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Abbréviations 
 
Cellule K = cellule tueuse (killer).           
LCH  = liquide  céphalo-rachidien. 
Cellule NK = cellule  tueuse  naturelle  (natural killer).                         
NP = nucléoprotéine. 
P  = polypeptide P, polymérase de l'ARN viral. 
CLDA = cytotoxicité  lymphocytaire dépendant   des   anticorps.           
PESS = panencéplialite     sclérosante subaiguë. 
F1 = fragment non-glycosylé de la protéine  F.                                     
Protéine F  = protéine de fusion. 
F2 = fragment glycosylé de la protéine F.                                                
Protéine M = protéine   de   membrane. 
SNC = système nerveux central. 
HA = hémagglutinine   (glycosylée).       
UFS =  unité formatrice de syncytium. 
 
 
I.  —  INTRODUCTION  GÉNÉRALE 

La rougeole est une maladie virale familière puisqu'elle affecte chacun d'entre nous une fois pendant son 
existence, habituellement lors de la jeune enfance. La maladie est, de nos jours, généralement bénigne. 
Quelquefois cependant des complications diverses peuvent survenir suite à l'infection rougeoleuse, en particulier 
des désordres neurologiques lorsque l'affection gagne le système nerveux central (SNC). L'encéphalite post-
rougeoleuse aiguë et la panencéplialite sclérosante subaiguë (PESS) sont, on le sait, dues à l'infection du SNC 
par le virus rougeoleux. 

Le virus rougeoleux est donc un virus dont il est particulièrement intéressant d'étudier les caractéristiques 
infectieuses, en raison des syndromes cliniques dont il est responsable, et également en tant que modèle 
d'infection lente du système nerveux. Depuis une dizaine d'années, beaucoup d'efforts ont été déployés en vue de 
mieux comprendre pourquoi le virus, dans certains cas, s'attaque au système nerveux, et pourquoi les 
caractéristiques biologiques de cette infection sont différentes de celles de l'infection normale. En 1978 Fraser et 
Martin [54]  ont fait, de façon  très  complète   et détaillée, le point des connaissances sur le virus rougeoleux et 
sa biologie. 

Notre approche a tout d'abord été l'examen de certains phénomènes qui accompagnent l'infection lytique de 
cellules en culture par le virus rougeoleux, la production des composants viraux et leur assemblage dans la 
membrane cellulaire, ainsi que la reconnaissance par le système immunitaire des modifications induites par le 
virus dans cette membrane. Ensuite nous avons recherché, lors de l'infection persistante des cellules nerveuses, 
les éléments qui concourent au dysfonctionnement de l'assemblage du virus et à l'établissement de la persistance 
virale. 

Cet exposé est divisé en trois parties introduites et discutées séparément. La première consiste en une description 
du virus rougeoleux et de sa maturation dans les cellules permissives en culture. La seconde est une étude de 
divers aspects de l'interaction du système immunitaire (des anticorps et de certains lymphocytes) avec les 
cellules infectées par le virus. La troisième est consacrée à l'infection du SNC par le virus rougeoleux et, en 
particulier, à l'étude de l'infection rougeoleuse chronique de neurones  in vitro. 
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Nous avons rédigé ce travail comme une revue des connaissances actuelles en ce qui concerne l'infection 
rougeoleuse lytique ou persistante, et y avons inséré et développé le détail des contributions que nous avons 
apportées. Nous n'avons décrit explicitement ni le matériel employé, ni le détail des procédures expérimentales. 
Ces informations — et notamment une abondante iconographie — pourront être aisément trouvées dans nos 
articles originaux [42, 43, 75, 153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 205]. 

 

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

A. — STRUCTURE  DU  VIRUS 

Le virus rougeoleux, isolé pour la première fois en 1954 par Enders et Peebles [50], fait partie du genre des 
Morbillvirus et appartient à la famille des Paramyxoviridae (tableau I). C'est un grand virus enveloppé, de 400 
nm de diamètre environ, dont la nucléocapside est organisée en structure tubulaire hélicoïdale et est assemblée 
dans le cytoplasme de la cellule infectée.  

TABLEAU  I . — Classement des virus représentatifs de la famille des Paramyxoviridae [108]. 

Famille Genre Espèce commune 
Nombre 
d'espèces 

— Virus des oreillons 1 

— Virus parainfluenza humain 4 
— Virus Sendaï (souris) 1 

— Virus de la maladie de  Newcastle (NDV) 
(volaille) 

1 

— Virus d'autres espèces de mammi-  

Paramyxo-
virus 

fères et d'oiseaux ≥  6 
— Virus de la rougeole 1 

— Virus de la maladie de Carré (CDV) 1 .Morbilli-virus 
— Virus de la peste bovine et de la peste des petits 

ruminants 
1 ou 2 

— Virus syncytial respiratoire humain et bovin ? 

Paramyxoviridae 

Pneumo-virus 
— Virus de la pneumonie de la souris ? 

 
La nucléocapside virale est large de 16 à 18 nm et longue d'environ 1 mm. L'enveloppe du virus est formée par 
un bourgeonnement de la membrane cellulaire  et est constituée d'une double couche lipidique à laquelle sont 
associées une protéine non glycosylée et deux glycoprotéines spécifiques du virus organisées en projections 
superficielles. Ces glycoprotéines sont le support de l'antigénicité de la surface externe du virus ainsi que de 
certaines activités biologiques : l'activité hémagglutinante et la propriété d'induire la fusion cellulaire. 
Contrairement aux Paramyxovirus, les Morbillivirus n'ont pas d'activité neuramini-dasique. 
La difficulté que l'on rencontre lorsqu'on s'efforce de cultiver le virus rougeoleux en quantité suffisante pour en 
faire l'analyse biochimique est la raison pour laquelle la composition polypeptidique du virus ne fut connue que 
relativement tard [62, 167], et a continué à susciter des controverses depuis lors [207, 24, 115, 191, 69, 210, 11] 
(tableau II). Cinq polypeptides sont clairement spécifiques du virus : l'hémagglutinine glycosylée (HA), la 
polymérase de l'ARN viral (P), la nucléoprotéine (NP), le fragment non glycosylé de la protéine de fusion F (F1) 
et la protéine de membrane (tableau II). Un sixième polypeptide de poids moléculaire intermédiaire entre NP et 
F1 correspond à l'actine cellulaire. Celle-ci est apparemment incorporée dans la particule virale lors du 
bourgeonnement de divers virus enveloppés [206, 96] et du virus rougeoleux en particulier [115,  191,  192].    

Toutefois,  il  se  pourrait  qu'un  polypeptide  viral  comigre avec l'actine lors de l'électrophorèse [11]. La 
fraction glycosylée F2 de la protéine de fusion F n'apparaît généralement pas sur les gels, sauf dans des 
conditions particulières de marquage [69, 191]. 
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TABLEAU  II.  — Poids moléculaire des polypeptides composant le virus rougeoleux, d'après différents auteurs. 

Hall 
et Martin 

[62] 

Waters 
et Bussell 

[207] 

Mountcastle et 
Choppin 

[115] 

Graves et 
coll. 
[60] 

Tyrrell 
et Norrby 

[191] 

Bellini et coll. 
[11] 

75 78(*) 80 (*) 80 (*) 79 (*) 76(*) HA 

69 (*) 71,2 70 70 72 70 P 
60 61 61 62 60 G0 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 de daltons. (*) Glycosylé. 
 
 
FIG .  1.  — Schéma de l'organisation des protéines virales dans le virion rougeoleux. 

 

La répartition des différents polypeptides dans la particule virale est schématisée par la figure 1. Le polypeptide 
P est phosphorylé et correspond à la polymérase de l'ARN du virus. Il est associé à la nucléocapside lors de 
l'empaquetage du virion [115]. Les glyco-protéines sont de deux types, en fonction de leur activité biologique : 
l'une (HA) est responsable de l'hémagglutination par le virion, de l'hémadsorption par les cellules infectées, et 
vraisemblablement de l'attachement du virus à sa cellule-hôte ; l'autre (F) est responsable de la fusion cellulaire 
induite lors de l'infection virale. Ces glyco-protéines sont implantées dans la double membrane lipidique de 
l'enveloppe virale par leurs résidus hydrophobes et distribuées de façon homogène sur la surface de la particule. 
La protéine M — ou protéine de membrane — est, elle aussi, associée à l'enveloppe virale, bien que sa 
localisation précise et son degré d'association avec la double couche lipidique soient encore sujets à controverse. 
Elle pourrait également être responsable du manchon granuleux entourant les nucléocapsides cytoplasmiques 
[193]. Par analogie avec une théorie proposée pour les Myxoviridae et les autres Para-myxoviridae [166], on 
pense que la protéine M pourrait jouer un rôle lors de la maturation et l'assemblage des composants du virus et le 
bourgeonnement viral. Son rôle consisterait tout d'abord à s'attacher, par un contact transmembranaire, aux 
glycoprotéines virales déjà insérées dans la membrane plasmatique [192], ensuite à  arrimer  la  nucléocapside  
[107,   177,   191,   192],  formant  ainsi le maillon   médian   du   complexe   transmembranaire 

 prêt à former le virion complet. Le mécanisme du bourgeonnement viral n'est cependant pas 

encore élucidé. 
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B. — INFECTION  LYTIQUE 

Deux lignées de cellules permissives pour le virus rougeoleux sont le plus souvent utilisées : des cellules de rein 
de singe appelées Vero et des cellules épithéliales humaines appelées Hep-2. Le virus effectue un cycle complet 
de reproduction dans ces cellules, y provoque la fusion et la lyse cellulaires, et cette infection s'accompagne de la 
production de nombreuses particules ou virions qui sont libérés dans le milieu ambiant et vont, en infectant à leur 
tour d'autres cellules, engager le  second  cycle  de reproduction virale. Le cycle  consiste en rattachement du 
virus à la membrane cytoplasmique de la cellule-hôte, la fusion de la membrane virale avec la membrane 
cellulaire, la libération de la nucléocapside dans le cytoplasme de la cellule, la décapsidation de l'ARN viral et sa 
transcription en ARN messagers, la synthèse des protéines virales et leur assemblage, et enfin le 
bourgeonnement des virions. 

a) Adsorption 

Le virus s'adsorbe sur la surface de la cellule-cible au niveau de « récepteurs » spécifiques de sa glycoprotéine 
HA. On sait que les sites d'adsorption des Myxo- et Paramyxoviridae sur les cellules, commodément appelés 
récepteurs, sont sensibles à la neuraminidase [71]. Un sialoglycopeptide qui pourrait être ou contenir le « 
récepteur » du virus rougeoleux a été isolé de la membrane de globules rouges de singe rhésus [52]. 

b)  Pénétration 

Le virus rougeoleux pénètre dans les cellules par fusion de son enveloppe avec la membrane plasmatique [40]. 
Dubois-Dalcq, par la technique des répliques de surface, a montré que les particules situées à la surface de la 
membrane cellulaire normale, et qui représentent vraisemblablement des oligomères de protéines [34], s'écartent 
du site d'entrée du virus, à cause de l'intégration de l'enveloppe virale dans la membrane. L'enveloppe est encore 
reconnaissable, après sa fusion avec la membrane cellulaire, par la présence de sous-unités correspondant aux 
projections glycoprotéiniques virales. La zone occupée par les composants viraux dans la membrane s'estompe 
ensuite en raison du mélange des matériaux viraux et cellulaires (voir chapitre  IV, B et [43]). 

c)  Modifications de la membrane cellulaire 

1) Apparition précoce de composants du virus. 

Après la pénétration du virus dans la cellule-hôte, une période d'éclipse intervient pendant une vingtaine 
d'heures. La première indication d'une modification de la membrane plasmatique est l'accumulation d'antigènes 
viraux en petits groupes de tailles diverses détectables par immunomarquage à la peroxydase, en utilisant des 
anticorps dirigés contre le virus [41, 43]. Ces petits groupes sont même quelquefois visibles sans marquage au 
microscope électronique à balayage à haute résolution [43]. 

2) Formation de rubans. 

Après leur apparition en petits groupes sur la membrane cellulaire, les antigènes viraux s'organisent en rubans 
dont la taille et la forme correspondent à la longueur des nucléocapsides virales accolées à la face interne de la 
membrane cellulaire [41, 46]. Le tracé sinueux des rubans sur la membrane correspond à celui de la 
nucléocapside sous-jacente, comme le démontrent les coupes fines [40]. Il semble donc que la transition entre 
l'arrangement des antigènes viraux en petits groupes circulaires et leur organisation en rubans survienne lors de 
l'apposition de la nucléocapside à la face interne de la membrane plasmatique. L'utilisation du microscope 
électronique à balayage à émission de champ nous a permis d'examiner la localisation des rubans sur de grandes 
surfaces de cellules infectées, en particulier sur les cellules géantes ([156, 157] et chapitre II, B, e). 

En 1975, Dubois-Dalcq et Reese [41] ont montré que les rubans semblent se mouvoir latéralement dans le plan 
de la membrane pour s'accoler les uns aux autres aux sites de bourgeonnement du virus, et ont distingué deux 
types différents de rubans. Les premiers sont minces, composés d'une succession de particules rangées l'une à la 
suite de l'autre, et ils sont larges d'une ou parfois deux particules (fig. 2 a et [43]). Les seconds sont larges de 
trois ou quatre particules juxtaposées (fig. 2 b et [43]). Les rubans minces sont régulièrement espacés et forment 
un réseau dense sur la membrane. Les rubans larges sont de forme plus contournée. La longueur des rubans 
correspond à celle de la nucléocapside virale. La structure des rubans a pu être mieux étudiée par une 
combinaison de procédés récents pour l'étude des surfaces membranaires à haute résolution (voir Appendice). 
Après congélation rapide et ombrage rotatif partiel [42, 43], nous avons pu observer le détail de la structure des 
unités formant le ruban. Chacune de ces unités paraît formée de plusieurs sous-unités juxtaposées autour d'une 
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dépression centrale [42]. Lorsque le cryodécapage est réalisé sur les mêmes spécimens, on peut mettre en 
évidence sur une même micrographie la face externe du feuillet interne de la double membrane lipidique et la 
face externe du feuillet externe, c'est-à-dire la vraie surface externe de la cellule (fig. 3 et [43]). Le lien qui doit 
exister entre les particules externes formant le ruban, d'une part, et la nucléocapside, d'autre part, n'est pas visible 
en tant que particule intramembranaire d'une taille comparable à celle des particules externes. Une granularité 
plus fine a été observée au niveau des rubans, sur les deux faces hydrophobes de la membrane cellulaire [41]. De 
même, des travaux récents sur la maturation du paramyxovirus Sendaï [8] ont montré, dans les zones du feuillet 
interne de la membrane cellulaire infectée adjacentes aux zones de la surface externe chargées d'antigènes 
viraux, l'accumulation de particules de petite taille, organisées en un réseau paracristallin. La granularité dans un 
cas et le réseau de microparticules dans l'autre, paraissent équivalents et pourraient bien correspondre à la 
protéine de membrane du virus faisant irruption dans l'espace intramembranaire an travers de la couche lipidique 
interne. 

Les rubans couvrent entièrement certaines régions de la membrane cellulaire et sont enroulés sur la particule 
virale bourgeonnante. Un traitement léger par la trypsine est souvent nécessaire pour mettre ce fait en évidence 
[43], mais l'enroulement est parfois visible dans des préparations non traitées par l'enzyme (fig. 2 a). 

L'adaptation de la technique d'immunoperoxydase aux répliques de surface [41], et à la microscopie à balayage à 
haute résolution [75, 153, 156] a permis de démontrer que les rubans contiennent les antigènes viraux de surface. 
En effet, lorsqu'on examine une zone cellulaire où les rubans ne sont pas trop accumulés, on détecte les grains de 
marquage formés par le produit de réaction de la peroxydase sur un tracé sinueux correspondant à la forme et à la 
longueur d'un ruban [156]. Lorsque les rubans sont accumulés les uns contre les autres, le marquage couvre 
uniformément toute la membrane [75]. 

Outre les antigènes de surface, on trouve, au niveau des rubans, les  sites  responsables   de  l'hémadsorption,   
c'est-à-dire  l'hémagglutinine virale. En effet, si on ajoute à la culture infectée une suspension de globules rouges 
de singe que l'on sait être agglutinables par le virus rougeoleux [131, 161], on observe, après lavage, l'adsorption 
de globules sur les structures contenant de l'hémagglutinine virale c'est-à-dire les membranes cellulaires riches 
en rubans et les micro-villosités ([153, 157] et fig. 4 a et 4 b). L'identité complète ou partielle des sites 
hémadsorbants et antigéniques est vraisemblable, mais n'est pas démontrée. 

d)   Bourgeonnement 

L'enroulement de la nucléocapside dans le bourgeon viral en formation est un phénomène encore très mal 
compris. La présence d'actine dans la particule virale complète semble indiquer que cette protéine du 
cytosquelette joue un rôle dans la formation et l'étranglement de la particule virale. Cependant, la contamination 
par l'actine cellulaire des préparations d'un virus difficile à purifier n'est pas exclue. D'autre part, l'actine n'est pas 
incorporée dans tous les virus bourgeonnants [206]. Si le mécanisme du bourgeonnement n'est pas connu, il est 
certain que la production d'un virion complet se fait par l'assemblage des divers composants du virus et 
l'enroulement de la nucléocapside flexible sous l'enveloppe du virion. Le processus commence par la réduction 
de l'espace séparant les rubans, excluant ainsi les protéines cellulaires pour composer une membrane virale [41]. 
Aussi longtemps que le virion reste attaché à la membrane cellulaire, les dessins formés par les glycoprotéines 
virales sur le bourgeon trahissent l'organisation de la nucléocapside sous-jacente. Cette organisation n'est plus 
visible sur la particule libre. Il est évident que les rapports entre les différents composants du virus se modifient 
dans la particule libre et que la nucléocapside se détache de l'enveloppe. De même, le réseau paracristallin 
intramembranaire détecté lors de l'infection par le virus Sendaï disparaît progressivement de l'enveloppe des 
virions libres [8]. 
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FIG. 2. — Détails de la membrane des cellules Vero géantes lors  de  l'infection par  le  virus rougeoleux. 
a)   Les rubans minces recouvrent la membrane cellulaire et sont également visibles sur un bourgeon viral (b). v 
= microvillosité, r = repli de membrane. 
b)   Les rubans larges sont séparés par des zones de membrane contenant des petites particules de 15 nm de 
diamètre environ (pointes de flèche), présentes également sur la membrane de cellules non infectées [156]. 
Microscope électronique à balayage à émission de champ (x 41 250). 

 

FIG.  3.  — Détails,  à très haute résolution, de la surface d'une cellule Vero infectée par le virus rougeoleux. 
Les rubans (entre les flèches) sont composés de particules dont l'aspect cylindrique indique qu'ils sont 
probablement formés par le groupement de plusieurs sous-unités. La fracture a séparé les deux feuillets de la 
membrane cellulaire. P = face protoplasmique, c'est-à-dire face externe du feuillet interne de la membrane. S = 
surface de la membrane. Les particules externes des rubans n'ont pas de correspondant intramembranaire de 
taille semblable sur la face P. I = glace non sublimée [43], Congélation ultra-rapide, cryodécapage, sublimation 
prolongée, réplique de surface par ombrage semi-rotatif (x 75 730). 
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FIG. 4. — Hémadsorption sur des cellules Vero infectées  par  le  virus  rougeoleux  [43]. 
a)  Les globules rouges s'attachent préférentiellement sur la cellule géante formée au centre du champ, et plus 
particulièrement au centre de celle-ci. L'hémad-sorption est moins fréquente sur les cellules mononucléées à la 
périphérie. Microscope électronique à balayage (X 830). 
b)    Les microvillosités de la cellule géante contribuent à arrimer l'éry-throcyte (RBC). Un marquage très léger 
à la peroxydase montre la présence d'antigènes viraux sur ces extensions membranaires (flèches). Microscope 
électronique à balayage à émission de champ  (x 32 680). 

 

e)   Fusion cellulaire 

La fusion cellulaire est un effet cytopathogène fréquent lors de l'infection par de nombreux virus appartenant à 
des groupes très différents [137]. Les grands virus à RNA et enveloppe lipoprotéique peuvent induire la fusion 
cellulaire dans deux conditions différentes [19]. Ces deux types de fusion sont appelés « fusion de l'extérieur » et 
« fusion de l'intérieur ». La fusion de l'extérieur est indépendante du pouvoir infectant du virus et ne requiert pas 
de synthèse des protéines virales. Elle se produit en présence de grandes quantités de particules virales qui 
fusionnent simultanément avec des cellules voisines. La fusion maximale est obtenue dans ce cas après 1 à 3 h. 
C'est ce type de fusion qui a justifié l'utilisation fréquente du para-myxovirus Sendaï inactivé pour l'obtention 
d'hybrides cellulaires. Le virus rougeoleux, dans certaines conditions, est capable de produire ce type de fusion 
[29]. 

 



Published in : Bulletin de l’Institut Pasteur (1981), vol. 79, n°2, pp. 107 
Status : Postprint (Author’s version) 
 

La « fusion de l'intérieur » est un effet cytopathogène résultant de l'infection virale, et commence plus tard, 
même à faible multiplicité. La réplication intracellulaire du virus et la synthèse des protéines virales  sont  
nécessaires  pour  que  ce  type  de  fusion  se  produise. Toutefois, la production de virus infectieux n'est pas 
nécessairement associée à  la fusion,  comme cela  a  été  démontré par l'utilisation de mutants létaux 
conditionnels [137]. L'incorporation de la protéine de fusion F dans la membrane cellulaire semble être 
l'événement nécessaire à la fusion entre cellules. Bien que les conditions dans lesquelles les deux types de fusion 
se réalisent soient différentes, il est probable que les mécanismes moléculaires soient identiques [138]. Nous 
avons étudié l'évolution de la fusion cellulaire « de l'intérieur » induite  par le  virus rougeoleux dans une 
monocouche  de cellules Vero [153, 157]. En utilisant une faible multiplicité d'infection, nous obtenons après 2 
jours des petits foyers de fusion dispersés dans la culture  [156].  Après  4  à  5  jours,  les  syncytiums  
progressant  par recrutement   de   cellules   voisines   atteignent   une   taille   maximale (500 à 800 µm) et 
cessent de s'agrandir.  Peu après, le centre des syncytiums s'altère, la membrane se détériore, et un ou plusieurs 
trous se forment et représentent le début de la lyse cellulaire. Cette lyse progresse alors de façon radiale vers les 
bords du syncytium jusqu'à  sa désintégration  complète,  formant ainsi  une « plaque », visible à 1 œil nu. Par 
conséquent, lors de la progression de l'infection, la proportion de la surface occupée par les syncytiums 
augmente par rapport à la surface couverte par les cellules non fusionnées, jusqu'à dépasser 90 % sept jours après 
infection [156]. 

Le titre du virus produit par ces cellules atteint un maximum à cinq jours et diminue par la suite. Après cinq 
jours, la relation entre la croissance des cellules géantes et la production de virus est inversée, comme si les 
syncytiums ne produisaient pas de virus. Il est également important de noter que lorsque le milieu de culture est 
changé quotidiennement, la production de virus est plus élevée, et l'accroissement de la surface occupée par les 
cellules géantes est moins rapide que lorsque le même milieu est maintenu pendant toute la durée  de  
l'expérience. 

La microscopie électronique à balayage à haute résolution révèle des détails de la surface des cellules infectées 
qui ont permis d'expliquer notre observation de la relation inverse entre production de virus et fusion cellulaire, 
un phénomène constaté dans d'autres conditions, avec le paramyxovirus SV5 [74]. En effet, les cellules 
mononucléées, qui n'ont pas encore été recrutées par un syncytium, sont littéralement couvertes de bourgeons 
viraux [156]. Elles paraissent donc être d'excellentes productrices de virions. Par contre, les cellules géantes sont 
pratiquement dépourvues de bourgeons et présentent une surface relativement plane où, à fort grossissement, on 
constate l'accumulation de rubans de glycoprotéines virales (fig. 2 a et 2 b et [156]). Seule la zone marginale des 
syncytiums porte encore de nombreux bourgeons. Cette zone est constituée par la membrane de cellules qui ont 
récemment fusionné et dont les bourgeons ne se sont pas encore détachés. Cette accumulation de rubans et la 
quasi-absence de bourgeonnement indiquent une déficience de la maturation virale dans les cellules géantes. Le 
cycle s'arrête au niveau de la constitution des rubans et l'étape consistant en l'évagination du bourgeon et 
l'enveloppement de la nucléocapside virale ne se produit pas ou rarement. Au niveau de la cellule géante, 
l'infection rougeoleuse est donc une infection  avortée. 

f)  Hémadsorption 

Comme nous l'avons décrit plus haut (voir chapitre II, B, c, 2) les globules rouges de singe s'adsorbent sur les 
zones de la culture infectée riches en rubans et villosités. C'est donc sur les cellules géantes qu'on observe une 
adsorption massive de globules, en raison de la présence de grandes quantités de rubans sur une surface plane, 
offrant ainsi un grand nombre de sites hémagglutinants pour l'accrochage des globules rouges. Les 
microvillosités, également fréquentes sur les syncytiums et chargées de glycoprotéines virales, offrent aussi une 
grande surface d'adsorption (fig. 4 a et [156]). 

Il était tout d'abord surprenant de ne pas observer d'hémadsorption — ou d'en observer relativement très peu — 
sur les cellules mononucléées, bien que celles-ci soient couvertes de bourgeons viraux riches en hémagglutinine. 
Force est cependant de conclure que le nombre de sites hémagglutinants offerts par les bourgeons viraux 
sphériques à la surface de cellules arrondies est bien moindre que le nombre de sites disponibles sur la cellule 
géante. Pour cette raison, les globules rouges moins fermement amarrés sur les cellules mononucléées, se 
détacheraient lors du lavage. 

Sur la cellule géante, les globules rouges tendent à s'adsorber plus particulièrement au centre où on détecte à fort 
grossissement une accumulation   massive   de   rubans   [156].   Cependant,   nous   avons constaté que cela n'est 
vrai que pour les très grands syneytiums (500 à 800 microns environ). Les syncytiums de taille moyenne (200 à 
500 microns environ) adsorbent les érythrocytes également de préférence en leur centre, mais ils n'y possèdent 
pas une telle concentration de sites hémadsorbants. Les petits syncytiums (moins de 200 microns), eux, ont une 
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répartition homogène de sites hémadsorbants et les globules rouges y sont dispersés [156]. Dans tous les cas, la 
périphérie des syneytiums est très peu hémadsorbante, et correspond à la couronne de bourgeons viraux vue plus 
haut. 

Sur les syneytiums ayant atteint leur taille maximale et ayant arrêté leur croissance depuis quelques heures,  on 
constate que les érythrocytes  concentrés  au centre, forment un anneau  caractéristique [156]. Plus le syncytium 
est âgé, plus l'anneau est clairement marqué, et moins on constate d'hémadsorption au centre de celui-ci. 
L'examen de la surface cellulaire à l'intérieur de l'anneau de globules rouges montre que la membrane, riche en 
microvillosités, est devenue plate et sans relief [156]. Cette perte des caractéristiques de la membrane   explique   
l'incapacité   d'hémadsorber   et   préfigure   la   lyse cellulaire   qui  commence  toujours   au   centre  du   
syncytium  [156]. Les   sites  hémadsorbants   sur  les   cellules   géantes  tendent  donc  à s'accumuler en leur 
centre, ce qui suggère l'existence d'une migration centripète des sites hémadsorbants sur les syneytiums. Cette 
hypothèse  est  appuyée  par l'expérience  consistant à  bloquer les  sites hémadsorbants par des anticorps 
spécifiques du virus, puis à replacer les cellules dans un milieu sans anticorps et laisser les syneytiums réintégrer 
les  nouveaux sites  dans leur membrane.  Ces  nouveaux sites apparaissent à la périphérie des syneytiums [156] 
et semblent coloniser   progressivement   l'ensemble de  la  surface cellulaire. Ce phénomène  ne  se produit 
toutefois que sur les   petits syneytiums n'ayant pas encore atteint leur taille maximale, ce qui suggère que la 
réinsertion  de nouveaux sites pourrait être  en relation  avec la progression  de  la fusion  cellulaire.  Cette   
interprétation   ne  repose cependant   que   sur   des   observations   faites   à  un   moment  particulier et non sur 
une étude dynamique. S'il nous paraît que la fusion cellulaire  est responsable  de  ce  que  nous  considérons  
comme  des mouvements, nous ne pouvons exclure la possibilité, dans les cellules Vero géantes, d'un recyclage 
constant des composants de la membrane cytoplasmique, comme il a été démontré pour d'autres types cellulaires 
[179]. 

C. — INFECTION  PERSISTANTE 

Comme  plusieurs   autres   virus   appartenant   à   des   groupes   très divers,   le  virus  rougeoleux  est  capable   
d'infecter  des   cellules   de façon persistante, sans y produire les perturbations entraînant la lyse cellulaire mais 
en s'y maintenant de façon prolongée et plus ou moins « silencieuse ». In vivo, la persistance du virus rougeoleux 
se rencontre en particulier dans le SNC avec, pour conséquence, l'apparition d'une maladie progressive (voir 
chapitre IV). Il a été suggéré que le virus puisse également persister dans les cellules lymphoïdes avec, pour 
effet, le maintien de l'immunité au virus chez les individus normaux [22]. 

In vitro, on a établi des lignées cellulaires infectées de manière persistante par le virus rougeoleux en maintenant 
les cellules en présence d'anticorps spécifiques du virus, ou en clonant les cellules ayant résisté à la lyse par le 
virus [164, 120, 110, 58, 92, 49, 109]. Ces lignées cellulaires ne manifestent guère d'effet cytopathogène et ne 
produisent pas de virions infectieux ou en produisent peu. Elles contiennent des antigènes viraux 
intracytoplasmiques et des nucléo-capsides de type granuleux bien qu'il n'y ait pas d'alignement de 
nucléocapsides sous la membrane [92, 109]. Cependant, la quantité d'antigènes viraux sur la membrane celullaire 
et leur distribution varient énormément d'une lignée à l'autre. Des infections persistantes ont également été 
établies par coculture de cellules de cerveaux de patients atteints de PESS avec des cellules permissives pour le 
virus rougeoleux [38, 23]. L'étude morphologique d'une de ces lignées a montré la formation de syneytiums et la 
présence de nucléocapsides du type lisse dans le cytoplasme. On ne trouve ni nucléocapsides sous-jacentes à la 
membrane ni bourgeons viraux [44], La couche granuleuse entourant ordinairement la nucléocapside paraît 
nécessaire à l'adhésion de cette dernière à la membrane cellulaire car les nucléocapsides de type lisse ne 
s'alignent jamais sous la membrane  plasmatique. 

Par inoculation d'une souche de virus de la PESS isolée d'une coculture productrice de virions infectieux, une 
infection chronique a été établie dans une lignée de cellules d'adénome de prostate humain. Plus de 95 % de ces 
cellules présentent de l'antigène viral à leur surface [178]. Ces cellules fusionnent rarement, produisent peu de 
virus et possèdent à leur surface des rubans d'antigènes viraux dont l'aspect rigide, en épingle à cheveux les 
différencie des rubans observés lors de l'infection lytique [46]. Les nucléocapsides virales s'alignent donc sous la 
membrane cellulaire, mais d'une façon anormale [43], et sont incapables de s'enrouler dans un bourgeon. Les 
seules formations ressemblant à des bourgeons sont allongées comme des microvillosités. Cette infection est 
donc caractérisée par un blocage tardif de la formation du bourgeon et de son détachement. 
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III. — INTERACTION AVEC  LE  SYSTÈME   IMMUNITAIRE 

A. — IMMUNITE  HUMORALE 

a)  Introduction 

L'infection rougeoleuse persistante du SNC chez l'homme se déroule en présence d'un système immunitaire 
alerté et dûment fonctionnel. La PESS, en effet, survient et progresse alors qu'un taux élevé d'anticorps anti-virus 
rougeoleux se maintient dans le sérum et le liquide céphalo-rachidien (LCR). Ces anticorps sont principalement 
des immunoglobulines G oligoclonales, apparemment synthétisées localement dans le LCR [200], et 
complètement absor-bables par le  virus rougeoleux [201]. 

Il a été suggéré que la cytolyse par les anticorps et le complément pourrait jouer un rôle dans la pathogénie de la 
PESS. En effet, des IgG et le complément ont été trouvés aux mêmes endroits que les nucléocapsides virales 
dans un cerveau de patient atteint de PESS [83]. De plus, on peut obtenir la lyse de cellules en cultures dérivées 
de cerveau de PESS par le sérum du patient lui-même, ou par d'autres sérums contenant des anticorps anti-virus 
rougeoleux, en présence de complément [124], à la condition que les cellules en culture expriment des antigènes 
viraux à leur surface. Or on n'a jamais pu démontrer la présence d'antigènes rougeoleux à la surface des cellules 
nerveuses in vivo lors de l'infection. Le rôle du complément dans la pathologie de l'infection reste donc 
hypothétique. 

Un autre effet potentiel des anticorps sur l'infection est le phénomène de modulation antigénique [17, 18, 122] 
qui a été observé lors de l'infection rougeoleuse in vitro [87, 123]. Lorsqu'une cellule est exposée constamment à 
l'action d'anticorps spécifiques des antigènes de sa membrane, elle finit par devenir insensible à la lyse par le 
complément. 

Il a même été affirmé que la présence d'anticorps anti-virus rougeoleux dans le milieu de culture modifie la 
synthèse de certaines protéines virales dans les cellules infectées [55, 125]. Ces résultats n'ont toutefois pas été 
reproduits. 

b)  Redistribution des antigènes viraux par les anticorps 

En l'absence de complément, l'attachement d'anticorps bivalents ou multivalents aux antigènes exprimés sur la 
surface externe des cellules induit de considérables modifications de la distribution de ces antigènes. Les 
complexes antigène-anticorps ou complexes immuns ainsi formés sont redistribués sur la membrane cellulaire, 
tout d'abord en petits groupes distincts, séparés par des régions de membrane dépourvues de ces complexes. Ce 
regroupement — ou « patch-ing » — est un processus dans lequel la cellule est passive et est permis par les 
propriétés de diffusion de la membrane lipoprotéique. Ensuite, les complexes immuns se regroupent tous à un 
pôle de la cellule (phénomène appelé « capping »). Cette étape requiert de l'énergie et dépend du métabolisme 
cellulaire [169, 35, 104]. Une endocytose des complexes immuns survient alors, suivie d'une libération de ces 
complexes dans le milieu extérieur (phénomène appelé « shedding »). Cette succession de phénomènes se 
produit quel que soit l'antigène impliqué ; et si la membrane cellulaire contient des antigènes viraux, ceux-ci 
seront redistribués de la même façon en présence de leurs anticorps spécifiques, comme il a été démontré pour 
les virus rougeoleux, influenza, ou de tumeur aviaire [86, 97, 136, 165, 134, 95, 125, 127]. La plupart de ces 
études ont été réalisées sur des cellules isolées, en suspension. Nous avons examiné l'effet des anticorps sur la 
localisation et la disponibilité des antigènes rougeoleux exprimés à la surface de cellules Vero en monocouche 
confluente, c'est-à-dire des cellules qui ont établi entre elles des contacts et des jonctions et qui sont attachées à 
un substrat par près de la moitié de la surface totale de leur membrane plasmatique [75]. Ces conditions sont 
proches de celles qui régnent dans un environnement tissulaire. Nous nous sommes intéressés en particulier aux 
cellules géantes sur lesquelles nous avons étudié la mobilité des structures virales dans la membrane, et la 
migration centripète des sites hémadsorbants (chapitre II, B, f). 

1)   Distribution normale. 

Les antigènes du virus rougeoleux sont distribués de façon homogène sur la surface de la cellule géante. En effet, 
après 1 h à 4° C en présence d'IgG anti-virus rougeoleux, l'immunomarquage est réparti uniformément sur la 
cellule (fig. 5 a et [75]). 
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2)  « Patching ». 

Si, après le traitement de 1 h à 4° C avec les anticorps, on maintient les cellules dans un milieu sans anticorps 
pendant 1 h à 37° C, les antigènes se redistribuent en agglomérats séparés les uns des autres par des zones de 
membrane dépourvues d'antigènes viraux. La microscopie électronique montre que les agglomérats sont localisés 
sur des replis de la membrane cellulaire (fig. 5 b et [75]). 

3)  « Capping ». 

Si, après avoir maintenu les cellules en présence d'anticorps pendant 1 h à 4° C, on les place dans un milieu sans 
anticorps pendant 3 h à 37° C, on assiste au regroupement des complexes antigène-anticorps au centre de la 
cellule géante. Sur les syncytiums de grande taille, le regroupement central n'est apparemment pas complet, et il 
se forme un anneau péricentral de complexes immuns [75] rappelant l'anneau de globules rouges observé lors de 
l'hémadsorption (chapitre ïï, B, f). 

4)   Endocytose et « shedding ». 

Quel est le sort des complexes antigène-anticorps ainsi formés et regroupés ? Si l'on marque les anticorps par 
l'iode radioactive, on constate qu'après 3 h à 37° C la moitié environ de la radioactivité est relâchée dans le 
milieu de culture, et qu'après 24 h les 9/10e sont libérés [75]. Cependant, l'examen de coupes de cellules ayant été 
en contact avec les anticorps pendant 1 h à 4° C puis maintenues pendant 3 h à 37° C en l'absence d'anticorps, 
révèle qu'une partie des complexes immuns est ingérée par la cellule avant d'être rejetée dans le milieu extérieur. 

L'endocytose est une étape importante du mécanisme d'élimination des complexes immuns par les lymphocytes 
[35] et elle a été observée lors du traitement par les anticorps de cellules HeLa infectées par le virus de la grippe 
[165]. Elle n'avait pas été remarquée lors du traitement de cellules HeLa infectées par le virus rougeoleux [97, 
134] mais a été confirmée depuis lors [1251. 

Vingt-quatre heures après le traitement par les anticorps, très peu de complexes antigène-anticorps peuvent 
encore être détectés sur la membrane cellulaire ou dans le système lysosomial. Si des anticorps marqués sont 
alors ajoutés, le marquage est similaire à celui qu'on observe au départ, la cellule ayant remplacé les antigènes 
viraux sur sa membrane plasmatique [75]. Nous ne savons cependant pas si les nouveaux antigènes insérés ont 
été synthétisés pendant, les 24 h de l'expérience ou s'il s'agit des antigènes originaux endocytosés, débarrassés 
des anticorps dans les lysomes et recyclés dans la membrane cellulaire. 

5)  Discussion et conclusion. 

Les cellules Vero, organisées en une couche confluente, infectées et fusionnées par le virus rougeoleux, sont 
capables de déplacer activement les complexes antigènes viraux-anticorps sur leur membrane plasmatique. Le 
mécanisme de déplacement et d'élimination de ces complexes immuns procède par étapes distinctes et est 
comparable à celui qu'on observe dans le cas des lymphocytes ou d'autres cellules en suspension. Il ne se produit 
pas en présence d'anticorps monovalents (Fab) ou d'inhibiteurs du métabolisme cellulaire, mais se déroule de 
façon identique si les anticorps sont dirigés contre des constituants  normaux de la membrane  cellulaire [75], 

Le rôle biologique de ces déplacements de complexes immuns reste une énigme. Plusieurs hypothèses ont été 
émises [125]. Ce phénomène paraît être un moyen efficace dont dispose la cellule pour se débarrasser d'antigènes 
étrangers. Le regroupement des complexes immuns se produit assez rapidement, même avant la lyse cellulaire 
dans le cas où le complément est présent. Il est donc possible que le regroupement des complexes ait pour effet 
de faciliter Faction cytolytïque du complément, ou la reconnaissance par les lymphocytes   cytotoxiques. 

La redistribution des antigènes de membrane en présence d'anticorps spécifiques a été observée sur un grand 
nombre de lignées cellulaires. Toutefois, les fibroblastes de rat en culture primaire sont incapables d'opérer ces 
mouvements [168] de même que les cellules dites « non transformées » [48]. Il se pourrait donc que les cellules 
en primoculture, à l'exception des lymphocytes, ne permettent pas la redistribution de leurs antigènes de surface. 
Nous avons remarqué récemment ([160] ; et Rentier et Rammohan, en préparation) que les neurones de souris en 
primoculture ne redistribuent pas les antigènes du virus rougeoleux sur leur membrane, même en 10 jours 
(chapitre IV, D), ce qui indique que la redistribution des antigènes en un amas localisé — ou « cap » — serait 
nécessaire à leur intériorisation par la cellule. Ces observations jettent évidemment un doute sur la signification 
biologique des mouvements de complexes immuns dans les membranes cellulaires, et même sur leur existence in 
vivo. 
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FIG. 5. — Déplacement à 37° C des complexes antigène-anticorps sur la surface d'une cellule Vero géante 
obtenue après infection par le virus rougeoleux, révélé par marquage à l'immunoperoxydase [43]. 
a)   Les complexes antigène rougeoleux-anticorps sont distribués de façon homogène sur la membrane et ses 
replis, à 4° C. 
b)  Après 1 h à 37° C, la membrane ne porte presque plus de complexes antigène-anticorps, mais ces derniers 
sont accumulés sur les replis. Microscope électronique à balayage à émission de champ [75]   (x 19 000). 

 

 

B. — IMMUNITE  CELLULAIRE  

a)   Introduction 

Le rôle de l'immunité cellulaire lors des infections du SNC par le virus rougeoleux est loin d'être bien connu. On 
sait que les infections subaiguës et certaines infections aiguës s'accompagnent d'une réaction inflammatoire 
quelquefois importante (chapitre IV). Des lymphocytes dont les caractères ne sont pas établis, ainsi que des 
plasmo-cytes, sont présents dans le cerveau de sujets atteints de PESS, souvent dans les zones de 
démyélinisation [184, 119]. 
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Les foyers de démyélinisation contiennent des macrophages dont le rôle véritable, primaire ou secondaire, n'est 
pas élucidé. La plupart des études des cellules lymphoïdes de patients ont été réalisées sur de grandes quantités 
de cellules du sang circulant, et non sur des cellules du LCR ou provenant directement des lésions cérébrales, 
pour des raisons évidentes de disponibilité et d'éthique. Il est donc très difficile de faire la part de ce qui est 
attribuable à l'infection rougeoleuse normale elle-même ou à ses complications neurologiques. Il convient 
cependant de vérifier le fonctionnement de l'immunité cellulaire au cas où, comme il a été suspecté, celle-ci 
interviendrait dans l'établissement de l'infection chronique  du SNC. 

En 1968, Burnet [22] fut le premier à suggérer que la PESS humaine puisse être due à la persistance du virus 
rougeoleux en raison d'une immunité cellulaire aberrante ou affaiblie. Selon lui, cette modification de l'immunité 
cellulaire proviendrait elle-même de la multiplication du virus dans le thymus. Cette hypothèse, basée sur 
l'observation classique de la perte de réaction à la tuberculine chez les malades atteints de rougeole et sur d'autres 
observations cliniques plus récentes [113], a suscité de nombreux travaux et controverses. En effet, les résultats 
expérimentaux ont présenté deux situations contradictoires, probablement parce qu'il n'est pas possible d'énoncer 
une règle générale quant au fonctionnement de l'immunité cellulaire chez les malades atteints de PESS. Certains 
sujets n'ont montre aucune altération de la réponse cytotoxique de leurs cellules T [81, 175, 100, 94, 15] alors 
que d'autres ont manifesté une déficience de l'immunité cellulaire attribuable au dysfonctionnement des 
lymphocytes T [56, 114, 102, 111, 91, 103]. Le défaut de réactivité des lymphocytes T pourrait être attribué à 
leur infection par le virus [173] ou à un facteur circulant inhibant leur fonction et présent dans le sérum et le 
LCR des malades [3, 174, 178, 181], peut-être sous la forme d'un complexe antigène-anticorps dont le taux varie 
d'un sujet à l'autre [2], La stimulation ou la « reconstitution » de la fonction normale des lymphocytes T paraît 
améliorer quelque peu l'état clinique des malades atteints de PESS et dont l'immunité cellulaire est déficiente 
[56, 15, 88, 126, 196, 204]. Toutefois, la variabilité des résultats observés chez les malades indique que le 
mécanisme ainsi proposé ne suffit pas à expliquer la pathogénie de la maladie. 

Tous ces travaux ont été réalisés sur les lymphocytes T, qui ont été considérés longtemps comme seuls 
responsables de l'immunité cellulaire. Depuis, on sait que d'autres populations de lymphocytes non-T appelées 
cellules K — « killer cells » — jouent un rôle immunitaire en présence d'anticorps [132] et que, d'autre part, 
certains lymphocytes, appelés cellules NK — « natural killer cells » — sont à même d'exercer une action 
cytolytique à l'égard de cellules exprimant des antigènes étrangers, sans avoir été sensibilisées par ces antigènes 
et sans requérir la présence d'anticorps [139]. La situation s'est encore compliquée depuis la découverte d'une 
sous-population de lymphocytes T non-sensibilisés capables d'exercer une cytolyse en présence d'anticorps [154, 
155, 205]. Le rôle éventuel des cellules K et NK dans l'infection rougeoleuse est encore très mal connu. 

b)  Cytotoxicité lymphocytaire dépendant des  anticorps 

La cytotoxicité lymphocytaire dépendant des anticorps (CLDÀ) est une forme de défense immunitaire 
importante lors des infections virales car son intervention ne requiert que la présence d'anticorps spécifiques du 
virus sur la surface des cellules [132]. Les lymphocytes responsables de la lyse cellulaire, dans ces conditions, 
portent sur leur membrane externe des récepteurs de la portion Fc des immuno-globulines [133, 172]. La portion 
Fc est située à l'extrémité de la molécule d'anticorps opposée à celle qui se fixe spécifiquement à l'antigène. Elle 
peut, par conséquent, se lier à son récepteur s'il est présent, tandis que l'anticorps s'attache à l'antigène 
correspondant. La CLDA a été démontrée lors de l'infection par un rétrovirus in vivo [67, 68]. Elle pourrait bien 
jouer un rôle important dans certaines complications de l'infection rougeoleuse, puisque les anticorps anti-virus 
rougeoleux persistent dans le sérum après l'infection et que le sérum et le LCR des sujets atteints de PESS 
contiennent une  concentration  élevée  d'anticorps  anti-virus  rougeoleux. 

Les lymphocytes responsables de la CLDÀ sont appelés cellules-tueuses ou cellules K (killer cells) et ont été 
définis comme des cellules non-T, portant des récepteurs des Fc. 

En combinant la microscopie électronique avec le dosage biologique de la cytotoxicité, nous avons, avec W. C. 
Wallen, identifié les différents types de lymphocytes intervenant dans la CLDA et observé les caractéristiques 
morphologiques de l'interaction entre cellules K et cellules-cibles. A cet effet, nous avons utilisé des cellules 
infectées par le virus rougeoleux et des lymphocytes circulants de sujets séronégatifs dont les lymphocytes n'ont 
pas d'activité cylotoxique en l'absence d'anticorps [154, 155, 157, 205]. 

1)   Reconnaissance et contact. 

La CLDA débute par une phase de reconnaissance durant 15 à 30 min pendant laquelle les lymphocytes 
s'adsorbent aux cellules-cibles [171, 213], sur des régions de la membrane modifiées par l'infection et où on 
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décèle, en coupe, les nucléocapsides virales [155]. L'adsorption résiste aux lavages vigoureux qui éliminent les 
lymphocytes non adsorbés. Durant cette période, aucune interaction n'est visible entre les lymphocytes et les 
cellules infectées si l'on ne considère pas l'adsorption comme une interaction. 

2)   Interaction. 

Après la période d'adsorption, l'interaction entre cellule K et cellule-cible commence à se manifester. On 
reconnaît alors deux types de lymphocytes adsorbés : ceux qui interagissent avec la cellule-cible en subissant 
eux-mêmes des déformations et ceux qui conservent leur forme originale et paraissent inactifs [155, 43]. La 
proportion des lymphocytes réactionnels augmente régulièrement jusqu'à atteindre environ 50 % après 4 h de 
contact avec les cellules-cibles. Cette augmentation correspond aux mesures de cytotoxicité effectuées par la 
méthode de la libération de chrome radioactif [155]. Nous considérons donc que les cellules qui interagissent 
avec les cellules-cibles doivent être responsables de la CLDA. 

L'interaction est, dans la plupart des cas, très violente et se manifeste par la déformation tant du lymphocyte que 
de la cellule-cible, à tel point qu'il devient très difficile de discerner les détails de leurs structures [155]. Afin de 
pouvoir réaliser nos observations morphologiques, nous avons utilisé une cellule-cible relativement peu sensible 
à la CLDA, et présentant une grande surface plane à l'adsorption des lymphocytes : la cellule géante induite dans 
les cultures de cellules Vero par le virus rougeoleux. La cellule-cible ne se détériorant pas rapidement, il est 
possible : 1) d'examiner les relations membrane-membrane entre les deux protagonistes et 2) de réaliser des 
marquages différentiels des lymphocytes réactionnels ou non-réactionnels afin de les identifier. 

3)   Ultrastructure. 

Les lymphocytes qui réagissent avec la membrane de la cellule-cible le fout de deux manières différentes. 

a)   L'une, de loin la plus fréquente, consiste en l'étalement du lvmphocyte, l'extension par celui-ci de longs 
filopodes radiaires et l'apparition à sa surface de boursouflures et d'évaginations mem-branaircs multiples [155, 
43]. La cellule-cible, elle-même, réagit à cette agression par l'extension de microvillosités sur la cellule K. Le 
lymphocyte paraît « aspirer » une partie de la cellule-cible dans ses propres replis et des extensions des deux 
cellules en présence sont entremêlées. Toutefois, aucune fusion entre elles n'a été observée. Les cytoplasmes 
restent distincts [155]. L'attaque se fait sur une région de la cellule infectée où des nucléocapsides sont alignées 
sous la membrane plasmatique [55] ou assemblées en grandes inclusions cytoplasmiques [155]. 

b)   L'autre type d'interaction est beaucoup plus discret et bien plus rare. Il consiste en l'extension par le 
lymphocyte d'un grand uropode unique sur la membrane de la cellule-cible. L'uropode émet de minces filopodes 
à son extrémité et suscite également une réponse de la cellule-cible, sous la forme de microvillosités 
convergentes [155]. Quelquefois, ces lymphocytes se trouvent à l'intérieur des cellules géantes, au voisinage de 
zones de nécrose [155], ou s'infiltrent entre deux cellules-cibles, se frayant un chemin avec leur uropode [155]. 

L'uropode des lymphocytes a été décrit depuis très longtemps et associé à leur motilité [101,33]. On l'a 
également observé dans diverses conditions, telles que l'adhésion aux macrophages [141], la stimulation par des 
anticorps anti-immunoglobulines [195] ou par des complexes antigène-anticorps [13, 5] et même dans des 
conditions apparemment normales [105]. 

En conclusion, nous constatons l'existence d'au moins trois sortes de lymphocytes adsorbés sur les cellules-
cibles, apparemment identiques avant l'interaction mais aisément reconnaissables après 4 h d'incubation dans les 
conditions de la CLDA : 1) les lymphocytes non réactionnels, n'intervenant pas dans le processus cytotoxique, 
décrits précédemment [70] ; 2) les lymphocytes réagissant avec la cellule-cible de manière intense, avec 
déformations importantes, boursouflures et extensions radiaires (type I) ; 3) les lymphocytes interagissant avec la 
cellule-cible par l'extension d'un grand uropode unique (type II). 

4)  Identification des lymphocytes par marquage in situ. 

Nous avons entrepris de caractériser ces trois types de lymphocytes en utilisant des marqueurs spécifiques, 
aisément reconnaissables en  microscopie électronique à balayage. 

1) Globules rouges de mouton. — Ces globules ont la propriété de s'adsorber   spécifiquement   aux   
lymphocytes   T.   Nous   les   avons utilisés pour identifier les cellules T in situ après 4 h de CLDA. La plupart 
des lymphocytes non-réactionnels sont marqués [155, 43]. Les lymphocytes réactionnels du type I ne sont jamais 
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marqués. Par contre, les lymphocytes du type II sont marqués et les globules s'adsorbent sur l'uropode (fig. 6). 
Une partie importante des cellules non-réactionnelles adsorbées est donc constituée de lymphocytes T. Les 
lymphocytes à uropode sont également des lymphocytes T. Il a été suggéré que la formation d'un uropode est 
caractéristique des cellules T [162] et nos expériences de marquage in situ confirment clairement cette 
hypothèse. 

2) Globules rouges de poulet couverts d'anticorps, — Nous avons recouvert des globules rouges de poulet d'une 
couche d'immuno-globulines G anti-globules rouges de poulet. Les extrémités Fc des immunoglobulines ainsi 
exposées s'attachent aux lymphocytes porteurs de récepteurs des fragments Fc. 

Après 4 h de CLDA, les érythrocytes de poulet sont adsorbés sélectivement aux lymphocytes réactionnels [155, 
43]. Les cellules K étant, par définition, porteuses de récepteurs des Fc, elles correspondent donc à celles qui 
interagissent avec la cellule-cible. 

5) Rôle des lymphocytes T porteurs de récepteurs des portions Fc. 

Bien que la présence de récepteurs des fragments Fc sur certaines cellules T animales et humaines soit connue 
[212, 21, 37, 198, 53, 180, 36], les cellules T ont toujours été considérées comme inactives dans la CLDA [199, 
20, 172, 117]. 

Un fait inattendu, cependant, se dégage de nos observations. En effet, nos mesures de cytotoxicité indiquent que 
les cellules T purifiées exercent une activité faible, mais reproductible lors de la CLDA [155]. D'autre part, nous 
avons observé la présence de cellules T étendant un long uropode sur la cellule-cible. Il semble donc que 
certaines cellules T soient capables d'intervenir dans la CLDA. Afin de démontrer clairement cette intervention, 
nous avons procédé à la purification de sous-populations de lymphocytes [154, 155, 157, 205]. Tout d'abord, 
nous avons sésparé les cellules T des cellules non-T par la technique des rosettes d'érythro-cytes de mouton. 
Ensuite, à partir des cellules T purifiées, nous avons isolé les cellules portant des récepteurs des Fc (cellules 
TFc+) en formant des rosettes d'érythrocytes de poulet recouverts d'anticorps. La proportion de cellules TFc+ 
dans la population des lymphocytes circulants est très faible (1 % environ). Par conséquent, il est difficile de 
démontrer leur activité cytotoxique par la méthode de la libération de chrome radioactif. 

FIG. 6. — Marquage in situ par les érythrocytes de mouton, d'un lymphocyte étendant un uropode sur une cellule 
Vero géante, après 4 h en présence d'anticorps anti-virus rougeoleux. 
Le marquage démontre l'origine thymique (cellule T) du lymphocyte à uropode. Remarquez l'adsorption des 
érythrocytes sur l'uropode et non sur le corps cellulaire   [155].   .Microscope   électronique   à   balayage   (x 6 
500). 
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FIG. 7. — Marquage par immunofluorescence d'un neurone de souris en culture infecté depuis 7 jours par le 
virus rougeoleux en présence d'anticorps spécifiques du virus. 
Les neurones sont  le seul  type cellulaire infecté  (x 1 200). 
Cartouche : hémadsorption d'érythrocytes de singe sur le corps cellulaire (à gauche) el  sur le neurite d'un 
neurone infecté.  Microscope optique  (x 1 200). 

 

Nous avons donc essayé de visualiser les cellules portant les deux récepteurs qui les identifient comme cellules 
TFc+ et réagissant avec la cellule-cible. Nous avons placé les cellules TFc+ purifiées sur des cellules-cibles 
pendant 4 h à 37° C en présence d'anticorps, et les avons soumises ensuite à un double marquage in situ par des 
érythro-cytes de mouton et par des érythrocytes de poulet recouverts d'anticorps. La taille et la forme de ces deux 
types d'érythrocytes sont aisément reconnaissables. Cette technique nous a permis de photographier des cellules 
TFc+ étendant un uropode sur la cellule-cible [155], démontrant ainsi l'implication d'une sous-population de 
cellules T, porteuses de récepteurs des Fc, dans la CLDA. 

Bien que ces cellules soient très peu nombreuses et manifestent une activité faible, nous pensons qu'elles 
pourraient bien jouer un rôle plus important qu'il n'y paraît à première vue. En effet, les transformations 
importantes des cellules K de type I lors de leur interaction avec la cellule-cible sont telles qu'il paraît peu 
probable que les lymphocytes survivent à l'attaque cytotoxique. La cytoto-xicité de type I semble suicidaire. Par 
contre, la déformation subie lors de l'interaction de type II, caractéristique des cellules TFc+, est relativement 
bénigne et pourrait être réversible. Il ne s'agit ici que d'une hypothèse, mais si elle s'avère exacte, les cellules 
TFc+ pourraient intervenir plusieurs fois de suite, comme le font les lymphocytes T sensibilisés, alors que les 
cellules K-non-T ne pourraient exercer leur activité cytotoxique qu'une seule fois [155]. 

6) Conclusion. 

Nos résultats démontrent tout d'abord que la CLDA est un processus susceptible d'opérer lors de l'infection 
rougeoleuse naturelle, car il se déroule efficacement in vitro. D'autre part, nous avons montré que la CLDA n'est 
pas le fait des seuls lymphocytes non-T, mais qu'une sous-population de cellules T portant des récepteurs de la 
portion Fc des immunoglobulines participe à l'action cytotoxique. 

Il reste toutefois important de déterminer l'aptitude des lymphocytes de malades atteints de complications 
neurologiques de la rougeole, à exercer la CLDA. 

 

 

 

 



Published in : Bulletin de l’Institut Pasteur (1981), vol. 79, n°2, pp. 107 
Status : Postprint (Author’s version) 
 

IV.   —  LE   VIRUS   ROUGEOLEUX ET  LE   SYSTÈME   NERVEUX  CENTRAL 

Le virus rougeoleux, lorsqu'il pénètre dans le SNC, peut y provoquer divers types de complications 
neurologiques [113, 39]. La pathologie  du   SNC   attribuable  au  virus  rougeoleux  se  manifeste 
essentiellement sous deux aspects différents, l'infection aiguë et l'infection chronique ou subaiguë. Lors de 
l'infection aiguë, on trouve généralement du virus libre dans le cerveau. Dans ce cas, les surnageants des broyats 
de cerveaux sont infectieux pour des cellules permissives en culture. Par contre, lors de l'infection chronique du 
SNC, le virus n'est habituellement pas à l'état libre dans le cerveau et reste associe aux cellules à cause d'un 
défaut de la maturation virale. On doit alors recourir à la technique de coculture des cellules nerveuses infectées 
avec des cellules permissives in vitro pour extraire le virus. Il y a cependant des exceptions à cette régle, et le 
tableau anatomo-pathologique n'est pas toujours aussi tranché. La réponse immunitaire également est différente 
dans ces deux formes extrêmes d'encéphalite, les anticorps étant présents dans le cerveau lors de l'infection 
subaiguë mais non lors de l'infection aiguë. 

Nous passons en revue dans ce chapitre les caractéristiques des infections humaines et expérimentales du SNC 
par le virus rougeoleux, et rapportons en détail l'infection rougeoleuse persistante que nous avons établie dans 
des neurones de souris in vitro. 

A.   —   L'INFECTION   HUMAINE 

a)   Infection aiguë 

L'atteinte du SNC par le virus rougeoleux peut se développer à des degrés divers. Il n'est pas rare, lors 
d'infections rougeoleuses banales, de déceler chez les enfants une pléiocytose du LCR [121] ou certaines 
anomalies de l'électrocncéphalogramme [57] sans que cela n'implique une atteinte sérieuse du SNC [66]. 

Dans d'autres cas, une encéphalite aiguë post-rougeoieuse se développe 4 à 6 jours environ après l'apparition de 
l'exanthème. La pathologie de l'encéphalite se caractérise par une inflammation et une démyélinisation 
périvaseulaire, quelquefois en plaques, avec infiltration de cellules microgliales, d'astrocytes fibreux et parfois de 
mononucléaires, tableau rappelant l'encéphalite allergique expérimentale chez l'animal [6], L'encéphalite survient 
le plus fréquemment chez les enfants de plus de 3 ans ainsi que chez les adolescents ou les adultes. On trouve, 
dans les cellules de cerveaux infectés, des inclusions cytoplasmiques et nucléaires de nucléocapsides virales [1]. 
et on a pu isoler le virus rougeoleux du cerveau et du LCR de patients [186, 140]. Les antigènes rougeoleux sont 
présents dans les neurones, les cellules gliaies et les cellules du LCR. Dans d'autres cas, il a été nécessaire de 
réaliser une coculture pour récupérer le virus, bien que la maladie fût de type aigu. 

Plusieurs théories ont été proposées pour expliquer la pathogénie de l'encéphalite post-rougeoleuse aiguë : 1) 
l'incorporation d'antigènes de l'hôte dans les enveloppes virales, suscitant une autoimmunité contre des antigènes 
du cerveau et, en particulier, de la myéline, par analogie avec l'encéphalite allergique expérimentale ; 2) la 
destruction des cellules nerveuses par le virus lui-même [127, 90, 113]. 

b)  Infection aiguë retardée 

Parfois l'encéphalite aiguë sa développe plusieurs années après l'infection rougeoleuse, avec un décours rapide et 
une pathologie similaire à celle de l'encéphalite post-rougeoleuse aiguë [59]. 

Une infection du SNC par le virus rougeoleux est parfois observée chez des enfants dont l'immunité cellulaire est 
déficiente. Ces enfants manifestent, 6 mois environ après avoir contracté la rougeole, une encéphalite fatale qui 
dure environ 2 mois. Dans cette encéphalite, les lésions sont plus limitées et n'atteignent pas la matière blanche. 
Des antigènes rougeoleux sont présents dans les cellules nerveuses. Il s'agit vraisemblablement d'une infection 
latente, activée par la déficience  de  l'immunité  cellulaire  [39]. 

e)   Infection subaiguë et chronique 

La PESS [32, 135, 197] est une maladie rare (un cas par million, environ) frappant des enfants qui ont contracté 
la rougeole avant l'âge de 2 ans [82] et survenant 5 à 7 ans plus tard. L'incidence de la maladie semble en relation 
avec le nombre de cas de rougeole. 

Aux Etats-Unis, la PESS est devenue extrêmement rare environ 5 ans après la généralisation de la vaccination, et 
a maintenant presque disparu. Bien que des complications neurologiques se produisent parfois après la 
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vaccination, sous forme d'encéphalite aiguë, l'incidence en est mille fois moindre qu'après la rougeole naturelle 
[98]. Les risques de développer une PESS sont dix fois moindres après vaccination [112]. 

Il paraît clair qu'avant de déclencher une PESS, le virus reste présent dans l'organisme, vraisemblablement dans 
le SNC où il progresse lentement pour finir par entraîner des dommages décelables cliniqnement. La maladie 
dure de 6 mois à 3 ans en moyenne, mais peut se prolonger pendant une vingtaine d'années. Elle consiste en une 
dégénérescence progressive des fonctions mentales et motrices, et malgré de rares cas de rémission temporaire, 
elle est invariablement fatale. 

Dans les lésions, on trouve une infiltration périvaseulaire, on remarque la présence d'astrocytes fibreux, de 
lymphocytes, de plasmocytes  et  de microglie.   Les neurones et  les oligodendrocytes contiennent des inclusions 
nucléaires. On observe la perte de neurones et la présence de foyers de démyélinisation dans la substance 
blanche. Les inclusions nucléaires [32] consistent en amas de nucléocapsides virales [16, 182, 130]. Des 
nucléocapsides ont également été observées dans  le  cytoplasme  des  neurones,  dans  les  axones  myélinisés,  
les dendrites et les zones post-synaptiques [188, 189]. On n'a cependant jamais décelé d'alignement de 
nucléocapsides virales sous les membranes   cellulaires,   ni   de   bourgeonnement   de   particules   virales. Le 
taux des anticorps dirigés contre le virus rougeoleux est très élevé dans le sérum et dans le LCR [31]. Les 
antigènes rougeoleux ont été mis en évidence dans des coupes de cerveau [31, 184], ainsi que des anticorps anti-
virus rougeoleux et du complément au niveau des lésions [83].  Dans des cultures cellulaires réalisées à partir de 
biopsies cérébrales, on a décelé des fusions et la présence d'antigènes viraux [10].  Le virus rougeoleux a été 
isolé  pour la première fois par  coculture de cellules cérébrales avec des cellules  permissives par Horta-Barbosa 
et coll. [76] et à partir de cerveau ou de ganglion lymphatique depuis lors [77, 30, 89, 186, 194]. Tous ces 
éléments ont établi sans conteste la responsabilité  du virus rougeoleux dans la PESS, bien que la pathogénie de 
la maladie soit encore inconnue. Il a été suggéré  qu'un mutant du virus rougeoleux puisse  survenir   et   infecter   
le   SNC sans  pouvoir s'y répliquer en cycle complet [128, 144, 146,  194, 113, 183, 209]. C'est sur  la base de 
cette hypothèse que les virus isolés de cultures de cellules nerveuses de malades atteints de PESS ont été appelés 
« virus de la PESS ». On a même cru  localiser la mutation  dans  la  partie du génome viral codant pour la 
protéine M.  Cette proposition s'appuyait sur l'absence de protéine M dans les cellules dérivées de cerveaux 
infectés [64] et sur l'absence de réaction sérologique croisée entre la protéine M d'un virus de PESS et celle d'un 
virus rougeoleux sauvage [63, 163]. De plus, le sérum des patients atteints de PESS ne paraissait  pas  contenir  
d'anticorps  anti-protéine  M  [64], et cela était interprété comme le reflet d'une diminution de la synthèse de cette 
protéine  chez ces malades.  En fait,  des études récentes  ont montré que, d'une part, des anticorps anti-protéine 
M peuvent être détectés par une méthode plus sensible  dans  le  sérum  et le LCR de sujets atteints de PESS 
[190] et  que  d'autre  part  le sérum de sujets normaux est très souvent dépourvu d'anticorps anti-protéine M. 
Seuls les convalescents de rougeole possèdent ces anticorps de façon régulière (W. G. Bellini, communication 
personnelle). 

Enfin, on a cru que la PESS pouvait être provoquée par la conjonction de deux agents viraux au moins, le virus   
rougeoleux  et  un papovavirus [93,  116,  211].  Cette hypothèse est maintenant abandonnée. 

Il est donc à présent clairement établi que la PESS résulte d'une invasion progressive du SNC par le virus 
rougeoleux, d'une modification de ce virus dans le SNC ou de l'inaptitude des cellules nerveuses à répliquer 
normalement le virus, ce qui induirait une persistance de l'infection. Quant au système immunitaire, son rôle 
dans le décours de l'infection est soupçonné, mais reste à explorer. 

B. — LES  MODELES ANIMAUX EXPERIMENTAUX 

Depuis plus d'une décade, de nombreux modèles d'infection aiguë, subaiguë et chronique par le virus rougeoleux 
ont été établis chez des animaux de laboratoire afin de mieux comprendre l'infection humaine du SNC sous ses 
formes diverses. Pour infecter le SNC des animaux, on a utilisé une variété de souches de virus provenant soit 
d'infections rougeoleuses banales (virus rougeoleux), soit d'infections subaiguës (virus de la PESS). 

Parmi les souches de virus rougeoleux, on compte notamment les souches Edmonston, Schwartz et Philadelphia, 
qui ont toutes une longue histoire de passages en culture de cellules et parfois chez l'animal. Un virus dérivé de 
la souche Philadelphia, après plus de 100 passages successifs en cerveaux de hamster et appelé HNT est devenu 
encéphalitogène pour le hamster, le rat et la souris [23, 170, 25]. Cette souche reste associée aux cellules qu'elle 
infecte et ne produit pas  de  virus  libre. 

Parmi les souches de virus de la PESS, on trouve plusieurs souches isolées directement de cerveaux de patients 
atteints de PESS ainsi que des souches dérivées de celles-ci après passages dans des cerveaux d'animaux divers, 



Published in : Bulletin de l’Institut Pasteur (1981), vol. 79, n°2, pp. 107 
Status : Postprint (Author’s version) 
 

comme le furet [187], le hamster et le singe [4]. Certaines souches produisent du virus libre en cultures 
cellulaires; d'autres restent rigoureusement associées aux cellules qu'elles infectent et ne peuvent être propagées 
que par inoculation d'extraits cellulaires non centrifugés. 

a)  Infection inflammatoire aiguë 

Une encéphalite aiguë rapidement fatale a été obtenue chez le hamster nouveau-né par inoculation intracérébrale 
de virus rougeoleux neuroadapté ou de virus de la PESS. La pathologie de cette infection a été étudiée en détail, 
de même que la localisation des antigènes viraux dans le SNC [9, 84, 26, 147,  45].  L'infection est localisée 
principalement dans les neurones, bien que d'autres types cellulaires soient atteints également. On observe une 
légère inflammation et des cellules géantes contenant des inclusions cytoplasmiques de nucléocapsides de type 
granuleux, mais on n'observe pas d'inclusions nucléaires. Les nucléocapsides s'alignent sous la membrane 
plasmatique, et les antigènes viraux sont présents à la surface des cellules infectées et au niveau des inclusions 
cytoplasmiques. On trouve également des antigènes viraux, sans support structural reconnaissable, dans le 
cytoplasme et parfois dans le noyau. On peut isoler du virus libre du cerveau. 

Il paraît clair que le caractère aigu de la maladie est en relation avec l'immaturité du système immunitaire des 
animaux nouveau-nés. En effet, les hamsters adultes recevant les mêmes virus ne sont pas affectés [99, 26, 61] 
sauf si leur système immunitaire est expérimentalement altéré, auquel cas ils succombent à une encéphalite 
identique à celle du nouveau-né [27, 85]. 

b)  Infection aiguë sans inflammation ni encéphalopathie 

Chez la souris BALB/c jeune, la souche HNT provoque une infection aiguë, tuant un tiers des animaux, sans 
altérations pathologiques du cerveau ni inflammation ni démyélinisation [61]. Cette infection n'est cependant pas 
obtenue chez les souris nouveau-nées ou plus âgées, même après immunosuppression. L'expression du virus 
dans le cerveau dépend donc étroitement de l'âge de l'animal. Un état de maturation particulier de certaines 
cellules semble donc requis pour l'infection. On ne trouve pas de nucléocapsides dans les cellules infectées, mais 
une accumulation d'antigènes viraux non structuraux dans certains neurones [72], ce qui indique que la 
maturation virale ne doit pas nécessairement se développer jusqu'à l'assemblage de nucléocapsides pour 
provoquer la mort des animaux. 

L'adaptation du virus HNT par passages successifs dans des cerveaux de souris BALB/c a produit une souche qui 
provoque une encéphalopathie similaire chez la souris BALB/c adulte. Les antigènes viraux sont exclusivement 
localisés dans les neurones. Ceux-ci ne montrent aucun signe cytopathologique et il n'y a pas d'assemblage viral. 
Des nucléocapsides de type granuleux ou lisse sont présentes dans le cytoplasme et le noyau des neurones. Des 
antigènes viraux non structuraux sont dispersés dans le cytoplasme, s'accumulant à l'extrémité des dendrites, 
dans les zones post-synaptiques [203], Ces observations suggèrent que le dysfonctionnement neuronal chez 
l'animal infecté est dû à la présence des antigènes viraux au niveau des synapses. En outre, il se peut que cette 
accumulation trahisse une propagation transsynaptique des éléments viraux d'un neurone à l'autre. 

c)  Infection subaiguë et chronique 

La première encéphalite chronique établie expérimentalement chez l'animal avec le virus rougeoleux fut obtenue 
en présence d'anticorps spécifiques du virus [208]. La souche Schwartz adaptée au cerveau de hamster est 
inoculée à des hamsters nouveau-nés dont les mères ont été immunisées contre le virus rougeoleux, et les 
animaux développent une encéphalite chronique qui dure plus de 2 mois. 

L'inoculation d'une souche de virus de la PESS à de jeunes hamsters [26, 145] ou de la souche HNT à des rats 
adultes [170] provoque chez ces animaux une infection chronique du SNC avec démyélinisation, dégénérescence 
neuronale et inflammation. Dans le cas des hamsters, l'élévation du taux d'anticorps va de pair avec un défaut de 
maturation virale et l'établissement de l'infection chronique. La présence d'immunoglobulines G a été démontrée 
au niveau des lésions comme dans le cas de la PESS humaine. Comme dans la maladie humaine également, le 
virus ne peut être recouvré que par coculture. De même, il n'y a pas d'alignement de nucléocapsides sous la 
membrane cellulaire, ni de bourgeons viraux. Cependant, les cellules géantes, fréquentes dans les cerveaux de 
hamster, n'ont été observées qu'une seule fois dans un cerveau humain lors d'une PESS [80]. Ce modèle 
expérimental chez le hamster est remarquablement similaire à la PESS humaine malgré quelques différences 
quant à la localisation des lésions. 
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D'autres modèles ont été établis, par inoculation de souches de virus de la PESS, chez le furet [187] et chez le 
singe rhésus [4]. Ces virus sont intimement associés aux cellules géantes que l'on a inoculées directement aux 
animaux. Un décours clinique et une pathologie semblables à ceux de la PESS humaine sont obtenus chez les 
animaux possédant déjà une immunité au virus rougeoleux. 

Enfin, récemment, un modèle d'encéphalite subaiguë a été établi chez la souris SJL avec le viras HNT [148] ou 
chez la souris BALB/c, par injection de virus HNT dans des conditions où le virus tue l'animal, et administration 
d'anticorps anti-virus rougeoleux [150, 151]. La plupart des souris sont protégées dans ces conditions, mais une 
petite proportion d'entre elles contracte une encéphalite subaiguë tardive. Ce phénomène est également observé 
avec certains anticorps monoclonaux anti-hémagglutinine du virus [149]. 

En conclusion, il existe de nombreux aspects de l'infection rougeoleuse expérimentale du SNC, de même qu'il 
existe une gamme étendue d'infections naturelles. Bien que les systèmes expérimentaux soient très artificiels, il 
paraît évident que certains anticorps spécifiques du virus pourraient jouer un rôle important dans le retard et le 
caractère subaigu de l'infection. L'immunité cellulaire pourrait, elle aussi, intervenir, mais son rôle est encore très 
peu compris. 

C. — L'INFECTION  CHRONIQUE DE    CELLULES    NERVEUSES   «  IN    VITRO   » 

a)  En cultures organotypiques 

Relativement peu de travaux ont été réalisés sur l'infection rou-geoleuse de cellules nerveuses en culture. Raine 
et coll. [142, 143, 144, 145] et Sheppard et coll. [176] ont infecté des cultures organo-typiques de SNC ou 
périphérique de rongeurs par du virus rougeoleux ou du virus de la PESS. Ils ont trouvé tous les stades de 
maturation virale décrits plus haut (chapitre II, b) avec toutefois, en plus, la présence   d'inclusions  
intranucléaires  de  nucléocapsides  virales. 

L'introduction de la souche rougeoleuse type sauvage Edmonston dans des cultures organotypiques de ganglion 
sensoriel de hamster provoque une infection persistante, durant plus de 2 mois. Du virus infectieux est produit 
durant toute cette période, et les nucléocapsides virales s'alignent sous la membrane cellulaire et sont incorporées 
dans les bourgeons viraux [143]. 

Lorsque le même virus est inoculé à des cultures organotypiques de cervelet de hamster, des cellules géantes 
apparaissent après 5 ou 6 jours, des nucléocapsides abondent dans le cytoplasme et s'accolent à la membrane, des 
virions bourgeonnent. Ultérieurement, de nombreuses nucléocapsides apparaissent dans les noyaux. Certains 
bourgeons viraux contiennent des microtubules. Les neurones sont relativement rapidement éliminés [142]. Des 
observations similaires sont faites avec un virus libre de la PESS qui provoque la fusion de neurones  entre eux 
ou  avec  des  cellules  gliales  [144]. 

Par contre, si du virus intimement associé aux cellules d'une lignée dérivée d'un cerveau de malade atteint de 
PESS est administrée aux cultures de cervelet de hamster, il n'y a pas ou très peu de virus infectieux produit, 
mais tous les types cellulaires sont infectés et on observe des fusions cellulaires [176]. 

b)  En cultures de cellules dissociées 

Nous avons entrepris l'étude de l'infection rougeoleuse du SNC in vitro en infectant des cultures de neurones 
dissociés par le virus rougeoleux sauvage. Ces cultures permettent de contrôler avec précision la multiplicité 
d'infection et de réaliser de l'immuno-marquage, deux facteurs essentiels de notre étude, non réalisables en 
cultures organotypiques. 

1)   Les cellules. 

Les cultures de neurones sont obtenues par dissociation enzy-matique et mécanique de moelle épinière 
d'embryons de souris prélevés in utero à 12 ou 13 jours de gestation. Elles sont entretenues dans un milieu 
nutritif adéquat, contenant une concentration élevée de glucose et un inhibiteur de la prolifération d'autres types 
cellulaires [129, 152, 51]. Les cultures s'établissent en monocouche et contiennent plusieurs types cellulaires : 
des neurones, des cellules gliales et des fibroblastes. Les neurones, dont la croissance a été favorisée 
sélectivement, achèvent leur maturation en 3 à 4 semaines. Ils étendent dans la culture un réseau dense de 
neurites, forment des synapses entre eux et deviennent stables quant à leur morphologie, leur taille, leurs contacts 
synaptiques et leur activité électrophysiologique [118]. Les cultures peuvent ainsi être maintenues pendant deux 
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mois sans perte appréciable de neurones. 

2)   Le virus. 

Parmi plusieurs souches de virus rougeoleux ou de la PESS, seule la souche rougeoleuse Edmonston a provoqué 
une infection dans les cultures. Cette souche nous a été fournie par W. J. Bellini. Elle a été clonée et concentrée à 
5 X 107 particules infectieuses par ml. 

L'utilisation pour cette étude d'une souche de virus rougeoleux de type sauvage, et non d'un virus de la PESS ou 
neuroadapté, présente un intérêt particulier. En effet, cela correspond aux conditions qui semblent prévaloir dans 
la nature. Les virus ayant infecté le SNC ne se transmettent pas. Seul le virus rougeoleux sauvage se transmet 
d'individu à individu et envahit quelquefois le SNC, provoquant une infection erratique, sans avenir pour l'agent 
infectieux. 

3)   L'infection est conditionnelle. 

Deux conditions se sont avérées essentielles pour l'infection des cultures de neurones dissociés. La première est 
l'inoculation d'une suspension très concentrée de virus rougeoleux, à la multiplicité d'infection d'au moins 20 
unités infectieuses par cellule. La seconde condition est l'âge des cellules en culture. Il est clair que l'infection 
des neurones ne survient que si les cellules sont en culture depuis 8 à 12 jours au moment de l'infection. Cela 
suggère que l'état de maturation des cellules nerveuses est d'une importance majeure pour le succès de 
l'infection, comme il a été démontré chez l'animal (61, 72]. 

4)  L'infection est persistante et sélective pour les  neurones. 

Deux jours après l'infection, 10 % environ des neurones présents contiennent des antigènes rougeoleux 
détectables par immuno-fluorescence. Les antigènes viraux forment des inclusions péri-nucléaires dans le corps 
cellulaire des neurones, mais sont généralement absents des neurites [159]. Sept jours après l'inoculation, 40 % 
des neurones sont infectés ; ce pourcentage se maintient pendant toute la durée de l'infection, aussi longtemps 
que les cellules sont maintenues en culture. Sur des préparations fixées, les antigènes viraux sont détectés dans 
les grandes inclusions cytoplasmiques périnucléaires, le long des neurites et sur la membrane plasmatique des 
neurones (fig. 7). Sur des préparations vivantes colorées par immu-nofluorescence, les antigènes viraux sont 
détectés en grand nombre sur la membrane cellulaire des neurones. Des anticorps monoclonaux ont été préparés 
par D. E. McFarlin et al. [106] et sont spécifiques de l'hémagglutinine du virus rougeoleux. Ces anticorps 
détectent l'hémagglutinine virale sur la membrane des neurones infectés. La présence de l'hémagglutinine sur les 
neurones est confirmée par l'hémadsorption. Le corps cellulaire des neurones et les neurites sont hémadsorbants. 
Les mêmes neurones hémagglutinent et portent les antigènes viraux (fig. 7). 

Après trois semaines d'infection environ, un réseau dense de neurites s'est établi dans la culture, et les antigènes 
viraux s'y répartissent [159]. Nous n'avons pas décelé d'effet cytopathogène du virus sur les cellules infectées. En 
fait, sans recourir à l'immuno-marquage, il est impossible de distinguer les neurones infectés des neurones non 
infectés, ou les cultures infectées des témoins. Aucune fusion cellulaire ne se manifeste, pas plus qu'un 
changement de forme des neurones ou une inhibition de la croissance des neurites. A part les neurones, aucun 
autre type cellulaire n'est apparemment infecté pendant toute la durée de l'infection. 

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

Nous avons observé, avec Rammohan [160], l'effet d'anticorps anti-virus rougeoleux sur les neurones vivants 
infectés par le virus. Nous avons utilisé un sérum hyperimmun de souris ou des anticorps monoclonaux  
spécifiques   de   déterminants   antigéniques   situés   sur l'hémagglutinine virale [106], ou encore un sérum de 
malade atteint de PESS, et nous avons examiné la distribution des antigènes correspondants sur les neurones 
vivants,  par immunofluorescence. 

Tous les anticorps utilisés se fixent à la surface des neurones et des neurites. Le sérum hyperimmun et le sérum 
de malade bloquent complètement les sites antigéniques disponibles. Les anticorps monoclonaux bloquent les 
antigènes dont ils sont spécifiques mais, après leur attachement, il est encore possible d'y fixer le sérum 
hyperimmun ou le sérum de malade qui réagissent également avec d'autres déterminants. 

Après avoir été mis en contact avec les neurones infectés pendant 1 h, les anticorps se maintiennent sur la 
membrane et sont encore détectables après 10 jours. De même, si les anticorps sont maintenus dans le milieu de 
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culture pendant 10 jours, ils recouvrent les neurones infectés et bloquent les antigènes rougeoleux pendant toute 
la durée du traitement. 

Il existe donc une différence importante entre les neurones et les cellules Vero quant à leur aptitude à redistribuer 
et éliminer les complexes antigène-anticorps formés sur leur membrane (chapitre III, A, b). 

6)   L'infection  n'est pas  productive. 

A aucun moment, le milieu de culture des neurones infectés ne contient de virus infectieux. Les cellules Vero 
auxquelles ces échantillons sont ajoutés ne montrent ni fusion cellulaire, ni antigènes viraux pendant 7 jours 
d'incubation à 37 ou à 32° C. Les mêmes échantillons ne transmettent pas l'infection à d'autres cultures de 
neurones âgées de 10 jours. 

La seule façon de récupérer du virus infectieux des cellules nerveuses est de réaliser une coculture de ces cellules 
avec des cellules Vero. Dans ces conditions, on voit apparaître des foyers de fusion cellulaire aux alentours 
immédiats de neurones après 2 jours, lorsque les cellules Vero occupent toute la surface libre de la culture. A ce 
moment, les cellules géantes ainsi que les neurones voisins contiennent des antigènes viraux détectés par 
immunofluorescence. Le milieu des cocultures contient du virus infectieux. Les cocultures les plus productives 
sont réalisées avec des neurones infectés depuis 18 jours (tableau III). 

7)   L'assemblage viral est défectif. 

L'observation au microscope électronique de coupes de neurones infectés, après marquage à 
l'immunoperoxydase, révèle la présence d'antigènes viraux sur la membrane plasmatique [159], comme on  
pouvait s'y attendre au vu de l'immunofluorescence de surface. Le cytoplasme des neurones que l'on reconnaît à 
leurs contacts synaptiques, contient de grandes inclusions formées de nucléocapsides virales granuleuses. Les 
nucléocapsides ne s'alignent pas sous la membrane cellulaire comme lors des infections productives. Les neurites 
eux-mêmes contiennent des amas de nucléocapsides granuleuses, non alignées sous la membrane et quelquefois 
des nucléocapsides lisses. La membrane plasmatique des neurones forme de nombreuses protubérances de la 
taille de bourgeons viraux, couvertes d'antigènes rougeoleux mis en évidence par l'immunoperoxydase. 
Toutefois, la plupart de ces bourgeons se distinguent de vrais bourgeons viraux par l'absence de nucléocapside 
virale enroulée en spirale. Ces protrusions sont, au contraire, remplies de vésicules et de tubules, d'une trentaine 
de nanomètres de diamètre et de nature indéterminée [159]. Ces pseudo-bourgeons s'accumulent en grand 
nombre sur la membrane cellulaire des neurones et ne paraissent pas s'en détacher. Dans de rares cas, on observe 
à l'intérieur des protrusions des filaments dont les dimensions sont celles des nucléocapsides mais qui ne sont pas 
enroulés [159]. 

TABLEAU  III . — Pouvoir infectant du milieu de coculture. 

Temps auquel la coculture 
est réalisée (en jours 

après l'infection) 

Pouvoir infectant du milieu de la coculture 
après 2 jours déterminé en SFU 

(unités formatrices de syncytiums) 

7 1  X 101 

14 1  X 103 
18 2 X 104 

25 2  X 102 

 
L'assemblage des virions est donc défectif puisque les bourgeons ne se détachent pas, contiennent rarement de 
nucléocapside mais souvent du matériel d'origine cellulaire. 
 
8)  La synthèse des protéines virales est complète, mais modifiée. 

La synthèse des polypeptides viraux lors de l'infection des neurones a été examinée en collaboration avec Bellini 
[158, 159], afin de déterminer si le défaut de maturation du virus est dû à l'absence ou la modification d'une ou 
plusieurs protéines virales. L'analyse est réalisée par électrophorèse en gel de polyacrylamide de lysats 
cellulaires obtenus après incorporation de méthionine radioactive et immunoprécipités.    L'immunoprécipitation 
est effectuée par un sérum hyperimmun qui contient des anticorps réagissant avec tous les polypeptides du virus 
ou par des anticorps monoclonaux spécifiques de l'hémagglutinine virale [106]. L'autoradiographie des gels 
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[159] démontre la synthèse de tous les polypeptides du virus rougeoleux dans les neurones. L'absence d'un 
polypeptide ne peut donc  être  incriminée  dans  l'avortement  de  la   maturation   virale. 

La NP est synthétisée en quantité relativement faible. Dans cette expérience, le marquage à la méthionine 
radioactive a lieu du 13 au 14e jour de l'infection et, à ce moment, la microscopie électronique a montré une 
abondance de nucléocapsides dans les neurones. 

Il semble donc exister un phénomène d'auto-régulation sélective de la synthèse de nucléoprotéine (NP) par son 
accumulation dans la cellule neuronale. La polymérase virale (P) est également synthétisée en faible quantité, et 
sa migration électrophorétique est ralentie. La protéine M est synthétisée dans les neurones. Sa vitesse de 
migration électrophorétique et son antigénicité sont celles de la protéine M du virus original. On ne peut donc 
apparemment pas invoquer une modification de cette protéine pour expliquer l'échec de l'assemblage des  
composants viraux. 

Le polypeptide HA synthétisé dans les neurones migre plus rapidement que celui qu'on trouve dans le virus ou 
dans des cellules lors d'infections productives. Cette modification de l'HA est observée également lorsqu'on 
utilise pour l'immunoprécipitation des lysats de neurones, les anticorps monoclonaux anti-HA. L'HA est donc 
modifiée lors du passage du virus sauvage dans les neurones, peut-être dans son degré de glycosylation. 
Cependant, son antigénicité est préservée, car elle réagit avec les anticorps spécifiques de l'HA virale en 
immunofluorescence et en immunoprécipitation. De plus, sa fonction est intacte, puisque les neurones infectés 
sont hémadsorbants. 

Enfin, les polypeptides viraux synthétisés dans les cocultures de neurones infectés et de cellules Vero sont 
identiques à ceux du virus original, et sont produits en quantité telle qu'ils masquent complètement les 
polypeptides modifiés produits par les neurones. Le virus recouvré des cocultures est donc identique à celui qui a 
infecté les neurones. 

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

En collaboration avec J. Milstien (résultats non publiés), nous avons analysé l'ARN viral présent dans les 
neurones et constaté qu'il consiste en une quantité égale de chaînes négatives (polarité de l'ARN du virion) et 
positives (polarité de l'ARN messager) comme dans les cellules Vero. Cependant, lorsqu'on isole les 
nucléocapsides des neurones, on constate  que les chaînes positives et négatives sont encapsidées, contrairement 
à la situation dans les cellules Vero où seules les chaînes négatives sont encapsidées. Cette accumulation de 
chaînes positives dans les nucléocapsides pourrait donc priver la cellule de l'ARNm viral nécessaire à la 
replication normale du virus. On ne trouve en effet m forme réplicative à double chaîne, ni chaîne positive de la 
taille du messager à l'état libre en quantité détectable dans les neurones. Par contre, on y trouve des petites 
chaînes négatives, de taille subgénomique et qui pourraient jouer un rôle dans l'infection en produisant, des 
particules interférentes défectives. 

Il ne s'agit encore que de résultats préliminaires qui demandent à être reproduits, mais il paraît clair que la 
réplication de l'ARN viral ne se déroule pas de façon normale. Bien que le mécanisme de ce malfonctionnemcnt 
et son rôle possible dans l'établissement de la persistance ne soient pas clairs, c'est peut-être là que réside le 
défaut de maturation du virus. 

10) Discussion et conclusion. 

En inoculant un virus rougeoleux de type sauvage à des cultures de cellules dissociées de moelle épinière de 
souris, nous avons créé une infection persistante, sélective pour les neurones, ne manifestant pas l'effet 
cytopathogène visible en microscopie optique, et n'induisant pas la production de virions infectieux bien que tous 
les composants du virus soient synthétisés dans les cellules infectées. 

Les raisons de l'assemblage avorté et de la formation de bourgeons aberrants ne sont pas évidentes. Il est clair 
que les abondantes nucléocapsides virales, bien que de type granuleux pour la plupart, ne s'alignent pas sous la 
membrane et ne sont, pratiquement jamais incorporées dans les bourgeons. L'absence de protéine a été souvent 
considérée comme la raison majeure de l'incapacité de la NP à s'accrocher à la membrane en vue du 
bourgeonnement [64]. Dans les neurones que nous avons étudiés, la protéine M est présente en quantité normale 
et n'est pas modifiée quant à sa mobilité électro-phorétique et son antigénicité. L'absence de protéine M n'est 
donc pas le seul facteur qui puisse induire une déficience du bourgeonnement. Tous les composants nécessaires à 
la formation de virions sont présents. Les polypeptides HA et P sont modifiés, mais nous ignorons si cette 
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modification, qui n'affecte pas leurs propriétés antigéniques et fonctionnelles, peut résulter en une altération de 
l'assemblage des protéines de l'enveloppe virale avec la nucléo-capside. Enfin, une anomalie de la réplication de 
l'ARN viral paraît se produire et pourrait être responsable de l'avortement de l'infection. On sait en effet que les 
particules interférentes défectives de virus peuvent jouer un rôle dans l'établissement d'infections persistantes 
[79] et que cette propriété s'appliquerait également au virus rougeoleux [65]. 

Nous n'avons utilisé, comme source de matériel infectieux, ni un variant, ni un mutant du virus rougeoleux, ni 
une souche virale adaptée ou modifiée par les conditions de culture, mais un virus de type sauvage dont nous 
connaissons les propriétés lytiques dans les cellules permissives. De plus, nous n'avons pas modifié ou modulé 
l'infection par la présence d'anticorps ou par des passages répétés en cultures de cellules. Il faut donc conclure 
que la cellule hôte joue un rôle primordial dans le décours de l'infection. Les neurones sont infectés, produisent 
toutes les protéines virales, mais ne sont pas capables de fournir l'ensemble complet des conditions nécessaires à 
la réalisation du cycle infectieux. Lorsque ces conditions sont offertes par les cellules Vero lors de la coculture, 
le virus est récupéré et il est identique au virus utilisé pour l'infection originale des neurones. 

L'obtention d'une infection persistante de neurones in vitro avec le virus rougeoleux sauvage démontre le rôle 
essentiel que la cellule hôte peut jouer dans l'établissement d'infections chroniques du SNC par le virus 
rougeoleux. 

 

V.   —  CONCLUSION   GÉNÉRALE 

Nous avons étudié l'infection rougeoleuse aiguë ou persistante de cellules in vitro ainsi que l'effet des anticorps 
spécifiques du virus et de certains lymphocytes sur les cellules infectées. 

1) En utilisant la souche Edmonston du virus rougeoleux, nous avons tout d'abord examiné les modifications 
induites par l'infection dans la membrane plasmatique des cellules Vero, une lignée continue de cellules non 
différenciées. La fusion cellulaire par le virus provoque la formation de cellules géantes. Celles-ci s'avèrent être, 
parmi les cellules productrices de virus infectieux, des îlots d'infection avortée dans lesquels la maturation virale 
est bloquée au niveau de la formation de rubans et où le bourgeonnement viral ne se produit pas. 

Nous avons localisé les sites hémagglutinants sur ces cellules géantes, et suggéré que ces sites pourraient se 
dépacer dans le plan de la membrane plasmatique lors de la progression de la fusion cellulaire. 

Ensuite, nous avons examiné l'effet des anticorps spécifiques du virus  sur les  cellules  Vero  infectées  en  
monocouche,  et  démontré qu'ils induisent la redistribution des antigènes  rougeoleux  sur  la membrane 
cellulaire. 

Nous avons observé l'interaction entre cellules infectées et lymphocytes non sensibilisés, en présence d'anticorps 
anti-virus rougeoleux, et nous avons identifié, sur la base de marquages différentiels, les populations de 
lymphocytes impliquées dans cette réaction cytotoxique. 

2) Nous avons établi, avec la même souche de virus rougeoleux, une infection persistante et sélective de 
neurones de souris en culture. Nous avons déterminé les caractéristiques de cette infection lente, où la maturation 
virale est inhibée avant la formation de rubans et le bourgeonnement viral. Nous avons recherché les raisons de 
l'établissement de la persistance dans ces cellules en voie de différenciation, et suggéré que la réplication de 
l'ARN viral pourrait être déficiente. Nous avons entrepris et poursuivons actuellement l'étude de l'effet des 
anticorps sur l'infection persistante des neurones in vitro. Nos résultats démontrent l'incapacité des neurones de 
se débarrasser des complexes antigène-anticorps présents à leur surface. 

En utilisant, comme unique source de matériel infectieux, la souche sauvage Edmonston, nous avons pu 
comparer l'infection, par un même agent, de cellules différentes et constaté que le profil de l'infection dépend de 
la cellule hôte. Pour expliquer cette différence, on peut envisager soit une mutation du virus comme il a été 
suggéré lors de l'infection humaine (chapitre IV, A, c), soit des propriétés différentes des cellules hôtes. 
L'hypothèse de la mutation virale lors de l'infection des neurones peut-être écartée puisque le virus récupéré 
après coculture avec des cellules Yero est identique à celui qui a servi à infecter les neurones. La cellule hôte 
joue donc un rôle primordial dans le contrôle de la réplication du génome viral et de l'assemblage des 
composants du virus, ainsi que dans l'établissement de la persistance in vitro. 
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Il convient d'être prudent lorsqu'on établit une comparaison entre les événements qui se déroulent en culture de 
cellules et ceux qui prévalent chez l'animal ou chez l'homme. Toutefois, certaines similitudes permettent 
d'émettre des hypothèses quant à la pathogenèse de l'infection des cellules nerveuses in vivo. L'accumulation de 
nucléocapsides dans le cytoplasme, le défaut d'assemblage des composants viraux à la membrane plasmatique et 
l'absence de bourgeonnement viral sont des caractéristiques communes aux neurones de souris infectés in vitro et 
aux cellules nerveuses lors de la PESS (chapitre IV). De même, la récupération d'un virus lytique après coculture 
avec des cellules permissives pour le virus rougeoleux a été obtenue dans les deux cas. Ces analogies soutiennent 
l'hypothèse de la responsabilité de la cellule hôte dans la persistance de l'infection in vivo. 

De nombreux aspects de la pathogénie des infections persistantes du SNC par le virus rougeoleux sont cependant 
encore obscurs, par exemple : (1) la pénétration du virus dans le SNC, qui pourrait se produire à la suite d'un 
traumatisme [78] lorsque le virus est présent dans le sang; (2) la propagation du virus d'une cellule à l'autre, peut-
être par les contacts intercellulaires et les synapses et comme chez la souris [203] ; (3) la longue période 
d'incubation du virus et sa progression dans le SNC. 

L'effet des anticorps sur l'infection rougeoleuse du SNC est encore inconnu. Le taux des anticorps anti-virus 
rougeoleux dans le LCR et au niveau des lésions cérébrales chez les patients atteints de PESS est très élevé. Si, 
comme nous l'avons démontré in vitro, les neurones sont incapables d'éliminer les complexes antigène-anticorps 
de leur membrane (chapitre IV, C, b, 5) le phénomène de modulation anti-génique (chapitre III, A, a) ne peut se 
produire. Ces cellules restent alors couvertes d'anticorps, ce qui les rend peut-être plus vulnérables à une lyse par 
le complément ou à une attaque lymphocytaire. On constate une réaction inflammatoire plus importante dans les 
encéphalites subaiguës que dans les encéphalites aiguës. Il semble donc que le système immunitaire, tant 
humoral que cellulaire, intervienne plus activement dans les infections rougeoleuses subaiguës du SNC. 

On peut se demander si la présence d'anticorps n'est pas, tout du moins en partie, responsable de la forme 
subaiguë de l'infection après que le virus ait pénétré dans le SNC. Rappelons ici les modèles expérimentaux 
(chapitre IV, B, c) où une infection subaiguë chronique a été établie chez des animaux possédant déjà une 
immunité active ou passive contre le virus rougeoleux [26, 187, 4, 149, 150, 151]. Par ailleurs, Rammohan et 
coll. [150] ont signalé le cas d'une enfant atteinte de PESS qui avait bénéficié d'une séroatténuation. Dans ce cas, 
comme dans les modèles animaux expérimentaux, l'administration précoce d'anticorps lors de l'infection, 
combinée avec le passage du virus dans le SNC pourrait avoir créé les conditions favorables à l'établissement de 
la PESS. Le rôle de l'immunité cellulaire est encore très mal compris, mais il n'est pas impossible que son 
immaturité chez les jeunes enfants favorise l'établissement de l'infection persistante. 

Nous ne voulons nullement présenter l'infection persistante de neurones de souris par le virus rougeoleux comme 
un modèle absolu de la PESS où d'autres encéphalites rougeoleuses. Il existe en effet des différences entre cette 
infection et les cas cliniques. De plus, les relations entre différents types cellulaires sont beaucoup moins 
complexes in vitro, et la réponse immunitaire y est inexistante. Toutefois, notre modèle, par sa simplification, 
permet l'analyse d'un composant du processus pathologique et son étude démontre l'importance essentielle de la 
cellule hôte dans l'avortement de l'infection virale et sa persistance. 

 

APPENDICE 

Une grande partie des résultats que nous avons exposés ici a été obtenue grâce à l'usage de techniques que nous 
avons mises au point ou adaptées de méthodes déjà décrites, ainsi que d'appareillages développés très 
récemment. Plusieurs de ces techniques nouvelles sont décrites en détail dans la revue que nous avons faite de 
l'application des méthodes d'observation des surfaces cellulaires en virologie [43]. Quant aux techniques 
cytologiques, virologiques, immuno-logiques ou morphologiques courantes, elles sont exposées de façon 
détaillée ou sous forme de références dans nos articles publiés. 

Cependant, nous avons cru bon, au terme de ce travail, de donner quelques informations sur certaines techniques 
spécialisées que nous avons utilisées pour la première fois dans des études virologiques, ainsi que quelques 
améliorations méthodologiques que nous avons pu apporter. 

1)   Méthode de titrage du virus rougeoleux. 

La méthode classique du titrage du virus rougeoleux en culture de cellules consiste à infecter ces cellules avec 
une série de dilutions de la suspension de virus, à recouvrir ensuite les cellules d'une couche nutritive 
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imperméable au virus pour éviter les infections secondaires et à compter les plages c'est-à-dire les trous formés 
dans la monocouche par la lyse cellulaire 3 à 4 jours plus tard. 

Nous avons observé que les cellules géantes qui se forment dans la culture en monocouche adsorbent 
préférentiellement les globules rouges de singe. L'hémadsorption permet de repérer les cellules géantes dès le 2e 
jour d'infection par l'accumulation de globules rouges à leur surface. Nous avons donc établi une nouvelle unité 
infectieuse pour le virus rougeoleux que nous avons appelée « unité formatrice de syncytium » ou « syncytium-
forming unit, » (SFU). Il s'avère que les syncytiums ne sont pas seulement décelables 1 à 2 jours plus tôt que les 
plages, mais leur dénombrement permet une meilleure évaluation du nombre d'unités infectieuses contenues dans 
l'inoculum. En effet, nos observations ont montré que plusieurs cellules géantes concourent à la formation d'une 
plage de lyse. Par conséquent, sauf aux dilutions de la suspension de virus créant des plages très dispersées dans 
la culture, le nombre de plages de lyse est généralement inférieur au nombre de syncytiums, pour un même 
échantillon. Le dénombrement des syncytiums peut, en outre, se faire sur des surfaces plus petites, permettant 
ainsi l'utilisation d'une microméthode pour la mesure du pouvoir infectant du virus rougeoleux. Cette nouvelle 
méthode présente donc des avantages au point de vue de la rapidité, de l'exactitude et de la miniaturisation du 
titrage [156]. 

2)   Microscopie électronique à balayage à haute résolution [43]. 

Dans le passé, le microscope électronique à balayage ne suscitait guère d'intérêt en virologie car les limites de 
son pouvoir de résolution ne permettaient de déceler que des effets cytopathogènes observables au microscope 
optique. Plusieurs nouveautés technologiques ont permis récemment au microscope électronique à balayage de 
devenir un outil utile dans l'étude des modifications de la membrane des cellules infectées par des virus 
enveloppés. Les principales innovations qui méritent d'être mentionnées et que nous avons décrites en détail [43] 
sont les suivantes : 1) le canon à électrons en hexaborure de lanthane, produisant un faisceau électronique plus 
puissant que celui qu'émettent les filaments de tungstène classiques ; le faisceau étant plus puissant, il peut donc 
être plus mince et, par conséquent, augmenter remarquablement la résolution du microscope ; 2) l'émission de 
champ, qui arrache les électrons d'un cristal de tungstène ou d'hexaborure de lanthane, dans la direction du 
spécimen, leur donnant une puissance supérieure à celle qu'ils obtiennent par simple échauffement ; 3) la 
détection des électrons secondaires dans un microscope électronique à transmission équipé d'un système de 
balayage, combinant ainsi les avantages du microscope à transmission quant à la qualité et la puissance des 
lentilles magnétiques et les performances du système de vide. 

Nous avons appliqué ces techniques nouvelles à des études virologiques. Bien que, dans les meilleures 
conditions, les systèmes de microscopie à balayage n'égalent pas les techniques de réplication de surface en ce 
qui concerne la résolution des images, ils offrent cependant maintenant une qualité d'observation qui fait d'eux 
des outils parfaitement adaptés aux besoins du virologue. De plus, ils présentent l'avantage important de 
permettre, d'une part, l'observation de grandes surfaces et de localiser ainsi les observations dans les cultures 
cellulaires par la combinaison de forts et faibles grossissements, et, d'autre part, la préservation de grandes 
structures tridimensionnelles telles que des globules rouges ou marqueurs de grande taille, qui s'effondrent lors 
de la réplication de surface. 

Il convient de mentionner ici que toutes nos observations faites au microscope électronique à balayage, quel que 
soit son type, ont été réalisés sur du matériel préalablement séché au point critique [7], technique fournissant des 
spécimens où les  structures  tridimensionnelles  sont  bien  préservées. 

3)   Répliques de surface. 

Cette technique est bien au point depuis longtemps et apporte des informations très précises quant à l'aspect de la 
membrane cellulaire et de ses microparticules. Toutefois, certaines améliorations ont été apportées récemment et 
nous les avons utilisées à quelques reprises. La première concerne la méthode de congélation des échantillons 
avant réplication. En 1979, Heuser et coll. [73], modifiant une méthode de Van Harreveld et coll. [202], ont mis 
au point une technique appelée « quick-freezing » ou congélation rapide, capable de congeler une épaisseur de 
20 µm de tissu en 2 ms environ. Cette prouesse technique a pour avantage de permettre l'observation de 
spécimens non fixés, ce qui élimine les artefacts de fixation, de dispenser de l'usage de substances 
cryoprotectrices, ce qui permet la sublimitation de la glace formée et enfin d'interrompre et de figer 
instantanément les structures biologiques. 

La seconde amélioration concerne l'ombrage des spécimens. La technique d'ombrage des répliques de surface 
consiste habituellement en une projection de carbone, puis de platine, unidirectionnellement sur la préparation. 
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Cela provoque une accumulation de métal opaque aux électrons dans les zones exposées, créant un effet d'ombre 
et de lumière lorsque la préparation est examinée au microscope à transmission [43]. L'amélioration consiste à 
effectuer approximativement la moitié de l'ombrage de la manière classique, puis à opérer une rotation rapide du 
spécimen pour la seconde moitié. Cela permet de réaliser un éclairage partiel des zones d'ombre afin d'y 
discerner des détails et de décroître la vigueur du contraste [42, 43]. 

4)   Immunomarquage. 

Nous avons souvent fait usage de techniques d'immunomarquage éprouvées, utilisant des anticorps marqués par 
la fluorescéine, la rhodamine ou la peroxydase. Les anticorps ont été couplés à ces composés directement ou par 
l'intermédiaire de protéine A de staphylocoque [47]. Nous avons, pour la première fois, utilisé 
l'immunoperoxydase pour le marquage d'antigènes en microscopie électronique à balayage à haute résolution 
[156, 43]. Ses propriétés de marqueur en microscopie optique, électronique à transmission ou en répliques de 
surface et, maintenant, en microscopie à balayage, font de l'immunoperoxydase un outil extrêmement polyvalent 
et remarquablement commode pour la localisation d'antigènes. De plus, en contrôlant le temps de réaction de la 
peroxydase et de son substrat, il est possible, dans une certaine mesure, de calibrer la taille des grains de 
marquage formés et, par conséquent, d'obtenir un marqueur suffisamment grand pour être détecté et 
suffisamment petit pour ne pas masquer l'ultrastructure des membranes. 
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