  endogène d e  

1 'enzyme. 

Dans l a  r é a c t i o n  endogène,  l e  DNA complémenta i re  

du RNA génomique v i r a l  e s t  s o u v e n t  s y n t h é t i s é  s o u s  f o r m e  d e  

p e t i t s  f r a g m e n t s  d e  6 à 1 0  S de c o n s t a n t e  de s é d i m e n t a t i o n ,  

ces f r a g m e n t s  s o n t  cependan t  r é p r é s e n t a t i f s  d e  l a  t o t a l i t é  d e s  

s é q u e n c e s  génomiques v i r a l e s  ( v o i r  p a r  exemple TAVITIAN e t  

col l  ( 9 6 ) ) .  Pour  o b t e n i r  d e s  c o p i e s  c o m p l è t e s  du génome s o u s  

forme d  'une  s e u l e  l o n g u e  c h a I n e  polydésoxyribonucléotidique, 

il f a u t  t r a v a i l l e r  à h a u t e  c o n c e n t r a t i o n  en d é s o x y n u c l é o s i d e s  

t r i p h o s p h a t e s  (ROTHENBERG e t  BALTIMORE (97 ) ) . 
L ' a c t i v i t é  DNA polymérasique-DNA d é p e n d a n t e  d e  l a  

t r a n s c r i p t a s e  i n v e r s e  p e u t - ê t r e  i n h i b é e  p a r  1 ' a c t i n o m y c i n e  D 

(Mc DONNELL e t  c o l l  ( 9 8 ) ) .  C e t t e  p r o p r i é t é  de l a  d r o g u e  a  é té  

u t i l i s é e  pour o b t e n i r  d e s  c o p i e s  m o n o c a t é n a i r e s  d e s  génomes 

v i r a u x .  I l  n  ' es t  cependan t  p a s  t o u j o u r s  n é c e s s a i r e  d ' u t i l i s e r  

cet  a r t i f i c e  p o u r  former  d e s  DNA m o n o c a t é n a i r e  complémenta i res  

d e s  génomes v i r a u x  (TAVITIAN e t  c o l l  (99 ) ) . 

E n f i n ,  d e  nombreux a u t r e s  i n h i b i t e u r s  d e s  t r a n s c r i p -  

t a s e s  i n v e r s e s  o n t  é t é  d é c r i t s  ( v o i r  l a  r e v u e  d e  SMITH e t  

GALLO (108 ). 



SL-~-M~can_ i sme-d~ac t i~n_n_de-ba- t ranscr i~ tase~ in~e~~~-~  ..................................................... 

Le modèle d é c r i t  es t  c e l u i  proposé p a r  HASELTINE 

( 101) .  Il e s t  schémat i sé  f i g u r e  3. 

Comme t o u t e s  les  DNA polymérases,  l a  t r a n s c r i p t a s e -  

i n v e r s e  r e q u i e r t  l a  p résence  d ' une  amorce possédan t  un groupe 

ment 3  ' -hydroxyle - l ib re  : un RNA de  t r a n s f e r t ,  un t-RNA q u i  

accep te  l a  p r o l i n e  pour les  r é t r o v i r u s  murins (WATERS ( 1 0 2 ) )  

sert d'amorce à l a  po lymér i sa t ion .  &e s i t e  d ' i n i t i a t i o n  se 

t r o u v e r a i t  à env i ron  135 n u c l é o t i d e s  d e  1 ' e x t r é m i t é  gauche du 

génome. La cha îne  n é o s y n t h é t i s é e  commence p a r  l a  séquence 

AAT GAA .A 1 ' e x t r é m i t é  5 'phosphate  du génome se t r o u v e  un 

f o r t  s i g n a l  d ' a r r ê t  pour l a  t r a n s c r i p t i o n  e t  aux e x t r é m i t é s  

5 ' e t  3  ' se t r o u v e n t  d e s  séquences sub te rmina l e s  ana logues  

( r é s i d u s  65 à 135) 

La t r a n s c r i p t i o n  s ' a r r ê t e  à 1 ' e x t r é m i t é  5 'phospha te ,  

p u i s  l ' a c t i v i t é  r i b o n u c l é a s e  H dégrade l e  RNA m a t r i c e  q u i  

v i e n t  d ' ê t r e  t r a n s c r i t  e t  l a  cha îne  n é o s y n t h é t i s é e  s ' h y b r i d e  

avec l a  séquence complémentaire de  l ' e x t r é m i t é  3 ' h y d r o x y l e  - 

s o i t  de  l a  même sous-uni té  génomique, s o i t  de  1 ' a u t r e  sous-  

u n i t é ,  e t  l a  t r a n s c r i p t i o n  reprend  donnant une s e u l e  l ongue  

cha îne  complémentaire du génome v i r a l .  Ceci  se p r o d u i r a i t  

i n - v i t r o  dans  les  c o n d i t i o n s  i d é a l e s  p e r m e t t a n t  l e  f r a n c h i s -  

sement du f o r t  s i g n a l  d ' a r r ê t  d e  l a  t r a n s c r i p t i o n  ( c o n d i t i o n s  

d e  ROTHENBERG e t  BALTIMORE p a r  exemple (1 03 ) ) . 
I l  se p r o d u i t  quand même 1 0  à 20p100 d ' i n i t i a t i o n s  

s econda i r e s  en d ' a u t r e s  s i tes  f o u r n i s s a n t  d e s  DNA complé- 

men ta i r e s  composés de  p e t i t s  f ragments .  C ' e s t  ce q u i  est  

observé  dans  l e s  c o n d i t i o n s  h a b i t u e l l e s  u t i l i s é e s  d a n s  l a  

r é a c t i o n  de  po lymér i sa t ion  endogène. 
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F i g u r e  3 .  Mécanisme d ' a c t i o n  d e  l a  t r a n s c r i p t a s e - i n v e r s e  

d ' a p r è s  HASELTINE ( 1 0 4 ) .  

Voir l es  e x p l i c a t i o n s  dans  l e  t e x t e .  

( ) Séquences  homologues.. 

fi t -RNA s e r v a n t  d 'amorce.  
/w Séquence po lyadényl ique .  



Appendice 

P 1 8  Des  résu l ta t s  récents  obtenus par ~ A N T z ,  M. J. , STRAND, M. and AUGUST, 

J. T. (1. Virol . , (1 977) , 2 2  , 804 -81 5) permettent d e  proposer l a  philogénie 

suivante pour les g l y c ~ p r o t é l h e s  d e  structure d e s  rétrovirus murin s : 

gp  9 0  (précurseur) 

SP 69/71 15-17 K qui pourrait ê t r e  

(3201 00 d e  sucres) l a  p l 5  (E) 

l (6 à 9 p 1 0 0  d e  sucres) 

P 22 Les glycoprotélhes g p  69/71 e t  gp 32 portent les mêmes déterminants d e  

I groupe e t  d e  type. La glycoprotélhe gp  45 ne  possède aucun déterminant inter 

spécifique e t  n e  possède  pas  tous les déterminants d e  groupe d e s  deux 

glycoprotélhes précédentes (même référence que ci-dessus).  

P 23 La mise en évidence d'un RNA d e  haute masse moléculaire chez les rétrovirus 

murins leucémie d e  Rauscher e s t  due àGALIBERT, F. , CHENAILLE, P. , 
BERNARD, C. and BOIRON, M. (Nature , (1 966), 2 0 9  , 680-682). 

P 24 Un modèle plus  précis du s i t e  d e  l iaison dimérique du génome du virus  du 

sarcome d e  ROUS a é t é  récemment propos6 par HASELTINE, W.A., MPXAM, 

A.M. and GILBERT, W. (Proc.Nat.Acad.Sci, (1977), 74, 989-993). 

P 27 L'identificationprécisedut-RNA c o m m e a m o r c e d a n s l a r é a c t i o n d e  
Pro 

transcription inverse endogéne a é t é  appcrtée par PETERS, G . ,  HARADA, F . ,  

DAHLBERG, J.E., PANET, A., HASELTINE, W.A., and BALTIMORE, D. (~.Virol ,  

(1977), 2 l ,  1031-1041). 

PP 33&112 La mdif icat ion de  la technique d e  "MOLONEY" que nous avons u t i l i sée  e s t  

celle décr i te  par CHENAILLE, P. , LEW, J. P., TAVITIAN, A. and BOIRON, M. 

(Nature, (1967), 213, 107-108) .  



R E S U L T A T S  



Après  a v o i r  décr i t  u n e  é t u d e  c r i t i q u e  d e s  p r o c é d é s  

d ' i s o l e m e n t  e t  d e  p u r i f i c a t i o n  d e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s ,  n o u s  

d é f i n i r o n s  l es  c a r a c t é r i s t i q u e s  b i o c h i m i q u e s  de c e l l e s - c i .  

P u i s ,  nous  m o n t r e r o n s  comment l a  r e c h e r c h e  d ' une  a c t i v i t é  

b i o l o g i q u e  d e  ces p a r t i c u l e s  n o u s  a  c o n d u i t  à é t u d i e r  l e  

phénomène d e  p o l y c a r y o c y t o s e  q u i  se d é v e l o p p e  dans  l e  tes t  XC 

a i n s i  q u e  l a  modula t ion  d e  l a  p r o d u c t i o n  des p a r t i c u l e s  v i r a l e s  

en f o n c t i o n  des c o n d i t i o n s  d e  c u l t u r e  d e  l a  c e l l u l e  MF2. E n f i n ,  

nous  d é c r i r o n s  l e s  t e n t a t i v e s  de t y p a g e  d e  n o s  p a r t i c u l e s  p a r  

d e s  méthodes b i o l o g i q u e s  e t  b ioch imiques .  



1 .  - CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DES PARTICULES 

VIRALES DE TYPE C PRODUITES PAR LA LIGNEE MF2. 

I 

, 

1 .  E tude  c r i t i q u e  d e s  ~ r o c é d é s  d e  c o n c e n t r a t i o n  e t  d e  -------------- ------- .............................. ..................................................... 
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l 

1 
Nous avons  r e c h e r c h é  l a  méthode de c o n c e n t r a t i o n  e t  

de p u r i f i c a t i o n  n o u s  f o u r n i s s a n t  l e  m e i l l e u r  r endement  e n  

p a r t i c u l e s  v i r a l e s  i n t è g r e s .  
1 

A .  Méthode au p o l y é t h y l è n e - g l y c o l  (PEG) : 

Les  p r e m i e r s  e s s a i s  de p u r i f i c a t i o n  des p a r t i c u l e s  

v i r a l e s  o n t  é té  t e n t é s  à p a r t i r  d e  s u r n a g e a n t s  de c u l t u r e s  d e  

c e l l u l e s  MF2 en s u s p e n s i o n .  L e s  volumes d e  m i l i e u  à t r a i t e r  

é t a n t  très i m p o r t a n t s ,  nous  avons  d ' a b o r d  p r o c é d é  à u n e  

c o n c e n t r a t i o n  du v i r u s  p a r  l a  méthode de p r é c i p i t a t i o n  au 

p o l y é t h y l è n e - g l y c o l  6000. L e  p r é c i p i t é  a i n s i  o b t e n u  a  é té  

resuspendu  dans  du tampon NTE e t  deux t e c h n i q u e s  o n t  été ap- 

p l i q u é e s  pour  o b t e n i r  une  p u r i f i c a t i o n  p l u s  g r a n d e  des p a r t i -  / 
1 

c u l e s  v i r a l e s  : s o i t  l a  ch romatograph ie  a s c e n d a n t e  s u r  I 

c o l o n n e  d e  b i l l e s  d e  v e r r e  c a l i b r é e s ,  s o i t  l ' u l t r a c e n t r i f u g a -  

t i o n  à l ' é q u i l i b r e  en g r a d i e n t  d e  d e n s i t é  d e  s a c c h a r o s e .  

Un p r o f i l  d ' é l u t i o n  du v i r u s  p r o d u i t  p a r  l a  c e l l u l e  

MF2 e t  c o n c e n t r é  p a r  p r é c i p i t a t i o n  au p o l y é t h y l è n e - g l y c o l  e s t  

p r é s e n t é  d a n s  la' f i g u r e  4 A.  L e  s u p p o r t  u t i l i s é  e s t  c o n s t i t u é  

p a r  d e s  b i l l e s  d e  v e r r e  p o r e u s e s  e t  c a l i b r é e s  (Corning,CPG700) 

d e  200 à 4 0 0  mesh d e  d i a m é t r e  e t  d o n t  l es  p o r e s  o n t  u n  d i a m è t r e  

d ' e n v i r o n  700 A.  A l a  c o n d i t i o n  d e  b i e n  d é g a z e r  l e  s u p p o r t  

e t  les tampons e t  d '  i n t r o d u i r e  dans  ces d e r n i e r s  0 , 0 5 p l 0 0  

en  p o i d s  d e  P  E G 20000 pour  é v i t e r  l e s  a d s o r p t i o n s  à 





~unoglo~l inas  

e l l u l a i r e s .  Ce@ 

es cûntrblerri 

r u s  ; une deuxiéme hypothèse 

maximum les contaminations p a r  les immunoglobulines. Le resulta 

le FEO. 

B. Méthode d i t e  de  "MOLONEY" : 

C e t t e  méthode c o n s i s t e  en une. simple u l t r a c e n t r i -  . 

Le v i r u s  concent ré  d e  cette manière a été p u r i f i é  pa 
u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  à l ' é q u i l i b r e  dans les  mêmes c o n d i t i o n s  . 
que c e l l e s  d é c r i t e s  précédemment. Une t e l l e  expér ience  e s t  
r ep résen tée  s u r  l a  f i g u r e  5B. On peu t  observer  q u ' i l  y a 

beaucoup moins de  m a t é r i e l  léger en h a u t  du g r a d i e n t  e t  un p i c  
de p a r t i c u l e s  v i r a l e s  beaucoup p l u s  important  que dans  
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F i g u r e  5. P u r i f i c a t i o n  d e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  p a r ' u l t r a c e n -  7 

t r i f u g a t i o n  1 ' é q u i l i b r e  dans  un g r a d i e n t  de saccha rose .  

A. Représen ta t ion  schematique du g r a d i e n t  u t i l i s é .  
L e s  c o n d i t i o n s  d e  1 ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  s o n t  : Rotor S W  41 
(Beckman) 36000 rpm pendant  90  minutes  a +  OC, F r a c t i o n s  de 
0,s m l .  

B. U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  d  'un c u l o t  "Moloney" co r -  
respondant  à 50 m l  d e  c u l t u r e .  

. 
C. U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  du p r e c i p i t é  au PEG d'une 

c u l t u r e  é q u i v a l e n t e .  

au demi d e s  f r a c t i o n s  p a r  du tampon 



l ' e x p é r i e n c e  p r é c é d e n t e  a l o r s  q u e  l e  m a t é r i e l  déposé  s u r  

g r a d i e n t  é t a i t  ob tenu  à p a r t i r  d ' u n  volume d e  s u r n a g e a n t  de 

c u l t u r e  i d e n t i q u e .  

Nous avons  t e n t é  d e  q u a n t i f i e r  ce t te  d i f f é r e n c e  de 1 
rendement  en u t i l i s a n t  d e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  marquées  d a n s  

l e u r  RNA génomique p a r  de l ' u r i d i n e  t r i t i é e .  

C. Comparaison d e s  deux méthodes.  Choix  d e  l a  

t e c h n i q u e  d e  c o n c e n t r a t i o n .  

D e s  c u l t u r e s  c e l l u l a i r e s  o n t  é té  marquées p e n d a n t  

16 h e u r e s  p a r  de l ' u r i d i n e  t r i t i é e  (10 p C i / m l  de m i l i e u )  , l e u r s  

s u r n a g e a n t s  o n t  é té  mélangés ,  c l a r i f i é s  e t  s é p a r é s  e n  deux 

f r a c t i o n s  é g a l e s . L 1 u n e  a  é té  t r a i t ée  p a r  l e  PEG, l ' a u t r e  a  é té  

soumise  à une  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  à 100  000g. 

L e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  o n t  a l o r s  é té  p u r i f i é e s  p a r  

c e n t r i f u g a t i o n  à 1 ' é q u i l i b r e  en g r a d i e n t  de s a c c h a r o s e .  L a  

d é g r a d a t i o n  des p a r t i c u l e s  p a r  l e  PEG e s t  très i m p o r t a n t e  e t  

d e s  composés de d e n s i t é  a p p a r e n t e  a s s e z  é l e v é e  f a i s a n t  p e n s e r  

à d e s  noyaux v i r a u x  s o n t  p r é s e n t s  en p r o p o r t i o n  r e l a t i v e  p l u s  

g r a n d e  que  l o r s  d e  l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  à l ' é q u i l i b r e  d e  

c u l o t s  "Moloney" ( f i g u r e  6A e t  t a b l e a u  V ) .  

A i n s i ,  l a  t e c h n i q u e  d e  c o n c e n t r a t i o n  au PEG, non 

seu lement  p r é s e n t e  1 ' i n c o n v é n i e n t  d e  p r é c i p i t e r  l e s  immuno- 

g l o b u l i n e s  s é r i q u e s  en m ê m e  temps que  l e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  

m a i s  en p l u s  semble d é g r a d e r  l es  p a r t i c u l e s  v i r a l e s .  Pour ces 

deux r a i s o n s  n o u s  avons  abandonné ce t t e  t e c h n i q u e  d e  concen- 

t r a t i o n  d ' a u t a n t  p l u s  que  l e s  é t u d e s  u l t é r i e u r e s  o n t  é té  menées 

en  u t i l i s a n t  d e s  t r a c e u r s  r a d i o a c t i f s .  La s e n s i b i l i t é  d e  t e l l e s  

méthodes r e n d a n t  l e s  volumes d e  c u l t u r e  à t r a i t e r  beaucoup 

moins i m p o r t a n t s ,  n o u s  avons  a d o p t é  l a  t e c h n i q u e  d i t e  d e  

"Moloney" pour  l a  p u r i f i c a t i o n  de n o s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s .  

A t i t r e  i n d i c a t i f ,  l ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  à l ' é q u i l i b r t  
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F i g u r e  6 .  U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  a 1 . e q u i l i D r e  ae p a r c x c u l e s  
v i r a l e s  concen t r ées  par l a  technique  de "'loloney". 

A. Cond i t i ons  de c e n t r i f u g a t i o n  d e  l a  f i g u r e  5. L e s  
f r a c t i o n s  s o n t  de 0 , 2  m l  e t  s e u l e  l a  p a r t i e  l i n é a i r e  du 
g r a d i e n t  d e  d e n s i t é  est r e p r é s e n t é e .  L e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  o n t  
été marquées dans  l e u r  RNA p a r  de 1 ' u r i d i n e  t r i t i g e  (10  pCi/ml 
de m i l i e u  pendant  4 0  h) l a  r a d i o a c t i v i t e  i nd iquée  co r r e spond  à 
l a  r a d i o a c t i v i t é  i n s o l u b l e  dans  l e  TCA a 10p100. - Virus  c o n c e n t r é  p a r  l a  méthode d i t e  "Moloney". ....+.... Virus  c o n c e n t r é  p a r  l e  PEG t9t p a r t i r  d 'un même volume 
de su rnagean t  de c u l t u r e .  

* 
B. U l t r a c e n t r i f u g a t i o n  d 'un c u l o t  'Moloney" a 

1 ' é q u i l i b r e  dans  un g r a d i e n t  préformé de d e n s i t é  de  bromure de 
potassium. M ê m e s  c o n d i t i o n s  de marquage que précédemment. 

. Rotor S W  41, 40000 rpm, 100 m.' R a d i o a c t i v i t é  i n s o l u b l e  dans  
l e  TCA à 10pl00.  



'Tab leau  V --------- 
-y--- - -  -- 

Comparaison d e s  rendements en p a r t i c u l e s  v i r a l e s  ob tenus  

s u i v a n t  l a  méthode de concen t r a t i on  (en pourcentage de  l a  

r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  déposée s u r  g r a d i e n t )  * 

Méthode de  concen t r a t i on  

Zone du g r a d i e n t  

Zone lou rde  

P a r t i c u l e s  v i r a l e s  

M a t é r i e l  l é g e r  

* Ces r é s u l t a t s  cor respondent  à d e s  expé r i ences  du t y p e  de 
c e l l e  d é c r i t e  dans  l a  f i g u r e  6A.  



du v i r u s  MF2 en g r a d i e n t  d e  bromure d e  p o t a s s i u m  ( p r é s e n t é e  s u r  

l a  f i g u r e  6B) montre  u n e  d e n s i t é  a p p a r e n t e  d e s  p a r t i c u l e s  d e  
3  1 ,19  g/cm . 

D. I s o l e m e n t  d e  noyaux v i r a u x  : 

Une d e s  p r o p r i é t é s  des p a r t i c u l e s  v i r a l e s  de t y p e  C 

est  d e  p o u v o i r  ê t re  "décapées"  de l e u r  e n v e l o p p e  e x t e r n e  p a r  

l ' a c t i o n  d e  c e r t a i n s  d é t e r g e n t s .  Un noyau v i r a l  de d e n s i t é  ap-  

p a r e n t e  c a r a c t é r i s t i q u e  de 1 , 2 3 '  à 1 ,26  g/crn3 en g r a d i e n t  d e  s a c -  

c h a r o s e  es t  a l o r s  o b t e n u  (STROMBERG (1 0 5 )  ) . 

L ' a c t i o n  du S t é r o x  SL (un a l c o o l  a l i p h a t i q u e  

p o l y o x y é t h y l é n i q u e ,  Cl  4-1 O (  CH2CH20 ) 1 2 H )  s u r  n o s  p a r t i c u l e s  

v i r a l e s  nous  a  p e r m i s  d e  p r é p a r e r  d e  t e l s  noyaux a i n s i  q u ' i l  

es t  montré  s u r  l a  f i g u r e  7 .  

&EL-Y~i~-e~-~nideoie-d~un-RNAAde-hautt~~idssmg~~cuLaL~~~ 

L e  génome des r é t r o v i r u s  mur ins  e s t  c o n s t i t u é  d ' u n .  
7 

RNA d e  h a u t  p o i d s  m o l é c u l a i r e  ( 2 1 0  d a l t o n s ,  c o n s t a n t e  d e  

s é d i m e n t a t i o n  : 60 < S < 70) composé d e  deux s o u s - u n i t é s  d e  

c o n s t a n t e  d e  s é d i m e n t a t i o n  35s .  Nous avons  e n t r e p r i s  l ' i s o l e m e n t  

d e  ce RNA génomique v i r a l  a i n s i  q u e  son a n a l y s e  s o i t  e n  g r a d i e n t  

d e  d e n s i t é  d e  s a c c h a r o s e ,  s o i t  en  g e l  compos i t e  de p o l y a c r y -  

l amide-agarose .  L e s  r é s u l t a t s  d e  ces e x p é r i e n c e s  s o n t  r é sumés  

d a n s  l a  f i g u r e  8. 

Le diagramme p r é s e n t é  en A c o r r e s p o n d  au p r o f i l  

d ' u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  à 1 ' é q u i l i b r e  d e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  

marquées d a n s  l e u r  RNA p a r  l ' a d é n i n e  t r i t i é e .  L e s  f r a c t i o n s  

c o r r e s p o n d a n t  au  sommet d e  p i c  o n t  é té  r a s s e m b l é e s ,  d i l u é e s  e t  

les  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  c o n c e n t r é e s  p a r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n .  

Après  e x t r a c t i o n  au p h é n o l ,  à pH a c i d e  e n  p r é s e n c e  de SDS, l e  

RNA a  é t é  a n a l y s é  en g r a d i e n t  d e  s é d i m e n t a t i o n  d e  s a c c h a r o s e .  

L e  diagramme' d ' u n e  t e l l e  a n a l y s e  e s t  r e p r é s e n t é  en  3 



Fractions 

Figure  7 ,  Obtention de noyaux viraux. 

Les p a r t i c u l e s  v i r a l e s  o n t  BtB  marqucSes pmdzurt 8 0  &$ 
avec de  1 tadénine t r i t i g e  (5 p C i / m l  de m i l i e u ) ,  concent rees  par- 
l a  technique de "Moloneyn e t  séparées  en deux f r a c t i o n s .  

- l ' u n e  n a t i v e  ( c--. ) - 1 ' a u t r e  traitee au S te rox  SL, i ,5p100 f i n a l  dans  
le tampon NTE pendant 10  .minu.es il 2 0 ' ~  ( 1 

puis ~ e a n t r i f u g e e s  dans les &mes cond i t ions  (rotor SW50-11, 
15000 rpm, 3 heures  +  OC. Gradient  de IO,& 65p100 en  
saccharose (p : p) dans le .tampon NTE . F r a c t i o n s  de 0,2 m l .  t&fe 
a c t i v i t é  p r é c i p i t a b l e  p a r  l 'acide t r i c h l o r a c é t i q u e  B 1OpBûû. 
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F i g u r e  8 .  Mise en  é v i d e n c e  e t  a n a l y s e  d e s  RNA v i r a u x .  
A. P r o f l l  d e  c e n t r i f u g a t i o n  à l ' é q u i l i b r e  d e s  p a r t i c u l e :  

v i r a l e s  marquées p a r  1 ' a d é n i n e  t r i t i é e *  
B.  Ana lyse  du RNA e x t r a i t  d e s  p a r t i c u l e s  en g r a d i e n t  d e  

d e n s i t é  d e  s a c c h a r o s e .  ( 5  à 20p100 d a n s  d e  l ' a c é t a t e  d e  sodium 
0 ,01  M p H  5 , 2 ,  DTT 2x10-3. Ro to r  SW41, 40000 rpm, 100 m i n u t e s .  
~ r a c t i o h s  0 , 5  m l .  R a d i o a c t i v i t é  t o t a l e .  

C .  Ana lyse  en g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  DATD-agarose ( 1 , 7 -  
0 ,5p100 r e s p e c t i v e m e n t ) d u  RNA e x t r a i t  d e  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  p a r  
d i s s o c i a t i o n  p e n d a n t  15mn à 3 7 ° C  d a n s  du'SDS. lp100 .  C o n d i t i o n s  2~ 
TIOLLAIS e t  c o l 1  ( 1 0 6 ) .  G e l  d e  25cm. F r a c t i o n s  de 2mm. E l u t i o n  
par H I O ,  , 2 ~ 1 0 0 .  



Un p i c  d e  RNA l o u r d  est v i s i b l e ,  s a  p o s i t i o n  c o ï n c i d e  a v e c  

cel le du RNA génomique e x t r a i t  du complexe leucémie-sarcome d e  

Moloney e x t r a i t  e t  a n a l y s é  d a n s  l es  m ê m e s  c o n d i t i o n s  (non 

r e p r é s e n t é )  . D e s  e s p è c e s  l é g è r e s  s o n t  éga lement  p r é s e n t  es. 

A f i n  d ' o b t e n i r  une  m e i l l e u r e  r é s o l u t i o n  des d i v e r s e s  

e s p è c e s  de RNA p r é s e n t e s  dans  n o s  p a r t i c u l e s ,  des c u l t u r e s  o n t  

é té  marquées p e n d a n t  16 h e u r e s  à l ' u r i d i n e  t r i t i é e  e t  l e s  p a r -  

t i c u l e s  v i r a l e s  i s o l é e s  à p a r t i r  d e  ces c u l t u r e s  o n t  é té  

soumises  à l ' a c t i o n  du SDS. L e  l y s a t  a é té  d é p o s é  e t  a n a l y s é  

s u r  un g e l  compos i t e  d ' a c r y l a m i d e - a g a r o s e  ( a c r y l a m i d e  : 1 ,7p100 

a g a r o s e  0,SpIOO) en m i l i e u  d i s s o c i a n t .  Nous avons  r e m p l a c é  l a  

b i s a c r y l a m i d e  p a r  d e  l a  d i é t h y é i t a r t a r d i a m i d e  pour  f o r m e r  des 

g e l s  d o n t  l a  s t r u c t u r e  s o i t  p l u s  l â c h e  e t  q u i  s o i e n t  s o l u b i -  

l i s a b l e s  d a n s  l ' a c i d e  p e r i o d i q u e ,  l ' é l u t i o n  du RNA est  a i n s i  

f a c i l i t é e  ( ANKER ( 1 0 7 ) ,  BOULANGER e t  WAROCQUIER (108)  ) . L e  

p r o f i l  d e  m i g r a t i o n  o b t e n u  es t  p r é s e n t é  en C.  On p e u t  d i s t i n g u e  

du RNA génomique i n t è g r e  (43,4p100 d e  l a  r a d i o a c t i v i t é ) ,  des 

s o u s - u n i t é s  35s  q u i  peuven t  p r o v e n i r  s o i t  d ' u n e  d é g r a d a t i o n  

des génomes v i r a u x  l o r s  du c h a u f f a g e  e n  p r é s e n c e  de SDS, s o i t  

de RNA e x t r a i t s  de p a r t i c u l e s  immatures  ( e l l e s  r e p r é s e n t e n t  

33,6pIOO d e  l a  r a d i o a c t i v i t é )  e t  d e s  e s p è c e s  l é g è r e s  4  à 1 0 s  

q u i  n e  s o n t  p a s  r é s o l u e s  d a n s  ce sys tème  e t  r e p r é s e n t e n t  8,9p10* 

d e  l a  r a d i o a c t i v i t é .  

A i n s i ,  en  ce q u i  c o n c e r n e  l e u r  c o m p o s i t i o n  en  RNA, 

n o s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  n e  se d i s t i n g u e n t  p a s  des a u t r e s  

r é t r o v i r u s  mur ins .  

L ' a n a l y s e  d e s  p o l y p e p t i d e s  de s t r u c t u r e  de.  n o s  

p a r t i c u l e s  v i r a l e s  a é té  r é a l i s é e  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  en  g e l  d e  

p o l y a c r y l a m i d e  d i s s o c i a n t  d e  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  p u r i f i é e s ,  

marquées à l a  l e u c i n e  t r i t i é e  d a n s  l e u r s  p r o t é ï n e s  e t  rompues 



p a r  t r a i t e m a n t  au  SDS à chaud.  L ' a u t o r a d i o g r a p h i e  d ' u n  t e l  g e l  

es t  r e p r o d u i t e  f i g u r e  9 .  D e s  marqueurs,de masse  m o l é c u l a i r e  

connue , c o n s t i t u é s  p a r  l es  p o l y p e p t i d e s  d e  s t r u c t u r e  d e  

l ' a d é n o v i r u s  typé 2  o n t  é té  a n a l y s é s  s u r  l e  m ê m e  g e l .  

On d i s t i n g u e  très b i e n  l a  g l y c o p r o t é ï n e  g p  69/71 e t  

l a  p r o t é ï n e  p30. L e s  p o l y p e p t i d e s  p l 5  e t  p l 2  s o n t  é g a l e m e n t  

b i e n  v i s i b l e s .  P a r  c o n t r e ,  il f a u t  remarquer  u n e  f a i b l e  t e n e u r  

en  g l y c o p r o t é ï n e  gp 4 5  e t  en p o l y p e p t i d e  p10. 

A i n s i ,  nous  avons  pu mettre en é v i d e n c e  l e s  6 p o l y -  

p e p t i d e s  s t r u c t u r a u x  c a r a c t é r i s t i q u e s  des r é t r o v i r u s  m u r i n s  

d a n s  n o s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s .  

I V .  M i s e  en é v i d e n c e  e t  é t u d e  de l ' a c t i v i t é  de  t r a n s c r i ~ t a s e -  - - - _ _ _ _ _ _ _ _ - - _ _ _ _ _ _ - _ - - - - - - - - - - - - _ - - - - - _ _ _  _ _ _ _ _  ---------__-__--___-----------_-----_-----------------_------ 
i n ~ e r s e - b e s - ~ a ~ t f c u L e s ~ ~ L ~ a L e ~ ~ d e - t y ~ e - C - p ~ ~ b ~ ~ ~ ~ s - ~ ~ ~ - L a  _____ ___ -__________  ---------_---_------------------------ 
l_&c(n_f2eMF2. -- ------- 

Les r é t r o v i r u s  o n t  l a  p r o p r i é t é  d e  p o u v o i r  s y n t h é -  . 

tiser un DNA complémenta i re  ( c D N A )  d e  l e u r  RNA génomique g r â c e  

à une  enzyme a p p e l é e  r e v e r s e - t r a n s c r i p t a s e  ou t r a n s c r i p t a s e -  

i n v e r s e .  Nous avons  pu mettre en é v i d e n c e  ce t t e  a c t i v i t é  d a n s  

n o s  p a r t i c u l e s  e t  nous  l ' a v o n s  u t i l i s é e  pour  s y n t h é t i s e r  un 

cDNA d o n t  nous  avons  p a r  l a  s u i t e  d é f i n i  les  c a r a c t é r i s t i q u e s .  

A.  Mise en é v i d e n c e  d ' u n e  a c t i v i t é  de t r a n s c r i p t a s e -  

i n v e r s e  endogène : 

Des p a r t i c u l e s  v i r a l e s  c o n c e n t r é e s  p a r  p r é c i p i t a t i o n  

au s u l f a t e  d'ammonium e t  p u r i f i é e s  s e l o n  l a  méthode décri te  

page  11 3  o n t  é t 6  i n c u b é e s  d a n s  l e  mélange r é a c t i o n n e l  d é c r i t  

page  121. I l  e s t  à remarquer  que  ce mélange n e  c o n t i e n t  p a s  

d ' a c t i n o m y c i n e  D.  Dans ces c o n d i t i o n s ,  l e  RNA génomique v i r a l  

sert d e  m a t r i c e  pour  l a  s y n t h è s e  du cDNA.  C e t t e  s y n t h è s e  e s t  

s u i v i e  p a r  1 ' i n c o r p o r a t i o n  d e  désoxythymidine  t r i p h o s p h a t e  

t r i t i é e  d a n s  d e s  polymères  i n s o l u b l e s  dans  l ' a c i d e  t r i c h l o r a -  

c é t i q u e  à 10p100. 



F i q u r e  9 .  Analyse  en g e l  d e  p o l y a c r y l a m i d e  d i s s o c i a n t  d e s  
p o l y p e p t i d e s  d e  s t r u c t u r e  d e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  p r o d u i t e s  p a r  
l a  c e l l u l e  MF2 

MM 

1 2 0  K  

8 5  K  

66-62 K 

4 8 , 5 K  

2 4 K  

1 8 , 5 K  

1 2 K  

6,5 - 5 K  

a )  D é s i g n a t i o n  d e s  p o l y p e p t i d e s  de s t r u c t u r e  de l ' a d é -  
n o v i r u s  t y p e  2 u t i l i s é s  comme marqueurs  (nomenc la tu re  d  'ANDERSON - 
e t  c o l 1  ( 1 0 9 ) ) .  

b)  A u t o r a d i o g r a p h i e  d e  l a  m i g r a t i o n  d e s  p o l y p e p t i d e s  
d e  l ' a d é n o v i r u s  t y p e  2 marqués p a r  l a  v a l i n e  t r i t i é e .  

c e t  d )  A u t o r a d i o g r a p h i e  de l a  m i g r a t i o n  d e s  polypep-  
t i d e s  d e  s t r u c t u r e  d e  n o s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  ( l a  p i s t e  c cor -  
r e spond  à un d é p ô t  d o u b l e  de  c e l u i  e f f e c t u é  en d ) .  

e)  D é s i g n a t i o n  des p o l y p e p t i d e s  d e  n o s  p a r t i c u l e s .  

_ __ - __-__ _ .----- .- - -- - --- 
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L e  g e l  d e  r é s o l u t i o n  a  une  c o n c e n t r a t i o n  d e  1 7 , 5 p l 0 0  en 
a c r y l a m i d e  e t  r e n f e r m e  O ,  lp100 d e  SDS. La m i g r a t i o n  a  l i e u  Pen- 
d a n t  15  h e u r e s  s o u s  une  d i f f é r e n c e  d e  p o t e n t i e l  d e  4 V / c m  d a n s  
l e  tampon Tris-Glycocolle-SDS d e  LAEMLLI (1 10)  . F l u o r o g r a p h i e  
a p r è s  t r a i t e m e n t  p a r  l e  P P O (BONNER e t  LASKEY (1 1 1  ) ) . 



Une c i n é t i q u e  d ' i n c c r p o r a t i o n  ae désoxy thymid ine  t r i t i é e  

es t  p r é s e n t é e  f i g u r e  10. L a  c o u r b e  d ' i n c o r p o r a t i o n  o b t e n u e  

es t  semblab le  à l a  c i n é t i q u e  que  p r é s e n t e n t  des p a r t i c u l e s  du 

complexe leucémie-sarcome d e  Moloney ( p r o d u i t e s  p a r  l a  l i g n é e  

7 8 ~ 1  ) i n c u b é e s  d a n s  les m ê m e s  c o n d i t i o n s .  L ' a c t i v i t é  d e  

t r a n s c r i p t a s e - i n v e r s e  endogène d e  n o s  p a r t i c u l e s  a  t o u j o u r s  

été  p l u s  b a s s e  que  ce l le  o b s e r v é e  a v e c  l e  complexe l e u c é m i e -  

sarcome d e  Moloney. 

B .  S y n t h è s e  e t  c a r a c t é r i s a t i o n  d ' u n  cDNA : 

Nous avons  m i s  à p r o f i t  l ' a c t i v i t é  t r a n s c r i p t a s i q u e  

endog5ne très é l e v é e  ( ) 2pM d e  TMP i n c o r p o r é e s  p a r  y9 d e  
p r o t e r n e s  v i r a l e s )  d e  c e r t a i n s  l o t s  d e  v i r u s  pour  s y n t h e t i s e r  

des cDNA, à h a u t e  a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  ( ) 6500 cpm/pM) , du 

RNA génomique d e  n o s  p a r t i c u l e s .  C e s  c D N A  o n t  é té  u t i l i s é s  

comme sonde d a n s  c e r t a i n e s  de n o s  é t u d e s  u l t é r i e u r e s .  

Pour ê t r e  c o n s i d é r é s  comme d e s  s o n d e s  v a l a b l e s ,  

n o s  cDNA d e v a i e n t  r é p o n d r e  à t r o i s  c r i t è r e s  : 

1 .  ê t re  formés  d ' u n e  c h a ï n e  polydésoxyr ibonucléo t id ique  

monocatGnaiT e. 

2 .  ê t re  su f f i samment  l o n g s  pour  p o u v o i r  s ' h y b r i d e r  a v e c  d ' a u t r e  

a c i d e s  n u c l é f  q u e s .  

3 .  r e p r é s e n t e r  u n e  c o p i e  l a  p l u s  f i d è l e  e t  l a  p l u s  c o m p l è t e  

p o s s i b l e  du génome v i r a l .  

1 .  - D é t e r m i n a t i o n  d e  l a  s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  du p r o d u i t  de ................................................. --------- ........................................................... 
l a  r é a c t i o n  d e  p o l y m é r i s a t i o n  endogène : --------------- -- --------------- ----- ........................................ 

La s t r u c t u r e  mono ou b i c a t e n a i r e  du p r o d u i t  formé 

l o r s  de l a  r é a c t i o n  d e  p o l y m é r i s a t i o n  endogène a é té  dé te rminée  

p a r  a d s o r p t i o n - é l u t i o n  s u r  h y d r o x y a p a t i t e .  Un p r o f  il d ' é l u  t i o n  

es t  p r é s e n t é  d a n s  l a  f i g u r e  11 A. 

L e  DNA m o n o c a t é n a i r e  s ' é l u e  à une c o n c e n t r a t i o n  de  



Temps 

(mn) 

F i q u r e  10. Mise en é v i d e n c e  d ' u n e  a c t i v i t é  de t r a n s c r i p t a s e -  
i n v e r s e  endogène. 

D e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  r e p r é s e n t a n t  150 pg de 
p r o t é ï n e s  o n t  é té  i n c u b é e s  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  p a r  
T A V I T I A N  e t  col1 (1  1 2 ) ,  en 1 ' a b s e n c e  d ' a c t i n o m y c i n e  D ,  e t  en 
p r é s e n c e  d e s  4 d é s o x y r i b o n u c l é o s i d e s  t r i p h o s p h a t e s  d o n t  u n ,  
l e  dTTP e s t  t r i t i é  . L ' i n c o r p o r a t i o n  d e  thymid ine  t r i t i é e  
d a n s  des polymères  i n s o l u b l e s  d a n s  1 ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  
est  s u i v i e .  - P a r t i c u l e s  v i r a l e s  p r o d u i t e s  p a r  l a  l i g n é e  

MF2 
@--e P a r t i c u l e s  v i r a l e s  du complexe l e u c é m i e -  

sarcome d e  Moloney. 
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F i a i i r e  1 1 .  E tude  du ~ r o d u i t  d e  l a  r é a c t i o n  endoqène.  

A.  D é t e r m i n a t i o n  d e  l a  s t r u c t u r z  s e c o i i d a i r e  p a r  adsorp-  
t i o n  s u r  1iydrozyapnt . i te .  Tou tes  l e s  m a n i p u l a t i o n s  se d é r o u l e n t  à 
6 8 O ~ .  La f i x a t i o n  s ' e f f e c t u e  en tampon p h o s p h a t e  1OrnM pH 6,8.  La 
r a d i o a c t i v i t é  p r é c i p i t a b l e  à 1 ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  e s t  d é t e r m i n é  
s u r  d e s  f r a c t i o n s  a l i q u o t e s .  

B .  D é t e r m i n a t i o n  d e  l a  t a i l l e  des f r a g m e n t s  monocaté-  
n a i r e s .  C e t t e  f i g u r e  r e p r é s e n t e  l e  p r o f i l  d ' u n e  c e n t r i f u g a t i o n  en 
g r a d i e n t  d e  s a c c h a r o s e  l i n é a i r e  d e  5 à 20p100 d a n s  un tampon T r i s /  3 
H C 1  1,SxIO- M pH 7,0.  Rotor  SW50-1, 33000rpm, 17 h e u ~ e s . F r a c t i o n s  
0 ,2ml .  R a g i o a c t i v i t é  TCA p r é c i p i t a b l e .  C---BP : H c D N A .  

0--0 H t R N A  ( 4 s )  c e n t r i f u g é  d a n s  l e  même rotor comme marqueur.  



chaïnements composés de  80 à 4 0 0 n u c l é o t i d e s .  C e s  f ragments  

s o n t  donc t o u t  Zi f a i t  capab les  d e  s ' h y b r i d e r  a d ' a u t r e s  

a c i d e s  nuclé3ques.  

g g n ~ ~ e - ~ & ~ i % L ~ &  # y$+j4 
. .a"* >,$;g 

L 'é tendue d e  l a  t r a n s c r i p t i o n  a  6té dé terminée  

p a r  l a  mesure de  l a  f r a c t i o n  d e  RNA v i r a l  rendue r e s i ~ t a n t e ~ ?  

à 1 'hydrolyse p a r  l a  nuc léase  S-1 a p r è s  h y b r i d a t i o n  de  

q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  d e  cDNA avec une q u a n t i t é  f i x e  e t  

déterminge de RNA v i r a l  marqué au radiophosphore ( a c t i v i t e  

s p é c i f i q u e  du RNA : > 200 000 cpm/ pg) . C e t t e  mesure se 

f a i t  à l ' a i d e  d 'un cDNA à b a s s e  a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  (500 

cpm/pM) s y n t h é t i s é  pa ra l l è l emen t  a l a  sonde. 

L e s  r é s u l t 8 t s  p r é s e n t é s  s u r  l a  f i g u r e  12permet ten t  



êst a l o r s  déterminé pour chaque f rackion,*; .:- - .  - :.: .. #. ..;G,- . . . . . . . ,/,. . , $ 8  ,. ' . . -,, .- ?+ : >;*, :* 



d e  v o i r  qu 'un excès d e  5 à 7 f o i s  en cDNA s u f f i t  à r e n d r e  l e  

RNA v i r a l  r é s i s t a n t  à l ' a c t i o n  de l a  n u c l é a s e  S-1. D e s  

r é s u l t a t s  similaires o n t  été o b t e n u s  p a r  TAVITIAN e t  col1 (113) 

avec  l e  complexe leucémie-sarcome d e  Moloney. 

Ains i ,  l es  cDNA que  nous  s y n t h é t i s o n s  p e u v e n t  ê t re  

u t i l i s é s  comme sonde  d a n s  l a  r e c h e r c h e  d e  s é q u e n c e s  v i r a l e s  

a p p a r e n t é e s  à celles c o n s t i t u a n t  l e  génome des p a r t i c u l e s  

v i r a l e s  d e  t y p e  C p r o d u i t e s  p a r  l a  l i g n é e  MF2. 

A i n s i ,  du p o i n t  d e  vue b ioch imique  n o s  p a r t i c u l e s  

v i r a l e s  s o n t  t o u t  à f a i t  comparab les  aux  a u t r e s  r é t r o v i r u s  

mur ins  q u i  o n t  é té  décri ts  j u s q u ' à  p r é s e n t .  



1 2 .  - MISE EN EVIDENCE D ' U N E  ACTIVITE BIOLOGIQUE - 1 
l LE TEST XC. 

Af in  d e  dé t e rmine r  s i  l a  p roduc t i on  d e  p a r t i c u l e s  

v i r a l e s  dans  l e s  plasmocytomes es t  une cause  ou une conséquence 

-du développement tumora l ,  nous  avons i n o c u l é  des p a r t i c u l e s  

v i r a l e s  d e  t y p e  C p r o d u i t e s  p a r  l a  c e l l u l e  MF2 à d e s  nouveaux- 

n é s  d e  s o u r i s  Ba lb /c .  Les animaux en e x p é r i e n c e  o n t  é t é  

s u i v i s  pendant  d e s  p é r i o d e s  s ' é t e n d a n t  j u s q u ' à  18 m o i s .  Que l  

qu ' a i t  é té  l e  mode d ' i n o c u l a t i o n  : i n t r a p é r i t o n é a l ,  i n t r a -  

ve ineux  ou  i n t r a c r a n i a l ,  aucun d e s  s u j e t s  n ' a  p r é s e n t é  d e  

tumeurs  pendant  l a  p é r i o d e  d ' o b s e r v a t i o n .  

Les p a r t i c u l e s  v i r a l e s  i s o l é e s  n ' o n t  pa s  mont ré  * . 

d ' a c t i v i t é  b i o l o g i q u e  in-vivo.  P a r  c o n t r e ,  1 ' i n j e c t i o n  d e  

c e l l u l e s  MF2 p a r  v o i e  i n t r a p é r i t o n e a l e  à l a  s o u r i s  B a l b / c  

provoque l e  développement d ' u n e  tumeur a s c i t i q u e .  L ' a s c i t e  

a t t e i n t  un volume de  12 à 15 m l  en t r o i s  semaines  e t  r e n f e r m e  

env i ron  8 0  m i l l i o n s  d e  c e l l u l e s  p a r  m i l l i l i t r e  d e  l i q u i d e .  

D ' a u t r e  p a r t ,  il nous f a l l a i t  une  méthode r a p i d e  d e  

c o n t r ô l e  de  l a  p r o d u c t i o n  d e  p a r t i c u l e s ,  v i r a l e s  p a r  l a  l i g n é e  

M F  .Nous avons e s s a y é  d e  t i t rer  ce t te  p roduc t i on  p a r  des 2 
t e c h n i q u e s  jusque  l à  employées pour  t i t re r  l e s  v i r u s  l e u c é -  

mogènes murins.  

~ , ~ E s ç a i s ~ G c ~ t L t ~ a s e ~ G e s ~ ~ ~ ~ t i ~ u I . e ~ ~ ~ L ~ ~ 5 e s ~ ~ ~ e G u i L t e ~ _ ~ ~ ~  ---____________-___-------------------------------------- 
l a  l i g n é e  MF2. -------------- -------------- 

A .  Le t e s t  S + L-:  

Dans une p r emiè re  série d ' e x p é r i e n c e s ,  n o u s  avons  



l 
t e n t é  d ' u t i l i s e r  l e  tes t  S  + L-de BASSIN e t  c o l l  ( 1 1 4 ) .  Le  

tes t  es t  fondé  s u r  l a  complémentat ion i n - v i t r o  d ' un  v i r u s  

sarcomatogène d o n t  l e  génome es t  p r é s e n t  dans  une c e l l u l e  d e  1 
s o u r i s  t r ans fo rmée ,  p a r  un v i r u s  leucémogène f o u r n i  p a r  l a  

c e l l u l e  d o n t  on v e u t  q u a n t i f i e r  l a  p roduc t i on .  C e t t e  complé- 

menta t ion  se t r a d u i t  p a r  l ' a p p a r i t i o n  d e  f o y e r s  de  t r a n s f o r -  

mation d a n s  l a  c u l t u r e  c e l l u l a i r e .  S i  donc n o s  p a r t i c u l e s  

v i r a l e s  p r é s e n t e n t  une p a r e n t é  avec les v i r u s  leucémogènes 

murins ,  l ' i n f e c t i o n  d 'un  t a p i s  d e  c e l l u l e s  S  + L-par  des 

s u r n a g e a n t s  a c e l l u l a i r e s  d e  c u l t u r e s  d e  l a  l i g n é e  MF2 d e v a i t  

se t r a d u i r e  p a r  l e  développement d e  f o y e r s  d e  t r a n s f o r m a t i o n .  

Cependant ,  l a  l i g n é e  S + L - e s t  très i n s t a b l e  e t  d o i t  ê t re  

c l o n é e  r é g u l i è r e m e n t .  Avec n o t r e  v i r u s ,  ce t e s t  e s t  d i f f i c i -  

lement  i n t e r p r é t a b l e  e t  n ' a  p a s  donné d e  r é s u l t a t s  s a t i s f a i s a n t  

Nous nous  sommes donc t o u r n é  v e r s  l e  tes t  XC d e  

ROWE e t  coll  (115) q u i  e s t  beaucoup p l u s  s i m p l e  d ' emp lo i  e t  

p l u s  f a c i l e  à i n t e r p r é t e r .  

B.  Le tes t  XC : 

Le t i t r a g e  de  l a  p roduc t i on  d e  v i r u s  leucémogènes 

p a r  ce t te  méthode est  fondé s u r  l a  p r o p r i é t é  qu ' o n t  les  

c e l l u l e s  XC de  f u s i o n n e r  e n t r e  e l les  l o r s q u ' e l l e s  s o n t  c o c u l -  

t i v é e s  avec  d e s  c e l l u l e s  p r o d u c t r i c e s  d e  v i r u s  leucémogènes.  

La l i g n é e  MF2 es t  capab l e  d ' i n d u i r e  l a  f o r m a t i o n  

d e  te ls  syncyt iums.  C e t t e  a p t i t u d e  d e  c e l l u l e s  myélomateuses 

à i n d u i r e  l e  déclenchement du phénomsne d e  p o l y c a r y o c y t o s e  a  

été d é c r i t e  à une  époque contemporaine  d e  l a  n o t r e  p a r  VOLKMAN 

e t  KRUEGER (1 16 )  avec  d e s  c e l l u l e s  i s s u e s  du plasmocytome 

FLOPC-1 . 
Nous avons é t u d i é  p l u s  en d é t a i l  ce phénomène d e  

f u s i o n  d e s  c e l l u l e s  XC i n d u i t e  p a r  l a  c o c u l t u r e  avec  des 

c e l l u l e s  MF2, L e s  r é s u l t a t s  d e  ces é t u d e s  s o n t  p r é s e n t é s  dans  

l e s  c h a p i t r e s  s u i v a n t s .  



SSI-ELU~~-GY&QLQ~L~UG-~%-UL%K~S&LUC&UE~LC-~CS-SYQGYLLUES-XC -_-__-__---_-__-------------------------------------------- 
i n d u i t s  p a r  l a  c e l l u l e  MF2. - - - -- - - - - - - - - - - -- - - - - - - - - - - ........................... 

A. E t u d e  en m i c r o s c o p i e  o p t i q u e  : 

Une é t u d e  c i n é t i q u e  d e  1 ' i n d u c t i o n  d e  p o l y c a r y o n s  

XC p a r  l a  c e l l u l e  MF2 a  é té  e f f e c t u é e .  D è s  t r o i s  h e u r e s  a p r è s  

l e  d é b u t  d e  l a  c o c u l t u r e ,  d e  nombreux h é t é r o c a r y o n s  r e n f e r m a n t  

deux ou  t r o i s  noyaux s o n t  v i s i b l e s .  Après  u n e  c o c u l t u r e  d e  

18  h e u r e s ,  on p e u t  dénombrer e n v i r o n  un syncyt ium formé p o u r  

1 0  c e l l u l e s  MF2 a j o u t é e s  au d é p a r t  e t  l e s  s y n c y t i u m s  compren- 

n e n t  e n  moyenne 1 0  noyaux. 

1 .  - C e l l u l e s  i m p l i q u é e s  dans l a  f u s i o n  : ----------------- 
--------------------------------y--------- 

L ' o r i g i n e  d e  ces noyaux a  été d é t e r m i n é e  de l a  

man iè re  s u i v a n t e  : d e s  syncy t iums  o n t  é té  i n d u i t s  p a r  d e s  

c e l l u l e s  MF2 marquées à l a  thymid ine  t r i t i é e  p e n d a n t  1 8  h e u r e s .  

Dans ces c o n d i t i o n s .  t o u s  l e s  noyaux des c e l l u l e s  MF2 s o n t  

marqués e t  u n e  moyenne de 50 g r a i n s  p a r  noyau es t  o b s e r v é e  p a r  

a u t o r a d i o g r a p h i e .  L  ' a u t o r a d i o g r a p h i e  d e s  p o l y c a r y o n s  o b t e n u s  

p a r  i n d u c t i o n  à l ' a i d e  de c e l l u l e s  MF2 marquées  d a n s  l e u r  DNA 

n e  mont re  qu 'un  s e u l  noyau d e  c e l l u l e  MF2 p a r  syncy t ium ( f i -  

g u r e  1 3 )  . D e  p l u s ,  s i  l 'on o b s e r v e  d e s  syncy t iums  i n d u i t s  p a r  

d e s  c e l l u l e s  MF2 q u i  o n t  é té  t r a i t é e s  avec  de  l a  c o l c h i c i n e  

(0.5 )ig/ml de m i l i e u  p e n d a n t  6 h e u r e s  a v a n t  l a  c o c u l t u r e )  , 
beaucoup r e n f e r m e n t  un noyau en métaphase  e t  un s e u l .  E n f i n ,  

l e  noyau d e s  c e l l u l e s  MF2 es t  p l u s  g rand  que  c e l u i  des c e l l u l e s  

XC ( d o n t  l e  ou  les  n u c l é o l e s  s o n t  c e n t r é s )  ; d a n s  l es  po ly -  

c a r y o n s ,  on n e  t r o u v e ,  en  g é n é r a l ,  qu 'un s e u l  noyau volumineux.  

L e s  syncy t iums  s o n t  donc  formés p a r  l a  f u s i o n  

p r i m i t i v e  d ' u n e  c e l l u l e  MF e t  d ' u n e  c e l l u l e  XC, l e u r  t a i l l e  2 
s ' a c c r o i t  p a r  l a  f u s i o n  u l  t e r i e u r e  d ' a u t r e s  c e l l u l e s  XC a v e c  

1 ' h é t é r o c a r y o n  p r i m i t i f .  



F i g u r e  1 3 .  A u t o r a d i o g r a p h i e  d ' u n  s y n c y t i u m .  

D e s  c e l l u l e s  MF2 o n t  é t é  m a r q u é e s  p e n d a n t  1 8  h e u r e s  
a v a n t  l a  c o c u l t u r e  a v e c  d e  l a  t h y m i d i n e  t r i t i é e ( 1  pci/ml, 
a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 1 5  Ci/mM) . Dans  ces c o n d i t i o n s ,  t o u s  
l e s  n o y a u x  des  c e l l u l e s  MF s o n t  m a r q u é s  ( p l u s  d e  5 0  g r a i n s  
p a r  n o y a u ) .  2 

Un s e u l  n o y a u  m a r q u é  e s t  v i s i b l e  p a r  s y n c y t i u m .  

L ' a u t o r a d i o g r a p h i e  a  é t é  r é a l i s é e  s u i v a n t  l a  m é -  
t h o d e  d e  R A 0  e t  JOHNSON ( 1  1 7 )  . C o l o r a t i o n  à 1 ' h é m a l u n - é o s i n e .  
E m u l s i o n  : I l f o r d  L 4 .  G r o s s i s s e m e n t  : x 1 2 0 0 .  ( P h o t o  G.TORPIEF' 



Afin  d e  d é t e r m i n e r  l e s  s y n t h é s e s  m a c r o m o l é c u l a i r e s  

i n d i s p e n s a b l e s  à l ' i n d u c t i o n  d e  l a  p o l y c a r y o c y t o s e ,  l e s  cel- 

l u l e s  MF2 e t  XC o n t  é té  p r é i n c u b é e s  d a n s  du m i l i e u  r e n f e r m a n t  

d e s  i n h i b i t e u r s  de l a  s y n t h è s e  du DNA (hydroxyurée )  , du RNA 

(ac t inomycine  D )  ou d e s  p r o t é ï n e s  ( c y c l o h é x i m i d e )  . C e  p r é t r a i -  

tement  d ' u n e  h e u r e  a  é té  a p p l i q u é  p o u r  d é f i n i r  s i  u n e  p r o d u c t i o :  

v i r a l e  n o r m a l e  à l a  s u r f a c e  de l a  c e l l u l e  MF2 é t a i t  n é c e s s a i r e  

p o u r  o b t e n i r  u n e  i n d u c t i o n  e t  un développement  normaux d e  l a  

p o l y c a r y o c y t o s e .  

Les  r é s u l t a t s  de t e l l e s  e x p é r i e n c e s  s o n t  p r é s e n t é s  

d a n s  l e  t a b l e a u  V I .  I l  p e u t  ê t re  o b s e r v é  que  l ' h y d r o x y u r é e  à 

l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  4 mM n  ' a  aucun ' e f f e t  s u r  l a  p o l y c a r y o c y t o s e  

a l o r s  q u e  l a  cyc lohéx imide  p r o d u i t  u n e  l é g è r e  i n h i b i t i o n  

l o r s q u e  les  c e l l u l e s  MF2 s o n t  p r é t r a i t é e s  p e n d a n t  u n e  h e u r e  - 

a v e c  d e  l a  cyc lohéx imide  à l a  c o n c e n t r a t i o n  de 10 pg/ml de 

m i l i e u  . 
Par  c o n t r e ,  d e s  s y n t h è s e s  n o r m a l e s  de RNA s e m b l e n t  

être i n d i s p e n s a b l e s  pour  l ' o b t e n t i o n  d ' u n  développement  normal  

des syncyt iums e t  ceci s u r t o u t  d a n s  l a  c e l l u l e  MF2 En e f f e t ,  

l e  p r é t r a i t e m e n t  d e s  c e l l u l e s  XC ou MF2 p a r  ce t te  d r o g u e  

(1 ) ~ g / m l )  provoque u n e  d i m i n u t i o n  trés i m p o r t a n t e  du nombre 

d e  syncyt iums.  D e  p l u s ,  les  p o l y c a r y o n s  o b s e r v é s  d a n s  ces 

c o n d i t i o n s  s o n t  beaucoup p l u s  p e t i t s  q u e  d a n s  l es  c o c u l t u r e s  

non t r a i t é e s  s e r v a n t  d e  c o n t r ô l e .  E n f i n ,  d a n s  l e s  c o c u l t u r e s  

é t a b l i e s  en p r é s e n c e  d ' a c t i n o m y c i n e  D ,  l e  nombre d e  s y n c y t i u m s  

o b s e r v é s  est  éga lement  d iminué  mais  à u n e  moindre  d e g r é  q u e  

lors du p r é t r a i t e m e n t  d e s  c e l l u l e s . 1 1  est  à p r é c i s e r  qu ' aucun  

e f f e t  c y t o p a t h i q u e  n  ' a  é té  o b s e r v é  à l a  c o n c e n t r a t i o n  d ' a c t i -  

nomycine D u t i l i s é e  d a n s  ces e x p é r i e n c e s .  

En c o n c l u s i o n ,  aucune  n é o s y n t h è s e  de DNA n e  semble  



In f luence  du rraitement des c e l l u l e s  MF2 e t  XC avec d e s  i n h i b i t e u r s  de  l a  synthese 

de macromo'l&cules s u r  1 ' induct ion  des  polycaryons. 

L 9 

C e l l u l e  Trai tement  Temps de  préincubat ion Nombre de  syncytiums % d ' i n h i b i t i o n  
(en heures)  pour 3 x 1 0 ~  c e l l u l e s  MF2* 

( é c a r t  type)  

Non t r a i t é e s  2 4 0  (t 6,6) 
Hydroxyurée 1 224 ( 2  5,1)  O 

Actinomycine D 1 12 ( 5  3,2)  95 
Cyclohéximide 126 (2  4 , 2 )  

Hydroxyurée 
Actinomycine D 
Cyclohéximide 

Hydroxyurée 
Actinomycine D 
Cyclohéximide 222  (f 4,7)  

u r  la cyclohéximide. 
ras une pér iode  qe preincubat ion d'une heure,  l ' e x c è s  d ' i n h i b i t e u r  a é t 6  é l iminé  p a r  deux lavages  avec 

Moyenne de  6 comptages B p a r t i r  de trois expér iences  d i f f é r e n t e s .  
L e  developpenent des syncytiums a eu l ieu en presence de  l ' i n h i b i t e u r .  



1 n e c e s s a i r e  pour o b t e n i r  une polycaryocytose normale. Donc. l a  1 
1 format ion de p o l y c a r y o ~ s  n e  r é s u l t e  p a s  d'un p r o c e s s u s  d'endo- 1 
l mitose.  L e  t r a i t e m e n t  d e s  c e l l u l e s  MF2, c ' e s t -&-d i re  les  I 
1 c e l l u l e s  i n d u c t r i c e s ,  p a r  1 'actinomycine D e t  l a  cyclohéximide 1 

montre que  des  syn thèses  macromoléculaires d e  RNA e t  de I 
prot6Lnes normales dans l a  l i g n e e  MF2 s o n t  n é c e s s a i r e s  pour 

b t e n i r  une induc t ion  e t  une c r o i s s a n c e  normale d e s  syncytiums. 
eci suggére  qu 'une synthèse  normale d e  RNA e t  p a r t i c u l i è r e m e n t  

RNA v i r a l  ( v o i r  a u s s i  SHANNON e t  c o l 1  (1 18) ) est  i n d i s -  
n sab le  pour o b t e n i r  l e  développem,ent des syncytiums. La 
duct ion du nombre de  syncytiums p o u r r a i t  donc être due & une 

éduct ion du nombre d e  sites d ' i n d u c t i o n  pour l a  polycaryo-  
y t o s e  c ' e s t - à - d i r e  du nombre de p a r t i c u l e s  v i r a l e s  bourgeonnan 

l a  s u r f a c e  d e  l a  c e l l u l e  MF2. L a  p e r s i s t a n c e  d 'une  c a p a c i t é  
' induct ion  r é s i d u e l l e  d e  l a  c e l l u l e  MF2 a p r e s  un p r é t r a i t e m e n t  . 

par les drogues t r o u v e r a i t  son o r i g i n e  dans les p a r t i c u l e s  
v i r a l e s  déjà en bourgeonnement lors de 1 ' a d d i t i o n  de l a  drogue. 

B. Etude en microscopie  C l e c t r o n ~ q u e *  : 
En microscopie  é l e c t r o n i q u e ,  l a  c e l l u l e  XC presente 

quelques  v i l l a s i t é s  comme l e  montre l a  f i g u r e  14A. Aucune 
p a r t i c u l e  v i r a l e  qu 'elle soit  d e  type  A ou de  t y p e  C n 'a jamais 
étb abserv4e  dans  ces c e l l u l e s .  La f i g u r e  1 4 8  pressnte une 
image du bourgeannemcrnt d'une p a r t i c u l e  v i r a l e  d e  t y p e  C & l a  
s u r f a c e  dr une c e l l u l e  MF2. 

Une c e r t a i n e  forme de l a  f u s i o n  c e l l u l a i r e  p o u r r a i t  

a r e  due B des phénomenes r a p p e l a n t  l a  phagocytose atlnsi que le. 
montre 1 'image prgsenttoe dans l a  f i g u r e  14C. 

D ' a u t r e s  a s p e c t s  d e  l a  fus ion ,  au n iveau  des membranes 
c e l l u l a i r e s  cet te f o i s ,  s o n t  p r é s e n t é s  s u r  l a  f i g u r e  15. L e s  

p a r t i c u l e s  v i r a l e s  de  type  C(indiquées p a r  d e s  f l è c h e s )  permet- 
t e n t  de l o c a l i s e r  l a  p o s i t i o n  d e s  c e l l u l e s  MF2. L e s  f l è c h e s  

. courbes  ( f i g u r e  15C) schémat i sen t  1 ' échange d e  matériel cyto-  
plasmique e n t r e  les deux t y p e s  c e l l u l a i r e s .  

* En c o l l a b o r a t i o n  avec G. TORPIER. 



F i q u r e  1 4 .  Images  d e  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e .  
A .  C e l l u l e s  XC p r é s e n t a n t  q u e l q u e s  v i l l o s i t é s  ( ~ 4 0 0 0 ) .  

B .  P a r t i c u l e  v i r a l e  d e  t y p e  C b o u r g e o n n a n t  à l a  s u r f a c e  
d ' u n e  c e l l u l e  MF2 (x170  000) . 

C .  Image r a p p e l a n t  d e  l a  p h a g o c y t o s e  d a n s  u n e  c o c u l t u r e  
d e  c e l l u l e s  MF2 e t  XC ( ~ 7 5 0 0 ) .  

D .  V i l l o s i t é s  2 1' i n t é r i e u r  d ' u n  s y n c y t i u m ,  v p : v é s i c u l e s  
d e  p i n o c y t o s e  , V :  p a r t i c u l e s  v i r a l e s .  ( x  13000) .  



F i g u r e  1 5 .  Images  d e  l a  f u s i o n  d e s  membranes.  
A .  Deux c e l l u l e s  s o n t  en  c o n t a c t  é t r o i t ,  l a  f l è c h e  

i n d i q u e  u n e  p a r t i c u l e  v i r a l e  d e  t y p e  C b o u r g e o n n a n t  à l a  
s u r f a c e  d ' u n e  c e l l u l e  MF2 ( ~ 1 3 0 0 0 )  . 

B .  L e s  d e u x  membranes e n  c o n t a c t  conunencent à s ' e s t o m p e r  
( x  16000)  . L e s  f l è c h e s  i n d i q u e n t  des p a r t i c u l e s  v i r a l e s .  

C .  La  f u s i o n  d e s  membranes e s t  p a r t i e l l e m e n t  a c h e v e e .  
L e s  f l è c h e s  c o u r b e s  s y m b o l i s e n t  1 ' é c h a n g e  d e  m a t é r i e l  c y t o -  
p l a s m i q u e  ( x  7 0 0 0 0 ) .  



D e s  v u e s  d ' ensemble  d e  syncy t iums  a c h e v é s  s o n t  mon- 

trées s u r  l a  f i g u r e  16.  La p r é s e n c e  d ' a u  moins  une  c e l l u l e  

MF2 d a n s  l e  syncyt ium es t  r é v e l é e  p a r  l a  p r é s e n c e  d e  p a r t i c u l e s  

v i r a l e s  à 1 ' i n t é r i e u r  de c e l u i - c i  ( e n c a r t  d e  l a  f i g .  l6A) . C e s  

p a r t i c u l e s  " i n t r a s y n c y t i a l e s "  a i n s i  que  des v i l l o s i t é s  v i s i b l e s  

Zi l ' i n t é r i e u r  de c e r t a i n s  p o l y c a r y o n s  m o n t r e n t  l a  r a p i d i t é  du 

phénomène de  f u s i o n .  E n f i n ,  nous  n  ' avons  j a m a i s  pu o b s e r v e r  d e  

p a r t i c u l e s  v i r a l e s  f a i s a n t  o f f i c e  de p o n t  e n t r e  deux c e l l u l e s  

en c o u r s  d e  f u s i o n .  

Nous avons  vou lu  c o n n a ï t r e  l a  r é p a r t i t i o n  d e s  s i t e s  

membranaires  d e s  c e l l u l e s  MF2 e t  XC a p r e s  l e u r  f u s i o n .  Pour 

1 ' é t u d i e r  , nous  avons  a p p l i q u é  l a  t e c h n i q u e  d  ' immunomicros- 

c o p i e  é l e c t r o n i q u e  . L e s  c e l l u l e s  s e u l e s  ou l e s  p o l y c a r y o n s  

o n t  é té  incubQs  a v e c  un sérum a n t i - c e l l u l e  MF2 p r é p a r é  c h e z  

l a  s o u r i s  Balb/c .  L e s  s i tes  de f i x a t i o n  des a n t i c o r p s  à l a  

s u r f a c e  des c e l l u l e s  o n t  é té  r é v é l é s ' p a r  un sérum d e  mouton 

an t i - immunoglobu l ines  de s o u r i s  c o u p l é  à l a  p é r o x y d a s e .  L e s  

images o b t e n u e s  s o n t  p r é s e n t é e s  s u r  l a  f i g u r e  17 .  L a  c e l l u l e  

MF2 mont re  d e s  zones  d e  marquage p a r  l a  p é r o x y d a s e  ( f i g .  17A) ,  

d e  t e l l e s  zones s o n t  éga lement  v i s i b l e s  aux s i tes  d e  bourgeon-  

nement d e  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  ( f i g .  17A, e n c a r t ) .  P a r  c o n t r e ,  

l a  c e l l u l e  XC mont re  un marquage non s p é c i f i q u e  c a r a c t é r i s é  

p a r  une  f i n e  l i g n e  d e n s e  s i t u é e  à l a  membrane p l a s m a t i q u e  

( f i g .  17  B )  . Dans l e s  p o l y c a r y o n s ,  en r e v a n c h e ,  l e  marquage à 

l a  peroxydase  w a v e c  l a  c e l l u l e  MF2 a l t e r n e  a v e c  d e s  z o n e s  

de marquage non s p é c i f i q u e  ( f i g .  17C) .  L 1  y  a  donc u n e  l a r g e  

r e d i s t r i b u t i o n  des s i t e s  c e l l u l a i r e s  à l a  s u r f a c e  du p o l y c a r y o n .  

Une d i l u t i o n  d e s  s i tes  i n d u c t e u r s  d e  l a  p o l y c a r y o -  

c y t o s e  à l a  s u r f a c e  du syncyt ium l o r s  d e  s a  c r o i s s a n c e  p o u r r a i t  

i n f l u e r  s u r  l a  t a i l l e  f i n a l e  d e  ce syncyt ium.  En a d m e t t a n t  

qu'une d e n s i t é  min imale  d e  s i t e s  s o i t  n é c e s s a i r e  pour  i n d u i r e  

ou  p e r m e t t r e  l e  développement  d ' u n  syncyt ium,  on  p e u t  p e n s e r  

que  p l u s  une  c e l l u l e  p r o d u i t  d e  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  ( q u i  pour -  

r a i e n t  r e p r e s e n t e r  ces s i tes  d ' i n d u c t i o n )  , p l u s  l e s  s y n c y t i u m s  



F i g u r e  1 6 .  Images  d e  p o l y c a r y o n s  f o r m é s .  

A .  Vue g é n é r a l e  à f a i b l e  g r o s s i s s e m e n t  ( x  3200)  . L ' e n c a r t  
p r é s e n t e  d e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  e m p r i s o n n é e s  d a n s  l e  p o l y c a r y o n  
( x  50000). 

B .  D e  nombreuses  v i l l o s i t é s  s o n t  v i s i b l e s  à l a  s u r f a c e  
du s y n c y t i u m  ( x  4 4 0 0 ) .  



F i g u r e  1 7 .  Immunomicroscopie  é l e c t r o n i q u e .  

L e s  c e l l u l e s  MF XC e t  l e s  s y n c y t i u m s  o n t  é t é  t r a i t é s  
de l a  m ê m e  m a n i è r e  p a r  ?é sérum d e  s o u r i s  a n t i - c e l l u l e  MF 
s i t e s  r é a c t i o n n e l s  s o n t  a l o r s  r é v è l é s  p a r  un sé rum d e  mou 
s n t i - i i i ; m u n o g l o b u l i n e s  d e  s o u r i s  c o u p l é  à l a  p e r o x y d a s e .  

A .  Des s i t e s  d e  marquage  à l a  p e r o x y d a s e  ( f l é c h é s )  
p e u v e n t  ê t r e  vus à l a  s u r f a c e  de l a  c e l l u l e  MF2(x36000) .  E n c a r t  
p a r t i c u l e  v i r a l e  b o u r g e o n n a n t e ,  marquée  à l a  p e r o x y d a s e  (x10000( 

B .  S u r  l a  c e l l u l e  XC,  marquage  non s p é c i f i q u e  à l a  p e r -  
o x y d a s e  c a r a c t é r i s é  p a r  u n e  l i g n e  d e n s e  l o c a l i s é e  à l a  
membrane p l a s m a t i q u e  ( x  3 6 0 0 0 ) .  

C .  Un p o l y c a r y o n  p r é s e n t a n t  e n  a l t e r n a n c e  d e s  s i t e s  d e  
marquage s p é c i f i q u e  e t  d e s  l i g n e s  d e n s e s  ( x  8 0 0 0 0 ) .  E n c a r t  : 
p a r t i c u l e  v i r a l e  b o u r g e o n n a n t e  d o n t  l e  s y s t è m e  membrana i r e  es t  
o r i g i n a i r e  à l a  f o i s  d e  c e l l u l e s  XC e t  MF2 ( x  1 0 0  000). 



o b t e n u s  s e r o n t  g r a n d s  e t  nombreux. C e c i  est  v é r i f i é  p a r  exemple 

lo r s  du t r a i t e m e n t  ou du non t r a i t e m e n t  d e s  c e l l u l e s  MF2 p a r  

l ' a c t i n o m y c i n e  D ou l o r s q u e  l ' o n  compare l es  s y n c y t i u m s  XC-MF2 

a v e c  l e s  syncyt iums o b t e n u s  avec  d e s  l i g n é e s  hau tement  p ro -  

d u c t r i c e s  d e  v i r u s  leucémogènes t e l l e  l a  l i g n é e  78 Al. 

C e t t e  é t u d e  c y t o l o g i q u e  e t  u l t r a s t r u c t u r a l e  n e  nous  

donne qu 'une i d é e  s t a t i q u e  du phénomène d e  p o l y c a r y o c y t o s e .  La 

mic roc inématograph ie  e t  l a  t e c h n i q u e  du c ryodécapage  o n t  p e r m i s  

u n e  approche  p l u s  dynamique d e  l a  f o r m a t i o n  e t  d e  l ' é v o l u t i o n  

d e s  p o l y c a r y o n s  XC-MF2. 

III. E t u d e  dynamique d e  l a  ~ ~ l y c a ~ y o c y t o s e .  ------------ ---- -_------- ........................................... 

A. E t u d e  en mic roc inématograph ie  * : 

Une é t u d e  mic roc inématograph ique  d e  l a  f u s i o n  se 

p r o d u i s a n t  e n t r e  u n e  c e l l u l e  MF2 e t  une  c e l l u l e  XC a é t é  

e n t r e p r i s e .  Un montage d e  p h o t o g r a p h i e s  o b t e n u e s  à p a r t i r  d ' u n  

f i l m  es t  p r é s e n t é  s u r  l a  f i g u r e  18. Une vue é t a i t  e x p o s é e  

t o u t e s  l es  q u a t r e  m i n u t e s .  Au d é b u t  de l a  séquence ,  o n  p e u t  

s u i v r e  u n e  c e l l u l e  MF2 d e s c e n d a n t  dans  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  e t  

a r r i v a n t  à p r o x i m i t é  d ' u n e  c e l l u l e  XC (on l a i s s e  l es  c e l l u l e s  

XC se f i x e r  p e n d a n t  5 h e u r e s  a v a n t  l e  d é b u t  d e  l a  c o c u l t u r e )  . 
La f i x a t i o n  d e  l a  c e l l u l e  MF2 au s u p p o r t  es t  achevée  e n  e n v i r o n  

20 m i n u t e s .  On p e u t  c o n s i d é r e r  q u e  l a  f u s i o n  e n t r e  l e s  deux 

c e l l u l e s  est  t e r m i n é e  92 m i n u t e s  a p r è s  l e  d é b u t  d e  l a  c o c u l t u r e  

(vue  H ) .  P u i s  u n e  seconde  c e l l u l e  XC " s ' a p p r o c h e "  d e  l ' h é t é -  

roca ryon  précédemment formé e t  f u s i o n n e  avec  c e l u i - c i .  Un 

syncyt ium comprenant 3 noyaux e s t  achevé  180 m i n u t e s  a p r è s  l e  

d é b u t  d e  l a  c o c u l t u r e  (vue  N ) .  C e t t e  c i n é t i q u e  est  e n  a c c o r d  

a v e c  n o s  o b s e r v a t i o n s  p r é c é d e n t e s  ( v o i r  p.52 ) .  Les  m ê m e s  

r é s u l t a t s ,  en mic roc inématograph ie ,  o n t  é té  o b t e n u s  q u e  l e s  

c o c u l t u r e s  a i e n t  é té  t r a i t é e s  ou  non a v e c  d e  1 'hydroxyurée .  

D e s  phénomènes p l u s  t a r d i f s  s o n t  m o n t r é s  s u r  l a  f i g .  1 9  

* En c o l l a b o r a t i o n  a v e c  Madame COLLYN-D 'HOOGHE. 



F i q u r e  1 8 .  E t u d e  m i c r o c i n é m a t o g r a p h i q u e  d e  l a  p o l y c a r y o c y t o s e .  

D e s  p h o t o g r a p h i e s  o n t  é t é  r é a l i s é e s  à p a r t i r  d e s  
f i l m s  1 6  mm u t i l i s é s  d a n s  c e t t e  é t u d e .  C e  montage  p r é s e n t e  l e s  
é v è n e m e n t s  se d é r o u l a n t  au d é b u t  d ' u n e  c o c u l t u r e .  L e s  v u e s  
o n t  é t é  e x p o s é e s  t o u t e s  l e s  q u a t r e  m i n u t e s .  L e s  c h i f f r e s  i n -  
d i q u e n t  l e  temps é c o u l é  d e p u i s  l e  d é b u t  d e  l a  c o c u l t u r e  ( e n  mn! 

Vues A à J : l a  f l è c h e  i n d i q u e  u n e  c e l l u l e  MF2 f u s i o n n a n t  
a v e c  u n e  c e l l u l e  XC. 

Vues K à O : u n e  s e c o n d e  c e l l u l e  XC v i e n t  f u s i o n n e r  a v e c  
l ' h é t é r o c a r y o n  précédemment  fo rmé .  



F i g u r e  1 9 .  D i v i s i o n  m u l t i p o l a i r e  d ' u n  s y n c y t i u m .  

Des v u e s  o n t  é t é  e x p o s é e s  t o u t e s  l e s  m i n u t e s .  L e s  
nombres  i n d i q u e n t  l e  t emps  é c o u l é  d e p u i s  l e  d é b u t  d e  l a  co-  
c u l t u r e  ( en  m i n u t e s )  . 

L e s  f l è c h e s  i n d i q u e n t  un p o l y c a r y o n  s u j e t  à un p r o c e s -  
s u s  m i t o t i q u e  a n o r m a l .  

La p e t i t e  c e l l u l e  f i l l e  ( f l é c h é e  en M )  i s s u e  d e  ce t t e  
d i v i s i o n  n e  r e f u s i o n n e  p a s  a v e c  l e s  d e u x  a u t r e s  g r a n d e s  c e l l u l e s  



Une vue é t a i t  exposée  t o u t e s  les minu tes .  Un p o l y c a r y o n  d o n t  

f ' a r r o n d i s s e m e n t  a  commencé 421 m i n u t e s  a p r è s  l e  d é b u t  d e  l a  

c o c u l t u r e  e s t  v i s i b l e  en A ( s o i t  au temps 600 m i n u t e s ) .  I l  

s u b i t  une  d i v i s i o n  m u l t i p o l a i r e  q u i  é v o l u e  j u s q u ' à  l a  vue 

r é f é r e n c é e  J p u i s  les deux g r a n d e s  c e l l u l e s  f i l l e s  r e f u s i o n n e n t ,  

l a  p e t i t e  r e s t a n t  à 1 ' é c a r t  du po lyca ryon  a i n s i  reformé. T r o i s  

p o i n t s  i m p o r t a n t s  s o n t  à remarquer  d a n s  cet te  deuxième série 

d  ' e x p é r i e n c e s  : 

- ces o b s e r v a t i o n s  n  ' o n t  é té  f a i t e s  qu ' en  a b s e n c e  d ' h y d r o x y u r é e  

- l a  d u r é e  de l a  d i v i s i o n  du po lyca ryon  est très i m p o r t a n t e .  

- l e  ternps n é c e s s a i r e  à l a  f u s i o n  d e s  deux  c e l l u l e s  f i l l e s  est  

l e  m ê m e  q u e  d a n s  l e  c a s  p r é c é d e n t  ( f i g .  18 v u e s  L  à N ) .  

C e t t e  é t u d e  permet  donc  de c o n f i r m e r  que  l a  f o r m a t i o n  

de p o l y c a r y o n s  es t  r a p i d e  e t  q u ' e l l e  p e u t  se d é r o u l e r  s a n s  

d i v i s i o n s  c e l l u l a i r e s  ou endomi toses  car 1 ' h y d r o x y u r é e  n  ' a 

aucune i n f l u e n c e  s u r  l e  nombre e t  l a  t a i l l e  d e s  s y n c y t i u m s  

o b t e n u s .  

B. E t u d e  p a r  l a  t e c h n i q u e  du c ryodécapage  * : 

L e s  m o d i f i c a t i o n s  s u r v e n a n t  d a n s  l e s  membranes cel- 

l u l a i r e s  au n i v e a u  des zones  d e  f u s i o n  ou  dans  l es  s y n c y t i u m s  

a c h e v é s  o n t  é té  s u i v i e s  p a r  l a  méthode du c ryodécapage .  

L ' a s p e c t  g é n é r a l  d e s  membranes f r a c t u r é e s  d e  c e l l u l e s  

MF2 e t  XC es t  p r é s e n t é  d a n s  l a  f i g u r e  20. L e s  f a c e s  de  f r a c t u r e  

s o n t  d é s i g n é e s  s e l o n  l a  n o m e n c l a t u r e  d e  'BRANTON e t  col1 (1 1 9 )  

c ' e s t - à - d i r e  que  l a  f a c e  P c o r r e s p o n d  à l a  demi-membrane l i é e  

au cy top lasme  e t  donc vue p a r  sa f a c e  e x t e r n e  ; e t  l a  f a c e  E 

c o r r e s p o n d  au f e u i l l e t  e x t e r n e  de l a  membrane, il e s t  donc  vu 

p a r  s a  f a c e  i n t e r n e .  La f i g u r e  20 C es t  u n e  r e p r é s e n t a t i o n  

schémat ique  d e  l a  f r a c t u r e  mont rée  en A .  

Le c ryodécapage  d ' u n e  membrane d e  syncyt ium en 

f o r m a t i o n  ( f  i g .  21 ) montre  d e s  zones  p r e s q u e  t o t a l e m e n t  dépour-  

* En c o l l a b o r a t i o n  a v e c  G. TORPIER. 



Figure 2 0 .  Aspect de membranes f r a c t u r é e s  de c e l l u l e s  MF2et XC. 

A .  Membranes f r a c t u r é e s  de c e l l u l e s  M F 2 .  
B .  Membranes f r a c t u r é e s  de c e l l u l e s  XC. 
C .  (Voir c i - con t re )  . Représentat ion schématique de l a  

f r a c t u r e  montrée en A .  

La nomenclature adoptée e s t  c e l l e  de BRANTON e t  co l1  ( 1  2 0 ) .  
L'espace e n t r e  l e s  c e l l u l e s  @ e t  @ e s t  rempli  de g lace .  



F i g u r e  2 1 .  C r y o d é c a p a g e  d ' u n e  z o n e  d e  f u s i o n .  
L e s  f a c e s  de f r a c t u r e  s o n t  d é s i q n é e s  s e l o n  l a  - 
n o m e n c l a t u r e  de BRANTON e t  c o l 1  ( 1 2 1 ) .  

A .  Une zone  p r a t i q u e m e n t  d é p o u r v u e  de p a r t i c u l e s  e s t  
v i s i b l e ,  e l l e  c o r r e s p o n d  à u n e  zone  o ù  l e s  l i p i d e s  s o n t  t rès  
e x p o s é s .  L e s  p a r t i c u l e s  p r o t é ï q u e s  s o n t  r e p o u s s é e s  à l a  p é r i -  
p h é r i e  d e  c e t t e  zone .  

L e  t r a i t  r e p r é s e n t e  0 , s  ym ( ~ 7 0 0 0 0 ) .  
B .  Une  v u e  p l u s  l a r g e  d ' u n e  t e l l e  z o n e  d e  c o n t a c t  e s t  

p r é s e n t é e .  L e  t r a i t  r e p r é s e n t e  1  pm ( ~ 5 4 0 0 0 ) .  



vues  de  p a r t i c u l e s  in t ramembrana i res  q u i  d o i v e n t  c o r r e s p o n d r e  

aux zones d e  f u s i o n  e n t r e  deux c e l l u l e s  ou aux zones de c o n t a c t  

e n t r e  d e s  v i l l o s i t é s  c e l l u l a i r e s  ( d é c r i t e s  f i g .  14 A )  e t  u n e  

a u t r e  membrane c e l l u l a i r e .  L e s  p a r t i c u l e s  p r o t é ï q u e s  s emb len t  

être r epoussées  à l a  p é r i p h é r i e  d e  ces zones l i p i d i q u e s  C e t t e  

, d i s p o s i t i o n  n ' e s t  o b s e r v é e  que s u r  l e s  f a c e s  P d e s  membranes 

f r a c t u r é e s .  Pour o b t e n i r  d e  t e l les  p l a g e s ,  nous  avons r a l e n t i  

l e  p r o c e s s u s  de  f u s i o n  en p l a ç a n t  l e s  c o c u l t u r e s ,  3 h e u r e s  

a p r è s  l e u r  é t a b l i s s e m e n t ,  pendan t  2  h e u r e s  à E OC a v a n t  d e  

p r a t i q u e r  l a  f r a c t u r e .  Nous avons v é r i f i é ,  p a r  a i l l e u r s ,  q u e  ce 

t r a i t e m e n t  n ' a l t è r e  p a s  l a  d i s t r i b u t i o n  n i  l e  nombre des p a r -  

t i c u l e s  in t ramembrana i res  d e s  c e l l u l e s  MF2 ou XC. D e  m ê m e ,  

cet te  i n c u b a t i o n  à   OC n ' a  aucune i n f l u e n c e  s u r  un dévelop-  

pement u l t é r i e u r  d e  l a  po lyca ryocy tose  : en e f f e t ,  d e s  cocu l -  

t u r e s  i ncubées  d e  cet te  maniè re  p u i s  r e p l a c é e s  à 3 7 O ~  o n t  

p r é s e n t é  a u t a n t  d e  syncyt iums r en fe rman t  l e  m ê m e  nombre d e  

noyaux que  d e s  c o c u l t u r e s  maintenues  en  permanence à 3 7 ' ~ .  

Une a n a l y s e  s t a t i s t i q u e  * d e  l a  d i s t r i b u t i o n  d e s  

p a r t i c u l e s  in t ramembrana i res  à l a  s u r f a c e  d e s  syncy t iums  a  é té  

e f f e c t u é e  pour complé te r  l ' é t u d e  en imrnunomicroscopie é l e c t r o n i -  

que  du réa r rangement  d e s  s i tes  membranaires précédemment 

d é c r i t e  ( v o i r  p.59 ) .  L e s  p a r t i c u l e s  i n t r amembrana i r e s  o n t  é té  

comptées s u r  d e s  ag rand i s semen t s  pho tog raph iques  q u a d r i l l é s  

d e s  images d e  mic roscop i e  é l e c t r o n i q u e .  Environ 30 images  

c h o i s i e s  au h a s a r d  o n t  é té  comptées pour  chaque t ype  c e l l u l a i r e  

e t , p o u r  chaque image, l a  v a l e u r  ob t enue  ' co r r e spond  à l a  

numérat ion d ' e n v i r o n  1  Pm2 d e  membrane. L e s  r é s u l t a t s  d e s  

comptages o n t  é té  t r a i t é s  p a r  l a  méthode d ' a n a l y s e  b i d i r e c t i o n -  

n e l l e  d e  v a r i a n c e .  

L e s  f a c e s  E d e s  membranes f r a c t u r é e s  n e  mon t r en t  

aucune d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  quan t  à l a  d i s t r i b u t i o n  d e s  

p a r t i c u l e s  in t ramembrana i res  que ce s o i e n t  d e s  membranes 

p rovenan t  d e  c e l l u l e s  XCI MF20u d e  syncyt iums.  

* Nous remerc ions  l e  Docteur J . P .  DESSAINT p o u r  l ' a i d e  q u ' i l  

nous  a a p p o r t é e  dans  ce t te  ana ly se .  



En ce q u i  concerne les  f a c e s  P des  membranes 
f r a c t u r é e s  de c e l l u l e s  XC e t  MF2, une d i f f é r e n c e  s i g n i f i c a t i v e  
a p p a r a i t  dans l a  d e n s i t é  d e s  p a r t i c u l e s  intramembranaires 
( v o i r  tab leau  V I I ) .  Dans les syncytiums achevés, les  faces P 

des membranes f r a c t u r é e s  montrent des  zones ayan t  l a  d e n s i t é  
d e s  c e l l u l e s  MF2, d ' a u t r e s  ayant  l a  d e n s i t é  d e s  c e l l u l e s  XC, , 

d ' a u t r e s  en f in  ayan t une d e n s i t é  in te rmédia i re .  

Un c a s  p a r t i c u l i e r  est r e p r é s e n t é  p a r  l e s  zones de 

n  diagramme de  fréquence d'e d e n s i t é  des p a r t i c u l e s  
intramembranaires dans une t e l l e  zone ( f ig .  21A) montre une 
t o t a l e  r e d i s t r i b u t i o n  de  l a  d e n s i t é  des  p a r t i c u l e s  au c o n t a c t  
e n t r e  deux c e l l u l e s  (f i g .  2 2 )  . C e t t e  d i s t r i b u t i o n  semble cor res -  
pondre B l a  somme des  courbes obtenues avec les deux types  
c e l l u l a i r e s  cons idé rés  séparément. 

L 'ana lyse  s t a t i s t i q u e  d e  l a  d i s t r i b u t i o n  des p a r t i -  
Winusram .u..i. ,.. .< m v 2 X  t .  %%' 

c u l e s  intramembranaires des  f a c e s  des  membranes f r a c t u r é e s  de 

syncytiums a  permis d 'observer  d e s  zones avec une d e n s i t é  
r appe lan t  c e l l e  de  l a  c e l l u l e  XC, d ' a u t r e s  avec une d e n s i t é  

r appe lan t  c e l l e  de  l a  c e l l u l e  Mf2 e t  des  zones ayant  une  
d e n s i t é  in termedia i re .  C e c i  s e  rapproche des  r é s u l t a t s  obtenus  
en immunomicroscopie é l ec t ron ique  (p. 59 ) . 

D e  nombreux a u t e u r s  o n t  d é c r i t  l a  formation de plagea 
lisses l o r s  de  l a  fus ion  de  membranes, nos r é s u l t a t s  concorde& 
avec les  l e u r s .  I ls  s o n t  en accord a v e c - l e  mécanisme de l a  
fus ion  membranaire d é c r i t  pa r  AHKONG e t  col1 (122) ,  mécanisme 
q u i  est schématisé dans l a  f i g .  23. 

Cependant, l e  r ô l e  e x a c t  joué p a r  les p a r t i c u l e s  
v i r a l e s  bourgeonnant à l a  s u r f a c e  des  c e l l u l e s  MF2 dags l u i n . -  
duct ion  de l a  polycaryocytose r e s t e  d i f f i c i l e  a d é f i n i r .  11 en 

est de  même pour l a  p r o p r i é t é  p a r t i c u l i è r e  qu 'ont  les c e l l u l e s  

.XC de fus ionner  e n t r e  e l l e s  l o r s q u ' e l l e s  s o n t  c o c u l t i v é e s  avec 
P 



D e n s i t é  en  p a r t i c u l e s  i n t r a m e m b r a n a i r e s  d e s  f a c e s  

1 d e  f r a c t u r e  P e t  E d e s  membranes p l a s m a t i q u e s  d e s  c e l l u l e s  XC e t  M F ,  

Les  v a l e u r s  s o n t  données  en nombre d e  p a r t i c u l e s  p a r  p m  2 

( é c a r t  t y p e ) .  C e s  v a l e u r s  r e p r é s e n t e n t  l a  moyenne de 30 

comptages de p l a q u e s  p h o t o g r a p h i q u e s  pour  chaque t y p e  

c e l l u l a i r e .  

L e s  f a c e s  de f r a c t u r e  s o n t  d é s i g n é e s  s e l o n  l a  n o m e n c l a t u r e  

a 

d e  BRANTON e t  col1 (1 2 3 ) .  

F a c e  E 

I 

75.2 9 

99210 

C e l l u l e  

XC 

MF2 

Face  P 

596 ( 2  80) 

937 (2 100) 
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Figure 22. Représentation schematique de l a  d e n s i t é  en 
p a r t i c u l e s .  

C e  diagramme représente l a  d i s t r i b u t i o n  de l a  
dens i t é  en p a r t i c u l e s  intramembranaires (IMP) dans les  faces  P 
de fracture  des  membranes plasmatiques de c e l l u l e s  XC, de 
c e l l u l e s  MF2 e t  dans une zone de fusion (voir f i g e  Z I A ) .  



Fiqure  23. Schématisat ion de l a  d i s p o s i t i o n  des  c o n s t i t u a n t s  
membranaires l o r s  d 'une fus ion  de  membranes b io log iques  
( d ' a p r è s  AHKONG e t  c o l 1  ( 1 2 4 )  ) . 

A. C e s  deux membranes n e  peuvent fus ionner  car les 
p r o t é ï n e s  son t  r é p a r t i e s  au hasard  dans les,  couches l i p i d i q u e s .  

B. Dispos i t ion  favorab le  pour une fus ion .  L e s  p r o t é ï n e s  
s o n t  à l a  p é r i p h é r i e  de  zones composées de  l i p i d e s  tr&s f l u i d e s  
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d e s  c e l l u l e s  productrices de v i rus  leuc&mogènes. Peut-être 

cette capacité  v i e n t - e l l e  d'une mobi l i té  ~ a r t i c u l i è r e  de ses 
composants membranaires qui l u i  permettent une formation 

rapide et a i s é e  de zones lisses dépourvues de proté ïnes .  



3 . -  REGULATION DE LA PRODUCTION VIRALE EN FONCY!ION 

DES CONDITIONS DE CULTURE. PHENOMENE DU "SWITCH- 
OFF" - "SWITCH-ONn *. 

La propriéti5 des  c e l l u l e s  MF2 de  provoquer l e  

développement d 'une a s c i t e  abondante lo r squ  'el les s o n t  i n j e c t é e s  
pa r  vo ie  i n t r a p e r i t o n é a l e  a des  s o u r i s  Balb/c nous a v a i t  f a i t  
songer à u t i l i s e r  c e  mode de c u l t u r e  c e l l u l a i r e  pour n o s  
product ions v i r a l e s .  En e f f e t ,  c e  type  de  c u l t u r e  in-vivo est  
tres commode, peu onéreux e t  peu s u j e t  aux contaminat ions.  Nous 
avons c o n t r ô l é  l a  production v i r a l e  p a r  l e  tes t  XC précedem- 
ment d é c r i t  e t  nous avons pu c o n s t a t e r  une d i s p a r i t i o n  progres-  
s i v e  de  l ' a p t i t u d e  des  c e l l u l e s  MF2 B i n d u i r e  des polycaryons 
au cours  des  passages  s u c c e s s i f s  chez l ' an imal .  C e t t e  

observa t ion  a é t é  étendue un a u t r e  type  de  plasmocytome. 

L e  p r o t o c o l e  expérimental  est schématise  d m s  l a  

f i g u r e  24 e t  les c e l l u l e s  u t i l i s é e s  dans ces expér iences  
d é r i v e n t  de  deux plasmocytomes de  l a  s o u r i s  Balb/c : 
- l e  plasmocytome MOPC173 dan t  soat i s s u e s  l a  l i g n e e  MF2 e t  

l a  l i g n 6 e  173/2A établie dans n o t r e  l a b o r a t o i r e .  - ;le plasniocytome MOPC 315 dont  s o n t  o r i g i n a i r e s  l a  lignBe315F1 
obtenue chez l e  Docteur PARAF e t  l a  l i g n e e  31 5/2A établie dans  
n o t r e  l a b o r a t o i r e .  

L e s  tumeurs mères s o n t  maintenues p a r  t r a n s p l a n t a t i o n  

sous-cutanée chez l a  s o u r i s  Balb/c. 

Quand les d i v e r s e s  l i g n é e s  c e l l u l a i r e s  s o n t  c u l t i v e e s  
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Fiqure 2 4 .  Schématisation du phénomsne d'ext inct ion-  
réapparition .. 
L a  tumeur o r i g i n a l e  a eté mise en c u l t u r e  de t i s s u s .  

A chaque 'subculture un . tes t  XC a été e f f e c t u é .  Puis ,  les tel- 



i n - v i t r o ,  c ' e s t - à - d i r e  en c u l t u r e  d e  t i s s u s ,  t o u t e s  i n d u i s e n t  

l a  f o r m a t i o n  d e  p o l y c a r y o n s  XC s a u f  l a  l i g n é e  315 FI q u i  en  

i n d u i t  très peu (moins d e  1 0  pour  106 c e l l u l e s ) ,  l a  l i g n é e  l a  

p l u s ' a c t i v e "  es t  l a  l i g n é e  MF2 ( v o i r  t a b l e a u  V I I I ) .  

Après  t r a n s f e r t  in-vi.vo, une  p e r t e  de l a  c a p a c i t é  

d ' i n d u i r e  d e s  p o l y c a r y o n s  a  é t é  rap idement  o b s e r v é e  ( t a b l e a u  I X )  

La l i g n é e  MF2 q u i  est  l a  p l u s  a c t i v e  pour  l ' i n d u c t i o n  d e  syn- 

cy t iums  es t  a u s s i  cel le  q u i  p e r d  l e  p l u s  l e n t e m e n t  sa p r o p r i é t é  / 
e t  ce l le  q u i  r é c u p è r e  l e  p l u s  l e n t e m e n t  son p o u v o i r  i n d u c t e u r  l 
i n - v i t r o  a p r è s  l ' a v o i r  pe rdu  l o r s  du t r a n s f e r t  i n - v i v o .  I l  

f a u t  e n f i n  n o t e r  que  l a  m ê m e  l i g n é e  c e l l u l a i r e  r é a q u i e r t  s a  

p r o p r i é t é  d ' i n d u c t i o n  p l u s  r ap idement  l o r s q u ' e l l e  e s t  c u l t i v é e  

en monocouche ( c ' e s t - à - d i r e  soumise  à 1 ' a c t i o n  d e  l a  t r y p s i n e  ~ 
l o r s  des s u b c u l t u r e s )  que  l o r s q u ' e l l e  e s t  c u l t i v é e  en s u s p e n s i o n .  

S i  l ' o n  examine p a r a l l è l e m e n t  l a  p r o d u c t i o n  des 

p a r t i c u l e s  v i r a l e s  en m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e ,  l e s  c e l l u l e s  

MF m a i n t e n u e s  i n - v i v o  p r é s e n t e n t  de très r a r e s  bourgeonnements  2  
e t  l e  r a p p o r t  p a r t i c u l e s  C / p a r t i c u l e s  A est  d e  1  : 3 0 0  ; p a r  

c o n t r e ,  l e s  c e l l u l e s  MF2 c u l t i v é e s  i n - v i t r o  m o n t r e n t  beaucoup 

d ' i m a g e s  d e  bourgeonnement e t  l e  r a p p o r t  p a r t i c u l e s C / p a r t i c u l e s  

A d e v i e n t  a l o r s  450 : 300 ( n o s  r é s u l t a t s  e t  communicat ion 

p e r s o n n e l l e  du D r  PENIT). 

A i n s i ,  une  d i s p a r i t i o n  r é v e r s i b l e  de  l ' a p t i t u d e  d e s  

c e l l u l e s  MF2 à i n d u i r e  l a  f o r m a t i o n  de p o l y c a r y o n s  s u i v a n t  

les  c o n d i t i o n s  de c u l t u r e  es t  p o s s i b l e .  C e c i  r a p p e l l e  l e s  

o b s e r v a t i o n s  f a i t e s  avec  l e  v i r u s  d e  l a  l e u c é m i e  d e  G r o s s  l o r s  

d e  son p a s s a g e  in -v ivo  chez  l e  r a t .  Un m ê m e  phénomène d ' e x -  

t i n c t i o n - r é a p p a r i t i o n  d  'un c a r a c t è r e  p h é n o t y p i q u e  (1 ' a n t i g è n e  

s p é c i f i q u e  de g roupe ,  g s  1 )  a é té  d é c r i t  p a r  IOACHIM e t  c o l 1  

(1 25) e n  u t i l i s a n t  des t e c h n i q u e s  d ' imrnunof luorescence .  

Dans n o t r e  c a s ,  1 ' e x t i n c t i o n - r é a p p a r i t i o n  de 1 ' ap- 

t i t u d e  des c e l l u l e s  à i n d u i r e  l a  p o l y c a r y o c y t o s e  e s t  p a r a l l è l e  

à l a  non-product ion-product ion de p a r t i c u l e s  v i r a l e s  de t y p e  C 

p a r  l a  c e l l u l e  MF2 L ' e x p r e s s i o n  du génome v i r a l  semble  



I n f l u e n c e  d e s  c o n d i t i o n s  d e  c u l t u r e  s u r  1 ' a p t i t u d e  

de d i v e r s e s  l i g n é e s  c e l l u l a i r e s  à i n d u i r e  l a  p ~ l y ~ a r y o c y t o s e .  

de d i m a t r e ,  L ' i n d i c e  de f u s i o n  est fonde s u r  l e  nombre d e  c e l l u l e s  mul t inuc léées  e t  l e  nombre d e  noyaux 
p a r  syncytium (JOMNSON et  col1 ' ( 126 ) ) .  Dans cette é c h e l l e ,  quand les c o c u l t u r e s  p r g s e n t e n t  un p e t i t h n o m b r e  
d e  polycaryons renfermant  t r b  peu de noyaux, on donne l ' i n d i c e  +l ;  quand environ 50p100 des c e l l u l e s  XC 
s o n t  fus ionnees  dans  des p o l y c a r p n s  renfermant  B e  10 3 12 noyaux, on donne 1 ' i n d i c e  +3; 1 ' i n d i c e  +5 est  
donné quand t o u t e s  les c e l l u l e s  XC sont fus ionnees  dans d e s  polycaryons renfermant  p l u s  de 2 0  noyaux, 

I 

II 



Perte e t  r é a c q u i s i t i o n  s u c c e s s i v e s  d e  l ' a p t i t u d e  d e s  c e l l u l e s  à i n d u i r e  l a  po lyca ryocy tose  

NT : non testé - S e u l e  l a  c e l l u l e  MF2 a été é t u d i é e  pour  l a  r é a c q u i s i t i o n  d e  l a  p r o p r i é t é  d ' i n d u i r e  l a  . 
po lyca ryocy tose  .en c u l t u r e  en suspens ion .  

4 

Lignée 

C e l l u l a i r e  

MF2 

173/2A 

31 5/2A 

Numéro 

d ' e x p é r i e n c e  

1 
2  
3 

1 
2 

1 
2 

Y 

Nombre minimal d e  pa s sages  pour o b t e n i r  

L ' e x t i n c t i o n  

in -v ivo  

3 
4 
4 

1 
2 

2  
2 

L a  r é a c q u i s i t i o n  i n - v i t r o  

C u l t u r e  en monocouche 

9 
7 
7 

6  
5 

3 
5 

C u l t u r e  en suspens ion  

1 6  
1 O 
14 

NT 
N T  

NT 
NT 



rCSprimee in-vivo p a r  des  r a c t e u r s  imunolog iques  de  l t h 6 t e  e t  
déréprimee lors du passage i n - v i t r o .  Nous avons voulu appro- 

f o n d i r  1 'é tude  d e  1 'expression du génome v i r a l  en f o n c t i o n  d e s  
cond i t ions  de c u l t u r e  pa r  d e s  techniques biochimiques. 

Pour aborder ce problème, nous avons u t i l i s é  un DNA 

complémentaire du génome v i r a l  s y n t h é t i s é  par  l a  r é a c t i o n  de 

t r a n s c r i p t i o n - i n v e r s e  endogène, cDNA don t  les c a r a c t é r i s t i q u e s  
s o n t  décrites p. 4 4  . L e  cDNA nous a s e r v i  de sonde dans  l a  

recherche d e s  sequences v i r a l e s  exprimées dans l a  c e l l u l e  MF2 

s u i v a n t  les c o n d i t i o n s  de  c u l t u r e  (in-vivo ou i n - v i t r o )  . 
Comme l e  RNA v i r a l  est polyadényle, nous avons recherché  son 

expression parmi les  RNA poss'(sdant une séquence poly (A) 

e x t r a i t s  des  c e l l u l e s  MF2 c u l t i v é e s  s o i t  in-vivo s o i t  i n - v i t r o  

Isolement  des  RNA possedant  une séquence 
polyadénylée : 
Nous nous sommes i n s p i r é  d e s  techniques  d ' i so lement  

s u r  c e l l u l o s e  n o n - e s t e r i f i é e  d é c r i t e s  par KITOS e t  col1 (1 27) 
et LARSEN e t  c o l 1  (128).  C e t  i solement  est fondé s u r  l a  

1. 
p r o p r i g t b  qu ' a  l a  séquence poly  '(A) de prendre  une configu-  
ratron L e i l e  ti hau te  force ion ique  q u ' e l l e  p e u t  se f ixer  sur 
de l a  c e l l u l o s e .  

Nous avons u t i l i s e  comme suppor t  l a  c " i l o se  

4 1 0  (Bforad) . Après un prCStraitement (décrit p. 11 9 )  , son ,, 

e f f i c a c i t é  e t  s a  s p é c i f i c i t é  o n t  été c o n t r ô l é e s  de l a  mani 
su ivan te  : du RNA v i r a l  a été i s o l é  dans  l e s  c o n d i t i o n s  d é c r i  

f i g u r e  88. L e s  f r a c t i o n s  correspondant au RNA génomique v i r a l  



d'une p a r t  e t  a u x  espèces  lkgeres d ' a u t r e  p a r t  o n t  éte ras- 

I semblées, é q u i l i b r é e s  en tampon H p u i s  chromatographiées s u r  

I une colonne de  C e l l e x  410. 

L e s  r é s u l t a t s  ob tenus  s o n t  p r é s e n t é s  s u r  l a  f ig .25 .  
L e s  espèces  l é g è r e s ,  non polyadénylées  n e  s o n t  pas  r e t e n u e s  
s u r  l a  colonne a l o r s  que l e  RNA 70S, q u i  es t  polyadénylé ,  est  

r e t e n u  6 8 ~ 1 0 0 .  Une f r a c t i o n  du RNA. g h o m i q u e  a été testée, 
a r a l l è l e m e n t ,  pour son contenu en po ly  (A) s u r  f i l t re  M i l -  

i p o r e  dans l e s  c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  p a r  BRAWERMAN e t  c o l 1  ( 1 2 9 ) .  

es r é s u l t a t s  s o n t  résumés dans l e  t a b l e a u  X. 

L a  f r a c t i o n  du RNA 70s non r e t e n u e  s u r  l a  co lonne  
de  c e l l u l o s e  ou s u r  f i l t r e  M i l l i p o r e  p e u t  r e p r é s e n t e r  s o i t  
d e s  RNA légèrement dégradés ,  s o i t  d e s  RNA v i r a u x  non polyadé- 

n y l d s  a i n s i  que l e  suggèrent  les r é s u l t a t s  d e  D'AURIOL e t  c o l 1  
(130).  En e f fe t ,  se lon  ces a u t e u r s ,  s u i v a n t  les l o t s  de sérum 
u t i l i s é s  pour les c u l t u r e s  c e l l u l a i r e s ,  l a  q u a l i t é  d e  l a  
product ion v i r a l e  v a r i e  notamment en ce q u i  concerne l a  

polyadénylat ion d e s  RNA l o u r d s  i s o l é s  des p a r t i c u l e s  v i r a l e s  
p u r i f i é e s .  

L e  f rac t ionnement  d e s  RNA t o t a u x  e x t r a i t s  % p H  n e u t r e  
des c e l l u l e s  MF2 c u l t i v é e s  s o i t  in-vivo s o i t  i n - v i t r o  s u r  
colonne de  c e l l u l o s e  C e l l e x  410 es t  r e p r é s e n t é  s u r  l a  Fig .  26. 
Environ 7p100 d e s  RNA, a i n s i  f r a c t i o n n é s  possedent  une séquence 

B. Recherche de  l ' e x p r e s s i o n  du génome v i r a l  parmi 

les RNA polyadénylés  s u i v a n t  l e s  c o n d i t i o n s  de c u l t u r e  

L e s  RNA possèdant  une séquence poly (A)  i s o l é s  d e s  



10 2 O Fract ions  

F i q u r e  2 5 .  C o n t r ô l e  de l ' e f f i c a c i t é  de l a  c e l l u l o s e  u t i l i s é e  
pour  i s o l e r  l e s  RNA p o s s é d a n t  u n e  séquence  p o l y a d é n y l é e .  

A.  P r o f i l  d ' é l u t i o n  d ' e s p è c e s  l é g è r e s  i s o l é e s  d e  
p a r t i c u l e s  v i r a l e s .  

B.  P r o f i l  d ' é l u t i o n  du RNA de h a u t e  masse m o l é c u l a i r e .  
Colonne d e  2  m l .  D é b i t  4 inl/h. F r a c t i o n s  : 2 m l  

R a d i o a c t i v i t é  p r é c i p i t a b l e  à l ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e .  
L e s  f l è c h e s  i n d i q u e n t  les  changements  d e  tampon. 1-10 

Tampon Hl 11 -1 8 : tampon L I '  19-24 : eau .  



Cont rô l e  de  l a  s ~ é c i f i c i t é  e t  d e  l a  s é l e c t i v i t é  d e  l a  

c e l l u l o s e  C e l l e x  410 (en pourcentage d e  r a d i o a c t i v i t é )  

- C e s  v a l e u r s  cor respondent  à une chromatographie t e l l e  que c e l l e  d é c r i t e  
dans l a  f i g u r e  25. 

. 

RNA 

RNA 4 à 10 S 

RNA 70 S 

C e l l e x  410 M i l l i p o r e  

KC1 0 , 5  M 

-- 

62,5 

Tampon H 

95,5 

22,5 

A 

Tampon L 

2,1 

42,3  

E au 

1 , 5  

25,3 



F r  ac t ions  1 
l 

F i q u r e  26. F r a c t i o n n e m e n t  d e  RNA c e l l u l a i r e s  s u r  c o l o n n e  d e  
C e l l e x  410. 

A.  RNA d e  c e l l u l e s  MF2 c u l t i v é e s  i n - v i t r o . D é p o t  20 mg. 
B. RNA d e  c e l l u l e s  MF2 c u l t i v é e s  en a s c i t e . D é p o t  1 0  mg 

D é b i t  : 3 ml/h. F r a c t i o n s  d e  1 , l  m l .  Les  f l è c h e s  
i n d i q u e n t  l e s  changements  d e  tampon. ( v o i r  l é g e n d e  de l a  f ig .251  



c e l l u l e s  MF2 c u l t i v é e s ,  so i t  in -v ivo  s o i t  i n - v i t r o  o n t  6 té  

h y b r i d é s  avec n o t r e  sonde. D e s  q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  de RNA 

o n t  é té  hyb r idées  avec  une q u a n t i t é  f i x e  e t  dé t e rminée  de cDNA 

(2000 cpm s o i t  env i ron  0 ,1  ng )  . L e s  t a u x  d ' h y b r i d a t i o n  o n t  

été dé t e rminés  p a r  l a  f r a c t i o n  au cDNA q u i  résiste à l ' h y d r o l y s e  

p a r  l a  n u c l é a s e  S-1 , c ' e s t - à - d i r e  l a  f r a c t i o n  du cDNA q u i  e s t  

hyb r idée  avec  l e  RNA po lyadénylé .  

On a pu dé t e rmine r  ( f i g . 2 7 )  que  l e  RNA r i c h e  en 

séquences  po ly  (A)  d e  c e l l u l e s  MF2 c u l t i v é e s  i n - v i t r o  montre  un 

t a u x  d ' h y b r i d a t i o n  d e  4 5 ~ 1 0 0  l o r s q u e  50 p g  d e  RNA s o n t  a j o u t é s  

a l o r s  qu ' une  v a l e u r  d e  19p100 seulement  es t  a t t e i n t e  p o u r  une 

m ê m e  q u a n t i t é  d e  RNA r i c h e  en po ly  (A)  e x t r a i t  de c e l l u l e s  MF2 

maintenues  en a s c i t e .  Les  RNA r i c h e s  en po ly  (A) e x t r a i t s  de  

f i b r o b l a s t e s  embryonnaires  de s o u r i s  Balb/c  ou SWISS u t i l i s é s  

comme c o n t r ô l e s  donnent  d e s  t a u x  d ' h y b r i d a t i o n  r é s i d u e l l e  d e  

4 e t  6p100 r e spec t i vemen t .  

L e s  séquences  v i r a l e s  semblent  donc ê t re  p l u s  

expr imées  dans  les c e l l u l e s  MF2 c u l t i v é e s  i n - v i t r o  que  dans  les  

c e l l u l e s  maintenues  in-vivo.  Cependant ,  ce t y p e  d  ' h y b r i d a t i o n  

ne nous  permet p a s  d e  t r a n c h e r  e n t r e  une d i f f é r e n c e  q u a l i t a t i v e  

ou q u a n t i t a t i v e .  dans  1 ' exp re s s ion  du RNA génomique v i r a l .  En 

d ' a u t r e s  termes, les  m ê m e s  séquences  s o n t - e l l e s  expr imées  en 

nombre p l u s  g rand  ou d ' a u t r e s  séquences  s o n t - e l l e s  expr imées  

i n - v i t r o  ? 

Nous n e  pouvons répondre  à cet te  q u e s t i o n  car les  

p a r t i c u l e s  v i r a l e s  p r o d u i t e s  p a r  les  c e l l u l e s  i s s u e s  d e s  

myélome o n t  é té  d é c r i t e s  comme formées d 'au-moins 3  p o p u l a t i o n s  

(AOKI e t  c o l 1  ( 1 3 1 ) )  e t  n o t r e  sonde r e p r é s e n t e  un DNA complé- 

m e n t a i r e  du s t o c k  v i r a l  p r o d u i t  p a r  l a  c e l l u l e  MF2. E n f i n ,  il 

f a u t  remarquer que  p l u s i e u r s  f a c t e u r s  peuvent  i n f l u e r  s u r  l a  

p e r t e  d e  l ' e f f e t  cy topa thogène  d e  l a  c e l l u l e  MF2 main tenue  en 

ascite e t  q u ' i l  n ' y  a  p e u t - ê t r e  p a s  une  r e l a t i o n  d i r e c t e  e n t r e  
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F i g u r e  2 7 .  H y b r i d a t i o n  du cDNA a v e c  d i f f é r e n t s  RNA c e l l u l a i r e s  
p o s s è d a n t  u n e  séquence  p o l y a d é n y l é e .  

D e s  q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  d e  RNA p o l y a d é n y l é  o n t  é té  
h y b r i d é e s  avec  u n e  q u a n t i t é  f i x e  e t  d é t e r m i n é e  d e  cDNA t r i t i é e  
( .* 2000 cpm s o i t  e n v i r o n  0.1 p g )  . l ' h y b r i d a t i o n  s ' e s t  d é r o u l é e  
d a n s  d e s  m i c r o p i p e t t e s  s c e l l é e s , a  6a0c p e n d a n t  7 2  h d a n s  du 
tampon 4 x  SSC. t r is  0 ,01  M ph 7 .4 .  L e s  t a u x  d ' h y b r i d a t i o n  o n t  
Bté d é t e r m i n é s  p a r  r é s i s t a n c e  à l ' h y d r o l y s e  d e s  h y b r i d e s  p a r  l a  
n u c l é a s e  S-1 . 

a--ô RNA p o l y a d é n y l é  de c e l l u E e s  MF2 c u l t i v é e s  i n - v i t r o .  - RNA p o l y a d é n y l é  d e  c e l l u l e s  MF2 c u l t i v é e s  e n  a s c i t e .  
&--A RNA p o l y a d é n y l é  d e  f i b r o b l a s t e s  e m b r y o n n a i r e s  d e  

s o u r i s  SWISS. 
&--A RNA p o l y a d é n y l é  d e  f i b r o b l a s t e s  embryonnai;es d e  

s o u r i s  Ba lb /c .  



l ' e x p r e s s i o n  génomique . v i r a l e  e t  l a  f u s i o n  d e  c e l l u l e s  XC, il 

es t  p o s s i b l e  que l e s  deux mécanismes s o i e n t  l i é s  d e  façon  

indépendante  à un a u t r e  évsnement c e l l u l a i r e  encore  inconnu.  



4. -  ESSAIS DE CARACTERISATION DES PARTICULES 

PRODUITES PAR LA CELLULE MF2. 

P l u s i e u r s  popu la t ions  v i r a l e s  o n t  été d é c r i t e s  dans  

les s t o c k s  p r o d u i t s  p a r  des c e l l u l e s  i s s u e s  d e  plasmocytome 

murin. Pour AOKI e t  c o l 1  (132) ,  il y  a au-moins t r o i s  

p o p u l a t i o n s  v i r a l e s  a s s o c i é e s  aux myélomes : 

- une de  type  leucémie d e  Gross. 

- une d i t e  a s s o c i é e  aux myélomes murins (MuMAV) c a r a c t é r i s é e  

p a r  un a n t i g è n e  d ' enve loppe  s p é c i f i q u e  de  t y p e  d i t  xVEA. 

- d ' a u t r e s  popu la t ions  non déterminées .  

NOUS avons t e n t é  de  c a r a c t é r i s e r  ces d i v e r s e s  popu- 

l a t i o n s  dans  nos s t o c k s  v i r a u x  p a r  t r o i s  approches  : 

- 1 'immunoélectrophorèse b id imens ionne l l e  s e l o n  LAURELL (1 3 3 )  . 
". 

- l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  format ion d e  syncytiums XC. 

- les r eche rches  de séquences v i r a l e s  s p é c i f i q u e s  p a r  hybr i -  

d a t i o n  molécula. ire.  

L 'avantage  d e  c e t t e  t echn ique  e s t  q u ' e l l e  permet  

une dé te rmina t ion  q u a l i t a t i v e  e t  q u a n t i t a t i v e  d e s  a n t i g è n e s  

que l ' o n  v e u t  é t u d i e r .  Nous avons donc p r é p a r é  chez l e  l a p i n  

d e s  immunsérums: 

- c o n t r e  d e s  e x t r a i t s  d e  d i v e r s e s  c e l l u l e s  produc- 

t r i c e s  d e  v i r u s  : MF2, 78 A l ,  E81, o rganes  d e  s o u r i s  AKR agées  

( q u i  renferment  d e s  a n t i g è n e s  du v i r u s  d e  l a  leucémie de G r o s s ) .  

- c o n t r e  d e s  e x t r a i t s  d e  c e l l u l e s  de s o u r i s  C5,B1/6 

u t i l i séscomme c o n t r ô l e .  

- c o n t r e  d e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s , p u r i f i é e s  p a r  deux 



cyc les  d ' u l t r acen t r i f uga t i on  h l ' é q u i l i b r e  en g r ad i en t  de  
saccharose,proven&t de  l a  l i g n é e  MF2 ou de  l a  l i g n e e  78 A,. 

Les r é s u l t a t s  se son t  r évé l é s  être i n i n t e r p r é t a b l e s  

c a r  l o r s  du con t rô l e  de  s p é c i f i c i t é  de nos sérums ( f ig .28)  l e  
sérum considéré comme é t a n t  d i r i g é  con t r e  les p a r t i c u l e s  
v i r a l e s  p rodu i tes  p a r  l a  c e l l u l e  MF2 s'est r é v é l e  être a n t i -  
p ro té Ines  du sérum de  veau ( u t i l i s é  pour l a  c u l t u r e ) .  

C e c i  r e j o i n t  les cons t a t a t i ons  f a î t e s  pa r  TARONE 
l 

e t  COMOGLIO (1 3'4) au s u j e t  de  1 ' adsorpt ion des  polypept ides  du 
sérum *à l a  su r face  des  c e l l u l e s  en ' cu l t u r e .  L e s  immunoglobu- 
l i n e s  sé r iques  présentes ,  malgré deux cyc les  d ' u l t r a c e n t r i -  
fugat ion h l ' é q u i l i b r e  de nos p a r t i c u l e s  v i r a l e s  se son t  donc 
révé lees  être p l u s  immunogGnes que les polypeptides viraux.  

11 '&YPAB QES PARTICULES PAR INHxB;ITION D E & A  FORMATION DE ==f= ===--=,=,===EP'===========,=,==-=-==E~=333-==~==========- 

S i  l a  production de  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  leucémog&nes 
ou 1 'expression de  c e r t a i n s  de  l e u r s  ant igénes  a l a  , sur face  
des  c e l l u l e s  p roduc t r i ces  son t  responsables  de  l a  polycaryo- 
cytose  observée p a r  cocu l tu re  avec l a  c e l l u l e  XC, un masquags 

de ces sites p a r  des  immuns6rums s p k i f i q u e s  d e v r a i t  i n h i b e r  
1 ' e f f ë t  cytapathogène. Nous avons donc incub6 des  c e l l u l e s  MF2 
avec d i v e r s  immunsérums et e f f e c t u e  un test XC avec ces c ~ l l u l a s  

Les r é s u l t a t s  de  telles experiences son t  rGsun6s ' 

dans le  tableau X I .  AprBs l a  sérum m t i - c e l l u l e s  MF2, l e  . 

sérum an t i -v i ru s  de Gross est l e  plue  efficace paur l ' i n h i b i t i o n  
de l a  formation de  syncytiums XC. L' inh ib i t ion  est net tement  
m i n s  grande avec les sérums an t i -v i ru s  de  G r a f f i  e t  a n t i -  
v i r u s  de  Moloney. 

Il semble donc qu'une f r a c t i o n  de nos s t ocks  v i r a u ~  
s o i t  cons t i t uée  de  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  de  type leucémie de  Gross, 

* Nous remercions vivement l e  Professeur  J.P.LEVY q u i  nou 

se lon l a  mgthode d é c r i t e  pa r  GOWARD et col1 (135). 
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5 pl d e  sérum d e  veau o n t  é t é  soumis à u n e  p r e m i è r e  
é l e c t r o p h o r è s e  d a n s  un g e l  d ' a q a r o s e  à l p100  (Tampon V é r o n a l ,  
f o r c e  i o n i q u e  0 , 0 2  pH 8 , 6 ) ,  p e n d a n t  70  m i n u t e s  s o u s  u n e  
d i f f é r e n c e  d e  p o t e n t i e l  d e  1 0  V/cm. 

Une s e c o n d e  m i g r a t i o n  e s t  a l o r s  e f f e c t u é e  d a n s  une  
d i r e c t i o n  p e r p e n d i c u l a i r e  à l a  p r e m i è r e .  Le g e l  A r e n f e r m e  
100  p l  d'immunsérum d e  l a p i n  a n t i - g l o b u l i n e s  du sérum d e  veau ,  
l e  g e l  B r e n f e r m e  300 p l  d e  sérum d e  l a p i n  a n t i - p a r t i c u l e s  
v i r a l e s  d e  l a  c e l l u l e  M F  m i g r a t i o n  p e n d a n t  16 h  s o u s  u n e  
d i f f é r e n c e  d e  p o t e n t i e l  se  3 V / c m  d a n s  l e  tampon v é r o n a l .  



Trai tement  
( d i l u t i o n  du sérum) 

I C u l t u r e s  non traitées 

I Sérum de s o u r i s  Balb/c 
a n t i - c e l l u l e  MF2 (1 : 10) 

Sérum de r a t  a n t i - v i r u s  
de Gross (1 -t 10) 

I Serum de s o u r i s  a n t i - v i r u s  
d e  G r a f f i  (1 : 10) 

Sérum de s o u r i s  h t i - v i r u s  
de  Moloney (1 : 10) 

Sérum d e  r a t  témoin (1 : 10) 

Sérum de  s o u r i s  témoin (1 : 10) 

x103 c e l l u l e s  MF2 o n t  été cocu1 
un volume f i n a l  t o t a l  d e  20 

ure .  Après l a  pré incubat ion ,  1 ' 
Moyenne de 6 numérations c o r r e  

Temps d e  pré incubat ion  
(en minutes) 

i v é e s  avec 25x103 c e l l u l e s  
p l .  L e  sérum a été a j o u t e  

xces d e  sérum a été é l imin  
pondant B 3 expér iences  d i  

1 

' Nombre de  syncytiums 
pour 3 x 103 c e l l u l e s  MF2* 

XC dans des p u i t s  de p laque  
aux c e l l u l e s  MF2 avant  ou au  
p a r  deux l avages  avec du m i  

f éren tes. 

. Pourcentage 
d ' i n h i b i t i o n  I 

i c r o t e s t  II (Falcon). 
moment de l a  cocul-  -- 
i e u  de c u l t u r e .  w 

O 



C e c i  est  en accord avec les  r é s u l t a t s  ob t enus  p a r  AOKI  e t  col1 

(136) .  Cependant, à l a  d i l u t i o n  de  1 'immunsérum a n t i - v i r u s  de 

Gross  u t i l i s é  i c i ,  on n e  p e u t  pas  d é f i n i r  s i  d e s  a n t i c o r p s  

d e  ce sérum de r a t  d i r i g é s  c o n t r e  1 ' an t igène  d ' enve loppe  v i r a l e  

commun à t o u s  l es  v i r u s  murins (dont  l e  xVEA d e s  v i r u s  a s s o c i é s  
aux myèlomes murins)  n ' o n t  p a s  r é a g i  avec les  a n t i g è n e s  d e  

s u r f a c e  d e  l a  c e l l u l e  MF2 provoquant une i n h i b i t i o n  d e  1 ' e f f e t  

cytopathogène p l u s  impor tan te  qu ' avec un immunsérum a n t i -  

v i r u s  de  Gross v ra iment  monospécifique (sérum q u i  e s t  t r è s  

d i f f i c i l e  à o b t e n i r )  . 

Nous avons pu m e t t r e  en évidence un t a u x  d ' h y b r i -  

d a t i o n  r é s i d u e l  e n t r e  n o t r e  sonde e t  d e s  RNA ~ o l y a d é n y l é s  

e x t r a i t s  d e  f i b r o b l a s t e s  embryonnaires d e  s o u r i s  Balb/c  ( v o i r  

f i g . 2 7 ) .  C e s  r é s u l t a t s  pouva ien t  suggérer  1 ' exp res s ion  d ' u n e  

(ou p l u s i e u r s )  popu la t ion  (s)  v i r a l e  (s) endogène (s) p a r  l a  . 

c e l l u l e  MF2. 

Nous avons hybr idé  n o t r e  sonde avec d e s  RNA e x t r a i t s  

so i t  de  c e l l u l e s  MF2 s o i t  d e  f i b r o b l a s t e s  embryonnaires  d e  

s o u r i s  Balb/c e t  nous  avons r eche rché  l ' e x p r e s s i o n  d e  séquences  

v i r a l e s  dans  l e  RNA t o t a l  e t  dans  l e  RNA r i c h e  en séquences  

polyadénylées .  L e s  r é s u l t a t s  ob tenus  ( f i g .  2 9 )  mont ren t  que l e  

RNA t o t a l  e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  MF2 hybr ide  p l u s  rapidement  . 

( p l a t e a u  a t t e i n t  pour  650 p g  d e  RNA) e t  p l u s  e f f i cacemen t  

(100p100 d ' h y b r i d a t i o n )  avec n o t r e  sonde que n e  l e  f a i t  l e  

RNA t o t a l  e x t r a i t  d e  f i b r o b l a s t e s  embryonnaires ( 9 8 0  pg e t  

70p100 r e spec t ivemen t )  . L e  t a u x  maximal d ' h y b r i d a t i o n  obtenu 

avec l e  RNA possédant  une séquence poly  ( A )  e x t r a i t  de f i b r o -  

b l a s t e s  embryonnaires es t  d e  2 7 ~ 1 0 0  (pour  110 p g  d e  RNA) ; 

a l o r s  qu 'une m ê m e  q u a n t i t e  d e  RNA polyadénylé  e x t r a i t  de  

c e l l u l e  MF2 p r o t è g e  t o t a l e m e n t  n o t r e  sonde de  l ' a c t i o n  de  l a  

n u c l é a s e  S-1 . 



R N A  ( ) ig )  

e x t r a i t s  de  c e l l u l e s  MF2 e t  de  f i b r o b l a s t e s  e m b r 1 7 n n n a i r n c  A n  

s o u r i s  Balb/c .  

L e  t a u x  d ' a s s o c i a t i o n  d 'une  q u a n t i t é  c o n s t a n t e  de  
cDNA t r i t i é  (2800 cpm) avec  d e s  q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  de d i v e r s  
RNA c e l l u l a i r e s  a é té  mesuré p a r  l e  t a u x  d e  r é s i s t a n c e  à l ' h y -  
d r o l y s e  p a r  l a  n u c l é a s e  S-1. L e s  h y b r i d a t i o n s  o n t  eu l i e u  dans  
d e s  p i p e t t e s  scellées, à 6 8 O ~ ,  pendan t  72 h e u r e s  dans  du  tampon 
4xSSC, T r i s  0.01M pH 7.4 sous  un volume f i n a l  de 2 0 0  p l .  - RNA t o t a l  e x t r a i t  d e  c e l l u l e s  MF2. 

0--0 RNA t o t a l  e x t r a i t  de  f i b r o b l a s t e s  embryonna i res  d e  
s o u r i s  Balb/c .  

m. . . .M RNA po lyadény lé  e x t r a i t  d e  c e l l u l e s  MF2. 
0.*..0 RNA po lyadény lé  e x t r a i t  d e  f i b r o b l a s t e s  embryonna i res  

d e  s o u r i s  Balb/c .  



I l  semble donc que les  séquences  génomiques d e s  

v i r u s  p r o d u i t s  p a r  l a  c e l l u l e  MF2 s o i e n t  expr imées  d a n s  les  

f i b r o b l a s t e s  embryonnaires  d e  s o u r i s  Ba lb /c  s o u s  une  forme 

n o n - p ~ l y a d é n y l é e ~  L a  d é r e p r e s s i o n  de  l a  p roduc t i on  d e  p a r t i -  

les v i r a l e s  l o r s  du développement d ' u n  myélome p o u r r a i t  a l o r s  

être l a  conséquence de  l a  po lyadény la t i on  d e  c e r t a i n e s  séquen- 

ces p o l y r i b o n u c l é o t i d i q u e s ,  po lyadény la t i on  q u i  p e r m e t t r a i t  à 

ces séquences  d'être t r a d u i t e s  en  p r o t é ï n e s  e t  un bourgeon- 

nement d e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  à l a  s u r f a c e  d e  l a  c e l l u l e .  

I l  reste à dé t e rmine r  s i  l e s  séquences  v i r a l e s  

r é v é l é e s  p a r  n o t r e  sonde dans  les  f i b r o b l a s t e s  embryonna i res  

s o n t  reliées aux v i r u s  endogènes d e  l a  s o u r i s  Ba lb / c  d é j à  

décrits : l e  v i r u s  Balb/v: l  e t  l e  v i r u s  Balb/v:2. Pou r  ce f a i r e  

nous  avons i n d u ï t  l a  p roduc t i on  de ces v i r u s  à p a r t i r  d e  

f i b r o b l a s t e s  embryonnaires  d e  s o u r i s  Balb/c en t r a i t a n t  ces 

c e l l u l e s  à l ' i o d o d é s o x y u r i d i n e  (25 pg/ml de  m i l i e u  d e  c u l t u r e ) .  

L ' e f f i c a c i t é  de  l ' i n d u c t i o n  a  é té  v é r i f i é e  d e  l a  man iè r e  

s u i v a n t e  : 

Nous avons. c o c u l t i v é  une  f r a c t i o n  d e s  f i b r o b l a s t e s  

i n d u i t s  pendan t  4 j o u r s  ( p i c  dans  l a  p roduc t i on  du B a l b  

v i r u s  :2)  avec  d e s  c e l l u l e s  d e  r e i n  d e  r a t  (NRK) q u i  s o n t  

p e r m i s s i v e s  au v i r u s  Balb/v:2 e t  s e r v e n t  d e  sys tème a m p l i f i -  

c a t e u r  pour  l a  p roduc t i on  d e  ce v i r u s .  Après 1 5  j o u r s  de co- 

c u l t u r e ,  les  s u r n a g e a n t s  c l a r i f i é s  o n t  é té  u l t r a c e n t r i f u g é s  

s u r  un c o u s s i n  d e  g l y c é r o l  à 20p100 d a n s  l e  tampon NTE e t  l e  

c u l o t  ob t enu  a  é té  incubé  dans  les  c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  p. 120  

a f i n  d e  d é t e r m i n e r  1 ' a c t i v i t é  d e  t r a n s c r i p t a s e  i n v e r s e  exogène 

d e  ces c u l o t s .  Nous avons u t i l i s é  comme témoin p o s i t i f  d e s  

s u r n a g e a n t s  d e  c o c u l t u r e  d e  f i b r o b l a s t e s  embryonnaires  de 

s o u r i s  NZB ( q u i  m i s  en c u l t u r e  p r o d u i s e n t  spontanément  un v i r u s  

endogène a y a n t  l e  m ê m e  t rop i sme  que  l e  v i r u s  Balb/v:2 e t  de 

c e l l u l e s  d e  r e i n  d e  r a t ) .  Dans les  deux c a s  ( f i g . 3 0 ) ,  une  

a c t i v i t é  t r a n s c r i p t a s i q u e  exogène a  é té  m i s e  en év idence ,  

l ' i n d u c t i o n  d e  l a  p roduc t i on  d e  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  endogènes  



de 

dTMP 
incor p o t é e s  

Temps 

(mn)  

F i q u r e  30. C o n t r ô l e  d e  1 ' e f f i c a c i t é  d e  1 ' i n d u c t i o n  d e  v i r u s  
endoqènes par t r a i t e m e n t  à 1 ' I U d R  de  f i b r o b l a s t e s  embryonna i res  
d e  s o u r i s  Balb/c .  

L ' a c t i v i t é  de  t r a n s c r i p t a s e  i n v e r s e  d e s  s u r n a g e a n t s  
d e  c u l t u r e  a  é t é  de te rminée .  

H A c t i v i t é  d e s  s u r n a g e a n t s  d e  c o c u l t u r e  de  f i b r o b l a s t e s  
embryonnaires  d e  s o u r i s  Ba lb /c  i n d u i t s  p a r  1 ' IUdR e t  de c e l l u l e s  
d e  r e i n  d e  r a t .  
t-9 A c t i v i t é  d e s  s u r n a g e a n t s  d e  c o c u l t u r e  de f i b r o b l a s t e s  

embryonnaires d e  s o u r i s  N Z B  e t  d e  c e l l u l e s  d e  r e i n  d e  r a t .  
t-i A c t i v i t é  d e s  s u r n a g e a n t s  d e  c u l t u r e  de  f i b r o b l a s t e s  

embryonnaires d e  s o u r i s  Ba lb /c  non i n d u i t s .  



p a r  les f i b r o b l a s t e s  embryonnaires  d e  s o u r i s  Ba lb /c  p a r  1 ' i o -  

dodésoxyur id ine  p o u v a i t  donc ê t re  c o n s i d é r é e  comme c o r r e c t e .  

Nous avons e x t r a i t  l e s  RNA d e  f i b r o b l a s t e s  i n d u i t s  

e t  nous  les  avons  s o u s - f r a c t i o n n é s  en e s p è c e s  p o s s é d a n t  une 

séquence po lyadénylée  e t  en e s p è c e s  n e  l a  p o s s é d a n t  p a s .  L e s  

r é s u l t a t s  o b t e n u s  ( t a b l e a u  X I I )  mont ren t  que  les  t a u x  d ' h y b r i -  

d a t i o n  e n t r e  les  e s p è c e s  homologues de  RNA e x t r a i t s  d e  f i b r o -  

b l a s t e s  i n d u i t s  ou  non e t  n o t r e  sonde s o n t  comparables .  

I l  semble donc que les p o p u l a t i o n s  v i r a l e s  expr imées  

p a r  l a  c e l l u l e  MFs n e  s o i e n t  p a s  reliées au v i r u s  Balb/v:2 

( n i  au v i r u s  Balb/v: l  q u i  es t  d é j à  un peu expr imé a p r è s  4 j o u r s  

d ' i n d u c t i o n ) .  M a i s  il se p e u t  que  l ' e x p r e s s i o n  d e s  génomes d e s  

v i r u s  endogenes q u i  s o n t  d é f e c t i f s  pour c e r t a i n e s  f o n c t i o n s  se 

f a s s e  s o u s  forme non-polyadénylée.  Pour é l u c i d e r  ce p o i n t ,  

il f a u d r a i t  d i s p o s e r  d e  DNA complémenta i res  s p é c i f i q u e s  d e s  

génomes d e  ces v i r u s  endogsnes.  



E s s a i  d e  d é t e r m i n a t i o n  d ' u n e  p a r e n t é  

e n t r e  l es  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  de  t y p e  C e t  les  v i r u s  endogènes 
C 

d e  l a  s o u r i s  Ba lb / c  p a r  h y b r i d a t i o n  m o l é c u l a i r e  

C e l l u l e  d ' o r i g i n e  

F i b r o b l a s t e  
embryonnaire 

de Balb/c 

F i b r o b l a s t e  embryonnaire 
d e  s o u r i s  Balb/c 

i n d u i t  p a r  1'IUdR 
pendan t  4 j . 

(p r é sence  d e  B a l b / v i r u s  : 2 )  

F i b r o b l a s t e  embryonnaire 
d e  s o u r i s  Balb/c 

i n d u i t  p a r  1'IUdR 
pendan t  1 2  j. 

(p r é sence  d e  Ba lb /u i ru s  : 1 ) 

Sous-espèce 
d e  RNA 

T o t a l  
Po lyadénylé  

Non-polyadénylé 

T o t a l  

Po lyadénylé  

Non po lyadénylé  

T o t a l  

Q u a n t i t é  
d e  RNA 

hyb r idée  

225 pg 
55 pg 
125 p g  

225 pg  

55 )zg 

125 pg 

225 pg 

Pourcen tage  
d ' h y b r i d a t i o n  

. 
28,8 
8,6 
9,7 

29,7 

10,38 

887 

26,6 
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Nous avons  pu mont re r  que  les  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  

d e  t y p e  C p r o d u i t e s  p a r  une l i g n é e  c e l l u l a i r e  i s s u e  d ' un  

plasmocytome murin s o n t  en t o u t  p o i n t  comparables ,  du p o i n t  d e  

vue biochimique aux a u t r e s  r é t r o v i r u s  murins  (complexe leucémie  

sarcome de Moloney p a r  exemple)'. Leu r s  p r i n c i p a l e s  c a r a c t é -  

r i s t i q u e s  b iochimiques  s o n t  : 

Une d e n s i t é  a p p a r e n t e  d e  1 , 1 6  g/cm3 en u l t r a c e n t r i f u -  

g a t i o n  à 1 ' é q u i l i b r e  dans  un g r a d i e n t  d e  d e n s i t é  d e  s accha rose .  

Une composi t ion en p r o t é ï n e s  d e  s t r u c t u r e  mon t r an t  

6 p o l y p e p t i d e s  majeurs .  

Un RNA. génomique d e  h a u t e  masse m o l é c u l a i r e .  

Une a c t i v i t é  DNA polymérasique-RNA dépendan te ,  

D ' a u t r e  p a r t ,  l a  p roduc t i on  d e  ces p a r t i c u l e s  p e u t  

être modulée en  f o n c t i o n  d e s  c o n d i t i o n s  d e  c u l t u r e  de l a  

l i g n é e  p r o d u c t r i c e .  C e t t e  modula t ion es t  p a r a l l è l e  à 1 ' a c t i v i t g  

b i o l o g i q u e  d e  l a  c e l l u l e  p r o d u c t r i c e ,  a c t i v i t é  q u i  est  

l ' a p t i t u d e  à i n d u i r e  l a  po lyca ryocy tose  l o r s  de l a  c o c u l t u r e  

d e  l a  l i g n é e  MF2 avec l a  l i g n é e  XC. Nous avons e f f e c t u é  une  

é t u d e  d é t a i l l é e  d e  cet e f f e t  cy topa thogène  q u i  nous  a pe rmi s  

d e  mont re r  que l e  développement d e s  syncyt iums s ' e f f e c t u e  p a r  

f u s i o n  d e  c e l l u l e s  XC à un hé t é roca ryon  formé p a r  l a  f u s i o n  

p r i m i t i v e  d ' u n e  c e l l u l e  XC e t  d ' u n e  c e l l u l e  MF2. I l  n o u s  a 

B t é  p o s s i b l e  d e  m e t t r e  en év idence  p a r  d e s  t e c h n i q u e s  d'imrnuno- 

microscop ie  e t  d e  cryodécapage une r e d i s t r i b u t i o n  d e s  s i t e s  

c e l l u l a i r e s  d e  s u r f a c e  s u r  t o u t e  l a  p é r i p h é r i e  du po lycaryon  

Enf in ,  nous  avons  pu p r é c i s e r  qu 'une  p roduc t i on  normale  d e  

p a r t i c u l e s  v i r a l e s  p a r  l a  l i g n é e  MF2 é t a i t  i n d i s p e n s a b l e  pour  

p r o d u i r e  e t  déve loppe r  l ' e f f e t  cytopathogGne, ceci p a r  l ' u t i l i -  

s a t i o n  d  ' i n h i b i t e u r s  d e s  s y n t h è s e s  d e  macromolécules o u  p a r  

1 ' u t i l i s a t i o n  du DNA complémenta i re  du génome d e  n o s  p a r t i c u l e s  

v i r a l e s .  



Les essais d e  t y p a g e  d e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s , p r o d u i t e s  

p a r  l a  l i g n é e  MF2 p a r  d e s  méthodes immunologiques ou  bio- 

ch imiques  nous o n t  amené a u x  c o n s t a t a t i o n s  s u i v a n t e s  : il 

semble qu 'une p a r t i e  d e  l a  p r o d u c t i o n  v i r a l e  s o i t  c o n s t i t u é e  

d e  p a r t i c u l e s  a p p a r e n t é e s  au v i r u s  d e  l a  l e u c é m i e  d e  G r o s s  

(ceci r e j o i n t  les é t u d e s  dlAOKI e t  c o l 1  ( 1 3 7 ) ) .  D ' a u t r e  p a r t ,  

d e s  séquences  r ibonucléïquesapparentées à c e l l e s  du génome d e  

n o s  v i r u s  s o n t  expr imées  s o u s  u n e  forme non-po lyadény lée  d a n s  

les f i b r o b l a s t e s  embryonnai res  de s o u r i s  Ba lb /c .  A i n s i ,  un 

v i r u s  c r y p t i q u e  e s t  p e u t - ê t r e  expr imé p a r  l a  c e l l u l e  MF2, ce t t e  

e x p r e s s i o n  n e  s e r a i t  que p a r t i e l l e  dans  l e s  f i b r o b l a s t e s  

embryonnai res  de s o u r i s .  C e c i  r a p p e l l e  l es  h y p o t h è s e s  de 

GILLESPIE e t  GALLO (1 3 8 )  c o n c e r n a n t  1 ' e x p r e s s i o n  d e s  RNA 

génomiques v i r a u x  d a n s  l es  c e l l u l e s .  S e l o n  eux,  c e t t e  e x p r e s s i o r  

se f e r a i t  s u i v a n t  u n e  v o i e  p a r a l l s l e  à cel le  des RNA m e s s a g e r s  

c e l l u l a i r e s  (il e x i s t e  d e  nombreuses a n a l o g i e s  e n t r e  l e s  RNA 

m e s s a g e r s  e t  les  RNA génomiques v i r a u x ) ,  v o i e  q u ' i l s  dénom- 

ment " p a r a p r o c e s s i n g "  e t  q u i  p o u r r a i t  e x p l i q u e r  l a  t r a n s f o r -  

mat ion  c e l l u l a i r e ,  l a  p r o d u c t i o n  v i r a l e  ou m ê m e  l a  

d i f f é r e n c i a t i o n .  

Les r é s u l t a t s  q u e  nous  venons d e  résumer  s o n t  pour  

c e r t a i n s  f r a g m e n t a i r e s  ou i n c o m p l e t s  e t  c e c i  p o u r  p l u s i e u r s  

r a i s o n s  : 

NOUS avons  voulu  a b o r d e r  l a  d é f i n i t i o n  de  ces p a r -  

t i c u l e s  p a r  u n e  é t u d e  p l u r i d i s c i p l i n a i r e ,  chaque v o i e  

d ' a p p r o c h e  c o n s t i t u a n t  une  é t u d e  en  soi ;  

D e  nombreuses t e c h n i q u e s  o n t  été m i s e s  en o e u v r e  

d o n t  c e r t a i n e s  n é c e s s i t a i e n t  l ' o b t e n t i o n  d e  g r a n d e s  q u a n t i t é s  

d e  m a t é r i e l  c e l l u l a i r e  ou v i r a l  p u r i f i é ,  

Pour l e s  e x p é r i e n c e s  d ' h y b r i d a t i o n  m o l é c u l a i r e  , 
n o u s  n e  pouvions  p a s  p r é p a r e r  d e s  sondes  s p é c i f i q u e s  de chaque 

r é t r o v i r u s  mur in ,  en p a r t i c u l i e r  d e s  v i r u s  endogènes  de l a  

s o u r i s  Ba lb /c ,  d e  p l u s  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  p a r  c e t t e  méthode 

n e  nous  p e r m e t t e n t  p a s  d e  déceler des d i f f é r e n c e s  i n f é r i e u r e s  

à 5p100 e n t r e  deux  e s p è c e s .  



Un manque e n .  r é a c t i f s  immunologiques s p é c i f i q u e s  n e  

n o u s  a  pe rmis  q u e  d e s  a p p r o c h e s  du t y p a g e  d e  n o s  p a r t i c u l e s  

par ces méthodes. 

S i  n o u s  avons  pu c e r n e r  l e s  d i v e r s  a s p e c t s  a b o r d é s  

d a n s  l a  c a r a c t é r i s a t i o n  d e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  d e  t y p e  C 

p r o d u i t e s  p a r  l a  l i g n é e  MF2, n o u s  n ' a v o n s  p a s  pu donner  u n e  

r é p o n s e  d é f i n i t i v e  à ce problème.  A i n s i ,  il f a u d r a i t  d é v e l o p p e r  

1 ' é t u d e  des p o l y p e p t i d e s  v i r a u x  notamment cel le  d e s  a n t i g è n e s  

s p é c i f i q u e s  d ' e s p è c e  p o u r  p o u v o i r  t y p e r  les p a r t i c u l e s .  S i  l es  

r e c h e r c h e s  s u r  l e s  r é t r o v i r u s  s ' o r i e n t e n t  m a i n t e n a n t  p l u s  

p a r t i c u l i è r e m e n t  v e r s  l ' é t u d e  des p o l y p e p t i d e s  e t  de l e u r  

a n t i g é n i c i t é ,  notamment p a r  l e  radio-immuno-essai ,  q u i  s o n t  

d e s  t e c h n i q u e s  p l u s  s e n s i b l e s  e t  p l u s  p r é c i s e s  que  l e s  t e c h n i -  

q u e s  d ' h y b r i d a t i o n  m o l é c u l a i r e ,  ces d e r n i è r e s  o n t  t o u j o u r s  

l e u r  i n t é r ê t  d a n s  1 ' é t u d e  d e  1 ' é v o l u t i o n  d e s  g è n e s  tumoraux 

(BENVENISTE e t  TODARO (1 3 9 )  ) , d a n s  1 ' é t u d e  d e  l a  r é g u l a t i o n  

d e  l a  p r o d u c t i o n  des p a r t i c u l e s  v i r a l e s  ou m ê m e  d a n s  l ' é t u d e  

du rôle  que  p o u r r a i e n t  j o u e r  les v i r u s  endogènes  d a n s  l a  

r é g u l a t i o n  d e  l a  p h y s i o l o g i e  e t  d e  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  cel- 

l u l a i r e s  ( v o i r  REANNEY (1 4 0 )  p a r  exemple) . 

En e f f e t ,  m ê m e  s i  l e  r ô l e  d e s  r é t r o v i r u s  d a n s  l e  

développement  d e  c e r t a i n e s  tumeurs  n ' e s t  p a s  t o u j o u r s  c l a i r e -  

ment d é f i n i ,  l e u r  é t u d e  demeure très i n t é r e s s a n t e  p o u r  l e s  

m o d i f i c a t i o n s  m é t a b o l i q u e s  q u ' i l s  e n t r a i n e n t  lo r s  d e  l ' i n f e c -  

t i o n  d ' u n e  c e l l u l e  ou l o r s  d e  l e u r  a c t i v a t i o n  d a n s  u n e  c e l l u l e  

apparemment s a i n e .  Le rôle  que  p o u r r a i e n t  j o u e r  l e s  v i r u s  

é c o t r o p i q u e s  ou x é n o t r o p i q u e s  d a n s  l e  développement  t u m o r a l ,  

1 'embryogénèse, l a  d i f f é r e n c i a t i o n  c e l l u l a i r e  ou d a n s  l e s  

m a l a d i e s  auto-immunes (LEVY ( 1 4 1 ) )  m é r i t e  d ' ê t r e  é l u c i d é .  
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1.  - REACTIFS GENERAUX ET METHODES DE DOSAGE. 

b 

Les s o l u t i o n s  s u i v a n t e s  o n t  été d 'un  emploi  t rès  

f r é q u e n t  dans  l e s  t e c h n i q u e s  q u i  v o n t  ê t re  d é c r i t e s .  

A. Tampon p h o s p h a t e  i s o t o n i q u e  P.B.S. : - 
0 ,15  M N a C l  

3 mM KC1 

8 mM Na2HP04 

15  mM KHZP04 

0,5 rnM MgCl 2 ,  6H20 

1  mM C  a C 1  p H  7 ,4  - 7 , 5  

B. T a m ~ o n  c i t r a t e  IxSSC : 

0 ,015  M C i t r a t e  t r i s o d i q u e  

C.  Tampon NTE : 

0 , 1  M N a C l  

0,01 M Tris/HCL pH 7 ,4  

0,001 M EDTA 

L L , - M L ~ ~ ~ U E - S G ~ ~ ~ ~ ~ L ~ Q ~ S - E O U K - L ~ - ~ ~ ~ ~ E D L ~ ~ ~ ~ Q ~ - ~ E - L ~  .................................................... 
r a d i o a c t i v i t é .  -------------- 

A. M i l i e u  à b a s e  d e  t o l u è n e  : 

5 g  P. P. O. (2,5 d i p h é n y l o x a z o l )  

0 , 3  (3 P.O.P.O.P. ( 1 , 4 - d i  (2-5) - p h é n y l o x a z o l y l )  
benzsne)  

1000 m l  Toluène  



B. L i q u i d e  d e  BRAY (142) : 

6 0  g  Naph ta lène  

0 , 2  g P O P O P  

20 g é t h y l è n e - g l y c o l  
1 0 0  m l  é t h a n o l  

Dioxane q s  1000 m l  

III. Méthodes d e  dosageL ..................... ------------- - ---------- 

A. Dosage d e  p r o t é ï n e s  : 

T o u t e s  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  en p r o t é ï n e s  o n t  é té  

d é t e r m i n é e s  p a r  l a  méthode d e  LOWRY e t  col1 (143) e n  u t j - l i s a n t  1 
l e  sérum albumine  comme p r o t é ï n e  d e  r é f é r e n c e .  

B .  E s t i m a t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  en DNA o u  e n  RNA: 

E l l e  e s t  e f f e c t u é e  p a r  s p e c t r o p h o m è t r i e d a n s  1 ' u l t r a -  

v i o l e t  à 260 nm p a r  r a p p o r t  a u x  v a l e u r s  de r é f é r e n c e  

s u i v a n t e s  : 

Pour l e  DNA- 1  DO::: c o r r e s p o n d  à une  c o n c e n t r a t i o n  de  50pg/ml 

double-br  i n  

Pour l e  RNA 1  .DO::: c o r r e s p o n d  à u n e  c o n c e n t r a t i o n  d e  4Opg/ml 

C.  Dé te rmina t ion  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  des é c h a n t i l l o n s :  

L a  r a d i o a c t i v i t é  d e s  é c h a n t i l l o n s  a été é v a l u é e  : 

- s o i t  p a r  comptage d i r e c t  d ' u n e  a l i q u o t e  d a n s  l a  s o l u t i o n  d e  

BRAY. 

- so i t  a p r è s  p r é c i p i t a t i o n  des macromolécules  p a r  l ' a c i d e  

t r i c h l o r a c é t i q u e  (TCA, 10p100 c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e )  p e n d a n t  

30  m i n u t e s  à   OC en p r é s e n c e  d e  sérum albumine  ( c o n c e n t r a t i o n  

f i n a l e  : 5 0  pg/ml) u t i l i s é e  c o m m e  e n t r a i n e u r .  Les  p r é c i p i t é s  

s o n t  r e c u e i l l i s  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  f i l t r e s  en f i b r e  de v e r r e  

(Whatman GF/c) , l a v é s  5 f o i s  p a r  une  s o l u t i o n  d ' a c i d e  t r i c h l o -  

r a c é t i q u e  à 5p100 f r o i d  e t  3 f o i s  a v e c  d e  l ' é t h a n o l  a b s o l u  

f r o i d  ; aprGs séchage ,  i l s  s o n t  comptés d a n s  8 m l  de m i l i e u  

s c i n t i l l a n t  à b a s e  de t o l u è n e .  



2. - CULTURES CELLULAIRES. 

L e s  t rois  l i g n é e s  c e l l u l a i r e s  q u i  o n t  été u t i l i s é e s  

s o n t  : 
- l a  l i g n é e  MF2* obtenue par l e  D r  PARAF (144) a p a r t i r  du 
plasmocytome MOPC 173 de  l a  s o u r i s  Balb/c. 
- l a  l i g n é e  78Al* q u i  est une c e l l u l e  de  r a t  t r ans fo rmee  e t  

l 

p r o d u c t r i c e  du complexe leucemie-sarcome de  Moloney (BERNARD e t  

col1 (1 45) ) . C e t t e  c e l l u l e  p r o d u i t  environ une p a r t i c u l e  

sarcomatogène pour 100 à 1000 p a r t i c u l e s  leucémogénes. 
- l a  l i g n é e  XC* q u i  est une c e l l u l e  de r a t  t ransformée  p a r  
l e  v i r u s  du sarcome de ROUS, souche Prague (SVOBODA ( 1 4 6 ) ) .  

C e s  l i g n é e s  o n t  été maintenues en c u l t u r e  e n  mono- 
couche dans du mi l i eu  minimum dWEAGLE (147) renfermant  1 , 5  f o i s  

l a  concent ra t ion '  normale en aminoacides e t  en v i t amines  (MEM 1 ,5)  

supplémenté avec 1Op100 d e  sérum d e  veau d8complémenté. L e s  

s u b c u l t u r e s  s o n t  réalisées p a r  d i s s o c i a t i o n  d e s  c e l l u l e s  dans 
une s o l u t i o n  i s o t o n i q u e  d 'EDTA tamponn6e. 

La c e l l u l e  MF2 a été adaptée  (pa r  C. LAGROU en n o t r e  
l a b o r a t o i r e )  à l a  c u l t u r e  en suspension a g i t é e  p a r  remplacement 
p r o g r e s s i f  du mi l i eu  MEM p a r  du mi l i eu  MEM modifié p a r  JOKLIK 

pour l a  c u l t u r e  en suspension,  (J-MEM), l e  J-MEM est  supplementé 
avec 5p100 de sérum de  cheval  décomplémenté. 

Nous avons egalement u t i l i s é  d e s  f i b r o b l a s t e s  
embryonnaires de s o u r i s  d e  premLGre e x p l a n t a t i o n .  C e s  c u l t u r e s  

- 7 

* Nous adressons  n o s  p l u s  v i f s  remerciements aux Docteurs PARAZ, 



o n t  été é t a b l i e s  d e  l a  man iè re  s u i v a n t e  : les  embryons ( a g é s  

de 17 à 19 j o u r s )  s o n t  p r é l e v é s  s t é r i l e m e n t  i n - u t é r o .  I ls  

s o n t  a l o r s  d é c a p i t é s ,  mé lec tomisés  p u i s  é v i s c é r é s .  Après  

d i l a c é r a t i o n ,  i l s  s o n t  soumis à un t r a i t e m e n t  p a r  l a  t r y p s i n e  

( t r y p s i n e  1/250 Difco, s o l u t i o n  à 2,5p1000 d a n s  l a  s o l u t i o n  

s a l i n e  d e  PUCK ( 148) pendan t  30 m i n u t e s  à 3 7 O ~ .  Le l y s a t  

est a l o r s  f i l t r é  s u r  gaze  e t  l es  c e l l u l e s  a i n s i  o b t e n u e s  s o n t  

ma in tenues  en c u l t u r e  d a n s  du MEM 1 , 5 .  

II. I n d u c t i o n  de p o l ~ c a r ~ o n s .  --------- ---------========-- ---- ------ 

Pour les  c o n t r ô l e s  de p r o d u c t i o n  d e  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  

n o u s  avons  u t i l i s é  l e  t e s t  XC d e  ROWE e t  c o l 1  ( 1 4 9 ) .  D e s  

c e l l u l e s  p r o d u c t r i c e s  d e  v i r u s  leucémogsnes c o c u l t i v é e s  a v e c  

d e s  c e l l u l e s  XC i n d u i s e n t  l a  f o r m a t i o n  de syncy t iums  fo rmés  

e s s e n t i e l l e m e n t  d e  c e l l u l e s  XC f u s i o n n é e s .  La c e l l u l e  MF2 a 

les m ê m e s  p r o p r i é t é s  d ' i n d u c t i o n  de syncy t iums  XC (LEFEBVRE 
> 

e t  LEMAY (1 50) ) . 
Pour l e s  é t u d e s  c y t o l o g i q u e s  e t  u l t r a s t r u c t u r a l e s ,  

1 ' i n d u c t i o n  d e  p o l y c a r y o n s  es t  e f f e c t u é e  dans  des f l a c o n s  d e  

c u l t u r e  en  p l a s t i q u e  (Fa lcon  p l a s t i c s )  s o i t  de 30 c m L  ( d a n s  ce 

cas 1 . 2 ~ 1 0 ~  c e l l u l e s  XC s o n t  c o c u l t i v é e s  avec  1,2x106 c e l l u l e s  
6  MFZ) , s o i t  d e  75 cm2 dans  ce c a s  3x10 c e l l u l e s  XC s o n t  CO- 

c u l t i v e e s  avec  3 x 1 0 ~  c e l l u l e s  MF2. 

Pour l e s  é t u d e s  d ' i n h i b i t i o n  d e  syncy t iums ,  u n e  

microméthode a  é té  déve loppée .  L ' i n d u c t i o n  a  l i e u  d a n s  d e s  

p l a q u e s  M i c r o t e s t  II (Falcon p l a s t i c s ) .  Pour a v o i r  u n  nombre 

i n t e r p r é t a b l e  d e  syncy t iums  3x1 o3 c e l l u l e s  MF2 s o n t  mé langées  

à 2 5 x 1 0 ~  c e l l u l e s  XC s o u s  un volume f i n a l  d e  0 , 2  m l  d e  m i l i e u .  

La p r o d u c t i o n  d e  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  marquées p a r  l es  



t r a c e u r s  r a d i o a c t i f s  a  é té  r é a l i s é e  dans  l e s  c o n d i t i o n s  

s u i v a n t e s  : 

- marquage du RNA p a r  l e s  n u c l é o s i d e s  ou l e s  base s  t r i t iés  

(Ur id ine  3 ~ - 5 ,  a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  25 Ci/rnM e t  a d e n i n e  3 ~ - 2 ,  

a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  19 Ci/rnM, C E A ) .  Le p r é c u r s e u r  est  s i m -  

plement a j o u t é  dans  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e .  Le p l u s  s o u v e n t ,  

on u t i l i s e  d e s  d o s e s  d e  5  ou 10  p C i / m l  d e  m i l i e u  d e  c u l t u r e .  

- marquage de s  a c i d e s  r i b o n u c l é ï q u e s  p a r  l e  r ad iophosphore  

( a c i d e  phosphor ique en s o l u t i o n  HC1 0,01N, C E A) . Le m i l i e u  

d e  c u l t u r e  u t i l i s é  a  une c o n c e n t r a t i o n  en phospha tes  a b a i s s é e  
5 à 10- M e t  l e  sérum q u i  suppléniente l e  m i l i e u  a  é t é  p r é a l a -  

blement d i a l y s é  ex tens ivement  c o n t r e  du sérum p h y s i o l o g i q u e  

ceci permet d ' o b t e n i r  d e s  a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  é l e v é e s  pour  

l e  RNA genomique v i r a l .  On a j o u t e  l e  p l u s  fréquemment 20 pCi 
du t r a c e u r  p a r  m i l l i l i t r e  d e  m i l i e u .  

- marquage d e s  p o l y p e p t i d e s  p a r  l a  l e u c i n e  t r i t i é e ( a c t i v i t é  

s p é c i f i q u e  55 Ci/mM,Amersham ) . Le m i l i e u  d e  c u l t u r e  est 

appauvr i  au 1/10e de  l a  c o n c e n t r a t i o n  normale  en l e u c i n e .  L e  

marquage est  e f f e c t u é  avec  d e s  q u a n t i t é s  de 5 ou 1 0  p C i  de 

l e u c i n e  r a d i o a c t i v e  p a r  m i l l i l i t r e  d e  m i l i e u .  

Le m i l i e u  d e  c u l t u r e  es t  e n s u i t e  r e c u e i l l i  a u  temps 

d é s i r é  e t  l e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  p u r i f i é e s  comme i n d i q u é  

c i - a p r è s  (p .112) .  



3 .\ - TECHNIQUES IMMUNOLOGIQUES . 

A. Chez l a  s o u r i s  : 

D e s  s o u r i s  syngén iques  ~ a l b / c  o n t  é t é  immunisées p a r  

3 i n j e c t i o n s  i n t r a p é r i t o n é a l e s  d e  50x1 o6 c e l l u l e s  MF2 t u é e s  

aux r a y o n s  X (6000 r d o s e  t o t a l e ) .  Les  i n j e c t i o n s  s o n t  

e s p a c e e s  d ' u n e  semaine.  L e  r e c u e i l  du sang  e s t  r é a l i s é  p a r  

p o n c t i o n  dans  l e  s i n u s  caverneux  d e  1 'oeil .  

B. Chez l e  l a p i n  : 

La p r é p a r a t i o n  d  ' imrnunsérumç a n t i - p a r t i c u l e s  v i r a l e s  

ou a n t i - e x t r a i t s  c e l l u l a i r e s  a é té  e f f e c t u é e  s e l o n  l e  

p r o t o c o l e  s u i v a n t  : l e s  v i r u s  p u r i f i é s  ou les  e x t r a i t s  cel- 

l u l a i r e s  o n t  é té  soumis à l ' a c t i o n  des u l t r a s o n s  p u i s  c o n g e l é s  

e t  d é c o n g e l é s  c i n q  f o i s  a v a n t  d ' ê t re  i n j e c t é s  à d e s  l a p i n s  

"Fauve d e  Bourgogne". Les i n j e c t i o n s  c o n s i s t e n t  en 0 , 5  mg 

d ' a n t i g è n e s  d i s s o u s  dans  0 , 5  m l  d e  PBS a u x q u e l s  on a j o u t e  

0 , 5  m l  d ' a d j u v a n t  d e  Freund.  L 'émuls ion  e s t  i n j e c t é e  p a r  

v o i e  i n t r a d e r m i q u e  s o u s  forme d e  20 à 4 0  p i q û r e s .  L e s  r a p p e l s  

s o n t  e f f e c t u é s  t o u s  l e s  q u i n z e  j o u r s .  Les  p r i s e s  d ' e s s a i  s o n t  

r é a l i s é e s  p a r  p r é l è v e m e n t  à l a  v e i n e  m a r g i n a l e  d e  l ' o r e i l l e .  

Les  sérums d o n t  l e  t i t r e  en a n t i c o r p s  es t  s u f f i s a m m e n t  é l e v é  

s o n t  r e c u e i l l i s  p a r  c a t h é t é r i s a t i o n  de l ' a r t è r e  c a r o t i d e .  

II. I rn rnunoé lec t ro~horèse  b i d i m e n s i o n n e l l e .  Techn ique  de ----------------- ............................... ----- ....................................................... 
LAURELL -------- -11511' ------ 

L ' a n a l y s e  d e  mélanges d ' a n t i g è n e s  a  été r é a l i s é e  p a r  

l a  t e c h n i q u e  d e  LAURELL q u i  es t  une  méthode à l a  f o i s  



q u a l i t a t i v e  e t  q u a n t i t a t i v e .  Nous avons app l iqué  l a  modif ica-  

t i o n  d é c r i t e  p a r  WEEKE (1 52) . 
La première  mig ra t ion  es t  e f f e c t u é e  dans un g e l  

d ' a g a r o s e  ( aga rose  à lp100 dans  un tampon vé rona l  d e  f o r c e  

i on ique  0 ,02 à pH 8,6). Q u a t r e  dépots  cor respondant  à 10-20 p l  
d ' e x t r a i t  an t igén ique  peuvent ê t re  e f  f e c t u g s  s u r  d e s  p l aques  

d e  9x11 cm ( s o i t  15 m l  d ' a g a r o s e ) .  L ' é l e c t r o p h o r è s e  a l i e u  

sous  une d i f f é r e n c e  de  p o t e n t i e l  de  10  V / c m  pendant  70 minutes  

l a  cuve é t a n t  r é f r i g e r é e  p a r  une c i r c u l a t i o n  d ' eau .  

AprGs l a  mig ra t ion ,  l e  g e l  es t  d i v i s é  en q u a t r e  l a n -  

g u e t t e s  Qde 2x10 cm), chacune cor respondant  à une p i s t e  d e  

mig ra t ion .  Chaque l a n g u e t t e  es t  t r a n s f é r é e  s u r  l e  bord  d ' u n e  

p laque  d e  v e r r e  (10x10 c m ) ,  l e  r e s t e  d e  l a  p laque  es t  recouver t  

p a r  de  l a  g é l o s e  q u i  renferme 1 ' a n t i c o r p s .  La seconde mig ra t io r  

est  e f f e c t u é e  pendant  l a  n u i t  sous  une d i f f é r e n c e  d e  p o t e n t i e l  

d e  3 V / c m  dans du Tampon Véronal à pH 8 ,6 .  

Après l a  seconde mig ra t ion ,  l es  g e l s  s o n t  l a v é s  dans  

du sérum phys io log ique ,  séchés  e t  c o l o r é s  au bleu d e  Coomas- 

sie R250(so lu t ion  à 0,5p100 dans  l e  mélange é t h a n o l / a c i d e  

acé t ique /eau  (50: 10:40) ) e t  d é c o l o r é s  dans  ce m ê ~ e  mélange. 



A 

4 .  - TECHNIQUES CYTOLOGIQUES - MICROSCOPIE 

ELECTRONIQUE. 

L ' é t u d e  des syncy t iums  XC i n d u i t s  p a r  l a  l i g n é e  MF2 

a été réalisée a v e c  d e s  t e c h n i q u e s  c y t o l o g i q u e s  c l a s s i q u e s ,  

- p a r  mic roc inématograph ie  e t  p a r  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e .  

A. Méthodes d e  c o l o r a t i o n  : 

L'examen d e s  syncyt iums en vue  d e  l e u r  n u m é r a t i o n  a 

é té  f a c i l i t é  p a r  c o l o r a t i o n  d e s  c o c u l t u r e s .  Après  f i x a t i o n  

pendan t  20 m i n u t e s  au méthanol ,  les  t a p i s  c e l l u l a i r e s  s o n t  - 

c o l o r é s  pendan t  1 0  m i n u t e s  à l ' h é m a t o x y l i n e  de H a r r i s ,  l ' e x c è s  

d e  c o l o r a n t  e s t  é l i m i n é  p a r  l a v a g e  à l ' e a u .  

Pour d ' a u t r e s  examens c y t o l o g i q u e s ,  l a  f i x a t i o n  a  é té  

r é a l i s é e  avec  l e  r é a c t i f  de Carnoy ( c h l o r o f o r m e / a c i d e  a c é t i q u e /  

é t h a n o l  : 60: 20: 120)  . L e s  c o c u l t u r e s  é t a n t  e n s u i t e  c o l o r é e s  

à 1 'hémalun-éosine.  

B.  Mic roc inématograph ie  : 

Une é t u d e  s é q u e n t i e l l e  d e  l a  f o r m a t i o n  d e  p o l y c a r y o n s  

a été p o s s i b l e  p a r  ce t te  méthode. L ' a p p a r e i l l a g e  u t i l i s é  es t  

composé d ' u n  mic roscope  i n v e r s é  L e i t z  c o u p l é  à une caméra  

P a i l l a r d  Bolex  d e  1 6  mm. Le déclenchement  d e s  p r i s e s  de vue  

est e f f e c t u é  g r â c e  à un i n t e r r u p t e u r  r e l i é  à u n e  m i n u t e r i e  

r é g l a b l e .  Le t o u t  d i s p o s é  d a n s  une  e n c e i n t e  o b s c u r e  e t  

t h e r m o s t a t é e  . A chaque p r i s e  d e  vue,  l a  c u l t u r e  e s t  é c l a i r é e  

p a r  u n e  l u m i é r e  monochromatique v e r t e  p e n d a n t  0,s seconde .  



Les  f i l m s ,  Eastman Kodak + X ,  80A80, s o n t  t r a i t é s  

d a n s  du r é v é l a t e u r  D 19.  I ls  s o n t  e n s u i t e  a n a l y s é s  s u r  u n e  

t a b l e  d e  montage S t e i n b e c k  16 mm q u i  permet  d e  v i s i o n n e r  l e  

f i l m  d o n t  les  images s o n t  g r o s s i e s  4 0 0  f o i s .  Un compteur  

é l e c t r o n i q u e  r e l i é  à l a  t a b l e  permet  d e  r e p é r e r  l es  v u e s  

i n t é r e s s a n t e s .  

A. P r é p a r a t i o n  d e s  coupes  f i n e s  : 

Pour o b t e n i r  d e s  coupes  non dé fo rmées ,  les  t a p i s  

c e l l u l a i r e s  o n t  é té  f i x é s  e t  t ra i tés  i n - s i t u  dans  l e  f l a c o n  

d e  c u l t u r e .  La f i x a t i o n  est  e f f e c t u é e  au g l u t a r a l d é h y d e  e t  

t é t r o x y d e  d'osmium en s o l u t i o n  d a n s  du tampon c a c o d y l a t e  de 

sodium ( 0 , l  M ; pH 7 ,O) .  L a  d é s h y d r a t a t i o n  es t  r é a l i s é e  d a n s  

un g r a d i e n t  d ' é t h a n o l .  L e s  i n c l u s i o n s  s o n t  f a i t e s  en a r a l d i t e  

e t  l e  c o n t r a s t e  o b t e n u  avec  du c i t r a t e  d e  plomb. L e s  coupes  

u l t r a f i n e s  s o n t  examinées  avec  un mic roscope  é l e c t r o n i q u e  

H i t a c h i  HU 12 ( I n s t i t u t  P a s t e u r  de L i l l e )  . 

B. Immunomicroscopie é l e c t r o n i q u e  : 

Nous avons  u t i l i s é  l a  t e c h n i q u e  d e s  a n t i c o r p s  marqués 

à l a  peroxydase .  Après  deux l a v a g e s  p a r  l e  tampon PBS, l es  

c e l l u l e s  o n t  été i n c u b é e s  p e n d a n t  30 m i n u t e s  à 3 7 O ~  a v e c  l e  

sérum a n t i - c e l l u l e  MF2 p r é p a r é  chez  l a  s o u r i s  Ba lb /c  ( u t i l i s é  

d i l u é  1 0  f o i s ) .  L ' e x c è s  d'immunsérum a  é té  é l i m i n é  p a r  l a v a g e  

et  les  c e l l u l e s  o n t  é té  i n c u b é e s  20 m i n u t e s  à l a  

t e m p é r a t u r e  ambian te  avec  un immunsérum de mouton a n t i -  

immunoglobulines d e  s o u r i s  c o u p l é  à l a  pe roxydase  ( I n s t i t u t  

P a s t e u r  P r o d u c t i o n ) ,  u t i l i s é  d i l u é  50 fo i s .  La r é v é l a t i o n  

d e  l a  pe roxydase  a  é té  e f f e c t u é e  p a r  l a  r é a c t i o n  à l a  3-3' 

d iaminobenzidine-eau oxygénée ( 5  mg e t  0 ,01p100 r e s p e c t i v e m e n t  

d a n s  1 0  m l  d e  tampon Tris /HCl 0 , l  M ,  pH 7 , 6 )  p e n d a n t  5 m i n u t e s  

à l a  t e m p é r a t u r e  ambiante .  Les  c e l l u l e s  s o n t  a l o r s  f i x é e s  p u i s  

t ra i tées  comme précédemment. 



Les c e l l u l e s  s o n t  r i n c e e s  au PBS % l a  température 
ambiante p u i s  f i x e e s  pendant 1 heure à +4OC dans  une s o l u t i o n  

de glu tara ldéhydé  à lplOO dans du tampon cacodylate  de sodium 
0,05M p H  7,4.  Après un r inçage  au tampon cacodyla te ,  les 
c e l l u l e s  s o n t  incubées pendant deux heures  à +4OC dans  une 

s o l u t i o n  de  g lycé ro l  à 30p100. 

Les  f r a c t u r e s  s o n t  e f f e c t u é e s  dans un a p p a r e i l  

Ba lze r s  BAF 300. L e s  c e l l u l e s  s o n t  montées' e n t r e  deux d isques  
d 'o r ,  congelees dans de l ' a z o t e  fondant ( azo te  l i q u i d e  
r e f r o i d i  a -210 '~)  p u i s  maintenues dans de  1 ' azo te  l i q u i d e .  
L e s  f r a c t u r e s  s o n t  réalisées SL -120°c en u t i l i s a n t  l e  

d i s p o s i t i f  B double r ép l ique .  Après évaporat ion d'un mélange 
carbone-platine,  les r é p l i q u e s  s o n t  ne t toyées  à 1 'hypochlo- 

m 
r i te  de  sodium pendant 3 heures ,  l avees  à l ' e a u  d i s t i l l é e  e s  
montées s u r  des g r i l l e s  de  c u i v r e  de 2 5 0  mesh avant  d ' ê t r e  
examinées. 



t . 
5  - ISOLEMENT ET PURIFICATION DES PARTICULES 

VIRALES. 

Q u e l l e  que  s o i t  l a  t e c h n i q u e  d e  p u r i f i c a t i o n  ~ ] . t é -  

r i e u r e ,  l a  p r e m i è r e  é t a p e  d e  1 ' i s o l e m e n t  d e s  p a r t i c u l e s  

v i r a l e s  c o n s i s t e  en deux c e n t r i f u g a t i o n s  s u c c e s s i v e s  à 10000g 

pendan t  1 0  m i n u t e s  d e s  s u r n a g e a n t s  d e  c u l t u r e  pour  é l i m i n e r  

l e s  c e l l u l e s  e t  les  débr i s  c e l l u l a i r e s  q u ' i l s  p o u r r a i e n t  

c o n t e n i r .  

T r o i s  méthodes o n t  é té  a p p l i q u é e s  : 

A. P r é c i p i t a t i o n  au p o l y é t h y l è n e g l y c o l  (PEG) : 

D e s  polymères  n e u t r e s  comme l e  PEG 6000 p e r m e t t e n t  

l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  en l e s  p r é c i p i t a n t  du 

s u r n a g e a n t  d e  c u l t u r e  (CALOTHY e t  c o l 1  ( 1 5 3 ) ) .  L e s  s u r n a g e a n t s  

d e  c u l t u r e  c l a r i f i é s  s o n t  amenés à u n e  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  

d e  5p100 en p o l y é t h y l è n e - g l y c o l  6000 (à  p a r t i r  d ' u n e  s o l u t i o n  

à 50p100 (p :v )  d a n s  l e  sérum p h y s i o l o g i q u e ) ,  a p r è s  a g i t a t i o n  

p e n d a n t  au moins 3 h e u r e s  à  OC, l e  p r é c i p i t é  r e n f e r m a n t  les  

p a r t i c u l e s  v i r a l e s  e s t  r e c u e i l l i  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  à 15000 g 

p e n d a n t  20 m i n u t e s .  

B .  Technique  d i t e  d e  "Moloney". 

C e t t e  méthode c o n s i s t e  en u n e  s i m p l e  u l t r a c e n t r i f u -  

g a t i o n  à 100  000 g pendan t  u n e  h e u r e  des s u r n a g e a n t s  de 



- - - 
c u l t u r e  c l a r i f i é s .  L e  c u l o t  a i n s i  obtenu renferme les 

p a r t i c u l e s  v i r a l e s .  

C. P r é c i p i t a t i o n  p a r  l e  s u l f a t e  d'ammonium : 

Pour les  é tudes  s u r  l ' a c t i v i t é  de t r a n s c r i p t a s e -  
inve r se ,  les p a r t i c u l e s  v i r a l e s  peuvent être concen t rées  p a r  
p r e c i p i t a t i o n  d e s  surnageants  de c u l t u r e  c la r i f iés  au s u l f a t e  
d'ammonium (357 g  de  s u l f a t e  d'ammonium e t  12 ,5  m l  de T r i s / H C l  

1M, pH 8 ,5  p a r  l i t r e  de surnageant  d e  c u l t u r e )  pendant  une  
heure sous a g i t a t i o n  à +4'C. L e  p r é c i p i t é  es t  r e c u e i l l i  p a r  
c e n t r i f u g a t i o n  à 10000 g  pendant 2 0  minutes.  (TAVITIAN e t  

c o l 1  (154) ) .  

L e s  p r e c i p i t é s  ob tenus  p a r  l a  méthode au PEG ou les  
- 

c u l o t s  "Moloney" s o n t  resuspendus dans  du tampon NTE, déposés 
s u r  un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de concen t ra t ion  en saccha rose  
( 2 0  à 50p100 dans du tampon NTE) e t  soumis à une u l t r a c e n -  - 

t r i f u g a t i o n  à 1 ' é q u i l i b r e  (230 000 g pendant 100 minutes  ou 

p e u t  Btre i n t e r c a l e  e n t r e  l e  depot  e t  l e  g r a d i e n t  pour  ar 

tampon NTE (1/20e du volume de d é p a r t )  e t  déposé 

s u r  deux couches de saccharose  1 'une B 20p100, 1 ' a u t r e  à 

70p100 dans du tampon NTE. L e  t o u t  e s t  c e n t r i f u g e  pendant  
une heure .  à 90000 g. La. bande v i r a l e  q u i  se t r o u v e  CI 

s u r f a c e  du couss in  d e  70p100 es t  rehomogénéf sée dans.  ce lu i - c i .  
Un g r a d i e n t  de  concen t ra t ion  l i n é a i r e  d e  2 0  B 50p100 d e  
saccharose  es t  a l o r s  cou lé  s u r  l a  couche dense  e t  l e  t o u t  est 

u l t r a c e n t r i f u g é  2i 90000 g  pendant 16 heures .  L e  v i r u s  remonte 



3  p a r  f l o t t a t i o n  à sa d e n s i t é  apparen te  de  1,16 g/cm . Après  

prelevement de l a  bande b i r a l e  e t  d i l u t i o n  d e  c e l l e - c i  dans  

du NTE, l e  v i r u s  est r e c u e i l l i  p a r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  à 

700 000 g pendant une heure  e t  conservé  dans  du tampon T r i s  

I O - ~ M  ( p H  8 , 3 ) ,  EDTA 0 ,1  mM, DTT 2mM, g l y c é r o l  b i d i s t i l l e  



I 

6 .  - ANALYSE'DES POLYPEPTIDES VIRAUX E N  GEL DE 

POLYACRYLAMIDE DISSOCIANT. 

Les p a r t i c u l e s  v i r a l e s  marquées p a r  l a  l e u c i n e  

t r i t i é e  e t  p u r i f i é e s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  à l ' é q u i l i b r e  en g r a -  

d i e n t  de s accha rose  s o n t  d i s s o c i é e s  p a r  chauf fage  à 1 0 0 ~ ~  

pendant 3  minutes  dans  l e  minimum du mélange : SDS 4p100, 

Mercaptoéthanol 1  Op1 00, u r é e  6M, bleu de  bromophénol 0,01p100, 

g l y c é r o l  10p100. D e s  dépo t s  de  10  à 20 p l  ( s o i t  80 à 100 000cpm) 

s o n t  e f f e c t u é s  s u r  d e s  g e l s  de  polyacrylamide en p l aque  (système 

Biorad)  . 
L 'acrylamide e t  l a  b i s ac ry l amide  (Apelab) s o n t  

r e c r i s t a l l i s é e s  s e lon  l a  méthode d é c r i t e  p a r  L O E N I N G  (1 55) . 

Le g e l  d 'espacement es t  à 5p100 en acry lamide  ( s o l u -  

t i o n  mSre : 50p100 d 'ac ry lamide ,  1,33p100 de b i sac ry l amide )  dans  

du tampon t r i s  0,125 M pH 6 ,8  renfermant  O,lp100 de S D S .  La 

po lymér i sa t ion  e s t  c a t a l y s é e  p a r  l e  système redox : p e r s u l f a t e  

d 'ammonium O,  1  pl 00-TEMED 1 pl  001). 

Le g e l  de  r é s o l u t i o n  e s t  à 17,'5p100 en acry lamide  

( s o l u t i o n  m è r e  : 50p100 d ' ac ry l amide ,  0,235p100 d e  bysacrylamide)  

dans  du tampon t r i s  0,37M pH 8 , 9  renfermant  OtlplOO d e  SDS. La 

po lymér i sa t ion  e s t  a s s u r é e  p a r  l e  même système redox que 

précédemment . 
L a  mig ra t ion  a l i e u  pendant  15  heu res  sous  u n e  

d i f f é r e n c e  d e  p o t e n t i e l  d e  4 V/cm.  Le tampon de cuve es t  c o n s t i -  

t u é  d 'un tampon t r i s / g l y c o c o l l e  (3g e t  14,4g r e spec t ivemen t  p a r  



-. 

l i t r e  d ' e a u ) ,  d e  pH 8 , 3  e t  renfermant  O,  lp100 d e  SDS 

(LAEMMLI (1 5 6 )  ) , 

Après l a  mig ra t ion ,  en vue d e  l ' a u t o r a d i o g r a p h i e  

( f l uo rog raph ie )  , l e s  g e l s  s o n t  déshydra t é s  dans  des  b a i n s  de  

diméthylsulfoxyde pendant  une heure ,  p u i s  t r a i t é s  pendant  

3 heures  pa r  une  s o l u t i o n  de  PPO à 20p100 dans  l e  d iméthyl  

su l foxyde  (BONNER e t  LASKEY (1 5 7 )  ) . I ls  s o n t  e n s u i t e  r e h y d r a t é s  

pendant une heu re  dans  d e  l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  de s séchés  à chaud 

sous  v i d e  (système B i o r a d ) .  L e s  f i l m s  u t i l i s é s  pour l ' e x p o s i t i o n  

s o n t  d e s  f i l m s  Kodak RP r o y a l  X - O m a t .  L ' e x p o s i t i o n  se d é r o u l e  

à-70°c. 



7.  - EXTRACTION ET ANALYSE DES RNA. 

Pour c e s  é t u d e s  e t  celles d é c r i t e s  dans  l e  c h a p i t r e  

s u i v a n t ,  t o u t e s  l es  s o l u t i o n s  o n t  é t é  f a i t e s  dans  de  l ' e a u  

b i d i s t i l l é e  s t é r i l e  e t  t o u t e  l a  v e r r e r i e  a  é t é  au toc l avée .  Dans 

l e s  é t u d e s  s u r  l e s  RNA, t o u s  les  tampons r en fe rma ien t  du 

p o l y v i n y l - s u l f a t e  de  potass ium à l a  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  d e  

10  pg/ml pour i n h i b e r  l ' a c t i o n  de  r i b o n u c l é a s e s  é v e n t u e l l e s ,  

e t  l e  saccharose  u t i l i s é  pour l es  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n s  en 

g r a d i e n t  d e  d e n s i t é  é t a i t  dépourvu d ' a c t i v i t é  n u c l é a s i q u e  

( saccharose  Mann) . 

C e s  expé r i ences  o n t  é t é  r é a l i s é e s  avec d e s  p a r t i c u l e s  

v i r a l e s  p u r i f i é e s  don t  l e  RNA é t a i t  marqué p a r  d e s  t r a c e u r s  

r a d i o a c t i f  S. 

A.  E x t r a c t i o n  d e s  RNA v i r a u x  : 

Les p a r t i c u l e s  v i r a l e s  p u r i f i é e s  s o n t  r e p r i s e s  dans  

du tampon a c é t a t e  de  sodium 10  rnM pH 5,2 .  L a  suspens ion  est  

amenée à une c o n c e n t r a t i o n  de  2p100 en SDS (SDS S e r l a b o  r e c r i s -  

t a l l i s é  dans  l ' é t h a n o l )  e t  de  2  mM en d i t h i o t r é i t o l  p u i s  

soumises à deux e x t r a c t i o n s  p a r  l e  phénol (Merck, f r a i chemen t  

r e d i s t i l l é  en s o l u t i o n  à 80p100 dans  l e  tampon a c é t a t e )  sous  

a g i t a t i o n  douce, à   OC, pendant une heure  au t o t a l .  L e s  RNA 

e x t r a i t s  s o n t  a l o r s  p r é c i p i t é s  p a r  deux volumes d ' é t h a n o l  abso lu  

pendant  1 n u i t  à - 2 0 ' ~  a p r è s  que l a  phase  aqueuse a i t  & té  amenée 

à une concen t r a t i on  de  0 , l  M en c h l o r u r e  d e  sodium. 

B. Analyse en q r a d i e n t  de  d e n s i t é  : 



Les RNA e x t r a i t s  s o n t  r e p r i s  dans du tampon a c é t a t e  

d e  sodium 10 rnM pH 5 ,2 ,  d i t h i o t r e i t o l  2  rnM e t  déposés  s u r  un 

g r a d i e n t  l i n é a i r e  de 5 à 20p100 en saccharose  dans  l e  même 

tampon. L e s  g r a d i e n t s  s o n t  c e n t r i f u g é s  pendant 100 minutes  à 

40000 rpm ( r o t o r  SW41, Beckman) , les f r a c t i o n s  r e c u e i l l i e s  e t  

l e u r  r a d i o a c t i v i t é  dé te rminée  s o i t  p a r  comptage d i r e c t  dans  l e  

l i q u i d e  de  Bray, s o i t  a p r è s  p r é c i p i t a t i o n  p a r  l ' a c i d e  t r i c h l o r a -  

cé t ique ,  so i t  p a r  e f f e t  CERENKOV (dans l e  c a s  de marquage p a r  l e  

radiophosphore)  . 

C. Analyse en g e l  de  polyacrylamide : 

Nous avons app l iqué  l a  technique  d é c r i t e  p a r  TIOLLALS 

e t  c o l 1  (158) .  La c o n c e n t r a t i o n  d e s  g e l s  en acry lamide  es t  d e  

1,7p100 r l e u r  t e x t u r e  es t  r e n f o r c é e  p a r  1 ' a d j o n c t i o n  d ' a g a r o s e  

(0,5p100 c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e ) .  Pour o b t e n i r  d e s  p o r e s  p l u s  

g rands  e t  d e s  g e l s  s o l u b i l i s a b l e s  pa r  l ' a c i d e  pe r - iod ique ,  nous  

avons remplacé l a  b i sac ry l amide  p a r  d e  l a  d i é t h y l t a r t a r d i a m i d e  

(ANKER (1 59) ) . Les g e l s  s o n t  c o u l é s  dans  des  t u b e s  d e  23 c m  d e  

long .  L ' é l e c t r o p h o r è s e  e s t  e f f e c t u é e  en tampon t r i s / B o r a t e /  

EDTA/SDS d e  pH 8 , 3 ,  pendant c i n q  heures  sous  u n e  d i f f é r e n c e  d e  

p o t e n t i e l  de  8  V/cm. 

Aprgs l a  mig ra t ion ,  les  g e l s  s o n t  coupés en t r a n c h e s  

d e  2 m i l l i m è t r e s  d  ' é p a i s s e u r ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  é l u é e  p a r  t r a i t e -  

ment à 1 ' a c i d e  per - iod ique  à 2p100 ( 0 , 4  m l ,  3  heu re s  à 3 7 O ~ )  e t  

l e  comptage e f f e c t u é  dans  8  m l  d e  l a  s o l u t i o n  de Bray. 

Nous avons c h o i s i  une méthode d ' e x t r a c t i o n  p a r  l e  

phénol à chaud, à pH n e u t r e  q u i  s e lon  BRAWERMAN (160) f o u r n i t  

l e s  mêmes rendements en RNA p ~ l y a d é n ~ l é s  que l ' e x t r a c t i o n  à 

pH 9  à f r o i d .  

A.  E x t r a c t i o n  du RNA t o t a l  : 

Les c u l o t s  c e l l u l a i r e s  s o n t  r e p r i s  dans  2 0  volumes 



d e  tampon tris ~ o - ~ M ,  ?TA 1  mM p~ 7 ,4 .  La s u s p e n s i o n  es t  a j u s -  

tée à 0,5p100 en SDS e t  0,25p100 en  Nonidet  P40 (Lensex TAO1, 

S h e l l  C o . ) .  S i t ô t  a p r è s ,  on a j o u t e  un volume é g a l  d ' u n e  

s o l u t i o n  d e  phéno l .  (à 8 5 ~ 7 0 0  d a n s  l e  tampon t r i s - E D T A )  p o r t é e  

à 6 0 ' ~ .  L ' e x t r a c t i o n  es t  p o u r s u i v i e  3 minutes  à 6 0 ' ~  p u i s  

20 minu tes  à   OC. Après  c e n t r i f u g a t i o n  à 10000 g  p e n d a n t  

1 0  m i n u t e s ,  l a  p h a s e  aqueuse  es t  r é e x t r a i t e  p a r  un é g a l  volume 

d e  phéno l  p e n d a n t  20 m i n u t e s  à V OC. La p h a s e  aqueuse  est  

amenée à une c o n c e n t r a t i o n  d e  0,'1 M en c h l o r u r e  d e  sodium e t  

p r é c i p i t é e  p a r  deux  volumes d ' é t h a n o l  a b s o l u  p e n d a n t  u n e  n u i t  

à- -20°c. 

B.  S é l e c t i o n  des RNA p o s s é d a n t  une  séquence  

p o l y a d é n y l é e  : 

Les s é q u e n c e s  p o l y r i b o a d é n y l i q u e s  s o n t  r e t e n u e s  à 

h a u t e  f o r c e  i o n i q u e  s u r  c e r t a i n e s  c e l l u l o s e s  non m o d i f i é e s  

(KITOS e t  c o l l  ( 1 6 1 ) ,  LARSE,N e t  c o l l  ( 1 6 2 ) ) .  Nous a v o n s  u t i l i s é  

cet te  p r o p r i é t é  p o u r  p r é p a r e r  l es  RNA p o l y a d é n y l é s  à p a r t i r  des 

RNA c e l l u l a i r e s  t o t a u x .  

L e s  RNA d i s s o u s  dans  l e  tampon H ( t r i s / H C l  1 0  mM, 

pH 7 , 6 ,  K C l  0 . 5  M t  MgC12 0 , 2  mM) s o n t  c h r o m a t o g r a p h i e s  s u r  u n e  

c o l o n n e  d e  c e l l u l o s e  C e l l e x  410 ( B i o r a d )  é q u i l i b r é e  d a n s  l e  

m ê m e  tampon. La c e l l u l o s e  es t  p r é a l a b l e m e n t  l a v é e  à 1 ' é t h a n o l ,  

à l a  soude 0,5N e t  à l ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  0,OIN. Pour  l a  

s é p a r a t i o n ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  en RNA t o t a l  d a n s  l e  d é p o t  e s t  d e  

0,5 mg/ml d e  tampon H e t  on u t i l i s e  2  m l . d e  c e l l u l o s e  p a r  . 

mil l igramme d e  RNA t o t a l  à f r a c t i o n n e r .  Après  un l a v a g e  p a r  du 

tampon H ,  l e s  RNA p o l y a d é n y l é s  s o n t  é l u é s  à b a s s e  f o r c e  i o n i q u e  

p a r  du tampon L  ( t r i s / H C l  10mM pH 7 , 6 ,  MqCl2 0 , 2  mM) p u i s  p a r  

d e  1 ' eau  b i d i s t i l l é e .  



8. - REACTION DE TRANSCRIPTION-INVERSE 

SYNTHESE DE DNA COMPLEMENTAIRES. * 

La m a t r i c e  f o u r n i e  à l a  t r a n s c r i p t a s e - i n v e r s e  v i r a l e  

es t  un polymère s y n t h é t i q u e  : l e  p o l y  ( r A ) - o l i g o  (dT) ( M i l e s ) .  

On mesure l ' a c t i v i t é  d e  l ' enzyme p a r  l ' i n c o r p o r a t i o n  de 
3  déoxythyrnidine t r i p h o s p h a t e  marqu6e au t r i t i u m  ( H-dTTP , NZN , 

a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 5  mCi/0,062 mg) d a n s  d e s  po lymères  i n -  

s o l u b l e s  d a n s  1 ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  à 10p100. 

Le  v i r u s  est  p e r m é a b i l i s é  pendan t  15  m i n u t e s  à l a  

t e m p é r a t u r e  ambiante  d a n s  l e  mélange (en c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  

p o u r  50 p l )  : 
T r i s  5 pM PH 812 

DTT 0 , 2  FM 

KC1 4 pM 
DB311 0 , 8 p 1 0 0  

p r o t é ï n e s  1 5  à 4 0  pg 

v i r a l e s  

On a j o u t e  a l o r s  l a  m a t r i c e ,  l e  p r é c u r s e u r  e t  l ' i o n  
++ d i v a l e n t  i n d i s p e n s a b l e  (Mn ) s o u s  50 y1  q u i  r e n f e r m e n t  : 

MnC12 3 0  IPM 

dTTP 5 nM 

3 ~ - d ~ ~ ~  4 0  pM s o i t  2  pCi 

o l i g o  (dT) 4 nM 

P O ~ Y  ( r A )  80 nM 

L ' i n c u b a t i o n  a  l i e u  à 3 7 O ~ .  D e s  a l i q u o t e s  s o n t  p r é l e -  

* L e s  t e c h n i q u e s  u t i l i s é e s  s o n t  t o u t e s  d é r i v é e s  d e  ce l les  de 

~ TAVITIAN e t  c o l 1  (1 6 3 ) .  



vées à d i f f é r e n t s  temps e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  p r é c i p i t a b l e  à 

l ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  es t  d é t e r m i n é e .  On expr ime l e s  r é s u l -  

t a t s  en nombre de p icomoles  d e  dTMP i n c o r p o r é e s  en f o n c t i o n  du 

temps. 

1 

Dans ce t y p e  d ' e x p é r i e n c e s ,  l e  RNA génomique v i r a l  

sert d e  m a t r i c e  pour  l a  s y n t h è s e  d 'un  DNA complémenta i re .  Le  

v i r u s  e s t  p e r m é a b i l i s é  p a r  un d é t e r g e n t  : l e  DB 31 1  (Cémulsol 

DB 31 1 ,  Melle-Bezons à N e u i l l y )  . La r é a c t i o n  se d é r o u l e  en 

p r é s e n c e  d e s  4 d é s o x y r i b o n u c l é o s i d e s  t r i p h o s p h a t e s  (P .  L.  l a b o r a -  

torkes) ,  d o n t  un es t  r a d i o a c t i f .  Le mélange r é a c t i o n n e l  e s t  

composé d e  (en c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  pour  100  p l  d e  mélange)  : 

Tris /HCl  bH 8,2 5 pM 
DTT 0 1 2  PM 

K C 1  PM 
MnC12 0 1 1  PM 

dGTP 20 nM 

dATP 20 nM 

dCTP 20 nM 

dTTP 1 0  nM 

3 ~ - d ~ ~ ~  
A c t i v i t é  s p é c i -  

80 'Oit pCi fique:240cpm/pM 
P r o t é I n e s  1 0 0 à 1 5 0  pg 

v i r a l e s  

Les  i n c u b a t i o n s  o n t  l i e u  à 3 7 " ~  e t  d e s  a l i q u o t e s  s o n t  

p r é l e v é e s  comme l o r s ' d e  l a  r é a c t i o n  exogène. 

Lorsque  d e  b a s s e s  a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  s o n t  d é s i r é e s  

l e  mélange r é a c t i o n n e l  con t i e n t  en p l u s  du n u c l é o s i d e  t r i p h o s -  

p h a t e  r a d i o a c t i f  son homologue f r o i d .  Lorsque  d e  h a u t e s  a c t i v i -  

tés s p é c i f i q u e s  v e u l e n t  ê t re  o b t e n u e s ,  l e  p r é c u r s e u r  r a d i o a c t i f  

es t  c o n c e n t r é  par l y o p h i l i s a t i o n  p u i s  a j o u t é  au mélange  

r é a c t i o n n e l  ( s e u l ,  s a n s  précüwseur  f r o i d )  à l a  c o n c e n t r a t i o n  

f i n a l e  précédemment d é c r i t e .  



III. P r é ~ a r a t i o n  e t  e x t r a c t i o n  d  'Ln DNA complémenta i re  JcDNAL, .............................................................. 

D e s  s t o c k s  v i r a u x  p o s s é d a n t  u n e  très bonne a c t i v i t é  

de t r a n s c r i p t a s e - i n v e r s e  endogène o n t  é té  u t i l i s é s  p o u r  

s y n t h é t i s e r  d e s  DNA complémenta i res  d e  l e u r  génome. 

La r é a c t i o n  endogène es t  e f f e c t u é e  d a n s  l es  mêmes 

c o n d i t i o n s  que précédemment,  à hau t e  a c t i v i t é  s p é c i f i q u e ,  m a i s  

s o u s  un volume f i n a l  d e  Iml.  Après  3  h e u r e s  d ' i n c u b a t i o n  à 3 7 O ~ ,  

l e  mélange r é a c t i o n n e l  e s t  soumis à deux e x t r a c t i o n s  p a r  du 

phéno l  à 80p100 d a n s  du tampon t r is  1 0 - ~  M pH 8 , 2 ,  à f r o i d  

pendan t  u n e  h e u r e  au t o t a l .  La p h a s e  aqueuse  e s t  d i a l y s é e  deux  

fo i s  c o n t r e  une  s o l u t i o n  n e u t r e  dlEDTA 3mM p e n d a n t  u n e  h e u r e  

p u i s  t r a i t é e  p a r  l a  r i b o n u c l é a s e  p a n c r é a t i q u e  p e n d a n t  u n e  h e u r e  

à 37'~ ( c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  : 50 à 100  p g  d 'enzyme p a r  

m i l l i l i t r e ) .  La r i b o n u c l é a s e  es t  é l i m i n é e  p a r  deux  e x t r a c t i o n s  

au  phénol  (phénol  à 80p100 d a n s  d e  ltEDTA 3mM) en  p r é s e n c e  de 

SDS pendan t  une  h e u r e  au t o t a l ,  à f r o i d .  Après  d i a l y s e  e x t e n s i v e  

c o n t r e  du tampon NTE, l e  cDNA es t  g a r d é  c o n g e l é  à -20°c. 

I V .  Analyse  d e  l a  s t r u c t u r e  s e c o n d a i r e  des cDNA. -------- ................................................ 

E l l e  e s t  e f f e c t u é e  p a r  a d s o r p t i o n - é l u t i o n  s u r  

h y d r o x y a p a t i t e .  On u t i l i s e  l a  p r o p r i é t é  du DNA d o u b l e - b r i n  

d ' ê t r e  r e t e n u  à b a s s e  f o r c e  i o n i q u e  s u r  ce s u b s t r a t ,  alors q u e  

l e  DNA s i m p l e  b r i n  s ' é l u e  d é j à  à u n e  m o l a r i t é  de 0 , 1 5  M en 

p h o s p h a t e  de sodium. Le  cDNA es t  é q u i l i b r é  en tampon p h o s p h a t e  

de sodium 1 0  rnM pH 6 , 8 ,  on a j o u t e  a l o r s  d e  l ' h y d r o x y a p a t i t e  à 

25p100 (p :v)  dans  l e  m ê m e  tampon e t  on la isse  l e  cDNA s ' a d s o r b e r  

p e n d a n t  1 0  minu tes .  T o u t e s  l e s  m a n i p u l a t i o n s  se d é r o u l e n t  à 

6 8 ' ~ .  Après  un l a v a g e  p a r  l e  m ê m e  tampon, l e  DNA m o n o c a t é n a i r e  

est  é l u 6  p a r  4 l a v a g e s  en tampon p h o s p h a t e  d e  sodium 0 , 1 5  M 

(pH 6 , 8 )  e t  l e  DNA b i c a t é n a i r e  e s t  é l u é  p a r  3 l a v a g e s  au  tampon 

p h o s p h a t e  d e  sodium 0,4M pH 6 , 8 .  

L ' e f f i c a c i t é  - d e  l a  s é p a r a t i o n  est  v é r i f i é e  p a r  l a  1 



mesure d e  l a  r é s i s t a n c e  du DNA é l u é  à l ' a c t i o n  d e  l a  n u c l é a s e  

S-1 q u i  e s t  s p é c i f i q u e  d e s  c h a î n e s  m o n o c a t é n a i r e s  ( v o i r  p a r a -  

g r a p h e  c i - d e s s o u s ) .  L e s  f r a c t i o n s  é l u é e s  d o i v e n t  ê t re  d i l u é e s  

a v a n t  l ' a c t i o n  d e  l a  n u c l é a s e  S-1 c a r  celle-ci  est i n h i b é e  p a r  

un excès d e  phospha te .  

Les  c o n d i t i o n s  que  n o u s  avons r e t e n u e s  pour  l ' h y d r e  

l y s e  des p o l y n u c l é o t i d e s  p a r  l a  n u c l é a s e  S-1 (que  n o u s  avons  

p r é p a r é e  s u i v a n t  l a  méthode de A N D 0  ( 1 6 4 ) )  s o n t  l e s  s u i v a r A t e s  : 

au tampon a c é t a t e  de p o t a s s i u m  0,025M pH 4 , 5  - s u l f a t e  d e  z i n c  

O,  lmM--chlorure d e  sodium 0,lM on a j o u t e  1 0  pg/ml d e  DNA 

d é n a t u r é  e t  5  p l / m l  d 'enzyme. On l a i s s e  l ' h y d r o l y s e  se pour-  

s u i v r e  30 m i n u t e s  à 4 5 ' ~ .  

La t a i l l e  du cDNA es t  a n a l y s é e  p a r  d é t e r m i n a t i o n  de 

l a  v é l o c i t é  de s é d i m e n t a t i o n  d a n s  un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de 

d e n s i t é  en s a c c h a r o s e  (5  à 2OplOO d a n s  du tampon T r i s  1 , 5 x 1 0 - ~ ~ ,  

p H  7 , 4  d a n s  un r o t o r  Beckman SW50-1, à 33000 rpm p e n d a n t  

16 h e u r e s ) .  Un RNA de t r a n s f e r t  es t  c o c e n t r i f u g é  avec  l a  sonde ,  

il ser t  d e  v a l e u r  de r é f é r e n c e  (4s) . 

E l l e  es t  e f f e c t u é e  p a r  h y b r i d a t i o n  d ' u n e  q u a n t i t é  

f i x e  de RNA génomique marqué au r a d i o p h o s p h o r e  a v e c  des q u a n t i t é s  

c r o i s s a n t e s  d e  cDNA à b a s s e  a c t i v i t é  s p é c i f i q u e .  L e  t a u x  d ' h y -  

b r i d a t i o n  es t  d é t e r m i n é  p a r  l e  d e g r é  d e  r é s i s t a n c e  à 1 ' a c t i o n  

d e  l a  n u c l é a s e  S-1. On expr ime les  r é s u l t a t s  en f o n c t i o n  du 

r a p p o r t  cDNA/RNA 70s. 



Les c o n d i t i o n s  d ' h y b r i d a t i o n  s o n t  l e s  s u i v a n t e s  : 

u n e  q u a n t i t é  f i x e  de RNA 70s  ( e n v i r o n  1500 cpm s o i t  7 , s  ng ,  
5  a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 2x10 cpm/pg) e s t  h y b r i d é e  avec  des quan- 

t i t é s  c r o i s s a n t e s  d e  cDNA. L ' i n c u b a t i o n  se d é r o u l e  d a n s  des 

m i c r o p i p e t t e s  d e  200 p l  scellées , à 6 8 O ~  p e n d a n t  72 h e u r e s  

d a n s  du tampon p h o s p h a t e  de sodium 0 , 4 M  pH 6 , 8 .  Les i n c u b a t s  

s o n t  e n s u i t e  d i l u é s  à 20 m l  a v e c  du mélange r é a c t i o n n e l  pour  

1 ' a c t i o n  de l a  n u c l é a s e  S-1, 1 0  m l  s o n t  p r é c i p i t é s  à 1 ' a c i d e  

t r i c h l o r a c é t i q u e ,  1 ' a u t r e  m o i t i é  e s t  t r a i t é e  p e n d a n t  30  m i n u t e s  

à 4 5 ' ~  p a r  l a  n u c l é a s e  S-1 a v a n t  d ' ê t r e  p r é c i p i t é e .  On d é t e r m i n e  

a l o r s  l e  p o u r c e n t a g e  d e  r é s i s t a n c e  à l ' h y d r o l y s e  p a r  l a  

n u c l é a s e  S-1 pour  chaque v a l e u r  du r a p p o r t  cDNA/RNA. 

D e s  q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  d e  RNA c e l l u l a i r e  s o n t  

h y b r i d é e s  avec  u n e  q u a n t i t é  f i x e  d e  cDNA. L e  t a u x  d ' h y b r i d a t i o n  

est  d é f i n i  p a r  l e  p o u r c e n t a g e  de r é s i s t a n c e  à l ' a c t i o n  de l a  

n u c l é a s e  S-1 . 
Les h y b r i d a t i o n s  se d é r o u l e n t  d a n s  des f i o l e s  scel- 

lées s o u s  un volume de 100 ou 200 p l  en tampon 4xSSC. Du tampox 

t r i s / H C l  pH 7,4' (0,OlM c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e )  est  a j o u t é  pour  

s t a b i l i s e r  l e  pH p e n d a n t  l ' i n c u b a t i o n  (72 h e u r e s  à 68OC) . Les  

f r a c t i o n s  s o n t  e n s u i t e  d i l u é e s  à 2 m l  a v e c  du mix S-1. Un 

m i l l i l i t r e  est p r é c i p i t é  à 1 ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e ,  1 ' a u t r e  

moitié e s t  t r a i t é e  pendan t  30  m i n u t e s  à 4 5 O ~  p a r  l a  n u c l é a s e  S-1 

a v a n t  d  'ê t re  p r é c i p i t é e .  l 

Les r é s u l t a t s  s o n t  expr imés  en  p o u r c e n t a g e  d e  résis- 

t a n c e  à 1 ' h y d r o l y s e  p a r  l a  n u c l é a s e  en f o n c t i o n  de l a  q u a n t i t é  

d e  RNA c e l l u l a i r e  a j o u t é e .  
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