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which rapidly reached (1 week) the specific activity found 
in mature mouse brain; GABA-T increased more slowly 
and reached about 6 ~tmoles/min/mg protein which corre- 
sponds to 60% of the adult mouse brain activity. Glutamate 
dehydrogenase (GDH) as well as glutamine synthetase 
(GLN-S) increased regularly for 18 days and reached the 
value found in adult mouse brain during the 3rd week. The 
relatively high GLN-S found in these cells is in agreement 
with the fact that this enzyme is mainly localized in 
astrocytes. The GABA and glutamate metabolizing en- 
zymes showed different growth patterns during the culture 
period. As they are all mitochondrial (or partially mito- 
chondrial) enzymes, this observation seems to show the 
existence of different mitochondrial populations perhaps 
corresponding to the various types of astrocytes. If PGE 1 or 
dBc AMP are added to the growth medium, in the absence 
of FCS, for 3 h, the activities of GABA-T, the GABA 
metabolizing enzyme and AAT, the most concentrated Glu 
metabolizing enzyme, are increased. Increase in GABA-T 
and AAT activities are respectively 35+ 5% and 50+_3% in 
the presence of dBc AMP at 0.5 mM and 30_+3% and 
40_+7% in the presence of PGE 1 at 10 ~tg/ml. GDH and 
GLN-S did not vary, and longer action of the 2 agents (for 
1 week) did not modify the activities of the 2 last enzymes. 
Finally, prostaglandins are known to affect cAMP concen- 
tration in neurons 5. In our experimental conditions, PGE l 
and dBc AMP have a similar effect on glial cells as well as 
on their morphology and metabolic activities. As in neu- 
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rons, PGE~ probably affects the cAMP concentration in 
glia. Modifications in neurons have been shown to be 
induced by a mechanism which includes new protein 
synthesis. Similar studies are now under investigation in 
our laboratory. 

Abbreviations. AAT: aspartate aminotransferase (EC 2.6.1.1); 
GDH: glutamate dehydrogenase (EC 1.4.1.3.); GLN-S: glutamine 
synthetase (EC 6.3.1.2.); GABA-T: GABA-transaminase (EC 
2.6.1.19.); GAD: 6L-glutamate decarboxylase (EC 4.1.1.15.); PLP: 
pyridoxal phosphate; GFA: glial fibrillary acidic protein; dBc 
AMP: dibutyryl cyclic AMP; FCS: foetal calf serum; PGEI: 
prostaglandins I type. 
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Summary. In KB cells, MRC5 and adult skin fibroblasts infected by low doses of Senda'i virus, intracellular cyclic AMP 
levels rose and fell in the first hours following infection, then remained lower than basal level during at least 2 days in KB 
cells and adult skin fibroblasts. When compared to other viruses or cAMP inducers previously described, this effect 
appeared specific of Sendal virus. Mechanisms and roles of cAMP variations are discussed. VSV-infected KB cells showed 
slightly decreased cAMP levels during the first hours following infection. 

Alors que beaucoup de travaux ont 6t6 consacrrs aux 
variations de cAMP dues ~t des hormones, catrcholamines, 
prostaglandines, dans des cellules transformres ou non, trrs 
peu de rrsultats se rapportent aux variations de cAMP 
consrcutives ~t une infection par un virus non transfor- 
mant 4,5. 
L'objet de ce travail est double: - caractrriser le r61e 
6ventuel des virus ~ RNA non transformants Senda'i et VSV 
dans l'altrration du taux intracellulaire de cAMP; - compa- 
rer ces effets sur 3 types de cellules humaines: fibroblastes 
diploides embryonnaires MRC 5, fibroblastes de peau 
adulte, cellules KB hrtrroploides tumorales en lignre. 
Matkriel et m~thodes. Toutes les cellules sont cultivres dans 
des bootes plastiques T 75. Les cellules KB sont cultivres en 
milieu de Earle ~t hydrolysat de casrine (Institut Pasteur) en 
tampon bicarbonat6 (20 mmoles/1). Les cellules MRC s 
(BioMrrieux) sont cultivres en milieu de Eagle (BME, 
Flow) en tampon bicarbonate (17 mmoles/1), additionn6 de 

pyruvate de sodium (1 mmole/1) et d'acides aminrs non 
essentiels (0,5 mmoles/1) (Flow). Les fibroblastes de peau 
sont, soit cultivrs comme les MRC5 (figure 2), soit en milieu 
de Earle (MEM) en tampon Hrpes (17 mmoles/1) (Flow), 
additionn6 pareillement de pyruvate et d'acides aminrs non 
essentiels. Dans tousles  cas, les milieux contiennent du 
strum de veau 10% (Flow), de la prnicilline (100 U/ml)  et 
de la streptomycine (100 Ixg/ml). 
Le virus Senda'~" (Paramyxovirus influenzae I, 10 l~ DIs0/ml) 
est inocul6 dans le liquide allanto~que d'oeufs de poule 
embryonnrs de 10 jours, ~t raison de 104DI50 chacun. Apr~s 
incubation h 37 ~ pendant 48 h, le liquide allanto~que est 
rrcoltr: il sert ~t infecter les cultures cellulaires soit apr~s 
centrifugation h 1000• min et 61imination du culot 
(figure 1) soit apr~s purification par adsorption sur hrma- 
ties de poule selon la mrthode de Homma 6 au terme de 
laquelle 50-75% du pouvoir infectieux initial a 6t6 conserv6 
(figures 2 et 3). Les cellules en culture sont infectres un jour 
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avant confluence (KB de 24 h, fibroblastes 72 h). Dans tous 
les cast la pr6sence de virus actif darts les cellules a 6t6 
r6v616e par h6madsorption positive 48 h apr6s inoculation 
d 'un lot de 5 bootes. Lorsque les doses inocul6es sont 
61ev6es (200 DIso/cellule), des syncytiums caract6ristiques 
apparaissent dans les 24 h. 
Le virus de la stomatite v6siculeuse (VSV) est cultiv6 sur 
cellules KB. Apr~s 5 passages successifs, les cellules sont 
congel6es 3 fois et apr~s centrifugation ~ 2000 x g le sur- 
nageant ( 1 0 7 D L j m l )  est utilis6 dilu6 pour infecter les 
cellules. 
Le titre infectieux du virus Sendai  sur oeuf embryonn6 est 
d6termin6 en utilisant le pouvoir  h6magglutinant du 
virusT,8: la valeur de ce titre infectieux exprim6 en DIs0/ml 
inocul6 est connue pour ~tre tr6s inf6rieure au nombre de 
particules virales compl6tes et incompl~tes. 
Le titre infectieux d u virus VSV sur cellules KB est calcul6 
de la m~me fa~on en utilisant l 'effet  cytopathog6ne provo- 
qu6 par le virus. Les prot6ines sont dos6es selon la m6thode 
de Lowry 9. 
Le dosage du cAMP est conduit  (figure 1) soit par la 
m6thode de Gi lman  pr6c6demment  d6crite l~ soit (figures 2 
et 3) par la m6thode de dosage radio immunologique  selon 
Harper  H. Deux bores  de ceUules sont utilis6es ~t chaque 
temps d ' infection et pour  chaque dose virale, les r6sultats 
pour  chacune d'elles 6tant la moyenne  de 3 dosages. 
R#sultats. Les variations du cAMP intracellulaire observ6es 
sont ind6pendantes du degr6 de purification du virus 
Senda~ comme de la m6thode de dosage employ6e (figu- 
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Fig. 1. Variations au cours du temps de la concentration intracellu- 
laire du cAMP de fibroblastes de peau humaine adulte (A) et de 
cellules KB (B) infect6es par le virus Sendal Le sumageant 
1000x g du liquide allantoique titr6 sur oeuf embryonn6 (10S,LlO 9 
D%0/ml) est dilu6 clans du milieu sans s6rum. Apr~s 61imination du 
milieu de culture, le tapis cellulaire est mis en contact (to) pendant 
45 min avec la dilution de la suspension virale ( � 9  A) ou la 
dilution analogue de liquide allantoique non infect6 (�9 Ces 
milieux sont ensuite ~limin6s et remplac6s par 15 ml (A) ou 20 ml 
(B) de milieu avec s~rum. 0 - - 0 ,  10 -2 DIs0/cellule; A - - A ,  200 
DI5o/cellule, O O, 0 DIso. 
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res 1 et 2) Ces variations sont caract6ris6es par 3 phases 
successives: - Une  augmentat ion nette pendant  les 3 pre- 
mi6res h; - puis une chute pendant  les 4 h suivantes; - 
enfin le maint ien  apr~s la 7e h, d 'une  valeur  inf6rieure ~t la 
valeur initiale, pendant  au moins 2 jours pour les fibro- 
blastes de peau et les cellules KB. Ces augmentations sont 
plus 61ev6es quand la concentrat ion de cAMP de base est 
plus forte (facteur moyen de multiplication 2 pour les 
cellules KB et 6 pour les fibroblastes). Ces variations se 
distinguent par leur ampli tude et leur cin6tique de celles 
observ6es pour  les autres inducteurs de cAMP. 
Un grand nombre  d' inducteurs de cAMP en culture de 
cellules, cat6cholamines et prostaglandines P G E  1 en parti- 
culier, p rovoquent  chez les flbroblastes de souris L 929 une 
augmentat ion beaucoup plus forte d6s les premi6res m i n e t  
pendant  bien plus longtemps (24 h au moins) 12. L 'augmen-  
tation de cAMP due ~ un virus de la gastroent6rite pour des 
cellules de rein de porc 13 est elle aussi bien plus pr6coce, 
s 'annule en 1 h pour une dose infectieuse faible, mais est 
maintenue au moins 12 h pour une dose forte. En revanche, 
17 �9 . , . augmentat ion provoqu6e par un virus Herpes hormms sur 
cellules B H K  21 t4, si elle est transitoire, est deux fois plus 
tardive que celle observ6e ici sur fibroblastes de derme 
adulte et cellules KB. Enfin,  il faut attendre 15 h avant que 
la concanavaline A augmente  le cAMP de lymphocytes 15. 
L'effet  dose est 6galement  remarquable.  Aux doses 61ev6es, 
les effets deviennent  att6nu6s pour les cellules KB et les 
fibroblastes, contrairement  aux r6sultats rapport6s pour  le 
virus de la gastroent6rite du porc B, mais en accord avec les 
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Fig.2. Variations au cours du temps de la concentration intracellu- 
taire du cAMP de fibroblastes de peau humaine adulte (C) et de 
cellules MRC5 (D) infect6es par le virus Senda'i purifi6 selon 
Homma. Le virus purifi6 selon Homma 6 est dilu6 dans le milieu 
sans s6rum et utilis6 comme indiqu6 pour la figure 1. �9 0 ,  5 
10 -3 DIs0/cellule; A - - A ,  5 10 -1 DIs0/cellule; 0 - - - -O,  milieu 
sans s~rum: 0 DIso. 
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effets d 'une  dose massive de virus Sendai  sur les cellules 
mur ines  d'ascites d 'Ehr l i ch  ]6. De ce po in t  de vue, les 
f ibroblastes  M R C  5 se d is t inguent  ici pa r  une  r6ponse  seule- 
m e n t  plus tardive,  q u a n d  la dose infect ieuse est plus forte. 
Cet  effet dose paradoxal  peut  alors s 'expl iquer  de 2 faqons: 
d 'une  par t  les r eman i em en t s  dans  la m e m b r a n e  cellulaire,  
cons6cutifs h la f ixat ion des virus sur leur  site, seraient  
suf f i sament  6tendus avec les fortes doses de virus pour  que 
l 'ad6nylate  cyclase soit pa r t i e l l ement  inhib6e]7; 
d 'au t re  part ,  les virus infect ieux de l ' i nocu lum sont  cer- 
t a inemen t  con tamin6s  par  une  quant i t6  b ien  plus 61ev6e de 
virus incomplets :  ces derniers ,  non  infectieux, seraient  
comp6ti t ifs  des virus infect ieux pour  les sites r6cepteurs sur 
la cellule. 
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Fig.3. Variations au cours du temps de la concentration intracellu- 
laire de cAMP de fibroblastes MRC5 infect6s par une m~me 
quantit6 de virus Sendai, pr6alablement inactiv6s par les UV 
pendant des dur6es variables. Des 6chantillons identiques de virus 
Sendai purifi6 selon Homma 6 sont soumis h l'action d'une lampe 
UV (254 nm, distance 10 cm) pendant des temps variables avant 
d'etre inocul6s aux fibroblastes ~ la m6me dilution, comme indiqu6 
pour la figure 1 et 2. T: cellules t6moins non infect6es; V: cellules 
infect~es (0, 3, 10, 30=temps d'irradiation en min). Les titres 
infectieux sur oeuf embryonn6 apr6s 0, 3, 10 et 30 min d'irradiation 
sont repectivement de 5 10 -2, 5 10 -s, 10 -5 et 10 -6,6 DIs0/cellule. 
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Fig. 4. Variations au cours du temps de la concentration intracellu- 
laire du cAMP de cellules KB infect6es par le virus VSV (O) et de 
cellules KB t6moins (O)  ~g6es de 24 h. Apr~s 61imination du 
milieu de culture, le tapis cellulaire est rinc6 par du milieu sans 
s6rum et mis en contact 40 min avec 2 ml d'une suspension virale 
en milieu sans s6rum titrant 10 -2 DIs0/cellule. Le milieu est ensuite 
61imin6 et remplac6 par 20 ml de milieu sans s6rum (to). 

Les doses infectieuses les plus efficaces utilis6es dans  ce 
travail (10 -2 DIs0/cellule titr6es sur oeuf) sont faibles:  
elles pe rme t t en t  d ' en t r e t en i r  la colonie cellulaire sur  plu-  
sieurs passages successifs. C e p e n d a n t  des doses seu lement  
100 fois sup6rieures  se sont  r6v616es mortel les  pou r  la 
culture dans  les jours  qui  suivent  l ' inoculat ion.  
Ces effets observ6s avec le virus Sendai" semblen t  donc  b ien  
particuliers.  C'est  ainsi que le VSV (fig.4) a r6v616 des 
effets inverses, quo ique  faibles, sur les cellules KB, en 
accord avec les r6sultats de W e b e r  pou r  les cellules L 92918. 
Le cycle du  V S V  n 'es t  que de quelques  heures19: aussi 
l 'effet  16tal de doses infect ieuses faibles (10 -2 DLs0/cel lule  ) 
6tait d6jh tr6s net  apr6s 24 h e t a  condui t  dans les jours  qui  
suivent  h la mor t  de l ' ensemble  des cellules KB. 
Les var ia t ions  de c A M P  observ6es pour  le virus Sendai  ne  
sont pas apparues  d6pendre  essent ie l lement  de la r6plica- 
t ion ou de la t raduct ion  intracel lulaire  du  g6nome viral  
intact. En  effet l ' inact ivat ion pa r  les U V  p e n d a n t  diff6rents 
temps courts de m~mes 6chant i l lons  de virus pe rmet  de 
d iminuer  de 103 ~t 104,5 fois le titre infect ieux initial: or dans  
ces condi t ions  les var ia t ions  de c A M P  des cellules inocul6es 
n 'on t  pas 6t6 sens ib lement  affect6es (fig.3). Des dur6es 
d ' i r radia t ion  aux UV de 8 h et plus ont  permis  d ' a n n u l e r  
compl6 tement  le titre infect ieux ainsi que les var ia t ions  de 
cAMP: or ce t r a i t ement  a 6ga lement  pu  alt6rer les prot6ines 
virales responsables  de la f ixat ion ini t iale des virus sur  la 
m e m b r a n e  cellulaire. 
Enfin,  le r61e des var ia t ions  t ransi toires  de c A M P  d6crites 
reste ~t 6claircir. Elles pour ra ien t  provoquer ,  comme la 
concanaval ine  A sur lymphocytes,  une synth6se d 'acides 
nucl6iques 15. Elles pour ra ien t  6ga lement  in tervenir  dans la 
s t imulat ion de l 'activit6 interf6ron:  W e b e r  a montr618 que 
l ' ad jonct ion  de cAMP ~t des cellules L 929 (de l 'ordre de 
1 m m o l e / l )  augmente  s ignif ica t ivement  la p roduc t ion  d ' in-  
terf6ron. 
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