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ETUDE DE L'INFECTION ROUGEOLEUSE IN VITRO ET DE SA
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par B. Rentier

Section on Electron Microscopy, Infectious DiseaBemch, NINCDS, National Institutes of Health
Bethesda, Maryland (USA).

« Visiting Associate » du « Fogarty Internationain@r » lors de la réalisation de ce travalil.
Mots-clés : Virus rougeoleux, Systéme nerveux ; Infattin vitro,PESS ; Revue.
Abbréviations

Cellule K = cellule tueuse (killer).

LCH =liquide céphalo-rachidien.

Cellule NK = cellule tueuse naturelle (naturdek).
NP = nucléoprotéine.

P = polypeptide P, polymérase de I'ARN viral.
CLDA = cytotoxicité lymphocytaire dépendant demsticorps.
PESS = panencéplialite  sclérosante subaigué.
F1 = fragment non-glycosylé de la protéine F.
Protéine F = protéine de fusion.

F, = fragment glycosylé de la protéine F.

Protéine M = protéine de membrane.

SNC = systeme nerveux central.

HA = hémagglutinine (glycosylée).

UFS = unité formatrice de syncytium.

I. — INTRODUCTION GENERALE

La rougeole est une maladie virale familiere pusitgiaffecte chacun d'entre nous une fois penstamt
existence, habituellement lors de la jeune enfareenaladie est, de nos jours, généralement bénigne
Quelquefois cependant des complications diverseggmt survenir suite a l'infection rougeoleuseparticulier
des désordres neurologiques lorsque I'affectiomegégy systéme nerveux central (SNC). L'encéphpadit-
rougeoleuse aigué et la panencéplialite sclérosattaigué (PESS) sont, on le sait, dues a l'imiectu SNC
par le virus rougeoleux.

Le virus rougeoleux est donc un virus dont il estipulierement intéressant d'étudier les carattgues
infectieuses, en raison des syndromes cliniquesitlest responsable, et également en tant que lmodé
d'infection lente du systéme nerveux. Depuis umaide d'années, beaucoup d'efforts ont été déptayese de
mieux comprendre pourquoi le virus, dans certaiiss s'attaque au systéme nerveux, et pourquoi les
caractéristiques biologiques de cette infectiort ddférentes de celles de l'infection normale.1978 Fraser et
Martin [54] ont fait, de facon trés compléte détaillée, le point des connaissances sur lesvisugeoleux et
sa biologie.

Notre approche a tout d'abord été I'examen deigsp@énoménes qui accompagnent l'infection lytidgie
cellules en culture par le virus rougeoleux, ladoiction des composants viraux et leur assemblage lda
membrane cellulaire, ainsi que la reconnaissancteEystéme immunitaire des modifications indufiasle
virus dans cette membrane. Ensuite nous avonsradghdors de l'infection persistante des cellulesreuses,
les éléments qui concourent au dysfonctionnemetiasigemblage du virus et a I'établissement dersigiance
virale.

Cet exposé est divisé en trois parties introd@tetiscutées séparément. La premiére consisteeedastription
du virus rougeoleux et de sa maturation dans lde permissives en culture. La seconde est tudeéle
divers aspects de l'interaction du systéeme imminaifdes anticorps et de certains lymphocytes) &®c
cellules infectées par le virus. La troisiéme estsacrée a l'infection du SNC par le virus rougeokt, en
particulier, a I'étude de l'infection rougeoleubeonique de neuroneis vitro.
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Nous avons rédigé ce travail comme une revue dasatgsances actuelles en ce qui concerne l'infectio
rougeoleuse lytique ou persistante, et y avongénsiédéveloppé le détail des contributions quesramons
apportées. Nous n'avons décrit explicitement mdg¢ériel employé, ni le détail des procédures erpntales.
Ces informations — et notamment une abondante graphie — pourront étre aisément trouvées dans nos
articles originaux [42, 43, 75, 153, 154, 155, 18%/, 158, 159, 160, 205].

II. — LE VIRUS ROUGEOLEUX ET L'INFECTION « IN VITRO »
A. — STRUCTURE DU VIRUS

Le virus rougeoleux, isolé pour la premiére foisl®64 par Enders et Peebles [50], fait partie duegdes
Morbillvirus et appartient a la famille d&aramyxoviridagtableau 1). C'est un grand virus enveloppé, de 400
nm de diameétre environ, dont la nucléocapside rgginisée en structure tubulaire hélicoidale eagstmblée
dans le cytoplasme de la cellule infectée.

TABLEAU |. — Classement des virus représentatifs de la fauadls Paramyxoviridae [108].
Famille Genre Espéce commune dNompre
espéces
— Virus des oreillons 1
— Virus parainfluenza humain 4
Paramyxo- — Virus Sendai (souris) 1
virus — Virus de la maladie de Newcastle (NDV) 1
(volaille)
— Virus d'autres espéces de mammi-
Paramyxoviridae feres et d'oiseaux >6
— Virus de la rougeole 1
‘Morbilli-virus — Virus de la mala_dle de Carré (CDV) _ 1
— Virus de la peste bovine et de la peste desspeti* 10u2
ruminants
. — Virus syncytial respiratoire humain et bovin ?
Pneumo-virus
— Virus de la pneumonie de la souris ?

La nucléocapside virale est large de 16 a 18 niongue d'environ 1 mm. L'enveloppe du virus estniée par
un bourgeonnement de la membrane cellulaire etoestituée d'une double couche lipidique a lagusnt
associées une protéine non glycosylée et deux gigt&ines spécifiques du virus organisées en projec
superficielles. Ces glycoprotéines sont le supgeitantigénicité de la surface externe du virasiajue de
certaines activités biologiques : I'activité hématigante et la propriété d'induire la fusion cklite.
Contrairement auRaramyxovirusles Morbillivirus n'ont pas d'activité neuramini-dasique.

La difficulté que I'on rencontre lorsqu'on s'efferde cultiver le virus rougeoleux en quantité saffile pour en
faire I'analyse biochimique est la raison pour &lgula composition polypeptidique du virus nedahnue que
relativement tard [62, 167], et a continué a sasdes controverses depuis lors [207, 24, 115,891210, 11]
(tableau Il). Cing polypeptides sont clairementcsiiues du virus : I'némagglutinine glycosylée (Ha
polymérase de I'ARN viral (P), la nucléoprotéind®jNle fragment non glycosylé de la protéine defus (F,)
et la protéine de membrane (tableau II). Un sixi@olgpeptide de poids moléculaire intermédiaireeMP et
F1correspond a I'actine cellulaire. Celle-ci est appanent incorporée dans la particule virale lors du
bourgeonnement de divers virus enveloppés [206e0@8l virus rougeoleux en particulier [115, 1982].

Toutefois, il se pourrait qu'un polypeptideals comigre avec I'actine lors de |'électropherfkl]. La
fraction glycosylée f-de la protéine de fusion F n'apparait généralepensur les gels, sauf dans des
conditions particuliéres de marquage [69, 191].
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TABLEAU Il. — Poids moléculaire des polypeptides composavitus rougeoleux, d'aprés différents auteurs.
Hall Waters Mountcastle et Graves et Tyrrell Bellini et coll
et Martin et Bussell Choppin coll. et Norrby [11] '
[62] [207] [115] [60] [191]
75 78(*%) 80 (%) 80 (%) 79 (*) 76(*%) HA
69 (*) 71,2 70 70 72 70 P
60 61 61 62 60 GO NP
53 (%) 53 55 — — — —
51 — — — — — —
45,7 45 42 42 43 43 F
_ — 40 40 41 actine
37,5 37 37 36 37 M

Le poids moléculaire est exprimé en milliers deate. (*) Glycosylé.

FiG. 1. — Schéma de l'organisation des protéines virdéess le virion rougeoleux.

La répartition des différents polypeptides dangdeicule virale est schématisée par la figureelpblypeptide
P est phosphorylé et correspond a la polyméras@RBl du virus. Il est associé a la nucléocapsats te
I'empaquetage du virion [115]. Les glyco-protéisent de deux types, en fonction de leur activitddgique :
l'une (HA) est responsable de I'hémagglutinatianigairion, de I'hémadsorption par les celluleeatées, et
vraisemblablement de I'attachement du virus a baleddte ; I'autre (F) est responsable de ladiusiellulaire
induite lors de l'infection virale. Ces glyco-prioiEs sont implantées dans la double membranedipédde
I'enveloppe virale par leurs résidus hydrophobelsétibuées de fagon homogéne sur la surface parteule.
La protéine M — ou protéine de membrane — est,alksi, associée a I'enveloppe virale, bien que sa
localisation précise et son degré d'association Evdouble couche lipidique soient encore sujetsraroverse.
Elle pourrait également étre responsable du manghammuleux entourant les nucléocapsides cytoplassiq
[193]. Par analogie avec une théorie proposée lpsiiyxoviridaeet les autrePara-myxoviridag166], on
pense que la protéine M pourrait jouer un rdle tirda maturation et 'assemblage des composantsuduet le
bourgeonnement viral. Son rdle consisterait taathald a s'attacher, par un contact transmembraaaixe
glycoprotéines virales déja insérées dans la mamlpkasmatique [192], ensuite & arrimer la ragad@side
[107, 177, 191, 192], formant ainsile doail médian du complexe transmembranaire

[”}})M—;\' ])] prét a former le virion complet. Le mécanisme durgeonnement viral n'est cependant pas

encore élucidé.
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B. — INFECTION LYTIQUE

Deux lignées de cellules permissives pour le viougjeoleux sont le plus souvent utilisées : ddsleslde rein
de singe appelées Vero et des cellules épithélmlpmines appelées Hep-2. Le virus effectue ureaaiplet
de reproduction dans ces cellules, y provoquedmfuet la lyse cellulaires, et cette infectiomstanpagne de la
production de nombreuses particules ou virionssqut libérés dans le milieu ambiant et vont, eadtd#nt a leur
tour d'autres cellules, engager le second cgel@eproduction virale. Le cycle consiste en chiganent du
virus & la membrane cytoplasmique de la cellulehatfusion de la membrane virale avec la membrane
cellulaire, la libération de la nucléocapside dansytoplasme de la cellule, la décapsidationARN viral et sa
transcription en ARN messagers, la synthése desipes virales et leur assemblage, et enfin le
bourgeonnement des virions.

a) Adsorption

Le virus s'adsorbe sur la surface de la cellulée@l niveau de « récepteurs » spécifiques deysamlotéine
HA. On sait que les sites d'adsorption Nexo-et Paramyxoviridaesur les cellules, commodément appelés
récepteurs, sont sensibles a la neuraminidasenil$ialoglycopeptide qui pourrait étre ou contémik
récepteur » du virus rougeoleux a été isolé dedmbbnane de globules rouges de singe rhésus [52].

b) Pénétration

Le virus rougeoleux pénétre dans les cellulesysioh de son enveloppe avec la membrane plasmddQlie
Dubois-Dalcq, par la technique des répliques diaser a montré que les particules situées a lasaide la
membrane cellulaire normale, et qui représenteais@mblablement des oligomeéres de protéines [#atent
du site d'entrée du virus, a cause de l'intégratetenveloppe virale dans la membrane. L'envel@st encore
reconnaissable, aprés sa fusion avec la membréuokaie, par la présence de sous-unités corresgoaralix
projections glycoprotéiniques virales. La zone g&supar les composants viraux dans la membrarerses
ensuite en raison du mélange des matériaux viracellelaires (voir chapitre 1V, B et [43]).

¢) Madifications de la membrane cellulaire
1) Apparition précoce de composants du virus.

Aprés la pénétration du virus dans la cellule-hdtes période d'éclipse intervient pendant une gingt
d'heures. La premiére indication d'une modificatierla membrane plasmatique est I'accumulationigéares
viraux en petits groupes de tailles diverses débées par immunomarquage a la peroxydase, erantildes
anticorps dirigés contre le virus [41, 43]. Cestparoupes sont méme quelquefois visibles sangumage au
microscope électronique a balayage a haute résol[4B].

2) Formation de rubans.

Apres leur apparition en petits groupes sur la mamibcellulaire, les antigénes viraux s'organisaemubans
dont la taille et la forme correspondent a la langudes nucléocapsides virales accolées a lariteme de la
membrane cellulaire [41, 46]. Le tracé sinueuxrdéans sur la membrane correspond a celui de la
nucléocapside sous-jacente, comme le démontreobigees fines [40]. || semble donc que la trangigatre
l'arrangement des antigénes viraux en petits goajpeulaires et leur organisation en rubans sangdors de
I'apposition de la nucléocapside a la face intélmé&a membrane plasmatique. L'utilisation du micops
électronique a balayage a émission de champ npasmws d'examiner la localisation des rubans sgrdedes
surfaces de cellules infectées, en particulietesicellules géantes ([156, 157] et chapitre lleB,

En 1975, Dubois-Dalcq et Reese [41] ont montrélgsieubans semblent se mouvoir latéralement dapiate
de la membrane pour s'accoler les uns aux autresit@s de bourgeonnement du virus, et ont diséragux
types différents de rubans. Les premiers sont mjrm@Enposés d'une succession de particules rahgées la
suite de l'autre, et ils sont larges d'une ou pgdeux particules (fig. 2 a et [43]). Les secosalst larges de
trois ou quatre particules juxtaposées (fip.&t [43]). Les rubans minces sont régulierement@spat forment
un réseau dense sur la membrane. Les rubans kogede forme plus contournée. La longueur desnaiba
correspond a celle de la nucléocapside viraletiuetsire des rubans a pu étre mieux étudiée par une
combinaison de procédés récents pour I'étude dfscea membranaires a haute résolution (voir Apigehd
Aprés congélation rapide et ombrage rotatif paffigl 43], nous avons pu observer le détail dériectire des
unités formant le ruban. Chacune de ces unité$tgarmée de plusieurs sous-unités juxtaposéesindtone
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dépression centrale [42]. Lorsque le cryodécapagealisé sur les mémes spécimens, on peut reettre
évidence sur une méme micrographie la face extharrfeuillet interne de la double membrane lipidiguéa
face externe du feuillet externe, c'est-a-direrédevsurface externe de la cellule (fig. 3 et [4B# lien qui doit
exister entre les particules externes formantibamyud'une part, et la nucléocapside, d'autre past pas visible
en tant que particule intramembranaire d'une tedimparable a celle des particules externes. Usreutarité
plus fine a été observée au niveau des rubankesdeux faces hydrophobes de la membrane cedjili. De
méme, des travaux récents sur la maturation durpaa@virus Sendai [8] ont montré, dans les zonefediliet
interne de la membrane cellulaire infectée adjaseatix zones de la surface externe chargées élagsig
viraux, I'accumulation de particules de petitddaibrganisées en un réseau paracristallin. Laugeté dans un
cas et le réseau de microparticules dans l'awrajgsent équivalents et pourraient bien corresgoda
protéine de membrane du virus faisant irruptionsdaspace intramembranaire an travers de la cdipitigjue
interne.

Les rubans couvrent entierement certaines régierna thembrane cellulaire et sont enroulés sur técpée
virale bourgeonnante. Un traitement Iéger panjpdine est souvent nécessaire pour mettre cerféiviedence
[43], mais I'enroulement est parfois visible daas gréparations non traitées par I'enzyme (fay). 2

L'adaptation de la technique d'immunoperoxydaserépliques de surface [41], et & la microscopialayage a
haute résolution [75, 153, 156] a permis de démeoifue les rubans contiennent les antigénes vitawsurface.
En effet, lorsqu'on examine une zone cellulairéestrubans ne sont pas trop accumulés, on déectgdins de
marquage formés par le produit de réaction delaqyease sur un tracé sinueux correspondant arneefet a la
longueur d'un ruban [156]. Lorsque les rubans aootimulés les uns contre les autres, le marquageeco
uniformément toute la membrane [75].

Outre les antigénes de surface, on trouve, au migea rubans, les sites responsables de Hsémmion,
c'est-a-dire I'némagglutinine virale. En effetpsiajoute a la culture infectée une suspensiagiamiles rouges
de singe que I'on sait étre agglutinables parrlesviougeoleux [131, 161], on observe, aprés lgvagisorption
de globules sur les structures contenant de I'hglutgine virale c'est-a-dire les membranes celletariches
en rubans et les micro-villosités ([153, 157] gt fla et 4b). L'identité compléte ou partielle des sites
hémadsorbants et antigéniques est vraisemblable,mest pas démontrée.

d) Bourgeonnement

L'enroulement de la nucléocapside dans le bourgiahen formation est un phénomeéne encore trés mal
compris. La présence d'actine dans la particulevtompléte semble indiquer que cette protéine du
cytosquelette joue un rble dans la formation &&lfgglement de la particule virale. Cependantplatamination
par 'actine cellulaire des préparations d'un viicile a purifier n'est pas exclue. D'autre tpdlactine n'est pas
incorporée dans tous les virus bourgeonnants [Z)6¢ mécanisme du bourgeonnement n'est pas cibresd,
certain que la production d'un virion complet segar I'assemblage des divers composants du girus
I'enroulement de la nucléocapside flexible sous/éppe du virion. Le processus commence pardactéon
de I'espace séparant les rubans, excluant aingidé&ines cellulaires pour composer une membraaie\41].
Aussi longtemps que le virion reste attaché a lmbrane cellulaire, les dessins formés par les gatéines
virales sur le bourgeon trahissent I'organisatietachucléocapside sous-jacente. Cette organisaiéshplus
visible sur la particule libre. Il est évident dae rapports entre les différents composants dis\@e modifient
dans la particule libre et que la nucléocapsiddéésache de I'enveloppe. De méme, le réseau paadianis
intramembranaire détecté lors de l'infection pasiles Sendai disparait progressivement de l'eppelales
virions libres [8].
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FIG. 2. — Détails de la membrane des cellules Vero gédotesde l'infection par le virus rougeoleux.

a) Les rubans minces recouvrent la membranelaguet sont également visibles sur un bourgeaoal (b). v
= microvillosité, r = repli de membrane.

b) Les rubans larges sont séparés par des zamesethbrane contenant des petites particules deril8en
diamétre environ (pointes de fléeche), présenteteégant sur la membrane de cellules non infectégg][1
Microscope électronique a balayage a émission @engh(x 41 250).

Fic. 3. — Détails, a trés haute résolution, de la suefdtune cellule Vero infectée par le virus rougesle
Les rubans (entre les fleches) sont composés dieydas dont I'aspect cylindrique indique qu'ilsso
probablement formés par le groupement de plusisons-unités. La fracture a séparé les deux fesitletla
membrane cellulaire. P = face protoplasmique, e&slire face externe du feuillet interne de la meambk. S =
surface de la membrane. Les particules externesutems n'ont pas de correspondant intramembrandé@e
taille semblable sur la face P. | = glace non sai#e [43], Congélation ultra-rapide, cryodécapagehlsnation
prolongée, réplique de surface par ombrage sendtifotx 75 730).
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FIG. 4. — Hémadsorption sur des cellules Vero infectgass le virus rougeoleux [43].

a) Les globules rouges s'attachent préférentiadiensur la cellule géante formée au centre du chanplus
particulierement au centre de celle-ci. L'hémadpsion est moins fréquente sur les cellules monaed a la
périphérie. Microscope électronique a balayage 80)3

b) Les microvillosités de la cellule géante ciimient a arrimer I'éry-throcyte (RBC). Un marquaiges léger
a la peroxydase montre la présence d'antigenesixisar ces extensions membranaires (fleches). Ktome
électronique a balayage a émission de champ &883.

e) Fusion cellulaire

La fusion cellulaire est un effet cytopathogenegfient lors de l'infection par de nombreux virusafgnant a
des groupes tres différents [137]. Les grands \ArRNA et enveloppe lipoprotéique peuvent indwaréukion
cellulaire dans deux conditions différentes [1%s@eux types de fusion sont appelés « fusioexrtieur » et
« fusion de l'intérieur ». La fusion de l'extériest indépendante du pouvoir infectant du viruseatequiert pas
de synthése des protéines viralelte se produit en présence de grandes quantitpartieules virales qui
fusionnent simultanément avec des cellules voisin@$usion maximale est obtenue dans ce cas apésh.
C'est ce type de fusion qui a justifié I'utilisatiivéquente du para-myxovirus Sendai inactivé ohtention
d'hybrides cellulaires. Le virus rougeoleux, da@aines conditions, est capable de produire oe dgpofusion
[29].
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La « fusion de l'intérieur » est un effet cytopapbioe résultant de l'infection virale, et commerics fard,
méme a faible multiplicité. La réplication intralcgdire du virus et la synthése des protéines edrasont
nécessaires pour que ce type de fusionrgduize. Toutefois, la production de virus infegtien'est pas
nécessairement associée a la fusion, commeacadté démontré par l'utilisation de mutants bétau
conditionnels [137]. L'incorporation de la protéote fusion F dans la membrane cellulaire sembée étr
I'événement nécessaire a la fusion entre cellBies. que les conditions dans lesquelles les depestyle fusion
se réalisent soient différentes, il est probabkelge mécanismes moléculaires soient identiquedj.[Ndus
avons étudié I'évolution de la fusion cellulairded'intérieur » induite par le virus rougeolelans une
monocouche de cellules Vero [153, 157]. En utilisane faible multiplicité d'infection, nous obtersoapres 2
jours des petits foyers de fusion dispersés dacsliare [156]. Aprés 4 a 5 jours, les sjhons
progressant par recrutement de cellules ingss atteignent une taille maximale (5@D& pum) et
cessent de s'agrandir. Peu aprés, le centre degtisyns s'altére, la membrane se détériore, euyplusieurs
trous se forment et représentent le début de ¢éadgBulaire. Cette lyse progresse alors de fagdiale vers les
bords du syncytium jusqu'a sa désintégration det@p formant ainsi une « plaque », visible aillnce Par
conséquent, lors de la progression de l'infectipyroportion de la surface occupée par les symei
augmente par rapport a la surface couverte paelages non fusionnées, jusqu'a dépasser 90 Y%@aptapres
infection [156].

Le titre du virus produit par ces cellules atteintmaximum a cing jours et diminue par la suitereésgcing
jours, la relation entre la croissance des cellgésmtes et la production de virus est inverséanmsi les
syncytiums ne produisaient pas de virus. Il estedgant important de noter que lorsque le miliecdéure est
changé quotidiennement, la production de virupkst élevée, et I'accroissement de la surface éecppr les
cellules géantes est moins rapide que lorsque teemdilieu est maintenu pendant toute la durée de
I'expérience.

La microscopie électronique a balayage a hautdutiso révele des détails de la surface des callutectées
qui ont permis d'expliquer notre observation deelation inverse entre production de virus et fagiellulaire,

un phénomeéne constaté dans d'autres conditions Japaramyxovirus SV5 [74]. En effet, les cellules
mononucléées, qui n‘ont pas encore été recrutéemEyncytium, sont littéralement couvertes dergeans
viraux [156]. Elles paraissent donc étre d'excédieproductrices de virions. Par contre, les adlgiéantes sont
pratiquement dépourvues de bourgeons et présamersurface relativement plane ou, a fort grossissé, on
constate I'accumulation de rubans de glycoprotéiimates (fig. 2a et 2b et [156]). Seule la zone marginale des
syncytiums porte encore de nombreux bourgeonse @ette est constituée par la membrane de cellulemt
récemment fusionné et dont les bourgeons ne sepasréncore détachés. Cette accumulation de relb#ms
guasi-absence de bourgeonnement indiquent unaedificde la maturation virale dans les cellulesgéa Le
cycle s'arréte au niveau de la constitution deanmslet I'étape consistant en I'évagination du et
I'enveloppement de la nucléocapside virale ne sgyitrpas ou rarement. Au niveau de la cellule ggan
l'infection rougeoleuse est donc une infection rem

f) Hémadsorption

Comme nous l'avons décrit plus haut (voir chaplitrB, c, 2) les globules rouges de singe s'adstrbar les
zones de la culture infectée riches en rubandlesités. C'est donc sur les cellules géantes qubeerve une
adsorption massive de globules, en raison de Eepo® de grandes quantités de rubans sur uneesptéae,
offrant ainsi un grand nombre de sites hémagglotspour l'accrochage des globules rouges. Les
microvillosités, également fréquentes sur les sians et chargées de glycoprotéines virales, dffaessi une
grande surface d'adsorption (figa4t [156]).

Il était tout d'abord surprenant de ne pas obse&fhé&madsorption — ou d'en observer relativemestpeu —
sur les cellules mononucléées, bien que cellesienscouvertes de bourgeons viraux riches en hglatigne.
Force est cependant de conclure que le nombreedetgmagglutinants offerts par les bourgeons xirau
sphériques a la surface de cellules arrondiesi@stboindre que le nombre de sites disponiblesascellule
géante. Pour cette raison, les globules rougessrfieimement amarrés sur les cellules mononucléées,
détacheraient lors du lavage.

Sur la cellule géante, les globules rouges tenaélstgdsorber plus particulierement au centre ciétecte a fort
grossissement une accumulation massive densubf156]. Cependant, nous avons consteté&ela n'est
vrai que pour les trés grands syneytiums (500 an@0fbns environ). Les syncytiums de taille moye(2@0 a
500 microns environ) adsorbent les érythrocytese@gent de préférence en leur centre, mais ils ogg@dent
pas une telle concentration de sites hémadsordagpetits syncytiums (moins de 200 microns), eax,une
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répartition homogéne de sites hémadsorbants gtdbsles rouges y sont dispersés [156]. Dans &aisds, la
périphérie des syneytiums est trés peu hémadserletntorrespond a la couronne de bourgeons virageiplus
haut.

Sur les syneytiums ayant atteint leur taille max@re ayant arrété leur croissance depuis queloggess, on
constate que les érythrocytes concentrés auegdatment un anneau caractéristique [156]. Rsyhcytium
est agé, plus I'anneau est clairement marqué, iesma constate d'hémadsorption au centre de celui-
L'examen de la surface cellulaire a l'intérieuf'deneau de globules rouges montre que la membriahe,en
microvillosités, est devenue plate et sans reli&]. Cette perte des caractéristiques de la memabrexplique
lincapacité d'hémadsorber et préfigure lyae cellulaire qui commence toujours aantre du
syncytium [156]. Les sites hémadsorbants lear cellules géantes tendent donc a s'adeuran leur
centre, ce qui suggére l'existence d'une migratmripete des sites hémadsorbants sur les symeytiDette
hypothése est appuyée par I'expérience consistéloquer les sites hémadsorbants par desogudi
spécifiques du virus, puis a replacer les celldbss un milieu sans anticorps et laisser les symagtréintégrer
les nouveaux sites dans leur membrane. Cesenap\sites apparaissent a la périphérie des syneyf{iLl56]
et semblent coloniser progressivement I'ensebl la surface cellulaire. Ce phénoméne ngrashuit
toutefois que sur les petits syneytiums n'ayastgncore atteint leur taille maximale, ce qui suggjue la
réinsertion de nouveaux sites pourrait étre ktiom avec la progression de la fusion ceitalaCette
interprétation ne repose cependant que des observations faites a un momentiquiigr et non sur
une étude dynamique. S'il nous parait que la fusétinlaire est responsable de ce que noussidérons
comme des mouvements, nous ne pouvons exclusshiité, dans les cellules Vero géantes, d'ayalage
constant des composants de la membrane cytoplasnugmme il a été démontré pour d'autres typeslagks
[179].

C. — INFECTION PERSISTANTE

Comme plusieurs autres virus appartenanded groupes trés divers, le virus rolegeo est capable
d'infecter des cellules de facon persistagatas y produire les perturbations entrainant lka ¢gdlulaire mais
en s'y maintenant de facon prolongée et plus onsnosilencieuse #n vivo,la persistance du virus rougeoleux
se rencontre en particulier dans le SNC avec, ponséquence, |'apparition d'une maladie progre$goie
chapitre IV). Il a été suggéré que le virus puisgalement persister dans les cellules lymphoides, @our

effet, le maintien de I'immunité au virus cheziledividus normaux [22].

In vitro, on a établi des lignées cellulaires infectées deiéna persistante par le virus rougeoleux en maarte
les cellules en présence d'anticorps spécifiquedrds, ou en clonant les cellules ayant résidtélgse par le
virus [164, 120, 110, 58, 92, 49, 109]. Ces lignéslkilaires ne manifestent guére d'effet cytopgéine et ne
produisent pas de virions infectieux ou en proditipeu. Elles contiennent des antigenes viraux
intracytoplasmiques et des nucléo-capsides degsgaileux bien qu'il n'y ait pas d'alignement de
nucléocapsides sous la membrane [92, 109]. Ceperddayuantité d'antigénes viraux sur la membraatellaire
et leur distribution varient énormément d'une lig@d'autre. Des infections persistantes ont égai¢gté
établies par coculture de cellules de cerveawatients atteints de PESS avec des cellules pexmgspour le
virus rougeoleux [38, 23]. L'étude morphologiqueng' de ces lignées a montré la formation de synmagtiet la
présence de nucléocapsides du type lisse dansojgl@yme. On ne trouve ni nucléocapsides soustesarna
membrane ni bourgeons viraux [44], La couche geusé entourant ordinairement la nucléocapsidetparal
nécessaire a lI'adhésion de cette derniére a la raembellulaire car les nucléocapsides de type hss
s'alignent jamais sous la membrane plasmatique.

Par inoculation d'une souche de virus de la PES8egi'une coculture productrice de virions infaak, une
infection chronique a été établie dans une ligreéeallules d'adénome de prostate humain. Plus &é @& ces
cellules présentent de I'antigene viral a leurasigf178]. Ces cellules fusionnent rarement, psshiipeu de
virus et possedent a leur surface des rubansgbauets viraux dont I'aspect rigide, en épingle aetwe les
différencie des rubans observés lors de l'infediitique [46]. Les nucléocapsides virales s'aligreamc sous la
membrane cellulaire, mais d'une fagcon anormale Et3ont incapables de s'enrouler dans un bourgesn
seules formations ressemblant a des bourgeonabomgées comme des microvillosités. Cette infectst
donc caractérisée par un blocage tardif de la foomalu bourgeon et de son détachement.
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lll.— INTERACTION AVEC LE SYSTEME IMMUNITAIRE
A. — IMMUNITE HUMORALE
a) Introduction

L'infection rougeoleuse persistante du SNC chexriine se déroule en présence d'un systéme immaenitair
alerté et diment fonctionnel. La PESS, en effet/isnt et progresse alors qu'un taux élevé d'amggcanti-virus
rougeoleux se maintient dans le sérum et le ligo&ehalo-rachidien (LCR). Ces anticorps sont ppaleiment
des immunoglobulines G oligoclonales, apparemmgrthgtisées localement dans le LCR [200], et
complétement absor-bables par le virus rouged2oi].

Il a été suggéré que la cytolyse par les anticetpes complément pourrait jouer un role dans lapgénie de la
PESS. En effet, des IgG et le complément ont été/&s aux mémes endroits que les nucléocapsiddes/ir
dans un cerveau de patient atteint de PESS [83pli3e on peut obtenir la lyse de cellules en ceftwérivées
de cerveau de PESS par le sérum du patient lui-mé&umgar d'autres sérums contenant des anticotpsiars
rougeoleux, en présence de complément [124], arditton que les cellules en culture expriment algigénes
viraux a leur surface. Or on n'a jamais pu démordrprésence d'antigénes rougeoleux a la surfeseellules
nerveuse vivolors de l'infection. Le réle du complément danpdthologie de l'infection reste donc
hypothétique.

Un autre effet potentiel des anticorps sur l'irfatest le phénoméne de modulation antigéniquel@,/122]

qui a été observé lors de l'infection rougeoldnsatro [87, 123]. Lorsqu'une cellule est exposée constamh@ne
l'action d'anticorps spécifiques des antigenesaadeambrane, elle finit par devenir insensible lgda par le
complément.

Il a méme été affirmé que la présence d'anticomfisviaus rougeoleux dans le milieu de culture niiedia
synthése de certaines protéines virales dans lletesenfectées [55, 125]. Ces résultats n'ontdfmnis pas été
reproduits.

b) Redistribution des antigénes viraux par les anfisor

En I'absence de complément, l'attachement d'apsduivalents ou multivalents aux antigenes exprisutda
surface externe des cellules induit de considésabledifications de la distribution de ces antigéhes
complexes antigéne-anticorps ou complexes immunss fmirmés sont redistribués sur la membrane eeétyl
tout d'abord en petits groupes distincts, sépaaésgs régions de membrane dépourvues de ces canplee
regroupement — ou « patch-ing » — est un procesans lequel la cellule est passive et est permiepa
propriétés de diffusion de la membrane lipoprotéidensuite, les complexes immuns se regroupenttous
pble de la cellule (phénomene appelé « cappinGetie étape requiert de I'énergie et dépend dubwié&tme
cellulaire [169, 35, 104]. Une endocytose des cexgs immuns survient alors, suivie d'une libératierces
complexes dans le milieu extérieur (phénomene appshedding »). Cette succession de phénomenes se
produit quel que soit I'antigéne impliqué ; etssmembrane cellulaire contient des antigénes vjregxx-ci
seront redistribués de la méme facon en préseniegideanticorps spécifiques, comme il a été déraqudur
les virus rougeoleux, influenza, ou de tumeur a&if86, 97, 136, 165, 134, 95, 125, 127]. La pludarces
études ont été réalisées sur des cellules isaéesjspension. Nous avons examiné l'effet desoapsisur la
localisation et la disponibilité des antigénes emlgux exprimés a la surface de cellules Vero enatouche
confluente, c'est-a-dire des cellules qui ont ¢tatitire elles des contacts et des jonctions esapti attachées a
un substrat par prés de la moitié de la surfacdetate leur membrane plasmatique [75]. Ces comditimnt
proches de celles qui régnent dans un environnetissntaire. Nous nous sommes intéressés en patiaux
cellules géantes sur lesquelles nous avons émdibdbilité des structures virales dans la membreirle,
migration centripéte des sites hémadsorbants (ckdfiB, f).

1) Distribution normale.
Les antigénes du virus rougeoleux sont distribéadon homogene sur la surface de la cellule gé&mt effet,

aprés 1 h a 4° C en présence d'lgG anti-virus magg, Iimmunomarquage est réparti uniformémentau
cellule (fig. 5 a et [75]).
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2) «Patching».

Si, aprés le traitement de 1 h a 4° C avec les@pis, on maintient les cellules dans un miliewssaticorps
pendant 1 h a 37° C, les antigénes se redistrilreaggglomérats séparés les uns des autres paomiesde
membrane dépourvues d'antigénes viraux. La micpds@ectronique montre que les agglomérats scatikgs
sur des replis de la membrane cellulaire (fig.€5 [75]).

3) «Capping».

Si, aprés avoir maintenu les cellules en préselacticbrps pendant 1 h a 4° C, on les place damsiligu sans
anticorps pendant 3 h & 37° C, on assiste au rpgment des complexes antigene-anticorps au ceaiee d
cellule géante. Sur les syncytiums de grande tddleegroupement central n'est apparemment paplegret il
se forme un anneau péricentral de complexes imifiT&sappelant I'anneau de globules rouges obderséle
I'hnémadsorption (chapitre ii, B, f).

4) Endocytose et shedding.

Quel est le sort des complexes antigéne-anticongsfarmés et regroupés ? Si I'on marque les argpar
l'iode radioactive, on constate qu'aprés 3 h aC3l& moitié environ de la radioactivité est reléekéans le

milieu de culture, et qu'aprés 24 h les 94dnt libérés [75]. Cependant, I'examen de coupestiules ayant été
en contact avec les anticorps pendant 1 h a 49<npaintenues pendant 3 h a 37° C en I'absencicd'grs,
révéle qu'une partie des complexes immuns estépeggar la cellule avant d'étre rejetée dans lemdixtérieur.

L'endocytose est une étape importante du mécam&tmmination des complexes immuns par les lymplegy
[35] et elle a été observée lors du traitementigmanticorps de cellules Hela infectées par lasvite la grippe
[165]. Elle n‘avait pas été remarquée lors dudnagnt de cellules HelLa infectées par le virus roleye [97,
134] mais a été confirmée depuis lors [1251.

Vingt-quatre heures apres le traitement par les@ps, trés peu de complexes antigeéne-anticorpgeme
encore étre détectés sur la membrane cellulaicans le systéme lysosomial. Si des anticorps marsprgt
alors ajoutés, le marquage est similaire a celwimgabserve au départ, la cellule ayant remplaséméigénes
viraux sur sa membrane plasmatique [75]. Nous nersacependant pas si les nouveaux antigénes snsgré
été synthétisés pendant, les 24 h de I'expériemséla'agit des antigénes originaux endocytadélsarrassés
des anticorps dans les lysomes et recyclés danergbrane cellulaire.

5) Discussion et conclusion.

Les cellules Vero, organisées en une couche caoniflumfectées et fusionnées par le virus rougeglsant
capables de déplacer activement les complexessaetsgviraux-anticorps sur leur membrane plasmatiggie
mécanisme de déplacement et d'élimination de aepleses immuns procéde par étapes distinctes et est
comparable a celui qu'on observe dans le cas dgghigcytes ou d'autres cellules en suspension.démeoduit
pas en présence d'anticorps monovalents (Fab)rdubifeurs du métabolisme cellulaire, mais se diérae
facon identique si les anticorps sont dirigés @dts constituants normaux de la membrane dedlip],

Le role biologique de ces déplacements de complexasins reste une énigme. Plusieurs hypothése&tént
émises [125]. Ce phénoméne parait étre un moy@aedf dont dispose la cellule pour se débarrassetigénes
étrangers. Le regroupement des complexes immupiodeit assez rapidement, méme avant la lyse aelul
dans le cas ou le complément est présent. |l st possible que le regroupement des complexeoaitgffet
de faciliter Faction cytolytique du complément laueconnaissance par les lymphocytes cytotosique

La redistribution des antigénes de membrane erpcésd'anticorps spécifiques a été observée sgramal
nombre de lignées cellulaires. Toutefois, les filtlmstes de rat en culture primaire sont incapatitgsrer ces
mouvements [168] de méme que les cellules ditemndnansformées » [48]. Il se pourrait donc queckhkiles
en primoculture, a I'exception des lymphocytespemnettent pas la redistribution de leurs antigéieesurface.
Nous avons remarqué récemment ([160] ; et RertiBaenmohan, en préparation) que les neurones dis gou
primoculture ne redistribuent pas les antigenesimis rougeoleux sur leur membrane, méme en 16 jour
(chapitre IV, D), ce qui indique que la redistriontdes antigénes en un amas localisé — ou « easerait
nécessaire a leur intériorisation par la cellules Gbservations jettent évidemment un doute ssigtafication
biologique des mouvements de complexes immunsldameembranes cellulaires, et méme sur leur exisian
vivo.
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FIG.5.— Déplacement a 37° C des complexes antigénesapsisur la surface d'une cellule Vero géante
obtenue aprés infection par le virus rougeoleuxgté par marquage a I'immunoperoxydase [43].

a) Les complexes antigéne rougeoleux-anticorpsdistribués de fagcon homogéne sur la membrasest
replis, a 4° C.

b) Aprés 1 h a 37° C, la membrane ne porte prepiuede complexes antigéne-anticorps, mais casetsr
sont accumulés sur les replis. Microscope électioaia balayage a émission de champ [75] (x 19.000

B. — IMMUNITE CELLULAIRE
a) Introduction

Le role de Iimmunité cellulaire lors des infectotu SNC par le virus rougeoleux est loin d'étemlmionnu. On
sait que les infections subaigués et certainestiofes aigués s'accompagnent d'une réaction inflzwine
quelquefois importante (chapitre IV). Des lymphesytiont les caractéres ne sont pas établis, aiagles
plasmo-cytes, sont présents dans le cerveau ds stfieints de PESS, souvent dans les zones de
démyélinisation [184, 119].
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Les foyers de démyélinisation contiennent des npd@ges dont le réle véritable, primaire ou secardalest
pas élucidé. La plupart des études des cellulephypiilles de patients ont été réalisées sur de grajdmtités
de cellules du sang circulant, et non sur desleslidu LCR ou provenant directement des Iésiorébcéles,
pour des raisons évidentes de disponibilité ehidjge. 1l est donc trés difficile de faire la pedet ce qui est
attribuable a l'infection rougeoleuse normale el@ne ou a ses complications neurologiques. |l @mtvi
cependant de vérifier le fonctionnement de I'imrtéupellulaire au cas o, comme il a été suspeetie-ci
interviendrait dans I'établissement de l'infecbmonique du SNC.

En 1968, Burnet [22] fut le premier a suggérer lguBESS humaine puisse étre due a la persistandeugu
rougeoleux en raison d'une immunité cellulaire erete ou affaiblie. Selon lui, cette modificatiom ldimmunité
cellulaire proviendrait elle-méme de la multiplicat du virus dans le thymus. Cette hypothése, baisée
l'observation classique de la perte de réacti@ntaberculine chez les malades atteints de rouggaler d'autres
observations cliniques plus récentes [113], a s nombreux travaux et controverses. En effetrdsultats
expérimentaux ont présenté deux situations comti@ides, probablement parce qu'il n'est pas passiBhoncer
une régle générale quant au fonctionnement de Llinid cellulaire chez les malades atteints de PE88ains
sujets n‘ont montre aucune altération de la répoytstoxique de leurs cellules T [81, 175, 100, B&], alors
gue d'autres ont manifesté une déficience de l'initéeellulaire attribuable au dysfonctionnemerg de
lymphocytes T [56, 114, 102, 111, 91, 103]. Le détte réactivité des lymphocytes T pourrait éttelaté a
leur infection par le virus [173] ou a un facteurcualant inhibant leur fonction et présent dansdeum et le
LCR des malades [3, 174, 178, 181], peut-étre kofgme d'un complexe antigene-anticorps donale tvarie
d'un sujet a l'autre [2], La stimulation ou la gasstitution » de la fonction normale des lymphesyt parait
améliorer quelque peu I'état clinique des malattems de PESS et dont I'immunité cellulaire etaiente

[56, 15, 88, 126, 196, 204]. Toutefois, la vari@bitles résultats observés chez les malades indigriée
mécanisme ainsi proposé ne suffit pas a expliqupathogénie de la maladie.

Tous ces travaux ont été réalisés sur les lympkecyt qui ont été considérés longtemps comme seuls
responsables de I'immunité cellulaire. Depuis,anaie d'autres populations de lymphocytes noppekes
cellules K — « killer cells » — jouent un réle immitaire en présence d'anticorps [132] et que, idiqart,
certains lymphocytes, appelés cellules NK — « ratkifler cells » — sont a méme d'exercer une actio
cytolytique a I'égard de cellules exprimant desg@nies étrangers, sans avoir été sensibiliséesepantigénes
et sans requérir la présence d'anticorps [139%ituation s'est encore compliquée depuis la déctaidaine
sous-population de lymphocytes T non-sensibilisgmbles d'exercer une cytolyse en présence d'gpgifth4,
155, 205]. Le role éventuel des cellules K et NKslbinfection rougeoleuse est encore trées malgonn

b) Cytotoxicité lymphocytaire dépendant des anticorps

La cytotoxicité lymphocytaire dépendant des anfisqCLDA) est une forme de défense immunitaire
importante lors des infections virales car sonrugetion ne requiert que la présence d'anticorpsigues du
virus sur la surface des cellules [132]. Les lynpttes responsables de la lyse cellulaire, dansaaditions,
portent sur leur membrane externe des réceptedesptetion Fc des immuno-globulines [133, 172].dation
Fc est située a I'extrémité de la molécule d'argopposée a celle qui se fixe spécifiquementrdigiene. Elle
peut, par conséquent, se lier a son récepteassirésent, tandis que l'anticorps s'attachetgkme
correspondant. La CLDA a été démontrée lors dietiion par un rétrovirus vivo [67, 68]. Elle pourrait bien
jouer un réle important dans certaines complicatida I'infection rougeoleuse, puisque les anticarsvirus
rougeoleux persistent dans le sérum apres l'imie&t que le sérum et le LCR des sujets atteinB3ERS
contiennent une concentration élevée d'anticampsvirus rougeoleux.

Les lymphocytes responsables de la CLDA sont apmelules-tueuses ou cellules K (killer cellspet été
définis comme des cellules non-T, portant des técep des Fc.

En combinant la microscopie électronique avec kade biologique de la cytotoxicité, nous avonsgc Ve C.
Wallen, identifié les différents types de lymphaesy/tntervenant dans la CLDA et observé les caiiatitgres
morphologiques de l'interaction entre cellules Kadtules-cibles. A cet effet, nous avons utiliss dellules
infectées par le virus rougeoleux et des lymphacgieulants de sujets séronégatifs dont les lyropties n'ont
pas d'activité cylotoxique en I'absence d'anticftpg, 155, 157, 205].

1) Reconnaissance et contact.

La CLDA débute par une phase de reconnaissancatdiba 30 min pendant laquelle les lymphocytes
s'adsorbent aux cellules-cibles [171, 213], surrdg®ns de la membrane modifiées par l'infectioomieon
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décele, en coupe, les nucléocapsides virales [L&&]sorption résiste aux lavages vigoureux qunigient les
lymphocytes non adsorbés. Durant cette périodeyrauinteraction n'est visible entre les lymphocweles
cellules infectées si I'on ne considére pas |'adgar comme une interaction.

2) Interaction.

Aprés la période d'adsorption, l'interaction ectltule K et cellule-cible commence a se manifesder
reconnait alors deux types de lymphocytes adsort®sx qui interagissent avec la cellule-cible @pissant
eux-mémes des déformations et ceux qui consereenfdrme originale et paraissent inactifs [155, 42
proportion des lymphocytes réactionnels augmermgeligrFement jusqu'a atteindre environ 50 % aprsié
contact avec les cellules-cibles. Cette augmematiorespond aux mesures de cytotoxicité effectpéaeta
méthode de la libération de chrome radioactif [15&Jus considérons donc que les cellules qui igtesent
avec les cellules-cibles doivent étre responsatdda CLDA.

L'interaction est, dans la plupart des cas, trélente et se manifeste par la déformation tanydywhocyte que
de la cellule-cible, a tel point qu'il devient tdifficile de discerner les détails de leurs stunes [155]. Afin de
pouvoir réaliser nos observations morphologiquessravons utilisé une cellule-cible relativement pensible
a la CLDA, et présentant une grande surface pldiaglsorption des lymphocytes : la cellule géantkiite dans
les cultures de cellules Vero par le virus rougexlé.a cellule-cible ne se détériorant pas rapidsiikest
possible : 1) d'examiner les relations membranedmnang entre les deux protagonistes et 2) de réalese
marquages différentiels des lymphocytes réactianmelnon-réactionnels afin de les identifier.

3) Ultrastructure.
Les lymphocytes qui réagissent avec la membrarna delule-cible le fout de deux maniéres diffésmnt

a) L'une, de loin la plus fréquente, consiste enléétent du lvmphocyte, I'extension par celui-ci olegs
filopodes radiaires et I'apparition a sa surfacea@rsouflures et d'évaginations mem-branaircsiphest [155,
43]. La cellule-cible, elle-méme, réagit a cetteeagion par I'extension de microvillosités surddute K. Le
lymphocyte parait « aspirer » une partie de lauteltible dans ses propres replis et des extendiemsleux
cellules en présence sont entremélées. Toutefasna fusion entre elles n'a été observée. Leplagmes
restent distincts [155]. L'attaque se fait sur tégton de la cellule infectée ol des nucléocapsidasalignées
sous la membrane plasmatique [55] ou assemblégiaades inclusions cytoplasmiques [155].

b) L'autre type d'interaction est beaucoup plus disrbien plus rare. Il consiste en I'extensionlear
lymphocyte d'un grand uropode unique sur la mengdenla cellule-cible. L'uropode émet de mincexpbides
a son extrémité et suscite également une réponisecédiule-cible, sous la forme de microvillosités
convergentes [155]. Quelquefois, ces lymphocytdsosent a l'intérieur des cellules géantes, asivage de
zones de nécrose [155], ou s'infiltrent entre dmilules-cibles, se frayant un chemin avec leupade [155].

L'uropode des lymphocytes a été décrit depuiddr@ggemps et associé a leur motilité [101,33]. @n |
également observé dans diverses conditions, tplledadhésion aux macrophages [141], la stimulgigr des
anticorps anti-immunoglobulines [195] ou par desplexes antigeéne-anticorps [13, 5] et méme dans des
conditions apparemment normales [105].

En conclusion, nous constatons I'existence d'ansitodis sortes de lymphocytes adsorbés sur ladasl
cibles, apparemment identiques avant l'interagtiais aisément reconnaissables aprés 4 h d'incuoldsdius les
conditions de la CLDA : 1) les lymphocytes non t&amels, n'intervenant pas dans le processusaytpte,
décrits précédemment [70] ; 2) les lymphocytesissagt avec la cellule-cible de maniére intense¢av
déformations importantes, boursouflures et exterssiadiaires (type I) ; 3) les lymphocytes intesagnt avec la
cellule-cible par I'extension d'un grand uropodigjue (type II).

4) ldentification des lymphocytes par marquégsitu.

Nous avons entrepris de caractériser ces troistypdymphocytes en utilisant des marqueurs spées,
aisément reconnaissables en microscopie électreridalayage.

1) Globules rouges de moutos: Ces globules ont la propriété de s'adsorbercifipgéement aux
lymphocytes T. Nous les avons utilisés pdantifier les cellules T situaprés 4 h de CLDA. La plupart
des lymphocytes non-réactionnels sont marqués A&5].es lymphocytes réactionnels du type | nd famais
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marqués. Par contre, les lymphocytes du type If s@mnqués et les globules s'adsorbent sur l'uroffages).
Une partie importante des cellules non-réactioesaldsorbées est donc constituée de lymphocytessT.
lymphocytes a uropode sont également des lymphedytd a été suggéré que la formation d'un uropexie
caractéristique des cellules T [162] et nos expéae de marquage situ confirment clairement cette
hypothése.

2) Globules rouges de poulet couverts d'anticorpsiNous avons recouvert des globules rouges de pdiulee
couche d'immuno-globulines G anti-globules rougepaulet. Les extrémités Fc des immunoglobulinesi ai
exposées s'attachent aux lymphocytes porteursceéptaurs des fragments Fc.

Aprées 4 h de CLDA, les érythrocytes de poulet saisrbés sélectivement aux lymphocytes réactiofibgfs
43]. Les cellules K étant, par définition, porteusie récepteurs des Fc, elles correspondent dogitea qui
interagissent avec la cellule-cible.

5) Réle des lymphocytes T porteurs de récepteursattisms Fc.

Bien que la présence de récepteurs des fragmests eertaines cellules T animales et humaineseaitue
[212, 21, 37, 198, 53, 180, 36], les cellules Ttomfours été considérées comme inactives danslsAg199,
20, 172, 117].

Un fait inattendu, cependant, se dégage de nos\attiems. En effet, nos mesures de cytotoxicitéguent que
les cellules T purifiées exercent une activité l&gilmais reproductible lors de la CLDA [155]. Diaupart, nous
avons observé la présence de cellules T étenddohgruropode sur la cellule-cible. Il semble done
certaines cellules T soient capables d'interveamisda CLDA. Afin de démontrer clairement cetteiméntion,
nous avons procédé a la purification de sous-ptipnkde lymphocytes [154, 155, 157, 205]. Toubaold,
nous avons sésparé les cellules T des cellule§ maar-la technique des rosettes d'érythro-cytenalgon.
Ensuite, a partir des cellules T purifiées, noumavsolé les cellules portant des récepteurs désdfules
TFc") en formant des rosettes d'érythrocytes de poedetuverts d'anticorps. La proportion de cellulesT™
dans la population des lymphocytes circulantsréstfaible (1 % environ). Par conséquent, il efficde de
démontrer leur activité cytotoxique par la méthddda libération de chrome radioactif.

FIG. 6. — Marquage in situ par les érythrocytes de mouttum lymphocyte étendant un uropode sur une eellul
Vero géante, aprés 4 h en présence d'anticorpsvamis rougeoleux.

Le marquage démontre I'origine thymique (cellule@)ymphocyte a uropode. Remarquez l'adsorpti@n de
érythrocytes sur I'uropode et non sur le corpsutaite [155]. .Microscope électronique balayage (x 6
500).
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FIG. 7. — Marquage par immunofluorescence d'un neurongodes en culture infecté depuis 7 jours par le
virus rougeoleux en présence d'anticorps spécifiglievirus.

Les neurones sont le seul type cellulaire infetd 200).

Cartouche : hémadsorption d'érythrocytes de singdescorps cellulaire (a gauche) el sur le neerit'un
neurone infecté. Microscope optique (x 1 200).

Nous avons donc essayé de visualiser les cellolearg les deux récepteurs qui les identifient cenuellules
TFc et réagissant avec la cellule-cible. Nous avoaséles cellules TF@urifiées sur des cellules-cibles
pendant 4 h a 37° C en présence d'anticorps, at/tes soumises ensuite & un double marquesjeu par des
érythro-cytes de mouton et par des érythrocytgsotdet recouverts d'anticorps. La taille et la ferde ces deux
types d'érythrocytes sont aisément reconnaissabédte technique nous a permis de photographiecalkges
TFc" étendant un uropode sur la cellule-cible [155mdstrant ainsi I'implication d'une sous-populatiten
cellules T, porteuses de récepteurs des Fc, daisDa\.

Bien que ces cellules soient trés peu nombreuseamifestent une activité faible, nous pensondigg'e
pourraient bien jouer un réle plus important quiyl parait a premiere vue. En effet, les transfdiona
importantes des cellules K de type | lors de lateraction avec la cellule-cible sont telles cueitait peu
probable que les lymphocytes survivent a I'attarygetoxique. La cytoto-xicité de type | semble @lagre. Par
contre, la déformation subie lors de l'interactientype Il, caractéristique des cellules TFc+resttivement
bénigne et pourrait étre réversible. Il ne s'agigue d'une hypothése, mais si elle s'avere exasteellules
TFc pourraient intervenir plusieurs fois de suite, carimfont les lymphocytes T sensibilisés, alors lgse
cellules K-non-T ne pourraient exercer leur actiaytotoxique qu'une seule fois [155].

6) Conclusion.

Nos résultats démontrent tout d'abord que la CLBt#uea processus susceptible d'opérer lors dedtinfe
rougeoleuse naturelle, car il se déroule efficaceiinevitro. D'autre part, nous avons montré que la CLDA n'est
pas le fait des seuls lymphocytes non-T, mais guaaus-population de cellules T portant des réceptie la
portion Fc des immunoglobulines participe a I'atigtotoxique.

Il reste toutefois important de déterminer l'apté@wdes lymphocytes de malades atteints de coniplisat
neurologiques de la rougeole, a exercer la CLDA.
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IV. — LE VIRUS ROUGEOLEUXET LE SYSTEME NERVEUX CENTRAL

Le virus rougeoleux, lorsqu'il pénétre dans le SpiLt y provoquer divers types de complications
neurologiques [113, 39]. La pathologie du SNfftribuable au virus rougeoleux se manifeste
essentiellement sous deux aspects différentsdlion aigué et l'infection chronique ou subaidugis de
l'infection aigué, on trouve généralement du viitue dans le cerveau. Dans ce cas, les surnageestsroyats
de cerveaux sont infectieux pour des cellules pssives en culture. Par contre, lors de l'infectibronique du
SNC, le virus n'est habituellement pas a I'étaeldans le cerveau et reste associe aux celldasse d'un
défaut de la maturation virale. On doit alors rewaula technique de coculture des cellules nesgsunfectées
avec des cellules permissiviesvitro pour extraire le virus. Il y a cependant des exoepta cette régle, et le
tableau anatomo-pathologique n'est pas toujours &rasché. La réponse immunitaire également &gtreinte
dans ces deux formes extrémes d'encéphalite, fiesigns étant présents dans le cerveau lors dedtion
subaigué mais non lors de l'infection aigué.

Nous passons en revue dans ce chapitre les castigtéas des infections humaines et expérimenthleSNC
par le virus rougeoleux, et rapportons en détafektion rougeoleuse persistante que nous avatdi€édans
des neurones de souiisvitro.

A. — LINFECTION HUMAINE
a) Infection aigué

L'atteinte du SNC par le virus rougeoleux peutéestbpper a des degrés divers. Il n'est pas @, |
d'infections rougeoleuses banales, de décelerlebenfants une pléiocytose du LCR [121] ou cegin
anomalies de I'électrocncéphalogramme [57] sangefaen'implique une atteinte sérieuse du SNC [66].

Dans d'autres cas, une encéphalite aigué postomupe se développe 4 a 6 jours environ apresafdjgm de
I'exantheme. La pathologie de I'encéphalite sectérniae par une inflammation et une démyélinisation
périvaseulaire, quelquefois en plaques, avecriafitin de cellules microgliales, d'astrocytes fibret parfois de
mononucléaires, tableau rappelant I'encéphaliéegatjue expérimentale chez I'animal [6], L'encépdalurvient
le plus frequemment chez les enfants de plus des 2iasi que chez les adolescents ou les adultesoQve,
dans les cellules de cerveaux infectés, des imrlasiytoplasmiques et nucléaires de nucléocapeiddss [1].
et on a pu isoler le virus rougeoleux du cervealudtCR de patients [186, 140]. Les antigénes roleg sont
présents dans les neurones, les cellules gliales eellules du LCR. Dans d'autres cas, il a ét&ssaire de
réaliser une coculture pour récupérer le virum lojge la maladie fat de type aigu.

Plusieurs théories ont été proposées pour expliqueathogénie de I'encéphalite post-rougeoleugeail)
l'incorporation d'antigenes de I'héte dans les lepyp®s virales, suscitant une autoimmunité cordeahtigenes
du cerveau et, en particulier, de la myéline, pai@gie avec l'encéphalite allergique expérimentalela
destruction des cellules nerveuses par le virumiine [127, 90, 113].

b) Infection aigué retardée

Parfois I'encéphalite aigué sa développe plusininges apres l'infection rougeoleuse, avec un dgcapide et
une pathologie similaire a celle de I'encéphalitstpougeoleuse aigué [59].

Une infection du SNC par le virus rougeoleux estqs observée chez des enfants dont I'immunitélegle est
déficiente. Ces enfants manifestent, 6 mois emammés avoir contracté la rougeole, une encépHatide qui
dure environ 2 mois. Dans cette encéphalite, kené sont plus limitées et n'atteignent pas lagmablanche.
Des antigénes rougeoleux sont présents dans lakesalerveuses. Il s'agit vraisemblablement dinfeztion
latente, activée par la déficience de limmurgilulaire [39].

e) Infection subaigué et chronique
La PESS [32, 135, 197] est une maladie rare (upaasillion, environ) frappant des enfants qui contracté
la rougeole avant I'age de 2 ans [82] et survehant ans plus tard. L'incidence de la maladie &mbrelation

avec le nombre de cas de rougeole.

Aux Etats-Unis, la PESS est devenue extrémemeserariron 5 ans apres la généralisation de la mation, et
a maintenant presque disparu. Bien que des cortiplisaneurologiques se produisent parfois aprés la
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vaccination, sous forme d'encéphalite aigué, tieece en est mille fois moindre qu'aprés la rowgeaturelle
[98]. Les risques de développer une PESS sonbiixnfioindres apres vaccination [112].

Il parait clair qu'avant de déclencher une PESHris reste présent dans l'organisme, vraisendatadht dans
le SNC ou il progresse lentement pour finir paraner des dommages décelables clinignement. Ladieal
dure de 6 mois a 3 ans en moyenne, mais peut ksger pendant une vingtaine d'années. Elle cansistune
dégénérescence progressive des fonctions mentatestréces, et malgré de rares cas de rémissiopdeaire,
elle est invariablement fatale.

Dans les Iésions, on trouve une infiltration pé&wmaaire, on remarque la présence d'astrocytesufibde
lymphocytes, de plasmocytes et de microglies heurones et les oligodendrocytes contiennenindkssions
nucléaires. On observe la perte de neurones eétepce de foyers de démyélinisation dans la sutesta
blanche. Les inclusions nucléaires [32] consisteramas de nucléocapsides virales [16, 182, 128]. D
nucléocapsides ont également été observées daogtdplasme des neurones, dans les axone&dinmsgs,
les dendrites et les zones post-synaptiques [1, On n'a cependant jamais décelé d'alignement de
nucléocapsides virales sous les membranes dedsilani de bourgeonnement de particWlaesles. Le
taux des anticorps dirigés contre le virus roug@okst trés élevé dans le sérum et dans le LCR [&%]
antigénes rougeoleux ont été mis en évidence daesalipes de cerveau [31, 184], ainsi que desogpsi@nti-
virus rougeoleux et du complément au niveau deésiég83]. Dans des cultures cellulaires réalisépartir de
biopsies cérébrales, on a décelé des fusionspeésence d'antigénes viraux [10]. Le virus rougaola été
isolé pour la premiére fois par coculture deutedl cérébrales avec des cellules permissived@aa-Barbosa
et coll. [76] et & partir de cerveau ou de ganglienphatique depuis lors [77, 30, 89, 186, 194Ju oes
éléments ont établi sans conteste la responsalbilitéirus rougeoleux dans la PESS, bien que leopénie de
la maladie soit encore inconnue. Il a été sugggrén mutant du virus rougeoleux puisse surveelir infecter
le SNC sans pouvoir s'y répliquer en cycle cainfdl28, 144, 146, 194, 113, 183, 209]. C'estlauvase de
cette hypothése que les virus isolés de culturesligles nerveuses de malades atteints de PESSéappelés
« virus de la PESS ». On a méme cru localiserdation dans la partie du génome viral codant e
protéine M. Cette proposition s'appuyait sur kafze de protéine M dans les cellules dérivées deaex
infectés [64] et sur I'absence de réaction sérglagtroisée entre la protéine M d'un virus de P&S3®lle d'un
virus rougeoleux sauvage [63, 163]. De plus, lemédes patients atteints de PESS ne paraissaitcqatenir
d'anticorps anti-protéine M [64], et cela éiafierprété comme le reflet d'une diminution deylatkése de cette
protéine chez ces malades. En fait, des étdédestes ont montré que, d'une part, des antiempprotéine
M peuvent étre détectés par une méthode plus $enddns le sérum et le LCR de sujets atteieBESS
[190] et que d'autre part le sérum de sujetmaax est treés souvent dépourvu d'anticorps antépre M.
Seuls les convalescents de rougeole possedemtiesrps de fagon réguliere (W. G. Bellini, comnuzation
personnelle).

Enfin, on a cru que la PESS pouvait étre provoguaéda conjonction de deux agents viraux au mdansirus
rougeoleux et un papovavirus [93, 116, 211§tt€hypothése est maintenant abandonnée.

Il est donc a présent clairement établi que la PEES@te d'une invasion progressive du SNC pairlssyv
rougeoleux, d'une modification de ce virus darSNEC ou de l'inaptitude des cellules nerveuses la &
normalement le virus, ce qui induirait une persistade l'infection. Quant au systéme immunitaioe, réle
dans le décours de l'infection est soupgonné, raate a explorer.

B. — LES MODELES ANIMAUX EXPERIMENTAUX

Depuis plus d'une décade, de nombreux modélegdion aigué, subaigué et chronique par le virugeoleux
ont été établis chez des animaux de laboratoined&fimieux comprendre l'infection humaine du SNGss®es
formes diverses. Pour infecter le SNC des animamg utilisé une variété de souches de virus pavesoit
d'infections rougeoleuses banales (virus rougedlemit d'infections subaigués (virus de la PESS).

Parmi les souches de virus rougeoleux, on compgmment les souches Edmonston, Schwartz et Phplaidel
qui ont toutes une longue histoire de passageslane de cellules et parfois chez I'animal. Unusidérivé de
la souche Philadelphia, aprés plus de 100 passagesssifs en cerveaux de hamster et appelé HNieeshu
encéphalitogene pour le hamster, le rat et la s¢28, 170, 25]. Cette souche reste associée duesequ'elle
infecte et ne produit pas de virus libre.

Parmi les souches de virus de la PESS, on trousgpirs souches isolées directement de cerveapatiats
atteints de PESS ainsi que des souches dérivéaslee-ci aprés passages dans des cerveaux d'andliveus,
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comme le furet [187], le hamster et le singe [4rt&@ines souches produisent du virus libre en @sgtu
cellulaires; d'autres restent rigoureusement adées@ux cellules qu'elles infectent et ne peuveatpéopagées
gue par inoculation d'extraits cellulaires non dérgés.

a) Infection inflammatoire aigué

Une encéphalite aigué rapidement fatale a été obtehez le hamster nouveau-né par inoculationdétédorale
de virus rougeoleux neuroadapté ou de virus d&EBSP La pathologie de cette infection a été étueleaétail,
de méme que la localisation des antigenes virang BaSNC [9, 84, 26, 147, 45]. L'infection extdlisée
principalement dans les neurones, bien que d'atyppes cellulaires soient atteints également. Grenke une
légere inflammation et des cellules géantes contedes inclusions cytoplasmiques de nucléocapsidegpe
granuleux, mais on n'observe pas d'inclusions airele Les nucléocapsides s'alignent sous la membra
plasmatique, et les antigénes viraux sont présel@surface des cellules infectées et au niveaindtisions
cytoplasmiques. On trouve également des antigérmsxy sans support structural reconnaissable, lgans
cytoplasme et parfois dans le noyau. On peut ishledirus libre du cerveau.

Il parait clair que le caractére aigu de la malagdieen relation avec l'immaturité du systéme imtaire des
animaux nouveau-nés. En effet, les hamsters adeltesvant les mémes virus ne sont pas affecté2E%1]
sauf si leur systéme immunitaire est expérimentataraltéré, auquel cas ils succombent a une enli&pha
identique a celle du nouveau-né [27, 85].

b) Infection aigué sans inflammation ni encéphalopathi

Chez la souris BALB/c jeune, la souche HNT provoguoe infection aigué, tuant un tiers des animaamss
altérations pathologiques du cerveau ni inflamnmatipdémyélinisation [61]. Cette infection n'esperdant pas
obtenue chez les souris nouveau-nées ou plus dgéew apres immunosuppression. L'expression ds viru
dans le cerveau dépend donc étroitement de I'afienimal. Un état de maturation particulier det@iees
cellules semble donc requis pour l'infection. Orrnave pas de nucléocapsides dans les cellulestéds, mais
une accumulation d'antigénes viraux non structugans certains neurones [72], ce qui indique que la
maturation virale ne doit pas nécessairement selai@per jusqu'a I'assemblage de nucléocapsides pour
provoquer la mort des animaux.

L'adaptation du virus HNT par passages succesaifs des cerveaux de souris BALB/c a produit unetsoqui
provoque une encéphalopathie similaire chez lais®4&LB/c adulte. Les antigénes viraux sont exalasient
localisés dans les neurones. Ceux-ci ne montreninasigne cytopathologique et il n'y a pas d'assayebviral.
Des nucléocapsides de type granuleux ou lissepséséntes dans le cytoplasme et le noyau des resurbes
antigénes viraux non structuraux sont dispersés acytoplasme, s'accumulant a l'extrémité desrites,
dans les zones post-synaptiques [203], Ces obgersatuggerent que le dysfonctionnement neuroresd ch
l'animal infecté est da a la présence des antigéireasx au niveau des synapses. En outre, il seqpeicette
accumulation trahisse une propagation transsynaptigs éléments viraux d'un neurone a l'autre.

c) Infection subaigué et chronique

La premiére encéphalite chronique établie expériatement chez I'animal avec le virus rougeolewohtenue
en présence d'anticorps spécifiques du virus [AG8kouche Schwartz adaptée au cerveau de haraster e
inoculée a des hamsters nouveau-nés dont les miréss immunisées contre le virus rougeoleuwest |
animaux développent une encéphalite chronique upa glus de 2 mois.

L'inoculation d'une souche de virus de la PESS jautees hamsters [26, 145] ou de la souche HNTsaate
adultes [170] provoque chez ces animaux une imfeahronique du SNC avec démyélinisation, dégénénee
neuronale et inflammation. Dans le cas des hamé#&éyation du taux d'anticorps va de pair avedéfaut de
maturation virale et I'établissement de l'infectatmonique. La présence d'immunoglobulines G @étgontrée
au niveau des lésions comme dans le cas de la RPES8&ne. Comme dans la maladie humaine égaleneent, |
virus ne peut étre recouvré que par coculture. Bm@ il n'y a pas d'alignement de nucléocapsides|so
membrane cellulaire, ni de bourgeons viraux. Ceaendes cellules géantes, fréquentes dans lesaexwde
hamster, n'ont été observées qu'une seule foisuwtaosrveau humain lors d'une PESS [80]. Ce modéle
expérimental chez le hamster est remarquablemmilasie a la PESS humaine malgré quelques diffé&@enc
guant a la localisation des lésions.
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D'autres modéles ont été établis, par inoculatmealiches de virus de la PESS, chez le furet [di8itjez le
singe rhésus [4]. Ces virus sont intimement assani& cellules géantes que I'on a inoculées direieaux
animaux. Un décours clinique et une pathologie $alohds a ceux de la PESS humaine sont obtenudehez
animaux possédant déja une immunité au virus rdagro

Enfin, récemment, un modéle d'encéphalite subagtié établi chez la souris SJL avec le viras HNIB] ou
chez la souris BALB/c, par injection de virus HNang des conditions ou le virus tue I'animal, etiathtration
d'anticorps anti-virus rougeoleux [150, 151]. Lapart des souris sont protégées dans ces conditi@is une
petite proportion d'entre elles contracte une enalie subaigué tardive. Ce phénoméne est égalevhsntvé
avec certains anticorps monoclonaux anti-hémagugheidu virus [149].

En conclusion, il existe de nombreux aspects dfe€tion rougeoleuse expérimentale du SNC, de nurile
existe une gamme étendue d'infections naturellies: @ue les systémes expérimentaux soient tréeiets, il
parait évident que certains anticorps spécifiquesgidis pourraient jouer un rdle important daneekard et le
caractére subaigu de l'infection. L'immunité celitd pourrait, elle aussi, intervenir, mais sor @t encore trés
peu compris.

C. — L'INFECTION CHRONIQUE DE CELLULES NERVEUSES « IN ™RO »
a) En cultures organotypiques

Relativement peu de travaux ont été réalisésiafgdtion rou-geoleuse de cellules nerveuses dnreulRaine
et coll. [142, 143, 144, 145] et Sheppard et ¢dl6] ont infecté des cultures organo-typiques NE $u
périphérique de rongeurs par du virus rougeoleudiouirus de la PESS. lIs ont trouvé tous les Stalde
maturation virale décrits plus haut (chapitreb)lavec toutefois, en plus, la présence d'inclusions
intranucléaires de nucléocapsides virales.

L'introduction de la souche rougeoleuse type saenEmonston dans des cultures organotypiques dagigan
sensoriel de hamster provoque une infection pardist durant plus de 2 mois. Du virus infectiewpesduit
durant toute cette période, et les nucléocapsitates s'alignent sous la membrane cellulaire Bt iscorporées
dans les bourgeons viraux [143].

Lorsque le méme virus est inoculé a des culturgaratypiques de cervelet de hamster, des celléastgs
apparaissent aprés 5 ou 6 jours, des nucléocamidesient dans le cytoplasme et s'accolent a labnaen®, des
virions bourgeonnent. Ultérieurement, de nombreansetocapsides apparaissent dans les noyauxirGerta
bourgeons viraux contiennent des microtubules.Heegsones sont relativement rapidement éliminés][13&s
observations similaires sont faites avec un vituglde la PESS qui provoque la fusion de neurcmse eux
ou avec des cellules gliales [144].

Par contre, si du virus intimement associé awulsdld'une lignée dérivée d'un cerveau de maldeimtade
PESS est administrée aux cultures de cerveletmisthag il n'y a pas ou trés peu de virus infectiproduit,
mais tous les types cellulaires sont infectés ailiserve des fusions cellulaires [176].

b) En cultures de cellules dissociées

Nous avons entrepris I'étude de l'infection rouges¢ du SN@ vitro en infectant des cultures de neurones
dissociés par le virus rougeoleux sauvage. Cesreglpermettent de contrdler avec précision laipticité
d'infection et de réaliser de I'immuno-marquagexdacteurs essentiels de notre étude, non rédsan
cultures organotypiques.

1) Les cellules.

Les cultures de neurones sont obtenues par disisocenzy-matique et mécanique de moelle épiniere
d'embryons de souris prélevésauteroa 12 ou 13 jours de gestation. Elles sont entretedans un milieu
nutritif adéquat, contenant une concentration éealeglucose et un inhibiteur de la prolifératicauttes types
cellulaires [129, 152, 51]. Les cultures s'étakldsen monocouche et contiennent plusieurs tydesaiees :
des neurones, des cellules gliales et des fibr@sakes neurones, dont la croissance a été faeoris
sélectivement, achevent leur maturation en 3 andses. lls étendent dans la culture un résealeddns
neurites, forment des synapses entre eux et deni¢stables quant a leur morphologie, leur taiflers contacts
synaptiques et leur activité électrophysiologiql®g]. Les cultures peuvent ainsi étre maintenuesa® deux
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mois sans perte appréciable de neurones.
2) Le virus.

Parmi plusieurs souches de virus rougeoleux oa (REISS, seule la souche rougeoleuse Edmonstoveqpiéd
une infection dans les cultures. Cette souche aaié fournie par W. J. Bellini. Elle a été cloeéeoncentrée a
5 X 10 particules infectieuses par ml.

L'utilisation pour cette étude d'une souche desvinugeoleux de type sauvage, et non d'un virla B&ESS ou
neuroadapté, présente un intérét particulier. Et,afela correspond aux conditions qui sembleéwgloir dans
la nature. Les virus ayant infecté le SNC ne sestreettent pas. Seul le virus rougeoleux sauvagaissmet
d'individu a individu et envahit quelquefois le SNfLovoquant une infection erratique, sans avemir jagent
infectieux.

3) L'infection est conditionnelle.

Deux conditions se sont avérées essentielles fiofiection des cultures de neurones dissociésrémigre est
l'inoculation d'une suspension trés concentréards vougeoleux, a la multiplicité d'infection d'eoins 20
unités infectieuses par cellule. La seconde caniist I'age des cellules en culture. 1l est ¢ja@ l'infection
des neurones ne survient que si les cellules sootléure depuis 8 a 12 jours au moment de l'ilrdacCela
suggere que I'état de maturation des cellules neegeest d'une importance majeure pour le succes de
l'infection, comme il a été démontré chez I'ani(édl, 72].

4) L'infection est persistante et sélective pour hesirones.

Deux jours apres l'infection, 10 % environ des naas présents contiennent des antigénes rougeoleux
détectables par immuno-fluorescence. Les antigéirmsx forment des inclusions péri-nucléaires dareorps
cellulaire des neurones, mais sont généralemeahtbdes neurites [159]. Sept jours aprés l'indioma40 %
des neurones sont infectés ; ce pourcentage sdienaipendant toute la durée de l'infection, alsgjtemps
que les cellules sont maintenues en culture. Supdparations fixées, les antigénes viraux saect#s dans
les grandes inclusions cytoplasmiques périnuclgdiedong des neurites et sur la membrane plagoaties
neurones (fig. 7). Sur des préparations vivant&srées par immu-nofluorescence, les antigénes xisant
détectés en grand nombre sur la membrane celldlag@eurones. Des anticorps monoclonaux ont épapss
par D. E. McFarliret al.[106] et sont spécifiques de I'hémagglutinine dussrougeoleux. Ces anticorps
détectent I'némagglutinine virale sur la membrag®turones infectés. La présence de I'hémaggletiur les
neurones est confirmée par 'hémadsorption. Lescoepulaire des neurones et les neurites sont tiéonbants.
Les mémes neurones hémagglutinent et portent tegans viraux (fig. 7).

Apres trois semaines d'infection environ, un réstense de neurites s'est établi dans la cultutes @intigénes
viraux s'y répartissent [159]. Nous n'avons paglééd'effet cytopathogéne du virus sur les cellulésctées. En
fait, sans recourir a l'immuno-marquage, il estasgible de distinguer les neurones infectés deones non
infectés, ou les cultures infectées des témoinsuAe fusion cellulaire ne se manifeste, pas plusiqu
changement de forme des neurones ou une inhilléda croissance des neurites. A part les neuranesn
autre type cellulaire n'est apparemment infecté@aettoute la durée de l'infection.

5) Les anticorps n'induisent pas la redistribution desigénes viraux sur les membranes neuronales.

Nous avons observé, avec Rammohan [160], I'effgttidorps anti-virus rougeoleux sur les neuroneants
infectés par le virus. Nous avons utilisé un séhygerimmun de souris ou des anticorps monoclonaux
spécifiques de déterminants antigéniqudasiési sur I'hémagglutinine virale [106], ou encamesérum de
malade atteint de PESS, et nous avons examinéttébdtion des antigénes correspondants sur la®nesl
vivants, par immunofluorescence.

Tous les anticorps utilisés se fixent a la surfdeg neurones et des neurites. Le sérum hyperimtiarsérum
de malade bloguent complétement les sites antigénidisponibles. Les anticorps monoclonaux blogiesnt
antigénes dont ils sont spécifiqgues mais, apr@sagachement, il est encore possible d'y fixes@ieim
hyperimmun ou le sérum de malade qui réagissem¢mgat avec d'autres déterminants.

Aprés avoir été mis en contact avec les neurorfestés pendant 1 h, les anticorps se maintienngnas
membrane et sont encore détectables aprés 10 [paireéme, si les anticorps sont maintenus dandikunde
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culture pendant 10 jours, ils recouvrent les neesanfectés et bloquent les antigénes rougeolenctare toute
la durée du traitement.

Il existe donc une différence importante entreniesrones et les cellules Vero quant a leur aptidudsdistribuer
et éliminer les complexes antigéne-anticorps forsugdeur membrane (chapitre Ill, A, b).

6) L'infection n'est pas productive.

A aucun moment, le milieu de culture des neuronfsciés ne contient de virus infectieux. Les ceWero
auxquelles ces échantillons sont ajoutés ne mdntiduasion cellulaire, ni antigénes viraux pendanburs
d'incubation & 37 ou & 32° C. Les mémes échargill@ntransmettent pas l'infection & d'autres cstde
neurones agées de 10 jours.

La seule fagon de récupérer du virus infectieuxaddisiles nerveuses est de réaliser une cocultices cellules
avec des cellules Vero. Dans ces conditions, onapgaraitre des foyers de fusion cellulaire aertalurs
immédiats de neurones aprés 2 jours, lorsque ledeseVero occupent toute la surface libre dedtdure. A ce
moment, les cellules géantes ainsi que les neurmisinis contiennent des antigénes viraux détgués
immunofluorescence. Le milieu des cocultures contii virus infectieux. Les cocultures les plusductives
sont réalisées avec des neurones infectés depjosirs3(tableau Il1).

7) L'assemblage viral est défectif.

L'observation au microscope électronique de codpaseurones infectés, aprés marquage a
l'immunoperoxydase, révele la présence d'antigeinasx sur la membrane plasmatique [159], comme on
pouvait s'y attendre au vu de I'immunofluorescatesurface. Le cytoplasme des neurones que l'ommet &
leurs contacts synaptiques, contient de grandéssioos formées de nucléocapsides virales granetelles
nucléocapsides ne s'alignent pas sous la membetlolate comme lors des infections productivess heurites
eux-mémes contiennent des amas de nucléocapsatagauises, non alignées sous la membrane et qémkjue
des nucléocapsides lisses. La membrane plasmategeeurones forme de nombreuses protubérancas de |
taille de bourgeons viraux, couvertes d'antigenageoleux mis en évidence par I'immunoperoxydase.
Toutefois, la plupart de ces bourgeons se distinigde vrais bourgeons viraux par I'absence de aoaféside
virale enroulée en spirale. Ces protrusions santoatraire, remplies de vésicules et de tubulesiedrentaine
de nanometres de diamétre et de nature indéterijliB®¢ Ces pseudo-bourgeons s'accumulent en grand
nombre sur la membrane cellulaire des neurones paraissent pas s'en détacher. Dans de raremoaisserve
a l'intérieur des protrusions des filaments dosidienensions sont celles des nucléocapsides manemont pas
enroulés [159].

TABLEAU Il . — Pouvoir infectant du milieu de coculture.
Temps auquel la coculture Pouvoir infectant du milieu de la coculture
est réalisée (en jours apres 2 jours déterminé en SFU
apres l'infection) (unités formatrices de syncytiums)
7 1 X10
14 1 X10
18 2 X 10
25 2 X 10

L'assemblage des virions est donc défectif puisegibourgeons ne se détachent pas, contiennemeaatele
nucléocapside mais souvent du matériel d'origitialage.

8) La synthése des protéines virales est complétes madlifiée.

La synthése des polypeptides viraux lors de I'tidacdes neurones a été examinée en collaboraten Bellini
[158, 159], afin de déterminer si le défaut de matan du virus est di a I'absence ou la modificat'une ou
plusieurs protéines virales. L'analyse est réalsg&etlectrophorése en gel de polyacrylamide dedys
cellulaires obtenus aprés incorporation de méthmnadioactive et immunoprécipités. L'immunopréation
est effectuée par un sérum hyperimmun qui contleatanticorps réagissant avec tous les polypeplidegus
ou par des anticorps monoclonaux spécifiques éeByglutinine virale [106]. L'autoradiographie dets
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[159] démontre la synthése de tous les polypeptidesrus rougeoleux dans les neurones. L'abse€nce d
polypeptide ne peut donc étre incriminée daasoftement de la maturation virale.

La NP est synthétisée en quantité relativementefaibans cette expérience, le marquage a la métigion
radioactive a lieu du 13 au jur de l'infection et, & ce moment, la microseofliectronique a montré une
abondance de nucléocapsides dans les neurones.

Il semble donc exister un phénomeéne d'auto-régulatglective de la synthése de nucléoprotéine (idP¥on
accumulation dans la cellule neuronale. La polyserarale (P) est également synthétisée en faildatiié, et
sa migration électrophorétique est ralentie. Lagne M est synthétisée dans les neurones. Saeitks
migration électrophorétique et son antigénicité sefles de la protéine M du virus original. Onpsait donc
apparemment pas invoquer une modification de pettetine pour expliquer I'échec de I'assemblage des
composants viraux.

Le polypeptide HA synthétisé dans les neuroneseamtirs rapidement que celui qu'on trouve dansries\ou
dans des cellules lors d'infections productivesteQmodification de I'HA est observée égalemergdaton
utilise pour l'immunoprécipitation des lysats denomes, les anticorps monoclonaux anti-HA. L'HAdkstc
modifiée lors du passage du virus sauvage damela®nes, peut-étre dans son degré de glycosylation
Cependant, son antigénicité est préservée, carégltgt avec les anticorps spécifiques de I'HAlgiemn
immunofluorescence et en immunoprécipitation. espsa fonction est intacte, puisque les neurarfestés
sont hémadsorbants.

Enfin, les polypeptides viraux synthétisés danstesltures de neurones infectés et de cellules ¥ent
identiques a ceux du virus original, et sont prtsden quantité telle qu'ils masquent compléterment |
polypeptides modifiés produits par les neuronesvities recouvré des cocultures est donc identiqeeld qui a
infecté les neurones.

9) La réplication de I'ARN viral est anormale.

En collaboration avec J. Milstien (résultats nobl@s), nous avons analysé I'ARN viral présent dass
neurones et constaté qu'il consiste en une quagiie de chaines négatives (polarité de I'ARNidony et
positives (polarité de I'ARN messager) comme dass¢llules Vero. Cependant, lorsqu'on isole les
nucléocapsides des neurones, on constate quiedi®gs positives et négatives sont encapsidéesatement
a la situation dans les cellules Vero ou seulesha@nes négatives sont encapsidées. Cette actionua
chaines positives dans les nucléocapsides podoait priver la cellule de 'ARNm viral nécessaira a
replication normale du virus. On ne trouve en dfigforme réplicative a double chaine, ni chainatpesde la
taille du messager a I'état libre en quantité débde dans les neurones. Par contre, on y trouv@elites
chaines négatives, de taille subgénomique et quraient jouer un réle dans l'infection en prodotsdes
particules interférentes défectives.

Il ne s'agit encore que de résultats préliminagiesiemandent a étre reproduits, mais il parait glze la
réplication de I'ARN viral ne se déroule pas defagormale. Bien que le mécanisme de ce malfonotioent
et son réle possible dans I'établissement de kigtance ne soient pas clairs, c'est peut-étredadpide le
défaut de maturation du virus.

10) Discussion et conclusion.

En inoculant un virus rougeoleux de type sauvadesacultures de cellules dissociées de moelleé&tpinie
souris, hous avons créé une infection persistagtective pour les neurones, ne manifestant féet I'e
cytopathogéne visible en microscopie optique,irtinisant pas la production de virions infectieierbque tous
les composants du virus soient synthétisés darcelrges infectées.

Les raisons de I'assemblage avorté et de la fasmdeg bourgeons aberrants ne sont pas évidenest.dlair
gue les abondantes nucléocapsides virales, biedejtyge granuleux pour la plupart, ne s'alignastgous la
membrane et ne sont, pratiquement jamais incorpatées les bourgeons. L'absence de protéine awdtérg
considérée comme la raison majeure de l'incapdeitd NP a s'accrocher a la membrane en vue du
bourgeonnement [64]. Dans les neurones que noussatadiés, la protéine M est présente en quamniitdale
et n'est pas modifiée quant a sa mobilité élechargtique et son antigénicité. L'absence de pretéim'est
donc pas le seul facteur qui puisse induire unieigéte du bourgeonnement. Tous les composantsseioes a
la formation de virions sont présents. Les polyjggst HA et P sont modifiés, mais nous ignoronggec
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modification, qui n'affecte pas leurs propriétésggmiques et fonctionnelles, peut résulter enaltéation de
'assemblage des protéines de I'enveloppe virae lanucléo-capside. Enfin, une anomalie de lhcaipn de
I'ARN viral parait se produire et pourrait étrepassable de lI'avortement de l'infection. On saiféet que les
particules interférentes défectives de virus peujarer un réle dans I'établissement d'infectioaisistantes
[79] et que cette propriété s'appliquerait égaleéraanvirus rougeoleux [65].

Nous n'avons utilisé, comme source de matérietfigfax, ni un variant, ni un mutant du virus roulgex, ni
une souche virale adaptée ou modifiée par les tiondide culture, mais un virus de type sauvagé¢ douns
connaissons les propriétés lytiques dans les esljuérmissives. De plus, nous n‘avons pas modifrdadulé
l'infection par la présence d'anticorps ou parpiesages répétés en cultures de cellules. Il éad donclure
que la cellule hote joue un rdle primordial danddeours de l'infection. Les neurones sont infegésluisent
toutes les protéines virales, mais ne sont pastepde fournir 'ensemble complet des conditickrersaires a
la réalisation du cycle infectieux. Lorsque cesditions sont offertes par les cellules Vero lordaleoculture,
le virus est récupéré et il est identique au virilgsé pour l'infection originale des neurones.

L'obtention d'une infection persistante de neurémestro avec le virus rougeoleux sauvage démontre le réle
essentiel que la cellule hdte peut jouer dansliésement d'infections chroniques du SNC partesvi
rougeoleux.

V. — CONCLUSION GENERALE

Nous avons étudié I'infection rougeoleuse aigupergistante de cellulés vitro ainsi que I'effet des anticorps
spécifiques du virus et de certains lymphocytedesicellules infectées.

1) En utilisant la souche Edmonston du virus rougeqlaous avons tout d'abord examiné les modification
induites par l'infection dans la membrane plasmatides cellules Vero, une lignée continue de @sllabn
différenciées. La fusion cellulaire par le virusypoque la formation de cellules géantes. Cellesasierent étre,
parmi les cellules productrices de virus infectietdis flots d'infection avortée dans lesquels luration virale
est bloquée au niveau de la formation de rubans & bourgeonnement viral ne se produit pas.

Nous avons localisé les sites hémagglutinantsesicellules géantes, et suggéré que ces sitesammnirse
dépacer dans le plan de la membrane plasmatigsi€édola progression de la fusion cellulaire.

Ensuite, nous avons examiné l'effet des anticggpsiiques du virus sur les cellules Vero itfes en
monocouche, et démontré qu'ils induisent la teldigion des antigénes rougeoleux sur la memdbra
cellulaire.

Nous avons observé l'interaction entre cellulesatéfes et lymphocytes non sensibilisés, en préskactcorps
anti-virus rougeoleux, et nous avons identifié,lausase de marquages différentiels, les populsiien
lymphocytes impliquées dans cette réaction cytgioi

2) Nous avons établi, avec la méme souche de virgeadeux, une infection persistante et sélective de
neurones de souris en culture. Nous avons dételesrEaractéristiques de cette infection lentdaanaturation
virale est inhibée avant la formation de rubarls éburgeonnement viral. Nous avons recherchéaieems de
I'établissement de la persistance dans ces cednlesie de différenciation, et suggéré que laicapbn de
I'ARN viral pourrait étre déficiente. Nous avondrepris et poursuivons actuellement I'étude déstefes
anticorps sur l'infection persistante des neuramegro. Nos résultats démontrent I'incapacité des neurdees
se débarrasser des complexes antigéne-anticorpsnpsa leur surface.

En utilisant, comme unique source de matériel ifeg, la souche sauvage Edmonston, nous avons pu
comparer l'infection, par un méme agent, de calldifférentes et constaté que le profil de l'infecdépend de
la cellule hote. Pour expliquer cette différenag peut envisager soit une mutation du virus coniragté
suggeére lors de l'infection humaine (chapitre IV ch soit des propriétés différentes des cellbfiges.
L'hypothése de la mutation virale lors de l'infenttes neurones peut-étre écartée puisque leréicupéré
aprées coculture avec des cellules Yero est idemtigeelui qui a servi a infecter les neurones.dllle hote
joue donc un réle primordial dans le contréle dedfalication du génome viral et de I'assemblage des
composants du virus, ainsi que dans I'établissed®la persistande vitro.
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Il convient d'étre prudent lorsqu'on établit unenparaison entre les événements qui se déroulenileme de
cellules et ceux qui prévalent chez I'animal owzdi®mme. Toutefois, certaines similitudes peremwtt
d'émettre des hypothéses quant a la pathogend'seelgion des cellules nerveusesvivo.L'accumulation de
nucléocapsides dans le cytoplasme, le défaut dddage des composants viraux a la membrane plagmnati
I'absence de bourgeonnement viral sont des caisdii@es communes aux neurones de souris infatiégo et
aux cellules nerveuses lors de la PESS (chapifreD¥ méme, la récupération d'un virus lytique am@culture
avec des cellules permissives pour le virus rowgeoch été obtenue dans les deux cas. Ces anasogigsnnent
I'hypothese de la responsabilité de la cellule Hates la persistance de l'infectionvivo.

De nombreux aspects de la pathogénie des infegtienssstantes du SNC par le virus rougeoleux sepeiedant
encore obscurs, par exemple : (1) la pénétratiovirds dans le SNC, qui pourrait se produire auiged'un
traumatisme [78] lorsque le virus est présent dmsang; (2) la propagation du virus d'une cellulautre, peut-
étre par les contacts intercellulaires et les syaset comme chez la souris [203] ; (3) la longiréode
d'incubation du virus et sa progression dans le . SNC

L'effet des anticorps sur l'infection rougeoleusestNC est encore inconnu. Le taux des anticorps/ains
rougeoleux dans le LCR et au niveau des lésiorébcales chez les patients atteints de PESS estignds Si,
comme nous l'avons démontrévitro, les neurones sont incapables d'éliminer les comaplartigéne-anticorps
de leur membrane (chapitre IV, C, b, 5) le phénarasmodulation anti-génique (chapitre Ill, A, a)peut se
produire. Ces cellules restent alors couvertegid@aps, ce qui les rend peut-étre plus vulnérahlase lyse par
le complément ou & une attaque lymphocytaire. Gwstate une réaction inflammatoire plus importamtesdes
encéphalites subaigués que dans les encéphatitgssail semble donc que le systeme immunitairg, ta
humoral que cellulaire, intervienne plus activendans les infections rougeoleuses subaigués du SNC.

On peut se demander si la présence d'anticorgspagstout du moins en partie, responsable deriae
subaigué de l'infection aprés que le virus ait péngans le SNC. Rappelons ici les modeéles expatame
(chapitre 1V, B, ¢) ou une infection subaigué cliqole a été établie chez des animaux possédantidéja
immunité active ou passive contre le virus rougexl@6, 187, 4, 149, 150, 151]. Par ailleurs, Rarhamet
coll. [150] ont signalé le cas d'une enfant attethd PESS qui avait bénéficié d'une séroatténuddians ce cas,
comme dans les modéles animaux expérimentaux,itéstration précoce d'anticorps lors de l'infection
combinée avec le passage du virus dans le SNCaibavoir créé les conditions favorables a I'étsagiment de
la PESS. Le réle de I'immunité cellulaire est erdo#s mal compris, mais il n'est pas impossibkgpn
immaturité chez les jeunes enfants favorise I'ésdinent de l'infection persistante.

Nous ne voulons nullement présenter l'infectiorsigéginte de neurones de souris par le virus roage@omme
un modele absolu de la PESS ou d'autres encéphaliigeoleuses. |l existe en effet des différeroére cette
infection et les cas cliniques. De plus, les relaientre différents types cellulaires sont begpienains
complexesn vitro, et la réponse immunitaire y est inexistante. Taigehotre modele, par sa simplification,
permet I'analyse d'un composant du processus pagifjak et son étude démontre I'importance esskentiella
cellule hbéte dans I'avortement de l'infection \arat sa persistance.

APPENDICE

Une grande partie des résultats que nous avonsés|a a été obtenue grace a l'usage de techrigeesous
avons mises au point ou adaptées de méthodesdl#jéed, ainsi que d'appareillages développés trés
récemment. Plusieurs de ces techniques nouvelitgiéorites en détail dans la revue que nous aaitesde
l'application des méthodes d'observation des sesfaellulaires en virologie [43]. Quant aux teclueis)
cytologiques, virologiques, immuno-logiques ou nimpgiques courantes, elles sont exposées de fagon
détaillée ou sous forme de références dans nasearpubliés.

Cependant, nous avons cru bon, au terme de céltderaonner quelques informations sur certairehriques
spécialisées que nous avons utilisées pour la prerfois dans des études virologiques, ainsi ge&gas
améliorations méthodologiques que nous avons parspp

1) Méthode de titrage du virus rougeoleux.

La méthode classique du titrage du virus rougeodugulture de cellules consiste a infecter cdsleslavec
une série de dilutions de la suspension de virtsg@uvrir ensuite les cellules d'une couche rinagrit
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imperméable au virus pour éviter les infectionosédaires et a compter les plages c'est-a-diredas formés
dans la monocouche par la lyse cellulaire 3 a sjplus tard.

Nous avons observé que les cellules géantes doiraent dans la culture en monocouche adsorbent
préférentiellement les globules rouges de sindeérhadsorption permet de repérer les cellules geag®le 2
jour d'infection par I'accumulation de globulesges a leur surface. Nous avons donc établi uneafieuynité
infectieuse pour le virus rougeoleux que nous aampelée « unité formatrice de syncytium » ou «cgiam-
forming unit, » (SFU). Il s'avere que les syncyteune sont pas seulement décelables 1 a 2 joursdplgse les
plages, mais leur dénombrement permet une meilleatiation du nombre d'unités infectieuses comemians
l'inoculum. En effet, nos observations ont monwé plusieurs cellules géantes concourent & la fivmd'une
plage de lyse. Par conséquent, sauf aux dilutierla duspension de virus créant des plages trpsrdées dans
la culture, le nombre de plages de lyse est gémémit inférieur au nombre de syncytiums, pour umené
échantillon. Le dénombrement des syncytiums peubugre, se faire sur des surfaces plus petitemgteant
ainsi l'utilisation d'une microméthode pour la ntestdu pouvoir infectant du virus rougeoleux. Cettevelle
méthode présente donc des avantages au point dievagapidité, de I'exactitude et de la miniaation du
titrage [156].

2) Microscopie électronique a balayage a haute résof 3].

Dans le passé, le microscope électronique a badayaguscitait guére d'intérét en virologie calitages de
son pouvoir de résolution ne permettaient de décele des effets cytopathogénes observables aosoape
optique. Plusieurs nouveautés technologiques antipgécemment au microscope électronique a batagiag
devenir un outil utile dans I'é¢tude des modificasiae la membrane des cellules infectées par des vi
enveloppés. Les principales innovations qui méritk&tre mentionnées et que nous avons décritdétai [43]
sont les suivantes : 1§ canon a électrons en hexaborure de lanthgneduisant un faisceau électronique plus
puissant que celui qu'émettent les filaments dgdigme classiques ; le faisceau étant plus pujsspetit donc
étre plus mince et, par conséquent, augmenter geraalement la résolution du microscope | &hission de
champ,qui arrache les électrons d'un cristal de tungsbén@'hexaborure de lanthane, dans la direction du
spécimen, leur donnant une puissance supériewgkedqel'ils obtiennent par simple échauffementla3)
détection des électrons secondaires dans un migpasélectronique a transmissiéquipé d'un systéme de
balayage, combinant ainsi les avantages du micpesadransmission quant a la qualité et la puissdes
lentilles magnétiques et les performances du systiavide.

Nous avons appliqué ces techniques nouvelles atddss virologiques. Bien que, dans les meilleures
conditions, les systéemes de microscopie a balayggmalent pas les techniques de réplication daceign ce
qui concerne la résolution des images, ils offoemendant maintenant une qualité d'observatiofadgud'eux
des outils parfaitement adaptés aux besoins dilogue. De plus, ils présentent I'avantage impordant
permettre, d'une part, 'observation de granddaces et de localiser ainsi les observations dessultures
cellulaires par la combinaison de forts et failgesssissements, et, d'autre part, la préservaéarahdes
structures tridimensionnelles telles que des gkebubuges ou marqueurs de grande taille, qui sefémt lors
de la réplication de surface.

Il convient de mentionner ici que toutes nos olesons faites au microscope électronique a balayqge que
Soit son type, ont été réalisés sur du matériellabdfement séché au point critique [7], techniquerfissant des
spécimens ou les structures tridimensionnelte® ®ien préservées.

3) Répliques de surface.

Cette technique est bien au point depuis longtezhppporte des informations trés précises qudaspdct de la
membrane cellulaire et de ses microparticules. &foit, certaines améliorations ont été apportéesménent et
nous les avons utilisées a quelques reprises.dmipre concerne la méthode de congélation des #idram
avant réplication. En 1979, Heuser et coll. [73ddifiant une méthode de Van Harreveld et coll. [202t mis
au point une technique appelée « quick-freezing eamgélation rapide, capable de congeler une spaisle
20 um de tissu en 2 ms environ. Cette prouesseitpeha pour avantage de permettre I'observation de
spécimens non fixés, ce qui élimine les artefaetfxation, de dispenser de l'usage de substances
cryoprotectrices, ce qui permet la sublimitatiorlalglace formée et enfin d'interrompre et de figer
instantanément les structures biologiques.

La seconde amélioration concerne I'ombrage desmspas. La technique d'ombrage des répliques dacurf
consiste habituellement en une projection de carboumis de platine, unidirectionnellement sur @paration.
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Cela provoque une accumulation de métal opaque&laakrons dans les zones exposées, créant urdeffietbre
et de lumiére lorsque la préparation est examinémiaroscope a transmission [43]. L'améliorationsiste a
effectuer approximativement la moitié de I'ombrdgda maniére classique, puis a opérer une rotedjoide du
spécimen pour la seconde moitié. Cela permet diseéan éclairage partiel des zones d'ombre a§in d
discerner des détails et de décroitre la viguewoddraste [42, 43].

4) Immunomarquage.

Nous avons souvent fait usage de techniques d'immarquage éprouvées, utilisant des anticorps msuge
la fluorescéine, la rhodamine ou la peroxydase.dm#igorps ont été couplés a ces composés direntemegar
l'intermédiaire de protéine A de staphylocoque [#us avons, pour la premiére fois, utilisé
l'immunoperoxydase pour le marquage d'antigénesiemscopie électronique a balayage a haute régolut
[156, 43]. Ses propriétés de marqueur en microsaolique, électronique a transmission ou en réetigle
surface et, maintenant, en microscopie a balayagede I'immunoperoxydase un outil extrémemenyyalent
et remarquablement commode pour la localisatiamtig@nes. De plus, en contrélant le temps de dack: la
peroxydase et de son substrat, il est possibles, dia@ certaine mesure, de calibrer la taille dasmgide
marquage formés et, par conséquent, d'obtenir uguaar suffisamment grand pour étre détecté et
suffisamment petit pour ne pas masquer l'ultrasireades membranes.
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