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Les orthomyxovirus (Ue1nick, 1971), dont }es seuls représentants
sont les virus influenza, forment un groupe homogène quant à leur
aspect au microscope électronique, leurs activités biologiques et
leur composition chimique. Ce sont des virus enveloppés, à ARN mono-

caténaire et à symétrie hé1icoida1e. La particule hydratée contient
51% d'eau (Hoy1e, 1968). La particule sàche est constituée de ?O% de

protéines et de 20 à 24% ae lipides, répartis en 'lO à 13% de phospho-

lipides, O,4 à 2,4% de glycolipides, 1fu de triglycêrides et 5,5 à B%

de cholestêro1 (Schulze , 1971). Les rapports des différents lipides
varient en fonction de lrhôte dont provient le virion (Frommhagen S!
a1., 1959; Kates et al. | 1961). Les hydrates de carbone interviennent
pour 4,5 à 6% au poids sec de Ia particule et sont impliqué,s dans 1a

constitution des glycoprotêines et des glycolipides (Schulze , 1973).

Quant à 1'acide nucléique, i1 représente environ 1% du poids sec du

virus. La particule a une densit6 apparente de 1.1) g/cm| en gradient
de saccharose (Reimer et a1. , 1966; Biddle, 1968; Rentier et Reginster,
1975) et une constante de sédimentation comprise entre 6OO et BOO S

(Reginster, 1965 a; Biddle, 1968).

Au microscope électronique, 1es myxovirus apparaissent comme des

particules plus ou moins sphériques, d.run diamètre moyen de IOOO ;
environ (Horne et l{ildy, 1953). Gênéralement, lors de lrobservation
en contraste nôgatif après dessication à Ia température ambiante, i1
se produit un affaissement du matériel et les particules prennent un

aspect irréguIier, ombiliqué ou réniforrne. Néanmoins, les virions
observés en contraste négatif dès leur préparation sont plus réguliè-
rement sphériques que ceux qui ont été entreposés quelque temps à 5"C
(Schulze, 1973). Drautre part, 1es particules observêes après lyophi-
lisation ne sont pas déformées (Nermut et Franck, 19?1) et en cciupe

ultrafine r Ies virions montrent toujours une section parfaitement cir-
culaire (Morgan et Rose, 19591 Compans et al. , 19?O). On rencontre
également des forrnes filamenteuses pouvant atteindre plusieurs microns
de longueur. Ces formes filamenteuses sont, pour une part, détermi-
minées g6nétiquement (l'lurphy et Bang , 1952) , mais on peut en produire
artificiellement en inoculant dans 1a cavité allantoidienne de ltoeuf
infecté de la vitamine A en solution alcoolique (Slough , 1963). La

membrane qui délimite Ie virion est 6paisse de 7O à 1OO .i, et recouver-
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te d.rune couche de 1OO i d'épaisseur que lron considère comme formêe

de projections superficielles radiales, espacées de 70 à 90 i, cette
distance apparente dépendant de Ia technique de préparation du maté-

riel à examiner. Ces projections dessinent un réseau triangulaire
(Archetti et aI., 196?). Chacune drelles est gênéralement entourée

de six projections et, çà et 1à, lrune est au centre de cinq autres,
condition indispensable pour recouvrir complètement une particule
sphérique au moyen drunités structurales identiques (AImeida et
tüaterson , 1967) .

De nombreux auteurs ont privé les virus influenza de leurs pro-
jections superficielles à lraide de diverses protéases (Hoyle g!4.,
1961; Borècky et al. | 1964; Reginster, 1965 b, 1ÿ66 a; Bidd1e,, 1ÿ68;

Kendal et a1. , 1968; Compans g!_gl. , 19?O; Schulze, 19?O) ou de déter-
gents (Bachmayer, 1975). Les particules ainsi obtenues apparaissent
complètement lisses. Reginster et Calberg-Bacq (1968) observent cepen-

dant une sorte de réseau sur 1es particules dépourvues de leurs projec-
ti_ons, réseau qui correspondrait à ltimplantation des projections dans

Ia membrane lipidique et, peut-être, à un résidu protéique inaccessible
pour Ia casêinase C. Un traitement mênagé par Ia caséinase C permet

de raréfier les projections à Ia surface du virus PR8, sans Ies ôter
complètement (Regi-nster, 1956 a).

Comme tous Ies virus entourés drune enveloppe lipgprotêique, 1es

virus influenza sont sensibles à 1rêther (Hoyte, 1952) qri disloque
Ies virions. Les débris de I I enveloppe se présentent sous forme de

rosettes encore couvertes de projections superficielles, et Ia nucléo-
capside est libérée, dévoilant sa structure hélicoidale (Hoyle et al.,
1961). LrhéIice protéique, dtun diamètre de 1OO i, serait formée par

lfassemblage de petites unités sphériques, au nombre de 6 par tour de

spire (Hoyte et a1., 1961).

Ltenveloppe des myxovirus est antigénique. Le virus suscite des

anticorps capables de se fixer à sa surface. On peut étudier cette
fixation par observation directe au microscope êlectronique (Lafferty
et Oertelis, 1963) ou indirectement, en mesurant Ia neutralisation
drune ou plusieurs propriétés du virus. Par ai11eurs, 1es anticorps
forment un précipité avec Ie virus et fixent Ie complément en sa pré-
sence.
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Lrenvel-oppe des orthomyxovirus est douée de pouvoir hémagglu-

tinant, eui se manifeste par une fixation de La particule virale sur

des récepteurs répartis sur Ia membrane des globules rouges de divers
animaux (McCrea, 1951) et caractêrisés par Ia présence drun radical
N-acétylneuraminique (Gottschalk, 1958). Les particules, se fixant
simultanément à deux hématies, forment un pont entre ce1Ies-ci et 1es

agglutinent (Hirst | 1941; McCleeland et Hare, 1941). Lrenveloppe

virale possède également un enzyme, Ia neuraminidase (N-acétylneurami-

nate gLycohydrolase, E.C. 3.2.1.18), capable de 1ibérer ltacide N-

acétyLneuraminique de diverses substances, te1Ie 1a fêtuine ou un

mucopolysaccharide de lrurine humaine (Tamm et fforsfa1I, 1950). La

neuraminidase libère également ce groupement des sites récepteurs
pour 1a fixation du virus sur Ies hématies, provoquant ainsi la réver-
sion du phénomène d'hémagglutination et 1rélution des particules.
Bien qurétroitement liées, ltactivité hémagglutinante et lractivitê
neuraminidasique apparaissent distinctes. TI est en effet possible
de 1es inactiver séparément (Reginster, 1966 b; Schulze, 19?3), de

produire des anticorps inhibant-plus spécifiquement chacune dtelles
(Seto et Rott , 1966; trlebster et Laver , 195?; Kilbourne g!{. r 1968)

et dtobtenir des mutants dôfectifs en neuraminidase mais hémaggluti-
nants (Palese et aI., 19?4). Le rôIe biologique naturel de ces deux

activités est sujet à controverse. La neuraminidase est généralement

considérée comme responsable de Ia Iibération du virus par 1-es ceIlu-
les infectées, en raison du fait que les anticorps inhibant 1a neura-
minidase empèchent Ia sortie du virus des ceIlu1es et non sa pénétra-
tion ni sa multiplication dans cel1es-ci (Seto et Rott | 1966; !üebster

et Laver, 195?; Kilbourne ji!_gt., 1968; Compans et aI. , 1969; Seto et
Chang, 1969), alors que 1es anticorps inhibant I'hémagglutinationnfont
pas cette propriété. Cependant, on peut inhiber lractivit,â neurarnini-
dasique par les fragments univalents Fab des anticorps sans aItérer
Ie processus complet drinfection, avec 1ibération des virions (Becl:t

et al., 1971). De p1us, Palese et aI. (lgZt+) ont constaté Ia présence

dracide sialique dans lfenveloppe de leur virus influenza mutant dêfec-
tif en neuraminidase, alors que les virus influenza normaux en sont
dôpourvus. Ce mutant forme des aggr6gats dissociables par Ia neura-
minidase de Vibrio cholerae. Ces observations suggèrent que 1a pré-
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sence de neuraminidase a pour effet dfenlever Ies radicaux sialiques
de la membrane cellulaire et de permettre Ia maturation, évitant ainsi
I'agglutination des particules, entre e11es et à 1a membrane cellu1aire.
Cette hypothèse est en accord avec 1e fait que les virus enveloppés

possédant une neuraminj.dase ne contiennent pas dtacide sialique alors
que 1es virus enveloppés dépourvus de neuraminidase en contiennent,
comme Ia membrane dont i1s proviennent (Klenk et a1. , 1970). La neura-

minidase pourrait donc servir à détruire les inhibiteurs glycoprotéi-
ques de lrinfection. Quant au pouvoir hémagglutinant, son rôle nrest
guère mieux compris. On ne peut assimiler Ia fixation des virions
sur 1es globules rouges à leur fixation sur Ia ceIlule-hôte lors de

lrinfection. En effet, en fixant des radicaux sialiques 6ur Ies gly-
coprotéines de Itinfluenza au moyen dfune siaIy1-transférase, on peut

obtenir des particules infectieuses et non \rémagglutinantes (Schu1ze,

19?3).

Les particules de virus influenza dépourvues de leurs projections
sont privées de leur pouvoir infectieux et de diverses activités Iiées
aux constituants de leur surface (Mayron et aI. , 1951; No1I et a1.,
1962; Cleeland et Suggr 1953; Reginster, 1)6J a, b, 1ÿ66 a, b, 1968;

Biddle | 19681 Compans et aI. , 1970). Elles ont perdu leurs glycopep-

tides (Compans, 'i9?O; Schulze, 1970; Skehel, 19?1) et subissent une

réduction de leur vitesse de sédimentation (Uott et a1. | 1962; Reginster,
1965 c; Biddle', 1968; Kendal et aI. , 1968; Schulze , 19?O). Le matérieI
détach6 du virus sous lreffet de Ia trypsine (Cleeland et Sugg, 1964)l

de la pronase (Reginster, 1965 c; Seto et Rott | 1966), de la casêinase

C (Reginster, 1956) ou de détergents (Webster et Laver, 1966; Bachmayer,

19?5) est antigénique, Le matêriel dêtaché du virus PR8 par Ia caséi-
nase C suscite chez Ie cobaye des anticorps réagissant avec le virus
intact, mais incapables de fixer Ie complément en prôsence du matérie1
qui a suscité leur formation (Reginster, 1968). En fait, 1a réaction
entre les anticorps ainsi formés et l-e matériel détaché des virions
peut être déce1é par Ia précipitation en gé1ose (Regi-nster, communica-

tion personnelle). Fazekas de St Groth et Webster (lg6l) ont évaluê

à 19OO j +OO Ie nombre de sites disponibles à Ia surface du virion
pour les anticorps inhibant 1e pouvoir infectieux du virus. Lractivi-
tê hômagglutinante et ltactivitê neurarninidasique étant inhibôes par
les anticorps, on a eu tendance à assiniler les sites responsables de
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ces activités aux sites de fixation des anticorps (Burnet, 1960) et

cette assimilation prévaut encore chez la plupart des auteurs actuelle-
ment, bien que dès 1963, Fazekas de St Groth ait clairement invalidé
cette id6e et introduit dans ce domaine Ia notion drtrinhibition stéri-
queft. 11 a en effet montré que 1a neuraminidase virale nrest inhibée

par les anticorps spécifiques que vis-à-vis des substrats de grande

taille. Cette notion doit rester présente à lresprit lorsquron étudie

lractivité de sites séparés par des distances dont lrordre de grandeur

est Ia dimension même des molécuIes dfanticorps ou de substrat enzyma-

tique. En ce qui concerne lrinhibition de lthémagglutination, on en

arrive aux mêmes conclusions. Le matériel libéré de 1a particule de

virus PRB par Ia caséinase C nrest pas hémagglutinant, ne s'adsorbe

pa6 sur les hématies mais fixe les anticorps inhibant 1thémagglutina-

tion (Reginster, 1966). La présence d'activité hémagglutinante nrest
donc pas nôcessaire à cette réaction antigène-anticorps. Tout indique,
par consêquentr eüe ltinhibition de 1thémagglutination, dans ce cas,

serait stérique. Ce genre dtinhibition peut d'ailleurs être provoqué.

par dfautres molêcu1es que les anticorpsr par des phytoagglutinines
par exemple. La concanavaline A se fixe sur Ies sites hêmagglutinants

du virus. Cette fixation est spécifique des radicaux D-glycopyranosyl,

D-mannopyranosyl et de leurs analogues stériques (Za1an et aI. , 19?3/?4).

La concanavaline A inhibe 50% de ltactivité neuraminidasique du virus,
comme Ie fait le sérum spécifique (nott et a1. , 19?2; Pa1ese et aI. r

1973). Cette inhibition apparaît également stérique car son intensité
varie selon Ies souches étudiées, sans doute parce que 1a distance
séparant les sites hémagglutinants des sites neuraminidasiques diffère
drune souche à ltautre (Zalan et aI. , 19?3/?4).

De très nombreuses observations indiquent que le virion renferme

des antigènes qui ont conservé Ia spécificité de lrhôte (fnight,1944,
1946; Quersin-Thiry,, 1955; Harboe, 19611 Haukenes g!9. , 1965, 1ÿ66;

Harboe et Haukenes, 19661' Rott et Drzeniek, 1966). Or 1a particule
de virus influenza paraît totalement d6pourvue de protéines de 1a celIu-
le hôte, êt, aux endroits où Ie virion va bourgeonner sur Ia membrane,

on peut observer d.es r6gions où 1es antigènes cellulaires diminuent

alors que les antigènes viraux apparaissent (Duc-llguyen §!g!. r 1966)

et où 1es protéines virales remplacent complètement 1es pnotéines ccl1u-
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Laires (Ho1land et Kiehn | 1970). On peut donc sfattendre à ce que

1e matérie1 de llhôte ne soit pas de nature protéique. Harboe (1963)

a décrit un antigène hydrocarboné capable de bloquer lrhémagglutina-
tion due au virus. Cet antigène est li.ô covaLentiellement aux glyco-
protéines virales (Laver et l'Iebstero 1966) mais distinct des sites
hémagglutinants (Howe et a1. , 1967). On peut extraire cet antigène
des cellules allantoîdiennes de poulet non infectées (Haukenes g!;{. r

1965)

Depuis I I introduction de 1 t éIectrophorèse en geI de polyacryl-
amide contenant du dodécyIsu1-fate de soude (SOS) comme moyen de sé-
parer 1es polypeptides sur base de leur taille (Shapiro g! aI, 1967),

beaucoup dfauteurs ont utilisê ce procédé pour étudier 1a composition

polypeptidique des virus influenza. On sraccorde, en généraI, à leur
reconnaÎtre sept polypeptides dont les poids moléculaires apparents

sont compris entre 2O.OO0 et lJO.OOO daltons (Dimmock et !üatson, 1969;

Joss et al. , 1969; Pons et Hirst,, 1969; Taylor et aI. , 19691 Compans

et al. , 1970; Griffith, 1970; Haslam et a1., 1970; Holland et Kiehn,

19?O; Schulze, 1970; Skehel, 1971; Skehe1 et Schild, 1971i Klenk et a1.,
1972; Laver, 19731 Schulze, 19?3). Cependant, les r6sultats ne sont
pas aisônent superposables car Ies différents auteurs ntutilisent pas

des techniques rigoureusement identiques. On re1ève de nombreuses

variantes quant à Ia concentration de polyacrylamide, aux caractéristi-
gues du champ êlectrique, au pH et à Ia concentration des tampons, à

Ia durée de 1rôlectrophorèse et au traitement imposé au matériel étu-
diê. Par ailleurs, 1a migration des glycopeptides dépend considêra-
blement des cellules qui ont produit le virus (Compans et aI. , 19?O;

Haslam et a1. , 1970; Schulze, 1970). On nra pas manqué drattribuer
à chaque polypeptide une fonction propre, mais en perdant souvent de

vue que les polypeptides isolés ne sont plus actifs. Les activités
hémagglutinante et neuraminidasique, considêrêes comme portées par

des projections distinctes, ont êté attribuées respectivement arrx

glycopeptides appelés HA et NA. Le polypeptide H.A dont Ie poids
moléculaire apparent est environ BO.OOO daltons est Iui-même constituê
de deux glycopeptides appelés IIAI (envir.on 55.00O d) et HA2 (environ

25.OOO d) t unj.s par des ponts disulfure qui sont rompus en milieu réd.uc-
teur. Une action protéolytique ménagée peut aussi provoquer un clivage
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du polypeptide HA en produits appelés également HA1 et HA2 (Schu1ze,

1970; Lazarowitz et aI. , 1973). Que HA1 et HA.2 soient obtenus par

lrun ou lfautre proc6dé, ils ont Ie même poids moIéculaire apparent.
Ce clivage semble survenir spontanément lors de Ia maturation du

virus dans certaines cellules (Lazarowitz 1i!f. r 19?1; Klenk et a1.,
1972; Skehelr 19?2; Hay,19?4). Un même virus, cultivé sur une même

lignée cel1u1aire, possède une grande proportion de HA stil est pro-
duit précocement. Les virions libérés plus tard montrent, en majori-
té, Ies deux sous-unit6s séparées (Lazarowitz et al., 1g?il. Lrétat
des cellules productrices semble donc également intervenir dans 1e

processus de clivage qui dépend d.e 1a souche de virus et de ltespèce
à 1aque1le appartient Ia cellu1e-hôte . Lazarowitz et aI . (1g?il pensent

que cette dernière produit ou non lfenzyme de clivage. Quoiqutil en

soitr le clivage nrest pas nécessaire à lrassemblage de virions infec-
tieux et hémagglutinants. Le polypeptide NA a un poids moléculaire
de 60.oO0 daltons environ. La plus petite unité structurale capable

de stadsorber sur Ies globules rouges se::ait un trimère de HA, drun
poids de 21O.OOO daltons. La plus petite unité structurale douée

dractivité neuraminidasique serait un tétramère de NA, drun poids de

24O.ooo daltons (Laver, 1g?3). Ces unités auraient respectivement
une forme de prisme triangulaire al1ongé, de 40 i a" large et d.e faO i
de long pour lrrrhémagglutinineff, et une forme de fibre de tOO i, ae

Iong, surmontée d.fune tête carrée de Ao i. a" côté et t+o i d'épaisseur
pour la neuraminidase (Laver et Valentine, 1969; Laver'- 19?3). Le

fait que ces deux types de structures nront jamais êté obtenus qufà
partir de deux virus différents, chacun soumis à un traitement propre,
jette Ia suspicion sur Irexistence réelle de ces unités structurales
sur 1e virion dans son état natif. Les polymérases nécessaires à la
réplication et la multiplication du virion pourraient être assimilées
à P1 et P2 qui sont de grands polypeptides non glycosyrés, d.,un poids
de 85.0Oo et 95,oOO daltons environ, présents en très faible quantité
(St<etre1 , 19?1; Skehel et Schild, 19?1). La protéine qui entoure 1'acide
nucléique est représentôe par un polypeptide appelé NP, de 55.o0o dal-
tons environ. Le septième polypeptide, appelé MP, forme 1a protéine I'l

qui tapisserait 1a face interne des lipides. Son poids moléculaire
cst cle 25.OCO daltons environ. Les quatre derniers polypeptid.es citôs
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ne sont pas a1térés lorsque 1es projections du virion en sont disso-
ciées par protéolyse (schulze , 1973).

trorganisation des lipides et leurs relations avec 1es glyco-
protéines et 1es protéines non glycosylées du virion sont encore ma1

connues. Ltopinion la plus rêpandue est que 1es lipides sont organi-
sés en double couche (Landsberger gfê., 1971 , 1g73)présentant une

asymétrie de composition (Lenard et al. , 1975; Blough, 1975). Les

plus récents mod.èIes de structure du virus influenza (Schulze, 1973;

Laver, 19?3) représentent les projections glycoprotéiques comme

flottant dans 1e feuillet externe de Ia double couche lipidique.
E11es se prêsentent comme des structures polaires dont 1 I extrêmité
hydrophobe, implantée dans les lipides, ne les traverse pas et nrentre
pas en contact avec 1es protéineè internes (Landsberger et a1. , 19?1).

Ces modèles montrent dtautre part 1a protéine M tapissant la face

interne des lipides. Des travaux récents nontrent quril existe une

étroite association de la protéine M interne et de la coucho de lipides
dans laque11e e11e pénètrerait partiellement (Lenard gj_gl. , 19?4).

Lrétude de 1a ribonucléoprotéine au microscope électronique
(Pons et aI. , 1969; Compans et a1. , 19?2) et par électrophorèse en

geI de polyacrylamide (Sketrel, 1971) ont d'abord conduit à considérer
qurelle est découpôe en six fragments que 1'on peut grouper en trois
classes. PIus récemment, Pons OgZ>, 19?6) a dénombrê huit fragments.

Toutefois, des observations isolées jettent un doute sur 1a thêorie
du génôme fragmenté in situ. En effet, Agrawal et Bruening (1g66) ont
réussi à isoler lracide rj.bonucléique en une seule fraction dont Ia
constante de sédimentation est JBS, soit celle drune mo1êcule conte-
nant tout lfacide ribonucléique estimé de la particule. Drautre part,
Almeida et Brand (19?5) ont photographi6 au microscope électronique
des hélices de nucléoprotéine en une seule pièce, dont 1a longueur
est 1a somme des longueurs de tous 1es fragments généralement obtenus.
Ces observations feraient donc penser que Ie génôme est en une seule
chaîne ininterrompue dans Ia particule et qufil existe sur 1e long
complexe ribonucléoprotéique des endroits fragiles où des cassures se

produiraient aisément dans des conditions très diverses. Lrorganisa-
tion du complexe ribonucléoprotôique à -1-'intérieur de 1a particule
n'est pas établie (Schu1ze, 19?3). Les polymérases virales seraient
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Iiées à ce complexe car el1es sont extraites du virion avec Lui.
Quant aux rapports entre ce complexe et Ia protéine M, ils ne sont pas

connus, mais on sait que chez Ies paramyxovirus, i1 existe une pro-
téine analogue à la protéine M des orthomyxovirus qui semble servir
dtéIément de reconnaissance pour Ia nucléoprotéine lors de ltassem-
blage du virion (Choppin et_ aI. , 19?1 I Mountcastle 11f;r1. r 19?1).
Certains auteurs ont voulu voir dans 1a protéine M une protection
supplémentaire du complexe nucléoprotéine-polymérases bien utile
puisque Ia ribonucléase peut endommager ItARN au travers de 1anucIéo-
protéine (Kingsbury, 19?o). EIle formerait une coque ou même une

seconde capside (Nermut et Franck, 19?1), distincte de lrenveloppe
et délimitant unttcorps central tt que lrou peut obtenir par dé1ipi-
dation du virion (Reginster et Nermut, 19?5, 19?6).

Ltacide nuclêique isolé nrest pas infectieux, mais en outre,
lrintégrité structurale de 1'enveloppe est indispensable à ltinfec-
tion, une 1égère alt6ration des couches les plus externes du virion
causant 1a perte du pouvoir infectieux (Reginster, 1)6J a, 1968).

Sur 1a base des caractères antigéniques de leur ribonucléo-
protéine, on reconnaît trois types de virus influenza, appelés A, B

et C. Seul 1e type A infecte les oiseaux et divers mammifères dont
lrhomme, 1es types B et c étant, à ce que lton sait actuellement,
exclusivement humains. Par aiIleurs, seules 1es souches du type A

sont responsables dtépidémies largement étendues, alors que 1es

souches appartenant au type B nront, jusqu'à présent, produit que

des épidémies prus localisées, et ceIIes qui font partie du type c

ne se manifestent que de manière sporadique.
Depuis 1933, ann6e où fut isolée pour ra première fois une

souche de virus influenza A (Andrewes et a1. , 1934), 1es virus de ce

type se sont progressivenent modifiés. Sur la base d.es caractères
antigéniques de leur surface, 1es souches isolées de 1933 à 1956 ont
été classées en deux famiIles, AO et 41. La distinction entre ces
deux familles est cependant assez f1oue. La modificati-on antigénique
qui se produit ainsi insensiblement a été appelée rr dérive antigénique rr

(antigenic drift). En 195?, ür1 " saut antigénique il (antigenic shift) r

ctest-à-dire un changement brutal est survenu, alors qurune épidénrie
drinfluenza due au virus nouveau se répandait rapidement dans le mond.e
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entier. 0n a obtenu expérimentalement des virus recombinants du

type A dont les souches parentales étaient respectivement porcine

et humaine ou aviaiye et humaine (VJebster, 1973). On pense que de

telles recombinaisons pourraient survenir dans Ia nature et expli-
quer ltapparition pêriodique de sauts antigéniques (Pereira -et al.,
196?; Tumova et Pereira, 1968; Ifebster et Pereira, 1968). Ce phéno-

mène, d6terminé gênétiquement, se produirait lors drune infection
double par un virus humain et par un virus drun autre animal, peut-

être drun oiseau (Pereira, 1969). Cette recombinaison serait rendue

aisée en raison de 1tétat segmentô du génôme lors de l-a réplication
(Hirst et Gottlieb, 1955). La tr dêrive antigênique tr explique 1es

cas drinfluenza apparaissant entre Ies pandémies et les réinfections
survenanl chez un même individu au bout de quelques années. Ce phé-

nomène résulterait de nombreuses mutations du virus et de 1a sélec-
tion des souches le plus aptes à êchapper aux réactions immunologi-

ques individuelles suscitées par chaque infection. Cette hypothèse,

appuyée par des observations épidémiologiques (Pereira, '1969), est
soutenue par Ie fait quron peut induire au laboratoire une rr dérive
antigénique It artificielle en cultivant des virus influenza en pr'ô-

sence drantisêrum (Archetti et Horsfa11, 1950; Isaacs et Edneyrlg5};
Burnet et, Lind., 19541 Laver et l,lebster, 1968) ou chez des animaux

partiellement immuns (Gerber et aI. , 1955; Magi11, 1955). Les phé-

nornènes de rr saut ft et de tt dérive rf antigéniques sont propres aux

virus du type A. Les virus influenza B se divisent en deux sous-

types et 1e type C est apparemment homogène.

Comme les orthomyxovirus, les paramyxovirus appartiennent au

groupe des myxoviridae. Ces deux sous-groupes présentent un certain
nombre d'analogies mais sont toutefois fort différents. 11 nrexiste
pas de parenté sérologique entre ortho- et paramyxovirus. Ces der-
niers sont également limités par une enveloppe lipoprotêique portant
des activités neuraminidasique et hémagglutinante. Leur composition
en lipides et en hydrates de carbone dépend, comme ce1le des ortho-
myxovirus, du bagage lipidique et hydrocarbonê de Ia ceI1u1e-hôte
(Ktent< et Choppin, 1969). Certains paramyxovirus sont capables de

lyser 1es globules rouges de divers vertébrés, et les ce11u1es qut-
i1s infectent ont tendance à fusionner. Leur génôme nrest pas seg-
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menté, et 1es recombinaisons naturelles sont, chez eux, très peu

fréquentes (Schulze, 19?1), et i1s ne subissent pas de variations
antigéniques comme 1es virus influenza A.

ï,renveloppe des paramyxovirus contient deux polypeptides
principaux (Klent et al. , 19?O; Chen et a1. , 19?11 Mountcastle et al.,
1971) auxquels on a tout drabord attribué respectivement I'activité,
hémagglutinante et 1'activité neuraminidasiquer pâr analogie avec

lridée prévalant pour les orthomyxovirus (Haslam qt al., 1969; Maeno

et aI. , 1970; Iinuma et aI. , 1971). Ces deux activités sont actuelle-
ment considérées comme portées par une seule structure (Scheid et al.,
1972; Scheid et Choppin, 1971; Seto et aI. , 19731 Tozawa et aI. ,19?j;
Shimizu et al. , 1974; Seto et a1. , 19?4). Ce-s auteurs envisagent 1a

prôsence de deux types de projections à 1a surface des paramyxovirus,
lrune portant 1es sites responsables de lthémagglutination et de la
neuraminidase (nN ou HANA ou HA+NA+;, I'autre portant Ies sites res-
ponsables de 1'hémolyse et de 1a fusion cellulaire (f ou HA-NA-).
Certains pensent que Ie même site déterminerait lthémagglutination
et 1'activité neuraminidasique (Pierce et llaywood, 19?3; Scheid et
Choppin, 19?4 b). Cepenclant, Ie matérieI détaché du virion NDV par
la cas6inase C est capable de sradsorber sur les hématies et est
dépourvu d'activité neuraminidasique (Reginster et calberg-Bac g,, 19?1;

Rentier et aI. , 1973). Les sites responsabres de ces activités ne

peuvent donc être considérés comme identiques. Le phénomène d'hémo-
lyser que lton ne rencontre pas chez 1es orthomyxovirus, est encore
mal compris. 11 semble procéder du même principe que 1a fusion cellu-
laire et nren être qurun cas particulier, dû à 1a fragilitê des héma-

ties (Apostolov et Almeida, 19?2). Deux processus d.istincts semblent
cependant présider à 1rhémolyse. Le premier, réversible, consisterait
en une fixation du virus sur Ia membrane de 1fhômatie et en Lrappari-
tion drune 1ési.on entraînant éventuellement 1a 1yse, suivies d.rune

élution du virus resté actif. Le deuxième, irréversible, serait 1ié
au phônomène de fusion cellulaire et aboutirait à lrincorporation du

virus dans 1a mernbrane de Ia cellule et à son inactivation (Catio et a1.,
19?4). Quoi quti-1 en soit, la fixation du virion sur Ia membrane est
requise pour 1rhémolyse, En effet, les globules rouges de cheval, où

1es groupements N-acétytneurarniniques sont naturellement remplacés



12

par des radicaux N-glycolylneuraminiques, ne sont ni agglutinés, ni
Iysés par les virus NDV ou sendai. si on greffe sur ces globures
des moIécules de co:rcanavaline A, on 1es rend. sensibles à lrhémolyse
par 1e virus Sendai (Yamamoto et al. , 1g?4). Lorsque Ie virus Sendai
est cultivé sur certaines ce11u1es, son activit6 hémolytique d.isparait,
mais peut être restaurée par Ia trypsine (Homma , 19?Z). Scheid et
choppin (lg?4 a) pensent que Ie glycopeptide F est Ie résultat du
clivage protéolytique dtun précurseur Fo inactif. Ce clivage serait
réa1isê par un enzyme cellulaire (Sctreia, 19?5) et serait nécessaire
à ltinfectiositê du virus. Lorsque ce d.ernier est cultivê sur rein
de bovidô, i1 nry a pas de clivage spontané de Fo et on nrobserve ni
hémo1yse, ni fusion ce11ulaire, ni pouvoir infectieux. En culture d.e

celluIes de poulet par contrer le produit de clivage F est abondant
et Ies propriétés citées sont présentes (sctreid et choppin, 19?4 a).
on retrouve donc ici, comme chez les orthomyxovirus, bien que concer-
nant des polypeptides apparemment non identiques, lrexistence d'un
clivage naturel dôpendant de 1rhôte et nfapparaissant que dans des
conditions particulières.

De tous 1es faits rapportés ci-dessus, iI ressort que lrenve-
10ppe des myxovirus en généra1, par ses rapports avec 1a celIule et
sa reconnaissance par celIe-ci, est Ia cIé de 1a relation parasitaire
entre le virus et 1a cellu1er les rapports entre 1rhôte et Ie parasite
étant toujours 1iés de façon primordiale à leurs surfaces. 11 est
bien évident que 1e g6nome du virus, protégé par lrenveloppe, contient
lrinformation nécessaire à Ia constitution de celle-ci, mais son étude
ne rend pas compte de lrimportante participation des constituants de
1thôte dans 1télaboration du virion. si lrenveloppe nfest gu'unreflet
de 1téIément fondamentar du virus qutest son acide nucléique, erle est
néanmoins 1e facteur primordial. dans lthistoire naturelle des myxo-
virus' rI était donc intéressant de 1fétudier en particulier, avec
lrespoir de contribuer à une meil-1eure compréhension des phénomènes
1iés à 1'ôpidôrniologie de lrinfluenza.

Lorsque nous avons entrepris nos recherches, le Dr. I{. Reginster
avait réalisé de nombreux travaux sur Ia structure de lfenveloppe du
virus grippa1., te11e quron peut lranalyser au moyen drune dôgradation
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enzymatique ménagée, en suivant paraIlèlement plusieurs propriétés.
Crest avec cette optique et dans ce même esprit que nous avons voulu

développer ses travaux et consacrer ce mémoire à 1tétude de lrenvelop-
pe des deux grands groupes de myxovirus.
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I },lATERIlil,

1. Virus lyophilisé

Nous avons utilisê les souches de myxovirus aO/pn8, 1,Z/Slnga-

pour et B/Lee ainsi qurune souche de paramyxovirus, Ie virus NDV,

- agent de 1a pseudopeste aviaire (Newcastle Disease Virus).
Les suspensions de virus sont obtenues par inoculation dans

la cavité allantoidienne droeufs de poule embryonnés âgôs de lOjours,
réco1te du liquide allantoidien et lyophilisation. E11es sont entre-
posêes à -7OoC (Reginster, 1968).

2. Pléparations utilisées comme matériel hémagglutinant

On 1es obtient en effectuant deux passages successifs du virus
dans Ia cavité allantoîdienne dfoeufs de poule embryonnés âgés de 10

jours. Le liquide allantoidien recueilli est conservé à -25"C
(Reginster, 1968).

3. Préparations gtili-qêe_q qo4me s_oqtqe de 4at,ir!el;!4!ect!er14

Les suspensions de virus, préparées comme décrit au §2,

portées dans un méIange réfrigérant (acétone et carboglace) et
posêes à -7OoC (Reginster, 1968).

sont

entre-

4. Virus concentré et purifié

Ce matériel est destiné à 1'étude des propriétés du virus et
à Itobservation de lreffet de la caséinase C sur celui-ci.

II est prépar6 par inoculation du virus préparé comme décrit
au §1, dans 1a cavité allantoidienne de séries d.e ]OO oeufs embryon-

nés âgês de 1O jours. Le liquide allantoîdien recueilli est ensuite
concentré et purifié par adsorption sur et élution de globules rou-
ges de pouIe. La suspension est débârrassée des aggrégats par centri-
fugation à 1.5O0 e et conservé à -7O"C (Reginster, 1968). Cette sus-
pension contient 1 à 1,,J ntg de protéines par m1. Certaines prépara-
tions de virus inf'luenza AZ/Singapour et de paramyxovirus NDV, résis-
tant mal à la congélation, ont ôté conservées à 4"C, en prôsence d.e
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nitrure de sodium (NaN=) à raison de orol?tt afin dtéviter la proli-)
fération dr éventuels contaminants bactériens.

5 Virus concentré et purifié en sradient de saccharose

Pour réaliser Ies analyses chimiques, Ies études sérologiques
fines ainsi que 1.es expériences d'électrophorèse et drabsorption de

sérumsr nous avons été amenés à préparer du virus très concentré et
dôbarrassé de toute trace d.e membrane celluIaire.

La suspension, préparée comme décrit au §4 est déposée sous

volume de j à 4 m1 au dessus drun gradient de saccharose (15 à t+o%)

d'un volume de J4 m1 en solution tamponnée de Salk (NaCt Br5 e/t;
KII2PO4 0168 glt; NaoH o,l5 e/l), obtenu au moyen dfun mélangeur à

deux compartiments maintenu en agitation et dont Ie débit est con-
trôIé par une pompe péristaltique. Après centrifugation pendant 4)
minutes à une accéIération moyenne de 26.ooo g dans un rotor spinco
s'r'J27, on obtient un culot formé dtaggrégats de virus et d.e matériel
contaminant, une bande supérieure contenant de 1thémoglobine et des
débris ce11u1aires, et une bande centrale, opalescente et bleutée
riche en virus hautement purifié. Cette fraction du grad.ient est
recueillie, ajoutée à un même volume de tampon d.e salk et soumise à
une centrifugation de ÿO minutes à 48.0OO g. Les virions se déposent
en un culot et sont ensuite Iavés deux fois dans du tampon de Salk.
Le culot de virions obtenus après Ia dernière centrifugation est re-
mis en suspension dans un volume dreau distillée ajusté pour obtenir
une pr6paration contenant 215 mg de protéines par m1, sauf spécifica-
tion contraire. cette pr6paration est répartie dans des ampoules
quron sce11e et quron entrepose à -?A"C.

6. Corps déIipidés

Des corps dê1ipidés de virus pRB ont été préparés selon la
technique décrite par Reginster et Nermut (19?5, 19?6). ces corps
sont obtenus après traitement éner.gique des particules de virus PRB

par 1a casôinase c (voir §9), puis fixat.ion par 1a formardôhyde à

6% et délipidation par 1e désoxycholate de sodium (tlaooc). D'après
ces auteurs, 1es corps dé1ipidôs a.insi obtenus sont composés cTe Ia



16

nucléoprotéine virale entourée dtune coque de protéine M.

7. Antigène standard spécifique de t:lpe

Ce matérieI, extrait des cellules infectées (Reginsterr l)68),
présente une spécificité antigénique de type et contient Ia nuclôo-
prot,ôine virale.

B. Protéine I'1

La protéine M a été isolêe par électrophorèse sur bandelette
d'acétate de celLulose, après dissociation des composants du virus
par 1e sarcosyl-sulfate de sodium (SSS;. Les bandelettes sont décou-
pées et le matérie1 éIué au moyen drun tampon phosphate de pH /.
La pureté de 1a protéine 1,1 est vérifiêe par électrophorèse en ge1 de

polyacrylamide-SDS (Cf. §IIIr 2, b). Le bleu de Coomassie révèIeune
bande située à 1'endroit où migre le polypeptide MP lors de 1'électro-
phorèse du virus complet dans Ies mêmes conditions.

9. Caséinase C

i-a) La caséinase C, enzyme extrait du filtrat de culture de

Streptomyces albus G, nous a été fournie par L. Dierickx
(C.U.P.E.M., Liège). La technique de préparation est
ce11e de Ghuysen 9!_ê!. (tg6g).
T,es deux préparations de caséinase C (C4 et C5) que nous

avons successivement utilisées sont exemptes de se1s.

La préparation C4 contient 4,16 mg de protéines par m1,

Ia prêparation C! en contient 3 ng. Leur activité cas6ino-
lytique (Reginster, 1968) est de 4OO et JOO unités par m1

respectivement. 11 y a donc une bonne corrélation entre
Ia teneur en protéines de la préparation enzymatique et
son activité caséinolytique.

b) Le traitement du virus par Ia casêinase C est réa1isé après

addition à Ia suspension de virus dtun dixième de son volu-
me en tampon phosphate de pH / et de force ionique Oo1.

Une partie de cette suspension est additionnée de caséinase.
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c) Ltautre partie est étendue drune quantit6 proportionnelle-
ment équivalente dreau. Les deux suspensions sont ensuite
placôes à 37"ç pendant des durôes variables. Lraction de

ltenzyme ntest pas complètement abolie à 4oC. Pour l-a

rendre négligeable à l-a fin du temps fixé, 1a suspension

traitée est étendue de 1O?[ de tampon phosphate de pll 7 et
de force ionique 1 | portée à 4"C et centrifug6e pendant JO

minutes à 4B.OOO g. Le culot est remis en suspension dans

Le volume initial dreau distillée et 1e surnageant est coa-
gelé à -25"C. La concentratiou de casêinase C utilisée et
La durêe du sêjour à 37"C sont choisies en vue drun effet
contrôIé sur Ie pouvoir hémagglutinant ou la densitê de Ia
pr6paration de virus.

1O. Pronase

a) Nous avons utilisé 1a préparation de pronase rr grade B

de Calbiochem.

b) Le traitement du virus par 1a pronase a été rêalisé dans

des cor:ditions identiques à cel1es qui ont ét6 choisies
pour Ie traitement par 1a caséinase C.
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II. I,IDSURE DES ACTIVITES BIOLOGIQUES DU VIRUS

1. Pouvoir h6ry€glftr4An!

La technique utilisêe est décrite par Reginster (1968), mais

nous avons utilisé, des plaques pour microessais (Greiner) afin de

pouvoir utiliser des quantités dix fois moindres de chaque réactif.
l,tunité h6magglutinante est 1a plus petite quantité de virus

produisant une hémagglutination partielle dans 1es conditions du

test.
Le pouvoir hémaeelutinant , exprimé en unités hémagglutinantes

par m1, est lrinverse de 1a dernière dilution du virus produisant

une hémagglutination partielle ou, lorsqutune figure dtagglutination
partielle nrest pas obtenue, Ia moyenne arithm6tique entre Itinverse
des deux dilutions successives déterminant, 1rune, une hémagglutina-

tion complète, et lrautre, une sédimentation normale des hématies.

La mesure du pouvoir hémagglutinant du paramyxovirus NDV pré-
sente une difficulté. f1 est en effet nécessaire de laisser sédi-
menter une première fois 1es globules rouges dans chaque godet, puis
de les remettre en suspension, avant de procêder à 1a lecture du test.

2. Pouvoir infectieux

a) Le pouvoir infectieux des virus influenza est éva1ué par

la détermination de Ia dose infectieuse, 5A% suivant 1a

méthode de Fazekas de St Groth et lnlhite (1958) moyennant

quelques tégères modifications (Reginster, 1968). 11

sragit drun titrage par dilution où les oeufs embryonnés

sont remplacês par des fragments de membranes chorio-
allantoidiennes dfoeuf de pou1e, maintenus en survie dans

un milieu approprié.

b) Le pouvoir infectieux de l{DV est mesuré par dénombrement

des centres infectieux selon Ia méthode de Porterfield
(1960) gue notls avons mod.ifiée. Quinze à vingt oeufs
embryonnôs âgés de 1O jours sont ouverts et les embryons

sont pr(rl.evôs. Après leur avoir enlevé Ia tête, 1es
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viscères, lrextrémité des pattes et des ai1es, on intro-
duit les carcasses dans un tube où on 1es dilacère avec

des ciseaux. Ces fragments sont lavés deux fois au moyen

de milieu de ilanks modifié dont Ia composition est Ia
suivante : -NaCI 8 e/t; KC1 O,4 g/t; MgS04.?ïtZO A,Z g/t;
CaCL, t,4 s/t; NaHnpo, o,1J2 s/t; KH2po4 0,06 g/t; glucose

1 e/t; Tris (hydroxymethyl-) aminométhane O,02 M; lactalbu-
mine 2 15 S/l; pénicilline 125.OOO unités; streptomycine
Or125 S/1. Pour chaque lavage, on utilise un volume d.e

5O mI. Le matériel Iavé est additionné de solution de

Hanks modifiée et dtune solution de trypsine dans Ies pro-
portions 1 z 1 z 1 (v) et maintenu sous agitation modér6e

pendant J0 minutes à 37oC. On laisse décanter pour rejeter
1e surnageant. On rêintroduit de la solution de Hanks modi-
fiée et de 1a solution de trypsine dans les proportions sus-
dites et on maintient 1e mélange à JToC pendant JO minutes.
On laisse décanter pour récolter te liquide surnageant et
cette dernière opération est répétée trois fois. Les qua-

tre surnageants de décantation sont maintenus à 3?"C puis
soumis à une centrifugation de 1! minutes à 2.OOO g et Ie
culot est remis en suspension dans !O mI de milieu de Hanks

modifié. Cette suspension est alors filtrôe à travers un

passe-thé garni de gaze de coton. On ajoute au filtrat d.u

milieu de Hanks modifié additionné de sérum de veau (voir
tableau 1) afin d.'obtenir une suspension contenant 2. 106

cellu1es par ml. cette suspension cellulaire est répartie
dans des boîtes de Petri de 7 15 cm de diamètre à raison de

1O mI par boîte et maintenue à 37"C pendant 48 heures envi-
ron. La préparation de virus NDV dont on veut mesurer le
pouvoir infectieux est diluée au moyen de milieu de Hanks

moc.ifié. Lorsque 1e milieu de croissance a ôté retiré des

boîtes par aspiration, on introduit lrinoculum sous volume
de 'l m1 dans chaque boite que lron maintient penclant une

heure à ta température arnbiante. Lrexcès de liquide conte-
nant Ie virus non adsorbé est al-ors aspiré. chaque culture
cel.l.ulaire est recouverte de 7 15 ml de g6Lose nutritive
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(voir tableau 1) et placée à 7?"C pendant 40 heures. On

ajoute ensuite 2rJ ml drune gôIose contenant du rouge

neutre (voir tableau 1 ) et les plaques de lyse cellulaire
sont comptôes après un nouveau séjour drune nuit à 3?"C.
Nos résultats sont êtablis après dénombrement des plaques

de lyse cellulaire dans 1O à 20 boîtes qui en contiennent
entre 50 et 1OO.

3. !qtivité neuraminidasique

Pour mesurer cette activitê enzymatique virale, on dose ltacide
N-acétytneuraminique libéré par Ia neuraminidase du virus lorsqurelle
agit sur un substrat convenable. Nous avons utilisé soit Ia fétuine,
substance extraite du sérum de foetus de vache (Koch-Light) r soit un

mucopolysaccharide extrait de lfurine humaine (Tamm et HorsfaI1, 195O).

Nous avons prêparé ce dernier substrat à partir dfune récolte de 10

litres d.rurine humaine. Lracide N-acétylneuraminique 1ibéré de l,un
ou lrautre de ces substrats est dosé par 1a méthode colorimétrique
de tr^/arren (lgSg). chaque résurtat est la moyenrie arithmétique des

valeurs obtenues dans J ou 4 dosages réalisés sur des 6chantillons
du même produit drhydrolyse.

4 Hêmadsorntion

A Ia suspension de virus, ajust,ôe à ta concentration saline
physiologique pour éviter 1thémolyse, on ajoute 10% en volume drun
culot drhématies. Le surna8eant de la centrifugation à 1.joo g de

cette suspension constitue la préparation adsorbée une fois (Reginster,
1968).

5. Pouvoir hômo1ytique

Cette propriôté est caractôristique de certains paramyxovirus.
A Ia suspension de virus ajustée à 1a concentrat,ion saline physiolo-
gique, on ajoute un égaI volume drune suspension à ZOil (v/v) de g1o-
bules rouges lavés. La suspension est maintenue à 3?oc pendant 5
heures. Des prises sont effectuées après des délais variabl-es. IIne

centrifugation de 1) minutes à 1.5OO g sépare Ies héntaties et leurs
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TABLEAU 1

Proportions relatives des composants intervenant
dans les di'yers milieux liquides ou gé1osés de

1a culture de fibroblastes dtembryon de poulet

Composants Milieu de
lavage,

trypsinisation,
dil-ution

Milieu de

croissance

G61ose

1 2

Hanks modifié

Hanks modifié
concentr,â 2 fois

Sêrum de veau (f'to,r)

Agar noble 3 r75%
+ pénicilline 50.OOO u
+ streptomycine 50.O00

r8
Agar noble O 1759/"
+ NaCl O 19%
+ rouge neutre O r11(

1Otrt| Bo%

40|/

20?l 2076

40%

10C/%



22

débris dtun liquide surnageant que, sous volume de Or0) ml, on

additionne ce 1,2J nt de réactif (nattCO, 1 e/t; KCN O,OJ g/li
KrFeCN, Or2 g/l) et on porte à 37"C penciant ) minutes pour con-
vertir 1rhémoglobine et lf oxyhémoglobine en cyanométhémoglobine.
La teneur de 1 t échantilron en ce dérivé stable est mesurée par
spectrophotométrie à 1a longueur dtonde de 5JO nm.

6. Prorrriétés anti gen].q ue s

a) Obtention des divers s6rurns

Sérum anti-virus PRB intact

Ce sérum est obtenu chez 1e lapin après injection intra-
musculaire de virus PR8 concentré conservé à -A5oC.
ï,ranimal reçoj.t / doses de 1 ml drune suspension contenant
51.2OO unitôs hômagglutinantes par m1 (Reginster, 1968).

sérums anti-virions PRB intacts ou d.iversement traités par
la caséinase C

ces s6rums sont obtenus chez re cobaye après injection de

suspensions de virus PRB intact ou ayant subi divers trai-
tements enzymatiques et purifiés à partir de fractions de

densité contrôIée après centrifugation en gradient de sac-
charose (cf. §IIIr'1, a). Les cobayes sont saignés puis
reçoivent par voie intrapéritonéaIe des injections de 1 mI

de suspension de matériel viral contenant 1'équivalent de

14.ooo unités hémagglutinantes de virus intact. Deux lots
de cobayes ont été constitués. Les animaux du premier Iot
ont reçu deux injections à 1O jours d'intervalle et ont
été saignés à blanc 1o jours plus tard. Nous avons appelé
1es sérums ainsi obtenus, It sôrurns immuns rt. Les ani-maux

du second lot ont reçu six injections à raison de deux par
semaine et une septième une semaine plus tard. rIs ont
été saignés à blanc lr jours après la dernière injection.
Les sérums ainsi obtenus sont appelôs tt sôrums h erimmuns ll .
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Sôrum anti-hériraties de poule

Ce sôrum nous a été fourni par: le Dr. Brocteur. 11 a été

obtenu chez 1e lapin après injection de globules rouges

de poule lavés.

Sérum anti-mucopolysaccharide allantoîdien de poulet

Ce sêrum nous a été fourni par Ie Dr. Harboe. 11 a êtê
préparé chez 1e lapin par injection dfun mucopolysacchari-
de extrait du liquide allantoidien de lrembryon de pou1e.

Ce produit qui est dépourvu dracide uronique et dracide
sialique, se combine avec 1es anticorps inhibant spécifi-
quement 1rhômagglutination due aux virus influenza A ou B.

gfly:. :r::iIigY::. 9Y. lry:. t
11 sfag;it de s6rums humains prélevôs chez des enfants con-

valescents drinfluenza A, et fixant Ie complêment en pré-
sence de lrantigène standard A. Nous les appelons éga1e-

ment tr s6rums anti-antigène standard A rt.

Sôruns anti-virus A2/Singapour, anti-virus B/Lee ou anti-
virus NDV

Ces sérums sont obtenus de 1a même manière que 1es sôrums

préparés contre 1es suspensions correspondantes de virus
AolPRB.

b) Réactions sérologiques

Inhibition de 1rhônagglutination

Cette technique permet de mesurer dans un sérum ltactivité
dranticorps inhibant spécifiquement 1thémagglutination due

à un virus (Reginster, 1968). Nous lravons adaptée à lfusa-
ge des p1a.c1ues pour n:icroessais.

I'leutralisation <le lrinhibition de lth6raa-gglutination

cette méthode est dérivée de 1a préci:cicnte et permet de mesu-
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rer Itactivit6 drun antigène capable de neutraliser spôci-
fiquernent 1es anticorps inhibant 1'hômagglutination due à

un virus (Reginster, 1968). iious lravons utilisée en pla-
ques pour microessais.

Fixation du complôrnent

Le complôment est utilisé sous forme de sérum de cobaye

(sérum préservé, trlelIcome). Nous avons tout drabord utili-
sé la microméthode en tube de Sohier g!_gl. (gS6). Par Ia
suite, nous lravons exécutée dans les godets de plaques pour

microessais, sans toutefois en modifier Ia volumétrie. Dans

ce cas, 1e séjour à 37"C est assuré comme suit : les plaques

sont disposées à la surface drun bain dreau.. Pour que les
godets plongent parfaitement dans 1teau, on enlève lrair ern-

prisonné sous la plaque au moyen drune pipette Pasteur recour-
bêe. La rêaction est rapport6e par deux valeurs, lrune repr6-
sentant lrinverse de la dil-ution maximum active du sérum, et
lfautre étant ltinverse de 1a dilution maximum active delfan-
tigène.

Immunoprécipitation en gélose

La méthode de

Schild et a1.

It Simple diffusion radiale
(tgzz) .

est décrite parIt

") t!:g:e! ions de sérums

Dans Ie but dtaugmenter Ia spécificité drun sérum, en le
débarrassant dranticorps responsable de réactivité croisée,
ou pour vérifier 1a spôcificité d'un sêrum vis-à-vis d.run

antigène particulier, nous avons été amenés à procôder à
des absorptions dranticorps.

Absorption par des particules de virus

Le s6rum dilué dix fois dans

fois successives à la remise

tampon de Salk sert trois
suspension drun culot de

1e

en
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centrifugation à lt8.0OO g dtun même volume de suspension

de virus contenant 2r5 mg de protéines par ml. Le virus
est mai.ntenu en ccntact avec 1e sérum pendant lO à 60

minutes à Ia température ambiante. Le dernier surnageant
recueilli après ces centrifugations est 1e sêrum absorbé.

Absorption par des hématies

Le sérum dilué dix fois dans Ie tampon de Salk sert trois
fois successives à ta remj.se en suspension dtun culot de

centrifugation à 1.5OO g d'un même volume de suspension
drhématies à 1o?6. Les hêmaties sont maintenues en contact
avec Ie sérum pendant 15 à 10 minutes à 1a température
ambiante. Le dernier surnageant recueilli après ces centri-
fugations est Ie sérum absorbé.

{!ggrption par Ies ce}1u1es allantoidiennes du poulet

Pour réaliser une absorption par Ie feuillet allantoidien cle

1a membrane chorio-allantoîdienne de lroeuf de poule embryon-
né, on vide par Ia poche à air un oeuf embryonné de 1A jours,
en veillant à maintenir Ia rnembrane chorio-allantoïdienne
appliquée contre 1a coquiIIe. Dans lroeuf ainsi vidé et 1avé

plusieurs fois avec d.u liquide physiologique, on introduit
1 mr de s6rum dilué au cinquième et on re raisse en contact
avec Ies ce1lu1es allantoidiennes pendant 60 minutes à 1a

température ambiante tout en agitant d.oucement (Reginster et
aI., 1976).
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1

III. MBSURE DES PROPRIETES PHYSIQUES Dü VIRUS

Densit6

a) nn adient de saccharose

Les gradients sont obtenus dans des tubes en nitrate de

cellulose dtune contenance de 5 m1r pâr 1a superposition
de 4 couches de solutions de saccharose en concentration
dôcroissante (BB?1,, 66?rr, 44?tr, 22%), en tampon phosphate

de pH 7 et de force ionique OrO1. Ces tubes sont mainte-
nus pendant une nuit à 4"C afin de permettre au gradient
linéaire de se former. Nous avons observô qurun séjour
de 8 heures à la température ambiante ou de 1 à 2 heures
à 17"C conduit au même résu1tat. T,'échantillon à tester
est déposé par dessus, sous volume de Or4 m1. LtéquiIi-
brage des tubes se fait au moyen dthuile de paraffine.
La centrifugation est réa1is6e dans un rotor S,'il39 Spinco,
à 12O.O0O g pendant 15 à 1? heures. T,e contenu des tubes
est réco1té goutte à goutte par un orifice percô au fond
du tube et fractionnê en échantillons drenviron OrJ mI.
Lrangle de réfraction des fractions récoltées est mesurê

à 1a température de ZJoC et converti en densité au moyen

drune table que nous avons réa1isée (tableau 2). Cette
table est 1e résultat de trois conversions successives :

1) angle de réfraction en indice de rêfraction(noti-
ce du réfractomètre);

2) indice de réfraction en concentration de saccha-
rose (Handbook of Chemistry and Physics);

, concentration de saccharose en densité (de Duve

et al-. , 1959)

b) En adient de tartrate sodico :!9!3!!i939

Les gradients sont obtenus par la méthode des couch.es super-
posêes de concentration décroissante (6o?3, 45",!, 30?é, 15î4).

On centrifuge pendant 2 heures à 12O.O0O g et à 2O"C. Les
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TABLEAU 2

Table de conversion des angles de réfraction de solutions de

saccharose en densité

Angle de
r6fraction ( t )

(degr6s, nTinutes)
Densit é
(s/ cml)

Angle de
réfraction (1 )

(degrés, minutes)
Densi t é
(e/ cni)

15, O0

,48

'36
,2Lt
,12

14rOO

,48' 
'36,24
,12

13 roo
,48
,36
,24
,12

12rOO
,48

'36)L
tG,

,12
11rOO

,48
,36
,24
,12

10roo

10roo
,48

'16,24
,12

09roo
,48

'35,24
,12

oB,oo
,48

'15,24
,12

07,oo
,49

'36,24
,12

06, oo
,48
,r36

,24
,12

05. oo

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

,175
,17o
,165
,160
,155
,150
,11t5
, 140
,135
,11O
,125
t12O
,115
t11A
,105
, 1OO

,O95

'O90
, oB5
, o8o
,075
,o7o
,C,65
,060
,O55

' 
O5O

ô(1') - O,Ooo416 e/cnj

(1) mesuré à 25"C.

1r3oo
1,295
1t29O
1 ,285
1r2BO
11275
1,27O
11265
11260
1,255
11250
11245
1t24O
11235
1r23o
1r225
1t22O
1 1215
1r21O
1t2O5
1r2OO
1 ,195
1 t19O
1,185
1 ,180
1r175
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gradients sont alors récoltôs en fractions après perforation
du fond du tube, Dans celtains cas, nous avons préIevé direc-
tement 1es bandes intéressantes au moyen drune seringue.

Electrophorèse en fiel. de rolyacrylamide-SDS

Lracrylamide et Ia bis-acrylamide, obtenus dans Ie commerce

(F1uka), sont recristallisées avant 1'empIoi. Lracrylamide est
dissoute dans du chloroforme à 5OoC, à raison de 7O e/1. La bis-
acrylarnide est dissoute dans Itacétone à 4r"C, à raison de 'tO g/L.
E11es sont alors filtrées sur papier et les filtrats recueillis
sont conservés pendant une nuit à -25"C dans un récipient fermé.

Les précipités formés sont alors sêparés des solvants par une

nouvelle filtration. Les papiers filtres portant les cristaux
sont placés entre drautres feuilles de papier filtre et laissôs
à sécher dans un 1ocal aêrê.

Lranalyse des polypeptides du virus se fait en présence de

dod6cylsulfate de sodium (SOS1. Lrôchantillon est mis en con-

tact avec le SDS à 1%, ce qui a pour effet de charger n6gative-
ment tous les polypeptides. Dans ces conditions, 1télectropho-
rèse 1es sépare sur l-a base de leur taille (Shapiro et a1., 1967).

a) nn tampon continu

Cette technique est décrite par Skehel UgZl).

b) En ta.m n discontinu

Nous avons eu recours à cette méthode en raison de 1a résoIu-
tion insuffisante de Ia méthode du tampon continu. Nous sui-
vons une des méthodes que propose Neville (1971), où 1e tam-

pon du compartiment cathodique (fris-(hydroxymétfryf-)amino-

nôthane, acide borique, SDS) est ajusté au pH 8164r Ie tampon

anodique qui est 6galernent cetui du ge1 de séparation (tris-
(hydroxyméthyl-)arninom6thane, acide chlorhydri.que) est ajusté
au pH ÿr18, alors que le pII du tampon du 6e1 de concentration
(tris-(hydro>:ynr6ttryt-)aminomôthane, acide sulfurique) est de

611. Les gels sont polymi:risi:s au rrroyen d.e sulfate ammonique
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dans des tubes en perspex de 6 mm de diamètre intérieur.
Le geI de concentration contien't 3,2% d'acrylamide et a une

longueur de Orf cm de haut. Le ge1 de séparation contient
1215?/" d'acrylanide et a une longueur de 5r3 cm. L'échan-
ti11on est additionné de carbonate sodique, de SDS et de

/3-mercaptoéthanol. 0n y ajoute ensuite une goutte dfune

solution saturée de saccharose, afin de lester Ia suspension

à analyser et de lrintroduire plus aisément dans les tubes

sous tampon, puis une trace de bleu de bromophéno1 comme

marqueur de migration. Ltélectrophorèse est conduite de Ia
cathode vers lranode, en utilisant un courant de 1 mA par
ge1 jusqufà entrée complète de 1féchantillon dans 1e geI de

concentration, puis de 2 mA par gel jusqutà ce que 1e bleu
de bromophénoI atteigne Itextrémité anodique du geI. Pour

Ia coloration des polypeptid,es, nous utilisons 1e bleu de

Coor:rassie G25O (Serva) à raison de OrO?% dans un rnéIange

eau-méthanol-acide acétique dans 1es proportions 4 ; 4 i 1

(v). La décoloration est obtenue dans une solution dtacide
acôtique à Zlt. Les gels sont photographiôs et analysés au

moyen drun enregistreur photométrique Photovolt.
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IV. I"IESURE DtrS pROpRItrTES CIiII1IQUES DU VII?US

1. Dosage des prot éine s

La mesure de 1a quantité de protôines que contiennent 1es

suspensions virales, 1es fractions de ce11es-ci ou les prôpa-
rations enzymatiques, est réalis6e par Ia méthode de Lowry

et a1. (tgSt).
Lrêvaluation relative de 1a teneur en protéines des frac-

tions de gradients de densité est obtenue par Ia mesure de

lrabsorbance à 1a longueur dfonde de 280 nm.

2 Mesure du pouvo ir réducteur

Pour mettre en évidence une éventuelle activité glycosidasi-
que de Ia caséinase c sur 1e virusr les groupements r6ducteurs
ont ôté dosés dans d.es préparations virales traitées ou non par
lrenzyme. cette mesure a ôtê réa1isée suivant 1a technique de

Park et Johnson, modifiée par Ghuysen et aI. (1966).

3 Dosane des groupements arn inés libres

Dans Ie but de d6tecter une activité peptidasique ou amida-
sique de la caséinase c sur re virion, Ies groupements aminés
libres sont dosôs par la méthode au dinitrofluorobenzène décri-
te par Ghuysen et aI. (1966).

4. Dosaqe cles p;roupenents carboxvlés libres

cette méthode est cornplémentaire de la précédente. E1Ie est
décrite par Salton (g6l) .

5. Anal_ se des 1i ides

a) 9lrgrelgsl ie en couche mince

Les lipides sont extraits de 1réchantillon lyophilisê d.ans

un mô1ange de chloroforr,:ne et de m6thanol (Z i 1, v/v) .

Ensuite, la chrornatographie est conduite suivant Ia m6thode



31

décrite par Payne (1964). Sur Ia même plaque, les ôchantil-
lons sont chromatographiôs para.Ilèlement à une pr6paration

de lipicles connlls (a.cétate de cholestéro1, O.C.S.; cholest6-

rol , l,lerck I côramides, Koch-Light ; cérébrosides, Koch-Light;

sphingomyêline, Koch-Light), ainsi qu'à un mélange des soI-
vants drextraction utitisés.

b) Dosage du cholestérol

Le cholestérol est transformé en hydrocarbures polymères non-

saturés, dfune couleur bleue-verte intense, par 1e traitement
à ltanhydride acétique et à lracide sulfurique (rôaction de

Lieberman-BurcharC). On mesure I I extinction aux longueurs

dronde entre 560 et 59O nm en utilisant lreau distil16e comme

blanc.

c) Dosage du rLg:plel:

Ltéchantillon subit une minéralisation par lraction drun mé-

lange dracide sulfurique et dracide chlorhydrique. Lfensemble

est porté à 9B'C pendant une heure, puis à 165"C pendant deux

heures. Après refroidissement, or1 effectue 1e dosage du phos-

phate inorganique.
Le phosphate inorganique est dosô par une réaction utilisant
de lracide sulfurique 10 l{, du molybdate ammonique et delraci-
de ascorbique. Lrextinction est mesurée à Ia longueur dtonde

de B2o nm.

d) Dosa des fonctions ac

Les liaisons acyl-ester sont dosôes par 1a méthode au chlorure
ferrique décrite par Dittmer et lrielIs (lg6g).

l:g:!gr
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v. MICROSCOPIE BLECTRoNIQUB

Les premières observations ont ôté réa1isées au moyen drun

microscope Siemens Elmiskop 101. T,es échantillons à examiner sont

déposés sur des grilles de cuivre de 20O mailles, préalablement

recouvertes dtun film de formvar et carbonées. Après un contact de

JO secondes à 1O minutes, selon la concentration du matérie1 à obser-
ver, I'excès de liquide est enlevé avec un papier filtre. On dépose

ensuite une goutte de solution à 1?[ de phosphotungstate de potassium

au pH 614 (pta) et on absorbe ôgalement I'excès avec du papier filtre.
Pour 1es dénonbrements de particules, nous avons utilisé un atomiseur
pour projeter sur 1es grilles 1e matériel à examiner, mô1angé à un

volume égaI de PTA à 2%.

Nous avons réalisé les observations plus récentes au mo)ren

d'un microscope électronique Philips Ell-JO1. A ce moment nous avons

utilisé des grilles de 4O0 mailles recouvertes seulement d'un film
de carbone. Le film de carbone est obtenu par évaporation sous vide sur
une plaque de mica fraîchement clivée. Le mica carboné est plongé

obriquement dans un entonnoir de Büchner rempli dreau. Le film de

carbone se détache du support de mica et flotte à Ia surface de 1reau.
Lorsquron vide lrentonnoir par le bas, le film de carbone descend et,
s'iI est bien guidé, vient recouvrir les g"iif"r disposées sur un

disque de papier filtre reposant sur 1e fond de lrentonnoir. Les
grilles sont mises à sécher et peuvent être conservées à ta tempéra-
ture ambiante ou à 4oC. Une goutte de lr6chantillon à examiner est
déposêe sur une plaquette de cire. La gri11e est ensuite mise à

flotter sur 1a goutte pendant JO secondes à 1O minutes selon 1a con-
centration du matôriel à étudier. La griIle, de laquelle 1es traces
de liquide sont enlevées au rnoyen drun papier filtre, est portôe
successivement sur deux grandes gouttes dreau distill6e, puis sur
une goutte de PTA à 19[ et sôchée sur papier filtre entre chaque opé-
ration.
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Ï. ETT'I]TS DE LA CASEII'IASE C SUR L]IS VIRUS INTLUEI,IZA

A. LES PARTTCULES

1. Densité apparente

Le traitement drune suspension de virus infruenza Ao/pn8,
AZ/Singapour ou B/ree par 1a. caséinase C entraîne une diminution
de 1a densité apparente des particules en gradient de saccharose
(n:-g. 1). Les virions non-traités forment une bande compacte à

la densité 1119 S/cn1. Un séjour de 4 heures à 3?"C, en tampon
de fgrce ionique orol et en présence de orJ mg/nl, de caséinase c,
réduit la densité apparente des virions à 1 r15 g/cn3. Une réduc-
tion internrédiaire de Ia densitô apparente est obtenue par un

séjour de t heure à 3?"c en tampon de force ionique orol et en
présence de or1 à orJ ng/nl de cas6inase c. Les particules ainsi
traitées ont une densité apparente de 1 r1l g/cnJ. Le traitement
permettant dtobtenir ces particules est malaisé à définir, et ces
préparations contiennent souvent, en plus du matérieI de aensité
apparente 1r17 e/cn3, des particules de densité apparente 1r1ÿ ou

?
1 r1J g/cn'- Afin de préparer des suspensions d,e chacune de ces
sortes de particules, pour en comparer 1es proprié,tés, nous avons
récoIté, après centrifugation en grad.ient de saccharose, 1es bandes
migrant à ces diffôrentes densit6s (f,ig. Z).

En gradient de tartrate sodico-potassique, 1a densit6 de

flottaison du virus PnB intact est 1116 g/cn3. Les particules de

densité apparente 1r1l g/cn3 en gradient d.e saccharose ont égare-
rnent une densité de flottaison de 1 116 g/cn3 en gradient de tartrate.
Les particules de densité apparente 1 r1J 6/crnJ en gradient de saccha-
rose ontr eIIes, une densit6 de flottaison de 1r14 g/cmJ en gradient
de tartrate.

2. l,licroscopie é1e c troni que

Les virions PRB non traités par 1a caséinase C présentent Ia
forrne caractéristique des virus influenza. Les particules sont sphé-
riquest parfoi.s a11ongées ou réniformes. Elles sont entièrement re-



RESULTÂTS



34

T.TGURE 1

Photographie de J
centrifugation de

gradients de saccharose (22 à BBil) après

1l heures à 12O.OOO g.

A : virus PRB

B : virus PRB

C : virus PRB

non traité par Ia caséinase C.

faiblement traité par 1a caséinase C

fortement traité par Ia caséinase C.

-ilD ... *.- .it ':4+ -

-

A B cx{
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FTGURE 2

D6tection du matérie1 sédimentant en gradient de saccharose après

1l heures de centrifugation.
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enregistrement densitométrique du négatif
photographique de Ia figure 1.
absorption par 1es fractions de gradient
à Ia longueur d'onde de 28O nm.

densitô des fractions de gradient.
virus PRB non traité par la ca.séinase C.

virus PR8 faiblement traité par Ia casôinase C.

virus PRB fortement traité par 1a casêinase C.
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couvertes de projections superficielles radiales. Le diamètre des

particules est environ 1OO nm. Les projections sont hautes de 10nm

environ et leurs axes sont espac6s de 6 nm en moyenne. Les particu-
1es de densité apparente 1 r17 E/cn3 onl eonservé les rnêmes dimensions

mais leurs projectionà, plus espacées, sont distantes de ÿ nm en

moyenne. Les particules de densité apparente 1rTJ g/cm3 apparaissent

complètement lisses et dépourvues de projections superficielles.
Toutes ces particules, provenant de bandes homogènes en gra-

dient de saccharose, sont entières et dêbarrassées de débris. Le PTA

de contraste pénètre certaines drentre e1Ies, queI1e que soit leur
densitê, mais on ne voit jamais de particule éclatée (Fie. 3).

3. Teryeqg en protéines

Le traitement du virus PRB par 1a caséinase C fait perdre à

la particule une partie de ses protéines. Les particules de densité
apparente 1r17 g/cn3 ont perdu 121( des protéines totales du virion
intact. Les particules de densité apparente 1r1J B/cm3 ne contien-
nent plus que 1a moitié environ de 1a quantité de protéines que ren-
ferme Ie virion intact (tableau J).

4. Tqlqqr en Eroupements arnj-nés et carboxyl6s terminaux

Le nombre de groupements aminôs ou carboxylés terminaux Iiés
aux particules de virus PRB reste inchangé' après Ie traitement par

Ia caséinase C (tabteau 4).

5 Pouvoir réducteur

Les particules de virus PRB utilisées pour ce dosage nront
pas subi de centrifugation en gradient de saccharose après 1e trai-
tement par Ia caséinase C, mais constituent Ie culot dfun,ôchantil-
lon d'une suspension dont lrautre partie a été soumise à ta centri-
fugation en gra"di.ent de saccharose afin de vérifier sa densité appa-

rente. Le saccharose ne possède pas de groupement rêducteur, mais

une faible proportion de ce sucre est vraisemblablement hydrolysôe,
1ibérant ainsi des fonctions réductrices. Ce phénomène enta.che

drerreur toutes Ies mesures de pouvo:-r réducteur du matériel prove-
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T']GURE J

l,licrographies électroniques de suspensions de particules pRB de

densité apparente 1,,1ÿ, 1,,1?, 1r15 S/cmJ en grad.ient de saccha-
rose.

.19

-lOOnm

I l.l7 I .15

Phllips EM-JA1; G= 4 x 5?.OOO
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TABLEAU 3

Effet de Ia caséinase C sur
réducteur des particules de

Ia teneur en protéines et le pouvoir
. --ôvlrus yHô.

Expêrience

110

Teneur en protéine
ticules de densit

1r1? I
I

(1)
Sd
é(

es par..
e/ cm3)

1 r15

Pouvoir rôducteul'àuu pr;-
ticules de densité (e/cm\)

1,1? I t,t5
I

41

45

46

4t

4B

4g

Moyenne

55

Bo

?B

76

6B

51

6B

4g

56

45

65

21

46

52

125

77

46

B>

51

64

4g

24

6z

2g

64 41

(r)

(2)

Exprimée en % de la teneur
apparente 1 r19 S/cn1.

en protôines des virions de densit6

Exprimé en % du pouvoir réducteur des vj.rions
rente 1r19 e/cm3.

de densité appa-
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TABLEAU 4

Effet de 1a caséinase c sur la teneur en radicaux aminés et car-
boxylés terminaux des particules de virus pRB.

Expérience

no

Teneur en radicaux arninés ter-
minaux (1) des particules de

densitô (s/cn1)

1 ,17 l 1r15

Teneur en radicaux carboxylés
terminaux (2) des particules

de densité (S/cm3)

1 ,17 1 r15

45

l- /.+o

4Z

4B

/ro

i.ioyenne

120

1A5

90

9B

100

102

100

Bo

By

91

103

91

104

93

BZ

104

9o

oq,

92

BI

BS

96

91

Bg

(r)

(2) Exprimée
du virus

Exprimée en 1'6 de Ia teneur en groupements amin6s terminaux
du virus non traité par 1a caséinase C.

en 9/, de 1a
non traité

teneur
par 1a

en groupemcnts carboxylés terminaux
caséinase C.
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nant de solutions de saccharose, rnôme après prusieurs lavages par
centrifugation ou après dialyse.

La <liminution du pouvoir réducteur li6 aux particules, sous

ltaction de la caséinase c, est sernblable à la diminution d.e ra
teneur en protéines. Les particules de densité apparente 1 11? g,/cn3

ont perdu 36% de leur pouvoir réducteur initial, et les particules
de densité 1115 e/cm7 en ont perdù 59?l (tableau J).

6. Composition Ij.pi<lique

La chromatographie en couche mince de gel de silice montre de

façon qualitative la composition lipidique normale d.u virion pRB.

La composition en lipides des particules de densité apparente 1r1J

e/cm3 est identique à celle des virions intacts (fig. 4). Les par-
ticules de densité apparente 1r1ÿ ou 1r1J g/cmJ possèdent Ia même

quantité de cholestérol, de phosphate organique et de liaisons acyl-
ester (tableau 5).

7. Composition polypept idique

Lranalyse du virus PnB intact par 6lectrophorèse en geI de

polyacrylamide-sD§ nous permet de déceIer sept polypeptides dont
nous estimons 1e poids moIéculaire apparent à 1oo.ooo, 90.ooo,
84.ooo, 62.ooo, 5?.ooo, ]o.ooo et 24.ooo daltons. on observe ôgr-
lement 1a présence en très faible quantité d'un peti.t polypeptide
dfenviroî 11.OOO daltons. En nous basant sur les données des autres
auteursr sur 1a rôaction de Schiff et sur lrobservation d.e lreffetde
la cas6inase c sur Le profil polypeptidique d.u virus, nous avons pu

attribuer à ces divers polypeptides La terminologie courante. Nous

les avons donc appelés respectivement P1 , p2, NA, Np, HA1, l.{p et HA2.

Nous avons dénommé le petit polypepticle z p13. Les 6valua.tions re-
latives de quantité de matérier polypeptidique ont été ottenues par
la mesure de la surface des pics de 1 | enregistrement densitométriqle
des ge'! s après coloration. La concentraticn d.es échantillons dépo-
sôs sur 1es gels a été ajustée pour obtenir un pic constant de nuclôo-
protéine (llP).

Les particules de densité apparente 1 r1l g/cmJ ont un profil
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IIGURE 4

Chromatographie en couche mince de geI de silice des lipides
extraits de particules de virus PRB traitées ou non par 1a
casôinase C et du nratériel dôtaché de ces particules par lren-
zyme.

-
{;F-Ç

:

JJ

t-

3 4 5

7. §tandards lipidiques.
6. Solvants seuls
5. Particules de densité apparente 1 r19 S/cn3.
{. Particules d.e densit6 apparente 1r1J S/cn3.
5. Surnag;eant concent.ré 1O fois drune suspension de particules de

densitô apparente 1,19 t/cn3 aprèb centrifugation à 48.O00 g.

.t,. surnageant concentré 1o fois dtune suspension de particules de
dcns;itô appar.cnte 1r1l g/cnJ aprôs centrifugation à 48.O0O g.

t. SurnaScant conccnLri:1O fois drune suspension de parbicul-es cle
densitô apirarente 1r1J g/cr.t3 après centrifugation à 48.OOO g.

+I
72

a
1 6
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TABTEAII 5

Teneur en cholestérol, en phosphate et en liaisons acyl-ester des

virious PRJ traités ou non par 1a casêinase C.

Virions
de

densité
(s/ cn3)

Cholestérol
(1)

Teneur en phosphate
organique

(1) (2)
Liaisons acyl-ester

G) (4)

1r19

1 r15

o,595

0,614

o,og or72

o, o9 o,72

354 O,Og5

32O 0,086

(1) :

(2) :

G):
(4) :

exprimée en mg/ml.

exprimée en mg de phospholipide/mI.

exprimêe en mi1liéquivalents/ml.
exprimée ell mg de tripalmitine,/nL.



4l

électrophorétique modifiô. Les glycopeptides sont considérablement

réduits et Ia proportion relative du polypeptide MP a diminué d'en-

viron 1tr/o. Les particules de densité apparente 1 r1J g/cmJ se carac-

térisent par une absence complète de glycopeptides et par une réduc-

tion de 50S environ de leur contenu initial en polypeptide MP- 0n

observe lraugmentation relative importante du polypeptide P1J des

particules de densité apparente 1 r17 e/cm3. La quantité relative
de ce polypeptide augmente encore dans 1es particules de densité

apparente 1,1J g/cnJ (fig. 5).

. Une préparation de protéine M isolée, à 1a concentration de

Or3 ag/mt a étê mise pendant trois heure's en présence de caséinase

C à }a concentration finale de OrAJ ng/nI ou en présence de dilu-
tions en progression géométrique de raison 1O de cette sol-ution.
Ces échantillons ont été ensuite analysés par électrophorèse en ge1

de polyacrylamide-SDS et par simple diffusion radiale en présence

du sêrum anti-protéine M. OrOOJ mg,/mI de caséinase C fait diminuer

La quantité de polypeptide MP et fait apparaître 1e polypeptide P1J.

OrO3 nAlnl de lrenzyme fait complètement disparaître 1e polypeptide

MP au profit de P1J. O,OOO3 ne/ml de caséinase C ne modifie pas 1a

zone de précipitation en gê1ose de Ta protéine M, OrO0] ng/nl la
rend noins visible et O,07 nS/nL 1a fait disparaître complètement.

Une expérience identique réalisée avec la trypsine montre que Or3 ng

drenzyme par mI est nêcessaire pour faire disparaître Ia zone d,e

précipitation (Fig. 5 et tableau 6).

8. Pouvoir infectieux

Lorsque le virus Lee est maintenu pendant une heure à 37"C

en présence de OrOl ng/ml de caséinase C, iI perd 9Br5% de son pou-

voir infectieux. 11 1ui en reste moins de O ,,15% après deux heures
(tabteau 7).

9 Pouvoir hénagglutinant

L'activité hémagglutinante résiduelle des particules PRB de

densité apparente 1,11 g/cmJ êquivaut, en moyenne' à 42% de ce1Ie

du virion non traité par la cas6inase C. La valeur moyenne de cette
activité est réduite à moins de Or 15% lorsque Ies particules ont une
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FTGURE 5

Tracé densitométrique de gels de polyacrylamide après électrophorèse

de suspensions de virus PR8 traités ou non par Ia caséinase C.

: lecture après colora,tion à lfacide periodique-Schiff.
: lecture arrès coloration au bl-eu de Coo:nassie G 25O.

A. Particules de densité apparente 1r19 t/cn|.
B. Particules de densité apparente 1r1l g/cnj.
C. Particules de dcnsitô apparente 1r1J g/cnJ.
D. Standards protéiques de poids mo1éculaire connu.
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Pt:
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I
I
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rtcuRs 6

Tracé densitométrique de gels de polyacrylamide après électrophorèse
de protéine l,l iso16e traitée ou non par 1a cas,ôinase C, et colorés
au bleu de Coomassie G 2!O.

- ----+ + A

---++ C

A: Protêine ti.
B : Pro t 6ine 1.1 trait 6e
C : Proté,ine 11 traitée

trois heures par O,OOJ mg de cas6inase C/rnl.
trois heures par OrOJ mg de casêinase C/n1.

-++ B
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TABLEAU 5

Précipitation en gélose dans 1e test de simple diffusion radiale
lorsquron introduit dans lragarose un s6rum anti protéine M et
dans 1es godets, de 1a protéine I,1 isolée traitée ou non par Ia
caséinase C ou Ia trypsine pendant 3 heures à 37"C.

(1) Bxprimée en 1/, de 1a concentration de Ia protêine M isolôe.

Concentration
de caséinase C

(1)

Zone de
précipitation

Concentration
de trypsine

(1)

Zone de
prêcipitation

o

or1

1

10

100

+

+

1

o

o

1

t 1

10

100

+

+

+

I
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TABLEAU 7

Pouvoir infectieux drune suspension de virus Lee,

suspension traitée pendant 1 ou 2 heures par OrOl

caséinase C.

et de

mg/nl

cette
de

(r) exprimé en nombre de doses infectieuses JO?l par ml
de suspension de virus

Durêe du séjour
à 37"C

Pouvoir infectieux (1) de la suspension de virus
non traité par Ia

caséinase C

traitô par 1a
cas6inase C

t heure

2 heures 262.400

4. ooo

4oo
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densité apparente de 1 r1J g/cn3 en gradient de saccharose.

Les particules de virus Singapour de densit6 apparente 1 r17

g/cn3 en saccharose ont perdu en moyenne 659[ au pouvoir hémagglu-

tinant du virion intact, et les particules de densité apparente
1 r1J g/cnJ en sont cornplètement dôpourvues.

Les particules de virus Lee de densité apparente 1r1l g/cmj

en saccharose ont un pouvoir hémagglutinant correspondant au quart
de celui du virus intact, et les particules de densité apparente
1,1J g/cnJ nren ont plus que 1% (taUteau 8).

1O. Activité neuraninidasique

Dans 1a plupart des cas, 1e traiternent par 1a caséinase C,

même lorsqu'il est faible (1 heure, Or01 mg drenzyme/ml), fait
perdre aux particules PRB leur activité neurarninidasique, bien que

1a suspension totale conserve son activité inchan6ée ou augmentée.

Les particules de virus Lee, traitées par OrOl ng/ml de

casôinase c en tampon de force ionique orol sont également dépour-
vues dractivité neuraminidasique, bien que la suspension totale
correspondante trouve son activité plus régu1ièrement augmentée.

Si le traitement sreffectue en tampon de force ionique 0r1, Ies
particules sont toujours dépourvues dractivité, mais celle de 1a

suspension totale peut être seize fois plus élevée que lractivité
neuraminidasique du virus intact (tableaux 9 et 10).

11. Pror;riétés ant ].gen].ques

Pour 1rétude de ces propri6tés, nous avons util-isé 1es sêrums

de lapin anti-virions PRB, Singapour ou Lee, et Ies sérums immuns

ou hyperimntuns obtenus chez Ie cobaye par ltinjection de particul-es
de virus pR8 de densj.té apparente 1119, 1r1l ou 1r1J g/cnJ.

a) {B titude à neutra"'l iser lrinhibition specl-I].que de Irhérna ssls!ile-
tion due au virion

Les particules de virus PRB de densité apparente 111? g/cn3

en saccharose possèdent encore vis-à-'ris du sérurn de lapin anti PRB,

5Oil en moyenne de 1'activité du virion non traité par la caséinase C.
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Pouvoir hérnag5lutinant
non par Ia caséinase C

TABLEAU B

de suspensj-ons de virus influenza traitées ou
ou Ia pronase en tampon de force ionique 0rO'l

Virus Expérience
no

Pouvoir hémagglutinant des suspensions
de particules de densit5 (g/cn3)

1 r1g 1 r17 1 r15(1) (2) (2)

PRB 1(x)
2 (.)
1G)
4 (*)
? (*)
9

12
11
16
u
1B
19
4t
4z
4t
44
4S
46
4B
4g
5o
55
56
58
59
6o

moyenne

204. Boo
204. Boo
204. Boo
204. 800
102.400
54. ooo

4o9. ooo
256.ooo
102.400
1 28. OOO

204. ooo
409.6oo
204. Boo
4o9.6oo
204. Boo
4o9.6oo

51.2OO
51.2OO
25.600
51.2OO

4o9.6oo
z5.6oo

32?.680
25.600
25.600
25.60A

5o
100
100
5o
5o
5a
5o
25

100
25
5o
40

6

25
6

5o
25
25

3
12

50
25
5A
50

;

:

;
o

o
0
o
o
o
o
o
0
o

o

:

t 1

o2t

t 1

o25

5
o1
o05

t

t
t

t
1,

,T
,8
,4
,05
,4

'05

t 2

'o1

4z <or15

Singapour moyenne
de 4 exp.

35 <1

Lee IIOtrrsnn*
de 1J exp.

25

(1)
(2)
('x)

: exprimô en unitôs hôna8sl utinantes
: exrrrimô en Î,1 de cclui de la suspensioncorrespondante de virus intact.
: ltenzyne utilisô est la pronase.

I



5o

Activit6 neuraminidasique
ou non par la caséinase C

ces suspensions

de suspensions de
ou 1a pronase(1),

influenza trait6es
culots 4B.OOO g ae

virus
et de

(1) Le virus PR8
pon de force

TABLEAU 9

TABLEAU 1O

est traité par 1a caséinase C ou Ia pronase en tarn-
ioni-que Or01.

(2) : Exprir.rée en i,i de ceIle de la suspension totare non traitée.

Virus
PR8

Expé.rience
110 .

Activité (2) des suspensions
de particules de

1 11?

totale culot

densité (s/cn3)
1 r15

totale culot

2(*)
3(r)
4 (-)

12
16
17
1B

6o

110 1 o
1
6100

100
150
100
100

150O

5o 10
10
5

<1
<1
a:

Virus
Lee

Expérience
Ilo

Activité (1) des suspensions

traitées par OrOl mg/nl de caséinase C en tam-
pon de force ionique

0 t 1 0, 01

totale culot totale culot

b9
b11
b12
b14
b15
b16
b19

7o
9o

193
1305

9a
Brr

1650

;
<1

4

91
91
92

189
2

<1

197
257 <1

(x) Lf enzyne utilisé est la pronase.
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Les particu.l-es de densit6 apparente 1r1J g/cm! te sont généralement

plus actives dans cette réaction. Toutefois chaque suspension totale
non centrifugôe contient gônéralement lractivité qurelle possôdait
avant addition de 1 | enzyme ( tableau 1 '1 ) .

Dans Ie cas d.u virus Lee, cette activité est maintenue ou

augmentée dans 1a suspension totale traitée par 1a caséinase C, mais

elIe ne reste que peu ou pas associêe aux particules e1les-mêmes

(tableau 12).

b) IssgsgsÉligi!É

Cette propriété dépend considérablement de Ia méthode drimmu-

nisation. Les sérums obtenus par immunisation ou par hyperimmunisa-

tion manifestent sensiblement 1a même activité en présence de lranti-
gène utilisé pour 1es obtenir. I.lais 1es s6rums hyperimmuns se dis-
tinguent des sérums immuns par leur moins grande spécificit6. En

effet, 1es premiers montrent pratiquement 1a même activit6 à lt6gard
des particules de densité apparente 1r19r 1r1l ou 1r1J g/cmJ en saccha-

rose. Les sérums immuns, eux, réagissent nettement moins bien avec

1es antigènes hétérologues quravec lrantigène qui 1es a suscités.
Dans ce cas, 1a r6activit6 croisée est beaucoup plus faible, ces sê-
rums immuns témoignent donc drune plus grande spécificitô et nous

les utiliserons exclusivement dans toutes 1es expériences relatées
ci-après (tableaux 13 et 14).

" 
) Erplgre!igl-99-Ie-:teglligi!É-el!isÉgig ue des diverses souches

de virus influenza t la fixation du con P I ér.rent

1 ) Analyse des particules PRB

!g=9gg =EgI! 1:g1g:=99 =rilg:=!89 =91-prÉ§e!ee -ge§-er!i -
e cob av

Réac t ivi
s6rurns d

En présence du virus PRB intact, 1e sérum anti-virus
PR8 intact se montre quatre fois plus actif que re sérum anti-
virus PRB de densitô apparente 1r1l 6/cnJ, et cinq fois plus
actif que Ie si:runr anti-virus PRB de densité apparente 1r15 s/cn).
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Aptitude à neutraliser f inhibition spécifique de 1rhômagglutina-
tion mesurée au moyen de sérum de lapin dans des suspensions de
virus PRB ou Lee traitées ou non par 1a caséinase c ou Ia pronase,
et dans les culots 48.OOO g de ces suspensions.

TABLBAU 11

Expérience
no

Activité (1) des suspensions de particu-
les de virus PRB de densité (e/cn3)

1 r17 1 r15
totale culot totale culot

1(-)
2 (r)
3G)
4(.)
7

12
5B

75
100

5o
44
5o
10

100
25

3o

100

40
2

2

2

;
1

5t

4Z

5o

TABLEAU 12

(1) Exprimée en ?'o de celle de Ia suspension totale non
traitée.
Lrenzyrne utilisé est Ia pronase.

Expérience
tlo

Activité (1) des suspensions de virus
Lee traité par Or01 mg,/m1 de caséinase C

en tampon de force ioni que

or1 o, 01

totale culot totale culot

b5
b6
b7
b13
b15
b16

8S
122

lo
25

:o

o 1

8l
95
?8

78
171

o, 01
orolB5

108

(x)
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Fixation du complément par 1es sêrums de cobaye.immuns ou hyper-
immuns en présence des particules de virus PRB traitôes ou non
par Ia caséinase C.

TABLEAU 13

TABLEAU 14

Dilution maximurn active moyenne (1) d.es suspen-
sions de particules PRB de densité apparente (e/cm})

1 r19 1 r17 1 r15

Antigène:

particules PRB
de densité

(s/cn3)

Dilution maximum active moyenne (t
anti-virus PRB de densité apparent

)a
e(

es serums
s/cn3)

l-rnmuns
1 11?

hyperimmuns
1r15

immuns hyperimmuns

1r19

1 r17

1r15

140 140

140

25

170

13

4Z

6o

75

65

Sérum anti-
particules PRB

de densitê
G/cmi)

1 r 1l immuns

hyperimmuns

1 ,1) imrnuns

hyperimmuns

13

17

20

35

13

25

,3
40

13

17

(1) : moyenne de 4 expériences.
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En présence des particules d.e virus PR8 de densitê

apparent e 1 r1l ou 1 r1J g/cnJ, Ie sérum anti-virus PRB de den-

sité apparente 1 r1f g/cn] manifeste une activit6' supérieure à

celle des deux autres sérums, et le sérum anti-virus PRB intact
manifeste respectivement 36% el 615'Ë a. ltactivitê qu'i1 témoigne

en présence des virions PR8 intacts.
En prêsence des particules de virus PRB de densité

apparente 1r19 ou 1 r1J g/cn3, Ie sérum anti-virus PR8 de densité
apparente 1r1l e/cn3 rnanifeste respectivement 56% eL ll8% de

ltactivité qutil présente à 1'égard de son antigène homologue.

En prôsence des particules de virus PR8 de densité
apparente 1r19 ou 1 r1l g/cnJ, 1e sérum anti-virus PRB de densit6
apparente 1r1J S/cm1 manifeste respectivement 49?', et 50% de lrac-
tivité quril présente à 1'égard de son antigène homologue(tableaux

15 et 16).

Itabsorption du sérum anti-virus PRB intact par 1es

virions homologues abolit toute activité de ce sérum (tableau 1?).

E f fe t de 1' absorpt i 9!_!eI _d99_BeI!lqUleq_EEQ.-eU Él Ée§_9ts_194_!el
==============a_

la caséinase C sur 1'activité du sérun: anti-pel!!gUlgg_BB9_êg_4gl-
========== == = = = ============== ======== === ==== _ ___
sr_te a
====== tÿy.-!12-al cml

' Trois échantillons de s6rum anti-virus PRB de densité
apparente 1r1J g/cm3 ont subi respectivement trois absorptions
successives par des particules pi?B de densité apparente 111),
1r1l ou 1r15 S/cn3.

Lfabsorption du sérurn par Ies virions intacts nta aucun

effet sur sa réactivitô à t'égard des particules de densitô appa-

rente 1r1J g/cmJ, dir:ninue de 83% sa rdactivité à 1'égard des par-
ticules de densité apparente 1 r1l g/cnJ et de 9?91 sa réactivité à

Itôgard des virions intacts. Ltabsorption du sérum par 1es parti-
cules de densitô aplrarente 1,1J g/cnJ dir:rinue de 5Oîl et 59?i sa

réacti'rité à 1',ôgard des particules de densité apparente 1r1l eL

1r1J g/enJ, et nra aucun effet sur sa réactivité vis-à-vis des

virions intacts. Lrabsorption par Ies particules de densit6 appa-
rente 1r1l g/cnj l.aisse une réaetivité de 5§[ à 1'égard des virions
intarcts , de 13î! à 1'égard des particules de densité apparent e 1 ,11
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Fixation du complément par 1es sérums anti-virus
non par la caséinase C en prêsence des antigènes

PRB traitôs ou

correspondants.

TABLEAU 15

TABLEAU 16

Antigène:
particules PRB

de densité
G/cm3)

Dilution rnaximum active moyenne(t) aes sérums
anti-virus PRB de densitê apparente (g/cn3)

1 r19 1 r17 1 r15

1r19

1 r17

1 r15

414

156

2g

141

1Bo

213

79

Bo

160

Sérum anti-
particules PRB

de densité
G/cnl)

Dilution maxirnum active moyenne (1) des suspen-
sions de particules PRB de densité apparente
(s/ cnl)

1 ,19 1,,17 1115

1r19

1 r17

1 r15

120 46

6B 40

61 27

( I ) : moyenne cle 1J expériences.

40

4o

10
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TABLEAU 17

Effet de lrabsorption par des particules PRB de densité apparente
1 11ÿ ou 1 r1J g/cnJ sur Ia fixation du compl6ment par 1e sérum anti-
virus PRB non traité par la caséinase C en présence de diverses
particules de virus influenza.

(1) en ?.1 de lractivité du sérum non absorbé en
de son antigène homologue.

expr]-mee
présence

Souche
de

virus

Densité
apparente
(s/ cm3)

Activit6 du sérum (1)

non absorbé absorbé par des particules
PRB de densité apparente

(s/ cn3)

1,1e I . ,r,

to/va9 1r19

1 r15

100

44

1

1

5o

6

A2/Singapour 1r19

1r15

6

5

1 6

B/Lee 1 r19

1r15

6

5

1 3
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e/cn3 et de 1Oü)[ à 1'égard des particules de densité apparente
1,15 g/cm3 (tabl.eau 18).

Réactivité des per!ietsleE s6rum anti otéine I',193:g=gBEBq_è_1:e

Le sérum anti-protéine M fixe le conpl6ment en pr6sence

des particules pn8 de densité apparente 1r1l et, 1r1J g/cnJ.
Lfactivitô du sérum est trois fois plus éIevée lorsqu'il est
mis en présence des particules de densité apparente 1 r1J g/cnJ
qu'en présence des particules de densité apparente 111? g/cn3.
Ce sérum ne fixe pas 1e complément en présence du virus PRB

intact. 11 ne fixe pas Ie complément en présence de Ia prêpa-
ration de protéine 1"1 isolée qui a servi drimrnunogène pour son

obtention. 11 fixe 1e complément en présence de corps délipi-
dés de virus PRB et de l'antigène A standard (tableau 19).

-BÉ 
e c ! i v i ! É = 4 e I - 

g e rp E - 
q 

É r- L p r 4 É e - 4 e -EB I - el -pr É e e t e e - 4u - e êrps
cul-es PR8 de densitô aEEg:93!9 =!t15==912y3=E3r!i

anti

I,e sérum anti-particules PR8 de densitô apparente 1r1J
g/cm3 fixe 1e compl6ment en présence des corps délipidés de

PRB. Après avoir subi trois absorptions par ces mêmes corps
délipidés, sa réactivité en leur pr6sence est supprimée (ta-
bleau 20).

Réactivitô de :=!3r!1g91g:=!!9=è= 1r e du-99I8 !=31!i=31!tgÈgg
standard A

Le sérum anti-antigène standard spôcifique du type A

fixe Ie complément en prêsence des particules pn8 de densité
apparente 1 r1J g/cn3, et avec Ies corps déIipidés de pRB.

11 est très peu actif dans 1a réaction de fixation du complé-
ment en présence du virus intact.

Trois absorptions successives de ce sôrurn par des vi-
rions PRB de densité apparent e 1,1J c/cn3 suppriment sa faibre
réactivité à 1'ôgard des virions PRB intacts, diminuent, d,e ?5%

sa r6activitô à 1'égard de lrantigène standard A et de 94gJ sa
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TABLEAU 18

Effet de lrabsorption par des particules de virus PRB traitées ou

non par l-a caséinase C sur Ia fixation du complément par le sérum

anti-particules pR8 de densité apparente 1r1J S/cn3 en présence de

ces différentes particules.

(1) : moyenne de J expériences.

Antigène:
particules PRB

de densité
apparente

(e/ cni)

Dilution maximum active moyenne (1) du sérum

non
absorbé

absorbé par des particules PRB de den-
sité apparente (g/cm3)

1,19 1117 1115

1r19

1 r17

1,,15

107

160

66

3 53 107

27 53 8o

66 66 27
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TABLEAU 19

Fixation du complément par Ie sérum anti-protéine M en présence

de divers antigènes.

Les suspensions marquées

toutes Ie même nombre de

drune astérique contiennent
particules physiques.

Antigène Dilution maximum active
du sérum de ltantigène

!t
Virions PRB (1,19 g/cn3)

*
Virions PRB (1 r1? g/cn1)

Virions PRB (1,15 g/cn3)
Corps délipidés de PRB*

Antigène A standard

Protéine M isolée

*

<10

BO

240

160

160

<10

<10

10

10

4

2

<10
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TABLEAU 20

Tixation du complément par 1e sérum anti-particules PRB de densi-
té appareute 1r1J g/cm3 en préseace de corps déIipidês de PRB et
effet de lrabsorption par ces corps délipidês sur cette réactivité.

Sêrum DiLution maximum active
du sérum

l'
e ltantigène

non absorbé

absorbé par des corps délipidês de PRB

4o

<10

40

<10
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rêactivité à 1régard des particules de densitê apparente

1r1J g/crn] ou à I'êgard des corps délipidés de PR8.

Lrabsorption de ce sérum par des corps dé1ipidés de

PR8 supprime sa faible réactivité à Itégard des virions
intacts et des corps délipidês, dininue de 88% sa rôactivi-
té à 1régard des virions PRB de densité apparente 1r15g/cm3,
et de ?5% au moins sa réactivité en présence de 1'antigène
standard A (tableau 21).

Lorsque 1e séruro anti-antigène standard est utilisé
dans Ia réaction de fixation du complément en présence des

fractions de gradient de saccharose après centrifugation de

1l heures à 120.OO0 g du virus PRB trait6 par Itéther, Ie
maximum dtactivité est mesur6 dans la fraction de deusitê
apparente 1r21 g/cn|, fraction à 1tégard de laquelle lesérum
anti-particules pn8 de densitê apparente 1r1J e/cm7 est ina-
tif (rig. T).

2) Analyse des particules Singapour et Lee au moyen de leurs
anti-sêrums respecti fs

te sérum anti-virus Singapour fixe l-e complément en

présence des virions Singapour intacts. 11 réagit nettement
moins avec la particule Singapour traitêe par 1a caséinase C

et de densité apparente 1r1J e/cn7 (tableau 22).
Le sérum anti-virus Lee fixe Ie complêment en présence

des virions f,ee intacts. 11 réagit nettement moins avec la
particule Lee traitêe par 1a cas6inase C et de densitê appa-
rente 1 r15 g/cn3 (tableau 2r).

J) Analyse des particules Singapour et Lee au moyerl de divers
sérums anti-PR8

te sérum anti-virus PR8 intact est peu actif dans 1a

réaction de fixation du compJ-ément en présence de particules
intactes de virus Singapour, et iI ne réagit pas en présence
de particules de virus Singapour de densité apparente 1r15e/cnj.

Le sérum anti-particules de virus PRB de densité appa-
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TABLEAU 21

fixation du conplément par Ie sérum anti-antigène standard A en

présence de divers antigènes et effet de ltabsorptiou par les
particules PRB de densité apparente 1 r1J g/cn3 ou par Les corps

dé3-ipidés de PRB sur cette réactivité.

Les suspensions marquées drune astérisque contiennent toutes Ie
même nombre de particules physiques.

Antigènes
non absorbé

Sérum
absorbé par
du virus PR8
(l,t5e/cn7)

absorbé par
des corps dé-
lipidés de PR8

Virions PR8
(1,t9 e/cnl) G)

Virions PR8 traités
par 1'éther (*)

ÿirions PRB congelés
3 fois (x)

Antigène standard A

Virions PRB
(t,t5 e/cn3) G)

Corps délipidés
de PR8 (*)

10

,20

160

320

320

160

<10

Bo

20

10

<10

8o

40

<10
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FIGURE 7

Fixation du complément (1) par 1e sêrum anti-antigène standard A

et par le sérum anti-virus PR8 de densité apparente 1 r15 e/cm) en
présence des fractions drun gradient de saccharose après centri-
fugation à 12O.0OO g pendant 1) heures drune suspension de parti-
cules de virus PR8 traitê par }a pronase puis par 1réther.(z).
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Fixation du complément par 1es sérums anti-Singapour
en présence, respectivemerrt, de particules Singapour

tées ou non par Ia caséinase C.

ou anti-Lee
ou l,ee trai-

TABLEAU 22

TABTEAU 2]

Antigène:

virus Sin-
gapour de
densité ap-
parente

(s/cn3)

Dilution maximum active

du sérum anti-singapour de Lrantigène en prôsence
du sérum anti-singapour

1 r19

1 r17

1r15

40

20

10

20

20

20

Antigène:
virus Lee
de densi-
té apparen-
te (g/cn3)

Dilution maximum active

du sérum anti-Lee de ltantigène en présence
du sérum anti-Lee

1r19

1 r17

1 r15

40

20

10

20

10

10
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rente 1 r1J g/cn3 ne fixe pas Ie complément en présence de

virus Singapour intact, alors quril réagit avec 1a même

intensité en présence des particules de virus §ingapour ou

PRB de densité apparente 1r1J e/cn3.
Le s6rum anti-virus PRB intact est peu actif dans la

réaction de fixation du complément en présence de particules
intactes de virus Lee. Les sêrums anti-particules de virus
PR8 traité par la caséinase C ne réagissent pas en présence

de ce matériel. Aucun des sérums anti-virus PRB traité ou

non par la caséinase C ne réagit en présence de particules
de virus Lee traitées par lrenzyme (tableau 24).

r,orsque Ie sérum anti-particules de virus pRB de densi-
tê apparente 1r1J g/cmJ subit, après lrabsorption par des par-
ticules de virus PR8 intact, une absorption par des particules
de virus PRB de densité apparente 1r1l e/cn3 ou 1115 g/cn3,
son activité est respectivement appauvrie de BB% ou supprimêe
(tableau 25).

4) 4felvse des particuLes PRB, Singapour et Lee au moyen de divers
aaaaa .....aaa

sérums anti-matériel aviaire
a a a a a . a.. ÿa a a

Rêactivité des
=E3I!1

cules à 1'ôssrq_ du s6rum de n anti-héma-
ties de E9E}:

Le sêrum de lapin anti-hématies de poule présente, à

1régard des virions PR8 de densit6 apparente 1r1l g/cm), une

activitô équivarant à 12o% de celre qutil manifeste en présence
des virions intacts. vis-à-vis des virions de densité apparen-
te 1r1J g/cnJ, elle est de 25ü/, en moyenne. La suspension de

particules de densité apparente 1r1l ou 1r15 s/cn3 possède une

réactivité deux fois prus ê1evée que Ia suspension de particu-
les de densité apparente 1r19 g,/cn3. Le sérum réagit mieux
avec les particules de virus singapour ou r,ee traitêes par Ia
casêinase C quravec ces virus non traitês (tableau 26).

En présence de particrrles pRB de densité apparente 1r19,
1r1l ou 1r1J g/cm31 le sérum absorbé par des hématies de mouton

a une activité respectivement quatre, deux ou trois fois plus
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TABLEAII 24

Fixation du complément par 1es sérums anti-particules PRB traitées
ou non par Ia caséinase C en présence de suspensions de virus PRB,

Siagapour et Lee traitées ou non par lfenzyme.

(1) 3 noyeane de 3 expérieaces.

Souche
de

virus

Densitê
apparente

(s/cn3)

Dilution maximum active (1) du
sérum anti-particules PR8 de
densité apparente (e/cm3)

1 r19 1,17 1 r15

AolPRB 1r19
1 r15

1r19
1 r15

1r19
1 r15

A2/Singapour

B/Lee

190
BS

25
<10

8?
68

75
9o

10
100

<10
<10

3o
10

15
<10

<10
<10
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TABIEAU 25

Effet de lfabsorption par 1es particules PR8 sur 1a fixation du

complément par Ie sérum anti-particules PRB de densité apparen-

te 1r1J g/cm3 en présence de suspensions de virus PRB, Singapour

ou Lee traitées ou uon par Ia caséinase C.

(1) : exprimée en ?5 de celle du sérum non absorbé, en présence de
son antigène homologue.

Souche
de

virus

Densité
apparente

(e/ cn3)

Activité (1) du sérum

ûon
absorbé

absorbé par des particules de
densité apparente (e/cn7)

1,19 1119 1r1g
puis puis
1 r17 1 r15

AOIPRB 1 ,19
1 r15

A2/Singapour 1 r19

1 r15

B/Lee 1 r19

1 r15

100

100

12

200

3

3

6

200 212

6

200 212

1

1
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ÎABLEAU 26

Fixation du complément par Ie sérum anti-hématies de poule en pré-

sence de diverses suspensions de particules iufLuenza.

(1) : noyenne de 4 expériences.

Souche
de

virus

Densité
apparente

(s/cn3)

Dilution maximum active (1)

du sérum de Ltantigène

AOIPRB 1'19
1 r17
1 r15

A2/Si-ngapour 1 r19
1 r17
1 r15

B/Lee 1r19
1 r17
1 r15

15
1B

37

10
20
21

<10
15
15

<10
10
10

<10
20
10

<10
30
10
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éIevêe que celle du sérum non absorbê correspondant. En pré-
6ence des particules A2 Singapour de densité apparente 1,,1ÿ,

1r1l ou 1r1J g/cm31 Ie sérum absorbé par les hématies de mou-

ton est respectivement plus de quatre, seize ou deux fois plus

actif quten présence du sérum non absorbé correspondant. Enfin,
en présence des particules Lee de densité apparente 1 r19 g/cn3

drune part,'1r1l ou 1r1J g/cnJ dtautre part, Ie sérum absorbé

par 1es hématies de mouton manifeste une activité respective-
meat plus de seize fois ou quatre fois supérieure à ce1le du

sérum non absorbé correspondai.t (tableau 27).

Réactivitê des
= E 3I ! 1 gE 1 g : =È =1 I É 

gel 9 = I I 
gl 

= -E 
É:!E = 9 g 

=l 
ge I g 

= 
gl ! i -

g! g I E I I U : 3 9 g! 31 1 I g 
= 

g1=l gt ! g i g i gl 
= I 

g 
= 

e g: l g !
te sérum de lapia anti-mucopolysaccharide allantoidien

de poulet fixe 1e complément en présence de virus PR8 intact
ou traité par la caséinase C. La dilution maximum active du

sérum est en moyenne sensiblement 1a même vis-à-vis de ces

différentes particules. La dilution naximum active des sus-
pensions de particules de densité apparente 1 r1f ou 1,15 g/cm3

êquivaut respectivement à 50 et 25% de ceLle du virus intact.
Le sérum manifeste utle réactivité du nême ordre à 1 t égard des

particules de virus B/Lee. La dilution maximum active des

suspensions de particules Lee de densité apparente 1 r1l et
1r15 g/cn3 équivaut à 12% de celLe des virions intacts. QueI-
Ies que soient Les particules de virus Singapour utilisées, Ia
fixation du complément est Ia même, quant à Ia dilution maxi-
mum active du sérum ou des suspensions drantigènes. Le sêrum

a une activit6 négligeable en présence des corps dé1ipidés de

PR8 (tauteau 28).
Ltabsorption par les ceIlules allantoidiennes de poulet

réduit I'activité du sérum à 1régard de toutes les suspensions

de virus influenza utilisées, mais ltactivité du sérum n'est
pas modifi6e par trois absorptions successives par 1es globu-
Ies rouges de poule (tableau 29).



Souche
de

virus

Densitê
apparente

G/ cn3)

Dilution maximum active (1)
du sérum

non
absorbé absorbê

AOIPRB 1,19

1r17

-----1:,15-------.

A2/Singapour 1r19

1 11?

-----!z!2------
B/Lee 1r19

1 r17

1 r15

10

2A

40

40

4o

120

<10

10

20

40

160

40

<10

20

10

1 6o

BO

40

7o

- TABLEAU 27

Effet de Lrabsorption par les hématies de mouton sur lraptitude du

sêrum anti-h6maties de poule à fixer Ie complément en présence de

divers antigènes.

(1) : moyenne de 2 expôriences.
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TABLEAU 28

Fixation du complément par 1e sêrum de l-apin anti-mucopolysaccha-
ride allantoidien de poulet en présence de diverses particules
influenza.

(1) : moyenne de 4 expériences.

N.B. : toutes ces suspensions contiennent le même nombre de parti-
cules physiques.

Antigène Dilution maximum active (1)

du sérum de lrantigène

320

320

64o

BO

4o

10

320 4o

40

10

320

320

160

,20
320

8o

4o

10

5 5

Particules PR8 (l rl9 g/cn3)

(1,17 s/cn3)
(1,15 s/cm3)

Particules Singapoqr (l rl9 g/cn1)
(1 11? g/cn3)
(1,15 s/cn3)

Particules Lee (1 r19 g/cn3)
('t rl? g/cn3)
(1,15 s/cnl)

Corps déIipidés de PR8
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TABLEAU 29

Effet de L'absorption par 1es cellules allantoidiennes du pouLet

ou par des hématies de poule sur 1a fixation du complément par
1e sérum anti-mucopolysaccharide allantoîdien de poulet en pré-
sence de diverses particules influenza.

Souche
de

virus

Densité
apparente

(g/ cn3)

Dilution maximum active du sérum

non absorbé absorbé

une fois par des
cellu1es aIIan-
toidiennes de

poulet

trois fois par des
hématies de poule

AOIPRB 1r19

1 r15

A2/Singapour 1r19

1r15

B/Lee 1r19

1 r15

64o

64o

54o

64o

64o

320

BO

Bo

160

160

160

Bo

320

320

64o

64o

,20
120
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B. I,E MATERIEL TTBERE DE LA PARTTCULE PAR LA CASETNASE C

Ce matérieI est séparé des particules traitées par une centri-
fugation à 48.00O g au cours de 1aque1le ces dernières sédimentent.

Le matériel étudié ici est 1e surnageant recueil-li après cette cen-

trifugation.

1 leneur e4 pqotéines

Après t heure de séjour à 37"C en présence de OrOJ ng/m1 de

caséinase C, Ie matériel libéré du virion PRB contient 3UÂ des pro-
têines virales. Un second traitement de J heures 1ibère encore 20%

des protéines totales du virion (taUleau JO).

2 Teneur en groupements aminés et carboxylés terminaux

te matérieI libéré de 1a particule par un traitement de t heu-

re contient sensiblement Ie même nombre de radicaux aminés et carbo-
xylôs libres que Ie virion PR8 intact. Le raat6riel Libéré par 1e

second traitement en contient autant que 1-a particule 1égèrement

traitée (tableau Jt).

,. Pouvoir réducteur

. Le traitement de t heure libère 35% du pouvoir réducteur du

virus PRB et Ie second traitement en détache 25% supplémentaires
(tableau J0).

4. Teneur sn .t.ipides

Le matériel libérê du virus PR8, suite à un traitement de 1

ou 4 heures par 1a caséinase C est complètement dépourvu de lipides
comme en témoigne 1a chromatographie en couche mince, et bien que 1e

surnageant déposé sur 1a plaque ait ôté concentrê dix fois par rap-
port au cuLot de particules viral-es correspondantes (Fig. 4). Les

dosages du cholestêrol et des liaisons acyl-ester sont 6galement n6ga-
tifs. Le dosage du phosphate organique montre que 1e premier et Ie
second traitement en libèrent chacun oro2 mg/nl (Tableau j2).
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TABLEAU fO

Teneur en protéines et pouvoir rêducteur du matérieI libéré du

virus PRB sous ltaction de 1a cas6inase C. (1)

(1) :

(2):
soustraction faite de Ia caséinase C elIe-même (Or3 ng/ml).
exprimé,(e) en % de 1a teneur de Ia suspension de virus non
traité par la caséinase C.

Expérience
no

Teneur en protêines (2)
du surnageant 48.ooo g de
Ia suspension de virus
de densité apparente G/cn1)

1 r17 1 r15

Pouvoir réducteur (2) du
surnageant 4B.ooog de la
suspension de virus de
densité apparente (e/cn3)

1,1? 1 r15

4S

46

4Z

4B

4g

moyenne

19

20

3o

34

48

25

24

16

18

14

3O 19

10

23

54

15

4g

26

2B

22

2t
22

3o 24
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TABLEAU f1

Teneur en radicaux aminés et carboxylés terminaux du matériel libé-
ré du virus PRB sous lraction de 1a caséinase C.

(1) exprim6e en % de 1a quantité totale lib6rab1e par la
caséinase C.

Expérience
no

îeneur en groupements terminaux (t)
am].nes carboxylês

du surnageant 48.ooog de 1a du surnageant 48.oOog de 1a
suspension de virus de den- suspension de virus de den-

sité apparente (g/cn3) sité apparente (g/cnl)
1 r17 1r15 1 r17 1 r15

4y

46

4Z

48

4g

moyenne

?B

73

6Z

92

92

22

27

33

B

I

54

68

79

BO

46

32

21

20

?7 23 7o 10



76

TABLEAU J2

Teneur en cholestéroI, en phosphate et en liaisons acyl-ester du

matérier libéré du virus PRB sous lraction de Ia caséinase c.

(1) :

(2) !

ç):
(4) :

exprimêe en mgrlml.

exprimée en mg de phospholipide/mI.
exprimée en mi1liéquivalents/ml.
exprimée en mg de tripalmitLne/ml-.

Surnageant 48.0oo g
drune suspension de
virus de densité ap-
parente (A/cml)

cholest éro1

Teneur en

phosphate organique

( 1) (2)

Liaisons acyl-
ester

ç) (4)(1)

1 r19

1 r17

1 r15

<OrO5

( o,05

1oro5

< oroo5

o, 02

o,02

< o,04

o,16

O r16

<20

<20

<20

< o, o05

< o,0o5

<o, o05
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5. Pouvoir héma8glutinagl

Le matérieI di-ssocié du virus PP8 par la casêinase C ou Ia

pronase n'hémagglutine pas (tableau JJ).

Le matérieI dissocié du virus PR8 après t heure de séjour à

3?"C en présence de OrAS ng/ml de caséinase C ou de pronase manifeste'

en moyenne, toute Lractivité neuraminidasique du virus intact. Selon

Ies expériences, 1es valeurs varient entre )O et 5OO%. La matêriel

Libéré par 1e second traitement nren possède plus q\e 5% (tabLeau ]4).
Quant au matériel dissociê du virus Lee, son activité neura-

minidasique est plus importante que cel1e du virion intact. Lorsque

1e virus Lee est traitê par O,01 ng/nL de caséinase C en tampon de

force ionique Or1, condition moins favorable à lraction de la caséinase

C, 1e matériel qui en est dissocié peut manifester une activité neura-

minidasique jusque douze fois plus é1evée (tableau J5).

?. Propriétés antigéniques

") lgtitude à neutraliser lrinhibiti giligue de lrh ls-
tination due au virion

T,e matérie1 dissocié du virus PRB après un traitement
Iéger par Ia caséinase C ou J-a pronase est variable. Souvent,

e11e est voisine de lractivité neutralisante initiale de 1a

préparation de virus et nous ae lravons jamais trouvée infé-
rieure à 5%. Le matériel libêré par un second traitement ne

contient pas dtactivité appréciable (tableau J6).
Le matériel 1ibéré du virus l,ee pendant t heure de sé-

jourà37"C en présence de OrQl ng/m1 de caséinase C contient
65% en moyenne de cette activitê (tableau J7).

b) Immuno o énicité

Le matériel Iibéré du virus PRB par un séjour de t heu-
re à 37"C en présence de O,,OJ ng/m1 de caséinase C suscite,

6. Activité neuraminidasique
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TAB.L-EAU ]f

Pouvoir hémagglutinant du matériel libéré du virus PRB sous lrac-
tion de Ia caséinase C ou de 1a pronase.

(t) 3

(x) :

exprimée en % de ce1le de la suspension de virus intact.

lrenzyme utilisé est la pronase.

Expérience
no

Activit6 (1) du surnageant 48.ooo g d.e Ia suspension
de virus de densité apparente (e/cn})

1 r17 1 r15

3 (-)
4 (*)

12

19

4l
44

48

4g

55

56

or 01

o, 01

1 ,00

O' O5

1,oO

o, 01 o, 01

o, 01

O' 05

o,10

o, 01

o, 01

0, 10
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TABTEAU f4

Activité neuraminidasique du matérieL libéré du virus PR8 sous

lraction de Ia caséinase C ou de Ia pronase.

Expérience
no

Activité (1) du surnageant 4B.oO0g de la aüs-
pension de virus de densit6 apparente (6/cm3)

1 r17 1 r15

1 (.)

2 ( )

3 (- )

4 ( )

12

59

140

200

100

5o

100

500

3

5

(1) :

(.) :

exprimée en % de lractivitê de 1a suspension de virus intact.

lrenzyme utilisé est la pronase.
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TABIEAU f5

Activité neuraminidasique du matérieI 1ibér6 du virus Lee sous
lraction de 1a caséinase C. (t)

(1) séjour de t heure à 3?"Ç en présence de OrOl mg de
caséinase C/nl.

(2) : exprimée en % ae ceI1e du virus intact.

Expérience
no

Activité (2) du surnageant 48.OOOgde Ia suspension
de virus traitée en tampon de force ionique

o'1 orol

b12

b14

b19

1?B

8?5

1 .2BO

86

9?

92
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rlsr,uau ]6

Aptitude du matériel libéré du virus PR8 sous lteffet de Ia caséi-
nase C à neutraliser Irinhibition spécifique de 1'hémagglutination
due au virus PR8 ou de la pronase.

Expêrience
no

Activité (1) du surnageant 48.oOOgde la suspension
de virus de densité apparente (g/cm3)

1 r17 1 r15

t (-)

2 (-)

, (-)

4 (-)

? (-)

12

58

?5

25

19

110

5

9

?5

<1

(1) :

(-) :

exprimée en % de ce1le de la suspension de virus intact.

ltenzyme utilisé est Ia pronase.
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TABLEAU J7

Aptitude du matérie1 libéré du virue Lee sous lreffet de Ia caséi-
nase C (1) à neutraLiser lrinhibition spécifique de l-rhémagglutina-
tion due au virus Lee.

(1) :

(2) :

seJour cte

expr]-mee

t heure en présence de OrOl mg de caséinase1/nt.

en % de ce11e du virus intact.

Expérience
no

Activité (2) du surnageant 4B.OOO g de Ia 6uspen-
sion de virus traitée en tampon de force ionique

or1 orol

b?

b13

b15

93 4B

5o 5o

83
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chez l-e cobaye, des anticorps qui fixent Ie complément en pré-
sence du virus intact, mais non en présence du mat6riel- l-ibérô
Iui-même (tabteau JB).

c) tl:lu:g-:Érglgsigs:

Les sérums anti-particules PRB de densité apparente
1r1f ou 1r15 g/cmJ ont, en présence du matérieL dissocié du

virus PRB par 1a caséinase C, une activité correspondant res-
pectivement à 7O% et 12% de 1'activitô du sêrum anti-virusPRS
intact (tableau ]9).

fixe
PR8,

4o).

Le sérum anti-mucopolysaccharide allantoidien de poulet
1e complément en présence du matériel Iibéré des virus
Singapour ou Lee sous lraction de Ia caséinase C (tableau

B. Hémadsorption

Les activités du matérieI dissocié du virus PR8 en 2 heures
de séjour à 37"c en présence de oroS ng/m1 de caséinase c ne sont
pas réduites après trois absorptions par 1es globules rouges d.e

poule (tabteau 4t).

9. Effe de Ia caséinase C

Le matérieI dissociê du virus PRB par Ia caséinase c peut
être séparé des narticures par centrifugation, mais reste en

contact avec lrenzyme. Nous avons étudié 1tévolutiou de ses
propriétés au cours drun sêjour prolong6 à 3?"C, soit teI qu'il
est recueilli après Ia sédimentation des virions, soit après
lravoir additionnê drune nouvelle quantité drenzyme, éga1e à
ce11e utilisée pour traiter 1es virions. Ltactivité neuramini-
dasique diminue de moitié en 5 heures. ElIe diminue des 2/J
dans Ie même temps si on ajoute une nouverle quantité drenzyme.
Le nombre de radicaux aminês terminaux augmente drun tiers en

5 heures avec un nouvel apport drenzyme et cette augmentation
est tégèrement moindre sans addition de caséiuase c. Le pou-
voir réducteur et ltaptituce à neutraliser lrinhibition spéci-
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TABLEAU 
'B

Fixation du complément par Ie sérum de cobaye anti-matériel Iibéi-é
du virus PR8 sous lteffet dtun traitement Iéger par Ia caséinase C
en présence de particules PRB traitées ou non par Ia cas6inase C et
du surnageant 48.OOO g ae ces suspensions traitées.

Antigène Dilution
du sêrum

maximum active
de lrantigène

Particule PRB (1 r19 g/cm1)

(l,l? s/cml)

(,t rl5 g/cn3)

Surnageant 48.ooo g de 1a
suspension de particules
de densité apparente (g/cn3)

1 r17

1 r15

40 40

10 10

<10 <10

<10 <10

<10 <10
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TABLEAU ]g

Fixation du complêment par 1es sérums anti-virus PRB traité ou non

par la caséinase C en présence du matérie1 libéré du virus PRB par
1 I enzyme.

Antigène:

Surnageant 48.ooo g
drune suspension de
virus PRB de densi-
té appareate (e/cn3)

Dilution maximum active moyenne (1) des sérums
anti-virus PRB de densité apparente (g/cm3)

1 r17 1 r15

1 r19

1 11?

1 r15

4l 10

3o 5

55
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TABLEAU 40

Fixation du cornplêment par le sérum anti-mucopolysaccharide al1an-
toïdien de poulet en pré,sence du matériel libéré des virus pR8,

Singapour ou Lee sous lfaction de Ia caséinase C.

Souche
de

virus

Surnageant 48.OOO g
drune suspension de
particules PRB de
densité apparente

(s/cn3)

Dilution maximum active

du sérum de Lrantigène

AolPRB

A2/Singapour

B/Lee

1 r17

1 r15

1 r17

1 r17

20

10

10

20

40 20

4o 20
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ÎABLEAU 41

Effet de rrhémadsorption sur res propriétés biologiques du maté-
riel 1ibêré du virus PRB sous I'action de Ia caséinase C.

(1) exprimée en g( de cel1e de la suspension de virus intact
correspondante.

Propriété Activité (1) du surnageant 4B.OOO g de 1a
suspension de virus PRB de densit6 appa-
rente 1 r17 g/cm3

non absorb6 absorbé J fois par K% de
globules rouges de poule

Activité
neuraminidasique

Aptitude à neutrali-
ser lfinhibition
spécifique de lrhé-
magglutination due
au virus PRB

100

75

100

75
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fique de Iihémagglutination restent constantes pendant 5 heures

queIle que soit 1a concentration dtenzyme (fig. 8).

1O. Concentration

Afin d'étudier 1es propriétés chimiques, enzymatique,

antigénique et électrophor,ôtique du mat6riel dissocié des par-
ticules de virus PRB par Ia caséinase C, et de 1e débamasser de

Ia caséinase C qui lraccompagne, nous avons utilisé deux métho-
des différentes.

- a) Le matérieI a subi deux centrifugations de 12 heures â

12O.OOO g et à 4"C. Les protêines contenues dans cette
suspension ont été ainsi concentrées 2O fois dans Ie cuIot,
de même que lfaptitude à neutraliser ltinhibition spêcifi-
que de 1thémagglutination. Dans ces conditions, nous

nravons retrouvé que 1UÂ ae lractivité initiale (tableau
42) et 1rélectrophorèse en ge1 de polyacrylamide a montré
deux pics de polypeptides, lrun de B.O0O daltons, lfautre
de 10.000 (rig. 91.

-b) r,e matériel a subi une filtration moléculaire sur une colonne
de Sephadex G 2OO. Le pouvoir de neutraliser f inhibition
spécifique de 1'hémagglutination et 9æÂ de 1'activité neura-
minidasique ont étô retrouvés et détectês dans 1es mêmes

fraetions (fi8. tO). Les fractions actives ont été rassem-
bIées et concentrées par dessication sous vide. T,e matériel
ainsi concentré ne possédait plus dractivitê neuraminidasique,
alors que 1'activité antigénique était entièrement recouvrée.

Le surnageant 48.ooo g drune suspension de virus Lee trai-
tê par Ia caséinase c a subi une seule centrifugation à lzo.ooo g

pendant 12 heures. son aptitude à neutraliser f inhibition spé-
cifique de lrhémagglutination est rêpartie entre Le culot et Ie
surnageant de cette centrifugation, alors que ltactivité neura-
minidasique ne sédimente pas et est en grande partie perdue (ta-
bleau 4]).



Bg

rrcunr B

Effet sur le matérieI 1ibéré du virus PRB par Ia caséinase c dfun
s6jour de 5 heures à 3?"c, avec ou sans addition drune nouvelle
quantité drenzyme.

A B
100 100

5050

100

50

012 3 tr 5

C

012 3 t 5

012 3 tr 5

D

012 3 t.5

150

100

50

A : aptitude à neutraliser l-tinhibition spécifique de 1rhémagglutination.
B : activité neuraminidasique.
C : pouvoir réducteur.
D : teneur en radicaux aminés terminaux.
O 3 san6 addition d.reuzyme.
o : après addition dtune quantité drenzyme égaIe à ra première.
Ordonnées I activités er % de lractivité correspondante au temps O.

Abscisses : durêe, en heures, du séjout à j?"C.

OrsOuQ-Q-Q oet.

\ a\
O\

'.o

"-aaq
o î'o

'o'.o .o-_
o--'o-o

iÎ:Gt:I
8=3

3-3:3:C=8--: E
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TABIEAU 42

Concentration du matérieI 1ibé,ré du virus PR8 sous 1'effet df un

séjour de t heure à 37"C en présence de O'OS ng/m1 de caséinase C.

(1) : exprimée en ?/" de celle du surnageant 48.OOO g de Ia suspen-
sion de densitô apparente 1 r1l g/cn).

(2) : mis en suspension d.ans un volume dix fois moindre que Ie
volume de Ia suspension centrifugée.

Propriét és Surnageant de
la 1è centri-
fugation à
120.OOO g

Surnageant de
Ia 2è centri-
fugation à
12O.OOO g

Teneur en protéines(1)

Aptitude à neutraliser
I I inhibition spécifique
de 1rhémagglutination
due au virus PRB (1)

Activité
neuraminidasique ( 1 )

?o 20 2. OO0

5o 10 2.000

20 <1 10

Culot de Ia
2è centri-
fugation à
12O.O0O g
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TIGURE 9

Tracé densitométrique de gels de polyacrylamid.e colorôs au bleu de

Coomassie G 25O après électrophorèse de matériel libéré du virus
PR8 sous rreffet dtun séjour de t heure à 3?"c en prêsence de o,oJ
ng/ml de caséinase C et concentré par deux centrifugations à 120.OO0g.

'++ 8.OOO

I

ro.ooo

I
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TIGURE 10

Activité des fractions récoltées après filtration sur Sephadex

G-2OO (tzO mt) ae Z m1 de surnageant 48.ooo g drune suspension

de virus PRB de densité apparente 1,,11 e/cn3.

e30
o'o
'5

U
rd

20

1 .0

o
o
:l
o
='o.
oE
.ô'
C
o
>,
ll
N)
@o
:l
3

0.I

10

0.6

0.4

2

510 152025 30 40 50 60
fractions

o

^

teneur en protéines.
aptitude à neutraliser lrinhibition spécifique de 1rhémagglu-
tination due au virus PRB (1).
activité neuraminidasique (1).
activité caséinolytique (Reginster, 1965 b).
exprimée en % de 1'activité du matérie1 déposé sur Ia colonne.

a:
x:(r) :

I,
1l

I
I
I
I
a

a
I

I

I

I

I

I
t
I
I

I
I
I
a
,l

I
I
a
f

I
I
I
I
I
I
I
t

i
i
i
i

x

1

I
I
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TABLEAU 4J

Concentration du matérieI libêré du virus Lee sous Ltaction de la
caséinase C.

(r) exprimée en % de celle du surnageant 4B.OOO g de 1a sus-
pension de virus traitée par Ia caséinase C.

Propriétés Surnageant de la
centri fugation

à 12O.O0og

Culot de La
centrifugation

à 12o.OOos

Aptitude à neutraliser
1 | inhibition spécifi-
que de 1'hémagglutina-
tion due au virustee(1)

Activitô
neuraminidasique (1)

77

6l

100

6
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C. DISCUSSION

Nos observations moatrent que 1a dégradation du virus influenza
sous lraction drune protéase! en provoquant 1a perte des projections

superficielles, entraîne une diminution de 1a densité apparente de 1a

particule virale. Toutefois, nos expériences font apparaÎtre un pa-

lier dans Ie processus de dégradation, bi.en caractérisable par 1tétu-
de de diverses propriétés sp6cifiques du virion. En effet, après des

traitements faibles par la cas6inase C, nous avons obtenu des méIan-

ges d.e particules de densité apparente 111ÿ el 1,,11 g/cm3 et après

des traitements plus intenses, des mélanges de particules de densité

apparente 1r1l el 1r1J g/cnJ respectivement. Dans lrun et l-rautre
cas! les bandes étaient bien distinctes. Pour obtenir du mat6riel de

densité apparente 1r1l g/cm1 dépourvu drautres particules, nous avon6

dû recourir régu1ièrement à la centrifugation en gradient de saccha-

rosê. Ea gradient de tartrate sodico-potassique, Ia densité de flot-
taison des particules qui se concentrent à Ia densité 1r1l g/cmJ drun

gradient de saccharose est 1a même que celIe des virions intacts.
En srappauvrissant en projections superficielles sous lraction de pro-
téases, Ies parti.cules virales perdent des terminaisons hydrophiles
(Laver, 19?3). Par consêquent, il se poumait que 1a position des

particules virales dans un gradient de saccharose dépende largement

de leur degré dthydratation, tandis que leur position dans un gradient
de tartrate soit plutôt déterminêe par leur densité r6e11e. On sait
en effet que, contrairement aux rnolécules de saccharose qui se dis-
persent simplement dans les solutions aqueuses, 1es ions tartrate
sthydratent et leur présence en coacentration êIevée pourrait gêner

J-rhydratation de particules hydrophiles. Pour simplifier, nous par-
lons donc de densitê de flottaison lorsque nous étudions Ia sédimen-

tation des particules en gradient de tartrate et de densité apparente

lorsgue nous 1tétudions en gradient de saccharose.

Quoi quril en soit, 1a rêduction de 1119 à 1r1l g/cmJ de Ia
densité apparente en gradient de saccharose correspond bien à une

modification des constituants du virus. Cette affirmation est appuyêe

par toutes 1es analyses rêalisêes sur ce matériel. En effet, à ce
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stade, Ie virus a perdu 30% de ses protôines, 35% de son pouvoir

réducteur et environ îU/u de son pouvoir h6magglutinant, il a libêré
?O% des radicaux amj-nés et carboxylés libérables par 1a caséinase C,

5eÂ du matériel capable de neutraliser I'inhibition spécifique de

lthémagglutination. Quant à lractivité neuraminidasique, elIe est

entièrement dissociée de 1a particule. Le fait que Ia neuraminidase

libérée est souvent plus active quren place sur le virion stexplique
qi lton admet que, pour une raison drencombrement stériquen les sites
neuraminidasiques ne peuvent tous manifester leur activitê à 1tégard
du substrat lorsqu'i1s sont disposés côte à côte à la surface du

virion. Par contre, lorsqutils sont dissociés de Ia particule, cha-

cun dtentre eux peut exercer son activité, pour autant quril y ait
suffisamment de substrat disponible. Un traitement prolong6 par 1a

caséinase C provoque régu1ièrement Lrinactivation de ces sites. On

peut donc expliquer pourquoi lfaugmentation dractivité nrest pas

rêgu1ièrement observée.

Les anomalies que lron peut relever dans Itinactivation des

diverses propriêtés reflèt,ent sans doute Ia difficulté de reproduire
des conditions expêrimentales rigoureusement identiques, en ce qui

concerne particulièrement 1a concentration en enzyme, Ia concentra-
tion et lrhomogénéité des suspensions virales. Par exemple, dans

ltexpérience 44, lreffet attendu sur 1es particules après un premier
traitement par lrenzyme nfa pas été obtenur les particules non trai-
tées formaient des aggrégats sédimentant spontanément. Le premier

effet de 1a caséinase C sur ce mat6riet fut de 1e remettre en Eus-

pension homogèoe et dramener son pouvoir hémagglutinant à 6 % au

pouvoir mesur6 lors de la production du Lot de virus considêré.
Dans 1es expériences qui ont nécessité des suspensions virales très
concentrées (ae 1 à 10 mg de protéines par m1), 1e pouvoir hémagglu-

tinant srest avéré très mauvais indicateur de Ia quantité de virus
présent. Les dilutions à op6rer pour ce dosage sont trop nombreuses

ou trop grandes et introduisent une erreur ênorme. La seule façon

satisfaisante drévaluer 1a concentration en virus srest r6vé1ée être
Le dosage de protéines.

Le profil électrophorétique en gel de polyacrylamide-SDS du
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virus intact montre, outre 1es polypeptides connus, une petite quan-

tité dtun polypeptide de poids moIéculaire apparent 1J.0OO d, que

nous mettons en évidence parce gue, contrairement à beaucoup dfauteurs,
nous utilisons une concentration élevée en polyacrylamide. La dimi-
nution observée du nombre de projections superficielles sur les par-
ticules de densité apparente 1 r1l g/cn3 va de pair avec 1a forte ré-
duction de la quantité des glycopeptides qui 1es composent, mais nou6

constatons déjà un appauvrissement en polypeptide 1,1P.

La seconde étape du traitement accentue encore les différences
avec Ie virion intact. La moitié des protéines de ce dernier est
perdue. 11 en va de même pour 1e pouvoir réducteur. Des groupements

aminés et carboxylés apparaissent encore dans Ia suspension. Les

particules semblent complètement lisses et leur densitê apparente est
1r1J g/cnJ. Le pouvoir hémagglutinant a disparu, de même que 1'apti-
tude à neutraliser ltinhibition spécifique de l-'hêmagglutination est
considérabrement réduite ainsi que ltactivité neuramj-nidasique.

Ltélectrophorèse en ge1 d.e polyacrylamide montre à présent ra dispa-
rition complète des glycoprotéines et une disparition de Ia moiti6
du polypeptide MP, en même temps qutaugmente 1a proportion du poly-
peptide de 13.OO0 daltons. Lrhypothèse drune accessibilit6 à 1'enzyme
de La protéine l'1 in situ expliquerait cette diminution de Ia teneur
en polypeptide MP. La protéine M isolée est en effet très sensible
à lraction de La caséinase C. Sa réactivitê antigénique disparaît
en présence de lrenzyme et sa structure polypeptidique staltère, fai-
sant place à un polypeptide de 13.OOO daltons environ. T1 faut noter
que 1e traitement du virion par Ia caséinase C et 1taItération de la
protéine Iul ne sraccompagnent pas drune atteinte des lipides et qur-
aucun résidu lipidique nrest 1ibérô de Ia particule. Nous nravons
cependant pas dtexplication à Ia libération de phosphate organique
lors du traitement enzymatique.

tes réactions sôrologiques effectuées au moyen drantisérums
non absorbés indiquent que 1es particules de densité apparente 1 r19
g/cm3 possèd.ent un antigène qui disparaît sous lfaction de lrenzyme
protêolytique et que 1es particules fortement dêgradées par Ia caséi-
nase C possèdent un antigène absent des particules intactes ou inac-
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ce66ibleaur ceI1es-ci. E11es montrent en outre qutil subsiste à Ia
surface des particules fortement traitées des traces dtantigène spé-

cifique du virion intact. Cette interprétation est confirmée par

nos expériences drabsorption s,âlective dranticorps. Quant aux par-

ticules de densité apparente 1r1l g/cmJ, elles ne diffèrent pas fon-

damentalernent d.es particules de densité apparente 1r1J g/cn). E1les

sten distinguent par leur capacité plus grande dtabsorber les anti-
corps spêcifiques du virus intact.

Le fait que 1es particules PR8 et Singapour de densité appa-

rente 1r1J g/cnJ manifestent une éga1e réactivitô à 1rôgard du sérum

anti-particules PRB de densité apparente 1r1J g/cn!, suggère que

ltantigène dêmasqué sous lraction de Ia caséinase C est type-spéci-
fique. Cette indication est confirmée par lrabsence de réactivité
des particules Lee de densité apparente 1r1J g/cm3 à 1'égard du même

sérum. Quel est alors le support de cette spécificité de type?

Nos donnêes sur Ia réduction quantitative de la protéine M

sous ltaction de Ia casêinase C montrent que cette protéine est ac-

cessible de lrextérieur à Ia caséinase C et suggèrent qutelle pour-

rait être exposêe partiellement à des anticorps. Cette idée est

appuyée par Ies faits suivants : 1) Ies particules PR8 de densité

apparente 1r1J g/cn3 fixent 1e complément en présence du sérum anti-
protéine M; 2) sur 1a base des réactions sêrologiquesr nous nravons

pas trouvé de différence entre 1es corps délipidés de PRB et 1es par-
ticules PRB de densit6 apparente 1r1J S/cn3. Le mat6riel détectable
sous 1a couche lipidique semble donc déjà accessible l-orsque cette
couche est en pIace, êt, par conséquent, en émerge.

Pouvons-nous exclure que Ia nucléoprotéine soit Ie support de

1a spôcificité de type démasquée par Ia caséinase C ? Le sérum anti-
antigène standard du type A fixe Ie complément en prêsence du virus
PRB de densité apparente 1,1J e/cm1. Ce fait nous a longtemps échap-

pé et nous ignorons sril est dû à ltemploi dtun sérum drun autre
patient ou à ltutilisation de préparations plus concentrêes de virus.
Ltactivité d^u sêrum anti-antigène standard après absorption par des

particules PRB de densité apparente 1 r1J g/cnJ semble ne pouvoir dé-

croître au-dessous dtune valeur minimunn. 11 apparaît donc que 1e
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sérum étuaié contient d.es anticorps spécifiques de deux antigènes

différents et communs tous deux aux virus du type A' lrun corres-

pondant vraisemblablement à Ia nuclêoprotéine, ltautre à un anti-
gène prêsent à 1a surface des particules de densité apparente 1.,1J

e/cni et à Ia surface des corps délipidés que nous pensons être la
protéine l.{. Les électrophorèses en ge1 de polyacrylamide-SDS de

préparations dtantigène standard A montrent draiLleurs la présence

de po3-ypeptide MP.

Les particules influenza A ou B, dégradées ou non par Ia
caséinase C réagissent avec des anticorps suscités par ur mucopoly-

saccharide allantoidien de poulet, matérie1 ôtranger au virus 1ui-
même, mais présent chez lranimal auquel appartient Ia ce11uIe-hôte.

Nous avons donc mis en évidence un antigène spôcifique de 1a ceI1u-

Ie-hôte dont Ia prêsence nrest pas limitée aux projections superfi-
cielles du virion. La dilution maximum active de Itantigène diminu-

ant régu1ièrement avec le traitement, el1e trahit un appauvrissement

en sites antigéniques correspondants. Les réactions observées avec

1e sérum anti-hématies de poule ae semblent pas rév61er les mêmes sites
antigénigues que 1e sérum anti-mucopolysaccharide allantoidien puis-
qutil réagit mieux avec 1es virions dégradés par Ia caséinase C qur-

avec 1es virions intacts. Toutefois, après absorption par des h6ma-

ties de mouton, ce sérum témoigne drune activité identique en présence

du virus intact quten présence du virus traité par Ia caséinase C.

Ceci suggère que 1e sérum anti-hématies de poule contient des anti-
corps spécifiques dfun antigène commun au mouton et à Ia pou3-e dont

1a présence gène 1a ré'action drautres anticorps avec des sites anti-
géniques présents sur 1e virus intact et sur 1e virus dégradé. Lren-

veloppe des vj-rus influenza contiendrait donc au moins deux caractè-
res antigéniques déterminés par 1thôte : 1tun, superficiel uniquement,

Lrautre, présent à Ia surface des particules intactes ou débarrassées

de leurs projections.
Les particules virales traitêes par La caséinase C subissent

gônôralement une centrifugation afin de 1es séparer du matêrieI qui
en a ôté dissociê. Cependant, la caséinase C restant prêsente dans

ce surnageant, on peut craindre qurelle ait un effet sur 1es sites
porteurs des différentes activités propres aux projections. Nous
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avons effectivement montré que ltaction de 1a caséinase C sur le
virus influenza Lee se prolonge lors dtun séjour à 4oC. Nous por-
tons donc Ie surnageant à -25"C dès que possible pour interrompre
lteffet de 1f enzyme. Des ruptures de type protêolytique sont mises

en évidence suite à lfaction de Ia caséinase C sur le virus PRB, par

lraugrnentation du nombre de radicaux aminés et carboxylés terminaux
dans la suspension non centrifugêe, leur nombre restant constant sur
1a particule elle-même. Si on étudie le matériel 1ibér6 du virus
par 1.renzyme, on constate que la caséinase C encore présente a pour

effet de continuer à augmenter 1e nombre de radicaux aminés terminaux,
augmentation plus grande encore si on ajoute de Irenzyme, et à inac-
tiver Ia neuraminidase. Dtautre part, 1a neuraminidase, dûment sépa-

rée de la caséinase C par filtration sur Séphadex G-2OO ne r6siste
pas à un séjour de 2 heures à 20 oC. Par contre, ltactivité de neu-
tralisation de f inhibition spécifique de 1thêmagglutination se main-
tient après ) heures de séjour à t|"C avec Ia casôinase C. Cette
activité nrest pas séparée de 1'activité neuraminidasique par la fi1-
tration sur Séphadex G-2OO, reste inchangée après un séjour de 2

heures à 2O oC. Par conséquent, bien que nous nrayons pas réussi à

séparer ces deux sites sous forrne active, i1s sont toutefois distincts.
trélectrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS du matérie1 Libé-

rê du virion sous lreffet d.run traitement ménagé par Ia casêinase C

fait apparaÎtre deux polypeptides de 8.OOO et 1O.OOO daltons, absents
du profil éIectrophorétique du virus intact ou des particules trai-
tées. 1L doit donc sfagir de petits polypeptides détachés du virion
par Ia caséinase C. Ce matériel ne contient pas de caséinase C et
est dépourvu dractivité neuraminidasique. si 1e porypeptide de 1r.ooo
daltonsr gue lfon voit augmenter sur 1a particule conjointement à Ia
diminution du polypeptide MP, est bien un résidu de Ia d6gradation
de La protéine lul, on pourrait srattendre à retrouver un fragment de

cette protéine dans Ie matérieI détaché du virion, accompagnant les
produits de dégradation des glycoprotéines, à moins qutil ne sragisse
que dtun simple clivage du polypeptide en deux produits de poids éga1,

comme sembre 1e montrer le traitement de la protêine M isolée.
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IT. EFT.ETS DE LA CASEINÂSE C SUR UN PARAMYXOVIRUS : N.D.V.

A. LES PARTICULES

Les particules de virus NDV sédimentent rapidement à 48.00O G.

Le matérie1 décrit ici représente, sauf mention particulière, Le

culot recueilli après J0 minutes de centrifugation à cette accé1éra-

tion.

1

La densité apparente du virion NDV en gradient de saccharose

est 1,20 g/cn3. Au cours du traitement par l-a caséinase C, on obtient
successivement des particules de densitô apparente 1 r18 g/cm] puis

1,16 s/cnJ (ris. 11).

2 §icroscopie éIectronique

L'aspect des virions d,ôpend du rnode de conservation qui leur a

été appliqué. Les virions conservés à -|O"C paraissent généralement

applatis, ombiliqués, et leur contour est souvent déformé par une

grosse expansion lisse. On observe également des forrnes alIongées
montrant une dépression en leur milieu. Les virions conservés à 4"C

out un aspect Iégèrement différent. Ils paraissent p1us sphériques

et montrent souvent un corps central-. Les formes allongées sont nette-
ment moins nombreuses. Dans les deux cas, Ia couche form6e par les
projections superficielles, espacées d'environ BO à 1OO i, est très
d.ense et drune ôpaisseur constante de 1OO à 12O i. environ. Après un

sôjour de 2 heures à 37"C en présence de caséinase C, on ne constate
aucune modification morphologique de 1a particule. Après 4 heures

de sêjour à 77"C en présence de O'OJ mg de casêinase C par m1, 1es

projections soat moins nombreuses et sêparées les unes des autres
o

de 12O à 150 A environ, quelIe qutait été 1a tempêrature de conserva-
tion. Toutefois 1es virions qui ont été gardés à 4"C semblent plus
sensibles à Ia caséinase C que ceux qui ont sêjournê à -7O"C. Dans

ce cas, après un traitement de 4 heures, on trouve des fragments
drenveloppe ou de ribonucléoprotéine. Nous nravons pas réussi à enle-

Densit6 a'pparente
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Propriétés des particules de virus NDV mesurées sur les fractions
de gradient de saccharose (22-BBgl) après centrifugation à 120.OOOg

pendant 1) heures de suspensions de particules NDV traitées ou non
par 1a caséinase C.
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ver toute 1a couche de projections par un seul s6jour à 37"C avec

lrenzyme, même en augmentant Ie temps de séjour ou Ia concentration
de caséinase C. La perte complète des projections nra pu être obte-
nue qutaprès 1e secon-d traitement par lrenzyme, teI qutil a été dé-

crit pour 1'obtention de particules de densité apparente 1r15 e/cn3.
A ce mornent, Ies particules apparaissent lisses. Dans Ies suspen-

sions de virus traitées ou non par Ia casêinase C, certaines parti-
cules laissent voir la nucléocapside hélicoidale, probablement à

cause de Ia pénêtration du produit de contraste (Fig. 12).

3 Pouvoi:: infectieux

l,e titre infectieux des préparations de virus NDV varie selon
Ies lots de tO6 à 108 unités infectieuses par m1. II est généra1e-

ment deux à vingt fois plus faible après 4 heures de s6jour à 3?"C

en présence de OrJ ng/m1 de caséinase C. Après un second traitement,
il est mille fois moindre (taUteau 44).

Afin de rechercher si cette perte du pouvoir infectieux ne

pourrait résulter drune diminution du nombre de particules virales,
nous avons procôdé au dénombrement des particules dans 1es suspen-

sions traitées ou non par 1a caséinase c. une même quantité de bi1-
Ies de latex ont êté m61ang6es aux suspensions (Fig. 13) t et 1e rap-
port du nombre de bilIes au nombre de particules a été étab1i. ce

rapport nrest pas significativement modifié après 1e traitement par
lrenzyme (tatteau 45).

4 Pouvoil h érlilgglutinant

Les trois quarts en moyenne du pouvoir hémagglutinant du

virion NDV restent associês à la particule après le premier traite-
ment de 4 heures par Ia caséinase C. Ce pouvoir diminue considéra-
blement après le second traitement (tableau 46).

5. Pouvoir hér,rol.ytique

Lorsqufune suspension de virus NDV conterrant 1 mg de protéines
par mI est arnenée à une diLution finale de 1/16 au moyen de tampon de
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TIGURE 12

Micrographies êlectroniques de particules de virus NDV traitées ou

non par l-a caséinase C, après avoir êté conservées à 4oC ou à -7O"C.
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F: Particules traitées pendaut 4 heures par OrSmE/nL d.e easêinase Co

1av6es, puis traitées pendant J heures par OrJng/n\ de caséinaseC.
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TABI,EAIJ 44

Pouvoir infectieux d,e suspensions de virus NDV traitées par 1a

casêinase C et de culots 48.OOO g de ces suspensions.

(1)

(2)

exprimé en ?'o de celui de la suspension de virus non traité
par 1a casôinase C.

préparation utilisée dès sa production, nrayant donc pas
subi de conservation.

Exp6-
rien-
ce no

Tempé-
rature
de con-

servation
en oC

Pouvoir infectieux (1) de suspensions ayant subi

1 traitement par
O,) m6/n1 de casé-

inase C

2 traitements par
Or3 mg/nI de cas6-

inase C

totale culot totale culot

p19

p20

p21a

p21b

p22

p23

4

4

4

-7O

(2)

4

5o 5o

30

4

20

6S

oroo5

oro5 o r13

o15

O, OB o, oB

orol

715

O' 05

o, o02
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gJg§g 1l

Micrographies électroniques de particules de virus NDV traitêes ou

non par Ia caséinase C, mô1angées à des bil-Ies de latex et puLvéri-
sées sur Ia grille au moyen drun atomiseur.

A

A

B

G

: Particules non traitées.
: Particules traitées deux fois par OrJ mg,/mI de caséinase C.

= 2r5 x 2O.OOO ; Siemens Elmiskop 1O1
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TABI,EAU I+5

Concentration relative des particules virales prêsentes dans des

suspensions de virus NDV traitées ou non par Ia caséinase C (1).

(1) ces dônombrements ont
isolées sur Ia griIle

été réaIisês dans des gouttelettes
de microscope.

Suspension non
traitée par 1a
caséinase C

Suspension traitée par Or3 ng/ml
de caséinase C

une fois deux fois

Nombre de
billes de

latex

Nombre de
particu-
1es vira-
1es

Rapport

102

?oB

1/?

111 E4

6?t 757

1/6 1/5,6
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TABTEAU 46

Pouvoir hérnagglutinant de suspensions de virus NDV traitées par Ia
caséinase C et de culots de centrifugation à 4B.OOO g de ces sus-
pensions.

(1) exprimê en ?l de celui de la suspension de virus non traitée
correspond-ante.

(2) préparation utilisée
de conservation.

dès sa production, nrayant donc pas subi

Exp6-
rien-
ce no

Tempé-
rature
de con-
§erva-
tion
en oC

Pouvoir hémagglutinant(f) ae suspensions de virus ayant subi

1 traitement par OrJng/ml
de caséinase C

totale culot

2 traitements par OrJmg/nl
de caséinase C

totale culot

p3

p4

p5

p10

p14

p21

p22

p2,
p24

p25

-7o

-?o

-7o

-7o
4

-7o
(2)

4

4

-7o

100

100

5o

5o

5o

5o

5o

5o
100

100

100

100

5o

5o

100

5o

5o

100

6

,
6

orB

25

6

12

115
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SaIk contenanL 10% de globules rouges de pouler eIl-e provoque une

hêmolyse complète après ]0 minutes de séjour à 1?"c (fig. 14).

§ous Lteffet de 1a caséinase C,1e pouvoj.r hémolytique des particu-
les conservées préalablement à -|O"C tornbe rapidement pour atteindre
une valeur minimurn apiès 4 heures de traitement par O r3 n5/ml de

caséinase C. Les particules conservôes à 4"C perdent leur pouvoir

hémolytique en moins d.e 5 minutes de traitement par 1 | enzyme (FiS. f5).

6. Activité neurarninidasique

Ltactivité neuraminidasique 1iée aux particules est en géné-

ral peu réduite sous Iteffet de Ia caséinase C lors drun premier

traitement par OrJ mg/nl drenzyme. Après le second traitement, moins

de 1t" ae cette activité subsistent gén6ralement associés aux parti-
cules (tatteau 47).

7. Propriôtôs antig6niques

a) tetitude à neutraliser ltinhibition :eÉg1I1g ue de lthêma sqlI-
tination due au virion

Après Ie premier traitement par Or] ng/nl de caséinase C,

lractivité neutralisante nrest guère modifiée. E1le augmente

parfois, ou diminue selon Ies expériences. El-le est réduite
réguIièrement par le second traitennent (taUleau 48). La figu-
dthénragglutination observée dans 1es godets où la neutralisa-
tion a eu lieu fait place à une figure de sédimentation après
quelques heures d.e séjour à 1a température du laboratoire (fig.f6).

s) tl*lu:e séroloË1999

Le sérum de lapin anti-virus NDV fixe Ie complément en

pr6sence des particules de virus NDV intactes, traitées une

fois ou traitées deux fois par Or3 ng/nI de cas6inase C.

11 possède Ia même activité à )-'êgard de chacun de ces anti-
gènes alors que 1a dilution maximum active de lrantigène
diminue régulièrement lors du traitement (tableaux 49 et 50).
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FTGIIRB 14

Cirrétique de ltactivitô hémolytique du virus NDV à 3?"C.
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FIGURB 15

Inactivation du pouvoir hémolytique du virus NDV par Ia casôinase C.
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Ordonnées : activité en % ae ce1le du virus non traité par La
caséinase C.

Abscisses : durée en minutes du sêjour à 3?"C en présence de
1 I enzyme.

: virus préalablement entreposê à 4"C.
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-r.armau 47

Activité neuraminidasique de suspensions d,e virus NDV traitées par
la caséinase c et de culots 48.ooo g de ces suspensions.

(r) exprimée en gl de lractivité de
par 1a caséinase C.

1a suspension non traitêe

préparation utilisée
subi de conservation.

Exp6rience Température
no de conser-

vation en oC

Activité (1) de suspeosions de virus
ayant subi

1 traiternent par
Or) mg/mI de ca-

s6inase C

totale culot

2 traitements par
OrJ mg/ml de ca-

séinase C

totale culot

p12

p13

p15

p16

p19

p21a

p21b

p22

p23

4

4

4

4

4

4

-7o
(2)

4

150

100

120

5o

5o

15

30

4o

35

100

EO

9o

5o

12

1o

50

3o

25 30

10

<1

4

1

25

3

6

<1

2

1

25

3

(2) dès sa proCuction, nfayant donc pas
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TABLEAÜ 48

Aptitude à neutraliser f inhibition spécifique de lrhémagglutination
due au virus NDV de suspensions de virus NDV traitées par 1a caséi-
nase C et de culots 4B.OOO g de ces suspensions.

(1) exprirnée en % de lractivitê
virus intact.

de 1a suspension totale de

préparation utilisée dès sa production, ntayant donc pas
subi de conservation.

Tempé-
rature
de con-
6erva-
tion
en oC

Activité (1) de suspensions de virus ayant subi
1 traitement
par O rJng/nl

de casêinase C

totale culot

2 traiternents
par 0 13 mg/nl

de caséinase C

totale culot

p3

p4

p5

p14

p15

p22

p23

p24

-?o

-?o

-7o
4

4

(2)

4

4

320

100

150

75

100

137

150

100

100

5o
200

5o

BT

100

5o

BI

6S

70

4t

3o

20

(2)

Expé-
rien-
ce no
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FIGUTE 16

Représentation schématique de plaques à hémagglutination où est
réaIisée la neut,ralisation de lrinhibition spécifique de lrh6mag-
glutination due au virus NDV au moyen de particules de virus NDV

traitées ou non par la casêinase C.
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Fixation du compl6ment par divers sérums en présence de particules
de virus NDV trait6es ou non par la caséinase C

TABLEAU- /+9

TABLEAU 50

Antigènes Dilution rnaximum active du sérum anti-
virions

NDV
hérnaties de poule

non absorbé par
absorbé des hématies

de mouton

mucopolysaccha-
ride allantoï-
dien de poulet

Virions IIDV intacts

Particules NDV
traitêes une fois
par O 13 ng/m\ de
caséinase C

Particules ltrDV

traitées deux fois
par OrJ mg/m1 de
caséinase C

4o

40

4o

10

20 > 320

20

160

8o

Sérum anti- Dilution maximum active de 1a
suspension de virus NDV

non
trai t ée

ayant subi 1 traite-
ment par, O ,3 ng/tnl

de caséinase C

ayant subi 2 traite-
ments par O r3 mg/ml

de caséinase C

Virions NDV intacts
Hématies de poule

Hér.raties de poule,
absorbé par des
hématies de mouton

l,iucopolysaccharide
allantoidien de

poulet

40

<10

20

10

10

10

BO

4o 20
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Le sérum anti-mucopolysaccharj.de allantoidien de poule

fixe le complément en pr6sence d.es particules de virus NDV

traitées ou non par Ia caséinase C (tableaux 49 et 5O).
La réactivitô du matériel diminue lors du traitement eîzy-
matique.

Le sérum de lapin anti-hématies de poule ne montre que

des traces de réactivité à 1tégard du virion NDV et réagit
faiblement avec 1es particules de'densité apparente 1r1B ou

1116 g/cn3. Lrabsorption de ce sêrum par des hêmaties de

mouton augmente considérablenent sa rêactivité à 1tégard des

particules de densité apparente 1,18 e/cn3 (tableaux 49 et 50).

Le culot de Ia suspension de virus traité 4 heures par OrJ

me/n\ de casôinase C perd son aptitud.e résidueIle à neutraliser
ltinhibition spécifique de 1thémagglutination après un seul contact
avec 1Ü/, dthématies, alors quril faut trois hémadsorptions successi-
ves pour faire disparaître cette activitê de la suspension totale
de virus traité. Après un traitement par 1a caséinase C, lractivité
hémaggJ-utinante résiduelle du culot de virus d.isparaît dès 1a pre-
mière hémadsorption, alors que ltactivité hémagglutinante résiduelle
de Ia suspension totale traitée ne diminue quraprès quatre hêmadsorp-
tions successives (tableau 51).

B. Eémadsorr:-tion
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TABLEAU 51

Effet de 1fhémadsorption sur l-e pouvoir hémagglutinant et sur ltapti-
tude à neutraliser f inhibition spécifique de Ithémagglutination du

virus NDV et de ses produits de d,ôgradation par 1a caséinase C.

(1) exprimé(e) en 1'o de 1'activitô
traitée par Ia caséinase C ni

de Ia suopension de virus non
par 1es hématies.

Pouvoir hémagglutinant

( 1 ) du matériel absorbé

0121f
fois fois fois fois fois

Neutralisation de f inhi-
bition sp6cifique de 1 thé-

magglutination
(t) du matériel absorbê

01214
fois fois fois fois fois

Suspension de virus NDV
non trait6 par Ia casé;
inase C

Suspension de virus NDV
traitée 4 heures par
o13n,/ml de caséinase C

Culot 48.ooo g de 1a
suspension traitée

Surnageant 48.ooo g de
1a suspension traitée

100 20 <1

100 100 Bo 80 40

100 20 <1

<3

100 40

100 100 100 20

50 2A

40 6o 90 50 20



B. LE }.{ATERIEL LTBERE DE TA PARTICÜLE PAR LA CASETNASE C

Ce matériel est
fugationà48.ooogau
Le mat6riel étudiô ici
accé1ération.

1 Pouvoir hémagglutinant

117

séparé des particules traitées par une centri-
cours de 1aquelle ces dernières sédimentent.

est Ie surnageant de Ia centrifugation à cette

du virus NDV après un ou deux traitements
C ne possède aucune activité neuraminida-

Aucune activité hémagglutinante nrest associée au matérie}
1ib6ré (tableau 52).

2. Pouvoir hérnadsorbant

Si lron met en contact une suspension de virions influenza PRB

avec 10% d'hématies préalablement mises en présence de matériel 1ibé-
ré de virus NDV par 1a caséinase C, on nrobserve pas d,e r6duction de

son pouvoir hémagglutinant, contrairement à ee que lfon constate lors-
quton a mis en contact avec 10% dthématies fraîches Ia même suspension
de virions (tableau 5J).

3 Activité hémolytique

Le matériel libêrô du virus NDV après un ou deux traitements
par OrJ mgrlmI de caséinase C ne manifeste pas d'activitô hêmolytique
(tableau 52).

4. Activité neuraminidasique

Le matériel libéré
Par Or] ne/ml de caséinase

sique (tableau 52).

a) *p titude à neutraliser lrinhibition spec]- I 1 e de 1th §13-
tination due au virion

La moitié de lractivité neutralisante du virus intact se

5. Propriétês anti8éniques
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(1)

(2)
$)
(4)
(5)

TAB-LEAü 52

Comparaison de propri6tés des particules de virus NDV et du maté-

riel dissocié du virus par Ia caséinase C.

exprimées en ?l de ].ractivitô coryespondante de Ia suspension de
virus non traitée par Ia caséinase C.
moyenne de 4 exp6riences.
moyenne de 2 expériences
moyenne de f expériences
moyeane de J expériences.

Activités (1) Suspension de virus trait6e par OrJ

mg,/m1 de caséinase C

une fois I a"r* fois
Iculot surnageant 
I 
culot surnageant

I

Pouvoir hémag6lutinant (2)

Pouvoir hémolytique G)

Activité neuraminidasique (4)

Aptitude à neutraliser lrin-
hibition spécifique de
1 rhêmagglutination (5)

6S 2 t 5

19 orB

5o 1

BZ B4

4

1

9

or1

(0' 1

1

6o31
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TABLEAU 5f

Effet du matériel Iibéré du virus NDV sous lraction de Ia caséinaseC
sur la capacité des globules rouges de poule drabsorber l-e virus PRB.

(1) exprimé en g6 de lractivité
hémadsorbée.

de 1a suspension de virus pRB non

Concentration
des hêmaties
pour 1e con-
tact avec PRB

Pouvoir hémagglutinant (1)
PRB après contact avec d.es

de Ia suspension de virus
hématies

fraîches préalablement mises en contact avec le
surnageant 4B.OOOg drune suspension de
virus IIDV traitôe 4 heures parOrJng/nl
de caséinase C

1%

2%

5%

1UÂ

2V/o

100

50

5O

12

3

100

100

100

100

5o
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retrouve dans Ie matériel dissocié par Ia caséinase C après

un traitement. Le second traitement 1ibère les trois quarts

de lractivité qui étirit encore a.ssociôe aux particules sédi-
mentables à 48.ooo g (tableau 52).

Lors des deux premières hémadsorptions, lractivité neu-

tralisante augmente dans 1e matériel libér,â du virus par 1a

caséinase C, et nrest réduit à moins de sa valeur initiaLe
qu'après quatre hémadsorptions successives (tabteau 51).
A ce propos, i1 faut noter que Ia transformation de 1a figure
dthémaggLutination en figure de sédimentation dans 1es godets

où l-a neutralisation est effectiven transformation déjà men-

tionnée au § II, A, 7, a, se produit ici beaucoup plus rapide-
ment, quelques minutes après la mise en contact des réactifs.
Ce phénomène prend toujours naissance à une concentration
précise du sérum U/4o) et de 1'antigène (/1O), puis apparaît
dans les godets voisins de celui où ces conditions sont réali-
sées, jusqurà remplacer, au bout de quelques heures, presque

toutes 1es figures dthêmagglutination observées (fig'. 1?).
La remise en suspension des hématies est impossible dans les
godets où 1e rapport de 1a concentration de sérum à Ia con-

centration drantigène est 1e plus faible. Nous avons recrôé
l-es conditions règnant dans un godet de ce type dtune part (a),
et celIes qui règnent dans un godet de Ia zone de sédimenta-

tion normale (l). Dans les conditions (a), Ie s6rum est dilué
t6O fois et lrantigène 2O fois. Dans les conditions (b), 1e

sérum est dilué 2O fois et ltantigène t6O fois. Quatre unités
hémagglutinantes de virus NDV et Or5?/" dthématies de poule sont

successivement àjoutées dans les conditions de volume et de

temps du test. Après une heure de séjour à Ia température

ambiante, les hématies sont r6cupérées par centri-fugation.
Leur aptitude à adsorber 1e virus influenza PRB et leur apti-
tude à sragglutiner en présence du virus PRB ont êté comparôes

à ce11es dthôr^laties fraîches. Lorsque Ie titre hémagglutinant

du virus PRB est mesuré avec 1es hématies préalablement placôes

dans les conditions (a), iI est beaucoup plus faibie que lors-
qutil est mesuré avec les hématies fraîches ou placées dans les
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FIGIIRE 1?

Représentation schér,ratique d'une plaque à hémagglutination où Ia
neutralisation de f inhibition spécifique de 1rhômagglutination due

au virus NDV est réaIisée au moyen drune suspension totale de virus
NDV traité par Ia cas6inase C ou au moyen du surnageant 4B.O0O g de
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condj-tions (t). Les hématies placées dans 1es conditions
(a) sont dtautre part incapables de réduire le pouvoir
hômagglutinant des suspensions de virus PRB, aLors que ceIIeb
qui ont été mises dans Ies conditions (t) réduisent lracti-
vité hémagglutinante de ce virus de la même manière que Ies
hômaties fraîches (tableau 54).

b) tlelu :e-eÉrele ü 1 399

Le matérieL libôré du virus NDV après un séjour de 4 heu-
res à 37"C en prêsence de O'OJ mg de caséinase C par mI est
actif dans 1a réaction de fixation du conplément en présence

de sérum anti-virus NDÿ intact et de sérum anti-mucopolysaccha-
ride allantoidien de poulet (tableau 55).
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rnglaau 51r

Effet sur les hématies de poule dtun contact avec 1es r6actifs du

test de neutralisation par Ie matériel 1ibéré du virus NDV sous

lraction de la caséinase C, 9" I'inhibition spécifique de 1rhémag-

glutinatioa due à ce virus.

Pouvoir hémagglutinat (1) du virus PRB mesuré au moyen
d'hématies de poule

- fraîches

- préalablement mises dans les conditions

- préalablement mises dans 1es conditions

(a)

(r)

x

]E

2.560

10

2.560

Pouvoir hémagglutinant (1) du virus PRB absorbé par des
h6maties de poule

(a)t
(u)-

- fraîches

- préalablement mises

- prêalablement mises

dans Ies
dans les

conditions
conditions

320

2.560

150

(1) : exprimé en unitôs hémagglutinantes par m1.

x : pour explication de ces conditions, voir texter page 12O.
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TABLEAU 55

Fixation du complément par deux sérums en présence de mat6riel
libérê du virus NDV par la caséinase C.

Dilution maximum active du sérum

anti-virion NDV anti -mucopolysac charide
alloidien de poulet

40 150
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C. DISCUSSION

La particule de virus NDV est sensible à 1a caséinase C qui
1ui en1ève ses projections superficielles et Ia prive dtactivit6s
Iiées à son enveroppel La grand.e sensibilité d.es particules pré-
alablement entreposées à 4"C ressort de 1tétude nnorphologique et de

1a mesure de lracti,rité hémolytique. Ces particules sont conservées

en présence de nitrure de sodium (Nat't, z Or1%). Ceci permet d.tévi-
ter la prolifération de bactéries mais alcalinise sensiblement Ie
milieu, puisque Ie pH de la suspension est alors 816. Or lractivité
caséinolytique maximum de Ia caséinase C est obtenue en milieu basi-
gue. 0n peut donc attendre une plus grande efficacitê de lrenzyme
sur Ie virus à ce pH,

Le pouvoir infectieux du virus NDV résiste à un traitement de

4 heures par 1a caséinase C, alors que les autres propriétés sont d6jà
aItérées et que 1e pouvoir hémolytique a complètement disparu. On ne

peut donc établir de com6lation entre les pouvoirs hémolytique et
infectieux du virus. I,rinfectiosité nrest significativement affectée
quraprès un second traitement par lrenzyme. Le dénombrement des par-
ticules démontre que Ia dirninution du pouvoir infectieux ne peut être
attribuôe à une dislocation des particules. 11 est cependant diffi-
cile de définir jusqurà quel point 1es couches externes d.u virion
peuvent être endommagées sans altôrer Ie pouvoir infectieux du viru6.

Les particules h6magglutinantes contenues dans 1es suspensions
totales de virus traité par 1a cas,6inase C ou dans Ie surnageant 4B.OOOg

de ces su§pensions sont beaucoup plus difficilement ad.sorbables par
les hématies que 1es virions intacts ou que Ies particules rest6es
hômagglutinantes après lraction d.e lrenzyme lorsquron Ies a séparées
de leur surnageant 48.OOO g. Ces faits stinterprètent bien si Iron
admet que le matériel de petite tailIe 1ibéré de 1a particule srad-
sorbe sur les hématies et empêche lradsorption de particules eI1es-
mêmes. Crest seulernent lorsque ce matériel surnageant a été êpuisé
par adsorptions successives que 1es particules encore pourvues de

sites hémagglutinants peuvent se fixer aux hématies d.tune manière mesu-
rabIe. Les anomalies constatées lors de Ia mesure de lraptitude à

neutraliser lrinhibition sp6cifique de 1'hémagglutination confirment
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cette interprétation. Quant à lractivité neuraminidasique du virus
NDv, e1le reste associée à 1a particu'le sédimentable à 48.ooo g,

maj-s elIe est inactivée par Ia caséinase c puisqurelle diminue au

cours du traitementpar Irenzyme.
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COI.,IPARATSON DE L'ET'FET DE IA CASEINASE C SUR LES VÏRUS

ÏNTLUENZA ET I.IDV

Ltanalyse du paramyxovirus NDV, soumis à ltaction de Ia caséi-
nase C, présente des analogies et des différences avec 1es observâ-

tions réa1isées sur les virus influenza.
La densité de Ia particule, quoique Iégèrement plus 61ev6e,

subit une réduction identique lors du traitement enzyrnatique. 0n peut

mettre en évidence Ia mêrne étape intermêdiaire dans Ia dégradation du

virion. Les particules, bien que montrant quelques différences mùr-

phologiques avec les particules influenza, subissent des altérations
similaires. La particule de virus NDV est cependant plus résistante
à ltaction de 1a caséinase C. Son pouvoir infectieux, en particulier,
est beaucoup moins sensible à lrenzyme que celui des virions PRB et
T,ee. En effet, il reste infectieux après un premier traitement par

1a caséinase C, alors que ses autres propriétés sont déjà endornmagées

et sa densité apparente modifiée. 11 possède une activitô hémolyti-
que que ne manj.festent pas 1es virus influenza, et cette propriôté
s'avère très labiIe en présence de caséinase C. 11 possède, comme

1es virus influenza, des sites antigéniques capables de fixer des

anticorps qui inhibent son activité hémagglutinante, et ces sites,
1ibérés, restent actifs. Quant aux activités neuraminidasique et
hémagglutinante, e11es êvoluent diff6remment chez 1e virus NDV et
chez 1es virus influenza. Dans le cas de ces derniers, Ia neuramini-
dase est libérée sous forme active, et apparemment êtroitement asso-
ciée au site sur lequel se fixent 1es anticorps inhibant lrhémagglu-
tination. Dans Ie cas du virus NDV, 1a neuraminidase est inactivée,
et 1e site de fixation aux hématies est l-ibéré, appare.mrnent étroite-
ment associé au site antigônique. Enfin, Ies virus que nous avons

étuaiés, influenza ou NDV, ont tous été cultivés dans ltoeuf de pou-

Ie embryonné, et possèdent tous des caract6ristiques antigéniques
attribuables à l-a celIuIe-hôte. Ces antigènes sont répartis dans

leur enveloppe de façon analogue.
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Lorsque nous avons entrepris nos recherches, plusieurs auteurs
avaient montré que Ies virus influenza soumis à une protéolyse per-
dent leurs projections superficielles (Hoyle et a1. , 1961; Borècky

et a1. , 19641 Reginster, 1965 a, b; Biddle , 1968; Kendal et al.,
1968) et peuvent ainsi se diviser en deux fractions séparablesr lfune
contenant 1es particules dêpourvues de projections et ltautre les
projections elIes-mêmes ou des fragments de celles-ci. Cet effet
sraccompagne de modifications de la sôdimentation de 1a particule
(ttoLt et a1. , 1962; Reginster, 1965 c; Bidd.le 1968; Kendal et at.,
1968). Reginster ('t965 a, b) avait observé que Ies particules de

virus AO/PRB traité par Ia caséinase C ou par Ia pronase, deux enzy-
mes dont les effets sur les virus influenza semblent identiques,
possèdent une spécificit,6 antigénique modifiôe par rapport à ceIIe
des virions intacts. Nous montrons que Ies ruptures provoquôes par
1a caséinase c au sein d.u virus sont peptidasiques puisqureLres aug-
mentent le nombre des radicaux aminés et carboxylés terminaux dans

1e matérie1 viral traité par Irenzyme.

Ltantigène nouveau apparaissant à 1a surface des particules
privées de leurs projections est cornmun au virus AO/PRB traité par
Ia caséinase C et au virus infl-uenza A2 traité de Ia même manière
(Reginster, 1965 b). ltrous avons confirmé que cet antigène démasqué

est bien spécifique du type A puisqu'absent des particules influenza
B/Lee traitées par Ia caséinase C. A que]. constituant du virus cet
antigène pourrait-i1 être Iié ?

Des résidus hydrophobes des glycoprotéines virales peuvent
rester associés aux lipides après protéolyse (Laver, 1g?3). La sé-
quence des peptides composant ces résidus serait identique chez les
virus appartenant à un même type (t/aterfield, 19?5). Cependant, par
lranalyse en ge1 de polyacrylamide-sDS, nous ne trouvons pas de

matôriel prenant la coloration de §chiff dans 1es particules trai-
tôes par la caséinase C.

La sp6cificité de type que Ia caséinase c nous a révé1ée ne

paraît pas attribuable à ta nucléoprotéine qui ntest pas accessible
aux enzynes protôolytiques tant que Ia particule nra pas explosé
(Schulze , 19?1).

Ltantigène d6rnasqué par 1a casé:inase c pourrait être Ia pro-



téine I,l qui est 6galement type-spécifique (Sctr.itd, 19?2). Toute-
fois, on admet généralement que cette protêine est située sous la
couche lipidique de --Lrenveloppe (Schitd, 1972; Schulze, 19?31 Laver,
1973). T,es études de coupes ultra-fines de particules ayant subi
lraction de diverses protéases ne montrent aucune altération dtune

couche peu perméable aux êlectrons et que 1 | on assimile volontiers
à ta protéine I,i (Kendal et aI., 19691 Nermut, 19?21 Schulze, 19?2)

et 1a chymotrypsine ne modifie pas la teneur en protéine I,{ du virion
te1le quron peut 1révaluer par 1télectrophorèse en ge1 de polyacryl-
amide (SchuIze, 19?O). Cependant, nos expériences montrent claire-
ment que, lorsqutelle agit sur les virions PRB sans les faire éc1a-

ter et sans en a1térer 1es lipides, Ia caséinase C dégrade 1a protéi-
ne M. En effet, sous lraction de itenzyme, Ia particule virale perd.

environ Ia moitié de ses protéines, et celles-ci se retrouvent dans

Ie matériel détachê du virion. Cet appauvrissement de 1a particule
en prot6ines ne peut srexpli.quer par 1renlèvement des seul-es glyco-
protéines, puisque ces constituants ne représentent que 30?.6 des pro-
téines du virus (Schulze, 1973). Ilais en tenant compte d.e la perte
de Ia moitié' de la protéine I,l, laquelle intervient pour 35 à 4üÂ du

contenu en protéines du virion, on explique parfaitement Ia perte
protéinique observée. Lteffet de 1a caséinase C stinterprète bien
si lron adn:et que dans un premier temps, 1es projections superficiel-
Ies sont détachôes, li.vrant 1a portion externe d,e 1a protêine M à

lraction de lrenzyme et 1a rendant accessible à des anticorps type-
spècifiques. Les constituants lipidiques de lrenveloppe sroppose-
raient à ta digestion complète de 1a protéine tI, laissant subsister
suffisar.rnent de sites antigéniques. Lorsquron dêlipide 1es particu-
Ies traitées par une protéase, on obtient des corps pr.us ou moins
sphôriques, dtune texture granuleuse et contenant du polypeptide Mp

(Skehel, 19?1; Schulze, 1972; Reginster et Nermut, 19?5, 19?6).
Utilisant la fixation du complément, nous avons mis en ,6vidence Ia
protôine I'[ à Ia surface de ces corps dé1ipid.és décrits par Reginster
et Nerrnut(9?6). Une partie au moins de 1a protéine I"1 apparaît::ait
donc à 1a face externe de 1a membrane virale où e1Ie serait accessi-
bIe à Itaction de la caséinase C. Cette protéine serait très intime-
ment associôe aux lipides, puisquraprès avoir étiminô ceux-ci, on
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retrouve une particule entourêe de protéine I,1. D'autres études
encore suggèrent une association étroite de Ia protéine M et des

constituants spécifiques de lrenveJ-oppe virale. Hay (lgZD met

en évidence lrassociation de 1a protéine M aux glycoprotéines de

lrenveloppe virale l-ors de lrassembrage du virus au niveau de Ia
membrane celluraire. Lenard et a1. (lgZ4) démontrent lrassocia-
tion étroite entre 1a protéine M et les lipides du virus, et même

1a pénétration de cette protéine dans Ia couche lipidique.
11 conviendrait donc de revoir les plus rôcents modères

proposés pour expliquer Ia structure des myxovirus (schurze , 19?3;

Laver, 1973) et de reconsidérer Ie sch6ma de Reginster et Calberg-
Bacq (1968) basê sur lraspect réticulé des particules dépourvues
de projectionsr eui comespondrait à I'imbrication d.e structures
protéiques dans Ia membrane lipidique, ou celui d.r rr inverted^ toad-
stool rr proposé par Tiffany et Blough (lgZo), ou Ies lipid.es forme-
raient des micelles interrompues par des travêes de protéines glyco-
sy1ées et non glycosylées associées. Eckert (g5Z) suggère également
que 1es lipides du virion sont organisés en micelles et non en dou-
ble couche continue.

On sait qutà Ia surface du virion influenza, existe un maté-
riel ayant conserv6 une spécificité antigénique de la cel1ule-hôte.
cet antigène, un hydrate de carbone qu'on peut isoler des celrules
de poule non infectées, suscite des anticorps qui inhibent lrhémag-
glutination due aux virus influenza et neutralise 1es anticorps inhi-
bant lrhémagglutination due à ces virus (Harboe, 1963; Haukenes et
4. ' 1965, 1966). Les sites antigéniques responsables de cette acti-
vité sont distincts des sites hémagglutinants (Howe et aI. , 196?) el
sont liés covalentiellement aux protéines les plus superficielles du
virion (VJebster et Laver, 1966). Utilisant un sérum préparé contre
ce matérie1 pour étudier 1es antigènes dthôte du virion, nous avons
montré que ce sérum fixe 1e complément en présence du virion. Cette
réaction sérologique, parce qurel-1e permet de rechercher ltantigène
de lrhôte dans du matériel dépourvu de pouvoir hémagglutinant, a non
seulement confirmé que ltantigène est présent à 1a surface de virj.ons
influenza Ao,, A2, B et des virions NDV cultivés sur oeuf de pou1e,
mais également démontré sa présence sur les :'nêmes particules dépour-
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vues de projections superficielles. On sait que Ia cell-u1e-hôte
détermine I'agencement des chaînes hydrccarbonées constitutives
des glycoprotéines, arinsj. que Ia composition lipidique de lrenve-
loppe virale (Frommhagen et a1., 1959; Compans et al. , 19?O; Haslam

et a1. , 1970; Schulze, 1970) et que des glycolipides sont accessi-
bles à 1a surface de particules de virus influenza lorsqurelles ont
été débarrassées de leurs projections superficielles (K1ent< et al.,
1972). Les expériences que nous avons réa1isées ne permettent pas

de dire si les constituants antigéniques profonds attribuables à

1'hôte sont associés à des glycoprotéines ou à des grycolipides.
Les réactions observées au moyen de sérum anti-hématies de

poule suggèrent que lrantigène d6crit par Harboe ne serait pas 1e

seur anti6ène d6terminé par 1rhôte. En effet, on décèle, cantonnés
à 1a surface, des sites réagissant avec I'antisérum spécifique drun
antigène commun à Ia poule et au mouton. 0n sait que 1e virus crip-
pal cultivé sur oeuf de poule contient des antigènes d.e Forssman,
communs à 1a poule et au mouton, absents chez 1e lapin (springer et
Schuster, 1964; Rott et al. , 1g66). Ces antigènes pourraient donc

se situer en surface du virus intact et gèner 1a détection de lran-
tigène caractéristique des seules celluIes de pou1e.

Notre analyse du processus dthydrolyse enzymatique du virion
PRB a mis en évidence un état de dégradation intermédiaire caracté-
risô par des modifications morphologiques, physiques, chimiques et
biologiques de 1a particule virale. Deux autres souches de virus
influenza et une souche de paramyxovirus montrent un stade intermê-
diaire analogue. Cet,te étape intermédiaire n'a jamais été décrite
auparavant. Reginster (1966 b) avait montré une raréfaction des
projections superficielles après un traitement ménagô par la caséi-
nase cr sans toutefois signaler 1a discontinuité que nous avons
ob servée.

Notre analyse du matérie1 détaché du virus Lee par la caséi-
nase c confirme 1es données établies au moyen du virus nRB (Reginster,
1ÿ6J a, b, 1965 b, 1968). 11 faut cependant signaler quelques diff6-
rences : le pouvoir h6magglutinant du virus Lee est plus sensible à

lfaction de 1a caséinase c que celui du virus pRB. par contre, une
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certaine activité neuraminidasique reste encore associée au virus
Lee lorsque tout pouvoir hêmagglutinant a disparu, ce qui indique-
rait une grande résistance de la neuraminidase du virus Lee à Ia
caséinase C.

De 1a comparaison des effets de Ia caséinase C sur 1es ortho-
myxovirus et sur 1es paramyxovirus, i} ressort que les sites respon-
sables de leurs activités biologiques sont agencés diffôremment à Ia
surface des virions. Agissant sur 1e virion influenza, 1a casêinase
C paraÎt opérer une rupture au niveau du site responsable de la fixa-
tion du virus sur 1es hér.raties ou à proxj-mité de celui-ci, inactivant
ainsi ce site. La neuraminidase active est associée à des structures
détachées du virus et capables de fixer 1es anticorps inhibant 1rhé-
magglutination, mais une protôo1yse prolongêe inactive Ia neuramini-
dase. cependant, toutes nos tentatives de séparer lrun de lrautre
les sites actifs respectivement responsables de Ia neuraminidase et
de la fixation des anticorps inhibant 1rhémagglutination ont 6té
infructueuses. Bien qutil soit communérnent admis que 1e site neura-
minidasique et 1e site hémagglutinant sont portés par des projections
morphologiquement distinctes, personne nta jusqu'à présent décrit de

moyen drobtenir les deux activités s6parées, ni ces deux structures
distinctes, à partir d'un même virionl et Reginster U966 b) a crai-
rement montrô que si les sites portant lractivité neuraminidasique
et lractivité antigénique sont distincts, ils sont assurément très
proches lrun de lfautre. En effet, Ies anticorps inhibant 1fhémag-
glutination inhibent lractivité neurarninidasique avec la même ciné-
tique, que Ie site actif soit lié au virus ou qu'iI en ait été séparé
par Ia caséinase C.

En ce q.ui concerne Ie paramyxovirus NDV, par contre, Ia neu-
raminidase est détruite par Ia caséinase C, mais ce11e-ci épargne 1e

site hémagglutinant, démontrant ainsi claire;:ent que ces sites sont
distincts, contrairement à une opinion r6pandue jusqurici (Pierce et
Haywood, 1973; Scheid et Choppin, 19?4 b).
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Les propositions suivantes rêsument les faits nouveaux rap-
portés dans ce mémoire :

1 La caséinase C, agissant sur 1e virus influenza AOrlfn8,

- manifeste une activité peptidasique;

- nraltère pas sa composition lipidique;
- lui fait perdre Ia moitié de ses protéines, cette perte étant

attribuable en partie à 1a disparition de ses glycopeptides
et en partie à une réduction de sa teneur en polypeptide MP;

- entraîne la perte de 1a moitié de son pouvoir rêducteur.

2. La caséinase C :.-39 issant sur 1es virions influenza A I,
L?llyysz ur ou ylL9I

- réduit la densité apparente des particules en grad.ient de

saccharose et leur densitê de flottaison en gradient de

tartrate sodico-potassique;

= leur fait perdre quasi complètement les sites antigéniques
souche -spéc i fique s ;

- fait apparaître un antigène type-spécifique à la surface des

particules;
- débarrasse 1es particules drun caractère antigênique commun

à ta poule et au mouton;

- laisse subsister à Ia surface des particules une partie d.es

sites antigéniques spécifiques de Ia cellu1e-hôte;
- permet dfobtenir des particules lêgèrement dégradêes, caracté-

risabres par leur densité apparente en gradient de saccharose
et par ltaLtération de leur composition chimique et de leurs
propriétés biologiques.

1. Le rnat6riel 1ibéré du virus infl-uenza AOrIPRB sous lraction de la
cas6inase C,

- porte des sites antigéniques spécifiques de 1a cellu1e-hôte;
- se dégrade sous l'action de 1a caséinase c et cette dégrada-

tion sraccompagne drune augmentation des rad,icaux aminés ter-
minaux.
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- a une densit6 apparente supérieure en gradient de saccharose;

- subit une réductj.on comparabre de sa densité apparente sous
lfaction de Ia caséinase C;

- peut être légèrement dégradé par 1a caséinase c, se transfor-
mant en particures caractérisables par leur densité apparente
en gradient de saccharosel

- reste infectieux après un traitement par 1a cas6inase c qui
Iui a fait perdre son pouvoir hémolytique;

- libère, sous lraction de la caséinase c, un matériel capable
de se fixer aux hématies;

- subit la destruction d.e son activité neuraminid.asique par 1a

cas6inase c, cette destruction nrétant pas précédée drune 1ibé-
ration de sites neuraminidasiques actifs;

- possède comme eux un caractère'antigénique commun à la poule et
au mouton et que lron peut séparer du virion au moyen de la
caséinase C;

- possède comme eux des sites antigéniques spécifiques de 1a

celluIe-hôte dont une partie se détache du virion sous lfac-
tion de Ia caséinase c, une autre partie restant associ6e à
1a pârticule.

En conclusion, 1es modèles tendant à expliquer Itorganisation
des myxovirus d.evraient être revus pour faire apparaître ce qui suit.

l,a surface du virion influenza intact comporte trois caractè-
res antigéniclues distincts, 1run, très étroitement spécifique d.e 1a
soucher les deux autres, attribuables à 1rhôte. Les sites antigéni-
quesr neuraminidasiques et hémagglutinants y sont juxtapos6s. Une

perte, même partielle des constituants superficiels fait apparaître
- 1a protôine I{ qui devient accessible à ta cas6inase C. Une partie

de cette protéine n'est pas dôtruite par Uenzyme, indiquant que 1es
lipides de lrenveloppe Ia protègent. crest cette partie de la pro-
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téine M qui délimiterait le corps central du virion. Sous les
constituants 1e plus superficiels se situent deux caractères anti-
géniques. Lrun est attribuable à 1'hôte et 1'autre, spôcifique du

type du virus, pourrait être 1a protéine 1,1 eIIe-même.

Lrutilisation de Ia caséinase C permet de montrer que, chez

le virus NDV, 1e pouvoir infectieux et lractivité hémolytique ne

sont pas 1iés, et que les rapports entre 1es sites antigéniques,
neuraminidasiques et hémagglutinants diffèrent quand on compare les
orthomyxovirus aux paramyxovirus. Les caractères antigéniques spé-
cifiques de lfhôte se disposent de 1a même manière dans ltenveloppe
des myxovirus des deux groupes.
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