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RESUME
Les pneumonies bact&eacute;riennes constituent un probl&egrave;me majeur dans l'&eacute;levage et l'engraissement
des bovins, avec des r&eacute;percussions tr&egrave;s &eacute;lev&eacute;es en termes de morbidit&eacute; et de mortalit&eacute;. Parmi
les diff&eacute;rentes causes biologiques recens&eacute;es, Mannheimia haemolytica tient le haut de l’affiche
puisqu’elle est connue comme agent pathog&egrave;ne compliquant principal, voire syst&eacute;matique.
Une de ses particularit&eacute;s est qu’elle ne d&eacute;clenche de pneumonie broncho-alv&eacute;olaire fibrinoh&eacute;morragique que chez les ruminants. Les l&eacute;sions observ&eacute;es r&eacute;sultent d’une n&eacute;crose en masse
des neutrophiles et macrophages et du relarguage de leurs diff&eacute;rents constituants. Au niveau
mol&eacute;culaire, cette sp&eacute;cificit&eacute; trouve son origine dans l’intimit&eacute; de la liaison entre la leucotoxine,
le facteur de virulence majeur de la bact&eacute;rie, et la sous-unit&eacute; CD18 des r&eacute;cepteurs de surface
leucocytaires b2-int&eacute;grines.
La revue d&eacute;crit cette liaison et ses cons&eacute;quences aux niveaux macroscopique et microscopique,
avant de faire le point sur les derni&egrave;res avanc&eacute;es de la recherche et d’&eacute;baucher quelques perspectives th&eacute;rapeutiques.
1. Introduction
1.1. Contexte
Si l’Homme a rapidement compris
qu’il &eacute;tait plus rentable pour lui de se
livrer &agrave; des activit&eacute;s d’&eacute;levage plut&ocirc;t
que de chasse, il s’est cependant rendu
compte au fil du temps qu’une bonne
sant&eacute; des populations animales de
rente, si elle &eacute;tait un gage de qualit&eacute; et
de lucrativit&eacute;, n’&eacute;tait pas chose ais&eacute;e.
L’abattage sanitaire, la quarantaine, la
restriction des importations, la vaccination et les traitements m&eacute;dicamenteux ont donc depuis toujours œuvr&eacute;
en vue, sinon d’une &eacute;radication, au
moins d’un contr&ocirc;le des maladies rencontr&eacute;es. Dans le m&ecirc;me ordre d’id&eacute;es,
l’administration, &agrave; grande &eacute;chelle, de
substances antibiotiques permet de
lutter contre les agents pathog&egrave;nes qui
trouvent dans les conditions d’&eacute;levage
concentrationnaires une niche de choix
extr&ecirc;mement propice &agrave; la contagion.
Ces pratiques s&eacute;culaires pr&eacute;sentent
malheureusement des inconv&eacute;nients
majeurs dont la prise de conscience
est pourtant relativement r&eacute;cente : tout
d’abord, la pression de s&eacute;lection appliqu&eacute;e par l’Homme envers les animaux
d’&eacute;levage s’exerce unilat&eacute;ralement en
faveur des crit&egrave;res relatifs aux productions alors que les bovins n’ont jamais
&eacute;t&eacute; soumis &agrave; des pressions d’infection plus agressives qu’aujourd’hui.
Ensuite, il est maintenant unanimement reconnu que l’administration &agrave;
grande &eacute;chelle de substances m&eacute;dicamenteuses en &eacute;levage bovin pose non
seulement le d&eacute;licat probl&egrave;me de leur
r&eacute;manence ou de celle de leurs r&eacute;sidus
dans les produits de consommation
mais &eacute;galement celui de l’impact des
antibiotiques, clairement &eacute;tabli, sur
l’&eacute;mergence de maladies dues &agrave; la
pr&eacute;pond&eacute;rance de souches multir&eacute;sistantes (Ferber, 2000 ; Angulo et al.,
2004 ; Molbak, 2004). Cette situation est particuli&egrave;rement pr&eacute;occupante
dans notre pays puisque des &eacute;tudes
publi&eacute;es r&eacute;cemment d&eacute;montrent que la
Belgique fait partie des six pays europ&eacute;ens qui consomment le plus d’an-
tibiotiques (Goossens et al., 2005 ;
Ferech et al., 2006 ; van de SandeBruinsma et al., 2008).
Le secteur des productions animales
s’oriente donc de plus en plus d’une
part vers une meilleure connaissance des maladies pr&eacute;dominantes et,
d’autre part, vers la s&eacute;lection d’animaux plus r&eacute;sistants &agrave; celles-ci. Du
point de vue soci&eacute;tal, l’int&eacute;r&ecirc;t est multiple puisque se donner les moyens de
renoncer &agrave; injecter syst&eacute;matiquement
des antibiotiques, des anti-inflammatoires et des bronchodilatateurs d&egrave;s
lors que des bovins manifestent des
signes cliniques ne peut qu’aller dans
le sens (i) d’une diminution du risque
d’&eacute;mergence de bact&eacute;ries multir&eacute;sistantes pathog&egrave;nes (notamment pour
l’Homme), (ii) d’une plus-value de
la qualit&eacute; de la viande en termes de
contenu en r&eacute;sidus et (iii) d’une am&eacute;lioration du bien-&ecirc;tre et de la sant&eacute; des
animaux (iv) sans aucun impact n&eacute;gatif sur la rentabilit&eacute; des exploitations,
ni sur le prix de la viande &agrave; l’&eacute;tal.
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1.2. Les pneumonies des bovins
Diminuer l’importance des maladies
bovines est donc devenu une priorit&eacute;
absolue, puisque l’on sait que ce sont
les co&ucirc;ts li&eacute;s aux maladies qui ont
l’impact le plus important sur la rentabilit&eacute; des fermes et ce, ind&eacute;pendamment du cours du march&eacute; (Gardner
et al., 1996). Ces co&ucirc;ts sont, sans la
moindre &eacute;quivoque, surtout caus&eacute;s par
les maladies respiratoires dont l’incidence chez les veaux est de 25 %
durant la premi&egrave;re ann&eacute;e. Les m&acirc;les
sont plus touch&eacute;s que les femelles, &agrave; la
fois durant les p&eacute;riodes de pr&eacute;sevrage
et d’engraissement (Martin, 1981 ;
Muggli-Cockett et al., 1992 ; Griffin
et al., 2000 ; Speer et al., 2001).
Parmi les maladies respiratoires, ce
sont les pneumonies qui exercent, de
loin, l’impact le plus flagrant : quelles que soient les conditions, elles
sont responsables d’environ 75 %
des maladies diagnostiqu&eacute;es (Jensen
et al., 1976 ; Roth, 1986 ; Edwards,
1996). Sur le plan de la morbidit&eacute;, les
taux moyens varient entre 15 et 45 %
(Kelly, 1986) et sur celui de la l&eacute;talit&eacute;, les pneumonies sont directement
incrimin&eacute;es dans 45 &agrave; 55 % des cas
de maladie respiratoire (Perino, 1992 ;
Vogel et Parrott, 1994 ; Edwards,
1996). D’un autre c&ocirc;t&eacute;, la mise en
œuvre des traitements m&eacute;dicamenteux
cens&eacute;s gu&eacute;rir les maladies respiratoires g&eacute;n&egrave;re approximativement 8 % des
co&ucirc;ts de production totaux (Martin,
1981 ; Griffin et al., 1995 ; Griffin,
1997), sans tenir compte des pertes
encourues du fait de performances
zootechniques (gain quotidien moyen,
indice de consommation et production
laiti&egrave;re) moindres. Par ailleurs, la race
Blanc Bleu Belge, num&eacute;ro un chez
nous, se distingue des autres races
bovines par des capacit&eacute;s pulmonaires
et cardiaques largement inf&eacute;rieures &agrave;
celles des autres bovins (Lekeux et al.,
1994). Ces d&eacute;ficits tant anatomiques
que fonctionnels en font des animaux
moins r&eacute;sistants en cas de maladie respiratoire avec une morbidit&eacute; associ&eacute;e
de 36 % (Bureau et al., 2001). De
plus, la m&ecirc;me enqu&ecirc;te d&eacute;montre que
le taux de mortalit&eacute; associ&eacute; aux maladies respiratoires pendant la premi&egrave;re
ann&eacute;e de vie vaut 2,1 % en sp&eacute;culation Blanc Bleu Belge alors qu’il n’est
que de 1,4 % dans les autres races
(Muggli-Cockett et al., 1992 ; Bureau
et al., 2001 ).
Les principaux agents biologiques responsables des pneumonies des bovins
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incluent (i) le n&eacute;matode Dictyocaulus
viviparus, (ii) les virus BHV-1
(bovine herpesvirus-1), RSV (respiratory syncytial virus), Pi (parainfluenza)-3, BVD-MD (bovine viral
diarrhoea-mucosal disease), ad&eacute;novirus et coronavirus et (iii) les bact&eacute;ries
Mannheimia haemolytica, Pasteurella
multocida, Mycoplasma bovis,
Histophilus somni et Arcanobacterium
pyogenes (Dungworth, 1992 ; Lopez,
2001). Ces auteurs s’accordent cependant pour dire que, quelle que soit la
cause initiale de l’atteinte pulmonaire
(environnementale, virale, bact&eacute;rienne
ou parasitaire), c’est M. haemolytica
que l’on retrouve le plus syst&eacute;matiquement comme agent compliquant.
Tout se passe comme si les facteurs
environnementaux et les agents microbiens &laquo; faisaient le lit &raquo; de M. haemolytica dans les poumons, cette derni&egrave;re
&laquo; faisant &agrave; son tour le lit &raquo; d’autres
bact&eacute;ries au premier rang desquelles
on retrouve P. multocida et A. pyogenes.
L’utilisation d’antibiotiques &agrave; grande
&eacute;chelle en prophylaxie, m&eacute;taphylaxie ou stimulation de croissance a
favoris&eacute; l’&eacute;mergence de souches de
M. haemolytica r&eacute;sistantes &agrave; une large
gamme d’antimicrobiens comme les
β-lactames, les t&eacute;tracyclines, les sulfonamides et les aminoglycosides
(Watts et al., 1994 ; Martel et al.,
1995 ; Hormansdorfer et Bauer, 1996 ;
Caprioli et al., 2000 ; Kehrenberg et
al., 2001). La plupart des g&egrave;nes de
r&eacute;sistance, dont certains ont pu &ecirc;tre
clon&eacute;s et s&eacute;quenc&eacute;s (Highlander,
2001), sont associ&eacute;s aux &eacute;l&eacute;ments
g&eacute;n&eacute;tiques mobiles et peuvent donc
&ecirc;tre ais&eacute;ment &eacute;chang&eacute;s entre bact&eacute;ries
(Kehrenberg et al., 2001).
En r&eacute;sum&eacute;, diminuer l’impact de la
mannheimiose tout en r&eacute;duisant l’administration massive d’antibiotiques
est une priorit&eacute; tant du point de vue
&eacute;conomique que de ceux de la sant&eacute;
publique et du bien-&ecirc;tre animal.
2. La mannheimiose
2.1. Mannheimia haemolytica
Mannheimia haemolytica est un coccobacille &agrave; gram n&eacute;gatif, faiblement
h&eacute;molytique, dont la taxonomie compl&egrave;te est : super-royaume des bact&eacute;ries ; phylum des prot&eacute;obact&eacute;ries ;
classe des gammaprot&eacute;obact&eacute;ries ;
ordre des pasteurellales ; famille des
pasteurellaceae ; genre Mannheimia.
Elle changea, depuis sa d&eacute;couverte
en 1885 par Th&eacute;odore Kitt, plusieurs fois &laquo; d’identit&eacute; &raquo; : baptis&eacute;e
Bacterium bipolare multocidum (Kitt,
1885), on la connut ensuite un certain temps sous le nom de Pasteurella
boviseptica (Jones, 1921) avant d’&ecirc;tre
renomm&eacute;e Pasteurella haemolytica en
1932 (Newson, 1932) et classifi&eacute;e en
deux biotypes, A et T, sur base de leur
capacit&eacute; &agrave; fermenter l’arabinose et le
thr&eacute;halose, respectivement (Smith,
1961). Treize s&eacute;rotypes A et quatre
s&eacute;rotypes T furent identifi&eacute;s (Younan
et Fodor, 1995), ces derniers &eacute;tant
reclassifi&eacute;s en tant que Pasteurella
threhalosi en 1990 (Bingham et al.,
1990 ; Sneath et Stevens, 1990). Neuf
ans plus tard, des &eacute;tudes bas&eacute;es sur
des hybridations ADN-ADN et du
s&eacute;quen&ccedil;age de l’ARN 16S ont conduit
&agrave; renommer les s&eacute;rotypes A1, A2,
A5-A9, A12-A14, A16 et A17 en
tant que Mannheimia haemolytica
(en hommage au biologiste allemand
Walter Mannheim dont les recherches ont significativement contribu&eacute;
&agrave; la connaissance de la taxonomie de
la famille des pasteurellaceae) alors
que le dernier s&eacute;rotype A11 devenait
Mannheimia glucosida (Younan et
Fodor, 1995 ; Angen et al., 1999).
Des douzes s&eacute;rotypes d&eacute;crits, A1 et
A2 pr&eacute;valent de par le monde. A1 est
connu comme l’agent causal majeur de
la mannheimiose bovine, aussi connue
sous le nom de pasteurellose ou fi&egrave;vre
des transports (shipping fever), m&ecirc;me
si d’autres s&eacute;rotypes comme A6, A7,
A9, A11 et A12 peuvent aussi &ecirc;tre
isol&eacute;s (Quirie et al., 1986). A1 et A2
sont tous deux capables de coloniser
le tractus respiratoire sup&eacute;rieur des
b&ecirc;tes bovine et ovine mais sont souvent sp&eacute;cifiques. Ainsi, les bovins
sains sont fr&eacute;quemment porteurs du
s&eacute;rotype A2 dans leur tractus respiratoire sup&eacute;rieur mais sous l’effet d’un
stress ou d’une coinfection, A1 remplace rapidement A2 en tant que s&eacute;rotype principal (Frank et Smith, 1983),
probablement suite &agrave; un transfert
horizontal &agrave; partir d’animaux infect&eacute;s
(Highlander, 2001). Le s&eacute;rotype A6
serait quant &agrave; lui en pr&eacute;valence croissante au Royaume-Uni (Donachie,
1998) et aux Etats-Unis (Purdy et al.,
1997 ; Al-Ghamdi et al., 2000) avec
environ 30 % des souches s&eacute;rotyp&eacute;es.
N&eacute;anmoins, sur base des profils des
lipopolysaccharides et des prot&eacute;ines
de la membrane externe de chaque
s&eacute;rotype, il a &eacute;t&eacute; conclu que, except&eacute;
la nature de leurs capsules, les s&eacute;rotypes A1 et A6 &eacute;taient extr&ecirc;mement
similaires (Davies et Donachie, 1996 ;
Morton et al., 1996).
Les bases g&eacute;n&eacute;tiques de la variation clonale entre les s&eacute;rotypes n’ont
pas encore &eacute;t&eacute; &eacute;tudi&eacute;es, m&ecirc;me si la
s&eacute;quence compl&egrave;te d’une souche A1
a &eacute;t&eacute; publi&eacute;e par le Baylor College of
Medicine Human Genome Sequencing
Center (Highlander et Weinstock,
2004).
2.2. Pathog&eacute;nie
La pathog&eacute;nie des pneumonies &agrave;
M. haemolytica fait intervenir diff&eacute;rents param&egrave;tres comme des virus
(bovine parainfluenza virus 3, bovine
herpes virus 1 et bovine respiratory syncytial virus), des bact&eacute;ries
(Pasteurella multocida, Mycoplasma
bovis et Arcanobacterium pyogenes),
l’environnement (charge &eacute;lev&eacute;e en
poussi&egrave;res, changements d’alimentation, temp&eacute;ratures excessives…), l’administration de glucocortico&iuml;des, le
creux immunitaire ou encore le stress
associ&eacute; au sevrage, &agrave; l’&eacute;cornage ou
au transport, qui pr&eacute;disposent l’animal (Yates, 1982 ; Dungworth, 1992 ;
Lopez, 2001). Ces diff&eacute;rents facteurs
semblent alt&eacute;rer l’&eacute;pith&eacute;lium du tractus respiratoire sup&eacute;rieur de mani&egrave;re
&agrave; permettre &agrave; la bact&eacute;rie de le coloniser et de migrer du nasopharynx aux
poumons o&ugrave; elle cause une pneumonie dite &laquo; de type bronchoalv&eacute;olaire &raquo;
qui s’accompagne d’une morbidit&eacute;
et d’une mortalit&eacute; &eacute;lev&eacute;es (Jensen et
al., 1976 ; Vogel et Parrott, 1994 ;
Edwards, 1996).
Les signes cliniques sont variables
quant &agrave; leur intensit&eacute;, de frustres &agrave; tr&egrave;s
s&eacute;v&egrave;res, mais quelques faits caract&eacute;ristiques peuvent &ecirc;tre mentionn&eacute;s : il y
a toujours de la d&eacute;pression et de l’anorexie, de la fi&egrave;vre jusqu’&agrave; 42&deg;C, une
augmentation de la fr&eacute;quence cardiaque, une perte de poids substantielle et
une rhinite r&eacute;sultant en une d&eacute;charge
nasale mucopurulente ou un museau
sec et encro&ucirc;t&eacute;. Un larmoiement accru
et une toux sont souvent pr&eacute;sents. La
fr&eacute;quence respiratoire augmente dans
les tous premiers stades, suivie par
une dyspn&eacute;e de s&eacute;v&eacute;rit&eacute; telle qu’elle
cause une respiration buccale et des
grognements respiratoires dans certains cas. L’auscultation r&eacute;v&egrave;le des
sons bronchiaux et v&eacute;siculaires accrus
ant&eacute;ro-ventralement, se muant en r&acirc;les
d’abord humides puis secs. On peut
aussi entendre des frictions pleurales.
Les veaux peuvent se tenir avec les
coudes en abduction et le cou &eacute;tendu
(orthopn&eacute;e). Certains animaux peuvent souffrir de diarrh&eacute;e (Yates, 1982 ;
Zecchinon et al., 2005).
Macroscopiquement, ce type de pneumonie est caract&eacute;ris&eacute; par une consolidation avec h&eacute;patisations rouge et
grise des parties ant&eacute;ro-ventrales des
poumons, parfois accompagn&eacute;es de
zones de pleur&eacute;sie fibrineuse (figure 1)
(Zecchinon et al., 2005).
Microscopiquement, de larges zones
de n&eacute;crose, ceintur&eacute;es par des amas de
neutrophiles d&eacute;g&eacute;n&eacute;rescents (ou pyocytes) en quantit&eacute;s tr&egrave;s importantes,
constituent la signature de M. haemolytica (figure 2). L’ampleur de cette
n&eacute;crose est en fait concomitante &agrave; la
cytolyse d’un nombre anormalement
&eacute;lev&eacute; de neutrophiles et macrophages
qui, via le d&eacute;versement d’une multitude de compos&eacute;s toxiques (enzymes, histamine, prostaglandines…) in
situ, aggravent les l&eacute;sions pulmonaires
(Yates, 1982 ; Slocombe et al., 1985 ;
Dungworth, 1992 ; Lopez, 2001 ;
Zecchinon et al., 2005).
Sur un plan biologique plus g&eacute;n&eacute;ral,
il faut constater que M. haemolytica
n’est pas responsable de pneumonies
chez les animaux non ruminants, ce
qui sugg&egrave;re l’existence d’une virulence qui s’exprime sp&eacute;cifiquement
envers ces derniers.
2.3. La leucotoxine
Plusieurs facteurs de virulence sont
d&eacute;crits pour M. haemolytica (Confer
Figure 1: Pneumonie n&eacute;crosante multifocale et pleur&eacute;sie fibrineuse
visc&eacute;rale o&ugrave; Mannheimia haemolytica a pu &ecirc;tre mise en &eacute;vidence.
Larges plages de n&eacute;crose observ&eacute;es sur un lobe diaphragmatique gauche
coup&eacute; transversalement dans son tiers proximal.
Figures 2 : L&eacute;sions histologiques pulmonaires d’une infection &agrave;
Mannheimia haemolytica (h&eacute;matoxyline-&eacute;osine).
On constate une infiltration massive dans les alv&eacute;oles de leucocytes
(a) (grossissement 200 x), s’av&egrave;rant &ecirc;tre des polymorphonucl&eacute;aires
neutrophiles (b) (grossissement 400 x) qui vont rapidement se n&eacute;croser en
masse (c) (grossissement 200 x).
a
b
c
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et al., 1990 ; Whiteley et al., 1992 ;
Tatum et al., 1998 ; Jeyaseelan et
al., 2002) : ils incluent la capsule qui
joue un r&ocirc;le important dans l’adh&eacute;rence et l’invasion, les prot&eacute;ines de la
membrane externe qui provoquent la
r&eacute;ponse immune, des adh&eacute;sines qui
sont impliqu&eacute;es dans la colonisation,
une neuraminidase qui r&eacute;duit la viscosit&eacute; du mucus et permet une approche
plus &laquo; intime &raquo; de la bact&eacute;rie &agrave; la surface des cellules &eacute;pith&eacute;liales, le lipopolysaccharide (LPS) et la leucotoxine
(LktA).
Celle-ci est une prot&eacute;ine de 102 kDa
secr&eacute;t&eacute;e en phase logarithmique de
croissance et appartient &agrave; la famille
des toxines dites RTX (repeats in
toxin), lesquelles comprennent toutes,
pr&egrave;s de leur extr&eacute;mit&eacute; N-terminale,
des r&eacute;gions hautement conserv&eacute;es
consistant en r&eacute;p&eacute;titions d’un nonapeptide de type L/I/V/F-X-GG-X-GN/D-D-X (avec X = n’importe quel
r&eacute;sidu), dont le nombre varie de 6
(comme la LktA) &agrave; 41 (Lo, 1990 ;
Coote, 1992 ; Jeyaseelan et al., 2002 ;
Mena-Rojas et al., 2004). Ces toxines comptent dans leurs rangs outre
la LktA (Lilie et al., 2000), les toxines de M. glucosida (Davies et al.,
2001 ; Davies et al., 2002), M. ruminalis (GenBank AY425280), M. varigena (AY425279), M. granulomatis
(AY425278) et Pasteurella trehalosi
(Davies et al., 2001 ; Davies et al.,
2002) ; la PlLktA de souches M. haemolytica-like (Chang et al., 1993a) ;
les toxines ApxIA, -IIA, et -IIIA d’Actinobacillus pleuropneumoniae (Frey
et al., 1991 ; Chang et al., 1993b ;
Schaller et al., 1999) ; les variants
ApxIA and –IIA d’A. suis (AshA)
(Burrows et Lo, 1992 ; Kamp et al.,
1994 ; Schaller et al., 2001 ; Satran et
Nedbalcova, 2002), ApxIIA and –IIIA
d’A. rossii (Schaller et al., 2000),
ApxIA d’A. lignieresii (Kolodrubetz
et al., 1989 ; Burrows et Lo, 1992 ;
Satran et Nedbalcova, 2002), et ApxIIA
d’A. porcitonsillarum (Kuhnert et al.,
2005) ; AqxA d’Actinobacillus equuli
(Berthoud et al., 2002) ; PaxA de
Pasteurella aerogenes (Kuhnert et al.,
2000) ; LtxA d’Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Kolodrubetz et
al., 1989 ; Lally et al., 1989) ; MbxA
de Moraxella bovis (Hess et Angelos,
2006), M. bovoculi et M. ovis (Angelos
et al., 2007) ; KkxA de Kingella kingae
(Kehl-Fie et St Geme, 2007) ; HlyA et
EhxA d’Escherichia coli uropathog&egrave;nes et EHEC, respectivement (Welch
et al., 1983 ; Felmlee et al., 1985) ; et
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CyaA de Bordetella bronchiseptica et
B. pertussis (Glaser et al., 1988).
La LktA de M. haemolytica partage
avec deux de ces toxines (la LtxA
d’A. actinomycetemcomitans et
l’ApxIIIA d’A. pleuropneumoniae) un
ensemble de caract&eacute;ristiques biologiques : tout d’abord, chacune d’elles
est secr&eacute;t&eacute;e par une bact&eacute;rie qui n’est
pathog&egrave;ne que pour une esp&egrave;ce donn&eacute;e, causant respectivement une pneumonie broncho-alv&eacute;olaire fibrinoh&eacute;morragique chez les ruminants, une
p&eacute;riodontite agressive chez l’Homme
et une pleuropneumonie fibrinoh&eacute;morragique chez le porc. Dans
les trois cas, les l&eacute;sions sont caract&eacute;ris&eacute;es par des aires de n&eacute;crose de
coagulation multifocales engendr&eacute;es
par la pr&eacute;sence d’un nombre exceptionnellement &eacute;lev&eacute; de neutrophiles et
macrophages d&eacute;g&eacute;n&eacute;r&eacute;s ou en n&eacute;crose.
Enfin, les trois toxines sont reconnues
comme facteurs de virulence majeurs
puisque (i) leur administration, sous
formes native ou recombinante purifi&eacute;es, conduit aux signes cliniques et
au d&eacute;veloppement de l&eacute;sions s&eacute;v&egrave;res (Kamp et al., 1997 ; Wang et al.,
1998b ; Ambagala et al., 1999 ; Sun
et al., 1999b ; Jeyaseelan et al., 2000 ;
Sun et al., 2000 ; Cudd et al., 2001 ;
Jeyaseelan et al., 2001a ; Deshpande
et al., 2002 ; Davies et Baillie, 2003)
alors que (ii) les bact&eacute;ries ne produisant plus les toxines perdent leur pouvoir pathog&egrave;ne (Tatum et al., 1998).
Ainsi, l’inactivation de la LktA par
gene knock-out cause une inactivation
partielle de virulence et ne d&eacute;clenche presque plus de l&eacute;sions pulmonaires bien que les souches sauvages et
mutantes soient tout aussi capables de
coloniser le tractus respiratoire sup&eacute;rieur des veaux (Highlander et al.,
2000).
Il est de plus int&eacute;ressant de constater
que si la leucotoxine doit son nom &agrave;
la sp&eacute;cificit&eacute; de liaison qu’elle exhibe
vis-&agrave;-vis des leucocytes de plusieurs
esp&egrave;ces de mammif&egrave;res, elle n’induit
la mort cellulaire que lorsqu’elle est
fix&eacute;e &agrave; ceux des ruminants (Kaehler
et al., 1980 ; Shewen et Wilkie, 1982 ;
Silflow et Foreyt, 1994 ; Dassanayake
et al., 2007 ; Liu et al., 2007 ; Fett
et al., 2008), sugg&eacute;rant que la sp&eacute;cificit&eacute; d’interaction entre la LktA et
les leucocytes des ruminants pourrait
&ecirc;tre tenue pour responsable de la cytotoxicit&eacute; sp&eacute;cifique de M. haemolytica
envers ces derniers.
3. Les cibles chez l’h&ocirc;te
3.1. Neutrophiles et macrophages
La pathog&eacute;nie de la mannheimiose
implique les neutrophiles et les macrophages dont le r&ocirc;le central a &eacute;t&eacute; d&eacute;montr&eacute; exp&eacute;rimentalement par plusieurs
&eacute;quipes ind&eacute;pendantes ; ainsi, une
exposition par a&eacute;rosol &agrave; M. haemolytica
induit, chez des veaux, une infiltration
rapide de neutrophiles dans les poumons et une augmentation significative
du ratio neutrophile/macrophage dans
le liquide de lavage pulmonaire (Walker
et al., 1985). Parmi les leucocytes, les
macrophages sont plus r&eacute;sistants que
les neutrophiles aux effets lytiques de
la LktA, et les macrophages alv&eacute;olaires
des b&ecirc;tes adultes sont plus r&eacute;sistants que
ceux des veaux de moins de 16 semaines
(O’Brien et Duffus, 1987).
Par ailleurs, lorsque des bovins sont
d&eacute;pl&eacute;t&eacute;s de leurs propres neutrophiles
circulants par un traitement &agrave; l’hydroxyur&eacute;e, la pneumonie est moins
s&eacute;v&egrave;re et moins &eacute;tendue que chez l’animal normalement pourvu en neutrophiles (Slocombe et al., 1985 ; Breider
et al., 1988 ; Weiss et al., 1991). Ces
donn&eacute;es a priori paradoxales sugg&egrave;rent que les neutrophiles endossent un
r&ocirc;le proactif dans la progression de la
mannheimiose.
3.2. R&ocirc;le primordial du CD18
Une autre observation int&eacute;ressante a
permis de poser une hypoth&egrave;se quant &agrave;
la nature de l’interaction entre la LktA
et les neutrophiles des ruminants :
la LktA n’induit pas de cytolyse des
leucocytes si ces derniers sont pr&eacute;lev&eacute;s chez des animaux BLAD (acronyme d&eacute;signant la maladie g&eacute;n&eacute;tique
baptis&eacute;e bovine leukocyte adhesion
deficiency) (Jeyaseelan et al., 2000).
Ce r&eacute;sultat est de nouveau paradoxal
parce que ces animaux souffrent d’un
d&eacute;ficit fonctionnel de leurs polymorphonucl&eacute;aires neutrophiles qui ralentit
voire abolit leur capacit&eacute; &agrave; s’extraire
du torrent sanguin par diap&eacute;d&egrave;se, ce
qui cause l’apparition r&eacute;currente de
maladies. Au niveau mol&eacute;culaire,
le ph&eacute;notype BLAD est caus&eacute; par la
mutation D128G dans la sous-unit&eacute; β
(ou CD18) des β2-int&eacute;grines (Shuster
et al., 1992) qui entra&icirc;ne une diminution tr&egrave;s importante de leur expression
en surface (Cox et al., 1997).
Les int&eacute;grines sont des prot&eacute;ines
transmembranaires qui jouent un r&ocirc;le
majeur dans l’adh&eacute;sion cellulaire bien
Tableau I : La famille des int&eacute;grines (tableau non exhaustif)
Sous-unit&eacute;s
Ligands et contre-r&eacute;cepteurs
Expression
α1
Collag&egrave;nes, laminine
T*, B*, Mo
α2
Collag&egrave;nes, laminine
T*, NK, Mo, pl
α3
Fibronectine, laminine, collag&egrave;nes
Mo, Tc, LAK
α4
Fibronectine (V25), VCAM-1
Mo, T*, B, CL, F
α5
Fibronectine
T*, Mo
α6
Laminine
T*, Mo, pl
α7
Laminine
T, Mo
α8
?
αV
Vibronectine, fibronectine ( ?)
αL ou CD11a
ICAM-1, ICAM-2
T, B, Mo, N, NK
αM ou CD11b
Composant C3b du compl&eacute;ment (inactiv&eacute;), fibrinog&egrave;ne, facteur X, ICAM-1
Mo, NK
Fibrinog&egrave;ne, composant C3b du compl&eacute;ment (inactiv&eacute;) ?
NK, N
CD11d
?
?
αIIb
pl
αV
Fibrinog&egrave;ne, fibronectine, facteur de von Willebrand, vitronectine,
thrombospondine
Vitronectine, fibrinog&egrave;ne, fibronectine, facteur de von Willebrand,
thrombospondine, fibronectine, ost&eacute;opontine, collag&egrave;nes
β4
α6
Laminine ?
T, Mo
β5
αV
Vitronectine
Mo
β6
αV
Fibronectine
L
α4
Fibronectine (V25), VCAM-1
B
αIEL
?
αV
?
β1
β2
(CD18) αX ou CD11c
β3
β7
β8
B, Mo, pl, F
B : lymphocyte B ; B* : lymphocyte B activ&eacute; ; CL : cellule de Langerhans ; F : fibroblaste ; L : leucocyte ; LAK : cellule NK activ&eacute;e par
l’IL-2 ; Mo : monocyte ; N : neutrophile ; NK : natural killer ; pl : plaquettes ; T : lymphocyte T ; T* : lymphocyte T activ&eacute; ; Tc : lymphocyte
T cytotoxique.
que leur reconnaissance en tant que
r&eacute;cepteurs de surface ne date que de
1987 (Hynes, 1987). Depuis, elles ont
&eacute;t&eacute; &eacute;tudi&eacute;es intensivement (plus de
40000 articles &agrave; ce jour) et semblent
impliqu&eacute;es dans de nombreux processus biologiques, physiologiques et
pathologiques. Toutes les int&eacute;grines
sont des h&eacute;t&eacute;rodim&egrave;res dont les sousunit&eacute;s α et β sont associ&eacute;es non covalentiellement et poss&egrave;dent chacune un
domaine extracellulaire volumineux
et des domaines transmembranaire et
cytoplasmique plut&ocirc;t courts (Hynes,
1992). Une vingtaine d’int&eacute;grines sont
actuellement d&eacute;crites ; elles sont class&eacute;es en huit sous-familles selon leur
sous-unit&eacute; β commune (tableau I), par
exemple la famille des β2-int&eacute;grines
dont la sous-unit&eacute; β2 est le CD18.
Celle-ci s’associe avec les sous-unit&eacute;s α CD11a-d, formant ainsi les h&eacute;t&eacute;-
rodim&egrave;res CD11a/CD18 ou LFA-1
(Lymphocyte Function-associated
Antigen-1) qui est quantitativement
majoritaire, CD11b/CD18 ou Mac-1
(Macrophage antigen-1) ou encore
CR3 (Complement receptor 3),
CD11c/CD18 ou CR4 (Complement
receptor 4) et CD11d/CD18 (Berman
et al., 2003). Les r&eacute;cepteurs CD11a-d/
CD18 sont pr&eacute;sents &agrave; la surface de tous
les leucocytes et m&eacute;dient une adh&eacute;sion
de haute affinit&eacute; &agrave; une grande vari&eacute;t&eacute;
de types cellulaires qui expriment un
ou plusieurs de leurs ligands, &agrave; savoir
les mol&eacute;cules d’adh&eacute;sion intercellulaire (ICAM)-1 &agrave; -5 et la Junctional
adhesion molecule (JAM)-A. Cette
sous-famille d’int&eacute;grines est ainsi responsable de la fixation des leucocytes
&agrave; la surface des endoth&eacute;liums, une
des &eacute;tapes pr&eacute;liminaires qui permet
leur d&eacute;placement vers les lieux de
la r&eacute;action inflammatoire (Bailly et
al., 1995 ; Gahmberg, 1997 ; Tian et
al., 1997 ; Zecchinon et al., 2006a ;
Zecchinon et al., 2006b).
Dans le contexte de l’interaction de
la LktA avec les β2-int&eacute;grines des
ruminants, plusieurs &eacute;tudes ont montr&eacute; que l’effet cytotoxique de la LktA
est att&eacute;nu&eacute;, voire supprim&eacute;, lorsque
des leucocytes bovins sont incub&eacute;s
pr&eacute;alablement avec des anticorps dirig&eacute;s contre les sous-unit&eacute;s CD11a ou
CD18 du LFA-1 (Ambagala et al.,
1999 ; Li et al., 1999 ; Jeyaseelan et
al., 2000). L’identification pr&eacute;cise de
la sous-unit&eacute; liant la LktA a toutefois
longtemps &eacute;t&eacute; controvers&eacute;e, le CD18
(Wang et al., 1998a ; Ambagala et al.,
1999 ; Li et al., 1999) et le CD11a
(Jeyaseelan et al., 2000) ayant chacun
leurs partisans. Aujourd’hui cependant, les auteurs s’accordent sur le r&ocirc;le
primordial du CD18 et ce, gr&acirc;ce &agrave; quel35
ques avanc&eacute;es significatives ; ainsi, le
professeur Srikumaran et son &eacute;quipe
ont tout d’abord mis en &eacute;vidence
par immunomarquage et s&eacute;quen&ccedil;age
N-terminal que la leucotoxine se fixait
sur les diff&eacute;rentes β2-int&eacute;grines contenues dans des lysats de neutrophiles
bovins et qu’une pr&eacute;incubation de ces
neutrophiles avec un anticorps monoclonal sp&eacute;cifique du CD18 r&eacute;duisait
les effets cytotoxiques (Ambagala et
al., 1999). Ils ont ensuite &eacute;l&eacute;gamment d&eacute;montr&eacute; que le CD18 &eacute;tait,
selon leurs propres termes, n&eacute;cessaire
et suffisant pour m&eacute;dier la cytolyse
de leucocytes en rendant une lign&eacute;e
murine, r&eacute;put&eacute;e r&eacute;sistante &agrave; la leucotoxine, sensible &agrave; cette derni&egrave;re en la
transfectant de mani&egrave;re stable avec
l’ADN compl&eacute;mentaire encodant pour
le CD18 bovin, lequel se retrouvait
exprim&eacute; en surface associ&eacute; au CD11a
murin (Deshpande et al., 2002). Ils ont
par ailleurs, tout r&eacute;cemment, r&eacute;it&eacute;r&eacute;
l’exp&eacute;rience avec le CD18 ovin (Ovis
aries et Ovis canadensis) et obtenu
des r&eacute;sultats similaires (Dassanayake
et al., 2007 ; Liu et al., 2007). De
plus, ils observent une forte corr&eacute;lation entre le degr&eacute; d’expression
en surface du CD18 bovin (PMNs
bovins&gt;lymphocytes bovins~lign&eacute;e
transfect&eacute;e) et le degr&eacute; de cytolyse de
ces cellules, ce qui s’explique par le
fait que si les lymphocytes et la lign&eacute;e
transfect&eacute;e n’expriment que le LFA-1
bovin et murin/bovin, respectivement,
les PMNs quant &agrave; eux arborent toutes
les β2-int&eacute;grines ; on sait en effet que
la LktA se lie &eacute;galement au CD18 du
Mac-1 bovin ou ovin (Lawrence et al.,
2008). De son c&ocirc;t&eacute;, l’&eacute;quipe du professeur Maheswaran a montr&eacute; que si la
leucotoxine se liait &agrave; la fois au CD18
du LFA-1 et du Mac-1 (Thumbikat et
al., 2005) ainsi qu’au LFA-1 porcin
(Jeyaseelan et al., 2000), les &eacute;v&egrave;nements post&eacute;rieurs &agrave; la liaison comme
l’&eacute;l&eacute;vation de la concentration en calcium intracellulaire et la phosphorylation de la queue cytoplasmique du
CD18 n’&eacute;taient observ&eacute;s qu’avec le
LFA-1 bovin (Jeyaseelan et al., 2000 ;
Jeyaseelan et al., 2001a ; Thumbikat
et al., 2005). D’autre part, des exp&eacute;rimentations avec des inhibiteurs du
I domain du CD11a et des anticorps
dirig&eacute;s contre le I-like domain du CD18
donnent &agrave; penser que la leucotoxine se
lie au CD18 (mais pas au niveau du
I-like domain bien que celui-ci jouerait
un r&ocirc;le critique dans la signalisation
induite par la leucotoxine conduisant &agrave;
l’activation) et qu’&agrave; hautes concentrations en toxine, cette liaison serait suf36
fisante pour provoquer l’oligom&eacute;risation toxinique, la formation de pores,
un influx de calcium et des dommages
cellulaires menant &agrave; la cytolyse via
toutes les β2-int&eacute;grines (Thumbikat et
al., 2005). La leucotoxine interagirait
&eacute;galement avec le I domain du CD11a,
mais ni avec le CD11b ou le CD11c
(Jeyaseelan et al., 2000), pour initier
une cascade de signalisation conduisant &agrave; l’activation cellulaire (Yoo et
al., 1995) et &agrave; l’apoptose (Stevens et
Czuprynski, 1996), &eacute;v&egrave;nements qui
prendraient toute leur ampleur lorsque la leucotoxine se trouverait en
plus faible concentration (Thumbikat
et al., 2005). Par ailleurs, la cotransfection de la lign&eacute;e d’origine humaine
K-562, n’exprimant naturellement
aucune β2-int&eacute;grine, par les CD11a
et CD18 bovins, conduit &agrave; l’expression en surface de l’h&eacute;t&eacute;rodim&egrave;re,
&agrave; la liaison de la leucotoxine sur le
LFA-1 ainsi que sur le CD11a et le
CD18 seuls (par d&eacute;pl&eacute;tion de lysats
cellulaires par immunopr&eacute;cipitation
&agrave; l’aide d’anticorps sp&eacute;cifiques), &agrave; la
phosphorylation de la tyrosine de la
queue cytoplasmique du CD18, &agrave; une
augmentation de la concentration de
calcium intracellulaire et &agrave; la cytolyse
(Dileepan et al., 2005b). Enfin, la
cotransfection de cette m&ecirc;me lign&eacute;e
avec les ADN compl&eacute;mentaires encodant pour les CD11a bovin et CD18
humain conduit &agrave; l’expression en surface de l’h&eacute;t&eacute;rodim&egrave;re mais pas &agrave; la
fixation de la leucotoxine (Dileepan et
al., 2005a).
En conclusion, toutes ces donn&eacute;es
sugg&egrave;rent dans leur ensemble que
c’est l’interaction entre la LktA et la
sous-unit&eacute; CD18 des β2-int&eacute;grines des
ruminants qui est responsable de la
sp&eacute;cificit&eacute; de la virulence de la LktA,
et donc de M. haemolytica, envers les
leucocytes de ces derniers. Plus pr&eacute;cis&eacute;ment, (i) la leucotoxine doit n&eacute;cessairement se fixer sur la sous-unit&eacute;
CD18 des β2-int&eacute;grines des ruminants
et du porc &agrave; un domaine autre que le
I-like domain, (ii) cette liaison serait,
&agrave; haute concentration en toxine, suffisante pour induire la formation de
pores et la n&eacute;crose et (iii) la liaison
avec le CD11a des ruminants (via le
I domain) ou de la souris permettrait,
&agrave; plus faibles concentrations en toxine,
de par une interaction avec le I-like
domain du CD18, le d&eacute;clenchement
des cascades d’activation cellulaire
conduisant &agrave; l’apoptose. D&egrave;s lors,
diminuer voire supprimer l’impact
de la mannheimiose en sp&eacute;culation
bovine revient &agrave; identifier le site de
liaison pr&eacute;cis de la leucotoxine sur le
CD18, de mani&egrave;re (i) &agrave; ouvrir la voie
&agrave; la s&eacute;lection d’animaux naturellement
r&eacute;sistants et/ou (ii) &agrave; mettre en œuvre
une strat&eacute;gie m&eacute;dicamenteuse sp&eacute;cifique pour augmenter la productivit&eacute; et
le bien-&ecirc;tre animal tout en r&eacute;duisant
les apports massifs d’antibiotiques,
anti-inflammatoires et bronchodilatateurs. Signalons par ailleurs que le
m&ecirc;me raisonnement peut &ecirc;tre appliqu&eacute;
&agrave; LtxA et ApxIIIA qui se lient &eacute;galement au CD18 des leucocytes de leur
esp&egrave;ce-cible (Li et al., 1999 ; Dileepan
et al., 2007a ; Vanden Bergh et al.,
soumis).
3.3. Motif(s) mol&eacute;culaire(s) du CD18
interagissant avec la LktA
Des r&eacute;sultats contradictoires
R&eacute;cemment, deux &eacute;quipes visant &agrave;
identifier le site pr&eacute;cis de liaison de
la leucotoxine sur le CD18 bovin
publi&egrave;rent des r&eacute;sultats apparemment
contradictoires. Elles ont tabl&eacute; sur
l’ing&eacute;nierie de lign&eacute;es cellulaires stables exprimant des LFA-1 chim&eacute;riques
murin/bovin (Gopinath et al., 2005) ou
humain/bovin (Dileepan et al., 2005a)
mais selon deux principes oppos&eacute;s ;
soit rendre sensible une lign&eacute;e cellulaire qui ne l’est pas en int&eacute;grant des
fragments du CD18 bovin dans un
LFA-1 murin (Gopinath et al., 2005),
soit rendre r&eacute;sistante une lign&eacute;e sensible en int&eacute;grant des fragments du
CD18 humain dans un LFA-1 bovin
(Dileepan et al., 2005a). Le site de
liaison de la leucotoxine entra&icirc;nant les
effets biologiques fut ainsi annonc&eacute;
soit dans les 291 premiers r&eacute;sidus du
CD18 (Gopinath et al., 2005), c’est&agrave;-dire dans la portion extracellulaire
contenant le domaine PSI (plexinsemaphorin-integrin), le site d’adh&eacute;sion d&eacute;pendant des ions m&eacute;talliques (MIDAS, metal ion-dependent
adhesion site) et une partie du I-like
domain, sur lequel la toxine n’&eacute;tait
pas sens&eacute;e se lier selon des exp&eacute;rimentations r&eacute;alis&eacute;es par l’&eacute;quipe
concurrente avec des anticorps dirig&eacute;s
contre ce domaine (Thumbikat et al.,
2005), soit entre les r&eacute;sidus 500 et
600 de la portion extracellulaire du
CD18, correspondant aux domaines
EGF (epidermal growth factor) -2 &agrave;
-4 (Dileepan et al., 2005a), puis plus
pr&eacute;cis&eacute;ment entre les r&eacute;sidus 541-581
correspondant au domaine EGF-3
(Dileepan et al., 2007b) (figure 3).
Figure 3 : Repr&eacute;sentation sch&eacute;matique des domaines structuraux du
r&eacute;cepteur LFA-1 (aLb2 ou CD11a/CD18).
Les sous-unit&eacute;s CD11a et CD18 poss&egrave;dent chacune un large domaine
extracellulaire et de courtes portions transmembranaire et cytoplasmique. Chez
le CD11a, le I domain (rouge) lie les ICAMs sous la d&eacute;pendance du magn&eacute;sium
(jaune clair) au niveau du Metal Ion Dependent Adhesion Site (MIDAS). La
septi&egrave;me h&eacute;lice a du I domain relie celui-ci &agrave; la b-propeller region (vert mat)
qui se prolonge par le thigh domain (turquoise) puis les calf domains (orange).
Chez le CD18, le domain plexin-semaphorin-integrin (PSI), color&eacute; en chocolat,
est reli&eacute; par des ponts disulfures &agrave; l’hybrid domain (mauve) au centre de la r&eacute;gion
qui relie le I-like domain aux quatre r&eacute;p&eacute;titions EGF-like (jaune). Le quatri&egrave;me
module s’&eacute;tend par le b-tail domain (vert brillant) au travers de la membrane. Le
motif charni&egrave;re (GFFKR) et le site RAPL sont indiqu&eacute;s respectivement par un
cylindre mauve clair et de petites sph&egrave;res bleues clairs. Les sites de liaison des
cations bivalents sont repr&eacute;sent&eacute;s par de petites sph&egrave;res jaunes. Le sch&eacute;ma a &eacute;t&eacute;
r&eacute;alis&eacute; avec le programme Ulead Cool 3D 3.5. Les diff&eacute;rents domaines ne sont
pas strictement dessin&eacute;s &agrave; l’&eacute;chelle.
pr&eacute;sente un pourcentage de 83 % par
rapport &agrave; son homologue humain et
81 % par rapport &agrave; son homologue
murin. A priori, ces diff&eacute;rences ne
devraient donc pas rendre compte
des diff&eacute;rents r&eacute;sultats obtenus. Par
contre, il est int&eacute;ressant de noter que
le protocole de purification de la leucotoxine diff&egrave;re pour les deux exp&eacute;rimentations ; la prot&eacute;ine ayant &eacute;t&eacute;
purifi&eacute;e par chromatographie d’immunoaffinit&eacute; (Gopinath et al., 2005)
ou par extraction apr&egrave;s &eacute;lectrophor&egrave;se
en conditions d&eacute;naturantes (Dileepan
et al., 2005a), ce qui peut sembler a
priori probl&eacute;matique pour des &eacute;tudes
de liaison.
Par ailleurs, une approche plus
&laquo; chirurgicale &raquo; d&eacute;coulant du relev&eacute;
des 16 sites individuels pour lesquels
un r&eacute;sidu &laquo; A &raquo; &eacute;tait syst&eacute;matiquement
conserv&eacute; chez les ruminants alors qu’il
&eacute;tait syst&eacute;matiquement remplac&eacute; par
un r&eacute;sidu &laquo; B &raquo; chez l’homme, la souris et le chien (Zecchinon et al., 2004)
et consistant &agrave; construire les CD18
bovins mutants correspondants, n’a
donn&eacute; aucun r&eacute;sultat probant, c’est-&agrave;dire qu’aucun d’eux n’est, &agrave; titre individuel, responsable de la sp&eacute;cificit&eacute;
d’esp&egrave;ces qu’exhibe la LktA vis-&agrave;-vis
des CD18 des ruminants (Zecchinon
et al., soumis). Il est toutefois possible que plusieurs sites, voire plusieurs
domaines, soient n&eacute;cessaires &agrave; l’induction d’une toxicit&eacute; sp&eacute;cifique.
Chacune de ces approches a bien
entendu ses inconv&eacute;nients puisque le
remplacement d’un domaine conf&eacute;rant
ou abolissant la liaison de la toxine
ne signifie pas automatiquement que
celle-ci s’y lie ou non. En effet, la
modification de tel ou tel domaine
peut entra&icirc;ner des modifications de
structure (par exemple lors du repliement de la prot&eacute;ine) qui, indirectement,
modifient le site de liaison. Ainsi, si le
I domain du CD11a se replie avant
l’association avec le CD18, il n’en
est pas de m&ecirc;me pour le β-propeller
qui reste non repli&eacute; dans les 12 heu-
res suivant la synth&egrave;se du CD11a
seul, sugg&eacute;rant que le I domain et le
β-propeller se replient ind&eacute;pendamment l’un de l’autre et que le second
arbore une interface avec le CD18
(Huang et Springer, 1997). Des r&eacute;sultats similaires sont d’ailleurs observ&eacute;s
avec le CD11b (Lu et al., 1998).
Ensuite, notons que les CD18 bovin et
humain sont constitu&eacute;s de 769 r&eacute;sidus
alors que le murin comprend deux
r&eacute;sidus suppl&eacute;mentaires, un au niveau
du peptide signal et l’autre &eacute;tant le 7e
r&eacute;sidu apr&egrave;s le dernier domaine EGF.
Du point de vue des identit&eacute;s, le CD18
Des chim&egrave;res construites cette fois en
rempla&ccedil;ant uniquement des r&eacute;gions
bien d&eacute;finies du CD18 bovin (le
domaine PSI, le I-like domain ou les
domaines EGFs) par leur correspondant humain, de mani&egrave;re &agrave; perturber
le moins possible la structure tridimensionnelle de l’int&eacute;grine r&eacute;sultante
et ce, contrairement aux &eacute;quipes pr&eacute;c&eacute;dentes qui ont divis&eacute; le CD18 de
mani&egrave;re plus al&eacute;atoire, ont confirm&eacute; le
r&ocirc;le des domaines EGFs (Zecchinon
et al., soumis). Il a aussi &eacute;t&eacute; montr&eacute; que les modules EGF-2, 3, et 4
du CD18 humain &eacute;taient critiques
pour l’induction de la leucolyse par
la LtxA d’A. actinomycetemcomitans
(Dileepan et al., 2007a).
Une nouvelle th&eacute;orie
Par contre, le remplacement du
module EGF-3 bovin par celui d’une
autre esp&egrave;ce insensible que l’Homme,
&agrave; savoir le porc, ne permet pas d’abolir la sensibilit&eacute; &agrave; la leucotoxine des
transfectants g&eacute;n&eacute;r&eacute;s (Zecchinon
et al., soumis). La substitution du
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module EGF-3 du CD18 bovin par
celui d’un CD18 LktA-r&eacute;sistant ne
r&eacute;sulte donc pas automatiquement en
la suppression de la signalisation outside-in d&eacute;clench&eacute;e par la liaison de la
LktA et conduisant aux ph&eacute;nom&egrave;nes
d’apoptose/n&eacute;crose, ce qui confirme
cette fois les donn&eacute;es observ&eacute;es avec
la chim&egrave;re bovine/murine B291M
(module EGF-3 d’origine murine)
pour laquelle un effet cytotoxique est
induit par la LktA (Gopinath et al.,
2005) alors qu’il est clairement &eacute;tabli
que les leucocytes murins sont insensibles (Deshpande et al., 2002).
Pris dans leur ensemble, toutes ces
donn&eacute;es sugg&egrave;rent que l’effet cytotoxique de la LktA envers les leucocytes bovins serait en fait m&eacute;di&eacute; par deux
sous-domaines distincts du CD18, le
premier, encore &agrave; d&eacute;couvrir, pr&eacute;sent
entre les r&eacute;sidus 1 &agrave; 291 (Gopinath et
al., 2005) et le second &eacute;tant le domaine
EGF-3. Ainsi, si l’on accepte cette
hypoth&egrave;se, toutes les donn&eacute;es publi&eacute;es
&agrave; ce jour concordent : les CD18 murin
et porcin poss&egrave;deraient un domaine
EGF fonctionnel, mais pas le CD18
humain. Par contre, celui-ci arborerait
le bon motif N-terminal, contrairement
aux CD18 murin et porcin. Les CD18
des ruminants contiendraient bien &eacute;videmment les deux motifs. De plus, il
a &eacute;t&eacute; montr&eacute; que ni l’acylation de la
LktA ni ses 344 r&eacute;sidus N-terminaux
ne sont requis pour la liaison au CD18
alors qu’ils sont essentiels pour l’&eacute;l&eacute;vation de la concentration en calcium
intracellulaire, la g&eacute;n&eacute;ration des esp&egrave;ces r&eacute;actives de l’oxyg&egrave;ne, la production d’interleukine-8 et la cytolyse
des cellules-cibles (Thumbikat et al.,
2003), plaidant ainsi pour la pr&eacute;sence
de deux motifs sur la toxine &eacute;galement.
Ce n’est donc pas parce qu’une toxine
RTX se lie &agrave; un r&eacute;cepteur LFA-1 qu’il
se produit inexorablement un effet
cytotoxique ; il se pourrait ainsi que
ces toxines doivent passer par une premi&egrave;re &eacute;tape de liaison asp&eacute;cifique du
r&eacute;cepteur suivie d’une seconde plus
sp&eacute;cifique, indispensable &agrave; l’induction
des m&eacute;canismes cytopathog&egrave;nes.
Des sucres responsables ?
Enfin, un r&ocirc;le &eacute;ventuel des glycosylations du CD18 n’est pas &agrave; exclure. Les
deux sous-unit&eacute;s des β2-int&eacute;grines sont
en effet des glycoprot&eacute;ines de type I qui
sont soumises &agrave; plusieurs processus
de modifications post-traductionnelles dans le r&eacute;ticulum endoplasmique
rugueux (dont la glycosylation) indis38
pensables &agrave; l’expression en surface
d’un r&eacute;cepteur fonctionnel. Plusieurs
sites potentiels de N-glycosylation
(Asn-X-Ser/Thr) ont &eacute;t&eacute; r&eacute;v&eacute;l&eacute;s par
des programmes bioinformatiques au
sein de l’h&eacute;t&eacute;rodim&egrave;re (Zecchinon et
al., 2006a) et des analyses structurales ont montr&eacute; que le LFA-1 humain
contenait des taux &eacute;lev&eacute;s de cha&icirc;nes
oligosaccharidiques complexes de haut
poids mol&eacute;culaire et mannosyl&eacute;es sans
qu’il y ait un type de glycosylation
sp&eacute;cifique d’une sous-unit&eacute; (Asada et
al., 1991). Ces glycosylations jouent
un r&ocirc;le dans l’interaction des toxines
RTX avec leur r&eacute;cepteur β2-int&eacute;grine
puisque le traitement de cellules sensibles par des glycosidases ou la tunicamycine (un antibiotique qui bloque
la N-glycosylation des prot&eacute;ines n&eacute;osynth&eacute;tis&eacute;es) diminue la liaison de la
toxine CyaA de B. pertussis &agrave; ces cellules et r&eacute;duit &eacute;galement son activit&eacute;
cytotoxique ad&eacute;nylate cyclase (Morova
et al., 2008). De plus, certains saccharides libres (N,N’-diac&eacute;tylchitobiose,
N , N ’ , N ’’ t r i a c &eacute; t y l c h i t o t r i o s e ,
D-mannose, N-ac&eacute;tyllactosamine,
acide sialique) sont capables d’inhiber la liaison de cette toxine &agrave; la surface cellulaire (Morova et al., 2008).
Enfin, le traitement par ces glycosidases diminuent &eacute;galement le taux
de mortalit&eacute; cellulaire induit par les
toxines LtxA et HlyA (Morova et al.,
2008).
Lorsqu’on &eacute;tudie la structure de ces
fonctions saccharidiques, on peut les
comparer aux branches d’un arbre ;
plus on s’&eacute;loigne du tronc, plus les
branches se ramifient et plus la composition en sucre peut varier. Ce ph&eacute;nom&egrave;ne est appel&eacute; la microh&eacute;t&eacute;rog&eacute;n&eacute;it&eacute; (Varki et Sharon, 2008) : &agrave; un
site d’attachement d’un glycane sur
une prot&eacute;ine donn&eacute;e, synth&eacute;tis&eacute;e par
un type cellulaire, un &eacute;ventail de variations peut &ecirc;tre trouv&eacute; dans la structure
de ces cha&icirc;nes. Celle-ci peut varier
consid&eacute;rablement d’un site de glycosylation &agrave; un autre, d’une glycoprot&eacute;ine
&agrave; une autre et d’un type cellulaire &agrave; un
autre (Varki et Sharon, 2008). Ainsi,
une prot&eacute;ine donn&eacute;e, cod&eacute;e par un seul
g&egrave;ne, peut exister sous plusieurs &laquo; glycoformes &raquo; constituant chacune une
esp&egrave;ce mol&eacute;culaire distincte. Cette
microh&eacute;t&eacute;rog&eacute;n&eacute;it&eacute; s’expliquerait par
la rapidit&eacute; avec laquelle de multiples
r&eacute;actions de glycosylations et d&eacute;glycosylations, s&eacute;quentielles et partiellement comp&eacute;titives, se d&eacute;roulent dans
le r&eacute;ticulum endoplasmique et dans
l’appareil de Golgi au cours du proces-
sus de synth&egrave;se de la glycoprot&eacute;ine.
S’il est reconnu que le core des principales classes de glycanes tend &agrave; &ecirc;tre
conserv&eacute; au travers des esp&egrave;ces (Varki
et Sharon, 2008), il y a cependant une
diversit&eacute; consid&eacute;rable au niveau des
cha&icirc;nes externes, m&ecirc;me entre esp&egrave;ces relativement proches. Le r&ocirc;le de
cette variabilit&eacute; n’est pas clair, elle
pourrait &ecirc;tre une sorte de g&eacute;n&eacute;rateur
de diversit&eacute;, modulant les fonctions de
reconnaissance endog&egrave;nes et/ou permettant d’&eacute;chapper &agrave; l’infection par
des microbes et parasites pouvant se
lier avec une haute sp&eacute;cificit&eacute; &agrave; certaines structures des glycanes (Varki
et Sharon, 2008). Les branches variables terminales ne devraient donc pas
constituer un site de liaison sp&eacute;cifique
de la LktA, du fait m&ecirc;me de la diversit&eacute; qui doit y &ecirc;tre g&eacute;n&eacute;r&eacute;e puisque
pour un m&ecirc;me site de N-glycosylation
sur deux r&eacute;cepteurs LFA-1 exprim&eacute;s
par un m&ecirc;me leucocyte, les branches
saccharidiques terminales peuvent
varier. Etant donn&eacute; que (i) ces glycosylations interviennent dans l’adh&eacute;sion de certaines toxines RTX sur
la β2-int&eacute;grine (Morova et al., 2008)
et (ii) que la leucotoxine semble pouvoir se lier au LFA-1 de diff&eacute;rentes
esp&egrave;ces sans induire n&eacute;cessairement
l’effet toxique (Sun et al., 1999b ;
Jeyaseelan et al., 2001a ; Jeyaseelan et
al., 2001b), il se pourrait que la LktA
parvienne &agrave; se lier au core d’un (de)
N-glycane(s) (hautement conserv&eacute;
entre esp&egrave;ces), peut-&ecirc;tre en association avec des r&eacute;sidus peptidiques &eacute;galement conserv&eacute;s. Toutefois, dans le
cadre des β2-int&eacute;grines, certains indices nous permettent d’&eacute;mettre l’hypoth&egrave;se que les structures saccharidiques
pourraient &ecirc;tre dans leur ensemble bien conserv&eacute;es d’une esp&egrave;ce &agrave;
l’autre du fait (i) de la conservation
des sites de N-glycosylations sur le
LFA-1 (Varki et Sharon, 2008), (ii) du
r&ocirc;le pr&eacute;pond&eacute;rant de ces N-glycanes
dans les processus physiologiques
centraux faisant intervenir l’adh&eacute;sion
β2-int&eacute;grine/ligand (Becker et Lowe,
1999 ; Zhao et al., 2008) et (iii) de la
capacit&eacute; des leucocytes d’une esp&egrave;ce
&agrave; s’extravaser dans une x&eacute;nogreffe
et &agrave; la d&eacute;truire mettant donc en bon
rapport les β2-int&eacute;grines glycosyl&eacute;es
d’une esp&egrave;ce avec les ligands endoth&eacute;liaux d’une autre esp&egrave;ce (Ohta et
al., 1998 ; Hauzenberger et al., 2000 ;
Holgersson et al., 2002). L’interaction
induisant l’action cytotoxique sp&eacute;cifique doit donc sans doute &ecirc;tre uniquement attribu&eacute;e &agrave; des r&eacute;sidus pep-
tidiques sp&eacute;cifiques du CD18 des
ruminants.
3.4. Liaison et mort cellulaire
Plusieurs modes d’action sont propos&eacute;s pour expliquer les effets d&eacute;l&eacute;t&egrave;res
cons&eacute;cutifs &agrave; la liaison de la LktA sur
le CD18.
Radeaux lipidiques et internalisation
En conditions physiologiques, lorsque
le r&eacute;cepteur LFA-1 entre en contact
avec son ligand, il se produit une activation de la calpa&iuml;ne qui va cliver la
taline, prot&eacute;ine qui accroche le LFA-1
au cytosquelette par la queue cytoplasmique du CD18. Cette lib&eacute;ration du
r&eacute;cepteur permet alors le regroupement des LFA-1 dans les radeaux lipidiques (RL), des r&eacute;gions particuli&egrave;res
de la membrane cytoplasmique riches
en cholest&eacute;rol et en sphingolipides
dans lesquelles se regroupent certaines
prot&eacute;ines membranaires dans un but
fonctionnel (Luo et al., 2008). Il a &eacute;t&eacute;
montr&eacute; r&eacute;cemment qu’ils jouaient un
r&ocirc;le actif dans l’effet induit par la LktA
et la LtxA puisqu’(i) une diminution
de l’effet cytotoxique de ces derni&egrave;res est observ&eacute;e lorsque les leucocytes sont incub&eacute;s avec un ch&eacute;lateur du
cholest&eacute;rol membranaire (Fong et al.,
2006 ; Atapattu et Czuprynski, 2007),
(ii) une pr&eacute;incubation avec la filipine
qui s&eacute;questre les RL, inhibe l’effet
de la LktA (Atapattu et Czuprynski,
2007) et que (iii) leur reconstitution
par l’apport de cholest&eacute;rol exog&egrave;ne
restaure l’effet cytopathog&egrave;ne de ces
toxines (Fong et al., 2006 ; Atapattu et
Czuprynski, 2007).
Fong et ses collaborateurs ont aussi
montr&eacute; que la LtxA et son r&eacute;cepteur
LFA-1 humain se retrouvaient en plus
grosse quantit&eacute; dans la fraction des RL
des cellules expos&eacute;es &agrave; la toxine et en
ont conclu que deux conditions semblent n&eacute;cessaires &agrave; la lyse cellulaire
induite par la LtxA : (i) la liaison de
la toxine au LFA-1 (des cellules d&eacute;ficientes en LFA-1 n’accumulent pas la
toxine dans les radeaux et ne sont pas
lys&eacute;es) et (ii) la migration et le regroupement de ces complexes dans les RL
(Fong et al., 2006). Par contre, si la
cytochalasine (un inhibiteur de la polym&eacute;risation de l’actine) permet bien
le regroupement des LFA-1 humains
dans les radeaux lipidiques, en pr&eacute;sence ou l’absence de la LtxA, elle
inhibe n&eacute;anmoins l’effet de la LtxA,
indiquant que le regroupement des
LFA-1 par eux-m&ecirc;mes ne suffit pas
pour reproduire le m&eacute;canisme d’action
cytotoxique et qu’il doit &ecirc;tre m&eacute;di&eacute; par
l’actine (Fong et al., 2006).
Cependant, des r&eacute;sultats diff&eacute;rents
(mais les deux &eacute;quipes n’ont pas &eacute;tudi&eacute; tout &agrave; fait de la m&ecirc;me fa&ccedil;on l’incorporation potentielle des r&eacute;cepteurs
LFA-1 dans les RL) ont &eacute;t&eacute; obtenus
par Atapattu et son &eacute;quipe concernant l’incorporation du LFA-1 bovin
dans les RL de leucocytes expos&eacute;s
&agrave; la LktA puisque le r&eacute;cepteur ne se
retrouvait pas dans les RL des cellules, qu’elles soient ou non trait&eacute;es
avec la LktA. Celle-ci ne se retrouverait associ&eacute;e que pour ~4 % au LFA1, pour ~47 % aux RL, et le restant
(~49 %) ne serait ni associ&eacute; au LFA-1
ni aux fractions lipidiques des radeaux
(Atapattu et Czuprynski, 2007). D&egrave;s
lors, ils sugg&egrave;rent que la liaison au
LFA-1 pourrait &ecirc;tre une &eacute;tape interm&eacute;diaire, temporaire mais indispensable, d’un processus qui aboutirait
ensuite &agrave; la dissociation du complexe
toxine/r&eacute;cepteur et &agrave; son transfert &agrave;
un autre partenaire, trouv&eacute; dans les
radeaux lipidiques. Par ailleurs, la
LktA est internalis&eacute;e au cours du processus cytotoxique et la cytochalasine
r&eacute;duit cette incorporation cellulaire
mais &eacute;galement l’effet cytopathog&egrave;ne
de la LktA (Atapattu et Czuprynski,
2007), ce qui s’expliquerait par le fait
que l’internalisation de la LktA puisse
se produire sans &ecirc;tre complex&eacute;e au
LFA-1. Parmi les voies d’endocytose,
on distingue celles qui d&eacute;pendent de la
clathrine de celles qui d&eacute;pendent des
radeaux lipidiques. Il semble ainsi que
la LktA puisse, en plus de se retrouver
dans les radeaux lipidiques, &ecirc;tre internalis&eacute;e par la cellule selon la voie
d&eacute;pendante de la clathrine (Atapattu et
Czuprynski, 2007) en faisant intervenir notamment la dynamine-2 (Urrutia
et al., 1997 ; Atapattu et al., 2008), la
prot&eacute;ine Eps15 en association avec
l’adaptateur AP2 (Rappoport et al.,
2004) et la β-actine (Dykstra et al.,
2003).
Enfin, &eacute;tant donn&eacute; la faible quantit&eacute;
de toxine associ&eacute;e au r&eacute;cepteur, il se
pourrait aussi qu’il serve plusieurs fois
de distributeur de toxine aux RL.
Lkt et voies de signalisation intracellulaires
Bri&egrave;vement, suivant que la LktA soit
en faible ou haute concentration, elle
induit respectivement l’apoptose ou
la n&eacute;crose chez les leucocytes bovins,
ovins ou caprins. Il n’est cependant
pas ais&eacute; de distinguer les effets de la
LktA et ceux des LPS, &eacute;tant donn&eacute;
qu’ils peuvent agir ensemble (quand
ils forment des complexes) ou s&eacute;par&eacute;ment selon de multiples voies cellulaires (Sun et al., 2000 ; Cudd et
al., 2001) dont les principales sont
reprises &agrave; la figure 4 (Zecchinon et
al., 2005) pour conduire entre autres
&agrave; une &eacute;l&eacute;vation de la concentration
de calcium intracellulaire (OrtizCarranza et Czuprynski, 1992), une
pouss&eacute;e oxydative (Maheswaran et al.,
1992) et la production de plusieurs
m&eacute;diateurs lipidiques (Henricks et al.,
1992 ; Clinkenbeard et al., 1994) et de
cytokines proinflammatoires (Yoo et
al., 1995).
Le premier effet induit par la liaison
de la LktA au LFA-1 bovin est une
phosphorylation de la queue cytoplasmique du CD18 via une cascade
ind&eacute;pendante de tyrosine kinases
mais impliquant des kinases Src et
PI3 (Jeyaseelan et al., 2001a) comme
cela se produit lorsque ce r&eacute;cepteur
lie ses ligands physiologiques. Cette
interaction mimerait donc les effets
d’une activation du r&eacute;cepteur par la
voie outside-in pouvant expliquer la
mobilisation cons&eacute;cutive des complexes toxine/LFA-1 dans les radeaux
lipidiques (Atapattu et Czuprynski,
2007). Cette liaison est connue pour
impliquer des prot&eacute;ines G (Hsuan et
al., 1998 ; Jeyaseelan et al., 2001b) et
pour causer, d’une fa&ccedil;on dose-d&eacute;pendante, une &eacute;l&eacute;vation marqu&eacute;e et rapide
de la concentration en calcium intracellulaire dans les leucocytes bovins
(Czuprynski et al., 1991 ; OrtizCarranza et Czuprynski, 1992 ; Hsuan
et al., 1998 ; Jeyaseelan et al., 2001a)
qui r&eacute;sulte principalement d’un flux
entrant du milieu extracellulaire via
des canaux (voltage-gated channels)
(Gerbig et al., 1989 ; Ortiz-Carranza
et Czuprynski, 1992 ; Hsuan et al.,
1998 ; Hsuan et al., 1999). Cette entr&eacute;e
de calcium est clairement impliqu&eacute;e
dans la cytolyse (Gerbig et al., 1989)
et est essentielle pour d&eacute;clencher la
translocation du NF-kB dans le noyau
(d&eacute;tectable apr&egrave;s cinq minutes d’exposition) ainsi que la production de
cytokines proinflammatoires (Yoo et
al., 1995 ; Lafleur et al., 1998). A
contrario, de faibles concentrations
en LktA provoquent une &eacute;l&eacute;vation
de calcium sensiblement retard&eacute;e et
proportionnellement moindre (Hsuan
et al., 1998). Classiquement, il est
reconnu qu’&agrave; haute concentration, les
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Figure 4 : Voies de signalisation d&eacute;clench&eacute;es par la LktA et le LPS pour induire la cytolysis des leucocytes
AA : acide arachidonique ; DAG : diacylglyc&eacute;rol ; 5-HETE : acide 5-hydroxy-eicosat&eacute;traenoique ; IP3 : inositol triphosphate ; LBP : LPS binding
protein ; LKTA : leucotoxine ; LPS : lipopolysaccharide ; LTB4 : leucotri&egrave;ne B4 ; NRTKsc : nonreceptor tyrosine kinase signalling cascade ; PIP2 :
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate ; PLA2 : phospholipase A2 ; PLC : phospholipase C ; PKC : prot&eacute;ine kinase C ; PTK : prot&eacute;ine tyrosine kinase ;
ROS : esp&egrave;ces r&eacute;actives de l’oxyg&egrave;ne ; TLR4 : toll-like receptor 4.
toxines RTX induisent tr&egrave;s rapidement
(&lt; 20 minutes) de la n&eacute;crose cellulaire
sans signes d’apoptose (Clinkenbeard
et al., 1989a ; Clinkenbeard et al.,
1989b ; Taichman et al., 1991 ;
Eguchi et al., 1997 ; Korostoff et al.,
1998 ) tandis qu’&agrave; faible concentration, elles provoqueraient au terme
de plusieurs heures de la pyroptose
(Fink et Cookson, 2005), une mort
cellulaire programm&eacute;e proinflammatoire (Mangan et al., 1991 ; Stevens
et Czuprynski, 1996 ; Korostoff et
al., 1998 ; Wang et al., 1998a ; Sun et
al., 1999a ; Yamaguchi et al., 2001).
L’&eacute;quilibre entre n&eacute;crose et pyroptose
d&eacute;pendrait donc de la dose en toxine.
Dans les l&eacute;sions pulmonaires, les
zones de n&eacute;crose de coagulation sont
s&eacute;questr&eacute;es par une enveloppe dense
de cellules inflammatoires &agrave; des stades divers de d&eacute;g&eacute;n&eacute;rescence et dans
laquelle se retrouve M. haemolytica.
Lorsqu’un leucocyte sort du vaisseau
sanguin pour s’y int&eacute;grer, il doit donc
&ecirc;tre confront&eacute; &agrave; des concentrations
croissantes de LktA, au d&eacute;part souslytiques et apoptotiques (les cellules en
pyroptose vivent encore plusieurs heures, lib&eacute;rant des cytokines inflammatoires entretenant l’appel neutrophili40
que) et ensuite n&eacute;crotiques (le contenu
lib&eacute;r&eacute; des neutrophiles n&eacute;cros&eacute;s va
dig&eacute;rer le tissu pulmonaire). Aux doses
sous-lytiques, le d&eacute;veloppement de la
pyroptose par la toxine RTX pourrait
provenir : (i) de la liaison et de l’activation des r&eacute;cepteurs β2-int&eacute;grines
d&eacute;clenchant des cascades de signaux
intracellulaires, (ii) de l’augmentation
de la concentration en calcium intracellulaire provoqu&eacute;e par l’activation
du r&eacute;cepteur et la formation de pores
membranaires (en quantit&eacute; insuffisante pour produire la cytolyse) et (iii)
de l’alt&eacute;ration d’organites tels que les
mitochondries suite &agrave; l’endocytose et
le trafic intracellulaire de la toxine
(Karakelian et al., 1998). Par contre,
l’incorporation d’une grande quantit&eacute;
de toxine dans les RL (processus initial
et rapide) pourrait &ecirc;tre responsable des
l&eacute;sions membranaires l&eacute;tales g&eacute;n&eacute;rant
un influx d’eau et d’&eacute;lectrolytes (K+
et Cl-) causant une chute du potentiel
membranaire, le gonflement cellulaire
et l’explosion membranaire qui correspondraient &agrave; l’action cytolytique et
n&eacute;crotique rapide (Karakelian et al.,
1998 ; Korostoff et al., 1998).
De fait, l’exposition in vitro des leucocytes &agrave; des doses sous-lytiques de
LtxA et LktA induit, au bout de nombreuses heures, les signes classiques
d’apoptose : une diminution de la
taille cellulaire, le bourgeonnement
de la membrane cytoplasmique par
r&eacute;organisation du cytosquelette, des
alt&eacute;rations s&eacute;lectives dans la perm&eacute;abilit&eacute; membranaire, la condensation
de l’ADN nucl&eacute;aire, une flamb&eacute;e respiratoire avec production de r&eacute;actifs de
l’oxyg&egrave;ne, une diminution du potentiel
transmembranaire ∆Ψm mitochondrial,
un gonflement de la matrice et une
d&eacute;chirure de la membrane externe des
mitochondries aboutissant &agrave; une lib&eacute;ration du cytochrome C de l’espace
intermembranaire dans le cytosol,
l’activation de Apaf-1 et des pro-caspases-1, -3 et -9, le clivage caspased&eacute;pendant de la poly(ADP-ribose)
polym&eacute;rase (PARP) et la fragmentation de l’ADN (Dyer et al., 1985 ;
Czuprynski et al., 1991 ; Maheswaran
et al., 1992 ; Korostoff et al., 2000 ;
Yamaguchi et al., 2001 ; Kelk et al.,
2003 ; Atapattu et Czuprynski, 2005 ;
Dileepan et al., 2005a ; Atapattu et al.,
2008 ; Chien et al., 2008). La fa&ccedil;on
dont la toxine enclenche cette voie
apoptotique n’est pas encore claire. Il
est reconnu depuis plusieurs d&eacute;cennies
que la s&eacute;questration de larges quantit&eacute;s de calcium dans la mitochondrie
se produit dans diff&eacute;rentes conditions
pathophysiologiques et peut d&eacute;j&agrave; &agrave; elle
seule induire de l’apoptose (Hajnoczky
et al., 2006). Ainsi, lorsqu’un processus d&eacute;l&eacute;t&egrave;re pour la cellule induit
une perte de l’&eacute;quilibre hom&eacute;ostatique
entre l’influx et l’efflux de calcium au
niveau de la membrane cytoplasmique,
il s’en suit une &eacute;l&eacute;vation de la concentration de calcium cytosolique qui va
se r&eacute;percuter sur la concentration de
calcium mitochondrial (Hajnoczky et
al., 2006). La mitochondrie poss&egrave;de
des m&eacute;canismes de r&eacute;gulation de son
hom&eacute;ostasie calcique mais lorsqu’une
forte quantit&eacute; de calcium est brusquement accumul&eacute;e dans le cytoplasme et
se transmet dans la matrice mitochondriale, ces m&eacute;canismes r&eacute;gulateurs
peuvent &ecirc;tre d&eacute;pass&eacute;s. Le calcium
peut alors interagir avec la cyclophiline D pour induire l’ouverture de
pores PTP (Permeability Transition
Pore) qui traversent &agrave; la fois les membranes mitochondriales interne et
externe et permettent le passage de
calcium, d’autres ions et de petites
mol&eacute;cules (Hajnoczky et al., 2006).
De plus, l’augmentation de la concentration en calcium mitochondrial stimule aussi la synth&egrave;se de d&eacute;riv&eacute;s toxiques de l’oxyg&egrave;ne qui participent &agrave;
leur tour &agrave; l’ouverture des pores PTP
qui va causer la dissipation du ∆ψm
et la lib&eacute;ration du calcium. Si la surcharge en calcium cytoplasmique persiste (ce qui doit &ecirc;tre le cas avec les
toxines RTX), le PTP reste ouvert et
permet l’accumulation de solut&eacute;s dans
la matrice mitochondriale, aboutissant
&agrave; l’expansion de l’espace matriciel
et &agrave; la rupture de la membrane mitochondriale externe tout en lib&eacute;rant le
contenu de l’espace intermembranaire
dont le cytochrome C (Hajnoczky et
al., 2006). Finalement, l’atteinte de
la fonction mitochondriale et l’activation de m&eacute;canismes cytoplasmiques
par les facteurs mitochondriaux lib&eacute;r&eacute;s m&egrave;nent &agrave; l’ex&eacute;cution de la cellule
par apoptose. Atapattu et ses collaborateurs ont d’ailleurs d&eacute;montr&eacute; tout
r&eacute;cemment que la LktA internalis&eacute;e
pouvait exercer une action cytotoxique
directe sur la mitochondrie en liant
la membrane mitochondriale externe
et en provoquant l’effondrement du
potentiel membranaire ∆Ψm et la lib&eacute;ration du cytochrome C dans le cytosol (Atapattu et al., 2008). Ces effets
de la toxine ont ensuite &eacute;t&eacute; antagonis&eacute;s par la cyclosporine, un stabilisateur de la membrane mitochondriale
(Atapattu et al., 2008). La LktA serait
aussi capable de lier la cyclophiline D
(Atapattu et al., 2008).
Formation de pores
Par ailleurs, l’appartenance de la LktA
&agrave; la famille des toxines RTX sousentend qu’elle puisse induire la cytolyse via la formation de pores entra&icirc;nant un efflux de K+, un influx de
Ca2+, un gonflement osmotique collo&iuml;dal et &eacute;ventuellement la lyse cellulaire. La taille du pore varie selon les
toxines de 0,6-1 nm (dans le cas de la
LktA) (Clinkenbeard et al., 1989a ;
Iwase et al., 1990 ; Ehrmann et al.,
1991) &agrave; 2-3 nm de diam&egrave;tre (Bhakdi
et al., 1986; Lalonde et al., 1989). Le
m&eacute;canisme de formation du pore luim&ecirc;me n’a pas encore &eacute;t&eacute; d&eacute;crit mais
peut &ecirc;tre approch&eacute; th&eacute;oriquement
en fonction de ce qui est connu pour
d’autres toxines RTX. Ainsi, il ne
faut que quelques secondes &agrave; la LtxA
d’A. actinomycetemcomitans (en hautes concentrations) pour induire une
forte conductance et des changements
morphologiques &agrave; des cellules HL-60
humaines d’origine lymphoblastique,
alors qu’aucun effet n’est observ&eacute; lorsque la LtxA est ajout&eacute;e &agrave; une bicouche
artificielle, sauf si la toxine est ajout&eacute;e
&agrave; la monocouche lipidique avant la formation de la bicouche. Ceci peut &ecirc;tre
expliqu&eacute; par le fait que la forme hydrosoluble de la toxine ne s’incorpore pas
spontan&eacute;ment dans une bicouche mais
que si elle est partiellement d&eacute;natur&eacute;e comme c’est le cas &agrave; l’interface
monocouche lipidique-eau, l’insertion
a lieu et les pores sont form&eacute;s. Ceci
expliquerait &eacute;galement la n&eacute;cessit&eacute;
pour ces toxines d’interagir avec un
r&eacute;cepteur de surface comme le LFA-1
(Lear et al., 1995 ; Lally et al., 1997 ;
Karakelian et al., 1998). De m&ecirc;me,
l’&eacute;tude du mode d’action de l’h&eacute;molysine HlyA d’E. coli (Menestrina et al.,
1987 ; Menestrina, 1988 ; Benz et al.,
1989 ; Ludwig et al., 1991) sugg&egrave;re
la n&eacute;cessit&eacute; d’un r&eacute;cepteur pour un
processus en deux &eacute;tapes o&ugrave; la liaison
&agrave; la cellule-cible n&eacute;cessiterait les r&eacute;p&eacute;titions riches en glycines et l’acylation de la toxine alors que les r&eacute;gions
hydrophobes N-terminales permettraient la formation du pore (Coote,
1992). La sp&eacute;cificit&eacute; de la cellulecible serait d&egrave;s lors due soit &agrave; une
liaison sp&eacute;cifique au r&eacute;cepteur, soit
&agrave; la capacit&eacute; de la toxine &agrave; interagir
avec la membrane ou encore aux deux
ph&eacute;nom&egrave;nes. Enfin, il a &eacute;t&eacute; montr&eacute;
que l’h&eacute;molysine, dans des conditions
conduisant &agrave; la cytolyse, s’ins&eacute;rerait
dans la membrane-cible &agrave; la fa&ccedil;on des
prot&eacute;ines intrins&egrave;ques ou int&eacute;grales en
n’occupant qu’une seule monocouche.
En cons&eacute;quence, l’insertion d’une ou
plusieurs mol&eacute;cules de toxine induirait une augmentation de la pression
lat&eacute;rale qui &agrave; terme entra&icirc;nerait une
fracture de la membrane (Soloaga et
al., 1999).
4. Perspectives
4.1. Inventaire de la variation g&eacute;n&eacute;tique spontan&eacute;e du CD18
L’identification du motif pr&eacute;cis de
liaison de la leucotoxine sur le CD18
permettrait la mise en œuvre (i) d’un
inventaire de la variation g&eacute;n&eacute;tique
spontan&eacute;e pr&eacute;sente dans les races
viandeuses Blanc Bleu Belge et internationales au niveau dudit motif et
(ii) d’un service de g&eacute;notypage avec
pour but d’&eacute;liminer certains taureaux
d’ins&eacute;mination artificielle et/ou de
proposer une tactique d’accouplement
pr&eacute;f&eacute;rentielle permettant de diss&eacute;miner le plus rapidement possible un trait
de r&eacute;sistance inn&eacute;e &agrave; la mannheimiose
au sein des populations bovines belge
et internationale. Si &agrave; premi&egrave;re vue, il
semble peu probable que la variation
intra Bos taurus soit sup&eacute;rieure &agrave; la
variation inter-ruminants, l’exemple
du mouflon canadien (Bighorn sheep,
Ovis canadensis) dont les polymorphonucl&eacute;aires sont quatre &agrave; huit fois plus
sensibles &agrave; la leucotoxine que ceux
du mouton domestique (Ovis aries)
(Silflow et Foreyt, 1994), alors que
leurs CD18 pr&eacute;sentent 99 % d’identit&eacute;
(Liu et al., 2006), nous donne &agrave; penser que cette piste vaut n&eacute;anmoins la
peine d’&ecirc;tre explor&eacute;e.
4.2. Chimioth&eacute;rapie
Cibler et inhiber l’interaction sp&eacute;cif ique entre la leucotoxine de
Mannheimia haemolytica et la sousunit&eacute; CD18 des ruminants constituerait &eacute;galement une strat&eacute;gie de choix
pour lutter contre la mannheimiose
sans recourir syst&eacute;matiquement &agrave; l’administration massive d’antibiotiques.
Ainsi, l’&eacute;laboration d’un jeu de peptides comp&eacute;titeurs du LFA-1 pour la
fixation &agrave; la leucotoxine, c’est-&agrave;-dire
qui seraient inhibiteurs de son activit&eacute;
leucotoxique in vitro et de la virulence
de M. haemolytica in vivo, permettrait
de proposer un peptide th&eacute;rapeutique
injectable &agrave; substituer aux traitements
antibiotiques ne g&eacute;n&eacute;rant ni r&eacute;sidus
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ni antibior&eacute;sistance et fonctionnant &agrave;
la mani&egrave;re d’un leurre pour la leucotoxine. Nous pouvons aussi nous
inspirer des nombreuses recherches
men&eacute;es sur le r&eacute;cepteur LFA-1, qui
de par sa contribution active aux interactions mol&eacute;culaires complexes responsables de nombreuses fonctions
normales et pathologiques du syst&egrave;me
immunitaire, se retrouve &agrave; l’origine
de nombreuses maladies d’&eacute;tiologies diverses (g&eacute;n&eacute;tique, bact&eacute;rienne,
virale, n&eacute;oplasique, allergique et autoimmune), avec des impacts divers
sur les sant&eacute;s humaine et animale
(Zecchinon et al., 2006c). De l’&eacute;tude
intensive de son interaction avec son
principal ligand CD54 ou ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1)
furent en effet d&eacute;velopp&eacute;s, &agrave; but th&eacute;rapeutique, des anticorps, des peptides,
des peptidomim&eacute;tiques et des petites
mol&eacute;cules inhibitrices (Zecchinon et
al., 2006b).
Bien que l’efficacit&eacute; de certains anticorps ait &eacute;t&eacute; clairement d&eacute;montr&eacute;e,
leur utilisation ainsi que celle de
peptides en tant qu’agents th&eacute;rapeutiques pr&eacute;sentent un certain nombre
de d&eacute;fis pharmaceutiques dus &agrave; leurs
propri&eacute;t&eacute;s physico-chimiques : ils sont
difficilement d&eacute;livrables oralement,
sont co&ucirc;teux &agrave; produire et enclins &agrave;
la d&eacute;gradation physique ou chimique,
sont rapidement &eacute;limin&eacute;s par voie
h&eacute;patique ou r&eacute;nale, et peuvent &eacute;galement g&eacute;n&eacute;rer de l’immunog&eacute;nicit&eacute;
lors d’injections r&eacute;p&eacute;t&eacute;es (Anderson
et Siahaan, 2003). En &eacute;levage bovin,
une administration d’anticorps par
intraveineuse para&icirc;t n&eacute;anmoins tout &agrave;
fait plausible, d’autant qu’il est connu
que ceux-ci peuvent passer la barri&egrave;re
alv&eacute;olo-capillaire pour se retrouver
au niveau des lobes ant&eacute;ro-ventraux
colonis&eacute;s par M. haemolytica, mais il
faudrait, pour ce faire, plut&ocirc;t identifier
le motif d’interaction de la leucotoxine
et non pas celui situ&eacute; sur le CD18.
Le d&eacute;veloppement de peptidomim&eacute;tiques, des mimes pseudopeptidiques
ou non peptidiques de peptides biologiquement actifs, adapt&eacute;s &agrave; l’usage
th&eacute;rapeutique (Gante, 1994), permettrait par ailleurs d’apporter une solution &agrave; l’identification d’un motif de
liaison non lin&eacute;aire, comme l’atteste le
d&eacute;veloppement d’inhibiteurs peptidomim&eacute;tiques de l’interaction ICAM-1/
LFA-1, r&eacute;sultant du transfert d’un &eacute;pitope non lin&eacute;aire (identifi&eacute; au niveau
du domaine 1 d’ICAM-1 comme &eacute;tant
essentiel pour l’interaction avec LFA1), &agrave; une trame mol&eacute;culaire non pep42
tidique (small-molecule framework),
suppos&eacute;e surmonter les limitations
pharmaceutiques de peptides et en
particulier leur d&eacute;livrance inefficace
par voie orale (Fisher et al., 1997 ;
Casasnovas et al., 1998 ; Gadek et al.,
2002 ). Les antagonistes se lient au
LFA-1, inhibent la liaison d’ICAM-1
aux leucocytes aussi bien que la r&eacute;action mixte lymphocytaire et exhibent,
par comparaison &agrave; un anticorps antiLFA-1, des effets anti-inflammatoires
significatifs in vivo. La r&eacute;alisation
d’&eacute;tudes de relation structure-activit&eacute;
conduisit par ailleurs au d&eacute;veloppement de deux mol&eacute;cules plus puissantes (Burdick et al., 2003 ; Burdick et
al., 2004).
Quant aux petites mol&eacute;cules inhibitrices du LFA-1, deux classes m&eacute;canistiques distinctes, d&eacute;nomm&eacute;es antagonistes allost&eacute;riques αI et α/βI-like,
ont r&eacute;cemment &eacute;t&eacute; d&eacute;velopp&eacute;es, avec
des effets oppos&eacute;s sur la conformation, et donc l’activation, de l’int&eacute;grine (Shimaoka et Springer, 2004 ;
Zecchinon et al., 2006b). Il nous semble assez difficile d’obtenir, par cette
voie, des r&eacute;sultats sp&eacute;cifiques de la
mannheimiose puisqu’une action au
niveau de la conformation de l’int&eacute;grine aura automatiquement des r&eacute;percussions sur ses fonctions &laquo; physiologiques &raquo;.
Des glucoconjugu&eacute;s solubles
arborant les glycanes que lie la
toxine sur le r&eacute;cepteur β2-int&eacute;grine
(N,N’-diac&eacute;tylchitobiose,
N , N ’ , N ’’ t r i a c &eacute; t y l c h i t o t r i o s e ,
D-mannose, N-ac&eacute;tyllactosamine et
acide sialique (Morova et al., 2008))
pourraient aussi &ecirc;tre produits. Ces
derni&egrave;res ann&eacute;es, les progr&egrave;s qui ont
&eacute;t&eacute; fait dans la synth&egrave;se enzymatique
in vitro des glycanes ont permis de
complexer ces oligosaccharides &agrave; la
mucine ou, en tr&egrave;s grand nombre, dans
des structures synth&eacute;tiques appel&eacute;es
glycodendrom&egrave;res. Ces compos&eacute;s
pourraient &ecirc;tre administr&eacute;s &agrave; l’animal (Roy, 2003 ; Tanaka et al., 2008 ;
Varki et Sharon, 2008 ; Wang, 2008) ;
confront&eacute;s &agrave; la toxine, ils agiraient
comme des leurres inhibant sa liaison
au r&eacute;cepteur en &eacute;cartant le d&eacute;veloppement de l’effet cytotoxique (Touaibia
et Roy, 2007), &agrave; l’image des r&eacute;sultats obtenus par l’&eacute;quipe de Morova
et collaborateurs (Zhao et al., 2008).
De tels compos&eacute;s ont d&eacute;j&agrave; &eacute;t&eacute; utilis&eacute;s
pour neutraliser d’autres facteurs de
virulence bact&eacute;riens (Imberty et al.,
2008).
Enfin, une derni&egrave;re cat&eacute;gorie d’agents
inhibiteurs qui pourrait &ecirc;tre d&eacute;velopp&eacute;e contre la toxine ou la sousunit&eacute; CD18 sont de courtes s&eacute;quences
d’acides nucl&eacute;iques appel&eacute;es aptam&egrave;res. Ces mol&eacute;cules sont g&eacute;n&eacute;ralement
cr&eacute;&eacute;es au terme de plusieurs cycles
de s&eacute;lection r&eacute;alis&eacute;s in vitro (SELEX,
Systematic Evolution of Ligands by
EXponential enrichment) au sein d’un
&eacute;norme pool de s&eacute;quences nucl&eacute;iques al&eacute;atoires mis en pr&eacute;sence de la
cible mol&eacute;culaire que l’on cherche &agrave;
lier et inhiber (Kaur et Roy, 2008 ;
Shamah et al., 2008). Les aptam&egrave;res
offrent des avantages sur les anticorps
puisque leur synth&egrave;se peut se d&eacute;rouler enti&egrave;rement in vitro, ils poss&egrave;dent
des propri&eacute;t&eacute;s de stockage int&eacute;ressantes et stimulent peu ou pas du tout le
syst&egrave;me immunitaire (Kaur et Roy,
2008). Par ailleurs, ils ont la capacit&eacute;
de lier le r&eacute;cepteur ou la toxine quelle
que soit la nature des sites d’interaction en jeu (peptidique, saccharidique
ou lipidique). Il est aussi possible
d’envisager d’inhiber l’activation des
voies de signalisation intracellulaires par la LktA et par l&agrave; son action
cytotoxique. Ainsi, des aptam&egrave;res ont
par exemple &eacute;t&eacute; s&eacute;lectionn&eacute;s contre
la queue cytoplasmique du CD18 en
vue d’inhiber l’adh&eacute;sion cellulaire &agrave;
ICAM-1 (Blind et al., 1999 ; Famulok
et al., 2001). De m&ecirc;me, des aptam&egrave;res
s&eacute;lectionn&eacute;s contre la cytoh&eacute;sine-1,
un facteur d’&eacute;change de nucl&eacute;otide
guanine qui r&eacute;gulerait l’adh&eacute;sion du
LFA-1 &agrave; ICAM-1, et exprim&eacute;s intracellulairement, bloquent la fonction
de cette mol&eacute;cule, provoquent un r&eacute;arrangement du cytosquelette d’actine et
inhibent l’activit&eacute; du LFA-1 dans l’adh&eacute;sion leucocytaire (Famulok et al.,
2001 ; Mayer et al., 2001). Ces aptam&egrave;res peuvent donc potentiellement
inhiber l’action de la LktA et il serait
int&eacute;ressant de les faire exprimer par
les leucocytes bovins lors de la mannheimiose. Leur synth&egrave;se pourrait
s’inspirer de la technique que Blind et
collaborateurs (1999) ont utilis&eacute; pour
les produire dans des lymphocytes T
humains : l’expression contr&ocirc;l&eacute;e de
l’aptam&egrave;re par l’ARN polym&eacute;rase T7
via l’infection par des poxvirus vaccinaux recombinants incapables de se
propager (Famulok et al., 2001).
Bien entendu, &agrave; l’image de l’utilisation
des antibiotiques dans cette maladie,
ces m&eacute;dicaments devraient &ecirc;tre administr&eacute;s le plus rapidement possible
apr&egrave;s l’infection et id&eacute;alement avant
m&ecirc;me que les signes cliniques n’apparaissent, ce qui n’est pas r&eacute;alisable en
pratique. Toutefois, si ces mol&eacute;cules
sont administr&eacute;es suffisamment t&ocirc;t au
cours de la maladie, elle permettraient
de limiter s&eacute;rieusement le d&eacute;veloppement des l&eacute;sions et seraient donc un
compl&eacute;ment int&eacute;ressant &agrave; l’antibioth&eacute;rapie et &agrave; la vaccination qui n’apportent en g&eacute;n&eacute;ral qu’une diminution de
la mortalit&eacute; et de la morbidit&eacute; lors de
l’infection de l’&eacute;levage. Cette vitesse
d’action impose aussi l’utilisation d’un
m&eacute;dicament qui puisse &ecirc;tre administr&eacute;
facilement et dont le principe actif
diffuse rapidement dans le syst&egrave;me
circulatoire et respiratoire. Enfin,
l’utilisation de substances inhibant
l’extravasation leucocytaire n’est pas
envisageable sur de longues p&eacute;riodes
ou lors d’une infection concomitante
avec un autre agent pathog&egrave;ne. Leur
administration devrait &ecirc;tre ponctuelle
car le gain qu’elles apportent dans la
mannheimiose pourrait &ecirc;tre contrebalanc&eacute; par le fait qu’elles affaiblissent
le syst&egrave;me immunitaire et sensibilisent
donc l’animal aux autres infections.
Par ailleurs, en comparaison des mammif&egrave;res, le pouvoir &eacute;volutif g&eacute;n&eacute;rationnel des bact&eacute;ries (vitesse de production des g&eacute;n&eacute;rations, transfert et
plasticit&eacute; g&eacute;n&eacute;tique…) est tr&egrave;s important. Ainsi, l’utilisation intensive des
antibiotiques dans des conditions de
pression d’infection &eacute;lev&eacute;e, sans pratiques prophylactiques ad&eacute;quates, a
abouti &agrave; l’apparition d’antibior&eacute;sistances bact&eacute;riennes. De la m&ecirc;me
fa&ccedil;on, les propositions th&eacute;rapeutiques
qui sont faites ici peuvent ne pas &ecirc;tre
infaillibles et, si elles ne sont pas int&eacute;gr&eacute;es dans un programme prophylactique drastique, risquent d’&ecirc;tre tr&egrave;s vite
d&eacute;pass&eacute;es par la capacit&eacute; d’adaptation
des bact&eacute;ries.
4.3. Transgen&egrave;se
Dans le cas o&ugrave; l’inventaire de la variation g&eacute;n&eacute;tique spontan&eacute;e pr&eacute;sente dans
les races viandeuses Blanc Bleu Belge
et internationales au niveau du motif
pr&eacute;cis de liaison de la leucotoxine
sur le CD18 ne donne aucun r&eacute;sultat
concluant, il serait possible d’envisager d’engager un processus d’ing&eacute;nierie g&eacute;n&eacute;tique visant &agrave; corriger par
transgen&egrave;se la s&eacute;quence responsable
de la sensibilit&eacute; des ruminants &agrave; la leucotoxine de Mannheimia haemolytica.
En effet, la transgen&egrave;se animale est
une technologie qui permet le transfert stable d’une information g&eacute;n&eacute;tique connue dans un g&eacute;nome donn&eacute; de
mani&egrave;re plus pr&eacute;cise que la s&eacute;lection
conventionnelle. Depuis ses d&eacute;buts
en 1980, elle ne fait que prendre de
l’importance, gr&acirc;ce notamment aux
r&eacute;centes avanc&eacute;es techniques et aux
d&eacute;couvertes de g&egrave;nes d’int&eacute;r&ecirc;t facilit&eacute;es par le s&eacute;quen&ccedil;age des g&eacute;nomes
des animaux d’&eacute;levage. De plus, la
taille de l’ADN &eacute;tranger n’est plus
un probl&egrave;me puisqu’il est maintenant
possible d’ins&eacute;rer des vecteurs microchromosomiques stables porteurs de
millions de paires de bases d’ADN,
contenant un centrom&egrave;re, deux t&eacute;lom&egrave;res et des origines de r&eacute;plications
(Kuroiwa et al., 2002). Ses applications peuvent &ecirc;tre divis&eacute;es en trois
grandes cat&eacute;gories : (i) l’obtention
d’informations sur la fonction et
la r&eacute;gulation des g&egrave;nes, que ce soit
dans un contexte normal ou pathologique, (ii) l’obtention de produits
de haute valeur destin&eacute;s &agrave; la th&eacute;rapie
humaine comme des prot&eacute;ines recombinantes &agrave; vocation pharmaceutique
et des x&eacute;no-organes pour humains et
(iii) l’am&eacute;lioration des produits animaux de consommation (Houdebine,
2005), tels ces poissons transg&eacute;niques
de diverses esp&egrave;ces (saumon, truite,
tilapia, carpe…) qui contiennent plusieurs copies du g&egrave;ne de la somatotropine et qui pr&eacute;sentent donc une
croissance plus rapide (Muir, 2004).
Les Nations-Unies recommandent
m&ecirc;me l’impl&eacute;mentation de l’approche
transg&eacute;nique pour am&eacute;liorer la sant&eacute;
des pays en voie de d&eacute;veloppement,
bien que cette exhortation ne concerne
principalement pour l’instant que les
cultures (Acharya et al., 2003).
La lutte contre les pathologies animales appara&icirc;t &eacute;galement comme un
secteur prioritaire puisque la s&eacute;lection
d’animaux transg&eacute;niques plus r&eacute;sistants pourrait th&eacute;oriquement permettre
(i) de r&eacute;duire l’usage de m&eacute;dicaments
dont les antibiotiques, (ii) d’accro&icirc;tre
le bien-&ecirc;tre animal, (iii) de faciliter le
travail de l’&eacute;leveur, (iv) de diminuer les
co&ucirc;ts via l’am&eacute;lioration du rendement
en &eacute;levage et (v) d’amoindrir la fr&eacute;quence de transmission des maladies
de l’animal &agrave; l’Homme (Houdebine,
2005). Ainsi, par exemple, (i) des
bovins chez qui les g&egrave;nes PrP ont &eacute;t&eacute;
inactiv&eacute;s par recombinaison homologue (Kuroiwa et al., 2004) sont r&eacute;sistants &agrave; la propagation du prion in vitro,
tout en &eacute;tant &agrave; 20 mois, normaux des
points de vue clinique, physiologique,
histopathologique, immunologique et
reproductif (Richt et al., 2007) et (ii)
divers animaux secr&egrave;tent dans leur lait
des mol&eacute;cules exhibant des propri&eacute;-
t&eacute;s antibact&eacute;riennes (Zuelke, 1998);
(Mitra et al., 2003 ; Donovan et al.,
2005 ; Wall et al., 2005 ; Maga et al.,
2006) ou antivirales (Castilla et al.,
1998a ; Castilla et al., 1998b ; Sola
et al., 1998), suppos&eacute;es prot&eacute;ger &agrave; la
fois les consommateurs et les glandes mammaires contre les infections
(Soler et al., 2006).
Du point de vue pratique, la transgen&egrave;se doit cependant faire face &agrave; diff&eacute;rents d&eacute;fis : la s&eacute;lection du g&egrave;ne &agrave;
ajouter, substituer ou neutraliser, la
construction de vecteurs permettant
une expression fiable du transg&egrave;ne, le
transfert et l’int&eacute;gration de celui-ci et
enfin, l’interpr&eacute;tation des donn&eacute;es. Par
ailleurs, le transfert de g&egrave;nes reste peu
efficace dans certaines esp&egrave;ces et peut
induire des effets secondaires impr&eacute;visibles dus &agrave; l’interf&eacute;rence du transg&egrave;ne
avec le g&eacute;nome de l’h&ocirc;te au niveau du
site d’insertion ou par l’interaction de
l’ARN ou de la prot&eacute;ine correspondante avec les m&eacute;canismes cellulaires
(Houdebine, 2005 ; Houdebine, 2007).
De plus, au-del&agrave; des probl&egrave;mes &eacute;thiques pos&eacute;s (notamment la manipulation des embryons), si la reproduction
par clonage supprime certains des probl&egrave;mes qui accompagnent la reproduction sexu&eacute;e (notamment en terme de
s&eacute;lection d’animaux &laquo; naturellement &raquo;
plus r&eacute;sistants &agrave; certaines pathologies),
elle en engendre d’autres (Houdebine,
2005 ; Houdebine et Renard, 2005 ;
Houdebine, 2007 ; Robl et al., 2007) :
(i) le patrimoine g&eacute;n&eacute;tique des cellules
donneuses de noyau n’est pas strictement connu, (ii) le statut g&eacute;n&eacute;tique des
clones ne l’est pas d’avantage, (iii) la
reprogrammation du g&eacute;nome des cellules donneuses de noyau par le cytoplasme de l’ovocyte est fr&eacute;quemment
incompl&egrave;te, (iv) les animaux obtenus
par clonage, bien qu’essentiellement
g&eacute;n&eacute;tiquement identiques &agrave; leurs g&eacute;niteurs, sont souvent &eacute;pig&eacute;n&eacute;tiquement
modifi&eacute;s sans que l’on puisse en pr&eacute;voir les effets, (v) le clonage peut &ecirc;tre,
si l’on n’y prend garde, r&eacute;ducteur de
biodiversit&eacute; et accentuer les effets
ind&eacute;sirables de la s&eacute;lection moderne
qui repose sur un nombre de plus en
plus restreint de g&eacute;niteurs, (vi) l’introduction d’un g&egrave;ne dans un g&eacute;nome
animal peut r&eacute;activer un transposon ou
un g&eacute;nome r&eacute;troviral int&eacute;gr&eacute; et induire
ainsi une multiplication du transposon
ou la production de particules virales
infectieuses potentiellement pathog&egrave;nes et (vii) les effets directs et indirects des transg&egrave;nes ne peuvent &ecirc;tre
tous pr&eacute;visibles (ce qui quelque part
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fait leur charme pour les g&eacute;n&eacute;ticiens)
et il n’est pas exclu que les animaux
transg&eacute;niques deviennent plus sensibles &agrave; certaines maladies, le syst&egrave;me
immunitaire des clones &eacute;tant souvent
imparfaitement fonctionnel (Ellis,
2004). Par contre, certaines anomalies observ&eacute;es peuvent &ecirc;tre abolies par
la reproduction sexu&eacute;e, celle-ci &eacute;tant
capable d’&eacute;liminer les gam&egrave;tes anormaux et de parfaire la reprogrammation des g&eacute;nomes. Ainsi, les t&eacute;lom&egrave;res anormalement courts chez certains
clones retrouvent une longueur normale chez tous les descendants (Shiels
et Jardine, 2003).
Des mesures de confinement sp&eacute;cifiques sont aussi n&eacute;cessaires pour
permettre l’&eacute;levage de ces animaux
dans des conditions de s&eacute;curit&eacute; &eacute;lev&eacute;e
et &eacute;viter tout risque de diss&eacute;mination
involontaire dans la cha&icirc;ne alimentaire
humaine, l’alimentation du b&eacute;tail ou
l’environnement, m&ecirc;me si la transmissibilit&eacute; &agrave; l’Homme de certaines
toxines ou la diss&eacute;mination incontr&ocirc;l&eacute;e du transg&egrave;ne semblent moins probables que ce qui est observ&eacute; chez
les v&eacute;g&eacute;taux (Houdebine et Renard,
2005). Par ailleurs, le co&ucirc;t des animaux transg&eacute;niques de rente reste
&eacute;lev&eacute;, principalement du fait que la
diss&eacute;mination des traits d’int&eacute;r&ecirc;t port&eacute;
par un transg&egrave;ne n’est pas aussi simple et rapide que pour les plantes et
que les transg&egrave;nes doivent &ecirc;tre source
d’un tr&egrave;s haut profit potentiel pour
&ecirc;tre utilisables. Quoi qu’il en soit,
des tests permettent d’&eacute;valuer la toxicit&eacute;, l’allerg&eacute;nicit&eacute; et l’infectiosit&eacute; des
animaux obtenus par clonage ou transgen&egrave;se (risques auxquels n’&eacute;chappent d’ailleurs pas les animaux issus
de la s&eacute;lection classique) et, jusqu’&agrave;
ce jour, la litt&eacute;rature scientifique ne
relate aucun effet n&eacute;gatif, que ce soit
en termes de composition globale du
lait ou de la viande, de digestibilit&eacute;, de
toxicit&eacute; et d’alimentarit&eacute;, d’allerg&eacute;nicit&eacute;, de mutag&eacute;nicit&eacute; ou de pr&eacute;sence
de particules r&eacute;trovirales (Houdebine
et Renard, 2005).
5. Conclusion
Les caract&egrave;res de r&eacute;sistance inn&eacute;e aux
maladies ont &eacute;t&eacute;, depuis des mill&eacute;naires,
largement diss&eacute;min&eacute;s dans les populations animales gr&acirc;ce &agrave; la s&eacute;lection naturelle, ne favorisant la survie que d’individus r&eacute;sistants &agrave; telle ou telle maladie.
La domestication a, quant &agrave; elle, fait
intervenir un &eacute;l&eacute;ment neuf, &agrave; savoir la
s&eacute;lection artificielle de caract&egrave;res rela44
tifs aux productions. Concomitamment,
les conditions d’&eacute;levage ont &eacute;volu&eacute; vers
un syst&egrave;me concentrationnaire o&ugrave; l’extr&ecirc;me densit&eacute; des populations animales a
fourni aux agents pathog&egrave;nes une niche
infiniment plus propice &agrave; la contagion.
Le r&eacute;sultat est que les populations animales n’ont jamais &eacute;t&eacute; soumises &agrave; des
pressions d’infection plus intenses que
celles qui pr&eacute;valent aujourd’hui, tout en
comptant progressivement moins d’individus r&eacute;sistants, &agrave; mesure que la pression
de s&eacute;lection s’exerce unilat&eacute;ralement
en faveur des productions. Une des
cons&eacute;quences en est le recours &agrave; l’administration massive d’antibiotiques, avec
les r&eacute;percussions que l’on conna&icirc;t sur
l’&eacute;mergence de souches multi r&eacute;sistantes (Ferber, 2000 ; Angulo et al., 2004 ;
Molbak, 2004). Identifier des crit&egrave;res
permettant de restaurer une pression de
s&eacute;lection favorable &agrave; la diss&eacute;mination
la plus large possible de traits de r&eacute;sistance aux maladies va donc dans le sens
d’un renforcement de l’autonomie et du
profit des &eacute;leveurs, rendus moins d&eacute;pendants des substances m&eacute;dicamenteuses,
des retards de croissance et des saisies
&agrave; l’abattage mais rencontre &eacute;galement
le souci du consommateur de disposer d’une alimentation p&eacute;cuniairement
abordable, saine et sans r&eacute;sidus.
De ce qui pr&eacute;c&egrave;de, il ressort qu’une des
priorit&eacute;s de la recherche dans une discipline comme la pathologie v&eacute;t&eacute;rinaire
est l’&eacute;tude des maladies qui touchent les
animaux de rente, comme les pneumonies bact&eacute;riennes &agrave; Mannheimia haemolytica qui constituent un probl&egrave;me
majeur dans l’&eacute;levage et l’engraissement des bovins, avec des r&eacute;percussions
tr&egrave;s &eacute;lev&eacute;es en termes de morbidit&eacute; et de
mortalit&eacute;. Parmi les diff&eacute;rents facteurs
de virulence produits par la bact&eacute;rie,
la leucotoxine joue un r&ocirc;le de tout premier plan puisqu’elle est responsable
de la sp&eacute;cificit&eacute; d’esp&egrave;ces qu’exhibe
M. haemolytica envers les ruminants en
provoquant la lyse de leurs leucocytes et
ce, via une interaction sp&eacute;cifique avec la
sous-unit&eacute; CD18 de leurs β2-int&eacute;grines
(Ambagala et al., 1999 ; Li et al., 1999 ;
Jeyaseelan et al., 2000 ; Deshpande
et al., 2002 ; Jeyaseelan et al., 2002 ;
Dileepan et al., 2005b ; Zecchinon et al.,
2005 ; Fett et al., 2008). L’identification
du ou des motif(s) mol&eacute;culaire(s) du
CD18 qui conf&egrave;re(nt) aux ruminants une
sensibilit&eacute; sp&eacute;cifique &agrave; la leucotoxine
pourrait &ecirc;tre valoris&eacute;e de multiples
fa&ccedil;ons : s&eacute;lection assist&eacute;e par marqueurs
au sein de la population bovine mondiale
apr&egrave;s inventaire de la variation g&eacute;n&eacute;tique spontan&eacute;e au niveau dudit motif,
d&eacute;veloppement de mol&eacute;cules &agrave; usage
th&eacute;rapeutique (anticorps, peptides, peptidomim&eacute;tiques, inhibiteurs allost&eacute;riques, glucoconjugu&eacute;s, aptam&egrave;res…) ou
encore mise en place d’une strat&eacute;gie de
transgen&egrave;se.
En conclusion, la mise en &eacute;vidence de
ce(s) motif(s) repr&eacute;sente donc le challenge majeur de cette recherche, d’autant
plus que les r&eacute;centes avanc&eacute;es semblaient jusqu’il y a peu se contredire.
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Mannheimiosis: from a (molecular) fatal attraction to one of
the most important ruminant
breeding disease
Summary
Bacterial pneumonias represent
the major problem in ruminant
breeding and fattening, with high
morbidity and mortality levels.
Besides the several biological
factors incriminated, Mannheimia
haemolytica plays a great role as
a complicating agent.
One of its features is the fact
that it does not lead to bronchoalveolar fibrino-haemorragic
pneumonias in non-ruminant
species. Lesions result from
massive necrosis of neutrophils
and macrophages and from the
release of their constituents. At
the molecular level, this specificity is due to the tight interaction
between leukotoxin, the major
bacterial virulence factor, and the
CD18 subunit of the leukocytic
surface receptors b2-integrins.
The review describes the consequences of this binding at the
macroscopic and microscopic
levels and starts up a few therapeutic perspectives based on
recent research findings.
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