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RESUME : Le lipopolysaccharide (LPS) est un composant majeur de la surface externe des bactéries
Gram négatives. Le LPS est composé de trois entités synthétisées séparément : le lipide A, le noyau et
I'antigéne O, qui seront, par aprés, assemblées I'une a 'autre. Le lipide A, enchassé dans la membrane
externe, représente la partie proximale du LPS, le noyau, sa partie médiane, et I'antigéne O, sa partie
distale « libre » dans le milieu extérieur. Chez les entérobactéries, le lipide A est fortement conservé et le
noyau est trés peu variable tandis que I'antigéne O est la région hypervariable. Plusieurs activités/réles
biologiques ont été associées au LPS, parmi lesquelles I’activité endotoxinique portée par le lipide A et
la spécificité antigénique de la souche bactérienne portée par I'antigéne O. Ce manuscrit passe en revue
I’état des connaissances quant a la structure et la biosynthése des différents composants du LPS chez
Escherichia coli, ainsi que de leurs réles respectifs dans le pouvoir pathogéne des bactéries.

1. LES MEMBRANES
BACTERIENNES

Pour que les bactéries puissent
garder leur intégrité et survivre aux
conditions du milieu extérieur, elles
doivent s’isoler de ce dernier par
une enveloppe de plusieurs couches.
Cette enveloppe joue a la fois un
role plastique en donnant une forme
a la cellule et un réle protecteur de
barriére biologique permettant et
contrdlant les échanges bilatéraux
entre la cellule et le milieu extérieur.
En plus de cela, dans certains cas,
cette enveloppe est le point d’ancrage
de nombreuses structures intervenant
dans la virulence de la bactérie et
interagissant de manic¢re dynamique
avec les structures de 1’hote (cellule
et/ou matrice extracellulaire).
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1.1. La membrane cytoplasmi-
que

Dans la membrane cytoplasmique des
bactéries, les molécules de phospho-
lipides sont organisées en une dou-
ble couche dans laquelle les queues
hydrophobes sont orientées vers 1’in-
térieur et les tétes hydrophiles vers
I’extérieur. La double couche phos-
pholipidique est traversée par des pro-
téines qui assurent, entre autres, des
échanges entre le milieu interne de la
cellule et le milieu externe et donnent
un aspect de mosaique a la membrane
cytoplasmique. Comme la plus grande
majorité des membranes biologiques,
la membrane cytoplasmique est semi-
perméable, laissant entrer ou sortir
certaines substances de manicre sélec-
tive. La membrane cytoplasmique est
aussi le siége de processus d’impor-

tance majeure pour la cellule, comme
la respiration, la photosynthese et la
synthése de composants de la paroi
cellulaire (Prescott et al., 2003).

Bien qu’elle assure une certaine stabi-
lité, la membrane cytoplasmique n’est
pas suffisante pour assurer aux bacté-
ries une résistance élevée aux modifi-
cations des conditions du milieu exté-
rieur. La bactérie a donc développé
des couches supplémentaires a I’exté-
rieur de la membrane plasmique.

1.2. La membrane externe

En fonction des propriétés de la paroi
bactérienne a la coloration Gram
(Gram, 1884), on peut différencier
deux grands groupes de bactéries :
1) les bactéries a Gram positif (G%),
possédant une couche épaisse de
muréine entourant la bactérie comme



Figure 1 : structure de la membrane des bactéries
A — la paroi de bactéries Gram positives

B — la paroi de bactéries Gram négatives

a — la membrane cytoplasmique

b — la couche de peptidoglycan (plus épaisse chez les bactéries Gram positives)
¢ — lespace périplasmique (présente uniquement chez les bactéries Gram négatives)
d — la membrane externe (présente uniquement chez les bactéries Gram négatives)

e — l’antigene O
f—le lipide A
g — le noyau

une armure ; ii) les bactéries a Gram
négatif (G°), entourées d’une couche
mince de muréine et d’une seconde
membrane lipidique, ou membrane
externe. L’espace délimité entre la
membrane externe et la membrane
plasmique constitue I’espace périplas-
mique (figure 1).

La membrane externe des bactéries
G a été découverte dans les années’60
en observant de fines sections d’Es-
cherichia coli (E. coli) en microscopie
¢électronique (Hancock ef al., 1994 ;
Nikaido, 1994). Au fil de travaux et
observations, 1’image de cette mem-
brane externe est passée du stade de
ceinture lipidique simple entourant la
cellule a celle d’une entité trés com-
plexe du point de vue structurel et
fonctionnel. Du point de vue fonc-
tionnel, a c6té de la membrane cyto-
plasmique, la membrane externe joue
en effet un réle primordial dans le
processus d’échange entre la cellule
bactérienne et son environnement. Du
point de vue structurel, la membrane
externe est une membrane en bicouche
lipidique qui contient de nombreuses
protéines a fonctions diverses. Elle
communique avec la membrane cyto-

plasmique par les « ponts de Bayer »
qui représentent des zones de fusion
entre les deux membranes.

Les lipides de la membrane externe
sont trés semblables a ceux de la
membrane cytoplasmique. Les protéi-
nes de la membrane externe (« Quter
Membrane Proteins » ou OMP)
se divisent en : i) lipoprotéines, qui
donnent une stabilité a la membrane
en la liant de maniére covalente a
la muréine ; ii) porines, qui forment
des pores ou canaux, permettant les
échanges avec le milieu environne-
mental, mais qui peuvent aussi servir
de récepteurs pour des phages ou des
bactériocines ; iii) autres protéines a
fonctions structurales, enzymatiques
ou impliquées dans la conjugaison
plasmidique.

Un composant distal de la membrane
externe est représenté par les lipopo-
lysaccharides. Particuliers aux bacté-
ries G-, les lipopolysaccharides (LPS)
sont ancrés dans la couche externe de
la membrane externe. Composés de
trois parties, le lipide A, le noyau et
I’antigene O, les LPS sont responsa-
bles d’un ensemble d’activités bio-
logiques, parmi lesquelles ’activité

toxique et la spécificité antigénique
de souche. L’activité toxique est due
au lipide A qui représente la partie la
plus conservée tandis que la spécifi-
cité antigénique est due a I’antigéne O
qui représente la partie la plus variable
du LPS. Le but de ce manuscrit est
de faire une revue des connaissances
sur la structure et la biosynthése des
différentes composantes des LPS chez
E. coli, ainsi que sur leurs rdles et
fonctions, notamment dans le cadre de
la membrane bactérienne.

2. LE LIPOPOLYSACCHARIDE
DE BACTERIES GRAM
NEGATIVES

Au début du 20¢ siécle, une certaine
activité toxique des bactéries fut asso-
ciée a un facteur composé de lipides et
carbohydrates. C’est a partir de cette
époque que le terme de « lipopoly-
saccharide » est entré en usage. Cette
activité toxique étant liée au corps
bactérien, elle fut dénommée endo-
toxine, par opposition aux exotoxines
diphtérique, tétanique et botuliniques
connues a I’époque et présentes dans
le surnageant de culture (Erridge et
al.,2002).
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Le lipopolysaccharide (LPS) repré-
sente la principale composante non-
protéique de la membrane externe des
bactéries G et est composé de trois
parties : 1) le lipide A, situé a la partie
proximale du LPS et a I’intérieur de la
bicouche lipidique, posséde un carac-
tére hydrophobe ; ii) I’antigéne O
(pour « Ohne Kapsel »), situé a la
partie distale du LPS, de nature poly-
saccharidique, posséde un caractére
hydrophile ; iii) le noyau (ou « core »)
de nature polysaccharidique représente
le pont entre les deux autres parties et
est divisé a son tour en deux parties :
le noyau interne plutét hydrophobe
et le noyau externe plutdt hydrophile
(Nikaido et Vaara, 1987).

Le LPS complet, qui contient donc
les trois parties, est connu sous le
nom de « smooth LPS » ou LPS lisse.
Les bactéries possédant ce type de
LPS produisent sur milieux soli-
des de culture des colonies de type
« smooth » ou S, rondes et brillantes
a surface bombée et lisse, avec des
marges bien délimitées, sans ondu-
lations (Hitchcock et al., 1986 ; Rick
et Silver, 1987). En sérum physio-
logique (0,85 % NaCl), ces colonies
donnent une suspension stable avec
une turbidit¢é homogéne. Lors de
culture in vitro, les bactéries peuvent
produire un LPS qui ne posséde pas
I’antigene O. Cet LPS incomplet est
connu sous le nom de « rough LPS »
ou LPS rugueux. Les bactéries pro-
duisant ce type de LPS, donnent sur
milieux solides de culture des colo-
nies de type « rough » ou R, a marges
irrégulicres et ondulantes et a surface
rugueuse et plate. En sérum physiolo-
gique, ces colonies ne donnent pas de
suspension stable et homogeéne, car
les bactéries s’auto-agglutinent. Dans
le cas ou I’antigéne O et le noyau
sont absents, le LPS est nommé
«deep rough LPS » ou LPS rugueux
profond. Ces mutants ne peuvent
survivre méme in vitro, que dans de
conditions particuliéres de croissance
(Hitchcock et al., 1986).

Il a été démontré qu’en absence du
lipide A, la bactérie n’est plus en
mesure de garder I’intégrité de la
membrane externe et ne peut survivre
méme in vitro (mutants 1étaux).

2.1. La structure du lipide A

Les premicres résultats des recherches

110

effectuées afin d’¢lucider la structure
de la molécule responsable de 1’effet
endotoxinique ont été obtenus dans
les années’50 par Luderitz et Westphal
qui ont soumis les lipopolysaccharides
a un traitement acide qui coupe le
lien covalent lipide A-noyau. Ils ont
ainsi obtenu le premier fragment de
LPS qui ne contienne plus les chai-
nes polysaccharidiques de l’antige-
ne O ni du noyau. Ce fragment a été
dénommé plus tard le lipide A. Dans
les années’60, il a été prouvé que le
lipide A est responsable de I’activité
endotoxinique de la bactérie. Plus
tard, dans les années’80, la premiére
molécule synthétique de lipide A avec
un pouvoir toxique a été¢ synthétisée.
Cette molécule synthétique de lipi-
de A présentait les mémes propriétés
biologiques que le lipide A d’E. coli
(Tanamoto et al., 1984 ; Dipadova
et al., 1993). Du point de vue struc-
tural, le lipide A représente le point
d’ancrage du LPS dans la bactérie au
niveau de la membrane externe. En
fait, il s’insére entre des phospholipi-
des dans la couche externe de la mem-
brane externe de la bactérie.

La structure du lipide A est fortement
conservée parmi I’ensemble des bac-
téries G. Parmi les bactéries d’une
méme famille, comme la famille
Enterobacteriaceae, la structure du
lipide A est méme quasi identique.
Chez E. coli (figure 2A), le lipide A
est composé d’un disaccharide de D-
glucosamines liés de fagon B-1,6 et
phosphorylés en position 1’ et 4°. Le
disaccharide est acylé en position 2,
3, 2’ et 3° avec quatre groupements
B-hydroxymyristoyl. Deux autres
chaines d’acides gras : un résidu lau-
rate (12C) et un résidu myristate (14)
estérifié a leur extrémité non-réduc-
trice se lient sur deux premiers résidus
hydroxymyristoyls (Raetz, 1990).

2.2. La structure du noyau

Le noyau est composé d’hydrates de
carbone et de dérivés d’hydrates de
carbone. Il est divisé en deux par-
ties distinctes : le noyau interne et le
noyau externe (Rick et Silver, 1987 ;
Schnaitman et Klena, 1993 ; Raetz,
1994 ; Reeves, 1994). Le noyau
interne est 1ié de facon covalente au
lipide A par I’intermédiaire d’un sucre
acide : 1’acide 3 déoxy—D-manno—

octulosonique (Kdo). Bien que le rési-
du Kdo ait aussi été observé dans la
structure de certains polysaccharides
capsulaires, il est considéré comme
caractéristique des LPS. Il semblerait
aussi que le Kdo joue un rdle dans la
viabilit¢ de la bactérie. Cette hypo-
thése est soutenue par le fait que le
mutant R viable in vitro avec le plus
court LPS posséde un résidu Kdo lié
au lipide A (Helander ef al., 1988).

La structure générale du noyau interne
est fortement conservée chez les bacté-
ries G. Par exemple, les noyaux inter-
nes d’E. coli et de Salmonella enterica
ont la méme structure (figure 2B). Le
noyau interne est composé de deux
chaines principales: la premicre
chaine composée de deux sucres Kdo
et la deuxiéme chaine composée par
trois heptoses (Hep), souvent avec
une configuration L-glycéro—D-
manno heptose. Dans la structure du
noyau interne, les résidus Hep sont
souvent modifiés par 1’addition de
groupes phosphate, pyrophosphate ou
diphosphoéthanolamine (Caroff et al.,
2002).

Le noyau externe a une structure
plus variable que le noyau interne.
Il est composé d’hexoses ordinaires,
comme le glucose, le galactose ou la
N-acétyl-glucosamine. De ce fait, le
noyau externe est aussi connu sous
le nom de « région hexose ». Jusqu’a
présent, seulement cing structures
de noyaux (R1 a R4 et K12) ont été
identifiées chez E. coli (Joiner et al.,
1984 ; Rietschel et al., 1993). Les
différences entre ces cinq structures
apparaissent surtout dans la région du
noyau externe. Parmi ces cinq types,
la structure R1 est la plus fréquente
sur les souches isolées de préleve-
ments cliniques (Gibb et al., 1992) et
la structure R3 est fréquemment asso-
ciée aux souches dites vérotoxinoge-
nes d’E. coli (Currie et Poxton, 1999 ;
Amor et al., 2000).

2. 3. La structure de ’antigéne O

L’antigéne O ou antigéne somatique
(soma = corps : antigéne somatique =
antigéne du corps de la bactérie) est
le composant spécifique d’un smooth
LPS. Situé a P’extrémité distale du
LPS, I’antigéne O représente 1’in-
terface entre la bactérie et le milieu
extérieur. Du point de vue structu-



ral, I’antigéne O est le produit d’as-
semblage par polymérisation de blocs
d’hydrates de carbone, nommeés aussi
«unités O » (figure 2C). Chaque uni-
té O est le produit d’une cascade bio-
synthétique spécifique (voir chapitre
3.2.). Les unités O sont composées
d’un a huit résidus et se répetent jus-
qu’a 50 fois pour former I’antigéne O.

Les différentes intensités de polymé-
risation des unités O entrainent la pré-
sence en surface de la bactérie d’une
grande variété de longueurs d’anti-
génes O. Sur un gel d’électropho-
rése SDS-PAGE, ce polymorphisme
de longueur se traduit par un profil
d’¢électrophorese diffus ou « smear »
(figure 3).

L’unit¢ O est un oligosaccharide
obtenu par la polymérisation de soit
un seul type d’hydrate de carbone
(homopolymeére), soit plusieurs types
différents d’hydrate de carbone (hété-
ropolymére). D’une souche a I’autre
dans la méme espéce bactérienne,
I’unité O peut montrer des variations
dans la structure, les arrangements,
et/ou les substitutions latérales des
hydrates de carbone. Cela conduit a

une trés grande variabilité intraspécifi-
que de ’unité O et, implicitement, de
I’antigéne O. D’ailleurs, a ce jour, si
de nombreuses entités antigéniques O
ont été identifiées, bien d’autres n’ont
pas été encore caractérisées du point
de vue de leur structure moléculaire
(Erridge et al., 2002).

La structure de I’antigéne O est le fac-
teur déterminant pour la spécificité
antigénique du LPS, c’est a dire de la
spécificité de sérogroupe somatique.
Le nombre des antigénes O est diffé-
rent d’une espece bactérienne a 1’autre.
Chez I’E. coli, plus de 170 sérogrou-
pes O ont été décrits, tandis que, chez
Salmonella enterica,46 sérogroupes O
ont été décrits (Nikaido, 1994 ; Raetz,
1994). L’identité d’un antigéne O est
valable seulement dans le cadre d’une
méme espeéce bactérienne. Par exem-
ple, I’antigéne somatique du séro-
groupe O1 d’E. coli n’a pas la méme
structure, ni la méme spécificité anti-
génique, que I’antigéne somatique du
sérogroupe O1 de Salmonella enterica
ou de Vibrio cholerae. Inversement, il
a ¢té observé que des espéces bac-
tériennes éloignées du point de vue
phylogénétique peuvent présenter des

structures trés similaires d’unité O
(Raetz et Whitfield, 2002). C’est le
cas des antigénes O de Brucella sp.
sous-type A, de Yersinia enterocolitica
09 et de Vibrio cholerae type inaba,
qui ont tous les trois une structure
quasi identique de 1’unité O.
Généralement, une bactérie présente
en surface un seul type d’antige-
ne O, mais pour certaines bactéries
le complexe lipide A-noyau peut
servir comme support pour d’autres
polymeéres polysaccharidiques. Par
exemple, chez E. coli, la structure lipi-
de A-noyau sert de support d’ancrage
non seulement de I’antigéne O, mais
aussi de 1’antigéne bactérien commun
(« enterobacterial common antigen »
ou ECA), ou bien encore de 1’anti-
gene capsulaire des sérogroupes K1
et K4 (Kuhn et al., 1988 ; Whitfield
et Roberts, 1999). Cette proprié¢té du
complexe lipide A-noyau, a servir de
support pour différents polysacchari-
des, a aussi été observée chez certai-
nes souches de Salmonella enterica,
Pseudomonas aeruginosa et
Brucella sp. (Popoff et Le Minor,
1985 ; Keenleyside et al., 1994 ;
Rocchetta et al., 1998).
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+
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] A. structure du lipide A —2Kdo 1

B. structure du noyau de type R1 d'E. coli

~+{ Man-( 1~+2)-Man-(1—»2)-Man}->
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E. coli O8 (homo-polymére)

E. coli 0157 (hétéro-polymére)

Figure 2 : représentation schématique de la structure des différents composants du lipopolysaccharide (LPS).
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MW LPS LPS

Figure 3 : western blot avec I’anticorps mono-
clonal 2F3 dirigé contre le lipopolysaccharide
(LPS) d’E. coli O26 entéropathogeénes (Szalo et
al., 2004). Le profil d électrophorése du LPS est
diffus et forme un « smear »

3. LA BIOSYNTHESE DU
LIPOPOLYSACCHARIDE

La biosynthése du LPS est en fait la
biosynthése de deux entités différen-
tes qui seront par apres liées ['une a
I’autre. La premiére entité est le com-
plexe lipide A-noyau. Le lipide A est
synthétisé a hauteur de la face cyto-
plasmique de la membrane interne et,
par la suite, les hydrates de carbone
du noyau lui sont ajoutés de fagon
séquentielle. Une fois le complexe
lipide A-noyau formé, il est transféré a
la face périplasmique de la membrane
cytoplasmique. La deuxiéme entité
est I’antigéne O. Celui-ci, une fois
synthétisé, sera greffé, dans 1’espace
périplasmique, a I’extrémité distale du
noyau externe du complexe lipide A-
noyau pour former une structure LPS
compléte.

3.1. La biosynthése du complexe
lipide A-noyau
3.1.1 Le lipide A

La biosynthése de cette premiére par-
tie du LPS est un processus séquentiel
dans lequel chaque enzyme catalyse la
formation du substrat pour I’enzyme
suivante. Une partie des génes respon-
sables de cette étape sont organisés
dans un petit opéron [pxDAB (situé ~ 4
minutes sur le chromosome d’E. coli).
Les autres geénes intervenant dans la
biosynthése du lipide A sont localisés
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en dehors de cet opéron sans que leurs
positions respectives sur le chromo-
some ne reflétent la succession des
réactions enzymatiques (Schnaitman
et Klena, 1993 ; Heinrichs et al.,
1998 ; Raetz et Whitfield, 2002).

La synthese du lipide A commence a
partir d’uridine diphosphate N-acétyl-
glucosamine (UDP-GIcNAc) (figure
4). La biosynthese de ce précurseur est
elle-méme catalysée par une enzyme
bifonctionnelle, codée par le géne
glmU. Cette enzyme est d’autant plus
importante qu’elle initie non seule-
ment la synthése du lipide A, mais
aussi la biosynthése du peptidoglycan,
de I’antigéne bactérien commun ECA
et de certains antigénes O ayant dans
leur structure le sucre N-acétylgluco-
samine (Raetz, 1994).

Dans une premiére étape, sous 1’ac-
tion de I’enzyme UDP-GIcNAc acyl-
transférase (LpxA) codée par le géne
IpxA, ’UDP-GIcNAc est acylé sur son
carbone C3 a partir de 1’acide gras
B-hydroxymyristate (14C) (figure
4). L’acide gras B-hydroxymyristate
est porté sur une protéine porteuse,
I’«acyl carrier protein» (ACP)
(Anderson et Raetz, 1987 ; Anderson
et al., 1993). Cette étape est suivie
par une déacétylation en C2 catalysée
par un métallo-enzyme, LpxC, liant le
Zn"*. Contrairement aux autres génes
dont les produits interviennent dans
la biosynthése du lipide A et qui ont
des copies homologues situées ailleurs
sur les génomes bactériens, le géne
IpxC (situé ~ 2,3 minutes sur le chro-
mosome d’E. coli) codant pour cette
métallo-enzyme, est présent en une
seule copie sur les génomes de nom-
breuses bactéries G (Anderson et al.,
1988 ; Young et al., 1995 ; Sorensen
et al., 1996 ; Jackman et al., 2001).
Une deuxiéme acylation en C2, a
partir d’une deuxiéme molécule de
B-hydroxymiristate, va aboutir a la
formation d’UDP-2,3-diacylglucosa-
mine, précurseur de la partie termi-
nale non réductrice du lipide A. Cette
deuxiéme acylation est sous le controle
de I’acyltransférase LpxD qui, bien
qu’ayant une fonction similaire, ne
montre pas d’homologie élevée avec
I’enzyme LpxA (Kelly et al., 1993).
Ensuite, 1’UDP-2,3-diacylglucosa-
mine perd son résidu phosphate sous
I’action de la pyrophosphatase (LpxH)

pour former le 2,3-diacylglucosamine-
1-phosphate, appelé aussi « lipide X »
(Raetz et Whitfield, 2002). Sous
I’action d’une disaccharide synthase
(LpxB), le lipide X va se lier avec
I’UDP-2,3-diacylglucosamine (lien
B—1,6) pour former le disaccharide de
glucosamine (Bulawa et Raetz, 1984 ;
Ray et al., 1984).

Une kinase (LpxK) va encore phos-
phoryler la position 4’ du disaccha-
ride pour former le lipide IV,, une
structure qui posséde déja certaines
propriétés endotoxiniques spécifiques
du lipide A natif (Ray et Raetz, 1987).
Avant I’étape finale de la synthese du
lipide A, deux résidus Kdo (acide 3
déoxy-D-manno-octulosanique) sont
ajoutés au lipide IV, sous I’action
d’une enzyme bifonctionnelle codée
par le géne waad (ou kdtA) (~ 82
minutes chez E. coli). Le transfert de
ces deux résidus Kdo se fait a partir
de CMP-Kdo sur le carbone 6’ du lipi-
de IV, (Clementz et Raetz, 1991).

Les étapes finales de la synthése du
lipide A sont 1’addition d’un résidu
lauréate et d’un résidu myristate sous
le contréle des lauroyl- et miristoyl-
transférases codées par les génes IpxL
(ou htrB) (situé ~ 24 minutes sur le
chromosome d’E coli) et IpxM (ou
msbB) (situé ~ 41,7 minutes sur le
chromosome d’E. coli). Chez E. coli,
il existe un geéne /pxP activé a des
températures en-dessous de 12°C, qui
va insérer un résidu palmitoléate a la
place du résidu lauréate. Cette particu-
larité peut étre interprétée comme une
réponse de la bactérie qui doit ajuster
la fluidit¢ de la membrane externe
a des températures basses (Carty et
al., 1999). Les deux acylations finales
sont conditionnées par présence des
résidus Kdo sur le lipide IV,.

3.1.2. Le complexe lipide A—noyau

Le lipide A-Kdo, nouvellement syn-
thétisé¢ va servir de support sur lequel
les oligosaccharides du noyau seront
assemblés. Les geénes qui contrdlent
la synthése du noyau ont été carto-
graphiés dans le locus waa (ou rfa)
(situé ~ 82 minutes sur le chromo-
some d’E. coli) situé sur le chromo-
some entre les geénes cysE et pyrE.
Le locus waa contient trois opérons
nommés d’aprés le premier géne du
transcriptome : gmhD, waaQ et waaA.
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Figure 4 : la biosynthése du lipide A.

L’opéron gmhD-waaFCL est néces-
saire pour la biosynthése du noyau
interne. L’opéron waaQ (waaQGPO-
TYWVL) contient les genes intervenant
dans la biosynthése du noyau externe
et dans I’assemblage de ses résidus
latéraux. L’opéron waaA contient le
geéne waaA (kdtA) codant pour la trans-
férase Kdo et le gene coaD (kdtB) qui,
paradoxalement, ne joue aucun role
dans la synthese du LPS. Il code pour
une phosphopantéthéine adénylyl-
transférase, qui catalyse la formation
du déphospho-coenzyme A.

Dans 1’opéron gmhD-waaFCL,
le géne waal code pour une ligase
(WaaL) responsable du rattachement
des structures polysaccharidiques
(par exemple I’antigéne O) au com-
plexe lipide A-noyau, tandis que les
genes gmhD, waaF et waaC contrdlent
le transfert des deux molécules d’hep-
tose (L-glycéro-D-manno-heptose ou
L-D-Hep) sur le complexe lipide A—

Kdo,, afin de former le noyau interne
sur lequel sera fixé le noyau externe
(Heinrichs et al., 1998). L’addition de
ces deux heptoses, nécessaires pour
former le noyau interne, se fait a partir
du sucre actif 1’adénosine diphosphate
heptose (ADP-Hep). L’ADP-Hep est
synthétisé¢ dans une cascade de réac-
tions enzymatiques, qui ont été¢ pro-
posées en étroite corrélation avec les
transférases intervenant dans la trans-
formation de son précurseur, le sédulo-
heptulose-7-P (figure 5) (Kneidinger et
al., 2002). Ainsi, la premicre étape est
la conversion du séduloheptulose-7-P,
sous I’action d’une isomérase (codée
par le géne gmhA), en D-glycéro-D-
manno-heptose-7-P. A partir de celui-
ci le D-glycéro-D-manno-heptose-1-
P sera obtenu, qui, sous 1’action de
I’ ADP-heptose synthase (codée par le
geéne hldE), va donner I’ADP-D-gly-
céro-D-manno-heptose. L’étape finale
est une épimérisation (sous le controle
du géne hldD) en ADP-L-glycéro-D-

manno-heptose. Sous I’action d’hep-
tosyltransférases (codées par les génes
waaF et waaC) les résidus L-D-Hep
sont ajoutés sur le complexe lipide A-
Kdo,. Le premier heptose (Hepl) est
li¢ a1,5 au Kdo I et le deuxieme hep-
tose (Hepll) s’ajoute en suite en al,3
sur le Hepl (Kneidinger et al., 2002).

Les variations dans la composition des
hydrates de carbone du noyau externe
font que la fagon dont sa biosynthése
se déroule est différente selon la
souche bactérienne. Dans le modéle
d’E. coli anoyau de type R1, les génes
nécessaires pour la synthése du noyau
externe sont situés dans 1’opéron waa-
OGPOTYWVL. Dans ce modele, le
noyau externe se compose de trois
hexoses principaux additionnés de
fagon séquentielle. Les chaines laté-
rales sont ajoutées pendant la synthese
du tronc principal. Ainsi le premier
HexI, qui est une molécule de glucose
(Glel), est transféré a partir d’uridine
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Figure 5 : la biosynthése du résidu L-D-Hep utilisé pour la synthése du noyau.

diphosphate glucose (UDP-Glc), sous
le contrdle du géne waaG, pour former
un lien en ot1,3 avec le Hepll du noyau
interne. Le deuxiéme hexose (HexIl),
qui est aussi une molécule de glucose
(GlclD), est transféré en aul,3 sur le Glel,
sous le controle du géne waaO. Le pre-
mier substituant, qui est une molécule
galactose (Gall), est li¢ sur le Glcll a
partir d’uridine diphosphate galactose
(UDP-Gal) sous le controle du gene
waaT. Un deuxiéme substituant, qui
est une autre molécule de galactose
(Galll), est li¢ sur le Glal a partir d’uri-
dine diphosphate galactose (UDP-Gal)
sous le controle du géne waalV. Le
troisiéme résidu hexose (HexIII), une
molécule de glucose (Glclll), est 1ié en
ol,2 sur le Glcll sous le controle du
gene waalV (Raetz et Whitfield, 2002).

Le gene waaL de I’operon waaQG-
POTYWVL est une copie du gene
waaL présente dans 1’opéron gmhD-
waaFCL, tandis que les genes waaP,
waaQ et waaY codent pour les enzymes
WaaP, WaaQ et respectivement Waay,
qui sont nécessaires pour les modifica-
tions latérales du noyau interne.

Le géne waaA (kdtA) est responsable
du transfert de deux résidus Kdo sur le
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lipide IV,, avant de I’¢tape finale de la
synthése du lipide A.

3.2. La biosynthése de

I’antigéne O

Comme pour les autres composants du
LPS, la biosynthése de I’antigéne O est
un processus séquentiel. Cette biosyn-
these représente une tache complexe
pour la cellule bactérienne, car elle
doit assurer une fidélité de structure et
de conformation des chaines polysac-
charidiques, ainsi qu’une organisation
membranaire adéquate permettant la
synthése et I’assemblage du LPS com-
plet (Whitfield, 1995). Malgré I’énorme
variabilité¢ intra-espece des chaines O,
la synthése de I’antigéne O peut étre
décrite comme un processus en quatre
étapes : 1) la synthése des différents
hydrates de carbone primaires spéci-
fiques de I'unité O ;ii) la formation
de I'unité O a partir des hydrates de
carbone primaires ; iii) la polymérisa-
tion des unités O pour former la chaine
polysaccharidique O ; et iv) le transfert
dans le périplasme de I’antigéne O sur
le complexe lipide A-noyau.

La majorité des enzymes intervenant
dans les différentes étapes de la biosyn-

these de I’antigene O sont codés par des
génes regroupés en général sur le chro-
mosome dans le locus rfb (situ¢ ~ 45
minutes sur le chromosome d’E. coli)
(figure 6), formant un seul opéron
(Popoft et Le Minor, 1985 ; Reeves et
al., 1996). L’opéron rfb est situé sur
le chromosome entre les génes galF
et gnd sur une longueur d’environ
10 kb (Wang et Reeves, 1998). En
amont, I’opéron rfD est précédé par une
séquence JUMPStart (« Just Upstream
of Many Polysaccharide-associa-
ted gene Start») de 39 pb qui a été
identifiée aussi dans la région régu-
latrice d’autres opérons intervenant
dans des synthéses polysaccharidiques
comme |’opéron waaQ (synthése du
noyau externe du LPS) et ’opéron kps
(synthése de la capsule de group II
d’E. coli) (Hobbs et Reeves, 1994).
La séquence JUMPStart contient la
région ops (« operon polarity suppres-
sor ») qui permet la transcription inin-
terrompue de longs fragments d’ADN
(Bailey et al., 1997).

Les génes composant 1’opéron rfb
peuvent étre groupés en fonction de
I’étape dans laquelle ils interviennent
dans la biosyntheése du LPS. Ainsi, le
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Figure 6 : représentation schématique de la structure de [’opéron rfb codant pour I'antigene O d’E. coli de sérogroupe O157.
a — genes entourant |'opéron codant pour I’antigeéne O et n’intervenant pas dans sa synthése.
b — genes intervenant dans la formation de précurseurs d’hydrates de carbone primaires (sans spécificité de sérogroupe)

¢ — genes intervenant dans la syntheése des transférases responsables de |'assemblage des components de ['unité O (avec une faible spécificité de séro-

groupe)

d — genes responsables de I’assemblage des unités O en chaine polysaccharidique (avec une forte spécificité de sérogroupe)

premier groupe est composé par les
genes intervenant dans la formation
de précurseurs d’hydrates de carbone
primaires (dTDP-rhamnose, GDP-N-
acetylpérosamine, etc.). Le deuxiéme
groupe est constitué des geénes inter-
venant dans la synthése des transféra-
ses responsables de 1’assemblage des
composants de I’unité O. Le troisiéme
groupe est constitué des genes res-
ponsables de I’assemblage des uni-
tés O en chaine polysaccharidique et
du rattachement de 1’antigéne O, au
complexe lipide A-noyau, pour former
le LPS final. Ainsi, pour E. coli O157
(figure 6) le premier groupe est com-
posé par les génes per, gmd, fcl, gmm,
manC, manB et wbdR ; le deuxiéme
groupe par les génes wbdN, wbdO
et whdP ; et le troisiéme groupe par
les génes wzx et wzy. Les génes du
premier groupe, intervenant dans la
formation de précurseurs d’hydrates
de carbone primaires, ont une faible
spécificité de sérogroupe et ils sont
communs a plusieurs sérogroupes
somatiques étant donné que sucre
donné peut étre retrouvé comme partie
constituante de 1’unité O de plusieurs
sérogroupes différents. Les génes du
deuxiéme groupe présentent une fai-
ble spécificité de sérogroupe somati-
que, étant donné que leurs produits de
synthése catalysent et controlent des
liaisons spécifiques entre des hydrates
de carbone spécifiques afin d’obtenir
I’unité O spécifique pour chaque séro-
groupe. Les génes du troisiéme groupe
présentent, par contre, une spécificité
¢élevée de sérogroupe somatique, car
ils sont spécifiques des unités O. Ils
sont responsables de la polymérisation
des unités O, du transfert de 1’antige-
ne O sur le complexe lipide A-noyau,
de I’assemblage final du LPS et de

I’organisation tridimensionnelle de
I’antigéne O en surface de la bactérie
(Wang et Reeves, 1998).

3.2.1. Synthese intracytoplasmique

Le début de la synthése de 1’unité O
se fait sur un support représenté par
un lipide porteur (figures 7 Aa et
Bd), I"undécaprénylphosphate (und-
P, nommé aussi ACL ou « antigen
carrier lipid »). L'und-P, qui est un
dérivé de 1’alcool isoprénoide (C55),
est aussi utilisé dans la biosynthése
des peptidoglycans et des polysaccha-
rides capsulaires, et est attaché a la
face interne de la membrane cytoplas-
mique. Comme le lipide porteur sur
lequel se fait la synthése des unités O
est attaché a la face interne de la mem-
brane cytoplasmique, la synthése des
unités O se fait dans le cytoplasme au
niveau de la face interne de la mem-
brane cytoplasmique.

La premicre étape de la synthese des
unités O est le transfert d’un résidu
hydrate de carbone-1-P sur 1’und-P
(figures 7 Aa et Bd). L’¢énergie de ce
premier hydrate de carbone-1-P est
conservée jusqu’a la fin, pour servir
comme source d’énergie au moment
de la liaison de la chaine polysac-
charidique sur le complexe lipide A-
noyau. Cette premicre étape dans la
synthése des unités O est, chez E. coli,
sous le contréle du géne wecA, un
géne présent chez plusieurs entéro-
bactéries et situé¢ en dehors de 1’opé-
ron fb. Ce geéne code pour la trans-
férase WecA (Rfe) qui, par I’addition
d’UDP-GIcNAc sur 1’und-1-P, initie
la synthése des unités O (Meier-Dieter
et al.,, 1992 ; Wang et al., 1996). Par
la suite, les autres hydrates de carbone
composant ’unité O sont ajoutés, 1'un
apres I’autre, pour former le complexe
und-PP-unité O. Cette étape de la syn-

theése des unités O est sous le controle
des génes appartenant aux premier et
deuxiéme groupes de génes de 1’opé-
ron rfb. Le type, le nombre et I’ordre
des hydrates de carbone ajoutés sont
spécifiques pour 1’unité O a synthé-
tiser.

3.2.2. Le transfert vers la périplasme

Les unités O sont les parties com-
posantes des polysaccharides O qui,
au niveau de la face externe de la
membrane cytoplasmique dans 1’es-
pace périplasmique, vont se lier sur le
complexe lipide A-noyau (McGrath
et Osborn, 1991). En conséquence, le
processus d’assemblage du complexe
lipide A-noyau-polysaccharide O doit
comprendre un mécanisme d’expor-
tation des unités O de la face interne
de la membrane cytoplasmique vers la
périplasme.

En fonction de ce mécanisme d’expor-
tation vers la périplasme, c’est-a-dire
en fonction de la cascade enzyma-
tique suivie, les bactéries appartien-
nent a trois groupes : 1) mécanisme dit
«dépendant de Wzy » (figure 7A);
ii) mécanisme dit « dépendant d’un
complexe de transport ABC » (figure
7B) ; iii) mécanisme dit « dépendant
des synthases » (Raetz et Whitfield,
2002).

3.2.2.1. Le mécanisme dit « dépen-
dant de Wzy »

Ce mécanisme a ¢été observé
pour la premiére fois chez
Salmonella Typhimurium et ensuite
chez E. coli et chez d’autres bactéries.
Ce mécanisme est caractéristique des
bactéries dont 1’unité O est un hétéro-
polymeére, avec ou sans chaines laté-
rales.
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Figure 7 : représentation schématique de la biosynthése de I’antigene O.
A — le mécanisme dit « dépendant de Wzy » : la synthese des unités O se fait a la face cytoplasmique de la membrane cytoplasmique et la polymérisation de
la chaine polysaccharidique se fait a la face périplasmique de la membrane cytoplasmique
a — la syntheése de ['unité O : les hydrates de carbone sont ajoutés ['un apres [’autre sur [ 'undécaprénylphosphate (I'und-P)

b — le complexe und—PP—-unité O est transféré dans la périplasme sur la face externe de la membrane cytoplasmique sous le control du wzx

¢ — la polymérisation de la chaine polysaccharidique ; sous le control du géne wzy la chaine polysaccharidique en formation va se détacher de son lipide
porteur ['und-P pour se lier sur un nouveau complexe und—PP—-unité O a [’extrémité non réductrice de ['unité O

B — le mécanisme dépendant de transporteurs ABC : la polymérisation de la chaine polysaccharidique se fait a la face cytoplasmique de la membrane

cytoplasmique

d — [’élongation de la chaine polysaccharidique se fait par [’addition d’un nouvel hydrate de carbone a l’extrémité réductrice de la chaine polysacchari-

dique en formation.

e — la chaine polysaccharidique nouvellement synthétisée est transportée sur la face périplasmique de la membrane cytoplasmique via un complexe de

transport ABC.

Apres la synthése de I'unité O, cha-
que complexe und-PP-unité O est
transporté a la face périplasmique de
la membrane cytoplasmique sous le
contrdle de la protéine Wzx, appelée
aussi la « flippase » (figure 7Ab). Cette
protéine est codée par le géne wzx, un
gene situé sur I’opéron 7/b. Des études
ont, en effet, montré que les bactéries
mutées dans le géne wzx accumulent
les complexes und-PP-unité¢ O a la
face cytoplasmique de la membrane
interne (Liu et al., 1996). Des études
ultérieures ont démontré que la protéi-
ne Wzx ou « flippase » agit indépen-
damment de la structure de 1’hétéro-
polymére constituant I'unité O, ainsi
que de I’hydrate de carbone initiant la
synthése de 1’unité O.

Une fois dans I’espace périplasmique,
a la face périplasmique de la mem-
brane cytoplasmique, les unités O des
complexes und-PP-unité O seront uti-
lisés dans une réaction de polymérisa-
tion pour former le chaine polysaccha-
ridique de I’antigéne O. Cette réaction
de polymérisation est sous le controle
de la polymérase Wzy, codée par le
gene wzy. Le géne wzy est situé dans
I’opéron rfb et il présente une forte
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spécificité de sérogroupe.

Le mécanisme selon lequel la poly-
mérisation de la chaine polysacchari-
dique s’effectue, est le suivant: une
fois a la face externe de la membrane
cytoplasmique, 1’unité O d’un com-
plexe und-PP-unit¢ O va se détacher
de son lipide porteur, I’und-P, et va
se lier sur un autre complexe und-PP-
unité O (figure 7Ac). Cette liaison se
fait sur I'unité O, plus précisément
a son extrémité non réductrice, pour
former le complexe und-PP-(unité
0),. Par la suite, le dimére (unité O),
du complexe und-PP-(unité O), va se
détacher de son lipide porteur I’und-P
pour se lier sur un autre complexe und-
PP-unité O, toujours a I’extrémité non
réductrice de 1’unité O, pour former
le complexe und-PP-(unité O),. En
résumé, la polymérisation de la chaine
polysaccharidique dans le mécanisme
« dépendant de Wzy » implique le
détachement de la chaine polysaccha-
ridique en cours de polymérisation,
(unité O), de son lipide porteur et son
attachement a I’extrémité non réduc-
trice de 1’unité O d’un nouveau com-
plexe und-PP-unité O pour former le
complexe und-PP-(unité¢ O) . Ainsi

nt+1®

dans chaque étape le polymére en for-
mation s’allonge d’une unité (Bray et
Robbins, 1967 ; Robbins et al., 1967).
La protéine Wzy est spécifique de
I’'unité O composant la chaine poly-
saccharidique. Les bactéries mutées
dans le géne wzy, ne peuvent plus
polymériser les unités 1’une sur 1’autre
et, en conséquence, produisent en sur-
face un LPS contenant une seule uni-
té O (Collins et Hackett, 1991).

La longueur de la chaine O est
contrdlée par la protéine Wzz (Rol)
(Batchelor et al., 1991). Cette protéine
est codée par le géne wzz, un géne qui
est situé en aval de I’opéron r/b et qui
présente une forte spécificité de séro-
groupe. Son mécanisme hypothétique
d’action est de moduler I’activité des
protéines Wzy et WaalL (responsable
de la liaison de la chaine polysaccha-
ridique au complexe lipide A-noyau)
en favorisant, soit 1’élongation, soit la
liaison de la chaine polysaccharidique
(Bastin et al., 1993).

3.2.2.2. Le mécanisme dépendant de
transporteurs ABC

Nommé aussi « mécanisme monomeé-
rique » il est typique des bactéries dont



I’antigéne O est un homopolymeére
sans résidu latéral. Ce type de méca-
nisme a été décrit chez E. coli O4, 07,
08, 09, 018, mais aussi chez d’autres
especes, comme Klebsiella pneumonie
ou Salmonella enterica. Dans ce cas,
I’¢élongation de la chaine O a lieu dans
le cytoplasme a la face interne de la
membrane cytoplasmique par 1’addi-
tion d’un résidu glycosyl a I’extré-
mité non réductrice du complexe und-
PP-chaine polysaccharidique (figure
7Bd). Les hydrates de carbone carac-
téristiques pour 1’unité O sont ajoutés
de fagon séquentielle a I’extrémité non
réductrice du chaine polysaccharidi-
que en formation, 'und-PP-GIlcNAc-
(hydrate de carbone) pour former le
complexe und-PP-GlcNAc-(hydrate
de carbone) . En fait, la synthése est
initiée sous I’action d’un homologue
de la protéine WecA et, une fois le
complexe und-PP-GIcNAc formé, il
va agir comme amorce pour 1’élon-
gation de la chaine polysaccharidi-
que. Dans ce cas, la biosynthése d’une
chaine polysaccharidique nécessite un
seul und-PP et la présence d’une poly-
mérase spécifique n’est pas nécessaire.
Une fois le polymeére synthétisé, il sera
transporté¢ via un complexe de trans-
port ABC sur la face périplasmique de
la membrane interne (figure 7Be). Le
mécanisme exact de passage n’est pas
totalement élucidé. Ce complexe fait
partie d’une grande famille des « ABC
transporters » et plus précisément de
la sous-famille des exportateurs ABC-
2. Ce systéme de synthése n’impli-
que pas la présence d’un régulateur
de la longueur de la chaine polysac-
charidique comme Wzz. Malgré cela,
les bactéries utilisant ce mécanisme
de synthése présentent une distribu-
tion modale du LPS en surface de
la bactérie, dans laquelle la longueur
de la chaine polysaccharidique n’est
pas aléatoire, mais bien contrdlée
(Whitfield et al., 1997).

3.2.2.3. Le mécanisme de synthése
dépendant de synthases

Les synthases sont des glycosyl-
transférases membranaires, ayant la
capacité de synthétiser des polyme-
res. Le seul exemple de mécanisme
de synthése du LPS dépendant des
synthases connu a ce jour est celui
de D’antigéne O54 de S. enterica

sérovar Borreze (Keenleyside et al.,
1994 ; Keenleyside et Whitfield, 1995
; Keenleyside et Whitfield, 1996).
L’hypothese actuelle est que le trans-
fert transmembranaire de la chaine
polysaccharidique se fait au fur et a
mesure de sa synthése (Keenleyside
et Whitfield, 1996 ; Rocchetta et Lam,
1997), mais le mécanisme exact de
transfert, ainsi que celui déterminant
la longueur du polymére n’ont pas
encore été élucidés.

3.2.3. La liaison de [’antigene O sur
le complexe lipide A-noyau

La liaison de I’antigene O sur le com-
plexe lipide A-noyau se fait dans le
périplasme et nécessite la présence
du géne waal intact (Klena et al.,
1993). La mutation du géne waal a,
en effet, comme résultat la production
d’un LPS composé du complexe lipi-
de A-noyau, mais sans 1’antigéne O,
bien que I’antigéne O soit synthétisé
et s’accumule dans le périplasme. Le
mécanisme exact de la liaison n’est
pas encore ¢lucidé.

3.3. Le transfert du LPS en sur-
face de la bactérie

La translocation du LPS complet au
travers de la membrane externe reste
un chapitre ouvert dans la biosynthése
du LPS. Il a été observé qu’il n’y a
pas de différence concernant 1’effi-
cacité de la translocation en fonction
de la structure ou du type de LPS
(Osborn et al., 1980). L’hypothése
acceptée, mais pas encore démontrée
expérimentalement, est que le LPS
se trouve dans sa forme finale sur la
face périplasmique de la membrane
cytoplasmique. De 1a, il est transféré
sur la face périplasmique de la mem-
brane externe au travers du réseau du
peptidoglycan, d’ou il sera exporté en
surface de la bactérie (Schnaitman et
Klena, 1993). Concernant le transfert
sur la face périplasmique de la mem-
brane externe, il existe plus de sup-
positions que de certitudes. Certaines
d’entre elles évoquent le transfert
via les ponts Bayer, qui jouent un
role important dans 1’assemblage des
constituants de la membrane externe
(Nikaido et Vaara, 1987). D’autres
hypotheéses évoquent le transfert du
LPS en profitant des systémes de
sécrétion de protéines, comme le sys-

téme de sécrétion de type III, qui
réalisent un pont de liaison entre la
membrane cytoplasmique et la mem-
brane externe (Sandkvist, 2001).

4. LPS ET PATHOGENIE
BACTERIENNE

Etant un composant de base de
la membrane externe des bactéries
G, le LPS joue aussi dans la relation
héte-bactérie, avec des implications
éventuelles dans la pathogenése des
infections bactériennes. Ce role du
LPS dans la pathogénie est di essen-
tiellement a deux de ses composants :
le lipide A et I’antigéne O.

4.1. Role du lipide A

Le lipide A, nommé aussi I’endotoxine,
est la partie responsable de 1’induc-
tion de la réponse immunitaire non
spécifique ayant comme fin le choc
endotoxinique. Inoculé sous sa forme
purifiée chez les animaux de labora-
toire, il induit le méme effet que le LPS
complet purifié.

Le lipide A, qui est toxique a partir de
quantités de quelques picomoles, se
fixe sur une protéine fixatrice du LPS,
la LBP (« LPS binding protein »). Le
complexe lipide A-LBP se fixe ensuite
aux macrophages sur des récepteurs
spécifiques (Wright ez al., 1990). A ce
jour, en surface des macrophages, deux
groupes de récepteurs spécifiques pour
le complexe lipide A-LBP ont ét¢ iden-
tifiés : 1) le récepteur CD14 ; et ii) le
récepteur TLR-4 (« Toll-Like Receptor
4 ») (Fujihara et al., 2003).

Le récepteur CD14 est localisé en sur-
face des macrophages, mais il existe
aussi sous une forme soluble en cir-
culation (sCD14). Dans les cellules
qui n’ont pas en surface des récepteurs
CD14, comme par exemple les cel-
lules épithéliales, la réponse au LPS
peut se faire par I’intermédiaire du
sCD14. La concentration nécessaire
du lipide A pour activer les macropha-
ges est réduite de 100 a 1000 fois, si
le complexe CD14-lipide A est formé
(Fujihara et al., 2003). Cependant, le
récepteur CD14 ne possédant pas de
domaines transmembranaires ou intra-
cellulaires, il ne peut pas étre consi-
déré, a lui seul, comme I’initiateur de
’activation de la réponse immunitaire.
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Les récepteurs TLR représentent une
famille de protéines jouant un role
essentiel dans la reconnaissance de
structures pathogeénes. Chez les mam-
miféres, cette famille est composée de
dix membres. Par rapport au récepteur
CD14, les récepteurs TLR possedent
des domaines transmembranaires et
intracellulaires. Chacun des membres
de la famille a une spécificité pour
une certaine structure pathogeéne. Le
récepteur TLR-4 a été identifi¢ comme
étant le récepteur spécifique pour le
LPS (Poltorak et al., 1998 ; O’Neill et
al., 2003).

D’autres structures comme 1’ intégrine
CD11/CD18 (Perera et al., 2001),
un complexe de quatre protéines
(Triantafilou et al., 2002), les protéi-
nes intracellulaires NODI1 et NOD2
(Inohara et al., 2002) et la protéine
BPI1 (« Bactericidal/permeability
increasing protein ») (Beamer et al.,
1999), ont été mentionnées comme
fixateurs spécifiques du LPS et inter-
viennent dans ’activation du systeme
immunitaire.

Une fois le lipide A fixé sur les macro-
phages, ces derniers vont sécréter des
cytokines proinflammatoires comme
I’interleukine 1 (IL-1), I’interleukine
6 (IL-6), I’interleukine 8 (IL-8), le
TNFo (« Tumour necrosis factor-
alpha »), le PAF (« platelet-activating
factor »). A hauteur de leurs cellu-
les cibles respectives, ces différentes
cytokines vont activer, apres fixation
sur des récepteurs spécifiques, la pro-
duction des médiateurs de I’inflam-
mation, comme les prostaglandines
et les leukotrines. Les cascades du
complément et de la coagulation (via
I’activation du facteur XII) sont éga-
lement initiées. Sur le plan physio-
pathologique les différents intermé-
diaires provoquent ’apparition de la
fievre et d’hypotension généralisée
suite a I’augmentation de la perméa-
bilité¢ vasculaire, a ’effet dépresseur
sur la contraction cardiaque et a la
vasodilatation. Des coagulations intra-
vasculaires disséminées (CIVD), de
I’hyperglycémie et de la diarrhée sont
aussi observées. Dans le cas d’infec-
tions sévéres avec des bactéries G,
une production en exces de ces diffé-
rents médiateurs, comme conséquence
d’une libération en grande quantité
de LPS/lipide A suite a la mort et a la
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lyse des bactéries, ainsi qu’une hyper-
activation du systéme du complément,
peuvent produire des dommages irré-
versibles dans différents organes avec
I’apparition de décompensations mul-
tiples et de choc endotoxique, menant
au coma et a la mort (Hamann et al.,
1998 ; Cohen, 2002).

Les différentes espéces animales n’ont
pas la méme sensibilité envers le lipi-
de A et son effet endotoxinique. Ainsi,
les especes les plus sensibles aux
effets de 1’endotoxine sont I’homme,
le cheval, le porc, le bovin, le mouton,
la chévre et le chat. Le chien et le
lapin sont relativement résistants.

4.2. Role de I’antigéne O

Représentant la partie immunogéni-
que spécifique du LPS, I'antigene O
influence la relation hote-bactérie a
différents niveaux en assurant diffé-
rentes fonctions comme la résistance
a I’action du complément, la résis-
tance a la phagocytose, le mimétisme
moléculaire et I’adhérence aux tissus
de I’hote.

4.2.1. La résistance a l’action du com-
plément

Le complexe du complément, ainsi
que les anticorps, reconnaissent et se
fixent sur 1’antigéne O. Le complé-
ment représente un ensemble de pro-
téines sérique (C1 a C9) qui, suite a
leur activation, vont attirer les phago-
cytes, opsoniser les bactéries et former
un complexe d’attaque membranaire
(« Membrane Attack Complex » ou
MAC) qui s’insére dans la membrane
externe des bactéries G". La perturba-
tion engendrée s’étend a la membrane
cytoplasmique, ce qui entraine leur
mort et leur lyse, dans certaines condi-
tions (Salyers et Whitt, 1994 ; 2002).
L’activation du complément peut se
faire par deux voies (classique et alter-
native), et, dans les deux cas, par une
cascade de réactions.

Dans la voie dite classique, 1’activa-
tion du complément est enclenchée
par la liaison d’anticorps spécifiques
a I’antigene O, suivie de la fixation et
de I’activation de C1. Sous I’action du
C1 activé, le C2 et le C4 vont former
la C3 convertase. Celle-ci va scinder
le C3 en deux fractions: le C3a et
le C3b. Le C3a intervient dans I’ac-
tivation de phagocytes tandis que le

C3b va se coupler avec Bb, qui est le
produit de clivage d’une protéine séri-
que, pour former le complexe C3bBb.
Celui-ci va se coupler avec une
deuxieme molécule C3b pour former
la CS5 convertase. La C5 convertase
clive le produit C5 en CS5a, qui attire
les phagocytes, et en C5b, qui se fixe
a une chaine latérale de 1’antigéne O
du LPS des bactéries Gram négatives
puis lie C6, C7 et C8. Ce complexe
se fixe dans la membrane externe des
bactéries et, finalement lie plusieurs
copies de C9 pour former le MAC.
Le MAC forme un pore dans la mem-
brane externe, qui s’étend a la mem-
brane cytoplasmique en provoquant la
mort de la bactérie.

Dans la voie dite « alternative », 1’ac-
tivation du complément est enclen-
chée par des molécules présentes a la
surface des bactéries, telles le LPS des
bactéries G et les acides teichoiques
des bactéries G*, qui fixent le C3b,
qui provient du clivage naturel a bas
niveau dans le sérum du C3. Suite
a cette liaison, le C3b est activé et
peut former un complexe avec Bb for-
mant la C3 convertase, qui entretient
de maniére autocatalytique le clivage
de C3 en C3a et C3b. A partir du ce
point, la cascade des réactions dans
I’activation du complément par la voie
alternative est identique avec celle de
la voie classique.

Les mécanismes moléculaires de la
résistance des bactéries a 1’action bac-
téricide du complément ne sont pas
encore connus avec certitude, mais il
est fort probable que cette résistance
a ses origines dans la conformation
tridimensionnelle du LPS, et en par-
ticulier de I’antigéne O, en surface de
la bactérie. En effet, s’il est vrai que le
LPS peut activer la voie alternative de
la cascade du complément, il apparait
aussi que certains antigénes O parti-
culierement ramifiés aident la bacté-
rie a échapper a I’action bactéricide
du complément. Cette conformation
ramifiée pourrait bloquer la cascade
du complément, en prévenant le dépot
de facteur C3b, ou pourrait bloquer
le dépdt stable du complexe C5b-C8
dans la membrane bactérienne avant la
fixation du composant C9 (Whitfield
et al., 1994 ; Hull, 1997 ; Salyers et
Whitt, 2002). De ce fait, la lyse bac-
térienne sous 1’action du complément



est empéchée ou au moins diminuée.
Cette résistance a l’action lytique
du complément est influencée par la
longueur de I’antigeéne O, ses rami-
fications et aussi par sa composition
biochimique.

4.2.2. La résistance a la phagocytose

La propriété de phagocytose est en fait
répandue dans I’ensemble du monde
cellulaire. Cependant, parmi toutes les
cellules capables de phagocyter des
bactéries, seuls les phagocytes dits
« professionnels » (polynucléaires
neutrophiles et macrophages) sont, en
principe, capables de tuer les bactéries
phagocytées (Salyers et Whitt, 1994).
La réponse cellulaire initiale de I’orga-
nisme face a une invasion bactérienne
commence par la migration dirigée
de phagocytes neutrophiles et macro-
phages d’origines locale et sanguine
suivie par leur liaison avec les bacté-
ries, aprés opsonisation éventuelle, et
phagocytose. Par la suite, le métabo-
lisme oxydatif est stimulé, la fusion
phagosome/lysosome se produit et
les mécanismes tueurs des lysosomes
sont mis en action. La phase finale est
représente par 1’élimination des débris
et déclenchement de la réponse immu-
nitaire par présentation d’épitopes a la
surface en combinaison avec les com-
plexes majeurs d’histocompatibilité
(Salyers et Whitt, 1994 ; Czuprynski,
1998).

Les bactéries peuvent se défendre
contre la phagocytose a différents éta-
pes de la phagocytose : 1) en prévenant
I’afflux de cellules phagocytaires ; ii)
en évitant la phagocytose elle-méme ;
iii) ou en échappant a la destruction
aprés la phagocytose, soit par lyse du
phagosome, soit par inhibition de la
fusion avec les lysosomes, soit par
résistance aux mécanismes de destruc-
tion des lysosomes (Salyers et Whitt,
1994 ; Czuprynski, 1998).

Comme E. coli n’est pas une espece
bactérienne intracellulaire, elle ne
pourrait pas survivre aprés phagocy-
tose. Elle doit donc éviter la phago-
cytose en prévenant ’afflux de pha-
gocytes ou la phagocytose elle-méme.
Le mécanisme le plus fréquent est la
prévention de la phagocytose elle-
méme. Cette prévention de la pha-
gocytose est due essenticllement aux
polysaccharides de surface comme
certains antigénes capsulaires K et les

antigénes somatiques O (Whitfield ez
al., 1994 ; Hull, 1997 ; Jann et Jann,
1997 ; Czuprynski, 1998).

Parmi les antigénes K, I’antigene K1
est le plus connu des antigénes pro-
tecteurs contre la phagocytose chez
E. coli (Nataro et Levine, 1994 ;
Czuprynski, 1998 ; Dho-Moulin et
Fairbrother, 1999).

En ce qui concerne les antigénes O,
rien n’est connu avec certitude, bien
qu’il ait été¢ observé que les mutants
« rough » sont phagocytés plus faci-
lement que les souches sauvages
« smooth » d’origine (Liang-Takasaki
et al., 1982). Cette résistance a la pha-
gocytose semble étre due essentielle-
ment a I’impossibilité du complément
de se fixer directement sur la paroi
bactérienne. Cependant, I’obtention
de résultats contradictoires lors d’ex-
périences in vivo et in vitro néces-
site de nombreuses autres expériences
pour déterminer les rdles respectifs
des antigenes K et O dans la protec-
tion d’E. coli contre la phagocytose et
I’importance de cette protection dans
le développement de la maladie.

4.2.3. Le mimétisme moléculaire

Le mimétisme bactérien représente
la capacité de la bactérie d’exprimer
en sa surface des structures antigéni-
ques similaires aux structures antigé-
niques spécifiques de I’hote. Dans ce
cas, la virulence de la bactérie peut
se concrétiser de deux manieres dif-
férentes. Dans la premiere situation
due a la ressemblance existante entre
le « self » et le « non-self », les molé-
cules impliquées dans le déclenche-
ment de la réponse immunitaire par
I’hdte sont incapables de reconnai-
tre 1’agent pathogene et, de ce fait,
celui-ci va échapper aux réponses
immunitaires. Ce mécanisme est uti-
lisé par certains groupes de bactéries
comme les Neisseria meningitidis et
Haemophilus influenzae, qui, pour
éviter les mécanismes de défense de
I’hdte, vont réaliser le mimétisme en
liant des résidus d’acide sialique a leur
structures lipooligosaccharidiques
(Preston et al., 1996).

La deuxieme situation est rencontrée
quand les cellules de I’hdte présen-
tent en leur surface des antigenes qui
partagent certains épitopes avec des
antigenes bactériens. Dans ces cas,

les anticorps produits par 1’héte, lors
de I’infection bactérienne (IgM, 1gG),
réagissent non seulement avec les anti-
genes spécifiques présents a la surface
des bactéries, qui sont a 1’origine de
leur production, mais aussi avec les
cellules de 1’héte, porteurs d’antige-
nes similaires, voir identiques, a leur
surface. Dans certains cas, le mimé-
tisme antigénique se situe a hauteur
de la matrice extracellulaire. Les
conséquences sont identiques a celles
qui suivent la fixation des anticorps
sur I’antigéne bactérien, mais sont
dirigées contre les tissus de 1’hote
(cellules, matrice extracellulaire). En
effet, la fixation des anticorps sur
ces antigénes apparentés aux antige-
nes microbiens entraine quatre pos-
sibilités de dommages aux cellules et
tissus de I’hote. Tout d’abord I’acti-
vation de la cascade du complément
par la voie classique provoque, en
fin de cascade, le dépot du complexe
MAC dans la membrane cytoplasmi-
que de la cellule eucaryote entrainant
sa mort et sa lyse. L’activation de
la cascade du complément a aussi
comme conséquence |’attraction de
phagocytes (neutrophiles, macropha-
ges), dont les contenus lysosomiaux
(surtout des neutrophiles), libérés
aprés leur mort, endommagent les
tissus de 1’hote (cellules et matrice
extracellulaire). Ensuite, 1’activité
opsonisante de ces anticorps entraine
aussi la phagocytose et la destruction
par les macrophages des cellules de
I’hote. Enfin, la fixation des anticorps
entrainent la reconnaissance des cel-
lules et tissus de I’hdte par des lym-
phocytes T NK (« Natural Killers »)
porteur de récepteurs (Fcy) pour 1’ex-
trémité Fc des anticorps, qui lysent
les cellules auxquelles ils se fixent.
Cela a comme résultat la production
d’une inflammation autoimmune a
médiation cellulaire dépendante
d’anticorps. Un exemple dans cette
catégorie est Helicobacter pylori.
Pour ce groupe de bactéries, I’anti-
géne O exprime les antigénes san-
guins Lewis X. Les mémes antigénes
Lewis X sont exprimés en surface
de 1’épithélium gastrique (Moran,
1996 ; Appelmelk et al., 2000). Un
autre exemple est la réaction croisé
entre le LPS de Campylobacter jeju
ni O:19 et le ganglioside GM1. Elle
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est due a une ressemblance molécu-
laire au niveau du noyau du LPS. Ce
mimétisme est le point de départ du
syndrome Guillain-Barré, une mala-
die autoimmune neurodégénérative
(Aspinall ef al., 1994).

4.2.4. Adhérence aux tissus de [’hote

L’adhérence est la condition sine qua
non pour la colonisation de I’hote par
de nombreuses bactéries pathogenes.
Le processus d’adhérence se fait par
I’intermédiaire de différentes molé-
cules bactériennes capables de recon-
naitre des récepteurs spécifiques en
surface de la cellule cible. Cette spé-
cificité est la base du tropisme d’hote
et de tissu (Jacques, 1996 ; Nataro et
Kaper, 1998).

Le role joué par le LPS dans le pro-
cessus d’adhérence a été mis en évi-
dence par des études d’inhibition de
I’adhérence par du LPS purifié ou par
I’é¢tude de mutants dans la synthése
du LPS dans des tests d’adhérence.
La capacité du LPS d’inhiber 1’adhé-
rence a été mise en évidence pour le
LPS de diverses especes bactériennes
telles que Actinobacillus pleuropneu-
moniae, Helicobacter pylori, E. coli,
Shigella flexneri, Campylobacter
Jejuni, et bien d’autres espéces encore
(Jacques, 1996). Grace a la produc-
tion de mutants dans la synthése
du LPS, un mutant de Salmonella
Typhimurium qui présente des pro-
priétés d’adhérence diminuées a été
identifié¢ (Craven, 1994), tandis qu’un
mutant d’E. coli O157:H7 qui pré-
sente a l’inverse une capacité d’ad-
hérence supérieure a la souche d’ori-
gine a été obtenu (Bilge et al., 1996).
Ces derniers résultats, apparemment
contradictoires, peuvent s’expliquer
par le fait que le LPS d’E. coli O157:
H7 masque des adhésines et que sa
mutation peut les « découvrir ». De
plus, cette observation permet de
conclure que, méme si le LPS n’agit
pas directement comme une adhésine,
il peut interférer avec le processus
d’adhérence/colonisation par les bac-
téries (Bilge et al., 1996).

Le réle dans 1’adhérence n’est pas
réservé a une partie du LPS, chaque
région peut se lier a des récepteurs
spécifiques : CD14 pour le lipide A,
lectines pour le noyau et récepteur au
mannose pour I’antigene O (Wright et
al., 1990 ; Jacques, 1996).
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5. CONCLUSIONS

Le LPS est présent sur toutes les bac-
téries G. Il n’est pas seulement une
molécule exprimée en surface de la
bactérie, mais aussi un composant
important de la membrane externe.
Avec sa structure complexe et ses sys-
temes de biosynthése, le LPS repré-
sente une importante source de varia-
bilité antigénique pour la bactérie,
due surtout a la variabilité¢ de 1’anti-
gene O. Malgré les efforts et les pro-
grés effectués, certaines étapes de la
biosynthése du LPS attendent encore
d’étre clarifiées. Suite a sa position
en surface de la bactérie, le LPS inter-
vient activement dans la relation hote-
bactérie, avec des implications dans
la pathogenéese via deux de ses com-
posants : le lipide A et I’antigene O.
Etant donné son réle dans la pathogé-
nie bactérienne et son rdle dans I’in-
tégrité structurale et fonctionnelle de
la bactérie, le LPS constitue une cible
non seulement pour la recherche fon-
damentale, mais aussi pour le secteur
biopharmaceutique.
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SUMMARY

The lipopolysaccharide (LPS) is a
major component of the surface
of the Gram negative bacteria.
The LPS is composed of three
separately synthesized entities:
the lipid A, the core oligosac-
charide and the O antigen, that
will be linked together after their
respective synthesis. The lipid
A, embedded inside the outer

membrane, is the proximal part
of the LPS and the core is the
medial part, whereas the O anti-
gen represents the distal part
free in the external environment.
Amongst the Enterobacteriaceae
family, the lipid A is structu-
rally highly conserved and the
variation in the structure of the
core oligosaccharide is limited
whereas the O antigen is the
hypervariable region. Diverse
biological activities have been
associated with LPS, amongst
which the endotoxinic activity
carried by the lipid A, and the
strain immunogenic specificity
carried by the O antigen. In this
review manuscript we summa-
rize the state of knowledge on
the structures and biosynthesis
of the different components of
the LPS of Escherichia coli and
on their respective roles in the
virulence of pathogenic bacteria.
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