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pression in those tissues. Thus, impairment or deletion of
R-genes, on the one hand, presumably leads to neoplatic
development, whereas loss or impairment of the Tu genes
in an animal or man, on the other hand, would lead to loss
of tumor-inducing potential in a specific tissue; and the loss
of Tu genes might represent a potential mechanism in-
volved in reversal from hereditary tumors to normal state.
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Activation de Padénylate cyclase et ses répercussions sur le taux intracellulaire ’AMP cyclique dans les cellules
KB infectées produisant du virus Sendai infectieux sous I'influence de la trypsine

Adenylate cyclase activation and its effects on intracellular cAMP in infected KB cells during trypsin-induced

infectious Sendai virus production

Annie Guiraud-Simplot, Pauleite Vallier, M. Terrier et L. Colobert

Laboraioire de Chimie Biologique et Médicale, Faculté de Médecine Alexis Carrel, Rue Guillaume Paradin, F-69008 Lyon

(France), 28 décembre 1977

Summary. KB cells infected by Sendai virus can produce infectious virus if they are trypsinated twice over 24 h. Adenylate
cyclase activity in infected KB cells is higher and more strongly activated by trypsin than that of control cells, but intracel-
lnlar concentration of cAMP is the same, except during a short time afier irypsinations, especially after the second
trypsination which causes infectious virus production. During this short time, intracellular cAMP is slightly higher in
infected cells. This miseffect of adenylate cyclase activation on intracellular cAMP concentrations might be related to an

increased cell permeability caused by trypsin.

1 est connu depuis les travaux de Homma'~ puis de Scheid
et Choppin* que Tinfection des cellules en culture par le
virus Sendai, n’entraine pas la production de virus directe-
ment infectieux pour les autres cultures de cellules oli pour
I’embryon de poulet, parce que, dans ces conditions, la
protéolyse d’une glycoprotéine de la membrane externe du
virus - étape indispensable 4 la maturation du virus infec-
tieux - ne se produit pas spontanément comme c’est le cas
lorsque le virus est cultivé sur embryon de poulet.

Nous méme en 1964° avions montré que, dans des condi-
tions appropriées, des traitements par la trypsine des cel-
lules KB infectées par du virus Sendai, provoquaient la
production-d’une importante quantité de particules virales
infectieuses. '

Le fait que, d’'une part, la présence des antigénes viraux
entraine des changements morphologiques® au niveau de
membrane. plasmatique des cellules ou est localisée I'ade-
nylate cyclase et que, d’autre part, Ryan’ puis nous méme®
alent montré que la trypsine activait I’adénylate cyclase des
cellules traitées, nous a conduit & étudier les variations
d’activité de cet enzyme et ses répercussions au niveau des
taux intracellulaires ’AMP cyclique (cCAMP) au cours des
étapes, conditionnées par les trypsinations, qui permettent
d’obtenir une importante quantité de virus infectieux &
partir de cellules KB infectées mais initialement non pro-
ductrices de virus sous forme infectieuse.

Maiériel et methodes. Détermination de activité de I'adé-
nylate cyclase (pmoles cAMP/min/mg protéine). Aprés

rincage des tapis cellulaires avec du milieu Tris 25 mM,
saccharose 0,25 M, MgCl, 1 mM, pH=7,6, les cellules sont
décoliées par agitation de billes de verre et broyées au
Potter; puis I'activité est déterminée selon une méthode
adaptée de celle de White et Zenzer’ que nous avons
précédemment décrite®'°. Elle est dans tous les cas, propor-
tionnelle au temps d’incubation avec PATP jusqu’a 20 min
et 4 la concentration en protéine jusqu’a 1 mg.

Dosage du cAMP. Aprés ringage des tapis cellulaires 3 fois
avec NaCl 9%, le cAMP est extrait par 2 ml d’acide
trichloracétique & 5%. Les cellules grattées et détachées sont
&liminées par centrifugation 10 min 4 7000x g. 6 traite-
ments par 4 volumes d’éther saturé d’ean évaporés sous
azote perméttent d’éliminer Pacide. Les extraits aqueux
Iyophylisés sont remis en suspemsion dans KH,PO,
200 mM, MgCl, 100 mM et caféine 100 mM, pH=6,6 pour
étre dosés en fonction d’une gamme d’étalonnage établie,
lors de chaque dosage, par dilution isotopique selon la
méthode de Gilman'l, Le rendement d’extraction, calculé
avec (8°H)-cAMP comme étalon interne est 803%.
Résultats. La figure met parallelement en évidence les
variations d’activité de ’adénylate cyclase et du taux intra-
cellulaire de cAMP. On peut remarquer tout d’abord que
I’adénylate cyclase des cellules infectées a, dans Vensemble,
une activit¢’ un peu plus forte que celles des cellules
témoins alors que I’on n’observe pas de différence dans les
taux intracellulaires de cAMP & Pexception d’une période
de quelques heures qui suit les trypsinations. On peut
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remarquer également que les trypsinations activent d’une
maniére brusque mais bréve, ’activité de 1’adénylate cy-
clase dans tous les cas mais davantage dans les cellules
infectées que dans les cellules témoins, 'action de la 2e
trypsination étant plus forte que celle de la lre. Les
répercutions au niveau des taux intracellulaires de cAMP
sont tres fortement atténuées.

Discussion. L’étude du mécanisme d’activation de "'adény-
late cyclase sous effet de la toxine cholérique’* a conduit &
imaginer que les récepteurs spécifiques de cet enzyme
pouvaient se disposer selon plusieurs configurations corres-
pondant & des structures différentes de la membrane plas-
matique, ainsi, la modulation de activité de ’adénylate
cyclase serait ’expression fonctionelle des relations spa-
tiales entre 'enzyme et ses récepteurs.

Dans les cellules infectées, les antigeénes viraux, de part leur
présence et leur mobilité dans la membrane plasmatique’
induisent des changements morphologiques chez cette der-
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Variations d’activit¢ de Padénylase cyclase (A, A) et du taux
intracellulaire de cAMP (O, @) des cellules témoins (@, A) et des
cellules infectées (O, A) au cours des étapes permettant la libéra-
tion de virus infectieux. Valeurs moyennes de 4 expériences. Erreur
maximum cAMP intracellulaire (£9%), activité adénylate cyclase
(£11%). Les cellules KB sont entretenues sur un milieu de Eagle
BME enrichi en sérum de vean comme nous 'avons précédemment
décrit®. Le virus Senda entretenu sur ceuf de poule embryonné est
inoculé aprés 24 h de culture A rajson de 102 DIsy par cellule
(calcul sur papier log probit!? selon la méthode de Reed et
Muench!3. Les trypsinations sont effectuées par incubation des
tapis cellulaires 5 min avec 0,1% de trypsine. La le n’entraine ni
réaction cytopathogéne ni production de virus infectieux (titre
inférieur 4 10! Dlsp/ml), mais les cellules hemadsorbent les
hématies de poulet. La 2e entraine la formation de syncytiums qui
s'accroissent et évoluent vers la dégénérescence de la culture ajnsi
que la production de virus infectieux (titre compris entre 1052 et
106 DIso/ml 6 h plus tard - 4 expériences).
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niére, ce qui peut expliquer lactivité accrue de ’adénylate
cyclase.

Les trypsinations activent adénylate cyclase d’une maniére
brusque mais limitée dans le temps. Nous avons précédem-
ment montré®, qu'elles augmentaient Taffinité enzyme
substrat ATP, probablement en faisant apparaitre de nou-
veaux sites de fixation de substrat sur 'enzyme grace 2 la
protéolyse limitée qu’elles occasionnent. La trypsine est
également connue pour augmenter la perméabilité cellu-
laire’>16. Ainsi, le cCAMP synthétisé pourrait étre évacué
rapidement par les cellules dans le milieu de culture, mais il
est difficile de vérifier cette évacuation, car le milieu de
culture contient de grandes quantités de cAMP apportées
par le sérum de veau. Le cAMP peut étre aussi dégradé par
la phosphodiestérase dont la plus grande partie est soluble
dans les cellules. Il existe toutefois une fraction membra-
naire de cet enzyme qui peut éire activée par les protéolyses
ou la présence des antigénes viraux. Toutefois, les travaux
récents ne sont pas en faveur de cette hypothése, en effet:
Russel et Pastan!’ ont montré une altération de phospho-
diéstérase membranaire des fibroblastes aprés traitement
par la trypsine et Krizanova'® a montré une diminution
d’activité de la phosphodiéstérase membranaire immé-
diatement aprés la fixation du virus de la grippe.

Il est toutefois indéniable que la 2e trypsination qui occa-
sionne la libération de virus infectieux est suivie d’une
augmentation du taux intracellulaire de cAMP. L’étude de
P’éventuelle influence du cAMP sur les réactions cytopatho-
génes des cellules infectées constituera la suite de ce travail.
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Some observations on bipolar filaments formed by non-muscle myosins'

J.E. Hesketh, N. Virmaux and D. Aunis

Centre de Neurochimie du CNRS, INSERM, 11, rue Humann, F-67085 Strasbourg (France), 19 April 1978

Summary. Adrenal medullary and retinal myosins formed bipolar filaments in vitro. These filaments showed features
suggesting flexibility in the rod region of the myosin molecules composing such filaments; in certain cases the myosin
heads spread away from the filament backbone, in others the backbone itself was twisted. In addition the bare central
backbone showed transverse striations.

Both muscle and non-muscle myosins are long, asymmetric
pro2te31ns consisting of 2 globular heads and a long, helical
rod=-,

myosin is its ability to form, in vitro, typically bipolar
filaments under conditions of specified ionic strength. This
One of the characteristic properties of purified property is exhibited equally by skeletal muscle*, smooth
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