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INTRODUCTION

Disposant d’une méthode de culture qui permet
d’obtenir des quantités importantes de cellules épithé-
liales buccales de veau exemptes de fibroblastes, nous
avons utilisé ce matériel pour la recherche des modifica-
tions meétaboliques précoces induites par la fixation
virale. Aprés avoir examiné les variations d’activité de
certaines enzymes du catabolisme glucidique (1), nous
nous sommes intéressés plus particuliérement a une
E:nzyme de la membrane plasmique, ’adénylate cyclase
2,.3).
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Peu d’études ont été consacrées jusqu’a présent a I’ac-
tivité adénylate cyclasique des cellules épithéliales en
culture ; elles concernent essentiellement des cellules hété-
roploides. Il était donc important, avant de mesurer les
effets de la fixation virale, de préciser les principaux
paramétres de la cinétique enzymatique.

Il fallait également, pour disposer d’un modéle expé-
rimental cohérent, choisir un virus dont le pouvoir infec-
tieux vis-a-vis des cellules épithéliales buccales fut déja
démontré. Tels sont les deux buts poursuivis dans cette
étude.

MATERIEL ET METHODES

Cellules

Nous avons utilisé des cellules épithéliales buccales de
foetus de veau cultivées en boite de Roux sur milieu E de
Williams contenant 10 % de sérum de veau foetal. Les
conditions de prélévement et de culture des cellules ont
déja éte décrites (4).

Virus

I1 s’agissait d’un rhabdovirus, le virus de la stomatite
vésiculeuse (VSV), souche IFFA n° 21 277, entretenue
sur cellules épithéliales buccales de veau foetal. Aprés
lyse des cellules par trois congélations et décongélations
successives, les débrits cellulaires ont été éliminés par
centrifugation 4 7000 g. Le surnageant contenant les
particules virales en suspension a été conservé a —70°C,
a I'obscurité, puis décongelé, toujours a I'obscurité, par
chauffage au B.M. 437°C. Le titre infectieux de la
suspension utilisée était d’environ 10" DI, par ml.

Une suspension de virus inactivé par chauffage a
56°C pendant 30 minutes (Vi) a été utilisée paral-
lélement & la suspension de virus actif (Va). On a vérifié
que Vi ne provoquait pas de lésions cytopathiques apres
72 heures de contact avec un tapis de cellules épithé-
liales buccales.

Mesure de [’activité adénylate cyclasique

Nous avons suivi la technique de POHL et coll. (§)
qui consiste 4 mesurer la quantité d”P-AMP, synthéti-
sée a partir d”7P-ATP par les membranes cellulaires iso-
lées, en utilisant le systéme phosphoenolpyruvate —
pyruvate kinase pour régénérer I"7P-ATP dégradé par
les ATPases et la théophylline pour empécher I'hydro-
lyse de ’AMP, par les phosphodiestérases.

Chaque série de dosages comportait deux tubes
témoins contenant une suspension de membranes inacti-
vées par chauffage a 100°C pendant 10 minutes. Tous
les tubes ont été placés dans un bain-marie a 37 °C pen-
dant 8 minutes, la réaction enzymatique étant alors blo-
quée par chauffage a 100°C pendant 3 minutes. Aprés
centrifugation 4 1 500 g pendant 5 minutes pour éliminer
les membranes, ’AMP, présent dans le surnageant a été
séparé par chromatographie sur alumine active suivant
la méthode de WHITE (6), puis dosé a l'aide d’un
compteur & scintillations liquide Intertechnique SL-
4 000. L’activité enzymatique est exprimée en picomoles
d’AMP, formées par minute et par mg de protéines.
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Etude des principaux paramétres de la réaction enzyma-
tique.

Nous avons vérifié successivement I'influence du
temps d’incubation et de la température sur la cinétique
enzymatique, en utilisant un excés de substrat (environ
10 Km) et un milieu tamponné & pH 7,6. Cette valeur
optimale du pH a été choisie aprés des essais effecués en
tampon Tris-HCI 25 mM pour la zone de pH comprise
entre 6 et 9 et en tampon Tris-Maléate pour la zone de
pH allant de 5,2 a 8,6.

Les effets de la concentration en substrat ont été étu-
diés en faisant varier la concentration en ATP entre 0,05
et 5 mM, celle de Mg+ + étant fixée a 10 mM de maniére
a avoir une cinétique michaelienne. La constante de
Michaelis a été déterminée a partir du diagramme
d’Eadie-Hofstee. Nous avons d'autre part vérifié
'influence de deux effecteurs hormonaux, la (L-) nora-
drénaline et I'insuline, les concentrations utilisées étant
indiquées dans les diagrammes correspondants.

Influence de la fixation virale.

La suspension cellulaire (0.5 & 1x10° cellules/ml) a
été divisée en trois lots que I'on a placés dans un B.M.
4 37°C. Le premier a regu la suspension virale inactivée,
le second le virus actif manipulé a 'abri de la lumiére, et
le troisiéme du tampon Tris-HCl sans virus. Les quanti-
tés de virus utilisées ont été choisies, aprés des essais
préliminaires, de maniére que I’activité enzymatique,
aprés 20 minutes de contact, fut égale a 75 % de I'activi-
te maximale. Elle se situait entre 300 et 30 000 DI, /cel-
lule (Tableau I)

Dilutions 1/3 1/20 1/30 1/200 1/300
DI, /ml 33x10° 5x10° 3.5x10° Sx10° 3.3x10°
DIy, /cellules | 33000 5000 3300 500 330

TABLEAU 1 — Doses de suspensions virales utilisées.

Aprés des temps de contact variant entre O et 30 mi-
nutes la fixation virale a été bloquée en transférant une
partie aliquote du milieu réactionnel dans un volume
égal de PBS additionné de 5 % de sérum de veau et de
MgCl, 10 mM. L’ensemble a été maintenu entre 0 et
+ 4 °C, puis lavé trois fois dans du tampon Tris HCI
pH 7.6 en centrifugeant chaque fois a 1500 tours par
minute pendant 10 minutes. On a mesuré ensuite 1’acti-
vité adénylate cyclasique des membranes cellulaires, sui-
vant le protocole décrit.

RESULTATS

Etude des principaux paramétres

La figure 1 montre que la vitesse de formation de
’AMP, demeure constante entre la 2° et la 10° minute,
ce qui justifie le fait d’effectuer les prélévements a la
8¢ minute.

L’activité enzymatique est maximale vers 37 °C

(figure 2) et aux valeurs du pH voisines de 7,6
(figure 3).Les variations de la vitesse de la réaction en
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FIGURE 1 — Activité adénylate cyclasique en fonction du temps
d’incubation.
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FIGURE 2 — Influence de la température sur I'activité enzymati-
que.
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FIGURE 3 -Influence du pH sur I'activité enzymatique.
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fonction de la concentration en substrat (ATP) sont don-
nées par la figure4. Le diagramme d’Eadie-Hofstee
(figure 5) indique pour la vitesse maximale (V,,) une va-
leur égale a 102 pmoles d’AMP,/mn/mg de protéines et
pour la constante de dissociation du complexe enzyme —
substrat (Km) une valeur égale 4 0,2 mM.

Influence des effecteurs minéraux

Il ressort de la figure 6 que I’activité enzymatique est
trés faible en ’absence de Mg** ou lorsque la concentra-
tion de ce cofacteur est peu élevée. La vitesse de la réac-
tion croit brusquement pour une concentration optimale
de Mg** voisine de 5 mM, soit un rapport de Mg/ATP
proche de 5. Au dela de cette valeur, on observe une
diminution d’activité.

La figure 7 montre que ’enzyme est peu sensible a la
concentration en Mn**. La vitesse de réaction n’est que
légérement augmentée pour une concentration optimale
en cofacteur égale a 1 mM, soit un rapport Mn**/ATP
égal a 1.

L’activité enzymatique croit alors de 19 % par rap-
port a I'activité basale. Pour des concentrations en Mn*+
plus élevées, I'activité enzymatique est inférieure a sa
valeur de départ. Mn*" ne peut donc remplacer Mg™*
comme cofacteur de ’enzyme.

Influence des effecteurs hormonaux.

Les variations de 'activité adénylate cyclasique en
fonction de la concentration en L-noradrénaline sont
données par la figure 8. Pour les faibles concentrations
d’hormone, on observe une stimulation de ’enzyme, sui-
vant un processus biphasique, accompagnée d’une dimi-
nution d’activité lorsque la concentration en hormone
dépasse une valeur optimale. Les concentrations hormo-
nales nécessaires pour obtenir les stimulations demi-
maximale et maximale sont respectivement égales a 1,1
et 1,5 mM. L’augmentation d’activité dans le second cas
étant de 166 % par rapport a I’activité de base.

A faible dose (<5 x 10° UI/ml), I'insuline diminue
légérement I'activité enzymatique (figure 9) alors qu’a
dose ¢levée elle augmente cette derniére, la stimulation
étant de 100 % par rapport a I’activité de base pour les
doses d’hormone égales ou supérieures a US Ul/ml.
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FIGURE 4 — Influence de la concentration en ATP sur Iactivité
adénylate cyclasique des cellules en culture.
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FIGURE 5 — Diagramme d’EADIE-HOFSTEE pour FATP.
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FIGURE 6 — Influence de la concentration en magnésium sur "ac-
tivité adénylate cyclasique des cellules en culture.
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FIGURE 7 — Influence de la concentration en manganése sur I'ac-
tivite adénylate cyclasique des cellules en culture.
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FIGURE 8 — Influence de la L-noradrénaline sur I'activité enzy-
matique des cellules en culture.
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FIGURE 9 — Influence de I'insuline sur 'activité adenylate cycla-
sique des cellules en culture.
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FIGURE 10 — Effets des particules virales inactivées sur I'activité

adénylate cyclasique des cellules en culture.
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FIGURE 11 — Effets des particules virales infectieuses sur 1'acti-

vité adénylate cyclasique des cellules en culture.
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FIGURE 12 — Effets des particules virales infectieuses sur I'activi-

té adénylate cyclasique des cellules en culture (valeurs corrigées).
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Influence de la fixation virale.

Nous avons étudié les variations de I’activité adény-
late cyclasique en fonction de la dose de virus (VSV) et
du temps d’incubation, en distinguant les effets du virus
inactive (Vi) (figure 10) de ceux du virus actif (Va)
(figure 11). Nous avons également calculé les variations
induites par le virus actif en déduisant des chiffres trou-
vés les variations imputables aux particules virales inac-
tivées (figure 12).
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On constate que le virus inactivé modifie Pactivité
enzymatique des cellules. Celle-ci décroit de maniére
importante aux cours des deux premiéres minutes et
remonte ensuite, cette remontée étant variable en fonc-
tion du nombre de particules virales. Elle est a 1a fois
plus importante et plus stable lorsque la concentration
en virus est ¢levée (figure 10). Dans le cas du virus actif,
les effets varient également en fonction de la concentra-
tion virale (figure 11). Si les doses trés faibles ou trés éle-
vees du virus provoquent peu de changement de P’activité
enzymatique, les doses moyennes (dilution 1/20° ou
1/30%) provoquent une augmentation importante mais
transitoire de cette activité au cours des 5 premiéres
minutes.

Cette augmentation de I’activité adénylate cyclasique
entre la 2° et la 5° minute sous I’influence du virus actif
apparait plus clairement aprés déduction des effets
propres au virus inactive (figure 12).

DISCUSSION

Etant donné que les paramétres cinétiques de I'adény-
late cyclase varient largement en fonction de origine
des cellules utilisées (7, 3), il était important de les étu-
dier dans le cas des cellules épithéliales buccales en cul-
ture. Pour nous placer dans les conditions expérimen-
tales les plus favorables, nous avons tenu compte des
principes généraux définis par SCHULTZ (8).

Nos résultats montrent que la vitesse de la réaction
enzymatique dépend étroitement de la température et du
pH. Les valeurs optimales trouvées pour ces deux fac-
teurs sont cependant trés voisines de celles qui ont été
déterminées respectivement dans le cas des adipocytes
(7) et des cellules KB (9). La constante de dissociation
du complexe enzyme — substrat (Km=2 x 107*M) se
situe au niveau des valeurs les plus souvent rencontrées
(Km = 1x 107*M) (7). On observe cependant qu’elle est
inférieure a celle de I’enzyme des cellules KB en culture
(Km =0,75 M) (9).

L’ion Mg** se révéle nécessaire au fonctionnement de
I'adenylate cyclase et I'on peut penser, comme beaucoup
d’auteurs (7) que le véritable substrat de ’enzyme est le
complexe Mg — ATP.

Le rapport optimum Mg/ATP =5 est identique a
celui que trouve SIMPLOT (9) pour les cellules KB.
Contrairement a ce qui a été constaté dans de nombreux
cas 'ion Mn** ne peut pas remplacer I'ion Mg** comme
effecteur de I'enzyme. SIMPLOT (9) avait déja souligné
a propos des cellules KB que Mn** seul était moins actif
que Mg**.

En étudiant P'influence des effecteurs hormonaux, nous
avons constaté que I’enzyme est stimulée par la noradré-
naline, la concentration d’hormone nécessaire pour obte-
nir une vitesse de réaction demi-maximale étant voisine
des valeurs généralement admises (7).

La diminution de lactivité enzymatique pour des
concentrations d’hormone supérieures a 1,5 mM pour-
rait résulter d’'un phénoméne d’inhibition compétitive au
niveau des sites récepteurs (7). Les effets de I’insuline
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sont plus difficiles a interpréter et demanderaient a étre
réexaminés a partir des courbes de fixation d’une hor-
mone marquée au *C ou au *H.

En ce qui concerne les variations de ’activité adény-
late cyclasique des cellules au cours de la fixation du
VSV, nos résultats montrent que les particules virales
non inactivées provoquent une augmentation transitoire
mais significative (environ 40 %) de I’activité basale entre
la 2° et la 5° minute de I'incubation. Il est pour I'instant
difficile d’interpréter ce phénoméne. Si on s’intéresse de
plus en plus aux interactions précoces entre les virus et
la cellule-hdte, particuliérement dans le cas des virus
enveloppés (10, 11), les travaux effectués jusqu’a présent
portent essentiellement sur les modifications morpholo-
giques de la cellule et les conséquences métaboliques de
I’endocytose n’ont été étudiées de maniére approfondie
que chez les phagocytes (12). Il est intéressant de sou-
ligner qu'on a déja constaté une augmentation de
’AMP, intracellulaire chez les macrophages alvéolaires
au cours de la phagocytose (12). D’autre part, ’addition
d’AMP, au milieu d’incubation favorise la phagocytose
des cellules lies aux IgG (12). Il semble donc que I'adé-
nylate cyclase joue un réle important dans I’endocytose.

CONCLUSION

Apres avoir précisé les principaux paramétres ciné-
tiques de I'adénylate cyclase des cellules épithéliales
buccales de veau en culture, nous avons montré que
I’enzyme est activée au cours de la phase précoce de la
fixation d’une particule virale infectieuse (VSV) et dis-
cuté les résltats obtenus.
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