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RESUME

Les pneumonies bactériennes constituent un probléme majeur dans I'élevage et I'engraissement
des bovins, avec des répercussions trés élevées en termes de morbidité et de mortalité. Parmi
les différentes causes biologiques recensées, Mannheimia haemolytica tient le haut de 'affiche
puisqu’elle est connue comme agent pathogéne compliquant principal, voire systématique.

Une de ses particularités est qu’elle ne déclenche de pneumonie broncho-alvéolaire fibrino-
hémorragique que chez les ruminants. Les Iésions observées résultent d’une nécrose en masse
des neutrophiles et macrophages et du relarguage de leurs différents constituants. Au niveau
moléculaire, cette spécificité trouve son origine dans lintimité de la liaison entre la leucotoxine,
le facteur de virulence majeur de la bactérie, et la sous-unité CD18 des récepteurs de surface
leucocytaires f3,-intégrines.

La revue décrit cette liaison et ses conséquences aux niveaux macroscopique et microscopique,
avant de faire le point sur les derniéres avancées de la recherche et d’ébaucher quelques pers-

pectives thérapeutiques.

1. INTRODUCTION
1.1. Contexte

Si ’Homme a rapidement compris
qu’il était plus rentable pour lui de se
livrer a des activités d’¢élevage plutot
que de chasse, il s’est cependant rendu
compte au fil du temps qu’une bonne
santé des populations animales de
rente, si elle était un gage de qualité et
de lucrativité, n’était pas chose aisée.
Labattage sanitaire, la quarantaine, la
restriction des importations, la vacci-
nation et les traitements médicamen-
teux ont donc depuis toujours ceuvré
en vue, sinon d’une éradication, au
moins d’un contréle des maladies ren-
contrées. Dans le méme ordre d’idées,
I’administration, a grande échelle, de
substances antibiotiques permet de
lutter contre les agents pathogeénes qui
trouvent dans les conditions d’élevage
concentrationnaires une niche de choix
extrémement propice a la contagion.

Ces pratiques séculaires présentent
malheureusement des inconvénients

majeurs dont la prise de conscience
est pourtant relativement récente : tout
d’abord, la pression de sélection appli-
quée par I’Homme envers les animaux
d’¢élevage s’exerce unilatéralement en
faveur des critéres relatifs aux produc-
tions alors que les bovins n’ont jamais
¢été soumis a des pressions d’infec-
tion plus agressives qu’aujourd’hui.
Ensuite, il est maintenant unanime-
ment reconnu que I’administration a
grande échelle de substances médica-
menteuses en élevage bovin pose non
seulement le délicat probleme de leur
rémanence ou de celle de leurs résidus
dans les produits de consommation
mais également celui de ’impact des
antibiotiques, clairement établi, sur
I’émergence de maladies dues a la
prépondérance de souches multirésis-
tantes (Ferber, 2000 ; Angulo et al.,
2004 ; Molbak, 2004). Cette situa-
tion est particuliérement préoccupante
dans notre pays puisque des études
publiées récemment démontrent que la
Belgique fait partie des six pays euro-
péens qui consomment le plus d’an-

tibiotiques (Goossens et al., 2005 ;
Ferech et al., 2006 ; van de Sande-
Bruinsma et al., 2008).

Le secteur des productions animales
s’oriente donc de plus en plus d’une
part vers une meilleure connais-
sance des maladies prédominantes et,
d’autre part, vers la sélection d’ani-
maux plus résistants a celles-ci. Du
point de vue sociétal, I’intérét est mul-
tiple puisque se donner les moyens de
renoncer a injecter systématiquement
des antibiotiques, des anti-inflamma-
toires et des bronchodilatateurs des
lors que des bovins manifestent des
signes cliniques ne peut qu’aller dans
le sens (i) d’une diminution du risque
d’émergence de bactéries multirésis-
tantes pathogeénes (notamment pour
I’Homme), (ii) d’une plus-value de
la qualité de la viande en termes de
contenu en résidus et (iii) d’une amé-
lioration du bien-étre et de la santé des
animaux (iv) sans aucun impact néga-
tif sur la rentabilité des exploitations,
ni sur le prix de la viande a 1’étal.

31



1.2. Les pneumonies des bovins

Diminuer I’importance des maladies
bovines est donc devenu une priorité
absolue, puisque 1’on sait que ce sont
les couts liés aux maladies qui ont
I’impact le plus important sur la ren-
tabilité des fermes et ce, indépendam-
ment du cours du marché (Gardner
et al., 1996). Ces colts sont, sans la
moindre équivoque, surtout causés par
les maladies respiratoires dont I’in-
cidence chez les veaux est de 25 %
durant la premiere année. Les males
sont plus touchés que les femelles, a la
fois durant les périodes de présevrage
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, I’'impact le plus flagrant : quel-
les que soient les conditions, elles
sont responsables d’environ 75 %
des maladies diagnostiquées (Jensen
et al., 1976 ; Roth, 1986 ; Edwards,
1996). Sur le plan de la morbidité, les
taux moyens varient entre 15 et 45 %
(Kelly, 1986) et sur celui de la léta-
lité, les pneumonies sont directement
incriminées dans 45 a 55 % des cas
de maladie respiratoire (Perino, 1992 ;
Vogel et Parrott, 1994 ; Edwards,
1996). D’un autre coté, la mise en
ceuvre des traitements médicamenteux
censés guérir les maladies respiratoi-
res génere approximativement 8 % des
colts 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
laitiere) moindres. Par ailleurs, la race
Blanc Bleu Belge, numéro un chez
nous, se distingue des autres races
bovines par des capacités pulmonaires
et cardiaques largement inférieures a
celles des autres bovins (Lekeux et al.,
1994). Ces déficits tant anatomiques
que fonctionnels en font des animaux
moins résistants en cas de maladie res-
piratoire avec une morbidité associée
de 36 % (Bureau et al., 2001). De
plus, la méme enquéte démontre que
le taux de mortalité associé aux mala-
dies respiratoires pendant la premicre
année de vie vaut 2,1 % en spécula-
tion Blanc Bleu Belge alors qu’il n’est
que de 1,4 % dans les autres races
(Muggli-Cockett ef al., 1992 ; Bureau
etal.,2001).

Les principaux agents biologiques res-
ponsables des pneumonies des bovins
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incluent (i) le nématode Dictyocaulus
viviparus, (ii) les virus BHV-1
(bovine herpesvirus-1), RSV (respi-
ratory syncytial virus), Pi (parain-
fluenza)-3, BVD-MD (bovine viral
diarrhoea-mucosal disease), adénovi-
rus et coronavirus et (iii) les bactéries
Mannheimia haemolytica, Pasteurella
multocida, Mycoplasma bovis,
Histophilus somni et Arcanobacterium
pyogenes (Dungworth, 1992 ; Lopez,
2001). Ces auteurs s’accordent cepen-
dant pour dire que, quelle que soit la
cause initiale de 1’atteinte pulmonaire
(environnementale, virale, bactérienne
ou parasitaire), c’est M. haemolytica
que ’on retrouve le plus systémati-
quement comme agent compliquant.
Tout se passe comme si les facteurs
environnementaux et les agents micro-
biens « faisaient le lit » de M. haemo-
Iytica dans les poumons, cette dernicre
« faisant a son tour le lit » d’autres
bactéries au premier rang desquelles
on retrouve P multocida et A. pyoge-
nes.

Lutilisation d’antibiotiques a grande
échelle en prophylaxie, métaphy-
laxie ou stimulation de croissance a
favorisé 1’émergence de souches de
M. haemolytica résistantes a une large
gamme d’antimicrobiens comme les
B-lactames, les tétracyclines, les sul-
fonamides 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 génes de
résistance, dont certains ont pu étre
clonés et séquencés (Highlander,
2001), sont associés aux ¢léments
génétiques mobiles et peuvent donc
étre aisément échangés entre bactéries
(Kehrenberg ef al., 2001).

En résumé, diminuer 1’impact de la
mannheimiose tout en réduisant 1’ad-
ministration massive d’antibiotiques
est une priorité tant du point de vue
économique que de ceux de la santé
publique et du bien-étre animal.

2. LA MANNHEIMIOSE
2.1. Mannheimia haemolytica

Mannheimia haemolytica est un coc-
cobacille a gram négatif, faiblement
hémolytique, dont la taxonomie com-
plete est : super-royaume des bacté-
ries ; phylum des protéobactéries ;
classe des gammaprotéobactéries ;
ordre des pasteurellales ; famille des
pasteurellaceae ; genre Mannheimia.
Elle changea, depuis sa découverte

en 1885 par Théodore Kitt, plu-
sieurs fois « d’identité » : baptisée
Bacterium bipolare multocidum (Kitt,
1885), on la connut ensuite un cer-
tain temps sous le nom de Pasteurella
boviseptica (Jones, 1921) avant d’étre
renommeée Pasteurella haemolytica en
1932 (Newson, 1932) et classifiée en
deux biotypes, A et T, sur base de leur
capacité a fermenter 1’arabinose et le
thréhalose, respectivement (Smith,
1961). Treize sérotypes A et quatre
sérotypes T furent identifiés (Younan
et Fodor, 1995), ces derniers étant
reclassifiés en tant que Pasteurella
threhalosi en 1990 (Bingham et al.,
1990 ; Sneath et Stevens, 1990). Neuf
ans plus tard, des études basées sur
des hybridations ADN-ADN et du
séquengage de I’ARN 16S ont conduit
a renommer les sérotypes Al, A2,
A5-A9, A12-A14, A16 et Al7 en
tant que Mannheimia haemolytica
(en hommage au biologiste allemand
Walter Mannheim dont les recher-
ches ont significativement contribué
a la connaissance de la taxonomie de
la famille des pasteurellaceae) alors
que le dernier sérotype All devenait
Mannheimia glucosida (Younan et
Fodor, 1995 ; Angen ef al., 1999).

Des douzes sérotypes décrits, Al et
A2 prévalent de par le monde. Al est
connu comme 1’agent causal majeur de
la mannheimiose bovine, aussi connue
sous le nom de pasteurellose ou fiévre
des transports (shipping fever), méme
si d’autres sérotypes comme A6, A7,
A9, All et A12 peuvent aussi étre
isolés (Quirie et al., 1986). Al et A2
sont tous deux capables de coloniser
le tractus respiratoire supérieur des
bétes bovine et ovine mais sont sou-
vent spécifiques. Ainsi, les bovins
sains sont fréquemment porteurs du
sérotype A2 dans leur tractus respira-
toire supérieur mais sous 1’effet d’un
stress ou d’une coinfection, A1 rem-
place rapidement A2 en tant que séro-
type principal (Frank et Smith, 1983),
probablement suite a un transfert
horizontal a partir d’animaux infectés
(Highlander, 2001). Le sérotype A6
serait quant a lui en prévalence crois-
sante au Royaume-Uni (Donachie,
1998) et aux Etats-Unis (Purdy et al.,
1997 ; Al-Ghamdi et al., 2000) avec
environ 30 % des souches sérotypées.
Néanmoins, sur base des profils des
lipopolysaccharides et des protéines
de la membrane externe de chaque
sérotype, il a été conclu que, excepté
la nature de leurs capsules, les séro-
types Al et A6 étaient extrémement



similaires (Davies et Donachie, 1996 ;
Morton et al., 1996).

Les bases génétiques de la varia-
tion clonale entre les sérotypes n’ont
pas encore ¢té étudiées, méme si la
séquence complete d’une souche Al
a été publiée par le Baylor College of
Medicine Human Genome Sequencing
Center (Highlander et Weinstock,
2004).

2.2. Pathogénie

La pathogénie des pneumonies a
M. haemolytica fait intervenir dif-
férents parametres comme des virus
(bovine parainfluenza virus 3, bovine
herpes virus 1 et bovine respira-
tory syncytial virus), des bactéries
(Pasteurella multocida, Mycoplasma
bovis et Arcanobacterium pyogenes),
I’environnement (charge élevée en
poussieres, changements d’alimenta-
tion, températures excessives...), I’ad-
ministration de glucocorticoides, le
creux immunitaire ou encore le stress
associé au sevrage, a 1’écornage ou
au transport, qui prédisposent 1’ani-
mal (Yates, 1982 ; Dungworth, 1992 ;
Lopez, 2001). Ces différents facteurs
semblent altérer 1’épithélium du trac-
tus respiratoire supérieur de maniére
a permettre a la bactérie de le coloni-
ser et de migrer du nasopharynx aux
poumons ou elle cause une pneumo-
nie dite « de type bronchoalvéolaire »
qui s’accompagne d’une morbidité
et d’une mortalité élevées (Jensen et
al., 1976 ; Vogel et Parrott, 1994 ;
Edwards, 1996).

Les signes cliniques sont variables
quant a leur intensité, de frustres a trés
séveres, mais quelques faits caracté-
ristiques peuvent étre mentionnés : il y
a toujours de la dépression et de I’ano-
rexie, de la fievre jusqu’a 42°C, une
augmentation de la fréquence cardia-
que, une perte de poids substantielle et
une rhinite résultant en une décharge
nasale mucopurulente ou un museau
sec et encrotté. Un larmoiement accru
et une toux sont souvent présents. La
fréquence respiratoire augmente dans
les tous premiers stades, suivie par
une dyspnée de sévérité telle qu’elle
cause une respiration buccale et des
grognements respiratoires dans cer-
tains cas. L’auscultation révele des
sons bronchiaux et vésiculaires accrus
antéro-ventralement, se muant en rales
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 étendu

(orthopnée). Certains animaux peu-
vent souffrir de diarrhée (Yates, 1982 ;
Zecchinon ef al., 2005).

Macroscopiquement, ce type de pneu-
monie est caractérisé par une conso-
lidation avec hépatisations rouge et
grise des parties antéro-ventrales des
poumons, parfois accompagnées de
zones de pleurésie fibrineuse (figure 1)
(Zecchinon et al., 2005).

Microscopiquement, de larges zones
de nécrose, ceinturées par des amas de
neutrophiles dégénérescents (ou pyo-
cytes) en quantités trés importantes,
constituent la signature de M. haemo-
Iytica (figure 2). Lampleur de cette
nécrose est en fait concomitante a la
cytolyse d’un nombre anormalement
¢élevé de neutrophiles et macrophages

qui, via le déversement d’une mul-
titude de composés toxiques (enzy-
mes, histamine, prostaglandines...) in
situ, aggravent les 1ésions pulmonaires
(Yates, 1982 ; Slocombe et al., 1985 ;
Dungworth, 1992 ; Lopez, 2001 ;
Zecchinon et al., 2005).

Sur un plan biologique plus général,
il faut constater que M. haemolytica
n’est pas responsable de pneumonies
chez les animaux non ruminants, ce
qui suggere 1’existence d’une viru-
lence qui s’exprime spécifiquement
envers ces derniers.

2.3. La leucotoxine

Plusieurs facteurs de virulence sont
décrits pour M. haemolytica (Confer

Figure 1: Pneumonie nécrosante multifocale et pleurésie fibrineuse
viscérale ou Mannheimia haemolytica a pu étre mise en évidence.

Larges plages de nécrose observées sur un lobe diaphragmatique gauche
coupé transversalement dans son tiers proximal.

Figures 2 : Lésions histologiques pulmonaires d’une infection a
Mannheimia haemolytica (hématoxyline-éosine).

On constate une infiltration massive dans les alvéoles de leucocytes

(a) (grossissement 200 x), s’averant étre des polymorphonucléaires
neutrophiles (b) (grossissement 400 x) qui vont rapidement se nécroser en

masse (c) (grosrsissement 200 x).




et al., 1990 ; Whiteley ef al., 1992 ;
Tatum et al., 1998 ; Jeyaseelan et
al., 2002) : ils incluent la capsule qui
joue un réle important dans 1’adhé-
rence et I’invasion, les protéines de la
membrane externe qui provoquent la
réponse immune, des adhésines qui
sont impliquées dans la colonisation,
une neuraminidase qui réduit la visco-
sit¢ du mucus et permet une approche
plus « intime » de la bactérie a la sur-
face des cellules épithéliales, le lipo-
polysaccharide (LPS) et la leucotoxine
(LktA).

Celle-ci est une protéine de 102 kDa
secrétée en phase logarithmique de
croissance et appartient a la famille
des toxines dites RTX (repeats in
toxin), lesquelles comprennent toutes,
pres de leur extrémité N-terminale,
des régions hautement conservées
consistant en répétitions d’un nona-
peptide de type L/I/V/F-X-GG-X-G-
N/D-D-X (avec X = n’importe quel
résidu), dont le nombre varie de 6
(comme la LktA) a 41 (Lo, 1990 ;
Coote, 1992 ; Jeyaseelan ef al., 2002 ;
Mena-Rojas et al., 2004). Ces toxi-
nes comptent dans leurs rangs outre
la LktA (Lilie et al., 2000), les toxi-
nes de M. glucosida (Davies et al.,
2001 ; Davies et al., 2002), M. rumi-
nalis (GenBank AY425280), M. vari-
gena (AY425279), M. granulomatis
(AY425278) et Pasteurella trehalosi
(Davies et al., 2001 ; Davies et al.,
2002) ; la PILktA de souches M. hae-
molytica-like (Chang et al., 1993a) ;
les toxines ApxIA, -11A, et -IIIA d’Ac-
tinobacillus pleuropneumoniae (Frey
et al, 1991 ; Chang et al., 1993b ;
Schaller et al., 1999) ; les variants
ApxIA and —lIIA d’A4. suis (AshA)
(Burrows et Lo, 1992 ; Kamp et al.,
1994 ; Schaller et al., 2001 ; Satran et
Nedbalcova, 2002), ApxIIA and —IITA
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 ef al.,
2005) ; AgqxA d’Actinobacillus equuli
(Berthoud et al., 2002) ; PaxA de
Pasteurella aerogenes (Kuhnert et al.,
2000) ; LtxA d’Aggregatibacter acti-
nomycetemcomitans (Kolodrubetz et
al., 1989 ; Lally et al., 1989) ; MbxA
de Moraxella bovis (Hess et Angelos,
20006), M. bovoculi et M. ovis (Angelos
etal.,2007) ; KkxA de Kingella kingae
(Kehl-Fie et St Geme, 2007) ; HIyA et
EhxA d’Escherichia coli uropathoge-
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
I’ ApxIIIA d’A. pleuropneumoniae) un
ensemble de caractéristiques biologi-
ques : tout d’abord, chacune d’elles
est secrétée par une bactérie qui n’est
pathogeéne que pour une espéce don-
née, causant respectivement une pneu-
monie broncho-alvéolaire fibrino-
hémorragique chez les ruminants, une
périodontite agressive chez ’Homme
et une pleuropneumonie fibrino-
hémorragique chez le porc. Dans
les trois cas, les lésions sont carac-
térisées par des aires de nécrose de
coagulation multifocales engendrées
par la présence d’un nombre excep-
tionnellement élevé de neutrophiles et
macrophages dégénérés ou en nécrose.
Enfin, les trois toxines sont reconnues
comme facteurs de virulence majeurs
puisque (i) leur administration, sous
formes native ou recombinante puri-
fiées, conduit aux signes cliniques et
au développement de 1ésions séve-
res (Kamp et al., 1997 ; Wang et al.,
1998b ; Ambagala ef 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 bactéries ne produi-
sant plus les toxines perdent leur pou-
voir pathogene (Tatum et al., 1998).
Ainsi, I’inactivation de la LktA par
gene knock-out cause une inactivation
partielle de virulence et ne déclen-
che presque plus de 1ésions pulmonai-
res bien que les souches sauvages et
mutantes soient tout aussi capables de
coloniser le tractus respiratoire supé-
rieur des veaux (Highlander et al.,
2000).

Il est de plus intéressant de constater
que si la leucotoxine doit son nom a
la spécificité de liaison qu’elle exhibe
vis-a-vis des leucocytes de plusieurs
espéces de mammiféres, elle n’induit
la mort cellulaire que lorsqu’elle est
fixée a 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), suggérant que la spéci-
ficit¢ d’interaction entre la LktA et
les leucocytes des ruminants pourrait
étre tenue pour responsable de la cyto-
toxicité spécifique de M. haemolytica
envers ces derniers.

3.LES CIBLES CHEZ UHOTE

3.1. Neutrophiles et macrophages

La pathogénie de la mannheimiose
implique les neutrophiles et les macro-
phages dont le role central a été démon-
tré expérimentalement par plusieurs
équipes indépendantes ; ainsi, une
exposition par aérosol a M. haemolytica
induit, chez des veaux, une infiltration
rapide de neutrophiles dans les pou-
mons 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 résistants que
les neutrophiles aux effets lytiques de
la LktA, et les macrophages alvéolaires
des bétes adultes sont plus résistants que
ceux des veaux de moins de 16 semaines
(O’Brien et Duffus, 1987).

Par ailleurs, lorsque des bovins sont
déplétés de leurs propres neutrophiles
circulants par un traitement a I’hy-
droxyurée, la pneumonie est moins
sévere et moins étendue que chez 1’ani-
mal normalement pourvu en neutro-
philes (Slocombe et al., 1985 ; Breider
et al., 1988 ; Weiss et al., 1991). Ces
données a priori paradoxales sugge-
rent que les neutrophiles endossent un
role proactif dans la progression de la
mannheimiose.

3.2. Réle primordial du CD18

Une autre observation intéressante a
permis de poser une hypothese quant a
la nature de I’interaction entre la LktA
et les neutrophiles des ruminants :
la LktA n’induit pas de cytolyse des
leucocytes si ces derniers sont préle-
vés chez des animaux BLAD (acro-
nyme désignant la maladie génétique
baptisée bovine leukocyte adhesion
deficiency) (Jeyaseelan et al., 2000).
Ce résultat est de nouveau paradoxal
parce que ces animaux souffrent d’un
deéficit fonctionnel de leurs polymor-
phonucléaires neutrophiles qui ralentit
voire abolit leur capacité a s’extraire
du torrent sanguin par diapédese, ce
qui cause |’apparition récurrente de
maladies. Au niveau moléculaire,
le phénotype BLAD est causé par la
mutation D128G dans la sous-unité
(ou CD18) des B,-intégrines (Shuster
et al., 1992) qui entraine une diminu-
tion trés importante de leur expression
en surface (Cox et al., 1997).

Les intégrines sont des protéines
transmembranaires qui jouent un rdle
majeur dans I’adhésion cellulaire bien



Tableau I : La famille des intégrines (tableau non exhaustif)

Sous-unités Ligands et contre-récepteurs Expression
o, Collagenes, laminine T*, B*, Mo
o, Collagenes, laminine T*, NK, Mo, pl
0, Fibronectine, laminine, collagénes Mo, Tc, LAK
o Fibronectine (V25), VCAM-1 Mo, T*, B, CL, F
B, Ols Fibronectine T*, Mo
O Laminine T*, Mo, pl
o, Laminine T, Mo
Ol ?
%, Vibronectine, fibronectine ( ?)
o, ouCDlla ICAM-1, ICAM-2 T, B, Mo, N, NK
B, oy, ou CD11b Composant C3b du complément (inactivé), fibrinogéne, facteur X, ICAM-1 Mo, NK
(CD18) | oty ou CD1lc Fibrinogeéne, composant C3b du complément (inactivé) ? NK, N
CDl11d ? ?
oy, fhibrinogéne, fibronectine, facteur de von Willebrand, vitronectine, ol
B .rombos.pondl.ne. : : . .
2 Vitronectine, fibrinogene, fibronectine, facteur de von Willebrand,
Oy thrombospondine, fibronectine, ostéopontine, collagenes B, Mo, pl, F
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T cytotoxique.

que leur reconnaissance en tant que
récepteurs de surface ne date que de
1987 (Hynes, 1987). Depuis, elles ont
été étudicées intensivement (plus de
40000 articles a ce jour) et semblent
impliquées dans de nombreux pro-
cessus biologiques, physiologiques et
pathologiques. Toutes les intégrines
sont des hétérodimeres dont les sous-
unités o, et § sont associées non cova-
lentiellement et possédent chacune un
domaine extracellulaire volumineux
et des domaines transmembranaire et
cytoplasmique plutot courts (Hynes,
1992). Une vingtaine d’intégrines sont
actuellement décrites ; elles sont clas-
sées en huit sous-familles selon leur
sous-unité 3 commune (tableau I), par
exemple la famille des B,-intégrines
dont la sous-unité B, est le CD18.

Celle-ci s’associe avec les sous-uni-
tés oo CD11a-d, formant ainsi les hété-

rodimeres 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),
CD11¢/CD18 ou CR4 (Complement
receptor 4) et CD11d/CD18 (Berman
etal.,2003). Lesrécepteurs CDI11a-d/
CD18 sont présents a la surface de tous
les leucocytes et médient une adhésion
de haute affinité a une grande variété
de types cellulaires qui expriment un
ou plusieurs de leurs ligands, a savoir
les molécules d’adhésion intercellu-
laire (/CAM)-1 a -5 et la Junctional
adhesion molecule (JAM)-A. Cette
sous-famille d’intégrines est ainsi res-
ponsable de la fixation des leucocytes
a la surface des endothéliums, une
des étapes préliminaires qui permet
leur déplacement vers les lieux de
la réaction inflammatoire (Bailly et

al., 1995 ; Gahmberg, 1997 ; Tian et
al., 1997 ; Zecchinon et al., 2006a ;
Zecchinon et al., 2006D).

Dans le contexte de I’interaction de
la LktA avec les [3,-intégrines des
ruminants, plusieurs études ont mon-
tré que I’effet cytotoxique de la LktA
est atténué, voire supprimé, lorsque
des leucocytes bovins sont incubés
préalablement avec des anticorps diri-
gés contre les sous-unités CD1la ou
CD18 du LFA-1 (Ambagala et al.,
1999 ; Li et al., 1999 ; Jeyaseelan et
al., 2000). Lidentification précise de
la sous-unité liant la LktA a toutefois
longtemps été controversée, 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 cepen-
dant, les auteurs s’accordent sur le role
primordial du CD18 et ce, grace a quel-
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ques avancées significatives ; ainsi, le
professeur Srikumaran et son équipe
ont tout d’abord mis en évidence
par immunomarquage et séquengage
N-terminal que la leucotoxine se fixait
sur les différentes f3,-intégrines conte-
nues dans des lysats de neutrophiles
bovins et qu’une préincubation de ces
neutrophiles avec un anticorps mono-
clonal spécifique du CD18 réduisait
les effets cytotoxiques (Ambagala et
al., 1999). IIs ont ensuite ¢légam-
ment démontré que le CD18 était,
selon leurs propres termes, nécessaire
et suffisant pour médier la cytolyse
de leucocytes en rendant une lignée
murine, réputée résistante a la leuco-
toxine, sensible a cette derniére en la
transfectant de maniére stable avec
I’ ADN complémentaire encodant pour
le CD18 bovin, lequel se retrouvait
exprimé en surface associ¢ au CD11a
murin (Deshpande ef al., 2002). Ils ont
par ailleurs, tout récemment, réitéré
I’expérience avec le CD18 ovin (Ovis
aries et Ovis canadensis) et obtenu
des résultats similaires (Dassanayake
et al., 2007 ; Liu et al., 2007). De
plus, ils observent une forte corré-
lation entre le degré d’expression
en surface du CD18 bovin (PMNs
bovins>lymphocytes bovins~lignée
transfectée) et le degré de cytolyse de
ces cellules, ce qui s’explique par le
fait que si les lymphocytes et la lignée
transfectée n’expriment que le LFA-1
bovin et murin/bovin, respectivement,
les PMNs quant a eux arborent toutes
les B,-intégrines ; on sait en effet que
la LktA se lie également au CD18 du
Mac-1 bovin ou ovin (Lawrence et al.,
2008). De son coté, 1’équipe du pro-
fesseur Maheswaran a montré que si la
leucotoxine se liait a 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 évene-
ments postérieurs a la liaison comme
I’¢lévation de la concentration en cal-
cium intracellulaire et la phosphoryla-
tion de la queue cytoplasmique du
CD18 n’étaient observés qu’avec le
LFA-1 bovin (Jeyaseelan et al., 2000 ;
Jeyaseelan et al., 2001a ; Thumbikat
et al., 2005). D’autre part, des expé-
rimentations avec des inhibiteurs du
I domain du CDlla et des anticorps
dirigés contre le I-like domain du CD18
donnent a penser que la leucotoxine se
lie au CD18 (mais pas au niveau du
I-like domain bien que celui-ci jouerait
un réle critique dans la signalisation
induite par la leucotoxine conduisant a
I’activation) et qu’a hautes concentra-
tions en toxine, cette liaison serait suf-
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fisante pour provoquer 1’oligomérisa-
tion toxinique, la formation de pores,
un influx de calcium et des dommages
cellulaires menant a la cytolyse via
toutes les B,-intégrines (Thumbikat et
al., 2005). La leucotoxine interagirait
également avec le / domain du CD11a,
mais ni avec le CD11b ou le CDllc
(Jeyaseelan et al., 2000), pour initier
une cascade de signalisation condui-
sant a ’activation cellulaire (Yoo et
al., 1995) et a ’apoptose (Stevens et
Czuprynski, 1996), événements qui
prendraient toute leur ampleur lors-
que la leucotoxine se trouverait en
plus faible concentration (Thumbikat
et al., 2005). Par ailleurs, la cotrans-
fection de la lignée d’origine humaine
K-562, n’exprimant naturellement
aucune [,-intégrine, par les CD1la
et CDI18 bovins, conduit a 1’expres-
sion en surface de I’hétérodimére,
a la liaison de la leucotoxine sur le
LFA-1 ainsi que sur le CDlla et le
CDI18 seuls (par déplétion de lysats
cellulaires par immunoprécipitation
a I’aide d’anticorps spécifiques), a la
phosphorylation de la tyrosine de la
queue cytoplasmique du CD18, a une
augmentation de la concentration de
calcium intracellulaire et a la cytolyse
(Dileepan et al., 2005b). Enfin, la
cotransfection de cette méme lignée
avec les ADN complémentaires enco-
dant pour les CDI11a bovin et CD18
humain conduit a I’expression en sur-
face de I’hétérodimere mais pas a la
fixation de la leucotoxine (Dileepan et
al., 2005a).

En conclusion, toutes ces données
suggerent dans leur ensemble que
c’est I’interaction entre la LktA et la
sous-unité CD18 des P,-intégrines des
ruminants qui est responsable de la
spécificité de la virulence de la LktA,
et donc de M. haemolytica, envers les
leucocytes de ces derniers. Plus préci-
sément, (i) la leucotoxine doit néces-
sairement se fixer sur la sous-unité
CD18 des B,-intégrines des ruminants
et du porc a un domaine autre que le
I-like domain, (ii) cette liaison serait,
a haute concentration en toxine, suf-
fisante pour induire la formation de
pores et la nécrose et (iii) la liaison
avec le CD1l1a des ruminants (via le
I domain) ou de la souris permettrait,
a plus faibles concentrations en toxine,
de par une interaction avec le I-like
domain du CDI18, le déclenchement
des cascades d’activation cellulaire
conduisant a ’apoptose. Deés lors,
diminuer voire supprimer 1’impact
de la mannheimiose en spéculation

bovine revient a identifier le site de
liaison précis de la leucotoxine sur le
CD18, de maniére (i) a ouvrir la voie
a la sélection d’animaux naturellement
résistants et/ou (ii) a mettre en ceuvre
une stratégie médicamenteuse spécifi-
que pour augmenter la productivité et
le bien-étre animal tout en réduisant
les apports massifs d’antibiotiques,
anti-inflammatoires et bronchodilata-
teurs. Signalons par ailleurs que le
méme raisonnement peut étre appliqué
a LtxA et ApxIIIA qui se lient égale-
ment au CD18 des leucocytes de leur
espece-cible (Li et al., 1999 ; Dileepan
et al., 2007a ; Vanden Bergh et al.,
soumis).

3.3. Motif(s) moléculaire(s) du CD18
interagissant avec la LktA

Des résultats contradictoires

Récemment, deux équipes visant a
identifier le site précis de liaison de
la leucotoxine sur le CD18 bovin
publierent des résultats apparemment
contradictoires. Elles ont tablé sur
I’ingénierie de lignées cellulaires sta-
bles exprimant des LFA-1 chimériques
murin/bovin (Gopinath ef al., 2005) ou
humain/bovin (Dileepan ef al., 2005a)
mais selon deux principes opposés ;
soit rendre sensible une lignée cellu-
laire qui ne 1’est pas en intégrant des
fragments du CD18 bovin dans un
LFA-1 murin (Gopinath et al., 2005),
soit rendre résistante une lignée sen-
sible en intégrant des fragments du
CD18 humain dans un LFA-1 bovin
(Dileepan et al., 2005a). Le site de
liaison de la leucotoxine entrainant les
effets biologiques fut ainsi annoncé
soit dans les 291 premiers résidus du
CD18 (Gopinath et al., 2005), c’est-
a-dire dans la portion extracellulaire
contenant le domaine PSI (plexin-
semaphorin-integrin), le site d’ad-
hésion dépendant des ions métalli-
ques (MIDAS, metal ion-dependent
adhesion site) et une partie du I-like
domain, sur lequel la toxine n’était
pas sensée se lier selon des expéri-
mentations réalisées par 1’équipe
concurrente avec des anticorps dirigés
contre ce domaine (Thumbikat et al.,
2005), soit entre les résidus 500 et
600 de la portion extracellulaire du
CD18, correspondant aux domaines
EGF (epidermal growth factor) -2 a
-4 (Dileepan et al., 2005a), puis plus
précisément entre les résidus 541-581
correspondant au domaine EGF-3
(Dileepan et al., 2007b) (figure 3).



Figure 3 : Représentation schématique des domaines structuraux du
récepteur LFA-1 (0.2 ou CD11a/CD18).

Les sous-unités CDI1la et CD18 possédent chacune un large domaine
extracellulaire et de courtes portions transmembranaire et cytoplasmique. Chez
le CD11a, le I domain (rouge) lie les ICAMs sous la dépendance du magnésium
(jaune clair) au niveau du Metal Ion Dependent Adhesion Site (MIDAS). La
septieéme hélice o du I domain relie celui-ci a 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), coloré en chocolat,
est relié par des ponts disulfures a I’hybrid domain (mauve) au centre de la région
qui relie le I-like domain aux quatre répétitions EGF-like (jaune). Le quatrieme
module s’étend par le B-tail domain (vert brillant) au travers de la membrane. Le
motif charniére (GFFKR) et le site RAPL sont indiqués respectivement par un
cylindre mauve clair et de petites spheres bleues clairs. Les sites de liaison des
cations bivalents sont représentés par de petites spheres jaunes. Le schéma a été
réalisé avec le programme Ulead Cool 3D 3.5. Les différents domaines ne sont

pas strictement dessinés a I’échelle.
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Chacune de ces approches a bien
entendu ses inconvénients puisque le
remplacement d’un domaine conférant
ou abolissant la liaison de la toxine
ne signifie pas automatiquement que
celle-ci 8’y lie ou non. En effet, la
modification de tel ou tel domaine
peut entrainer des modifications de
structure (par exemple lors du replie-
ment de la protéine) qui, indirectement,
modifient le site de liaison. Ainsi, si le
I domain du CDlla se replie avant
I’association avec le CDI18, il n’en
est pas de méme pour le B-propeller
qui reste non repli¢ dans les 12 heu-
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res suivant la synthése du CDlla
seul, suggérant que le I domain et le
B-propeller se replient indépendam-
ment ’un de I"autre et que le second
arbore une interface avec le CD18
(Huang et Springer, 1997). Des résul-
tats similaires sont d’ailleurs observés
avec le CD11b (Lu et al., 1998).

Ensuite, notons que les CD18 bovin et
humain sont constitués de 769 résidus
alors que le murin comprend deux
résidus supplémentaires, un au niveau
du peptide signal et I’autre étant le 7¢
résidu apres le dernier domaine EGF.
Du point de vue des identités, le CD18

présente un pourcentage de 83 % par
rapport a son homologue humain et
81 % par rapport a son homologue
murin. A priori, ces différences ne
devraient donc pas rendre compte
des différents résultats obtenus. Par
contre, il est intéressant de noter que
le protocole de purification de la leu-
cotoxine differe pour les deux expé-
rimentations ; la protéine ayant été
purifiée par chromatographie d’im-
munoaffinité (Gopinath et al., 2005)
ou par extraction apres électrophorese
en conditions dénaturantes (Dileepan
et al., 2005a), ce qui peut sembler a
priori problématique pour des études
de liaison.

Par ailleurs, une approche plus
« chirurgicale » découlant du relevé
des 16 sites individuels pour lesquels
un résidu « A » était systématiquement
conservé chez les ruminants alors qu’il
était systématiquement remplacé par
un résidu « B » chez I’homme, la sou-
ris et le chien (Zecchinon et al., 2004)
et consistant a construire les CD18
bovins mutants correspondants, n’a
donné aucun résultat probant, c’est-a-
dire qu’aucun d’eux n’est, a titre indi-
d’espeéces qu’exhibe la LktA vis-a-vis
des CD18 des ruminants (Zecchinon
et al., soumis). Il est toutefois possi-
ble que plusieurs sites, voire plusieurs
domaines, soient nécessaires a 1’in-
duction d’une toxicité spécifique.

Des chimeres construites cette fois en
remplagant uniquement des régions
bien définies du CDI18 bovin (le
domaine PSI, le I-like domain ou les
domaines EGFs) par leur correspon-
dant humain, de maniere a perturber
le moins possible la structure tridi-
mensionnelle de 1’intégrine résultante
et ce, contrairement aux équipes pré-
cédentes qui ont divisé le CD18 de
maniere plus aléatoire, ont confirmé le
role des domaines EGFs (Zecchinon
et al., soumis). Il a aussi ét¢ mon-
tré que les modules EGF-2, 3, et 4
du CDI18 humain étaient critiques
pour I’induction de la leucolyse par
la LtxA d’A. actinomycetemcomitans
(Dileepan et al., 2007a).

Une nouvelle théorie

Par contre, le remplacement du
module EGF-3 bovin par celui d’une
autre espece insensible que I’Homme,
a savoir le porc, ne permet pas d’abo-
lir la sensibilité¢ a la leucotoxine des
transfectants générés (Zecchinon
et al., soumis). La substitution du
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module EGF-3 du CDI8 bovin par
celui d’un CD18 LktA-résistant ne
résulte donc pas automatiquement en
la suppression de la signalisation out-
side-in déclenchée par la liaison de la
LktA et conduisant aux phénomeénes
d’apoptose/nécrose, ce qui confirme
cette fois les données observées avec
la chimére 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 établi
que les leucocytes murins sont insen-
sibles (Deshpande et al., 2002).

Pris dans leur ensemble, toutes ces
données suggerent que ’effet cyto-
toxique de la LktA envers les leucocy-
tes bovins serait en fait médié par deux
sous-domaines distincts du CD18, le
premier, encore a découvrir, présent
entre les résidus 1 a 291 (Gopinath et
al.,2005) et le second étant le domaine
EGF-3. Ainsi, si I’on accepte cette
hypothéese, toutes les données publiées
a ce jour concordent : les CD18 murin
et porcin posséderaient 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 évi-
demment les deux motifs. De plus, il
a été montré que ni 1’acylation de la
LktA ni ses 344 résidus N-terminaux
ne sont requis pour la liaison au CD18
alors qu’ils sont essentiels pour 1’¢l¢-
vation de la concentration en calcium
intracellulaire, la génération des espe-
ces réactives de I’oxygene, la produc-
tion d’interleukine-8 et la cytolyse
des cellules-cibles (Thumbikat et al.,
2003), plaidant ainsi pour la présence
de deux motifs sur la toxine également.
Ce n’est donc pas parce qu’une toxine
RTX se lie a un récepteur LFA-1 qu’il
se produit inexorablement un effet
cytotoxique ; il se pourrait ainsi que
ces toxines doivent passer par une pre-
micre étape de liaison aspécifique du
récepteur suivie d’une seconde plus
spécifique, indispensable a I’induction
des mécanismes cytopathogenes.

Des sucres responsables ?

Enfin, un réle éventuel des glycosyla-
tions du CD18 n’est pas a exclure. Les
deux sous-unités des [3,-intégrines sont
en effet des glycoprotéines de type I qui
sont soumises a plusieurs processus
de modifications post-traductionnel-
les dans le réticulum endoplasmique
rugueux (dont la glycosylation) indis-
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pensables a 1’expression en surface
d’un récepteur fonctionnel. Plusieurs
sites potentiels de N-glycosylation
(Asn-X-Ser/Thr) ont été révélés par
des programmes bioinformatiques au
sein de I’hétérodimere (Zecchinon et
al., 2006a) et des analyses structura-
les ont montré que le LFA-1 humain
contenait des taux élevés de chaines
oligosaccharidiques complexes de haut
poids moléculaire et mannosylées sans
qu’il y ait un type de glycosylation
spécifique d’une sous-unité (Asada et
al., 1991). Ces glycosylations jouent
un role dans I’interaction des toxines
RTX avec leur récepteur B,-intégrine
puisque le traitement de cellules sen-
sibles par des glycosidases ou la tuni-
camycine (un antibiotique qui bloque
la N-glycosylation des protéines néo-
synthétisées) diminue la liaison de la
toxine CyaA de B. pertussis a ces cel-
lules et réduit également son activité
cytotoxique adénylate cyclase (Morova
etal.,2008). De plus, certains saccha-
rides libres (N,N’-diacétylchitobiose,
N,N’,N’’triacétylchitotriose,
D-mannose, N-acétyllactosamine,
acide sialique) sont capables d’inhi-
ber la liaison de cette toxine a la sur-
face cellulaire (Morova et al., 2008).
Enfin, le traitement par ces glycosi-
dases diminuent également le taux
de mortalité cellulaire induit par les
toxines LtxA et HlyA (Morova et al.,
2008).

Lorsqu’on étudie la structure de ces
fonctions saccharidiques, on peut les
comparer aux branches d’un arbre ;
plus on s’¢loigne du tronc, plus les
branches se ramifient et plus la com-
position en sucre peut varier. Ce phé-
nomene est appelé la microhétérogé-
néité (Varki et Sharon, 2008) : a un
site d’attachement d’un glycane sur
une protéine donnée, synthétisée par
un type cellulaire, un éventail de varia-
tions peut étre trouvé dans la structure
de ces chaines. Celle-ci peut varier
considérablement d’un site de glycosy-
lation a un autre, d’une glycoprotéine
a une autre et d’un type cellulaire a un
autre (Varki et Sharon, 2008). Ainsi,
une protéine donnée, codée par un seul
gene, peut exister sous plusieurs « gly-
coformes » constituant chacune une
espéce moléculaire distincte. Cette
microhétérogénéité s’expliquerait par
la rapidité avec laquelle de multiples
réactions de glycosylations et dégly-
cosylations, séquentielles et partielle-
ment compétitives, se déroulent dans
le réticulum endoplasmique et dans
I’appareil de Golgi au cours du proces-

sus de synthese de la glycoprotéine.

S’il est reconnu que le core des prin-
cipales classes de glycanes tend a étre
conserve au travers des especes (Varki
et Sharon, 2008), il y a cependant une
diversité¢ considérable au niveau des
chaines externes, méme entre espe-
ces relativement proches. Le role de
cette variabilité n’est pas clair, elle
pourrait étre une sorte de générateur
de diversité, modulant les fonctions de
reconnaissance endogénes et/ou per-
mettant d’échapper a I’infection par
des microbes et parasites pouvant se
lier avec une haute spécificité a cer-
taines structures des glycanes (Varki
et Sharon, 2008). Les branches varia-
bles terminales ne devraient donc pas
constituer un site de liaison spécifique
de la LktA, du fait méme de la diver-
sité¢ qui doit y étre générée puisque
pour un méme site de N-glycosylation
sur deux récepteurs LFA-1 exprimés
par un méme leucocyte, les branches
saccharidiques terminales peuvent
varier. Etant donné que (i) ces gly-
cosylations interviennent dans 1’ad-
hésion de certaines toxines RTX sur
la B,-intégrine (Morova et al., 2008)
et (i1) que la leucotoxine semble pou-
voir se lier au LFA-1 de différentes
especes sans induire nécessairement
I’effet toxique (Sun et al., 19990 ;
Jeyaseelan et al., 2001a ; Jeyaseelan et
al., 2001b), il se pourrait que la LktA
parvienne a se lier au core d’un (de)
N-glycane(s) (hautement conservé
entre especes), peut-étre en associa-
tion avec des résidus peptidiques éga-
lement conservés. Toutefois, dans le
cadre des B,-intégrines, certains indi-
ces nous permettent d’émettre 1’hypo-
these que les structures saccharidiques
pourraient étre dans leur ensem-
ble bien conservées d’une espéce a
I’autre du fait (i) de la conservation
des sites de N-glycosylations sur le
LFA-1 (Varki et Sharon, 2008), (ii) du
role prépondérant de ces N-glycanes
dans les processus physiologiques
centraux faisant intervenir 1’adhésion
B,-intégrine/ligand (Becker et Lowe,
1999 ; Zhao et al., 2008) et (iii) de la
capacité des leucocytes d’une espece
a s’extravaser dans une xénogreffe
et a la détruire mettant donc en bon
rapport les [ -intégrines glycosylées
d’une espece avec les ligands endo-
théliaux d’une autre espéce (Ohta et
al., 1998 ; Hauzenberger et al., 2000 ;
Holgersson et al., 2002). Linteraction
induisant I’action cytotoxique spéci-
fique doit donc sans doute étre uni-
quement attribuée a des résidus pep-



tidiques spécifiques du CDI18 des
ruminants.

3.4. Liaison et mort cellulaire

Plusieurs modes d’action sont propo-
sés pour expliquer les effets déléteres
consécutifs a la liaison de la LktA sur
le CD18.

Radeaux lipidiques et internalisation

En conditions physiologiques, lorsque
le récepteur LFA-1 entre en contact
avec son ligand, il se produit une acti-
vation de la calpaine qui va cliver la
taline, protéine qui accroche le LFA-1
au cytosquelette par la queue cytoplas-
mique du CDI18. Cette libération du
récepteur permet alors le regroupe-
ment des LFA-1 dans les radeaux lipi-
diques (RL), des régions particulieres
de la membrane cytoplasmique riches
en cholestérol et en sphingolipides
dans lesquelles se regroupent certaines
protéines membranaires dans un but
fonctionnel (Luo ef al., 2008). 11 a été
montré récemment qu’ils jouaient un
role actif dans I’effet induit par la LktA
et la LtxA puisqu’(i) une diminution
de I’effet cytotoxique de ces dernie-
res est observée lorsque les leucocy-
tes sont incubés avec un chélateur du
cholestérol membranaire (Fong ef al.,
2006 ; Atapattu et Czuprynski, 2007),
(i1) une préincubation avec la filipine
qui séquestre les RL, inhibe I’effet
de la LktA (Atapattu et Czuprynski,
2007) et que (iii) leur reconstitution
par I’apport de cholestérol exogéne
restaure D’effet cytopathogéne de ces
toxines (Fong et al., 2006 ; Atapattu et
Czuprynski, 2007).

Fong et ses collaborateurs ont aussi
montré que la LtxA et son récepteur
LFA-1 humain se retrouvaient en plus
grosse quantité dans la fraction des RL
des cellules exposées a la toxine et en
ont conclu que deux conditions sem-
blent nécessaires a la lyse cellulaire
induite par la LtxA : (i) la liaison de
la toxine au LFA-1 (des cellules défi-
cientes en LFA-1 n’accumulent pas la
toxine dans les radeaux et ne sont pas
lysées) et (ii) la migration et le regrou-
pement de ces complexes dans les RL
(Fong et al., 2006). Par contre, si la
cytochalasine (un inhibiteur de la poly-
mérisation de ’actine) permet bien
le regroupement des LFA-1 humains
dans les radeaux lipidiques, en pré-
sence ou I’absence de la LtxA, elle
inhibe néanmoins 1’effet de la LtxA,
indiquant que le regroupement des

LFA-1 par eux-mémes ne suffit pas
pour reproduire le mécanisme d’action
cytotoxique et qu’il doit &tre médié par
I’actine (Fong et al., 2006).

Cependant, des résultats différents
(mais les deux équipes n’ont pas étu-
dié tout a fait de la méme fagon I’in-
corporation potentielle des récepteurs
LFA-1 dans les RL) ont été obtenus
par Atapattu et son équipe concer-
nant I’incorporation du LFA-1 bovin
dans les RL de leucocytes exposés
a la LktA puisque le récepteur ne se
retrouvait pas dans les RL des cel-
lules, qu’elles soient ou non traitées
avec la LktA. Celle-ci ne se retrouve-
rait associée que pour ~4 % au LFA-
1, pour ~47 % aux RL, et le restant
(~49 %) ne serait ni associé au LFA-1
ni aux fractions lipidiques des radeaux
(Atapattu et Czuprynski, 2007). Des
lors, ils suggerent que la liaison au
LFA-1 pourrait étre une étape inter-
médiaire, temporaire mais indispen-
sable, d’un processus qui aboutirait
ensuite a la dissociation du complexe
toxine/récepteur et a son transfert a
un autre partenaire, trouvé dans les
radeaux lipidiques. Par ailleurs, la
LktA est internalisée au cours du pro-
cessus cytotoxique et la cytochalasine
réduit cette incorporation cellulaire
mais également ’effet cytopathogene
de la LktA (Atapattu et Czuprynski,
2007), ce qui s’expliquerait par le fait
que l’internalisation de la LktA puisse
se produire sans étre complexée au
LFA-1. Parmi les voies d’endocytose,
on distingue celles qui dépendent de la
clathrine de celles qui dépendent des
radeaux lipidiques. Il semble ainsi que
la LktA puisse, en plus de se retrouver
dans les radeaux lipidiques, étre inter-
nalisée par la cellule selon la voie
dépendante de la clathrine (Atapattu et
Czuprynski, 2007) en faisant interve-
nir notamment la dynamine-2 (Urrutia
et al., 1997 ; Atapattu et al., 2008), la
protéine Epsl5 en association avec
I’adaptateur AP2 (Rappoport et al.,
2004) et la B-actine (Dykstra et al.,
2003).

Enfin, étant donné la faible quantité
de toxine associée au récepteur, il se
pourrait aussi qu’il serve plusieurs fois
de distributeur de toxine aux RL.

Lkt et voies de signalisation intra-
cellulaires

Brievement, suivant que la LktA soit
en faible ou haute concentration, elle
induit respectivement 1’apoptose ou
la nécrose chez les leucocytes bovins,

ovins ou caprins. Il n’est cependant
pas aisé¢ de distinguer les effets de la
LktA et ceux des LPS, étant donné
qu’ils peuvent agir ensemble (quand
ils forment des complexes) ou sépa-
rément selon de multiples voies cel-
lulaires (Sun et al., 2000 ; Cudd et
al., 2001) dont les principales sont
reprises a la figure 4 (Zecchinon et
al., 2005) pour conduire entre autres
a une élévation de la concentration
de calcium intracellulaire (Ortiz-
Carranza et Czuprynski, 1992), une
poussée oxydative (Maheswaran et al.,
1992) et la production de plusieurs
médiateurs lipidiques (Henricks et al.,
1992 ; Clinkenbeard ef 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 cyto-
plasmique du CD18 via une cascade
indépendante de tyrosine kinases
mais impliquant des kinases Src et
PI3 (Jeyaseelan et al., 2001a) comme
cela se produit lorsque ce récepteur
lie ses ligands physiologiques. Cette
interaction mimerait donc les effets
d’une activation du récepteur par la
voie outside-in pouvant expliquer la
mobilisation consécutive des comple-
xes toxine/LFA-1 dans les radeaux
lipidiques (Atapattu et Czuprynski,
2007). Cette liaison est connue pour
impliquer des protéines G (Hsuan et
al., 1998 ; Jeyaseelan ef al., 2001b) et
pour causer, d’une fagon dose-dépen-
dante, une élévation marquée et rapide
de la concentration en calcium intra-
cellulaire dans les leucocytes bovins
(Czuprynski et al., 1991 ; Ortiz-
Carranza et Czuprynski, 1992 ; Hsuan
et al., 1998 ; Jeyaseelan et al., 2001a)
qui résulte 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 entrée
de calcium est clairement impliquée
dans la cytolyse (Gerbig et al., 1989)
et est essentielle pour déclencher la
translocation du NF-AB dans le noyau
(détectable aprés cinq minutes d’ex-
position) ainsi que la production de
cytokines proinflammatoires (Yoo et
al., 1995 ; Lafleur et al., 1998). A
contrario, de faibles concentrations
en LktA provoquent une élévation
de calcium sensiblement retardée et
proportionnellement moindre (Hsuan
et al., 1998). Classiquement, il est
reconnu qu’a haute concentration, les
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1gure 4 : Voies de signalisation declenchees par la LktA et le LPS pour induire la cytolysis des leucocytes

AA : acide arachidonique ; DAG : diacylglycérol ; S-HETE : acide S-hydroxy-eicosatétraenoique ; IP3 : inositol triphosphate ; LBP : LPS binding
protein ; LKTA : leucotoxine ; LPS : lipopolysaccharide ; LTB4 : leucotriene B4 ; NRTKsc : nonreceptor tyrosine kinase signalling cascade ; PIP2
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate ; PLA2 : phospholipase A2 ; PLC : phospholipase C ; PKC : protéine kinase C ; PTK : protéine tyrosine kinase

{

ROS : especes réactives de I"oxygene ; TLR4 : toll-like receptor 4.
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toxines RTX induisent trés rapidement
(< 20 minutes) de la nécrose 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’a faible concentra-
tion, elles provoqueraient au terme
de plusieurs heures de la pyroptose
(Fink et Cookson, 2005), une mort
cellulaire programmée proinflamma-
toire (Mangan et al., 1991 ; Stevens
et Czuprynski, 1996 ; Korostoff et
al., 1998 ; Wang et al., 1998a ; Sun et
al., 1999a ; Yamaguchi et al., 2001).
Léquilibre entre nécrose et pyroptose
dépendrait donc de la dose en toxine.

Dans les Iésions pulmonaires, les
zones de nécrose de coagulation sont
séquestrées par une enveloppe dense
de cellules inflammatoires a des sta-
des divers de dégénérescence et dans
laquelle se retrouve M. haemolytica.
Lorsqu’un leucocyte sort du vaisseau
sanguin pour s’y intégrer, il doit donc
étre confronté a des concentrations
croissantes de LktA, au départ sous-
lytiques et apoptotiques (les cellules en
pyroptose vivent encore plusieurs heu-
res, libérant des cytokines inflamma-
toires entretenant ’appel neutrophili-
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que) et ensuite nécrotiques (le contenu
libéré des neutrophiles nécrosés va
digérer le tissu pulmonaire). Aux doses
sous-lytiques, le développement de la
pyroptose par la toxine RTX pourrait
provenir : (i) de la liaison et de 1’ac-
tivation des récepteurs PB,-intégrines
déclenchant des cascades de signaux
intracellulaires, (ii) de I’augmentation
de la concentration en calcium intra-
cellulaire provoquée par I’activation
du récepteur et la formation de pores
membranaires (en quantité insuffi-
sante pour produire la cytolyse) et (iii)
de I’altération d’organites tels que les
mitochondries suite a 1’endocytose et
le trafic intracellulaire de la toxine
(Karakelian et al., 1998). Par contre,
I’incorporation d’une grande quantité
de toxine dans les RL (processus initial
et rapide) pourrait étre responsable des
lésions membranaires létales générant
un influx d’eau et d’électrolytes (K*
et Cl) causant une chute du potentiel
membranaire, le gonflement cellulaire
et I’explosion membranaire qui cor-
respondraient a 1’action cytolytique et
nécrotique rapide (Karakelian et al.,
1998 ; Korostoff et al., 1998).

De fait, ’exposition in vitro des leu-
cocytes a des doses sous-lytiques de

LtxA et LktA induit, au bout de nom-
breuses heures, les signes classiques
d’apoptose : une diminution de la
taille cellulaire, le bourgeonnement
de la membrane cytoplasmique par
réorganisation du cytosquelette, des
altérations sélectives dans la perméa-
bilité membranaire, la condensation
de ’ADN nucléaire, une flambée res-
piratoire avec production de réactifs de
I’oxygene, une diminution du potentiel
transmembranaire AW mitochondrial,
un gonflement de la matrice et une
déchirure de la membrane externe des
mitochondries aboutissant a une libé-
ration du cytochrome C de 1’espace
intermembranaire dans le cytosol,
I’activation de Apaf-1 et des pro-cas-
pases-1, -3 et -9, le clivage caspase-
dépendant de la poly(ADP-ribose)
polymérase (PARP) et la fragmenta-
tion de ’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 fagon
dont la toxine enclenche cette voie
apoptotique n’est pas encore claire. 1l
est reconnu depuis plusieurs décennies



que la séquestration de larges quanti-
tés de calcium dans la mitochondrie
se produit dans différentes conditions
pathophysiologiques et peut déja a elle
seule induire de I’apoptose (Hajnoczky
et al., 2006). Ainsi, lorsqu’un pro-
cessus délétere pour la cellule induit
une perte de I’équilibre homéostatique
entre 1’influx et ’efflux de calcium au
niveau de la membrane cytoplasmique,
il s’en suit une élévation de la concen-
tration de calcium cytosolique qui va
se répercuter sur la concentration de
calcium mitochondrial (Hajnoczky et
al., 2006). La mitochondrie possede
des mécanismes de régulation de son
homéostasie calcique mais lorsqu’une
forte quantité de calcium est brusque-
ment accumulée dans le cytoplasme et
se transmet dans la matrice mitochon-
driale, ces mécanismes régulateurs
peuvent étre dépassés. Le calcium
peut alors interagir avec la cyclophi-
line D pour induire 1’ouverture de
pores PTP (Permeability Transition
Pore) qui traversent a la fois les mem-
branes mitochondriales interne et
externe et permettent le passage de
calcium, d’autres ions et de petites
molécules (Hajnoczky et al., 20006).
De plus, I’augmentation de la concen-
tration en calcium mitochondrial sti-
mule aussi la synthése de dérivés toxi-
ques de I’oxygeéne qui participent a
leur tour a I’ouverture des pores PTP
qui va causer la dissipation du Ay _
et la libération du calcium. Si la sur-
charge en calcium cytoplasmique per-
siste (ce qui doit étre le cas avec les
toxines RTX), le PTP reste ouvert et
permet I’accumulation de solutés dans
la matrice mitochondriale, aboutissant
a D’expansion de 1’espace matriciel
et a la rupture de la membrane mito-
chondriale externe tout en libérant le
contenu de I’espace intermembranaire
dont le cytochrome C (Hajnoczky et
al., 2006). Finalement, 1’atteinte de
la fonction mitochondriale et I’activa-
tion de mécanismes cytoplasmiques
par les facteurs mitochondriaux libé-
rés meénent a I’exécution de la cellule
par apoptose. Atapattu et ses colla-
borateurs ont d’ailleurs démontré tout
récemment que la LktA internalisée
pouvait exercer une action cytotoxique
directe sur la mitochondrie en liant
la membrane mitochondriale externe
et en provoquant 1’effondrement du
potentiel membranaire A _ et la libé-
ration du cytochrome C dans le cyto-
sol (Atapattu ef al., 2008). Ces effets
de la toxine ont ensuite été antagoni-
sés par la cyclosporine, un stabilisa-
teur 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, I’appartenance de la LktA
a la famille des toxines RTX sous-
entend qu’elle puisse induire la cyto-
lyse via la formation de pores entrai-
nant un efflux de K, un influx de
Ca?*, un gonflement osmotique col-
loidal et éventuellement la lyse cellu-
laire. 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) a 2-3 nm de diametre (Bhakdi
et al., 1986; Lalonde ef al., 1989). Le
mécanisme de formation du pore lui-
méme n’a pas encore été décrit mais
peut étre approché théoriquement
en fonction de ce qui est connu pour
d’autres toxines RTX. Ainsi, il ne
faut que quelques secondes a la LtxA
d’A. actinomycetemcomitans (en hau-
tes concentrations) pour induire une
forte conductance et des changements
morphologiques a des cellules HL-60
humaines d’origine lymphoblastique,
alors qu’aucun effet n’est observé lors-
que la LtxA est ajoutée a une bicouche
artificielle, sauf si la toxine est ajoutée
a lamonocouche lipidique avant la for-
mation de la bicouche. Ceci peut étre
expliqué par le fait que la forme hydro-
soluble de la toxine ne s’incorpore pas
spontanément dans une bicouche mais
que si elle est partiellement dénatu-
rée comme c’est le cas a I’interface
monocouche lipidique-eau, 1’insertion
a lieu et les pores sont formés. Ceci
expliquerait également la nécessité
pour ces toxines d’interagir avec un
récepteur de surface comme le LFA-1
(Lear et al., 1995 ; Lally et al., 1997 ;
Karakelian ez al., 1998). De méme,
I’¢tude du mode d’action de I’hémoly-
sine HlyA d’E. coli (Menestrina et al.,
1987 ; Menestrina, 1988 ; Benz et al.,
1989 ; Ludwig ef al., 1991) suggere
la nécessité d’un récepteur pour un
processus en deux étapes ou la liaison
a la cellule-cible nécessiterait les répé-
titions riches en glycines et ’acyla-
tion de la toxine alors que les régions
hydrophobes N-terminales permet-
traient la formation du pore (Coote,
1992). La spécificité de la cellule-
cible serait deés lors due soit a une
liaison spécifique au récepteur, soit
a la capacité de la toxine a interagir
avec la membrane ou encore aux deux
phénomenes. Enfin, il a ét¢ montré
que I’hémolysine, dans des conditions

conduisant a la cytolyse, s’insérerait
dans la membrane-cible a la fagon des
protéines intrinseques ou intégrales en
n’occupant qu’une seule monocouche.
En conséquence, I’insertion d’une ou
plusieurs molécules de toxine indui-
rait une augmentation de la pression
latérale qui a terme entrainerait une
fracture de la membrane (Soloaga et
al., 1999).

4. Perspectives

4.1. Inventaire de la variation généti-
que spontanée du CD18

Lidentification du motif précis de
liaison de la leucotoxine sur le CD18
permettrait la mise en ceuvre (i) d’un
inventaire de la variation génétique
spontanée présente dans les races
viandeuses Blanc Bleu Belge et inter-
nationales au niveau dudit motif et
(i) d’un service de génotypage avec
pour but d’éliminer certains taureaux
d’insémination artificielle et/ou de
proposer une tactique d’accouplement
préférentielle permettant de dissémi-
ner le plus rapidement possible un trait
de résistance innée a la mannheimiose
au sein des populations bovines belge
et internationale. Si a premiere vue, il
semble peu probable que la variation
intra Bos taurus soit supérieure a la
variation inter-ruminants, 1’exemple
du mouflon canadien (Bighorn sheep,
Ovis canadensis) dont les polymorpho-
nucléaires sont quatre a huit fois plus
sensibles a la leucotoxine que ceux
du mouton domestique (Ovis aries)
(Silflow et Foreyt, 1994), alors que
leurs CD18 présentent 99 % d’identité
(Liu et al., 2006), nous donne a pen-
ser que cette piste vaut néanmoins la
peine d’étre explorée.

4.2. Chimiothérapie

Cibler et inhiber 1’interaction spé-
cifique entre la leucotoxine de
Mannheimia haemolytica et la sous-
unité CD18 des ruminants constitue-
rait également une stratégie de choix
pour lutter contre la mannheimiose
sans recourir systématiquement a 1’ad-
ministration massive d’antibiotiques.
Ainsi, ’¢laboration d’un jeu de pep-
tides compétiteurs du LFA-1 pour la
fixation a la leucotoxine, c’est-a-dire
qui seraient inhibiteurs de son activité
leucotoxique in vitro et de la virulence
de M. haemolytica in vivo, permettrait
de proposer un peptide thérapeutique
injectable a substituer aux traitements
antibiotiques ne générant ni résidus
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ni antibiorésistance et fonctionnant a
la maniére d’un leurre pour la leu-
cotoxine. Nous pouvons aussi nous
inspirer des nombreuses recherches
menées sur le récepteur LFA-1, qui
de par sa contribution active aux inte-
ractions moléculaires complexes res-
ponsables de nombreuses fonctions
normales et pathologiques du systéme
immunitaire, se retrouve a 1’origine
de nombreuses maladies d’étiolo-
gies diverses (génétique, bactérienne,
virale, néoplasique, allergique et auto-
immune), avec des impacts divers
sur les santés humaine et animale
(Zecchinon et al., 2006¢c). De 1’étude
intensive de son interaction avec son
principal ligand CD54 ou ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1)
furent en effet développés, a but théra-
peutique, des anticorps, des peptides,
des peptidomimétiques et des petites
molécules inhibitrices (Zecchinon et
al., 2006b).

Bien que I’efficacité de certains anti-
corps ait été clairement démontrée,
leur utilisation ainsi que celle de
peptides en tant qu’agents thérapeu-
tiques présentent un certain nombre
de défis pharmaceutiques dus a leurs
propriétés physico-chimiques : ils sont
difficilement délivrables oralement,
sont coliteux a produire et enclins a
la dégradation physique ou chimique,
sont rapidement éliminés par voie
hépatique ou rénale, et peuvent éga-
lement générer de 1’immunogénicité
lors d’injections répétées (Anderson
et Siahaan, 2003). En élevage bovin,
une administration d’anticorps par
intraveineuse parait néanmoins tout a
fait plausible, d’autant qu’il est connu
que ceux-ci peuvent passer la barriére
alvéolo-capillaire pour se retrouver
au niveau des lobes antéro-ventraux
colonisés par M. haemolytica, mais il
faudrait, pour ce faire, plutot identifier
le motif d’interaction de la leucotoxine
et non pas celui situé sur le CD18.

Le développement de peptidomimé-
tiques, des mimes pseudopeptidiques
ou non peptidiques de peptides bio-
logiquement actifs, adaptés a 1’usage
thérapeutique (Gante, 1994), permet-
trait par ailleurs d’apporter une solu-
tion a I’identification d’un motif de
liaison non linéaire, comme 1’atteste le
développement d’inhibiteurs peptido-
mimétiques de I’interaction ICAM-1/
LFA-1, résultant du transfert d’un épi-
tope non linéaire (identifié¢ au niveau
du domaine 1 d’ICAM-1 comme étant
essentiel pour I’interaction avec LFA-
1), a une trame moléculaire non pep-
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tidique (small-molecule framework),
supposée surmonter les limitations
pharmaceutiques de peptides et en
particulier leur délivrance 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 réac-
tion mixte lymphocytaire et exhibent,
par comparaison a un anticorps anti-
LFA-1, des effets anti-inflammatoires
significatifs in vivo. La réalisation
d’études de relation structure-activité
conduisit par ailleurs au développe-
ment de deux molécules plus puissan-
tes (Burdick et al., 2003 ; Burdick et
al., 2004).

Quant aux petites molécules inhibi-
trices du LFA-1, deux classes méca-
nistiques distinctes, dénommées anta-
gonistes allostériques al et o/Bl-like,
ont récemment ét¢ développées, avec
des effets opposés sur la conforma-
tion, et donc 1’activation, de 1’inté-
grine (Shimaoka et Springer, 2004 ;
Zecchinon et al., 2006b). Il nous sem-
ble assez difficile d’obtenir, par cette
voie, des résultats spécifiques de la
mannheimiose puisqu’une action au
niveau de la conformation de I’inté-
grine aura automatiquement des réper-
cussions sur ses fonctions « physiolo-
giques ».

Des glucoconjugués solubles
arborant les glycanes que lie la
toxine sur le récepteur B,-intégrine
(N,N’-diacétylchitobiose,
N,N’,N’’triacétylchitotriose,
D-mannose, N-acétyllactosamine et
acide sialique (Morova et al., 2008))
pourraient aussi étre produits. Ces
derniéres années, les progrés qui ont
été fait dans la synthése enzymatique
in vitro des glycanes ont permis de
complexer ces oligosaccharides a la
mucine ou, en trés grand nombre, dans
des structures synthétiques appelées
glycodendroméres. Ces composés
pourraient étre administrés a 1’ani-
mal (Roy, 2003 ; Tanaka et al., 2008 ;
Varki et Sharon, 2008 ; Wang, 2008) ;
confrontés a la toxine, ils agiraient
comme des leurres inhibant sa liaison
au récepteur en écartant le développe-
ment de I’effet cytotoxique (Touaibia
et Roy, 2007), a I’image des résul-
tats obtenus par 1’équipe de Morova
et collaborateurs (Zhao et al., 2008).
De tels composés ont déja été utilisés
pour neutraliser d’autres facteurs de
virulence bactériens (Imberty et al.,
2008).

Enfin, une derniére catégorie d’agents

inhibiteurs qui pourrait étre déve-
loppée contre la toxine ou la sous-
unité CD18 sont de courtes séquences
d’acides nucléiques appelées aptame-
res. Ces molécules sont généralement
créées au terme de plusieurs cycles
de sélection réalisés in vitro (SELEX,
Systematic Evolution of Ligands by
EXponential enrichment) au sein d’un
énorme pool de séquences nucléi-
ques aléatoires mis en présence de la
cible moléculaire que 1’on cherche a
lier et inhiber (Kaur et Roy, 2008 ;
Shamah et al., 2008). Les aptameres
offrent des avantages sur les anticorps
puisque leur synthése peut se dérou-
ler entiérement in vitro, ils possédent
des propriétés de stockage intéressan-
tes et stimulent peu ou pas du tout le
systeme immunitaire (Kaur et Roy,
2008). Par ailleurs, ils ont la capacité
de lier le récepteur ou la toxine quelle
que soit la nature des sites d’interac-
tion en jeu (peptidique, saccharidique
ou lipidique). 11 est aussi possible
d’envisager d’inhiber 1’activation des
voies de signalisation intracellulai-
res par la LktA et par la son action
cytotoxique. Ainsi, des aptameéres ont
par exemple été sélectionnés contre
la queue cytoplasmique du CDI18 en
vue d’inhiber I’adhésion cellulaire a
ICAM-1 (Blind ef al., 1999 ; Famulok
etal.,2001). De méme, des aptameres
sélectionnés contre la cytohésine-1,
un facteur d’échange de nucléotide
guanine qui régulerait 1’adhésion du
LFA-1 a ICAM-1, et exprimés intra-
cellulairement, bloquent la fonction
de cette molécule, provoquent un réar-
rangement du cytosquelette d’actine et
inhibent I’activité du LFA-1 dans I’ad-
hésion leucocytaire (Famulok et al.,
2001 ; Mayer et al., 2001). Ces apta-
meres peuvent donc potentiellement
inhiber I’action de la LktA et il serait
intéressant de les faire exprimer par
les leucocytes bovins lors de la man-
nheimiose. Leur synthése pourrait
s’inspirer de la technique que Blind et
collaborateurs (1999) ont utilisé pour
les produire dans des lymphocytes T
humains : I’expression controlée de
I’aptamére par I’ARN polymérase T7
via I’infection par des poxvirus vac-
cinaux recombinants incapables de se
propager (Famulok ef al., 2001).

Bien entendu, a I’image de I'utilisation
des antibiotiques dans cette maladie,
ces médicaments devraient étre admi-
nistrés le plus rapidement possible
aprés I’infection et idéalement avant
méme que les signes cliniques n’appa-
raissent, ce qui n’est pas réalisable en



pratique. Toutefois, si ces molécules
sont administrées suffisamment tot au
cours de la maladie, elle permettraient
de limiter sérieusement le développe-
ment des Iésions et seraient donc un
complément intéressant a 1’antibiothé-
rapie et a la vaccination qui n’appor-
tent en général qu’une diminution de
la mortalité et de la morbidité lors de
I’infection de I’¢élevage. Cette vitesse
d’action impose aussi 1’utilisation d’un
médicament qui puisse étre administré
facilement et dont le principe actif
diffuse rapidement dans le systéme
circulatoire et respiratoire. Enfin,
I’utilisation de substances inhibant
I’extravasation leucocytaire n’est pas
envisageable sur de longues périodes
ou lors d’une infection concomitante
avec un autre agent pathogéne. Leur
administration devrait étre ponctuelle
car le gain qu’elles apportent dans la
mannheimiose pourrait étre contreba-
lancé par le fait qu’elles affaiblissent
le systéme immunitaire et sensibilisent
donc I’animal aux autres infections.
Par ailleurs, en comparaison des mam-
miferes, le pouvoir évolutif généra-
tionnel des bactéries (vitesse de pro-
duction des générations, transfert et
plasticité génétique...) est trés impor-
tant. Ainsi, I’utilisation intensive des
antibiotiques dans des conditions de
pression d’infection élevée, sans pra-
tiques prophylactiques adéquates, a
abouti a I’apparition d’antibiorésis-
tances bactériennes. De la méme
fagon, les propositions thérapeutiques
qui sont faites ici peuvent ne pas étre
infaillibles et, si elles ne sont pas inté-
grées dans un programme prophylacti-
que drastique, risquent d’étre tres vite
dépassées par la capacité d’adaptation
des bactéries.

4.3. Transgeneése

Dans le cas ou I’inventaire de la varia-
tion génétique spontanée présente dans
les races viandeuses Blanc Bleu Belge
et internationales au niveau du motif
précis de liaison de la leucotoxine
sur le CD18 ne donne aucun résultat
concluant, il serait possible d’envisa-
ger d’engager un processus d’ingé-
nierie génétique visant a corriger par
transgenese la séquence responsable
de la sensibilité des ruminants a la leu-
cotoxine de Mannheimia haemolytica.

En effet, la transgenése animale est
une technologie qui permet le trans-
fert stable d’une information généti-
que connue dans un génome donné de
manicre plus précise que la sélection

conventionnelle. Depuis ses débuts
en 1980, elle ne fait que prendre de
I’importance, grace notamment aux
récentes avancées techniques et aux
découvertes de geénes d’intérét facili-
tées par le séquencage des génomes
des animaux d’¢levage. De plus, la
taille de I’ADN étranger n’est plus
un probléme puisqu’il est maintenant
possible d’insérer des vecteurs micro-
chromosomiques stables porteurs de
millions de paires de bases d’ADN,
contenant un centromere, deux télo-
meres et des origines de réplications
(Kuroiwa et al., 2002). Ses applica-
tions peuvent étre divisées en trois
grandes catégories : (i) I’obtention
d’informations sur la fonction et
la régulation des genes, que ce soit
dans un contexte normal ou patho-
logique, (ii) 1’obtention de produits
de haute valeur destinés a la thérapie
humaine comme des protéines recom-
binantes a vocation pharmaceutique
et des xéno-organes pour humains et
(ii1) I’amélioration des produits ani-
maux de consommation (Houdebine,
2005), tels ces poissons transgéniques
de diverses espéces (saumon, truite,
tilapia, carpe...) qui contiennent plu-
sieurs copies du géne de la somato-
tropine et qui présentent donc une
croissance plus rapide (Muir, 2004).
Les Nations-Unies recommandent
méme I’implémentation de I’approche
transgénique pour améliorer la santé
des pays en voie de développement,
bien que cette exhortation ne concerne
principalement pour I’instant que les
cultures (Acharya et al., 2003).

La lutte contre les pathologies ani-
males apparait également comme un
secteur prioritaire puisque la sélection
d’animaux transgéniques plus résis-
tants pourrait théoriquement permettre
(i) de réduire I’'usage de médicaments
dont les antibiotiques, (ii) d’accroitre
le bien-étre animal, (iii) de faciliter le
travail de I’¢éleveur, (iv) de diminuer les
colits via I’amélioration du rendement
en ¢élevage et (v) d’amoindrir la fré-
quence de transmission des maladies
de I’animal a I’'Homme (Houdebine,
2005). Ainsi, par exemple, (i) des
bovins chez qui les génes PrP ont été
inactivés par recombinaison homolo-
gue (Kuroiwa ef al., 2004) sont résis-
tants a la propagation du prion in vitro,
tout en étant a 20 mois, normaux des
points de vue clinique, physiologique,
histopathologique, immunologique et
reproductif (Richt ef al., 2007) et (ii)
divers animaux secréetent dans leur lait
des molécules exhibant des proprié-

tés antibactériennes (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), supposées protéger a la
fois les consommateurs et les glan-
des mammaires contre les infections
(Soler et al., 2006).

Du point de vue pratique, la transge-
nese doit cependant faire face a dif-
férents défis : la sélection du gene a
ajouter, substituer ou neutraliser, la
construction de vecteurs permettant
une expression fiable du transgene, le
transfert et ’intégration de celui-ci et
enfin, I’interprétation des données. Par
ailleurs, le transfert de génes reste peu
efficace dans certaines espéces et peut
induire des effets secondaires imprévi-
sibles dus a I’interférence du transgeéne
avec le génome de I’hote au niveau du
site d’insertion ou par 1’interaction de
I’ARN ou de la protéine correspon-
dante avec les mécanismes cellulaires
(Houdebine, 2005 ; Houdebine, 2007).
De plus, au-dela des problemes éthi-
ques posés (notamment la manipula-
tion des embryons), si la reproduction
par clonage supprime certains des pro-
blémes qui accompagnent la reproduc-
tion sexuée (notamment en terme de
sélection d’animaux « naturellement »
plus résistants a certaines pathologies),
elle en engendre d’autres (Houdebine,
2005 ; Houdebine et Renard, 2005 ;
Houdebine, 2007 ; Robl et al., 2007) :
(1) le patrimoine génétique des cellules
donneuses de noyau n’est pas stricte-
ment connu, (ii) le statut génétique des
clones ne I’est pas d’avantage, (iii) la
reprogrammation du génome des cel-
lules donneuses de noyau par le cyto-
plasme de ’ovocyte est fréquemment
incompléte, (iv) les animaux obtenus
par clonage, bien qu’essentiellement
génétiquement identiques a leurs géni-
teurs, sont souvent épigénétiquement
modifiés sans que ’on puisse en pré-
voir les effets, (v) le clonage peut étre,
si ’on n’y prend garde, réducteur de
biodiversité et accentuer les effets
indésirables de la sélection moderne
qui repose sur un nombre de plus en
plus restreint de géniteurs, (vi) 1’in-
troduction d’un gene dans un génome
animal peut réactiver un transposon ou
un génome rétroviral intégré et induire
ainsi une multiplication du transposon
ou la production de particules virales
infecticuses potentiellement pathoge-
nes et (vii) les effets directs et indi-
rects des transgénes ne peuvent étre
tous prévisibles (ce qui quelque part
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fait leur charme pour les généticiens)
et il n’est pas exclu que les animaux
transgéniques deviennent plus sensi-
bles a certaines maladies, le systeéme
immunitaire des clones étant souvent
imparfaitement fonctionnel (Ellis,
2004). Par contre, certaines anoma-
lies observées peuvent étre abolies par
la reproduction sexuée, celle-ci étant
capable d’éliminer les gametes anor-
maux et de parfaire la reprogramma-
tion des génomes. Ainsi, les télome-
res anormalement courts chez certains
clones retrouvent une longueur nor-
male chez tous les descendants (Shiels
et Jardine, 2003).

Des mesures de confinement spéci-
fiques sont aussi nécessaires pour
permettre 1’élevage de ces animaux
dans des conditions de sécurité ¢levée
et éviter tout risque de dissémination
involontaire dans la chaine alimentaire
humaine, 1’alimentation du bétail ou
I’environnement, méme si la trans-
missibilité a ’Homme de certaines
toxines ou la dissémination incontrd-
lée du transgene semblent moins pro-
bables que ce qui est observé chez
les végétaux (Houdebine et Renard,
2005). Par ailleurs, le colt des ani-
maux transgéniques de rente reste
¢élevé, principalement du fait que la
dissémination des traits d’intérét porté
par un transgéne n’est pas aussi sim-
ple et rapide que pour les plantes et
que les transgenes doivent étre source
d’un trés haut profit potentiel pour
étre utilisables. Quoi qu’il en soit,
des tests permettent d’évaluer la toxi-
cité, I’allergénicité et I’infectiosité des
animaux obtenus par clonage ou trans-
genese (risques auxquels n’échap-
pent d’ailleurs pas les animaux issus
de la sélection classique) et, jusqu’a
ce jour, la littérature scientifique ne
relate aucun effet négatif, que ce soit
en termes de composition globale du
lait ou de la viande, de digestibilité, de
toxicité et d’alimentarité, d’allergéni-
cité, de mutagénicité ou de présence
de particules rétrovirales (Houdebine
et Renard, 2005).

5. CONCLUSION

Les caracteres de résistance innée aux
maladies ont été, depuis des millénaires,
largement disséminés dans les popula-
tions animales grace a la sélection natu-
relle, ne favorisant la survie que d’indi-
vidus résistants a telle ou telle maladie.
La domestication a, quant a elle, fait
intervenir un élément neuf, a savoir la
sélection artificielle de caractéres rela-
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tifs aux productions. Concomitamment,
les conditions d’élevage ont évolué vers
un systéme concentrationnaire ou 1’ex-
tréme densité des populations animales a
fourni aux agents pathogénes une niche
infiniment plus propice a la contagion.
Le résultat est que les populations ani-
males n’ont jamais ét¢ soumises a des
pressions d’infection plus intenses que
celles qui prévalent aujourd’hui, tout en
comptant progressivement moins d’indi-
vidus résistants, a mesure que la pression
de sélection s’exerce unilatéralement
en faveur des productions. Une des
conséquences en est le recours a 1’admi-
nistration massive d’antibiotiques, avec
les répercussions que 1’on connait sur
I’émergence de souches multi résistan-
tes (Ferber, 2000 ; Angulo ef al., 2004 ;
Molbak, 2004). Identifier des criteres
permettant de restaurer une pression de
sélection favorable a la dissémination
la plus large possible de traits de résis-
tance aux maladies va donc dans le sens
d’un renforcement de 1’autonomie et du
profit des ¢éleveurs, rendus moins dépen-
dants des substances médicamenteuses,
des retards de croissance et des saisies
a I’abattage mais rencontre également
le souci du consommateur de dispo-
ser d’une alimentation pécuniairement
abordable, saine et sans résidus.

De ce qui précede, il ressort qu’une des
priorités de la recherche dans une disci-
pline comme la pathologie vétérinaire
est I’étude des maladies qui touchent les
animaux de rente, comme les pneumo-
nies bactériennes a Mannheimia hae-
molytica qui constituent un probléme
majeur dans 1’¢élevage et I’engraisse-
ment des bovins, avec des répercussions
trés élevées en termes de morbidité et de
mortalité. Parmi les différents facteurs
de virulence produits par la bactérie,
la leucotoxine joue un role de tout pre-
mier plan puisqu’elle est responsable
de la spécificité d’espéces qu’exhibe
M. haemolytica envers les ruminants en
provoquant la lyse de leurs leucocytes et
ce, via une interaction spécifique avec la
sous-unit¢ CD18 de leurs B,-intégrines
(Ambagala et al., 1999 ; Liet 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). Lidentification
du ou des motif(s) moléculaire(s) du
CD18 qui confere(nt) aux ruminants une
sensibilité spécifique a la leucotoxine
pourrait étre valorisée de multiples
fagons : sélection assistée par marqueurs
au sein de la population bovine mondiale
apres inventaire de la variation généti-
que spontanée au niveau dudit motif,

développement de molécules a usage
thérapeutique (anticorps, peptides, pep-
tidomimétiques, inhibiteurs allostéri-
ques, glucoconjugués, aptameres...) ou
encore mise en place d’une stratégie de
transgenese.

En conclusion, la mise en évidence de
ce(s) motif(s) représente donc le chal-
lenge majeur de cette recherche, d’autant
plus que les récentes avancées sem-
blaient jusqu’il y a peu se contredire.
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Mannheimiosis: from a (mole-
cular) 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
factorsincriminated, Mannheimia
haemolytica plays a great role as
a complicating agent.

One of its features is the fact
that it does not lead to broncho-
alveolar 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 specifi-
city is due to the tight interaction
between leukotoxin, the major
bacterial virulence factor, and the
CD18 subunit of the leukocytic
surface receptors Po-integrins.

The review describes the conse-
quences of this binding at the
macroscopic and microscopic
levels and starts up a few the-
rapeutic perspectives based on
recent research findings.
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