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RÉSUMÉ 

Les ruminants en général, les bovins élevés en conditions intensives en particulier, sont 

enclins aux pneumonies bactériennes. De la revue de littérature qui débute la thèse, il ressort que 

Mannheimia haemolytica est indubitablement le microbe le plus fréquemment isolé et celui dont la 

virulence pour le système respiratoire des bovins est la plus manifeste. En parcourant la littérature 

vétérinaire, il apparaît aussi que la plupart des auteurs considèrent que M. haemolytica n’est 

étroitement associée à une maladie que chez les ruminants. En outre, au moment de débuter cette 

thèse, on savait (i) que la maladie expérimentale induite par M. haemolytica est moins grave chez des 

animaux déplétés de leurs PMNs, (ii) que le facteur de virulence principal de M. haemolytica est sa 

leucotoxine (LKT), (iii) que cette LKT cause la nécrose des leucocytes des ruminants in vitro mais pas 

celle des leucocytes des autres espèces et (iv) que des anticorps monoclonaux dressés contre la 

β2-intégrine LFA-1 protègent les leucocytes des ruminants contre la nécrose induite par la LKT. Le 

modèle en vogue quand nous avons débuté les recherches présentées ici (2002) stipulait que la LKT de 

M. haemolytica est un ligand spécifiquement dressé contre la β2-intégrine LFA-1 exprimée à la surface 

des leucocytes des ruminants et que la liaison déclenche une cascade d’événements menant à la 

nécrose des leucocytes concernés, ce qui, in vivo, libère un cocktail de molécules qui sont responsables 

de l’exacerbation des lésions pulmonaires chez les ruminants. 

L’objectif de la thèse était de mieux comprendre la nature de l’interaction entre la LKT et la 

β2-intégrine LFA-1 et, si possible, d’identifier la plateforme de liaison de la LKT sur l’une des deux 

sous-unités constitutives du LFA-1 (les glycoprotéines CD11a et CD18). Dès le début, l’angle 

d’attaque choisi fut de confronter les β2-intégrines LFA-1 de différentes espèces puisque, selon la 

littérature disponible, seuls les LFA-1 des ruminants semblaient pouvoir fonctionner comme 

récepteurs de la LKT. 

Nous avons d’abord voulu identifier celle des deux sous-unités constitutives de la β2-intégrine 

LFA-1 qui fonctionne comme récepteur effectif. Dans ce but, nous souhaitions (i) exprimer des 

hétérodimères bispécifiques (CD11a de ruminant/CD18 de non-ruminant et inversement) à la surface 

de cellules dépourvues de β2-intégrines (K562) et (ii) mesurer si nous conférions ou non une 

sensibilité à la LKT en exprimant tel ou tel hétérodimère CD11a/CD18 bispécifique. Comme les 

séquences des gènes encodant les CD11a des ruminants n’étaient pas disponibles et que nous devions 

en disposer pour générer notre propre jeu de plasmides d’expression capables d’encoder les CD11a 

des ruminants, nous nous sommes lancés dans le séquençage des séquences codantes des bovins, ovins 

et caprins par RACE-PCR, ce qui a donné lieu à trois premières publications. Nous nous sommes 

attelés à un travail similaire pour les CD18 ovin et caprins, la séquence bovine ayant déjà été rendue 

publique à la faveur des travaux antérieurs menés pour identifier la mutation causale du syndrome 

BLAD. Notre jeu de plasmides d’expression nous a ensuite permis d’exclure l’intervention de la 

sous-unité CD11a. 
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Nous avons ensuite voulu contribuer à l’identification du module interne aux CD18 des 

ruminants spécifiquement ciblé par la LKT. Nous avons d’abord choisi de tester l’hypothèse « du 

résidu causal unique ». Pour ce faire et dans la foulée de notre angle d’attaque initial, nous avons 

inventorié, au sein de la portion extracellulaire du CD18, les résidus simultanément (i) conservés chez 

les ruminants et (ii) systématiquement différents chez les non-ruminants. Ce faisant, nous avons 

élaboré une liste de 17 résidus typiquement « ruminants ». Ensuite, nous avons généré un jeu de 

17 plasmides d’expression encodant chacun un CD18 bovin artificiel dans lequel l’un des 17 résidus 

« ruminant » était substitué par le résidu « non-ruminant » correspondant. Ensuite, nous avons 

cotransfecté un plasmide encodant le CD11a bovin et l’un des plasmides du jeu de 17 précité en 

cellules LKT-résistante K562, nous avons confirmé l’expression membranaire des 17 hétérodimères 

CD11a/CD18 correspondants et nous avons montré que tous conféraient une sensibilité à la LKT. 

Nous avons donc réfuté formellement l’hypothèse « du résidu causal unique ». 

Nous avons alors entrepris de construire trois jeux de cinq plasmides d’expression encodant 

des CD18 bovins partiellement substitués, et ce, en tenant compte des données de la littérature, qui 

suggéraient l’intervention soit du peptide signal, soit du module EGF-3. 

Globalement, nous en avons conclu que c’est la nature du module EGF-3 qui impose à un 

CD18 quelconque la faculté de déclencher ou non un processus de nécrose en présence de LKT. En ce 

sens, nous avons répertorié des modules EGF-3 « résistants » (homme, souris et alpaga), semi-

résistants (porc et dauphin) et sensibles (ruminants). De plus, associé à un module EGF-3 LKT-

sensible, la nature du peptide signal altère l’intensité de la LKT-sensibilité, mais sans être capable de 

l’abolir. 
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SUMMARY  

Domesticated bovines are known since decades to be prone to bacterial pneumonias. Among 

the causative agents, a consensus emerged stating that Mannheimia haemolytica is the most frequent 

bacterium isolated from bovine lungs throughout the world. Moreover, it appeared that its virulence 

specifically targets ruminant lungs in vivo and ruminant leucocytes in vitro. When the thesis was 

started, the two main actors underlying this species-specific virulence were known: the leukotoxin 

(LKT) on the pathogen side and the β2-integrin LFA-1 on the host side. The objective of the thesis was 

to contribute to the understanding of the LKT/LFA-1 interaction at the molecular level. Using a 

between-species perspective, we showed that (i) the CD11a subunit of the LFA-1 heterodimer was not 

involved in the LKT-specificity for ruminant LFA-1, (ii) the EGF-3 module within the CD18 controls 

the susceptibility of any given CD18 to LKT and (iii) a non cleavable signal peptide conjugated to a 

LKT-susceptible EGF-3-containing CD18 exacerbates LKT pronecrotic effects. 
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POSITION DE LA QUESTION  

Les ruminants en général, les bovins élevés en conditions intensives en particulier, sont 

enclins aux maladies respiratoires. Elles engendrent l’administration à grande échelle de substances 

médicamenteuses en élevage bovin posant non seulement le délicat problème de leur rémanence ou de 

la présence de leurs résidus dans les produits de consommation mais également celui de l’impact des 

antibiotiques, clairement établi, sur l’émergence de maladies dues à la prépondérance de souches 

multirésistantes. Cette situation est particulièrement préoccupante dans notre pays puisque des études 

démontrent que la Belgique fait partie des six pays européens qui consomment le plus d’antibiotiques. 

Parmi les maladies respiratoires, ce sont les pneumonies qui exercent, de loin, l’impact le plus 

flagrant : quelles que soient les conditions, elles sont responsables d’environ 75% des maladies 

diagnostiquées. Sur le plan de la morbidité, les taux moyens varient entre 15 et 45% (Kelly, 1986) et 

sur celui de la létalité, les pneumonies sont directement incriminées dans 45 à 55% des cas de maladie 

respiratoire. D’un autre côté, la mise en œuvre des traitements médicamenteux censés guérir les 

maladies respiratoires génère approximativement 8% des coûts de production totaux, sans tenir 

compte des pertes encourues du fait de performances zootechniques (gain quotidien moyen, indice de 

consommation et production laitière) moindres. 

Comme responsables de ces pneumonies bactériennes, la littérature scientifique vétérinaire 

incrimine Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Arcanobacterium pyogenes, Mycoplasma 

bovis, Mycoplasma dispar, Streptococcus spp. et Staphylococcus spp. De la revue de littérature qui 

débute la thèse, il ressort que M. haemolytica est indubitablement le microbe le plus fréquemment 

isolé et celui dont la virulence pour le système respiratoire des bovins est la plus manifeste. En 

parcourant la littérature vétérinaire, il apparaît aussi que la plupart des auteurs considèrent que 

M. haemolytica n’est étroitement associée à une maladie que chez les ruminants. En outre, au moment 

de débuter cette thèse, on savait (i) que la maladie expérimentale induite par M. haemolytica est moins 

grave chez des animaux déplétés de leurs PMN, (ii) que le facteur de virulence principal de 

M. haemolytica est sa leucotoxine (LKT), (iii) que cette LKT cause la nécrose des leucocytes des 

ruminants in vitro mais pas celle des leucocytes des autres espèces et (iv) que des anticorps 

monoclonaux dressés contre la β2-intégrine LFA-1 protègent les leucocytes des ruminants contre la 

nécrose induite par la LKT. Le modèle en vogue quand nous avons débuté les recherches présentées 

ici (2002) stipulait que la LKT de M. haemolytica est un ligand spécifiquement dressé contre la 

β2-intégrine LFA-1 exprimée à la surface des leucocytes des ruminants et que la liaison déclenche une 

cascade d’événement menant à la nécrose des leucocytes concernés, ce qui, in vivo, libère un cocktail 

de molécules qui sont responsables de l’exacerbation des lésions pulmonaires chez les ruminants. 
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OBJECTIFS 

L’objectif global de la thèse était de contribuer à identifier le support matériel de la spécificité 

de la virulence de la leucotoxine (LKT) de Mannheimia haemolytica envers les leucocytes des 

ruminants. Cet objectif global a été scindé en une série d’objectifs intermédiaires. D’abord, il a fallu 

agréger les ressources théoriques et matérielles pour se donner les moyens d’identifier celle des deux 

sous-unités constitutives de l’hétérodimère LFA-1 qui était enrôlée dans une interaction moléculaire 

décisive avec la LKT. Ensuite, la sous-unité CD18 ayant été identifiée, le second objectif 

intermédiaire a consisté à générer un jeu de CD18 chimériques en s‘inspirant des CD18 d’autres 

espèces, réputées « sensibles » ou « résistantes » à la LKT, dans le but d’identifier le ou les domaines 

ultimes qui sont nécessaires et suffisants pour conférer une sensibilité ou, inversement, conférer une 

résistance à l’action pronécrotique de la LKT. 
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1. Les pneumonies des bovins domestiques 

1.1. Impact économique 

Si l’Homme a rapidement compris qu’il était plus rentable pour lui de se livrer à des activités 

d’élevage plutôt 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 profit, n’était pas chose aisée. 

L’abattage sanitaire, la quarantaine, la restriction des importations, la vaccination et les traitements 

médicamenteux ont donc depuis toujours œuvré en vue, sinon d’une éradication, au moins d’un 

contrôle des maladies rencontrées. Dans le même ordre d’idées, l’administration, à grande échelle, de 

substances antibiotiques permet de lutter contre les agents pathogènes qui trouvent dans les conditions 

d’élevage concentrationnaires une niche de choix extrêmement propice à 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 appliquée par 

l’Homme envers les animaux d’élevage s’exerce unilatéralement en faveur des critères relatifs aux 

productions alors que les bovins n’ont jamais été soumis à des pressions d’infection plus agressives 

qu’aujourd’hui. Ensuite, il est maintenant unanimement reconnu que l’administration à grande échelle 

de substances médicamenteuses en élevage bovin pose non seulement le délicat problème de leur 

rémanence ou de celle de leurs résidus dans les produits de consommation mais également celui de 

l’impact des antibiotiques, clairement établi, sur l’émergence de maladies dues à la prépondérance de 

souches multirésistantes (Ferber, 2000; Angulo et al., 2004; Molbak, 2004). Cette situation est 

particulièrement préoccupante dans notre pays puisque des études démontrent que la Belgique fait 

partie des six pays européens qui consomment le plus d’antibiotiques (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 connaissance des maladies prédominantes et, d’autre part, vers la sélection d’animaux plus 

résistants à celles-ci. Du point de vue sociétal, l’intérêt est multiple puisque se donner les moyens de 

renoncer à injecter systématiquement des antibiotiques, des anti-inflammatoires et des 

bronchodilatateurs dès 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 multirésistantes pathogènes (notamment 

pour l’Homme), (ii) d’une plus-value de la qualité de la viande en termes de contenu en résidus et (iii) 

d’une amélioration du bien-être et de la santé des animaux (iv) sans aucun impact négatif sur la 

rentabilité des exploitations, ni sur le prix de la viande à l’étal. 

Diminuer l’importance des maladies bovines est donc devenu une priorité absolue, puisque 

l’on sait que ce sont les coûts liés aux maladies qui ont l’impact le plus important sur la rentabilité des 

fermes et ce, indépendamment du cours du marché (Gardner et al., 1996). Ces coûts sont, sans la 

moindre équivoque, surtout causés par les maladies respiratoires dont l’incidence chez les veaux est de 

25% durant la première année. Les mâles sont plus touchés que les femelles, à la fois durant les 
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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, l’impact le plus 

flagrant : quelles 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 létalité, les pneumonies sont 

directement incriminées dans 45 à 55% des cas de maladie respiratoire (Perino, 1992; Vogel et Parrott, 

1994; Edwards, 1996). D’un autre côté, la mise en œuvre des traitements médicamenteux censés 

guérir les maladies respiratoires génère approximativement 8% des coûts 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 laitière) 

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 à celles des autres bovins 

(Lekeux et al., 1994). Ces déficits tant anatomiques que fonctionnels en font des animaux moins 

résistants en cas de maladie respiratoire avec une morbidité associée de 36% (Bureau et al., 2001). De 

plus, la même enquête démontre que le taux de mortalité associé aux maladies respiratoires pendant la 

première année de vie vaut 2,1% en spéculation Blanc Bleu Belge alors qu’il n’est que de 1,4% dans 

les autres races (Muggli-Cockett et al., 1992; Bureau et al., 2001). 

 

1.2. Présentation clinique 

Les pneumonies se manifestent de multiples façons chez les bovins, en fonction de l’âge de 

l’animal, de l’agent pathogène et du stade de la maladie. Parmi les premiers signes cliniques, on 

retrouve notamment la fièvre, ce qui correspond pour les bovins à une température supérieure à 40°C 

(température normale : 38,0°C à 39,3°C). Les animaux malades peuvent être atteints de dépression : 

ils baissent la tête, ont un regard abattu et restent à l’écart des autres bovins. Ces deux premiers 

symptômes peuvent engendrer une diminution de l’appétit, ce qui se traduit par un flanc creusé en 

raison d’un déficit de fibres dans le tube digestif. On retrouve également des sécrétions séreuses, 

d’abord nasales, puis oculaires. Cet écoulement nasal peut devenir purulent selon l’état d’avancement 

de la maladie, voire peut être souillé de sang s’il y a irritation sévère des voies respiratoires. Les 

animaux malades peuvent avoir une démarche raide due à des douleurs musculaires et articulaires 

provoquées par une charge d’endotoxines accrue. Ils salivent et bâillent plus que d’habitude. Parce que 

l’animal ne se sent pas bien, il aura tendance à moins se lécher les poils et le museau. Ce phénomène, 

associé à une légère déshydratation, provoque un assèchement du pourtour de la bouche, ce qui 

conduit à un museau croûteux. La respiration devient rapide et superficielle. Une légère toux apparaît 

également. 
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1.3. Prophylaxie et traitement 

Les principaux agents biologiques responsables des pneumonies des bovins incluent (i) le 

nématode Dictyocaulus viviparus, (ii) les virus BHV-1 (bovine herpesvirus-1), BRSV (bovine 

respiratory syncytial virus), BPI-3 (bovine parainfluenza-3), BVD-MD (bovine viral diarrhoea-

mucosal disease), adénovirus et coronavirus et (iii) les bactéries Mannheimia haemolytica, Pasteurella 

multocida, Mycoplasma bovis, Histophilus somni, Arcanobacterium pyogenes, Mycoplasma dispar, 

Streptococcus spp. et Staphylococcus spp. (Dungworth, 1992; Lopez, 2001). Ces auteurs s’accordent 

cependant pour dire que, quelle que soit la cause initiale de l’atteinte pulmonaire (environnementale, 

virale, bactérienne ou parasitaire), c’est M. haemolytica que l’on retrouve le plus systématiquement 

comme agent compliquant. Tout se passe comme si les facteurs environnementaux et les agents 

microbiens faisaient le « lit » de M. haemolytica dans les poumons, cette dernière faisant à son tour le 

« lit » d’autres bactéries au premier rang desquelles on retrouve P. multocida et A. pyogenes. 

L’utilisation d’antibiotiques à grande échelle en prophylaxie, métaphylaxie ou stimulation de 

croissance a favorisé l’émergence de souches de M. haemolytica résistantes à une large gamme 

d’antimicrobiens comme les bêta-lactames, les tétracyclines, les sulfonamides et les aminoglycosides 

(Watts et al., 1994; Martel et al., 1995; Hormansdorfer et Bauer, 1996; Caprioli et al., 2000; 

Kehrenberg et al., 2001). La plupart des gènes de résistance, dont certains ont pu être clonés et 

séquencés (Highlander, 2001), sont associés à des éléments génétiques mobiles et peuvent donc être 

aisément échangés entre bactéries (Kehrenberg et al., 2001). 

En résumé, diminuer l’impact de la mannheimiose tout en réduisant l’administration massive 

d’antibiotiques est une priorité tant du point de vue économique que de ceux de la santé publique et du 

bien-être animal. 
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2. La mannheimiose 

2.1. Mannheimia haemolytica 

Mannheimia haemolytica est un coccobacille à gram négatif, faiblement hémolytique, dont la 

filiation taxonomique complète est la suivante : super-royaume des Bacteria ; phylum des 

Proteobacteria ; classe des Gamma-Proteobacteria ; ordre des Pasteurellales ; famille des 

Pasteurellaceae ; genre Mannheimia (NCBI taxonomy browser, sans date). Depuis sa découverte en 

1885 par Théodore Kitt, elle changea plusieurs fois « d’identité » : baptisée Bacterium bipolare 

multocidum (Kitt, 1885), on la connut ensuite un certain temps sous le nom de Pasteurella boviseptica 

(Jones, 1921) avant d’être renommée Pasteurella haemolytica en 1932 (Newson, 1932) et classifiée en 

deux biotypes, A et T, sur base de leur capacité à fermenter respectivement l’arabinose ou le 

thréhalose (Smith, 1961). Treize sérotypes A et quatre sérotypes T furent identifiés (Younan et Fodor, 

1995), ces derniers étant reclassifiés d’abord en tant que Pasteurella threhalosi en 1990 (Bingham et 

al., 1990; Sneath et Stevens, 1990) et ensuite, plus récemment, en tant que Bibersteinia threhalosi 

(Blackall et al., 2007). En 1999, des études basées sur des hybridations ADN-ADN et du séquençage 

de l’ARN 16S ont conduit à renommer les sérotypes A1, A2, A5-A9, A12-A14, A16 et A17, basés sur 

les différences phénotypiques des polysaccharides capsulaires, en tant que Mannheimia haemolytica 

(en hommage au biologiste allemand Walter Mannheim dont les recherches ont significativement 

contribué à la connaissance de la taxonomie de la famille des Pasteurellaceae) alors que le dernier 

sérotype, A11, devenait Mannheimia glucosida (Younan et Fodor, 1995; Angen et al., 1999). 

 Des douzes sérotypes décrits, A1 et A2 prévalent de par le monde. A1 est connu comme 

l’agent causal majeur de la mannheimiose bovine, aussi connue sous le nom de pasteurellose ou fièvre 

des transports (shipping fever), même si d’autres sérotypes comme A6, A7, A9, A11 et A12 peuvent 

aussi être isolés (Quirie et al., 1986). A1 et A2 sont tous deux capables de coloniser le tractus 

respiratoire supérieur des bêtes bovine et ovine mais sont souvent spécifiques. Ainsi, les bovins sains 

sont fréquemment porteurs du sérotype A2 dans leur tractus respiratoire supérieur mais sous l’effet 

d’un stress ou d’une coinfection, A1 remplace rapidement A2 en tant que sérotype principal (Frank et 

Smith, 1983), probablement suite à un transfert horizontal à partir d’animaux infectés (Highlander, 

2001). La prévalence du sérotype A6 serait croissante 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, exception faite de la nature de leur capsules, les sérotypes A1 et 

A6 étaient extrêmement similaires (Davies et Donachie, 1996; Morton et al., 1996). 

La pathogénie des pneumonies à M. haemolytica fait intervenir différents paramètres comme 

des virus (bovine parainfluenza virus 3, bovine herpes virus 1 et bovine respiratory syncytial virus), 

des bactéries (Pasteurella multocida, Mycoplasma bovis et Arcanobacterium pyogenes), 

l’environnement (charge élevée en poussières, changements d'alimentation, températures 
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excessives,…), l’administration de glucocorticoïdes, le creux immunitaire ou encore le stress associé 

au sevrage, à l’écornage ou au transport, qui prédisposent l’animal (Yates, 1982; Dungworth, 1992; 

Lopez, 2001). Ces différents facteurs semblent altérer l’épithélium du tractus respiratoire supérieur de 

manière à permettre à la bactérie de le coloniser et de migrer du nasopharynx aux poumons où elle 

cause une pneumonie bronchoalvéolaire qui s’accompagne d’une morbidité et d’une mortalité élevées 

(Jensen et al., 1976; Vogel et Parrott, 1994; Edwards, 1996). 

 

2.2. Facteurs de virulence 

Plusieurs facteurs de virulence sont décrits. Ils incluent les adhésines qui sont impliquées dans 

la colonisation initiale et l’établissement dans le nasopharynx par adhérence à la surface épithéliale 

(Clarke et al., 2001). Cette liaison permet de résister aux flux d’air, aux mécanismes immunitaires 

innés et adaptatifs et à la clearance mucociliaire. La capsule intervient dans l’invasion des poumons en 

permettant l’adhérence à l’épithélium respiratoire (Morck et al., 1988). M. haemolytica possède de 

nombreuses protéines de la membrane externe (OMP, outer membrane protein) (Pandher et al., 1999). 

Certaines sont régulées par le fer et sont physiologiquement et pathologiquement importantes car elles 

jouent un rôle dans le principal mécanisme d’absorption de cet élément (Ogunnariwo et al., 1997). De 

plus, elles sont des agents chimiotactiques pour les neutrophiles et inhibent leurs mécanismes de 

phagocytose (Iovane et al., 1998). Parmi ces OMP, l’OmpA, protéine hautement conservée, permet la 

liaison aux récepteurs des cellules-hôtes du tractus respiratoire supérieur (Davies et Lee, 2004; Kisiela 

et Czuprynski, 2009). Beaucoup de protéases sont associées à M. haemolytica. Une glycoprotéase 

permet la lyse des IgG1, premier anticorps du tractus respiratoire inférieur (Lee et Shewen, 1996). Par 

ailleurs, une neuraminidase clive les acides sialiques des glycoconjugués, ce qui réduit la viscosité du 

mucus et permet une interaction plus intime de la bactérie avec la surface des cellules épithéliales 

(Krivan et al., 1988). Le lipopolysaccharide (LPS) contribue aux lésions pulmonaires par une variété 

de mécanismes complexes incluant la stimulation des leucocytes à produire des cytokines 

proinflammatoires, l’activation des cascades du complément et de la coagulation et la cytolyse 

(Lafleur et al., 2001; Malazdrewich et al., 2001; McClenahan et al., 2008). La leucotoxine (LKT) 

constitue le facteur de virulence majeur. Elle sera examinée séparément (cf. paragraphe 3). 
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2.3. Lésions macro- et microscopiques 

Macroscopiquement, ce type de pneumonie est caractérisé par une consolidation avec 

hépatisations rouge et grise des parties antéro-ventrales des poumons, parfois accompagnées de zones 

de pleurésie fibrineuse (figure 1) (Zecchinon et al., 2005). 

 

 

Figure 1: Pneumonie antéro-ventrale hémorrhagique et nécrosante avec pleurésie aiguë fibrineuse 
viscérale où Mannheimia haemolytica a pu être mise en évidence. Larges plages de nécrose observées sur un 
lobe diaphragmatique gauche coupé transversalement dans son tiers proximal. 
 

Microscopiquement, de larges zones de nécrose, ceinturées par des amas de neutrophiles 

dégénérescents (ou pyocytes) en quantités très importantes, constituent la signature de M. haemolytica 

(figure 2). L’ampleur de cette nécrose est en fait concomitante à la cytolyse d’un nombre 

anormalement élevé de neutrophiles et de macrophages qui, via le déversement d’une multitude de 

composés toxiques (enzymes, histamine, prostaglandines,…) in situ, aggravent les lésions pulmonaires 

(Yates, 1982; Slocombe et al., 1985; Dungworth, 1992; Lopez, 2001; Zecchinon et al., 2005). 

 

Figure 2 : Altérations histologiques pulmonaires typiques d’une infection à Mannheimia haemolytica 
(hématoxyline-éosine). On constate une infiltration massive dans les alvéoles de leucocytes (A, grossissement 
200x), s’avérant être des polymorphonucléaires neutrophiles (B, grossissement 400x) qui vont rapidement se 
nécroser en masse (C, grossissement 200x) pour former un foyer purulent. 
 

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 suggère l’existence d’une virulence qui 

s’exprime spécifiquement envers ces derniers. 

 

A B C 



PREMIÈRE PARTIE  : DONNÉES DE LA LITTÉRATURE  

13 

3. La leucotoxine de M. haemolytica 

3.1. Organisation structurale du gène 

L’organisation génomique de l’opéron LKT (LKTCABD) de M. haemolytica est similaire à 

celle de l’hémolysine d’Escherichia coli (hlyCABD) ; il contient quatre gènes (figure 3) (Narayanan et 

al., 2002). Le premier (LKTC) code pour une protéine responsable de l’activation de la toxine par 

acylation (LKTC). La leucotoxine structurelle (LKTA) est synthétisée à partir du gène LKTA. Les 

deux derniers gènes (LKTB/D) codent pour, respectivement, un ATP-binding cassette (ABC) 

transporter et une membrane fusion protein (MFP) responsables du transport et de la sécrétion de la 

LKTA (Strathdee et Lo, 1989; Highlander et al., 1990). Deux sortes de transcrits sont produits dont le 

principal, long de ~3,5 kb, code uniquement pour LKTCA et le second (~7,5 kb), plus rare, pour 

LKTCABD en entier (Strathdee et Lo, 1989; Highlander et al., 1993). Un cinquième gène (tolC), situé 

en dehors de l’opéron LKT, code pour une protéine (TolC) jouant un rôle important au niveau de la 

sécrétion de la toxine (Linhartova et al., 2010). 

 

 

Figure 3 : Représentation graphique du cluster de gènes dénommé LKT de Mannheimia haemolytica 
(Genbank no. accession : NZ_AASA00000000). Les flèches représentent les régions codantes et le sens de 
transcription.  

 

3.2. Contrôle de l’expression 

La région promotrice est complexe. L’expression de la LKT est régulée au niveau 

transcriptionnel par différents facteurs cis- et trans-régulateurs (Strathdee et Lo, 1989; Highlander et 

al., 1990; Highlander et al., 1993; Highlander, 2001; Marciel et Highlander, 2001). L’activité du 

promoteur de l’opéron atteint son maximum au début de la phase logarithmique de croissance de la 

bactérie et décline quand les cellules atteignent la fin de celle-ci (Fedorova et Highlander, 1997) ; la 

production de LKT se faisant en parallèle (Baluyut et al., 1981; Berggren et al., 1981; Waurzyniak et 

al., 1994). La synthèse et la production de la toxine est observée chez toutes les souches de M. 

haemolytica, mais il existe une variation d’intensité selon le sérotype considéré (Davies et Baillie, 

2003).  

La croissance bactérienne et la production de LKT sont co-régulées par différents facteurs 

comme le fer, la température (Marciel et Highlander, 2001) et l’oxygène (O2). L’importance du rôle de 

l’O 2 a été démontrée suite à la suppression ou à l’augmentation de la transcription de la LKT, 

Acyltransférase Toxine RTX Transport 

LKTC LKTA LKTB LKTD TolC 
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respectivement en aérobiose ou en anaérobiose, par le facteur de transcription FnrP (fumarate and 

nitrate reduction protein), un homologue du Fnr (régulateur transcriptionnel de la respiration 

anaérobique d’E. coli) (Uhlich et al., 1999; Uhlich et al., 2000). De plus, des résultats similaires de 

régulation anaérobique ont également été obtenus chez Actinobacillus actinomycetemcomitans 

(Kolodrubetz et al., 2003). A première vue, une augmentation de production de toxines en conditions 

anaérobiques semble étonnante pour un pathogène respiratoire. Néanmoins, cela peut apparaître 

comme un avantage évolutif puisque les lésions pulmonaires sont antéro-ventrales, une région connue 

pour son oxygénation moindre pendant la progression de la maladie. Ainsi, l’augmentation des lésions 

génère des milieux moins oxygénés, ce qui engendre une plus grande production de LKT et, donc, 

amplifie la maladie. 

 

3.3. Organisation structurale de la protéine 

La leucotoxine est une protéine de 102 kDa, composée de 953 acides aminés, secrétée en 

phase logarithmique de croissance par une variété de bactéries Gram-. Elle appartient à la famille des 

toxines dites « RTX » (pour repeats in toxins), lesquelles comprennent toutes, près de leur extrémité 

C-terminale, des régions hautement conservées consistant en répétitions d’un nonapeptide de type X-

(L/I/F)-X-G-G-X-G-(N/D)-D (avec X = n’importe quel résidu), liant les ions Ca2+, dont le nombre 

varie de 6 (comme la LKTA) à 41 (Lo, 1990 ; Coote, 1992 ; Jeyaseelan et al., 2002 ; Mena-Rojas et 

al., 2004) (figure 4). Du côté C-terminal, on retrouve également une séquence-signal de sécrétion, 

composée de 70 acides aminés, reconnue par le complexe LKTB/LKTD/TolC (Yin et al., 1995). 

Quant à la région N-terminale, composée de résidus hydrophobes, elle serait impliquée dans la liaison 

au récepteur ainsi que dans la formation de pores (Narayanan et al., 2002). L’acylation de la lysine 

554 (ajout de groupements d’acides gras par la transacylase LKTC) augmente l’hydrophobicité de la 

LKT, ce qui permet son insertion dans la membrane des cellules ciblées et la formation des pores 

transmembranaires (Thumbikat et al., 2003). 

Le tableau 1 recense les toxines RTX les mieux caractérisées à ce jour. La LKTA de 

M. haemolytica partage avec deux de ces toxines (la LtxA d’A. actinomycetemcomitans et l’ApxIIIA 

d’A. pleuropneumoniae) un ensemble de caractéristiques biologiques : tout d’abord, chacune d’elles 

est secrétée par une bactérie qui n’est pathogène que pour une espèce donnée, causant respectivement 

une pneumonie bronchoalvéolaire fibrino-hémorragique chez les ruminants, une parodontite agressive 

chez l’Homme et une pleuropneumonie fibrino-hémorragique chez le porc. Dans les trois cas, les 

lésions sont caractérisées par des foyers de nécrose de coagulation multifocaux, lesquels sont 

engendrés par la présence d’un nombre exceptionnellement élevé de neutrophiles et macrophages 

dégénérés ou en voie de nécrose. Enfin, les trois toxines sont reconnues comme des facteurs de 

virulence majeurs puisque (i) leur administration, sous forme native ou recombinante purifiée, 

reproduit fidèlement les signes cliniques et les lésions sévères typiques (Kamp et al., 1997 ; Wang et 

al., 1998b; Ambagala et al., 1999; Sun et al., 1999; Jeyaseelan et al., 2000; Sun et al., 2000; Cudd et 
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al., 2001; Jeyaseelan et al., 2001; Deshpande et al., 2002; Davies et Baillie, 2003) alors que (ii)  les 

bactéries ne produisant plus les toxines perdent leur pouvoir pathogène (Tatum et al., 1998). Ainsi, 

l’inactivation de la LKTA par gene knock-out cause une disparition partielle de la virulence puisqu’on 

n’observe presque plus l’apparition des lésions typiques alors que la faculté de colonisation du tractus 

respiratoire supérieur des veaux reste intacte (Highlander et al., 2000). 

Il est de plus intéressant de constater que si la leucotoxine doit son nom à la spécificité de 

liaison qu’elle exhibe vis-à-vis des leucocytes de plusieurs espèces de mammifères, elle n’induit la 

mort cellulaire que lorsqu’elle est fixée à 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 spécificité d’interaction entre la LKTA et les leucocytes des ruminants pourrait être tenue pour 

responsable de la cytotoxicité spécifique de M. haemolytica envers ces derniers. 

 

 

Figure 4 : Représentation graphique de la structure en domaines de la protéine LKTA.  
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3.4. Cellules cibles 

La pathogénie de la mannheimiose implique les neutrophiles et les macrophages dont le rôle 

central a été démontré expérimentalement par plusieurs équipes indépendantes. Ainsi, une exposition 

par aérosol à M. haemolytica induit, chez des veaux, une infiltration rapide de neutrophiles dans les 

poumons et une augmentation significative du ratio neutrophile/macrophage dans le liquide de lavage 

pulmonaire (Walker et al., 1985). Parmi les leucocytes, les macrophages sont plus résistants que les 

neutrophiles aux effets lytiques de la LKTA et les macrophages alvéolaires des bêtes 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 à l’hydroxyurée, la pneumonie est moins sévère et moins étendue que chez l’animal 

normalement pourvu en neutrophiles (Slocombe et al., 1985; Breider et al., 1988; Weiss et al., 1991). 

Ces données a priori paradoxales suggèrent que les neutrophiles endossent un rôle proactif dans la 

progression de la mannheimiose. 

Une autre observation intéressante a permis de poser une hypothèse quant à la nature de 

l’interaction entre la LKTA et les neutrophiles des ruminants : la LKTA n’induit pas de cytolyse des 

leucocytes si ces derniers sont prélevés chez des animaux BLAD (acronyme 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 déficit fonctionnel de leurs 

polymorphonucléaires neutrophiles qui ralentit voire abolit leur capacité à s’extraire du torrent sanguin 

par diapédèse, ce qui cause l’apparition récurrente de maladies. Au niveau moléculaire, le phénotype 

BLAD est causé par la mutation D128G dans la sous-unité β (ou CD18) des β2-intégrines (Shuster et 

al., 1992b) qui entraîne une diminution très importante de leur expression en surface (Cox et al., 

1997). 
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4. LFA-1, le récepteur de la leucotoxine 

4.1. Les β2-intégrines 

Les intégrines sont des protéines transmembranaires qui jouent un rôle majeur dans l’adhésion 

cellulaire bien que leur reconnaissance en tant que récepteurs de surface ne date que de 1987 (Hynes, 

1987). Depuis, elles ont été étudiées intensivement (plus de 50000 articles à ce jour) et semblent 

impliquées dans de nombreux processus biologiques, physiologiques et pathologiques. Toutes les 

intégrines sont des hétérodimères dont les sous-unités α et β sont associées non covalentiellement et 

possèdent chacune un domaine extracellulaire volumineux et des domaines transmembranaire et 

cytoplasmique plutôt courts (Hynes, 1992). Une vingtaine d’intégrines sont actuellement décrites ; 

elles sont classées en huit sous-familles selon leur sous-unité β commune (tableau 2), par exemple la 

famille des β2-intégrines dont la sous-unité β2 est le CD18. 

Celle-ci s’associe avec les sous-unités α CD11a-d, formant ainsi les hétérodimères 

CD11a/CD18 ou LFA-1 (Lymphocyte function-associated antigen-1) (figure 5) qui est 

quantitativement majoritaire, CD11b/CD18 ou Mac-1 (Macrophage antigen-1) ou encore CR3 

(Complement receptor 3), CD11c/CD18 ou CR4 (Complement receptor 4) et CD11d/CD18 (Berman 

et al., 2003). Les récepteurs CD11a-d/CD18 sont présents à la surface de tous les leucocytes et 

permettent une adhésion de haute affinité à une grande variété de types cellulaires qui expriment un ou 

plusieurs de leurs ligands, à savoir les molécules d’adhésion intercellulaire (ICAM)-1 à -5 et la 

Junctional adhesion molecule (JAM)-A. Cette sous-famille d’intégrines est ainsi responsable de la 

fixation des leucocytes à la surface des endothéliums, une des étapes préliminaires qui permet leur 

déplacement vers les lieux de la réaction inflammatoire (Bailly et al., 1995; Gahmberg et al., 1997; 

Tian et al., 1997; Zecchinon et al., 2006a; Zecchinon et al., 2006b). 
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Figure 5 : Représentation schématique du LFA-1 (Zecchinon et al., 2006a) 
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Tableau 2 : La famille des intégrines (Revillard, 1998; Hynes, 2002) 

 

Récepteurs intégrines Ligands Expression 

VLA-1, α1β1, 

CD49a/CD29 
Laminine, collagène I et IV T*, B*, Mo 

VLA-2, α2β1, 

CD49b/CD29 
Laminine, collagène I et IV T*, NK, Mo, pl 

VLA-3, α3β1, 

CD49c/CD29 
Fibronectine, collagène, laminine-5 Mo, Tc, LAK 

VLA-4, α4β1, 

CD49d/CD29 
VCAM-1, fibronectine Mo, T*, B, CL, F 

VLA-5, α5β1, 

CD49e/CD29 
Fibronectine et laminine-1 T*, Mo 

VLA-6, α6β1, 

CD49f/CD29 
Laminine T*, Mo, pl 

α7β1 Laminine T, Mo 

α8β1 ? ? 

β1 

αVβ1 Vitronectine, fibronectine (?) ? 

LFA-1, αLβ2, 

CD11a/CD18 
ICAM-1, 2, 3, 4 et 5, JAM-1 T, B, Mo, N, NK  

Mac-1, αMβ2, CR3, 

CD11b/CD18 
ICAM-1, iC3b, fibrinogène Mo, NK 

P150,95, αXβ2, CR4, 

CD11c/CD18 
iC3B, fibrinogène NK, N 

β2 

(CD18) 

αDβ2, CD11d/CD18 ICAM-1et 3 ? 

αVβ3, CD51/CD61 
Laminine, CD31, fibrinogène, fibronectine, vitronectine, 

thrombospondine 
Pl 

β3 

αIIbβ3, CD41/CD61 vWF, fibrinogène, fibronectine, vitronectine, thrombospondine B, Mo, pl, F 

β4 α6β4, αEβ4 Laminines-1, 4 et 5 T, Mo, ép 

β5 αVβ5 Vitronectine Mo 

β6 αVβ6 Fibronectine L 

α4β7 MAdCAM-1, VCAM-1, fibronectine B 
β7 

αEβ7, HML-1 E-cadhérine T 

β8 αVβ8 ? ? 

B : lymphocyte B, B* : lymphocyte B activé, CL : cellule de Langerhans, ép : cellule épithéliale, F : fibroblaste, 
L : leucocyte, LAK : cellule NK activée par l’IL-2, Mo : monocyte, N : neutrophile, NK : natural killer, pl : 
plaquettes, T : lymphocyte T, T* : lymphocyte T activé, Tc : lymphocyte T cytotoxique. 
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4.2. Organisation structurale de la β2-intégrine LFA-1 
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Anatomy of the lymphocyte function-associated antigen-1. 

Clin Applied Immunol Rev, 2006, 6, 149-172.
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4.3. Fonctions biologiques de la β2-intégrine LFA-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zecchinon L., Fett T., Vanden Bergh P., Desmecht D. 

Key roles of LFA-1 in leukocyte migration and immune response. 

Clin Applied Immunol Rev, 2006, 6, 191-200. 
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4.4. La sous-unité CD18, récepteur universel des toxines RTX 
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4.5. La pathogénie de la mannheimiose 
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La mannheimiose : 

d’une liaison (moléculaire) fatale à une des principales maladies d’élevage des ruminants. 

Ann Med Vet, 2009, 152, 31-53.
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5. La plateforme d’attachement de la leucotoxine sur le CD18 

5.1. Implication du CD18 

Dans le contexte de l’interaction de la LKT avec les β2-intégrines des ruminants, plusieurs 

études ont montré que l’effet cytotoxique de la LKT est atténué, voire supprimé, lorsque des 

leucocytes bovins sont préalablement incubés avec des anticorps dirigés contre les sous-unités CD11a 

ou CD18 du LFA-1 (Ambagala et al., 1999; Li et al., 1999; Jeyaseelan et al., 2000). L’identification 

précise de la sous-unité liant la LKT 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, cependant, les auteurs s’accordent sur le rôle primordial du CD18 et ce grâce à 

quelques avancées significatives. Ainsi, le professeur Srikumaran et son équipe ont mis en évidence 

par immunomarquage et séquençage N-terminal que la leucotoxine se fixait sur les différentes 

β2-intégrines contenues dans des lysats de neutrophiles bovins et qu’une préincubation de ces 

neutrophiles avec un anticorps monoclonal spécifique du CD18 réduisait les effets cytotoxiques 

(Ambagala et al., 1999). Ils ont ensuite élégamment démontré que le CD18 était nécessaire et suffisant 

pour entraîner la cytolyse de leucocytes en rendant une lignée murine, réputée résistante à la 

leucotoxine, sensible à cette dernière après transfection stable de l’ADN complémentaire encodant le 

CD18 bovin, lequel se retrouvait exprimé en surface, associé au CD11a murin (Deshpande et al., 

2002). Ils ont par ailleurs, tout récemment, réitéré l’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, ces 

auteurs observent une forte corrélation entre le degré d’expression en surface du CD18 bovin (PMNs 

bovins > lymphocytes bovins ~ lignée transfectée) et la probabilité de cytolyse des 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 à eux arborent toutes les β2-intégrines ; on sait en effet 

que la LKT se lie également au CD18 du Mac-1 bovin ou ovin (Lawrence et al., 2008) et du CR4 ovin 

(Lawrence et Dassanayake, 2010). De son côté, l’équipe du professeur Maheswaran a montré que si la 

leucotoxine se liait à 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 évènements postérieurs à la liaison comme l’élévation de la 

concentration en calcium intracellulaire et la phosphorylation de la queue cytoplasmique du CD18 

n’étaient observés qu’avec le LFA-1 bovin (Jeyaseelan et al., 2000; Jeyaseelan et al., 2001; Thumbikat 

et al., 2005). En outre, des expérimentations avec des inhibiteurs du I domain du CD11a et des 

anticorps dirigés contre le I-like domain du CD18 donnent à penser que la leucotoxine se lie au CD18 

(mais pas au niveau du I-like domain bien que celui-ci jouerait un rôle critique dans la signalisation 

induite par la leucotoxine conduisant à l’activation) et qu’à hautes concentrations en toxine, cette 

liaison serait suffisante pour provoquer l’oligomérisation toxinique, la formation de pores, un influx de 

calcium et des dommages cellulaires menant à la cytolyse via toutes les β2-intégrines (Thumbikat et 

al., 2005). La leucotoxine interagirait également avec le I domain du CD11a, mais pas avec celui du 
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CD11b ou du CD11c (Jeyaseelan et al., 2000), pour initier une cascade de signalisation conduisant à 

l’activation cellulaire (Yoo et al., 1995) et à l’apoptose (Stevens et Czuprynski, 1996), évènements qui 

prendraient toute leur ampleur lorsque la leucotoxine se trouverait en plus faible concentration 

(Thumbikat et al., 2005). Par ailleurs, une cotransfection de la lignée d’origine humaine K-562, 

n’exprimant naturellement aucune β2-intégrine, par les CD11a et CD18 bovins, conduit (i) à 

l’expression en surface de l’hétérodimère, (ii) à la liaison de la leucotoxine sur le LFA-1 ainsi que sur 

le CD11a et le CD18 seuls (par déplétion de lysats cellulaires par immunoprécipitation à l’aide 

d’anticorps spécifiques), (iii) à la phosphorylation de la tyrosine de la queue cytoplasmique du CD18, 

(iv) à une augmentation de la concentration de calcium intracellulaire et (v) à la cytolyse (Dileepan et 

al., 2005b). Enfin, la cotransfection de cette même lignée avec les ADN complémentaires encodant les 

CD11a bovin et CD18 humain conduit à l’expression en surface de l’hétérodimère mais pas à la 

fixation de la leucotoxine (Dileepan et al., 2005a). 

En conclusion, toutes ces données suggèrent dans leur ensemble que c’est l’interaction entre la 

LKT et la sous-unité CD18 des β2-intégrines des ruminants qui est responsable de la spécificité de la 

virulence de la LKT, et donc de M. haemolytica, envers les leucocytes de ces derniers. Plus 

précisément, (i) la leucotoxine doit nécessairement se fixer sur la sous-unité CD18 des β2-intégrines 

des ruminants et du porc à un domaine autre que le I-like domain, (ii) cette liaison serait, à haute 

concentration en toxine, suffisante pour induire la formation de pores et la nécrose et (iii) la liaison 

avec le CD11a des ruminants (via le I domain) ou de la souris permettrait, à plus faibles concentrations 

en toxine, de par une interaction avec le I-like domain du CD18, le déclenchement des cascades 

d’activation cellulaire conduisant à l’apoptose. 

Récemment, deux équipes occupées à identifier le site précis de liaison de la leucotoxine sur le 

CD18 bovin publièrent des résultats apparemment contradictoires (cf. paragraphes 5.2 et 5.3). Elles 

ont tablé sur l’ingénierie de lignées cellulaires stables exprimant des LFA-1 chimériques murin/bovin 

(Gopinath et al., 2005) ou humain/bovin (Dileepan et al., 2005a) mais selon deux principes opposés, 

soit rendre sensible une lignée cellulaire qui ne l’est pas en intégrant des fragments du CD18 bovin 

dans un LFA-1 murin (Gopinath et al., 2005), soit rendre résistante une lignée sensible en intégrant 

des fragments du CD18 humain dans un LFA-1 bovin (Dileepan et al., 2005a). 

 

5.2. Implication du segment N-terminal : le peptide signal 

Pour identifier le site de liaison de la LKT au CD18, l’équipe du Professeur Srikumaran a 

utilisé une lignée cellulaire mastocytaire de souris (P815) exprimant naturellement le LFA-1 murin et 

donc résistante à la toxine. A partir de ces cellules, ils ont créé une lignée stable exprimant le CD18 

bovin, lequel, après hétérodimérisation avec le CD11a endogène, était exprimé en surface, rendant la 

lignée cellulaire sensible à la LKT. Ils ont ensuite généré un jeu de gènes artificiels encodant des 

CD18 chimériques constitués de différentes combinaisons des modules constitutifs des CD18 murin et 

bovin, les ont transfectés en cellules P815 et ont dérivé les clones correspondants, chacun exprimant 
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une chimère particulière. En testant la cytotoxicité de la LKT envers ces diverses lignées clonales, ils 

en ont ensuite déduit que le site responsable de la reconnaissance de la toxine de M. haemolytica se 

situait dans les 291 premiers acides aminés du CD18 bovin, c’est-à-dire dans la portion extracellulaire 

contenant successivement (i) le peptide signal, (ii) le domaine PSI (plexin-semaphorin-integrin), (iii) 

le site d’adhésion dépendant des ions métalliques (MIDAS, metal ion-dependent adhesion site) et (iv) 

une partie du I-like domain (Gopinath et al., 2005). Quelques années plus tard, ils ont affiné leur 

découverte en tentant d’inhiber la cytolyse des BL-3 (lignée cellulaire de lymphome bovin) et de PMN 

de ruminants par différents peptides constitutifs de cette partie N-terminale. Ce faisant, ils ont 

déterminé que le segment conférant la sensibilité à la LKT se trouvait dans le peptide signal et que ce 

dernier n’était pas clivé chez les ruminants. En effet, les CD18 des espèces sensibles possèdent une 

glutamine localisée en -5 en amont (5’) du site de clivage (en position 18 absolue) ce qui empêche ce 

clivage (figure 6) (von Heijne, 1983; Rutz et al., 2006; Shanthalingam et Srikumaran, 2009). Ils ont 

confirmé l’importance de ce résidu en le modifiant en glycine (présente chez l’homme et la souris) et 

obtenu un CD18 bovin muté résistant à la LKT.  

 

 

-5 -3 -1 +1

Ruminants 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Bos taurus M L R Q R P Q L L L L A G L L A L Q S V L S Q

Bison bison M L R Q R P Q L L L L A G L L A L Q S V L S Q

Bubalus bubalis M L R Q R P Q L L F L S G L L A L Q S V L S Q

Capra hircus M L P Q R P Q L L L L A G L L A L Q S V L S Q

Ovis aries M L P Q R P Q L L L L A G L L S L Q S V L S Q

Ovis canadensis M L P Q R P Q L L L L A G L L S L Q S V L S Q

Odocoileus hemionus M L R Q R P Q L L L L A G L L A L Q S V R S Q

Cervus canadensis M L R Q R P Q L L L L A G L L A L Q S V Q S Q

Non ruminants
Homo sapiens M L G L R P P L L A L V G L L S L G C V L S Q

Pan troglodytes M L G L R P P L L A L V G L L S L G C V L S Q

Mus musculus M L G P H S L L L A L A G L F F L G S A V S Q

Rattus norvegicus M L G P H T L L L I L A G L L F L G S A L S Q

Sus scrofa M L C R C S P L L L L V G L L T L R S A L S Q  

 
Figure 6 : Comparaison des peptides signaux des CD18 des ruminants et des non-ruminants. Le peptide 
signal de la glycoprotéine membranaire CD18 des ruminants contient une glutamine (Q) qui empêche le clivage 
protéasique (flèche). Les positions relative des résidus par rapport au site de clivage et absolue sont indiquées 
respectivement à la 1ère et 2ème ligne. Bos taurus (bovin, Genbank n° M81233), Bison bison (bison, EU553919), 
Bubalus bubalis (buffle, AY842449), Capra hircus (chèvre, AY452481), Ovis aries (mouton, AY484425), Ovis 
canadensis (mouflon canadien, DQ104444), Odocoileus hemionus (cerf hémione, EU623794), Cervus 
canadensis (wapiti, EU553918), Homo sapiens (homme, NM_000211), Pan troglodytes (chimpanzé, 
NM001034122), Mus musculus (souris, X14951), Rattus norvegicus (rat brun, NM001037780), Sus scrofa (porc, 
U13941) (Shanthalingam et Srikumaran, 2009). 
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5.3. Implication du segment C-terminal : le domaine EGF-3 

Par contre, le Professeur Maheswaran et ses collaborateurs sont partis d’une lignée cellulaire 

erythroleucémique humaine (K562) ne synthétisant aucune β2-intégrine. Ils ont rendu ces cellules 

sensibles à la LKT en y exprimant de manière stable le LFA-1 bovin. Ensuite, ils ont modifié le CD18 

bovin, en remplaçant des blocs entiers par leurs homologues humains, pour le rendre résistant à la 

toxine de M. haemolytica. Ils ont découvert que les résidus 500 à 600 de la portion extracellulaire du 

CD18, correspondant aux domaines EGF (epidermal growth factor) -2 à -4, étaient impliqués dans la 

liaison à la LKT, dans l’augmentation de la concentration en Ca2+ intracellulaire et dans la cytolyse 

(Dileepan et al., 2005a). Par la suite, ils ont approfondi leurs recherches et montré que, plus 

particulièrement, le domaine EGF-3 (résidus 541-581) était responsable de l’interaction LKT-LFA-1 

(Dileepan et al., 2007b). 

 

5.4. Les arguments qui alimentent la controverse 

Chacune de ces approches a bien entendu ses inconvénients puisque le remplacement d’un 

domaine conférant ou abolissant les effets délétères de la toxine ne signifie pas automatiquement que 

celle-ci s’y lie. En effet, la modification de tel ou tel domaine peut entraîner des modifications de 

structure globale (par exemple lors du repliement de la protéine) qui, indirectement, altèrent le site de 

liaison. Ainsi, si le I domain du CD11a se replie avant l’association avec le CD18, il n’en est pas de 

même pour le β-propeller qui reste non replié dans les 12 heures suivant la synthèse du CD11a seul, 

suggérant que le I domain et le β-propeller se replient indépendamment l’un de l’autre et que le 

second arbore une interface avec le CD18 (Huang et Springer, 1997). Des résultats 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 la 

version murine comprend deux résidus supplémentaires, un au niveau du peptide signal et l’autre étant 

le 7ème résidu après le dernier domaine EGF. Du point de vue des identités de séquences, le CD18 

bovin présente un pourcentage de 83% par rapport à son orthologue humain et 81% par rapport à son 

orthologue murin. Au niveau des lignées cellulaires, les deux équipes ont utilisé deux préparations 

biologiques distinctes : d’un côté des mastocytes de souris (P815) et de l’autre des cellules 

d’érythroleucémie humaine (K562). A priori, ces différences ne devraient pas rendre compte des 

différents résultats obtenus. Par contre, il est intéressant de noter que le protocole de purification de la 

leucotoxine diffère pour les deux expérimentations : la protéine ayant été purifiée par chromatographie 

d’immunoaffinité (Gopinath et al., 2005) ou par extraction après électrophorèse en conditions 

dénaturantes (Dileepan et al., 2005a), ce qui peut sembler a priori problématique pour des études de 

liaison.  

Il a aussi été montré que les modules EGF-2, 3 et 4 du CD18 humain étaient critiques pour 

l’induction de la leucolyse par la LtxA d’A. actinomycetemcomitans (Dileepan et al., 2007a). 
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6. Caractérisation de la sous-unité CD11a de la β2-intégrine 

LFA-1 des ruminants 

6.1. Dans l’espèce bovine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fett T., Zecchinon L., Baise E., Desmecht D. 

The bovine (Bos taurus) CD11a-encoding cDNA: molecular cloning, 

characterisation and comparison with the human and murine glycoproteins. 

Gene, 2004, 325, 97-101.
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6.2. Dans l’espèce ovine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fett T., Zecchinon L., Baise E., Desmecht D. 

Cloning and characterisation of the primary structure of the sheep 

lymphocyte function-associated antigen-1 alpha subunit. 

Mol Immunol, 2005a, 42, 1503-1508.
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6.3. Dans l’espèce caprine 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fett T., Zecchinon L.L., Baise E.A., Desmecht D.J. 

Molecular characterisation of the caprine (Capra hircus) 

lymphocyte function-associated antigen-1 alpha subunit-encoding cDNA. 

BMC Vet Res, 2005, 1, 4.



DEUXIÈME PARTIE  : CONTRIBUTIONS PERSONNELLES  

117 



DEUXIÈME PARTIE  : CONTRIBUTIONS PERSONNELLES  

118 



DEUXIÈME PARTIE  : CONTRIBUTIONS PERSONNELLES  

119 



DEUXIÈME PARTIE  : CONTRIBUTIONS PERSONNELLES  

120 



DEUXIÈME PARTIE  : CONTRIBUTIONS PERSONNELLES  

121 



DEUXIÈME PARTIE  : CONTRIBUTIONS PERSONNELLES  

122 



DEUXIÈME PARTIE  : CONTRIBUTIONS PERSONNELLES  

123 

7. Contribution à l’inventaire des sous-unités CD18 

« sensibles » et « résistantes » 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fett T., Zecchinon L., Vanden Bergh P., Desmecht D. 

Mannheimia haemolytica leukotoxin-induced cytolysis of caprine (Capra hircus) leukocytes 

is mediated by the CD18 subunit of beta(2)-integrins. 

Microb Pathog, 2008, 45, 337-342.
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8. Vers l’identification de la plateforme d’attachement de la 

leucotoxine dans le CD18 

8.1. Inventaire des résidus critiques chez les ruminants 

Une comparaison des séquences protéiques des différents CD18 séquencés jusqu’ici nous a 

permis de recenser les positions systématiquement occupées par un résidu (i) partagé par tous les 

ruminants et (ii) systématiquement différent chez les non-ruminants. Cette démarche nous a conduits à 

identifier 16 substitutions qui pourraient expliquer la spécificité de la leucotoxine pour le CD18 des 

ruminants (figure 22). Ces substitutions ont été classées par ordre décroissant de leur impact présumé 

sur la structure tridimensionnelle du CD18, conformément aux prédictions fournies par la matrice dite 

« BLOSUM-62 » (Blocks Substitution Matrix) (Henikoff et Henikoff, 1992; Henikoff et Henikoff, 

1993). Une des substitutions est localisée dans la région transmembranaire et les 15 autres dans la 

partie extracellulaire (tableau 5).  

Par ailleurs, nous avons également mis en évidence un 17ème site dans la portion 

cytoplasmique du CD18 (position 736), où le résidu His strictement conservé chez les ruminants est 

systématiquement remplacé par un résidu Arg (score 0) ou Lys (score -1) chez les non-ruminants dont 

les séquences sont publiées (tableau 5), ainsi que chez le porc dont le LFA-1 est réputé permettre la 

liaison de la LKT, mais sans déclenchement associé d’une quelconque cytotoxicité (Jeyaseelan et al., 

2000). 
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Tableau 3 : Sites de mutation du CD18 potentiellement responsables de la mannheimiose 

 

Acides Aminés 
Score Mutant Position Domaine 

Ruminants Non-ruminants 

-2 12 620 V S 

-1 7 295 S R 

-1 11 561 T K 

-1 15 692 

EX 

M S 

-1 (ou 0) 17 736 CT H K (ou R) 

0 2 90 S D 

0 5 215 K N 

0 13 629 T A 

1 3 102 E K 

1 4 140 V L 

2 1 80 E D 

2 6 218 E Q 

2 8 462 R K 

3 9 469 V I 

3 10 533 F Y 

3 14 687 

EX 

V I 

3 16 715 TR V I 

 
 
La position est donnée par rapport à la numérotation du CD18 bovin. Le score assigné à chaque substitution 
émane de la table BLOSUM-62 et le classement est donné par ordre décroissant d’impact présumé sur la 
structure du CD18 (la valeur la plus basse traduit l’impact le plus important). CT, EX et TR : queue 
cytoplasmique, partie extracellulaire et région transmembranaire, respectivement. Les nombres inscrits dans la 
seconde colonne correspondent aux codes numériques associés aux différents mutants qui ont été testés.
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         ghghghjgjghjgjgjgjgjgjj                                                                              
CapCD18  MLPQRPQLLL-LAGLLALQSVLSQECTKYKVSTCRDCIESGPGCAWCQKLNFTGQGEPDSTRCDTRAQLLSKGCPADDIM   79 
BovCD18  MLRQRPQLLL-LAGLLALQSVLSQECTNYKVSTCRDCIESGPGCAWCQKLNFTGQGEPDSIRCDTRAELLSKGCPADDIM   79 
OviCD18  MLPQRPQLLL-LAGLLSLQSVLSQECTKYKVSTCRDCIESGPGCAWCQKLNFTGQGEPDSTRCDTRAQLLSKGCPADDIM   79 
HumCD18  MLGLRPPLLA-LVGLLSLGCVLSQECTKFKVSSCRECIESGPGCTWCQKLNFTGPGDPDSIRCDTRPQLLMRGCAADDIM   79 
MurCD18  MLGLRPSLLLALAGLFFLGSAVSQECTKYKVSSCRDCIQSGPGCSWCQKLNFTGPGEPDSLRCDTRAQLLLKGCPADDIM   80 
CanCD18  -------LLLTLEGLLFLWAASCQECTKYKVSTCRDCVESGPGCAWCQKLNFTGLGEPDSVRCDTREQLLLKGCAADDIM   73 
                                                                                                 
                                                                    
CapCD18  EPKSLAETRQSQAGKQKQLSPEEVTLYLRPGQAAAFNVTFQRAKGYPIDLYYLMDLSYSMVDDLANVKKLGGDLLRALND  159 
BovCD18  EPKSLAETRDSQAGSRKQLSPQEVTLYLRPGQAVAFNVTFRRAKGYPIDLYYLMDLSYSMVDDLVNVKKLGGDLLRALNG  159 
OviCD18  EPKSLAETRQSQAGKQKQLSPEEVTLYLRPGQAAAFNVTFQRAKGYPIDLYYLMDLSYSMVDDLANVKKLGGDLLRALND  159 
HumCD18  DPTSLAETQEDHNGGQKQLSPQKVTLYLRPGQAAAFNVTFRRAKGYPIDLYYLMDLSYSMLDDLRNVKKLGGDLLRALNE  159 
MurCD18  DPRSIANPEFDQRGQRKQLSPQKVTLYLRPGQAAAFNVTFRRAKGYPIDLYYLMDLSYSMLDDLNNVKKLGGDLLQALNE  160 
CanCD18  DPQSLAEIQEDKKGGRQQLSPQKVTLYLRPGQAAAFNVTFRRAKGYPIDLYYLMDLSYSMLDDLINVKKLGGDLLRALNE  153 
         1         2           3                                     4           
 
CapCD18  ITESGRIGFGSFVDKTVLPFVNTHPEKLRNPCPNKEKQCQPPFAFRHVLKLTDNSKQFETEVGKQLISGNLDAPEGGLDA  239 
BovCD18  ITESGRIGFGSFVDKTVLPFVNTHPEKLRNPCPNKEKECQPPFAFRHVLKLTDNSKQFETEVGKQLISGNLDAPEGGLDA  239 
OviCD18  ITESGRIGFGSFVDKTVLPFVNTHPEKLRNPCPNKEKECQPPFAFRHVLKLTDNSKQFETEVGKQLISGNLDAPEGGLDA  239 
HumCD18  ITESGRIGFGSFVDKTVLPFVNTHPDKLRNPCPNKEKECQPPFAFRHVLKLTNNSNQFQTEVGKQLISGNLDAPEGGLDA  239 
MurCD18  ITESGRIGFGSFVDKTVLPFVNTHPEKLRNPCPNKEKACQPPFAFRHVLKLTDNSNQFQTEVGKQLISGNLDAPEGGLDA  240 
CanCD18  ITESGRIGFGSFVDKTVLPFVNTHPEKLKNPCPNKEKECQAPFAFRHVLKLTNNSNKFQTEVGKQLISGNLDAPEGGLDA  233 
                                                                5  6 
 
CapCD18  MMQVAACPEEIGWRNVTRLLVFATDDGFHFAGDGKLGAILTPNDGRCHLEDNLYKSSNEFDYPSVGQLAHKLAESNIQPI  319 
BovCD18  MMQVAACPEEIGWRNVTRLLVFATDDGFHFAGDGKLGAILTPNDGRCHLEDNLYKSSNEFDYPSVGQLAHKLAESNIQPI  319 
OviCD18  MMQVAACPEEIGWRNVTRLLVFATDDGFHFAGDGKLGAILTPNDGRCHLEDNLYKSSNEFDYPSVGQLAHKLAESNIQPI  319 
HumCD18  MMQVAACPEEIGWRNVTRLLVFATDDGFHFAGDGKLGAILTPNDGRCHLEDNLYKRSNEFDYPSVGQLAHKLAENNIQPI  319 
MurCD18  IMQVAACPEEIGWRNVTRLLVFATDDGFHFAGDGKLGAILTPNDGRCHLEDNMYKRSNEFDYPSVGQLAHKLSESNIQPI  320 
CanCD18  MMQVAACPEQIGWRNVTRLLVFATDDGFHFAGDGKLGAILTPNDGRCHLEDNMYKRSNEFDYPSVGQLAHKLAESNIQPI  313 
                                                                7     
 
CapCD18  FAVTKKMVKTYEKLTEIIPKSAVGELSEDSKNVVELIKSAYNKLSSRVFLDHNTLPDTLKVAYDSFCSNGVSQVDQPRGD  399 
BovCD18  FAVTKKMVKTYEKLTEIIPKSAVGELSEDSRNVVELIKNAYNKLSSRVFLDHSTLPDTLKVTYDSFCSNGKSQVDQPRGD  399 
OviCD18  FAVTKKMVKTYEKLTEIIPKSAVGELSEDSKNVVELIKSAYNKLSSRVFLDHNTLPDTLKVAYDSFCSNGVSQVDQPRGD  399 
HumCD18  FAVTSRMVKTYEKLTEIIPKSAVGELSEDSSNVVHLIKNAYNKLSSRVFLDHNALPDTLKVTYDSFCSNGVTHRNQPRGD  399 
MurCD18  FAVTKKMVKTYEKLTEIIPKSAVGELSDDSSNVVQLIKNAYYKLSSRVFLDHSTLPDTLKVTYDSFCSNGASSIGKSRGD  400 
CanCD18  FAVTKRMVTTYEKLTEVIPKSAVGELSDDSSNVVQLIKNAYNKLSSRVFLDHSLAPSTLKVTYDSFCSNGVSQVDQPRGD  393 
 
 
CapCD18  CDGVQINVPITFQVKVTATECIQEQSFTIRALGFTDTVTVRVLPQCECQCRDASRDRSVCGGRGSMECGVCRCDAGYIGK  479 
BovCD18  CDGVQINVPITFQVKVTATECIQQQSFTIRALGFTDTVTVRVLPQCECQCRDASRDGSICGGRGSMECGVCRCDAGYIGK  479 
OviCD18  CDGVQINVPITFQVKVTATECIQEQSFTIRALGFTDTVTVRVLPQCECQCREASRDRSVCGGRGSMECGVCRCDAGYIGK  479 
HumCD18  CDGVQINVPITFQVKVTATECIQEQSFVIRALGFTDIVTVQVLPQCECRCRDQSRDRSLCHGKGFLECGICRCDTGYIGK  479 
MurCD18  CDGVQINNPVTFQVKVMASECIQEQSFVIRALGFTDTVTVQVRPQCECQCRDQSREQSLCGGKGVMECGICRCESGYIGK  480 
CanCD18  CDGVQINVPITFQVKVTATECIQEQSFIIRALGFTDTVTVHVIPQCECQCRDVGQDHGLCSGKGSLECGICRCEAGYIGK  473 
                                                                       8      9  
             
CapCD18  NCECQTHGRSSQELEGSCRKDNSSIICSGLGDCICGQCVCHTSDVPNKKIYGQFCECDNVNCERYDGQVCGGEKRGLCFC  559 
BovCD18  NCECQTQGRSSQELEGSCRKDNSSIICSGLGDCICGQCVCHTSDVPNKKIYGQFCECDNVNCERYDGQVCGGEKRGLCFC  559 
OviCD18  NCECQTHGRSSQELEGSCRKDNSSIICSGLGDCICGQCVCHTSDVPNKKIYGQFCECDNVNCERYDGQVCGGDKRGLCFC  559 
HumCD18  NCECQTQGRSSQELEGSCRKDNNSIICSGLGDCVCGQCLCHTSDVPGKLIYGQYCECDTINCERYNGQVCGGPGRGLCFC  559 
MurCD18  NCECQTQGRSSQELERNCRKDNSSIVCSGLGDCICGQCVCHTSDVPNKEIFGQYCECDNVNCERYNSQVCGGSDRGSCNC  560 
CanCD18  NCECLTHGRSSQELEGSCRRDNSSLICSGLGDCLCGQCVCHRSDVPNKNIFGRYCECDNVNCERYDGQVCGGKVRGSCNC  553 
                                                              10    
 
CapCD18  GTCRCNEQHEGSACQCLKSTQGCLNLDGVECSGRGRCRCNVCQCDPGYQPPLCIDCPGCPVPCA-GFAPCTECLKFDKGP  638 
BovCD18  GTCRCDEQYEGSACQCLKSTQGCLNLDGVECSGRGRCRCNVCQCDPGYQPPLCSECPGCPVPCA-GFAPCTECLKFDKGP  638 
OviCD18  GTCRCNDQHEGSACQCLKSTQGCLNLDGVECSGRGRCRCNVCQCDPGYQPPLCIDCPGCPVPCA-GFAPCTECLKFDKGP  638 
HumCD18  GKCRCHPGFEGSACQCERTTEGCLNPRRVECSGRGRCRCNVCECHSGYQLPLCQECPGCPSPCG-KYISCAECLKFEKGP  638 
MurCD18  GKCSCKPGYEGSACQCQRSTTGCLNARLVECSGRGHCQCNRCICDEGYQPPMCEDCPSCGSHCRDNHTSCAECLKFDKGP  640 
CanCD18  GKCQCEQNYEGSACQCVKSTQGCLSTEGIECNGRGRCRCNVCECDGGYQPPLCGDCLGCPSPCG-RYITCAQCLKFKQGP  632 
          11                                                         12        13            
                                                                        hgjghjghjghjgjhjj                  
CapCD18  FAKNCSAACGQTKLLSSPVPGGRKCKERDSEGCWMTYTLVQRDGRNRYDVHVDDMLECVKGPNIAAIVGGTVGGVVLVGI  718 
BovCD18  FAKNCSAACGQTKLLSSPVPG-RKCKERDSEGCWMTYTLVQRDGRDRYDVHVDDMLECVKGPNIAAIVGGTVGGVVLVGI  717 
OviCD18  FAKNCSAACGQTKLLSSPVPGGRKCKERDSEGCWMTYTLVQRDGRNRYDVHVDDMLECVKGPNIAAIVGGTVGGVVLVGI  718 
HumCD18  FGKNCSAACPGLQLSNNPVKG-RTCKERDSEGCWVAYTLEQQDGMDRYLIYVDESRECVAGPNIAAIVGGTVAGIVLIGI  717 
MurCD18  FEKNCSVQCAGMTLQTIPLKK-KPCKERDSEGCWITYTLQQKDGRNIYNIHVEDSLECVKGPNVAAIVGGTVVGVVLIGV  719 
CanCD18  SGRNCSVECGNVGLLSKPPEKGRRCKERDLEGCWITYTLRQRAGWDSYEIHVDDSRECVGGPQIAPIVGGTVSGVVLIGI  712 
                                                          14   15                     16    
         ghjgjhjhhjkhjkhkhjhjkhkhjhkhkhkjhjkhjkhjkhkjhjkhkhkh                                                     
CapCD18  LLLVIWKALTHLSDLREYHRFEKEKLKSQWNNDNPLFKSATTTVMNPKFAES                              770 
BovCD18  LLLVIWKALTHLSDLREYHRFEKEKLKSQWNNDNPLFKSATTTVMNPKFAES                              769 
OviCD18  LLLAIWKALTHLSDLREYHRFEKEKLKSQWNNDNPLFKSATTTVMNPKFAES                              770 
HumCD18  LLLVIWKALIHLSDLREYRRFEKEKLKSQWNNDNPLFKSATTTVMNPKFAES                              769 
MurCD18  LLLVIWKALTHLTDLREYRRFEKEKLKSQWNNDNPLFKSATTTVMNPKFAES                              771 
CanCD18  LLLAIWKALTHLSDLREFKRFEKEKLRSQWNNDNPLFKSATTTVMNPRFAES                              764 
                                                                17 

Figure 22 : Comparaison des séquences protéiques des CD18 caprin (cap), bovin (bov), ovin (ovi), humain 
(hum), murin (mur) et canin (can). Les barres sur la ligne supérieure identifient les blocs constitutifs : en 
rouge, le peptide signal ; en blanc, le domaine extracellulaire ; en vert, la région transmembranaire et en orange, 
la queue cytoplasmique. Les fonds noir (6/6), gris foncé (5/6) et gris clair (4/6) représentent des niveaux 
décroissants d’identité entre espèces. Les fonds jaune (ruminants) et bleu (non-ruminants) mettent en évidence 
les différences ruminant/non-ruminant. Les nombres sur la ligne du bas correspondent aux codes numériques 
associés aux différents mutants qui ont été testés. Réfutation de l’hypothèse dite « du résidu critique unique »
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8.1.1. Aperçu général de l’expérience 

Afin de déterminer si l’une des 17 substitutions critiques précitées était responsable de la 

spécificité de la LKT pour le CD18 des ruminants, nous avons créé un jeu de 17 plasmides 

d’expression encodant chacun un CD18 artificiel dans lequel l’un des résidus « ruminant-like » était 

remplacé par le résidu « non-ruminant-like » correspondant. Ensuite, nous avons transfecté des 

cellules K562 par 17 paires différentes de plasmides d’expression, le premier encodant le CD11a 

bovin et le second l’un des 17 CD18 artificiels. Ce faisant, nous avons obtenu 17 préparations 

distinctes, chacune exprimant un hétérodimère CD11a/CD18 différent, lesquelles ont ensuite été 

exposées à la LKT. Pour rappel, les cellules K562 n’expriment aucune β2-intégrine endogène et sont, 

de ce fait, spontanément résistantes à la LKT. Un test de mortalité cellulaire au PI a ensuite été réalisé 

après exposition à la LKT. La sensibilité à la toxine des mutants 16 et 17 du CD18 a été analysée 

séparément (Zecchinon, 2007). 

 

8.1.2. Matériel et méthodes 

 Mutagenèse dirigée 

La réaction de mutagenèse dirigée est effectuée par PCR en utilisant le vecteur pcDNA4 

(Invitrogen) contenant l’ADNc du CD18 bovin (pcDNA4-BoCD18) comme matrice et, comme 

amorces, deux oligonucléotides de 30 à 40 bases dessinées suivant les recommandations de la firme 

Stratagene (QuikChange Site-Directed Mutagenesis), à savoir qu’elles (i) contiennent la mutation 

visée et sont partiellement complémentaires, (ii) contiennent chacune un segment homologue long de 

10 à 15 bases, (iii) ont une température de fusion (Tm, melting temperature) supérieure ou égale à 

78°C, (iv) se terminent par un ou plusieurs C ou G, (v) ont un pourcentage minimal de GC de 40% et 

(vi) sont purifiées par fast polynucleotide liquid chromatography (FPLC) ou polyacrylamide gel 

electrophoresis (PAGE). 

Les conditions de PCR sont les suivantes : 50 ng de matrice pcDNA4-BoCD18 sont dilués 

dans un mélange réactionnel composé de 9 µl de LB liquide (Sigma-Aldrich), 5 µl de dNTPs 2 mM 

(Fermentas), 5 µl de tampon Thermopol (New England Biolabs), 0,5 µl de MgSO4 100 mM (New 

England Biolabs), 2,5 µl de DMSO (diméthylsulfoxyde), 2 µl de chaque amorce à 10 µM, 0,5 µl de 

polymérase Vent (2 u/µl, New England Biolabs). Le tout est amené à 50 µl avec de l’eau sans 

nucléases. 

Les paramètres d’amplification sont les suivants : 3 min à 94°C, 18 cycles incluant (i) 1 min à 

94°C, (ii) 1 min à 63°C et (iii) 8 min à 72°C, suivis d’une extension finale de 60 minutes à 72°C. Les 

produits de PCR sont ensuite digérés par la DpnI (New England Biolabs), qui est une enzyme de 

restriction coupant les brins d’ADN méthylés comme la matrice de départ (pcDNA4-BoCD18), 

pendant 1 h à 37°C avant transformation (10 µl de produit de PCR) de bactéries compétentes TOP 10 

(Invitrogen) et étalement sur milieu LB agar additionné d’ampicilline (100 µg/ml). L’indentification 

des clones recombinants est effectuée par séquençage comme décrit au point 7.2.2. 
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Les amorces qui ont été utilisées avec succès sont les suivantes : 

 

BoCD18 mut1 sens  5’-catcatggaYcccaagagcctcgctgagacccggg-3’ 

BoCD18 mut1 rev  5’-ggctcttgggRtccatgatgtcatcagctgggcagc-3’ 

BoCD18 mut2 sens  5’-cccgggacGAYcaggcgggcagtcggaagcagctg-3’ 

BoCD18 mut2 rev  5’-gcccgcctgRTCgtcccgggtctcagcgaggctc-3’ 

BoCD18 mut3 sens  5’-gtccccacagAaagtgacgctctacctgagaccagg-3’ 

BoCD18 mut3 rev  5’-gagcgrcacttTctgtggggacagctgcttccgactg-3’ 

BoCD18 mut4 sens  5’-cctactccatgYtggatgacctcgtcaacgtcaag-3’ 

BoCD18 mut4 rev  5’-ggtcatccaRcatggagtaggagaggtccatcagg-3’ 

BoCD18 mut5 sens  5’-caactccaaYcagttcgagacagaagtcgggaagc-3’ 

BoCD18 mut5 rev  5’-ctcgaactgRttggagttgtcagtgagcttcaacacg-3’ 

BoCD18 mut6 sens  5’-ccaaacagttcCaRacagaagtcgggaagcagctg-3’ 

BoCD18 mut6 rev  5’-cgacttctgtYtGgaactgtttggagttgtcagtgagc-3’ 

BoCD18 mut7 sens  5’-cctgtacaaaagRagcaacgaatttgactacccatcgg-3’ 

BoCD18 mut7 rev  5’-cgttgctYcttttgtacaggttgtcttccaggtggc-3’ 

BoCD18 mut8 sens  5’-cggcggcaAaggctcgatggagtgcggcgtctgcag-3’ 

BoCD18 mut8 rev  5’-cgagcctTtgccgccgcagatgctgccgtccctg-3’ 

BoCD18 mut9 sens  5’-gagtgcggcAtctgcaggtgtgacgccggctacatc-3’ 

BoCD18 mut9 rev  5’-ctgcagaTgccgcactccatcgagcctctgccgcc-3’ 

BoCD18 mut10 sens  5’-ggccagtActgcgagtgcgacaacgtcaactgcgaac-3’ 

BoCD18 mut10 rev  5’-ctcgcagTactggccgtagatcttcttgttgggcac-3’ 

BoCD18 mut11 sens  5’-ctgcggcaARtgcaggtgcgacgagcagtatgagg-3’ 

BoCD18 mut11 rev  5’-cacctgcaYT tgccgcagaagcagagccccctc-3’ 

BoCD18 mut12 sens  5’-ctgccccTCgccctgtgcgggcttcgccccctgcac-3’ 

BoCD18 mut12 rev  5’-cacagggcGAggggcagcccgggcactcgctgcac-3’ 

BoCD18 mut13 sens  5’-cccctgcGcagagtgcctgaagttcgacaagggcc-3’ 

BoCD18 mut13 rev  5’-cactctgCgcagggggcgaagcccgcacagggcac-3’ 

BoCD18 mut14 sens  5’-gatacgacATH cacgtggacgacatgctcgagtgtg-3’ 

BoCD18 mut14 rev  5’-gtccacgtgDATgtcgtatctgtcccgcccgtcgc-3’ 

BoCD18 mut15 sens  5’-ggacgacaGRctcgagtgtgtgaagggccccaac-3’ 

BoCD18 mut15 rev  5’-cactcgagYCtgtcgtccacgtgcacgtcgtatc-3’ 

 

où les lettres en majuscules et en gras représentent les bases mutées selon le code suivant : 

D = A ou G ou T, H = A ou C ou T, R = A ou G et Y = C ou T. 
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Expression des CD18 en cellules K562, exposition à la LKT et test de mortalité 

Après purification, tous les plasmides d’expression ont été transfectés par nucleofection (Cell 

Line Nucleofector kit V, Amaxa) dans des cellules K562. Pour l’électroporation, 2,5 µg de chaque 

plasmide d’expression ont été introduits dans la mixture réactionnelle. L’expression en surface a été 

détectée par immunomarquage en cytométrie en flux en FL1 (excitation à 488 nm et émission à 

530±15 nm). L’anticorps utilisé était une IgG dressée contre le CD11a humain (clone HI111, 

BD Biosciences) conjuguée au FITC et reconnaissant également le CD11a bovin. Les cellules 

exprimant les différents LFA-1 mutés ont été exposées à la LKT et ont ensuite été enrôlées dans le test 

de mortalité précité (comme décrit précédemment avec une durée d’incubation de 30 min). 

 

8.1.3. Résultats 

La sensibilité à la LKT éventuellement conférée à des cellules K562 (naturellement LKT-

résistantes parce que n’exprimant aucune β2-intégrine) par la coexpression du CD11a bovin d’une part, 

et des différents CD18 mutés d’autre part, a été évaluée en établissant le taux de cellules PI-positives 

par cytométrie en flux (figure 23). Nous avons constaté que les préparations cellulaires transfectées 

avec les CD18 mutés se comportent toutes comme celle transfectée par le CD18 bovin originel vis-à-

vis de la LKT avec (i) une corrélation positive entre le taux de mortalité induit par l’exposition à la 

toxine et la concentration de la toxine (ii) une fraction morte maximum (dans les conditions de 

l’expérience) équivalant à plus de 2,5 fois la mortalité spontanée en absence de LKT. Par contre, 

aucune sensibilité n’est observée pour la préparation cellulaire transfectée avec le mutant 1, avec un 

taux de mortalité stable quelle que soit la concentration de LKT. Cependant, si l’on analyse 

l’expression des différents LFA-1, on note que celle-ci  varie systématiquement entre 60% et 80% 

pour les mutants 2 à 15 et la version originale d’une part, et de 0 à 25% pour le mutant 1, d’autre part. 
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Figure 23 : Mortalité des cellules K562 mutants cotransfectées avec le CD11a bovin et le CD18 muté après 
exposition à la leucotoxine de Mannheimia haemolytica. Le graphique présente le facteur de mortalité 
(ordonnée), lequel correspond au ratio entre le taux de cellules iodure-de-propidium-positives après exposition 
au PBS complémenté ou non en LKT. En abscisse, de gauche à droite : 5 dilutions croissantes de la solution-
mère de leucotoxine, le contrôle négatif (PBS). Toutes les cellules expriment le CD11a bovin et le CD18 muté. 
Le contrôle positif est représenté par le LFA-1 original (BoLFA-1). Les données présentées sont représentatives 
de différentes expérimentations.  
 

8.1.4. Conclusion 

Afin d’évaluer l’impact des 17 mutations typiquement observées dans le CD18 des espèces 

sensibles (les ruminants), nous avons utilisé deux  approches différentes. 

La première consistait en une expérience de compétition entre la leucotoxine de Mannheimia 

haemolytica et différents peptides dérivés de la séquence du CD18 bovin au voisinage des sites 

précités. La présence des peptides, seuls ou en mélange équimolaire, n’a jamais donné lieu à une 

inhibition, fût-elle partielle, de l’activité leucotoxique dirigée contre les cellules bovines BL-3. Cette 

étude a été relatée dans le cadre de la thèse doctorat de Laurent Zecchinon (Zecchinon, 2007). 

Dans la seconde expérience, nous avons réalisé des transfections transitoires de la lignée 

humaine K562. Celle-ci est connue pour n’exprimer naturellement aucune β2-intégrine et pour sa 

sensibilité à la leucotoxine après expression des sous-unités CD18 et CD11a bovines (Dileepan et al., 

2005b). Lorsque le CD18 bovin originel a été remplacé par les CD18 mutants 16 et 17 (substitutions 

respectivement dans les domaines transmembranaire et cytoplasmique), aucune perte de sensibilité à la 

LKT n’est apparue (cf. thèse de doctorat de Laurent Zecchinon (Zecchinon, 2007)). Ici, lorsque le 

CD18 bovin originel a été remplacé par les CD18 mutants 2 à 15 (substitutions dans le domaine 

extracellulaire), aucune résistance particulière à la LKT n’a été mise en évidence. Quant à la mutation 

au site 1, elle aurait un impact sur l’expression du récepteur puisque, en dépit de multiples essais, nous 



DEUXIÈME PARTIE  : CONTRIBUTIONS PERSONNELLES  

137 

n’avons jamais pu obtenir un taux d’expression membranaire supérieur à 25%. Nous avons conclu 

qu’aucune des substitutions typiques des CD18 des ruminants n’est suffisante pour expliquer la 

spécificité de la LKT pour ce même CD18. 

Il est à noter que l’intégralité de cette étude avait été réalisée avant que les équipes dirigées par 

MM. Srikumaran et Maheswaran ne montrent, respectivement, que le peptide signal (Gopinath et al., 

2005; Shanthalingam et Srikumaran, 2009) ou le domaine EGF-3 (Dileepan et al., 2005a; Dileepan et 

al., 2007b ) du CD18 jouent un rôle dans la sensibilité à la LKT. 

 

8.2. Réfutation du rôle-clé du peptide signal en cellules P815 

8.2.1. Aperçu général de l’expérience 

Dans les expériences précédentes, nous avons démontré l’importance du domaine EGF-3 et la 

non implication du peptide signal du CD18 bovin dans la cytotoxicité induite par la LKT. Ce faisant, 

nous avons confirmé et consolidé les résultats obtenus par l’équipe du Professeur Maheswaran 

(Dileepan et al., 2007b). Toutes ces expériences ont été réalisées en cellules K562, c’est-à-dire dans 

une lignée cellulaire humaine n’exprimant aucune β2-intégrine. Or, l’équipe de nos contradicteurs 

examine le même phénotype dans une lignée immortelle de mastocytes murins (P815), lesquels 

expriment le LFA-1 endogène (Shanthalingam et Srikumaran, 2009). Dès lors, pour réfuter 

l’hypothèse avancée par l’équipe de Srikumaran selon laquelle les cellules K562 génèreraient des 

résultats artefactuels, nous avons entrepris de confirmer nos résultats dans cette lignée P815. 

Dans l’expérience qui suit, trois chimères des CD18 bovin et humain et trois chimères des 

CD18 bovin et murin sont transfectées en cellules P815 et la LKT-sensibilité du LFA-1 résultant est 

mesurée comme précédemment. 

 

8.2.2. Matériel et méthodes 

Construction des plasmides d’expression encodant les CD18 chimériques 

Les plasmides capables d’impulser l’expression des CD18 bovin/humain et bovin/murin 

chimériques pour le peptide signal et/ou le domaine EGF-3 ont été élaborés précédemment (cf. 

paragraphe 8.3.2.). 

 

Expression des CD18 en cellules P815, exposition à la LKT et test de mortalité 

Les plasmides d’expression ont été transfectés par nucleofection (Cell Line Nucleofector kit T, 

Amaxa) en cellules P815, à raison de 2,5 µg dans 100 µl de milieu de nucleofection contenant 

1 million de cellules. L’expression en surface a été détectée par immunomarquage en cytométrie en 

flux en FL1 (excitation à 488 nm et émission à 530±15 nm). L’anticorps primaire utilisé était une IgG 

de souris dressée contre le CD18 bovin (clone BAQ30A, VMRD) et le secondaire était une IgG 

conjuguée à l’Alexa 488 dressée contre celles de souris (clone A11001, Molecular Probes). Les 
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cellules exprimant les différents LFA-1 chimériques ont été exposées à la LKT et ont ensuite été 

enrôlées dans le test de mortalité précité (comme décrit précédemment avec une durée d’incubation de 

1 h). 

 

8.2.3. Résultats 

La sensibilité à la LKT éventuellement conférée aux cellules P815 (naturellement LKT-

résistantes puisque exprimant les β2-intégrines endogènes, donc de souris) par l’expression du CD18 

bovin ou de l’un des CD18 chimérique pour le peptide signal et/ou le domaine EGF-3 a été évaluée en 

en mesurant le taux de mortalité consécutif à une exposition standardisée à la LKT. Nous avons 

constaté que toutes les préparations cellulaires transfectées avec un CD18 bovin dont le module EGF-3 

était remplacé par celui de l’homme (Figure 31) restaient incapables de rendre les cellules 

LKT-sensibles. Par contre, les préparations cellulaires transfectées avec un CD18 bovin dont le 

peptide signal, et le peptide signal seulement, était remplacé par celui de l’homme montraient une 

sensibilité à la LKT. 

Comme contrôle négatif, nous avons utilisé la lignée cellulaire P815 non transfectée. Les taux 

d’expression des CD18 exogènes ont varié entre 42% et 60%. 
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Figure 31 : Mortalité des cellules P815 transfectées avec divers CD18 chimériques bovin/humain après 
exposition à la leucotoxine de Mannheimia haemolytica. Le graphique présente les taux de mortalité 
(proportion de cellules iodure-de-propidium-positives) mesurés au sein des diverses sous-populations de cellules 
K562 LFA-1-positives (marquage du CD11a bovin membranaire). Toutes les cellules expriment, de bas en haut, 
le CD18 murin endogène (MoCD18), une mixture du CD18 murin et du CD18 bovin (BoCD18), une mixture du 
CD18 murin et du CD18 bovin chimérique pour le domaine EGF-3 humain (HuEGF3), une mixture du CD18 
murin et du CD18 bovin chimérique pour le peptide signal humain (HuPS) et une mixture du CD18 murin et du 
CD18 bovin chimérique pour le module EGF3 et le peptide signal humains (HuPS+EGF3). Les données 
présentées sont représentatives de différentes expérimentations et correspondent à la moyenne de trois mesures. 
Les barres d’erreur représentent les écarts-types. Les valeurs qui sont significativement différentes de la valeur 
du contrôle négatif (P815) sont indiquées par trois astérisques (p<0,001). 
 

 

8.2.4. Conclusion 

Nous avons voulu évaluer l’impact du remplacement de deux domaines, le peptide signal et le 

module EGF-3, par les domaines orthologues « résistants » dans le CD18 bovin en présence de 

leucotoxine de M. haemolytica. Cette expérience a été réalisée in vitro dans les cellules murines 

exprimant naturellement les β2-intégrines murines endogènes, les P815. Le CD18 contenant le module 

EGF3 humain n’a pas conféré de sensibilité à la LKT. A l’inverse, greffer le peptide signal humain sur 

un CD18 bovin n’en a pas aboli la faculté de conférer une sensibilité à la LKT. Ces résultats 

confirment les expériences identiques précédemment réalisées en cellules K562. Par contre, ils 

contredisent les travaux du Professeur Srikumaran et de ses collaborateurs réalisés dans les mêmes 

conditions (Shanthalingam et Srikumaran, 2009). 
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8.3. Inhibition compétitive alléguée entre peptide signal membranaire et 

soluble 

8.3.1. Aperçu général de l’expérience 

Dans leurs travaux démontrant le rôle crucial du peptide signal non clivé des ruminants pour 

conférer une sensibilité à la LKT, Srikumaran et collaborateurs ont notamment montré que deux 

peptides synthétiques analogues aux séquences du peptide signal du CD18 bovin et incorporés à la 

solution de LKT en supprimaient totalement la cytotoxicité ultérieure pour les cellules bovines 

(Shanthalingam et Srikumaran, 2009). Ce résultat suggère effectivement l’intervention d’une 

inhibition compétitive entre les peptides solubles incorporés et le peptide signal du CD18 pour la 

liaison à la LKT. Comme nos travaux antérieurs ne confirmaient pas cette interprétation, nous avons 

testé la reproductibilité de cette expérience dans nos conditions. Nous avons donc généré deux 

peptides synthétiques, l’un correspondant à la séquence du peptide signal des ruminants et l’autre, 

constitué des mêmes acides aminés, mais disposés de manière aléatoire. Ensuite, nous les avons 

incorporés à la solution contenant la LKT et avons exposé des cellules lymphoïdes bovines à la 

mixture résultante. 

 

8.3.2. Matériel et méthodes 

Peptides 

Le premier peptide, P1, est analogue à la séquence 1-20 du peptide signal du CD18 bovin. Le 

peptide PSC1 (peptide scrambled) contient la même séquence que le peptide P1 mais dans un ordre 

aléatoire (http://www.mimotopes.com/peptideLibraryScreening.asp?id=97). Ils sont fournis 

lyophilisés (Proteogenix) et sont resuspendus dans du DMSO à une concentration de 10 mg/ml pour 

les expériences. 

 

Les séquences des peptides utilisés sont les suivantes : 

 

P1 :  MLRQRPQLLLLAGLLALQSV 

PSC1 :  LVLQLMRRLQLALAPQLGLS 

 

Test de cytotoxicité 

Cent mille cellules BL-3, incubées dans 50 µl de RPMI, sont mises en présence de PBS 

enrichi ou non en LKT purifiée et enrichi ou non en peptide P1 ou PSC1 à différentes concentrations 

finales (50, 10 et 1 ng/µl), et ce pendant 1 h à 37°C sous une atmosphère humide contenant 5% de 

CO2. Le tout est ensuite lavé par 1 ml de PBS à 4°C et centrifugé pendant 5 min à 300 g. Le culot est 

resuspendu dans 500 µl de PBS contenant 2,5 µg/ml d’iodure de propidium (Invitrogen) puis incubé 
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pendant au minimum 10 min sur glace et dans l’obscurité avant analyse par cytométrie en flux 

(FACSCanto, BD Biosciences) en FL1 (excitation à 488 nm et émission à 530±15 nm) avec sélection 

des 10000 premiers événements. 

 

8.3.3. Résultats 

Nous avons observé une inhibition de la cytotoxicité de la LKT en présence du peptide P1 aux 

trois concentrations testées. On constate également une corrélation positive entre cette inhibition et la 

concentration en peptide P1. En ce qui concerne le peptide PSC1 (même contenu en acides aminés que 

P1 mais ceux-ci ayant été disposés de manière aléatoire), il atténue aussi l’activité cytotoxique de la 

LKT lorsque sa concentration augmente (figure 32). Comme contrôle positif, nous avons utilisé les 

BL-3 incubées avec une mixture de LKT en PBS et de DMSO (10 mg/ml). 

 

 
Figure 32 : Mortalité des cellules BL-3 après exposition à la leucotoxine de Mannheimia haemolytica 
préincubée avec le peptide P1 (en gris) ou le peptide PSC1 (en noir). Le graphique présente les taux de 
mortalité (proportion de cellules iodure-de-propidium-positives) mesurés au sein des diverses sous-populations 
de cellules K562 LFA-1-positives (marquage du CD11a bovin membranaire). En ordonnée, de haut en bas : 4 
concentrations décroissantes en peptides et le contrôle positif (absence de peptides). Les données présentées sont 
représentatives de différentes expérimentations et correspondent à la moyenne de trois mesures. Les barres 
d’erreur représentent les écarts-types. Les valeurs qui sont significativement différentes de la valeur du contrôle 
positif (absence de peptides) sont indiquées par une (p<0,01), deux (p<0,05) et trois astérisques (p<0,001). 
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8.3.4. Conclusion 

Cette expérience confirme les résultats publiés antérieurement par Srikumaran et 

collaborateurs en ce qui concerne l’activité anti-LKT du peptide P1 en solution (Shanthalingam et 

Srikumaran, 2009).  
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9. Discussion générale 

Les ruminants en général, les bovins élevés en conditions intensives en particulier, sont 

enclins aux pneumonies bactériennes. La littérature scientifique vétérinaire incrimine Mannheimia 

haemolytica, Pasteurella multocida, Arcanobacterium pyogenes, Mycoplasma bovis, Mycoplasma 

dispar, Streptococcus spp. et Staphylococcus spp. (Dungworth, 1992; Lopez, 2001). De la revue de 

littérature qui débute la thèse, il ressort que M. haemolytica est indubitablement le microbe le plus 

fréquemment isolé et celui dont la virulence pour le système respiratoire des bovins est la plus 

manifeste. En parcourant la littérature vétérinaire, il apparaît aussi que la plupart des auteurs 

considèrent que M. haemolytica n’est étroitement associée à une maladie que chez les ruminants. En 

outre, au moment de débuter cette thèse, on savait (i) que la maladie expérimentale induite par 

M. haemolytica est moins grave chez des animaux déplétés de leurs PMN, (ii) que le facteur de 

virulence principal de M. haemolytica est sa leucotoxine (LKT), (iii) que cette LKT cause la nécrose 

des leucocytes des ruminants in vitro mais pas celle des leucocytes des autres espèces et (iv) que des 

anticorps monoclonaux dressés contre la β2-intégrine LFA-1 protègent les leucocytes des ruminants 

contre la nécrose induite par la LKT. Le modèle en vogue quand nous avons débuté les recherches 

présentées ici (2002) stipulait que la LKT de M. haemolytica est un ligand spécifiquement dressé 

contre la β2-intégrine LFA-1 exprimée à la surface des leucocytes des ruminants et que la liaison 

déclenche une cascade d’événements menant, selon la concentration, à l’apoptose ou à la nécrose des 

leucocytes concernés, ce qui, in vivo, libère un cocktail de molécules qui sont responsables de 

l’exacerbation des lésions pulmonaires chez les ruminants. 

L’objectif de la thèse était de mieux comprendre la nature de l’interaction entre la LKT et la 

β2-intégrine LFA-1 et, si possible, d’identifier la plateforme de liaison de la LKT sur l’une des deux 

sous-unités constitutives du LFA-1 (les glycoprotéines CD11a et CD18). Dès le début, l’angle 

d’attaque choisi fut de confronter les β2-intégrines LFA-1 de différentes espèces puisque, selon la 

littérature disponible, seuls les LFA-1 des ruminants semblaient pouvoir fonctionner comme 

récepteurs de la LKT. 

Nous avons d’abord voulu identifier celle des deux sous-unités constitutives de la β2-intégrine 

LFA-1 qui fonctionne comme récepteur effectif. Dans ce but, nous souhaitions (i) exprimer des 

hétérodimères bispécifiques (CD11a « ruminant » / CD18 « nonruminant » et inversement) à la 

surface de cellules dépourvues de β2-intégrines (K562) et (ii) mesurer si nous conférions ou non une 

sensibilité à la LKT en exprimant tel ou tel hétérodimère CD11a/CD18 bispécifique. Comme les 

séquences des gènes encodant les CD11a des ruminants n’étaient pas disponibles et que nous devions 

en disposer pour générer notre propre jeu de plasmides d’expression capables d’encoder les CD11a 

des ruminants, nous nous sommes lancés dans le séquençage des séquences codantes des bovins, ovins 

et caprins par RACE-PCR, ce qui a donné lieu aux trois premières publications précitées (Fett et al., 

2004; Fett et al., 2005a; Fett et al., 2005b). Nous avons effectué un travail similaire pour les CD18 
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ovin (Zecchinon et al., 2004b) et caprin (Zecchinon et al., 2004a), la séquence bovine ayant déjà été 

rendue publique à la faveur des recherches antérieures menées pour identifier la mutation causale du 

syndrome BLAD (Shuster et al., 1992a; Shuster et al., 1992b). Au moment même où nous disposions 

du jeu de plasmides d’expression encodant les CD11a et CD18 bovin, ovin, caprin et humain 

nécessaire pour identifier la sous-unité fonctionnant comme récepteur de la LKT, nous avons eu la 

désagréable surprise de découvrir la nouvelle publication d’une des deux équipes concurrentes, qui 

excluait l’intervention du CD11a. Dans les semaines qui ont suivi, notre jeu de plasmides d’expression 

nous a permis de confirmer ces résultats. 

A l’instar des deux équipes concurrentes, nous avons alors voulu contribuer à l’identification 

du module interne aux CD18 des ruminants spécifiquement ciblé par la LKT. Le choix 

méthodologique qui s’imposait logiquement était de générer un jeu de CD18 bovins chimériques dont 

les modules constitutifs seraient progressivement substitués par leur version « non-ruminant » (donc 

LKT-résistante). Comme nous savions que les deux équipes concurrentes disposaient de quelques 

mois d’avance, nous avons plutôt choisi de sauter l’étape « substitution modulaire » pour adresser 

directement l’hypothèse « du résidu causal unique » ; un choix plus risqué en terme de probabilité de 

succès, mais probablement le seul capable de nous permettre de recoller aux concurrents. Pour ce faire 

et dans la foulée de notre angle d’attaque initial, nous avons inventorié, au sein de la portion 

extracellulaire du CD18, les résidus simultanément (i) conservés chez les ruminants et (ii) 

systématiquement différents chez les non-ruminants. Ce faisant, nous avons élaboré une liste de 

17 résidus typiquement « ruminants ». Ensuite, nous avons généré un jeu de 17 plasmides 

d’expression encodant chacun un CD18 bovin artificiel dans lequel l’un des 17 résidus « ruminant » 

était substitué par son le résidu « non-ruminant » correspondant. Ensuite, nous avons cotransfecté un 

plasmide encodant le CD11a bovin et l’un des plasmides du jeu de 17 précités en cellules 

LKT-résistantes K562, nous avons vérifié la réalité de l’expression membranaire des 17 hétérodimères 

CD11a/CD18 correspondants et nous avons montré que tous conféraient une sensibilité à la LKT. 

Nous avons donc réfuté formellement l’hypothèse « du résidu causal unique ». 

Pendant ce temps, les équipes concurrentes menaient leurs propres études à terme en adoptant, 

comme attendu, une démarche méthodologique consistant à tester un jeu de CD18 bispécifiques 

constitués de différentes combinaisons des modules constitutifs des CD18 bovin (LKT-sensible) et 

humain/murin (LKT-résistant). De manière surprenante, les deux groupes ont abouti à des conclusions 

diamétralement opposées quant au domaine fonctionnant comme support de la sensibilité à la LKT : la 

portion N-terminale du CD18 bovin et son peptide signal pour l’un, la portion C-terminale du CD18 

bovin et son module EGF-3 pour l’autre. Après avoir montré qu’un CD18 artificiel constitué de la 

moitié N-terminale du CD18 de la souris conjuguée à la moitié C-terminale du CD18 des bovins 

résistait à l’activité pronécrosante de la LKT (Gopinath et al., 2005), la première équipe a démontré 

que l’environnement peptidique très inhabituel du site de clivage du peptide signal du CD18 des 

ruminants, une glutamine en position -5 par rapport au site de clivage, empêche ledit clivage et qu’une 

substitution de cette glutamine en un résidu plus orthodoxe (une glycine, comme dans le CD18 des 
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primates et des rongeurs) permet l’excision du peptide signal et rend simultanément le CD18 bovin 

totalement résistant à la LKT (Shanthalingam et Srikumaran, 2009). Inversement, un jeu de CD18 

chimériques résultant de différentes combinaisons des blocs constitutifs des CD18 humain et bovin 

permettait à la seconde équipe d’associer la sensibilité d’un CD18 quelconque à l’effet pronécrosant 

de la LKT au segment étalé entre les résidus 500 et 600 de la portion extracellulaire (Dileepan et al., 

2005a). Par la suite, la zone incriminée était restreinte au module EGF-3 (Dileepan et al., 2007b). 

Nous avons donc été confrontés à deux modèles explicatifs radicalement contradictoires. 

Reprenant alors tous les travaux disponibles sur le sujet pour tenter de trouver une nouvelle piste, nous 

avons perçu que tous les acteurs avaient inconsciemment accepté de raisonner dans un contexte 

excessivement manichéen où les CD18 « résistants » de la souris et de l’homme étaient confrontés aux 

CD18 « sensibles » des bovins, des chèvres et des moutons. Sauf qu’un détail resté au second plan 

suggérait une réalité plus complexe : la LKT se lie au CD18 porcin, mais ce binding ne déclenche pas 

de cascade menant à l’apoptose ou à la nécrose (Sun et al., 1999). Fidèle à notre angle d’attaque 

initial, nous avons alors décidé d’élargir l’éventail des CD18 à décrire et à tester.  

Globalement, nos résultats confirment et complètent le modèle physiopathologique élaboré 

par le groupe du Professeur Maheswaran quant au rôle du module EGF-3. Nous y adjoignons la 

démonstration de l’effet adjuvant de la présence d’un peptide signal non clivé. Inversement, nos 

résultats fondés sur une approche inter-espèces sont loin de confirmer tous ceux générés par le groupe 

du Professeur Srikumaran. En effet, le modèle élaboré par ces derniers stipule que le peptide signal 

non clivé des ruminants est nécessaire et suffisant pour expliquer qu’un CD18 quelconque confère une 

sensibilité à la LKT. De notre côté, nous mettons en évidence le rôle crucial de la nature du module 

EGF-3 et le rôle secondaire d’adjuvant joué par un peptide signal non clivé. Dans sa dernière 

publication, le groupe du Professeur Srikumaran jette le discrédit sur les travaux de ses concurrents en 

affirmant, notamment, que le choix de la cellule K562 ne serait pas judicieux et génèrerait des résultats 

artefactuels. Quoique, à notre connaissance, cette remarque ne soit fondée sur aucune donnée 

objective, nous avons reproduit nos expériences initiales dans la lignée cellulaire utilisée par ce groupe 

(P815, lignée mastocytaire murine continue). Ce faisant, nous avons démontré que nos résultats étaient 

bien les mêmes, quelle que soit la lignée cellulaire utilisée (figure 31). Par contre, le second argument 

utilisé par l’équipe du Professeur Srikumaran est expérimentalement mieux étayé : il s’agit de la 

démonstration que l’incorporation préalable d’un peptide correspondant au peptide signal bovin dans 

la solution de LKT en diminue la cytotoxicité vis-à-vis des leucocytes bovins (Shanthalingam et 

Srikumaran, 2009). Ce résultat suggère la présence d’une inhibition compétitive pour la LKT entre le 

peptide signal en solution et le peptide signal connecté au CD18. Nous avons tenté la même 

expérience dans nos conditions, en comparant l’effet de l’incorporation du peptide signal bovin à 

l’effet de l’incorporation d’un peptide synthétique constitué des mêmes acides aminés mais se 

succédant aléatoirement. Ce faisant, nous avons confirmé l’existence d’une inhibition de l’effet 

pronécrosant de la LKT par l’incorporation préalable du peptide signal bovin libre dans la solution de 

LKT. Cependant, nous avons également montré que le peptide aléatoire constitué des mêmes acides 
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aminés était aussi capable d’inhiber significativement l’activité de la LKT. A ce point de vue, nous 

regrettons que le groupe du Professeur Srikumaran n’ait pas jugé bon de révéler la séquence de son 

propre peptide « contrôle » ce qui ne nous a pas permis de dupliquer son expérience dans nos 

conditions. Quoiqu’il en soit, nos résultats suggèrent qu’une exposition de la LKT à un peptide 

quelconque constitué d’une proportion élevée de résidus hydrophobes en diminue l’activité 

pronécrosante. Comme la LKT est elle-même une molécule très hydrophobe (el Rassi et al., 1998), la 

probabilité d’une interaction avec un peptide signal, par nature hydrophobe lui aussi, paraît, au moins, 

plausible. 

Comment dès lors, si pas réconcilier, au moins proposer une explication plausible à la 

contradiction apparente entre nos résultats et ceux de l’équipe du Professeur Srikumaran ? De notre 

point de vue, une différence méthodologique subtile pourrait jouer un rôle sous-estimé. Les CD18 

ectopiques ont toujours été testés après nucleofection transitoire par notre groupe, alors qu’ils ont 

toujours été testés après transfection et sélection de clones stables par le groupe du Professeur 

Srikumaran. L’expérience montre que la transfection transitoire permet souvent d’atteindre des 

niveaux d’expression très supérieurs à ceux mesurés après dérivation de clones stables. Donc, la 

sensibilité de la détection d’un effet cytopathogène est probablement très supérieure dans nos 

conditions, ce qui pourrait expliquer pourquoi, dans une expérience au design identique, nous soyons 

capables de détecter un effet cytopathogène là où le groupe du Professeur Srikumaran ne détecte plus 

rien. D’où cette contradiction apparente entre atténuation observée dans notre laboratoire et abolition 

mesurée par l’équipe du Professeur Srikumaran de l’effet cytopathogène lors de la conjugaison d’un 

peptide signal dûment clivable. 

Dans la même veine, les hétérodimères CD11a/CD18 artificiels utilisés par nos deux groupes 

sont systématiquements différents en ce qui concerne la nature du partenaire CD11a : murin pour le 

groupe du professeur Srikumaran et bovin dans notre cas. Or, des travaux récents (Kieba et al., 2007) 

montrent que la nature du partenaire CD11a affecte significativement l'interaction, également tenue 

pour être spécifique, entre la leucotoxine d’Actinobacillus actinomycetemcomitans et son récepteur, le 

CD18 humain. Ces auteurs montrent que, s'agissant de l'intensité de la cytolyse induite par cette autre 

toxine RTX, les CD11a humain et bovin sont interchangeables tandis que leur remplacement par le 

CD11a murin inhibe fortement la cytolyse. Il semble donc plausible que l'hétérodimère CD11a/CD18 

murin/bovin puisse être beaucoup moins favorable à l'exercice de la cytotoxicité de la LKT que 

"notre" hétérodimère CD11a/CD18 bovin/bovin. Nos propres expériences fournissent d'ailleurs une 

première donnée objective à l'appui de cette hypothèse. En effet, le taux de cellules PI-positives après 

exposition à une solution standard de LKT a toujours été largement supérieur en cellules K562 

exprimant un LFA1 naturel bovin/bovin qu'en cellules P815 exprimant un hétérodimère artificiel, 

murin/bovin. Ce rôle atténuateur potentiel sous-tendu par la nature du CD11a pourrait donc expliquer 

aussi pourquoi il suffit au groupe de Srikumaran d'exciser le peptide signal pour ne plus mesurer de 

cytotoxicité. Si ces spéculations devaient être confirmées, le modèle le plus proche de la réalité 
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consisterait à poser que l'activité cytotoxique maximum de la LKT requiert la présence simultanée du 

CD11a bovin, d'un module EGF3 de ruminant et d'un peptide signal non clivé. 
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10. Perspectives 

10.1. A moyen terme : chimiothérapie et sélection 

D’après nos expériences, l’instauration d’une peptidothérapie utilisant le peptide signal de 

l’alpaga devrait être promise à un bel avenir dans le cadre du traitement des pneumonies bactériennes 

bovines. Nos expériences préliminaires montrent néanmoins qu’un peptide signal en solution est 

tellement hydrophobe qu’il se colle directement aux tapis cellulaires. On peut donc anticiper 

qu’injecter un tel peptide par voie intraveineuse résulterait en un « tapissage » de l’endothélium 

vasculaire qui ne laisserait qu’une infime proportion de peptides arriver dans le liquide baignant les 

alvéoles pulmonaires, là où la LKT est concentrée. Cette perspective ne nous paraît donc pas réaliste 

sur le terrain. 

Différents anticorps ciblant le LFA-1 ou son ligand, l’ICAM-1, ont été élaborés pour prévenir 

ou diminuer l’impact du diabète insulinodépendant, de l’arthrite rhumatoïde, de l’asthme, du psoriasis 

ou du rejet d’organe (Zecchinon, 2007). Dans la même veine, il serait intéressant d’examiner la 

faisabilité, l’efficacité et la tolérabilité d’une allovaccination dirigée contre le module EGF-3 bovin. 

Une sélection génétique dirigée qui prioritiserait la détention d’un module EGF-3 résistant à la 

LKT pourrait être très efficace. Sa faisabilité dépend évidemment de l’existence d’une variation 

allélique intéressante à cet endroit, ce qui suppose la mise en œuvre préalable d’un inventaire de la 

variation génétique spontanée du module EGF-3 dans l’espèce bovine. 

 

10.2. A long terme : transgenèse 

Si l’étude du polymorphisme allélique du domaine EGF-3 du CD18 ne donne aucun résultat 

utilisable en pratique, c’est-à-dire si la conservation de cette séquence en acides aminés est élevée, 

nous pourrions envisager de modifier le génome par ingénierie génétique. L’intégration ciblée du 

transgène se ferait par recombinaison homologue. Ce type d’événement est rare, il se déroule en 

moyenne une fois pour dix mille cellules, sauf s’il est stimulé par une cassure des deux brins d’ADN 

(Vasquez et al., 2001; Durai et al., 2005; Kandavelou et al., 2009; Kramer et al., 2010). Cette coupure 

peut être réalisée de deux manières, en utilisant soit les méganucléases soit les nucléases à doigt de 

zinc (zinc-finger nucleases, ZFN). 

Les méganucléases sont des endonucléases qui reconnaissent de longues séquences d’ADN 

composées de 12 à 45 pb ; elles sont subdivisées en cinq familles dont la mieux caractérisée est 

constituée des protéines LAGLIDAG (Paques et Duchateau, 2007; Grizot et al., 2010). Parmi celles-

ci, on retrouve les deux enzymes I-SceI (provenant de Saccharomyces cerevisiae) et I-CreI (provenant 

de Clamydomonas reinhardtii) qui sont les plus étudiées de la famille (Kramer et al., 2010). Le 

principal inconvénient d’utiliser ces nucléases naturelles est que la cible doit contenir un site 

spécifique de ces enzymes (Kramer et al., 2010). Pour contourner ce problème, des méganucléases ont 

été modifiées en substituant ou en fusionnant certains domaines de la protéine, ce qui leur permet de 
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reconnaître d’autres sites de clivage (Epinat et al., 2003). Cependant, cette modification de structure 

est un processus compliqué (Kramer et al., 2010). 

D’autres enzymes peuvent être utilisées pour réaliser le clivage double brin de l’ADN : les 

nucléases à doigt de zinc. Elles sont composées de trois ou quatre domaines en doigt de zinc reliés au 

domaine modifié de l’endonucléase FokI (provenant de Flavobacterium okeanokoites) (Cathomen et 

Joung, 2008) (figure 33). Chaque doigt de zinc est constitué d’approximativement 30 résidus qui se 

replient en structure ββα, est stabilisé par un ion de zinc et reconnaît un codon particulier (Wolfe et al., 

2000). En employant différentes combinaisons d’acides aminés, ces ZFN peuvent être conçues pour se 

lier à l’ADN à l’emplacement exact où le gène doit être modifié, pour le découper (Cathomen et al., 

2008). La dimérisation de deux ZFN est nécessaire pour stimuler l’activité de clivage du domaine FokI 

et est espacée de cinq à six pb (Cathomen et Joung, 2008). 

 

Figure 33 : Reconnaissance et clivage de l’ADN par les nucléases à doigt de zinc (ZFN) (Kramer  et al., 
2010). Les formes actives des ZFN sont composées d’une structure homodimérique : un domaine à doigt de zinc 
consiste en 3 protéines à doigt de zinc associé à un domaine de clivage FokI qui se lie à l’ADN à une 
combinaison de 5-6 nucléotides. Chaque doigt de zinc est composé de 30 acides aminés se repliant en une 
structure ββα, est stabilisé par un ion Zn et reconnaît un codon. 
 

Cette dernière technologie pourrait être utilisée pour corriger le génome d’une lignée 

lymphoblastique bovine (BL3) sensible à la LKT car elle exprime le LFA-1 endogène. Ainsi, la 

cotransfection (i) d’un plasmide encodant l’EGF-3 d’alpaga et (ii) d’un vecteur d’expression ou d’un 

ARNm codant pour différentes ZFN à tester est nécessaire. Cette technique a été mise en œuvre afin 

de rendre une lignée cellulaire ovarienne d’hamster de Chine (CHO, Chinese hamster ovary) knock-

out pour différents gènes (Santiago et al., 2008; Cost et al., 2010; Liu et al., 2010). La résistance des 

BL3 à la LKT sera vérifiée par cytométrie en flux. 

En cas de résultat positif, on pourrait réaliser cette substitution génomique dans des cellules 

souches hématopoïétiques bovines. En effet, des cellules souches hématopoïétiques humaines ont été 

modifiées par la technologie aux ZFN afin de les rendre résistantes au VIH-1 (virus de 

l’immunodéficience humaine-1) par délétion de 32 pb du gène du CCR5 (chemokine receptor 5), 

corécepteur de ce virus (Holt et al., 2010). Après vérification de leur résistance à la LKT, ces cellules 
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souches hématopoïétiques bovines seront injectées à des veaux qui auront été préalablement déplétés 

des leurs par chimiothérapie. Les altérations pulmonaires et hématologiques de ces animaux seront 

examinées après injection de LKT ou inhalation de M. haemolytica, ce qui permettra de valider la 

transgenèse in vivo. 

Deux méthodes utilisant la technique de recombinaison homologue grâce aux ZFN s’offrent à 

nous pour générer des veaux transgéniques : l’utilisation de cellules souches embryonnaires et le 

clonage par transfert nucléaire. 

La production d’animaux transgéniques par l’intermédiaire de cellules souches embryonnaires 

(CSE) génère des embryons composés de deux lignées cellulaires distinctes dont une possède le gène 

corrigé. Les CSE sont des cellules pluripotentes dérivées de la masse interne cellulaire du blastocyste 

capables de produire tous les tissus. Cette méthode de transfert de gène implique l’injection de cellules 

souches embryonnaires dans le blastocyste (Melo et al., 2007). Cette technologie alliant CSE et ZFN a 

été utilisée pour générer des souris transgéniques (Connelly et al., 2010). Cette technique possède 

l’avantage de permettre l’analyse et la sélection des CSE modifiées avant la production d’embryons 

transgéniques. De plus, le site d’intégration du transgène dans le génome peut être contrôlé (Melo et 

al., 2007). Cependant, un des inconvénients de cette méthode est qu’elle génère des animaux 

chimériques. Ceux-ci doivent être croisés pour donner naissance à des descendants dont tous les tissus 

possèdent le transgène, ce qui peut durer longtemps dans le cas des bovidés. D’autre part, l’isolation et 

la création de CSE provenant de certaines espèces comme le porc ou la bête bovine sont des 

techniques seulement naissantes (Melo et al., 2007). 

Le premier transfert nucléaire utilisant des cellules somatiques provenant de glandes 

mammaires réalisé avec succès a conduit à la naissance de la célèbre brebis Dolly (Wilmut et al., 

1997). Les chercheurs concernés ont énucléé des ovocytes et remplacé leur noyau par celui d’un 

donneur, pouvant provenir de n’importe quelle cellule. En 1998, cinq clones bovins transgéniques 

résistants à l’antibiotique G418 ont été produits grâce à cette technique (Cibelli et al., 1998). Cette 

technique possède plusieurs avantages, à savoir (i) un meilleur rendement de transgenèse chez les 

ruminants, (ii) le fait que les animaux ne sont pas mosaïques pour le transgène et (iii) et la possibilité 

d’étudier l’intégrité du transgène dans les cellules utilisées pour le transfert de gène (Soler et al., 2006; 

Zecchinon, 2007). L’utilisation de fibroblastes comme donneur nucléaire a permis d’augmenter la 

production de clones (Kasinathan et al., 2001) et peut être combiné avec la technologie ZFN pour 

donner naissance à des animaux transgéniques, comme le porc (Hauschild et al., 2011). 
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